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Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Die Aktivierung des angeborenen Immunsystems

Eine wichtige Funktion des Immunsystems besteht in der Erkennung und Bekdmpfung eindringender
Pathogene, ohne eigenes Gewebe zu beschédigen oder zu zerstoren. Diese Aufgabe erscheint umso
problematischer angesichts der Diversitdt an Pathogenen, die wiederum hohe Replikations- und
Mutationsraten besitzen. Aufgrund dieser enormen Herausforderung haben multizellulére Organismen
im Laufe der Evolution verschiedene immunologische Erkennungsmechanismen entwickelt. In

Vertebraten werden diese Mechanismen in die adaptive und angeborene Immunantwort unterteilt.

Der antigenspezifische, zeitlich versetzte, adaptive Teil des Immunsystems, welcher hauptséchlich
durch die klonale Selektion und Expansion von T- und B-Zellen getragen wird, dient der spezifischen
Antigenerkennung und Antikorperproduktion (lwasaki & Medzhitov 2015). Dieser Teil gibt
Vertebraten den entscheidenden Vorteil, ein immunologisches Gedachtnis entwickeln zu konnen.
Jedoch hat das adaptive Immunsystem seine Limitationen. Zum einen kdnnen zuféllig generierte
Antigenrezeptoren keine Informationen tber die Quelle oder den Kontext des Pathogens liefern, zum
anderen benotigt die klonale Expansion und Differenzierung zu Effektorzellen Zeit (Janeway &
Medzhitov 2002). Als Folge ist diese Immunreaktion zu langsam, um eine eindringende, sich schnell
replizierende, mikrobielle Population zu bekampfen. Zudem agiert das adaptive Immunsystem nicht
selbststandig und bedarf stets der Hilfe und Kontrolle eines evolutionér alteren und konservierteren
Teils des Immunsystems. Das angeborene Immunsystem erkennt die Anwesenheit und die Natur des
Pathogens, bietet die ersten Abwehrmechanismen und kontrolliert die Initiierung und Konkretisierung

der adaptiven Immunantwort (Medzhitov 2001).

Neben nicht-zellularen Bestandteilen wie dem Komplementsystem oder den Akute-Phase-Proteinen
(APP) gehtren Granulozyten, mononukledre Phagozyten wie Monozyten, Makrophagen und
dendritische Zellen sowie natirliche Killerzellen zu den zelluldren Bestandteilen des angeborenen
Immunsystems (Akira et al. 2006). Die Strategie des angeborenen Immunsystems basiert auf der
Erkennung von mikrobiellen und viralen Bestandteilen, die evolutiondr hoch konserviert,
Uberlebenswichtig und charakteristisch fir den mikrobiellen Organismus sind. Weil die
Erkennungsziele des angeborenen Immunsystems hoch konservierte, molekulare ,,Muster” sind,
werden sie auch als pathogen-associated molecular patterns (PAMP) bezeichnet (Janeway 1989).
Entsprechend erfolgt die zelluldre Erkennung eines Pathogens Uber Mustererkennungs-Rezeptoren
(pattern recognition receptors, PRR), die hauptsachlich von Monozyten, Makrophagen, dendritischen
Zellen aber auch B- und aktivierten T-Zellen exprimiert werden (Kawai & Akira 2010). Zu den PRR

zdhlen zellmembranstandige Toll-like-Rezeptoren (TLR) und die C-Typ Lektin-Rezeptoren, sowie



Einleitung 2

Nukleinsdure-bindende und oligomerisierende Doméne (NOD)-like-Rezeptoren (NLR) und sezernierte
PRR wie z.B. Collectine (Martinon et al. 2009; Iwasaki & Medzhitov 2015).

Liganden fir PRR konnen vielféltiger Natur sein. Zum einen werden intra- und extrazelluldre
Liganden beschrieben, zum anderen wird zwischen korpereigenen (damage-associated molecular
patterns, DAMP) und korperfremden Bestandteilen (PAMP) als Liganden unterschieden. Die Pragung
dieser Begrifflichkeiten geht auf Charles Alderson Janeway (Janeway 1989) und Polly Matzinger
(Matzinger  1994)  zuriick, welche erganzende  Erkldrungsansatze fiir  angeborene
Erkennungsmechanismen lieferten. Das von Janeway 1989 postulierte Modell der PAMP geht von
Polysacchariden, Glykolipiden, Lipoproteinen und Nukleinsduren aus, welche in verschiedenen
Kompartimenten der Erreger zu finden sind und von PRR erkannt werden koénnen. Ergénzend
beschrieb Matzinger 1994 das so genannte danger model, in welchen sie DAMP als Hauptliganden fur
PRR beschreibt. Hierzu zéhlen vor allem Bestandteile, die einen kdrpereigenen Ursprung haben und
beispielsweise durch Verletzungen freigesetzt werden. Zu typischen DAMP zéhlen u.a.
Harnsédurekristalle, extrazellulares ATP, freie DNA, high mobility group box protein 1, Hitzeschock-
Proteine (heat shock protein, HSP) sowie Bestandteile der extrazellularen Matrix wie Fibronectin und
Heparansulfat (Tsan & Gao 2004; Bianchi 2007; Martinon et al. 2009; Matzinger 1994; Gong et al.
2020). Beide Modelle ergéinzen sich in der Uberlegung, dass der Prozess der Gefahrerkennung vom
Immunsystem streng kontrolliert und gleichzeitig sensibel genug sein muss, um angemessen auf die
jeweilige Gefahr reagieren zu kdnnen. Die Synthese beider Modelle miindet in der Vorstellung, dass
das Ausldsen einer Immunreaktion zwei Gefahrensignale benétigt, denkbar durch die Prdsenz eines
PAMP, beispielsweise ein aus der bakteriellen Zellwand stammendes Lipopolysaccharid (LPS) und
eines DAMP, wie z.B. durch Zellschadigung freigesetztes ATP (Martinon et al. 2009; Gong et al.
2020).

Nicht nur die Natur des Liganden, auch der Erkennungsort ist eine essentielle Information, die die
Intensitat der Immunantwort mitbestimmt. So wird auf Pathogenerkennung im Blutkreislauf eine
wesentlich starkere Immunantwort ausgeldst als eine Erkennung in mukosalen Bereichen (Bianchi
2007). In diesem Zusammenhang spielt auch der erkennende Zelltyp eine entscheidende Rolle. Die
Erkennung eines Pathogens von einem ortsstandigen Gewebsmakrophagen l0st eine weniger
umfassende Immunreaktion aus als die Pathogenerkennung durch im Blutkreislauf zirkulierende
Monozyten (lwasaki & Medzhitov 2015).

Wird ein Gefahrensignal einmal von einer Zelle des angeborenen Immunsystems erkannt, fiihrt dies
zur Aktivierung der jeweiligen Zelle, was in der Ausschuttung von von pro- und anti-
inflammatorischen Zytokinen und anderen Mediatoren mindet (Kawai & Akira 2010). Diese Prozesse
triggern nicht nur unmittelbare AbwehrmalRnahmen wie die Einleitung einer Entzindung, sondern
initileren ebenso antigen-spezifische Immunreaktionen. Die Ausschittung des jeweiligen

Zytokingemischs orchestriert hierbei die jeweiligen MaBnahmen, die getroffen werden, um der
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Geféhrdung angemessen zu entgegnen. Das Ausmal} einer Immunreaktion wird somit mafigeblich
wéhrend dieser initialen Prozesse mitbestimmt (Kawai & Akira 2010). Problematisch bei jeder
Immunreaktion sind die Kollateralschédden fiir das umgebende Gewebe oder, bei systemischer
Immunreaktion, fir den gesamten Organismus. Aus diesem Grund sind diese ersten Schritte einer
Immunreaktion streng kontrolliert und potenzieller Angriffspunkt fiir medizinische Interventionen
(Kawasaki & Kawai 2014).

1.2 Die Gefahrenerkennung durch TLR

Die unter den Sdugetieren als erstes und bis heute am ausfiihrlichsten beschriebenen PRR ist die
Gruppe der TLR (Kawasaki & Kawai 2014). Erstmals beschrieben wurden Toll-Rezeptoren in der
Taufliege Drosophila melanogaster, wo ihnen neben einer Aufgabe in der Embryonalentwicklung
auch die Aufgabe der Bek&mpfung von Bakterien und Pilzen zugeschrieben wurde (Lemaitre et al.
1996). Bis heute sind im Menschen 12 Mitglieder dieser Rezeptorfamilie beschrieben worden
(Fitzgerald & Kagan 2020). Die Lokalisation von TLR beschrankt sich auf die Zellmembran sowie
intrazellulare Membranen der Zellkompartimente, wo sie DAMP sowie PAMP erkennen und diese in
unterschiedliche Zellsignale umwandeln (Brubaker et al. 2015). Die Erkennung der DAMP und PAMP
wird durch eine Leucin-reiche Domane (leucine-rich repeats, LLR) erreicht, wobei immer Homo-
oder Heteromere zusammen mit weiteren Co-Rezeptoren zur Bindung des DAMP oder PAMP fiihren
(Kawasaki & Kawai 2014). Die Signalibertragung der meisten TLR wird von der intrazellularen
Toll/IL-1 receptor (TIR)-Doméne initiiert, wodurch es zur Rekrutierung von Adaptor-Proteinen wie
myeloid differentiation primary response 88 (MyD88) oder TIR-domain-containing adapter-inducing
interferon-f (TRIF) kommt, die wiederum in der Aktivierung von nuclear factor 'kappa-light-chain-
enhancer' of activated B-cells (NF-xB), interferon regulatory factors (IRF) und mitogen-activated
protein-Kinasen minden kann (Kawasaki & Kawai 2014). Endpunkte dieser Aktivierung ist die
Expression von Zytokinen und Chemokinen, welche den Wirt letztendlich vor der Infektion mit dem
eindringenden Pathogen schiitzt (Medzhitov 2001).

1.2.1 TLRA4-Aktivierung

Abhédngig von ihrer Lokalisation sowie der Ligandenbindung, werden verschiedene TLR
unterschieden. Der humane TLR4 ist ein zellmembranstandiger Rezeptor, der durch die Bindung des
bakteriellen Zellwandbestandteils LPS sowie durch das eukaryotisch ubiquitar vorkommende HSP60
aktiviert wird (Ohashi et al. 2000). Er wird von einer Vielzahl an Zellen exprimiert, hauptsachlich aber
von Makrophagen und dendritischen Zellen (Vaure & Liu 2014). Fir die Erkennung von LPS benétigt
TLR4 weitere Co-Rezeptoren, darunter das lymphocyte antigen 96 und das cluster of differentiation
(CD)14. LPS-bindende Proteine garantieren die Prasentation von LPS Monomeren an CD14
(Medzhitov 2001). Wurde LPS vom TLR4-Rezeptorkomplex erkannt, so kommt es zu MyD88- und
TRIF-abhdngigen  Signalkaskaden. Beide Signalkaskaden fihren zur Aktivierung der
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Transkriptionsfaktoren NF-xB, activator protein 1 und IRF3 (Vaure & Liu 2014). Diese kénnen zum
einen fur eine erhohte Transkriptionsrate des pro-Interleukin-1p (pro-IL-1B) verantwortlich sein. Zum
anderen vermitteln sie die Expression von Komponenten, die fir die Initiierung eines
Multiproteinkomplexes verantwortlich sind, der als Inflammasom bezeichnet wird (Abb. 1)
(Bauernfeind et al. 2009; Martinon et al. 2009).

1.3 Die Gefahrenerkennung durch NOD-like-Rezeptoren

Wie im vorherigen Abschnitt beschrieben, lieferte die Entdeckung der TLR die Erklarung fir die
Gefahrenerkennung von Pathogenen und die als Reaktion eingeleiteten antimikrobiellen MalRnahmen.
Die Gefahrenerkennung mikrobiellen, sowie nicht-mikrobiellen Ursprungs kann durch NOD-like
Rezeptoren (NLR) vermittelt werden. Strukturell sind NLR dreiteilige Multidoménenproteine mit
einer C-terminalen leucin rich repeats (LRR)-Doméne und einer N-terminalen Effektordomaéne, die
sich je nach Unterfamilie unterscheidet. Hierbei kann es sich um eine pyrin-Domane (PYD), caspase
recruitment-Domane (CARD) oder baculovirus IAP repeat-Domane handeln (Platnich & Muruve
2019). Neben dieser Effektordomane befindet sich die NACHT [NAIP (neuronal apoptosis inhibitory
protein), CHTA (MHC class Il transcription activator), HET-E (incompatibility locus protein from
Podospora anserina) und TP1 (telomerase-associated protein)]-Domane, welche die Aufgabe der
Gefahrenerkennung und Signaliibertragung tbernimmt (Damiano et al. 2004). Eine Unterfamilie der
NLRs sind die NACHT, LRR and PYD domains-containing proteins (NALP). Die Bindung von
Nukleinsduren und die damit verbundene Oligomerisierung der NACHT-Domanen sind flr die
Aktivierung der NLR verantwortlich (Damiano et al. 2004). NALP reprasentieren die groRte
Unterfamilie und werden im Menschen durch 14 Gene codiert (Platnich & Muruve 2019). Eine
umfangreiche Diversifikation dieser Proteinfamilie kann durch Genduplikationen zustande gekommen
sein. Einige NALP wie NALP2 und NALP7 im Menschen sowie NALP4 und NALP9 in der Maus
sind eindeutig Paraloge (Martinon et al. 2009). NALP1, NALP2 und NALP3 wird eine zentrale Rolle
bei der Stabilisierung von Caspase-1-aktivierenden Komplexen zugeschrieben, welche auch als
Inflammasome bezeichnet werden und erstmals 2002 beschrieben wurden (Platnich & Muruve 2019).
Diese Multiproteinkomplexe stellen die Verbindung zwischen der Gefahrenerkennung sowie der
proteolytischen Aktivierung der pro-inflammatorischen Zytokine Interleukin (IL)-18 und IL-18 dar.
Inflammasome sind Entitdten mit hohem Molekulargewicht, die als Zellkorper (griechisch ,,soma‘)
ahnlich wie Proteasome, Liposome oder Apoptosome beschrieben werden (Martinon et al. 2009).
Ahnlich wie das Apoptose-ginleitende Apoptosom aktiviert auch das Inflammasom Caspasen.
Caspasen sind Proteasen, die intrazelluldr als inaktive Zymogene produziert werden und zur
Aktivierung proteolytisch prozessiert werden missen (Martinon et al. 2002). Inflammasome aktivieren
eine Klasse von Caspasen, die man als inflammatorische Caspasen bezeichnet. Obwohl Uber die
Diversitat und biochemischen Unterschiede noch wenig bekannt ist, unterscheidet man drei Prototypen

von Inflammasomen: Das NALP1, NALP3 und das ICE-protease-activating factor (IPAF)-
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Inflammasom (Platnich & Muruve 2019). Es wird angenommen, dass die PYD das Adaptorprotein
apoptosis associated speck-like protein containing a caspase recruitment domain (ASC) rekrutiert
(Martinon et al. 2002). Die CARD im Adaptorprotein ASC rekrutiert wiederum Procaspase-1 zum
Inflammasomkomplex (Yamamoto et al. 2004). NALP1 und IPAF besitzen eine C- oder N-terminale
Verlangerung, die eine CARD beinhaltet, welche wiederum eine zweite Procaspase-1 rekrutieren
kann. Einmal rekrutiert, setzt sich eine autokatalytische Kaskade in Gang, die Procaspase-1 zur
aktiven Caspase-1 spaltet (Elliott et al. 2009). Andere NALP wie NALP3, auch bekannt als NLRP3,
besitzen diese Domane nicht. Stattdessen interagiert das CARD inhibitor of NF-xB-activating ligands
(CARDINAL)-Protein, welches der C-terminalen CARD des NALP1 sehr &hnlich ist, mit dem
Inflammasom (Bouchier-Hayes et al. 2001; Martinon et al. 2009). Durch diese PYD:PYD und
CARD:CARD Interkationen ergeben sich die beschriebenen groRen molekularen Plattformen, die zur

Aktivierung von Caspase-1 und zur Prozessierung von pro-1L-1f fithren (Martinon et al. 2009).

1.3.1 NALP3-Aktivierung

Zahlreiche Gefahrensignale, die das NALP3-Inflammasom aktivieren, wurden bisher beschrieben.
Hierzu zéhlen Bestandteile mikrobiellen, sowie nicht-mikrobiellen Ursprungs. Mikrobielle
Aktivatoren kénnen doppelstrangige RNA oder bakterielle, porenbildende Toxine wie Nigericin sein
(Martinon et al. 2009). Zu nicht-mikrobiellen Aktivatoren zéhlen Harnsaurekristalle, Asbest-,
Kieselsdure- und Aluminiumpartikel und reaktive Sauerstoffspezies (ROS) (Martinon et al. 2009;
Dostert et al. 2008).

Weiterhin konnte gezeigt werden, dass verschiedene Gefahrensignale und Stimuli, die das NALP3-
Inflammasom aktivieren, gleichermaBen einen K*-Efflux induzieren und somit die zytosolische K*-
Konzentration herabsetzen (Kahlenberg & Dubyak 2004). Eine alleinige Zelllyse in einem hypotonen
Puffer kann zur Prozessierung von pro-IL-1p fiihren. Beobachtet wurde, dass es zu einer spontanen
Inflammasombildung kam, sofern die Zellintegritat beeintrachtigt wurde. Die Bildung des NALP3-
Inflammasoms konnte wiederum verhindert werden, indem eine unphysiologisch hohe extrazelluldre
K*-Konzentration verwendet wurde, die dem intrazellularen K*-Gehalt entsprach (Pétrilli et al. 2007).
Dies fiihrte zur Annahme, dass das Inflammasom Veranderungen der intrazelluldren K*-Konzentration

in Folge von Zellverletzungen als Gefahrensignal erkennt.

Extrazellulares ATP kann ebenso als nicht-mikrobielles Gefahrensignal wahrgenommen werden, da
dessen extrazelluldre Anwesenheit auf einen Verlust der Membranintegritat, beispielsweise in Form
einer Verletzung, hinweist (Adinolfi et al. 2018). Wird im Zuge einer Zellverletzung intrazellulares
ATP freigesetzt, kann dies an den membransténdigen purinergen Rezeptor P2X7 binden und dadurch
die Aktivierung von NALP3 und Caspase-1 vermitteln (Martinon et al. 2006; Mariathasan et al. 2006;
Adinolfi et al. 2018). Dass die Aktivierung von Caspase-1 durch ATP induziert werden kann und

dabei ASC-abhéngig ist, konnten Experimente mit ASC-defizienten Méusen zeigen (Yamamoto et al.
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2004). Die Beteiligung des NALP3-Inflammasoms an diesem Prozess konnte ebenfalls durch
Experimente an gendefizienten Tieren bestétigt werden (Mariathasan et al. 2006; Sutterwala et al.
2006). Somit wirkt extrazellulares ATP als Gefahrensignal, welches das NALP3-Inflammasom
initiiert, die Caspase-1 aktiviert und damit die Reifung und Freisetzung von IL-1p induziert (Martinon
et al. 2009).

1.4 Das Zytokin IL-18

IL-1B gehort zur IL-1-Zytokinfamilie, die bisher 11 Mitglieder umfasst (Dinarello 2018a). IL-1p, IL-
la, IL-1-Rezeptorantagonist (IL-1Ra) und IL-18 sind die am besten untersuchten Vertreter dieser
Familie (Dinarello 2018b). Die biologische Wirkung aller Mitglieder ist, bis auf einige Ausnahmen,
pro-inflammatorischer Natur (Dinarello 2018a). Da IL-1f hauptsichlich von zirkulierenden
Monozyten produziert wird, sind dessen Wirkungen systemisch, wohingegen IL-1a vor allem lokale
Effekte hervorruft und hauptséchlich von Gewebsmakrophagen freigesetzt wird (Dinarello 2005).
Besonders IL-1p wurde in zahlreichen tierischen Krankheitsmodellen und im Menschen untersucht,

und seine Kontrolle findet bereits klinische Anwendung (Dinarello 2018a).

Die Prozessierung und Sekretion von IL-1p ist stark kontrolliert. Es wird von Monozyten und
Makrophagen, dendritischen Zellen, natirlichen Killerzellen und B-Lymphozyten gebildet, kann aber
auch von Epithelzellen, Fibroblasten und Astrozyten produziert werden (Ren & Torres 2009). Werden
diese Zellen mit Gefahrensignalen konfrontiert, produzieren sie zundchst das Vorlauferprotein pro-IL-
1B, welches im Zytosol akkumuliert (Dinarello 2018a). Die Produktion von grofRen Mengen an pro-IL-
I mRNA in Monozyten kann beispielsweise durch Komplementkomponeten, Hypoxie oder
Gerinnungsfaktoren ausgeltst werden, ohne dass eine Translation stattfindet (Dinarello 2009). Erst die
Gefahrensignalerkennung durch TLR4-Liganden oder IL-1B selbst fithrt zur Translation der
produzierten mRNA (Dinarello 2009). Um die Reifung des translatierten pro-IL-1p zu initiieren,
bedarf es oft eines weiteren Gefahrensignals, welches die Komplexierung des NALP3-Inflammasom
aktiviert (Dinarello 2018a). Erst die Caspase-1 flihrt zur Proteolyse des Vorlduferproteins und zu
reifem IL-1PB, welches folglich sezerniert wird. Somit werden die Transkription, Translation und
Reifung von IL-1p stets isoliert betrachtet. Erst nachdem zwei Gefahrensignale, in Form eines PAMP
wie LPS und DAMP wie ATP, erkannt wurden, wird hochpotentes, reifes IL-1p freigesetzt (Abb. 1)
(Dinarello 2009; Stoffels et al. 2015). Die Art und Weise, wie die Freisetzung von reifem IL-1p
vonstattengeht, ist nach wie vor umstritten. Bekannt ist, dass dem reifen als auch dem unreifen IL-1p
die Peptidsequenz zur Lokalisation im Golgiapparat sowie im endoplasmatischen Retikulum fehlt.
Demnach wird die konventionelle Sekretion weitestgehend ausgeschlossen. Alternative
Sekretionsrouten von IL-1B scheinen lysosomaler, exosomaler oder mikrovesikuldrer Natur zu sein
und schlielen sich gegenseitig nicht aus (Lopez-Castejon & Brough 2011). Auch die Sekretion durch
Kandle und Poren wird diskutiert (Bergsbaken et al. 2009). Diese unterschiedlichen

Sekretionsmaoglichkeiten werden mit der Starke und Art des jeweiligen Stimulus oder der Summe aller
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Stimuli assoziiert (Lopez-Castejon & Brough 2011). Neueste Untersuchungen zeigen, dass die IL-1B-
Freisetzung in hochgradig stimulierten Zellen hauptséchlich durch das porenformende Protein
Gasdermin-D vermittelt wird (Evavold et al. 2018).

Einmal sezerniert kann IL-1p an den IL-1-Rezeptor Typ 1 (IL-1R1) binden, diesen aktivieren und
zusammen mit dem gleichzeitig rekrutiertem IL-1 receptor accessory protein einen hoch affinen
Rezeptorkomplex bilden (Dinarello 2009). Dieser Rezeptorkomplex fiihrt in aktivierten Zellen zu pro-
inflammatorischen Signalkaskaden, die unter anderem zur T-Zell-Proliferation, B-Zell-Reifung,
Produktion von weiteren Zytokinen und zur Schlaf- sowie Appetitregulation beitragen (Dinarello
2009). Ein Représentant der IL-1-Familie, IL-1Ra kann als natirlicher IL-1R1-Antagonist wirken,
indem er an den IL-1R1 bindet und damit die Interaktion von IL-1p mit seinem Rezeptor verhindert
(Ren & Torres 2009).

Die physiologischen Funktionen von IL-1B sind vielféltig. Zum einen fungiert IL-1p als Pyrogen,
induziert die Expression von Cyclooxigenase-2, Phospholipase-A2 und der inducible nitric oxide
synthase, was zum Anstieg der Konzentrationen von Prostaglandin-E2, platelet activating factor und
Stickstoffmonoxid (NO) flhrt (Dinarello 2009). Als Folge kommt es zu Fieber, gesteigertem
Schmerzempfinden, Vasodilatation und Hypotonie. Als Zytokin des angeborenen Immunsystems
initiiert es erste Entziindugsreaktionen wie die Expression von Adh&sionsmolekilen auf
Endothelzellen. Zusammen mit der Induktion von Chemokinen initiiert IL-1p die Infiltration von
immunkompetenten Zellen in das Gewebe (Dinarello 2009). Weiterhin ist IL-1p ein angiogener
Faktor, der an der Tumormetastasierung beteiligt ist (Voronov et al. 2003). Wird IL-1p in geringen
Dosen von 1 - 10 ng/kg injiziert, so kommt es im Menschen zu Fieber, Neutrophilie, erhthten
Konzentrationen an NO, APP und Zytokinen wie IL-6. Speziell die Produktion von IL-6 scheint sehr
sensitiv auf IL-1p zu reagieren (Dinarello 1996). Die geringe Halbwertszeit von IL-1p im Plasma ist
der Grund, weshalb IL-6 als Surrogatparameter fir die IL-1p-Freisetzung in vivo verwendet wird
(Kudo et al. 1990).

Neben diesen wichtigen Aufgaben in der Infektabwehr kann ein Uberschuss an IL-1pB
lebensbedrohlich  fir den Wirtsorganismus werden. Fehlregulationen koénnen zu auto-
inflammatorischen Erkrankungen wie Gicht, Typ-1I-Diabetes sowie zu autoimmunen Erkrankungen
wie der rheumatoiden Arthritis fiuhren (Dinarello et al. 2012). Eine erblich bedingte,
autoinflammatorische Erkrankung ist das Cryopyrin-assoziierte periodische Syndrom (CAPS),
welches durch eine Mutation im NALP3-Gen verursacht wird. Dieser Gendefekt fiihrt zu einer
Uberproduktion von IL-1B und zur Entstehung systemischer Entziindungsreaktionen (Hoffman et al.
2001). Um IL-1B-vermittelte Erkrankungen zu behandeln, sind Mechanismen zur Kontrolle der IL-1pB-
Aktivitat Gegenstand der Forschung. Seit 1993 kamen mehrere Medikamente zur Behandlung IL-1p-
vermittelter Erkrankungen auf den Markt. Anakinra, ein rekombinater IL-1Ra, der die Aktivitat von
IL-13 und IL-lo blockiert wird heute zur Behandlung des CAPS, aber auch anderer
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autoinflammatorischer Erkrankungen eingesetzt (Dinarello et al. 2012). Eine weitere Mdglichkeit zur
Blockade der IL-1B-Aktivitat besteht in der Neutralisation des Proteins, entweder durch l6sliche 1L-1-
Rezeptoren oder monoklonale Antikdrper gegen IL-1B. Der lésliche Decoy-Rezeptor Rilanocept und
der monoklonalen Antikérper Canakinumab werden derzeit in vielen Klinischen Studien
unterschiedlicher IL-1-vermittelter Erkrankungen erprobt (Dinarello et al. 2012). Auch die Kontrolle
der IL-1B-Produktion durch Caspase-1-Inhibitoren zur Behandlung autoinflammatorischer
Erkrankungen wird diskutiert (Stack et al. 2005). Da jedoch alle therapeutischen Blockaden von IL-1
zur verminderten Immunabwehr des Wirtsorganismus fiihren, kann es vermehrt zu Infektionen
kommen. Auch konnen sich die Krankheitsverldufe einer Infektion durch eine therapeutische IL-13-
Blockade verlangern (Dinarello et al. 2012). Aus diesem Grund zielen einige Forschungsansatze
darauf ab, nur bestimmte Anteile der IL-1B-Freisetzung zu kontrollieren. Indem man nur den Anteil an
der gesamten IL-1pB-Freisetzung blockiert, die fur die Uberschielende systemische Immunreaktion

verantwortlich ist, kdnnte man eine erhéhte Infektanfalligkeit umgehen (Grau et al. 2019).

Auch schwere Verletzungen in Form eines Polytraumas, oder Operationen, die mit extrakorporaler
Oxygenierung einhergehen, kdnnen zu erhohten 1L-1B-Konzentrationen im Blut fihren (Day & Taylor
2005). Somit sind Patienten, die sich beispielsweise einer Operation am offenen Herzen unterziehen
und eine extrakorporale Oxygenierung bendtigen, besonders gefahrdet eine systemische
Entziindungsreaktion zu entwickeln (Day & Taylor 2005; Bernardi et al. 2016; Allan et al. 2010).
Untersuchungen konnten bereits zeigen, dass Patienten, die sich einer kardiopulmonalen
Bypass(CPB)-Operation unterziehen, post-operativ erhdhte IL-1B-Konzentrationen aufweisen (Roth-

Isigkeit et al. 1999). Auf diesen Aspekt soll im nachsten Abschnitt eingegangen werden.

1.5 Die systemischen Entzindungsreaktionen auf eine CPB-
Operation

Der CPB findet vor allem Anwendung wéhrend kardiochirurgischen Eingriffen. Die ,,Umgehung® des
kardiopulmonalen Kreislaufs garantiert, dass am blutleeren, nicht schlagendem Herzen operiert
werden kann, wahrend die Oxygenierung des Blutes weiterhin gewahrleitstet wird (Esper et al. 2014).
Die extrakorporale Oxygenierung und damit die Zirkulation von Blut in artifiziellen Systemen ist
somit ein Standardverfahren der Herzchirurgie. Eine Blutleere im Herzen kann durch eine Drainage
des vendsen Blutes im rechten Vorhof erreicht werden. Hierbei wird die Vena cava superior und
inferior getrennt voneinander kantliert. Passiv kann so das Blut in ein vendses Reservoir flielen, von
wo aus es durch Roller- oder Zentrifugalpumpen zum eigentlichen Oxygenator gelangt (Baehner et al.
2012). Der Gasaustausch im Oxygenator erfolgt Uber eine semipermeable Membran, die den
Gasaustausch zwischen Blut- und Gasgemisch durch Partialdruckdifferenzen ermdéglicht. Nachdem
das Blut oxygeniert sowie decarboxyliert wurde, wird es erneut tber eine Kandiile der Aorta ascendens
zugefuhrt und kann in den Korperkreislauf gelangen (Sarkar & Prabhu 2017). Die extrakorporale

Zirkulation wurde 1953 erstmals in Anwendung und Form einer Herz-Lungen-Maschine realisiert
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(Baehner et al. 2012). Die standige Verbesserung dieses von John H. Gibbon erstmals etablierten
Verfahrens verringerte auch die anfanglich hohe Morbiditat sowie Letalitdt wéhrend des Eingriffs
(Esper et al. 2014). Die systemischen und organspezifischen Folgen des Eingriffs sind jedoch bis heute
Forschungsgegenstand.

Patienten, die sich einem kardiochirurgischen Eingriff mit CPB unterziehen, kdnnen eine systemische
Entzlindungsreaktion entwickeln, die sich post-operativ in folgenden Symptomen manifestieren kann
(Singer et al. 2016):

= Fieber (> 38°C) oder Hypothermie (< 36°C),
= Tachykardie (> 90/min),
= Tachypnoe (Frequenz > 20/min) oder Hyperventilation (paCO, < 33 mmHg),

»  Leukozytose (> 12000/mm®) oder Leukopenie (< 4000/mm®) oder > 10 % unreife Neutrophile
im Differenzialblutbild.

Dabei laufen nach heutigem Forschungsstand simultan oder kurz aufeinander folgend, zwei
entgegengesetzte Immunreaktionen ab (Xiao et al. 2011). Zum einen werden systemische, pro-
inflammatorische Reaktionen in Form eines systemic inflammatory response syndrome (SIRS)
eingeleitet, zum anderen kommt es zu einer kompensatorischen anti-inflammatorischen Reaktionen,
dem compensatory anti-inflammatory response syndrome (CARS) (Sauaia et al. 2017). Die Intensitét
und Balance dieser beiden Reaktionen entscheidet letztendlich tber die Schwere der systemischen
Entziindungsreaktion und die post-operativen Komplikationen (Landis et al. 2014). Diese reichen von
Fieber und diffusen Gewebsddemen, zu moderaten Reaktionen wie hdmodynamische Instabilitat und
Koagulopathien, bis hin zu schwerwiegenden Komplikationen wie akuten Gewebsschadigungen, die
unbehandelt zu Multiorganversagen und Tod des Patienten fiihren kénnen (Landis et al. 2014). Die
systemische Entziindung nach herzchirurgischen Eingriffen ist fur die post-operative Morbiditat und
Letalitat ausschlaggebend. Ein SIRS ist hauptsachlich durch pro-inflammatorische Aktivierung des
angeborenen Immunsystems gekennzeichnet. Patienten, die ein schwerwiegendes SIRS entwickeln,
sind besonders gefahrdet ein friihes, post-operatives Organversagen zu erleiden. Patienten, die
wiederum eine friihe, post-operative Inhibition der adaptiven Immunitét durch ein CARS erfahren und
damit pro-inflammatorischen Reaktionen entgegenwirken, entwickeln eine Anfélligkeit fur sekundare
Gewebsschadigungen und -infektionen, die wiederum zu einem spéten, post-operativen
Organversagen fiihren kénnen (Sauaia et al. 2017). Patienten, die einer zusatzlichen, fortbestehenden
Infektion oder einer Stauungspneumonie unterliegen, zeigen eine erhohte inflammatorische Reaktion
auf einen kardiochirurgischen Eingriff (Day & Taylor 2005). Aus diesem Grund spricht man auch von
multiple hit-Szenarien, die die Entstehung einer systemischen Entziindung begtinstigen. In Bezug auf

die Immunantwort wirken die pro-inflammatorischen Stimuli nicht additiv, sondern synergistisch (Day
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& Taylor 2005). Auch in kardiochirurgischen Eingriffen mit einem CPB sind solche multiple hit-
Szenarien denkbar, in welchen beispielsweise die Exposition mit artifiziellen Oberflachen des
extrakorporalen Kreislaufs als first hit und durch das priméare chirurgische Trauma freigesetztes ATP
als second hit fungiert (Tschoeke et al. 2007). Die systemische Entzindung nach CPB-Operation ist
ein Resultat aus chirurgischem Trauma, der Aktivierung von Blutkomponenten im extrakorporalen
Kreislauf, Ischamie-/Reperfusionsschédden und der Freisetzung von Endotoxinen (Landis et al. 2014).

Im Folgenden werden diese Komponenten genauer betrachtet.

1.5.1 Immunreaktionen auf einen CPB

Die als Reaktion auf eine CPB-Operation beobachteten Entziindungsvorgange lassen sich in zwei
Phasen unterteilen. Die ,,frithe®, unmittelbare und die ,,spéte* Phase (Warren et al. 2009). Die ,,friihe”
Entziindungsreaktion erfolgt hauptséchlich als Antwort auf den Kontakt von zellularen und humoralen
Blutbestandteilen mit den artifiziellen Oberflachen des extrakorporalen Kreislaufsystems (Warren et
al. 2009). Normalerweise kommen diese Blutbestandteile nur mit den Gefallendothelien in Kontakt,
die wiederum stetig fur ein homdostatisches Verhaltnis von pro- und antikoagulatorischen Substanzen
sorgen (Kirklin et al. 1983). Die Abwesenheit endothelialer Oberflachen im extrakorporalen Kreislauf
verschiebt dieses Verhaltnis zu Gunsten der Koagulation, weshalb das Blut wahrend einer CPB-
Operation heparinisiert werden muss (Kirklin et al. 1983). Gerat das heparinisierte Blut in Kontakt mit
den artifiziellen Oberflachen, so werden Plasmaproteine direkt im Schlauchsystem adsorbiert
(Edmunds 1998). Einige dieser Proteine unterlaufen aus diesem Grund Konformationsédnderung, die
wiederum zelluldare Blutbestandteile aktivieren koénnen. Dieser Vorgang fuhrt letztendlich zur
Aktivierung von humoralen Systemen wie der intrinsischen und extrinsischen Koagulationskaskade,
der Fibrinolyse und dem Komplementsystem (Kirklin et al. 1983). Weiterhin kommt es zur
Aktivierung von Endothelien, Lymphozyten, Monozyten, Neutrophilen und Thrombozyten (Edmunds
1998). Das Zusammenspiel dieser Akteure ist komplex und bis heute nicht vollstdndig verstanden.
Man weil’ jedoch, dass vasoaktiven Substanzen, Proteine und Mikrothromben zur Initiierung der
systemischen Entziindungsreaktion beitragen und mit den Komplikationen einer CPB-Operation
korreliert sind (Warren et al. 2009). Hierunter fallen vor allem die Koagulopathien, Gewebsdeme und
temporares Organversagen (Day & Taylor 2005).

Die ,,spéte”, meist post-operative Phase einer CPB-Operation ist weniger durch Kontaktaktivierung
gekennzeichnet. Waéhrend dieser Phase spielt der Ischdmie-/Reperfusionsschaden und die
Endotox&mie eine Rolle (Warren et al. 2009; Wan et al. 1997). Wahrend der CPB-Operation sorgt das
Abklemmen der Aorta fiir eine Ischdmie im Herz. Zudem kommt es zu einer Blutleere im Grofteil der
Lunge, die wiederum noch in Teilen mit oxygeniertem Blut aus den nicht betroffenen
Bronchialarterien versorgt wird. Wéhrend der Ischdmie kommt es zu endothelialen Schaden, die die
Aktivierung von Neutrophilen bedingen (Dreyer et al. 1995). Ischdmische Zellen produzieren grof3e

Mengen an ROS und pro-inflammatorischen Zytokinen (Zakkar et al. 2015). Nach der Operation
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werden das ischdmische Herz sowie das Lungengewebe wieder vollstandig reperfundiert. Dieser
Vorgang geht mit einer zusétzlichen Entziindungsreaktion einher, die wiederum mit einer Erhéhung
der kapillaren Permeabilitdt verbunden ist. Diese erhthte Permeabilitdt kann letztendlich zu
intestinalen Flussigkeitsansammlungen, Leukozyteninfiltration, Koagulopathien und Organversagen
fihren (Warren et al. 2009). Die Reperfusion sorgt weiterhin fiir das erneute Vorhandensein von
Sauerstoff, der zu weiteren, oxidativen Gewebsverletzungen fiihren kann. ROS schédigen
hauptsachlich Endothelien in der Mikrozirkulation (Zakkar et al. 2015). Gelangen jedoch vermehrt
Bestandteile verletzter Zellen in die gesamte Zirkulation, koénnen sie zu Mediatoren einer
systemischen Entziindungsreaktion werden (Warren et al. 2009). Neben dem Ischédmie-
/Reperfusionsschaden scheint auch die mit CPB-Operationen assoziierte Endotoxamie zur
Entwicklung einer systemischen Entzindung beizutragen (Rossi et al. 2004). Endotoxine sind
Bestandteile der Zellwand Gram-negativer Bakterien, darunter hauptsachlich LPS, die als
Hauptstimuli flir die Entwicklung eines SIRS gesehen werden (Warren et al. 2009). Der Anstieg von
Endotoxinen im Blutkreislauf im Laufe einer CPB-Operation ist beschrieben, die Quelle dieser
Endotoxine jedoch weitestgehend umstritten (Rocke et al. 1987). Klar ist jedoch, dass das
Vorhandensein von Endotoxinen zu einer erhéhten Freisetzung pro-inflammatorischer Zytokine und
zur alternativen Komplementaktivierung fiihren, was wiederum zur Entstehung einer systemischen
Entzlindung beitragt (Warren et al. 2009).

Weil das CPB-Verfahren unabdingbar fur die moderne Herzchirurgie ist, sind dessen post-operative
Komplikationen und die Pravention einer systemischen Entziindung Gegenstand der Forschung. Da
pradispositionierende Faktoren wie die Exposition zu artifiziellen Oberflachen, das chirurgische
Trauma, der Ischamie-/Reperfusionsschaden und die Temparaturunterschiede nicht wvollends
vermieden werden konnen, werden vor allem folgende Ansédtze unternommen: Zum einen wird
versucht, komplett auf den CPB zu verzichten, indem so genannte off-pump-Operationen durchgefuhrt
werden (Baehner et al. 2012). Zum anderen wird an der Biokompatibilitat der kardiopulmonalen
Kreisldufe gearbeitet und die Depletion von aktivierten Leukozyten unternommen (Day & Taylor
2005). Neuste Erkenntnisse widmen sich der Verminderung des Ischamie-/Reperfusionsschadens
durch die Kontrolle von Serinproteasen, die durch Neutrophile ausgeschiittet werden und die
auftretenden Gewebsverletzungen mitverursachen (Rehm et al. 2019). Hierbei zeigt auch die Anti-
Protease al-Antitrypsin  (AAT) protektive Effekte im Zusamennhang des Ischadmie-
/Reperfusionsschadens muriner Lungentransplantate (Gotzfried et al. 2018). Eine weitere Mdglichkeit
besteht in der Anwendung und Entwicklung von Medikamenten wie Komplementinhibitoren oder
anderen anti-inflammatorischen Substanzen. Andere Interventionen widmen sich der Kontrolle der
Immunreaktionen auf das chirurgische Trauma, da bekannt ist, dass weniger der CPB selbst als mehr
die Trauma-induzierten Vorgange die Hauptursache flr pro-inflammatorische Komplikationen nach

CPB-Operation sind (Prondzinsky et al. 2005). Aus diesem Grund werden multifaktorielle
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Interventionen als notwendig angesehen, um die systemische Entziindungsreaktion nach einer CPB-

Operation zu minimieren (Landis et al. 2014).

1.5.2 Immunreaktionen auf ein Trauma

Schwerwiegende Operationen wie eine CPB-Operation gehen mit einem chirurgischen Trauma einher
(Warren et al. 2009). Traumen sind nach wie vor weltweit eine der fuhrenden Todesursachen
(Lashoher et al. 2017). Die unmittelbare und friilhe Mortalitat ist vor allem durch den hdmorrhagischen
Schock und die direkte Verletzung innerer Organe begriindet. Spétere post-traumatische Mortalitaten,
die erst nach Tagen oder Wochen eintreten, sind komplexen, pathophysiologischen Prozessen
geschuldet (Sobrino & Shafi 2013). Diese Prozesse resultieren aus einer systemischen
Entziindungsreaktion als Antwort auf eine Vielzahl an Beeintrdchtigungen, die wéhrend eines
chirurgischen Traumas entstehen konnen: Die initiale Gewebsverletzungen, Blutverlust und daraus
resultierende, sekundare Gewebsverletzungen fiihren zu einer lokalen und systemischen Freisetzung
endogener Mediatoren, die als DAMP fungieren (Hirsiger et al. 2012). Die Erkennung dieser DAMP
durch Zellen des angeborenen Immunsystems fuhrt letztendlich zur Einleitung pro-inflammatorischer
und immunsuppressiver Prozesse, die einer homoostatischen Feinregulation unterliegen (Huber-Lang
et al. 2018). Die Dauer und Stérke Trauma-induzierter Prozesse variiert stark und kann im Falle einer
tiberschielenden pro-inflammatorischen Antwort zu sekunddren Gewebsverletzungen und daraus

resultierendem Multiorganversagen und Tod fuhren (Sauaia et al. 2017).

Unter den zahlreichen Mechanismen, die an der Entwicklung einer post-traumatischen systemischen
Entziindung beteiligt sind, sind Inflammasome vielversprechende Angriffspunkte. Viele der Trauma-
induzierten DAMP werden von NLR erkannt, induzieren die Inflammasomaktivierung und tragen zur
Pathogenese der sekundaren Gewebsverletzung bei (Said-Sadier & Ojcius 2012; Bortolotti et al.
2018). Immer mehr Untersuchungen deuten darauf hin, dass das NALP3-Inflammasom eine wichtige
Rolle bei der sekundaren Gewebsverletzungen und der Dysbalance der Immunreaktion nach Trauma
spielt (lyer et al. 2009; Starzl et al. 2015; Minutoli et al. 2016; Albalawi et al. 2017). Die Trauma-
induzierte Aktivierung des NALP3-Inflammasoms fiihrt weiterhin zur vermehrten Freisetzung von IL-
1B. Durch die zahlreichen systemischen und lokalen Effekte ist IL-1f ein essentieller Bestandteil der
Trauma-induzierten Immunreaktion (Dinarello 2009; Garlanda et al. 2013; Starzl et al. 2015).
Aulerdem sollen Inflammasome zur Dysfunktion von Monozyten wéhrend der post-traumatischen
Immunsuppression beitragen (Relja et al. 2015). Sobald das CARS vorherrscht, kann es zu einer
anhaltendenden Immunsuppression, sekunddren Infektionen und Organversagen kommen (Vanzant et
al. 2014). Die Inaktivierung von Monozyten und Makrophagen steht wahrend dieser

immunsuppressiven Reaktion im Vordergrund (Hosseinian et al. 2015).

Die frihe Inhibition der Inflammasomaktivierung durch die Pravention der Freisetzung von DAMP

und IL-1p wihrend der initialen und sekundéren Gewebsschadigung scheint ein vielversprechender
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Angriffspunkt zur Vermeidung von SIRS und CARS nach Trauma zu sein. Viele Interventionen zielen
auf die Neutralisation von IL-1p und IL-18 ab (Huber-Lang et al. 2018; Lord et al. 2014). Die
Entdeckung von Inhibitoren, die gezielt die NALP3-Inflammasomaktivierung verhindern, ist fiir die
Behandlung Trauma-induzierter Immunreaktionen von besonderem Interesse. Sie haben den
entscheidenden Vorteil, lediglich die NALP3-induzierte Freisetzung von IL-1B zu verhindern, ohne
die Freisetzung durch andere Inflammasome oder Signalwege zu stdren und damit das Risiko fiir
sekundare Infektionen durch Immunsuppression zu erhéhen (Coll et al. 2015; Lamkanfi & Dixit
2017). Eine weitere Mdglichkeit, die NALP3-Inflammasomaktivierung zu kontrollieren, besteht in der
Inhibition der Inflammasom-Aktivatoren. Ein Mechanismus, der die ATP-induzierte NALP3-
Inflammasomaktivierung und IL-1B-Freisetzung inhibieren kann, wird im néachsten Abschnitt

erlautert.

1.6 Die cholinerge Kontrolle der monozytaren IL-1B-Freisetzung

Wie bereits in Abschnitt 1.4 erwahnt, ist die Freisetzung von IL-1B aus Monozyten streng kontrolliert.
Die Freisetzung bedarf meist zwei aufeinanderfolgender Gefahrensignale in Form von DAMP oder
PAMP. Um exzessive Entzlindungsprozesse zu vermeiden, hat das Immunsystem
Kontrollmechanismen entwickelt, um Einfluss auf diesen Prozess nehmen zu konnen. Ein
Mechanismus, der die monozytdre, ATP-induzierte IL-1B-Freisetzung kontrolliert, wird durch den
Neurotransmitter Acetylcholin (ACh) vermittelt (Hecker et al. 2015). Die cholinerge Kontrolle der

monozytdren IL-1B-Freisetzung soll in diesem Abschnitt genauer erldutert werden.

ACh st einer der daltesten Neurotransmitter, der im zentralen und peripheren Nervensystem
identifiziert wurde. Erstmals 1867 von der Firma Bayer chemisch synthetisiert, blieb die biologische
Funktion von ACh lange unentdeckt. Erst 1914 konnte die Beobachtung gemacht werden, dass das aus
Pilzen stammende ACh den Muskeltonus des Herzens reduziert, jedoch den der glatten
Darmmuskulatur zu stimulieren schien (Tansey 2006). ACh und ACh-synthetisierende Enzyme lie3en
sich in verschiedenen Lebensformen ohne Nervensystem nachweisen, was eine non-neuronale
Funktion erahnen lieB (Horiuchi et al. 2003). Heute weil3 man, dass ACh von vielen non-neuronalen
Zellen wie Lymphozyten und Endothelzellen freigesetzt wird und ein breites Spektrum an weiteren,
physiologischen Funktionen besitzt (Kawashima et al. 2015). Eine der wichtigsten non-neuronalen
Funktionen ist sein immunmodulatorisches Potenzial (Kawashima et al. 2012; Olofsson et al. 2012;
Cox et al. 2020). Die Expression muskarinischer und nikotinischer ACh-Rezeptoren in Immunzellen
ist seit den frihen 1970er Jahren aufgrund von vielfdltigen Funktionsstudien mit Agonisten wie
Carbacholoxotremerin und Nikotin bekannt (Kawashima & Fujii 2000). Weiterhin konnte die
Expression dieser Rezeptoren auf Immunzellen durch Bindungsstudien mit radioaktiv-markierten
Liganden wie a-Bungarotoxin (a-Btx) bestétigt werden (Fujii et al. 2017a). Dass ACh jedoch auf
zirkulierende Immunzellen wirken kann, blieb lange umstritten, bis die Anwesenheit von ACh im Blut

nachgewiesen werden konnte (Kawashima & Fujii 2000). Nach dieser Entdeckung wurde eine
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Vielzahl an Untersuchungen unternommen, die zeigen, dass Immunzellen alle nétigen Komponenten
enthalten, um ein Nervensystem-unabhéangiges, cholinerges System zu unterhalten (Neumann et al.
2007). Zu diesem System gehort die Cholin-Acetyltransferase, die Acetylcholinesterase sowie
muskarinische und nikotinische Acetylcholinrezeptoren (nAChR) (Fujii et al. 2017b). Jungste
Untersuchungen zum cholinergem System in Immunzellen lassen vermuten, dass non-neuronales ACh
eine Schlisselfunktion in der Regulation des Immunsystems einnimmt (Fujii et al. 2017a; Cox et al.
2020).

Ein wichtiger Teilaspekt in der Regulation des Immunsystems ist die ATP-vermittelte IL-1B-
Freisetzung. Hecker et al. konnte erstmals zeigen, dass ACh diese IL-1p-Freisetzung aus Monozyten
inhibieren kann (Hecker et al. 2015). Mechanistisch konnte die Beteiligung nAChR, die
klassischerweise in der neuronalen Signalweiterleitung involviert sind, identifiziert werden. Die
Expression dieser Rezeptoren in non-neuronalen Zellen wie Leukozyten wurde durch andere Arbeiten
bestétigt (Albuquerque et al. 2009). Allgemein setzen sich neuronale sowie non-neuronale nAChR aus
den Untereinheiten a2 — a7, 09 und al0 sowie f2- 4 zusammen (Fujii et al. 2017a). Die Untereinheit
a8 ist lediglich im visuellen Systemen der Vogel nachgewiesen worden (Lohmann et al. 2000). Die
Expressionen der Untereinheiten o9 (CHRNA9) und «l0 (CHRNA10) wurden erstmals in
mechanosensorischen Haarzellen im Innenohr der Ratte gezeigt, wo sie meist zusammen exprimiert
sind (Elgoyhen et al. 1994; Elgoyhen et al. 2001). Die Expression der nAChR-Untereinheit a7
(CHRNAT) wurde im peripheren und zentralen Nervensystem, sowie in vielen non-neuronalen Zellen
wie Leukozyten nachgewiesen (Fujii et al. 2017a). Die Aktivierung von ionotropen nAChR fiihrt
klassischerweise zur Depolarisation der Zellmembran, bedingt durch die Permeabilitatserhthung flr
Na'-, K*- und Ca*-lonen. Besonders der Ca”*-Einstrom durch den Rezeptor kann intrazellulare
Signalwege einleiten (Albuquerque et al. 2009). Interessanterweise scheinen die nAChR, die an der
Inhibition der ATP-induzierten IL-1B-Freisetzung beteiligt sind, keine ionotrope Funktion auszuiiben
(Richter et al. 2016). Vielmehr wird von einer unkonventionellen, non-neuronalen, metabotropen
Funktion ausgegangen, die von den Untereinheiten a7, a9 und al0 auszugehen scheint (Hecker et al.
2015; Richter et al. 2016) . Die Aktivierung dieser unkonventionellen nAChR wiederum induziert die
Inhibition des P2X7-Rezeptors. Als Resultat kann dieser nicht mehr auf ATP ionotrop reagieren
(Hecker et al. 2015; Richter et al. 2016). Die Aktivierung des Inflammasoms sowie die proteolytische
Spaltung von pro-1L-1B sind somit gehemmt, was letztendlich die Freisetzung von IL-1pB verhindert
(Hecker et al. 2015).

Der zuvor beschriebene, cholinerge Mechanismus zur Kontrolle der ATP-induzierten, monozytéren
IL-1B-Freisetzung ist nicht zu verwechseln mit dem ,,cholinergen anti-inflammatorischen Reflex*
(Tracey 2002), der sich durch folgende Beobachtungen konstruieren l&sst: In einem Mausmodell des
septisches Schocks konnte die Stimulation efferenter VVagusfasern die Folgen einer LPS-induzierten

Endotoxdmie verhindern und die Plasmakonzentration von TNFa verringern (Borovikova et al. 2000).
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GleichermalRen konnten ACh und Nikotin die LPS-induzierte Freisetzung von TNFa aus humanen
Makrophagen hemmen (Borovikova et al. 2000). Die protektiven Effekte der Vagusnerv-Stimulation
lieBen sich in Chrna7”-Méausen nicht beobachten (Wang et al. 2003). Auch eine Splenektomie in
Ratten sorgte fiir das Verschwinden der protektiven Effekte, die durch Vagusnerv-Stimulation und
Nikotin induziert wurden (Huston et al. 2006). Aus diesen und weiteren Beobachtungen wurde der
Wirkmechanismus des cholinergen anti-inflammatorischen Reflexes abgeleitet: Die sensorische
Wahrnehmung von Infektionen oder Verletzungen erfolgt durch Afferenzen des Vagusnervs, die
Informationen in integrative Bereiche des Gehirnstamms weiterleiten, wo sie verarbeitet werden. Das
ausgehende Signal wird Ober efferente Vagusfasern und dem postgangliondren Milznerv zur Milz
weitergeleitet, wo daraufhin eine Noradrenalin-Ausschiittung stattfindet (Rosas-Ballina & Tracey
2009). Diese Ausschittung stimuliert T-Zellen zur Freisetzung von ACh, welches wiederum von
Makrophagen wahrgenommen werden kann, die NAChR exprimieren (Rosas-Ballina et al. 2011). Die
Stimulation von o7-nAChR durch ACh wiederum sorgt flr die verringerte LPS-induzierte
Ausschittung pro-inflammatorischer Zytokine (Borovikova et al. 2000; Fujii et al. 2017a). Eine
Beteiligung des anti-inflammatorischen Reflexes an der cholinergen Inhibition der bereits erwéhnten
ATP-induzierten IL-1B-Freisetzung aus Monozyten kann nicht ausgeschlossen werden, wenn man
bedenkt, dass ACh-freisetzende T-Zellen aus der Milz in den Blutstrom auswandern und so in Kontakt
mit Monozyten kommen konnen. Allerdings scheinen sich die Effekte, die durch die Aktivierung der
NAChHR induziert werden, zu unterscheiden. Wahrend die Aktivierung des a7-nAChR in Makrophagen
keinen posttranslationalen Effekt auf die IL-1B-Produktion zu haben scheint (Borovikova et al. 2000),
wird durch die Aktivierung der nAChR-Untereinheiten o7, 09 und al10 gezielt die ionotrope Funktion
der P2X7-Rezeptoren inhibiert und damit die posttranslationale Reifung des Proteins verhindert
(Hecker et al. 2015). Beide Effekte schlie}en sich jedoch nicht zwangsl&ufig aus.

Neben ACh konnten weitere, unkonventionelle nikotinische Agonisten identifiziert werden, die
ebenfalls in der Lage sind, die ATP-vermittelte IL-1pB-Freisetzung aus Monozyten zu inhibieren.
Hierzu zéhlen Phosphocholin (PC) sowie PC-haltige Molekile wie Glycerophosphocholin (GPC),
Lysophosphatidylcholin  (LPC) sowie der Surfactantbestandteil Dipalmitoylphosphatidylcholin
(Zakrzewicz et al. 2017; Backhaus et al. 2017; Richter et al. 2016; Hecker et al. 2015; Grau et al.
2019). Bakterien machen sich dieses cholinerge anti-inflammatorische System zunutze, indem sie PC-
modifizierte Makromolekile produzieren, um die Immunantwort und insbesondere die Freisetzung
von IL-1B durch den Wirtsorganismus abzuschwéchen und damit ihre eigene Existenz zu verteidigen
(Hecker et al. 2015; Richter et al. 2018a). Klinisch wurde beobachtet, dass IL-1B-vermittelte
rheumatische Erkrankungen seltener oder in abgeschwéchter Form in L&ndern auftreten, die mit
hoheren Konzentrationen von PC-modifizierter Makromolekilen konfrontiert sind als Industriestaaten
(Kalla & Tikly 2003). In vitro-Experimente sowie Arthritis-Mausmodelle bestétigen die protektive
Wirkung PC-modifizierter Makromolekiile in diesem Kontext (Al-Riyami & Harnett 2012; Harnett et

al. 2008). Eine weitere Arbeit zeigt die anti-inflammatorischen Wirkung von PC, welches an C-
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reaktivem Protein (CRP) gebunden ist. Die Bindung von PC an CRP potenziert hierbei die Inhibition
der ATP-induzierten IL-1B-Freisetzung aus Monozyten um ein Vielfaches (Richter et al. 2018b).
Diese cholinerg vermittelte Inhibition der IL-1B-Freisetzung kann durch ein weiteres APP vermittelt
werden, das im néchsten Abschnitt genauer erldutert wird.

1.7 Das Akute-Phase-Protein AAT
AAT (serine protease inhibitor Al, SERPINAL) ist als APP ein Teil der Akute-Phase-Reaktion,

welche als unspezifische Immunantwort auf Gewebsschadigungen einsetzt. Es wird vermehrt im Zuge
der fruhen Ereignisse einer Entzindungsreaktion von Hepatozyten synthetisiert und in den
Blutkreislauf sezerniert, um im geschadigten Gewebe anzukommen (Janciauskiene 2013). Induziert
wird diese Sekretion durch die pro-inflammatorischen Zytokine IL-6, IL-1 und TNFa. Als Antwort
werden die Konzentrationen positiv regulierter APP wie CRP, AAT, Fibrinogen oder das saures al-
Glycoprotein stark erhéht und die Expression von Transthyretin, Transferrin, Albumin sowie Retinol-
und Cortisol-bindender Proteine vermindert (Janciauskiene et al. 2013). Die hepatogene Expression
von CRP und saurem al-Glycoprotein wird durch IL-6 und IL-1 reguliert, wohingegen die Expression
von AAT hauptsachlich durch IL-6 angeregt wird (Cray et al. 2009). APP tragen zunachst zur
Entztindungsreaktion bei, spielen jedoch auch eine zentrale Rolle in der Limitation der lokalen und
systemischen Entziindungsreaktion. Diese duale Charakteristik zeigt sich im Falle von AAT durch die
Tatsache, dass AAT sowohl die Freisetzung des pro-inflammatorischen Zytokins IL-1 als auch dessen
anti-inflammatorischen Gegenspieler IL-1Ra in mononukledren Zellen des peripheren Blutes

(peripheral blood mononuclear cell, PBMC) induziert (Tilg et al. 1993).

1.7.1 Produktion und Degradation

AAT wird konstitutiv von Hepatozyten exprimiert und ins Blut sezerniert. Es zirkuliert im Blut in
Konzentrationen von 1 — 1,5 mg/ml (£ 19 — 38 uM), wobei diese Konzentration wahrend einer Akute-
Phase-Reaktion auf 2 — 3 mg/ml ansteigen kann (Janciauskiene et al. 2011). Die Halbwertszeit von
AAT betrdgt 3 — 5 Tage. Neben diesen hohen Konzentration in der Zirkulation findet man AAT auch
in geringeren Konzentrationen in anderen Korperflissigkeiten sowie in zahlreichen Geweben
(Janciauskiene et al. 2011). Die Konzentration von AAT in Alveolarflussigkeit betragt beispielsweise
nur 10 % der Plasmakonzentration (Janciauskiene 2001). Obwohl die Produktion von AAT
hauptsachlich durch die Leber getragen wird, konnen auch Neutrophile, Monozyten, sowie pulmonale
und intestinale Epithelzellen das Protein synthetisieren (Perlmutter et al. 1985; Ray et al. 1982;
Geboes et al. 1982). Lokale Gewebskonzentrationen konnen als Reaktion auf eine
Entziindungsreaktion bis um das 11-fache durch die lokale Synthese von infiltrierten und residenten
Immunzellen sowie Epithelien ansteigen (Boskovic & Twining 1997). Pro-inflammatorische Zytokine
wie IL-6, IL-1 oder TNFa und Endotoxine stimulieren hierbei Monozyten oder Gewebsmakrophagen
zur Produktion von AAT (Knoell et al. 1998; Perlmutter & Punsal 1988). Humanes Bronchialepithel
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hingegen wird durch Oncostatin-M, TNFa und Inteferon-y zur AAT-Produktion angeregt (Boutten et
al. 1998). Eine positive, autoregulatorische Expressionsaktivitdt wurde in mononukledren Phagozyten
gefunden, sobald diese mit Proteasen oder im Komplex mit AAT stimuliert wurden (Perlmutter &
Punsal 1988). Der Abbau von AAT wird hauptséchlich im Komplex mit Proteasen vermittelt. Dazu
erkennen serpin-enzyme complex-Rezeptoren die Komplexe aus AAT und Proteasen und vermitteln
deren Internalisierung und Degradation. Des Weiteren kann AAT von Endothelzellen endozytiert
werden (Sohrab et al. 2009).

1.7.2 Struktur und Funktion

AAT besteht aus einer Polypeptidkette mit 394 Aminosduren mit einem freien Cysteinrest sowie drei
Asparagin-gekoppelten Carboxylierungen und besitzt eine molekulare Masse von 52 kDa (Boerema et
al. 2017). Strukturell besteht AAT aus drei B-Faltbldattern und neun o-Helices. AAT gehort zur
Superfamilie der Serinprotease-Inhibitoren (serine protease inhibitors, Serpine). Diese Superfamilie
beschreibt mit 1500 Mitgliedern die gréBte und am weitesten verbreitete Familie an Protease-
Inhibitoren (Law et al. 2006). Phylogenetisch werden alle eukaryotischen Serpine in 16 Kladen
eingeteilt, wobei AAT zur Klade A(1-13) gehort, die lediglich extrazellulare Anti-Proteasen umfasst
(Irving 2000). Im Menschen wurden bis heute 36 serpindhnliche Gene identifiziert (Irving 2000). Die
Mehrheit aller Serpine inhibiert mit grofer Affinitdt Serinproteasen. Die am besten untersuchte
Funktion von AAT ist demnach seine Anti-Proteasefunktion. Interessanterweise erschienen in den
letzten dreilig Jahren viele Arbeiten, die andere Eigenschaften identifizierten konnten, die entweder in
Zusammenhang mit der Anti-Proteasefunktion stehen, oder komplett unabhéngig von dieser existieren.

Es konnte z.B. gezeigt werden, dass AAT

0] die Produktion von ROS durch Neutrophile vermindert (Bucurenci et al. 1992),

(i) die Apoptose von Hepatozyten verhindert (van Molle et al. 1997),

(iii)  die LPS-induzierte Aktivierung von Monozyten inhibiert (Janciauskiene et al. 2004),

(iv) im Vollblut als endogener Inhibitor der pro-inflammatorsichen Zytokinproduktion
fungiert (Pott et al. 2009).

Diese Untersuchungen trugen im Wesentlichen dazu bei, das Verstandnis der physiologischen
Funktion des Proteins zu erweitern. Demnach schreibt man AAT heute neben der Inhibition von
Serinproteasen eine Rolle in anti-inflammatorischen Prozessen zu (Ehlers 2014). Beide Eigenschaften

und deren strukturelle Grundlagen werden im Folgenden erldutert.

1.7.3 Anti-Proteasefunktion
AAT ist der am hdufigsten vorkommende Proteaseinhibitor im menschlichen Blut (Janciauskiene
2013). Im Gewebe dient es dem Schutz vor UibermaRigem Gewebsabbau durch Serinproteasen im Falle

einer Entziindungsreaktion. Funktionsuntersuchungen beschéftigten sich hauptsachlich mit der Anti-
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Proteaseaktivitat des Proteins, weshalb die strukturellen Elemente dieser Funktion gut untersucht sind.
Das reaktive Zentrum und damit der Interaktionsort mit der jeweiligen, zu inhibierenden Serinprotease
beschreibt eine tber das Protein herausragende Schleife (reactive center loop, RCL), die in diesem
Fall als Pseudosubstrat dient (Law et al. 2006). Sobald die proteolytische Spaltung der Serinprotease
vorgenommen wurde, faltet sich der N-terminale Abschnitt dieser Schleife in eine ,,Tasche“ der drei 3-
Faltblattstrukturen, sodass ein vierter, parallel laufender Strang entsteht. Man spricht in diesem
Kontext auch von zwei Konformationszustanden des Proteins, der stressed (S)- und relaxed (R)-
Konformation von AAT, wobei die (R)-Konformation eine deutlich héhere thermische Stabilitét
aufweist (Law et al. 2006). Der Ubergang zwischen (S)- und (R)-Konformation fiihrt zur Inhibition
der jeweiligen Serinprotease (Irving 2000). Hierbei kommt es zur teilweisen Verzerrung der RCL,
sodass die vollstandige Hydrolyse von AAT ausbleibt und beide Enzyme in diesem kovalenten
Zwischenstadium irreversibel verharren. Aus diesem Grund wird AAT wie viele andere Serpine auch
als suicide inhibitors bezeichnet (Huntington et al. 2000). Die hauptsachlich durch AAT inhibierten
Serinproteasen sind die neutrophile Elastase (NE) und die Proteinase-3 (PR3). Die Komplexierung
von AAT mit NE und PR3 ist daher ein Standardverfahren zur Untersuchung der Anti-
Proteasefunktion. AAT ist jedoch auch in der Lage, Trypsin, Kallikrein-7 und -14 sowie Matriptase zu
inhibieren (Janciauskiene et al. 2011). Weiterhin gibt es Hinweise, dass AAT auch Cysteinproteasen
wie die Caspase-3 oder Metalloproteasen inhibieren kann (Petrache et al. 2006; Ehlers 2014).

1.7.4 Anti-inflammatorische Eigenschaften

Wie bereits angedeutet, vermittelt AAT zahlreiche anti-inflammatorische Effekte in Zellen des
angeborenen Immunsystems. Bei Neutrophilen sorgt AAT fiir eine Abschwachung der Chemotaxis
(Bergin et al. 2010). Auch die Degranulation von Neutrophilen ist unter AAT vermindert (Bergin et al.
2014). Dendritische Zellen produzieren durch AAT vermehrt anti-inflammatorische Zytokine (Ozeri et
al. 2012). In vitro-Untersuchungen zeigten, dass AAT die Aktivierung von Monozyten durch LPS
inhibiert (Janciauskiene et al. 2004). Zudem ist die LPS-induzierte Produktion wvon pro-
inflammatorischen Zytokinen im Vollblut AAT-defizienter Patienten erhdht, wenn man sie mit
gesunden Probanden vergleicht (Pott et al. 2009). Dies schien mit der Inhibition von NF-xB sowie die
Induktion der cAMP-Produktion in Verbindung zu stehen (Janciauskiene et al. 2007; Pott et al. 2009).
Auf Mechanismen zur Modulation der Zytokinproduktion wird in Abschnitt 1.7.7 genauer
eingegangen. Die strukturellen und molekularen Grundlagen der anti-inflammatorischen sowie anti-
apoptotischen Eigenschaften von AAT sind bis heute nicht vollends verstanden. Wahrend in einigen
Untersuchungen eine Beteiligung der RCL beschrieben wurde (Tilg et al. 1993), zeigen andere
Arbeiten eine vollstandige Entkopplung von der Anti-Proteasefunktion und der Aktivitat der RCL
(Janciauskiene et al. 2013). Einige dieser Effekte sind vermutlich durch Abschnitte im Protein
vermittelt, die nicht im Zusammenhang mit der Bindung der Serinprotease stehen. Die

verantwortlichen Proteinstrukturen bleiben jedoch unaufgeklért. Eine Vermutung wird durch Ehlers
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2004 angestellt: Da AAT sich Strukturelemente mit Corticosteroid-bindenden Proteinen teilt, die
ebenfalls zur Serpin-Superfamilie gehdren, wird vermutet, dass ein gemeinsames [-Fass-
Strukturmotiv als eine moégliche Interaktionsstelle fiir andere Molekdle fungiert (Ehlers 2014; Huber
& Carrell 1989). So steht dieses Strukturmotiv im Verdacht, fur die Assoziation von AAT und
Cholesterol in lipid rafts verantwortlich zu sein (Lewis 2012). Neben dem B-Fass-Strukturmotiv gaben
auch drei Glykosylierungsstellen in der Struktur des Proteins Anlass zu Untersuchungen, die zeigten,
dass eine Bindung von IL-8 an einer oder mehrerer dieser Glykosylierungsstellen erfolgt (Bergin et al.
2010; Huber & Carrell 1989). Weitere Bindungspartner kénnen HSP sein (Finotti & Pagetta 2004).

1.7.5 Entkopplung der Anti-Proteasefunktion und der anti-inflammatorischen
Eigenschaften

Es ist nicht vollstandig von der Hand zu weisen, dass die anti-inflammatorischen Effekte von AAT
durch dessen Anti-Proteasefunktion vermittelt werden, da die Freisetzung und Aktivitdt von Proteasen
wahrend Entziindungsprozessen zum Fortbestehen eben dieser beitragen (Ehlers 2014). In isolierten
PBMC induziert AAT die Produktion von IL-1Ra, was hauptsachlich durch die Aktivierung des
serpin-enzyme complex-Rezeptors vermittelt zu sein scheint und die Beteiligung der Anti-
Proteasefunktion von AAT bei anti-inflammtorischen Prozessen betont (Tilg et al. 1993). Auf der
anderen Seite gibt es zahlreiche Untersuchungen, die eine Entkopplung der anti-inflammatorischen
Eigenschaften von der Anti-Proteasefunktion postulieren. Hierbei wird die immunmodulatorische
Wirksamkeit von oxidiertem AAT betont, welchem die Anti-Proteasefunktion fehlt (Ruta Aldonyte
2004; Churg et al. 2001; Aldonyte et al. 2004). Es ist sowohl die native als auch die oxidierte Form
von AAT in der Lage, die LPS-induzierte TNFo und IL-1B-Freisetzung aus Monozyten zu inhibieren
und gleichzeitig die Freisetzung von IL-10 zu verstérken (Janciauskiene et al. 2004), was fiir eine
Entkopplung beider Funktionen spricht. Auch andere Serpine zeigen &hnliche Funktionsweisen.
Beispielsweise wird Uber anti-inflammatorische Eigenschaften des secretory leucocyte protease
inhibitors berichtet, welche ebenfalls von der Anti-Proteasefunktion entkoppelt sind (Zhang et al.
1997).

Neben den immunmodulatorischen Eigenschaften des Volllangenproteins wurden auch
Untersuchungen mit Proteinfragmenten von AAT in diesem Kontext durchgefthrt. Hierbei ist das aus
36 Aminosduren bestehende, C-terminale Peptidfragment (C-36) zu nennen, welches nach der
Komplexierungsreaktion von AAT und einer Serinprotease als pro-inflammatorisches Spaltprodukt
entstehen kann (Ehlers 2014). C-36 flhrte in vitro zur Aktivierung von Neutrophilen und zur
monozytdren Freisetzung von pro-inflammatorischen Zytokinen (Janciauskiene et al. 2001;
Subramaniyam et al. 2006). Interessanterweise wirkt C-36 auf monozytare Zellen als schwacher LPS-
ahnlicher Agonist, denn in der Abwesenheit von LPS stimuliert C-36 die Freisetzung von TNFa und
IL-1B, wéhrend es in der Anwesenheit von LPS die Induktion der Zytokinfreisetzung antagonisiert

(Subramaniyam et al. 2006). Somit wird C-36 im Sinne der Immunmodulation eine kontextabhangige,
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duale Rolle zugeschrieben (Ehlers 2014). Demnach kann gesagt werden, dass viele anti-
inflammatorische Effekte von AAT unabhéngig von dessen Anti-Proteaseaktivitat vermittelt werden,
da sie sowohl durch oxidierte als auch fragmentierte Varianten von AAT induziert werden kdnnen
(Ubersicht siehe (Jonigk et al. 2013b).

1.7.6 AAT-Mangel

Hereditare AAT-Mangel sind durch Mutationen im SERPINA1-Gen begriindet. Bisher wurden Utber
100 Polymorphismen des Gens identifiziert, die in einer Dysfunktionalitdt oder einer starken
Reduktion der Plasmakonzentration resultieren kdnnen (Cazzola et al. 2020). Eine drastische
Reduktion der Plasmakonzentration wird bei homozygoten Tragern des Z-Allels beobachtet,die eine
dysfunktionalen Variante des Proteins exprimieren. Diese Z-Variante ist fehlgefaltet und polymerisiert
stark, sodass es zur Proteinakkumulation im endoplasmatischen Retikulum in Hepatozyten kommt und
nur wenig Protein im Plasma ankommen kann. Homozygote Tréger dieses AAT-Allels werden mit
dem Genotyp ZZ beschrieben, wohingegen homozygote Trager des Wildtyp-Allels mit dem Genotyp
MM bezeichnet werden (Karatas & Bouchecareilh 2020). Ein genetisch-bedingter AAT-Mangel (a!-
antitrypsin deficiency, AATD) ist mit dem Auftreten chronischer Lungen- und Lebererkrankungen
verbunden und betrifft etwa einen von 5000 Menschen (Karatas & Bouchecareiln 2020). Die
Behandlungsstrategie fur Patienten mit frihzeitig auftretendem Lungenemphysem und AATD ist eine
Augmentationstherapie (Cazzola et al. 2020). Hierzu werden Patienten mit aus Plasma gewonnenem
AAT augmentiert, das in Deutschland unter den Namen Prolastin® (Grifols, Deutschland) oder
Respreeza® (CSL Behring, Deutschland) vertrieben wird. Die konventionelle Anwendung von AAT-
Praparaten wurde bereits in vielen klinischen Studien evaluiert (Torres-Durén et al. 2018). Hierbei
wird hauptsdchlich die Progression des Lungenemphysems behandelt. Interessanterweise ist ein
AATD oft mit dem zuséatzlichen Auftreten von inflammatorischen Erkrankungen assoziiert, die sich
unter Augmentationstherapie besonders stark verbessern. Patienten mit AATD-assoziierter
Panninculitis beispielsweise erfahren unter der AAT-Augmentation eine deutliche Besserung (Furey et
al. 1996; Gross et al. 2009). Neben Panninculitis wurde der AATD mit inflammatorischen
Erkrankungen wie Asthma, Bronchiektasie, rheumatoider Arthritis, Psoriasis, chronischer Urticaria,
Glomerulonephritis, Pankreatitis, multipler Sklerose oder Fibromyalgie in Verbindung gebracht
(Janciauskiene et al. 2011). Eine unkonventionelle Anwendung der AAT-Augementationstherapie
zeigte bereits bei der Behandlung von Diabetes, rheumatoider Arthritis, cystischer Fibrose, der
TransplantatabstoBung, multipler Sklerose oder der Graft-versus-Host-Erkrankung Erfolge (Lewis
2012; Blanco et al. 2011). Auch wenn kein genetischer AATD vorliegt, kann AAT modifiziert oder
inaktiviert werden und ein lokaler oder systemischer AAT-Mangel entstehen. Auch Uber eine
Behandlung eines solch erworbenen AAT-Mangels durch Augmentationstherapie wird diskutiert

(Janciauskiene et al. 2013).
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1.7.7 Wirkung von AAT auf die monozytare IL-1B-Freisetzung

An PBMC wurde die AAT-vermittelte Inhibition einiger LPS-induzierter pro-inflammatorischer
Zytokine gezeigt (Janciauskiene et al. 2004). Der zugrundeliegende Mechanismus beinhaltet den
Anstieg der intrazellularen cAMP-Konzentration sowie daraus resultierende Verénderungen der
Oberflachenexpression von CD14 (Churg et al. 2001; Janciauskiene et al. 2007; Nita et al. 2007). Die
Arbeiten von Janciauskiene et al. 2004 und Nita et al. 2005 untersuchten die LPS-induzierte
Freisetzung von IL-1p aus PBMC nach 18 Stunden. Hierbei konnte eine deutliche Inhibition sowohl
durch Prolastin®, als auch durch aus gesunden Probanden frisch isoliertes AAT beobachtet werden
(Janciauskiene et al. 2004; Nita et al. 2005). Pott et al. 2009 konnte ebenfalls eine Inhibition der

spontanen IL-1B-Freisetzung aus Vollblut nach 18 Stunden nachweisen (Pott et al. 2009).

Die Inhibition der ATP-induzierten Freisetzung von IL-1 aus Monozyten wurde von Siebers et al.
2018 untersucht. Diese Arbeit konnte zeigen, dass AAT die ATP-induzierte, Inflammasom-abhéangige
IL-1B-Freisetzung aus monozytaren Zellen inhibiert (Siebers et al. 2018). Diese Arbeit liefert erstmals
ein Erkl&rungsansatz, der die zugrundeliegenden Mechanismen der Inhibition der monozytéren IL-1p-
Freisetzung durch AAT beschreibt. Hierbei inhibieren physiologische Konzentrationen von AAT die
ATP-induzierte IL-1B-Freisetzung aus monozytaren U937-Zellen, PBMC und CD14*-Monozyten
(Siebers et al. 2018). Prolastin® sowie aus gesunden Probanden frisch isoliertes AAT zeigen hier eine
deutliche Aktivitat. Wie in Abbildung (Abb.) 1 gezeigt, scheint AAT mechanistisch an den scavenger-
Rezeptor CD36 zu binden, dessen Oberflachenexpression auf Monozyten bereits beschrieben wurde
(Janciauskiene et al. 2001; Siebers et al. 2018). Die Aktivierung von CD36 flhrt weiterhin zur
Aktivierung der Ca**-unabhangigen Phospholipase-A2p (iPLA2B) und zur Freisetzung eines
niedermolekularen Faktors, welcher wiederum cholinerge Aktivitat aufweist (Siebers et al. 2018). Die
Identitat dieses Faktors ist bisher unbekannt und dieser wird daher als Faktor-x bezeichnet. Die
Stimulation von nAChR durch Faktor-x 16st wiederum unkonventionelle, metabotrope Effekte aus, die
die ATP-induzierte lonenkanalfunktion des P2X7-Rezeptors inhibieren und dadurch die Freisetzung
von IL-1pB verhindern (Siebers et al. 2018). Experimente an U937-Zellen konnten zeigen, dass die
NAChR-Untereinheiten 09 zusammen mit a10 oder a7 unverzichtbar fiir die Inhibition der ATP-
induzierten IL-1p Freisetzung durch AAT sind (Abb. 1, (Siebers et al. 2018). Eine andere Arbeit
beobachtete &dhnliche Ablaufe bei der Inhibition der ATP-induzierten IL-1p-Freisetzung aus
Monozyten durch eine weitere Anti-Protease (Zakrzewicz et al. 2019). Diese Arbeiten gaben Anlass

zu weiteren Untersuchungen, deren Fragestellungen im néchsten Abschnitt erlautert werden.
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Abbildung 1: Schematische Zusammenfassung der al-Antitrypsin(AAT)-induzierten Inhibition
der ATP-vermittelten Inflammasomaktivierung und Freisetzung von Interleukin-1g (IL-1g). Die
Aktivierung des Toll-like Rezeptors 4 (TLR4) durch Lipopolysaccharid (LPS) induziert die
Expression der Vorlduferproteins pro-IL-1p durch die Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-«xB.
Die Aktivierung des ATP-sensitiven P2X7-Rezeptors bedingt die Inflammasom-vermittelte Aktivitat
der Caspase-1, die wiederum die Spaltung von pro-IL-1p zu reifem IL-1f induziert. Inhibiert wird
dieser Signalweg durch AAT, welches an den scavenger-Rezeptor CD36 bindet und damit die Ca**-
unabhéngige Phospholipase-A23 (iPLA2pB) aktiviert, welche wiederum die Produktion eines
niedermolekularen Faktors mit cholinerger Aktivitat (Faktor-x) induziert. Die Freisetzung des Faktor-
x aktiviert nikotinische Acetylcholinrezeptoren (NAChR) bestehend aus den Untereinheiten o9, 10
und/oder o7, welcher wiederum die Aktivierung des ATP-sensitiven P2X7-Rezeptors (P2X7) und
damit die Reifung von pro-IL-1p inhibiert. Modifiziert nach Siebers et al. 2018.

1.8 Die Fragestellungen der vorliegenden Arbeit

Wie zuvor beschrieben, verdeutlichen immer mehr Untersuchungen die anti-inflammatorischen
Eigenschaften von AAT neben seiner Anti-Proteasefunktion (siehe Abschnitt 1.7.4). Die Fahigkeit zur
Inhibition der IL-B-Freisetzung aus monozytdren Zellen ertffnet die Moglichkeit, AAT-Préparate wie
Prolastin® und Respreeza® in unkonventionellen Anwendungsgebieten, etwa zur Pravention eines IL-
1B-vermittelten SIRS einzusetzen, das nach einer CPB-Operation auftreten kann. Aus diesem Grund

wurden in der vorliegenden Arbeit folgende Untersuchungen unternommen:

(i)  Charakterisierung von endogenem AAT aus gesunden Probanden sowie CPB-Patienten.
Zunéchst wurde der Frage nachgegangen, ob eine AAT-Augmentation zur Pravention eines IL-
1B-vermittelten SIRS nach CPB-Operation geeignet sein kdnnte. Eine AAT-Augmentation
wéhrend einer CPB-Operation wére jedoch nur dann begriindet, wenn das endogene AAT des
Patienten wahrend der Operation seine Fahigkeit verliert, die monozytdre IL-1B-Freisetzung zu
inhibieren. Ein solch erworbener AAT-Mangel ist durch einen schweren operativen Eingriff
einer CPB-Operation denkbar. Durch die Aktivierung von Neutrophilen, die Freisetzung von

Proteasen und ROS sowie die hdmodynamischen Verdnderungen, die wahrend der Operation
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(i)

(iii)

auftreten, kénnte das endogene AAT nicht mehr vollstdndig in der Lage sein, den systemischen
Anstieg an IL-1B zu inhibieren und damit die Entwicklung eines SIRS gefordert werden.
Demnach wiirde nur ein erworbener AAT-Mangel eine AAT-Augmentation zur Pravention
einer systemischen Entziindungsreaktion durch CPB-Operation rechtfertigen. Um diese
Hypothese zu Uberprifen, wurden folgende Versuche unternommen: Endogenes AAT wurde
durch Affinitatschromatografie aus dem Plasma gesunder Spender oder CPB-Patienten
gewonnen und anschlieBend in vitro untersucht. Um eventuelle Verdnderungen in der
Funktionalitat feststellen zu konnen, wurden CPB-Patienten im zeitlichen Verlauf einer
Operation Blut abgenommen. Zur Untersuchung der Anti-Proteaseaktivitdt wurde das
gewonnene AAT mit NE komplexiert und mittels Comassie-Farbung visualisiert. Zur
Untersuchung der inhibitorischen Aktivitat auf die ATP-induzierte IL-1B-Freisetzung aus
Monozyten wurde das gewonnene AAT zusammen mit ATP auf eine mit LPS vorstimulierte

monozytdre Zelllinie gegeben und die freigesetzte IL-1B-Konzentration ermittelt.

Charakterisierung der inhibitorischen Aktivitat kommerzieller AAT-Praparate und deren
oxidierten Varianten auf die IL-1p-Freisetzung aus Monozyten.

Ein weiteres Problem stellt die enorme Heterogenitat der kommerziell erhaltlichen AAT-
Préparate dar, die sich hinsichtlich ihrer Proteinmodifikation und -reinheit stark unterscheiden
(siehe Ubersicht (Boerema et al. 2017). Diese Untersuchungen konnten zeigen, dass sich der
Oxidationsgrad der jeweiligen AAT-Préparate stark unterscheidet. Der Oxidationsgrad von
AAT wiederum scheint stark mit dessen inflammatorischer Modulationsfahigkeit in Verbindung
zu stehen. Daher ergab sich fur die vorliegende Arbeit folgende Vorgehensweise: Die in
Deutschland zugelassenen AAT-Préaparate Prolastin® und Respreeza® sowie das aus gesunden
Probanden aufgereinigte AAT wurden zundchst chemisch oxidiert. Native sowie oxidierte
AAT-Praparate wurden anschlielend zusammen mit ATP auf mit LPS vorstimulierte,
monozytdre Zellen gegeben und die IL-1B-Freisetzung bestimmt. Die inhibitorische Kapazitat
wurde im Anschluss durch die Erstellung von Dosis-Wirkungskurven charakterisiert und

miteinander verglichen.

ldentifizierung des AAT-vermittelten Faktors mit cholinerger Aktivitat (Faktor-x).

In Vorarbeiten (Siebers et al. 2018) wurde gezeigt, dass monozytare Zellen auf eine Stimulation
mit AAT mit einer Aktivierung der iPLA2P reagieren, die wiederum zur Produktion eines
freigesetzten Faktors beitragt, welcher cholinerge Aktivitat aufweist (Abb. 1). Die chemische
Identitat dieses freigesetzten Faktors ist bis heute unaufgeklért. Vereinfachend wird in der
vorliegenden Arbeit im Zusammenhang mit diesen freigesetzten Molekiilen nachfolgend von
einem ,,Faktor-x“ gesprochen, was jedoch die Anwesenheit mehrerer, aktiver Molekiile nicht
ausschlieft. Das Wissen iiber die Beteiligung der iPLA2B trug im Wesentlichen zur
Eingrenzung des gesuchten Faktor-x bei: Da Phosphatidylcholine Substrate der iPLA2f sind
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(O'Donnell et al. 2018), konnten deren Metabolite als Kandidaten fur den Faktor-x in Frage
kommen. Die Hydrolyse von Phosphatidylcholinen durch iPLA2f erfolgt stets durch die
Spaltung der Esterbindung an der sn2-Position, wodurch freie Fettsduren und PC-haltige
Metabolite wie LPC entstehen (O'Donnell et al. 2018) (Abb. 2). Somit kdnnte es sich bei den
aktiven Komponenten des Faktor-x entweder um PC-haltige Metabolite von
Phosphatidylcholinen oder freie Fettsauren handeln (Siebers et al. 2018). Um sich der Identitat
des AAT-vermittelten Faktor-x zu néhern, wurde zunéchst die inhibitorische Aktivitat
unterschiedlicher PC-haltiger Metabolite der iPLA2B und freie Fettsduren auf die IL-1B-
Freisetzung aus monozytaren Zellen untersucht. Sofern eine inhibitorische Aktivitét
festzustellen war, wurden die Rezeptorbedirfnisse der inhibitorisch aktiven Substanzen durch
die Verwendung von spezifischen nAChR-Antagonisten und small-interfering RNA (SiRNA)

ermittelt und mit den Rezeptorbedirfnissen des AAT-vermittelten Faktor-x verglichen.
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Abbildung 2: Enzymatische Spaltung eines Phosphatidylcholins an der sn2-Position durch die
Ca’*-unabhangige Phospholipase-A2p (iPLA2B). In (A) dargestellt ist ein Phosphatidylcholin,
welches an der sn2-Position durch iPLA1p hydolysiert werden kann. In (B) dargestellt die Produkte
der Hydrolyse durch iPLA2p, ein Lysophosphatidylcholin und eine variierende freie Fettsdure, in
diesem Fall Docosahexaenséure (DHA). Modifiziert nach O’Donnel et al. 2018.
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2 Material und Methoden

2.1 Gerate und Verbrauchsmaterialien

Tabelle 1: Gerate und Verbrauchsmaterialien

Artikel

Firma

10 ml Réhrchen
24-well-Mikrotiterplatten
50 ml Rohrchen
96-well-Mikrotiterplatten

AlphaDigiDoc Software (1201)

Amersham Hyperfilm—-Rontgenfilm (TM ECL)
Amicon®-Ultrafiltrationseinheit (Ultra 0.5 ml)
Analysewage, AE 100

Blotting-Kammer

Brutschrank Heracell 240i CO2-Inkubator
Brutschrank/Warmeschrank

ChemiDoc MP Imaging Device

Einmalkantlen

Einmalspritze

Elektrophoresekammer

GieRapparatur

GraphPad Prism® Software (Version 6)

IBM SPSS Statistiksoftware (Version 25)
Infinite® M200 Spektrophotometer

Mikroskop Laborlux D

Mikroskop Labovert
Mikrotiterplatten-Photometer FluoStar Optima®
NanoDrop 1000

Netzgerate

Nucleofector Device 11

pH-Meter, Ultra Basic UB-10

Greiner Bio-One, Frickenhausen,
Deutschland

Greiner Bio-One
Greiner Bio-One

Greiner Bio-One

Genetic Technologies, Inc., Salt Lake City
UT, USA

GE Healthcare Life Sciences, Chicago, IL,
USA

Merck, Darmstadt, Deutschland
Mettler/Toledo, Gieflen, Deutschland

von Keutz, Reiskirchen, Deutschland

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA

Thermo Fisher Scientific

Bio-Rad, Hercules, CA, USA

B. Braun, Melsungen, Deutschland
B. Braun

von Keutz

von Keutz

GraphPad Software, La Jolla, CA, USA
IBM, Armonk, NY, USA

Tecan, Méannedorf, Schweiz

Leitz, Wetzlar, Deutschland

Leitz

BMG Labtech, Offenburg, Deutschland

Peqglab Biotechnologie, Erlangen,
Deutschland

von Keutz

Lonza Cologne GmbH, Kéln, Deutschland

Denver Instruments, Gottingen,
Deutschland
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Pipette Pipetman 10 - 100

Pipette Reference (0,5 - 10, 10 — 100, 100 - 1000)
Poly-prep chromatography columns

Precision Plus Protein™ Dual Color Standard
PVDF Membran, Immobilon-P

Scanner Canon 9000F Mark 11
Sicherheitswerkbank Zellkultur Class Il ENA 2
S-Monovette® Heparinrohrchen
Statistiksoftware R (Version 3.6.1)

Sterilfilter (0,22 pm)

Thermal Cycler G-Storm GS482

Ultraschallbad Sonorex Super RK102H
Vektorgrafiksoftware Inkscape

Vortex Mixer REAX 2000

Wasserbad

Wippschuttler

Zahlkammer Neubauer Tiefe: 0,1 mm 0,0025 mm?

Zentrifuge Rotina 420R

Gilson, Middleton, WI, USA
Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Bio-Rad

Bio-Rad

Merck

Canon, Krefeld, Deutschland
Nuaire, Plymouth, MN, USA
Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland
Freie Software

Merck, Millipore

AlphaMetrix Biotech, Rddermark,
Deutschland

Bandelin, Berlin, Deutschland
Freie Software
Heidolph, Schwabach, Deutschland

Kottermann, Uetze/Hanigsen, Deutschland

Kobe Labor- und Krankenhausbedarf,
Marburg, Deutschland

Laboroptik, Friedrichsdorf, Deutschland

Hettich, Tuttlingen, Deutschland

2.2 Reagenzien

Tabelle 2: Reagenzien

Artikel

Firma

[V11L;V16D]ArIB (*)

1-Palmitoyl-sn-Glycero-3-Phosphocholin
(LPC) (*)

2°(3°)-O-(4-Benzoylbenzoyl)adenosin-5’-triphosphat

(BzATP) (+)
B-Mercaptoethanol > 99 %

Acrylamidlosung (Rotiphorese Gel 30, 30 %
Acrylamid, 0,8 % Bisacrylamid, 37, 5:1)

al-Antitrypsin (AAT) Select®-Medium
a-Bungarotoxin (a-Btx) (*)
Amaxa® Nucleofector Kit C

Ammoniumpersulfat (APS) > 98 %, p.a.

zur Verfugung gestellt von M. Mcintosh
Merck, Sigma-Aldrich

Jena Bioscience, Jena, Deutschland

Merck, Sigma-Aldrich, Darmstadt,
Deutschland

ROTH®

GE Healthcare Life Sciences
TOCRIS, Wiesbaden, Deutschland
Lonza Cologne GmbH

Merck, Sigma-Aldrich
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Aqua dest. (ddH,0)

Bovine serum albumin (BSA) Standardklasse,
Fraktion V (*)

Bromphenolblau Natriumsalz
Comassie Blue (Brilliant Blue R 250) (#)
Proteaseinhibitor (compete™ mini)

CytoTox96 non-radioactive cytotoxicity assay

Dinatriumhydrogenphosphat > 99,8 % (Na,HPOy,)

Docosahexaensdure (DHA) (#)

Elastasesubstrat (N-succinyl-Ala-Ala-Ala-p-
nitroanilid)

Entwicklerlosung

Essigsaure 96%, p.a.

Ethanol > 99,9 %, p.a.

Fixierlésung

Fotales Kélberserum (FCS)

Glycerin > 98,5 %, p.a.

Glycin > 99 %

Human IL-1p DuoSet® ELISA

Isopropanol > 99,9 %, p.a.

Kaliumchlorid > 99,8 % (KCI)
Kaliumhydrogenphosphat > 99,8 % (KH,PO,)
L-Glutamin

Lipopolysaccharid (LPS, L2654) aus E.coli (*)
Lumi-Light Western Blotting Substrat
L-a-G-PC (GPC) (*)

Magnesiumchlorid (MgCl,), > 99,9 %, p.a.

Methanol, > 98,5 %, p.a.

N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin (TEMED) >

98,5 %, p.a.
Natriumacetat

Natriumchlorid (NaCl) > 99,8 %

Natriumlaurylsulfat (SDS) > 99,5 %

B.Braun, Melsungen, Deutschland
Serva, Heidelberg, Deutschland
ROTH?®, Karlsruhe, Deutschland
Merck, Sigma-Aldrich

Roche, Basel, Schweiz

Promega, Madison, WI, USA
Merck, Sigma-Aldrich

Merck, Sigma-Aldrich

Merck

Adefo-Chemie, Dietzenbach, Deutschland
Riedel-de Haen, Seelze, Deutschland
Merck, Sigma-Aldrich
Adefo-Chemie

Biochrome, Berlin, Deutschland
Merck, Sigma-Aldrich

ROTH®

R&D Systems® a biotchne® brand,
Minneapolis, MS, USA

Merck, Sigma-Aldrich
ROTH®
Merck, Sigma-Aldrich

Gibco™ Life Technologies, Thermo
Fischer Scientific

Merck, Sigma-Aldrich
Roche

Merck, Sigma-Aldrich
ROTH®

Merck

ROTH®

ROTH®

Merck, Sigma-Aldrich
ROTH®
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N-Chlorosuccinimid, 98 % p.a.

Neutrophile Elastase (NE)

Merck, Sigma-Aldrich
Merck

ON-TARGETplus CHRNA7/9/10 siRNA
SMARTpool

ON-TARGETDplus non-targeting pool

Dharmacon Inc., Lafayette, CO, USA

Dharmacon Inc.

Gibco™ Life Technologies, Thermo

Phoshate-buffered saline (PBS) Fischer Scientific

Pierce™ BCA protein assay Kit Thermo Fisher Scientific

Proteinase-3 (PR3) Merck

zur Verfugung gestellt von M. Mclintosh,
Salt Lake City, UT, USA

Gibco™ Life Technologies, Thermo
Fischer Scientific

Salzsaure (HCI), 96 %o, p.a. Merck

RgIA4 (%)

RMPI-1640-Medium

SERPINA1 ELISA Abbexa Ltd., Cambridge, UK
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (Tris) > 99,9 %, ROTH®

p.a.
Trypanblau Merck, Sigma-Aldrich
Tween-20 Merck

(*) gel6st in ddH,0, (#) geldst in Methanol, (+) gel6st in ddH,O und PBS (1:1).

2.3 Patientenmaterial

Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Blutproben wurden innerhalb der klinischen Studien unter
prifartzlicher Aufsicht von Herrn Dr. Christian Koch (DRKS, klinische Prifnummer 00010959) und
Herrn Dr. Andreas Hecker gewonnen. Die Studien wurden durch die Ethikkommission des
medizinischen Fachbereichs der Justus-Liebig-Universitat Gielen, Deutschland genehmigt (AZ 30/16,
AZ 81/13) und in Ubereinstimmung mit der Deklaration von Helsinki durchgefiihrt. Jeder Patient
wurde von einem Priifarzt aufgeklart. Eine schriftliche Einverstandniserklarung unter Selbstauskunft
wurde von jedem Patienten, gesunden Probanden oder einem gesetzlichen Vertreter des Patienten
unterschrieben. Die Probandenkohorte bestand aus tiber 18-jahrigen, gesunden und nicht rauchenden
Méannern aus einer  Subkohorte einer  prospektiven  Single-Center-Pilotstudie.  Die
Patientencharakteristika wurden in Tabelle (Tab.) 3 zusammengefasst. Eingeschlossen wurden
méannliche sowie weibliche Patienten Uber 18 Jahren mit einer Indikation fiir eine CPB einschlieRende
koronare Bypass-Operation und einer erwarteten Operationsdauer von ber 2 Stunden. Patienten, die
eine Herzklappen-Operation bendtigten, wurden ausgeschlossen. Weitere Ausschlusskriterien waren
Arrhythmien, Schwangerschaft, Teilnahme in weiteren interventionellen Studien, Infektionen oder
Autoimmunerkrankungen,  immun-suppressive  oder  -modulierende  Medikationen,  eine
linksventrikuldren Auswurffraktion unter 30 % oder eine renale Dysfunktion. Die Blutabnahme

erfolgte 15 min nach Einleitung der Anésthesie, 15 und 60 min nach Anschluss an den extrakorporalen
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Kreislauf sowie 15 min nach Beenden des extrakorporalen Kreislaufs. Die Anésthesie sowie alle
operativen Verfahren erfolgten nach lokal standardisiertem Protokoll. Die Blutabnahme erfolgte in ein
Monovette®-Heparinréhrchen, welches anschlieRend 10 min bei 4°C und 2000 g zentrifugiert wurde.

Das Blutplasma wurde aliquotiert und bei -80°C gelagert.

Tabelle 3: Patientencharakteristika (n = 15)

Alter (Jahren)
Mannliches Geschlecht (n/%o)
GroRe (m)
Korpergewicht (kg)
BMI
Vorerkrankungen
Hypertonie (n/%)
Akuter Myokardinfarkt (n/%)
Klappenerkrankung (n/%)
Schlaganfall (n/%)
Chronische Niereninsuffizienz (n/%)
Hepatische Insuffizienz (n/%)
Diabetes (n/%)
Rauchen (n/%)
Laborbefunde
Leukozytenzahl (x 1000/ul)
Héamoglobin (g/dl)
Thrombozyten (x 1000/ul)
INR
Fibrinogen (g/l)
aPTT (sec)
Kreatinin (mg/dl)
Harnstoff (mg/dl)
CK (Ul
Troponin | (ug/l)
C-reaktives Protein (mg/dl)

64 (52 - 75)

13 (86,6)
1,73 (1,64 — 1,83)
83,5 (78 — 120)
27,65 (23,1 - 35,8)

14 (93,3)
4 (26,6)
2 (13,3)
3(20)
2 (13,3)
9
6 (40)
6 (40)

77 (4-11,1)
13,9 (11,1 - 15,7)
263 (140 — 360)
1(0,9-1,1)
3,5 (2,9 - 4,4)
28 (22 — 37)
0,9(0,7-29)
20 (18 - 56)
88 (55 — 226)
0,0125 (0 - 0,14)
2,04 (0.5 — 15,24)

Werte sind dargestellt als Median oder Anzahl n (%), aPTT,
activated partial thromboplastin time; BMI, body mass index; CK,
Creatinkinase; INR, international normalized ratio.
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2.4 Zelllinie U937

Die humane, monozytare Lymphom-Zelllinie U937 wurde vom Leibniz-Institut DSMZ-Deutsche
Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (DSMZ, Braunschweig, Deutschland)
bezogen und mit 10 % fotalem Kalberserum (FCS) sowie 2 mM L-Glutamin supplementiertem RPMI-
1640-Medium bei 37°C und 5% CO,-Sattigung kultiviert. Das Wechseln des mit FCS und L-
Glutamin supplementiertem RPMI-Mediums sowie das Passagieren der U937-Zellen wurden alle drei
Tage vorgenommen. Alle experimentellen Vorhaben sowie das Passagieren der Zellen wurden unter
sterilen Bedingungen durchgefiihrt. In der exponentiellen Zellwachstumsphase wurden 1 x 10°
Zellen/ml in 24-well-Mikrotiterplatten ausgesat und mit 1 pg/ml/1 x 10° Zellen LPS aus Escherichia
coli fur 5 Stunden bei 37°C und 5 % CO, vorinkubiert. Danach folgte eine Stimulation mit 2°(3’)-O-
(4-Benzoylbenzoyl)adenosin-5’-triphosphat (BzATP) mit einer Konzentration von 100 uM fiir 30 min
bei 37°C und 5 % CO,-Sattigung. AnschlieRend wurden die Zellen zentrifugiert, um Zellen und
Zelluberstande voneinander zu trennen. Der Zell-freie Zellkulturiiberstand wurde abgenommen und

bis zur IL-1pB- sowie Lactat-Dehydrogenase (LDH)-Messung bei -20°C gelagert.

2.4.1 Transfektion von U937-Zellen

Eine Transfektion mit siRNA erfolgte nach Herstellerangaben mittels Elektroporation mit dem
Nukleofector Device 1l und dem Amaxa® Cell Line Nucleofector Kit C fiir U937-Zellen. Dafiir
wurden 1 x 10° Zellen mit 30 pmol ON-TARGETplus siRNA fiir CHRNA7, -9 und -10 transfiziert.
Als Kontrolle erfolgte die Transfektion mit unspezifischer ON-TARGETplus non-targeting pool
siRNA. Nach 48 Stunden erfolgte das experimentelle VVorgehen, welches in Abschnitt 2.5 genauer

erlautert wird.

2.5 Experimentelles Vorgehen zur Untersuchung der IL-1B-
Freisetzung

2.5.1 Stimulation der U937-Zellen

Die Zellzahlung von 10 pl Zellsuspension erfolgte in einer Vitalfarbelosung mit Trypanblau im
Verhéltnis 1:10 mittels Neubauer Z&hlkammer. Alle Experimente zur Untersuchung der IL-1pB-
Freisetzung aus U937-Zellen folgten dem in Abb. 3 dargestellten Versuchsschema. Die Zellen wurden
zunéchst mit 1 pg/ml LPS bei 37°C im Brutschrank vorstimuliert. Danach erfolgte bei 37°C und 5 %
CO, eine 30-miniitige Stimulation mit BzATP (100 pM) und der fur den jeweiligen Versuch
eingesetzten Substanz oder dem Substanzgemisch. Als Kontrollansatze dienten jeweils eine alleinige
LPS-Stimulation, eine LPS- und BzATP-Stimulation sowie keinerlei Stimulation. Eine Zentrifugation
von 500 g fur 8 min bei 4°C ermdglichte die Trennung von Zellen und Zelltiberstdnden. AnschlieRend
erfolgte die Abnahme der Zelliberstdnde und die Messung der IL-1B-Konzentration mit Hilfe eines

enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) sowie die Messung der der LDH-Konzentration.
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LPS BzATP
U937 | 5h | 30min__ 1B ELISA
Zellen | I LDH-Messung

Abbildung 3: Versuchsschema zur Stimulation der U937-Zellen. Ausgesate Zellen wurden
zunachst mit Lipopolysaccharid (LPS) 5 Stunden (5 h) bei 37°C und 5 % CO,-Sattigung im
Brutschrank inkubiert. Danach erfolgte eine 30-minitige Stimulation mit 100 puM 2°(3”)-0O-(4-
Benzoylbenzoyl)adenosin-5’-triphosphat (BzATP) und der fir den jeweiligen Versuch eingesetzte
Substanz oder das Substanzgemisch. Anschlielend erfolgte eine Zentrifugation, die Abnahme der
Zellkulturiiberstdande und die Bestimmung der Interleukin-1p (IL-1p)-Konzentration Uber einen
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) sowie die Messung der Lactat-Dehydrogenase (LDH)-
Aktivitét.

2.5.2 ELISA

Um die Ausschiittung von IL-1p in Uberstinden von U937-Zellen zu messen, wurde ein IL-1pB
DuoSet® ELISA fiir humane Proben nach Herstellerangaben verwendet. Der Nachweisbereich lag bei
1,95 — 125 pg/ml IL-1p. Die Durchfiihrung erfolgte nach Herstellerangaben von R&D Systems®. Zur
Quantifizierung der AAT-Konzentration im Plasma von CPB-Patienten wurde ein SERPINAL ELISA
Kit mit einem Nachweisbereich von 6,25 — 400 ng/ml nach Herstellerangaben verwendet. Die
Quantifizierung des Extinktionssignals erfolgte spektrophotometrisch im Mikrotiterplatten-Photometer

FluoStar Optima® bei einer Wellenlange von 450 nm.

2.5.3 LDH-Messung

Eine Aussage lber die Zytotoxizitat der verwendeten Chemikalien konnte mit Hilfe eines CytoTox96
non-radioactive cytotoxicity assays getroffen werden. Hierbei wurde die Menge an LDH im Uberstand
der U937-Zellen bestimmt, indem nach Herstellerangaben vorgegangen wurde. Ein Referenzwert legte
sich durch die LDH-Konzentration von U937-Zellen fest, die einer vorherigen Lyse unterzogen
wurden und somit eine maximale LDH-Ausschiittung zeigen. Die Herstellung dieser Referenzprobe
(total release) erfolgte stets parallel zu allen Versuchsansatzen, sodass eine Aussage Uber die
Zytotoxizitat der experimentellen Zellbehandlung mdoglich war. Eine Leerprobe wurde durch einen

zellfreien Ansatz generiert.

2.6 Chromatographische Aufreinigung von AAT

Zur Aufreinigung von nativem AAT aus humanen Plasmen gesunder Probanden und CPB-Patienten
wurde eine Affinitatschromatographie mit einem AAT Select®-Medium durchgefiihrt. Das im AAT
Select®-Medium verwendete Antikérperfragment stammt urspriinglich aus der mit AAT
immunisierten Spezies Lama glama. Die Produktion dieser Antikdrperfragmente wurde durch die
Klonierung und Expression in Saccharomyces cerevisae erreicht, sodass ein nicht-tierischer
Herstellungsprozess garantiert werden konnte. Dieses Affinitdtschromatographiemedium wurde zur

Aufreinigung von AAT aus humanem Plasma verwendet.
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2.6.1 Aufreinigung von AAT aus humanem Plasma

Das verwendete Affinitadtschromatographiemedium wurde in poly-prep chromatography columns
eingebracht und mit Bindungspuffer (Tab. 4) versetzt. Vor und nach jedem Probenauftrag erfolgte ein
Waschschritt der Sdule mit 10 ml des Bindungspuffers. Die Lagerung des Affinitdtsmediums erfolgte
bei 4°C im Bindungspuffer. Die chromatographische Aufreinigung von nativem AAT aus Plasmen
gesunder Probanden und CPB-Patienten erfolgte mit Hilfe des AAT Select®-Mediums. Hierzu wurde
die Blutentnahme in ein 7,5 ml M0n0vette®—Heparinrt')hrchen vorgenommen, welches im direkten
Anschluss bei 4°C und 2000 g fiir 10 min zentrifugiert wurde. Der Plasmaanteil wurde abgenommen
und bei -20°C gelagert. Die Plasmaproben wurden auf Eis aufgetaut und direkt mit eiskaltem
Bindungspuffer im Verhaltnis 1.3 verdiunnt. Danach erfolgte eine Sterilfiltration durch einen 0,22 um
Sterilfilter. Der Probenauftrag von 3 ml erfolgte in 1 ml-Schritten, wobei die Durchflussfraktionen
aufbewahrt wurden. Die Elution wurde durch die Applikation des Elutionspuffers (Tab. 4) mit hoher
Magnesiumkonzentration erreicht. Das Eluat wurde in Roéhrchen auf Eis aufgefangen und im
Anschluss durch Amicon®-Ultrafiltration aufbereitet (siehe Abschnitt 2.6.2). Um zu garantieren, dass
sich keine restlichen Proteine in der Saule befinden, wurde nach der Elution ein Abldsungsschritt mit
einem Abldsungspuffer (Tab. 4) von niedrigem pH vorgenommen und anschlieBend erneut mit
Bindungspuffer gespilt, um eine Wiederverwendung der S&ule zu gewahrleisten. Zur Validierung des
Aufreinigungsverfahrens wurden im Anschluss alle Fraktionen auf ihren Protein- sowie AAT-Gehalt
mittels Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) und anschlieRender
Proteinfarbung oder Western-Blot uberpriift (siehe Abschnitte 2.11.3, 2.12 und 2.13).

Tabelle 4: Pufferzusammensetzungen fur die Aufreinigung von AAT aus humanem Plasma

Bindungspuffer Elutionspuffer Abldsungspuffer
20 mM Tris/HCI 20 mM Tris/HCI PBS/HCI

150 mM NacCl 2 M MgCl,

pH 7,4 pH 7,4 pH 2

2.6.2 Pufferaustausch

Nach der Elution aus der Affinitatssaule wurde AAT zunéchst konzentriert und in phosphate-buffered
saline (PBS) Uberfiihrt. Hierzu wurden alle Eluatfraktionen aus der Affinitatsaufreinigung gepoolt und
auf eine Amicon®-Ultrafiltrationsseinheit mit einem cut-off von 10 kDa geladen und dreimal bei 4°C
und 14000 g fir 10 min zentrifugiert. Zwischen jedem Zentrifugationsschritt wurde die Amicon®-
Einheit erneut mit PBS aufgefiillt. Am Ende des Zentrifugationszyklus wurden alle Proben auf ein
identisches VVolumen aufgefillt und anschlieRend die Proteinkonzentration bestimmt (siehe Abschnitt
2.11.2).
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2.7 Proteinoxidation mit N-Chlorosuccinimid

Die chemische Oxidation von AAT erfolgte mit N-Chlorosuccinimid (NCS) in einem Verhdaltnis von
1:25. Hierzu wurde das zu oxidierende Protein in einer Konzentration von 20 mg/ml mit einer 0.1 M
NCS Losung bei pH 8 fir 30 min und Raumtemperatur (RT) inkubiert. AnschlieBend erfolgte die
Abtrennung von NCS durch eine Amicon®-Ultrafiltration mit einem cut-off von 10 kDa. Hierzu wurde
die Ultrafiltrationseinheit zunachst mit einem Aquilibrierungspuffer, bestehend aus 0,05 M Tris/HCI
und 0,15 M NaCl pH 7,4 aquilibriert und anschlieBend mit dem NCS-oxidiertem Proteingemisch
beladen und bei 14000 g fir 5 min und 4°C zentrifugiert. Der Durchfluss wurde verworfen sowie der
Uberstand in der Ultrafiltrationseinheit mit PBS erneut auf 20 mg/ml eingestellt und bei -20°C
gelagert.

2.8 Komplexierung von AAT mit NE

Die Oxidation von AAT mit NCS fuhrt bekanntermalen zur Inaktivierung dessen Anti-
Proteaseaktivitat (Taggart et al. 2000). Aus diesem Grund eignet sich die kovalente Komplexierung
von AAT mit dessen Substrat NE besonders gut, um die Oxidationseffizienz durch NCS sowie die
allgemeine Anti-Proteaseaktivitat unterschiedlicher AAT-Praparationen zu Uberprifen. Hierzu wurde
humane NE zunéchst in einem Lagerungspuffer (50 mM Natriumacetat und 200 mM NaCl, pH 5.5) in
einer Stockkonzentration von 80 UM geldst und bei -20°C gelagert. In einem Reaktionspuffer (100
mM Tris/HCI und 500 mM NaCl, pH 7,4) erfolgte die Komplexierung von AAT und NE im
molekularen Verhéltnis von 1:2 fur 30 min bei 37°C. Abgestoppt wurde die Reaktion durch die
Zugabe des denaturierenden Probenpuffers Il (Tab. 6) und 5 mindtigem Kochen bei 90°C. Um die
Komplexierung beider Proteine zu visualisieren, wurden die Proben in einem SDS-Polyacrylamidgel
aufgetrennt und anschlieend einer Proteinfarbung (Abschnitt 2.12) und einer immunhistochemischen

Farbung mit AAT-Antikorpern (Bethyl) unterzogen.

2.9 Komplexierung von Plasma mit NE und PR-3

Die gesamte Anti-Proteaseaktivitat von Patientenplasma wurde im Labor Molekulare Pneumologie der
Medizinischen Hochschule Hannover ermittelt. Hierzu wurde Plasma mit NE oder PR3 im
molekularen Verhdltnis von 1:1,5 fiir 30 min bei 37°C inkubiert. Die Komplexe wurden auf 90°C
erhitzt und unter nicht-reduzierenden Bedingungen in einem 7,5%igen SDS-Polyacylamidgel
aufgetrennt. Ein immunhistochemischer Nachweis erfolgte mit polyklonalen Antikérpern gegen AAT
(Agilent Dako) im Western Blot-Verfahren.

2.10Aktivitatstest der NE

Die Quantifizierung der NE-Inhibitionskapazitdt von AAT wurde im Labor Molekulare Pneumologie
an der Medizinischen Hochschule Hannover durchgefiihrt. Hierzu wurde Plasma mit NE (4 nM in 100
mM Tris/HCI, pH 8) im molekularen Verhétnis von 1:1,5 bei 37°C fur 5 min vorinkubiert. Danach



Material und Methoden 34

erfolgte  die Zugabe des Elastasesubstrats  N-succinyl-Ala-Ala-Ala-p-nitroanilide  nach
Herstellerangaben. Die Absorption bei 405 nm wurde mit Hilfe des Infinite® M200
Spektrophotometers ausgelesen. Als Positivkontrolle diente eine Probe mit NE und Elastasesubstrat,
auf die alle getesteten Proben normalisiert wurden. Alle Proben wurden doppelt bestimmt.

2.11 Gelelektrophorese
Im Zuge der Analyse von Proteingemischen wurde eine SDS-PAGE durchgefihrt, welche es
ermdglichte, Proteine nach ihrem Molekulargewicht aufzutrennen. Hierzu musste zunéchst eine

Probenvorbereitung vorgenommen und die Konzentration an Proteinen im Gemisch bestimmt werden.

2.11.1 Probenvorbereitung

Die Probenvorbereitung erfolgte in einem Puffersystem (Tab. 5 und 6), welches das Proteingemisch
solubilisiert, denaturiert sowie reduziert und eventuelle Proteininteraktionen auflost. Zum
Probenauftrag in einer SDS-PAGE wurden Probenpuffer 1 und 1l im Verhaltnis 1:1 verwendet und die
Probe anschlielend fiir 8 min auf 70°C erhitzt.

Tabelle 5: Probenpuffer |

Menge Reagenzien

624 ul - Tris/HCI (1 M)
2,3ml 10 % SDS
7,0ml ddH,O

1 Tablette Proteaseinhibitor

Tabelle 6: Probenpuffer Il

Menge Reagenzien

624 pl  Tris/HCI (1 M)
4 ml Glycerin
2,3ml 10 % SDS
1,6 ml  B-Mercaptothanol
Spatelspitze Bromphenolblau
1 Tablette Proteaseinhibitor

2.11.2 Proteinkonzentrationsbestimmung
Um die Proteinkonzentration einer Probe zu messen, wurde der Bicinchoninsdure (BCA)-Test
durchgefiihrt. Zur Durchfiihrung des BCA-Tests wurde ein Pierce” BCA protein assay Kit verwendet

und nach Herstellerangaben verfahren. Die frisch angesetzte BCA-Lbosungen B und C, welche
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zweiwertige Kupferionen und Bicinchoninsdure enthalten, wurden mit der alkalischen BCA-Ldsung A
gemischt. Je 150 pl des Gemischs aus Losung A/B/C wurden in einer 96-well-Mikrotiterplatte mit je
150 pl der 1:200 verdiinnten Probe versetzt und fir 120 min bei 37°C inkubiert. Nach Abkuhlung auf
RT wurde die Extinktion im Fluostar Optima® Mikrotiterplatten-Photometer bei einer Wellenlange
von 550 nm gemessen. Fir jede Probe fand eine Dreifachbestimmung statt. Zur Berechnung der
Proteinkonzentration aus den  Extinktionswerten diente eine  Verdiinnungsreine  von

Rinderserumalbumin (BSA) als Standard.

2.11.3 SDS-PAGE

Die SDS-PAGE diente der Auftrennung von Proteingemischen nach ihrem Molekulargewicht unter
denaturierenden Bedingungen. Zunachst wurde ein 10%iges SDS-Gel in einer vorgefertigten
GielRapparatur herstellt. Das SDS-Gel setzt sich aus zwei Gelanteilen zusammen. Das Sammelgel
(Tab. 7) ermdglicht das initiale Konzentrieren der Probe vor der eigentlichen Auftrennung des
Gemischs im Trenngel (Tab. 8). Der Probenauftrag erfolgte in die vorgefertigten Taschen des Gels.
Zusétzlich erfolgte in jedem Gel die Beladung mit einem angeféarbten Precision Plus Protein™ Dual

Color Standard, der nachfolgend als Marker flir den Proteinstandard bezeichnet wird.

Tabelle 7: Reagenzien zum Giel3en eines Sammelgels

Sammelgel Sammelgel-Puffer
Menge Reagenzien Menge Reagenzien
1,35 ml ddH,O 6,06 g Tris/HCI
790 ul - Sammelgel-Puffer 4ml 10% SDS
312,5 I Acrylamidlésung pH 6,8
565pul  APS
45u1 TEMED Mit ddH,0 auf 100 ml auffillen.

Tabelle 8: Reagenzien zum Giel3en eines 10%igen Trenngels

Trenngel Trenngel-Puffer
Menge Reagenzien Menge Reagenzien
1,83 ml ddH,O 18,16 g Tris/HCI
1,08 ml  Trenngel-Puffer 4ml 10 % SDS
1,46 ml  Acrylamidldsung pH 8,8
774l APS
3ul TEMED Mit ddH,O auf 100 ml aufftllen.
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Der verwendete Laufpuffer (Tab. 9) wurde immer frisch angesetzt und die Proteine zunachst 10 min

bei 90 mV, danach 70 min bei einer Spannung von 120 mV aufgetrennt.

Tabelle 9: Reagenzien zur Herstellung des Laufpuffers

Menge Reagenzien

6,089 Tris
28,84 g Glycin
20 ml 10 % SDS
Mit ddH,0O auf 2 Liter aufftllen.

Nach gelelelektrophoretischer Auftrennung des Proteingemisches konnte entweder eine unspezifische

Proteinfarbung oder eine spezifische Immunfarbung mittels Western-Blot vorgenommen werden.

2.12Proteinfarbung

Zur unspezifischen Proteinfarbung eines in einem SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennten
Proteingemisches wurde der Farbstoff Comassie Brilliant Blue R-250 in einer 3 mM Methanol-
Farbelosung verwendet. Hierbei wurde das Gel 8 min in der Férbeldsung auf einem Wippschiittler
inkubiert und im Anschluss dreimal mit einer Entfarberlosung (Tab. 10) gewaschen. Die
Dokumentation des geféarbten Gels erfolgte mit einem dem ChemiDoc MP Imaging System.

Tabelle 10: Reagenzien zur Herstellung der Entfarberlosung

Menge Reagenzien

500 ml  Methanol
35ml 96 % Essigsaure
Mit ddH,0 auf 1 Liter aufftllen.

2.13Western-Blot

Ein spezifischer Nachweis eines Proteins innerhalb eines Proteingemischs erfolgte durch die Western-
Blot Methode. Nach einer gelelektrophoretischen Auftrennung wurden die Proteine zunéchst auf eine
Polyvinylidenfluorid (PVDF)-Membran (bertragen und dort durch Antikorper detektiert. Die
Detektion des Antigens von Interesse wurde mit einem Primarantikdrper vorgenommen. Ein
Sekundarantikoper erfillte die Uberbriickungsfunktion zwischen Antigen und detektierbarem Signal,
indem er zum einen an den Primarantikorper bindet und zum anderen an ein Reporterenzym gekoppelt
ist. Die horseradish-peroxidase (HRP) wurde dabei als Reporterenzym benutzt, da die Zugabe eines
geeigneten Substrats fir dieses Enzym in einem Lichtsignal resultierte, welches mit Hilfe eines
Rontgenfilms detektiert wurde. Hierzu wurde eine PVDF-Membran zunédchst in Methanol aktiviert,

luftblasenfrei auf das Gel gelegt und mit je einer Lage Filterpapier und 4 Lagen Scotch-Brite-
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Schwimmen aufeinandergeschichtet. Im Anschluss erfolgte die Ubertragung der Proteine in einer
Blotting-Kammer mit 90 mA fir 90 min pro Gel in einem Transferpuffer (Tab. 11). Fir den
immunologischen Nachweis der transferierten Proteine wurde die Membran zundchst eine Stunde bei
RT getrocknet, anschlieRend erneut durch Methanol aktiviert und 10 min in Tris-buffered saline (TBS)
oder PBS &quilibriert (Tab. 12). Um unspezifische Bindungen der Antikorper zu minimieren, wurde
die Membran zun&chst eine Stunde in einer 5 % BSA/TBS- oder 5 % Milchpulver/PBS-L6sung
inkubiert. Die Verwendung der Primér- und Sekundarantikérper ist in Tab. 13 zusammengefasst. Vor
und nach der Verwendung der Sekundarantikdrper erfolgte ein dreimaliger Waschschritt mit 0,1 %
Tween in TBS (TBST) oder PBS (PBST) flr 10 min.

Tabelle 11: Reagenzien zum Herstellen des Transferpuffers

Menge Reagenzien

6g Tris
28,6 g Glycin
10 ml 10 % SDS
400 ml Methanol
Mit ddH,0 auf 1 Liter aufftllen.

Tabelle 12: Reagenzien zum Herstellen einer 10-fach konzentrierten TBS- und PBS-Ldsung

10-fach konzentrierte TBS-Ldsung 10-fach konzentrierte TBS-Ldsung

Menge Reagenzien Menge Reagenzien
249 Tris 80g NaCl
88 g NaCl 2g KCI
14,49 Na,HPO,
249 KH,PO,
pH 7,6 pH 7.4

Mit ddH,0 auf 1 Liter aufftllen. Mit ddH,O auf 1 Liter aufftllen.
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Tabelle 13: Antikorper

Ver- Inkubations-
Antikdrper Klonalitét dinnung  Ldésung dauer Hersteller
Ziege a-AAT polyklonal ~ 1:20000 5 % BSA/TBS uber Nacht Bethyl
©
I .
3 ] Agilent
2 | Kaninchen o-AAT polyclonal ~ 1:50000 5 % Milchpulver/PBS uber Nacht Dak
ako
Kaninchen a-Ziege ]
] ] Agilent
Immunglobulin, polyklonal  1:5000 2,5 % BSA/TBST 90 min Dak
ako
@ | HRP gekoppelt
o
c
2 | Ziege o-Kaninchen- _
B ] . ] Agilent
Immunglobulin, polyklonal  1:5000 2,5 % Milchpulver/PBST 60 min Dak
ako
HRP gekoppelt

a, anti; HRP, horseradish peroxidase; BSA, bovine serum albumin; PBS, phosphate-buffered saline; TBS, Tris-
buffered saline

Der indirekte Nachweis des Proteins iber den HRP-gekoppelten Sekundarantikorper (Tab. 13) erfolgte
mit Hilfe des Lumi-Light-Nachweissystems gemaR Herstellerangaben, wobei die Visualisierung tber
die Belichtung eines Amersham Hyperfilm-Rontgenfilms und die anschlieRende Verwendung der
Entwickler- und Fixiererkonzentrate in 10%igen Eintauchlosungen erfolgte. Die Digitalisierung dieser
Filme erfolgte mit Hilfe eines Canon 9000F Mark Il Scanners. Densitometrische Messungen wurden
mit Hilfe der AlphaDigiDoc-Software vorgenommen.

2.14 Statistik und Datenauswertung

Alle statistischen Auswertungen wurden mit dem Programm GraphPad Prism® (Version 6, GraphPad
Software, La Jolla, CA, USA) oder der IBM SPSS Statistiksoftware (Version 25, IBM, Armonk, NY,
USA) durchgefihrt. Zur statistischen Beurteilung von mehr als zwei unabhangigen Stichproben wurde
zundchst der Kruskal-Wallis-Test durchgefihrt. Bei einem p-Wert kleiner oder gleich 0,05 wurde der
Mann-Whitney-U-Test benutzt, um den Vergleich zweier Gruppen durchzufuhren. Die statistische
Auswertung abhéngiger Stichproben erfolgte durch die Verwendung des Wilcoxon-Rangsummentests.
Als signifikant wurde der Unterschied zweier Gruppen mit einem p-Wert von kleiner oder gleich 0,05
beschrieben. Ein p-Wert groRer als 0,05 wurde als nicht signifikant (n.s.) erachtet. Der exakte Wert
wurde mit ,,p“ angegeben. P-Werte in multiplen Testungen wurden nach Bonferroni-Holm korrigiert.
Die Anzahl der durchgefiihrten Experimente wurde als ,,n“ angegeben. Zur Berechnung der
halbmaximalen Inhibitionskonzentrationen (ICso) wurde das lineares Regressionsmodel Weibull-Typ-
2 und die freie Statistiksoftware R (Version 3.6.1) verwendet. Alle Abbildungen wurden mit der freien

Vektorgrafiksoftware Inkscape engefertigt.
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3 Ergebnisse

3.1 Die BzATP-vermittelte IL-1B-Freisetzung aus U937-Zellen

Die IL-1B-Freisetzung aus U937-Zellen wurde durch zwei Stimuli induziert. Zundchst erfuhren alle
Zellen eine funfstiindige Vorstimulation mit LPS (1 pg/ml), auf die eine 30-minlitige Stimulation mit
BzATP (100 pM) folgte. Als Kontrollexperimente dienten jeweils ein Ansatz ohne jegliche Stimuli
sowie ein weiterer Ansatz mit LPS-vorstimulierten Zellen. Diese Kontrollexperimente wurden in allen
experimentellen Ansdtzen parallel durchgefiihrt. Da alle BzATP-Applikationen immer in Kombination
mit einer flnfstindigen Vorstimulation mit LPS durchgefuhrt wurden, wurde im Folgenden von der

Erwahnung dieser Vorstimulation in Ansatzen mit BzATP abgesehen.

Folgende Daten stellen eine Zusammenfassung aller in dieser Arbeit gezeigten Datenreihen dar.
Unbehandelte U937-Zellen setzten nach finf Stunden IL-1B-Konzentrationen von durchschnittlich 1,3
pg/ml frei (n = 58, Abb. 4A). Nach flnfstiindiger LPS-Applikation kam es zu einer spontanen,
BzATP-unabhangigen IL-1pB-Freisetzung von 2,68 pg/ml (n = 68, Abb. 4A). Wurden die mit LPS
vorstimulierten U937-Zellen zusétzlich 30 Minuten mit BzATP behandelt, so kam es zu einem
signifikanten Anstieg der IL-1p-Freisetzung auf durchschnittlich 47,33 pg/ml, mit einer
Schwankungsbreite von 24,4 — 76,42 pg/ml (p < 0,00001, n = 68, Abb. 4A). Die IL-1p-Konzentration
in Zellkulturiberstanden von U937-Zellen, die mit LPS vorstimuliert und mit BzATP fiir 30 min
inkubiert wurden, wurde auf 100 % gesetzt. Normalisierte Werte der IL-1B-Freisetzung sind in Abb.
4B dargestellt. Hierbei ergaben sich Werte fir LPS-behandelte U937-Zellen von 5 % IL-1p-
Freisetzung (n = 68, Abb. 4B), die sich signifikant von BzATP-behandelten Ansétzen unterschieden (p
< 0,00001, n = 68, Abb. 4B). Keine der Behandlungen fiihrten zu drastischen Verénderungen der
LDH-AKktivitat im Uberstand der U937-Zellen (Abb. 4C). Alle Ansatze zeigten eine LDH-Aktivitat
unter 10 %, lediglich ein unbehandelter Ansatz zeigte eine erhohte Aktivitadt der LDH von 24,3 %
(Abb. 4C). Diese Beobachtungen bestétigen vorangegangene Untersuchungen (Hecker et al. 2015;
Richter et al. 2016; Amati et al. 2017; Backhaus et al. 2017; Hiller et al. 2018; Richter et al. 2018b;
Siebers et al. 2018).
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Abbildung 4: Absolute und prozentuale Interleukin-1p (IL-1B)-Freisetzung aus mit
Lipopolysaccharid (LPS) stimulierten und mit BzATP behandelten U937-Zellen und
korrespondierende Lactatdehydrogenase (LDH)-Aktivitdt im Zellkulturiberstand. Die
Einzelwerte sind als Punkte dargestellt, die Balken entsprechen den Medianen und die Antennen den
Perzentilen 25 und 75 (A, B, C). Die Applikation von 2’(3’)-O-(4-Benzoylbenzoyl)adenosin-5’-
triphosphat (BzATP, 100 uM) fihrt in mit LPS stimulierten U937-Zellen zu einer signifikant erhdhten
IL-1B-Ausschittung (A). Der Anstieg der IL-1B-Freisetzung unter LPS und BzATP wurde auf 100 %
gesetzt (B). Weder LPS noch BzATP verdndern die LDH-Freisetzung der Zellen im Verhaltnis zur
maximalen Freisetzung aus lysierten Zellen (C). Kruskal-Wallis-Test gefolgt vom Mann-Whitney-U-
Test (*; p <0,00001 verglichen mit LPS behandelten Ansétzen).

Aufgrund der hohen Schwankungsbreite der IL-1B-Freisetzung in BzATP-behandelten Ansétzen,
wurden im  Nachfolgenden lediglich normalisierte  Werte dargestellt und verglichen.
Korrespondierende Absolutwerte wurden in erganzenden Abbildungen im Anhang dargestellt. Ansatze

mit einer LDH-AKktivitéat unter 10 % wurden als unverandert angesehen.

3.2 Untersuchungen zu AAT aus gesunden Probanden

3.2.1 Aufreinigung von AAT aus gesunden Probanden

Um die Aktivitat von endogenem AAT auf die monozytére IL-1B-Freisetzung zu untersuchen, wurde
das Protein zunéchst aus Plasmen gesunder Probanden mittels Affinitatschromatographie aufgereinigt.
Um die Qualitat der Aufreinigung zu Uberprifen, erfolgten anschlieend eine Auftrennung der
wahrend der Affinitatschromatografie entstandenen Proteinfraktionen im SDS-Polyacrylamidgel und
eine nachfolgende Proteinfarbung. Die Spezifitdt der Aufreinigung wurde parallel mittels Western-
Blot mit Immundetektion durch Anti-AAT-Antikérper (Bethyl) durchgefiihrt.

Wie im SDS-Polyacylamidgel zu erkennen, zeigte sich wéhrend des Ablaufs der chromatografischen
Aufreinigung eine deutliche Abnahme des Gesamtproteingehalts (Abb. 5). Die Durchfluss- und
Waschfraktionen wiesen deutlich geringere Proteingehalte auf als die Fraktion des Ausgansmaterials
(Abb. 5A). In der Eluatfraktion befindet sich eine deutlich sichtbare Bande mit einer geschétzten

molekularen Masse von 52 kDa (Abb. 5A). In der Regenerationsfraktion war kein Protein nachweisbar
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(Abb. 5A). Mittels Immundetektion durch gegen AAT gerichtete Antikdrper lieR sich eine Bande mit
der geschétzten molekularen Masse von 52 kDa im Ausgangsmaterial und in der Eluatfraktion
nachweisen (Abb. 5A). Um einen Eindruck (ber die aufgereinigte AAT-Menge nach
Affinitatschromatografie zu erhalten, wurde der Gesamtproteingehalt in den Eluatfraktionen aus vier
gesunden Spendern mittels BCA bestimmt. Der Gesamtproteingehalt nach AAT-Aufreinigung betrug
durchschnittlich 1,57 mg/ml (n = 4, Abb. 5B).
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Abbildung 5: Qualitatsprifung und Menge von AAT aus gesunden Spendern. In (A) dargestellt
sind die aus dem Plasma eines gesunden Probanden resultierenden Aufreinigungsfraktionen
aufgetrennt in Comassie-gefarbtem SDS-Polyacrylamidgel (10 %) (obere Reihe) und mittels Western-
Blot detektiertes AAT (Bethyl, o-AAT, 52 kDa, unterer Reihe) nach Affinitatschromatografie.
Reprasentatives  Beispiel aus vier gesunden Probanden. Proteinstandard rechts; AM,
Ausgangsmaterial;  DF,  Durchflussfraktion; WA,  Waschfraktion; EL, Eluat; RE,
Regenerationsfraktion. In (B) dargestellt ist der Gesamtproteingehalt der Eluatfraktion von vier
gesunden Spendern (G-1, G-2, G-3, G-4), gemessen mittels BCA nach Affinitatsaufreinigung.

3.2.2 Einfluss von aufgereinigtem AAT aus gesunden Probanden auf die
BzATP-vermittelte IL-1B-Freisetzung aus U937-Zellen

Um zu untersuchen, ob endogenes AAT in der Lage ist, die monozytdre IL-1pB-Freisetzung zu
inhibieren, wurde das aus vier gesunden Probanden aufgereinigte Protein in unterschiedlichen
Konzentrationen auf LPS-stimulierte und BzATP-behandelte U937-Zellen gegeben. Absolutwerte der

IL-1B-Konzentrationen sind in der ergdnzenden Abb. 1 im Anhang dargestellt.
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Die IL-1B-Konzentration in Zellkulturiiberstdnden von U937-Zellen, die mit LPS vorstimuliert und
mit BzATP fir 30 min inkubiert wurden, wurde auf 100 % gesetzt. Die BzATP-unabhéngige IL-1B3-
Freisetzung unter LPS betrug 18 % (n = 4, Abb. 6A). Das aufgereinigte AAT aus gesunden Probanden
inhibierte dosisabhangig die BzATP-induzierte IL-1B-Freisetzung (Abb. 6A). Der errechnete ICso-
Wert betrug 0,18 mg/ml (Abb. 6A). Die physiologische Plasmakonzentration von 1 mg/ml erzeugte
eine signifikante Inhibition der IL-1B-Freisetzung (p = 0,029, n = 4, Abb. 6A). Eine Veranderung in
der LDH-Aktivitdt unter AAT konnte nicht beobachtet werden (< 10 % LDH-Aktivitat, Abb. 6B).
Lediglich ein Ansatz ohne Substanzapplikation zeigte eine erhthte LDH-Aktivitat von 24 % (Abb.
6B).

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass das aus gesunden Probanden aufgereinigte AAT die
BzATP-induzierte IL-1p-Freisetzung dosisabhéngig mit einem 1Cs, von 0,18 mg/ml inhibiert.
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Abbildung 6: Inhibition der Interleukin-1g (IL-1p)-Freisetzung aus mit Lipopolysaccharid
(LPS) stimulierten und mit BzATP behandelten U937-Zellen durch aus gesunden Probanden
aufgereinigtes AAT und korrespondierende Lactatdehydrogenase (LDH)-Aktivitdt im
Zellkulturiiberstand. Die Einzelwerte sind als Punkte dargestellt, die Balken entsprechen den
Medianen und die Antennen den Perzentilen 25 und 75 (A, B). In (A) dargestellt ist die IL-1pB-
Freisetzung normalisiert zu mit LPS und BzATP behandelten Ansétzen. Die Applikation von 2°(3’)-
0O-(4-Benzoylbenzoyl)adenosin-5’-triphosphat (BzATP, 100 uM) flhrt in mit LPS stimulierten U937-
Zellen zu einer erhohten I1L-1B-Ausschiittung. Das aus gesunden Probanden aufgereinigte AAT (G-1 —
G-4) inhibiert die BzATP-induzierte IL-1p-Freisetzung dosisabhangig (ICs, = 0,18 mg/ml).
Korrespondierende Absolutwerte sind in der ergdnzenden Abbildung 1 dargestellt. In (B) dargestellt
ist die unverénderte LDH-Freisetzung unter der Applikation von LPS, BzATP und AAT im Verhdltnis
zur maximalen Freisetzung aus lysierten Zellen. Kruskal-Wallis-Test gefolgt vom Mann-Whitney-U-
Test (*; p < 0,05 verglichen mit LPS- und BzATP-behandelten Ansatzen).
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3.2.3 Komplexierung von aufgereinigtem AAT aus gesunden Probanden mit
NE

Um herauszufinden, ob endogenes AAT in der Lage ist, Komplexe mit NE zu bilden, wurde das aus
vier gesunden Probanden gewonnene AAT jeweils mit oder ohne NE fir 30 min inkubiert,
anschlielend in einem SDS-Polyacrylamidgel unter denaturierenden Bedingungen aufgetrennt und die

Proteine im Gel angefarbt sowie AAT mittels Immundetektion visualisiert.

Im gefarbten SDS-Gel war in Ansétzen ohne NE jeweils eine prominente Proteinbande oberhalb des
molekularen Massebereichs von 50 kDa (Proteinbande 1) und eine deutlich schwéachere Bande
unterhalb des molekularen Massebereichs von 75 kDa (Proteinbande 3) zu erkennen. Beide Banden
konnten mittels Western-Blot mit AAT-spezifischen Antikérpern visualisiert werden (Abb. 7).
Weiterhin traten im gefarbten Gel Proteinbanden unterhalb des molekularen Massebereichs von 75
kDa (Proteinbande 2) auf, welche sich nicht mittels Western-Blot detektieren lieen (Abb. 7).

Die Inkubation von endogenem AAT aus Proband 1, 3 und 4 und NE fihrte zu einer Abschwdachung
der Bande im molekularen Massebereich von 50 kDa und zur Intensivierung der Bande unterhalb des
molekularen Massebereichs um 75 kDa (Abb. 7). Das endogene AAT aus Proband 2 fiihrte nach der
Inkubation mit NE zu einer Intensivierung der Bande um den molekularen Massebereich 75 kDa,
jedoch zeigt sich die Bande oberhalb des molekularen Massebereichs von 50 kDa nicht schwécher als
im Ansatz ohne NE (Abb. 7).
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Zusammenfassend kann gesagt werden, dass das aus gesunden Probanden gewonnene AAT in der
Lage ist, Komplexe mit NE zu bilden. Da sich Proteinbande 2 nicht mittels Immundetektion

visualisieren liel3, wurde sie als unspezifische Verunreinigung der AAT-Préparate angesehen.
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3.3 Untersuchungen zu AAT aus CPB-Patienten

3.3.1 Die endogene Plasmakonzentration von AAT im Verlauf einer CPB-
Operation

Um aufzuklaren, ob Patienten im Verlauf einer CPB-Operation Veranderungen in der endogenen

AAT-Plasmakonzentration erfahren, wurde das Plasma von funf Patienten zu vier Zeitpunkten einer

CPB-Operation untersucht. Die AAT-Konzentration im Plasma wurde mittels ELISA bestimmt.

Die durchschnittliche AAT-Konzentration vor dem Beginn der CPB-Operation betrug 2,9 mg/ml (pré-
OP, n =5, Abb. 8). Fiinfzehn Minuten nach dem Anschluss an den extrakorporalen Kreislauf der CPB-
Operation ergab sich eine durchschnittliche AAT-Konzentration von 2,5 mg/ml, welche sich bei
fortlaufender Operation kaum verianderte (60’ CPB: 2,7 mg/ml AAT-Konzentration, n = 5, Abb. 8).
Eine leichte Abnahme der AAT-Konzentration ergab sich 15 Minuten nach dem Beenden des
extrakorporalen Kreislaufs auf 2,3 mg/ml (post-CPB, n = 5, Abb. 8). Durch eine CPB-Operation ergab
sich demnach keine signifikante Veradnderungen der AAT-Konzentration (p = 0,08, n = 5, Abb. 8).
Anzumerken ist, dass die hier gemessenen AAT-Konzentrationen im Patientenplasma deutlich Uber

den physiologischen Plasmakonzentrationen lagen (Janciauskiene et al. 2011).
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Abbildung 8: Plasmakonzentrationen von AAT aus Patienten zu unterschiedlichen Zeitpunkten
einer kardiopulmonalen Bypass (CPB)-Operation. Die Plasmakonzentrationen von AAT von funf
Patienten (P-1, P-2, P-3, P-4, P-5) zu vier Zeitpunkten einer CPB-Operation, gemessen mittels ELISA.
Blutabnahmezeitpunkte: 15 min nach Einleitung der Anasthesie vor dem Beginn der Operation (pra-
OP), 15 min (15> CPB) sowie 60 min (60’ CPB) nach dem Anschluss an den extrakorporalen
Kreislauf und 15 min nach dem Beenden des extrakorporalen Kreislaufs (post-CPB). Wilcoxon-
Rangsummentest (n.s., p > 0,05 verglichen mit dem Zeitpunkt pra-OP).

3.3.2 Aufreinigung von AAT aus CPB-Patienten

Um die inhibitorische Aktivitdt von endogenem AAT aus Patienten auf die monozytare IL-1B-
Freisetzung im zeitlichen Verlauf einer CPB-Operation zu untersuchen, wurde das Protein zun&chst
aus Plasmen von CPB-Patienten zu unterschiedlichen Blutabnahmezeitpunkten einer CPB-Operation

mittels Affinitdtschromatographie aufgereinigt.
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Die Qualitatsprifung der Affinitdtschromatographie erfolgte mit der Auftrennung der
unterschiedlichen  Aufreinigungsfraktionen im  SDS-Polyacrylamidgel und anschlieRender
Proteinfarbung. Dargestellt sind alle vier Blutabnahmezeitpunkte der CPB-Operation (Abb. 9A). Fir
alle Blutabnahmezeitpunkte war eine deutliche Abnahme des Gesamtproteingehaltes zwischen
Ausgangsmaterial und Waschfraktion erkennbar, was sich im Proteingehalt der Eluatfraktion fortsetzte
(Abb. 9A). Die Eluatfraktionen aller Blutproben enthielt eine schwache Bande im Bereich von 50 kDa
(Abb. 9A). In den Regenerationsfraktionen war kein Protein nachweisbar (Abb. 9A). Im Western-Blot
lieBen sich durch Anti-AAT-Antikorper Banden im molekularen Massebereich von 52 kDa im
Ausgangsmaterial und in der Eluatfraktion nachweisen (Abb. 9A). Um einen Eindruck Uber die Menge
an AAT nach Affinitatschromatografie zu erhalten, wurde der Gesamtproteingehalt in den
Eluatfraktionen zu unterschiedlicher Zeitpunkten der CPB-Operation in finf Patienten mittels BCA
bestimmt. Die Gesamtproteingehalte nach AAT-Aufreinigung aus Patienten wurden im zeitlichen
Verlauf der CPB-Operation in Abb. 9B dargestellt. Die durchschnittliche AAT-Menge vor dem
Beginn der CPB-Operation betrug 0,90 mg/ml und lag damit tendenziell leicht unter der AAT-Menge
aus gesunden Spendern (n = 4, Abb. 9B). Finfzehn Minuten nach dem Anschluss an den
extrakorporalen Kreislauf der CPB-Operation ergab sich eine durchschnittliche AAT-Menge von 0,88
mg/ml, welche sich bei fortlaufender Operation und 15 min nach der Operation nicht veranderte (n =
5, 60° CPB: 0,9 mg/ml AAT-Menge, post-OP: 0,69 mg/ml, Abb. 9B). Demnach ergab sich durch eine
CPB- Operation keine signifikante VVeranderungen in der AAT-Menge (p = 0,138, Abb. 9B).
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Abbildung 9: Qualitatsprifung und Menge des aus Patientenplasma gewonnenem AAT zu
unterschiedlichen Zeitpunkten einer kardiopulmonalen Bypass (CPB)-Operation. In (A)
dargestellt sind die Aufreinigungsfraktionen aufgetrennt in  Comassie-gefarbten  SDS-
Polyacrylamidgelen (10 %) (obere Reihe) und das mittels Western-Blot detektierte AAT (Bethyl, a-
AAT, 52 kDa, untere Reihe) aus Proben unterschiedlicher Blutabnahmezeitpunkte einer CPB-
Operation, ein reprasentatives Beispiel aus 5 Patienten. Proteinstandards links; AM,
Ausgangsmaterial;  DF,  Durchflussfraktion; WA,  Waschfraktion; EL, Eluat; RE,
Regenerationsfraktion. In (B) dargestellt ist der Gesamtproteingehalt der Eluatfraktion von flinf
Patienten (P-6, P-7, P-8, P-9, P-10) zu vier Zeitpunkten einer CPB-Operation, gemessen mittels BCA
nach Affinitatsaufreinigung. Blutabnahmezeitpunkte: 15 min nach Einleitung der Andsthesie vor dem
Beginn der Operation (pra-OP), 15 min (15* CPB) sowie 60 min (60’ CPB) nach dem Anschluss an
den extrakorporalen Kreislauf und 15 min nach dem Beenden des extrakorporalen Kreislaufs (post-
CPB). Wilcoxon-Rangsummentest (n.s., p > 0,05 verglichen mit dem Zeitpunkt pra-OP).
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3.3.3 Einfluss von aufgereinigtem AAT aus CPB-Patienten auf die BzATP-
vermittelte IL-1B-Freisetzung aus U937-Zellen

Um zu untersuchen, ob die inhibitorische Aktivitat von AAT auf die BzATP-induzierte Freisetzung
von IL-1B durch eine CPB-Operation verandert wird, wurde das AAT aus flnf Patienten zu vier
Zeitpunkten einer CPB-Operation in aufsteigenden Konzentrationen auf LPS-stimulierte und BzATP-
behandelte U937-Zellen gegeben. Die IL-1B-Konzentrationen sowie die LDH-Aktivitat wurden
anschliefend in  Zelluberstanden gemessen. Die Ergebnisse fir Proben aller vier
Blutabnahmezeitpunkte der CPB-Operation wurden in Abb. 10 und 11 dargestellt. Absolutwerte der
IL-1B-Konzentrationen sind in der ergdnzenden Abb. 2 im Anhang dargestellt. Anhand dieser Dosis-
Wirkungskurven wurden die ICs-Werte nach dem Weibull-Typ-2 berechnet und statistisch

miteinander verglichen (Abb. 12).

Zunachst wurde das aus CPB-Patienten aufgereinigte AAT aus den ersten zwei Blutabnahmen
untersucht. Diese Zeitpunkte entsprechen dem Zustand vor der Operation (prd-OP) sowie dem
Zustand, der 15 min nach dem Anschluss an den extrakorporalen Kreislauf vorliegt (15°-CPB). Die
IL-1B-Konzentration in Zellkulturiiberstanden von U937-Zellen, die mit LPS vorstimuliert und mit
BzATP fur 30 min inkubiert wurden, wurde auf 100 % gesetzt. Die BzATP-unabhé&ngige IL-1B-
Freisetzung unter LPS betrug 19 % (n = 5, Abb. 10A). Das aufgereinigte AAT aus CPB-Patienten vor
der Operation war bereits bei einer Konzentration von 0,002 mg/ml in der Lage, die die BZATP-
vermittelte IL-1pB-Freisetzung auf 81 % zu reduzieren (n = 5, Abb. 10A). Auch hohere
Konzentrationen an AAT, das zu diesem Zeitpunkt aufgereinigt wurde, fuhrten zur Inhibition der IL-
1B-Freisetzung (n =5, Abb. 10A). Die physiologische Plasmakonzentration von 1 mg/ml erzeugte eine
signifikante Inhibition der IL-1B-Freisetzung (prd-OP, p = 0,008, n = 5, Abb. 10A). Der errechnete
ICso-Wert betrug 0,02 mg/ml (pra-OP, Abb. 10A). Das AAT aus der Blutabnahme, die 15 min nach
dem Anschluss an den extrakorporalen Kreislauf der CPB-Operation erfolgte, war bei einer
Konzentration von 0,02 mg/ml in der Lage, die BzATP-vermittelte IL-1B-Freisetzung auf 72 % zu
reduzieren (n =5, Abb. 10A). Auch hohere Konzentrationen an AAT zu diesem Zeitpunkt fiihrten zur
Inhibition der IL-1B-Freisetzung (n = 5, Abb. 10A). Die physiologische Plasmakonzentration von 1
mg/ml erzeugte eine signifikante Inhibition der IL-1B-Freisetzung (15° CPB, p = 0,008, n = 5, Abb.
10A). Der errechnete 1Cso-Wert betrug 0,02 mg/ml (15° CPB, Abb. 10A). Eine Verdnderung in der
LDH-AKktivitat unter AAT aus der Blutabnahme vor der Operation sowie 15 min nach Anschluss an
den extrakorporalen Kreislauf konnte nicht beobachtet werden (< 10 % LDH-Aktivitat, Abb. 10B).
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Abbildung 10: Inhibition der Interleukin-1p (IL-1p)-Freisetzung aus mit Lipopolysaccharid
(LPS) stimulierten und mit BzATP behandelten U937-Zellen durch aufgereinigtes AAT aus
Patienten (AAT) zu zwei Zeitpunkten einer kardiopulmonalen Bypass (CPB)-Operation und
korrespondierende Lactatdehydrogenase (LDH)-Aktivitat im Zellkulturiberstand 1. Die
Einzelwerte sind als Punkte dargestellt, die Balken entsprechen den Medianen und die Antennen den
Perzentilen 25 und 75. Blutabnahmezeitpunkte: 15 min nach Einleitung der Andsthesie vor dem
Beginn der Operation (pra-OP); 15 min (15 CPB) nach dem Anschluss an den extrakorporalen
Kreislauf (A, B). Korrespondierende Absolutwerte sind in der ergdnzenden Abbildung 2 dargestelit. In
(A) dargestellt ist die IL-1B-Freisetzung normalisiert zu mit LPS und BzATP behandelten Ansatzen.
Die Applikation von 2°(3”)-O-(4-Benzoylbenzoyl)adenosin-5’-triphosphat (BzATP, 100 uM) fihrt in
mit LPS stimulierten U937-Zellen zu einer erhéhten IL-1B-Ausschuttung. Das aus finf Patienten
aufgereinigte AAT (P-6, P-7, P-8. P-9, P-10) zum Zeitpunkt prd-OP und 15° CPB inhibiert die
BzATP-induzierte IL-1B-Freisetzung dosisabhangig (pra-OP, 1Cs, = 0,02 mg/ml, 15° CPB, ICs = 0,02
mg/ml). In (B) dargestellt ist die unverdnderte LDH-Freisetzung unter der Applikation von LPS,
BzATP und AAT im Verhéltnis zur maximalen Freisetzung aus lysierten Zellen. Kruskal-Wallis-Test
gefolgt vom Mann-Whitney-U-Test (*; p < 0,05 verglichen mit LPS- und BzATP-behandelten
Ansétzen).
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Auch das aus den weiteren zwei Blutabnahmezeitunkten aufgereinigte AAT wurde wie im zuvor
beschriebenen Versuchsausaufbau auf die inhibierende Wirkung der IL-1p Freisetzung aus U937-
Zellen getestet (Abb. 11A). Diese Zeitpunkte entsprechen dem Zustand, der 60 min nach dem
Anschluss an den extrakorporalen Kreislauf vorliegt (60°-CPB) und dem Zustand, der 15 min nach
Beenden des extrakorporalen Kreislaufs vorliegt (post-OP). Die BzATP-unabhangige IL-1B-
Freisetzung unter LPS betrug 1 % (n =5, Abb. 11A). Das AAT aus der Blutabnahme, die 60 min nach
den Anschluss an den extrakorporalen Kreislauf der CPB-Operation erfolgte, war bei einer
Konzentration von 0,02 mg/ml in der Lage, die BzATP-vermittelte IL-1B-Freisetzung auf 80 % zu
reduzieren (n = 5, Abb. 11A). Auch hohere Konzentrationen an AAT fiihrten zur Inhibition der IL-13-
Freisetzung zu diesem Zeitpunkt (n = 5, Abb. 11A). Die physiologische Plasmakonzentration von 1
mg/ml erzeugte eine signifikante Inhibition der IL-1B-Freisetzung (p = 0,008, n = 5, 60° CPB, Abb.
11A). Der errechnete ICso-Wert betrug 0,04 mg/ml (60° CPB, Abb. 11A). Das AAT aus der
Blutabnahme, die 15 min nach dem Beenden des extrakorporalen Kreislaufs erfolgte, war mit einer
Konzentration von 0,02 mg/ml in der Lage, die BzATP-vermittelte IL-1B-Freisetzung auf 68 % zu
reduzieren (n = 5, Abb. 11A). Auch hohere Konzentrationen an AAT dieses Zeitpunktes fuhrten zur
Reduktion der IL-1B-Freisetzung (n = 5, Abb. 11A). Die physiologische Plasmakonzentration von 1
mg/ml erzeugte eine signifikante Inhibition der IL-1B-Freisetzung (p = 0,008, n = 5, post-CPB, Abb.
11A). Der errechnete 1Cso-Wert betrug 0,04 mg/ml (post-CPB, Abb. 11A). Eine Verdnderung in der
LDH-AKktivitat unter AAT aus der Blutabnahme, die 60 min nach dem Anschluss des extrakorporalen
Kreislaufs erfolgte, und der Blutabnahme, welche 15 min nach dem Beenden des extrakorporalen
Kreislauf vorgenommen wurde, konnte nicht beobachtet werden (< 10 % LDH-Aktivitat, Abb. 11B).
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Abbildung 11: Inhibition der Interleukin-1p (IL-1p)-Freisetzung aus mit Lipopolysaccharid
(LPS) stimulierten und mit BzATP behandelten U937-Zellen durch aufgereinigtes AAT aus
Patienten (AAT) zu zwei Zeitpunkten einer kardiopulmonalen Bypass (CPB)-Operation und
korrespondierende Lactatdehydrogenase (LDH)-Aktivitdt im Zellkulturtberstand Il. Die
Einzelwerte sind als Punkte dargestellt, die Balken entsprechen den Medianen und die Antennen den
Perzentilen 25 und 75. Blutabnahmezeitpunkte: 60 min (60’ CPB) nach dem Anschluss an den
extrakorporalen Kreislauf und 15 min nach Beenden des extrakorporalen Kreislaufs (post-CPB) (A,
B). In (A) dargestellt ist die IL-1B-Freisetzung normalisiert zu mit LPS und BzATP behandelten
Ansétzen. Die Applikation von 2’(3’)-O-(4-Benzoylbenzoyl)adenosin-5’-triphosphat (BzATP, 100
MM) fuhrt in mit LPS stimulierten U937-Zellen zu einer erhohten IL-13-Ausschiittung. Das aus funf
Patienten aufgereinigte AAT (P-6, P-7, P-8. P-9, P-10) zum Zeitpunkt 60° CPB und post-CPB
inhibiert die BzATP-induzierte 1L-1pB-Freisetzung dosisabhéngig (60° CPB, 1Cs, = 0,04 mg/ml, post-
CPB, ICs, = 0,04 mg/ml). Korrespondierende Absolutwerte sind in der erganzenden Abbildung 2
dargestellt. In (B) dargestellt ist die unveranderte LDH-Freisetzung unter der Applikation von LPS,
BzATP und AAT im Verhéltnis zur maximalen Freisetzung aus lysierten Zellen. Kruskal-Wallis-Test
gefolgt vom Mann-Whitney-U-Test (*; p < 0,05 verglichen mit LPS- und BzATP-behandelten
Ansétzen).
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Die Dosis-Wirkungskurven von AAT im Verlauf einer CPB-Operation wurden nach dem linearen
Regressionsmodel Weibull-Typ-2 verglichen (Abb. 12). Hierbei wurden sowohl 1Cs-Werte
miteinander verglichen, als auch die Steigungen (Tab. 14). Eine signifikante Zunahme des 1Cs,-Werts
wurde nach Ablauf der Operation beobachtet, wenn man ihn mit dem ICsp-Wert vor der Operation
vergleicht (p = 0,01, n = 5, Tab. 14). Betrachtet man die Steigungen, so fallt auf, dass sich der
Steigungswert 60 min in der Operation verringert hat, wenn man ihn mit dem Steigungswert vor der
Operation vergleicht. Die Dosiswirkungskurve 60 min in der Operation zeigt demnach einen
signifikant steileren Abfall als die Kurve vor der Operation (p = 0,04, n =5, Tab. 14, Abb. 12).
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Abbildung 12: Dosisabhéngige Inhibition der prozentualen Interleukin-1§ (IL-1p)-Freisetzung
aus mit Lipopolysaccharid (LPS) stimulierten und mit BzZATP behandelten U937-Zellen durch
AAT aus Patienten, aufgereinigt zu unterschiedlichen Zeitpunkten einer kardiopulmonalen
Bypass (CPB)-Operation. Die Applikation von 2°(3’)-O-(4-Benzoylbenzoyl)adenosin-5’-triphosphat
(BzATP, 100 uM) fuhrt in mit LPS stimulierten U937-Zellen zur IL-1B-Ausschittung. Das aus den
Plasmen von fiinf CPB-Patienten aufgereinigte AAT (P-6, P-7, P-8, P-9, P-10) inhibiert die IL-1B-
Freisetzung dosisabhdngig. Blutabnahmezeitpunkte: 15 min nach Einleitung der Andsthesie vor dem
Beginn der Operation (pré-OP), 15 min (15’ CPB) und 60 min (60’ CPB) nach dem Anschluss an den
extrakorporalen Kreislauf und 15 min nach Beenden des extrakorporalen Kreislaufs (post-CPB).
Lineares Regressionsmodel nach Weibull-Typ-2.

Tabelle 14: Statistische Auswertung der dosisabhangigen Inhibitionskapazitat auf die IL-1p-
Freisetzung aus U937-Zellen von AAT aus Patienten, aufgereinigt zu unterschiedlichen
Zeitpunkten einer kardiopulmonalen Bypass (CPB)-Operation.

Verglichene p-Wert p-Wert
Blutabnahmezeitpunkte (1Cs) (Steigung)
pré-OP vs. 60° CPB n.g. 0,04
pré-OP vs. post-OP 0,01 n.g.

n.g. nicht getestet

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass AAT zu jedem Zeitpunkt einer CPB-Operation in der

Lage war, die IL-1B-Freisetzung aus U937-Zellen zu inhibieren. Nach der Operation nahm die



Ergebnisse 53

inhibitorische Aktivitdt von AAT jedoch signifikant ab, wenn man sie mit der inhibitorischen Aktivitét
vor Operationsbeginn vergleicht. Anhand der Steigung war zu erkennen, dass sich auch die Dynamik
der Dosis-Wirkungsbeziehung veréndert. Anzumerken ist, dass zu jedem Zeitpunkt der CPB-
Operation bereits AAT-Konzentrationen inhibitorische Aktivitdt aufwiesen, die weit unter der
physiologischen Plasmakonzentration liegen.

3.3.4 Die gesamte Anti-Elastaseaktivitat im Verlauf einer CPB-Operation

Um der Fragestellung nachzugehen, ob sich im Gesamtplasma Verdnderungen in der
Inhibitionsfahigkeit der neutrophilen Elastaseaktivitat im zeitlichen Verlauf einer CPB-Operation
ergeben, wurden die Plasmen von fiinf Patienten zu vier Zeitpunkten einer CPB-Operation mit
neutrophiler Elastase inkubiert und ein kolorimetrischer Test zur gesamten neutrophilen
Elastaseaktivitdt durchgefihrt. Zur Normalisierung der Werte diente ein Ansatz ohne Plasma. Die

Ergebnisse dieser Untersuchung wurden in Abb. 13 zusammengefasst.

Eine Inhibition der neutrophilen Elastase durch Patientenplasma konnte zu jedem Zeitpunkt einer
CPB-Operation nachgewiesen werden. Jedoch nimmt die Inhibition der neutrophilen Elastase in
Patienten im Verlauf der CPB-Operation von 50,18 + 14,86 % auf 33,14 + 6,22 % ab (Abb. 13).
Vergleicht man die prozentuale Inhibition der neutrophilen Elastase durch Patientenplasma vor und
nach der CPB-Operation, so zeigt sich eine signifikante Abnahme der Anti-Elastasefunktion (p =
0,043, n =5, Abb. 13). Demnach ergab sich eine Beeintrachtigung der gesamten Anti-Elastasefunktion

im Blutsplasma wahrend einer CPB-Operation um etwa 30 %.
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Abbildung 13: Inhibition der neutrophilen Elastaseaktivitit durch Plasma von
kardiopulmonalen Bypass (CPB)-Patienten im Verlauf der Operation. Die prozentuale Inhibition
der Plasmen von funf Patienten (P-11, P-12, P-13, P-14, P-15) zu vier Zeitpunkten einer CPB-
Operation. Blutabnahmezeitpunkte: 15 min nach Einleitung der Ané&sthesie vor dem Beginn der
Operation (prd-OP), 15 min (15> CPB) sowie 60 min (60’ CPB) nach dem Anschluss an den
extrakorporalen Kreislauf und 15 min nach dem Beenden des extrakorporalen Kreislaufs (post-CPB).
Werte normalisiert zu Ansdtzen ohne AAT. Wilcoxon-Rangsummentest (*; p > 0,05 verglichen mit
dem Zeitpunkt pra-OP).
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3.3.5 Komplexierung von aufgereinigtem AAT aus CPB-Patienten mit NE

Um die AAT-vermittelte Anti-Elastaseaktivitdt im Verlauf einer CPB-Operation zu untersuchen,
wurde das aus finf Patienten gewonnene AAT zu vier Zeitpunkten einer CPB-Operation jeweils mit
oder ohne NE fur 30 min inkubiert, anschlieRend in einem SDS-Polyacrylamidgel unter
denaturierenden Bedingungen aufgetrennt und eine Proteinfarbung vorgenommen. Eine anschlieende
Immundetektion mittels Western-Blot erlaubte die densitometrische Quantifizierung der Komplexe aus
endogenem AAT aus CPB-Patienten und NE.

Wie Abb. 14 zu entnehmen ist, war in den Ansdtzen ohne NE bei allen Patienten zu jedem Zeitpunkt
der CPB-Operation eine Bande im molekularen Massebereich von 50 kDa (Proteinbande 1), unterhalb
des molekularen Massebereichs von 75 kDa (Proteinbande 2), sowie oberhalb des molekularen
Massebereichs von 75 kDa (Proteinbande 3) zu erkennen. Wurde das endogene AAT mit NE
inkubiert, fuhrte dies interindividuell zu folgenden Verdnderung im Bandenmuster: Proteinbande 1
nahm deutlich an Intensitat ab, wobei sich Proteinbande 2 nicht in ihrer Intensitat veranderte. Die
Intensitdt von Proteinbande 3 nahm jedoch deutlich zu (Abb. 14). Die Anti-AAT-Antikorper
detektierten Proteinbande 1 mit einer geschatzten molekularen Masse von 52 kDa, sowie Proteinbande
3 mit einer geschatzten molekularen Masse von 77 kDa (Abb. 14). Die Intensitat dieser der 77 kDa-
Bande variierte jedoch intraindividuell zwischen den Proben, die zu verschiedenen Zeitpunkten einer
CPB-Operation gewonnen wurden (Abb. 14). Zusatzlich detektierten die Anti-AAT-Antikdrper
weitere Banden: Selten wurde eine schwache Bande mit der geschatzten molekularen Masse von 48
kDa detektiert. Diese Bande trat jedoch nur in Ansédtzen auf, die mit einer Inkubation mit NE
einhergingen (Abb. 14). Haufiger kam es zur Detektion von Banden oberhalb des molekularen
Massebereichs von 150 kDa, wenn endogenes AAT mit NE inkubiert wurde (Abb. 14).
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Abbildung 14: Komplexbildung von aufgereinigtem AAT aus Patienten mit neutrophiler
Elastase zu unterschiedlichen Zeitpunkten einer kardiopulmonalen Bypass (CPB)-Operation.
Komplexe aus AAT und neutrophiler Elastase (NE) aufgetrennt in Comassie-gefarbten SDS-
Polyacrylamidgelen (10 %, obere Reihen) und mittels Western-Blot detektiertes AAT (Bethyl, a-AAT,
52 kDa, untere Reihen) aus Proben unterschiedlicher Blutabnahmezeitpunkte von finf CPB-Patienten
(P-5, P-8, P-22, P-30, P-34). Proteinstandard links; kDa, Kilodalton; Blutabnahmezeitpunkte: 15 min
nach Einleitung der Anésthesie vor dem Beginn der Operation (pra-OP), 15 min (15’ CPB) sowie 60
min (60’ CPB) nach dem Anschluss an den extrakorporalen Kreislauf und 15 min nach dem Beenden
des extrakorporalen Kreislaufs (post-CPB).

Die Western-Blots wurden folgendermalRen quantifiziert: Alle Banden oberhalb des molekularen
Massenbereichs von 52 kDa wurden als komplexiertes AAT definiert. Banden im molekularen
Massebereich von und unter 52 kDa wurden als unkomplexiert definiert. Die Bandenintensitaten des
komplexiertem und des gesamten AAT wurde ins Verhéltnis gesetzt und in Abbildung 14 dargestellt.

Hieraus ergaben sich keine signifikanten Veradnderungen durch die Operation (p = 0,5, n = 5, Abb. 15).
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Eine Beeintrachtigung der Komplexierungsfahigkeit von endogenem AAT mit NE im Verlauf einer

CPB-Operation wurde nicht beobachtet.
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Abbildung 15: Komplexierungsfahigkeit von aufgereinigtem AAT aus Patienten mit
neutrophiler Elastase im Verlauf einer kardiopulmonalen Bypass (CPB)-Operation. Die
Inhibition der neutrophilen Elastaseaktivitat durch affinitatsaufgereinigtes AAT von funf Patienten (P-
6, P-7, P-8, P-9, P-10) zu vier Zeitpunkten einer CPB-Operation. Densitometrische Auswertung der
Bandenintensitiat von komplexiertem AAT im Verhaltnis zur gesamten AAT-Bandenintensitat der
Probe. Blutabnahmezeitpunkte: 15 min nach Einleitung der Anésthesie vor dem Beginn der Operation
(pra-OP), 15 min (15’ CPB) sowie 60 min (60’ CPB) nach dem Anschluss an den extrakorporalen
Kreislauf und 15 min nach dem Beenden des extrakorporalen Kreislaufs (post-CPB).Wilcoxon-
Rangsummentest (n.s., p > 0,05 verglichen mit dem Zeitpunkt pra-OP).

3.3.6 Komplexierung von Plasma aus CPB-Patienten mit NE und PR3

Da sich die Ergebnisse aus Abschnitt 3.3.4 und 3.3.5 widersprechen, wurden daquivalente
Untersuchungen in einem Kooperationslabor an der Medizinischen Hochschule Hannover
durchgefuhrt. Hierzu wurde Plasma von finf weiteren CPB -Patienten vor und nach einer CPB-
Operation entweder mit NE oder PR3 inkubiert, in einem SDS-Polyacrylamidgel unter
denaturierenden Bedingungen aufgetrennt und eine Immundetektion mit mittels Western-Blot
vorgenommen. Dies erlaubte die densitometrische Quantifizierung der Komplexe aus endogenem
AAT und NE sowie PR3, indem alle Banden oberhalb des molekularen Massenbereichs von 52 kDa
als komplexiertes AAT definiert wurden. Banden im molekularen Massebereich von und unter 52 kDa
wurden als unkomplexiert definiert. In diesen Experimenten wurde zusétzlich sowohl Prolastin® als
auch das Plasma eines gesunden Spenders mit dem Genotyp MM als Positivkontrolle und das eines

Spenders mit dem Genotyp ZZ als Negativkontrolle verwendet.

In allen Proben kam es vor und nach der CPB-Operation zur Komplexierung von endogenem AAT
und NE (n =5, Abb. 16A). Hierbei gab es keine signifikanten quantitativen VVeranderungen der AAT-
Komplexe durch die CPB-Operation (p = 0,686, n = 5, Abb. 16A). Jedoch war eine mélRige inter-
sowie intraindividuelle Variation zu beobachten. Die Komplexierung von Patientenplasma mit PR3
war ebenfalls in jedem Patienten mdglich (n = 5, Abb. 16B). Die densitometrische Quantifizierung
ergab jedoch eine leichte, signifikante VVerbesserung der Komplexierungsfahigkeit nach der Operation
(p=0,042, n =5, Abb. 16B).
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Abbildung 16: Anti-Proteaseaktivitdit von Patientenplasma vor und nach einer
kardiopulmonalen Bypass (CPB)-Operation. Komplexe aus Patientenplasma und (A) neutrophiler
Elastase (NE) und (B) Proteinase-3 (PR3), aufgetrennt unter nicht-reduzierenden Bedingungen in
SDS-Polyacrylamidgelen (7,5 %) und mittels Western-Blot detektiertes AAT (Agilent Dako, a-AAT,
52 kDa) aus Proben zweier Blutabnahmezeitpunkte von fiinf CPB-Patienten (P-11, P-12, P-13, P-14,
P-15). Densitometrische Auswertung der Bandenintensitat von komplexiertem AAT mit (A) NE (77
kDa) oder (B) PR3 (81 kDa) im Verhdltnis zur gesamten AAT-Bandenintensitat der Probe.
Blutabnahmezeitpunkte: 15 min nach Einleitung der Anésthesie vor dem Beginn der Operation (pra-
OP) und 15 min nach dem Beenden des extrakorporalen Kreislaufs (post-CPB). Wilcoxon-
Rangsummentest (*, p < 0,05, n.s., p > 0,05 verglichen mit dem Zeitpunkt pr&-OP).
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3.4 Untersuchungen zu AAT-Praparaten und deren oxidierten
Varianten

3.4.1 Einfluss der AAT-Praparate Prolastin® und Respreeza® auf die BzATP-
vermittelte IL-1B-Freisetzung aus U937-Zellen

Um den Einfluss der AAT-Praparate Prolastin® und Respreeza® auf die monozytire, BzATP-
vermittelte IL-1B-Freisetzung zu untersuchen, wurden mit LPS (0,1 pug/ml) stimulierte U937-Zellen 30
min mit BzZATP (100 uM) in Kombination mit Prolastin® oder Respreeza® inkubiert und anschlieBend
die IL-1p-Konzentration sowie die LDH-Aktivitat im Zelluberstand gemessen. Absolutwerte der IL-

1B-Konzentrationen sind in der ergdnzenden Abb. 3 im Anhang dargestelit.

Die IL-1B-Konzentration in Zellkulturiiberstdanden von U937-Zellen, die mit LPS vorstimuliert und
mit BzATP fir 30 min inkubiert wurden, wurde auf 100 % gesetzt. Die BzATP-unabhangige
Freisetzung von IL-1pB betrug demnach 3 % (n = 8, Abb. 17A). Die gemeinsame Applikation von
Prolastin® (AAT-P, 1 mg/ml) und BzATP hingegen reduzierte die gemessenen IL-1p-Konzentrationen
im Uberstand signifikant auf 5 % (p = 0,004, n = 4, Abb. 17A). Diese Beobachtung stimmt mit bereits
publizierten Daten (berein (Siebers et al. 2018). Die gemeinsame Applikation von 1 mg/mi
Respreeza® und BzATP hingegen fiihrte im Zelluberstand zu einer Reduktion der IL-1B-Freisetzung
auf 81 % (p = 0,004, n = 4, Abb. 17A). Diese Reduktion durch Respreeza® ist jedoch signifikant
geringer als die Reduktion durch dieselbe Dosis Prolastin® (p = 0,029, n = 4, Abb. 17A). Hierbei
fiihrten weder Prolastin® noch Respreeza® in der genannten Konzentration zu einer vermehrten LDH-
Aktivitat im Uberstand (< 10 % LDH-Aktivitat, Abb. 17B).

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass sich die BzATP-vermittelte IL-1p-Freisetzung aus U937-
Zellen durch Prolastin® vollstandig inhibieren lieR, wahrend dieselbe Konzentration an Respreeza®

dazu nicht in der Lage war.
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Abbildung 17: Inhibition der Interleukin-1p (IL-1p)-Freisetzung aus mit Lipopolysaccharid
(LPS) stimulierten und mit BzATP behandelten U937-Zellen durch Prolastin® oder Respreeza®
und korrespondierende Lactatdehydrogenase (LDH)-Aktivitat im Zellkulturiberstand. Die
Einzelwerte sind als Punkte dargestellt, die Balken entsprechen den Medianen und die Antennen den
Perzentilen 25 und 75 (A, B). (A) Die Applikation von 2’(3”)-O-(4-Benzoylbenzoyl)adenosin-5’-
triphosphat (BzATP, 100 uM) fihrt in mit LPS stimulierten U937-Zellen zur erhéhten IL-1B-
Ausschiittung, die jeweils als Referenzwert (100 %) dient. Prolastin® (AAT-P, 1 mg/ml) und
Respreeza® (AAT-R, 1 mg/ml) inhibieren die BzZATP-induzierte IL-1B-Freisetzung, verandern jedoch
nicht die LDH-Freisetzung der Zellen im Verhaltnis zur maximalen Freisetzung aus lysierten Zellen
(B). Respreeza® inhibiert die BzATP-induzierte IL-1B-Freisetzung signifikant weniger stark als
dieselbe Dosis Prolastin®. Korrespondierende Absolutwerte sind in der erganzenden Abbildung 3
dargestellt. Kruskal-Wallis-Test gefolgt vom Mann-Whitney-U-Test (*, p < 0,05, verglichen mit LPS-
und BzATP-behandelten Ansétzen; #, p < 0,05 verglichen mit LPS-, BZATP- und AAT-P-behandelten
Ansatzen).

3.4.2 Einfluss von oxidiertem AAT auf die BzATP-vermittelte IL-1B-Freisetzung
aus U937-Zellen
Um den Einfluss von oxidiertem AAT zu untersuchen, wurden native AAT-Praparate gesunder
Spender zunadchst mit N-Chlorosuccinimid (NCS) oxidiert, anschliefend zusammen mit BzATP (100
pMM) 30 min auf mit LPS vorstimulierte U937-Zellen appliziert und die IL-1B3- sowie die LDH-
Freisetzung in den Zellliberstand gemessen und in den Abb. 18, 19 und 20 dargestellt. Absolutwerte
der IL-1B-Konzentrationen sind in der ergdnzenden Abbildung 4, 5 und 6 im Anhang dargestelit.
Anhand der Dosis-Wirkungskurven wurden die halbmaximalen Inhibitionskonzentrationen (ICso-

Werte) nach Weibull-Typ-2 berechnet und anschlielend statistisch miteinander verglichen (Abb. 21).

Zunéchst wurde die Inhibition der BzATP-induzierten IL-1B-Freisetzung durch AAT aus gesunden
Blutspendern und dessen oxidierte Form, oxAAT, untersucht. Eine Dosis-Wirkungskurve von aus
gesunden Probanden frisch isoliertem nativem AAT wurde bereits in Abschnitt 3.2.2 in Abb. 6

dargestellt.
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Die IL-1B-Konzentration in Zellkulturiiberstanden von U937-Zellen, die mit LPS vorstimuliert und
mit BzATP fir 30 min inkubiert wurden, wurde auf 100 % gesetzt. Die BzATP-unabhéngige IL-13-
Freisetzung belief sich auf 16 % (n = 8, Abb. 18A). Oxidiertes AAT war bereits bei einer
Konzentration von 0,01 mg/ml in der Lage, die BzZATP-induzierte IL-1B-Freisetzung signifikant auf
75 % zu reduzieren (p = 0,004, n = 4, Abb. 18A). Hohere Konzentrationen von 0,1, 0,5, 1 und 2 mg/ml
flhrten ebenfalls zur Reduktion der BzATP-induzierten IL-1pB-Freisetzung (n = 4, Abb. 18A). Der
errechnete 1Cso-Wert der BzATP-vermittelten 1L-1p-Freisetzung durch oxidiertes AAT betrug 0,036
mg/ml (Abb. 18A). Natives AAT aus gesunden Probanden mit einer Konzentration von 1 mg/ml
reduzierte die BzATP-induzierte IL-1B Freisetzung auf 32 % und unterschied sich nicht signifikant
von Ansdtzen, die mit derselben Menge oxidiertem AAT behandelt wurden (p = 0,057, n = 4, Abb.
18A). Keine der genannten Konzentrationen an AAT sowie oxidiertem AAT fiihrten zu einer
vermehrten Freisetzung von LDH aus BzATP-stimulierten U937-Zellen (< 10 % LDH-Aktivitat, Abb.
18B).

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass oxidiertes AAT aus gesunden Blutspendern die BzZATP-
induzierte IL-1B-Freisetzung mit einem 1Cso-Wert von 0,04 mg/ml dosisabhéngig inhibiert.
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Abbildung 18: Inhibition der Interleukin-1p (IL-1p)-Freisetzung aus mit Lipopolysaccharid
(LPS) stimulierten und mit BzATP behandelten U937-Zellen durch oxidiertes AAT und
korrespondierende Lactatdehydrogenase (LDH)-Aktivitat im Zellkulturiberstand. Die
Einzelwerte sind als Punkte dargestellt, die Balken entsprechen den Medianen und die Antennen den
Perzentilen 25 und 75 (A, B). In (A) dargestellt ist die IL-1p-Freisetzung normalisiert zu mit LPS und
BzATP behandelten Ansétzen. Die Applikation von 2’(3”)-O-(4-Benzoylbenzoyl)adenosin-5’-
triphosphat (BzATP, 100 uM) fiihrt in mit LPS stimulierten U937-Zellen zu einer erhéhten IL-1B-
Ausschittung. Das durch N-Chlorosuccinimid oxidierte AAT inhibiert die BzATP-induzierte IL-1p-
Freisetzung dosisabhdngig (oxAAT, ICs, = 0,04 mg/ml). AAT besitzt ebenfalls inhibitorische
Aktivitat. Korrespondierende Absolutwerte sind in der ergdnzenden Abbildung 4 dargestellt. In (B)
dargestellt ist die unverdnderte LDH-Freisetzung unter der Applikation von LPS, BzATP, AAT oder
OXAAT im Verhéltnis zur maximalen Freisetzung aus lysierten Zellen. Kruskal-Wallis-Test gefolgt
vom Mann-Whitney-U-Test (*, p < 0,05, verglichen mit LPS- und BzATP-behandelten Ansatzen; n.s.,
p > 0,05 verglichen mit Ansétzen, die mit 1 mg/ml oxAAT behandelt wurden).
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Als nichstes wurde die Inhibition der BzZATP-induzierten IL-1p-Freisetzung durch Prolastin® (AAT-
P) und oxidiertes Prolastin® (0XxAAT-P) untersucht. Eine Dosis-Wirkungskurve von nativem
Prolastin® wurde bereits veroffentlicht und ergab einen 1Cs-Wert von 0,21 mg/ml (Siebers et al.
2018).

Die IL-1B-Konzentration in Zellkulturiiberstanden von U937-Zellen, die mit LPS vorstimuliert und
mit BzATP fur 30 min inkubiert wurden, wurde auf 100 % gesetzt. Die BzZATP-unabhangige IL-1p-
Freisetzung belief sich auf 4 % (n = 10, Abb. 19A). Oxidiertes Prolastin® war bei einer Konzentration
von 0,5 mg/ml in der Lage, die BzATP-induzierte IL-1B-Freisetzung signifikant auf 75 % zu
reduzieren (0XAAT-P, p = 0,002, n = 4, Abb. 19A). Hohere Konzentrationen von 1 und 2 mg/ml
0XAAT-P fiihrten ebenfalls zur Inhibition der BzATP-induzierten IL-1pB-Freisetzung (n = 4, Abb.
19A). Der errechnete 1Cso-Wert der BzZATP-vermittelten IL-1B-Freisetzung durch oxidiertes Prolastin®
betrug 0,09 mg/ml (Abb. 19A). Natives Prolastin® mit einer Konzentration von 1 mg/ml reduzierte die
BzATP-induzierte IL-1B Freisetzung auf 6 % und unterschied sich nicht signifikant von Anséatzen, die
mit der gleichen Menge oxidiertem Prolastin® behandelt wurden (p = 0,762, n = 6, Abb. 19A). Keine
der genannten Konzentrationen flhrten zu einer vermehrten Aktivitdt der LDH aus BzATP-
stimulierten U937-Zellen (< 10 % LDH-Aktivitat, Abb. 19B).

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass oxidiertes Prolastin® die BzATP-induzierte IL-1p-
Freisetzung dosisabhangig inhibiert. Eine voll wirksame Inhibition ergab sich fiir oxidiertes Prolastin®

ab einer Konzentration von 0.5 mg/ml.
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Abbildung 19: Inhibition der Interleukin-1p (IL-1p)-Freisetzung aus mit Lipopolysaccharid
(LPS) stimulierten und mit BzATP behandelten U937-Zellen durch oxidiertes Prolastin® und
korrespondierende Lactatdehydrogenase (LDH)-Aktivitat im Zellkulturiberstand. Die
Einzelwerte sind als Punkte dargestellt, die Balken entsprechen den Medianen und die Antennen den
Perzentilen 25 und 75 (A, B). In (A) dargestellt ist die IL-1p-Freisetzung normalisiert zu mit LPS und
BzATP behandelten Ansétzen. Die Applikation von 2°’(3”)-O-(4-Benzoylbenzoyl)adenosin-5’-
triphosphat (BzATP, 100 uM) fiihrt in mit LPS stimulierten U937-Zellen zu einer erhéhten IL-1B-
Ausschiittung. Das durch N-Chlorosuccinimid oxidierte Prolastin® inhibiert die BzATP-induzierte IL-
1B-Freisetzung dosisabhangig (0XAAT-P, 1Cs, = 0,09 mg/ml). Prolastin® (AAT-P) besitzt ebenfalls
inhibitorische Aktivitat. Korrespondierende Absolutwerte sind in der ergédnzenden Abbildung 5
dargestellt. In (B) dargestellt ist die unveranderte LDH-Freisetzung unter der Applikation von LPS,
BzATP, AAT-P oder oxAAT-P im Verhéltnis zur maximalen Freisetzung aus lysierten Zellen.
Kruskal-Wallis-Test gefolgt vom Mann-Whitney-U-Test (*, p < 0,05, verglichen mit LPS- und
BzATP-behandelten Ansétzen; n.s., p > 0,05 verglichen mit Ansédtzen, die mit 1 mg/ml oxAAT-P
behandelt wurden).
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Zuletzt wurde die Inhibition der BzATP-induzierten IL-1p-Freisetzung durch Respreeza® (AAT-R)
und oxidiertes Respreeza® (0xAAT-R) untersucht. Eine Dosis-Wirkungsbeziehung von nativem
Respreeza® wurde nicht untersucht, da Respreeza im nativen Zustand nur eingeschréankte
Funktionalitat aufwies (siehe Abschnitt 3.4.1. Abb. 17).

Die IL-1B-Konzentration in Zellkulturiiberstanden von U937-Zellen, die mit LPS vorstimuliert und
mit BzATP fur 30 min inkubiert wurden, wurde auf 100 % gesetzt. Die BzZATP-unabhangige IL-1p-
Freisetzung belief sich auf 6 % (n = 10, Abb. 20A). Oxidiertes Respreeza® war bei einer
Konzentration von 0,001 mg/ml in der Lage, die BzATP-induzierte IL-1p-Freisetzung signifikant auf
87 % zu reduzieren (0xAAT-R, p = 0,002, n = 4, Abb. 20A). H6here Konzentrationen von 0,01, 0,1,
0,5, 1 und 2 mg/ml oxidiertem Respreeza® filhrten ebenfalls zur Inhibition der BzATP-induzierten IL-
1B-Freisetzung (n = 4, Abb. 20A). Der errechnete ICs-Wert der BzATP-vermittelten IL-1p-
Freisetzung durch oxidiertes Respreeza® betrug 0,04 mg/ml (Abb. 20A). Natives Respreeza® mit einer
Konzentration von 1 mg/ml reduzierte die BzATP-induzierte IL-1p Freisetzung auf 80 % und
unterscheidet sich damit signifikant von derselben Dosis oxidiertem Respreeza® (p = 0,01, n = 6, Abb.
20A). Weder oxidiertes Respreeza® noch natives Respreeza® filhrte in den genannten Konzentrationen
zu einer vermehrten Aktivitat der LDH aus BzATP-stimulierten U937-Zellen (< 10 % LDH-AKktivitat,
Abb. 20B).

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass oxidiertes Respreeza® die BzATP-induzierte IL-1p-
Freisetzung dosisabhéangig inhibiert. Natives Respreeza® inhibiert die BzATP-induzierte IL-1p-
Freisetzung signifikant schlechter als oxidiertes Respreeza®.
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Abbildung 20: Inhibition der Interleukin-1p (IL-1p)-Freisetzung aus mit Lipopolysaccharid
(LPS) stimulierten und mit BzATP behandelten U937-Zellen durch oxidiertes Respreeza® und
korrespondierende Lactatdehydrogenase (LDH)-Aktivitat im Zellkulturiberstand. Die
Einzelwerte sind als Punkte dargestellt, die Balken entsprechen den Medianen und die Antennen den
Perzentilen 25 und 75 (A, B). In (A) dargestellt ist die IL-1p-Freisetzung normalisiert zu mit LPS und
BzATP behandelten Ansétzen. Die Applikation von 2’(3”)-O-(4-Benzoylbenzoyl)adenosin-5’-
triphosphat (BzATP, 100 uM) flhrt in mit LPS stimulierten U937-Zellen zu einer erhohten IL-1pB-
Ausschiittung. Das durch N-Chlorosuccinimid oxidierte Respreeza® inhibiert die BzATP-induzierte
IL-1p-Freisetzung dosisabhangig (0xAAT-R, ICs, = 0,04 mg/ml). Respreeza® (AAT-R) besitzt keine
inhibitorische Aktivitat. Korrespondierende Absolutwerte sind in der ergédnzenden Abbildung 6
dargestellt. In (B) dargestellt ist die unverdnderte LDH-Freisetzung unter der Applikation von LPS,
BzATP, AAT-R oder oxAAT-R im Verhdltnis zur maximalen Freisetzung aus lysierten Zellen.
Kruskal-Wallis-Test gefolgt vom Mann-Whitney-U-Test (*, p < 0,05, verglichen mit LPS- und
BzATP-behandelten Ansétzen; #, p < 0,05 verglichen mit Ansétzen, die mit 1 mg/ml oxAAT-R
behandelt wurden).



Ergebnisse 66

Die Dosis-Wirkungskurven der verschiedenen nativen und oxidierten AAT-Préparate wurden nach
dem linearen Regressionsmodell Weibull-Typ-2 verglichen (Abb. 21). Hierbei wurden sowohl die
ICso-Werte miteinander verglichen, als auch die Steigungen. Die Ergebnisse des statistischen
Vergleichs der nativen sowie oxidierten AAT-Préparate wurden in Tab. 15 dargestellt.

Die nach dem linearen Regressionsmodell Weibull-Typ-2 berechneten 1Csp-Werte einzelner AAT-
Préparate ergaben folgende Beobachtungen: Natives AAT aus gesunden Spendern inhibiert die IL-1p-
Freisetzung aus U937-Zellen mit einem 1Cs, von 0,18 mg/ml (Abb. 21). Wurde natives AAT oxidiert,
so verringerte sich der 1Cs-Wert auf 0,04 mg/ml und erreicht damit den geringsten Wert aller
getesteten AAT-Préparate. Natives Prolastin® inhibiert die IL-1p-Freisetzung aus U937-Zellen mit
einem 1Cs-Wert von 0,21 mg/ml und entspricht damit dem hdchsten 1Cs-Wert der hier getesteten
AAT-Préaparate. Wurde Prolastin® oxidiert, so betrug der 1Cs-Wert nur lediglich 0,09 mg/ml (Abb.
21). Respreeza® war nicht zur vollstandigen Inhibition der IL-1B-Freisetzung féhig, erreichte jedoch
durch Oxidation eine voll wirksame Inhibition mit einem ICso-Wert von 0,04 mg/ml und liegt damit
nah am 1Cs-Wert von oxidiertem AAT aus gesunden Spendern (Abb. 21). Signifikante Unterschiede
in den I1Cs-Werten von oxidierten AAT-Varianten ergaben sich lediglich zwischen oxidiertem AAT,
welches aus gesunden Probanden aufgereinigt wurde und oxidiertem Prolastin® Oxidiertes AAT
besal einen signifikant geringeren 1C50-Wert als oxidiertes Prolastin® (p = 0,0018, n = 4, Tab. 15).
Wurden die Steigungen der einzelnen Dosis-Wirkungskurven miteinander verglichen, so ergaben sich
signifikante Unterschiede zwischen AAT aus gesunden Probanden und dessen oxidierter Variante (p =
0,04, n = 4, Tab. 15), sowie zwischen AAT aus gesunden Probanden und Prolastin® (p <0,00006, n =
4, Tab. 15). Auffallig war, dass die Dosis-Wirkungskurven von Prolastin® sowie dessen oxidierter
Variante deutlich steiler abfielen als der Rest der getesteten AAT-Prdaparate (Abb. 21). Auch der
statistische Vergleich der Steigungen von oxidiertem Prolastin® und oxidiertem AAT aus gesunden
Probanden ergab, einen signifikant steileren Abfall der Dosiswirkungskurve fiir oxidiertes Prolastin®
(p =0,005, n =4, Tabh.15).
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Abbildung 21: Vergleich der Dosis-Wirkungskurven nativer sowie oxidierter AAT-Préaparate.
Die Applikation von 2°(3”)-O-(4-Benzoylbenzoyl)adenosin-5’-triphosphat (BzATP, 100 uM) flhrt in
mit LPS stimulierten U937-Zellen zur IL-1B-Ausschittung. Natives AAT aus gesunden Probanden
(AAT) und das AAT-Préparat Prolastin® (AAT-P) sowie die oxidierten AAT-Praparate oXAAT,
oXAAT-P und oxAAT-R inhibieren die IL-1p-Freisetzung dosisabhéngig. Datenreihen fiir Prolastin®
sind reanalysiert aus Siebers et al. 2018. oxAAT, oxidiertes AAT aus gesunden Spendern; oxAAT-P,
oxidiertes Prolastin®,  AAT-R, Respreeza®; 0XAAT-R, oxidiertes Respreeza®. Lineares
Regressionsmodel nach Weibull-Typ-2.

Tabelle 15: Statistische Auswertung der Dosis-Wirkungsbeziehung von nativen und oxidierten
AAT-Praparaten auf die IL-1p-Freisetzung aus U937-Zellen.

Verglichene AAT- | p-Wert p-Wert
Praparate (1Cs0) (Steigung)
AAT vs. AAT-P 1 < 0,00006
AAT vs oxXAAT 0,52 0,04
AAT-P vs oxAAT-P 0,3 0,62
OXAAT vs. oXAAT-P 0,0018 0,005
OoXAAT vs.oxAAT-R 1 0,52
OXAAT-P vs. oxAAT-R 1 0,15

oXAAT, oxidiertes AAT aus gesunden Spendern; AAT-P,
Prolastin®, oxAAT-P, oxidiertes Prolastin® AAT-R,
Respreeza®; oxAAT-R, oxidiertes Respreeza® p-Werte
korrigiert nach Bonferroni-Holm.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass alle AAT-Préparate auRer nativem Respreeza® dazu in
der Lage waren, die IL-1B-Freisetzung aus U937-Zellen zu inhibieren. Generell fiihrte die Oxidation
von AAT-Praparaten zu einer Minderung der ICsp-Werte und damit zu einer Verbesserung der

inhibitorischen Aktivitat. Oxidiertes AAT aus gesunden Probanden wies hierbei die hochste
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inhibitorische Aktivitat auf die IL-1p-Freisetzung aus U937-Zellen auf, gefolgt von oxidiertem
Respreeza® und oxidiertem Prolastin®, nativem AAT aus gesunden Probanden und nativem Prolastin®.
Anhand der Steigungen war zudem zu erkennen, dass natives sowie oxidiertes Prolastin® im Vergleich

zu allen anderen AAT-Préparaten eine andere Dynamik der Dosis-Wirkungsbeziehung aufwies.

3.4.3 Effekt der Oxidation von AAT auf dessen Anti-Proteaseaktivitat

Um herauszufinden, ob die Oxidation von AAT durch NCS erfolgreich war, wurden die nativen als
auch die oxidierten AAT-Varianten aus gesunden Spendern, Prolastin® und Respreeza® mit NE
inkubiert und anschliefend in einem SDS-Polyacrylamidgel unter denaturierenden Bedingungen
aufgetrennt und die Proteine im Gel angefarbt.

Deutlich erkennbar war eine starke Proteinbande mit einer geschétzten molekularen Masse von 52
kDa in allen Ansatzen ohne NE (Proteinbande 1, Abb. 22A,B,C). In Ansatzen mit nativen AAT-
Varianten und NE war neben schwachen Banden im molekularen Massebereich von 50 — 70 kDa eine
starke Bande mit der geschatzten molekularen Masse von 77 kDa zu erkennen (Proteinbande 2, Abb.
22A,B,C). Diese Bande liel3 sich in Ansdtzen mit oxidierten AAT-Varianten und NE nicht finden
(Abb. 22A,B,C). Jedoch ist in diesen Ansatzen eine mittelschwache Bande mit der geschatzten
molekularen Masse von 48 kDa erkennbar.
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Abbildung 22: Anti-Proteaseaktivitat von AAT, Prolastin® und Respreeza® und deren oxidierten
Varianten. Komplexe aus dem AAT gesunder Probanden (A), dem AAT-Praparaten Prolastin®
(AAT-P) (B) und Respreeza® (AAT-R) (C), sowie deren durch N-Chlorosuccinimid (NCS) oxidierte
Varianten (0xAAT, oxAAT-P und oxAAT-R) und neutrophiler Elastase (NE), aufgetrennt in
Comassie-gefarbtem SDS-Polyacrylamidgelen (10 %). Die mit NCS oxidierten AAT-Préparate bilden
keine Komplexe mit NE.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die NCS-induzierte Oxidation aller eingesetzten nativen
AAT-Praparate zum Verlust der Komplexierungsfahigkeit mit NE und demnach zum Verlust der Anti-

Proteaseaktivitat fuhrten.
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3.5 Einfluss von nAChR siRNA auf die LPC- und GPC-vermittelte
Inhibition der IL-1B-Freisetzung aus U937-Zellen

Die AAT-vermittelte Inhibition der IL-1p-Freisetzung aus U937-Zellen wird unter anderem durch
einen niedermolekularen Faktor vermittelt, der von Monozyten freigesetzt wird und nach aktuellem
Verstandnis als Agonist an nAChR bindet, wodurch er letztendlich die Aktivierung des P2X7-
Rezeptors durch BzATP verhindert (Zakrzewicz et al. 2017). Durch das Wissen Uber die Beteiligung
der iPLA2B am AAT-vermittelten Wirkmechanismus, entstand die Uberlegung, dass iPLA2pB-
vermittelte, niedermolekulare Spaltprodukte von Phosphatidylcholinen die AAT-induzierte Inhibition
der IL-1pB-Freisetzung vermitteln. Die enzymatische Aktivitdt der iPLA2f spaltet Phosphatidylcholine
an der sn2-Position zu LPC und freien Fettsauren (Kabarowski et al. 2002). Durch einen weiteren
Lipase-vermittelten Schritt wird LPC zu GPC und einer weiteren, freien Fettsdure gespalten
(O'Donnell et al. 2018).

Da LPC und GPC bereits als nAChR-Agonisten identifiziert wurden, die dhnliche Effekte in U937-
Zellen auslésen (Zakrzewicz et al. 2017), dréngt sich die Frage auf, ob diese Molekiile durch die
Stimulation mit AAT ausgeschuttet werden und so die beschriebenen Effekte vermitteln. Um sich
dieser Fragestellung zu nahern, wurden Vergleiche zwischen den nAChR-Untereinheiten angestellt,
die fur die LPC-, GPC-vermittelte Inhibition der IL-1B Freisetzung benétigt werden. Die
Rezeptorbedirfnisse von GPC und LPC konnten anschlieBend mit den Rezeptorbedirfnissen des
AAT-vermittelten Faktors verglichen werden. Experimente mit nAChR-Antagonisten konnten bereits
zeigen, dass die LPC- und GPC-vermittelte Inhibition der IL-1B-Freisetzung aus U937-Zellen
hauptséchlich durch die nAChR-Untereinheiten 09 und al10 vermittelt werden (Zakrzewicz et al.
2017). Im Nachfolgenden wurden siRNA-Experimente zur Verifizierung dieser Ergebnisse

vorgenommen.

Die Expression der nAChR-Untereinheiten a7, a9 und 10 wurde durch siRNA-Transfektion in U937-
Zellen vermindert (Zakrzewicz et al. 2017). Als Kontrollexperiment diente die Transfektion mit
unspezifischer siRNA. Zeitnah durchgefiihrte Expressionsuntersuchungen mittels quantitativer
Reverse-Transkriptase-PCR konnten die Spezifitat der verwendeten siRNA und die Effektivitat der
Expressionsminderung fiir die nAChR-Untereinheiten a9 und a10, jedoch nicht fiir die Untereinheit
a7, beweisen (Zakrzewicz et al. 2017). Die Applikation von BzATP erfolgte anschliefend in An- und
Abwesenheit von GPC und LPC auf transfizierte U937-Zellen, welche eine Vorstimulation mit LPS
erfahren haben. Die IL-1B-Freisetzung und die LDH-Aktivitit wurden anschliefend im
Zellkulturiiberstand bestimmt. Absolutwerte der IL-1B-Konzentrationen sind in den ergénzenden

Abbildungen 7 und 8 im Anhang dargestellt.

Die IL-1B-Konzentration in Zellkulturiiberstdénden von U937-Zellen, die mit LPS vorstimuliert und
mit BzATP flr 30 min inkubiert wurden, wurde auf 100 % gesetzt. Die IL-1p-Freisetzung unter LPS
betrug 5 % (n = 5, Abb. 23A). Die Applikation von GPC (100 uM) flihrte in U937-Zellen, die mit
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unspezifischer siRNA transfiziert wurden, zu einer signifikanten und vollstdndigen Inhibition der
BzATP-induzierten IL-1B-Freisetzung (7 % IL-1B-Freisetzung, p = 0,008, n = 5, Abb. 23A). Die
Transfektion von U937-Zellen mit spezifischer siRNA, die gegen die nAChR-Untereinheit o7
gerichtet war, reagierten auf die Applikation von LPC ebenfalls mit einer signifikanten Reduktion der
IL-1B-Freisetzung (35 % IL-1B-Freisetzung , p = 0,029, n = 4, Abb. 23A), die im Vergleich zu
Kontrollexperimenten geringer ausfiel, sich jedoch nicht signifikant von diesen unterschied (p = 0,190,
n =4, Abb. 23A). Transfizierte Zellen mit siRNA gegen die NAChR-Untereinheit 09 reagierten auf die
Applikation von GPC ebenfalls mit einer signifikanten Reduktion der BzATP-induzierten IL-1pB-
Freisetzung (p = 0,029, n = 4, Abb. 23A), jedoch fiel die GPC-vermittelte Reduktion geringer aus und
unterschied sich signifikant von der GPC-vermittelten Inhibition der Kontrollexperimente (76 % IL-
1B-Freisetzung, p = 0,016, n = 4, Abb. 23A). Auch die mit siRNA gegen die nAChR-Untereinheit a10
transfizierten U937-Zellen reagierten auf GPC mit einer signifikanten Reduktion der IL-1pB-
Freisetzung (68 % IL-1pB-Freisetzung, p = 0,029, n = 4, Abb. 23A), wobei die GPC-vermittelte
Reduktion im Vergleich zu Kontrollexperimenten signifikant geringer ausfiel (p = 0,016, n = 4, Abb.
23A). Weder die siRNA-Transfektion noch die GPC-Applikation filhrten zu einer Veranderung der
LDH-Aktivitat im Uberstand der U937-Zellen (< 10 % LDH-Aktivitat, Abb. 23B).
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Abbildung 23: Inhibition der Interleukin-1p (IL-1p)-Freisetzung aus mit Lipopolysaccharid
(LPS) stimulierten und mit BzATP behandelten U937-Zellen durch GPC bei verminderter
Expression der nAChR-Untereinheiten a7, a9 und al0 sowie Kkorrespondierende
Lactatdehydrogenase(LDH)-Aktivitat im Zellkulturtberstand. Die Einzelwerte sind als Punkte
dargestellt, die Balken entsprechen den Medianen und die Antennen den Perzentilen 25 und 75 (A, B).
In (A) dargestellt ist die IL-1p-Freisetzung normalisiert zu LPS und von 2’(3’)-O-(4-
Benzoylbenzoyl)adenosin-5’-triphosphat (BzATP) behandelten Ansédtzen. Die Applikation BzATP
(100 M) fiihrt in mit LPS stimulierten und siRNA-transfizierten U937-Zellen zu einer erhohten IL-
1B-Ausschittung. Glycerophosphocholin (GPC, 100 pM) inhibiert die BzATP-induzierte IL-1B-
Freisetzung vollistandig in Kontrollexperimenten (unspezifisch). Bei verminderter Expression der
NAChR-Untereinheiten o7, o9 und al0 ist diese GPC-vermittelte Inhibition abgeschwécht.
Korrespondierende Absolutwerte sind in der ergdnzenden Abbildung 7 dargestellt. In (B) dargestellt
ist die unverénderte LDH-Freisetzung unter der Applikation von LPS, BzATP und AAT im Verhéltnis
zur maximalen Freisetzung aus lysierten Zellen. Kruskal-Wallis-Test gefolgt vom Mann-Whitney-U-
Test (*, p < 0,05 verglichen mit LPS und BzATP behandelten Ansdtzen der einzelnen
Expressionsminderungen; #, p < 0,05 verglichen mit LPS- und BzATP-behandelten Ansétzen des
Kontrollexperiments).
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Die IL-1B-Konzentration in Zellkulturiiberstanden von U937-Zellen, die mit LPS vorstimuliert und
mit BzATP fir 30 min inkubiert wurden, wurde auf 100 % gesetzt. Die IL-1p-Freisetzung unter LPS
betrug 5 % (n = 5, Abb. 24A). Die Applikation von LPC (10 uM) fuhrte in U937-Zellen, die mit
unspezifischer siRNA transfiziert wurden, zu einer signifikanten und vollstandigen Inhibition der
BzATP-induzierten IL-1p-Freisetzung (11 % IL-1B-Freisetzung, p = 0,008, n = 5, Abb. 24A). Die
Transfektion von U937-Zellen mit spezifischer siRNA, die gegen die nAChR-Untereinheit o7
gerichtet war, reagierten auf die Applikation von LPC ebenfalls mit einer signifikanten Reduktion der
IL-1B-Freisetzung, die sich signifikant von der LPC-vermittelten Reduktion in Kontrollexperimenten
unterschied (35 % IL-1B-Freisetzung, p = 0,016, n = 4, Abb. 24A). Transfizierte Zellen mit sSiRNA
gegen die nAChR-Untereinheit a9 reagierten auf die Applikation von LPC ebenfalls mit einer
signifikanten Reduktion der BzATP-induzierten IL-1B-Freisetzung (p = 0,029, n = 4, Abb. 24A),
jedoch fiel die LPC-vermittelte Reduktion deutlich geringer aus und unterschied sich signifikant von
der LPC-vermittelten Inhibition der Kontrollexperimente (90 % IL-1p-Freisetzung, p = 0,016, n = 4,
Abb. 24A). Auch die mit siRNA gegen die nAChR-Untereinheit al0 transfizierten U937-Zellen
reagierten auf LPC mit einer signifikanten Reduktion der IL-1B-Freisetzung (66 % IL-1B-Freisetzung,
p = 0,029, n = 4, Abb. 24A), wobei die GPC-vermittelte Reduktion im Vergleich zu
Kontrollexperimenten signifikant geringer ausfiel (p = 0,016, n = 4, Abb. 24A). Weder die siRNA-
Transfektion noch die GPC-Applikation fuhrten zu einer Verdnderung der LDH-Aktivitat im
Uberstand der U937-Zellen (< 10 % LDH-Aktivitat, Abb. 24B).
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Abbildung 24: Inhibition der Interleukin-1p (IL-1p)-Freisetzung aus mit Lipopolysaccharid
(LPS) stimulierten und mit BzATP behandelten U937-Zellen durch LPC bei verminderter
Expression der nAChR-Untereinheiten a7, 09 und al0 sowie Korrespondierende
Lactatdehydrogenase(LDH)-Aktivitat im Zellkulturtberstand.. Die Einzelwerte sind als Punkte
dargestellt, die Balken entsprechen den Medianen und die Antennen den Perzentilen 25 und 75 (A, B).
In (A) dargestellt ist die IL-1p-Freisetzung normalisiert zu LPS und 2°(3”)-O-(4-
Benzoylbenzoyl)adenosin-5’-triphosphat  (BzATP) behandelten Ansdtzen. Die Applikation von
BzATP (100 puM) fahrt in mit LPS stimulierten U937-Zellen zu einer erhdhten IL-1p-Ausschiittung.
Lysophosphatidylcholin (LPC, 10 uM) inhibiert die BzATP-induzierte IL-1pB-Freisetzung vollstandig
in Kontrollexperimenten (unspezifisch). Bei verminderter Expression der nAChR-Untereinheiten o7,
a9 und a10 ist diese GPC-vermittelte Inhibition abgeschwécht. Korrespondierende Absolutwerte sind
in der ergénzenden Abbildung 8 dargestellt. In (B) dargestellt ist die unverdnderte LDH-Freisetzung
unter der Applikation von LPS, BzATP und AAT im Verhéltnis zur maximalen Freisetzung aus
lysierten Zellen. Kruskal-Wallis-Test gefolgt vom Mann-Whitney-U-Test (*, p < 0,05 verglichen mit
LPS und BzATP behandelten Ansétzen der einzelnen Expressionsminderungen; #, p < 0,05 verglichen
mit LPS und BzATP behandelten Ansétzen des Kontrollexperiments).
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Zusammenfassend kann gesagt werden, dass sowohl die GPC- als auch die LPC-vermittelte Inhibition
der IL-1pB-Freisetzung aus U937-Zellen durch die Expressionsminderung der einzelnen nAChR-
Untereinheiten a7, 09 und a10 beeintrdchtigt wurde. Die grofite Beeintrachtigung erfuhren die Zellen
unter der Expressionsminderung der nAChR-Untereinheiten a9 und a10, deren Anwesenheit fir die
GPC- als auch LPC-vermittelte Inhibition der IL-1B-Freisetzung demnach als obligat erachtet wurden.
Die nAChR-Untereinheit a7 scheint fir die GPC- und LPC-vermittelte Inhibition der IL-1B-

Freisetzung aus U937-Zellen eine untergeordnete Rolle zu spielen.

3.6 Einfluss von DHA auf die BzATP-induzierte IL-1B-Freisetzung
aus U937-Zellen

Da, wie im vorigen Abschnitt bereits erldutert, sowohl LPC als auch GPC zwar eine inhibitorische
Aktivitdt auf die BzZATP-induzierte IL-1B-Freisetzung haben, jedoch vermutlich nicht dem durch AAT
induzierten Faktor-x entsprechen, entstand die Uberlegung, dass eine durch iPLA2B freigesetzte
Fettsdure der niedermolekulare Faktor-x mit inhibitorischer Aktivitdt sein konnte. Eine Fettsdure, die
durch die Aktivitit der iPLA2B aus Phosphatidylcholinen freigesetzt werden kann, ist
Docosahexaenséure (DHA). Deren Aktivitdt auf die BzATP-induzierte IL-1B-Freisetzung wurde

zunachst untersucht.

Um herauszufinden, ob DHA einen Einfluss auf die BzATP-induzierte IL-1p-Freisetzung hat, wurden
LPS-vorbehandelte U937-Zellen gleichzeitig mit BzATP und DHA behandelt und anschlieBend die
IL-1B Konzentration sowie die LDH-AKktivitat im Uberstand der Zellen bestimmt. Absolutwerte der

IL-1B-Konzentrationen sind in der ergdnzenden Abbildung 9 im Anhang dargestellt.

Die IL-1B-Konzentration in Zellkulturiiberstdanden von U937-Zellen, die mit LPS vorstimuliert und
mit BzATP fiir 30 min inkubiert wurden, wurde auf 100 % gesetzt. Hierbei ergab sich zunéchst eine
IL-1B-Freisetzung unter LPS von 3 % (n = 4, Abb. 25A). Eine Konzentration von 2,5 uM DHA fiihrte
in U937-Zellen zu einer Reduktion der BzATP-induzierten IL-1B-Freisetzung auf 83 % (n = 5, Abb.
25A\). Bei einer Konzentration von 40 uM DHA konnte eine vollsténdige, signifikante Inhibition der
BzATP-induzierten IL-1B-Freisetzung auf 12 % beobachtet werden (p = 0,029, n = 4, Abb. 25A).
Konzentrationen von 20, 40, 80, 160 und 240 uM DHA fihrten ebenfalls zur Inhibition der IL-1pB-
Freisetzung aus U937-Zellen (n = 4, Abb. 25A).

Eine voll wirksame Inhibition der IL-1p3-Freisetzung ergab sich mit den Konzentrationen von 40, 80,
160 und 240 uM DHA (n = 4, Abb. 25A). Der errechnete 1Cs-Wert betrug 12 puM Abb. 25A). Eine
Verdnderung in der LDH-Aktivitat unter DHA konnte nicht beobachtet werden (< 10 % LDH-
Aktivitat, Abb. 25B). Lediglich ein Wert lag knapp tber 10 % (Abb. 25B).
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Abbildung 25: Inhibition der Interleukin-1p (IL-1p)-Freisetzung aus mit Lipopolysaccharid
(LPS) stimulierten und mit BzZATP behandelten U937-Zellen durch Docosahexaensaure (DHA)
sowie korrespondierende Lactatdehydrogenase (LDH)-Aktivitat im Zellkulturtberstand. Die
Einzelwerte sind als Punkte dargestellt, die Balken entsprechen den Medianen und die Antennen den
Perzentilen 25 und 75 (A, B). In (A) dargestellt ist die 1L-1p-Freisetzung normalisiert zu mit LPS und
BzATP behandelten Ansétzen. Die Applikation von 2’(3”)-O-(4-Benzoylbenzoyl)adenosin-5’-
triphosphat (BzATP, 100 uM) fiihrt in mit LPS stimulierten U937-Zellen zu einer erhéhten IL-1p-
Ausschittung. DHA (2,5 — 240 pM) inhibiert die BzATP-induzierte IL-1B-Freisetzung dosisabhéngig.
Korrespondierende Absolutwerte sind in der erganzenden Abbildung 9 dargestellt. In (B) dargestellt
ist die weitgehend unverénderte LDH-Freisetzung unter der Applikation von LPS, BzATP und DHA
im Verhéltnis zur maximalen Freisetzung aus lysierten Zellen. Kruskal-Wallis-Test gefolgt vom
Mann-Whitney-U-Test (*, p < 0,05 verglichen mit LPS- und BzATP-behandelten Anséatzen).
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3.7 Einfluss von nAChR-Antagonisten auf die DHA-induzierte
Inhibition der BzATP-vermittelten IL-1B-Freisetzung aus U937-
Zellen

Da gezeigt werden konnte, dass DHA die BzATP-induzierte IL-1B-Freisetzung aus U937-Zellen
inhibiert, sollte als nachstes untersucht werden, ob DHA der durch AAT-induzierte niedermolekulare
Faktor-x sein kann, der in U937-Zellen die Inhibition der BzATP-induzierte IL-1B-Freisetzung

vermittelt.

Die AAT-vermittelte Inhibition der BzATP-induzierten IL-1B-Freisetzung ist abhéngig von den
nNAChR-Untereinheit a9, in Kombination mit a7 oder a10 (Siebers et al. 2018). Um herauszufinden,
ob DHA die AAT-induzierte Inhibition der BzZATP-vermittelten IL-1B-Freisetzung vermittelt, wurden
nachfolgend die Rezeptorbedirfnisse von DHA untersucht und mit den Rezeptorbedirfnissen des

AAT-vermittelten Faktors verglichen.

Hierzu wurde DHA (40 pM) zusammen mit BzATP (100 puM) fur 30 min auf mit LPS vorstimulierte
U937-Zellen gegeben und anschlielfend die IL-1B-Konzentration in den Zelliiberstdnden bestimmt.
Trat eine Inhibition ein, so wurden die Rezeptorbediirfnisse dieser Inhibition durch den Einsatz von
nikotinischen Antagonisten untersucht. Hierzu kamen die nikotinischen Antagonisten a-Btx (1 pM),
[V11L;V16D]ArIiB (500 nM) und RglA4 (200 nM) zum Einsatz. [V11L;V16D]ArIB sollte hierbei
spezifisch die Untereinheit a7 nAChR antagonisieren, wobei RglA4 als spezifischer Antagonist der
Untereinheit a9 eingesetzt wurde (Richter et al., 2016; Romero et al., 2017; Whiteaker et al., 2007).
Der generelle nikotinische Antagonist a-Btx kam zur Antagonisierung der nAChR-Untereinheiten a7,
a9 und/oder 010 zum Einsatz (Fujii et al. 2017a). Dazu wurde die BzATP-Applikation mit dem
jeweiligen nikotinischen Antagonisten und DHA kombiniert. Zur Kontrolle erfolgte eine gemeinsame
Applikation des Losungsmittels Methanol und BzATP. Absolutwerte der IL-1B-Konzentrationen sind
in der erganzenden Abb. 10 im Anhang dargestellt.

Die IL-1B-Konzentration in Zellkulturiiberstanden von U937-Zellen, die mit LPS vorstimuliert und
mit BzATP flr 30 min inkubiert wurden, wurde auf 100 % gesetzt. Die IL-1p-Freisetzung unter LPS
betrug 0 % (n = 4, Abb. 26A). Die Applikation von Methanol veranderte die BzATP-induzierte I1L-1p-
Freisetzung nicht (101 % IL-1B-Freisetzung, n = 4, Abb. 26A). Die Applikation von DHA (40 pM)
hingegen fihrte in U937-Zellen zu einer signifikanten und vollstandigen Inhibition der BzATP-
induzierten 1L-1B-Freisetzung (7 % IL-1B-Freisetzung, p = 0,029, n = 4, Abb. 26A). Der nikotinische
Antagonist [V11L;V16D]ArIB war in der Lage, die Inhibition der BzATP-vermittelten IL-1B3-
Freisetzung durch DHA aufzuheben (101 % IL-1pB-Freisetzung, n = 4, Abb. 26A). Die IL-1p-
Konzentrationen unter DHA unterschieden sich signifikant zwischen [V11L;V16D]ArIB-behandelten
Ansédtzen und Ansdtzen ohne [V11L;V16D]ArIB (p = 0,029, n = 4, Abb. 26A). Die kombinierte
Applikation des nAChR-Antagonisten RglA4 und DHA resultierte in einer BzZATP-vermittelten IL-
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1B-Freisetzung von 92 %, welche den Konzentrationsbereichen unter alleiniger BzATP-Applikation
entsprachen. Diese Ansdtze unterschieden sich signifikant von DHA behandelten Ansétzen (p = 0,029,
n =4, Abb. 26A). Auch die Applikation von a-Btx konnte die DHA-vermittelte Inhibition der BzZATP-
induzierten 1L-1B-Freisetzung fast vollstandig aufheben (88 % IL-1pB-Freisetzung, n = 4, Abb. 26A).
Die LDH-AKktivitdt im Uberstand der Zellen unter der Applikation von Methanol, DHA,
[V11L;V16D]ArIB, RglA4 und o-Btx lag unter 10 % (Abb. 26B).

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die DHA-vermittelte Inhibition der IL-1B-Freisetzung
aus U937-Zellen durch Antagonisierung der nAChR-Untereinheiten a7, a9 und 10 beeintrichtigt
wurde. Hierbei scheinen die Antagonisierung der nAChR-Untereinheit o9 in Kombination mit «10, die
alleinige Antagonisierung der nAChR-Untereinheit o7 als auch die gemeinsame Antagonisierung der
Untereinheiten a7 mit a9 gleichwertige Effekte hervorzurufen. Demnach konnte die Anwesenheit aller
drei nAChR-Untereinheiten als obligatorisch erachtet werden.
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Abbildung 26: Inhibition der Interleukin-1p (IL-1p)-Freisetzung aus mit Lipopolysaccharid
(LPS) stimulierten und mit BzATP behandelten U937-Zellen durch DHA und dessen
Antagonisierung durch [V11L;V16D]ArIB, RglIA4, a-Btx sowie korrespondierende
Lactatdehydrogenase (LDH)-Aktivitat im Zellkulturtberstand. Die Einzelwerte sind als Punkte
dargestellt, die Balken entsprechen den Medianen und die Antennen den Perzentilen 25 und 75 (A, B).
In (A) dargestellt ist die IL-1B-Freisetzung normalisiert zu mit LPS und BzATP behandelten Ansétzen.
Die Applikation von 2°(3”)-O-(4-Benzoylbenzoyl)adenosin-5’-triphosphat (BzATP, 100 uM) fihrt in
mit LPS stimulierten U937-Zellen zu einer erhdhten IL-1B-Ausschittung. DHA (40 uM) inhibiert die
BzATP-induzierte IL-1B-Freisetzung vollstdndig. Die DHA-vermittelte Inhibition der BzATP-
induzierten IL-1p-Freisetzung ist durch [V11L;V16D]ArIB (ArIB, 500 nM), RglA4 (200 nM) und a-
Btx (1 uM) aufgehoben. Korrespondierende Absolutwerte sind in der ergdnzenden Abbildung 10
dargestellt. In (B) dargestellt ist die unverdnderte LDH-Freisetzung unter der Applikation von LPS,
BzATP, [V11L;V16D]ArIB, RglIA4, a-Btx im Verhéltnis zur maximalen Freisetzung aus lysierten
Zellen. DHA; Docosahexanséure. Kruskal-Wallis-Test gefolgt vom Mann-Whitney-U-Test (*; p <
0,05 verglichen mit LPS- und BzATP-behandelten Ansdtzen, #; p < 0,05 verglichen mit LPS, BZATP
und DHA behandelten Ansétzen).
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4 Diskussion

4.1 Die monozytare IL-1B-Freisetzung im Kontext einer CPB-
Operation

Eine CPB-Operation ist durch mehrere Prozesse gekennzeichnet, die zur Entstehung einer
systemischen Entziindung beitragen: Das chirurgische Trauma, einhergehend mit Blutverlust und
daraus resultierende sekundére Gewebsverletzungen, sowie der extrakorporale Kreislauf des CPB, der
Blutbestandteile in Kontakt mit artifiziellen Oberflachen bringt. Als Folge kann ein SIRS entstehen,
welches das Risiko fir den Patienten erhoht, an einem Multiorganversagen zu sterben (Cauwels et al.
2014). Nach einer CPB-Operation kommt es zum systemischen Anstieg des pro-inflammatorischen
Zytokins IL-1B, einem wichtigen Mediator fiir systemische Entziindungsreaktionen (Warren et al.
2009). Es wird sowohl duch Trauma induziert als auch als Reaktion auf artifizielle Oberflachen und
wahrend Gewebsschadigungen durch Ischdmie und Reperfusion von aktivierten Monozyten produziert
(Warren et al. 2009). Die Tatsache, dass der Hauptanteil der systemischen IL-1B-Freisetzung durch
Monozyten getragen wird (Dinarello 2009), betont die Wichtigkeit dieser Zellen in der Pathogenese
eines SIRS nach CPB-Operation.

Die Freisetzung von monozytarem IL-13 wird klassischerweise durch einen zweistufigen Prozess
gesteuert, der durch zwei unabhédngige Stimuli induziert werden kann. Der erste Stimulus kann
beispielsweise durch die Erkennung eines Gefahrensignals durch den TLR4 erfolgen. Die Aktivierung
des TLR4 veranlasst die erhohte Expression von NALP3-Proteinen und des unreifen Vorlauferproteins
pro-IL-1B (Dinarello et al. 2012; Kawasaki & Kawai 2014). Diese Voraktivierung wird auch als
priming bezeichnet. Ein zweiter Stimulus induziert die Assemblierung des NALP3-
Inflammasomkomplexes und die Reifung von pro-IL-1p. Diese Initiierung des NALP3-Inflammasoms
fihrt auch zur Freisetzung von biologisch aktivem IL-1p (Shao et al. 2015). Dieser zweistufige
Prozess, gekennzeichnet durch Voraktivierung und Initiierung des NALP3-Inflammasoms, wurde
mehrfach in unterschiedlichen Trauma-Modellen gezeigt. In konzeptuellen Beweisexperimenten von
Iyer et al. reagierten murine Makrophagen durch Zellverletzungen, die durch Hypoxie,
Komplementaktivierung und mechanische Kréfte induziert wurden, mit der Voraktivierung der Zellen
und einer Initilerung des NALP3-Inflammasomkomplexes (lyer et al. 2009). Weiterhin fuhrt die
peritoneale Injektion von nekrotischen Zellen in Mausen zur Initiierung des NALP3-Inflammasoms in
Makrophagen (lyer et al. 2009). Eine experimentelle Peritonitis in der Maus wird daher oft zur
Erforschung des NALP3-Inflammasoms in vivo verwendet. Mechanischer Stress kann in Nagetieren
sowohl zur Voraktivierung als auch zur Initiierung des NALP3-Inflammasoms fuhren (Starzl et al.
2015; Albalawi et al. 2017). Ahnliche Beobachtungen wurden als Reaktion auf Ischdamie und Hypoxie

im Gehirn, Herz und in der Niere von Méusen gemacht (Minutoli et al. 2016).
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Stimuli, die entweder zur Voraktivierung oder zur Initiierung des NALP3-Inflammasoms fihren,
konnen innerhalb einer CPB-Operation folgendermafen aussehen: Die Voraktivierung durch Liganden
des TLR4, die im Kontext einer CPB-Operation auftreten kdnnen, sind entweder Endotoxine wie LPS
oder Bestandteile nicht-bakteriellen Ursprungs. Die Konzentration von Endotoxinen ist wéhrend einer
CPB-Operation merklich erndht (Rocke et al. 1987), sodass Monozyten mit ihnen in Kontakt kommen
(Warren et al. 2009). Auch korpereigene TLR4-Liganden wie HSP werden vermehrt an der
Oberflache von Endothelzellen wéhrend einer CPB-Operation exprimiert, was zur Voraktivierung von
Monozyten fuhren kann (Ohashi et al. 2000; Chaudhry et al. 2010). In der vorliegenden Arbeit wurde
zur Voraktivierung der monozytéren Zellen LPS verwendet. Wie erwartet fuhrte dieses flinfstiindige
priming der U937-Zellen zu keinem signifikanten Anstieg der IL-1B-Freisetzung (Abb. 4). Der zwiete
Schritt, die Initiierung des NALP3-Inflammasoms, ist durch eine Vielzahl an Stimuli denkbar, die
wahrend einer CPB-Operation auftreten kdnnen. Hierzu zahlen vor allem Stimuli, die durch das
chirurgische Trauma und die resultierenden Zellverletzungen freigesetzt werden. Extrazellulares ATP
ist dabei ein klassischer Aktivator des NALP3-Inflammasoms (Shimada et al. 2012; Gombault et al.
2012). Bekannt ist, dass die Freisetzung von intrazellularem ATP durch initiale und sekundéare
Gewebsverletzung wahrend eines chirurgischen Traumas fiir die Aktivierung des P2X7-Rezeptors und
damit fur die Initiierung des NALP3-Inflammasoms sorgen kann (Schneider et al. 2006; Adinolfi et al.
2018). Die in der vorliegenden Arbeit untersuchte ATP-induzierte IL-1B-Freisetzung aus U937-Zellen
bestatigt die Initiierung des NALP3-Inflammsoms durch die Aktivierung des P2X7-Rezeptors in vitro
(Abb. 4). Extrazellulares ATP als Ligand des P2X7-Rezeptors fihrt in U937-Zellen vermutlich zur
Initilerung des NALP3-Inflammasoms, wodurch eine Reifung des Vorlauferproteins zu IL-1p erfolgen
konnte, welches sich wiederum im Uberstand der Zellen finden lieR. Diese Beobachtungen bestatigen
vorangegangene Arbeiten (Hecker et al. 2015; Richter et al. 2016; Amati et al. 2017; Backhaus et al.
2017; Hiller et al. 2018; Richter et al. 2018b; Siebers et al. 2018). Diese Arbeiten zeigen auch, dass
sich die an U937-Zellen beobachteten Effekte auch in primaren Monozyten wie PBMC und CD14"-
Monozyten verifizieren lassen. Die groRe Schwankungsbreite der ATP-vermittelten IL-1p-Freisetzung
wurde bereits in vorangegangenen Arbeiten beobachtet. Diese Beobachtung wurde in der vorliegenden
Arbeit zum Anlass genommen, normalisierte Werte darzustellen. Die Griinde fiir die beobachteten

Schwankungen sind jedoch unbekannt.

Die Initilerung des NALP3-Inflammasoms kann neben der IL-1B-Freisetzung auch zum
pyroptotischen Zelltod der aktivierten Zelle fuhren (Platnich & Muruve 2019). Klassischerweise ist
der pyroptotische Zelltod als Abwehrmechanismus von intrazelluldr infizierten Makrophagen bekannt
(Martinon et al. 2009). Im Gegensatz zum apoptotischen Zelltod, tritt bei der Pyroptose intrazelluléres
Material aus der perforierten Zelle aus und fordert damit Entziindungsprozesse im umliegenden
Gewebe. Um auszuschliel3en, dass die IL-1p-Freisetzung aus U937-Zellen durch vermehrte Pyroptose-
induzierte Membranperforation zustande kommt, wurde in jedem experimentellen Ansatz parallel eine

LDH-Messung durchgefiihrt. Hierbei wird die Konzentration der LDH bestimmt, die ausschlieBlich im
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Zellinneren exprimiert ist, jedoch bei Perforation der Zellmembran nach Aufen treten kann. Da die
LDH-Konzentration im Uberstand der U937-Zellen uiberwiegend weniger als 10% betrug und sich
nach Zugabe von BzATP nicht wesentlich &nderte, konnte ausgeschlossen werden, dass die
Freisetzung von IL-18 durch unspezifische Zellperforation ausgelost wurde. Lediglich ein
unbehandelter Ansatz zeigte eine erhohte LDH-Konzentration von 24 % (Abb. 6). Dieser Ansatz
zeigte jedoch keine erhohte IL-1B-Freisetzung, sodass auf einen Ausschluss des Experiments
verzichtet wurde. Weiterhin konnte sichergestellt werden, dass keine der verwendeten Substanzen
zytotoxische Effekte hervorgerufen haben. Auch die Transfektion der U937-Zellen wirkte nicht
zytotoxisch (Abb. 25). In einigen zellfreien Kontrollansatzen wurde eine héhere LDH-Konzentration
gemessen als in Zellkulturiiberstanden. In diesen Fallen wurde die LDH-Konzentration der Ubersténde
auf 0 % gesetzt (Abb. 11). Das gehdufte Auftreten dieser erhohten Absorptionswerte in zellfreien
Ansdtzen korrelierte mit der vorlbergehenden Verwendung einer bestimmten FCS-Charge als

Mediumszusatz. Dies konnte die erhdhte LDH-Konzentration in zellfreien Ansétzen erkléren.

Limitationen dieser Untersuchungen

Selbstverstandlich unterliegen die hier vorgenommenen Untersuchungen einigen Limitationen. U937-
Zellen wurden zwar bereits im Kontext Trauma-assoziierter Immunreaktionen verwendet (Battle et al.
1998; Linemann et al. 2006), kdnnen jedoch nicht den physiologischen Zustand eines Monozyts in
vivo représentieren. Die multifaktoriellen Ereignisse einer CPB-Operation sind schwer zu erfassen.
Daher représentiert die Untersuchung der ATP-induzierten Freisetzung von IL-1p lediglich einen
Teilaspekt Trauma-induzierter Gewebsverletzungen. Wéhrend und nach einer CPB-Operation kommt
es neben Gewebsverletzungen zu weiteren, potenziell pro-inflammatorischen Vorgéangen (Day &
Taylor 2005). Die Pumpen- und Oxygenatoren erzeugen veranderte intravaskuldre Dricke und die
Zusammensetzung der Blutgase wird kiinstlich verandert (Millar et al. 2016). Es kommt zu drastischen
Verénderungen des Blutvolumens und zur Verdnderung von Plasmaproteinen (Esper et al. 2014). Das
Blut kommt mit artifiziellen Oberflachen in Kontakt und Endothelien des GefaRsystems erfahren
unnatirliche Scherkréfte (Warren et al. 2009). Das Koagulationssystem wird aktiviert und verandert
(Millar et al. 2016). All diese Prozesse sind dazu in der Lage, die kdrpereigne Homdostase zu stdren
und zur Entwicklung eines SIRS beizutragen (Day & Taylor 2005). Inwiefern Wechselwirkungen
zwischen Trauma-induzierten und CPB-induzierten Prozessen die Pathogenese eines SIRS
vorantreiben, ist bisher nur in einer Studie untersucht worden (Prondzinsky et al. 2005). Hierbei
konnte festgestellt werden, dass das chirurgische Trauma mehr zur Entwicklung eines SIRS beitrégt
als der CPB selbst. Es existieren zudem Mausmodelle zur Imitation einer CPB-Operation
(Madrahimov et al. 2018), die zu weiteren Untersuchungen dieser Fragestellung geeignet sein

konnten.
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4.2 Welche Relevanz hat die AAT-vermittelte Inhibition der
monozytéaren IL-1B-Freisetzung?

Die Arbeit von Siebers et al. 2018 zeigte deutlich, dass physiologische Konzentrationen von AAT
dazu in der Lage sind, die ATP-induzierte IL-1B-Freisetzung aus monozytéren Zellen zu inhibieren.
Hierbei wurde der Effekt sowohl an U937-Zellen als auch an primaren Monozyten und PBMC
verifiziert, was die Relevanz dieses Mechanismus in vivo unterstreicht. Die Tatsache, dass Monozyten
und AAT im Blutgefalsystem miteinander in Kontakt kommen, spricht fur einen mechanistischen
Zusammenhang. Eine Kkirzlich veroffentlichte Untersuchung einer groBen Kohorte gesunder
Individuen konnte zudem eine negative Korrelation zwischen AAT- und IL-1B-Konzentrationen im
Blut nachweisen (Ter Horst et al. 2016). Weiterhin scheint es logisch, dass APP als Regulatoren eben
der pro-inflammatorischen Mediatoren zum Einsatz kommen, von denen sie selbst induziert werden.
Der Anstieg von IL-1p, IL-6 und TNFa als Reaktion auf eine Gefahrenerkennung zieht die hepatische
Sekretion von APP nach sich (Cray et al. 2009). Die monozytare IL-1B-Freisetzung induziert in
denselben Zellen die Produktion von IL-6, dessen systemischer Konzentrationsanstieg zur hepatischen
Sekretion von AAT fuhrt (Tosato & Jones 1990; Janciauskiene et al. 2013). AAT wiederum ist in der
Lage, die pro-inflammatorischen Vorgéange zu limitieren und deren Auswirkungen zu modulieren:
Zum einen wird durch dessen Anti-Proteasefunktion einem vermehrten, pro-inflammatorisch
bedingten Gewebsabbau entgegengewirkt. Als zweite Funktion kommen neben der inhibitorischen
Wirkung auf die monozytére IL-1B-Freisetzung zahlreiche, weitere Eigenschaften hinzu, die allesamt
die pro-inflammatorische Reaktion auf ein Gefahrensignal einddmmen (Janciauskiene et al. 2018).
Diese Beobachtungen machen einen negativen feedback loop denkbar, der ein UberschieBen der durch
IL-1B- und IL-6-vermittelten Immunreaktion verhindern soll. Dass die anti-inflammatorischen
Eigenschaften von AAT zum Erhalt des kdrpereigenen inflammatorischen Gleichgewichts beitragen,
ist mehrfach beschrieben (Janciauskiene et al. 2013). Demnach ist eine solche Rolle auch im Kontext

der systemischen IL-1p-Freisetzung denkbar.

Gleichzeitig ist fraglich, inwiefern und in welchen Konzentrationen AAT in Kontakt mit
Blutmonozyten kommt. Die physiologische Plasmakonzentration von AAT liegt zwischen 1 und 1,5
mg/ml (Janciauskiene et al. 2011). Innerhalb des Blutgefal3systems konnen sich Reaktionsraume
bilden, die unterschiedliche Konzentrationen an Blutbestandteilen aufweisen (Pries 2019). In GeféaRen
mit geringem Durchmesser kommt es zur Ausbildung einer Axialstromung und einer zellarmen
Randstromung (Pries 2019). GefédRwandnahe Scherkrafte sorgen fir die Axialmigration von
Erythrozyten und weiteren zelluldren Bestandteilen des Blutes, sodass ein umspulender Plasmastrom
entsteht. Denkbar ist, dass sich eine Akkumulation von AAT in der zellarmen Randstromung ergibt
und patrouillierende Monozyten an der GefédRwand einer deutlich hdheren AAT-Konzentration
ausgesetzt sind. Hierbei ist jedoch auch zu beachten, dass AAT von Endothelien endozytiert werden
kann, was die AAT-Konzentration in Randstromungen beeinflussen wirde (Sohrab et al. 2009).

Monozyten, die sich im Axialstrom befinden, kdnnten dagegen geringeren AAT-Konzentrationen
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ausgesetzt sein. Demnach ist die Frage nach wirksamen AAT-Konzentrationen zur Inhibition der

monozytédren IL-1B-Freisetzung in vivo schwer zu beantworten.

Neben der Frage nach relevanten AAT-Konzentrationen zur Wirkung der anti-inflammatorischen
Effekte, besteht auch die Frage nach der molekularen Erscheinungsform des Proteins. AAT kann
verschiedene Modifikationen unterlaufen, die unterschiedliche Auswirkungen auf die Aktivitat des
Proteins haben. Zundchst fiihrt die Komplexierung mit einer Protease zur Inaktivierung der Anti-
Proteaseaktivitat, was wiederum selbst zu pro-inflammatorischen Effekten fiihrt (Janciauskiene et al.
2013). Wahrend der Komplexierung kommt es auBerdem zur Abspaltung des C-36-Peptidfragments,
welchem wiederum pro-inflammatorische Eigenschaften zugesprochen werden (Subramaniyam et al.
2006). Weiterhin ist die Oxidation eine Modifikation, welche, wenn sie einen Methioninrest in der
RCL des Proteins betrifft, zur Inaktivierung der Anti-Proteasefunktion fihrt und das Protein anfalliger
fir eine Polymerisierung macht (Li et al. 2009). Polymerisiertes AAT selbst scheint ebenfalls
veranderte Aktivitdt aufzuweisen. Es wird von pro-inflammatorischen Effekten und einem Verlust der
Anti-Proteaseaktivitat gesprochen (Aldonyte et al. 2004). Auch die S-Nitrosylierung von AAT wird
als Prozess beschrieben, der pro-inflammatorische Auswirkungen hat (Kaner et al. 2019). Demnach ist
denkbar, dass alle Modifikationen von AAT zum Verlust der inhibitorischen Aktivitat auf die ATP-
induzierte IL-1pB-Freisetzung fiihren kdnnen, was letztendlich die Progression einer systemischen
Entziindungsreaktion bedeuten kann. Um zu verstehen, welche Relevanz die Inhibition der ATP-
induzierten IL-1B-Freisetzung durch AAT hat, bedarf es weiterer Untersuchungen, die diesen

Fragestellungen nachgehen.

4.3 Die Aktivitat von AAT aus gesunden Probanden

Die inhibitorische Aktivitat von AAT aus gesunden Probanden auf die ATP-induzierte IL-1§-
Freisetzung

In vorangegangenen Arbeiten zur Inhibition der ATP-vermittelten IL-1B-Freisetzung konnte gezeigt
werden, dass das AAT-Préparat Prolastin® eine deutliche Aktivitét besitzt (ICso = 0,2 mg/ml, (Siebers
et al. 2018)). Um herauszufinden, ob endogenes AAT aus gesunden Probanden ahnliche Aktivitat
aufweist, wurde zundchst eine Affinitdtschromatografie zur Aufreinigung von AAT aus Plasma
vorgenommen. Mit dieser Methode lieR sich AAT in hoher Reinheit isolieren (Abb. 5). Die
inhibitorische Aktivitat des AATSs aus gesunden Probanden auf die ATP-induzierte IL-1p-Freisetzung
Monozyten liegt mit einem ICsg Wert von 0,18 mg/ml weit unter physiologischen
Plasmakonzentrationen und ist der von Prolastin® ahnlich (Abb. 21, (Siebers et al. 2018). Demnach
kann festgehalten werden, dass die 1Cs, von AAT aus gesunden Probanden der ICsy von Prolastin®
entspricht. Vergleicht man jedoch die Steigungen der Dosis-Wirkbeziehung beider Praparate
miteinander, so zeigt sich, dass die Dosis-Wirkungskurve von Prolastin® deutlich steiler abfllt, als die
des AATs aus gesunden Probanden (Tab. 15). Die Interpretation dieser Steigungsunterschiede

gestaltet sich schwierig. Daher sollen zundchst maBgebliche Unterschiede zwischen AAT aus
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gesunden Probanden und Prolastin® in Betracht gezogen werden. Aus der Literatur ist bekannt, dass
Prolastin® unter allen AAT-Praparaten den héchsten Anteil an AAT-Polymeren besitzt (Boerema et al.
2017). Ginge man davon aus, dass Polymerisierungsgrade von AAT fiir unterschiedliche Dynamiken
in der Dosis-Wirkbeziehung verantwortlich sind, so kdnnte daraus geschlossen werden, dass AAT aus
gesunden Spendern kaum Polymere aufweist und sich aus diesem Grund die starken
Steigungsunterschiede ergeben. Verfolgt man diesen Gedanken weiter, so gelangt man zu der
Hypothese, dass der Polymerisierungsgrad die Bindung an den- und/oder die Aktivitat des Rezeptors
beeinflusst, der die AAT-induzierte Inhibition der IL-1p-Freisetzung in Monozyten vermittelt.
Madglicherweise interagieren Polymere kooperativ. mit mehreren CD36-Molekilen an der
Zelloberflache, was die Form der Dosis-Wirkungskurver erkldren konnte. Zur Uberpriifung dieser
Uberlegung bietet sich eine native Gelelektrophorese unter nicht-denaturierenden Bedingungen an, um

Unterschiede im Polymerisierungsgrad festzustellen.

Da die ICsy von nativem AAT weit unter der physiologischen Plasmakonzentration (1 — 1,5 mg/ml)
liegt, kann vermutet werden, dass das endogene AAT in gesunden Personen ausreicht, um die ATP-
induzierte IL-1B-Freisetzung aus zirkulierenden Monozyten vollstdndig zu inhibieren. Auch die
Auswertung der AAT-Menge nach Affinitatschromatografie deutet darauf hin, dass die hier
untersuchten Probanden AAT-Konzentrationen im physiologischen Bereich aufwiesen (Abb. 5B, Abb.
9B), diese jedoch tendenziell etwas geringer sind als die in der Literatur beschriebenen (Bornhorst et
al. 2013). Diese leichte Abweichung von den erwarteten Werten ist vermutlich auf Verluste bei der
Affinitatschromatogarfie und kleine Fehler bei der Proteingehaltsbstimmung zuriickzufuhren. Fraglich
ist jedoch, wie es bei diesen AAT-Konzentrationen in vivo Uberhaupt zu einem ATP-induzierten
Anstieg der IL-1p-Konzentration im Blut kommen kann. Eine Uberlegung kénnte sein, dass ATP-
unabhéngige, alternative Inflammasomaktivierungen in Monozyten vorherrschend sind. Weiterhin gibt
es zahlreiche gegenregulatorische Mechanismen, die die Sensitivitit von nAChR und damit die
Intensitat der AAT-vermittelten Inhibition der Inflammasomaktivierung beeinflussen. Zu nennen sind
hierbei secreted Ly-6/uPAR related proteins, die ins Blut sezerniert werden und besonders das
metabotrope signaling nAChR modulieren (Lyukmanova et al. 2016). Denkbar ist auch, dass AAT
wéhrend einer systemischen Entziindungsreaktion Modifikationen erfahrt, die es in seiner
Inhibitionsfahigkeit einschrankt. Diese Uberlegungen fithren zu der Hypothese, dass AAT in gesunden
Probanden eine protektive, anti-inflammatorische Rolle hat, die eventuell im Falle einer systemischen

Entziindungsreaktion aufer Kraft gesetzt wird.

Die Anti-Proteasefunktion von AAT aus gesunden Probanden

Die Komplexierungsféahigkeit von AAT aus gesunden Probanden mit NE ist nicht eingeschrénkt, was
auf eine intakte Anti-Proteaseaktivitdt hindeutet (Abb. 7). Die Untersuchungen der
Komplexierungsféahigkeit mit NE stellt jedoch nicht die einzige Mdoglichkeit dar, die Anti-

Proteasefunktion von AAT zu untersuchen. Um der Fragestellung weiter nachzugehen, konnten
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kolorimetrische Tests zur Elastaseaktivitat angestellt werden. Da aus der Literatur bekannt ist, dass vor
allem die Oxidation von AAT zur Inaktivierung der Anti-Proteasefunktion fiihrt (Taggart et al. 2000),
kann hieraus indirekt geschlossen werden, dass AAT in der Zirkulation von gesunden Probanden in
unoxidiertem Zustand vorliegt. Jedoch muss bei dieser Schlussfolgerung in Betracht gezogen werden,
dass die Aufreinigungsprozedur den Oxidationszustand des Proteins verfélschen kénnte.

Schlussfolgernd kann gesagt werden, dass AAT aus gesunden Probanden die ATP-induzierte IL-1p-
Freisetzung genauso gut inhibiert, wie das bereits untersuchte AAT-Préaparat Prolastin® (Siebers et al.
2018). Die Ergebnisse lassen jedoch vermuten, dass es Unterschiede zwischen den Praparaten gibt, die
sich durch Polymerisierungsgrade erklaren lassen koénnten. Auferdem ist AAT aus gesunden

Probanden erwartungsgeman zur Inhibition der NE fahig.

4.4 Die Aktivitat von AAT wahrend einer CPB-Operation

Die AAT-Konzentration im Verlauf einer CPB-Operation

Um herauszufinden, ob AAT wahrend einer CPB-Operation einen Funktionsverlust erfahrt, wurde
AAT 2zu vier Zeitpunkten der Operation Uber eine Affinitatssaule aus dem Plasma der Patienten
isoliert. Vergleichbar mit der Aufreinigung aus gesunden Probanden, lieR sich hierbei AAT mit hoher
Reinheit gewinnen (Abb. 9A). Die AAT-Menge der Affinitatsaufreinigung unterschied sich nicht
zwischen den untersuchten Zeitpunkten der CPB-Operation. Aus diesem Grund wurde zusatzlich eine
Konzentrationsbestimmung im Plasma mittels ELISA durchgefuhrt. Hierbei ergaben sich zwar keine
signifikanten Veranderungen, es war jedoch tendenziell eine leichte Abnahme erkennbar (Abb. 8).
Erwartungsgemal sollte die AAT-Konzentration imVerlauf der Operation abnehmen, da sich das
Blutvolumen durch die Verwendung von priming solutions im extrakorporalen Kreislauf erhéht (Esper
et al. 2014). Das Volumen der priming solution entspricht etwa 30 % des gesamten Blutvolumens und
resultiert in einer Blutverdiinnung (Esper et al. 2014), die sich bereits nach 15 Minuten einstellt und
durch einen Konzentrationsabfall des AATs kennzeichnen wirde. Es ist sehr unwahrscheinlich, dass
sich in dieser kurzen Zeit eine Kompensation durch hepatische Sekretion eingestellt hat, die den
ausbleibenden Konzentrationsabfall erklaren konnte. Auffallig war zudem, dass alle im ELISA
gemessenen AAT-Konzentrationen Uber der physiologischen Plasmakonzentration lagen. Diese hohen
Konzentrationen sind vermutlich durch technische Probleme zu erkléren, &hnlich wie die nicht
bestatigte Konzentrationsabnahme. Die Bestimmung der AAT-Plasmakonzentrationen wird
diagnostisch durch Nephelometrie vorgenommen. Leider konnte aufgrund der Limitation der
Probenvolumina in dieser Arbeit keine nephelometrischen Konzentrationsbestimmungen
vorgenommen werden. Dadurch wird die Vergleichbarkeit mit anderen Untersuchungen erschwert.
Interessanterweise kamen vorangegangene Untersuchungen zu AAT-Konzentrationen im Kontext
einer CPB-Operation zu widerspriichlichen Ergebnissen. Einige Arbeiten berichteten ebenfalls von
ausbleibenden Verdnderungen in der AAT-Plasmakonzentration (Claremont & Branthwaite 1980;

Siminelakis et al. 1996), andere Untersuchungen wiederum konnten eine drastische Abnahme
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feststellen (Pickering et al. 1983; JOonsson 1996; Buyukates et al. 2008). Diese widerspriichlichen
Beobachtungen lassen sich moglicherweise durch Variationen in der Operationstechnik, perioperative
Medikationen und den Techniken zur AAT-Quantifizierung erklaren.

Die inhibitorische Aktivitat von AAT auf die ATP-induzierte IL-1p-Freisetzung im Verlauf einer
CPB-Operation

Wie im vorangegangenen Abschnitt bereits diskutiert, ist aufgereinigtes AAT aus gesunden Probanden
dazu in der Lage, die ATP-induzierte IL-1B-Freisetzung aus monozytdren Zellen zu inhibieren. Ob
diese inhibitorische Funktion wahrend einer CPB-Operation beeintrachtigt ist, sollte durch die Gabe
von aufgereinigtem AAT aus CPB-Patienten auf mit LPS-stimulierte und ATP-behandelte U937-
Zellen aufgeklért werden. Hierbei stellte sich heraus, dass das aus CPB-Patienten aufgereinigte AAT
zu jedem Zeitpunkt der Operation in der Lage war, die ATP-vermittelte IL-1B-Freisetzung aus U937-
Zellen dosisabhangig zu inhibieren (Abb. 10 und 11). Die ICs, ist hierbei nach der Operation
signifikant groRer als davor (Abb. 12, Tab. 14). Daraus kann geschlossen werden, dass sich die anti-
inflammatorische Funktion von AAT wahrend einer CPB-Operation verdndert. Da sich jedoch die
Veranderungen in der ICsq von AAT in einem Bereich weit unter den Konzentrationen im Plasma
befinden, ist die physiologische Bedeutung dieser Zunahme fraglich (Agné et al. 2020).
Interessanterweise verandern sich die Steigungen der Dosis-Wirkbeziehung von AAT aus CPB-
Patienten im Verlauf der Operation (Abb. 12). Geht man erneut davon aus, dass die Steigung der
Dosis-Wirkbeziehung eine Aussage Uber den Polymersisierungsgrad erlaubt, ware demnach zu
schlussfolgern, dass AAT im Laufe der Operation vermehrt polymerisiert. In der Tat lassen sich
vermehrt Polymere von AAT im pro-inflammatorischen Kontext finden (Mulgrew et al. 2004; Gross
et al. 2009). Zur Uberpriifung des Polymerisationsgrades bietet sich auch in diesem Fall eine native
Gelelektrophorese unter nicht-denaturierenden Bedingungen an. Vorlaufige Untersuchungen dazu
wurden im Labor Molekulare Pneumologie der Medizinischen Hochschule Hannover durchgefiihrt
und ergaben keinerlei Veranderungen im Polymerisierungsgrad, wenn man AAT vor und nach der
CPB-Operation vergleicht (Ergebnisse nicht gezeigt). Ebenfalls bekannt ist, dass besonders oxidiertes
AAT zur Polymerisierung neigt, daher konnte auch eine Zunahme des Oxidationsgrades zu erwarten
sein. Einen Hinweis auf den Oxidationsgrad kénnten die Ergebnisse der Komplexierungsexperimente
mit NE liefern (Abb. 14): Hierbei ergaben sich im Verlauf der Operation keine Unterschiede in der

Komplexierungsfahigkeit, die durch Oxidation verloren gegangen ware.

Die Anti-Proteasefunktion von AAT im Verlauf einer CPB-Operation

Die Untersuchungen zur Anti-Proteasefunktion von Patienten-AAT ergaben widersprichliche
Ergebnisse. In der Anti-NE-Aktivitdt des Plasmas von CPB-Patienten, welche kolorimetrisch
bestimmt wurde, zeigte sich eine Abnahme von rund 30 % (Abb. 13). Interessanterweise entspricht
diese Inhibition in etwa die der erwarteten Blutverdinnung zum Anfang der Operation (Esper et al.

2014). Jedoch muss hier von der gesamten inhibitorischen Aktivitat des Plasmas ausgegangen werden,
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die neben der Inhibition durch AAT auch durch andere Anti-Proteasen getragen wird. So ist
beispielsweise auch a1-Makroglobulin in der Lage, NE zu inhibieren (Groutas et al. 2011). Eine AAT-
spezifische Inhibition von Proteasen wurde durch die Visualisierung und Quantifizierung von
Komplexen aus AAT und NE sowie PR3 vorgenommen. Hierzu wurden unterschiedliche
Vorgehensweisen in zwei Laboratorien vorgenommen: Die Komplexe aus aufgereinigtem AAT und
NE wurden in der Sektion Experimentelle Chirurgie in Giel3en durch polyklonale Antikérper aus der
Ziege mittels Western-Blot visualisiert. Die Visualisierung von Komplexen aus dem gesamten Plasma
und NE sowie PR3 erfolgte im Labor Molekulare Pneumologie an der Medizinischen Hochschule
Hannover durch polyklonale Antikorper eines anderen Herstellers. Beide Untersuchungen bestatigen
sich in dem Ergebnis, dass die Anti-NE-Aktivitat von AAT wahrend der Operation erhalten bleibt
(Abb. 15 und 16). Andere Untersuchungen konnten im Gegensatz zu den aktuellen Ergebnissen eine
deutliche postoperative Zunahme an Komplexen zwischen AAT und NE feststellen (Borowiec et al.
1997; Butler et al. 1993; Finn et al. 1996). Dieser Anstieg in AAT/NE-Komplexen wird tberwiegend
durch eine erhohte Freisetzung von NE in die Zirkulation erklart (Boeken et al. 2002; Yusa et al.
1995). Weiterhin wird berichtet, dass periphere Blutmonozyten im inflammatorischen Milieu vermehrt
AAT produzieren, welches wiederum direkt mit Proteasen komplexiert, die ebenfalls von diesen
Zellen freigesetzt werden (Knoell et al. 1998). Die AAT-Sekretion von Phagozyten macht zwar im
Gegensatz zur hepatischen Sekretion nur einen geringen Teil aus (Janciauskiene et al. 2013), geht man
aber von einer massiven Aktivierung dieser Zellen im Kontext einer CPB-Operation aus, so kénnte
dieser Aspekt zum Anstieg von AAT/NE-Komplexen in der Zirkulation beitragen. Im Gegensatz zur
unveranderten Komplexierungsféhigkeit mit NE scheint die Komplexierungsfahigkeit von AAT mit
PR3 leicht zuzunehmen (Abb. 16). Ob diese leichte Tendenz von biomedizinischer Relevanz ist, bleibt
fraglich. Sie deutet jedoch auf Veranderungen wahrend einer CPB-Operation hin.

Zusammenfassend kann vermutet werden, dass die beobachtete Abnahme der Anti-NE-Aktivitat im
Patientenplasma nicht durch eine Dysfunktionalitat in der Anti-Proteasefunktion von AAT zustande
kommt, sondern vielmehr eine Folge der Blutverdiinnung darstellt. Die funktionelle Verénderung
anderer Proteasen im Kontext einer CPB-Operation kénnte dennoch von klinischer Relevanz sein und

bedarf weiterer Untersuchungen.

Limitationen dieser Untersuchungen

Die vorliegenden Untersuchungen zur Aktivitat von AAT wahrend einer CPB-Operation unterliegen
weiteren Limitationen, die im Folgenden diskutiert werden sollen. Zunichst ist die geringe
Patientenzahl zu nennen, die letztendlich nur die Bildung von Hypothesen erlaubt. Weiterhin wurden
unterschiedliche Patientengruppen fir unterschiedliche, funktionelle Auswertungen verwendet, was
einen direkten Vergleich der Ergebnisse ausschlieit. Obwohl AAT ein breites Spektrum an anti-
inflammatorischen Effekten ausldésen kann (Ehlers 2014), widmete sich diese Arbeit lediglich der

Modulation der monozytaren, ATP-induzierten IL-1pB-Freisetzung, deren Wichtigkeit im Kontext eines
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SIRS jedoch von grofler Bedeutung sein konnte. In diesem Zusammenhang ist es wichtig, die
unterschiedlichen Phasen der CPB-Operation zu erwahnen, die die potenzielle Pathogenese des SIRS
bedingen. So wird in der frihen, perioperativen Phase der Operation vorrangig die Exposition mit
artifiziellen Oberflachen und das chirurgische Trauma ausschlaggebend fiir eine systemisch erhohte
IL-1B-Freisetzung sein, zu spéteren Zeitpunkten nach der Operation kommen der Ischéamie-
/Reperfusionsschaden sowie eine eventuelle Bakteridmie und/oder Endotox&mie als starke pro-
inflammatorische Trigger hinzu (Warren et al. 2009; Bortolotti et al. 2018). In der vorliegenden Arbeit
wurden lediglich die friihen, peri- und postoperativen Zeitpunkte untersucht, die sich im Zuge
inflammatorischen Antwort vermutlich von spéteren postoperativen Untersuchungen unterscheiden.
Ausserdem bleibt fraglich, ob die beobachteten Effekte auf das chirurgische Trauma oder die
Exposition mit artifiziellen Oberflachen zurtickzufuhren sind. Weiterhin entwickelte keiner der hier
untersuchten Patienten postoperativ ein SIRS oder Sepsis, was die Aussagekraft der Untersuchungen
deutlich abschwécht. Demnach sind die hier angestellten Untersuchungen lediglich als Pilotstudie
anzusehen. Um der Fragestellung gerecht zu werden, sollten zukinftig Untersuchungen mit einer
deutlich groReren Patientenkohorte durchgefiihrt werden, die postoperativ ein SIRS entwickelt.
Weiterhin sollten spéatere postoperative Zeitpunkte untersucht werden, um die Auswirkungen eines
Ischdmie und Reperfusionsschadens auf die Aktivitat des endogenen AATS beurteilen zu kénnen.

Schlussfolgernd kann gesagt werden, dass sich die inhibitorische Aktivitdt von AAT auf die
monozytare, ATP-induzierte IL-1pB-Freisetzung durch eine CPB-Operation leicht verringert. Die AAT-
spezifische Anti-Proteaseaktivitat bleibt in diesem Kontext unverandert, jedoch wurde eine leichte
Abnahme der gesamten Anti-Proteaseaktivitit beobachtet. Um die Frage zu beantworten, ob sich eine
AAT-Augmentation im  Kontext einer CPB-Operation protektiv —auf  postoperative
Entzlindungsprozesse auswirkt, missen weitere Untersuchungen in vivo vorgenommen werden. Flr
eine AAT-Augmentation von CPB-Patienten kdmen in Deutschland prinzipiell zwei Praparate in
Frage (Prolastin® und Respreeza®), deren inhibitorische Aktivitat auf die monozytare ATP-induzierte
IL-1B-Freisetzung in dieser Arbeit untersucht wurde. Diese Ergebnisse werden im néchsten Abschnitt
diskutiert.

4.5 Die Aktivitat der AAT-Praparate Prolastin® und Respreeza®

Die inhibitorische Aktivitdt von Prolastin® und Respreeza® auf die ATP-induzierte IL-1p-
Freisetzung
Der Einsatz von Prolastin® und Respreeza® im Kontext der ATP-induzierten Freisetzung von IL-1p

aus U937-Zellen zeigte einen deutlichen Unterschied in der Inhibitionskapazitat beider Préparate
(Abb. 17). Respreeza® inhibiert hierbei deutlich schlechter als Prolastin®. Nach Boerema et al.
unterscheiden sich Prolastin® und Respreeza® nicht maRgeblich in ihrer Anti-Proteaseaktivitét, was ein
Hinweis auf eine funktionelle Entkopplung der immunologischen und der anti-Proteasefunktion sein

kann (Boerema et al. 2017). Unterschiede zwischen den Préparaten konnten durch die
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Aufreinigungsprozedur zustande kommen. Bei der Aufreinigung von AAT aus humanem Plasma
erfolgen  mehrere, aufeinanderfolgende Prazipitations- und Chromatografieschritte.  Die
Aufreinigungsprozedur von Respreeza® enthalt einen zusétzlichen Chromatografieschritt durch eine
hydrophobe Matrix, der bei der Aufreinigung von Prolastin® nicht unternommen wird (Boerema et al.
2017). Dieser Unterschied ist vor allem dafiir verantwortlich, dass Respreeza® einen geringeren Anteil
an Unreinheiten aufweist (Boerema et al. 2017). Demnach ist denkbar, dass die inhibitorische
Aktivitat von Prolastin® auf Verunreinigungen im Préparat zuriickzufiihren ist.

Denkbare Unreinheiten, die sich durch eine hydrophobe Interaktionschromatografie beseitigen lassen,
sind z.B. aus dem Plasma stammende Fetts&uren. Aus diesem Grund wurden im Rahmen dieser Arbeit
Untersuchungen unternommen, die die inhibitorische Aktivitat von Respreeza® in Kombination mit
Fettsduren untersuchen sollten. Ahnliche Untersuchungen wurden bereits von anderen Arbeitsgruppen
vorgenommen, die die Kombination von Respreeza® und Fettsiuren wie Linolsaure und Olsaure auf
die Inhibition der IL-1pB-Freisetzung aus Neutrophilen untersuchten. Hier wurde ein deutlicher
Unterschied zwischen Fettsaure-freiem Respreeza® und mit Fettsduren versetztem Respreeza®
festgestellt (Aggarwal et al. 2016). Eine Aktivierung der inhibitorischen Aktivitat von Respreeza®
durch eine Inkubation mit Fettsduren liel sich in vorlaufigen Experimenten jedoch nicht beobachten
(Ergebnisse nicht gezeigt). Jedoch zeigen langkettige Fettsduren wie DHA selbst eine inhibitorische
Aktivitat auf die ATP-induzierte IL-1B-Freisetzung (Abb. 26), was die Beteiligung von
fettsaurehaltigen Unreinheiten am inhibitorischen Effekt von Prolastin® nicht vollends ausschlieft.

Ein weiterer Unterschied in der Aufreinigungsprozedur von Prolastin® und Respreeza® besteht in der
Durchfiihrung eines Reduktionsschritts, der wahrend der Aufreinigung von Respreeza® vorgenommen
wird (Zemaira US Patent 8,722,624 CSL Behring 2014, (Bertolini et al. 2013). Demnach konnte die
Reduktion von Respreeza® fiir dessen verminderte inhibitorische Aktivitat verantwortlich sein. Eine
Oxidation von Respreeza® sollte demnach die inhibitorische Aktivitit auf die ATP-induzierte 1L-1p-
Freisetzung aus U937-Zellen verstarken. Wurde Respreeza® mit oxidierendem NCS vorbehandelt,
konnte tatsachlich eine dosisabhdngige Inhibition der IL-1B Freisetzung aus U937-Zellen beobachtet
werden (ICso = 0,04 mg/ml, Abb. 21). Die ICs, von oxidiertem Respreeza® ist demnach sogar niedriger
als die ICs, von Prolastin® (ICs, = 0,21 mg/ml, (Siebers et al. 2018). Die Oxidation von Prolastin®
durch NCS scheint dessen inhibitorische Aktivitat im Vergleich zu nativem Prolastin® ebenfalls
tendenziell zu erhdhen (ICso = 0,09 mg/ml, Abb. 21, Tab. 15). Generell kann daraus geschlossen
werden, dass AAT einen gewissen Oxidationsgrad bendtigt, um die ATP-induzierte I1L-1p-Freisetzung
aus U937-Zellen zu inhibieren. Fraglich hierbei bleibt jedoch, welche Aminoséduren eine Oxidation
erfahren und welche Funktionen diese haben. Bekannt ist, dass vor Allem Cystein- sowie
Methioninreste oxidiert werden kdnnen. Cysteinreste verlieren durch die Oxidation ihre Fahigkeit zur
Ausbildung von Disulfidbricken (Griffiths & Cooney 2002). AAT besitzt einen Cysteinrest in der
Position 232 (Cys232), der jedoch nicht an der Ausbildung einer Disulfidbriicke beteiligt zu sein
scheint (Griffiths & Cooney 2002). Obwohl Cys232 eine hohe Reaktivitit aufweist, bleibt seine
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Funktion innerhalb des Proteins bisher unbekannt. Eine Arbeit aus dem Jahr 2019 untersucht eine
weitere post-translationale Modifikation dieses Aminoséurerestes, die S-Nitrosylierung (Kaner et al.
2019). Hierbei wurden vor allem anti-bakterielle und pro-inflammatorische Effekte durch
nitrosyliertes AAT beobachtet. Modifikationen an Methioninresten von AAT sind durchaus besser
untersucht. AAT besitzt neun Methioninreste, von welchen zwei zur Funktionalitat der RCL beitragen
(Met358 und Met351). Aus diesem Grund wird auch die Oxidation dieser Methioninreste mit der
Inaktivierung der Anti-Proteaseaktivitdt in Verbindung gebracht (Taggart et al. 2000). Somit kann
durch die vorliegenden Ergebnisse geschlossen werden, dass die Inhibition der ATP-induzierten IL-
1B-Freisetzung aus U937-Zellen durch oxidiertes Respreeza® unabhangig von dessen Anti-

Proteasefunktion verlauft.

Die Entkopplung der Anti-Protease- und der anti-inflammatorischen Aktivitat von AAT

Um herauszufinden, ob die inhibitorische Aktivitdt von AAT auf die ATP-induzierte IL-1B-
Freisetzung aus U937-Zellen unabhéngig von dessen Anti-Proteaseaktivitat verlauft, wurde im Zuge
dieser Arbeit inhibitorisch aktives (oxidiertes Respreeza®) sowie inhibitorisch inaktives Respreeza®
mit NE komplexiert. Sobald inhibitorisch inaktives Respreeza® eine Vorbehandlung mit NCS erfuhr,
konnten keine Komplexe zwischen Respreeza® und NE nachgewiesen werden (Abb. 22), sodass von
einer fehlenden Anti-Proteaseaktivitat auszugehen ist. Inhibitorisch inaktives Respreeza® hingegen
war in der Lage, Komplexe mit NE zu bilden, was flr eine intakte Anti-Proteaseaktivitat spricht (Abb.
22). Demnach konnte gezeigt werden, dass die inhibitorische Aktivitdt von AAT auf die ATP-
induzierte IL-1B-Freisetzung nicht von einer intakten Anti-Proteaseaktivitat abhangt. Diese
Beobachtung stimmt mit Untersuchungen (berein, die ebenfalls eine Entkopplung der anti-
inflammatorischen- und der Anti-Proteasefunktion von AAT postulieren (Churg et al. 2001; Aldonyte
et al. 2004; Janciauskiene et al. 2004; Subramaniyam et al. 2006; Jonigk et al. 2013a). Zu kléren
bleibt, ob Komplexe aus AAT und NE in der Lage sind, die ATP-induzierte IL-1B-Freisetzung aus
U937-Zellen zu inhibieren.

Zur physiologischen Bedeutung dieser funktionellen Entkopplung lassen sich folgende Vermutungen
anstellen: Zunéchst ist festzuhalten, dass sich die Oxidation positiv auf die Inhibition der ATP-
induzierten IL-1B-Freisetzung auswirkt. Die Oxidation von AAT hat demnach in diesem Kontext
einen anti-inflammatorischen Effekt. Interessantereise gibt es einige Arbeiten, die pro-
inflammatorische Effekte beobachten, wenn AAT oxidiert wird (Padrines et al. 1989; Moraga &
Janciauskiene 2000; Li et al. 2009). Es wird jedoch vermutet, dass diese beobachteten Effekte durch
den Verlust der Anti-Protasefunktion verursacht werden. Diese Annahme erhértet sich mit der Arbeit
von Jonigk et al. 2013, in der anti-inflammatorische Effekte unabhangig von der Anti-Protasefunktion
verlaufen: Hier ist rekombinantes AAT ohne Anti-Proteasefunktion in der Lage, anti-inflammatorische

Effekte hervorzurufen und dabei viel potenter zu sein als natives AAT (Jonigk et al. 2013a). Die
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Oxidation des Proteins spielt hierbei keine Rolle. Demnach ist denkbar, dass weniger die Oxidation

und mehr die Inaktivierung der Anti-Proteasefunktion anti-inflammatorsiche Eigenschaften verstarkt.

Gleichzeitig muss eine funktionelle Entkopplung nicht bedeuten, dass AAT entweder anti-
inflammatorisch oder Proteasen komplexierend wirkt. Es ist denkbar, dass die Oxidation von AAT
nicht zwangslaufig in einer Inaktivierung der Anti-Proteasefuntion resultieren muss. Geht man von
mehreren oxidierbaren Aminosaureresten im Protein aus, ergibt sich folgende Uberlegung:
Oxidierende Bedingungen modifizieren zunachst Aminosaurereste, die strukturell nicht an der RCL
des Proteins beteiligt sind. Diese oxidierten Aminosauren sind essentiell fur die Inhibition der ATP-
induzierten IL-1B-Freisetzung, eventuell fur die Bindung an CD36. Die oxidierbaren Aminosauren, die
flr die Anti-Proteasefunktion wichtig sind und sich in der RCL befinden, werden erst oxidiert, wenn
alle anderen Aminosduren bereits oxidiert sind. Demnach kann ein Zwischenzustand des Proteins
existieren, der die IL-1p-Freisetzung inhibieren und Proteasen komplexieren kann. Welche
Erscheinungsform im Blut und/oder Gewebe vorherrscht, bleibt jedoch fraglich. Nimmt man an, dass
AAT im Gewebe vollstandig oxidiert werden kann, so wirde dies vor der Komplexierung mit
Proteasen und der hierdurch initiierten Beseitigung durch Makrophagen schitzen (Joslin et al. 1991).
Somit konnte oxidiertes anti-inflammatorisches AAT vor einer Degradation im Gewebe geschitzt

sein.

4.6 Der Einsatz von Prolastin® und Respreeza® zur Prédvention
eines SIRS nach CPB-Operation

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass sich die ATP-vermittelten IL-1p-Freisetzung aus U937-
Zellen durch Prolastin®, aber nicht durch Respreeza® inhibieren lasst (Abb. 17). Demnach ist zu
schlussfolgern, dass sich zur Prévention eines durch IL-1B induzierten SIRS, etwa nach einem
schwerem chirurgischen Eingriff, Prolastin® besser eignet als Respreeza®. Da sich Respreeza® jedoch
durch Oxidation aktivieren lasst, ist denkbar, dass auch Respreeza® inhibitorisch aktiv sein kénnte,
wenn es in vivo in ein oxidierendes Milieu gerdt. Dass oxidiertes AAT im Blut vorkommt, zeigen
mehrere Arbeiten (Glaser et al. 1987; Ueda et al. 2002). Auch eine enzymatische Reduktion des
Proteins scheint im Blut nicht stattzufinden (Glaser et al. 1987). Ob Respreeza® in vivo eine
Reaktivierung erfahrt, bleibt jedoch fraglich. AuRerdem bekannt ist, dass Prolastin® deutlich mehr
Unreinheiten und Polymere aufweist als Respreeza® (Boerema et al. 2017). Da polymerisiertem AAT
viele pro-inflammatorische Eigenschaften zugesprochen werden (Aldonyte et al. 2004; Gross et al.
2009), konnte die Verwendung von Prolastin® zur Pravention einer systemischen Entziindungsreaktion
kontraindiziert sein. Auf der anderen Seite konnten bereits in vorlaufigen Studien gezeigt werden, dass
eine  Prolastin®Augmentation  protektiv auf inflammatorische ~ Folgen eines Ischamie-
/Reperfusionsschadens wirkt (Abouzaki et al. 2018). Demnach muss der Frage nach dem geeigneten

AAT-Préaparat zur Pravention eines SIRS weiter nachgegangen werden.
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Neben der Frage des geeigneten AAT-Préparats erdffnet sich auch die Frage nach dem angemessenen
Zeitpunkt der Augmentation. Wahrend und nach einer CPB-Operation induzieren viele unabhéngige
Vorgange die Freisetzung von IL-1p. Perioperativ sind die Stimuli durch das chirurgische Trauma und
die Kontaktaktivierung durch artifizielle Oberflachen Hauptgrund fir die monozytare IL-1p3-
Freisetzung. Postoperativ stimuliert der Ischdmie-/Reperfusionschaden und eine eventuelle
Endotoxédmie die Produktion und Ausschutung des Zytokins. Ein systemischer Anstieg der IL-1B-
Konzentration zeigt sich erst Stunden nach der Operation (Roth-Isigkeit et al. 1999). Die maximale IL-
1B-Konzentration wird dabei am ersten postoperativen Tag erreicht. Denkbar ist, dass die
perioperativen Stimuli eine Voraktivierung monozytarer Inflammasome induzieren, die eine verstarkte
postoperative Antwort auf den Ischamie-/Reperfusionsschaden erzeugt. Da AAT vermutlich auch die
Voraktivierung der IL-1p-Freisetzung in Monozyten inhibieren kann (Janciauskiene et al. 2004; Nita
et al. 2005; Pott et al. 2009), kénnte eine perioperative Augmentation sinnvoll sein. Dagegen spricht
die Gefahr, durch eine perioperative IL-1B-Blockade antimikrobielle Abwehrmechanismen zu
schwéchen. Da AAT wahrend einer CPB-Operation keinen nennenswerten Funktionsverlust erleidet,
sollte ohnehin genug intaktes AAT zur Inhibition der IL-1B-Freisetzung vorhanden sein (Abb. 8, 10
und 11). Da innerhalb der vorliegenden Arbeit keine spaten, postoperativen Zeitpunkte untersucht
wurden, besteht die Mdglichkeit, dass AAT nach der Operation FunktionseinbuBen erfahrt, die den
drastischen Anstieg an IL-1p einen Tag nach der Operation erkléren konnten (Roth-Isigkeit et al.
1999). Sollte sich diese Hypothese bestatigen, kdnnte sich eine postoperative AAT-Augmentation zur
Pravention eines SIRS nach CPB-Operation eignen.

4.7 Wirkmechanismus und Identitat des AAT-vermittelten Faktor-x

Zentrale Aspekte des Wirkmechanismus von AAT auf die ATP-induzierte IL-1p-Freisetzung aus
U937-Zellen wurden bereits in der Arbeit von Siebers et al. 2018 beschrieben: AAT bindet an den
Scavenger-Rezeptor CD36 und aktiviert damit die iPLA2pB, welche wiederum die Produktion eines
niedermolekularen Faktors mit cholinerger Aktivitat, den Faktor-x, induziert. Die Freisetzung des
Faktor-x aktiviert NAChR, bestehend aus den Untereinheiten a9, o10 und/oder o7, welcher wiederum
die Aktivierung des ATP-sensitiven P2X7-Rezeptors und damit die Reifung von pro-IL-1B inhibiert
(Abb. 1). Anzumerken ist, dass die Untersuchungen zum AAT-induzierten Signalweg lediglich mit
Prolastin® durchgefiihrt wurden. Ob die nativen und oxidierten Varianten von AAT denselben
Signalweg auslésen und einen Faktor-x induzieren, wurde bisher nicht gezeigt, ist aber
wahrscheinlich. Vereinfachend wird im Nachfolgenden jedoch von einem AAT-induzierten Faktor-x

gesprochen.

Als Faktor-x wurden iPLA23-abhé&ngige Spaltprodukte von Phosphatidylcholinen in Betracht gezogen
(O'Donnell et al. 2018). Die Hydrolyse von Phosphatidylcholinen durch iPLA2p erfolgt stets durch die
Spaltung der Esterbindung an der sn2-Position, wodurch freie Fettsduren und das PC-haltige LPC

entstehen (O'Donnell et al. 2018) (Abb. 2). Somit kdnnte es sich bei den aktiven Komponenten des
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Faktor-x entweder um PC-haltige Metabolite von Phosphatidylcholinen oder freie Fettsduren handeln
(Siebers et al. 2018). Fir einige dieser Metabolite konnte bereits eine inhibitorische Aktivitat auf die
monozytdre IL-1B-Freisetzung gezeigt werden (Zakrzewicz et al. 2017), wodurch sie sich als
Kandidaten fur den AAT-vermittelten Faktor-x qualifizieren. Die inhibitorische Aktivitat von freien
Fettséuren auf die ATP-vermittelte IL-1B-Freisetzung sind bisher weniger gut untersucht und Teil der
vorliegenden Arbeit.

Um zu Uberprifen, ob Metabolite von Phosphatidylcholinen als Faktor-x in Frage kommen, bietet sich
der Vergleich der Rezeptorbedirfnisse zwischen Faktor-x und anderen unkonventionellen nAChR-
Agonisten an. Phosphatidylcholine besitzt eine PC-haltige Kopfgruppe, eine Glycerolgruppe und zwei
unpolare Fettsaurereste. Durch die Abspaltung des Fettsdurerests an Position sn2 entsteht LPC, das
wiederum weiter zu GPC metabolisiert werden kann. Es wurde bereits gezeigt, dass LPC viele
Funktionen des angeborenen und adaptiven Immunsystems modulieren kann, ohne einen cholinergen
Mechanismus zu benutzen (Kabarowski et al. 2002; Stock et al. 2006; Carneiro et al. 2013). Die
Aktivitdt von LPC auf die ATP-vermittelte IL-1pB-Freisetzung in Monozyten ist jedoch cholinerg
vermittelt und relativ gut untersucht. Demnach ist bekannt, dass LPC und GPC metabotrope Aktivitat
an nAChR in U937-Zellen auslosen, was sie als Kandidaten fur den AAT-vermittelten Faktor-x
qualifizieren (Zakrzewicz et al. 2017). Experimente mit nAChR-Antagonisten zeigten, dass die LPC-
und GPC-vermittelte Inhibition der IL-1B-Freisetzung aus U937-Zellen durch die nAChR-
Untereinheiten 09 und 10 vermittelt werden und die Untereinheit a7 nicht notwendig ist (Zakrzewicz
et al. 2017). Zur Bestatigung dieser Ergebnisse wurden innerhalb der vorliegenden Arbeit Experimente
durchgefuhrt, in denen die Expression einzelner nAChR-Untereinheiten durch siRNA reduziert wurde.
Diese Untersuchungen ergaben, dass die Expressionsminderung der nAChR-Untereinheiten a9 und
al0 die groften Auswirkungen auf die Inhibition der ATP-induzierten IL-1p-Freisetzung durch LPC
und GPC haben, wohingegen die reduzierte Expression der Untereinheit a7 kaum Auswirkungen hatte
(Abb. 23 und 24). Damit bestétigen sich die Experimente mit nAChR-Antagonisten (Zakrzewicz et al.
2017). Vergleicht man die Rezeptorbedirfnisse des AAT-vermittelten Faktor-x mit denjenigen von
LPC und GPC, so wird ein Unterschied deutlich: Der AAT-vermittelte Faktor-x bedarf zur Inhibition
der ATP-induzierten IL-1B-Freisetzung zwar auch der nAChR-Untereinheit a9, jedoch wahlweise in
Kombination mit 010 oder o7 (Siebers et al. 2018). Daraus kann geschlossen werden, dass weder GPC
noch LPC der AAT-vermittelte Faktor-x ist. Einschrankend muss jedoch gesagt werden, dass lediglich
ein LPC, ndmlich 1-Palmitoyl-sn-Glycero-3-Phosphocholin, analysiert worden ist. Es kann nicht

ausgeschlossen werden, dass LPC mit anderen Fettsdureresten sich dhnlich wie der Faktor-x verhalt.

Diskussion technischer Aspekte
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Obwohl sich die vorliegenden Ergebnisse der Expressionsminderung durch siRNA und die
Antagonisierungsexperimente bestétigten, sind beide Techniken fehleranféllig. Problematiken bei der
siRNA-Technik sind zunéchst die Effektivitat der Expressionsminderung. Diese ist abhangig von der

Spezifitat und Effektivitat der ausgewahlten siRNA-Sequenzen, der jeweiligen Transfektionsmethode
und der Halbwertszeit des expressionsgeminderten Proteins. Bei der Auswahl der siRNA-Konstrukte
wurden mehrere spezifische Sequenzen fir ein mRNA-Ziel verwendet, um die Effektivitat der
Expressionsminderung zu steigern. Die Qualitdt der Expressionsminderung wurde anschliefend
mittels quantitativer Reverse-Transkriptase-PCR berpruft, die eine gute Effizienz fiir die nAChR-
Untereinheiten o9 und «lO ergab (Zakrzewicz et al. 2017). Die Expressionsminderung der
Untereinheit a7 jedoch konnte nicht bestitigt werden, da bereits die Grundexpression zu gering fur
eine Quantifizierung war (Zakrzewicz et al. 2017). Aufgrund fehlender Antikorper fur nAChR-
Untereinheiten (Moser et al. 2007; Rommel et al. 2015), bleibt die Untersuchung der
Proteinexpression dieser Rezeptoren problematisch. Aus diesem Grund ist auch die Untersuchung der
Halbwertszeiten nAChR-Untereinheiten schwierig. Eine Untersuchung, die sich mit der Halbwertszeit
nNAChHR in der neuromuskularen Endplatte beschaftigt, konnte Halbwertszeiten von 28 Stunden in vivo
nachweisen (Bruneau & Akaaboune 2006). Die 48-stlindige Inkubationszeit der siRNA sollte demnach
ausreichen, um bereits exprimierte nAChR abzubauen. Zu beachten ist jedoch, dass sich die
Halbwertszeiten zwischen wiederverwerteten Rezeptoren, die bereits internalisiert wurden, und
solchen, die neu auf der Zelloberflache erscheinen, unterscheiden. Dieses Rezeptorrecycling erschwert
Untersuchungen zur Proteinexpression nAChR zusétzlich. Aufgrund der fehlenden Antikorper bilden
Antagonisten fir nAChR eine wichtige Grundlage fiir die Erforschung dieser Rezeptoren. Die Frage
nach der Spezifitdt der verwendeten Antagonisten ist daher von groRer Bedeutung. Es existieren
zahlreiche Liganden fur nAChR, die antagonisierende Effekte am Rezeptor auslésen kdnnen.
Generelle NnAChR-Antagonisten wie a-Btx richten sich nicht spezifisch gegen eine Untereinheit des
Rezeptors, sodass unspezifische Effekte nie vollends ausgeschlossen werden kénnen (Mcintosh et al.
2009). Spezifische Antagonisten fir nAChR sind modifizierte Conopeptide, wie [V11L;V16D]ArIB
und RglA4, die ausschlieBlich an eine nAChR-Untereinheit binden und auch fiir die vorliegenden
Untersuchungen verwendet wurden (Grau et al. 2019). Bisher gibt es keine Berichte (ber off-taget-

Wirkungen dieser Conopeptide.

4.7.1 DHA als potenzieller Faktor-x

Bei der Hydrolyse von Phosphatidylcholinen durch iPLA2B kommt es neben LPC zur Bildung freier
Fettsduren (Abb. 2). Eine Fettsdure, die durch die Aktivitdt der iPLA2 entstehen kann, ist DHA.
DHA und andere langkettige, mehrfach ungesattigte Fettsduren haben (berwiegend anti-
inflammatorische Auswirkungen auf Zellen des angeborenen Immunsystems (O'Donnell et al. 2018).
Es wurde bereits gezeigt, dass DHA die LPS-induzierte Ausschittung von IL-1p aus monozytiren

Zellen inhibiert (Mullen et al. 2010). Die hier vorliegenden Untersuchungen konnten zeigen, dass auch
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die ATP-induzierte IL-1B-Freisetzung aus U937-Zellen durch DHA dosisabhéngig inhibiert wird
(Abb. 25). Hierbei erreichten schon Konzentrationen von 10 pM DHA einen signifikanten Effekt. Die
physiologischen Plasmakonzentrationen von DHA und anderer freier Fettsduren wird unter anderem
durch die Erndhrung bestimmt und unterliegt einer groRen Schwankungsbreite (Stark et al. 2016).
Daher ist es schwierig zu beurteilen, ob die verwendeten DHA-Konzentrationen physiologisch sind.
Bekannt ist jedoch, dass DHA-Konzentrationen negativ mit der Haufigkeit von Herz-
Kreislauferkrankungen korrelieren (Stark et al. 2016). Die kardioprotektiven Eigenschaften von DHA
werden auf anti-inflammatorische Effekte zurlickgefuhrt (Mullen et al. 2010; O'Donnell et al. 2018)

und sind mit den vorliegenden Ergebnissen vereinbar.

Da DHA wie AAT die ATP-induzierte IL-1B-Freisetzung aus U937-Zellen inhibiert, kommt DHA als
potenzieller Kandidat des AAT-vermittelten Faktor-x in Frage. Die cholinerge Aktivitat von DHA
wurde in der vorliegenden Arbeit durch die Verwendung von nAChR-Antagonisten Uberprift. Die
Tatsache, dass die ATP-induzierte IL-1B-Freisetzung aus U937-Zellen vollstdndig antagonisiert
werden konnte (Abb. 26), spricht flir einen cholinerg vermittelten Wirkmechanismus. Schaut man sich
die Rezeptorbedurfnisse genauer an, so scheinen die NAChR-Untereinheiten o7, a9 und a10 am DHA-
vermittelten Wirkmechanismus beteiligt zu sein (Abb. 26). Da der AAT-vermittelten Faktor-x auch in
Abwesenheit der NnAChR-Untereinheit o7 wirksam ist (Siebers et al. 2018), kann DHA als Kandidat
flr den gesuchten Faktor-x ausgeschlossen werden.

Die Identitdt des gesuchten Faktor-x konnte innerhalb der vorliegenden Arbeit nicht aufgeklart
werden. Es gibt jedoch zahlreiche weitere Kandidaten, die in Frage kommen. Neben dem hier
untersuchten LPC 1-Palmitoyl-sn-Glycero-3-Phosphocholin existieren weitere LPC-Spezies wie 1-
Steaoryl-sn-Glycero-3-Phosphocholin  oder 1-Oleoyl-sn-Glycero-3-Phosphocholin, die hier nicht
untersucht wurden. Fettséuren, die an der sn2-Position von Phosphatidylcholinen durch iPLA23
hydrolisiert werden, sind neben DHA vor allem Linolsdure, Arachidonséure und Eicosapentaensiure
(O'Donnell et al. 2018). Vorlaufige Experimente zeigten jedoch keine Wirksamkeit dieser Fettsduren
auf die ATP-induzierte IL-1B-Freisetzung aus monozytéren Zellen (Daten nicht gezeigt). Um die
Identitat des gesuchten Faktors einzugrenzen, bieten sich massenspektrometrische Untersuchungen
(Lipidomics) an, die die Lipidkomponenten in den Uberstinden AAT-stimulierter U937-Zellen
identifizieren konnten. Ein solcher Ansatz wurde bereits an Proben unternommen, deren aktive
Lipidfraktionen (ber eine hydrophobe Interaktionschromatografie angereichert wurden. Aktive
Fraktionen enthielten vermehrt Lipidmediatoren wie Resolvin-D; und -E,, sowie Leukotrien-B, und
Thromboxan-B;, die jedoch keine inhibitorische Aktivitat auf die monozytare, ATP-induzierte IL-1[3-
Freisetzung zu haben scheinen (Daten nicht gezeigt) und sich daher als Kandidaten fiir den Fakor-x
disqualifizieren. Vermutlich liegen die Konzentrationen des Faktor-x in Bereichen unter der typischen

Nachweisgrenze von Lipidomics.
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4.8 Schlussfolgerung und Ausblick

In der vorliegenden Arbeit sollte die Aktivitdt von endogenem AAT aus gesunden Probanden und
CPB-Patienten charakterisiert werden. Hieraus ergab sich, dass AAT aus gesunden Probanden die
ATP-induzierte IL-1pB-Freisetzung aus monozytaren Zellen inhibiert. AAT aus CPB-Patienten erfahrt
durch die Operation keine nennenswerten inibitorischen Funktionsverluste, wobei zu kléren bleibt, ob
dieser Befund zu spéteren Zeitpunkten nach der Operation erhalten bleibt. In der Anti-
Proteasefunktion scheinen sich wahrend einer CPB-Operation Veranderungen zu ergeben, deren
biomedizinische Relevanz jedoch unklar bleibt. Weiterhin sollte die inhibitorische Aktivitat der AAT-
Préaparate Prolastin® und Respreeza® und deren oxidierten Varianten charakterisiert werden. Prolastin®
hatte erwartungsgemal eine inhibitorische Aktivitat auf die ATP-induzierte IL-1B-Freisetzung, wobei
Respreeza® diese nicht aufwies. Die inhibitorische Aktivitat von Respreeza® lieB sich jedoch durch
Oxidation aktivieren. Generell verbesserte sich die inhibitorische Aktivitat aller AAT-Praparate durch
Oxidation. Weiterhin konnte bewiesen werden, dass die inhibitorische Aktivitdt auf die ATP-
induzierte IL-1B-Freisetzung nicht an eine intakte Anti-Proteasefunktion gekoppelt ist. Zu Klédren
bleibt, ob Respreeza® in vivo eine Aktivierung erfahrt. Um zu klaren, ob eine AAT-Augmentation zur
Prévention eines SIRS nach CPB-Operation geeignet sein kénnte, sollte zundchst untersucht werden
(i) ob sich ein inibitorischer Funktionsverlust zu spateren, postoperativen Zeitpunkten einstellt und
wenn ja, (ii) welchen Oxidationszustand AAT-Préparate in vivo haben.

Weiterin sollte sich diese Arbeit der Identifikation des AAT-induzierten Faktor-x widmen. Potenzielle
Kanditaten wie LPC, GPC und DHA konnten aufgrund von abweichenden Rezeptorbedirfnissen
ausgeschlossen werden. DHA konnte jedoch eine inhibitorische Aktivitat auf die ATP-induzierte IL-
1B-Freisetzung nachgewiesen werden. Massenspektrometrische Untersuchungen konnten die durch
AAT-induzierten und chromatographisch angereicherten Lipidkomponenten Resolvin D; und E;,
sowie Leukotrien B, und Thromboxan B; identifizieren. Jedoch lie sich fiir keine dieser
Komponenten eine inhibitorsiche Aktivitat auf die ATP-induzierte I1L-1p-Freisetzung beobachten. Der
gesuchte Faktor-x befindet sich wahrscheinlich unter der massenspektrometrisch detektierbaren
Nachweisgrenze. Als néchstes zu kladren ware, ob andere LPC-Spezies oder cholinhaltige
Verbindungen inhibitorische Aktivitat zeigen und deren Rezeptorbedirfnisse mit den Bedurfnissen

von Faktor-x Uibereinstimmen.
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5 Zusammenfassung

Diese Arbeit beschéaftigt sich mit der Freisetzung des pro-inflammatorischen Zytokins Interleukin-
1B (IL-1 B) aus Monozyten. Die Freisetzung von IL-1f kann zur Entstehung einer systemischen
Entzlindungsreaktion beitragen und bedarf daher einer strengen Kontrolle. Das Akute-Phase-
Protein al-Antitrypsin (AAT) hat neben seiner Funktion als Anti-Protease vielfache, anti-
inflammatorische Eigenschaften, die wéhrend einer schweren Operation eingeschrénkt sein
konnten. AAT ist z.B. in der Lage, die IL-B-Freisetzung aus Monozyten zu inhibieren, wenn diese
durch die Aktivitat des P2X Purinozeptor 7 (P2X7) induziert wurde. Der P2X7-Rezeptor wird
durch die Wahrnehmung des extrazellularen Gefahrensignals ATP aktiviert und fuhrt zur
Assemblierung eines intrazelluldren Inflammasomkomplexes, dem NACHT, LRR and PYD
domains-containing protein 3 (NALP3)-Inflammasoms, welches wiederum die Reifung und
Freisetzung von IL-1B veranlasst. AAT kann die Aktivierung des P2X7-Rezeptors und durch ATP
verhindern, was zur Inhibition der ATP-induzierten IL-1B-Freisetzung fuhrt. AAT bendétigt fir
diese Inhibition die Aktivitit des scavenger-Rezeptors CD36 und der Ca®*-unabhingigen
Phospolipase-A23 (iPLA2B). Nach heutiger Auffassung flhrt die Aktivitdt der iPLA2B zur
Freisetzung von Phosphatidylcholinmetaboliten, die durch die monozytaren Zelllinie U937
freigesetzt werden und eine metabotrope Aktivitdt von niktoniergen Acetylcholinrezeptoren
(nAChR) induzieren. Die nAChR-Aktivierung inhibiert wiederum den P2X7-Rezeptor. Die
Identitét dieses cholinergen Faktors (Faktor-x) ist bis heute unklar.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, ob AAT wéhrend einer kardiopulmonalen
Bypass(CPB)-Operation die Fahigkeit verliert, die ATP-induzierte IL-1B-Freisetzung aus U937-
Zellen zu inhibieren. Die Ergebnisse dieser Untersuchungen deuten darauf hin, dass die
inhibitorische Kapazitat von AAT auf die ATP-induzierte IL-1p-Freisetzung leicht abnimmt, diese
Abnahme vermutlich jedoch keine physiologische Konsequenz hat. Die Anti-Proteasefunktion von
AAT scheint durch eine CPB-Operation ebenfalls keine gravierenden Veranderungen zu erfahren.
Jedoch konnte festgestellt werden, dass der Oxidationszustand des Proteins entscheidend flr die
Inhibition der ATP-induzierten IL-1p-Freisetzung ist.

Weiterhin wurde sich der Identitat des cholinergen Faktors gewidmet, der durch AAT aus U937-
Zellen freigesetzt wird. Potenzielle Kandidaten des Faktor-x wurden mit Hilfe von siRNA-
Technologie und spezifischen Antagonisten gegen nAChR-Untereinheiten untersucht. Die
Spaltprodukte der iPLA2B 1-Palmitoyl-sn-Glycero-3-Phosphocholin und Glycerophosphocholin
wurden aufgrund von abweichenden Rezeptorbedirfnissen disqualifiziert. Docosahexaensdure,
eine freie Fettséure, die bei der Spaltung von Phosphatidylcholinen durch iPLA2 freigesetzt
werden kann, inhibiert zwar die ATP-induzierte IL-1B-Freisetzung, ist jedoch nicht der gesuchte
Faktor-x. Die Aufklarung des Faktor-x ist fir die entwicklung neuer Therapeutika sehr

erstrebenswert, da er die Eigenschaft besitzt, selektiv metabotrope nAChR-Funktionen zu
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induzieren, jedoch keine ionotropen nAChR-Funktionen. Kommerzielle AAT-Praparate zur
Pravention systemischer Entzindungen einzusetzen, ist aufgrund der hohen Verfligbarkeit und
geringen Nebenwirkungen von besonderem Interesse, bedarf jedoch weiterer Untersuchungen.

5.1 Summary

The release of the pro-inflammatory cytokine interleukin-1p (IL-1f) by monocytes can contribute
to the development of a systemic inflammation and therefore requires strict control. In addition to
its function as an anti-protease, the acute phase protein al-antitrypsin (AAT) has multiple anti-
inflammatory properties that can be potentially be impaired by major surgery. AAT is able to
inhibit IL-B release from monocytes, when induced by P2X7 receptor activation. The P2X7
receptor is activated by the perception of the extracellular danger signal ATP and leads to the
assembly of an intracellular inflammasome complex, the NACHT, LRR and PYD domains-
containing protein 3 (NALP3) inflammasome. The NALP3-inflammasome, in turn, facilitates the
maturation and the release of IL-1p. AAT can prevent the activation of the P2X7 receptor and thus
the perception of ATP. For the inhibition of the ATP-induced release of IL-1p3, AAT requires the
activity of the scavenger receptor CD36 and the Ca®*-independent phosphatase A2p (iPLA2B).
According to the current concept, the activition of iPLA2p results in the production of metabolites
of phosphatidylcholines, which are released by the monocytic cell line U937 and induce
metabotropic functions of nicotinic acetylcholine receptors (NAChR). The molecular identity of this

cholinergic factor (factor-x) is still unknown.

The present work investigated whether AAT loses the ability to inhibit the ATP-induced IL-1p
release by U937 cells during cardiopulmonary bypass (CPB) surgery. The results of these studies
indicate that the inhibitory capacity of AAT on ATP-induced IL-1p release is slightly decreased,
which is presumably without any physiological consequence. The anti-protease function of AAT
remains unchanged by CPB surgery as well. However, it was found that the oxidation state of the

protein is crucial for the inhibition of the ATP-induced IL-1f release.

Furthermore, the factor-x released from U937 cells upon stimulation with AAT was investigated.
Potential candidates were examined using siRNA technology and specific antagonists for nAChR
subunits. The iPLA2B cleavage products 1-palmitoyl-sn-glycero-3-phosphocholine and
glycerophosphocholine were disqualified due to receptor requirements different from factor-x.
Docosahexaenic acid, a free fatty acid that can be released by iPLA2B when phosphatidylcholines
are cleaved, inhibits the ATP-induced IL-1p release, but also differs from factor-x. ldentifying
factor-x may be interesting for the devolopment of novel therapeutics, since it selectively provokes
metabotropic nAChR functions while avoiding ionotropic functions. Due to thier availability and
few side effects, the use of commercial AAT preparations for the prevention of systemic

inflammation is of particular interest.
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7 Anhang

7.1 Ergénzende Abbildungen
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Erganzende Abbildung 1: Inhibition der Interleukin-1§ (IL-1p)-Freisetzung aus mit
Lipopolysaccharid (LPS) stimulierten und mit BzATP behandelten U937-Zellen durch aus

gesunden Probanden aufgereinigtes AAT. Dargestellt

sind die

Abbildung 6

korrespondierenden Absolutwerte. Die Einzelwerte sind als Punkte dargestellt, die Balken
entsprechen den Medianen und die Antennen den Perzentilen 25 und 75. BzATP, 2°(3°)-O-(4-
Benzoylbenzoyl)adenosin-5’-triphosphat (100 uM).



Anhang 119

A
70 - ,
60 °
o - ©
_— T o *
E
R ° T & o 3+ ¥
: : o]
" o .'E
20 - :
o ; ° Q& o % ° + 0
i : o o)
01 'E ° £ r3
o wpm
ol =@ O S o —e ©°
LPS - + + + + + + + + o+ + + + + +
BzATP - - + + + + + + + + + + + + +
AAT [mg/ml] - - 0002002 01 02 04 1 0002002 01 02 04 1
n 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5
pra-OP 15'CPB
B 4,
2 40 - f 0 j
@ ;’b o
% 30 o ?‘ ° ®
- o o
20 -
H : O
A EAF-
10 | -g --
0 L - ° 9 .08.
LPS - + + + + + + + + + + + + + +
BzATP - - + + + + + + + + + + + + +
AAT [mg/ml] - - - 0002002 01 02 04 1 0002002 01 02 04 1
n 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5
post-CPB 60' CPB

Erganzende Abbildung 2: Inhibition der Interleukin-1§ (IL-1p)-Freisetzung aus mit
Lipopolysaccharid (LPS) stimulierten und mit BzATP behandelten U937-Zellen durch
aufgereinigtes AAT aus Patienten (AAT) zu unterschiedlichen Zeitpunkten einer
kardiopulmonalen Bypass (CPB)-Operation. Dargestellt sind die mit Abbildungen 10 und 11
korrespondierenden Absolutwerte. Die Einzelwerte sind als Punkte dargestellt, die Balken
entsprechen den Medianen und die Antennen den Perzentilen 25 und 75. BzATP, 2°(3°)-O-(4-
Benzoylbenzoyl)adenosin-5’-triphosphat (100 uM) (A, B). Blutabnahmezeitpunkte: 15 min nach
Einleitung der Anésthesie vor dem Beginn der Operation (pra-OP), 15 min (15> CPB) (A) und 60
min (60’ CPB) nach dem Anschluss an den extrakorporalen Kreislauf und 15 min nach Beenden
des extrakorporalen Kreislaufs (post-CPB) (B).
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Erganzende Abbildung 3: Inhibition der Interleukin-1§ (IL-1p)-Freisetzung aus mit
Lipopolysaccharid (LPS) stimulierten und mit BzATP behandelten U937-Zellen durch
Prolastin® und Respreeza® Dargestellt sind die mit Abbildung 17 Kkorrespondierenden
Absolutwerte. Die Einzelwerte sind als Punkte dargestellt, die Balken entsprechen den Medianen
und die Antennen den Perzentilen 25 und 75. BzATP, 2°(3”)-O-(4-Benzoylbenzoyl)adenosin-5’-
triphosphat (100 uM); AAT-P, Prolastin® (1 mg/ml); AAT-R, Respreeza® (1 mg/ml).
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Erganzende Abbildung 4: Inhibition der Interleukin-1g (IL-1p)-Freisetzung aus mit
Lipopolysaccharid (LPS) stimulierten und mit BzZATP behandelten U937-Zellen durch AAT
und oxidiertes AAT. Dargestellt sind die mit Abbildung 18 korrespondierenden Absolutwerte. Die
Einzelwerte sind als Punkte dargestellt, die Balken entsprechen den Medianen und die Antennen
den Perzentilen 25 und 75. BzATP, 2°(3’)-O-(4-Benzoylbenzoyl)adenosin-5’-triphosphat (100
UM); oXAAT; oxidiertes AAT.
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Ergénzende Abbildung 5: Inhibition der Interleukin-1p (IL-1B)-Freisetzung aus mit
Lipopolysaccharid (LPS) stimulierten und mit BzATP behandelten U937-Zellen durch
Prolastin® und oxidiertes Prolastin®. Dargestellt sind die mit Abbildung 19 korrespondierenden
Absolutwerte. Die Einzelwerte sind als Punkte dargestellt, die Balken entsprechen den Medianen
und die Antennen den Perzentilen 25 und 75. BzATP, 2°(3”)-O-(4-Benzoylbenzoyl)adenosin-5-
triphosphat (100 uM); oxAAT-P, oxidiertes Prolastin®; AAT-P, Prolastin®.
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Erganzende Abbildung 6: Inhibition der Interleukin-1p (IL-1f)-Freisetzung aus mit
Lipopolysaccharid (LPS) stimulierten und mit BzATP behandelten U937-Zellen durch
Respreeza® und oxidiertes Respreeza® Dargestellt sind die mit Abbildung 20
korrespondierenden Absolutwerte. Die Einzelwerte sind als Punkte dargestellt, die Balken
entsprechen den Medianen und die Antennen den Perzentilen 25 und 75. BzATP, 2°(3°)-O-(4-
Benzoylbenzoyl)adenosin-5’-triphosphat (100 pM); oxAAT-R, oxidiertes Respreeza® AAT-R,
Respreeza®.
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Erganzende Abbildung 7: Inhibition der Interleukin-1§ (IL-1p)-Freisetzung aus mit
Lipopolysaccharid (LPS) stimulierten und mit BzATP behandelten U937-Zellen durch GPC
bei verminderter Expression der NAChR-Unterereinheiten a7, a9 und a10. Dargestellt sind die
mit Abbildung 23 korrespondierenden Absolutwerte. Die Einzelwerte sind als Punkte dargestellt,
die Balken entsprechen den Medianen und die Antennen den Perzentilen 25 und 75. BzATP,
2°(3”)-0-(4-Benzoylbenzoyl)adenosin-5’-triphosphat (100 uM); GPC, Glycerophosphocholin (100
uM).
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Erganzende Abbildung 8: Inhibition der Interleukin-1§ (IL-1p)-Freisetzung aus mit
Lipopolysaccharid (LPS) stimulierten und mit BzATP behandelten U937-Zellen durch LPC
bei verminderter Expression der NAChR-Unterereinheiten a7, a9 und 10. Dargestellt sind die
mit Abbildung 24 korrespondierenden Absolutwerte. Die Einzelwerte sind als Punkte dargestellt,
die Balken entsprechen den Medianen und die Antennen den Perzentilen 25 und 75. BzATP,
2°(3”)-0-(4-Benzoylbenzoyl)adenosin-5’-triphosphat (100 uM); LPC, Lysophosphatidlycholin (10
HM).
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Ergénzende Abbildung 9: Inhibition der Interleukin-1p (IL-1f)-Freisetzung aus mit
Lipopolysaccharid (LPS) stimulierten und mit BzZATP behandelten U937-Zellen durch DHA.
Dargestellt sind die mit Abbildung 25 korrespondierenden Absolutwerte. Die Einzelwerte sind als
Punkte dargestellt, die Balken entsprechen den Medianen und die Antennen den Perzentilen 25 und
75.  BzATP, 2’(3’)-O-(4-Benzoylbenzoyl)adenosin-5-triphosphat (100 uM); DHA,
Docosahexaenséure (40 pM).
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Erganzende Abbildung 10: Inhibition der Interleukin-1§ (IL-1p)-Freisetzung aus mit
Lipopolysaccharid (LPS) stimulierten und mit BzZATP behandelten U937-Zellen durch DHA
und dessen Antagonisierung durch ArIB, RgIA4, a-Btx. Dargestellt sind die mit Abbildung 26
korrespondierenden Absolutwerte. Die Einzelwerte sind als Punkte dargestellt, die Balken
entsprechen den Medianen und die Antennen den Perzentilen 25 und 75. BzATP, 2°(3”)-O-(4-
Benzoylbenzoyl)adenosin-5’-triphosphat (100 pM); MeOH, Methanol; DHA, Docosahexaensaure
(40 uM); RglA (200 nM); AriB, [V11L;V16D]ArIB (500 nM); a-Btx, a-Bungarotoxin (1 pM).
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antitrypsin is not affected by cardiopulmonary bypass surgery.
Posterprasentation auf dem 8. Jahrestreffen des Deutschen Zentrums fiir
Lungenforschung (DZL) , Mannheim
= Agne A.; Wilker S.; Salipalli S.; Richter K.; Zakrzewicz A.; Sauer AL.; Beckert F,;
Koch C.; Zajonz T.; Boning A.; Sander M.; Padberg W.; Janciauskiene S.; Grau V.
Endogenous alphal-antitrypsin retains its potency to inhibit ATP-induced

monocytic IL-1p release during cardiopulmonary bypass surgery.
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2018 e-Posterprésentation auf den 22. Chirurgischen Forschungstagen, Erlangen
= Agne A.; Wilker S.; Salipalli S.; Richter K.; Zakrzewicz A.; Sauer AL.; Beckert F.;
Koch C.; Zajonz T.; Boning A.; Sander M.; Padberg W.; Janciauskiene S.; Grau V.
Alphal-antitrypsin isolated from cardiopulmonary bypass patients retains its
potency to inhibit ATP-induced monocytic IL-1p release.
2018 Posterprasentation auf der LE STUDIUM Konferenz Neurotransmitters: non-neuronal
functions and therapeutic opportunities, Orléans
= Siebers K.; Fink B.; Zakrzewicz A.; Richter K.; Konzok S.; Agne A.; Hecker A.;
Zukunft S.; Killmar M.; Klein.; Mcintosh JM.; Timm T.; Sewald K.; Padberg W.;
Aggarwal N.; Chamulitrat W.; Santoso S.; Xia W.; Janciauskiene S.; Grau V.
Alphal-antitrypsin inhibits ATP- mediated IL-1p release from monocytes via
CD36 and nicotinic acetylcholine receptors.
2018 Posterprasentation auf dem 7. Jahrestreffen des Deutschen Zentrums fiir
Lungenforschung (DZL), Bad Nauheim
= Agne A.; Siebers K.; Wilker S.; Salipalli S.; Richter K.; Zakrzewicz A.; Sauer AL.;
Beckert F.; Koch C.; Zajonz T.; Boning A.; Sander M.; Padberg W.; Janciauskiene
S.; Grau V. Alphal-antitrypsin inhibits the ATP-induced release of monocytic
Interleukin-1p independend of its antiprotease activity.
2017 Posterprasentation auf der Herbsttagung der Sektionen Zellbiologie und Infektiologie und
Tuberkulose der Deutschen Gesellschaft fur Pneumologie und Beatmungsmedizin e.V.
(DGP), Giellen
= Agne A,; Siebers K.; Wilker S.; Salipalli S.; Richter K.; Zakrzewicz A.; Sauer AL.;
Beckert F.; Koch C.; Zajonz T.; Boning A.; Sander M.; Padberg W.; Janciauskiene
S.; Grau V. Alphal-antitrypsin inhibits the ATP-induced release of monocytic
Interleukin-1p.
2014 Posterprasentation auf der 93. Tagung der Deutschen Physiologischen Gesellschaft
= Agne A.; Baldin JP.; Orogo-Wenn MC.; Wichmann L.; Walters DV.; Althaus M.
Hydrogen sulfide decreases -agonist stimulated lung liquid clearance by inhibiting

cAMP-regulated transepithelial sodium absorption.

Graduiertenprogramme

08/10 — 13/10/2017 Teilnahme an der 9. Herbstschule der Deutschen Gesellschaft fir

Immunologie (DGfl) ,,Current Concepts in Immunology*, Merseburg

2017 — 2019 Teilnahme am internationalen Graduiertenkolleg ,,Molecular Biology and
Medicine of the Lung*, Gielen
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