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Abkürzungsverzeichnis

ANCA Antineutrophile-zytoplasmatische Antikörper

EMSA Gelretardierungsassay (Shift)

ERK MAP Kinase

FACS Durchflusszytometrie

GM-CSF Wachstumsfaktor

GN Glomerulonephritis

HMG-CoA- Statine

Reduktaseinhibitoren

IgG Immunglobulin G

I�B� Inhibitorisches Protein von NF-�B

IKK I�B Kinase Komplex

IL-8 Interleukin 8 (=Zytokin)

LDL Lipoprotein niederer Dichte

LPS Lipopolysaccharid

MPO Myeloperoxidase

NB1 Granulozytäres Antigen

NF-�B nukleärer Transkriptionsfaktor

PI3K/Akt Phosphoinositol-3-Kinase/ Akt

PMA Phorbol 12-myristate 13-acetate (= Stimulator)

PMN Polymorphonukleäre Granulozyten= neutrophile Granulozyten

mPR3 Proteinase 3 Expression auf der Membran neutrophiler 

Granulozyten

PR3 Proteinase 3

ROS reaktive Sauerstoffradikale

RT-PCR Reverse Transkriptions-Polymerasekettenreaktion

TNF� Tumornekrosefaktor alpha (=Zytokin)

Habilitationsschrift Dr. med. Mira Choi Seite 3



I. Einleitung

Aulus Cornelius Celsus beschrieb zu Beginn des 1. Jahrhunderts n. Chr. die vier 

Kardinalsymptome einer akuten Entzündung:  Rubor (Rötung), Tumor (Schwellung), 

Calor (Wärme) und Dolor (Schmerz). Als fünftes Zeichen wurde später von Claudius 

Galenus (129 – 199 AD) die Functio laesa, die gestörte Funktion, hinzugefügt, die 

jedoch eher die Folge eines Krankheitszustands darstellt und sich nicht primär auf 

die Inflammation bezieht. Celsus machte es sich zum Prinzip, bei der Behandlung 

von Erkrankungen erst die natürlichen Vorgänge der Krankheitsbewältigung zu 

beobachten und zu begleiten statt sofort gegenzusteuern. Er betrachtete z.B. Fieber 

als eine Maßnahme des Körpers, Pathogene zu bekämpfen und so wieder zur 

Genesung zu gelangen (in De Medicina, iii. 3 aus dem „Journal of the history of 

medicine and allied sciences“: Band 38, George Rosen, Yale University. Dept. of the 

History of Medicine - 1983). 

Alle fünf Symptome treten in wechselnder Ausprägung und Kombination bei akuten 

Entzündungen auf. Initiiert wird eine Entzündung zum einen durch ortständige Zellen, 

wie z.B. Mastzellen und dendritische Zellen, die aktiviert werden und 

inflammatorische Mediatoren freisetzen. Zum anderen sind es vor allem infiltrierende 

Leukozyten, wie neutrophile Granulozyten und Monozyten bzw. Makrophagen, die 

durch freigesetzte chemotaktische Vermittler aus den Blutgefäßen angelockt werden 

und in das betroffene Gewebe einwandern. 

Täglich werden in einem menschlichen Organismus ca. 9 x 108 neutrophile 

Granulozyten gebildet, die mit einer Lebensdauer von 8-20h zu den Zellpopulationen

mit der kürzesten Lebensspanne zählen. Mit einem Anteil von 50-65% repräsentieren 

sie die Mehrheit unter den Leukozyten und spielen eine zentrale Rolle beim 

unspezifischen Immunsysten. Neutrophile Granulozyten sind wesentlich an der 

Immunantwort gegen Bakterien beteiligt, agieren aber ebenso gegen Viren- und 

Pilzinfektionen. 

Im Rahmen entzündlicher Vorgänge kommt es durch proinflammatorische und 

chemotaktische Zytokine (sog. Chemokine) zur Aktivierung von neutrophilen 

Granulozyten. Ein häufiges proinflammatorisches Zytokin stellt TNF� dar, welches 
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mit Interleukin-1 und Interleukin-6 zu den zentralen Entzündungsmediatoren zählt.  

TNF� stimuliert die NADPH Oxidase, fördert die Degranulation von Proteasen, 

erhöht die Expression verschiedener Oberflächenmoleküle wie ß2-Integrine und führt

damit zur Adhäsion an Endothelzellen und extrazellulären Matrixproteinen 1,2. Dies 

ermöglicht es den Neutrophilen, durch das Endothel zu migrieren und dem 

chemotaktischen Reiz hin zum Entzündungsort zu folgen. Durch die Bildung von 

Sauerstoffradikalen, die Freisetzung von Proteasen und die Generation von 

Zytokinen erfolgt die Bekämpfung fremder Pathogene. Weitere zellbiologische 

Abwehrmechanismen sind die Phagozytose und die Ausbildung sogenannter 

extrazellulärer NETs (=neutrophil extracellular traps) 3. Neben den Makrophagen 

gehören neutrophile Granulozyten zu den „professionellen“ Phagozyten, die über 

spezifische Rezeptoren pathogenassoziierte Strukturmerkmale der Zielzelle 

erkennen. Neutrophile können sowohl opsonierte als auch nicht-opsonierte Partikel 

erkennen. Eine pathogene Opsonierung kann durch Komplementfaktoren wie C3c, 

C4 oder Antikörper entstehen bzw. durch pathogene DNA selbst. Typisch hierfür 

wären unmethylierte DNA, CpG Motive und ds RNA. Zu den pathogenspezifischen

Rezeptoren zählen der Komplementrezeptor CR1 (CD35), die ß-Integrin Untereinheit 

CD11b, Fc Rezeptoren (CD16, CD32, CD64) und der Toll-like Rezeptor 4. NETs 

bestehen aus Netzwerken  extrazellulärer Matrix, die von Neutrophilen gebildet 

werden und in der Lage sind, Pathogene wie grampositive und gramnegative 

Bakterien, aber auch Pilze zu beseitigen 5,6. Die Bildung der NETs erfolgt durch 

Sekretion von Granulaproteinen und Chromatin. Dies geschieht z.B. in Folge von 

Aktivierung mit PMA, Interleukin-8 oder LPS.

Allerdings können die Abwehrmechanismen der Neutrophilen, die zur Vernichtung 

eindringender Mikroorganismen führen, bei permanenter Aktivität zur Schädigung 

von eigenem Gewebe führen. Um dies zu verhindern, gehen die Neutrophilen in 

einem ersten Schritt in den natürlichen Zelltod (Apoptose) über, was eine

Herabregulation der Neutrophilenfunktionen zur Folge hat. Der programmierte Zelltod 

geht mit Kernfragmentation, Chromatinkondensation, Schrumpfung der Zelle 

(„membrane blebbing“) und Veränderungen an der Zelloberfläche einher. 

Veränderungen an der Zelloberfläche sind z.B. eine reduzierte Expression und 

Funktion von Adhäsionsmolekülen, die die Interaktion der Zelle mit extrazellulärer 

Matrix herabsetzt 7. Weitere Veränderungen an der Oberfläche sind u.a. die 

Reduktion von Fc� Rezeptoren, des CR1 Rezeptors und von Rezeptoren 
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proinflammatorischer Zytokine wie des C5a Rezeptors und des TNF� Rezeptors 8. 

Apoptotische Neutrophile verlieren somit die Fähigkeit zu migrieren, zu 

phagozytieren, Sauerstoffradikale zu produzieren. Sie sind außerdem weniger 

empfänglich für externe Stimuli wie fMLP.

Das Ausmaß der Neutrophilenapoptose wird sowohl durch pro- als auch anti-

apoptotische Signale, die von einer entzündlichen Mikroumgebung ausgehen, 

beeinflusst. Von TNF� und IL-10 ist z.B. bekannt, dass sie Apoptose akzelerieren, 

wobei TNF einen frühen pro-apoptotischen und einen späten anti-apoptotischen 

Effekt hat 9-11, LPS, Leukotrien B4, IL-8 und GM-CSF dagegen verzögern die 

Neutrophilenapoptose 12-14. Verzögerungen der Apoptose wurden auch in vivo bei 

Patienten mit inflammatorischen Erkrankungen beobachtet, etwa beim akuten 

respiratorischen Syndrom, bei der Sepsis oder beim akuten Koronarsyndrom 15-17.

Verschiedene Signaltransduktionswege sind bei der Neutrophilenapoptose involviert. 

Es wurde gezeigt, dass Mitogen-aktivierende Proteinkinasen (MAPK) bei der 

Kontrolle der apoptotischen Vorgänge wichtig sind. Während eine Aktivierung der 

p38 MAPK Apoptose begünstigt, führt eine Aktivierung von ERK zur Hemmung der 

Apoptose 18,19. Die Phosphoinositol-3-Kinase reguliert ebenfalls die Apoptose über 

die Phosphorylierung von Akt (PI3K/Akt Signalweg) 20-24. Von GM-CSF und IL-8 ist

bekannt, dass sie über eine Aktivierung der PI3K/Akt und ERK Signalwege eine 

Verzögerung der Apoptose bewirken 25.

In zunehmendem Maße wurde in den letzten zehn Jahren die Rolle des 

Transkriptionsfaktors NF-�B in neutrophilen Granulozyten untersucht. Der Nachweis 

von NF-�B in humanen PMN gelang Ende der 90er Jahre erstmals von McDonald 

und Kollegen 26.  Aufgrund der hohen proteolytischen Aktivität der neutrophilen 

Granulozyten erwies sich der Nachweis des Transkriptionsfaktors als kompliziert. 

Durch methodische Variationen und die Verwendung einer Stickstoff-Druckkammer 

gelang es, p50 und p65 (RelA) im Zytosol nachzuweisen, während andere 

Untereinheiten nicht zu detektieren waren 27.  Die Autoren wiesen in den 

Neutrophilen eine (geringe) basale NF-�B DNA Bindungsaktivität nach, die durch 

verschiedene Stimuli wie TNF�, LPS oder PMA erhöht wurde.  

NF-�B verzögert durch Transkription von “Survival”-Proteinen die 

Neutrophilenapoptose. Verschiedene Studien demonstrierten, dass die 

pharmakologische Inhibition von NF-�B eine Akzeleration der konstitutiven 
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Neutrophilenapoptose verursachte, und dass bekannte apoptoseverzögernde Effekte 

durch TNF� und LPS gehemmt werden konnten 28-31. 

Für die Entfernung apoptotischer Neutrophiler werden von diesen sogenannte „eat-

me“-Signale auf der Zelloberfläche generiert. Dazu gehören die Präsentation von 

Phosphatidylserinen und Calreticulin, Veränderungen des Ladungs- und 

Glykosylierungsmusters an der Oberfläche und Veränderungen am ICAM-1 Epitop. 

Zur Präsentation der Phosphatidylserine existieren verschiedene Rezeptoren und 

„bridging“ Moleküle wie TIM-4, Gas 6 Protein S, CD 36, CD 68 und Thrombospondin 
32. In aktuellen Studien wurde eine Notwendigkeit des Rezeptors für 

Glykosylierungsendprodukte (RAGE) für den Phagozytoseprozess demonstriert, 

wobei RAGE ebenfalls an Phosphatidylserine bindet 33,34.  Ein Tiermodell bewies, 

dass Makrophagen von RAGE knockout Mäusen nur noch vermindert in der Lage

waren, apoptotische Neutrophile zu phagozytieren.

Die Entfernung apoptotischer Neutrophiler erfolgt durch Makrophagen, indem sie auf 

nicht-inflammatorische Weise phagozytieren 35. Die Aufnahme apoptotischer 

Neutrophiler stimuliert die Sekretion anti-inflammatorischer Mediatoren der 

Phagozyten wie TGFß, IL-10 und Prostaglandin E2 und inhibiert die Ausschüttung 

pro-inflammtorischer Mediatoren wie TNF� 36,37.

Ist die Phagozytose neutrophiler Granulozyten gestört, gehen die apoptotischen 

Neutrophilen sekundär in nekrotische Zellen über, welches zur Ausschüttung 

zytotoxischer Produkte führt und eine weitere Gewebsverletzungen fördert bzw. 

Inflammation aufrecht erhalten kann 35,38. 

Gegenüber den bisher mittels gezielter Neutrophilenaktivierung beschriebenen 

Mechanismen zur Beseitigung pathogener Keime oder zur Resolution von 

Entzündungen kann eine unkontrollierte Neutrophilenaktivierung anhaltende 

Inflammation mit ungewollten Gewebeschäden bewirken, wie es bei autoimmunen 

Erkrankungen vorkommt.

Unsere Arbeitsgruppe befasst sich, neben der allgemeinen Funktionsweise 

neutrophiler Granulozyten bei der Inflammation, mit den ANCA (Antineutrophil-

zytoplasmatische Antikörper)-assoziierten Vaskulitiden. Die Erkrankung ist durch 

eine nekrotisierende Entzündung der kleinen Blutgefäße und durch das Auftreten von 

ANCA charakterisiert. Innerhalb dieser Krankheitsgruppe unterscheidet man die 
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Wegenersche Granulomatose, die mikroskopische Polyangiitis, das Churg-Strauss-

Syndrom und die renal-limitiert auftretende extrakapillär-proliferative 

Glomerulonephritis. 

1990/91 entdeckte die Gruppe von Falk und Jennette, dass ANCA nicht nur einen 

serologischen Marker der Erkrankung darstellen, sondern selbst auch Granulozyten 

stimulieren können, was nachfolgend zur Degranulation und zur Produktion von 

Sauerstoffradikalen führt 39,40. 

Dass ANCA eine direkt pathogenetische Rolle inne haben, wurde durch zahlreiche 

nachfolgende Arbeiten unterstützt, die zeigten, dass ANCA Granulozyten und 

Monozyten aktivieren 41-46.  

Als primäre Zielantigene wurden eine 29-kDa große neutrale Serinprotease, die 

Proteinase 3 (PR3), und ein 140-kDa großes Protein, die Myeloperoxidase (MPO),

identifiziert 47-52.

Im klinischen Alltag korreliert der serologische Nachweis von ANCA eng mit dem 

Vorhandensein einer aktiven ANCA-Vaskulitis. In einer prospektiven Studie an 180 

Patienten vom „Wegener´s Granulomatosis Etanercept Trial (WGET)“ konnte bei

96% der Patienten mit schwerem vaskulitischem Befall und bei 83% mit lokal 

limitierter Form der Nachweis von ANCA erfolgen 53.  Desweiteren sind ansteigende 

ANCA-Titer bei Patienten mit bekannter ANCA-Vaskulitis ein häufiger Vorbote eines 

drohenden Relaps der Erkrankung 54-56. Finkielman und Kollegen zeigten allerdings, 

dass keine gute Korrelation zwischen Höhe der ANCA-Titer und klinischer 

Krankheitsaktivität beim Vergleich von ANCA-Patienten untereinander besteht 

(n=156), und auch nicht beim Vergleich von ANCA-Titern mit dem individuellen 

Krankheitsverlauf. Weder Anstieg noch Abfall der Titer erschienen zum alleinigen 

Monitoring einer immunsuppressiven Therapie sinnvoll 57.

Die Entstehung der ANCA-induzierten Vaskulitis ist ein Prozess, der eines ersten 

und zweiten “hits” bedarf. Zusammen mit proinflammatorischen Signalen, am 

ehesten im Rahmen einer Infektion, führen ANCA zur Entstehung des Vollbildes der 

ANCA Erkrankung. 

Von Experimenten in in vitro Zellsystemen ist bekannt, dass niedrige 

Konzentrationen von proinflammatorischen Mediatoren wie TNF� oder IL-8 eine 

Voraussetzung für die nachfolgende Aktivierung durch ANCA darstellen 39,41,58. Diese 

niedrig dosierten Primer bewirken per se keine voll ausgeprägte Aktivierung, sondern

bereiten den Neutrophilen auf eine nachfolgende Aktivierung vor. Hierbei laufen 
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verschiedene Reaktionen ab, wie eine Translokation und erhöhte 

Membranexpression der ANCA-Zielantigene an der Zelloberfläche, an die die ANCA 

binden können. Das führt zur Bildung reaktiver Sauerstoffradikale und zur

Freisetzung lysosomaler proteolytischer Enzyme 58,59. Desweiteren führt die 

Aktivierung mit ANCA zur Hochregulation von Adhäsionsmolekülen wie den ß2-

Integrinen CD11b/CD18 mit vermehrter Adhäsion der Neutrophilen an

Endothelzellen. ANCA können in Interaktion mit Endothelzellen zur Zellablösung 

(detachment) und Lyse dieser führen 60-64.

Um die direkt pathogene Rolle der ANCA in vivo zu demonstrieren, entwickelte die 

Gruppe von Charles Jennette und Ron Falk ein MPO-positives Vaskulitis 

Mausmodell. MPO knockout Mäuse wurden hierfür mit murinem MPO immunisiert 

und entwickelten Antikörper gegen MPO. Durch den Transfer von Splenozyten dieser 

Tiere in RAG2 knockout Mäuse, die weder funktionsfähige T- noch B-Lymphozyten 

besitzen, erkrankten die Tiere an einer extrakapillär proliferativen Glomerulonephritis 

und einer Vaskulitis der Lunge 65.

In derselben Arbeit wurde aus den immunisierten Mäusen isoliertes IgG in MPO-

positive Wildtyp Tiere transferiert. Auch hierbei wurde eine proliferative 

Glomerulonephritis induziert. Sie war pauci-immun und glich damit der humanen 

Erkrankung. Schreiber et al. aus unser Arbeitsgruppe optimierten das Tiermodell 

durch Knochenmarktransfer von Wildtyptieren in MPO knockout Tiere, die zuvor 

durch Injektion von murinem MPO anti-MPO Antikörper gebildet hatten und durch 

Bestrahlung Knochenmark-eradiziert worden waren. Diese Tiere entwickelten 

ebenfalls das Vollbild der Vaskulitis, und die Ergebnisse verdeutlichten, dass MPO-

positive zirkulierende Zellen das primäre Ziel der ANCA und ausreichend zur 

Krankheitsinduktion sind 66. Xiao et al. demonstrierten in einer weiteren Publikation, 

dass die Interaktion zwischen neutrophilen Granulozyten und ANCA für die 

Erkrankung notwendig ist. Eine in deren Arbeit durchgeführte spezifische Depletion 

neutrophiler Granulozyten schützte die oben beschriebenen Tiere vor einer 

Erkrankung 67. Heeringa et al. benutzten LPS-geprimte Wildtyptiere, denen anti-MPO 

Antikörper injiziert wurden und die ebenfalls erkrankten 68. 

Als wohl direktester Nachweis der pathogenen Rolle von ANCA im Menschen wurde 

im klinischen Alltag 2005 von einer schwangeren Frau berichtet, die in der 

Anamnese bereits ein durch MPO-Antikörper induziertes pulmo-renales Syndrom 

Habilitationsschrift Dr. med. Mira Choi Seite 9



erlitten hatte. Während der Schwangerschaft kam es zu einem transplazentaren 

Transfer von MPO-ANCA und zur Erkrankung des Neugeborenen mit 

eingeschränkter Nierenfunktion und Lungenbluten. Im Blut des Kindes gelang der 

Nachweis eines erhöhten MPO Titers, der dem der Mutter glich 69.

Demgegenüber konnte bisher für anti-PR3 ANCA kein überzeugendes Tiermodell mit 

Induktion einer systemischen Vaskulitis und Glomerulonephritis entwickelt werden.

Die Gruppe um Jenne behandelte Wildtypmäuse mittels passiven Transfers von 

murinem PR3-ANCA, welches zuvor in PR3-knockout Mäusen generiert worden war. 

Trotz des Nachweises von PR3-ANCA im Serum der Tiere konnte weder in der Niere 

noch in der Lunge eine Vaskulitis induziert werden. Ein Teil der Tiere wurde 

zusätzlich mit LPS vorbehandelt, auch mit diesem Priming kam es zu keiner 

Ausbildung einer Vaskulitis 70.

In unstimulierten neutrophilen Granulozyten existieren zwei Subpopulationen mit 

membranpositiver und membrannegativer PR3 Expression. Dieses bimodale PR3-

Expressionsmuster ist intraindividuell stabil 71-74. Matsumoto et al. untersuchten 2006 

die PR3 Expression bei Patienten mit Sepsis und stellten einen höheren 

prozentualen PR3 Anteil bei Patienten mit Sepsis fest. Zudem korrelierte der 

inflammatorische Marker CRP positiv mit der PR3 Expression 75. Der Verlauf der 

intraindividuellen PR3 Expression bei Patienten mit Sepsis im Vergleich zu Patienten 

mit anderen Krankheiten ist deswegen auch Gegenstand weiterer Untersuchungen in 

unserer Arbeitsgruppe.

Als Bindungspartner für PR3 identifizierte unsere Arbeitsgruppe sowie Bauer et al.

einen Rezeptor, das CD177 (oder NB1), der auf der Zelloberfläche neutrophiler 

Granulozyten exprimiert wird und ebenfalls ein bimodales Muster aufweist, welches 

dem prozentualen PR3 Anteil exakt entspricht 76,77. Die Autoren zeigten weiterhin, 

dass ANCA an die NB1pos/mPR3high Subpopulation binden. Die funktionelle 

Bedeutung dessen wurde nachfolgend von Schreiber et al. demonstriert, indem PR3-

ANCA nur in der mPR3high Subpopulation den Signalweg PI3K/Akt aktivierten und zur

Sauerstoffradikalenproduktion und Degranulation führten 78.

Verschiedene Membranpartner wurden für die Proteinase 3 identifiziert. Dazu 

gehören CD16/Fc� RIIIb, Phospholipid Scramblase-1, CD11b/CD18 und CD177/NB1 
76,79-83.  Unsere Arbeitsgruppe konnten zeigen, dass sich bei der Präzipitation von 

NB1 aus der Neutrophilenmembran CD11b/CD18 als ein Bindungspartner 
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herausstellte, und dass die NB1-CD11b/CD18 Interaktion eine notwendige 

Voraussetzung für die PR3-ANCA vermittelte Neutrophilenaktivierung war 84. Diese 

Befunde deuten darauf hin, dass die Entwicklung eines spezifischen PR3 Inhibitors, 

der die aktive PR3 Form von der Membran aktivierter neutrophiler Granulozyten 

verdrängt bzw. die Bindung an den NB1 Rezeptor verhindert, von therapeutischem 

Nutzen sein könnte. Eine solche Substanz könnte die ANCA Bindung und 

Aktivierung beeinflussen. Es wäre somit eine therapeutische Anwendung bei 

Patienten mit PR3-ANCA vermittelten Vaskulitiden denkbar.

An der ANCA Aktivierung sind unterschiedliche Signalwege beteiligt, deren 

Beeinflussung durch Inhibitoren in vitro und/ oder in vivo und anhand von Knockout-

Mausmodellen getestet wurde. Die bereits erwähnte TNF-induzierte Translokation 

der PR3/MPO Antigene in den Neutrophilen wird durch den p38 MAPK Signalweg 

kontrolliert 41. Diese ANCA-Antigene binden an Fc� Rezeptoren und stimulieren 

dabei zwei distinkte Signalwege, zum einen Syk und cbl und zum anderen das 

heterotrimere G-Protein Gi, welches wiederum die PI3-Kinase, Proteinkinase B und 

p21 ras aktiviert. Beide Signalwege sind zudem für die Sauerstoffradikalenproduktion 

notwendig 85-89. Die in vivo Relevanz des PI3K/Akt Signalwegs wurde von Schreiber 

et al. untersucht. Insbesondere wurde hierbei gezeigt, dass die PI3K� Unterform, als 

oraler Inhibitor verabreicht, eine deutliche Verminderung der Schwere der ANCA-

induzierten Glomerulonephritis bewirkte. In vitro zeigte der Inhibitor eine Hemmung 

ANCA-induzierter Neutrophilenfunktionen wie Minderung der Degranulation, 

Sauerstoffradikalenproduktion und Neutrophilentransmigration 90. 

Obwohl es sich bei der ANCA-induzierten Glomerulonephritis um eine pauci-immune 

Form handelt, kommt der Komplementkaskade bei der Entstehung der ANCA-

Erkrankung eine wesentliche Rolle zu. Mäuse, die einen Mangel an Faktor B oder C3 

aufwiesen, die dem alternativen Komplementweg zugehören, waren vor einer ANCA-

Erkrankung geschützt 91. Schreiber et al. zeigten in einer Nachfolgearbeit, dass 

insbesondere der Anaphylatoxinrezeptor für C5a die Neutrophilenaktivierung und 

den Progress der Glomerulonephritis bestimmt 92. Anhand von Nierenbiopsien von 

sieben Patienten mit nachgewiesener MPO-positiver Vaskulitis zeigten Xing et al. 

mittels immunhistochemischer Färbungen ebenfalls die Beteiligung des alternativen 

Komplementweges und postulieren eine pathogene Rolle bei der Nierenschädigung
93.
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Ziel meiner experimentellen Arbeiten war es, weitere Mechanismen der Aktivierung 

neutrophiler Granulozyten zu charakterisieren und nach therapeutischen Strategien 

zur Minimierung der ANCA- vermittelten Neutrophilenaktivierung zu suchen. 
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II. Eigene Originalarbeiten

1. Statine hemmen die ANCA-induzierte Aktivierung humaner neutrophiler 
Granulozyten über den ERK Signaltransduktionsweg.

Choi M, Rolle S, Rane M, Haller H, Luft FC, Kettritz R. Extracellular signal-regulated 

kinase inhibition by statins inhibits neutrophil activation by ANCA. Kidney Int. 2003 

Jan;63(1):96-106

HMG-CoA Reduktaseinhibitoren (Statine) werden zur Senkung des LDL-Cholesterins 

angewendet und zur Prevention oder zur Vermeidung einer Progression von 

Arteriosklerose bzw. zur Sekundärprävention kardiologischer Ereignisse bei 

bekannter KHK oder bei Diabetes mellitus eingesetzt 94-98.

Zahlreiche Arbeiten zeigten pleiotrope Effekte, die unabhängig von der Cholesterol 

senkenden Wirkung waren. Statine senken z.B. C-reaktives Protein unabhängig von 

der  Höhe des LDL-Levels 99-101.

Desweiteren wurde gezeigt, dass Angiotensin II-induzierte Nierenschädigungen 

durch Statine vermindert werden konnten 102. Zusätzliche Daten weisen darauf hin, 

dass Pravastatin zum einen die Neutrophilenchemotaxis und –transmigration hemmt,

und zum anderen die Sauerstoffradikalenproduktion in fMLP stimulierten 

Neutrophilen durch Hemmung der Tyrosinphosphorylierung inhibiert 103,104.  

Die ANCA-Vaskulitis wird mit Glukokortikoiden und Immunsuppressiva behandelt. 

Wünschenswert wäre ein besseres Verständnis der intrazellulären Mechanismen, um 

ANCA-induzierte entzündliche Prozesse mit spezifischen und damit weniger 

toxischen Ansätzen beeinflussen zu können. Deswegen war es Ziel der 

Untersuchung, die Einflüsse von Statinen auf die ANCA-induzierte Aktivierung 

humaner neutrophiler Granulozyten zu untersuchen. Wir testeten die Hypothese, 

dass Statine die ANCA-induzierte Sauerstoffradikalenproduktion vermindern können.

Zu diesem Zweck isolierten wir humane neutrophile Granulozyten von gesunden 

Spendern und stimulierten diese nach Priming mit TNF� mit monoklonalen MPO-

Antikörpern. Vorbehandlung der PMN mit Statinen, sowohl mit dem eher lipophilem 
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Simvastatin als auch mit dem eher hydrophilem Cerivastatin, führten zu einer 

konzentrationsabhängigen Hemmung der Sauerstoffradikalenproduktion. Dies 

konnten wir in zwei verschiedenen Tests, dem Ferricytochromreduktionsassay und 

dem Nitroblue Tetrazolium Test, bestätigen. Denselben hemmenden Effekt zeigten 

wir auch unter Verwendung von ANCA-Präparationen, die aus Vaskulitispatienten 

aufgereinigt wurden (PR3-ANCA oder MPO-ANCA). Um zu differenzieren, ob Statine 

das Priming der PMN oder ANCA-induziertes Signaling beeinflussen, fügten wir das 

Statin in einem nächsten Schritt erst nach der Priming Phase der Neutrophilen hinzu.

Die Sauerstoffradikalenproduktion nach anschließender ANCA-Aktivierung konnte 

jedoch nicht mehr gehemmt werden. 

TNF� Priming führt in Neutrophilen zur Translokation von MPO- und PR3-Antigen 

vom Zytoplasma an die Zelloberfläche. Wir untersuchten deswegen den Einfluss der 

Statine auf die Translokation anhand der FACS-Durchflusszytometrie. In der Tat 

konnten wir eine verminderte Translokation der Antigene an die Oberfläche bei 

TNF�-geprimten PMN beobachten, die zuvor mit Statin inkubiert wurden. Da der 

Vorgang des TNF-Primings durch die Signaltransduktionswege p38 MAPkinase und 

ERK kontrolliert wird, prüften wir mittels Western Blot Assays, welche Signalwege 

durch Statine beeinflusst werden. Hierbei stellten wir fest, dass Statine den ERK 

Signalweg während des TNF�-Primings dosisabhängig hemmten, während sie 

keinen Einfluss auf die p38 MAPkinase zeigten. 

Unsere Daten zeigten erstmalig eine Reduktion der Sauerstoffradikalenproduktion in 

ANCA-aktivierten humanen PMN durch Statine. Wir fanden heraus, dass Statine 

vorwiegend die Priming-Phase beeinflussen, und dass der verantwortliche 

Signaltransduktionsweg dabei die MAPKinase ERK ist. Unsere Daten gehen konform 

mit anderen Studien, die den Einfluss der Statine auf MAPkinasen untersuchten. 

Simvastatin verminderte die MAPkinasen Aktivität in humanen koronaren 

Endothelzellen, Cerivastatin verhinderte eine Angiotensin-II-induzierte ERK 

Phosphorylierung in aortalen Muskelzellen von Ratten 102,105. 

Statine könnten dazu beitragen, während der inflammatorischen Prozesse bei 

ANCA-assoziierten Vaskulitiden die Krankheitsaktivität zu vermindern. Diese in vitro 

Daten erweitern unser Verständnis zu intrazellulären Signalwegen in ANCA-

aktivierten Neutrophilen und bieten einen therapeutischen Ansatz an, der jedoch 

sicherlich weiterer Untersuchungen in vivo bedarf. 
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2. Die Hemmung von NF-�B durch ein TAT-NEMO-Bindungsdomänen 

Peptid akzeleriert die konstitutive Apoptose und verhindert die LPS-

vermittelte Neutrophilenapoptose

Choi M, Rolle S, Wellner M, Cardoso MC, Scheidereit C, Luft FC, Kettritz R.  

Inhibition of NF-�B by a TAT-NEMO-binding domain peptide accelerates constitutive 

apoptosis and abrogates LPS-delayed neutrophil apoptosis.  Blood. 2003 Sep 

15;102(6):2259-67.

Die Terminierung entzündlicher Prozesse wird zum großen Teil durch die Apoptose 

neutrophiler Granulozyten reguliert. Die Entfernung apoptotischer PMN geschieht auf 

nicht-inflammatorische Weise 106. Eine verzögerte Apoptose oder eine gestörte 

Entfernung neutrophiler Granulozyten führt gegensinnig zur Zunahme von 

Entzündung und zur gesteigerten oder prolongierten Gewebsverletzung. 

Der Transkriptionsfaktor NF-�B kontrolliert die Expression zahlreicher Gene während 

entzündlicher Vorgänge, bei der Zellproliferation, bei Stressantworten und während 

der Apoptose 107-110.  Die wenigen Studien, die bis zum Beginn meines Projekts in 

Neutrophilen durchgeführt wurden, legten nahe, dass NF-�B in der Regulation der 

Apoptose dieser Zellen eine bedeutsame Rolle spielt 30,31,111. Die Aktivierung von NF-

�B erfolgt durch Zytokine, virale Infektionen, UV-Strahlung und Radikale 112.

In ruhenden Zellen liegt NF-�B an Inhibitoren (I�B�, I�B�, I�B�) gebunden im 

Zytoplasma vor. Diese Inhibitoren werden phosphoryliert und rasch degradiert,

sobald ein entsprechender Stimulus vorliegt, sodass NF-�B in den Kern translozieren 

kann, um dort an DNA zu binden und Zielgene zu aktivieren. I�B� wird durch die I�B 

Kinase (IKK) phosphoryliert, die aus den beiden katalytischen Untereinheiten IKK�

and IKK� und aus der regulatorischen Untereinheit IKK� besteht 113-116.

Im Gegensatz zu anderen Zelltypen war die Rolle von NF-�B in neutrophilen 

Granulozyten nur sehr unzureichend charakterisiert, was a) an der raschen 

Degradation von NF-�B durch große intrazelluläre Mengen an aktiven 

proteolytischen Enzymen liegt, b) an der Schwierigkeit, PMNs zu infizieren und c) am 

Mangel hoch spezifischer Inhibitoren. Studien mit pharmakologischen Substanzen
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wie PDTC, SN50 und Gliotoxin deuteten darauf hin, dass NF-�B eine wesentliche 

Rolle in der Regulation der Neutrophilenapoptose zukommt 29,117.

Die Transduktion von PMN mit biologisch aktiven Peptiden kann dazu beitragen, 

intrazelluläre Signaltransduktionskaskaden besser zu untersuchen und zu verstehen,

und sie kann letztendlich auch therapeutisch genutzt werden. PMN sind jedoch 

kurzlebig, terminal differenziert und kaum zu infizieren. Bisherige Methoden wie 

Elektroporation, lipidbasierte Transfektionsansätze oder Calciumphosphat

Transfektion waren nicht von Erfolg gekrönt. 

Aus diesem Grund untersuchten wir die Tauglichkeit eines abgewandelten 

natürlichen Proteins, welches zur Gruppe der „trojanischen Pferde“ gehört. Diese 

Proteine sind in der Lage, Zellen zu transfizieren. Wir benutzten hierfür eine nur 11 

Aminosäuren lange Peptidsequenz des humanen Immunodefizienz Virus TAT (HIV-

TAT), um PMN zu transduzieren. Diese Methode war für andere Zellarten, jedoch 

nicht für Neutrophile beschrieben 118-120. Daran gekoppelt generierten wir ein 

hochspezifisches Peptid (NBD = Nemo binding domain), von dem bekannt ist, dass 

es die Interaktion zwischen IKK� und dem IKK Komplex hemmt 121.

Zunächst stellten wir mit einem FITC-gelabeltem HIV-TAT Peptid sicher, dass die 

Substanz tatsächlich in die Neutrophilen gelangt. Mittels Durchflusszytometrie und 

der Mikroskopie konnten wir dokumentieren, dass freies FITC nicht in die Zellen 

gelangt, während FITC gekoppelt an die TAT Sequenz schnell und effektiv 

transduziert wird. Bisher gab es keine beschriebenen Transfektionsmethoden, die in 

PMN vergleichbar effektiv waren. 

Um Neutrophilenapoptose zu untersuchen, benutzten wir LPS, GM-CSF und 

Dexamethason, von denen bekannt ist, dass sie die Neutrophilenapoptose verzögern 
25,122.

Nach 20 Stunden Kultivierung der Zellen mit Puffer, LPS, GM-CSF und 

Dexamethason beobachteten wir in PMN bei allen drei Substanzen eine 

Verzögerung der Apoptose. Um den Einfluss von NF-�B dabei zu untersuchen, 

führten wir nach Behandlung von PMN mit LPS, GM-CSF und Dexamethason 

Western Blots, Gelshift Assays (EMSA) und Taqman durch, die zeigten, dass nur 

LPS zu einer Degradation von I�B� im Western Blot, Aktivierung von NF-�B im 

Gelshift und Hochregulation von I�B�, welches selbst ein NF-�B-abhängiges Gen 

Habilitationsschrift Dr. med. Mira Choi Seite 27



darstellt, führte. Die Vorbehandlung der PMN mit dem NBD-TAT Protein führte dazu, 

dass die NF-�B Aktivierung gehemmt wurde. Die Zugabe des Peptids während der 

LPS-verzögerten Apoptose führte zu einer kompletten Hemmung des LPS Effekts 

und zu einer Apoptose, die mit der konstitutiven Apoptose vergleichbar war.  

Mit dem NF-�B inhibitorischen Peptid konnten wir auch bei der konstitutiven 

Apoptose einen Anstieg der Apoptoserate zeigen. Das Ergebnis weist darauf hin, 

dass auch in nicht-stimulierten PMN eine basale NF-�B Aktivität vorliegt, die das 

Zellüberleben kontrolliert.

Mit den erhobenen Daten konnten wir zeigen, dass sowohl die konstitutive als auch 

die LPS-verzögerte Apoptose durch NF-�B kontrolliert werden, und dass TAT 

Transduktionsdomänen ein effizientes Tool darstellen, um spezifische intrazelluläre 

Ziele, sogar in PMN, zu manipulieren. 
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3. Die PI3K/Akt-vermittelte Hemmung ANCA-induzierter Neutrophilen-

aktivierung durch febrile Temperaturen

von Vietinghoff S, Choi M, Rolle S, Luft FC, Kettritz R. Febrile temperatures control 

antineutrophil cytoplasmic autoantibody-induced neutrophil activation via inhibition of 

phosphatidylinositol 3-kinase/Akt. Arthritis Rheum. 2007 Sep;56(9):3149-58.

(geteilte Erstautorenschaft)

Während lokaler und systemischer Entzündungsprozesse werden neutrophile 

Granulozyten erhöhten Temperaturen ausgesetzt. Der Effekt erhöhter Fieber 

simulierender Temperaturen auf Neutrophilenfunktionen und –signaling wurde jedoch 

nur wenig untersucht. Unsere Hypothese war, dass erhöhte Temperaturen eine 

physiologische anti-entzündliche Wirkung haben. Diese Untersuchungen sind auch 

im Hinblick auf die weit verbreiteten, großzügigen fiebersenkenden Maßnahmen im 

klinischen Alltag von Bedeutung. In anderen Studien war gezeigt worden, dass z.B. 

in vitro Hitzeschockapplikation in Hepatozyten von Ratten zu einer Hemmung von 

NF-�B und Stickstoffmonoxid führte, oder dass Ganzkörperhyperthermie in einem 

Endotoxin Mausmodell das Überleben der Tiere verbesserte 123,124.

In eigenen Arbeiten untersuchten wir den Einfluss fieber-ähnlicher Temperaturen in 

PMN. Wir hatten in unserer Arbeitgruppe bereits herausgefunden, dass moderate 

kurzzeitige Temperaturerhöhungen die Aktivierung von NF-�B und dadurch auch 

anti-apoptotische Signale inhibieren 125,126. Die Hemmung auf das 

Neutrophilensignaling konnten wir auch in Mäusen demonstrieren, die kurzzeitigen 

Temperaturerhöhungen von 40,5°C ausgesetzt wurden. Somit hatten wir starke 

Hinweise für die Relevanz dieser Befunde in komplexen in vivo Situationen.

Auch bei der ANCA-assoziierten Vaskulitis tritt im Rahmen der Erkrankung häufig 

Fieber auf, insbesondere wenn diese mit Infekten einhergehen. Infektionen sind 

zudem eine häufig gesehene Komplikation während einer immunsuppressiven 

Therapie zur Behandlung der Vaskulitis. Wir untersuchten daher, ob eine kurzzeitige,

Fieberschübe simulierende Hitzeexposition die Signaltransduktion hemmen kann. 
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Darüber hinaus fragten wir uns, ob diese Manipulation auch die 

Sauerstoffradikalenproduktion in Zytokin-getriggerten und ANCA-aktivierten 

Neutrophilen herabsetzt. 

Um diesen Sachverhalt zu untersuchen, setzten wir isolierte humane Neutrophile 

über 60 Minuten erhöhten Temperaturen aus, die von 37°C bis 42°C reichten. 

Anschließend primten wir die Zellen mit TNF� oder GM-CSF und stimulierten mit 

monoklonalen Antikörpern gegen die ANCA-Zielantigene PR3 oder MPO. Wir 

konnten, unabhängig vom Priming mit TNF� oder GM-CSF, eine zunehmende 

Hemmung der Sauerstoffradikalenproduktion bei ansteigenden Temperaturen 

beobachten. Zum genaueren Verständnis zugrundeliegender Mechanismen 

untersuchten wir im Folgenden die zentralen Signaltransduktionswege PI3K/Akt, 

ERK und p38 MAPK. Wir präinkubierten zunächst die Zellen vor der ANCA 

Stimulation mit synthetischen Hemmern der Signalwege. Bei Hemmung von PI3K/Akt 

und p38 wurde die O2
- Generation geblockt, während die Hemmung von ERK keinen 

solchen Effekt zeigte. Hitzeexposition dagegen bewirkte, dass im Western Blot nur 

die Phosphorylierung von Akt gehemmt werden konnte. Daraus folgerten wir, dass 

die hitzeinduzierte Hemmung der ANCA-induzierten O2
- Produktion auf eine 

Hemmung von Akt zurückzuführen ist. 

Wir konnten mit diesen Daten erstmals demonstrieren, dass Hitzeexposition einen 

inhibitorischen Effekt auf die ANCA-induzierte Neutrophilenaktivierung hat, und dass 

dies unter verschiedenen pro-inflammatorischen Primingkonditionen auftritt. Dieser 

Effekt war „dosisabhängig“ in einem Temperaturbereich zwischen 37 bis 42°C.

Dass PI3K/Akt für die ANCA-Aktivierung eine wesentliche Rolle spielt, hatten Ben-

Smith und Kollegen sowie unsere Arbeitsgruppe bereits gezeigt 85,86. Zusätzlich 

haben wir in dieser Studie gezeigt, dass PI3K/Akt auch für die ANCA-induzierte 

Aktivierung in GM-CSF geprimten PMN wichtig ist. Diese Tatsache konnten wir 

später auch in komplexen in vivo Situationen unter Verwendung eines Mausmodells

bestätigen 127.

Als Konsequenz postulieren wir, dass systemisches Fieber und lokal erhöhte 

Temperaturen im inflammatorischen Gewebe anti-entzündliche Funktionen ausüben. 

Dieser Effekt stellt einen natürlichen Abwehrmechanismus dar. Der unkritische 
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Einsatz fiebersenkender Präparate könnte diesen natürlichen Mechanismus 

ausschalten. 
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4. Kurzzeitige Hitzeexpositionen hemmen entzündiche Prozesse durch 

Verhinderung der Neutrophilenmigration und Hemmung der NF-�B 

Aktivierung in neutrophilen Granulozyten, die chemotaktischen Stimuli 
ausgesetzt sind

Choi M, Salanova B, Rolle S,  Wellner M, Schneider W, Luft FC, Kettritz R. Short-

term heat exposure inhibits inflammation by abrogating recruitment of and nuclear 

factor kappaB activation in neutrophils exposed to chemotactic cytokines.

Am J Pathol. 2008 Feb; 172(2): 367-377.

In der zuvor angeführten Arbeit demonstrierten wir den inhibitorischen Effekt erhöhter 

Temperaturen auf die ANCA-induzierte Neutrophilenaktivierung, die durch den 

Signaltransduktionsweg PI3K/Akt vermittelt wird.

Sepsis bzw. lokal entzündliche Prozesse führen zu einer verstärkten 

Leukozytenmigration an den Ort des Geschehens 128. GM-CSF und IL-8 sind dabei 

wichtige Chemokine, die neutrophile Granulozyten anlocken und wiederum primen 
129-132. Unsere Hypothese, dass Fieber antientzündlich wirkt, indem es 

inflammatorische Antworten unterdrückt, könnte dazu beitragen, zytokininduzierte 

Schäden zu vermindern. In der Literatur existieren dazu zahlreiche Daten, die diese 

Hypothese stützen. So wurde z.B. in Endotoxin-stimulierten Makrophagen nach 

vorhergehendem Hitzeschock eine verminderte TNF� Produktion beobachtet 133. Um 

die Hypothese in vivo zu prüfen, etablierten wir in der Maus ein 

neutrophilenspezifisches Entzündungsmodell der Haut, indem wir uns die 

chemotaktische Wirkung von GM-CSF und IL-8 zu Nutze machten. In einem ersten 

Schritt adhärieren und interagieren zirkulierende Neutrophile mit Gefäßendothel und 

intrazellulären Matrixbestandteilen, ehe sie an den Ort der Entzündung migrieren. 

Unsere Annahme war, dass moderate Hitzeexposition in vivo antiinflammatorische 

Effekte aufweist. Wir untersuchten hierbei insbesondere den Effekt auf die 

Neutrophilenmigration und die Aktivierung von NF-�B. 

Verschiedene Arbeitsgruppen hatten gezeigt, dass die Adhäsion an extrazelluläre 

Matrix durch ß2-Integrine intrazelluläre Signaltransduktionswege und deren 
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biologische Wirkung verstärkt 7,134-138. In vorhergehenden Arbeiten hatten wir 

herausgefunden, dass GM-CSF und IL-8 unter Suspensionsbedingungen nicht zu 

einer Aktivierung von NF-�B führten, diese Fähigkeit aber durch ein 

kostimulatorisches Signal über ß2-Integrine erlangten 139. 

Daher stellen durch Chemokine aktivierte Neutrophile, die in entzündetes Gewebe 

migrieren, eine Entstehungsquelle NF-�B-regulierter Moleküle dar. NF-�B ist somit 

ein potenter übergeordneter Regulator proinflammatorischer Antworten.

Um den Einfluss fieberähnlicher Temperaturen zu prüfen, setzten wir 8-12 Wochen 

alte Mäuse einer Ganzkörperhyperthermie aus. Mit Hilfe von Wärmeplatten erhöhten 

wir die rektal gemessene Körperkerntemperatur in narkotisierten Tieren auf 40°C für 

60 Minuten, während die Kontrolltiere bei einer Körperkerntemperatur von 37°C 

gehalten wurden. Nach einer Erholungsphase von einer Stunde wurde intradermal 

GM-CSF oder IL-8 injiziert bzw. PBS als Lösungsmittelkontrolle. Die Tiere wurden 

nach drei Stunden getötet, und die Haut wurde einer histologischen Untersuchung 

unterzogen. Bei den normothermen Tieren war in der GM-CSF- und IL-8-

behandelten Haut eine starke Neutrophileninfiltration zu sehen, die in den 

hyperthermiebehandelten Tieren deutlich vermindert war. Mittels in-situ 

Hybridisierung untersuchten wir als NF-�B-abhängiges Gen die I�B� mRNA 

Expression im Hautinfiltrat. Zytokin-behandelte Haut in normothermen Mäusen zeigte 

eine deutliche Expression der mRNA als Zeichen einer erhöhten NF-�B Aktivität,

während in hitzebehandelten Tieren ein signifikant verminderter mRNA Nachweis 

vorlag. 

Um zu untersuchen, welche biologischen Neutrophilenfunktionen durch Hitze 

beeinflusst werden, isolierten wir humane PMN in vitro und eruierten den Hitzeeffekt 

auf Neutrophilenadhäsion, -spreading und –migration. Wir erwärmten PMN auf 

Temperaturen von 40°C und beobachteten bei der GM-CSF und IL-8 gerichteten 

Neutrophilenmigration eine signifikante Hemmung, während die Erwärmung keinerlei 

Effekte auf Adhäsion und Spreading hatte. Einen zelltoxischen Effekt kurzzeitiger 

Hitzeexposition schlossen wir durch verschiedene Visualitätstests aus. Da sowohl 

Zytokinrezeptoren als auch ß2-Integrine für das Anlocken der PMN und für das 

Signaling wichtig sind, prüften wir anhand der Durchflusszytometrie, ob sich die 

Rezeptorexpression  von GM-CSF, IL-8 oder CD18 nach Hitzebehandlung verändert. 
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Dies war nicht der Fall, sodass der Effekt nicht durch ein sogenanntes 

Rezeptorshedding zu erklären war. 

Da die zytokin-induzierte Migration mit synthetischen Inhibitoren von PI3K/Akt und 

ERK signifikant vermindert war, testeten wir als nächstes, ob Hitze die 

Phosphorylierung dieser Signalwege verändert. Beide Zytokine führen in PMN zu 

einer starken Phosphorylierung von Akt und ERK, aber nur die Akt-Phosphorylierung 

wurde durch vorherige Hitzebehandlung gehemmt. In der Literatur wurde von 

anderen Autoren ebenfalls berichtet, dass PI3K/Akt die Neutrophilenmigration 

kontrolliert, wenn GM-CSF oder IL-8 als Chemokine benutzt werden. Dagegen ist 

immer noch Gegenstand der Diskussionen, ob ERK bei der Neutrophilenmigration 

eine Rolle zukommt.

Im entzündlichen Hautmodell demonstrierten wir, wie oben beschrieben, eine 

Hemmung NF-�B abhängiger mRNA nach Hitzeexposition. Wir prüften, ob 

Hitzebehandlung auch eine GM-CSF- bzw. IL-8-induzierte NF-�B Aktivierung hemmt, 

wenn die Neutrophilen auf Fibronektin aufliegen. Unter diesen Bedingungen erhielten 

die Neutrophilen ein zytokinvermitteltes und ein ß2-integrinabhängiges Signal. Beide 

Signale kooperieren bei der NF-�B Aktivierung. Die Vorbehandlung der Zellen 

erfolgte mit 40°C oder 37°C, bevor sie mit Zytokinen stimuliert wurden. Wir führten 

verschiedene NF-�B Assays durch (Western Blot, EMSA, Taqman), die 

übereinstimmend eine NF-�B Hemmung durch kurzzeitige Hitzeexposition ergaben.

Für eine in vivo relevante Bestätigung des Effekts isolierten wir 

Knochenmarksneutrophile nach Hitzebehandlung von Mäusen und stimulierten die 

Zellen mit murinem GM-CSF unter Suspensions- oder Adhäsionsbedingungen. Wie 

erwartet, sahen wir in Suspensionszellen keine NF-�B Aktivierung, aber dafür eine 

sehr starke Aktivierung in PMN auf Fibronektin. Die hitzebehandelten PMN konnten 

NF-�B auch unter Adhäsionbedingungen nicht aktivieren. 

Durch unsere Studie konnten wir somit erstmals beschreiben, dass fieberähnliche 

Temperaturen a) in vivo zu einer deutlichen Verminderung einer 

neutrophilenspezifischen Hautentzündung führen, b) in vitro Neutrophilenmigrationen 

durch eine Hemmung des PI3K/Akt-Pathways reduzieren und c) in vivo und in vitro 

auch zu einer Hemmung von NF-�B und NF-�B-abhängiger Genexpression führen, 
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wenn die Zytokinstimulation in Anwesenheit eines kostimulatorischen ß2-

Integrinsignals erfolgt. 

Wir zeigen, dass Fieber inflammatorische Antworten limitiert, können dabei jedoch 

nicht ausschließen, dass dabei auch wichtige Signale unterdrückt werden, die zur 

Resolution von Entzündungsprozessen wichtig sind. Wir haben erste Einblicke in 

temperaturabhängige zellbiologische Mechanismen gewonnen. Das natürliche 

Phänomen Fieber und dessen komplexe Bedeutung bedarf weiterer Forschung.
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5. Identifikation von Inhibitoren der PR3-NB1 Interaktion durch ein small 
molecule high-throughput screening

Choi M, Eulenberg C, Rolle S, Wellner M, von Kries JP, Luft FC, Kettritz R. The use 

of small molecule high-throughput screening to identify inhibitors of the proteinase 3-

NB1 interaction. Clin Exp Immunol 2010, Aug; 161(2):389-96

Wie bereits erwähnt, ist die Serinprotease Proteinase 3 (PR3) das wichtigste

Autoantigen für ANCA bei der Wegener Granulomatose. Die Bindung von PR3-

ANCA an Zytokin-geprimte Neutrophile führt zur Sauerstoffradikalenproduktion, 

erhöht die Adhäsion und Degranulation proteolytischer Enzyme und führt zur 

dysregulierten Apoptose in vitro 59,140. In Tiermodellen wurde bewiesen, dass die 

Interaktion von ANCA mit Neutrophilen einen Schlüsselmechanismus für die 

Erkrankung darstellt 65,66,141. 

Wir haben zudem in früheren Arbeiten demonstriert, dass der GPI-verankerte 

Rezeptor NB1 (CD177) PR3 auf der Oberfläche präsentiert 76,142. NB1 und PR3 

werden auf der Oberflächenmembran exprimiert, und der Prozentsatz 

membranpositiver Zellen für beide Moleküle liegt zwischen 0 und 100%. Ein höherer 

Prozentsatz mPR3/ NB1 positiver Zellen ist mit einem gesteigerten Risiko für ein 

schlechteres Outcome der ANCA Vaskulitis assoziiert 71,72,79,143.

PR3 befindet sich in neutrophilen Granulozyten v.a. in den primären Granula. Es

wurde aber auch in den sekundären und sekretorischen Granula nachgewiesen 
49,71,144-146, während NB1 in den sekundären und tertiären Granula vorkommt 142,147. 

Es ist bekannt, dass die Membran-PR3 Expression durch Zytokinpriming, während 

der Adhäsion in Gegenwart von ANCA und als Folge der Apoptose hochreguliert wird 
9,148-151. Der genaue Mechanismus dagegen, der zur zunehmenden Expression von 

PR3 auf der Oberfläche NB1-positiver Zellen führt, ist nicht geklärt. Vorstellbar wäre, 

dass intrazelluläres NB1 und PR3 unabhängig voneinander an die Oberfläche

translozieren und dort miteinander einen Komplex bilden. Als zweite Hypothese 

könnten PR3 und NB1 als präformierter Komplex translozieren. Als dritter Weg wäre 

denkbar, dass PR3 sezerniert wird und als extrazelluläres PR3 an den NB1 Rezeptor 
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bindet 152. Die Hemmung der Assoziation von PR3 mit NB1 oder die Auflösung eines 

vorhandenen Komplexes könnte therapeutische Auswirkungen für die PR3-ANCA 

induzierte Neutrophilenaktivierung haben.

Um synthetische Peptide zu finden, die diese Assoziation stören, führten wir ein 

„high-throughput“ Screening mit einer Bibliothek von 20.000 kleinmolekularen 

Substanzen durch. Diese Methode wird bei einer Reihe verschiedener 

Fragestellungen zunehmend genutzt. Das Compound Screening ist an unserem 

Institut für Molekulare Pharmakologie etabliert und hatte bereits zur Identifizierung 

von Molekülen geführt, die z.B. die aktive Stelle des P450 Enzyms CYP130, die 

Sterol 14�-Demethylase CYP51 und die Protein Phosphatase Shp2 blockierten 153-

155.  

Wir etablierten zur Durchführung des Screenings zuerst einen zellbasierten Assay. 

Voraussetzung dafür waren NB1-exprimierende Zellen, die in 384-well Platten 

adhärieren und sich auch nach mehreren Waschschritten nicht ablösen. Da PMNs 

diese Bedingungen nicht erfüllen konnten, wählten wir HEK293 Zellen und 

transfizierten diese mit NB1. Nach Optimierung der experimentellen Bedingungen 

erzielten wir eine NB1-Expression von über 95%, die für mindestens vier Tage stabil 

blieb. Über einen Pipettierroboter wurden die Compounds in die Wells appliziert, 

danach wurde exogenes PR3 hinzugegeben. Die Zellen wurden nach mehreren 

Waschschritten mit FITC-markierten anti-PR3 Antikörpern gefärbt und die Expression 

im Photometer bestimmt. Eine verminderte Fluoreszenz im Vergleich zu DMSO 

behandelten Zellen wurde als Hemmung der PR3-NB1 Interaktion gewertet. 13 von 

20.000 Compounds inhibierten bei einer Konzentration von 50 �M die Bindung von 

PR3 zu mehr als 70%. Bei sieben dieser Compounds wurde durch weitere 

Validierungsversuche die Hemmung bestätigt. Zwei Compounds mussten allerdings 

aufgrund von Zelltoxizität von weiteren Experimenten ausgeschlossen werden. Die 

Ergebnisse bestätigten wir in einem nächsten Schritt in NB1-transfizierten HEK 293 

Zellen mittels Durchflusszytometrie.  Bei der nächsten Fragestellung ging es darum, 

ob exogen zugeführtes PR3 auf Neutrophilen zu einer nachweisbaren Bindung an 

NB1 führt und ob dieses durch die Compounds unterbunden werden kann. In der Tat 

wurde exogen zugeführtes PR3 an die NB1-positiven Neutrophilen gebunden, was 

mit einer in vivo Situation von sekretiertem PR3 vergleichbar wäre. Die 
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Vorbehandlung mit den Compounds führte zu einer fast kompletten Unterdrückung 

dieser Bindung. 

Unsere weitere Fragestellung zum Wirkmechanismus der Compounds war, ob die 

Compounds die konstitutive PR3 Expression vermindern können, indem ein bereits 

bestehender Komplex dissoziiert wird, oder ob die Hochregulation von PR3 nach 

TNF� Behandlung beeinflusst werden kann. Auch nach längeren Inkubationszeiten 

sahen wir keine Änderung der konstitutiven PR3 Expression. Wir schlussfolgerten, 

dass die Compounds nicht in der Lage waren, einen bestehenden Komplex zur 

Dissoziation zu bringen. Dagegen zeigten wir in Anwesenheit der Compounds

während der TNF-induzierten Translokation und während der nachfolgenden PR3-

Färbung eine signifikante Hemmung der PR3-NB1 Komplexbildung. Dieses 

Phänomen lässt vermuten, dass Membran PR3 und NB1 einer raschen

Internalisierung und Rezirkulation unterliegen. Beschrieben wurde dieses Phänomen 

in einer Untersuchung von Bauer und Kollegen 77.  

Die Stärke dieser Arbeit lag darin,, dass wir einen zellbasierten Assay etablierten, bei 

dem NB1-transfizierte Zellen einem high-throughput Screen unterzogen werden 

konnten. Die Methode spiegelt sicherlich eher die in vivo Situation wieder als mit

rekombinantem NB1 beschichtete Wells.

Zusammenfassend identifizierten wir kleinmolekulare Compounds, die die Bindung 

von exogenem PR3 an Membran-NB1 verhinderten. Die Compounds konnten PR3 

nicht aus einem bestehenden Komplex verdrängen, aber sie reduzierten bei 

ständiger Anwesenheit die TNF�-vermittelte Hochregulation der PR3 Expression auf 

NB1-positiven Neutrophilen. Eine weitere Modifizierung der Compounds wäre 

notwendig, um mit nanomolaren Konzentrationen in vivo Experimente zuzulassen. 

Desweiteren wäre es sehr hilfreich, die dreidimensionale Struktur von NB1 zu 

kennen, um Protein-Protein Interaktionen zu untersuchen oder Computer-

Simulationsstudien zur Identifikation der NB1-PR3 Bindungsstelle durchzuführen. Im 

Gegensatz zu NB1 ist die PR3 Struktur bekannt. Ein weiterer Ansatz wäre, PR3 

Regionen zu kartieren, die für die NB1 Bindung relevant wären und über „drug 

design“ die ermittelten Sites zu blockieren. Wichtige Informationen hierzu erhielten 

wir aus einer Arbeit von Hajjar et al., die einen hydrophoben Anteil der PR3 

identifizierten, der wichtig ist für Membranbindung 156. Untersuchungen von Korkmaz 

et al., die hybride PR3 vom Affen und vom Menschen herstellten, zeigten die zentrale 

Bedeutung eine hydrophoben PR3 Region für die Bindung an NB1 157. Darüber
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hinaus gibt es Daten zum Alpha1-Proteaseinhibitor, der die Dissoziation von PR3 

vom NB1 Rezeptor bewirkt, am ehesten durch Konformationsänderungen an der 

hydrophoben PR3 Region. Allerdings wäre dieser Proteaseinhibitor nicht für

therapeutische Zwecke geeignet, da er kovalent an alle Serinproteasen bindet und 

somit nicht spezifisch genug wäre.
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III. Diskussion

Die hier vorliegenden Arbeiten geben Aufschlüsse über Signalwege, die neutrophile 

Granulozyten während inflammatorischer Vorgänge regulieren, sowohl im Rahmen 

ANCA-induzierter Mechanismen als auch bei zytokin-induzierten Prozessen während

allgemeiner Entzündungsreaktionen. Um ANCA-induzierte Folgeschäden zu 

minimieren, verfolgten wir mehrere experimentelle Ansätze, die neutrophile 

Granulozyten während ihrer Primingphase, während der Aktivierung oder während 

ihrer Regulation der Apoptose beeinflussen. Aktivierte neutrophile Granulozyten 

führen unter anderem zur Produktion von Sauerstoffradikalen und zur Bildung von 

Zytokinen, die wiederum zur Schädigung im Gewebe und am Gefäßendothel führen 

und weitere Zellen an den Entzündungsort rekrutieren. Bis dato werden die 

Wegenersche Granulomatose, die mikroskopische Polyangiitis und das Churg-

Strauss Syndrom sehr uniform mit Glukokortikoiden und verschiedenen 

Immunsuppressiva behandelt, um die Patientenmortalität zu senken und weitere 

Organschäden zu verhindern. Glukokortikoide und Immunsuppressiva haben eine 

Reihe von Nebenwirkungen, inklusive septischer Komplikationen, Toxizität und 

maligner Transformationen. Statine sind für ihre pleiotropen Effekte bekannt, die 

unabhängig von der Senkung des LDL´s vermittelt werden. Statine konnten z.B. 

Angiotensin-II-vermittelte Nierenschädigungen vermindern 102. Wir untersuchten 

deswegen den Einfluss zweier Statine auf die ANCA-induzierte Aktivierung. Für 

diese Untersuchungen wählten wir ein vorwiegend lipophiles und ein eher 

hydrophiles Statin aus. Wir konnten erstmalig zeigen, dass Statine die durch ANCA-

Aktivierung hervorgerufene Sauerstoffradikalenproduktion deutlich vermindern 158. 

Bei der weiteren Fragestellung, an welcher Stelle des Aktivierungsprozesses 

neutrophiler Granulozyten die Statine agieren, stellten wir heraus, dass im 

Wesentlichen die Zytokin-abhängige Primingphase beeinflusst wird. Der hierfür 

verantwortliche Signaltransduktionsweg ist die Phosphorylierung von ERK. Von 

Statinen ist auch aus anderen Arbeiten bekannt, dass sie die Signalwege von 

MAPkinasen beeinflussen und ihre Effekte darüber steuern 102,104. Statine könnten 

von daher dazu beitragen, als supportive Therapie die Krankheitsaktivität bei ANCA-

assoziierten Vaskulitiden zu beeinflussen, wobei in vitro Daten jedoch in vivo validiert 

Habilitationsschrift Dr. med. Mira Choi Seite 78



werden müssen. Insgesamt zeigt diese Studie dass ein besseres Verständnis der

intrazellulären Mechanismen ANCA-induzierter entzündlicher Prozesse erforderlich 

ist, um neue Therapieansätze zu charakterisieren. Spezifischere Wirkungen solcher 

Medikamente könnten zu weniger unerwünschten toxischen Effekten führen. 

Während wir mit Statinen das Priming beeinflussen konnten, untersuchten wir mit 

einem physiologischen Phänomen eine weitere Hemmung der ANCA-induzierten 

Sauerstoffradikalenproduktion, die auf eine Hemmung des Signalweges PI3K/Akt 

zurückzuführen war, der in der ANCA-induzierten Produktion reaktiver 

Sauerstoffradikale eine Rolle spielt. Hierbei ging es um das Phänomen des Fiebers. 

Während lokaler und systemischer Entzündungsprozesse werden neutrophile 

Granulozyten erhöhten Temperaturen ausgesetzt. Fieber wird in der Praxis 

reflexartig gesenkt. Es ist aber in den meisten Fällen nicht die Ursache der Krankheit, 

sondern vielmehr die Reaktion des Organismus auf inflammatorische Prozesse, die 

es zu behandeln gilt. Fieber zählt zu den häufigsten Gründen, eine 

allgemeinmedizinische oder pädiatrische Praxis aufzusuchen (nach W. Fink, G. 

Haidinger: Die Häufigkeit von Gesundheitsstörungen in 10 Jahren Allgemeinpraxis. 

Z. Allg. Med. 83 (200) 102–108. Zitiert nach Womit sich Hausärzte hauptsächlich 

beschäftigen. MMW-Fortschr. Med. Nr. 16 / 2007 (149. Jg.)). Es wurde in 

verschiedenen Untersuchungen vorgeschlagen, dass erhöhte Temperaturen anti-

entzündlich wirken können. Darüber hinaus gibt es experimentelle und klinische 

Arbeiten, die positive Effekte von Hyperthermie bei der Tumortherapie nachwiesen
159-166. Der generelle – und eventuell vorschnelle – Einsatz fiebersenkender 

Therapien kann somit durchaus in Frage gestellt werden 123,124. Fieber stellt 

wahrscheinlich eine physiologische Reaktion dar und könnte durchaus eine 

entzündungsbegrenzende Rolle spielen. Fieber unkritisch zu senken entspricht nicht 

dem Forschungsstand der Fieberphysiologie (s. auch 167).

Da bei der ANCA-assoziierten Vaskulitis Fieber häufig vorkommt, untersuchten wir, 

ob kurzzeitige Hitzeexposition die Signaltransduktion hemmen kann, die für 

Sauerstoffradikalenproduktion in Zytokin-getriggerten und ANCA-aktivierten 

Neutrophilen verantwortlich ist. Die mit ansteigenden Temperaturen beobachtete 

zunehmende Hemmung der Sauerstoffradikalenproduktion in TNF�- oder GM-CSF-

geprimten und mit ANCA stimulierten neutrophilen Granulozyten bestätigte den 

antiinflammatorischen Effekt der kurzzeitigen Hitzeexposition 168. Der in dieser Studie 

im Wesentlichen verantwortliche Signalweg PI3K/Akt geht konform mit 
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vorangegangen (auch eigenen) Arbeiten, die die prominente Rolle von PI3K/Akt für 

die ANCA-Aktivierung auswiesen 85,86. Die Rolle von Fieber in neutrophilen 

Granulozyten hatten wir bereits in eigenen Arbeiten untersucht. Hier hemmten 

kurzzeitige Temperaturerhöhungen die Aktivierung von NF-�B und daraus 

resultierend anti-apoptotische Signale 125,126. Die Hemmung des

Neutrophilensignaling konnten wir nachfolgend auch in Mäusen demonstrieren, die 

kurzzeitigen Temperaturerhöhungen von 40,5°C ausgesetzt wurden und deren aus 

dem Knochenmark isolierte Neutrophile eine abgeschwächte oder fehlende NF-�B 

Aktivierung aufwiesen. Mit diesen Ergebnissen zeigten wir, dass kurzzeitige 

Temperaturanstiege auch für die in vivo Situation eine funktionelle Relevanz 

besitzen.

Diese Hypothese stützten wir in einer Nachfolgearbeit anhand eines 

inflammatorischen, neutrophilenspezifischen Hautmodells für komplexe in vivo 

Situationen. Die chemotaktische Wirkung von GM-CSF und IL-8 führte nach 

subkutaner Applikation in der Maus zu einem raschen Neutrophileninflux und zur 

Anschaltung von NF-�B in den lokal infiltrierten Zellen. Durch die Interaktion mit 

intrazellulären Matrixbestandteilen während der Migration an den Ort der 

Zytokinexposition kommt es zur Aktivierung von NF-�B bei Zytokinen, die in 

Suspensionsbedingungen keine Aktivierung dieses Transkriptionsfaktors auslösen 

können 139. Moderate Hitzeexposition in vivo zeigte eine deutliche Verminderung der 

neutrophilenspezifischen Hautentzündung, eine in vitro Hemmung der 

Neutrophilenmigration durch Hemmung des PI3K/Akt-Pathways und in vivo und in 

vitro auch eine Hemmung von NF-�B und NF-�B-abhängiger Genexpression 127. Wir 

zeigen, dass Fieber inflammatorische Antworten limitiert, können jedoch nicht 

ausschließen, dass dabei auch wichtige Signale unterdrückt werden, die zur 

Resolution von Infektion wichtig sind. 

Nachdem wir demonstriert hatten, dass Statine Neutrophilenpriming reduzieren und 

Fieber ANCA-induzierte Sauerstoffradikalenproduktion und Neutrophilenmigration 

über Akt und Gewebeinflammation über NF-�B hemmt, beschäftigten wir uns mit 

einem weiteren Aspekt der Neutrophilenbiologie, nämlich mit der Terminierung 

entzündlicher Prozesse durch die Apoptose. Da eine verzögerte Apoptose zur 

Zunahme von Entzündung und zur gesteigerten oder prolongierten 

Gewebsverletzung führt, untersuchten wir den Effekt einer Hemmung des 
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apoptoseverzögernden Transkriptionsfaktors NF-�B in neutrophilen Granulozyten. 

Da synthetische Peptide mehr oder weniger unspezifisch agieren, war die 

Zielsetzung des Projekts, gezielt und spezifisch NF-�B in den Neutrophilen 

auszuschalten. Hierfür mussten wir einen Weg finden, um diese Zellen effizient zu 

transduzieren. Mit einem Peptid (NBD-TAT), welches zur Gruppe der „trojanischen 

Pferde“ gehört, die in der Lage sind, Zellen zu transfizieren, gelang es uns, auch bei 

den schwer zu transduzierenden neutrophilen Granulozyten das Protein schnell und 

wirksam in die Zelle zu bringen 169. Die Vorbehandlung der neutrophilen 

Granulozyten mit dem NBD-TAT Peptid führte dazu, dass die Zytokin-induzierte NF-

�B Aktivierung gehemmt wurde. Die Zugabe des Peptids während der LPS-

verzögerten Apoptose führte zu einer kompletten Hemmung des LPS Effekts und zu 

einer Apoptose, die mit der konstitutiven Apoptose vergleichbar war. Wir konnten 

damit zeigen, dass die LPS-vermittelte Apoptose NF-�B vermittelt ist. Mit dem NF-�B 

inhibitorischen Peptid konnten wir auch bei der konstitutiven Apoptose einen Anstieg 

der Apoptoserate zeigen, was darauf hindeutet, dass auch in nicht-stimulierten PMN 

eine basale NF-�B Rate vorliegt.

Unsere Arbeit unterstützt die Möglichkeit, unter Verwendung einer 

Transduktionsdomäne biologisch aktive Peptide einzusetzen, die dazu verwendet 

werden könnten, intrazelluläre Signaltransduktionskaskaden besser zu untersuchen 

und zu verstehen. In letzter Konsequenz könnte das auch therapeutische 

Konsequenzen haben. 

Um nach weiteren therapeutischen Optionen zu suchen, die die ANCA-Aktivierung 

unterbinden, machten wir uns eine neuere Technologie zu Nutze, das „high-

throughput“ Screening, bei dem eine Bibliothek von 20.000 kleinmolekularen 

Substanzen in einem zellbasierten Ansatz getestet wurde 170. Die Hemmung der 

Assoziation von PR3 mit NB1 oder die Auflösung eines vorhandenen Komplexes mit 

einem inhibitorischen Peptid sollte hierbei zielführend sein. Dies hätte therapeutische 

Auswirkungen in Bezug auf die PR3-ANCA induzierte Neutrophilenaktivierung.

Anhand des Compound Screens identifizierten wir kleinmolekulare Compounds, die 

die Bindung von exogenem PR3 an Membran-NB1 verhinderten. Die Compounds 

konnten PR3 dabei nicht aus einem bestehenden Komplex verdrängen, reduzierten 

aber bei ständiger Anwesenheit die TNF�-vermittelte Hochregulation der PR3 

Expression auf NB1-positiven Neutrophilen. Eine weitere Modifizierung der 
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Compounds wäre notwendig, um mit nanomolaren Konzentrationen in vivo 

Experimente zuzulassen. 

Wir diskutierten bereits im oberen Abschnitt, dass es hilfreich wäre, die 

dreidimensionale Struktur von NB1 zu kennen, um Protein-Protein Interaktionen zu 

untersuchen oder Computer-Simulationsstudien zur Identifikation der NB1-PR3 

Bindungsstelle zuzulassen. Weiterführende Untersuchungen hierzu lieferten Hajjar 

und Korkmaz et al., die einen hydrophoben Anteil am PR3 identifizierten, der für die 

Bindung an den NB1-Rezeptor verantwortlich ist 156,157.

Habilitationsschrift Dr. med. Mira Choi Seite 82



IV. Zusammenfassung

Die hier dargestellten Arbeiten beschäftigen sich mit Mechanismen der Aktivierung 

neutrophiler Granulozyten durch Zytokine und ANCA. Dabei sollten Signalwege 

identifiziert werden, die als neue anti-inflammatorische Therapieziele dienen können. 

Im ersten Teil der Habilitationsschrift wurden Untersuchungen zum Einfluss von 

Statinen auf die ANCA-induzierte Aktivierung humaner neutrophiler Granulozyten 

dargestellt. Aufgrund der pleiotropen Effekte der Statine untersuchten wir die 

Hypothese, dass Statine die ANCA-induzierte Sauerstoffradikalenproduktion über die 

Inhibition intrazellulärer Signalwege vermindern können. Durch Vorbehandlung der 

PMN mit Statinen wurde eine konzentrationsabhängige Hemmung der durch ERK

vermittelten Sauerstoffradikalenproduktion beobachtet. Statine könnten somit zu 

einer Verminderung der inflammatorischen Prozesse bei ANCA-assoziierten 

Vaskulitiden beitragen. 

Nachfolgend untersuchten wir die Rolle des Transkriptionsfaktors NF-�B, der die 

Expression zahlreicher Gene während entzündlicher Vorgänge, bei der 

Zellproliferation, bei Stressantworten und während der Apoptose kontrolliert 107-110. 

Wir benutzten eine HIV-TAT Sequenz mit einem daran gekoppelten Peptid zur 

Hemmung des IKK Komplexes, um eine spezifische Hemmung von NF-�B zu 

erzielen, 118-121. Diese Vorgehensweise stellt eine neue Methode zur effektiven 

Transduktion in PMN dar. Die Zugabe des Konstrukts während der LPS-verzögerten 

Apoptose führte zu einer kompletten Hemmung der LPS-induzierten NF-�B 

Aktivierung und des anti-apoptotischen LPS Effektes. TAT Transduktionsdomänen 

stellen somit ein effizientes Tool dar, um spezifische intrazelluläre Ziele in PMN zu 

manipulieren. 

In einem weiteren Teil der Arbeiten beschäftigten wir uns mit der Rolle von Fieber im 

Rahmen lokaler und systemischer Entzündungsprozesse. Wir testeten die 

Auswirkung kurzzeitiger Hitzeexposition auf Signaltransduktionswege, die für 

Sauerstoffradikalenproduktion in Zytokin-getriggerten und ANCA-aktivierten

Habilitationsschrift Dr. med. Mira Choi Seite 83



Neutrophilen verantwortlich sind. In geprimten und ANCA-stimulierten PMN konnten 

wir zeigen, dass kurzzeitige Hitze die Sauerstoffradikalenproduktion durch eine 

verminderte Phosphorylierung von PI3K/Akt herabsetzen konnte. Darüber hinaus

konnten wir erstmals demonstrieren, dass Hitzeexposition auch einen inhibitorischen 

Effekt auf die ANCA-induzierte Neutrophilenaktivierung hat. Dieser Effekt war 

„dosisabhängig“ in einem pathophysiologisch bedeutsamen Bereich zwischen 37 und 

42°C.

Um den Einflusses fieberähnlicher Temperaturen in komplexen in vivo Situationen zu 

prüfen, etablierten wir in einer nachfolgenden Arbeit ein neutrophilenspezifisches 

entzündliches Hautmodell. Bei den normothermen Tieren war in der GM-CSF- und 

IL-8-behandelten Haut eine starke Neutrophileninfiltration sowie eine NF-�B 

Aktivierung zu sehen, die in den hyperthermiebehandelten Tieren deutlich vermindert 

war. In vitro beobachteten wir eine signifikante Hemmung der Neutrophilenmigration 

nach Hitzeexposition durch Inhibierung des PI3K/Akt Pathways.  Mit verschiedenen

NF-�B Assays (Western Blot, EMSA, Taqman) zeigten wir auch ex vivo eine 

Inhibition von NF-�B durch Hitze. Wir zeigten mit diesen Experimenten, dass Fieber 

inflammatorische Antworten limitiert. Unsere Ergebnisse stellen den unkritischen 

Gebrauch fiebersenkender Mittel bei Entzündungen in Frage.

Im abschließenden Teil der Schrift ging es uns um die Assoziation von PR3 mit NB1. 

Diese Interaktion ist für die PR3-ANCA-induzierte Neutrophilenaktivierung von 

Bedeutung. Eine Hemmung der PR3 NB1 Interaktion wäre als therapeutischer 

Ansatz denkbar. In einem „high-throughput“ Screening mit einer Bibliothek von 

20.000 kleinmolekularen Substanzen identifizierten wir Compounds, die eine mehr 

als 70%ige Inhibition der PR3 Bindung an NB1 bewirkten. Die konstitutive PR3 

Expression war in Anwesenheit der Compounds nicht zu beeinflussen, während bei 

der TNF�-induzierten Translokation eine signifikante Hemmung auftrat. Eine weitere 

Modifizierung der Substanzen wäre notwendig, um mit nanomolaren Konzentrationen 

deren in vivo Nutzen zu etablieren.
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V. Ausblick und Darstellung weiterer Vorhaben

In weiteren Vorhaben werden wir uns insbesondere mit weiteren Signalwegen oder 

Vermittlern der ANCA-induzierten Glomerulonephritis beschäftigen, um zum einen 

das Wissen um die Mechanismen der Erkrankung zu erweitern und zum anderen 

nach weiteren therapeutischen Optionen zur Behandlung der Erkrankung zu suchen. 

Wir haben bereits den Transkriptionsfaktor NF-�B als maßgeblich beteiligt bei der 

Neutrophilenaktivierung untersucht 169, konnten in Vorarbeiten jedoch keine ANCA-

induzierte NF-�B Aktivierung in Neutrophilen herausarbeiten. Die Rolle von NF-�B 

bei der ANCA-Aktivierung wurde bisher auch von anderen Arbeitsgruppen nicht 

weiter untersucht. Bontscho et al. aus unserer Arbeitsgruppe untersuchten den 

Proteasominhibitor Bortezomib im Tiermodell, der in vivo zur Plasmazelldepletion 

führte und die Tiere vor der ANCA-induzierten Erkrankung schützte 171. Von 

Bortezomib ist bekannt, dass es in der Lage ist, die nukleäre Lokalisation von NF-�B 

durch die Hemmung des Proteasoms, welches normalerweise die Degradation von 

ubiquitinierten I�B bewirkt, zu vermindern.

Um eine Involvierung von NF-�B zu untersuchen, haben wir in einem Vorversuch 

retrospektiv Nierengewebe von erkrankten Mäusen des in unserem Labor etablierten

MPO-ANCA-Mausmodells auf ihre NF-�B Bindungsaktivität getestet. Die Tiere 

wurden in vorhergehenden Arbeiten bereits unterschiedlichen Therapienansätzen

(Bortezomib, Cyclophosphamid) unterzogen, sodass graduelle 

Krankheitsschweregrade mit variierendem Ausmaß von Halbmondbildungen in den 

Glomeruli vorlagen. Aus dem Nierengewebe präparierten wir nukleäre Extrakte und 

sahen mittels Gelshiftassay graduelle Unterschiede in der NF-�B Bindungsaktivität, 

die mit dem prozentuellen Ausmaß der  Halbmondbildungen in der Niere signifikant 

korrelierten. Im Supershiftassay stellten wir fest, dass sich der NF-�B Komplex aus 

den Untereinheiten p50 und p65 zusammensetzt. Mit immunhistochemischen 

Färbungen bzw. mittels in situ Hybridisierungen für I�B� mRNA werden wir im 

Folgenden die Lokalisation bzw. die beteiligten Strukturen in der Niere analysieren. 
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Bei der ANCA-assoziierten Vaskulitis ist die Interaktion zwischen ANCA, den 

neutrophilen Granulozyten und dem Endothel zentraler Bestandteil der 

Krankheitsentstehung. Aus diesem Grund werden wir neben der Stimulation isolierter 

Neutrophiler auch Kokulturen mit Endothelzellen bzw. auch monozytäre Zellen auf 

ihre NF-�B Aktivierung in Anwesenheit von Priming und ANCA untersuchen. Primäre 

Monozyten produzieren nach ANCA Stimulation IL-1ß (Ergebnisse unseres Labors). 

Von IL-1ß wiederum ist bekannt, dass es ein Stimulator von NF-�B in Endothelzellen 

ist, so dass die Hypothese, dass auch Monozyten Endothelzellkokulturen in 

Anwesenheit von ANCA zur NF-�B Aktivierung führen können, nahe liegt.

In einem zweiten Teil geht es um die in vivo Relevanz einer NF-�B Hemmung im 

ANCA-Mausmodell. Zum einen bestünde die Option eines therapeutischen Ansatzes 

mit Gabe eines NF-�B Inhibitors. Hierfür käme z.B. die Substanz Andrographolide in 

Frage. Andrographolide ist eine pflanzliche Substanz, die die p50 Untereinheit von 

NF-�B konjugiert und damit die NF-�B DNA Bindung blockiert 172,173. In Tiermodellen 

wurde die Substanz hinreichend getestet, z.B. bei Asthmamodellen, zur Reduktion 

arterieller Stenosen oder in einem Tiermodell mit Lupus erythematodes. Sie erwies 

sich in wirksamen Dosierungen als nicht toxisch 174-177.

Als weitere Option können wir NF-�B-knockout Mausmodelle in Kooperation mit der 

AG Scheidereit am Max Delbrück Centrum verwenden. Ein verfügbarer Mausstamm 

ist ein knock-in Modell mit einem I�B�N Superrepressor, der ubiquitär exprimiert wird 

und die Degradation des NF-�B-inhibitorischen Peptides I�B verhindert 178. Die Tiere 

müssen mit einer Cre-Maus gekreuzt werden, um das Vollbild der Erkrankung zu 

erreichen. Sollte sich in den Versuchen zeigen, dass vorrangig Endothelzellen 

involviert sind, wäre es sinnvoll, das zweite Mausmodell, eine Tie-1-�N-Cre-knock-in 

Maus, zu verwenden, die ein endothelspezifisches NF-�B knock-out aufweist 179. 

Durch passiven MPO-AK Transfer werden die Tiere dann auf Ausbildung der ANCA-

induzierten Glomerulonephritis untersucht (Histologie, Proteinurie, Hämaturie, 

Allgemeinzustand der Tiere). 

Ziel der Untersuchungen ist es, die Vielfältigkeit der ANCA Regulation näher zu 

verstehen und wirksame Therapieansätze zu finden, die auch Ansätze für eine 

Therapie im klinischen Alltag der ANCA Erkrankung bieten könnte.
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