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Einleitung

1  Einleitung

Der menschliche Koérper ist in seiner Umwelt einer groen Anzahl von Mikroorganismen
ausgesetzt. Um Krankheiten zu vermeiden, werden verschiedene Mechanismen eingesetzt.
Die ersten Abwehrmechanismen eines Organismus gegen Krankheitserreger bilden
physikalische Barrieren, wie beispielsweise Epithelien (Haut, Schleimh&ute), die einen
mechanischen Schutz bieten. Uberwindet ein Krankheitserreger diese Barrieren und gelangt in
das Gewebe, sind die ersten Zellen, die mit ihm in Kontakt treten die Zellen des angeborenen
Immunsystems wie dendritische Zellen, neutrophile Granulozyten und Makrophagen, die
Krankheitserreger iber verschiedene Mechanismen erkennen und aufnehmen. Zur Erkennung
der Mikroorganismen dienen Toll-Like-Rezeptoren (TLR), Scavenger-Rezeptoren und eine
Reihe anderer Mustererkennungsrezeptoren. Opsonisierte  Erreger werden durch
Komplementrezeptoren und Fc-y-Rezeptoren erkannt. Phagozytierte Erreger werden dann im
Inneren der Phagozyten unschadlich gemacht. Neben diesen zelluldren Mechanismen zéhlt
auch das Komplementsystem zum angeborenen Immunsystem. Es besteht aus Serumfaktoren,
die Uber verschiedene Wege an Krankheitserreger binden und deren Zellmembran zerstoren
oder opsonisieren kdnnen (Murphy, 2011).

1.1 Neutrophile Granulozyten

Neutrophile Granulozyten (auch Neutrophile, Abb.1) machen 55-65 % der Leukozyten im
peripheren Blut eines Erwachsenen aus. Sie entstehen im Knochenmark aus myeloiden
Vorlauferzellen. Wegen ihres charakteristischen segmentierten Zellkernes werden sie auch als
polymorphnukledre Leukozyten (PMN) bezeichnet. Neutrophile sind die ersten Zellen, die an
einem Entzundungsort aus dem Blut einwandern, um z.B. eingedrungene Krankheitserreger
zu bek&mpfen (Murphy, 2011).

'-'r ’ Abb. 1: Aus Vollblut isolierte neutrophile
J‘).‘ Granulozyten nach Diff-Quick Farbung. Gut zu

3@ g' " erkennen sind die fir Neutrophile charakteristischen
" "" Q segmentierten Zellkerne.
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1.1.1 Neutrophile Granula

Neutrophile Granulozyten enthalten eine Vielzahl von Granula. In diesen sind viele
verschiedene Proteine enthalten (Tabelle 1), die schon wahrend der Reifung der Neutrophilen
synthetisiert und in den Granula gespeichert werden (Faurschou und Borregaard, 2003).
Proteine, die sich in den Granula befinden sind Adhéasionsmolekiile wie z.B. CD66b oder
CD11b (Calafat et al., 1993), Rezeptoren, wie z.B. CD16 (Detmers et al., 1995),
antibakterielle Proteine wie z.B. Defensine (Ganz et al., 1985) oder Proteasen wie z.B.
neutrophile Elastase (Egesten et al., 1994). Werden Neutrophile stimuliert, werden je nach
Stérke des Stimulus verschiedene Granula an der Zellmembran entleert. Durch den Transport
verschiedener Rezeptoren an die Zelloberfliche kann so z.B. die Bereitschaft der
Neutrophilen auf Stimuli in entziindetem Gewebe zu reagieren erhoht werden. AuRerdem
fuhrt die Freisetzung antimikrobieller Substanzen zur Bek&mpfung von Mikroorganismen.
Dariiber hinaus fusionieren Granula auch innerhalb der Neutrophilen mit Phagosomen, in
denen sich phagozytierte Mikroorganismen befinden, um aufgenommene Erreger abzutoten.

Tabelle 1: Inhalt neutrophiler Granula (Borregaard et al., 2007)

Gruppe Beispiele
Adhasionsmolekule CD11b, CD18, CD66a, CD66b
Rezeptoren CD14, CD16, C1g-Rezeptor, CXCR-1 und 2,

Fc-y-Rezeptoren, fMLP-Rezeptor, IFN-y-
Rezeptor 1 und 2, IL-(1, 6, 10)-Rezeptor, TNF-
Rezeptor, Toll-Like-Rezeptor-1, 2, 4, 6, 8
Antibakterielle Proteine Gp91phox/p22phox, Defensine, Laktoferrin,
Lysozym, Myeloperoxidase, Pentraxin 3
Proteasen Arginase 1, Cystatin C, Cystatin F, Cathepsin G,
Elastase, Gelatinase, Kollagenase, Proteinase 3
Andere alkalische Phosphatase, 3-Glucuronidase
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1.1.2 Reaktive Sauerstoffspezies

Ein weiterer Mechanismus, mit dem Neutrophile mikrobielle Erreger abtéten kénnen, ist die
Freisetzung von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS, Abb. 2). So bildet die neutrophile NADPH
Oxidase Superoxidanionenradikale (O,"). Diese werden spontan oder von der Superoxid-
Dismutase zu Wasserstoffperoxid (H.02) umgesetzt. H,O, zerféllt spontan oder kann durch
die Fenton Reaktion umgesetzt werden, bei der unter Katalyse durch Fe** Hydroxyl-Radikale
(OH") entstehen. AuRerdem kann die Myeloperoxidase H,O, zu hochreaktiven hypohalogenen
Séuren wie Hypochloriger Saure (OCI") umwandeln (Murphy, 2011). Die NADPH Oxidase ist
damit ein Schlisselmolekil fur die ROS Produktion neutrophiler Granulozyten. Dieses
Enzym besteht aus mehreren Untereinheiten. In der dulReren Zellmembran und der Membran
von Phagolysosomen befinden sich die Untereinheiten gp9lphox und p22phox. Zur
Aktivierung der NADPH Oxidase ist die Komplexierung mit einer Reihe von zytosolischen
Untereinheiten notig. Dazu z&hlen p47phox, p67phox und p40phox (Sheppard et al., 2005).
Die wichtigste regulatorische Untereinheit ist p47phox (EI-Benna et al., 2009). Ilhre
Phosphorylierung ist fur die Zusammensetzung der NADPH-Oxidase und die Freisetzung von
ROS erforderlich. In Neutrophilen sind die wichtigsten Kinasen, die p47phox phosphorylieren
kdonnen die MAP-Kinasen Erk1/2 und p38 (El Benna et al., 1996) sowie Akt (Proteinkinase
B) und Proteinkinase Co (Chen et al., 2003). Durch Vorstimulation der Neutrophilen, z.B.
durch bakterielles Lipopolysaccharid (LPS), wird die Zusammensetzung des NADPH-
Oxidase Komplexes an der Zellmembran oder an intrazellularen Membranen induziert.
Kommt ein zweiter Stimulus hinzu, kann sofort eine starke Produktion von ROS erfolgen
(DeLeo et al., 1998).

H,0 + O,
NADPH Oxidase SOoD f MPO

~— A
0, —V § 0 £ y H0. ——— ocCr

spontan
P Fe2+ l Fenton
Reaktion

OH- + OH* + Fe3*

Abb. 2: Produktion reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) in Neutrophilen. Die NADPH Oxidase
generiert aus Sauerstoffmolekiilen Superoxidanionenradikale (O,"). Diese werden spontan oder durch
die Superoxid-Dismutase (SOD) zu Wasserstoffperoxid (H,0,) umgesetzt. Das Wasserstoffperoxid
zerfallt spontan, wird ber die Fenton Reaktion umgesetzt, oder dient der Myeloperoxidase (MPQO) als
Substrat zur Generierung von hypohalogenen Sdauren wie Hypochloriger S&ure (OCI’). Modifiziert mit
freundlicher Erlaubnis (Kirchner et al., 2012).
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1.1.3 Zytokinsekretion

Neutrophile Granulozyten kénnen ein breites Spektrum an Zytokinen sekretieren (Tabelle 2).
Dazu gehdren eine grolRe Bandbreite an Chemokinen, die z.B. chemotaktisch auf Monozyten
wirken, aber auch pro-inflammatorische Zytokine wie Interleukin(IL)-1p und TNF oder anti-
inflammatorische Zytokine wie IL-10 (Cassatella, 1999; Mantovani et al., 2011). Daruber
hinaus kénnen Neutrophile aber auch Wachstumsfaktoren wie z.B. G-CSF und ein breites
Spektrum an Zytokinen aus der TNF-Familie sekretieren, darunter z.B. auch BAFF, das
stimulierend auf B-Zellen wirkt (Scapini et al., 2008). Ein Chemokin, das in grof3en Mengen
durch Neutrophile produziert wird, ist IL-8 (CXCLS8). Dieses Chemokin liegt innerhalb der
Zelle, aber auRerhalb der klassischen neutrophilen Granula vor. Neuere Studien gehen davon
aus, dass Vorstufen des IL-8 innerhalb des endoplasmatischen Retikulums zurtickgehalten
werden (Pellme et al., 2006). Nach der Stimulation von Neutrophilen kann das bereits
vorsynthetisierte IL-8 relativ schnell ausgeschuttet werden. Es wirkt chemotaktisch auf
Neutrophile und stellt somit einen positiven Ruckkopplungsmechanismus zur Rekrutierung
einer groBen Anzahl Neutrophiler zum Ort einer Entziindung dar (Cassatella, 1999).

Tabelle 2: Auswahl durch Neutrophile sekretierter Zytokine (Cassatella, 1999; Mantovani et al.,
2011).

Gruppe Zytokine

Chemokine CCL2, CCL3, CCL4, CCL17, CCL1S,
CCL19, CCL20, CCL22, CXCL1, CXCL2,
CXCL3, CXCL4, CXCL5, CXCL6, CXCLS,
CXCL9, CXCL10, CXCL11

Pro-inflammatorische Zytokine IL-1a, IL-1pB, IL-7, IL-12, IL-17, IL-18,
IFN-a, IFN-y, MIF

Anti-inflammatorische Zytokine IL1-RA, IL-10, TGFpB

Wachstumsfaktoren G-CSF, HGF, M-CSF, GM-CSF, IL-3, SCF,
VEGF

Zytokine der TNF-Familie APRIL, BAFF, CD30L, CD97L, TNF,
TRAIL




Einleitung

1.1.4 Neutrophil Extracellular Traps (NETS)

Erst vor wenigen Jahren wurde beschrieben, dass Neutrophile neben Apoptose und Nekrose
eine weitere Art des Zelltodes sterben konnen. Dieser Vorgang wird als NETose bezeichnet
und ist von der der Produktion reaktiver Sauerstoffspezies abhéngig. Wahrend der NETose
desintegriert die Zellkernwand und die Granulamembranen der Neutrophilen und die nukledre
DNA mischt sich mit den Proteinen des Zytoplasmas und der neutrophilen Granula.
Anschlieend wird die DNA, die nun die bakteriziden Substanzen aus den Granula enthélt,
aus den Zellen freigesetzt (Fuchs et al., 2007). So bilden sich klebrige netzartige Strukturen,
die so genannten Neutrophil Extracellular Traps (NETS), in denen z.B. Bakterien gefangen
und abgetotet werden konnen (Brinkmann et al., 2004). Die genaue Regulierung der NETose

ist noch nicht genau verstanden.

1.1.5 Aktivierung neutrophiler Granulozyten

1.1.5.1 Wichtige Signalwege neutrophiler Granulozyten

1.1.5.1.1 Der MAP-Kinase-Signalweg

MAP (Mitogen Activated Protein)-Kinasen sind wichtige Signalmolekdle innerhalb der
Zelldifferenzierung und des Zellzyklus, haben allerdings auch auflerhalb dieses Bereiches
wichtige Aufgaben. So werden MAP-Kinasen iber Wachstumsfaktoren, Zytokine, G-Protein-
gekoppelte Rezeptoren oder Stress-Signale, wie z.B. UV-Strahlung, aktiviert. MAP-Kinasen
werden Uber eine Kinasen-Kaskade reguliert, die durch eine Vielzahl von Phosphorylierungen
eine strikte Regulierung der Kinasen ermoglicht (Krauss, 2003). So werden die MAP-Kinasen
von MAP-Kinase-Kinasen phosphoryliert, die wiederum von MAP-Kinase-Kinase-Kinasen
phosphoryliert werden (Abb. 3). Neben den Kinasen gibt es auch Phosphatase, wie z.B. MAP-
Kinase-Phosphatase(MKP)-1, die MAP-Kinasen dephosphorylieren (Boutros et al., 2008).
Die funf bekannten Gruppen von MAP-Kinasen sind Erk (Extracellular-signal regulated
kinase2)1/2, p38, JNK(C-Jun-N-terminal Kinase)1,2,3 und Erk5. In Neutrophilen sind
besonders Erk1/2 und p38 von groRer Bedeutung. Sie werden durch verschiedene Rezeptoren,
wie z.B. den fMLP-Rezeptor oder Rezeptoren fir Komplementfaktoren und andere
Signalwege, wie z.B. den Toll-Like-Rezeptor-Signalweg aktiviert. MAP-Kinasen spielen bei
Neutrophilen unter Anderem bei der Freisetzung von reaktiven Sauerstoffspezies Uber die
Phosphorylierung der p47-phox Untereinheit der NADPH Oxidase (El Benna et al., 1996)
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oder der Degranulierung von Neutrophilen eine wichtige Rolle (Mocsai et al., 2000).
AuBerdem sind Erk1/2 und p38 Uberlebens-Signalwege in Neutrophilen, die anti-
apoptotische Proteine stabilisieren (Klein et al., 2000).

Stimulation Stress, G-Protein gekoppelte Rezeptoren, Wachstumsfaktoren
(( N (T W4 N /)
MAPKKK Raf TAK, ASK MEKK1,4 MEKK2,3
TAO
MAPKK [MEKKl/Z] [ MKK3/6 ] [ MKK4/7 ] l MEK5 I
MAPK [ Erk1/2 ] [ p38 ] [ JNK1,2,3 ] l Erk5 I
Effekte Wachstum Inflammation Wachstum
Differenzierung Apoptose Differenzierung
Wachstum
Effekt auf Uberleben Uberleben Apoptose
Neutrophile ROS-Produktion| | ROS-Produktion
\_ J \Degranulierung J o\ /

Abb. 3: MAP-Kinase(MAPK)-Signaltransduktion. Pfeile: Aktivierung durch Phosphorylierung.

1.1.5.1.2 Der P13-Kinase-Akt-Signalweg

Phosphoinositid-3-Kinasen (PI3K) sind membransténdige Proteine. Es gibt Klasse I, 11 und 111
PI3K, von denen die Klasse | am besten verstanden und in Neutrophilen von groRer
Bedeutung ist. lhre Mitglieder bestehen je aus einer katalytischen p110 Untereinheit und
einer regulatorischen Untereinheit wie p55, p85 oder pl101. Wird die PI3K, z.B. durch
Rezeptor-Tyrosinkinasen, aktiviert kommt es zur Phosphorylierung des Membranlipids PIP2
(Phosphatidylinositol-4,5-Bisphosphat) zu PIP3 (Phosphatidylinositol-3,4,5-Trisphosphat).
PIP3 kann nun die Kinase PDK-1 aktivieren, die wiederum Akt (Proteinkinase B)
phosphoryliert und damit aktiviert (Krauss, 2003). In Neutrophilen hat Akt einige Substrate,
z.B. die p47phox Untereinheit der NADPH Oxidase (Chen et al., 2003) und kann aullerdem

die Lebensdauer von Neutrophilen verlangern (Abb. 4). Dariiber hinaus ist der PI3K/AKkt
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Signalweg auch fiur andere Zellfunktionen von Neutrophilen, wie z.B. Migration
verantwortlich (Klein et al., 2000; Yagi et al., 2009).

>,
T

Rezeptor

® \
Akt
PI3K l

Uberleben
ROS-Produktion
Migration

Abb. 4: Phosphoinositid-3-Kinase(PI13K)/Akt Signaltransduktion in neutrophilen Granulozyten.
Pfeile: Aktivierung durch Phosphorylierung. PIP2: Phosphatidylinositol-4,5-Bisphosphat, PIP3:
Phosphatidylinositol-3,4,5-Trisphosphat.

1.1.5.2 Aktivierung von Neutrophilen durch Toll-Like-Rezeptoren

Toll-Like-Rezeptoren (TLR) sind eine wichtige Gruppe von Mustererkennungsrezeptoren,
durch die Neutrophile stimuliert werden kénnen (Tabelle 3). Toll-Like-Rezeptoren bilden z.T.
Dimere und erkennen eine grof3e Bandbreite an mikrobiellen Strukturen wie z.B. bakterielles
Lipopolysaccharid (LPS) gram-positiver Bakterien (TLR 4) oder Flagellin (TLR 5).
Aullerdem gibt es intrazellulare TLR, die Nukleinsduren wie fir Bakterien typische
unmethylierte CpG-Sequenzen (TLR 9) oder bakterielle oder virale RNA (TLR 3, 7, 9)
erkennen. TLR besitzen eine grofRere extrazellulare Domane, die durch leucinreiche
Wiederholungssequenzen gekennzeichnet ist und eine kleinere intrazellulare Domane, die
eine TIR (Toll/IL-1-Rezeptor)-Domane enthalt. Innerhalb der Zelle wird nach Aktivierung
von TLR dber das Adapterprotein MyD88 der Transkriptionsfaktor Nf-kB aktiviert.
Aktivierung von TLR fuhrt generell zu einer phanotypischen Aktivierung von Neutrophilen,
die sich z.B. durch eine erhdhte Lebensspanne duflRert. AuBerdem wird die Synthese pro-
inflammatorischer Zytokine, wie z.B. IL-8, induziert (Akira und Takeda, 2004; Murphy,
2011). Neutrophile exprimieren alle in Tabelle 3 genannten TLR aulRer TLR 3 (Hayashi et al.,
2003). Durch Aktivierung von TLR werden Neutrophile z.B. fur die Produktion von ROS
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vorstimuliert, darlber hinaus kommt es zur Zytokinfreisetzung und Verldngerung der
Lebensdauer von Neutrophilen, auch tber die Aktivierung von MAP-Kinasen (Lotz et al.,
2004; Vivarelli et al., 2004; Wilde et al., 2007). AuRerdem wird die Phagozytosekapazitat
Neutrophiler durch TLR-Liganden verstarkt (Esmann et al., 2010; Hayashi et al., 2003; Wang
et al., 2009).

Tabelle 3: Durch Toll-Like-Rezeptoren (TLR) erkannte mikrobielle Strukturen

Toll-Like-Rezeptor Erkannte Struktur

TLR 1/2, Lipoarabinomannan, Lipoproteine,
TLR 2/6 Lipoteichonséure

TLR 3 Doppelstrang-RNA

TLR 4 LPS

TLRS Flagellin

TLR7 Einzelstrang-RNA

TLR 8 Einzelstrang-RNA

TLR9 unmethylierte CpG DNA

1.1.5.3 Aktivierung von Neutrophilen durch Zytokine

Neutrophile besitzen eine Reihe von Rezeptoren, um verschiedene Zytokine zu detektieren.
Einige wichtige Beispiele fir Zytokine, die auf Neutrophile wirken, werden im Folgenden

erlautert:
Chemokine

Chemokine sind eine Gruppe von Zytokinen, die sich durch eine gemeinsame, durch
Disulfidbriicken gekennzeichnete, Struktur auszeichnen. Einige Chemokine wirken
chemotaktisch auf  Neutrophile. Sie  werden (Uber die GTPase-gekoppelten
Chemokinrezeptoren erkannt. Die wichtigsten auf Neutrophile chemotaktisch wirkenden
Chemokine sind IL-8 (CXCLS8), das an den Chemokinrezeptor CXCR-1 bindet und GRO-a
(CXCL1), das CXCR-2 aktiviert (Detmers et al., 1991). IL-8 verlangert aullerdem die
Lebensspanne neutrophiler Granulozyten (Leuenroth et al., 1998).
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IL-2, IL-6

IL-2 und IL-6 werden Uber Rezeptoren erkannt, die lber Januskinasen (JAK) und STAT-
Transkriptionsfaktoren wirken. IL-2 und IL-6 kdnnen die Lebensdauer von Neutrophilen
verlangern (Biffl et al., 1995; Lesur et al., 2000). IL-2 vermindert aul’erdem die FcyR-
vermittelte Phagozytose 1gG-opsonisierter Partikel durch Neutrophile (Moxey-Mims et al.,
1991).

Interferon-y

Interferon(IFN)-vy ist ein Typ II Interferon und bindet ein Dimer aus IFN-y-Rezeptor 1 und 2.
Der IFN-y-Rezeptor ist eine Tyrosinkinase, die JAK-STAT-Signaltransduktion aktiviert.
IFN-y kann die Uberlebensdauer von Neutrophilen verlangern (Colotta et al., 1992).
Zusammen mit LPS kann die Stimulation mit IFN-y die Freisetzung grofer Mengen von
Chemokinen wie IP-10 (CXCL10) induzieren (Cassatella et al., 1997).

GM-CSF

GM-CSF (Granulocyte macrophage colony-stimulating factor) ist ein Faktor, der fur die
Reifung neutrophiler Granulozyten im Knochenmark erforderlich ist (Hamilton, 2008).
GM-CSF verléngert auRerdem die Lebensspanne reifer Neutrophiler (Colotta et al., 1992) und
stimuliert deren Phagozytoseaktivitat (Weisbart et al., 1988). Der GM-CSF-Rezeptor ist eine
Tyrosinkinase und aktiviert JAK-STAT-Signaltransduktion, die MAP-Kinase-Signalwege und
PI3K-Signaltransduktion (Hamilton, 2008). Auferdem kann GM-CSF auch den
Transkriptionsfaktor Nf-kB aktivieren (Ebner et al., 2003).

TNF

TNF (Tumornekrosefaktor) ist ein klassisches pro-inflammatorisches Zytokin. Der TNF-
Rezeptor kann Uber die Aktivierung von Caspasen Apoptose induzieren, aber auch die
Apoptose von Neutrophilen Gber die Aktivierung von Nf-kB inhibieren (Cowburn et al.,
2004). TNF verstarkt aulerdem das Phagozytosevermdgen neutrophiler Granulozyten
(Moxey-Mims et al., 1991).

1.1.5.4 Aktivierung von Neutrophilen durch fMLP

N-Formylmethionyl-Leucyl-Phenylalanin (fMLP) ist ein synthetisches Tripeptid, das den
fMLP-Rezeptor auf Neutrophilen bindet. Der fMLP-Rezeptor ist ein transmembraner G-
9
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Protein-gekoppelter Rezeptor. Er erkennt formylierte bakterielle Proteine, deren Translation
stets mit formyl-Methionin beginnt. Wird der fMLP-Rezeptor aktiviert, werden als wichtigste
Signalwege der Erk1/2-und p38 MAP-Kinase-Signalweg, sowie der PI3K-Akt-Signalweg
angeschaltet (Nick et al., 1997; Tilton et al., 1997). Uber die so aktivierten Kinasen werden
verschiedene Signalmolekiile oder funktionelle Molekile wie die regulatorische p47phox-
Untereinheit der neutrophilen NADPH Oxidase phosphoryliert, was zur Produktion reaktiver
Sauerstoffspezies fiihrt (Dewald und Baggiolini, 1985). Auflerdem stimuliert fMLP die
Ausschittung neutrophiler Granula (Niessen et al., 1991).

1.1.5.5 Aktivierung von Neutrophilen durch Immunkomplexe

Neutrophile besitzen verschiedene aktivierende Fc-y-Rezeptoren (FcyR), die 1gG-Antikorper
erkennen. Der hochaffine FcyRI ist dabei stets mit 1IgG aus dem Blut abgesattigt. Die geringer
affinen FcyRIIA und FcyRIIB und FcyRIITA binden monomere Antikdrper mit einer 100-
1000fach geringeren Affinitat. Das gewahrleistet, dass nur Immunkomplexe, die z.B. aus
Bakterien und IgG-Antikorpern bestehen, diese Rezeptoren aktivieren kénnen (Nimmerjahn
und Ravetch, 2008). AulRerdem besitzen Neutrophile als einzige Zellen FcyRIIIB, der tber
einen GPI-Anker in der Zellmembran verankert ist (Chuang et al., 2000; Nimmerjahn und
Ravetch, 2008). Die Ligation von FcyR fihrt Gber die Kinasen Src und Syk unter anderem zur
Aktivierung der MAP-Kinase-und PI13K-Akt-Signalwege und induziert z.B. die Phagozytose
von Bakterien durch Neutrophile (Nimmerjahn und Ravetch, 2008). Wéhrend durch FcyR die
Erkennung von Immunkomplexen aus Antikérpern und korperfremden Antigenen ermdglicht
wird, wird Uber sie auch die Aktivierung neutrophiler Granulozyten in
Autoimmunerkrankungen vermittelt. Hier binden Autoantikorper kdrpereigene Antigene und
fuhren so zur Erkennung korpereigener Strukturen durch das Immunsystem (Murphy, 2011).

1.1.6 Apoptose

Neutrophile Granulozyten sind antimikrobiell sehr potente, aber kurzlebige Zellen. Ihre
Lebensdauer im Blut ist nur sehr kurz und liegt im Bereich von wenigen Stunden (Dancey et
al., 1976) bis wenigen Tagen (Pillay et al., 2010). Unter normalen Zellkulturbedingungen
gehen unstimulierte Neutrophile bereits nach 12-18 Stunden in die Apoptose (Colotta et al.,
1992). Morphologisch zeichnen sich apoptotische Neutrophile durch einen kondensierten
Zellkern aus (Abb. 5). Werden Neutrophile jedoch stimuliert, z.B. durch bakterielles LPS oder
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Zytokine wie GM-CSF, die in entziindetem Gewebe vorhanden sind, kann sich ihre
Lebensdauer vervielfachen (Colotta et al., 1992). Die Apoptose von Neutrophilen ist ein strikt
regulierter Prozess. In entziindetem Gewebe ist es wichtig, dass apoptotische Neutrophile
durch Makrophagen und evtl. vitale Neutrophile phagozytiert werden. Kommt es zur Stérung
der Beseitigung apoptotischer Zellen, gehen die apoptotischen Neutrophilen in die sekundére
Nekrose, bei der die Integritdt der Zellwand verloren geht und es zur Freisetzung der
hochreaktiven Granulaproteine kommt, die dann das Gewebe schadigen. Die Aufnahme
apoptotischer Zellen ist ein anti-inflammatorischer Vorgang. So werden Effektorfunktionen
von Neutrophilen und Makrophagen, wie z.B. die Freisetzung von ROS, durch apoptotische
Neutrophile inhibiert (Esmann et al., 2010; Fadok et al., 1998a).

- Abb. 5: Apoptotische neutrophile Granulozyten.
‘( ! Diff-Quick  gefarbte  apoptotische  neutrophile
( ‘ ' Granulozyten (Pfeile) mit kondensiertem Nukleus.

1.1.7 Phagozytose

Neutrophile sind professionelle Phagozyten des angeborenen Immunsystems. lhre klassische
Rolle ist die Phagozytose und Abtétung von Mikroorganismen (Murphy, 2011). Neue Daten
zeigen allerdings, dass Neutrophile auch apoptotische Zellen phagozytieren kdnnen (Esmann
et al., 2010). Dies ist eine Aufgabe, die zuvor nur Makrophagen und zu einem kleineren Teil

dendritischen Zellen zugeschrieben worden war.

1.1.7.1 Phagozytose von Mikroorganismen

Neutrophile sind darauf spezialisiert, eindringende Mikroorganismen zu phagozytieren
(Abb. 6a), sind aber auch in der Lage andere Partikel, wie z.B. Latex-Beads, aufzunehmen
(Abb. 6b). Die Aufnahme von Mikroorganismen durch Neutrophile wird hauptsachlich tber
die Aktivierung von FcyR oder Komplementrezeptoren vermittelt (Lee et al., 2003). Dies
fuhrt zur Aktivierung von Kinasen der Src Familie und Syk (Nimmerjahn und Ravetch, 2008).
Werden Bakterien durch den Komplementfaktor C3b opsonisiert, werden die Erreger tber
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Komplementrezeptoren erkannt. Durch diese Rezeptoren werden Vavl und Vav2 aktiviert.
Nach der Aktivierung von Komplement-oder Fcy-Rezeptoren werden die kleinen GTPasen
Racl und Rac2 fur die Initiierung der Aktinpolymerisierung bendtigt, die fur die Aufnahme
von Mikroorgansimen erforderlich ist (Hall et al., 2006).

Abb. 6: Phagozytoseaktivitat neutrophiler Granulozyten. a: Neutrophile Granulozyten nach der
Phagozytose rot fluoreszierender Bakterien der Spezies Staphylococcus aureus. Griin: Zellkerne. b:
Diff-Quick gefarbte neutrophile Granulozyten nach der Phagozytose von grin fluoreszierenden Latex-
Beads (M. Behnen, mit freundlicher Erlaubnis).

1.1.7.2 Phagozytose apoptotischer Zellen

Kirzlich wurde durch unsere Arbeitsgruppe und andere berichtet (Esmann et al., 2010; Galati
et al., 2000; Rydell-Tormanen et al., 2006), dass neutrophile Granulozyten neben
Mikroorganismen auch apoptotische Zellen phagozytieren kénnen (Abb. 7). Der Kontakt mit
apoptotischen Zellen inhibiert hierbei die fMLP-induzierte ROS-Produktion und die Sekretion
von IP-10 und TNF durch Neutrophile. Allerdings induziert die Anwesenheit apoptotischer
Zellen auch die Sekretion von IL-8 durch Neutrophile (Esmann et al., 2010). Die Phagozytose
apoptotischer Zellen ist strikt abhdngig von hitzelabilen Serumfaktoren (Esmann et al., 2010).
Hier verhalten sich die Neutrophilen anders als Makrophagen, die auch in Abwesenheit von
Serumfaktoren apoptotische Zellen aufnehmen kénnen. Die genauen Mechanismen, die der
Phagozytose apoptotischer Zellen durch Neutrophile zu Grunde liegen, sind noch nicht
ausreichend verstanden.

Abb.7: Phagozytose apoptotischer Neutrophiler durch vitale
neutrophile Granulozyten. Pfeil: Ein grun fluoreszierender
vitaler Neutrophiler hat eine apoptotische Zelle aufgenommen.
Die apoptotischen Zellen (farblos) sind mit einem pH-sensitiven

Farbstoff gefarbt, der im angesiuerten Milieu rot fluoresziert.
(M. Behnen, mit freundlicher Erlaubnis).
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1.2 Verlauf einer akuten Entziindung

Befinden sich entzindliche Stimuli, wie z.B. nekrotische Zellen oder mikrobielle Erreger in
einem Gewebe, werden diese in der Regel durch Muster-Erkennungsrezeptoren wie z.B. TLR
der residenten Makrophagen und dendritischen Zellen erkannt. Diese Zellen produzieren
daraufhin Lipidmediatoren wie Prostaglandine und Leukotriene und proentzindliche Zytokine
wie TNF und IL-1B. Durch diese Substanzen kommt es zur Weitung der BlutgefaRe und
Aktivierung des Endothels (Abb. 8a). So werden z.B. IL-8 und P-Selektin aus Weibel-
Pallade-Kdrperchen an der Oberflache der Endothelzellen freigesetzt. Dies erleichtert die
Einwanderung von Neutrophilen an dieser Stelle, die nun an das aktivierte Endothel binden
konnen. Sie durchdringen das Endothel und die darunter liegende Perizyten-Schicht und
wandern in das entziindete Gewebe ein (Nourshargh et al., 2010). Hierbei folgen sie einem
Gradienten aus Chemokinen wie z.B. IL-8, die ebenfalls am Ort der Entzindung sekretiert
werden. Im entziindeten Gewebe bekdmpfen die Neutrophilen die infiltrierenden
Mikroorganismen und gehen spéter zu einem Grofteil in Apoptose (Abb. 8b,c). Zu diesem
Zeitpunkt sind auch Monozyten aus der Blutbahn eingewandert und im Gewebe zu
Makrophagen differenziert, die ebenfalls an der Bekampfung von Erregern beteiligt sind
(Murphy, 2011). Diese Makrophagen konnen aber auch grof’e Mengen apoptotischer
Neutrophiler phagozytieren und sind so wichtig fur die Auflosung der Entziindung (Abb. 8c).
Die Phagozytose apoptotischer Zellen fiihrt auRerdem zur Sekretion anti-inflammatorischer
Zytokine wie IL-10 und TGF-B (Voll et al., 1997). Dartiber hinaus sorgt die Produktion von
Lipidmediatoren wie Resolvin D1 und Resolvin E1 dafur, dass keine Zellen mehr in das
entziindete Gewebe rekrutiert werden, die Aufnahme apoptotischer Zellen durch
Makrophagen verstéarkt wird und die Entziindung abklingen kann (Arita et al., 2005; Sun et
al., 2007). SchlieBlich verlassen auch die Makrophagen ber das Lymphsystem das Gewebe.
Viele Infektionen werden so (ber eine lokale Antwort des angeborenen Immunsystems
bek&mpft, ohne der Hilfe des erworbenen Immunsystems zu bedirfen (Murphy, 2011; Serhan
und Savill, 2005).
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Abb. 8: Verlauf einer akuten Entziindung. a: Gewebemakrophagen oder dendritische Zellen
erkennen Mikroorganismen und sekretieren Prostaglandine, IL-13 und TNF. b: Das Endothel wird
stimuliert und ermdglicht die Adhésion von neutrophilen Granulozyten (PMN). Die PMN wandern in
das entziindete Gewebe ein und folgen einem chemotaktischen Gradienten aus Chemokinen. Am Ort der
Infektion bekdmpfen die PMN Mikroorganismen. c: Im Laufe der Entziindung wandern Monozyten in
das Gewebe ein, die zu Makrophagen differenzieren. Die PMN gehen in Apoptose und werden von
vitalen PMN oder Makrophagen phagozytiert. Daraufhin werden IL-10 und TGF-f freigesetzt. Es
werden aulRerdem Resolvine produziert, die die Einwanderung weiterer PMN inhibieren. Die
Entziindung l6st sich auf. PMN: neutrophile Granulozyten, Phago.: Phagozytose, rote Dreiecke:
aktiviertes Endothel, rote Pfeile: Inhibierung, griine Pfeile: Aktivierung.

1.3  Autoimmunitat

Wahrend das angeborene Immunsystem seine Ziele unspezifisch und nur Gber bestimmte
Muster erkennt und sich durch eine sofortige Reaktion auszeichnet, reagiert das erworbene
Immunsystem spezifisch und mit einer gewissen Verzdgerung. Durch Antigen-prasentierende
Zellen wie dendritische Zellen werden im Gewebe aufgenommene und prozessierte Antigene
auf MHC (Major Histocompatibility Complex) I1-Molekiilen in den Lymphknoten prasentiert.
Hier interagieren die Antigen-prasentierende Zellen mit T-Zellen, die Uber den T-Zell-
Rezeptor MHC Il-gebundene Antigen-Fragmente erkennen. T-Zellen aktivieren wiederum
antigen-spezifische B-Zellen, die Uber den B-Zell-Rezeptor Antigene detektieren,
internalisieren und ebenfalls auf MHC II-Molekiilen prasentieren. Schlussendlich
differenzieren die antigenspezifischen B-Zellen zu Plasmazellen, welche hochspezifische
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Antikorper sekretieren, die Krankheitserreger binden oder z.B. Toxine neutralisieren.
Wahrend des Reifungsprozesses der im Thymus gebildeten T-Zellen und der im
Knochenmark gebildeten B-Zellen werden spezifisch Zellen selektiert, die nicht mit
korpereigenen Antigenen reagieren. Kommt es zu einer Bildung von Zellen, die trotz dieser
negativer Selektion korpereigene Strukturen erkennen, kann es zu Autoimmunerkrankungen
kommen (Murphy, 2011). In den letzten Jahrzehnten zeigt sich ein verstarktes Auftreten von
Autoimmunerkrankungen (Bach, 2002). Bei diesen Krankheiten werden zumeist Antikorper
gegen korpereigene Antigene gebildet. Diese Antikorper binden kdérpereigene Strukturen und
bilden so genannte Autoimmunkomplexe. Diese wiederum aktivieren dann auch die Zellen
des angeborenen Immunsystems, die nun tbermaRig aktiv werden und das Gewebe zerstoren.
Ein Beispiel fiir eine Antikdrper-abhdngige Autoimmunerkrankung der Haut ist das bulldse
Pemphigoid.

1.3.1 Die Rolle neutrophiler Granulozyten im bullésen Pemphigoid (BP)

Das bullose Pemphigoid ist eine blasenbildende Erkrankung der Haut. Bei dieser
Autoimmunkrankheit entstehen Autoantikérper gegen Kollagen XVII1I. Dieses Molekil bildet
grolRe Ankerstrukturen, die in der Haut die Dermis mit der Epidermis verbinden. Die Bindung
der Autoantikorper induziert eine Fcy-Rezeptor-vermittelte Entziindung, durch die es zur
partiellen Ablésung der Dermis von der Epidermis und damit zur Bildung von subdermalen
Blasen kommt. Obwohl in der Haut von Patienten eosinophile Granulozyten die dominierende
Spezies sind (Sitaru et al., 2004), sind auch neutrophile Granulozyten anwesend (Borrego et
al., 1996; Dubertret et al., 1980; Kaneko et al., 1992). AuRerdem konnte ex vivo (Chiriac et
al., 2007; Shimanovich et al., 2004) und in vivo im Mausmodell (Liu et al., 1997) gezeigt
werden, dass neutrophile Granulozyten fir die Entstehung des Gewebeschadens
verantwortlich sind. Als Standardtherapie werden Glucocorticoide wie Methylprednisolon
eingesetzt, die meist direkt auf der Haut (topisch) appliziert werden (Joly et al., 2009; Roujeau
et al., 2009). Obwohl BP als Krankheit relativ gut verstanden ist, zeigen an BP erkrankte
Personen eine signifikant erhdhte Mortalitat (Langan et al., 2008). Die Entwicklung neuer
Strategien fur die Behandlung von BP ist deshalb wichtig.

15



Einleitung

1.3.2 Glucocorticoide in der Therapie von Autoimmunerkrankungen

Glucocorticoide (GC) sind Standardtherapeutika bei der Behandlung von Autoimmun-
erkrankungen wie BP. Sie wirken stark anti-inflammatorisch, kénnen jedoch bei langerer
systemischer Anwendung starke Nebenwirkungen wie die Entstehung von Stammfettsucht
oder Diabetes haben. Auch die lokale Therapie mit GC birgt die Gefahr von Nebenwirkungen
wie Akne, die starke Erweiterung von Blutgefalien oder die Entstehung von Pergamenthaut
(Lallmann et al., 2010). Haufig eingesetzte GC sind z.B. Cortisol, Dexamethason oder
Methylprednisolon. Sie binden den zytoplasmatischen GC-Rezeptor, der im aktivierten
Zustand Dimere bildet und dann im Zellkern die Transkription verschiedener Effektorgene
induzieren oder inhibieren kann. So werden z.B. Gene flr pro-inflammatorische Zytokine wie
TNF und IL-1B in ihrer Expression vermindert. Die Expression von IL-4 und anti-
inflammatorischen Proteinen wie dem IL-1-Rezeptor-Antagonisten oder MAP-Kinase-
Phosphatase-1, welche die MAP-Kinase-Signaltransduktion inhibiert, wird induziert. Im
Kontext von Autoimmunitat wird besonders der Einfluss von GC auf die Sekretion von
Zytokinen diskutiert, die die T-Zell-Differenzierung steuern (Flammer und Rogatsky, 2011).
Aullerdem wird das Vermdgen von GC Apoptose z.B. in T-Zellen zu induzieren angefthrt
(Deckers et al., 1993; Wyllie, 1980). Wéhrend diese genomische Wirkung von GC innerhalb
von Stunden oder Tagen eintritt, gibt es auch nicht-genomische Effekte, die schneller wirken.
So wurde bereits der Einfluss hoher Dosen von Methylprednisolon auf die fMLP-induzierte
Degranulierung von Neutrophilen gezeigt (Liu et al., 2005). AulRerdem wurde gezeigt, dass
auch das angeborene Immunsystem, gerade bei lokalen Entziindungen, wichtiges Ziel von GC
sein kann. So sind Makrophagen und Neutrophile das Ziel von GC in der Behandlung der
experimentellen Kontaktallergie (Tuckermann et al., 2007). Im Kontext von BP ist allerdings
noch nicht ausfihrlich untersucht worden, welche Wirkung GC auf das angeborene

Immunsystem, insbesondere auf neutrophile Granulozyten, haben.
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1.4 Zielsetzung

Neutrophile Granulozyten sind die ersten Zellen des Immunsystems, die aus dem Blut an den
Ort einer Entziindung rekrutiert werden. Sie besitzen potente antimikrobielle Mechanismen,
um dort Erreger effizient abzutéten. Allerdings konnen Neutrophile auch das Gewebe
schadigen, wenn ihre Aktivitdt nicht strikt kontrolliert wird. Dafur ist es wichtig, dass
Neutrophile konstitutiv und reguliert in die Apoptose gehen und dass die apoptotischen Zellen
effektiv durch Makrophagen, dendritische Zellen und evtl. auch durch neutrophile
Granulozyten selbst beseitigt werden. Die Beseitigung apoptotischer Zellen spielt eine
entscheidende Rolle fiir den Rickgang der Entziindung, da dieser Vorgang eine anti-
inflammatorische Antwort induziert. In vielen bakteriellen und autoimmunen Erkrankungen
fuhrt eine fehlerhafte Regulation von Apoptose oder Phagozytose der apoptotischen Zellen zu
einer Uberschielenden Entzindung und damit zur Gewebeschadigung. Oft werden
Glucocorticoide verabreicht, um entziindliche Vorgénge zu stoppen, die genaue Wirkung
dieser Substanzen auf Neutrophile ist aber noch nicht umfassend untersucht. Das bessere
Verstandnis der Modulation der Aktivitdt neutrophiler Granulozyten durch apoptotische
Zellen und Glucocorticoide konnte neue Therapiestrategien aufzeigen und so bei der
Behandlung entzundlicher Erkrankungen helfen. Deshalb wurde die Aktivierung neutrophiler

Granulozyten in zwei Szenarien untersucht:
1. Die Wirkung von apoptotischen Zellen auf Neutrophile in einer akuten Entziindung

Neutrophile kdnnen apoptotische Zellen in Abh&ngigkeit von Serumfaktoren aufnehmen.
Dabei werden Funktionen neutrophiler Granulozyten gehemmt. Es sollte daher untersucht
werden, welche Serumfaktoren fur die Phagozytose apoptotischer Zellen bendtigt werden, wie
entzlindliche Stimuli den Phagozytoseprozess modulieren kénnen und welche molekularen
Mechanismen flr die Phagozytose und die inhibitorische Wirkung der apoptotischen Zellen

verantwortlich sind.

2. Die Wirkung von Methylprednisolon auf Neutrophile im Kontext des bulldsen
Pemphigoid

Im Vergleich zu der Modulation der Aktivitat neutrophiler Granulozyten durch apoptotische
Zellen sollte die Modulation der Effektorfunktionen dieser Zellen durch Methylprednisolon,
einem haufig eingesetzten Glucocorticoid, im Kontext des bulldsen Pemphigoid, einer

Autoimmunerkrankung der Haut, untersucht werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Puffer und Medien

Annexin-Puffer

10 mM HEPES
140 mM NaCl
5 mM CacCl,
pH 7,4

Binde-Puffer

PBS + 0,5 % BSA + 5 mM CaCl,, pH 6,5

Elutions-Puffer

PBS + 0,5 % BSA, pH 6,5

FACS-Puffer

Material und Methoden

PBS + 1 % BSA + 0,01 % NaNs3 + 1 % hitzeinaktiviertes humanes Serum

Kristallviolett-Farbeldsung

0,1 % Kristallviolett in 50 % Methanol

MACS-Puffer

PBS +0,5% FCS + 2 mM EDTA

4 x Western Blot Ladepuffer

0,16 M Tris-HCI, pH 6.8
30 % Glycerin

4 % SDS

0,7 M B-Mercaptoethanol
Bromphenolblau
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10 x TBS

200 mM Tris
1,4 M NacCl
pH 7,6

TBS-T

1xTBS + 0,1 % Tween 20

Stripping-Puffer

62,5 mM Tris-HCI, pH 6,7
2 % SDS
100 mM B-Mercaptoethanol

10 x SDS-PAGE Laufpuffer

250 mM Tris
2 M Glycin
1% SDS

Transfer-Puffer

25 mM Tris
192 mM Glycin
20 % Methanol

ELISA-Blockierungs-Puffer

PBS + 0,5 % BSA

ELISA-Puffer

ELISA-Blockierungs-Puffer + 0,1 % Tween 20

ELISA-Waschpuffer

PBS + 0,1 % Tween 20

Material und Methoden

19



Material und Methoden

RPMI Komplettmedium

Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640 Medium + 4 mM L-Glutamin
+ 100 U/ml Penicillin + 100 pg/ml Streptomycin + 10 mM HEPES + 50 uM
B-Mercaptoethanol

HBSS-Prep

HBSS + 0,5 % FCS + 20 mM HEPES

2.2 Tiere

C57BL/6 Mause wurden von der Charles River GmbH, Sulzfeld bezogen. Die Tiere wurden
in der gemeinsamen Tierhaltung der Universitat zu Libeck in einem 12-Stunden Tag-Nacht-
Rhythmus mit Futter und Wasser ad libitum gehalten. Die Tierversuche wurden unter der
Versuchsnummer V 312-72241.122-19 (51-4/11) durch das Ministerium flr Landwirtschatft,
Umwelt und landliche Rdume des Landes Schleswig Holstein genehmigt.

2.3 Chemikalien und Reagenzien

Tabelle 4: Verwendete Chemikalien und Reagenzien

Substanz Hersteller

10 x PBS Invitrogen, Karlsruhe
B-Mercaptoethanol Sigma Aldrich, Steinheim
Aceton Carl Roth, Karlsruhe

Amersham Hyperfilm ECL
Ammoniumpersulfat
Annexin-V-Fluos

Broad Range Protein Marker
Bromphenolblau

BSA, Fraktion V
C1g-defizientes humanes Serum
rh Clq

C3 defizientes humanes Serum
C3, human

C5 defizientes Serum

rh C5

CaCl;

DHR123

Diethylether

Dimethylsulfoxid

EDTA

GE Healthcare, Miinchen

Bio-Rad, Miinchen

Roche, Mannheim

New England Biolabs, Frankfurt/Main
Serva, Amstetten, Osterreich

Carl Roth, Karlsruhe

Merck KGaA, Darmstadt

Merck KGaA, Darmstadt

Institut fiir Systemische
Entzundungsforschung, UKSH, Liibeck
Merck KGaA, Darmstadt

Merck KGaA, Darmstadt

Merck KGaA, Darmstadt

Invitrogen, Karlsruhe

Carl Roth, Karlsruhe

Sigma Aldrich, Steinheim

Carl Roth, Karlsruhe

20



Material und Methoden

Ethanol

FACS Clean

FACS Flow

FACS Rinse

FACS-Lyse Ldsung

Fotales Kalberserum, hitzeinaktiviert
Fotales Kalberserum (FCS 2)
Fotales Kalberserum GOLD (FCS 3)
Flagellin

FluoSpheres, yellow-green, 1um
fMLP

Glycerin

GM-CSF

H,SO,

Hank's Buffered Salt Solution (HBSS)
HCI, 25 %

HEPES

HEPES Ldsung, 1M

Histopaque 1119

rh 1L-10

rh IL-12

rh IL-17

rh IL-1p

rh 1L-2

rh IL-4

rh IL-6

rh IL-8

Immersionsol

Immobilon Western Blot Substrat
Interferon-y

Isopropanol, 70 %

Kristallviolett

L-Glutamin

LPS

Luminol
Lymphozytenseparationsmedium 1077
Malp-2

M-CSF

Methanol

Na,CO3

NaCl

NaHCO;

NaN3;

NaOH

Natrium-Dodecyl-Sulfat (SDS)
ODNZ2006

Opteia TMB Substrat
PAM3;CSK,

PBS, pH 7,4

Penicillin/Streptomycin

Carl Roth, Karlsruhe

Becton Dickinson, Heidelberg
Becton Dickinson, Heidelberg
Becton Dickinson, Heidelberg
Becton Dickinson, Heidelberg
Sigma Aldrich, Steinheim
PAA, Paschim, Osterreich
PAA, Paschim, Osterreich
Enzo Life Sciences, Lorrach
Invitrogen, Karlsruhe

Sigma Aldrich, Steinheim
Sigma Aldrich, Steinheim
Peprotech, Hamburg

Merck KGaA, Darmstadt
PAA, Paschim, Osterreich
Merck KGaA, Darmstadt
Sigma Aldrich, Steinheim
PAA, Paschim, Osterreich
Sigma Aldrich, Steinheim
Immunotools, Friesoythe
Immunotools, Friesoythe
Immunotools, Friesoythe
Immunotools, Friesoythe
Peprotech, Hamburg
Immunotools, Friesoythe
Immunotools, Friesoythe
R&D Systems, Wiesbaden
Carl Zeiss, Jena

Millipore, Schwalbach/Ts.
Peprotech, Hamburg

Carl Roth, Karlsruhe

Sigma Aldrich, Steinheim
Biochrom, Berlin

Sigma Aldrich, Steinheim
Sigma Aldrich, Steinheim
PAA, Paschim, Osterreich
InvivoGen, San Diego, CA, USA
Peprotech, Hamburg

Carl Roth, Karlsruhe

Merck KGaA, Darmstadt

J. T. Baker, Griesheim

Merck KGaA, Darmstadt
Merck KGaA, Darmstadt
Merck KGaA, Darmstadt
Sigma Aldrich, Steinheim
InvivoGen, San Diego, CA, USA
Becton Dickinson, Heidelberg
InvivoGen, San Diego, CA, USA
Institut fiir Medizinische Mikrobiologie und
Hygiene, UKSH, Libeck
Biochrom, Berlin
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Material und Methoden

Percoll

Poly I:C

Ponceau S L6sung

Propidiumiodid

R848

Roswell Park Memorial Institue (RPMI)
1640 Medium

Rotiphorese Gel 40

TEMED

rh TNF

Trichloressigsaure (TCA)

Tris-Base

Trypanblau-Lésung, 0,4 %

Tween 20

Urbason Solubile (Methylprednisolon)

Sigma Aldrich, Steinheim

InvivoGen, San Diego, CA, USA

Sigma Aldrich, Steinheim
Sigma Aldrich, Steinheim
Enzo Life Sciences, Lorrach
Sigma Aldrich, Steinheim

Carl Roth, Karlsruhe

Carl Roth, Karlsruhe
Peprotech, Hamburg

Sigma Aldrich, Steinheim

Carl Roth, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe

Serva, Amstetten, Osterreich
Sanofi Aventis, Frankfurt/Main

2.4 Antikorper

Tabelle 5: Antikorper fur Western Blot

Zielmolekil, Konjugat Klon Spezies Hersteller

MKP-1 (human) M-18 Kaninchen Santa Cruz, Heidelberg
IgG (Kaninchen), HRP-  polyklonal Ziege NEB, Frankfurt/Main
gekoppelt

19G (Kaninchen)- L27A9 Maus NEB, Frankfurt/Main
konformationsspezifisch

19G (Maus), HRP- polyklonal Ziege NEB, Frankfurt/Main
gekoppelt

phospho Akt (human) C31E5E Kaninchen NEB, Frankfurt/Main
phospho Erk1/2 MAPK  D13.14.4E Kaninchen NEB, Frankfurt/Main
(human)

phospho p38 MAPK 3D7 Kaninchen NEB, Frankfurt/Main
(human)

B-Aktin (human) polyklonal Kaninchen NEB, Frankfurt/Main

Tabelle 6: Antikorper fur Durchflusszytometrie

Zielmolekul Klon Spezies  Hersteller Konjugat
CD66b (human) G10F5 Maus Becton Dickinson, Heidelberg  FITC
CD16/CD32 2.4G2 Ratte Becton Dickinson, Heidelberg  unkon;.
(murin, Fc-Block)

F4/80 (murin) BM8 Ratte eBioscience, Frankfurt/Main PE

Ly6G (murin) 1A8 Ratte Becton Dickinson, Heidelberg  PE
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2.5 Inhibitoren

Material und Methoden

Zur Blockierung von Signalmolekiilen wurden verschiedene pharmakologische Inhibitoren

verwendet (Tabelle 7). Die verwendeten Konzentrationen zeigten nach 3 und 18 Stunden

keinen Effekt auf die Apoptose- oder Nekroserate von Neutrophilen, wie durch Annexin-V-

Propidiumiodid Farbung ermittelt wurde (siehe Abschnitt 2.13.3). Alle Inhibitoren wurden far

die Experimente in RPMI Komplettmedium vorverdinnt.

Tabelle 7: Inhibitor-Konzentrationen

Inhibitor Hersteller Ziel Verwendete Losungs-
Konzentration mittel

Akt Inhibitor Merck KGaA, Darmstadt Akt 8 UM DMSO

VI

C5aRA (A8*"""")  ISEF, UKSH, Liibeck C5a-Rezeptor 10 uM PBS

JNK Inhibitor Il Merck KGaA, Darmstadt JNK MPK 20 uM DMSO

Ly 294002 Merck KGaA, Darmstadt P13 Kinase 10 uM DMSO

NSC 95397 Sigma Aldrich, Steinheim  MKP-1 10 pM DMSO

Piceatannol Sigma Aldrich, Steinheim  Syk 50 uM DMSO

PP2 Merck KGaA, Darmstadt  Src 10 uM DMSO

Racl Inhibitor Merck KGaA, Darmstadt  Rac 1 50 uM PBS

SB204580 Merck KGaA, Darmstadt P38 MAPK 3 uM,10puM  DMSO

U0126 Merck KGaA, Darmstadt  MEK1 10 uM DMSO
MAPKK

Wedelolacton Merck KGaA, Darmstadt ~ Nf-xB 25 uM DMSO

2.6 Verbrauchsmittel

Tabelle 8: Verbrauchsmittel

Produkt Hersteller

0,5 ml-Réhrchen

0,5/1,5/2 ml Reaktionsgefafie
5, 10, 25 ml Pipetten

5 ml FACS-R6hrchen

10, 100, 1000 pl Pipettenspitzen
10 cm Petrischalen

15 ml Réhrchen

26 / 30 G Kaniilen

50 ml Réhrchen

5-20 ml Spritzen

70 um Nylon-Netze

96-Well Maxisorb Platten
Lithiumheparin-Monovetten
LS-MACS-Saulen
Nitrozellulose-Membranen
Objekttrager

Micronic, Lelystad, Niederlande
Sarstedt, Numbrecht

Greiner bio-one, Frickenhausen
Becton Dickinson, Heidelberg
Sarstedt, Numbrecht

Greiner bio-one, Frickenhausen
Sarstedt, Numbrecht

Becton Dickinson, Heidelberg
Sarstedt, Numbrecht

Becton Dickinson, Heidelberg
Becton Dickinson, Heidelberg
Nunc, Wiesbaden

Sarstedt, Numbrecht

Miltenyi, Bergisch Gladbach
Bio-Rad, Miinchen

Menzel, Braunschweig
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Serum-Monovetten

Thick Blotting-Paper
Transferpipetten, 3,5 ml
Zellkulturplatten (6, 12, 24, 96 Well)

Sarstedt, Numbrecht

Bio-Rad, Miinchen

Sarstedt, Numbrecht

Greiner bio-one, Frickenhausen

2.7 Kits

Tabelle 9: Verwendete Kits

Kit

Hersteller

Annexin-V Microbead Kit
Diff-Quick Farbekit

IL-8 ELISA Cytoset

PKH-26 Membrane labeling Kit
PKH-67 Membrane labeling Kit

Miltenyi, Bergisch Gladbach

Medion Diagnostics, Diidingen, Schweiz
Invitrogen, Karlsruhe

Sigma Aldrich, Steinheim

Sigma Aldrich, Steinheim

2.8 Proteine und Antikdrper fir Immunkomplexe

Rekombinant exprimiertes murines mCol17a-GST (mCol17a) und durch Immunisierung von

Kaninchen generiertes anti-mCol17a-GST-IgG (anti-mCol17a-1gG) wurden von der Klinik

fur Dermatologie des Universitatsklinikums Schleswig-Holstein, Campus Libeck zur

Verfugung gestellt. mColl7a ist ein Fragment von Kollagen XVIII, das das Ziel von

Autoantikdrpern im bullésen Pemphigoid ist.

2.9 Gerate

Tabelle 10: Gerate

Produkt

Hersteller

Accu-Jet Pipettierhilfe
Analyse-Waage

Axiocam HRc

Axiostar Plus Mikroskop

Axiovert 25 Mikroskop
COg-Inkubator Forma Series 11
Cytospin 3 Zentrifuge
Elektrophorese-Kammer
FACS-Calibur Durchflusszytometer
Fusion FX7 Chemolumineszenzreader
Heizblock Unitek HB-130

Neubauer Improved Zahlkammer
Megafuge 2.0 R

MidiMACS Seperator

Multichannel Pipetten

Multifuge 3/ SR

Brand, Wertheim

Sartorius, Gottingen

Carl Zeiss, Jena

Carl Zeiss, Jena

Carl Zeiss, Jena

Thermo Fischer, Schwerte
Shandon, Frankfurt

Bio-Rad, Miinchen

Becton Dickinson, Heidelberg
Vilber Lourmat, Eberhardzell
Scientific Plastics, KS, USA
Karl Hecht, Sondheim
Heraeus, Langenselbold
Miltenyi, Bergisch Gladbach
Eppendorf, Hamburg
Heraeus, Langenselbold
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Pipetten

Semi-Dry Western Blot Kammer
StrataLinker UV Crosslinker
SunRise ELISA Reader

Waage

Werkbank

Zentrifuge 5415 C

Zentrifuge 5417R

Eppendorf, Hamburg

Bio-Rad, Munchen

Agilent Technologies, Waldbronn
Tecan, Grodig, Osterreich
Sartorius, Gottingen

Biohit, KolIn

Eppendorf, Hamburg

Eppendorf, Hamburg

2.10 Software

Tabelle 11: Software

Programm

Hersteller

.CAPT (Analyse von Western Blots)
BiolD (Analyse von Western Blots)
CellQuest Pro (Durchflusszytometrie)
FlowJo (Durchflusszytometrie)
Magellan (ELISA)

Photoshop CS

Prism GraphPad 4 (Statistik)

Office 2010

Vilber Lourmat, Eberhardzell

Vilber Lourmat, Eberhardzell

Becton Dickinson, Heidelberg

Treestar, OR, USA

Tecan, Grodig, Osterreich

Adobe, Miinchen

GraphPad Software, La Jolla, CA, USA
Microsoft, UnterschleiBheim

2.11 Zellkulturbedingungen

Wenn nicht anders angegeben, wurden die neutrophilen Granulozyten stets in RPMI
Komplettmedium aufgenommen. Die Versuche und Inkubationsschritte erfolgten, sofern
nicht anders angegeben, bei 37 °C und 5 % CO, sowie 95 % Luftfeuchtigkeit.

2.12 Isolation humaner neutrophiler Granulozyten aus Vollblut

Gesunden Freiwilligen wurde Blut in 9 ml Lithiumheparin-Monovetten entnommen und auf
Gradienten aus je 12,5ml Histopaque 1119 (unten, Dichte 1,119 g/ml) und
Lymphozytenseparationsmedium (LSM) 1077 (oben, Dichte 1,077 g/ml) geschichtet. Die
Gradienten wurden 30 Minuten bei 200 x g und Raumtemperatur zentrifugiert. Die obere
Plasmaschicht sowie die LSM 1077-Schicht, die hauptsachlich die mononukledren Zellen des
peripheren Blutes (PBMC) enthalten, wurden verworfen. Die Histopagque 1119-Schicht, in der
sich die Granulozyten befinden, wurde gesammelt. Die Erythrozyten wurden im Rohrchen
belassen. (Abb. 9a).
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Material und Methoden

Die Zellen aus der Histopaque 1119-Schicht wurden einmal mit PBS gewaschen (850 x g,
10 Minuten) und dann in RPMI Komplettmedium aufgenommen. Diese Zellsuspension wurde
auf einen Percoll-Gradienten gegeben, bestehend aus Schichten (je 2 ml, 65 %: 3 ml) der
Dichte 1,105 g/ml (85 %), 1,100 g/ml (80 %), 1,093 g/ml (75 %), 1,087 g/ml (70 %) sowie
1,081 g/ml (65 %). Die Isotonie des Percolls wurde mit 10 x PBS hergestellt und
Verdinnungen mit RPMI Komplettmedium angesetzt. Nach Zentrifugation bei 1000 x g fur
25 Minuten bei Raumtemperatur wurden die obersten Schichten des Gradienten bis zur 65 %-
Percoll-Phase einschlielich verworfen und die ersten drei Granulozyten-Interphasen sowie
die 70 %-und 75 %-Percoll-Phasen gesammelt (Abb. 9b).

a PI b
asma
ﬁﬁ PBMC PBMC
65 %
LSM 1077 70 % \
75 % \
Yo Granulozyten Granulozyten
Histopaque 1119 { 80 % /

Erythrozyten 85 %
a ythrozy \ /

Abb. 9: Gradienten fir die Isolation von Neutrophilen Granulozyten. a: Histopaque 1119-
LSM 1077 Gradient nach Zentrifugation. Die Granulozyten befinden sich in der Histopaque 1119-
Schicht, die mononukleéren Zellen des peripheren Blutes (PBMC) befinden sich tiber dem LSM 1077.
b: Percoll-Gradient nach Zentrifugation. Prozent-Werte geben den Percoll-Anteil der jeweiligen
Schicht an. Uber der 65% Percoll-Schicht befinden sich restliche PBMC. In den iibrigen Interphasen
befinden sich Granulozyten.

Erythrozyten

Die so gewonnenen Zellen wurden noch einmal mit PBS gewaschen und dann in RPMI
Komplettmedium aufgenommen. Eine Reinheitsbestimmung ergab einen Anteil von Uber
99 % Granulozyten. Die isolierten Zellen waren zum groften Teil Neutrophile, der Anteil von
eosinophilen Granulozyten betrug spenderabhangig 0,1-15 %. Pro Rohrchen Blut (9 ml)
konnten je nach Spender 10 — 25x10° Granulozyten isoliert werden. Eine Ausschlussfarbung
mit Trypanblau ergab eine Zellvitalitat von uber 99 %.
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2.12.1 Zellzahl- und Reinheitsbestimmung

Die Zellen wurden mit Kristallviolett-Farbel6sung oder 0,4 % Trypanblau verdunnt und in
einer Neubauer-Zahlkammer gezéhlt. Zur Bestimmung der Reinheit der Zellpréparation
wurden 1x10° Zellen mittels einer Cytospin 3 Zentrifuge auf einen Objekttrager zentrifugiert
(500 rpm, 5 Minuten). Die Zellen wurden dann mit dem Diff-Quick Farbekit fixiert, gefarbt
und mikroskopisch analysiert.

2.13 Durchflusszytometrie

Bei der Durchflusszytometrie werden Zellen in einem Flussigkeitsstrom separiert. Sie kdnnen
nun einzeln an einem oder mehreren Lasern vorbeigefiihrt werden (Abb. 10a). Neben der
durch die Laser angeregten Fluoreszenz kdnnen auch Vorwarts (FSC)- und Seitwarts (SSC)-
Streulicht analysiert werden. Das Vorwadrtsstreulicht ist ein MaR fir die GrolRe, das
Seitwdrtsstreulicht ein Mall fur die innere Komplexitdt von Zellen, also z.B. den
Granulagehalt. Allein durch FSC und SSC lassen sich ohne Féarbung der Zellen
Zellpopulationen, z.B. Neutrophile und Lymphozyten, voneinander unterscheiden (Abb. 10b).

a b
708
"yl ool % TN
¥ O \1/\1/ -~ :Neutrophile
\l/\l/ (©) \l’ Hdllstrom S v,
Vi 1
[oXo) ]

Monozyten

Lymphozyten

FSC

' Fluoreszenz
Streulicht

Abb. 10: Durchflusszytometrie. a: Mithilfe eines Hullstromes werden die Zellen einzeln an einem
Laser vorbeigefiihrt. Emittierte Fluoreszenz und Streulicht werden detektiert. b: Unterscheidung von
Zellpopulationen im Vollblut (nach der Lyse der Erythrozyten) mithilfe von Vorwarts- (FSC) und
Seitwértsstreulicht (SSC).
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2.13.1 Detektion reaktiver Sauerstoffspezies mit Dihydrorhodamin 123

Fur die Detektion intrazelluldrer Sauerstoffspezies wurde der Farbstoff Dihydrorhodamin 123
(DHR123) verwendet. DHR123 ist unpolar und damit membrangéngig. Wird der Farbstoff in
der Zelle durch ROS oxidiert, entsteht das griin fluoreszierende Rhodamin 123, das mittels
Durchflusszytometrie nachgewiesen werden kann.

Zur Detektion von ROS wurden die Zellen in einer Konzentration von 5x10° Zellen/ml mit
1 uM DHR123 fiir 5-45 Minuten mit verschiedenen Stimuli inkubiert. AbschlieRend wurden
die Zellen auf Eis gestellt, um die Reaktion zu stoppen und umgehend durchflusszytometrisch

analysiert.

2.13.2 Markierung von Membranantigenen mithilfe von fluoreszenz-
markierten Antikorpern

Zur Markierung von Membranantigenen wurden 0,5x10° Zellen zunichst mit FACS-Puffer
bei 400 x g fur 5 Minuten bei 4 °C gewaschen. Anschlieend wurde das Zellpellet in 100 pl
FACS-Puffer ~mit entsprechenden  fluoreszenzmarkierten  AntikGrpern in  einer
1:100 Verdlnnung resuspendiert. Nach einer Inkubation von 30 Minuten bei 4 °C im Dunkeln
wurde erneut gewaschen und die Zellen am Durchflusszytometer analysiert.

2.13.3 Detektion der Apoptose- und Nekroserate mit Annexin-V und
Propidiumiodid

Annexin-V bindet calciumabhéngig Phosphatidylserin, das bei apoptotischen Zellen nicht
mehr aktiv auf die Innenseite der Zellmembran transportiert wird und somit als
Apoptosemarker verwendet werden kann, da es bei apoptotischen Zellen vermehrt auf der
Aullenseite der Zellmembran vorhanden ist. Propidiumiodid interkaliert in die DNA, ist
allerdings nicht membrangangig. Somit werden durch Propidiumiodid nur nekrotische Zellen
gefarbt, deren Zellmembran zerstort ist.

Fir die Detektion der Apoptose und Nekrose wurden Neutrophile (5x10° Zellen/ml) in
Annexin-Puffer fur 20 Minuten mit Annexin-V-Fluos (1:100) bei 4 °C inkubiert. Dann wurde
Propidiumiodid (1:100) zugegeben und die Zellen am Durchflusszytometer analysiert.
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2.14 Apoptose-Induktion

2.14.1 Induktion der Apoptose mittels UV-Bestrahlung

Bestrahlung von Zellen mit UV-Licht fuhrt zur Akkumulation von DNA-Schéden und damit
zur Induktion von Apoptose. Neutrophile wurden in RPMI Komplettmedium in einer
Konzentration von 20x10° Zellen/ml in eine 12-Well Platte gegeben (350 ul je Well) und mit
1000 mJ UV-Licht bestrahlt. AnschlieBend wurde 1 ml RPMI Komplettmedium zugegeben
und die Zellen fir 4 Stunden bei 37 °C inkubiert. Nach dieser Zeit waren Uber 70 % der
Neutrophilen apoptotisch, jedoch unter 5 % nekrotisch.

2.14.2 Spontane Apoptose

Neutrophile gehen in Zellkultur innerhalb weniger Stunden in die spontane Apoptose. Zur
spontanen Induktion der Apoptose wurden Neutrophile in einer Konzentration von
5x10° Zellen/ml in eine 12-Well Platte gegeben (1 ml je Well) und fiir 16 Stunden bei 37 °C
inkubiert. Der Anteil apoptotischer Zellen nach dieser Zeit betrug spenderabhéngig 50 % -
80 %. Der Anteil nekrotischer Zellen betrug stets unter 10 %.

2.14.3 Anreicherung apoptotischer Zellen mittels magnetischer
Zellsortierung (MACS)

Um eine hochreine Population apoptotischer Zellen zu erhalten, wurden Gber Nacht spontan
apoptotisch gewordene Neutrophile mittels MACS angereichert. Dazu wurden die Zellen mit
Binde-Puffer fiir 5 Minuten bei 400 x g und 4 °C gewaschen. Das Zellpellet wurde in 80 pl
Binde-Puffer je 10’ Zellen aufgenommen und 20 pl Annexin-V Beads je 107 Zellen
zugegeben. Nach einer Inkubation fur 15 Minuten bei 4°C wurden die Zellen erneut mit
Binde-Puffer gewaschen und das Pellet in 1 ml Binde-Puffer resuspendiert. Eine LS-MACS-
Saule wurde mit 3 ml Binde-Puffer gespilt und die Zellsuspension auf die Sdule gegeben. Der
Durchfluss wurde verworfen und die Sdule dreimal mit je 3 ml Binde-Puffer gewaschen.
AnschlieBend wurden die apoptotischen Zellen mit Elutions-Puffer (Binde-Puffer ohne CaCly)
aus der Sdule gespult. Die so gewonnen Zellen waren zu tber 90 % apoptotisch und unter
10 % nekrotisch.
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2.15 Phagozytose von Beads

Als Modell fir die Phagozytose Kleiner Partikel wurden fluoreszierende Latex-Beads
(Durchmesser 1 pm) verwendet. 0,5x10° Neutrophile wurden in 100 pul RPMI
Komplettmedium in der An- oder Abwesenheit von 20 % humanem Serum mit verschiedenen
Substanzen vorinkubiert. AnschlieBend wurden 2,5x10° Beads zugegeben und 30 Minuten bei
37 °C inkubiert. Die Phagozytose wurde durch Inkubation auf Eis gestoppt und extrazellulare
Fluoreszenz durch Zugabe von 8 ul 0,4 % Trypanblau-Losung gequencht. Die Zellen wurden
danach gewaschen (400 x g, 5 Minuten, 4 °C) und Cytospin-Praparate angefertigt. Die
Préaparate wurden Diff-Quick gefarbt und fluoreszenzmikroskopisch analysiert.

2.16 Phagozytose apoptotischer Zellen

In der vorliegenden Arbeit wurde in vitro die Aufnahme apoptotischer humaner Neutrophiler
durch aus Vollblut isolierte neutrophile Granulozyten oder Neutrophile in VVollblut untersucht.
AuRerdem wurde in vivo die Aufnahme apoptotischer Zellen im Mausmodell analysiert. Fir
alle Versuche wurden apoptotische Neutrophile durch UV-Bestrahlung generiert.

2.16.1 Membranfarbung mit PKH-Farbstoffen

Um vitale und apoptotische Zellen im Durchflusszytometer unterscheiden und die
Phagozytose apoptotischer Zellen analysieren zu konnen, wurden humane vitale und
apoptotische Neutrophile mit den fluoreszierenden Membranfarbstoffen PKH-26 (rot) oder
PKH-67 (grin) nach Herstellerangaben geféarbt. Zur Farbung wurden 7 pl PKH-26- oder 3 pl
PKH-67-Farbstoff fiir je 20x10’ Zellen in 1 ml Farbevolumen verwendet.
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2.16.2 Phagozytose humaner apoptotischer neutrophiler Granulozyten
durch vitale Neutrophile in vitro

Fur In-Vitro-Versuche wurden vitale Neutrophile mit PKH-67 und apoptotische Zellen mit
PKH-26 gefarbt. 1x10° vitale Neutrophile wurden mit verschiedenen Stimuli in 100 pl
Volumen in Medium mit 30 % autologem humanen Serum fir 30 Minuten bei 37 °C
vorinkubiert (Abb. 11a). AnschlieBend wurden 4x10° apoptotische Neutrophile zugegeben
und weitere 90 Minuten bei 37 °C inkubiert (Abb. 11b). Dann wurde die Phagozytose durch
Inkubation auf Eis gestoppt. Die Zellen wurden am Durchflusszytometer eingelesen und die
Phagozytoserate bestimmt (Abb. 11c).
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Abb. 11: Phagozytose apoptotischer Neutrophiler (PMN) durch vitale Neutrophile. Der
Versuchsablauf und die durchflusszytometrische Analyse der jeweiligen Zellpopulationen sind
schematisch dargestellt. a: Vitale PMN wurden mittels PKH-67 (griin) gefarbt und 1x10° so markierte
Zellen fir 30 Minuten in der Anwesenheit von autologem Serum mit verschiedenen Stimuli oder
Inhibitoren vorinkubiert. b: Apoptotische humane Neutrophile wurden mittels PKH-26 (rot) gefarbt
und 4x10° PKH-26-markierte apoptotische (apo.) PMN zu den vitalen Zellen gegeben. c: Nach
90 Minuten haben die grin fluoreszierenden vitalen PMN rot fluoreszierende apoptotische PMN
aufgenommen. Dadurch hat sich die Population der vitalen Zellen in der durchflusszytometrischen
Darstellung verschoben (Markierung ,,Phago.*).

2.16.3 Analyse der Phagozytose apoptotischer Neutrophiler in Vollblut

50 ul heparinisiertes Vollblut wurden fur 30 Minuten bei 37 °C mit verschiedenen Stimuli
vorinkubiert (Abb. 12a). AnschlieBend wurden 1x10° PKH-26-gefirbte apoptotische
Neutrophile zugegeben und eine Stunde bei 37 °C inkubiert (Abb 12b). Dann wurden die
Erythrozyten mithilfe der FACS-Lyse-LOsung nach Herstellerangaben lysiert und die Zellen
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durchflusszytometrisch analysiert. Hierbei wurden zun&chst die Neutrophilen im FSC-SSC
Plot selektiert und dann die Phagozytoserate bestimmt (Abb. 12c).
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Abb. 12: Phagozytose apoptotischer Neutrophiler (PMN) im Vollblut. Der Versuchsablauf und die
durchflusszytometrische Analyse der jeweiligen Zellpopulationen sind schematisch dargestellt.
a: Vollblut wurde in Anwesenheit verschiedener Stimuli fir 30 Minuten vorinkubiert. Die
durchflusszytometrische Analyse der Neutrophilen im Blut ist durch Selektion der PMN-Population
(grin) in der Vorwarts (FSC)-Seitwarts (SSC)-Streulicht-Darstellung moglich. b: Apoptotische
humane Neutrophile wurden mittels PKH-26 (rot) gefarbt und 1x10° PKH-26-markierte apoptotische
(apo.) PMN zum Vollblut gegeben. Nach einer Stunde wurden die Erythrozyten des Blutes lysiert und
die restlichen Zellen durchflusszytometrisch analysiert c: Die PMN im Vollblut haben rot
fluoreszierende apoptotische PMN aufgenommen (Markierung »Phago.”).
FI-1/FI-2: Fluoreszenzkanal 1/2.

2.16.4 Phagozytose apoptotischer Neutrophiler durch Zellen im Maus Air-
Pouch

Das Maus Air-Pouch Modell ermdglicht die Rekrutierung bestimmter Zellpopulationen in ein
definiertes Kompartiment, das durch Injektion von Luft im Rlcken einer Maus hergestellt
wird. Durch die Injektion von proentziindlichen Mediatoren wie bakteriellem
Lipopolysaccharid (LPS) oder Chemokine wie das IL-8 Analogon MIP-2 kann eine
Entziindungsreaktion ausgelost werden, in deren Verlauf inflammatorische Zellen wie
Neutrophile und spater Makrophagen in den Air-Pouch einwandern.

Zur Generierung des Air-Pouches wurden 8-12 Wochen alte weibliche C57BL/6-M&use an
Tag 0 mit Diethylether narkotisiert und 5 ml Luft subkutan im Rickenbereich gespritzt. An
Tag 3 wurde der Pouch durch Injektion von etwa 3 ml Luft wieder aufgefullt (Abb. 13a). An
Tag 6 wurde dann 1 pug LPS oder 0,5 ug MIP-2 in 1 ml PBS in den Air-Pouch gespritzt (Abb.
13b). Nach 4 Stunden wurden zu den eingewanderten murinen Zellen 4x10° apoptotische,
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PKH-67 gefarbte humane Neutrophile in den Air-Pouch injiziert (Abb. 13c). Nach 10 und
30 Minuten wurden die Mduse durch Genickbruch getotet und der Air-Pouch flinfmal mit
1ml eiskaltem PBS gespult. Die murinen Neutrophilen wurden nach 10-minutiger
Blockierung der Fc-Rezeptoren mit anti-CD16/CD32 Antikérpern bei 4°C mit anti-Ly-6G-
PE Antikorpern gegengefarbt und die Phagozytose der apoptotischen Zellen
durchflusszytometrisch analysiert (Abb. 13d).
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Abb. 13: Phagozytose apoptotischer Neutrophiler (PMN) durch murine Neutrophile im Maus
Air-Pouch. a: An Tag 0 und Tag 3 wurde Luft subkutan im Rickenbereich einer Maus injiziert. b: An
Tag 6 wurde 1pg LPS oder 0,5pg MIP-2 injiziert. c¢: Nach 4 Stunden wurden 4 Millionen
apoptotische (apo.), PKH-67 markierte humane PMN injiziert. d: Nach 10-30 Minuten wurden die
Zellen aus dem Air-Pouch gespilt, die murinen Neutrophilen mit anti-Ly-6G-PE Antikorpern
angefarbt und die Phagozytose (Markierung ,,Phago.”) durchflusszytometrisch analysiert.

2.17 Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA)

Die Konzentration von IL-8 in Zellkulturtiberstdnden wurde mittels ELISA bestimmt. Der
ELISA wurde nach Herstellerangaben mit Modifikationen durchgefihrt. 96-Well Maxisorb-
Platten wurden mit 1 pg/ml Féngerantikrper in 100 pl PBS durch Inkubation bei 4 °C ber
Nacht beschichtet. Nach dem Waschen der Platten mit ELISA-Waschpuffer wurden
unspezifische Bindungen durch Inkubation mit 300 ul ELISA-Blockierungs-Puffer fur
2 Stunden bei Raumtemperatur blockiert. Dann wurde viermal gewaschen und je 100 pl
Proteinstandard (1:2 Verdinnungsreihe ab 2 ng/ml in ELISA-Puffer) sowie Proben (1:5 und
1:50 verdunnt in ELISA-Puffer) aufgetragen und 1,5 Stunden schuttelnd bei Raumtemperatur
inkubiert. Nach wiederholtem Waschen (4 x) wurden 100 pl biotinylierter Sekundérantikdrper
(1 pg/ml in ELISA-Puffer) zugegeben und 1,5 Stunden schittelnd bei Raumtemperatur
inkubiert. Nach viermaligem Waschen wurden 100 pl Streptavidin-HRP (1:5000 verdinnt in
ELISA-Puffer) hinzupipettiert, fir weitere 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert,
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gewaschen (6 x) und die Bindung mit dem Opteia TMB Substrat nach Herstellerangaben

nachgewiesen.

2.18 Gewinnung von Zelllysaten mit Trichloressigsaure

Da neutrophile Granula eine Vielzahl an Proteasen enthalten, ist eine Lyse von Neutrophilen
mit konventionellen Lysepuffern nur unter Zugabe einer groBen Anzahl von
Proteaseinhibitoren moglich. Eine einfachere Methode zur Gewinnung von Zelllysaten stellt
die Lyse mittels Trichloressigsaure (TCA) dar.

Hierfiir wurden 0,5 ml oder 1 ml Neutrophile mit einer Konzentration von 3x10° Zellen/ml fiir
5 Minuten bei 850 x g pelletiert und einmal mit PBS gewaschen. Das Pellet wurde dann in
500 pl 10 % eiskalter TCA resuspendiert und fur 10 Minuten auf Eis inkubiert. AnschlieRend
wurde 5 Minuten bei 14000 x g zentrifugiert und das Pellet mit 100 % eiskaltem Aceton
gewaschen. Das entstandene Proteinpellet wurde in 100 pl kochendem 1 x Western Blot
Ladepuffer je 10° Zellen aufgenommen und 7 Minuten gekocht. Dann wurde erneut
zentrifugiert, und der Uberstand bei -20 °C bis zur Analyse gelagert.

2.19 Western Blot

Zum Nachweis von Proteinen in den Zelllysaten wurde ein Aquivalent von 0,6x10° Zellen auf
einem 10 % Polyacrylamid Gel unter denaturierenden Bedingungen aufgetrennt (15 min 75 V,
1,5 Stunden, 125 V). Die Proteine wurden mittels Semi-Dry Western Blot auf Nitrocellulose
Membran transferiert (1,5 Stunden, 145 mA) und unspezifische Bindungen durch Inkubation
mit 5% BSA in T-TBS fur eine Stunde blockiert. Dann wurde mit Primarantikérpern
(Verdinnung anti-MKP-1: 1:500, sonst 1:1000) Gber Nacht bei 4 °C in 5% BSA in T-TBS
inkubiert. Nach dreimaligem Waschen fir 15 Minuten mit T-TBS wurde flr eine Stunde
HRP-konjugierter anti-Kaninchen-Antikorper (1:5000) in 5 % BSA in T-TBS zugegeben und
danach erneut gewaschen. Fur Lysate aus Versuchen, in denen Antikorper zugegeben worden
waren, wurde erst mit konformationsspezifischem Maus-anti-Kaninchen Antikorper, der kein
denaturiertes 1gG aus den Lysaten bindet, und anschlielend mit HRP-konjugiertem anti-Maus
Antikorper inkubiert. Die HRP-konjugierten Antikorper wurden mit Immobilon Western Blot

Chemolumineszenzsubstrat nachgewiesen.
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2.20 Statistische Analyse

Die Darstellung der Daten erfolgte mit Mittelwert und Standardabweichung. Die statistische
Analyse wurde mit GraphPad Prism 4 durchgefuhrt. Fir den Vergleich von Datensétzen
wurde der one-way ANOVA Test mit Bonferroni post-Test verwendet und p-Werte < 0,05

mit * gekennzeichnet.
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3  Ergebnisse

3.1 Modulation der Phagozytose apoptotischer Zellen durch
Neutrophile durch Serumfaktoren und pro-entziindliche
Stimuli

In Vorarbeiten der Arbeitsgruppe (Esmann et al., 2010) wurde gezeigt, dass vitale
Neutrophile apoptotische neutrophile Granulozyten phagozytieren konnen. Da hitzelabile
Serumfaktoren flr diesen Prozess erforderlich sind, wurden alle Versuche in Anwesenheit
von 30 % humanem autologen Serum durchgefiihrt. Allerdings ist noch nicht bekannt,
welche Serumfaktoren fir den Phagozytoseprozess erforderlich sind, und welche Faktoren
modulatorisch auf die Phagozytose wirken kénnen.

3.1.1 Hitzelabile Serumfaktoren aus frischem humanem Serum werden
fur die Phagozytose apoptotischer Zellen benétigt

Zunachst wurden Versuche durchgefuhrt, um die Abhangigkeit der Phagozytose
apoptotischer Zellen durch Neutrophile von frischem humanem Serum zu bestétigen.
Aullerdem sollte Gberpriift werden, ob Serumfaktoren in fotalem Kélberserum (FCS)
ausreichend fur den Phagozytoseprozess sind. Dazu wurde die Phagozytose apoptotischer

Zellen in Anwesenheit von 30 % verschiedener Seren verglichen. Verwendet wurden:

e autologes humanes Serum

e autologes humanes Serum, hitzeinaktiviert (30 Minuten 56 °C)
e FCS, hitzeinaktiviert (Sigma Aldrich)

e FCS Standardqualitat (PAA, FCS 2)

e FCS Gold (PAA, FCS 3)

Etwa 20 % der vitalen Neutrophilen phagozytierten in Anwesenheit von 30 % frischem
autologen Serum apoptotische Zellen. In Anwesenheit von hitzeinaktiviertem autologen
Serum befand sich die Phagozytoserate auf Hintergrund-Niveau (Abb. 14). Das bereits

inaktivierte fotale Kélberserum, das im RPMI Komplettmedium verwendet wurde, sowie die
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beiden getesteten nicht inaktivierten fotalen Kalberseren (FCS 2 und FCS 3) induzierten
verglichen mit der Mediumkontrolle keine Phagozytose.

Abb. 14: Faktoren aus frischem
humanem  Serum sind fir die
Phagozytose apoptotischer Zellen durch
Neutrophile erforderlich. 1x10°
Neutrophile wurden in Anwesenheit von
30 % verschiedener Seren mit 4x10°
apoptotischen Neutrophilen fur 90 Minuten
inkubiert. Die Phagozytoserate wurde
mittels  Durchflusszytometrie  analysiert.
Dargestellt sind Werte aus 3 Experimenten
mit Mittelwert und Standardabweichung.
*: p<0,05 verglichen mit autologem Serum.
FCS: fotales Kalberserum.
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3.1.2 Die Phagozytose apoptotischer Zellen durch vitale Neutrophile ist
EDTA-sensitiv

Zweiwertige Kationen wie Ca®* sind fiir die Interaktion vieler Faktoren notwendig. Um
herauszufinden, ob Kationen-abhangige Faktoren flr die Phagozytose apoptotischer Zellen
durch Neutrophile benottigt werden, wurden Phagozytoseversuche in Gegenwart
verschiedener EDTA-Konzentrationen, das zweiwertige Kationen chelatiert, durchgefthrt.

Wie unter Abschnitt 2.16.2 beschrieben wurden in vitro Phagozytoseversuche mit
Neutrophilen durchgeftihrt. Hierbei waren 0,25 mM, 0,5 mM, 1 mM, 1,75 mM oder 2,5 mM
EDTA in den Phagozytoseansatzen vorhanden. Es zeigte sich eine dosisabhéngige

Inhibierung der Phagozytose apoptotischer Zellen durch vitale Neutrophile in der
Anwesenheit von EDTA (Abb. 15).
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Abb. 15: Die Phagozytose apoptotischer Zellen durch vitale Neutrophile ist EDTA-sensitiv.
1x10° Neutrophile wurden in Anwesenheit von 30 % autologem Serum und verschiedenen
Konzentrationen von EDTA mit 4x10° apoptotischen Neutrophilen fiir 90 Minuten inkubiert. Die
Phagozytoserate wurde mittels Durchflusszytometrie analysiert. Dargestellt sind Werte aus 3
Experimenten mit Mittelwert und Standardabweichung mit sigmoidaler nicht linearer
Kurvenapproximation.

3.1.3 Komplement-Faktoren sind wichtig fur die Phagozytose
apoptotischer Zellen durch Neutrophile

Komplement-Faktoren spielen eine wichtige Rolle bei der Phagozytose apoptotischer
Neutrophiler durch Makrophagen (Takizawa et al., 1996). Auch weist die Tatsache, dass die
fur die Phagozytose benétigten Faktoren hitzelabil sind, auf eine Rolle des
Komplementsystems hin. Um den Einfluss verschiedener Komplementfaktoren auf die
Phagozytose apoptotischer Zellen durch Neutrophile zu untersuchen, wurden Seren
verwendet, die defizient fur einzelne Komplementfaktoren waren.

Es wurden in vitro Phagozytoseversuche wie unter 2.16.2 beschrieben in Anwesenheit von
30% Clg-, C3-, oder C5-defizientem Serum durchgefiihrt. Um zu Uberprifen, ob eine
vorhandene Verminderung der Phagozytose auf die jeweils depletierten Serumfaktoren
zurtickzufuhren ist, wurde auf(erdem der jeweilige Faktor in einem weiteren Ansatz in
physiologischer ~ Serumkonzentration (C1qg: 70 pg/ml, C3: 70 pg/ml,  C5: 500 pg/ml)
resubstituiert.

Bei allen drei Komplement-defizienten Seren zeigte sich eine stark verminderte

Phagozytoserate gegeniiber dem autologen Serum, die nur leicht (ber dem Hintergrund-
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Niveau lag. Resubstitution von Clq oder C5 in die jeweiligen Ansédtze verstarkte die
Phagozytose wieder, allerdings lag diese immer noch unter dem Niveau von frischem
Serum. Dagegen fiihrte die Resubstitution von C3 in den C3-defizienten Phagozytoseansatz

zu einer starken Erhéhung der Phagozytoserate, die auf dem Niveau von frischem Serum lag
(Abb. 16).

Phagozytoserate [%]

Abb. 16: Komplementfaktoren werden fir die Aufnahme apoptotischer Zellen durch
Neutrophile benétigt. 1x10° Neutrophile wurden in Anwesenheit von 30 % autologem Serum oder
Seren, die defizient fiir Clq (C1lq def.), C3 (C3 def.) oder C5 (C5 def.) waren, mit 4x10°
apoptotischen Neutrophilen fir 90 Minuten inkubiert. In Kontrollansatzen wurden die depletierten
Faktoren resubstituiert. Die Phagozytoserate wurde mittels Durchflusszytometrie analysiert.
Dargestellt sind Daten aus 5 Experimenten mit Mittelwert und Standardabweichung. *:p<0,05.

3.1.4 Die Phagozytose apoptotischer Zellen durch Neutrophile ist Racl-
abhéangig

Die kleinen GTPasen Racl und Rac2 sind wichtige Schlisselmolekiile bei der

Aktinpolymerisation wahrend der Phagozytose. Racl und Rac2 werden hauptsachlich tber

den Fc-y-Rezeptor, der Antikorper detektiert oder tber Komplementrezeptoren aktiviert. Da

bereits gezeigt werden konnte, dass Komplementfaktoren wichtig fur die Phagozytose

apoptotischer Zellen durch Neutrophile sind, sollte nun mithilfe eines Inhibitors fur Racl

Uberpruft werden, ob Rac-Proteine am Phagozytoseprozess beteiligt sind. Aul3erdem wurden
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Inhibitoren fir Src und Syk, Kinasen, die nach Aktivierung des Fc-y-Rezeptors aktiviert
werden, verwendet.

Daflir wurden Phagozytoseversuche wie unter 2.16.2 beschrieben durchgefihrt. Vitale,
PKH-26 markierte Neutrophile wurden fiir 30 Minuten mit 50 puM Racl-Inhibitor, 10 uM
PP2, einem Src-Inhibitor, 50 uM Piceatannol, einem Syk-Inhibitor oder DMSO als
Losungsmittelkontrolle in  Gegenwart von 30 % autologem Serum vorbehandelt.
AnschlieBend wurden apoptotische Zellen zugegeben und die Phagozytose nach 90 Minuten
durchflusszytometrisch analysiert. Die relative Fluoreszenzintensitat der Neutrophilen, die
apoptotisches Material aufgenommen hatten, wurde aullerdem als MaR fir die Menge des
aufgenommenen apoptotischen Materials untersucht.

Keiner der Inhibitoren hatte einen signifikanten Einfluss auf die Phagozytoserate (Abb. 17a).
Es war jedoch zu erkennen, dass die Menge des aufgenommenen apoptotischen Materials
durch Vorinkubation mit dem Racl-Inhibitor signifikant verringert wurde (Abb. 17b). Die
Inhibierung von Src und Syk zeigte auch hier keinen Effekt.
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Abb. 17: Racl ist an der Phagozytose apoptotischer Zellen durch Neutrophile beteiligt. 1x10°
PKH-67 geféarbte vitale Neutrophile wurden fiir 30 Minuten mit 50 uM Rac1-Inhibitor, 10 uM PP2,
50 uM Piceatannol oder DMSO als Ldsungsmittelkontrolle in Anwesenheit von 30 % autologem
Serum vorbehandelt. AnschlieRend wurden 4x10° PKH-26 geférbte apoptotische Zellen zugegeben
und nach 90 Minuten die Phagozytoserate durchflusszytometrisch analysiert. Gezeigt sind Mittelwert
und Standardabweichung aus 4 Experimenten. a: Phagozytoserate. b: Fluoreszenzintensitat der
Zellen, die apoptotisches Material aufgenommen haben. *: p<0,05.
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3.1.5 Einfluss von Toll-Like-Rezeptor-Liganden auf die Phagozytose
apoptotischer Zellen durch Neutrophile

Am Ort einer Entziindung, die durch mikrobielle Erreger ausgelést worden ist, sind nicht nur
Faktoren des Komplementsystems aktiv. Auch werden die Zellen des Immunsystems durch
Bestandteile der Erreger aktiviert. Viele bakterielle oder virale Faktoren werden durch TLR
erkannt. Diese Faktoren kénnen Neutrophile aktivieren und Effektorfunktionen wie die
Freisetzung von ROS verstarken. Auch die Aufnahme von Bakterien durch Neutrophile
kann durch Stimulation tber TLR gesteigert werden. In diesem Zusammenhang wurde
untersucht, ob auch die Phagozytose von apoptotischen Zellen durch TLR-Liganden

beeinflusst werden kann.

3.1.5.1 Einfluss von Toll-Like-Rezeptor-Liganden auf die Phagozytose
apoptotischer Zellen durch isolierte Neutrophile

Zunéchst wurden in vitro Phagozytoseversuche mit isolierten Neutrophilen wie unter 2.16.2
beschrieben durchgefiihrt. Die vitalen Zellen wurden fir 30 Minuten mit LPS (100 ng/ml,
TLR 4), Flagellin (2 ug/ml, TLR 5), R848 (1 pg/ml, TLR 7/8), MALP-2 (20 ng/ml, TLR
2/6), PAMsCSK, (40 pg/ml, TLR 1/2), Poly I:C (100 pg/ml, TLR 3) oder ODN2006 bzw.
Kontrolle (5 uM, TLR 9) behandelt. Anschlielend wurde die Phagozytoseaktivitat der
Neutrophilen analysiert. Es zeigte sich, dass die TLR-Liganden PamzCSK,, Malp2, LPS,
Imiquimod, R848 und ODNZ2006 die Phagozytoserate signifikant erhohten. Flagellin und
Poly I:C hatten keinen Effekt (Abb. 18a).

3.1.5.2 Einfluss von Toll-Like-Rezeptor-Liganden auf die Phagozytose
apoptotischer Zellen durch Neutrophile im Vollblut

AnschlieBend wurden die gleichen Liganden in dem unter 2.16.3 beschriebenen Vollblut-
Phagozytosemodell eingesetzt, um Wechselwirkungen mit anderen Immunzellen mit
einzubeziehen. Wahrend die Phagozytoserate bei unstimulierten isolierten Neutrophilen
etwa 20 % betrug, lag der Anteil der vitalen Neutrophilen, die apoptotisches Material
aufgenommen hatte, im Vollblut bei etwa 40 %. Wie bei isolierten Neutrophilen erhdhten
auch im Vollblut PamsCSK,, LPS und R848 die Phagozytoserate (Abb. 18b). Flagellin
zeigte auch hier keinen Effekt, dartiber hinaus waren auch Imiquimod und ODN2006 ohne
Einfluss auf die Phagozytoserate. Das bei isolierten Neutrophilen unwirksame Poly I:C
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hingegen erhtéhte im Vollblut-Modell signifikant die Phagozytose apoptotischer Zellen
durch Neutrophile.
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Abb. 18: Toll-Like-Rezeptor (TLR)-Liganden stimulieren die Phagozytose apoptotischer Zellen
durch Neutrophile. a: 1x10° PKH-67 markierte Neutrophile wurden in Anwesenheit von 30 %
autologem Serum fiir 30 Minuten mit TLR-Liganden behandelt und anschlieBend mit 4x10° PKH-26
markierten apoptotischen Neutrophilen fir 90 Minuten inkubiert. Die Phagozytoserate wurde mittels
Durchflusszytometrie analysiert. b: 50 pl Vollblut wurden fur 30 Minuten mit TLR-Liganden
behandelt. AnschlieRend wurden 10° PKH-26 markierte apoptotische Neutrophile zugegeben und fiir
60 Minuten inkubiert. Nach der Lyse der Erythrozyten wurde die Phagozytose durch die Neutrophilen-
Population durchflusszytometrisch analysiert. Dargestellt sind Werte aus 4 Experimenten mit
Mittelwert und Standardabweichung. *: p<0,05 verglichen mit dem unstimulierten Ansatz, #: p<0,05.
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3.1.6 Einfluss von Zytokinen auf die Phagozytose apoptotischer Zellen
durch Neutrophile

Am Ort einer Entzindung werden sowohl durch Gewebezellen, als auch durch
einwandernde Zellen des Immunsystems grofle Mengen an Zytokinen sekretiert, die
chemotaktisch auf andere Zellen wirken oder diese aktivieren. Deshalb sollte der Effekt
verschiedener Zytokine auf das Phagozytosevermdgen von Neutrophilen untersucht werden.

3.1.6.1 Einfluss von Zytokinen auf die Phagozytose apoptotischer Zellen
durch isolierte Neutrophile

Um den Effekt verschiedener Zytokine auf das Phagozytosevermdgen von Neutrophilen zu
untersuchen, wurden zundchst Phagozytoseversuche mit isolierten Neutrophilen
durchgefuhrt. Die isolierten Neutrophilen wurden mit je 200 ng/ml IL-1p, IL-2, IL-6, IL-8,
IL-10, IL-12, IL-17, 40 ng/ml GM-CSF, 40 ng/ml M-CSF oder 100 ng/ml TNF behandelt.
Dann wurden die apoptotischen Zellen zugegeben und nach 90 Minuten die Phagozytoserate

bestimmt.

Lediglich die Behandlung mit TNF oder GM-CSF erhthte die Phagozytose-Aktivitat der
vitalen Neutrophilen. Die Phagozytoserate verdreifachte sich von 20 % auf etwa 60 %.
IL-1B, IL-2, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12, IL-17 und M-SCF hatten keinen Einfluss auf die
Phagozytoserate (Abb. 19a).

3.1.6.2 Einfluss von Zytokinen auf die Phagozytose apoptotischer Zellen
durch Neutrophile im Vollblut

Um Interaktionen mit anderen Zellen mit einzubeziehen, wurden nun Experimente mit
Vollblut durchgeftihrt. Auch hier lag die Phagozytoserate im Vollblut deutlich ber der
Phagozytoserate bei isolierten Neutrophilen. Hier erhdhte lediglich TNF die Phagozytose-
Aktivitat der Neutrophilen im Vollblut signifikant. GM-CSF erhdhte tendenziell, wenn auch
nicht signifikant, die Phagozytoserate (Abb. 19b). Auch im Vollblut zeigten IL-1p, IL-2, IL-
6, IL-8, IL-10, IL-12, IL-17 und M-CSF keine Wirkung auf die Aufnahme apoptotischer
Zellen durch Neutrophile (Abb. 19b).
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Abb. 19: TNF und GM-CSF stimulieren die Phagozytose apoptotischer Zellen durch
Neutrophile. a: 1x10° Neutrophile wurden in Anwesenheit von 30 % autologem Serum fiir 30
Minuten mit verschiedenen Zytokinen behandelt und anschlieBend mit 4x10° apoptotischen
Neutrophilen fir 90 Minuten inkubiert. Die Phagozytoserate wurde mittels Durchflusszytometrie
analysiert. b: 50 pl Vollblut wurden fir 30 Minuten mit verschiedenen Zytokinen behandelt.
AnschlieBend wurden 10° apoptotische Neutrophile zugegeben und fiir 60 Minuten inkubiert. Nach
der Lyse der Erythrozyten wurde die Phagozytose durch die Neutrophilen-Population
durchflusszytometrisch analysiert. Dargestellt sind Werte aus 3 Experimenten mit Mittelwert und
Standardabweichung. *: p<0,05 verglichen mit dem unbehandelten Ansatz.

3.1.7 Invivo Phagozytose apoptotischer neutrophiler Granulozyten
durch Neutrophile im Mausmodell

Alle bisher durchgefiihrten Versuche zur Phagozytose apoptotischer Zellen durch vitale
Neutrophile wurden in vitro durchgefuhrt. Um die Relevanz dieses Prozesses in vivo zu
belegen, sollte ein Mausmodell zur Phagozytose apoptotischer Zellen durch Neutrophile
etabliert werden. Hierfir wurde das subkutane Air-Pouch-Modell gewahlt, bei dem im
Ruckenbereich der Maus durch Injektion von Luft ein nahezu zellfreies Kompartiment
geschaffen wird. In diesen Air-Pouch konnen dann verschiedene Substanzen injiziert

werden, um Zellen anzulocken.

In der vorliegenden Arbeit wurden zunéchst entweder 0,5 ug MIP-2, ein murines Analog
zum humanen IL-8, das chemotaktisch auf Neutrophile wirkt, oder 1 ug LPS, das eine
lokale Entziindungsreaktion auslést und damit indirekt Neutrophile anlockt, oder PBS als
Kontrolle in den Air-Pouch injiziert. Nach 4 Stunden wurden die eingewanderten Zellen
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gewonnen, gezédhlt und der Anteil von Neutrophilen durch Oberflachenfarbung fir Ly-6G
durchflusszytometrisch analysiert.

4 Stunden nach der Injektion von PBS waren weniger als 300.000 Zellen im Air-Pouch
vorhanden (Abb. 20a). Unter 10 % dieser Zellen waren Neutrophile (Abb. 20b). Nach der
Injektion von MIP-2 waren nach 4 Stunden etwa 1x10° Zellen im Air-Pouch vorhanden, von
denen tber 50 % Neutrophile waren (Abb. 20b). Wurde LPS in den Air-Pouch injiziert,
betrug die Zellzahl nach 4 Stunden 1-2x10°. Uber 75 % dieser Zellen waren Neutrophile. In
allen Versuchen handelte es sich bei den nicht als Neutrophile identifizierten Zellen zum
groBten Teil um Makrophagen. Da die Injektion von LPS am starksten die Einwanderung
von Zellen in den Air-Pouch induzierte und diese Zellen auch den grof3ten Anteil an
Neutrophilen hatten, wurde in den meisten folgenden Versuchen 1 ug LPS zur Attraktion

von Neutrophilen verwendet.
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Abb. 20: Anzahl und Neutrophilen-Anteil der in den Air-Pouch eingewanderten Zellen. PBS,
0,5 pug MIP-2 oder 1 pg LPS wurden an Tag 6 in den Air-Pouch einer C57BL/6 Maus injiziert und
die eingewanderten Zellen nach 4 Stunden analysiert. a: Zellzahl im Air-Pouch nach 4 Stunden. b:
Anteil der Neutrophilen (Ly6G") im Air-Pouch nach 4 Stunden nach durchflusszytometrischer
Analyse. Gezeigt sind Daten aus 3 Experimenten mit Mittelwert und Standardabweichung.
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3.1.7.1 Die Phagozytose apoptotischer Zellen ist in vivo bereits nach
10 Minuten nachweisbar

Als néchstes wurde in den Air-Pouch an Tag 6 zunédchst 1 pug LPS injiziert, um Neutrophile
anzulocken. Dann wurden 4x10° durch UV-Behandlung generierte apoptotische humane
Neutrophile injiziert, die mit PKH-67 gefarbt worden waren. Nach 10 und 30 Minuten
wurden die Zellen aus dem Air-Pouch gespilt, gez&hlt, die Neutrophilen mit anti-Ly-6G
Antikorpern gefarbt und durchflusszytometrisch analysiert.

Wihrend nach 10 Minuten noch etwa 5x10° Zellen aus dem Air-Pouch gespiilt werden
konnten, waren nach 30 Minuten nur noch etwa 1x10° Zellen vorhanden, was auf eine
Beseitigung der apoptotischen Zellen hinweist (Abb. 21).
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Abb. 21: Beseitigung apoptotischer Zellen im Maus
Air-Pouch. 4x10° PKH-67 markierte apoptotische
Neutrophile wurden an Tag 6 in den Maus Air-Pouch
injiziert. Zuvor waren Neutrophile durch Injektion von
1 pg LPS fir 4 Stunden angelockt worden. Nach 10 oder
30 Minuten wurden alle Zellen aus dem Air-Pouch
gespult und gezéhlt. n=3, *:p<0,05.
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Die durchflusszytometrische Analyse der Phagozytoserate ergab, dass nach 10 Minuten
schon (ber die Halfte der murinen Neutrophilen apoptotisches Material aufgenommen
hatten (Abb. 22a). Nach 30 Minuten hatten fast alle Neutrophile apoptotisches Material
phagozytiert. Nach 10 Minuten waren in den Diff-Quick gefarbten Préparaten und
fluoreszenzmikroskopisch in vielen Zellen gréRere Einschliisse zu erkennen (Abb. 22b,c). In
den Préparaten fir die Fluoreszenzmikroskopie war nach 30 Minuten zu erkennen, dass
diese Einschlisse in den meisten Fallen kleiner und zahlreicher in den Zellen vorhanden

waren. In den Diff-Quick gefarbten Praparaten waren die Einschlisse zu diesem Zeitpunkt
nicht mehr nachweisbar.
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Abb. 22: Phagozytose im Maus Air-Pouch. 1 pug LPS wurde an Tag 6 in einen Maus Air-Pouch
injiziert. Nach 4 Stunden wurden 4x10° PKH-67 geférbte, apoptotische (apo.) humane Neutrophile
(PMN) injiziert. Nach 10 oder 30 Minuten wurden die Zellen aus dem Air-Pouch gespult. Die
murinen Neutrophilen wurden mit anti-Ly-6G Antikorper geférbt. Die Zellen wurden a:
durchflusszytometrisch,  b: nach  Diff-Quick  Farbung  mikroskopisch  oder  c:
fluoreszenzmikroskopisch analysiert. Pfeile: vitale Neutrophile mit internalisiertem apoptotischen
Material.

3.1.7.2 LPS verstarkt in vivo die Phagozytose apoptotischer Zellen durch
Neutrophile

Nachdem gezeigt werden konnte, dass die Phagozytose apoptotischer Zellen in vivo
stattfindet, sollte untersucht werden, ob die Anwesenheit bakterieller Stimuli auch hier die
Phagozytose apoptotischer Zellen durch Neutrophile erhéhen kann. Hierfur wurden wie
zuvor beschrieben mithilfe von 0,5 pg MIP-2 oder 1 pug LPS Neutrophile in einen Tag-6 Air-
Pouch rekrutiert. Nach 4 Stunden wurden 4x10° PKH-67 gefarbte apoptotische humane
Neutrophile in den Air-Pouch injiziert. Nach 20 Minuten wurden die Zellen aus dem Air-
Pouch gespilt. Murine neutrophile Granulozyten wurden mit anti-Ly-6G AntikOrpern, die
Makrophagen mit anti-F4/80 Antikdrpern angefarbt. AnschlieBend wurde die Phagozytose
apoptotischer Zellen durch Neutrophile und Makrophagen durchflusszytometrisch
analysiert.
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Durch LPS in den Air-Pouch rekrutierte murine Neutrophilen hatten zu Uber 90 %
apoptotisches Material aufgenommen (Abb. 23a). Wurde die Einwanderung der
Neutrophilen hingegen nicht-entziindlich durch MIP-2 induziert, lag die Phagozytoserate
signifikant niedriger bei durchschnittlich 50 % (Abb. 23a). Die eingewanderten
Makrophagen zeigten unabhéngig davon, ob die Rekrutierung der Zellen durch LPS oder
MIP-2 induziert worden war, eine relativ hohe Phagozytoserate von etwa 80 % (Abb. 23b).
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Abb. 23: LPS stimuliert in vivo die Phagozytose apoptotischer Zellen durch Neutrophile. 0,5 g
MIP-2 oder 1 pg LPS wurden an Tag 6 in einen Maus Air-Pouch injiziert. Nach 4 Stunden wurden
4x10° PKH-67 gefarbte, apoptotische humane Neutrophile injiziert. Nach 20 Minuten wurden die
Zellen aus dem Air-Pouch gespiilt. Die murinen Neutrophilen wurden mit anti-Ly-6G oder die
murinen  Makrophagen mit  anti-F4/80  Antikérpern  gefarbt. Die  Zellen  wurden
durchflusszytometrisch analysiert und die Phagozytoserate bestimmt. a: Phagozytose apoptotischer
Zellen durch Neutrophile. b: Phagozytose apoptotischer Zellen durch Makrophagen. *p<0,05; n=4.
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3.2  Wirkung von apoptotischen Zellen auf die Signaltransduktion
vitaler neutrophiler Granulozyten

Im zweiten Teil der vorliegenden Arbeit wurde die Interaktion von vitalen und
apoptotischen neutrophilen Granulozyten weiter analysiert. Aus Vorarbeiten der
Arbeitsgruppe ist bereits bekannt, dass apoptotische Zellen anti-inflammatorisch auf
Neutrophile wirken (Esmann et al., 2010). So wird z.B. die fMLP-induzierte ROS-
Produktion neutrophiler Granulozyten durch Vorinkubation mit apoptotischen Zellen
inhibiert. Neben der inhibitorischen Wirkung auf die ROS-Produktion vermindert die
Anwesenheit apoptotischer Zellen auch die Produktion der pro-inflammatorischen Zytokine
TNF und IP-10 durch Neutrophile. Die Sekretion von IL-8 wird hingegen in Anwesenheit
apoptotischer Zellen erhéht (Esmann et al., 2010). Molekulare Mechanismen, die dem
aktivierenden oder inhibitorischen Einfluss apoptotischer Zellen zu Grunde liegen, sind
allerdings noch nicht ausreichend verstanden.

3.2.1 Generierung hochreiner apoptotischer Zellen

Um zu untersuchen, welche Signalwege durch apoptotische Zellen induziert oder inhibiert
werden, war es zunédchst notwendig, reine apoptotische Zellen zu generieren, die selbst
inaktiv sind, so dass sie keine Hintergrundsignale verursachen. Die in friiheren Versuchen
verwendeten, durch UV-Bestrahlung gewonnenen apoptotischen Zellen hatten eine relativ
hohe Reinheit von tiber 70 %. Stimuliert man allerdings 1x10° vitale Zellen oder 2x10°
apoptotische Zellen separat mit 1 uM fMLP, l&sst sich bei apoptotischen Zellen allein z.B.
eine klare Phosphorylierung von Erk1/2 nachweisen (Abb. 24), sodass die
Signaltransduktion vitaler und apoptotischer Zellen im Falle einer Co-Inkubation nicht zu

unterscheiden ware.

vitale PMN apo. PMN

unstim. fMLP unstim. fMLP

Abb. 24: Apoptotische Neutrophile zeigen fMLP-induzierte Phosphorylierung von Erk1/2.
1x10° vitale oder 2x10° durch UV-Bestrahlung generierte apoptotische Neutrophile wurden fiir
5 Minuten mit 1 uM fMLP stimuliert oder unstimuliert belassen und die Phosphorylierung von
Erk1/2 analysiert. Die Abbildung ist représentativ fiir 2 durchgefiihrte Experimente.
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Daher wurden fir die Signaltransduktionsversuche apoptotische Neutrophile durch
Inkubation ber Nacht und anschlieBende Annexin-V MACS-Aufreinigung generiert.
Wahrend der Anteil der apoptotischen Zellen nach Inkubation fiir 16 Stunden bei 50-70 %
lag, konnte der Anteil der apoptotischen Zellen durch MACS-Anreicherung auf tber 90 %
erhéht werden. Der Anteil nekrotischer Zellen lag unter 10 % (Abb. 25).
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Abb. 25: Anreicherung apoptotischer Neutrophiler mittels magnetischer Zellsortierung
(MACS). Neutrophile wurden in einer Konzentration von 5x10° Zellen/ml fir 16 Stunden bei
37 °C inkubiert. Dann wurden die apoptotischen Zellen mittels Annexin-V MACS
angereichert und nach Farbung mit Annexin-V-Fluos und Propidiumiodid
durchflusszytometrisch  analysiert. a:  Annexin-Propidiumiodid-Férbung vor  der
Anreicherung. b:  Annexin-Propidiumiodid-Farbung nach der Anreicherung. Die
Abbildungen sind reprasentativ fur mehr als 10 durchgefuhrte Experimente.

3.2.1.1 Aufgereinigte apoptotische Zellen zeigen keine fMLP-induzierte
Signaltransduktion

Als nédchstes wurde Uberprift, ob die aufgereinigten apoptotischen Zellen auch auf
Signaltransduktionsebene inaktiv sind. Dazu wurden 1x10° vitale Neutrophile oder 2x10°
apoptotische Neutrophile fur 5 Minuten mit 1 uM fMLP stimuliert und mit TCA lysiert. Die
Phosphorylierung von Erk1/2, p38 und Akt wurde anschliefend mittels Western Blot
analysiert. Unstimuliert waren alle drei untersuchten Proteine nicht phosphoryliert (Abb.
26). Stimulation mit fMLP induzierte eine starke Phosphorylierung von Erk1/2, p38 und Akt
in den vitalen Zellen. In den hochreinen apoptotischen Zellen war hingegen keine

Phosphorylierung dieser drei Proteine detektierbar (Abb. 26).
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3.2.1.2 Aufgereinigte apoptotische Zellen produzieren keine reaktiven
Sauerstoffspezies und zeigen keine Phagozytoseaktivitat

Um zu Uberprifen, ob die aufgereinigten apoptotischen Zellen funktional inaktiv sind,
wurden sie nun auf ihr Vermogen Latex-Beads aufzunehmen und ROS zu produzieren
untersucht. Die vitalen Zellen, die nach dem Annexin-V MACS als Negativ-Fraktion
gewonnen worden waren und nur noch einen Anteil von 15-20 % apoptotischer Zellen
enthielten, wurden mit den hochreinen Annexin-V positiven apoptotischen Zellen
verglichen. Fir diese Untersuchung wurden die Zellen in einer Konzentration von 5x10°
Zellen/ml eingesetzt. Die ROS-Freisetzung wurde nach Stimulation mit 1 uM fMLP fir
5 Minuten in Anwesenheit von DHR123 (siehe Abschnitt 2.13.1) durchflusszytometrisch
analysiert. Fur die Analyse der Phagozytosekapazitdt wurden die Zellen in An- oder
Abwesenheit von 20 % autologem Serum fiir 30 Minuten mit 100 ng/ml LPS und 100 U/ml
IFN-y stimuliert oder in Medium inkubiert und anschlielend die fiunffache Menge
fluoreszenzmarkierte Latex-Beads zugegeben. Nach 30 Minuten wurden Cytospin Préparate
angefertigt und mit Diff-Quick geféarbt. AnschlieRend wurde fluoreszenzmikroskopisch der
Anteil von Zellen bestimmt, der Beads phagozytiert hatte.

Wahrend die vitalen Zellen nach Stimulation mit fMLP grof3e Mengen an ROS produzierten,
befand sich die ROS-Produktion der hochreinen apoptotischen Zellen auf Hintergrund-
Niveau (Abb. 27a). AuBerdem zeigten die vitalen Zellen bereits unstimuliert im Medium
eine Aufnahme von Latex-Beads (Abb. 27b). Durch Stimulation mit LPS und IFN-y wurde
die Phagozytoserate verstarkt. Wurden die Versuche in Anwesenheit von autologem Serum
durchgefiihrt, war die Phagozytoserate stark erhoht. Nach zusétzlicher Stimulation mit LPS

und IFN-y hatte fast jede Zelle Latex-Beads aufgenommen. Im Gegensatz dazu hatten kaum
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Zellen der hochreinen apoptotischen Neutrophilen unstimuliert Beads aufgenommen. Auch

nach Stimulation mit LPS und IFN-y und in Gegenwart von autologem Serum war keine
Phagozytose detektierbar (Abb. 27b).
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Abb. 27: Aufgereinigte apoptotische Neutrophile sind funktional inaktiv. Uber Nacht spontan
apoptotisch gewordene Neutrophile (PMN) wurden mittels Annexin-V MACS in lebende und
apoptotische Zellen aufgetrennt. a: Produktion reaktiver Sauerstoffspezies (ROS): Beide Fraktionen
wurden in einer Konzentration von 5x10° Zellen/ml fiir 5 Minuten mit 1 uM fMLP stimuliert und die
Produktion von ROS mittels DHR123 durchflusszytometrisch analysiert. Die Abbildung ist
représentativ fiir 3 Versuche. b: Phagozytose von Latex-Beads: Beide Zellpopulationen wurden in
einer Konzentration von 5x10° Zellen/ml in Medium mit oder ohne 20 % autologem Serum fiir
30 Minuten mit 100 ng/ml LPS und 100 U/ml Interferon-y (IFN- y) vorstimuliert. Dann wurden
fluoreszenzmarkierte Latex-Beads in flinffacher Konzentration zugegeben und die Phagozytoserate

nach 30 Minuten auf Diff-Quick geférbten Cytospin-Préparaten fluoreszenzmikroskopisch

analysiert. Gezeigt sind Mittelwert und Standardabweichung aus 3 Versuchen. N.D.: nicht
detektierbar.

3.2.2 Co-Inkubation von vitalen und apoptotischen Zellen induziert die
Aktivierung von Erk1/2 MAP-Kinase

MAP-Kinasen sind an der Phagozytose von Bakterien beteiligt und auch fir die Sekretion
von Zytokinen wichtig. Es sollte gepruft werden, inwieweit Erk1/2 und p38 durch die Co-
Inkubation von vitalen und apoptotischen Zellen aktiviert werden. Hierfir wurden vitale
Zellen in einer Konzentration von 2x10° Zellen/ml und apoptotische Zellen in einer
Konzentration von 4x10° Zellen/ml fir 60 Minuten in Gegenwart von 30 % autologem

Serum vorinkubiert, um Einflisse von Serum auf die Signaltransduktion zu vermindern.
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AnschlieBend wurden vitale und apoptotische Zellen im Verhéltnis 1:2 fir 5, 15, 30 und
60 Minuten in Gegenwart von 30 % autologem Serum co-inkubiert und anschlieend mit
TCA lysiert. Die Phosphorylierung von Erk1/2 und p38 wurde mittels Western Blot
analysiert. Nach 5 Minuten war noch eine schwache, durch die Inkubation mit humanem
Serum induzierte, Phosphorylierung von Erk1/2 bei den vitalen Zellen sichtbar. In
Gegenwart apoptotischer Zellen war allerdings eine deutliche Aktivierung von Erk1/2
detektierbar. Dieses Signal nahm nach 15 und 30 Minuten ab und war nach 60 Minuten
nicht mehr detektierbar. Im Gegensatz dazu war die Phosphorylierung von p38 zu keinem
Zeitpunkt nachweisbar (Abb. 28).
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Abb. 28: Co-Inkubation von vitalen und apoptotischen Zellen induziert die Phosphorylierung
von Erk1/2. 1x10° vitale Neutrophile wurden fiir 60 Minuten in Gegenwart von 30 % autologem
Serum vorinkubiert und anschlieRend zusammen mit 2x10° apoptotischen Neutrophilen fiir 5, 15, 30
oder 60 Minuten in der Gegenwart von 30 % autologem Serum co-inkubiert. Dann wurden Zelllysate
mittels Trichloressigséure-Féallung gewonnen und die Phosphorylierung von Erk1/2 und p38 mittels
Western Blot analysiert. Die Abbildung ist représentativ fur 3 durchgefiihrte Versuche.

3.2.3 Die durch apoptotische Zellen induzierte Sekretion von IL-8 ist
abhangig vom Komplementfaktor C5a und dem Erk1/2 Signalweg

In Vorarbeiten konnte bereits gezeigt werden, dass die Sekretion pro-inflammatorischer
Zytokine wie TNF durch Neutrophile in Anwesenheit apoptotischer Zellen inhibiert wird.
Allerdings wird in der Anwesenheit apoptotischer Zellen die Sekretion von Gro-1a und IL-8
induziert (Esmann et al., 2010). Es ist bekannt, dass MAP-Kinasen, z.B. Erk1/2 an der
Zytokinsekretion neutrophiler Granulozyten beteiligt sind (Riedemann et al., 2004). Es sollte
daher untersucht werden, welche Signalwege an der Sekretion von IL-8 beteiligt sind.
Hierfiir wurden vitale Zellen in einer Konzentration von 5x10° Zellen/ml in Anwesenheit
von 30 % autologem Serum vor der Co-Inkubation mit apoptotischen Zellen fiir 15 Minuten
mit verschiedenen Inhibitoren behandelt. Es wurden 25 uM Wedelolacton, das den Nf-kB-
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Signalweg inhibiert, 10 uM des p38-Inhibitors SB203580 sowie 10 uM des Inhibitors
U0126, der den Erk1/2-Signalweg inhibiert, verwendet. Da bekannt ist, dass C5a eine
positive Rickkopplung bei der Stimulation von Neutrophilen induzieren kann (Camous et
al., 2011), wurden die Zellen in einem anderen Ansatz mit 10 uM eines Antagonisten des
Cb5a-Rezeptors vorbehandelt. Dann wurden apoptotische Zellen im Verhdltnis 1:2
zugegeben und nach 5 Stunden die Zellkulturiiberstande gewonnen. Die Uberstande wurden
mittels ELISA auf ihren IL-8 Gehalt untersucht.

Wie bereits zuvor gezeigt werden konnte, induzierten apoptotische Neutrophile eine
verstarkte 1L-8 Sekretion durch die vitalen Zellen. Diese Verstarkung konnte durch
Vorinkubation mit U0126 oder C5aRA, aber nicht durch Wedelolacton oder SB203580
inhibiert werden (Abb. 29).
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Abb. 29: Abhangigkeit der durch apoptotische Zellen induzierten IL-8 Sekretion Neutrophiler
von Nf-kB, p38, Erk1/2 und Cba. 0,2x10° vitale Neutrophile wurden fur 15 Minuten mit 25 uM
Wedelolacton, 10 uM SB203580 oder U0126, oder 10 uM eines C5a-Rezeptor-Antagonisten (C5aRA)
vorbehandelt. Dann wurden apoptotische Zellen im Verhdltnis 1:2 zugegeben und nach 5 Stunden
Uberstande gewonnen. Die Uberstande wurden mittels ELISA auf ihren IL-8 Gehalt analysiert.
Abgebildet sind Werte aus 3 Experimenten mit Mittelwert und Standardabweichung. *: p<0,05
verglichen mit der Co-Kultur aus Neutrophilen und apoptotischen Neutrophilen.

3.2.4 MAP-Kinasen werden nicht fur die Phagozytose apoptotischer
Zellen durch Neutrophile bendtigt

Als nédchstes sollte tberpruft werden, ob die detektierte Aktivierung von Erk1/2 fur die
Phagozytose apoptotischer Zellen notwendig ist. Hierfiir wurden 1x10° PKH-67-markierte

vitale Zellen in Anwesenheit von 30 % autologem Serum flr 30 Minuten mit 10 uM U0126,
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einem Inhibitor des Erk1/2 Signalweges, 3 uM SB203580, einem p38 Inhibitor, oder 20 uM
JNK Inhibitor 11 vorinkubiert. AnschlieBend wurden PKH-26-markierte apoptotische Zellen
in vierfacher Konzentration zugegeben und nach 90 Minuten die Phagozytoserate
durchflusszytometrisch bestimmt.

Wie in vorigen Versuchen betrug die Phagozytose in Anwesenheit von 30 % autologem
Serum etwa 20 %. Keiner der drei verwendeten Inhibitoren hatte einen signifikanten
Einfluss auf die Phagozytose apoptotischer Zellen durch Neutrophile (Abb. 30).

Abb. 30: MAP-Kinasen werden nicht fur die
Phagozytose apoptotischer Zellen durch
Neutrophile bendtigt. 1x10° PKH-67-geférbte
vitale Neutrophile wurden fiir 30 Minuten mit
10 pM UO0126, einem Inhibitor des Erkl/2-
104 Signalweges, 3 uM des  p38-Inhibitors
SB203580 oder 20 pM JNK-Inhibitor Il in
Anwesenheit von 30 % autologem Serum
vorbehandelt. AnschlieRend wurden 4x10°
0- PKH-26-gefarbte apoptotische Zellen
0o © S Q zugegeben und nach 90 Minuten  die
W 5 & Phagozytoserate durchflusszytometrisch
analysiert. Gezeigt sind Mittelwert und
él—’ Standardabweichung aus 3 Experimenten.

20+

Phagozytoserate [%]

3.2.5 Die Anwesenheit apoptotischer Zellen verlangert die Lebensdauer
vitaler Neutrophiler

Neutrophile Granulozyten sind kurzlebige Zellen, die im unstimulierten Zustand innerhalb
von Stunden in die Apoptose gehen. Werden sie allerdings, z.B. durch pro-inflammatorische
Stimuli am Ort einer Entziindung, aktiviert, kann sich ihre Lebensdauer auf mehrere Tage
erhdhen (Colotta et al., 1992). Aus Vorarbeiten unserer Arbeitsgruppe ist bekannt, dass die
Phagozytose apoptotischer Zellen eher inaktivierend auf Neutrophile wirkt. Ob die
Anwesenheit apoptotischer Zellen die Lebensdauer vitaler Neutrophiler trotzdem erhoht,
sollte in dieser Arbeit untersucht werden.

Dafur wurden vitale Neutrophile allein oder zusammen mit apoptotischen Zellen im
Verhaltnis 1:2 oder 1:4 in RPMI Komplettmedium ohne autologes Serum oder mit 10 %,
20% oder 30% autologem Serum fur 18 oder 42 Stunden co-inkubiert. Die
Gesamtzellkonzentration betrug stets 5x10° Zellen/ml. Zur Unterscheidung der
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apoptotischen und vitalen Zellen wurden die apoptotischen Zellen mit PKH-26 gefarbt. So
konnte nach Annexin-V-Fluos Féarbung durchflusszytometrisch der Anteil vitaler Zellen
analysiert werden, indem die stark rot fluoreszierenden apoptotischen Zellen von der
Analyse ausgeschlossen wurden.

Nach 18 Stunden waren ohne Zusatz von humanem Serum nur noch etwa 30 % der
untersuchten Zellen vital (Abb. 31). In Anwesenheit von apoptotischen Zellen im Verhaltnis
1:2 erhohte sich der Anteil lebender Zellen signifikant. In dem Ansatz mit 10 % Serum
waren nach 18 Stunden noch tber die Halfte der Zellen vital. Durch Co-Inkubation mit
apoptotischen Zellen stieg der Anteil lebender Zellen auf tber 90 %. In den Ansétzen, die
uber 10 % Serum enthielten, waren noch fast alle Zellen lebendig (Abb. 31). Nach
42 Stunden waren in den Ansatzen ohne Serum fast alle Zellen apoptotisch oder nekrotisch
(Abb. 31). War 10 % autologes Serum im Medium vorhanden, waren noch etwa 50 % der
untersuchten Zellen vital. Co-Inkubation mit apoptotischen Zellen steigerte den Anteil
lebender Zellen signifikant. Enthielt das Medium 20 % oder 30 % Serum, waren nach
42 Stunden noch Gber 75 % der untersuchten Zellen lebendig. Auch hier steigerte die
Anwesenheit apoptotischer Zellen signifikant den Anteil lebendiger Zellen (Abb. 31).
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Abb. 31: Modulation der spontanen Apoptose neutrophiler Granulozyten in der Anwesenheit
von apoptotischen Neutrophilen. Vitale Neutrophile wurden allein oder zusammen mit PKH-26
gefarbten apoptotischen Neutrophilen im Verhéltnis 1:2 oder 1:4 in Anwesenheit von 0 %, 10 %,
20 % oder 30 % autologem Serum inkubiert. Es wurden insgesamt 1x10° Zellen je Ansatz in 100 pl
Volumen eingesetzt. Nach 18 und 42 Stunden wurde der Anteil der vitalen Zellen durch
Ausschlussfarbung mit Annexin-V-Fluos analysiert. Die stark PKH-26 positiven apoptotischen
Neutrophilen wurden von der Analyse ausgeschlossen und nur die PKH-26 negativen oder schwach
positiven (low) Zellen analysiert. Es sind Daten aus 3 Experimenten mit Mittelwert und
Standardabweichung dargestellt. *: p<0,05 verglichen mit vitalen Neutrophilen allein.
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3.2.6  Auswirkungen apoptotischer Zellen auf die fMLP-induzierte
Signaltransduktion in Neutrophilen

In Anwesenheit apoptotischer Zellen ist die Freisetzung der pro-entziindlichen Zytokine
TNF und IP-10 durch vitale Neutrophile reduziert. AuBerdem wird die fMLP induzierte
Produktion von ROS inhibiert, wenn Neutrophile mit apoptotischen Zellen co-inkubiert
werden (Esmann et al., 2010). Aus diesem Grund sollte mithilfe der generierten hochreinen
apoptotischen Neutrophilen Gberprift werden, welchen Einfluss die Co-Inkubation von
vitalen und apoptotischen Zellen auf die fMLP-induzierte Signaltransduktion hat. Dafir
wurden vitale Neutrophile in einer Konzentration von 2x10° Zellen/ml und apoptotische
Neutrophile in einer Konzentration von 4x10° Zellen/ml zunichst fir 60 Minuten in
Gegenwart von 30 % autologem Serum inkubiert. Anschliefend wurden vitale und
apoptotische Zellen fiir 60 Minuten im Verhaltnis 1:2 in Gegenwart von 30 % autologem
Serum co-inkubiert. Dann wurden die Zellen fiir 5 Minuten mit 0,5 uM fMLP stimuliert und
anschlielend mit TCA lysiert. Die Phosphorylierung von Erk1/2, p38 und Akt wurde mittels
Western Blot analysiert.

Waéhrend unstimuliert keine Aktivierung der untersuchten Molekiile nachweisbar war,
induzierte Stimulation mit fMLP eine starke Phosphorylierung von Erk1/2, p38 und Akt in
vitalen Neutrophilen. Wie bereits zuvor gezeigt, induzierte die Stimulation keine
Signaltransduktion in apoptotischen Zellen. Waren die vitalen Zellen mit apoptotischen
Zellen co-inkubiert worden, war die Phosphorylierung von Erk1/2 leicht erhoht. Die
Phosphorylierung von p38 und Akt wurde hingegen tendenziell vermindert (Abb. 32).
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Abb. 32: Apoptotische Zellen vermindern die fMLP-induzierte Phosphorylierung von p38 und
Akt in vitalen Zellen. Vitale und apoptotische Zellen wurden getrennt voneinander fiir 60 Minuten
in einer Konzentration von 2x10° bzw. 4x10° Zellen/ml in Anwesenheit von 30 % autologem Serum
vorinkubiert. AnschlieBend wurden vitale und apoptotische Zellen allein und in einem Verhaltnis
von 1:2 fir 30 Minuten zusammen inkubiert. Dann wurden die Ansdtze mit 0,5 uM fMLP stimuliert
und nach Trichloressigséure-Fallung die Phosphorylierung von Erk1/2, p38 und Akt mittels Western
Blot analysiert. Die Abbildung ist représentativ fiir 5 durchgefiihrte Experimente.
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3.3 Modulation der Effektorfunktionen neutrophiler Granulozyten
durch Methylprednisolon

Glucocorticoide wie Methylprednisolon (MP) werden in der Klinik regelméBig fir die
Therapie von Autoimmunerkrankungen, wie z.B. dem bullésen Pemphigoid (BP)
angewendet. Allerdings sind die genauen Effekte und Zielzellen dieser Therapie noch nicht
vollstdndig verstanden. So ist z.B. ein Apoptose induzierender Effekt auf Lymphozyten
weitgehend akzeptiert (Wyllie, 1980). Der Effekt auf das angeborene Immunsystem ist aber
noch nicht ausfihrlich untersucht. Jedoch ist gerade der Effekt auf die angeborene
Immunitét bei der topischen Therapie von Hauterkrankungen wichtig, da der Wirkstoff hier
direkt auf der betroffenen Haut und nicht systemisch verabreicht wird. Daher wurde in
dieser Arbeit die Wirkung von MP auf neutrophile Granulozyten untersucht. In
Vorversuchen innerhalb der Arbeitsgruppe hatten sich bei 1 uM und 1 mM MP Effekte auf

Neutrophile gezeigt, daher wurden vorerst diese Konzentrationen verwendet.

3.3.1 Methylprednisolon inhibiert die spontane Apoptose neutrophiler
Granulozyten

Zunéchst wurde ein mdglicher toxischer Effekt von MP auf Neutrophile untersucht. Dafir
wurden die Zellen in einer Konzentration von 5x10° Zellen/ml mit 1 pM und 1 mM MP fiir
3 oder 18 Stunden inkubiert. Anschlielend wurde der Anteil der apoptotischen und
nekrotischen Zellen mithilfe einer Annexin-V-Propidiumiodid-Farbung nach 3 und
18 Stunden durchflusszytometrisch analysiert.

Nach 3 Stunden waren noch durchschnittlich 89 % der unbehandelten Zellen vital. Keine
der verwendeten MP Dosen hatte einen Einfluss auf den Anteil lebender Zellen (Abb. 33).
Nach Inkubation fur 18 Stunden war der groite Teil der unbehandelten Neutrophilen in die
spontane Apoptose gegangen, es waren im Durchschnitt nur noch 29 % der Zellen vital.
Wurden die Neutrophilen mit 1 pM MP behandelt, zeigte sich eine tendenzielle Steigerung
des Anteils vitaler Zellen auf durchschnittlich 58 %. Die Behandlung mit 1 mM MP erhohte
den Anteil lebender Zellen signifikant auf durchschnittlich 72 % (Abb. 33). Der Anteil
nekrotischer Zellen lag in allen Ansétzen bei unter 5 % (ohne Abbildung).
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Abb. 33: Methylprednisolon (MP) verlangert die Lebensdauer neutrophiler Granulozyten.
Neutrophile wurden fur 3 bzw. 18 Stunden mit 1 pM oder 1 mM MP oder in Medium ohne MP
inkubiert und der Anteil vitaler Zellen durchflusszytometrisch mithilfe von Annexin-V-Fluos
bestimmt. Dargestellt sind Daten aus 3 Experimenten mit Mittewert und Standardabweichung.
*:p<0,05.

3.3.2 Methylprednisolon inhibiert die IL-8 Sekretion neutrophiler
Granulozyten

Interleukin-8 ist ein Zytokin, das nach Stimulation von Neutrophilen in grolem Umfang
sekretiert wird. Dadurch wird in vivo die Entziindungsreaktion durch Rekrutierung neuer
Neutrophiler aus der Blutbahn verstérkt. Die Sekretion von IL-8 hat damit fiir pathogene
Entzundungsreaktionen direkt Bedeutung, ist daruber hinaus in vitro aber auch ein guter
Marker fur die Aktivierbarkeit neutrophiler Granulozyten. Daher wurde als erster Indikator
fur die Wirkung von MP auf Neutrophile die IL-8-Sekretion untersucht.

Es wurden humane Neutrophile in einer Konzentration von 5x10° Zellen/ml mit 1 uM oder
1 mM MP fiir 3 Stunden vorinkubiert und dann fir 3 oder 18 Stunden mit LPS stimuliert.
Die Uberstande wurden mittels ELISA auf ihren 1L-8-Gehalt untersucht. Unstimulierte
Neutrophile sekretierten sowohl unbehandelt als auch mit MP behandelt kaum IL-8. Nach 3
Stunden setzten mit LPS stimulierte Neutrophile IL-8 frei. 1 uM MP hatte keinen
signifikanten Effekt, es inhibierte lediglich tendenziell die IL-8-Freisetzung. Die
Vorinkubation mit 1 mM MP senkte die IL-8 Konzentration in den Uberstanden signifikant
(Abb. 34). Nach 18 Stunden waren deutlich hdhere IL-8-Konzentrationen in den
Uberstanden detektierbar als nach 3 Stunden. Nach 18 Stunden senkte die Vorinkubation
sowohl mit 1 uM als auch mit 1. mM MP die I1L-8-Konzentration signifikant (Abb. 34).
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Abb. 34: Methylprednisolon (MP) inhibiert die LPS-induzierte Sekretion von Interleukin 8
(IL-8). Humane neutrophile Granulozyten (5x10° Zellen/ml) wurden fir 3 Stunden mit
Methylprednisolon (MP, 1 puM: graue Balken, 1 mM: schwarze Balken) vorbehandelt und
anschlieRend fur 3 Stunden oder 18 Stunden mit 100 ng/ml LPS stimuliert. Abgebildet sind Mittelwert
und Standardabweichung aus 4 Experimenten. *: p< 0,05.

3.3.3 Methylprednisolon hemmt die fMLP-induzierte Freisetzung
reaktiver Sauerstoffspezies neutrophiler Granulozyten

Um den Einfluss von Methylprednisolon auf die Produktion reaktiver Sauerstoffspezies zu
untersuchen, wurde das Modell des fMLP-induzierten oxidativen Burst gewahlt. fMLP ist
gut als Modellstimulus geeignet, da es zuverlassig die Produktion von ROS induziert und
die zu Grunde liegende Signaltransduktion gut verstanden ist (Chen et al., 2003; Dewas et
al., 2000). Da in den bisherigen Versuchen zu frihen Zeitpunkten lediglich 1 mM MP

signifikante Effekte zeigte, wurden die folgenden In-vitro-Versuche mit dieser
Konzentration durchgefuhrt.

Fur die Untersuchung der ROS-Freisetzung wurden Neutrophile fir 3 Stunden mit 1 mM
MP behandelt und anschlieBend fir 5 Minuten mit 200 nM fMLP in Anwesenheit von
DHR123 stimuliert. Durch die Behandlung der Neutrophilen mit MP konnte die fMLP-
induzierte Freisetzung von ROS vollstandig inhibiert werden (Abb. 35).
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Abb. 35: Methylprednisolon (MP) inhibiert die fMLP-induzierte Produktion reaktiver
Sauerstoffspezies (ROS). Neutrophile wurden mit 1 mM MP fir 3 Stunden vorinkubiert und
anschlieend mit 200 nM fMLP fir 5 Minuten in der Anwesenheit von DHR123 stimuliert. a:
représentativer Histogrammplot. b: Daten aus 4 Experimenten mit Mittelwert und
Standardabweichung. *: p<0,05.

3.3.4 Die fMLP- induzierte Signaltransduktion wird durch
Methylprednisolon inhibiert

Da fir die fMLP induzierte ROS-Produktion besonders Erk1/2 und p38 sowie Akt wichtig
sind (Chen et al., 2003; El Benna et al., 1996), die in ihrer Funktion als Kinasen flr die
Phosphorylierung der p47phox-Untereinheit der NADPH Oxidase verantwortlich sind,
wurde der Einfluss von MP auf das Vorhandensein der aktiven, phosphorylierten Form

dieser Molekiile untersucht.

Hierfiir wurden Neutrophile in einer Konzentration von 3x10° Zellen/ml fiir 3 Stunden mit
1 mM MP vorinkubiert und anschlieBend fur 5 Minuten mit 2 nM, 20 nM oder 200 nM
fMLP stimuliert. Die Phosphorylierung von Erk1/2, p38 und Akt wurde mittels Western
Blot nachgewiesen.

Es war zu erkennen, dass Methylprednisolon dosisabhangig die Phosphorylierung von Akt
inhibiert. Bei Stimulation mit 2 nM fMLP war auch eine Inhibierung der Phosphorylierung

von Erk1/2 erkennbar. Die Phosphorylierung von p38 wurde in fMLP stimulierten Zellen
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hingegen leicht verstarkt (Abb. 36). MP allein induzierte keine Signaltransduktion (ohne
Abbildung, Vergleich Abb. 41b).
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Abb. 36: Methylprednisolon (MP) inhibiert die fMLP-induzierte Signaltransduktion.
Neutrophile wurden fir 3 Stunden mit 1 mM MP vorinkubiert. Anschlielend wurden die Zellen mit
2 nM, 20 nM oder 200 nM fMLP fur 5 Minuten stimuliert. Dann wurden die Zellen lysiert und die
Phosphorylierung von Erk1/2, p38 und Akt mittels Western Blot analysiert. Die abgebildeten Blots
sind représentativ fur 2 durchgefiihrte Experimente.

3.3.5 Methylprednisolon hemmt den Gewebeschaden in einem ex vivo
Modell des bullésen Pemphigoid

In der Klinik fir Dermatologie und Venerologie des UK-SH, Campus Llbeck wurden
Experimente durchgefuhrt, in denen der Effekt von Methylprednisolon auf Autoantikdrper
induzierte Gewebeschadigung an einem Modell des bullésen Pemphigoid getestet wurde
(Dissertation M. Hansel). Hierbei handelte es sich um ein ex vivo Gefrierschnitt-Modell, bei
dem Gefrierschnitte humaner Vorhaut mit BP-Patientenserum inkubiert wurden.
AnschlieBend wurden Blut-Leukozyten, die einen hohen Anteil an Neutrophilen enthalten,
hinzugegeben. Nach 4 Stunden konnte nach dem Waschen der Schnitte eine dermal-
epidermale Separation nachgewiesen werden. Diese Gewebeschadigung wurde signifikant
inhibiert, wenn die Zellen zuvor mit 1 mM Methylprednisolon inkubiert worden waren.
1 nM und 1 uM MP zeigten keinen signifikanten Effekt (Abb. 37).

Da zuvor nachgewiesen worden war, dass fir den ex vivo Gewebeschaden neutrophile
Elastase und reaktive Sauerstoffspezies verantwortlich sind (Chiriac et al., 2007;
Shimanovich et al., 2004), ist davon auszugehen, dass Methylprednisolon in diesem Modell
direkt neutrophile Granulozyten beeinflusst.
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Abb. 37: Inhibierung der dermal-
epidermalen Separation ex vivo durch
Methylprednisolon (MP). Leukozyten
(hauptséchlich ~ Neutrophile) wurden  mit
verschiedenen  Konzentrationen von MP
vorinkubiert und fur 3 Stunden auf
Gefrierschnitte humaner Vorhaut, die mit BP
Patientenserum inkubiert worden waren,
gegeben. Der Anteil der abgel6sten Epidermis
wurde blind ausgewertet und ist als Anteil an
* der Gesamtlange der dermal-epidermalen
Bindung angegeben. Es sind Daten aus 4
Experimenten mit Mittelwert und
Standardabweichung dargestellt. *: p<0,05
verglichen mit Zellen ohne MP-Behandlung.
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3.3.6 Methylprednisolon inhibiert die Immunkomplex-induzierte
Freisetzung reaktiver Sauerstoffspezies durch Neutrophile

Da die dermal-epidermale Spaltbildung im BP-Gefrierschnitt-Modell abhangig wvon
reaktiven Sauerstoffspezies ist, wurde der Effekt von MP auf den Immunkomplex (IC)-
induzierten oxidativen Burst untersucht. Neutrophile wurden fir 3 Stunden mit 1 mM MP
vorinkubiert, anschlielend fir 45 Minuten mit IC (15 pg/ml mColl7a + 0,5 mg/ml anti-
mColl7a 1gG) stimuliert und die Produktion reaktiver Sauerstoffspezies mithilfe von
DHR123 durchflusszytometrisch analysiert.

Die Stimulation der Neutrophilen mit IC induzierte eine starke Produktion von ROS. Durch
die Vorbehandlung mit Methylprednisolon konnte die ROS-Produktion signifikant inhibiert
werden (Abb. 38).
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Abb. 38: Methylprednisolon (MP) inhibiert die Immunkomplex(IC)-induzierte Produktion
reaktiver Sauerstoffspezies (ROS). Neutrophile wurden mit 1 mM MP fir 3 Stunden vorinkubiert
und anschliefend mit IC (15 pg/ml mColl7a + 0,5 mg/ml anti-mCol17a IgG) fur 45 Minuten in der
Anwesenheit von DHR123 stimuliert. a: reprasentativer Histogrammplot. b: Daten aus 4
Experimenten mit Mittelwert und Standardabweichung. *: p<0,05.

3.3.7 Methylprednisolon inhibiert die Immunkomplex-induzierte
Degranulation neutrophiler Granulozyten

Neben ROS sind im BP-Gefrierschnitt-Modell auch Proteasen, wie neutrophile Elastase, die
von Neutrophilen freigesetzt werden, an der Gewebeschadigung beteiligt (Shimanovich et
al., 2004). Neutrophile Granula enthalten eine Vielzahl an Proteasen, die gewebeschédigend
wirken konnen. Neben diesen Proteasen sind aber auch Oberflachenmolekiile, z.B. CD66Db,
in den Granula enthalten. Bei der Degranulierung gelangen diese Molekile an die
Oberflache der Zelle und konnen damit als Marker fur die Degranulierung genutzt werden.

In den Versuchen dieser Arbeit wurde CD66b als Degranulierungsmarker genutzt.
Neutrophile Granulozyten (5x10° Zellen/ml) wurden fiir 3 Stunden mit 1 mM MP
vorinkubiert und anschlieBend mit IC (15 pg/ml mColl7a + 0,5 mg/ml anti-mColl17a 1gG)
fur 45 Minuten stimuliert. Dann wurde die Oberflachenexpression von CD66b mittels

Durchflusszytometrie analysiert.
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Die Immunkomplexe induzierten eine starke Erhohung der Oberflachenexpression von
CD66b. Durch die Vorbehandlung mit MP konnte diese Erhdhung signifikant inhibiert
werden (Abb. 39).
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Abb. 39: Methylprednisolon (MP) inhibiert die Immunkomplex(IC)-induzierte Degranulation.
Neutrophile wurden mit 1 mM MP fir 3 Stunden vorinkubiert und anschlieBend mit IC (15 pg/ml
mColl7a + 0,5 mg/ml anti-mColl7a 1gG) fur 45 Minuten stimuliert. Dann wurde die CDG66b-
Expression durchflusszytometrisch analysiert. a: reprasentativer Histogrammplot. b: Daten aus 5
Experimenten mit Mittelwert und Standardabweichung. *: p<0,05.

3.3.8 Immunkomplex-induzierte Phosphorylierung von Erk1/2 und p38
MAPK sowie Akt wird durch Methylprednisolon inhibiert

Nachdem bereits festgestellt worden war, dass Methylprednisolon die fMLP-induzierte
Phosphorylierung von Erk1/2 und Akt inhibieren kann (Abb. 36), wurden die zuvor
betrachteten Molekiile Erk1/2, p38 und Akt auch nach I1C-Stimulation auf ihre Aktivierung
untersucht. Sowohl MAP-Kinasen als auch Akt werden in der Fc-Rezeptor induzierten
Aktivierung von Neutrophilen phosphoryliert (Nimmerjahn und Ravetch, 2008).

Fur die Analyse der Wirkung von MP auf die IC-induzierten Signaltransduktion wurden
3x10° Neutrophile fiir 3 Stunden mit 1 mM Methylprednisolon vorinkubiert und
anschlieend mit IC (15 pg/ml mColl7a + 0,5 mg/ml anti-mColl7a 1gG) fur 5 Minuten
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stimuliert. Die Phosphorylierung von Erk1/2, p38 und Akt wurde mittels Western Blot
analysiert.

Wie erwartet war eine Phosphorylierung aller drei Molekile nach Stimulation mit IC
detektierbar. Die VVorinkubation mit Methylprednisolon inhibierte die Phosphorylierung von
Erk1/2, p38 und Akt (Abb. 40).

unstimuliert IC Abb. 40: Methylprednisolon (MP) inhibiert die
Immunkomplex(1C)-induzierte

Signaltransduktion in  Neutrophilen.3x10°
Neutrophile wurden fur 3 Stunden mit 1 mM MP
PErk1/2 = vorinkubiert und dann fur 5 Minuten mit IC (15
pg/ml mColl7a + 0,5 mg/ml anti-mColl7a 1gG)
stimuliert. Die Zellen wurden lysiert und die
Signaltransduktion ~ mittels ~ Western  Blot
analysiert. Die gezeigten Blots sind reprasentativ
pAkt R . fur 3 durchgefiihrte Experimente.
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3.3.8.1 Hinweise auf die Rolle von MAP-Kinase-Phosphatase-1 bei der
Methylprednisolon induzierten Inhibierung von MAP-Kinasen

Ein wichtiger Mechanismus bei der Regulation von MAP-Kinasen ist die
Dephosphorylierung dieser Molekiile durch Phosphatasen. Es ist bekannt, dass
Glucocorticoide sowohl MAP-Kinase-Phosphatase-1 (MKP-1) stabilisieren, als auch deren
Expression induzieren kdnnen (Kassel et al., 2001). Um die Expression von MKP-1 in MP
behandelten Zellen zu untersuchen, wurden 3x10° Neutrophile fiir 1-4 Stunden mit 1 mM
Methylprednisolon inkubiert und anschlieBend lysiert. Die Expression von MKP-1 wurde
mittels Western Blot analysiert. Es zeigte sich, dass in unbehandelten Zellen eine
Basisexpression von MKP-1 vorhanden war, die sich im Laufe der Inkubation mit MP
erhéhte (Abb. 41a).

Um einen Einfluss von MKP-1 auf die verminderte Phosphorylierung von Erk1/2 und p38
zu untersuchen, wurden Neutrophile vor der Behandlung mit MP fur 15 Minuten mit 10 uM
NSC 95397 (NSC), einem Inhibitor fur MKP-1 (Vogt et al.,, 2008), oder DMSO als
Losungsmittelkontrolle vorbehandelt und dann fiir 3 Stunden mit 1 mM Methylprednisolon
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inkubiert. AnschlieRend wurden die Neutrophilen fur 5 Minuten mit 1C (15 pug/ml mColl7a
+ 0,5 mg/ml anti-mCol17a IgG) stimuliert. Die Phosphorylierung von Erk1/2 und p38 wurde
mittels Western Blot analysiert.

Die mit NSC vorbehandelten Zellen zeigten bereits unstimuliert eine starke
Phosphorylierung von Erk1/2 und p38. Dieser Effekt wurde durch anschlielende Inkubation
mit Methylprednisolon abgeschwacht (Abb. 41b). In stimulierten Zellen verstarkte die NSC-
Vorbehandlung die IC-induzierte Phosphorylierung von Erk1/2, aber nicht p38. Durch
Behandlung mit Methylprednisolon konnte, wie bereits in 3.3.8 gezeigt, die IC-induzierte
Phosphorylierung von Erk1/2 und p38 inhibiert werden. Diese Inhibierung konnte durch
Vorinkubation mit NSC verhindert werden (Abb. 41b).

Oh 1h  2h 3
vkp-1 = D

B-Aktin W I . ——

b unstimuliert IC
ohne MP 1 mM MP ohne MP 1 mM MP
pErk1/2 = - . —- -—
pp38 — — -y —— —-—
BAKn D G W W Sy Y S gy G W ey -
DMSO - - + - - + - - + - - +
NSC - + - - + - - + - - + -

Abb. 41: a: Methylprednisolon (MP) stabilisiert MAP-Kinase-Phosphatase-1 (MKP-1) in
Neutrophilen. Humane Neutrophile wurden fur 1-3 Stunden mit 1 mM MP inkubiert und lysiert.
Die Expression von MKP-1 wurde mittels Western Blot analysiert. b: Inhibierung von MKP-1
wirkt der MP-induzierten Verminderung der p38 und Erk Phosphorylierung entgegen.
Neutrophile wurden fur 15 Minuten mit 10 uM NSC 95397 (NSC) oder mit DMSO als
Losungsmittelkontrolle vorinkubiert und anschlieend fiir 3 Stunden mit MP inkubiert. Dann wurden
die Zellen mit IC (15 pg/ml mColl7a + 0,5 mg/ml anti-mColl7a IgG) stimuliert. Die
Phosphorylierung von Erk1/2 und p38 wurde mittels Western Blot analysiert. Die abgebildeten Blots
sind représentativ fur 2 durchgefiihrte Experimente.
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3.3.9 Einfluss der pharmakologischen Inhibition von Erk1/2, p38 und
Akt auf die ROS-Produktion und Degranulierung neutrophiler
Granulozyten

Um zu prufen, ob die Inhibierung der untersuchten Molekile ausreichend ist, um die
Freisetzung von reaktiven Sauerstoffspezies und die Degranulierung von Neutrophilen zu
vermindern, wurden pharmakologische Inhibitoren verwendet. Neutrophile wurden mit
10 uM UO0126, einem Inhibitor des Erk1/2 Signalweges, 3 uM SB203580, einem p38
Inhibitor oder 9 uM Akt Inhibitor VIII bzw. DMSO als Lésungsmittelkontrolle far
3 Stunden vorinkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen mit Immunkomplexen (15 pg/ml
mColl7a + 0,5 mg/ml anti-mColl7a 1gG) stimuliert und die Produktion reaktiver

Sauerstoffspezies und die Degranulierung wie zuvor untersucht.

Die Inhibierung von Erk1/2 und p38 sowie Akt bewirkte eine signifikante Verminderung der
Produktion reaktiver Sauerstoffspezies (Abb. 42a). Die IC-induzierte Degranulierung der
Neutrophilen wurde hingegen nur nach Vorinkubation mit p38-Inhibitor signifikant
vermindert (Abb. 42b).
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Abb. 42: Inhibition von Immunkomplex(IC)-induzierter ROS-Produktion und Degranulierung
durch pharmakologische Inhibitoren. Neutrophile wurden fur 3 Stunden mit 10 uM U0126, 3 uM
SB203580, 9 uM Akt-Inhibitor VIII oder 0,1 % DMSO als Ldsungsmittelkontrolle vorinkubiert und
anschlieRend mit Immunkomplexen (15 pg/ml mColl7a + 0,5 mg/ml anti-mCol17a 1gG) stimuliert.
Dann wurde die Produktion reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) mit DHR123 sowie die Degranulierung
mittels CD66b-Oberflachenfarbung durchflusszytometrisch analysiert. a: Produktion von ROS. b:
Degranulierung. Abgebildet sind Mittelwert und Standardabweichung aus 4 Experimenten. *:p<0,05
verglichen mit der DMSO-Ldsungsmittelkontrolle.
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3.3.10 Inhibierung von Erk1/2, p38 oder Akt verhindert Gewebeschaden
in dem Ex-Vivo-Gefrierschnitt-Modell des bullésen Pemphigoid

Um zu bestétigen, dass die in vitro beobachteten Effekte auch diejenigen sind, die im BP-
Gefrierschnitt-Modell beobachtet worden waren, wurden in der Klinik fir Dermatologie und
Venerologie (Dissertation M. Hansel) die verwendeten Inhibitoren U0126, SB203580 und
der Akt-Inhibitor VIII auf ihre Wirkung in diesem Modell untersucht.

Die durch Patientenserum induzierte dermal-epidermale Separation lag in allen Versuchen
bei 50 - 70 %. Von den Inhibitoren verminderte jegliche getestete Konzentration des Erk1/2-
Signalweg-Inhibitors U0126 (5-15 uM) die Separation signifikant. Der Akt-Inhibitor V111
inhibierte in einer Konzentration von 6 uM und 9 pM den Gewebeschaden signifikant.
SB203580 verminderte in einer Konzentration von 6 puM signifikant die Beschadigung der
dermal-epidermalen Bindung (Abb. 43).
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Abb. 43: Inhibition der dermal-epidermalen Separation im Ex-Vivo-BP-Gefrierschnitt-Modell
durch pharmakologische Inhibitoren. Leukozyten (hauptséchlich Neutrophile) wurden mit
verschiedenen Dosen U0126, SB203580 oder Akt-Inhibitor VIII vorbehandelt und anschliefiend fur
3 Stunden auf humane Vorhaut gegeben, die mit BP-Patientenseren inkubiert worden war. Der
Anteil der abgelosten Epidermis wurde geblindet ausgewertet und ist als Anteil an der Gesamtlange
der dermal-epidermalen Bindung angegeben. a: U0126, b: SB203580, c: Akt-Inhibitor VIII.
Dargestellt sind Mittelwert und Standardabweichung aus 5 Versuchen. *: p<0,05 verglichen mit der
Losungsmittelkontrolle. (Daten M. Hansel, mit freundlicher Erlaubnis)
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4 Diskussion

4.1 Komplementfaktoren sind entscheidend fur die Phagozytose
apoptotischer Zellen durch vitale Neutrophile

Erst kirzlich konnte in unserer Arbeitsgruppe gezeigt werden, dass nicht nur Makrophagen
und dendritische Zellen, sondern auch neutrophile Granulozyten apoptotische Neutrophile
phagozytieren kdnnen. Dieser Phagozytoseprozess durch Neutrophile unterscheidet sich aber
von dem bei dendritischen Zellen und Makrophagen insofern, als dass hitzelabile
Serumfaktoren erforderlich sind (Esmann et al., 2010). Wichtige hitzelabile Faktoren des
Serums sind unter anderem die Bestandteile des Komplementsystems. In dieser Arbeit wurde
gezeigt, dass fotales Ké&lberserum nicht fir die Aufnahme apoptotischer Zellen durch
Neutrophile ausreichend ist und dass die Komplementfaktoren C1qg, C3 und C5 wichtig fur
den Phagozytoseprozess sind, wobei C3 den stérksten Einfluss hatte.

Es ist bereits bekannt, dass die Komplementfaktoren iC3b, ein Spaltprodukt von C3, sowie
Clq wichtig fir die Phagozytose apoptotischer Zellen durch Makrophagen und dendritische
Zellen sind (Fraser et al., 2009; Takizawa et al., 1996). Die Ergebnisse dieser Arbeit erweitern
diese Aussage nun auch auf neutrophile Granulozyten. C1lq kann direkt an apoptotische
Zellen binden (Korb und Ahearn, 1997) und so deren Aufnahme durch Makrophagen
induzieren (Ogden et al., 2001). Auch die nachfolgende Anlagerung von C3b, das dann zu
IC3b umgesetzt wird, kann durch C1q initiiert werden (Fraser et al., 2009). Die Anlagerung
von C3b an die apoptotischen Zellen kann hierbei nicht nur in Abhdngigkeit von Clq
erfolgen, sondern auch durch das Komplement-assoziierte Protein Properdin induziert werden
(Kemper et al., 2008). Da C3 der Faktor ist, der in der hochsten Konzentration in humanem
Serum vorkommt, ist es wahrscheinlich, dass der groRte Teil der Phagozytose apoptotischer
Zellen von C3-Spaltprodukten abhdngig ist. Diese Hypothese wird dartiber hinaus von der
Beobachtung gestutzt, dass fotales Kalberserum nicht ausreicht, um die Aufnahme
apoptotischer Zellen durch Neutrophile zu induzieren. Fotales Serum enthélt nur 1-3 % der
Menge an C1, die in adultem bovinen Serum enthalten ist und nicht detektierbare Mengen von
C3 (Triglia und Linscott, 1980). Der Befund, dass die Phagozytose apoptotischer Zellen in
C5-defizientem Medium vermindert ist, war zundchst Uberraschend, da nicht bekannt ist, dass
Spaltprodukte von C5 die Phagozytose apoptotischer Zellen durch Makrophagen oder
dendritische Zellen modulieren kénnen. Allerdings kann C5a, das kleinere Spaltprodukt von
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C5, stimulatorisch auf Neutrophile wirken (Ehrengruber et al., 1994) und so eventuell die
Aufnahme apoptotischer Zellen erhéhen.

Eine andere Beobachtung war, dass die Phagozytose apoptotischer Zellen dosisabhdngig
durch EDTA hemmbar ist. Uber die Abhangigkeit des Phagozytoseprozesses von
zweiwertigen lonen wie Calcium, die durch EDTA chelatiert werden, gibt es
widersprichliche Berichte. Fir die serumabhéngige Phagozytose von Mycobacterium
tuberculosis durch Neutrophile ist kein extrazelluldres Calcium erforderlich (Majeed et al.,
1998). Das Vermogen von bovinen Neutrophilen Latex-Beads zu phagozytieren ist allerdings
vermindert, wenn EDTA als Antikoagulationsmittel bei der Blutentnahme verwendet wird
(Ducusin et al., 2001). Eine andere Studie zeigt, dass extrazellulares Calcium fir die
Aufnahme von apoptotischem Material durch dendritische Zellen, aber nicht durch
Makrophagen bendtigt wird (Rubartelli et al., 1997). Die Abhédngigkeit von Calcium ist
wahrscheinlich auf eine Anderung der Konformation von Mac-1, einem Bestandteil der
Komplementrezeptoren 3 und 4, die iC3b binden, in der Abwesenheit von Calcium
zuriickzufihren (Graham und Brown, 1991). Bei Makrophagen wird die Phagozytose
apoptotischer Zellen auRBerdem Uber eine Reihe von Scavenger-Rezeptoren wie z.B. CD36
vermittelt (Savill et al., 1992). Dieser Rezeptor ist nicht von Calcium abh&ngig und auch fur
die Phosphatidylserin-induzierte Phagozytose apoptotischer Zellen mitverantwortlich (Fadok
et al., 1998b). Da Neutrophile diese Rezeptoren nicht besitzen (Peiser et al., 2002), scheinen

sie auf Komplement-Rezeptoren zur Erkennung apoptotischer Zellen angewiesen zu sein.

Fur den Phagozytoseprozess ist auch die Remodellierung des Aktin-Zytoskelettes
erforderlich. Ein wichtiges Molekul bei der Komplementrezeptor-vermittelten Phagozytose ist
hierfur die kleine GTPase Racl. Mithilfe pharmakologischer Inhibitoren wurde bestatigt, dass
Racl an der Aufnahme apoptotischer Zellen durch Neutrophile beteiligt ist. Racl ist
allerdings auch fiir die Aufnahme von durch Antikérper opsonisierten Bakterien, die Uber
FcyR erkannt werden, wichtig (Lowell, 2006). Da nicht ausgeschlossen werden konnte, dass
Antikorper unspezifisch an der Oberflache apoptotischer Neutrophiler binden und so die
FcyR-vermittelte Phagozytose induzieren, wurden pharmakologisch auch die Kinasen Syk
und Kinasen aus der Src-Familie inhibiert, die nach Ligation von FcyR aktiviert werden. Das
Ergebnis, dass die Inhibierung von Src-Kinasen oder Syk keinen Einfluss auf die Aufnahme
apoptotischer Zellen hat, weist darauf hin, dass FcyR nicht an der Aufnahme apoptotischer

Zellen durch Neutrophile beteiligt sind.
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Zusammengefasst ist lasst sich schlussfolgern, dass Komplementrezeptoren ausgesprochen
wichtig fur die Erkennung apoptotischer Zellen durch Neutrophile sind. Die neutrophilen
Granulozyten erkennen apoptotische Zellen Calcium-abhangig lber die Komplementfaktoren
Clg und iC3Db, die sich auf der Zelloberflaiche von apoptotischen Zellen anlagern. Die
anschlielende Aufnahme des apoptotischen Materials erfolgt dann unter Remodellierung des
Zytoskelettes in Abhdngigkeit von Racl.
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4.2 Pro-entzindliche Stimuli verstarken die Phagozytose
apoptotischer Zellen durch Neutrophile

In infiziertem Gewebe gibt es eine Vielzahl mikrobieller Stimuli. Viele von ihnen werden
auch wvon Toll-Like-Rezeptoren erkannt, ber die die eingewanderten Zellen des
Immunsystems aktiviert werden. Auch pro-entziindliche Zytokine, die im Gewebe sekretiert
werden, modulieren die Aktivitat der anwesenden Zellen. In dieser Arbeit wurde untersucht,
wie TLR-abhangige Stimuli und verschiedene Zytokine das Vermdgen von Neutrophilen,
apoptotische Zellen zu phagozytieren, modulieren kénnen. Es konnte gezeigt werden, dass
Liganden fir TLR 1/2 (Pam3CSK4), TLR 2/6 (Malp-2), TLR 4 (LPS), TLR 7,8 (R848) und
TLR9 (ODN 2006) die Aufnahme apoptotischer Zellen durch isolierte Neutrophile
verstarken. Liganden fur TLR 3 (Poly I:C) und TLR 5 (Flagellin) zeigten keinen Effekt. Von
den getesteten Zytokinen erhfhten TNF und GM-CSF, aber nicht IL-1p, IL-2, IL-6, IL-8, IL-
10, IL-12, IL-17 oder M-CSF die Phagozytose apoptotischer Zellen durch Neutrophile. Alle
verwendeten Stimuli wurden aulRerdem in einem Vollblut-Modell getestet. In diesem war die
Aufnahme apoptotischer Zellen durch Neutrophile unstimuliert bereits deutlich héher, als bei
isolierten Neutrophilen. Im Vollblutmodell bestatigten sich weitgehend die Tendenzen aus
den Experimenten mit isolierten Neutrophilen. Allerdings erhthte hier auch Poly 1:C die
Phagozytoserate, wahrend R848 und ODN 2006 keinen signifikanten Effekt zeigten. Von den
getesteten Zytokinen erhohte lediglich TNF die Phagozytoserate signifikant, GM-CSF-
stimulierte Neutrophile im Vollblut zeigten allerdings eine deutlich, wenn auch nicht
signifikant, erhohte Phagozytoserate.

Es ist bekannt, dass Aktivierung von TLR 2/6 und 4 die Funktionen von Neutrophilen,
darunter auch die Phagozytose, verstarken kann (Hayashi et al., 2003; Wilde et al., 2007).
Aullerdem kann auch die Ligation von TLR 1/2 durch Pam3CSK4 (Wilde et al., 2007) und
TLR7 oder 8 durch R848 (Hayashi et al., 2003) die Phagozytosekapazitdt von Neutrophilen
erhéhen. Liganden fir TLR 9 wie CpG-Oligonukleotide kdnnen die Phagozytose von Latex-
Beads durch Neutrophile (Hayashi et al., 2003) und die Aufnahme von apoptotischen Zellen
durch Makrophagen stimulieren (Wang et al., 2009). Der Befund, dass Flagellin die
Phagozytose nicht stimulierte, kann damit begriindet werden, dass Flagellin nur schwach
stimulierend auf Neutrophile wirkt, auch wenn die Phagozytose von Latex-Beads durch
Stimulation mit Flagellin gesteigert werden kann (Hayashi et al., 2003). Dass Poly I:.C
Neutrophile nicht fir die Aufnahme apoptotischer Zellen stimulierte, kann durch die
Abwesenheit von TLR 3 auf Neutrophilen erklart werden (Hayashi et al., 2003). Im Vollblut
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verstarkte Poly I:C allerdings die Phagozytose apoptotischer Zellen durch Neutrophile. Hier
zeigt sich, dass Interaktionen mit anderen Zellen wichtig sind, um das volle Potential von
Neutrophilen, apoptotische Zellen aufzunehmen, zu aktivieren. So sind sicherlich auch in
entziindetem Gewebe Interaktionen mit anderen Zellen, wie den Gewebsmakrophagen,
wichtig fur die vollstandige Aktivierung der Neutrophilen. Vermutlich sind somit auch andere
Zellen des Blutes, wie Monozyten, dafur verantwortlich, dass die Phagozytoserate im Vollblut
deutlich hoher lag als mit Neutrophilen allein. Tats&chlich sind Monozyten durch TLR3-
Liganden stimulierbar und eine wichtige Quelle fir TNF in Poly I:C stimuliertem Vollblut
(Rosas-Ballina et al., 2009). TNF und GM-CSF stimulieren die FcyR-vermittelte Phagozytose
in Neutrophilen (Moxey-Mims et al., 1991) und zeigten auch in dieser Arbeit stimulierenden
Einfluss auf die Aufnahme apoptotischer Zellen durch Neutrophile. Die meisten anderen
getesteten Zytokine blieben allerdings ohne Effekt. IL-1p, IL-2 und IL-6 kdnnen die
Phagozytose von Bakterien durch neutrophile Granulozyten beeinflussen (Pechkovsky et al.,
1996). Es wurde aulierdem bereits gezeigt, dass IL-10, ein klassisches anti-inflammatorisches
Zytokin, die FcyR-vermittelte Phagozytose von Bakterien durch Neutrophile inhibiert
(Laichalk et al., 1996). Allerdings wurde ebenfalls gezeigt, dass IL-10 die Aufnahme
apoptotischer Neutrophiler durch Makrophagen positiv beeinflusst (Michlewska et al., 2009).
IL-17 ist ein wichtiges Zytokin, das indirekt die Rekrutierung von Neutrophilen induziert.
Selbst beeinflusst IL-17 Neutrophile nicht, da Neutrophile die C-Untereinheit des IL-17-
Rezeptors nicht exprimieren (Pelletier et al., 2010). Eventuell ist fur einige der getesteten
Zytokine, deren Rezeptoren durch Neutrophile exprimiert werden, aullerdem eine Co-
Stimulation durch andere Zytokine oder TLR nétig, damit sie ihren Effekt entfalten. So
reagieren Neutrophile erst nach der durch GM-CSF induzierten verstarkten Expression des
IL-2-Rezeptors auf der Zelloberflache auf die Stimulation mit IL-2 (Girard et al., 1995). Auch
andere Zytokine wie IFN-y bendtigen eine Co-Stimulation durch LPS oder TNF, um z.B. die
Produktion von IP-10 in Neutrophilen zu induzieren (Cassatella et al., 1997). Die Annahme,
dass eine Co-Stimulation mit anderen Faktoren notwendig ist, wird auch von der Tatsache
gestitzt, dass viele Zytokinrezeptoren in den Granula neutrophiler Granuloyzten enthalten
sind. Sie werden nach Stimulation an die Zellmembran transportiert und erhéhen dadurch die
Empfindlichkeit der Neutrophilen fir Zytokine (Borregaard et al., 2007). Insgesamt zeigen
die Daten dieser Arbeit, dass pro-entziindliche Stimuli, insbesondere TLR-Liganden, TNF
und GM-CSF, die am Ort einer Entziindung vorhanden sind, einen wichtigen Beitrag zur
Erhohung des Phagozytose-Vermdgens neutrophiler Granulozyten leisten.
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4.3 Die Phagozytose apoptotischer Zellen ist in vivo ein relevanter
Prozess

Da die meisten durchgefiihrten Versuche zur Phagozytose apoptotischer Zellen in vitro
durchgefiihrt worden waren, war es erforderlich die Relevanz der Aufnahme apoptotischer
Zellen in vivo zu Uberprufen. In dieser Arbeit wurde deshalb ein Modell zur Phagozytose
apoptotischer Zellen durch murine Neutrophile etabliert. In einen Maus Air-Pouch wurden
hierfur murine Neutrophile rekrutiert und anschlieRend apoptotische humane neutrophile
Granulozyten injiziert. Dabei hat die Verwendung apoptotischer humaner Neutrophiler klare
Vorzilige. Aus ethischer Sicht ist es vorteilhaft, dass keine Mduse getttet werden missen, um
apoptotische Neutrophile fir die Versuche zu gewinnen. Es ist bekannt, dass humane
apoptotische Neutrophile im selben Male durch murine Makrophagen aufgenommen werden
wie murine Neutrophile (Fadok et al., 1992). Durch die Verwendung humaner apoptotischer
Zellen konnten auBerdem die murinen Neutrophilen im Air-Pouch einfach durch
fluoreszenzmarkierte Ly-6G-AntikOrper markiert werden, die humane Zellen nicht binden.
Aullerdem ist die Isolierung humaner Neutrophiler aus dem Blut weniger aufwendig als die
Isolierung muriner Neutrophiler aus dem Knochenmark und kann so einfacher parallel zu der

Vorbereitung der Air-Pouch-Versuche durchgefiihrt werden.

In den durchgefiihrten Versuchen hatten die murinen Neutrophilen bereits nach 10 Minuten
zu Uber 50 % apoptotisches Material aufgenommen. Nach 30 Minuten hatten Gber 75 % der
murinen Neutrophilen apoptotische Zellen phagozytiert. Somit konnte bestatigt werden, dass
die Aufnahme apoptotischer Zellen durch Neutrophile in vivo moglich ist. Dass die
Phagozytose bereits nach 10 Minuten nachweisbar ist, deutet auf eine wichtige Rolle von
Neutrophilen in der Beseitigung apoptotischer Zellen hin. Gestérkt wird diese Theorie von
anderen Arbeiten, in denen die Aufnahme apoptotischer Zellen durch Neutrophile in GM-CSF
behandelten Karzinom-Patienten (Galati et al., 2000) und in der Lunge LPS-behandelter
Méusen (Rydell-Tormanen et al., 2006) beschrieben wurde.

Neutrophile, die durch LPS in den Air-Pouch rekrutiert worden waren, nahmen zu einem
deutlich hoheren Anteil apoptotisches Material auf als Neutrophile, die nach Injektion von
MIP-1 in den Air-Pouch eingewandert waren. Hier bestétigte sich, dass in einem Umfeld, in
dem bakterielle Stimuli wie LPS vorhanden sind, Neutrophile stérker apoptotische Zellen
phagozytieren. Dies festigt die anderen Ergebnisse dieser Arbeit, in denen verschiedene TLR-
Liganden die Aufnahme apoptotischer Zellen durch humane Neutrophile stimulierten.
Allerdings war dieser Unterschied bei den in den Air-Pouch eingewanderten Makrophagen
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nicht nachweisbar, was bestétigt, dass Makrophagen auch unstimuliert ein hohes
Phagozytosevermdgen haben und wahrscheinlich zu spéteren Zeitpunkten der Entziindung
entscheidend fiir die Beseitigung apoptotischer Neutrophiler sind. Allerdings ist davon
auszugehen, dass Neutrophile in der initialen Phase der Entziindung, in der nur wenige
Makrophagen, aber eine grof3e Anzahl neutrophiler Granulozyten im Gewebe vorhanden sind,
einen wichtigen Beitrag zur Beseitigung apoptotischer Zellen leisten.
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4.4 Gegensatzliche Regulierung von Erk1/2 sowie Akt und p38
durch apoptotische Zellen

Um genauere Einblicke in die Prozesse innerhalb der vitalen Neutrophilen wéhrend der
Phagozytose apoptotischer Zellen zu erhalten, wurden hochreine apoptotische Neutrophile
generiert, die selbst keine Signaltransduktion zeigten. Der Kontakt von apoptotischen und
vitalen Zellen induzierte die Aktivierung von Erk1/2, aber nicht p38 MAPK in vitalen
Neutrophilen. Allerdings hatte die Inhibierung beider Signalwege keinen Einfluss auf die
Phagozytose apoptotischer Zellen durch Neutrophile. Es konnte jedoch gezeigt werden, dass
die durch apoptotische Zellen induzierte Sekretion von IL-8, die bereits zuvor beschrieben
worden war (Esmann et al., 2010), abhangig von Erk1/2 MAPK und C5a, aber unabhéngig
von p38 MAPK und Nf-xB ist. Zudem wurde nachgewiesen, dass die Anwesenheit
apoptotischer Zellen das Uberleben vitaler Neutrophiler signifikant verlidngerte.

Bei murinen Makrophagen induziert die Phagozytose apoptotischer Zellen die frihe
Phosphorylierung von Akt und p38 MAPK und vermindert die M-CSF-induzierte
Phosphorylierung von Erk1/2 MAPK (Patel et al., 2006; Reddy et al., 2002). Die Ergebnisse
in Makrophagen, die den Daten in dieser Arbeit widersprechen, lassen sich vermutlich
dadurch erkléren, dass Makrophagen andere Rezeptoren, z.B. CD36 als Co-Rezeptor flr die
Erkennung von Phosphatidylserin benutzen, wéhrend Neutrophile apoptotische Zellen

vermutlich Gber Komplementrezeptoren erkennen.

MAP-Kinasen konnen durch die Rezeptoren fur die Komplementfaktoren iC3b und Cb5a
aktiviert werden (Leslie und Hansen, 2001). Da die Sekretion von IL-8 durch Neutrophile von
C5a und Erk1/2 MAPK abhéngig sind, ist anzunehmen, dass die Aktivierung von Erk1/2
durch apoptotische Zellen tber Komplement-Faktoren vermittelt wird. C5a kann Erk1/2 und
p38 MAPK aktivieren und wirkt als positive Ruckkopplung z.B. stimulatorisch auf die
Sekretion von IL-6 durch Neutrophile (Riedemann et al., 2004). Neben der Induktion der
Zytokinsekretion ist der Erk1/2 MAPK-Signalweg ein Uberlebens-Signalweg in
Neutrophilen, der das Uberleben dieser Zellen durch Aktivierung des anti-apoptotischen
Proteins Bad ermdglicht (Klein et al.,, 2000). AulRerdem kann auch IL-8 selbst die
Lebensspanne von Neutrophilen verldngern (Leuenroth et al., 1998). Somit kdnnte die Cba-
und Erkl/2-vermittelte IL-8-Sekretion zum Uberleben der Neutrophilen in Anwesenheit
apoptotischer Zellen beitragen. Diese Theorie konnte durch Experimente, in denen IL-8 in der
Zellkultur depletiert oder die Erk1/2 Phosphorylierung durch Inhibitoren blockiert wird,
bestatigt werden.
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Neben diesen aktivierenden Effekten haben apoptotische Zellen einen starken inhibitorischen
Effekt, z.B. auf die fMLP-induzierte ROS-Produktion in Neutrophilen (Esmann et al., 2010).
Bei der fMLP-induzierten Produktion von ROS sind Erk1l/2 und p38 MAPK sowie Akt
wichtig fur die Aktivierung der NADPH Oxidase (Dewald und Baggiolini, 1985). Wurden
vitale und apoptotische Zellen co-inkubiert und anschlielend mit fMLP stimuliert, wurde die
Phosphorylierung von p38 und Akt, aber nicht die Phosphorylierung von Erk1/2 inhibiert.
Somit ist anzunehmen, dass der inhibitorische Effekt auf die fMLP-induzierte-ROS
Produktion tber die Inhibierung dieser beiden Kinasen vermittelt wird.

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass es eine strenge Regulierung der aktivierenden und
inhibitorischen Effekte gibt, die durch apoptotische Zellen ausgelost werden. So wird Erk1/2
MAPK durch apoptotische Zellen aktiviert, die fMLP-induzierte Aktivierung von p38 MAPK
und Akt hingegen inhibiert (Abb. 44). Durch diese Regulierung kénnte gewéhrleistet werden,
dass die Aktivitat der Zelle vermindert wird, um eventuellen Gewebeschaden zu vermeiden,
aber trotzdem proentzindliche Mechanismen wie die Sekretion von Zytokinen
aufrechterhalten werden.
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Abb. 44: Apoptotische Zellen haben eine gegensétzliche Wirkung auf die Erk1/2 und p38 MAP-
Kinasen.
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4.5 Neutrophile Granulozyten sind ein Ziel von Methylprednisolon
bei der Behandlung des bullésen Pemphigoid

Glucocorticoide wie Methylprednisolon sind wegen ihrer allgemein akzeptierten anti-
inflammatorischen  Eigenschaften  Standardtherapeutika in der Behandlung von
Autoimmunerkrankungen wie dem bullésen Pemphigoid (Joly et al., 2009; Roujeau et al.,
2009). Die Wirkung von topisch angewendeten Glucocorticoiden auf die angeborene
Immunitét ist allerdings noch nicht ausfiihrlich untersucht. Erst kirzlich konnte gezeigt
werden, dass Makrophagen und neutrophile Granulozyten die Zellen sind, auf die eine GC-
Therapie bei der Behandlung einer experimentellen Kontaktallergie wirkt (Tuckermann et al.,
2007). In dieser Arbeit wurde der Einfluss von MP auf die Aktivierung von neutrophilen
Granulozyten durch LPS und fMLP als Modellstimuli oder im Kontext von BP durch
Immunkomplexe untersucht. Die Ergebnisse weisen darauf hin, dass Neutrophile ein Ziel von
MP in BP sein kdnnen. So konnte ausgehend von einem Ex-Vivo-BP-Modell nachgewiesen
werden, dass MP inhibitorisch auf den Autoantikdrper-induzierten Gewebeschaden wirkt. Es
wurde auflerdem gezeigt, dass die Produktion von ROS und die Degranulierung von
Neutrophilen durch MP inhibiert wird. Diese Effekte wurden auf die verminderte
Phosphorylierung der MAP-Kinasen Erk1/2 und p38 sowie Akt zuruckgefihrt. Die
pharmakologische Inhibierung dieser drei Molekile verminderte die Immunkomplex-
induzierte ROS-Produktion. Die Inhibierung von p38 verminderte aulerdem die IC-induzierte
Degranulierung. Die Wirksamkeit aller drei Inhibitoren konnte auch in dem Ex-Vivo-BP-
Modell nachgewiesen werden.

In ersten Versuchen zeigte sich, dass MP in der wirksamen Konzentration von 1 mM nicht
toxisch auf Neutrophile wirkt und bei Inkubation Uber Nacht die spontane Apoptose inhibiert.
Dieser Effekt ist bekannt (Liles et al., 1995) und lasst sich darauf zurtickfihren, dass die
Behandlung von Neutrophilen mit GC zu einer Stabilisierung des anti-apoptotischen Proteins
Bfl-1 und zur verminderten Expression des pro-apoptotischen Proteins Bak fiihrt (Madsen-
Bouterse et al., 2006). AulRerdem exprimieren Neutrophile die inhibitorische p-Form des GC-
Rezeptors, der die Expression pro-apoptotischer Gene verhindert (Strickland et al., 2001).

Der inhibitorische Effekt von verschiedenen GC auf die Sekretion von pro-entziindlichen
Zytokinen ist in der Literatur akzeptiert. So inhibiert Prednison in vitro die Sekretion von IL-1
durch murine Makrophagen (Snyder und Unanue, 1982) sowie die Freisetzung von IL-1p und
TNF in vivo (Bendrups et al., 1993). Die Freisetzung von auf Makrophagen wirkenden
Zytokinen durch Lymphozyten wird nach Behandlung mit Hydrocortisol reduziert (Wahl et
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al., 1975) und Dexamethason vermindert die Expression von IL-6 und IL-8 in Fibroblasten
(Tobler et al., 1992) sowie die Produktion von IL-8 durch eosinophile Granulozyten
(Miyamasu et al., 1998). In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass die LPS-
induzierte IL-8 Freisetzung durch Vorbehandlung mit MP inhibiert wurde. Da Neutrophile im
Verlauf einer Entziindung eine wichtige Quelle fur IL-8 sind und durch dieses Chemokin
weitere Neutrophile angelockt werden, kénnen GC so bei der Aufldsung von Entziindungen
helfen.

Es gibt widerspriichliche Daten beztiglich der Wirkung von GC auf die Degranulierung von
Neutrophilen. Wahrend Dexamethason in einer Konzentration von 1 uM die fMLP-induzierte
Degranulierung von Neutrophilen nicht vermindert (Schleimer et al., 1989) und verschiedene
GC, darunter auch MP, in einem Konzentrationsbereich von 0,1 uM - 1 mM die Stabilitat
isolierter Lysosomen aus humanen Neutrophilen nicht stabilisieren kdnnen (Persellin und Ku,
1974), zeigen andere Berichte, dass MP in einer Dosis von 0,1 mM die Degranulierung von
Neutrophilen inhibieren kann (Liu et al., 2005). In einer &hnlichen Konzentration von 1 mM
zeigte MP auch in dieser Arbeit einen klaren inhibitorischen Einfluss auf die fMLP- oder IC-
induzierte Degranulierung von Neutrophilen. Da neutrophile Elastase und Gelantinase B, die
beide aus den Granula freigesetzt werden, einen wichtigen Einfluss beim Gewebeschaden in
BP haben (Shimanovich et al., 2004), ist davon auszugehen, dass der inhibitorische Effekt von
MP auf Neutrophile hier eine wichtige Bedeutung hat.

GC werden in der Literatur als inhibitorisch fur die Produktion von ROS beschrieben. So
vermindert die Behandlung mit Dexamethason die Produktion von ROS in Kupffer-Zellen
von Ratten in vivo (Melgert et al., 2001). AuRerdem wurde berichtet, dass Cortisol in einem
Bereich von 0,01 - 0,1 mM die fMLP-induzierte ROS Produktion bei Neutrophilen inhibieren
kann (Bekesi et al., 2000). Bei den in dieser Arbeit durchgefiihrten Experimenten zeigte sich
mit 1 mM MP eine deutliche inhibitorische Wirkung auf die fMLP- oder IC-induzierte ROS-
Freisetzung durch Neutrophile. Da die NADPH Oxidase, die wichtig fur die Produktion von
ROS ist, fur den Gewebeschaden in BP bendtigt wird (Chiriac et al., 2007), ist davon
auszugehen, dass die verminderte ROS-Produktion einen positiven Einfluss auf den
Krankheitsverlauf hat.

Auf Ebene der Signaltransduktion sind fur die Aktivierung der NADPH Oxidase in
Neutrophilen unter anderem die Proteinkinase Akt sowie die MAP-Kinase Erk1/2 und p38
verantwortlich. Es konnte gezeigt werden, dass die Behandlung von Neutrophilen mit MP die
Phosphorylierung aller drei Molekile in I1C-stimulierten Neutrophilen inhibiert. In fMLP-
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stimulierten Neutrophilen wurde lediglich die Aktivierung von Erk1l/2 MAPK und Akt
inhibiert. Die Phosphorylierung von p38 wurde durch die Vorinkubation mit MP nicht
veréndert oder leicht verstarkt, allerdings induzierte MP allein keine Phosphorylierung von
p38. Als mdgliche Ursache fur die verminderte Phosphorylierung von Erk1/2 und p38 kommt
die verstéarkte Expression von MKP-1 in Frage, die in dieser Arbeit in MP-behandelten Zellen
nachgewiesen wurde. Diese Phosphatase wird nach Behandlung von Zellen mit GC
stabilisiert und verstéarkt exprimiert (Kassel et al., 2001). In U937-Zellen wurde allerdings
gezeigt, dass die Affinitdt von MKP-1 fur p38 hoher ist als fir Erk1/2 (Franklin und Kraft,
1997), woraus folgt, dass die MP-Behandlung die Phosphorylierung von p38 starker
inhibieren misste als die Phosphorylierung von Erk1/2. In den IC-stimulierten Neutrophilen
wurden beide Molekile inhibiert, hier scheint eine Rolle von MKP-1 plausibel. Die
Ergebnisse aus den Versuchen mit fMLP-stimulierten Zellen deuten aber darauf hin, dass
noch andere, bisher unverstandene Mechanismen an der GC-vermittelten Regulierung von
MAP-Kinasen beteiligt sind. Denkbar waren z.B. Effekte durch andere Phosphatasen aus der
MKP-Familie, die starker auf Erk1/2 als auf p38 wirken. Neben den Effekten auf Erk1/2 und
p38 MAPK wurde durch die Inkubation mit MP auch die Phosphorylierung von Akt inhibiert.
Akt wird nach Aktivierung von PI3K aktiviert und kann die regulatorische p47phox-
Untereinheit der NADPH Oxidase phosphorylieren und aktivieren (Chen et al., 2003). Es
wurde bereits beschrieben, dass in Ratten, die mit Dexamethason behandelt worden waren,
die Insulin-induzierte Phosphorylierung von PI3K in der Leber inhibiert wurde (Saad et al.,
1993). In Ratten-Muskeln wurde gezeigt, dass eine Dexamethason-Behandlung die verstérkte
Expression der regulatorischen PI3K-Untereinheit p85 induziert, die mit dem funktionalen
p110/p85-Dimer der PI3K um die Bindung an den Insulinrezeptor konkurriert (Giorgino et
al., 1997).

Dass die verminderte Aktivierung von Erk1/2 und p38 MAPK sowie Akt in MP-behandelten
Neutrophilen relevant ist, konnte in vitro und ex vivo durch pharmakologische Inhibierung
dieser Molekiile bestatigt werden. So wurde durch Inhibierung jedes dieser drei Molekiile die
IC-induzierte Produktion von ROS und der Ex-Vivo-Gewebeschaden im BP Modell inhibiert.
Es ist also davon auszugehen, dass MP Uber diese Signalmolekiile auf die Produktion von
ROS in Neutrophilen wirkt. In Bezug auf die Degranulierung zeigte nur die Inhibierung von
p38 einen Effekt. Es ist bereits beschrieben, dass die fMLP-induzierte Degranulierung von
Neutrophilen durch p38 und nicht durch Erk1/2 MAPK vermittelt wird (Mocsai et al., 2000).
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Zusammengefasst deuten die Ergebnisse dieser Arbeit darauf hin, dass MP (ber die
Inhibierung der Erk1/2 und p38 MAP-Kinase sowie PI3K-Akt-Signalwege einen
inhibitorischen Einfluss auf Neutrophile hat. Da die ROS-Produktion und die Freisetzung von
Granula-Proteinen, die beide fir den Gewebeschaden in BP mitverantwortlich sind, inhibiert
wurden, ist davon auszugehen, dass Neutrophile ein wichtiges Ziel von Glucocorticoiden wie
MP in der topischen Therapie von BP sind (Abb. 45).
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Abb. 45: Wirkung von Methylprednisolon (MP) auf Immunkomplex (IC)-stimulierte
neutrophile Granulozyten.
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4.6 Ausblick

In dieser Arbeit wurde die Inaktivierung von neutrophilen Granulozyten in zwei

unterschiedlichen Szenarien untersucht.

Im Kontext einer akuten Entziindung konnte gezeigt werden, dass vitale Neutrophile
apoptotische Zellen in Abh&ngigkeit von Komplementfaktoren phagozytieren. Wéhrend
dieses anti-inflammatorischen Vorganges, durch den die Produktion von ROS sowie die
Sekretion von IP-10 und TNF inhibiert wird (Esmann et al., 2010), wurden die p38 MAPK
und Akt Signalwege inhibiert. Die Phosphorylierung von Erk1/2 MAPK und die Erk1/2
MAPK- und C5a-abhé&ngige Sekretion von IL-8 wurden hingegen induziert.

Ein anderes Szenario war die anti-inflammatorische Therapie von Autoimmunerkrankungen
mit Methylprednisolon. MP inhibierte die Degranulierung und die Produktion von ROS durch
Neutrophile. Darlber hinaus wurde die Phosphorylierung von Erk1/2 und p38 MAPK sowie
Akt vermindert. Auch die Sekretion von IL-8 durch Neutrophile wurde inhibiert.

Da die Therapie mit GC viele Nebenwirkungen haben kann, wére es interessant, wie einige
anti-inflammatorischen Effekte dieser Medikamente ohne Nebeneffekte erreicht werden
konnen. Eine Therapie, die den anti-inflammatorischen Effekt apoptotischer Zellen nutzt, ist
die extrakorporale Photopherese, die bereits seit einigen Jahren fir die Behandlung von
Autoimmunerkrankungen erprobt wird (Knobler et al., 2009). Bei diesem Verfahren werden
Leukozyten des Patienten mit photoaktiven Substanzen und UV-Licht behandelt. Durch diese
Behandlung kommt es zur Induktion der Apoptose in einem groRen Teil der Lymphozyten
(Tambur et al., 2000). Diese apoptotischen Zellen induzieren z.B. tolerogene dendritische
Zellen (Lamioni et al., 2005). AuRerdem wurde gezeigt, dass in einem murinen Modell von
Kontakthypersensitivitat antigenspzifische regulatorische T-Zellen durch die Injektion
apoptotischer Zellen induziert werden (Maeda et al., 2005). In der Klinik konnte z.B. in einer
Studie mit 28 an Morbus Crohn erkrankten Patienten bei 50 % der Probanden eine
Verbesserung des Krankheitsbildes durch extrakorporale Photopherese erzielt werden (Abreu
et al., 2009). Eventuell spielt auch die anti-inflammatorische Wirkung apoptotischer Zellen
auf Neutrophile bei dieser Therapie eine Rolle, so dass noch im Blut die Reaktivitat der
Neutrophilen vermindert und dadurch Gewebeschaden vermieden werden kann. Die in dieser
Arbeit gewonnenen Einsichten (ber die Mechanismen wahrend der Phagozytose
apoptotischer Zellen durch Neutrophile kénnten somit einen Teil zum Verstéandnis dieser anti-
inflammatorischen Therapie beitragen.
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5 Zusammenfassung

Neutrophile Granulozyten sind die ersten Zellen des Immunsystems, die aus dem Blut an den
Ort einer Entziindung rekrutiert werden. Sie besitzen potente antimikrobielle Mechanismen,
um dort Erreger effizient abzutéten. Allerdings konnen Neutrophile auch das Gewebe
schadigen, wenn ihre Aktivitéat nicht strikt kontrolliert wird.

Ein wichtiger Mechanismus fiir diese Kontrolle ist die konstitutive spontane Apoptose der
Neutrophilen und die effiziente Beseitigung der apoptotischen Zellen. In VVorarbeiten unserer
Arbeitsgruppe war bereits gezeigt worden, dass nicht nur Makrophagen und dendritische
Zellen, sondern auch Neutrophile Granulozyten apoptotische Neutrophile phagozytieren
konnen. Im ersten Teil der Arbeit wurden vertiefend Interaktionen von vitalen und
apoptotischen Neutrophilen analysiert. Es konnte gezeigt werden, dass fiir die Phagozytose
apoptotischer Zellen durch vitale Neutrophile die Komplementfaktoren Clq und C3
erforderlich sind und pro-entziindliche Stimuli den Phagozytoseprozess stimulieren.
Aullerdem konnte durch den Einsatz pharmakologischer Inhibitoren gezeigt werden, dass
Antikdrper wahrscheinlich keine wichtige Rolle bei diesem Prozess spielen. Bei der Analyse
der Signaltransduktion wahrend der Interaktion von apoptotischen und vitalen Neutrophilen
konnte nachgewiesen werden, dass der Kontakt der beiden Zellpopulationen die
Phosphorylierung der MAP-Kinasen (MAPK) Erk1/2 in vitalen Neutrophilen induziert,
allerdings die fMLP-induzierte Phosphorylierung von p38 MAPK und Akt inhibiert. Dartber
hinaus wurde ein neues Mausmodell fir die Analyse der Phagozytose apoptotischer Zellen
durch murine Neutrophile in vivo im Maus Air-Pouch entwickelt. In diesem Modell konnte
gezeigt werden, dass die Aufnahme apoptotischer Zellen durch Neutrophile in vivo innerhalb
weniger Minuten erfolgt. Damit liefern die Ergebnisse klare Hinweise darauf, dass
Neutrophile Granulozyten an der Beseitigung apoptotischer Zellen in entziindetem Gewebe
beteiligt sein kénnen.

Im Kontext von Autoimmunerkrankungen sind neutrophile Granulozyten oftmals an dem
Gewebeschaden in entziindetem Gewebe beteiligt. Diese Krankheiten werden oft mit
Glucocorticoiden behandelt, deren Wirkung auf das angeborene Immunsystem, insbesondere
auf neutrophile Granuloyzten, oft nicht genau untersucht worden ist. Im zweiten Teil der
Arbeit wurde deshalb die Wirkung von Methylprednisolon (MP) auf die Effektorfunktionen
von neutrophilen Granulozyten im Kontext des bullésen Pemphigoid (BP) untersucht. In
einem Ex-Vivo-Modell fir BP konnte gezeigt werden, dass der durch Blutleukozyten
induzierte Gewebeschaden, der von neutrophilen reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) und
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Proteasen abhangig ist, durch MP-Behandlung verhindert werden kann. Im Folgenden wurde
nachgewiesen, dass die Behandlung mit MP die Immunkomplex-induzierte Produktion von
ROS durch Neutrophile und die Degranulierung dieser Zellen inhibiert. AuBerdem konnte
gezeigt werden, dass MP die Immunkomplex-induzierte Phosphorylierung von Akt sowie der
MAP-Kinasen Erk1/2 und p38 inhibiert. Durch den Einsatz pharmakologischer Inhibitoren
wurden die zuvor beobachteten inhibitorischen Effekte von MP auf Degranulierung und ROS-
Produktion neutrophiler Granulozyten auf die Effekte von MP auf Akt, Erk1/2 und p38
MAPK zuruckgefiihrt. Auch der Gewebeschaden im Ex-Vivo-BP-Modell konnte durch
Inhibitoren dieser Molekile vermindert werden. Die in dieser Arbeit gewonnenen
Erkenntnisse deuten somit darauf hin, dass neutrophile Granulozyten ein wichtiges Ziel der
Glucocorticoid-Therapie im bullésen Pemphigoid sind.
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6  Summary

Neutrophil granulocytes are the firs cells of the immune system that are recruited to sites of
inflammation from the bloodstream. They bear potent anti-microbial mechanisms to
efficiently kill invading microorganisms. However, these mechanisms have to be strictly
regulated to prevent tissue damage.

One important mechanism of regulation is the constitutive apoptosis of neutrophils and the
efficient removal of the apoptotic cells. Previous work from our group demonstrated that not
only dendritic cells and macrophages, but also neutrophil granulocytes can phagocytose
apoptotic cells. In the first part of this thesis, interactions of viable and apoptotic neutrophils
were analyzed. It was shown that the complement factors C1g and C3 are required for the
phagocytosis of apoptotic cells by neutrophils and that this process can be stimulated by pro-
inflammatory mediators. Moreover, by using pharmacological inhibitors, it was demonstrated
that antibodies probably are not involved in the phagocytic process. Analysis of signal
transduction showed that contact to apoptotic cells activated Erk1l/2 MAPK, while fMLP-
induced activation of p38 MAPK and Akt was inhibited. Moreover, a murine in vivo model for
the phagocytosis of apoptotic cells by murine neutrophils in an air-pouch was developed.
Results generated in this model show that uptake of apoptotic cells by neutrophils occurs
within minutes in vivo. These results clearly indicate that neutrophil granulocytes can play an
important role in the clearance of apoptotic cells in inflamed tissue.

In the context of autoimmune diseases neutrophils are often responsible for tissue damage in
inflamed tissue. These diseases are often treated with glucocorticoids. However, the exact
way glucocorticoids influence the innate immune system, especially neutrophils, is not yet
completely understood. In the second part of this thesis the impact of methylprednisolone
(MP) on the effector functions of neutrophil granulocytes was analyzed in the context of the
bullous pemphigoid (BP). In an ex vivo model of BP, dependent on reactive oxygen species
(ROS) and proteases from blood neutrophils, tissue damage was inhibited by treatment with
MP. It was demonstrated that MP inhibits neutrophil ROS production and degranulation in
vitro. Moreover, MP reduced immune complex induced phosphorylation of p38 and Erk1/2
MAPK and Akt. By using pharmacological inhibitors it was shown that the reduction of ROS
production and degranulation mediated by MP was due to reduced activation of these
kinases. In the ex vivo model of BP, treatment with inhibitors of p38 or Erk1/2 MAPK or Akt
reduced tissue damage. The results in this thesis thereby show that neutrophils can be an
important target of glucocorticoids in the treatment of BP.
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8  Abklrzungsverzeichnis

Tabelle 12: Abkirzungsverzeichnis

Abkirzung Bedeutung

Abb. Abbildung

ANOVA Analysis of Variance

apo. apoptotisch

APRIL A Proliferation-Inducing Ligand
BAFF B Cell-Activating Factor

BP Bullses Pemphigoid

BSA Bovines Serum Albumin

C5aRA Cb5a-Rezeptor Antagonist

CD Cluster of Differentiation

CCL C-C-Motiv Chemokin

CXCL C-X-X-Motiv Chemokin

CXCR C-X-X-Motiv Chemokin Rezeptor
DHR123 Dihydrorhodamin123

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinsaure

EDTA Ethylendiamintetraessigsaure

ELISA Enzyme-linked Immunosorbent Assay
Erk Extracellular signal-regulated kinase
FACS Fluorescence activated Cell Sorting
FcyR Fc-y-Rezeptor

FCS fotales Kalberserum

FITC Fluorescein Isothiocyanat

fMLP formyl-Methionyl-Leucyl-Phenylalanin
FSC Forward Scatter (VVorwartsstreulicht)
G-CSF Granulocyte Colony Stimulating Factor
GC Glucocorticoide

GM-CSF Granulocyte-Monocyte-Colony stimulating factor
GPI Glycosylphosphatidylinositol

GTP Guanosintriphosphat

HBSS Hank's Balanced Salt Solution

HEPES 2-(4-(2-Hydroxyethyl)- 1-piperazinyl)-ethansulfonséure
HGF Hematopoetic Growth Factor

HRP Horseradish Peroxidase

IC Immunkomplex

IFN-y Interferon-y

IgG Immunglobulin G

IL Interleukin

IL-1-RA IL-1-Rezeptor-Antagonist

JAK Januskinase
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JNK
LPS
LSM-1077
MACS
Malp-2
MAPK
M-CSF
MHC
min
MIF
MIP-2
MKP-1
MP
MPO
NADPH
NET
NSC
ODN
PMN
PBMC
PBS
PE

Pl
PI3K
PIP2
PIP3
PMN
Poly I:C
ROS
RPMI
SCF
SDS
SOD
SSC
STAT
TBS
TCA
TEMED
TGF
TLR
TMB
TNF
TRAIL
uv
VEGF
vit.

c-Jun N-terminal Kinase
Lipopolysaccharid
Lymphozytenseparationsmedium-1077
Magnetic Cell Separation

Macrophage Activation Lipopeptide -2
Mitogen Activated Protein Kinase
Macrophage Colony Stimulating Factor
Major Histocompatibility Complex
Minute

Macrophage Migration Inhibitory Factor
Macrophage inflammatory protein 2
MAP-Kinase-Phosphatase-1
Methylprednisolon

Myeloperoxidase
Nicotinamidadenindinukleotidphosphat
Neutrophil Extracellular Trap

NSC 95397

Oligodesoxinukleotid
Polymorphnukleére Leukozyten
Peripher Blood Mononuclear Cells
Phophate Buffered Saline
Phycoerythrin

Propidiumiodid
Phosphoinositid-3-Kinasen
Phosphatidylinositol-4,5-Bisphosphat
Phosphatidylinositol-3,4,5-Trisphosphat
Polymorphonukleére Leukozyten
Polyinosinic:polycytidylic acid

Reactive Oxygen Species (Reaktive Sauerstoffspezies)
Roswell Park Memorial Institute

Stem Cell Factor

Natriumdodecylsulfat
Superoxid-Dismutase

Sideward Scatter (Seitwaértsstreulicht)
Signal Transducer and Activator of Transcription
Tris Buffered Saline

Trichloressigsaure
Tetramethylethylendiamin
Transforming Growth Factor
Toll-Like-Rezeptor
Tetramethylbenzidin
Tumornekrosefaktor

TNF-Related Apoptosis-Inducing Ligand
Ultraviolett

Vascular Endothelial Growth Factor
vital
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