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1. Einleitung

1.1. Das angeborene Immunsystem

Das Immunsystem des menschlichen Korpers dient der Abwehr von pathogenen
Mikroorganismen, schiddlichen Substanzen sowie dem kontrollierten Abbau
korpereigener Zellen. Der Autbau des Immunsystems lésst sich auf verschiedene Arten
einteilen. Eine weitverbreitete und anerkannte Einteilung ist die in das angeborene und
das erworbene Immunsystem. Das erworbene Immunsystem ist evolutiondr gesehen
eine relativ neue Errungenschaft und vermittelt seine Effekte iiber T- und B-
Lymphozyten sowie antigenprisentierende Zellen. Seine initiale Reaktion auf
korperfremde Antigene ist langsam, bei erneuter Konfrontation jedoch aufgrund des
immunologischen Gedéchtnisses schnell und spezifisch. Das angeborene Immunsystem
ist deutlich &lter als das Erworbene und findet sich auch bei Pflanzen, Pilzen und
primitiven mehrzelligen Organismen (Murphy und Weaver, 2017). Hierbei haben sich
im Laufe der Zeit verschiedene Anséitze zur Abwehr von Pathogenen entwickelt, die
letztendlich alle zusammenarbeiten. So finden sich zu Beginn die mechanischen Hiirden
bestehend aus Haut und Schleimhduten, die das Eindringen der Pathogene erschwert.
Auch die Magensdure im Magen oder das Flimmerepithel der Trachea als
physiologische Barriere zéhlen zum angeborenen Immunsystem (Gallo und Nizet,
2008). Auf zelluldrer Ebene spielen besonders Makrophagen, Monozyten sowie
neutrophile Granulozyten eine wichtige Rolle. Sie sind in der Lage Pathogene, die den
Korper bereits infiltriert haben, durch Phagozytose zu bekdmpfen oder durch
Ausschiittung von Zytokinen die Immunantwort zu modulieren und so zur Eliminierung
der Erreger beizutragen (Eming et al., 2007). Einen weiteren Aspekt des angeborenen
Immunsystems bildet der humorale Anteil. Zu ihm gehort u.a. das Komplementsystem,
welches bei Aktivierung eine Kaskade an Proteinen und Proteasen in Gang setzt. An
ihrem Ende steht zum einen der Membranangriffskomplex, der iiber eine Porenbildung
in den Zellmembranen der Zielzellen zu deren Lyse fiihrt. Auf der anderen Seite wird
iber das chemotaktische Anlocken von Leukozyten wie den o.g. Monozyten und
Makrophagen eine verstirkte Phagozytose der Zielzellen initiiert (Nesargikar et al.,
2012). In der folgenden Arbeit wird genauer auf die zelluldre Antwort des angeborenen

Immunsystems eingegangen. Monozyten, die im Blut zirkulieren, kénnen durch die



Freisetzung des Zytokins Interleukin-18 (IL-1B) im Koérper eine Entziindungsreaktion
auslosen. Diese Reaktion muss jedoch gut kontrolliert werden, da eine iiberschieende

Antwort eine schiadigende Wirkung auf den K6rper haben kann.

1.2. Ablauf der angeborenen Immunantwort

Das angeborene Immunsystem dient der schnellen Erkennung und Eliminierung
pathogener Keime. Damit eine gezielte Immunantwort ausgelost werden kann, muss das
Immunsystem zwischen gefdhrlichen und ungeféhrlichen Strukturen unterscheiden. Zu
den ungefdhrlichen Strukturen zdhlen z.B. kommensale E.coli-Bakterien im Magen-
Darmtrakt. Die gefdhrlichen Strukturen sind u.a. pathogene Keime wie Bakterien oder
Viren. Charles Janeway Jr. gilt als Erstbeschreiber der Differenzierung zwischen
schidlich und unschidlich durch sogenannte pathogen-associated molecular patterns
(PAMP) (Janeway, 1989). PAMP sind Molekiile wie Peptide, Bestandteile von Viren
und Bakterien, die nicht vom abwehrenden Organismus stammen. Beispielhaft seien
hier virale Ribonukleinsduren (RNA) und Desoxyribonukleinsduren (DNA) sowie
Peptidoglykane und Lipopolysaccharide (LPS) als Bestandteil der Zellwand von
Bakterien genannt (Medzhitov und Janeway, 2002) (Gasteiger et al., 2017). PAMP
binden an pattern recognition receptors (PRR) von Zellen des angeborenen
Immunsystems. Die bekanntesten PRR sind die oberflichengebundenen 7oll-like
Rezeptoren (TLR) und die C-Typ Lektin-Rezeptoren. PRR konnen aber auch in
I6slicher Form, wie das Mannose-bindende Lektin, oder intrazelluldr, wie die
nucleotide-binding oligomerization domain (NOD)-like Rezeptoren (NLR),
vorkommen. Bindet ein jeweils spezifisches PAMP an den passenden PRR 16st dies eine
gezielte Immunantwort und Entziindungsreaktion aus (Gadjeva et al., 2004) (Kawai und
Akira, 2009) (Iwasaki und Medzhitov, 2015). Dieses Modell erklirt die von Janeway
und Medzhitov beschriebene Unterscheidung des Organismus zwischen infectious non-
self und noninfectious self. Es erklart jedoch nicht warum bei apathogenen Keimen,
welche ebenfalls PAMP prisentieren, eine solche Reaktion ausbleibt. Auch die
Elimination dysfunktionaler korpereigener Zellen, die durch das angeborene

Immunsystem induziert wird, bleibt in diesem Modell au3en vor. Als Ergdnzung wurde



von Polly Matzinger das Modell der sogenannten damage associated molecular
patterns (DAMP) postuliert (Matzinger, 1994). DAMP sind Molekiile des abwehrenden
Organismus, die meist im Nukleus oder dem Zellplasma vorkommen, aber auch
sezerniert werden konnen. Zu ihnen zdhlen u.a. das high-mobility group box 1
(HMGB1)-Protein, freie DNA sowie extrazelluldres Adenosintriphosphat (ATP) (Pradeu
und Cooper, 2012) (Tang et al., 2012). Sie kénnen z.B. durch Ischimie, Trauma,
Nekrose, aber auch bei entziindlichen und anderen Arten der Zellschiddigung freigesetzt
werden und im Anschluss ebenfalls eine immunologische Reaktion hervorrufen
(Matzinger, 2007). Im Gegensatz zu den PAMP beruht diese Reaktion jedoch nicht auf
der Anwesenheit pathogener Keime, sondern auf dem der Zelle und dem Organismus
zugefiigten Schaden. In der aktuellen Forschung wird ein Zwei-Faktoren-Modell
beschrieben: Ein PAMP kann in immunkompetenten Zellen bereits eine gewisse
Reaktion auslosen, das darauffolgende DAMP fiihrt dann zur fulminanten
Entziindungsreaktion (Fontana und Vance, 2011). Dies fiihrt dazu, dass apathogene
Keime geduldet werden, wohingegen jedoch pathogene Keime und virusbefallene
Zellen effektiv bekdmpft werden konnen. Folgt auf ein PAMP ein DAMP werden
Zytokine und andere Lymphozyten-stimulierende Molekiile ausgeschiittet und das
angeborene sowie das erworbene Immunsystem aktiviert (Iwasaki und Medzhitov,
2015). Uber die Arten der PAMP und DAMP, deren Lokalisation sowie der aktivierten
PRR kann das AusmaBl und die Art der Reaktion moduliert werden.
Antigenprésentierende Zellen wie z.B. dendritische Zellen kénnen CD4-positive T-
Helferzellen anlocken oder Makrophagen und Monozyten aktivieren, die im weiteren
Verlauf Inflammasom-vermittelt weitere proinflammatorische Zytokine wie IL-1p und
Interleukin-18 (IL-18) ausschiitten (Iwasaki und Medzhitov, 2015) (Gutschow et al.,
2019) (Labzin et al., 2019).



1.3. Toll-like-Rezeptor 4

Von den oben angesprochenen PRR ist die Gruppe der Toll-like-Rezeptoren (TLR) am
besten untersucht. Sie sind membrangebunden und in ihrem Aufbau sehr dhnlich: Der
extrazelluldre Teil besteht aus Leucin-reichen Wiederholungen (leucine-rich repeats;
LRR), an denen die PAMP binden konnen. Die transmembrane Domine verbindet die
LRR mit der intrazelluliren Toll/IL-1R-Doméne (TIR), die die Signalkaskade in das
Zytosol weiterleitet (Kawasaki und Kawai, 2014). Der Toll-like-Rezeptor 4 (TLR4)
befindet sich vorrangig auf der Zelloberflache von Makrophagen und Monozyten. Einer
der wichtigsten Liganden von TLR4 ist das bakterielle Endotoxin LPS bzw. dessen
biologisch aktiver Teil Lipid A. Es ist ein wesentlicher Bestandteil der duferen
Membran von Gram-negativen Bakterien wie E.coli (Raetz und Whitfield, 2002).

Zu Beginn der Signalkaskade bindet LPS an das LPS bindende Protein (LBP). Dieser
Komplex bindet nun mit Hilfe des Membranprotein cluster of differentiation 14 (CD14)
und des l6slichen Protein Lymphozyten-Antigen 96 (MD-2) an den TLR4, was zu
dessen Dimerisierung fiihrt (Kitchens, 2000). AnschlieBend kann die Signalkaskade
intrazelluldr tiber die TIR-Dominen auf zwei unterschiedlichen Wegen fortgeleitet
werden: Beim MyD-88-abhéngigen Weg bindet das TIR adaptor protein (TIRAP) an
das Adapterprotein myeloid differentiation primary response 88 (MyD88), sodass eine
Reihe von Kinasen aktiviert werden. Am Schluss dieser Signalkaskade werden vermehrt
die Transkriptionsfaktoren nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B-
cells (NF-xB) und Aktivator Protein 1 (AP-1) produziert. Der MyD-88-unabhingige
Weg fiihrt iiber die Aktivierung der Proteine TIR-domain-containing adaptor inducing
interferon-f (TRIF) und TRIF-related adaptor molecule (TRAM) ebenfalls zu einer
vermehrten Produktion von NF-«B und AP-1 sowie des Interferon regulierender Faktor
3 (IRF3) (Lu et al., 2008).

Diese drei Faktoren fiihren zu einer vermehrten Transkription proinflammatorischer
Zytokine wie Tumornekrosefaktor-a (TNF-a) und pro-Interleukin-1f (pro-IL-1B), dem
Vorldufer des biologisch aktiven IL-1p (Cullen et al., 2015).



1.4. NLRP3-Inflammasom

Inflammasome sind zytosolische Multiproteinkomplexe die vorrangig in Makrophagen
und Monozyten, aber auch in Epithelgeweben vorkommen (Lei-Leston et al., 2017). Sie
wurden erstmals 2002 von der Arbeitsgruppe um Jorg Tschopp beschrieben und kdnnen
iiber die Aktivierung von Caspasen zu einer vermehrten Freisetzung von aktivem IL-1
aus den o.g. Zellen fiihren (Martinon et al., 2002) (Martinon et al., 2009).
Inflammasome bestehen in Regel aus einem NOD-/ike Rezeptor (NLR), der wie folgt
aufgebaut ist: Zentralen Punkt bildet die Nukleotid-bindende Doméine (NACHT). Durch
thre ATPase-Aktivitit dient sie der Oligomerisierung des Komplexes. An ihrem C-
terminalen Ende kann sich eine LRR befinden, an der Liganden binden und so zur
Aktivierung fithren. Am N-terminalen Ende der NACHT-Doméne befindet sich eine
Caspase-rekrutierende Doméne (CARD) oder Pyrin-Doméne (PYD). Beim NLRP3-
Inflammasom befindet sich an dieser Stelle die PYD domains-containing protein 3. Hier
bindet das Adapterprotein apoptosis-associated speck-like protein containing a CARD
(ASC), an das wiederum die pro-Caspase-1 binden kann (Schroder und Tschopp, 2010).
Bindet also ein Ligand an den LRR, findet iiber die NACHT-Domine eine
Oligomerisierung des NLRP3-Inflammasoms statt. Hierdurch wird die PYD aktiviert
und es erfolgt eine Oligomerisierung der ASC. Es entstehen Proteinaggregate,
sogenannte ASC specks, welche die pro-Caspase-1 in ihre biologisch aktive Form
Caspase-1 spalten. Caspase-1 wiederum spaltet nun pro-IL-1P in die biologisch aktive
Form IL-1pB, welches aus der Zelle freigesetzt wird.

Das NLRP3-Inflammasom kann durch unterschiedliche Signale aktiviert werden. Eines
der bekanntesten ist extrazelluldres ATP, das u.a. bei Zellstress und -untergang, aber
auch gezielt von verschiedenen Zellarten wie Monozyten und Makrophagen freigesetzt
werden kann (Iyer et al., 2009) (Dosch et al., 2018). Extrazelluldres ATP stellt einen
DAMP dar und bindet an den Purinorezeptor P2X7, was zu einer erhdhten Permeabilitit
der Zellmembran fiir Kationen wie Kalzium (Ca2?*) und Kalium (K*) fiihrt. Durch den
nachfolgenden K*-Ausstrom aus der Zelle formiert sich das NLRP3-Inflammasom und
wird aktiviert (Grahames et al., 1999). Die niedrige intrazellulire K+*-Konzentration
scheint hierbei essentiell fiir die Aktivierung zu sein, da normwertige intrazellulire Kt-

Konzentration um ca. 70 puM eine Bildung des NLRP3-Inflammasoms inhibieren



(Petrilli et al., 2007). Andere Aktivatoren des NLRP3-Inflammasoms sind z.B.
monosodium urate (MSU), oxidierte mitochondriale DNA und reactive oxygen species
(ROS) (Zhou et al., 2010) (Hari et al., 2014) (Zhong et al., 2018). Einen P2X7-
unabhingigen Aktivator stellt das bakterielle Toxin Nigericin dar. Es fungiert als
Ionophor und vermittelt so den Transport der K+-Ionen aus der Zelle. Durch die hieraus
resultierende erniedrigte intrazellulire K*-Konzentration wird das NLRP3-

Inflammasom aktiviert (Mariathasan et al., 2006) (Greaney et al., 2015).

1.5. Interleukin-1p

Die Erstbeschreibung von Interleukin-1 (IL-1) geht auf Igal Gery aus dem Jahr 1972
zuriick, welcher es damals als lymphocyte-activating factor (LAF) beschrieb. Charles
Dinarello gelang 1977 die Aufreinigung des Stoffs und fand heraus, dass dieser bei
Kaninchen in einer Dosis von nur 10 ng/kg ein starkes Fieber hervorruft (Gery et al.,
1972) (Dinarello et al., 1977). Erst 1985 konnte gezeigt werden, dass es sich bei dem
beschrieben Stoff, welcher bis dahin auch als human leukocytic pyrogen oder IL-1
bekannt war, um zwei veschiedene Proteine handelte. Mittels cDNA-Analysen wurden
somit Interleukin-la (IL-1a) und IL-1B erstmalig unterschieden (March et al., 1985).
Wihrend beide Formen proinflammatorische Wirkungen vermitteln, unterscheiden sie
sich in wesentlichen Aspekten. So kann IL-la z.B. auch in gesunden Endothel- und
Bindegewebszellen vorkommen, wohingegen IL-1B erst nach Stimulation produziert
wird (Berda-Haddad et al., 2011). AuBlerdem ist der Vorldaufer von IL-la bereits
biologisch aktiv und kann so als DAMP agieren (Kim et al., 2013). Sowohl IL-1a als
auch IL-1B binden jedoch an die gleichen Rezeptoren, Interleukin-1-Rezeptor-1
(IL-1R1) und Interleukin-1-Rezeptor-2 (IL-1R2). Die proinflammtorische Wirkung wird
jedoch nur durch Bindung an den IL-1R1 vermittelt, wéhrend der IL-1R2 als decoy-
Rezeptor fungiert (Colotta et al., 1993). Beide Rezeptoren benétigen als zusétzlichen
Co-Rezeptor den Interleukin-1-Rezeptor-3 (IL-1R3). Besonders IL-1p spielt eine
entscheidende Rolle in der Immunabwehr pathogener Keime. Es wird vorrangig von

Zellen des angeborenen, aber auch des erworbenen Immunsystems produziert und



sezerniert, u.a. von Monozyten, Makrophagen, natiirlichen Killerzellen und B-
Lymphozyten (Stoffels et al., 2015).

Wird IL-1P ausgeschiittet, hat dies weitreichende Effekte fiir den Korper: Im Gehirn
wird vermehrt Cyclooxygenase-2 (COX-2) produziert, welches iiber einen Anstieg von
Prostaglandin E> (PGE2) wie oben beschrieben starkes Fieber auslost (Li et al., 2001).
In der Leber werden vermehrt sogenannte Akute-Phase-Proteine wie z.B. das C-reaktive
Protein (CRP) und Komplementfaktoren gebildet (Ramadori et al., 1988). Uber eine
Bindung am GefdBBendothel fiihrt IL-1B zu erhohten Serumkonzentrationen des
proinflammatorischen Interleukin 6 (IL-6). Dies fiihrt u.a. zu einer vermehrten
Freisetzung von neutrophilen Granulozyten und Thrombozyten aus dem Knochenmark
(Dinarello, 2005) (Garlanda et al., 2013). Nicht zuletzt induziert IL-1p die Produktion
von TNF-a und anderen Zytokinen, welche die proinflammatorischen Funktionen von
immunkompetenten Zellen wie Makrophagen und neutrophilen Granulozyten fordern.
So kann selbst die Wirkung von IL-1f auf diese Zellen zu einer weiteren Produktion
von IL-1 fithren (Dinarello, 2009) (Madej et al., 2017).

Eine unkontrollierte Ausschiittung von IL-1p kann jedoch fatale Folgen haben und ist
mit einer Reihe von Erkrankungen assoziiert. Hierzu zéhlen unter anderem seltene
Autoimmunerkrankungen wie das familidre Mittelmeerfieber oder Morbus Still. Aber
auch weit verbreitete Erkrankungen wie z.B. chronisch entziindliche
Darmerkrankungen, rheumatoide Arthritis, Diabetes mellitus Typ 2, Sepsis oder ein
erhohtes Risiko flir bdsartige Tumore werden mit erhohten IL-1B-Spiegeln in
Verbindung gebracht (Dinarello, 2018) (Kaplanov et al., 2019). In Mausmodellen zur
akuten TransplantatabstoBBung konnte auch eine Beteiligung von IL-1B nachgewiesen
werden (Kranich, 2005).

IL-1B ist als proinflammatorisches Zytokin im Rahmen eines Entziindungsprozesses
somit unabdingbar, muss jedoch aufgrund der drohenden Gefahren bei einer
Uberproduktion streng reguliert werden. Dies geschieht zum einen durch die oben
beschriebene Aktivierung des NLRP3-Inflammasoms durch die konsekutive Bindung
von PAMP und DAMP an die Zellen. Ist IL-1B bereits ausgeschiittet, kann der
proinflammatorische Effekt durch den IL-1R2 verhindert werden. Dieser decoy-

Rezeptor fangt zusammen mit dem Co-Rezeptor IL-1R3 das IL-1B ab und wird im



Anschluss ohne inflammatorische Reaktion abgebaut. Schon langer bekannt ist der
sogenannte IL-1-Rezeptor Antagonist (IL-1-RA), welcher an den IL-1R1 bindet und
somit verhindert, dass IL-1p an diesem seine Wirkung entfalten kann (Dinarello, 1994).
Der rekombinante IL-1RA ist unter dem Namen Anakinra seit 2001 u.a. zur Behandlung
bei rheumatoider Arthritis zugelassen (Waugh und Perry, 2005).

Einen anderen Ansatzpunkt zur Reduktion der IL-1B-Spiegel im Blut bietet das NLRP3-
Inflammasom. So wurden in den letzten Jahren mehrere Kontrollmechanismen
beschrieben, mit denen einer iiberschieenden Produktion von IL-1f in vitro entgegen
gewirkt werden kann. Beispielsweise konnen durch Acetylcholin, Cholin aber auch
Nikotin die ATP-induzierte Ausschiittung von IL-1p aus humanen Monozyten iiber
nikotinische Acetylcholinrezeptoren (nAChR) inhibiert werden (Hecker et al., 2015)
(Zakrzewicz et al., 2017). Das Inflammasom in aktivierten Makrophagen kann
auBerdem auch durch kdrpereigenes Stickstoffmonoxid (NO) inhibiert werden (Mao et
al., 2013). Wird der Korper bei einer akuten Verletzung oder Krankheit durch
verringerte Nahrungsaufnahme in den Zustand der Ketose gefiihrt, produziert er aus
Fettsduren vermehrt Ketonkorper wie 3-Hydroxybutyrat als Energielieferant. 3-
Hydroxybutyrat verhindert den K*-Ausstrom aus aktivierten Makrophagen und so auch
die Bildung des NLRP3-Inflammasoms (Youm et al., 2015).

Der Beweis, dass die 0.g. Mechanismen ihre Wirkung auch in vivo entfalten steht jedoch

aktuell noch aus.

1.6. Nikotinamidadenindinukleotid

Nikotinamidadenindinukleotid (NAD) ist ein wichtiges Co-Enzym das in jeder
menschlichen Zelle vorkommt. Es besteht aus zwei Nukleotiden, welche tiber ihre
Phosphatgruppen miteinander verbunden sind. Ein Nukleotid ist Nikotinamid, das
andere Adenin. NAD ist ein Stereoisomer und kann somit als a-
Nikotinamidadenindinukleotid (a-NAD) und B-Nikotinamidadenindinukleotid (B-NAD)
existieren (Suzuki et al., 1967). Die Position der Nikotinamidgruppe am 1. C-Atom des

Riboserings bestimmt hierbei das Isomer. In der Natur kommt jedoch fast ausschlielich



B-NAD vor (Jacobson et al., 1973) (Oppenheimer und O. Kaplan, 1975). Zusitzlich
kann NAD in oxidierter (NAD™") oder reduzierter (NADH) Form vorliegen.

Die Erstbeschreibung geht zuriick auf Arthur Harden und William John Young im Jahr
1906. Sie =zeigten, dass ein Extrakt aus gekochter Hefe einen schnelleren
Gérungsprozess in ungekochter Hefe versprach und nannten den von Ihnen vermuteten
Stoff ,,coferment (Harden und Young, 1906). Hans von Euler-Chelpin identifizierte
diesen Stoff als Nukleotid und bezeichnete ihn als erster als Cozymase (Euler-Chelpin,
1930). Im Jahr 1936 gelang es Otto Heinrich Warburg die Beteiligung von NAD bei
Redoxreaktionen zu zeigen (Warburg und Christian, 1936). Jack Preiss and Philip
Handler beschrieben 1958 die Metaboliten und Enzyme, die fiir die Biosynthese von
NAD bendétigt werden. Diese Metaboliten sind die Basen Nikotinamid und Nikotinsdure
sowie die Nukleoside Nikotinamid-Ribosid und Nikotinsdure-Ribosid, welche
heutzutage alle unter dem Begriff Vitamin-B3 zusammengefasst werden (Preiss und
Handler, 1958). Sie sind Teil des salvage pathways, also der Riickgewinnung von -
NAD, nachdem es in verschiedenen Stoffwechselprozessen verbraucht wurde. Die de-
novo Synthese von NAD hat ihren Ausgangspunkt in der essentiellen Aminosdure L-
Tryptophan, allerdings wird nur ein sehr geringer Teil des vom Kdorper bendtigten f3-
NAD neu synthetisiert (Oxenkrug, 2010).

Der Grofiteil des vom Korper produzierten B-NAD wird von Dehydrogenasen als
Substrat bei Redoxreaktionen bendtigt. Sowohl bei der Glykolyse im Zytosol als auch
beim Zitratzyklus und der B-Oxidation in den Mitochondrien wird NAD* zu NADH
reduziert. Bei der Atmungskette an der inneren Mitochondrienmembran wird dann
NADH wiederum zu NAD* oxidiert und dadurch ATP gewonnen (Yang und Sauve,
2016). Aber auch auBBerhalb von Redoxreaktionen wurden verschiedene Funktionen von
B-NAD beschrieben. Hierbei lassen sich drei groBe Gruppen von Enzymen beschreiben,
die B-NAD als Substrat benétigen: Adenosindiphosphat-Ribosyltransferasen (ADP-
Ribosyltransferasen), cyclische Adenosindiphosphat-Synthetasen (cADP-Synthetasen)
und die Sirtuine (Houtkooper et al., 2010). So ist es z.B. als Co-Enzym der ADP-
Ribosyltransferasen bei der posttranslationalen Modifikationen von Proteinen zu finden,
indem sie ADP-Ribose von B-NAD auf Aminosduren transferieren. Die Glycohydrolase

cluster of differentiation 38 (CD38), welche sich auch auBlerhalb der Zellen als



membrangebundenes Enzym befindet, benotigt B-NAD als Ausgangspunkt der Synthese
von cyclischer ADP-Ribose (cADPR). Letztere fiihrt zu einer erhohten,
Inositoltrisphosphat(IP3)-unabhéngigen Kalzium-Ausschiittung aus der Zelle (Lee,
2006). Eine andere Gruppe von B-NAD-abhidngigen Enzymen sind die sogenannten
Sirtuine. Es sind sieben dieser f-NAD-abhéngigen Proteindeacetylasen beim Menschen
bekannt. Sie kdnnen z.B. Histonproteine deacetylieren und somit die Transkription von
bestimmten DNA-Abschnitten steuern. Fiir die Sirtuine SIRT2 und SIRT3 sind
Mechanismen beschrieben, die die Zusammensetzung und Aktivitit der NLRP3-
Inflammasoms verhindern kénnen (Misawa et al., 2013) (Traba et al., 2015). Uber
diesen Weg konnen also auch verminderte B-NAD-Konzentrationen zu einer erhdhten
Ausschiittung von proinflammatorischen Zytokinen durch das Inflammasom fiihren.

Die intrazelluldren B-NAD-Konzentrationen bewegen sich physiologischerweise im
mikromolaren Bereich (300-700 uM), der Grofteil hiervon befindet sich innerhalb der
Mitochondrien (VanLinden et al., 2015) (Nikiforov et al., 2015). Adipositas und
zunehmendes Alter sind mit erniedrigten intrazelluliren Konzentrationen
vergesellschaftet, Fasten jedoch fiihrt zu erhdhten B-NAD Konzentrationen in den
Zellen (Gomes et al., 2013) (Yang und Sauve, 2016). Die Konzentrationen von -NAD
im Extrazellularraum sind in der Regel deutlich niedriger und bewegen sich im
nanomolaren Bereich (O'Reilly und Niven, 2003) (Houtkooper et al., 2010). Erhohte
extrazellulire Konzentrationen finden sich u.a. bei der passiven Freisetzung durch
Zelllyse als Folge einer Gewebsverletzung oder im Rahmen von Entziindungen, sind
aber auch durch aktive Freisetzung moglich (Donnelly et al., 1996) (Scheuplein et al.,
2009). Dieser Vorgang kann von Neuronen ausgehen und B-NAD hieriiber eine Wirkung
auf die glatten Muskelzellen der Blase vermitteln, also als Neurotransmitter fungieren
(Smyth et al., 2004) (Mutafova-Yambolieva et al., 2007). Auf Zellen des Immunsystems
wirkt extrazelluldres B-NAD unterschiedlich. So konnte z.B. eine proinflammatorische
Wirkung von B-NAD auf Granulozyten gezeigt werden, indem es als Agonist der
Rezeptoren P2Y1 und P2Y1l zu einer erhdhten intrazelluldren Konzentration von
Kalzium fiihrt (Bruzzone et al., 2001) (Romanello et al., 2002) (Moreschi et al., 2006)
(Mutafova-Yambolieva et al., 2007). In anderen Versuchen konnte ein

antiinflammatorischer Effekt von B-NAD gezeigt werden, indem es die Wirkung des
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bakteriellen Toxins LPS an Mauselungen verringerte und somit einer akuten
Lungenschidigung entgegenwirkte. (Umapathy et al., 2010) (Umapathy et al., 2012).

Die im Laufe des Lebens abnehmenden Konzentrationen von B-NAD haben u.a. iiber
die o.g. Sirtuine einen negativen Effekt auf altersbedingte Krankheiten wie z.B.
Diabetes mellitus, Koronare Herzkrankheit (KHK), neurodegenerative Erkrankungen
und auch verschiedene Arten von Krebs (Elhassan et al., 2017) (Matasic et al., 2018)
(Hou et al., 2018) (Braidy et al., 2019). Eine heute nur noch selten zu findende
Erkrankung, Pellagra, beruht auf der zu geringen Aufnahme von Vitamin-B3 und damit
einem geringen Gehalt an B-NAD im Korper. Durch die frither haufig einseitige
Erndhrung mit Mais oder Hirse als Hauptnahrungsquellen wurde zu wenig Vitamin-B3
aufgenommen, die Folgen sind Durchfall, Dermatitiden und Demenz. Die Therapie
besteht in der hochdosierten Gabe von Nikotinsédure oder Nikotinamid (Hegyi et al.,

2004) (World Health Organization, 2000).

1.7. Rezeptoren

1.7.1. Purinrezeptoren

Purinrezeptoren werden unterteilt in P1-Rezeptoren (Adenosinrezeptoren) und P2-
Rezeptoren, die neben den Purinen (ADP und ATP) auch Pyrimidine (Uridindiphosphat
(UDP) und Uridintriphosphat (UTP)) binden konnen. P2X-Rezeptoren sind
ligandengesteuerte Ionenkanéle. Der hier untersuchte P2X7-Rezeptor wird vornehmlich
an der Oberfliche von immunkompetenten Zellen exprimiert. Bindet ATP oder der
selektive Agonist Benzoylbenzoyl-Adenosintriphosphat (BzATP) an den P2X7-
Rezeptor wird dieser fiir Kationen durchlissig (North, 2002). Als Folge stromen K*-
Ionen aus und Natrium- (Na*-) sowie Ca2*-lonen in die Zelle (Coutinho-Silva und
Persechini, 1997). P2Y-Rezeptoren hingegen sind G-Protein-gekoppelte Rezeptoren.
Bindet ein Ligand an den Rezeptor wird iiber Signalkaskaden bei Gs-Proteinen die
Adenylatcyclase, bei Gg-Proteinen die Phospholipase-C aktiviert. Am Ende der
Signalkaskade stehen in der Regel erhohte intrazelluldre Ca2*-Konzentrationen (Gilman,
1987). P2Y1-Rezeptoren sind an Gg-Proteine, P2Y11 sowohl an Gg- als auch Gs-
Proteine gekoppelt (Communi et al., 1997) (Sak und Webb, 2002).
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1.7.2. Nikotinische Acetylcholinrezeptoren

Nikotinische Acetylcholinrezeptoren (nAChR) sind membranstéindige Rezeptoren, die
meist eine ligandengesteuerte Ionenkanalfunktion haben. In aktuellen Studien konnte
jedoch gezeigt werden, dass sie bei Monozyten auch metabotrop funktionieren konnen
(Richter et al., 2016). Wéhrend muskuldre nAChR ausschlieBlich an der motorischen
Endplatte vorhanden sind, finden sich nAChR vom neuronalen Typ in vielen
verschiedenen Zellen (Zoli et al., 2018). Neuronale nAChR bilden aus ihren fiinf
Untereinheiten Pentamere, welche entweder vom o- (a2-a10; CHRNA2-10) oder B-
(B2-p4; CHRNB 2-4) Typ sind. Die Zusammensetzung der Untereinheiten sowie die
Affinitdt der Rezeptoren zu ihren Liganden bestimmen den vermittelten Effekt.
Prototypische Liganden sind Acetylcholin sowie Nikotin. Bindet ein spezifischer
Ligand an den nAChR formen die fiinf Untereinheiten meist einen Kanal, welcher K*-,
Nat*- sowie, je nach Zusammensetzung der Untereinheiten, auch Ca2*-lonen durch die
Zellmembran entlang ihres Konzentrationsgradienten flieBen lésst (Siegel und Agranoff,

1999) (Beker et al., 2003).

1.8. Fragestellung der Dissertation

In der Literatur wurden unterschiedliche immunologische Wirkungen von B-NAD
beschrieben. Sowohl ATP als auch B-NAD werden bei Zellschddigung und im Rahmen
von Entzlindungen freigesetzt. In dieser Arbeit sollte zunédchst die Hypothese untersucht
werden, dass extrazelluldres B-NAD die ATP-induzierte Freisetzung von IL-1p aus
humanen Monozyten inhibiert. Nachdem dies bestdtigt werden konnte, sollte

anschliefend der Wirkmechanismus weiter untersucht werden.
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2. Materialien und Methoden
2.1. Materialien und Gerite

2.1.1. Gerite

Gerit

Hersteller

Brutschrank
Heracell 2401 CO2-Inkubator

Thermo Fisher Scientific, Rockford, IL,
USA

Consort Electrophoresis Power Supply
E&35

Peqglab Biotechnologie, Erlangen,
Deutschland

FLUOstar Optima Microplate Reader

BMG Labtech, Offenburg, Deutschland

Folienschweif3gerit

Severin, Sundern, Deutschland

Mikroskop Labovert

Leitz, Wetzlar, Deutschland

Mini Plate Spinner C1000

Labnet, Edison, NJ, USA

NanoDrop 1000

Peqlab Biotechnologie

Nucleofactor™ device 11

Lonza, Ko6ln, Deutschland

Olympus C-4000 Zoom

Olympus, Hamburg, Deutschland

pH-Meter Ultra Basic UB-10

Denver Instruments, Géttingen,
Deutschland

Pipetten Eppendorf Reference
0,5-10 pl/ 10-100 pl/ 100-1000 pl

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

real-time PCR-System StepOnePlus

Applied Biosystems, Carlsbad, CA, USA

Rontgenkassette Dr. Goos Suprema, Heidelberg,
Deutschland

Schwingmiihle Biovendis, Mannheim, Deutschland

RETSCH MM 301

Sicherheitswerkbank Zellkultur Class 11
ENA?2

Nuaire, Plymouth, MN, USA

Thermal Cycler G-Storm GS482

AlphaMetrix Biotech, R6dermark,
Deutschland

Ultraschallbad Sonorex Super RK102H

Bandelin, Berlin, Deutschland

Transluminator Biozym, Hessisch Oldendorf,
Deutschland
Vortex Mixer REAX 2000 Heidolph, Schwabach, Deutschland
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Wasserbad

Kéttermann, Uetze/Héanigsen,
Deutschland

Elektrophoresekammer

Keutz - Labortechnik, Reiskirchen,
Deutschland

Zahlkammer nach Neubauer

Laboroptik, Friedrichsdorf, Deutschland

Zentrifuge Rotina 420R

Hettich, Tuttlingen, Deutschland

Tabelle 1: Geriite

2.1.2. Verbrauchsmaterial

Verbrauchsmaterial

Hersteller

Rontgenfilm Amersham Hyperfilm ECL

GE Healthcare, Little Chalfont, UK

Pipetten Cellstar 10 ml

Greiner Bio-One, Frickenhausen,
Deutschland

Pipettenspitzen
10 pl, 200 pl, 1000 pl

Sarstedt, Niimbrecht, Deutschland

PVDF Membran Immobilon-P

Merck Millipore, Darmstadt, Deutschland

Reagiergefal3 1,5ml

Sarstedt

Zellkulturflaschen 75 cm?

Sarstedt

Zellkulturplatten 24-well

Greiner Bio-One, Frickenhausen,
Deutschland

Tabelle 2: Verbrauchsmaterialien

2.1.3. Reagenzien

Reagenz und Bestellnummer

Hersteller

[VIIL;V16D]ArIB

J. Michael MclIntosh, Salt Lake City, UT, USA
Im Rahmen einer Kooperation zur Verfligung gestellt

a-Bungarotoxin

Bio-Techne/ Tocris, Minneapolis, MN, USA

2133

o-NAD Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
N6879

B-NAD Sigma-Aldrich

N8&410
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2-Mercaptoethanol
4227

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Acrylamidlosung, Rotiphorese
Gel 30 % (37,5:1)

Carl Roth

3029.2

Agarose Invitrogen, Darmstadt, Deutschland
15510-019

Amaxa Cell Line Lonza

Nucleofector™ C

Ammoniumperoxodisulfat Carl Roth

(APS), > 98 %
9592

Apyrase
A6410

Sigma-Aldrich

Aqua destillata

B. Braun, Melsungen, Deutschland

Benzoylbenzoyl-
Adenosintriphosphat (BzATP)
B6396

Sigma-Aldrich

Bovines Serumalbumin
(BSA),>99 %
A7638

Sigma-Aldrich

Bromphenolblau
T116

Carl Roth

CytoTox 96 Non-Radioactive
Cytotoxicity Assay
G1780

Promega, Madison, WI, USA

Desoxyribonukleosidtri-
phosphat (dNTPs)
C1145

Promega

Dinatriumhydrogenphosphat
(Na2HPOs), > 99,5 %
1.06580.1000

Merck Millipore

DNA Loading Dye
RO611

Thermo Fisher Scientific

ELISA: Human Interleukin-1/
Quantikine
SLBS50

Bio-Techne/ R+D Systems, Minneapolis, MN, USA
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Entwickler-Konzentrat
00009

Adefo Chemie, Neu Isenburg, Deutschland

Essigsdure (C2H4032) 96 %
33206

Sigma-Aldrich

Ethylendiamintetraacetat
(EDTA)
112800

Serva, Heidelberg, Deutschland

Fetales Kélberserum (FCS)
Al15-151

PAA, Colbe, Deutschland

Fixier-Konzentrat Adefo Chemie

00062

Gelred Biotium, Hayward, CA, USA
41002

GeneRuler 100 bp DNA-
Leiter

Thermo Fisher Scientific

SM0241

Glyzerin, > 99 % Sigma-Aldrich
G2025

Glycin, > 99 % Carl Roth

3908

Kaliumchlorid (KCl), > 99,5% | Merck Millipore
1.04936.1000

Kaliumdihydrogenphosphat Merck Millipore
(KH2PO4), > 99,5 %

1.04873.0250

L-Glutamin 200 mM PAA

M11-004

Lipopolysaccharid (LPS)
Escherichia coli 026:B6
L2654

Sigma-Aldrich

M-MLV-RT Promega
M368B
M-MLV-RT-Puffer Promega
MS531A
Magnesiumchlorid (MgCly), | Promega

>99 %
A351H
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Mecamylamin Sigma-Aldrich
M9020

Methanol, > 99,8 % Sigma-Aldrich
32213

Milchpulver Carl Roth

T145

MRS2279 Bio-Techne/Tocris
2158

Natriumchlorid (NaCl), Sigma-Aldrich
>99,5 %

31434

Natriumdodecylsulfat (SDS) | Carl Roth
>99,5 %

2326

Natronlauge 1 N (NaOH), Merck Millipore

>99,5 %
1.09137.9010

NF340
3830

Bio-Techne/Tocris

Nigericin-Natriumsalz
N7143

Sigma-Aldrich

Nikotin-Hydrogentartratsalz
N5260

Sigma-Aldrich

PCR Purification kit MinElute
28004

Qiagen, Hilden, Deutschland

peqGOLD Total RNA kit
732-2868

VWR International, Lutterworth, England

Pierce™ BCA Protein Assay
Kit
23235

Thermo Fisher Scientific

Platinum SYBR Green
qPCR SuperMix-UDG
11733-046

Invitrogen, Darmstadt, Deutschland

Precision Plus Protein
Standards
1610374

Bio-Rad, Dreieich
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Primer (RT-PCR)

P2Y1 Forward/Reverse
P2Y 11 Forward/Reverse
HMBS Forward/Reverse

Eurofins MWG Operon, Ebersberg, Deutschland

Proteaseinhibitortabletten
88265

Thermo Fisher Scientific

Random Primer Promega
C1101
RglA4 J. Michael MclIntosh, Salt Lake City, UT, USA
Im Rahmen einer Kooperation zur Verfiigung gestellt
RNase-freies Wasser Qiagen
129112
RNasin Ribonukleaseinhibitor | Promega

N2511

RPMI-1640
31870025

Thermo Fisher Scientific

Salzsdure 1 N (HCI), > 99,9 %
1.09057.1000

Merck Millipore

Strychnin
S8753

Sigma-Aldrich

SuperSignal™ West Femto
34094

Thermo Fisher Scientific

Tetramethylethylenediamine | Carl Roth
(TEMED)

2367

Tris-Base, > 99,9 % Carl Roth

4855

Tris-Hydrochlorid, > 99 %
T3253

Sigma-Aldrich

Trypanblaulosung Sigma-Aldrich
T8154

Tween® 20 Merck Millipore
817072

U937-Zelllinie

Leibniz-Institut DSZM - Deutsche Sammlung von
Mikroorganismen und Zellkulturen, Braunschweig,
Deutschland

Tabelle 3: Reagenzien
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2.1.4. Losungen und Puffer

Natriumchloridlosung 0,9%

Menge Reagenz
9g (0,15 M) Natriumchlorid
Auf 1000ml Aqua destillata

Tabelle 4: Natriumchloridlosung 0,9%

BSA-Losung

Menge Reagenz

S mg BSA

1 ml Lysepufter S1

Fiir 5 Minuten bei 95° erhitzen und dann fiir 5 Minuten bei 13000 g zentrifugieren

Tabelle 5: BSA-Losung

Tris/HCI1-Puffer 0,1 M

Menge Reagenz

800ml Aqua destillata

12,1g (0,1 M) Tris-Base

pH mit HC1 1 N auf 8,2 eingestellt

Auf 1000ml Aqua destillata

Tabelle 6: Tris/HCI-Puffer 0,1 M

SDS-Stammlosung 10%

Menge Reagenz
10g (0,35 M) Natriumdodecylsulfat (SDS)
Auf 100ml Aqua destillata

Tabelle 7: SDS-Stammlésung 10%
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Lysepuffer S1

Menge Reagenz
0,625 ml Tris/HCI-Puffer 0,1 M
2,3 ml SDS-Stammlosung 10%
1 Tablette Proteaseinhibitor
Auf 10 ml Aqua destillata
Tabelle 8: Lysepuffer S1
Probenpuffer S2
Menge Reagenz
0,625 ml Tris/HCI-Puffer 0,1 M
4 ml (55 mM) Glyzerin
2,3 ml SDS-Stammlésung 10%
1,6 ml (22,7 mM) 2-Mercaptoethanol
1 Tablette Proteaseinhibitor
Auf 10 ml Aqua destillata
Tabelle 9: Probenpuffer S2
Unterer Gelpuffer
Menge Reagenz

18,16 g (0,15 M)

Tris-Base

4 ml

SDS-Stammlosung 10%

Auf 100 ml

Aqua destillata

pH mit HCI 1 N auf 8,8 eingestellt

Tabelle 10: Unterer Gelpuffer
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Oberer Gelpuffer

Menge Reagenz
6,06 g (50 mM) Tris-Base
4 ml SDS-Stammlosung 10%
Auf 100 ml Aqua destillata
pH mit HCI 1 N auf 6,8 eingestellt
Tabelle 11: Oberer Gelpuffer

Laufpuffer

Menge Reagenz
3,04 g (25 mM) Tris-Base
14,42 g (0,192 M) Glycin
10 ml SDS-Stammldsung 10%
Auf 1000 ml Aqua destillata
Tabelle 12: Laufpuffer

Transferpuffer

Menge Reagenz
3,04 g (24,7 mM) Tris-Base
14,3 g (0,19 M) Glycin

S ml

SDS-Stammlésung 10%

200 ml (4,93 M)

Methanol

Auf 1000 ml

Aqua destillata

Tabelle 13: Transferpuffer

Phosphatgepufferte Salzlosung (PBS) 10x (Stammlosung)

Menge

Reagenz

900 ml

Aqua destillata
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80 g (1,37 M) Natriumchlorid (NaCl)

2 g (27mM) Kaliumchlorid (KCI)

14,24 g (80 mM) Dinatriumhydrogenphosphat (Na;HPO4)
2 g (15 mM) Kaliumdihydrogenphosphat (KH2PO4)
0,8 ml Salzsdure (HCI) 1 N

Auf 1000 ml Aqua destillata

pH mit HC1 1 N auf 7,4 eingestellt

Tabelle 14: Phosphatgepufferte Salzlosung (PBS) 10x (Stammlosung)

PBS 1x

Menge

Reagenz

100 ml

PBS 10x

Auf 1000 ml

Aqua destillata

pH mit HC1 1 N auf 7.4 eingestellt

Tabelle 15: PBS 1x

Phosphatgepufferte Salzlosung mit Tween 20 (PBST) 10x (Stammlosung)

Menge Reagenz
900 ml Aqua destillata
80 g (1,37 M) Natriumchlorid (NaCl)
2 g (27mM) Kaliumchlorid (KCI)
14,24 g (80 mM) Dinatriumhydrogenphosphat (Na;HPO4)
2 g (15 mM) Kaliumdihydrogenphosphat (KH2PO4)
0,8 ml Salzsdure (HCl) 1 N
1 ml Tween 20
Auf 1000 ml Aqua destillata

pH mit HC1 1 N auf 7,4 eingestellt

Tabelle 16: Phosphatgepufferte Salzlosung mit Tween 20 (PBST) 10x (Stammlosung)
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PBST 1x

Menge

Reagenz

100 ml

PBST 10x

Auf 1000 ml

Aqua destillata

pH mit HCI 1 N auf 7,4 eingestellt

Tabelle 17: PBST 1x

TAE (Tris-Acetat-EDTA-Puffer) 50x

Menge Reagenz
242 g (2 M) Tris-Base
57,1 ml (1 M) Essigsdure 96%ig
18,6 g(0,06 M EDTA
Auf 1000 ml Aqua destillata
Tabelle 18: TAE 50x

TAE 1x

Menge Reagenz
20 ml TAE 50x
Auf 1000 ml Aqua destillata

pH mit HCI 1 N auf 8,0 eingestellt

Tabelle 19: TAE 1x
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2.1.5. Acrylamidgele

APS-Losung 50%

Menge Reagenz
5g (22 mM) APS
Auf 10 ml Aqua destillata
Tabelle 20: APS-Lésung 50%

Sammelgel

Menge Reagenz
1350 pl Aqua destillata
326 ul Acrylamidlosung 30%
790 ul Oberer Gelpuffer
5,6 ul APS-Losung 50%
4,5 ul TEMED
Tabelle 21: Sammelgel

Laufgel

Menge Reagenz
1490 pl Aqua destillata
1760 pl Acrylamidlosung 30%
1076 ul Unterer Gelpuffer
7,7 wl APS-Losung 50%

3ul

TEMED

Tabelle 22: Laufgel
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2.1.6. Antikorper

Antigen und Wirt Firma

Bestellnummer
P2Y1, human Kaninchen Lifespan Biosciences, Seattle,
LS-C163318 WA, USA
P2Y11, human Kaninchen Lifespan Biosciences, Seattle,
LS-C200442 WA, USA
B-Actin, human Maus Sigma-Aldrich, Steinheim,
A1978 Deutschland
rabbit-1g HRP Ziege Dako/Agilent, Santa Clara, CA,
P0448 USA
mouse-1g HRP Ziege Dako/Agilent, Santa Clara, CA,
P0447 USA

Tabelle 23: Antikérper

2.1.7. Primer

Gen Sequenz forward (5’-3") Sequenz reverse (5°-3°) Produkt-

linge (bp)

Human TGTCTGGTAACGGCAAT | ATGAGAGTGATTCGCGT | 70
HMBS GCG GGG
Human GGTAGGGAGGAGGAAG | GTCAAGGGAAACTCGC | 360
P2RY1 ATGC TCTG
Human AGCAGACACAGGCTGAG | CCTGGAACCCACTGAGT | 232
P2RY11 [ GAT TTG

Tabelle 24: Primer
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2.1.8. siRNA

Reagenz und Bestellnummer

Hersteller

SMARTpool: ON-TARGETplus
P2RY1
L-005689-00-0005

Dharmacon, Lafayette, CO, USA

SMARTpool: ON-TARGETplus
P2RY11
L-005691-00-0005

Dharmacon

D-001810-10-05

ON-TARGETplus Non-targeting Pool

Dharmacon

Tabelle 25: siRNA

2.1.9. Software

Produkt

Hersteller

Microsoft Word 2010

Microsoft, Redmond, WA, USA

Microsoft Excel 2010

Microsoft

SPSS Statistics 21

IBM, Armonk, NY, USA

AlphaEaseFC 3.3.0

Alpha Innotec, Kasendorf, Deutschland

Tabelle 26: Software
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2.2. Methoden
2.2.1. Zellkultur

Die U937-Zellen wurden von der ,,.Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und
Zellkulturen GmbH* (DSMZ, Braunschweig, Deutschland) gekauft und nach den
Richtlinien der DSMZ behandelt. Hierbei wurden die Zellen in RPMI-1640 suspendiert,
welchem 10% Fetales Kélberserum (FCS) und 2 mM L-Glutamin hinzugefiigt wurden.
Die Zellen wurden bei 37°C und 5% Kohlenstoffdioxid (CO2) inkubiert.

10 pl der Zellsuspension wurden mit 90 pl Trypanblaulésung gemischt und die Anzahl
der Zellen mittels Zdhlkammer unter dem Mikroskop ausgezdhlt. Nun wurde der
Zellsuspension Medium inkl. FCS und L-Glutamin zugesetzt, sodass sich in einem ml
Suspension 1x10¢ Zellen befanden. 1 mg LPS wurden in 10 ml 0,9%-iger
Natriumchloridldsung aufgelost, vor Benutzung wurde diese LPS-Losung 3 Minuten
lang im Ultraschallbad behandelt. In den Wells der 24-Well-Platten wurden jeweils 10
ul LPS-Losung [0,1 mg/ml] vorgelegt und anschlieBend 1 ml der Zellsuspension mit
1x10¢ Zellen hinzugefiigt. Nun wurden die Platten vorsichtig geschwenkt und
anschlieend fiir 5 Stunden bei 37°C und 5% CO:2 inkubiert. Nach Ablauf der
Inkubationszeit wurde in die einzelnen Wells sowohl B-NAD-Ldsung in verschiedenen
Konzentrationen als auch jeweils 100 pM BzATP hinzugefiigt. Im Anschluss wurden
die Zellen weitere 30 Minuten bei 37°C und 5% CO: inkubiert. Nun wurde der Inhalt
der Wells einzeln in Eppendorfgefdlle pipettiert und bei folgenden Einstellungen
zentrifugiert: 16°C, 500 g, 8 Minuten.

Im Anschluss wurden 700 ul Uberstand abgenommen. Der Uberstand wurde dann bis
zur Messung der IL-1B-Konzentration und der Laktatdehydrogenase (LDH)-
Konzentration bei -80°C eingefroren. Eine Ubersicht iiber den Ablauf der Versuche in

der Zellkultur ist in Abbildung 1 dargestellt.
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BzATP/ B-NAD /
LPS
Nigericin a-NAD

5 Stunden | 30 min | IL-1p
37°C, 5% CO: | | ELISA

I Stop

MRS2279/
NF340/
Mecamylamin/
a-Bungarotoxin/
Strychnin/
RglA4/
[V11L;V16D]ArIB

v

Abbildung 1: Zeitleiste des Versuchsaufbaus. Dargestellt ist der zeitliche Ablauf der Experimente in
der Zellkultur bis zur Messung der IL-1B-Konzentration bzw. der LDH-Konzentration im Uberstand.
BzATP: Benzoylbenzoyl-Adenosintriphosphat; IL-1f: Interleukin-1 LPS: Lipopolysaccharid; NAD:

Nikotinamidadenindinukleotid

Die verschiedenen Konzentrationen von B-NAD zur Erstellung der Dosis-
Wirkungskurve betrugen 1 pM, 10 uM, 100 uM sowie 1 mM. Bei allen weiteren
Experimenten betrug die Konzentration 1 mM B-NAD. In Experimenten, bei denen mit
o-NAD gearbeitet wurde, betrug die Konzentration ebenfalls 1 mM. Als
Positivkontrolle zur Inhibition der IL-1B-Freisetzung wurden 100 mM Nikotin
verwendet. Anstelle von BzATP wurde den U937-Zellen in einigen Experimenten 0,5
IE/ml des Enzyms Apyrase sowie 50 pM des Toxins Nigericin hinzugegeben. Au3erdem
wurden in einigen Experimenten die Antagonisten der nAChR Mecamylamin [100 uM],
o-Bungarotoxin [1 uM] sowie Strychnin [10 uM] verwendet. Die Conopeptide RglA4
[200 nM] und [V11L,V16D]ArIB [500 nM] wurden ebenfalls zur Inhibition der nAChR
eingesetzt.

Um die Beteiligung der P2Y1- und P2Y11-Rezeptoren an der Signalkaskade von (-
NAD zu ermitteln, wurden die Inhibitoren MRS2279 [0,5 uM] und NF340 [5 uM]

verwendet.
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2.2.2. siRNA-Transfektion

Um die Beteiligung des P2Y1- und P2Y11-Rezeptors zu untersuchen wurden auf3erdem
U937-Zellen mit small interfering RNA (siRNA) transfiziert. Hierzu wurde der Amaxa
Cell Line Nucleofector™ C mit dem Nucleofactor™ device Il verwendet und nach
Herstellerangaben verfahren. Fiir die Transfektion wurden 40 pmol siRNA auf 1x106
Zellen verwendet. Anschlieend wurden die Zellen fiir 48 Stunden bei 37°C und 5%
CO2 inkubiert. Nun wurde mit den Zellen entweder der oben beschriebene
Zellkulturversuch durchgefiihrt oder sie wurden bei -80°C eingefroren um spiter die
Reverse Transkriptase Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR) und Western Blots

durchzufihren.

2.2.3. RNA-Isolierung

Um die messenger RNA (mRNA) Expression verschiedener Gene in den U937 Zellen
zu untersuchen, wurde zuerst die RNA der Zellen mit dem peqGOLD Total RNA kit
isoliert. Hierzu wurden die Zellen aufgetaut, mit Hilfe der Schwingmiihle zerkleinert
und im Anschluss nach den Herstellerangaben weiterverfahren. Hierbei wurden die
Zellen gemil3 dem Protokoll des Herstellers mit DNAse behandelt. Zum Schluss wurde
die RNA, welche am Ende des Vorgangs an eine Silikamembran gebunden ist, mit 50
ul Ribonuklease- (RNAse)-freiem Wasser und anschlieBender Zentrifugation aus diesen
Membranen geldst. Nun wurde die RNA-Konzentration mit dem NanoDrop 1000
gemessen und die RNA-Losung im Anschluss bei -80°C bis zur weiteren Verarbeitung

eingefroren.

2.2.4. Herstellung von cDNA

Um die RNA in komplementire DNA (cDNA) umzuschreiben wurden in ein
Eppendorfgefal} jeweils 1 pg Template RNA sowie 1 nug Random Primer gegeben und
anschlieBend mit Wasser auf 10 pl aufgefiillt. Damit die Primer an die Template-RNA
binden wurden die Eppendorfgefifle in den Thermal Cycler gegeben und zuerst fiir 5

Minuten bei 70°C, dann fiir 5 Minuten bei 4°C inkubiert.
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Nun wurde der Mastermix angesetzt, welcher aus folgenden Teilen besteht (Tab. 27):

Menge Reagenz Endkonzentration
Sul M-MLV-RT-Puffer
7,5 ul RNase-freies Wasser
1,5 pl Desoxyribonukleosidtriphosphate (ANTPs) 1 mM/ul

(10 mM)

0,5 ul M-MLYV reverse Transkriptase (200 U/ul) 6,67 U/ul
0,5 ul Ribonukleaseinhibitor (40 U/ul) 1,33 U/ul
15 ul Gesamt

Tabelle 27: cDNA Mastermix

Diese 15 pl Mastermix wurden zu dem Eppendorfgefal mit dem Mix aus RNA und
Primern gegeben. Nach kurzem Schiitteln wurde das Gefdll wieder in den Thermal

Cycler gegeben und bei folgenden Temperaturen inkubiert (Tab. 28):

Dauer Temperatur
10 Minuten 25°C
60 Minuten 40°C
15 Minuten 70°C
15 Minuten 4°C

Tabelle 28: Herstellung von ¢cDNA im Thermal Cycler

Die so hergestellte fertige cDNA wurde direkt weiter verarbeitet oder bei -20°C

eingefroren.

2.2.5. real-time PCR

Um die mRNA-Expression verschiedener Gene zu analysieren wurde eine real-time
Polymerase-Kettenreaktion (PCR) im Thermal Cycler durchgefiihrt und mit der
dazugehorigen Software ausgewertet. Zu Beginn wurde die bendtigte Menge eines

Mastermix angesetzt, welcher aus folgenden Teilen besteht (Tab. 29):
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Menge Reagenz Endkonzentration
0,5 ul Primer Forward (10 pmM/ul) 21,7 t™M/ul
0,5 ul Primer Reverse (10 pM/pul) 21,7 M/l
1 ul Magnesiumchloridlosung (MgClz) (50 mM) 2,17 mM/ul
13 pul Platinum SYBR Green Mix
8 ul Aqua destillata
23 ul Gesamt

Tabelle 29: Real-time PCR Mastermix

Als Referenz diente die mRNA-Expression des housekeeping Gens

Hydroxymethylbilan-Synthase (HMBS). Jeweils 23 pul des Mastermix wurden in die

Wells einer 96-Well-Platte gegeben. AnschlieBend wurden jeweils 2 pul cDNA

hinzugegeben. Die Platten wurden im Mini Plate Spinner zentrifugiert, damit sich

Mastermix und cDNA am Boden der Wells sammeln. Danach wurden die Platten in den

Thermal Cycler eingelegt und bei folgenden Einstellungen inkubiert (Tab. 30):

Dauer Temperatur Schritt
2 Minuten 50°C Aktivierung der DNA-Polymerase
5 Minuten 95°C Denaturierung der DNA
5 Sekunden 95°C
5 Sekunden 60°C Amplifizierung der DNA in 45 Zyklen
30 Sekunden 72°C
15 Sekunden 95°C
1 Minute 1 Minute Erstellen der Schmelzkurve

0,5° C/s bis auf 95°C

o0

4°C

Aufbewahrung

Tabelle 30: Real-time PCR im Thermal Cycler

Mittels Gelektrophorese wurden die PCR-Produkte ihrer Grofe nach aufgetrennt.

Hierzu wurden 1,2 g Agarose in 80 ml TAE-Puffer (1x) gegeben und in der Mikrowelle

gelost. AnschlieBend wurden 8 pl Gelred zur Farbung der Nukleinnsduren hinzugefiigt.

Die fliissige Losung wurde nun in vorbereitete Gelkammern gegossen und ein Kamm
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platziert, sodass sich Taschen fiir die Proben bildeten. Nach ca. 30 Minuten war das Gel
fest, die Kdimme wurden entfernt und das Gel in einer Laufkammer mit TAE-Puffer
platziert. Jeweils 9 ul der PCR-Produkte wurden mit 1 pl DNA Loading Dye gemischt
und in eine Probentasche pipettiert. Um spéter die Fragmentgrofe der PCR-Produkte
ablesen zu konnen, wurden zusétzlich 4 pl eines GeneRuler in die letzte Probenkammer
pipettiert. AnschlieBend wurden die Nukleinsduren bei 100 V fiir ca. 30 Minuten ihrer
GroBe nach aufgetrennt. Das Gel wurde aus der Kammer entnommen und auf den
Transluminator gelegt. Die ProduktgroBen der PCR-Fragmente wurde mit der
AlphaEaseFC 3.3.0 Software ausgewertet. Fiir die nachfolgenden Versuche wurden nur
Primer verwendet, bei denen in der Gelelektrophorese eine einzelne Bande der
erwarteten GroBe sichtbar wurde.

Zur Sequenzierung der PCR-Fragmente wurden die Produkte mittels des PCR
Purification kit MinElute aufgereinigt und nach Messen der DNA-Konzentration im
NanoDrop 1000 auf 20 ng/pl in RNAse-freiem Wasser eingestellt. Diese Proben wurden

zur Sequenzierung an die Firma Seqlab (Gottingen, Deutschland) versandt.

2.2.6. Western Blots
2.2.6.1. Proteingehaltsbestimmung

Zur Extraktion der Proteine aus den U937-Zellen wurden 1x10¢ Zellen mit 50 pl
Lysepuffer S1 in einem Eppendorfgefdll gemischt. Hierzu wurde ein kleiner Metallball
gegeben und das Gefd3 fir 5 Minuten in der Schwingmiihle geriittelt. Der Metallball
wurde anschlieend mit Hilfe eines Magneten entfernt und das Homogenisat in ein
frisches Eppendorfgefal} pipettiert. Dieses wurde nun flir 15 Minuten bei 95°C erhitzt.
Im Anschluss wurde das Homogenisat fiir 15 Minuten bei 13000 g zentrifugiert.

Um den Proteingehalt der Proben zu bestimmen, wurde das Pierce™ BCA Protein
Assay Kit verwendet und nach Herstelleranleitung verfahren. Hierzu wurde eine
bicinchoninic acid (BSA)-Losung sowie eine zugehorige Verdiinnungsreihe hergestellt.
Die Inkubationsdauer nach Mischen der Reagenzien betrug 2 Stunden bei 37°C.
Gemessen wurde mit dem FLUOstar Optima Microplate Reader nach

Herstelleranleitung.
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Nun wurde den Proben eine bestimmte Menge Probenpuffer S2 hinzugegeben, sodass
die Proteinkonzentration der Proben jeweils 1,5 pg/ul betrug und die Proben wurden im

Anschluss bei -20°C gelagert.

2.2.6.2. SDS-PAGE

Das Laufgel wurde hergestellt, in die Elektrophoresekammern gefiillt und fiir 2 Stunden
bei Raumtemperatur polymerisiert. Danach wurde das Sammelgel hergestellt, ebenfalls
in die Elektrophoresekammern gefiillt und ein Kamm in dem Sammelgel platziert. Das
Sammelgel wurde iiber Nacht bei 4°C im Kiihlschrank platziert, sodass das Gel
polymerisiert. Am nédchsten Tag wurde der Kamm entfernt. Die nun fertigen Gele
wurden in die Laufkammer eingespannt, welche mit Laufpuffer gefiillt wurde. Die
Proben wurden nun fiir 5 Minuten bei 95°C erhitzt und anschlieBend 5 Minuten bei
4500 g zentrifugiert. Im Anschluss wurden die Taschen der Sammelgele mit jeweils 10
ul der priparierten Proben gefiillt. Zusétzlich wurden 10 pl des Precision Plus Protein
Standards Molekulargewichtsmarker in eine der Taschen pipettiert. An die Kammern
wurde fiir ca. 15 Minuten eine konstante Spannung von 80 Volt angelegt, sodass sich die
Proben am Ubergang vom Sammelgel zum Laufgel konzentrieren. AnschlieBend wurde
eine konstante Spannung von 120 Volt fiir ca. 90 Minuten angelegt, sodass die Proben

der GroBe nach aufgetrennt wurden.

2.2.6.3. Transfer

Als nédchsten Schritt wurden Polyvinylidenfluorid(PVDF)-Membranen
zurechtgeschnitten und fiir eine Minute in Methanol gelegt. Nach Ablauf der
Elektrophorese wurden das Gel, die PVDF-Membran und Filterpapier fiir 10 Minuten in
Transferpuffer gelegt. Um die aufgetrennten Proteine von dem Gel auf die PVDF-
Membran zu ibertragen wurde die Apparatur in der folgenden Reihenfolge
zusammengesetzt: Filterpapier, Vlies, Gel, PVDF-Membran, Vlies, Filterpapier. Nun
wurde die Transferkammer mit Transferpuffer gefiillt und das Gebilde zwischen zwei

gelocherten Plastikplatten so eingesetzt, dass der Strom von der Kathode durch das Gel
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uber die Membran zur Anode lduft. Bei 90 mA wurde nun fiir 90 Minuten der Transfer

durchgefiihrt. Hiernach wurde die Membran fiir eine Stunde luftgetrocknet.

2.2.6.4. Proteindetektion

Die Membran wurde zunéchst fiir eine Minute in Methanol gelegt und im Anschluss fiir
10 Minuten mit phosphatgepufferter Salzlosung (PBS) gewaschen. Zur Abséttigung der
Proteinbindungsstellen auf der Membran wurde diese fiir 90 Minuten bei
Raumtemperatur mit 5% Milchpulver in PBS inkubiert. Nun wurde der
Primérantikorper in entsprechender Verdiinnung auf die Membran gegeben und fiir zwei
Stunden bei Raumtemperatur auf einer Wippe inkubiert. Hiernach wurde die
Antikorperlosung herausgewaschen. Dazu wurde die Membran jeweils vier Mal fiir
sieben Minuten mit phosphatgepufferter Salzlosung mit Tween (PBST) auf der Wippe
gewaschen. Im Anschluss wurde der an Meerrettichperoxidase (horseradish-peroxidase,
HRP) gebundene Sekunddrantikdrper in entsprechender Verdiinnung in 2,5%
Milchpulver in PBST verdiinnt und fiir 90 Minuten mit der Membran inkubiert.
Hiernach wurde die Membran jeweils drei Mal fiir 10 Minuten mit PBST und zum
Schluss noch einmal fiir 10 Minuten mit PBS gewaschen.

Zum Nachweis der gebundenen HRP wurden die beiden Bestandteile des
Chemolumineszenz-Reagenz SuperSignal™ West Femto miteinander gemischt und auf
die Membran gegeben. Nach der Einwirkzeit von 5 Minuten wurde diese mit dem
FolienschweiBBgerdt in einer Plastiktiite eingeschweilit und in eine Rontgenkassette
eingeklebt. Im Anschluss wurde in einer Dunkelkammer ein Roéntgenfilm
zurechtgeschnitten und auf die Membran gelegt. Nun wurde die Rontgenkassette fiir ca.
10 Sekunden geschlossen. Hiernach wurde der Rontgenfilm im Entwicklerbad
entwickelt und in einem Wasserbad abgewaschen. Nun wurde der Rontgenfilm in der
Fixierlosung fixiert und wiederum in einem Wasserbad abgewaschen. Jetzt wurde der
Film zum Trocknen aufgehédngt. AnschlieBend wurde er nochmals auf die Membran
gelegt und das Molekulargewicht der Banden wurde anhand des

Molekulargewichtsmarkers abgelesen.
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Zur Quantifizierung der immunoreaktiven Banden wurde der entwickelte Rontgenfilm
auf den Transluminator gelegt. Es wurde mit der Kamera ein Bild gemacht, welches auf
den Computer lbertragen und hier mit dem Programm AlphaEaseFC ausgewertet

wurde.

2.2.7. ELISA

Um die Konzentration des ausgeschiitteten IL-1p zu messen, wurde das Enzyme-linked
Immunosorbent Assay (ELISA)-Kit ,,ELISA: Human Interleukin-1§ Quantikine"
verwendet. Hierzu wurden jeweils 200 pl Uberstand in die Wells einer Miktrotiterplatte
pipettiert und anschlieBend weiter nach Herstellerangaben verfahren. Hierbei band das
in dem Uberstand enthaltene IL-1B an die Antikdrper auf der beschichteten
Mikrotiterplatte. Im néchsten Schritt wurde die Platte gewaschen und ein zweiter
Antikorper, welcher an ein Enzym gekoppelt ist, wurde hinzugegeben. Dieser
Zweitantikorper band nun an das IL-1B. AnschlieBend wurde die Platte wiederum
gewaschen und ein Chromogen hinzugegeben, welches von dem Enzym in einen
sichtbaren Farbstoff umgewandelt wurde. Die Menge des Farbstoffs ist proportional zur
Menge des IL-1B. AnschlieBend wurde die Platte, welche eine Standardkurve mit
rekombinantem IL-1p enthélt, im Fluostar Optima bei 450 nm ausgewertet. Anhand der
Extinktion im Vergleich zur Standardkurve wurde die Menge des IL-1p im Uberstand

ermittelt.

2.2.8. Laktatdehydrogenase-Bestimmung

Die Menge an ausgeschiitteter Laktatdehydrogenase (LDH) im Uberstand erméglicht
Riickschliisse auf die Zellviabilitit. Um die LDH-Konzentrationen in den Uberstinden
zu ermitteln, wurde der Cytotox96 Assay verwendet und nach Herstellerangaben
verfahren. Um die maximale Menge an LDH zu bestimmen, wurden jeweils 1 x 106
Zellen pro Experiment unstimuliert iiber die Versuchsreihe mitgefiihrt und anschlieBend
zur Zelllyse bei -80° C eingefroren. Nach mindestens 24 Stunden wurden die Proben

aufgetaut und der Uberstand mittels Zentrifugation von den ungeldsten Zellbestanteilen
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getrennt. Nach der Messung der LDH-Konzentrationen im FLUOstar Optima
Microplate Reader bei 490 nm aller Proben einer Versuchsreihe wurden diese in

Relation zum Maximalwert der unstimulierten Proben gesetzt.

2.3. Verwendete Software und Datenauswertung

Fiir die statistische Auswertung der Experimente wurde das Statistikprogramm SPSS
benutzt. Zuerst wurde der Kruskal-Wallis-Test angewendet. Bei einem p-Wert von <
0,05 wurde angenommen, dass die Verteilung nicht zuféllig zustande gekommen ist. Im
Anschluss wurde dann mit Hilfe des Mann-Whitney-U-Tests untersucht, ob sich die
Messergebnisse zweier Versuchsgruppen signifikant unterscheiden. Hierbei wurde bei

einem p-Wert < 0,05 von einem signifikanten Unterschied ausgegangen.
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3. Ergebnisse

3.1. Dosisabhingige Wirkung von -NAD

In der ersten Versuchsreihe wurde untersucht, ob B-NAD eine Auswirkung auf die
BzATP-induzierte Ausschiittung von IL-1p aus LPS-stimulierten U937 Zellen hat. Die
Konzentrationen von IL-1B im Zellkulturmedium von Zellen, die weder mit LPS noch
mit BzATP behandelt wurde lag zwischen 0,46 und 3,35 pg/ml, der Median war 2,38
pg/ml. Wurden die Zellen fiir 5 Stunden mit LPS stimuliert, war die IL-1p-
Konzentration zwischen 1,92 und 3,66 pg/ml, der Median lag bei 3,51 pg/ml. Bei der
zusitzlichen Inkubation der Zellen fiir 30 min mit BZATP im Anschluss an die LPS-
Stimulation stieg die IL-1p-Konzentration im Zellkulturmedium signifikant auf Werte
zwischen 26,42 und 51,42 pg/ml, der Median lag bei 36,09 pg/ml. Wurde Nikotin,
welches in den Versuchen als Positivkontrolle diente, fiir 30 Minuten zusammen mit
BzATP appliziert, konnte die ausgeschiittete Menge an IL-1B auf Werte dhnlich der
unstimulierten Zellen reduziert werden. Die gemessenen IL-1B-Konzentrationen lagen
zwischen 2,20 und 7,67 pg/ml, der Median lag bei 3,49 pg/ml. Die Zugabe von f-NAD
in ansteigenden Konzentrationen von 1 pM bis 1 mM zusammen mit BzATP fiir 30
Minuten zeigte eine dosisabhingige Inhibition der BzATP-induzierten Ausschiittung
von IL-1PB aus LPS-stimulierten U937-Zellen in das Zellkulturmedium (ICso = 15 uM).
Fir die Zugabe von 1 mM B-NAD konnte eine signifikante Reduktion der IL-1pB-
Konzentration im Vergleich zur Behandlung ohne B-NAD gezeigt werden (p = 0,008, n
=5). Die gemessenen IL-1B-Konzentrationen lagen zwischen 5,05 und 13,41 pg/ml, der
Median lag bei 6,23 pg/ml (Abb. 2a).

Die LDH-Konzentration der einzelnen Versuchsansitze wurden im Uberstand
gemessen, in Relation zur maximalen LDH-Konzentration aus lysierten, unstimulierten
Zellen gesetzt und in Prozent angegeben. Der maximale Anteil betrug 14,0%, die
Mediane schwankten zwischen 1,26% und 4,56% (Abb. 2b). Es zeigten sich hierbei

keine signifikanten Unterschiede der LDH-Ausschiittung.
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Abbildung 2a/b: B-NAD inhibiert in dosisabhingiger Weise die BZATP-induzierte Ausschiittung
von IL-1p aus LPS-stimulierten U937-Zellen. Die Zellen wurden 5 Stunden mit LPS stimuliert und
anschlieBend 30 Minuten mit BZATP und B-NAD bzw. Nikotin inkubiert. a) BzATP induziert eine
vermehrte Ausschiittung von IL-1B aus LPS-stimulierten U937-Zellen in das Medium. Eine
Konzentration von 1 mM B-NAD inhibiert die Ausschiittung von IL-1B nahezu vollstdndig. Nikotin
diente als Positivkontrolle. b) Die LDH-Konzentrationen im Uberstand wurden gemessen und ins
Verhiltnis zur maximalen LDH-Freisetzung aus lysierten Zellen gesetzt. Es konnten keine signifikanten
Unterschiede der LDH-Konzentrationen im Zelliiberstand gezeigt werden.

Die Werte sind als Punkte und die Mediane als Balken abgebildet. Die Antennen stellen die 25. sowie
75. Perzentile dar. Es wurde zuerst der Kruskal-Wallis-Test, dann der Mann-Whitney-U-Test
durchgefiihrt.

p-NAD: p-Nikotinamidadenindinukleotid; BzATP: Benzoylbenzoyl-Adenosintriphosphat; IL-1p:
Interleukin-1f3; LDH: Laktatdehydrogenase; LPS: Lipopolysaccharid

3.2. a-NAD

Als néchstes wurde untersucht, ob a-NAD, das Sterecoisomer von B-NAD, denselben
Effekt auf die IL-1p-Ausschiittung hat. Bei der Inkubation von LPS-stimulierten U937-
Zellen mit BzATP lag die gemessene IL-1B-Konzentration im Medium zwischen 38,67
und 59,15 pg/ml, der Median bei 46,125 pg/ml. Wurde zusitzlich a-NAD zu den Zellen
gegeben, lag die gemessene IL-1B-Konzentration im Medium zwischen 35,32 und 55,91
pg/ml, der Median bei 44,46 pg/ml (Abb. 3a).

Es konnte somit keine signifikante Inhibition der IL-1B-Ausschiittung gezeigt werden (p
= 0,686, n = 4). Die Inkubation von LPS-stimulierten U937-Zellen mit a-NAD ohne
BzATP fiihrte zu keiner erhohten IL-1B-Konzentration im Medium im Vergleich zu
unstimulierten Zellen.

Die LDH-Konzentration der einzelnen Versuche wurden im Uberstand gemessen, in
Relation zur maximalen LDH-Konzentration aus lysierten, unstimulierten Zellen gesetzt

und in Prozent angegeben. Der maximale Anteil betrug 3,99%, die Mediane schwankten
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zwischen 1,69% und 3,26% (Abb. 3b). Es zeigten sich hierbei keine signifikanten
Unterschiede der LDH-Ausschiittung.
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Abbildung 3a/b: a-NAD hat keinen signifikanten Effekt auf die BZATP-induzierte Ausschiittung
von IL-1p aus LPS-stimulierten U937-Zellen. Die Zellen wurden 5 Stunden mit LPS stimuliert und
anschlieBend 30 Minuten mit BZATP und a-NAD bzw. B-NAD inkubiert. a) BzATP induziert eine
vermehrte Ausschiittung von IL-1p aus LPS-stimulierten U937-Zellen in das Medium. Die Zugabe von
1 mM a-NAD zeigte im Gegensatz zur selben Konzentration B-NAD keinen signifikanten Einfluss auf
die gemessene IL-1p Konzentration im Medium. b) Die LDH-Konzentrationen im Uberstand wurden
gemessen und ins Verhiltnis zur maximalen LDH-Freisetzung aus lysierten Zellen gesetzt. Es konnten
keine signifikanten Unterschiede der LDH-Konzentrationen im Zelliiberstand gezeigt werden.

Die Werte sind als Punkte und die Mediane als Balken abgebildet. Die Antennen stellen die 25. sowie
75. Perzentile dar. Es wurde zuerst der Kruskal-Wallis-Test, dann der Mann-Whitney-U-Test
durchgefiihrt.

a-NAD: o-Nikotinamidadenindinukleotid; B-NAD: B-Nikotinamidadenindinukleotid; BzATP:
Benzoylbenzoyl-Adenosintriphosphat; IL-1B: Interleukin-18; LDH: Laktatdehydrogenase; LPS:
Lipopolysaccharid

3.3. Inhibitoren der P2Y-Rezeptoren

Im nichsten Experiment sollte der Einfluss der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren
P2Y1 und P2Y11 auf die inhibierende Wirkung von 3-NAD auf die IL-1p-Ausschiittung
aus U937-Zellen getestet werden. Die Stimulation der Zellen fiir 5 Stunden mit LPS mit
anschlieBender Inkubation mit ATP fiir 30 Minuten fithrte zu einer deutlichen
Freisetzung an IL-1PB in das Medium, der Median lag bei 53,84 pg/ml. Wie zuvor
gezeigt inhibierte B-NAD diese Freisetzung nahezu vollstindig, der Median lag bei 2,26
pg/ml. Wurde zu den Zellen jedoch zusammen mit B-NAD der spezifische Inhibitor des
P2Y1-Rezeptors (MRS2279; 0,5 uM) gegeben, konnte der Effekt von B-NAD
signifikant antagonisiert werden (p = 0,001, n = 8 bzw. n = 6). Die gemessenen IL-1p3-
Konzentrationen im Medium lagen zwischen 13,24 und 24,35 pg/ml, der Median bei

17,94 pg/ml. Bei der Inkubation der Zellen mit dem spezifischen Inhibitor des P2Y11-
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Rezeptors (NF340; 5 uM) wurde der inhibitorische Effekt von B-NAD nahezu
vollstdndig aufgehoben (p = 0,004, n = 8 bzw. n = 4). Die gemessenen IL-1p-
Konzentrationen im Medium lagen zwischen 33,41 und 57,23 pg/ml, der Median bei
49,02 pg/ml (Abb. 4a).

Die LDH-Konzentration der einzelnen Versuche wurden im Uberstand gemessen, in
Relation zur maximalen LDH-Konzentration aus lysierten, unstimulierten Zellen gesetzt
und in Prozent angegeben. Der maximale Anteil betrug 4,59%, die Mediane schwankten
zwischen 2,00% und 3,82% (Abb. 4b). Es zeigten sich hierbei keine signifikanten
Unterschiede der LDH-Ausschiittung.
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Abbildung 4a/b: MRS2279 und NF340 antagonisieren den inhibitorischen Effekt von B-NAD auf
die BzATP-induzierte Ausschiittung von IL-1p aus LPS-stimulierten U937-Zellen. Die Zellen
wurden 5 Stunden mit LPS stimuliert und anschliefend 30 Minuten mit BzZATP, B-NAD, MRS2279 und
NF340 inkubiert. a) BzZATP fiihrt zu einer vermehrten Ausschiittung von IL-1p aus LPS-stimulierten
U937-Zellen in das Medium. Die Zugabe von B-NAD inhibiert diese Ausschiittung. Durch die
Inkubation der Zellen mit MRS2279 und NF340 kann der Effekt von B-NAD abgeschwicht werden. b)
Die LDH-Konzentrationen im Uberstand wurden gemessen und ins Verhiltnis zur maximalen LDH-
Freisetzung aus lysierten Zellen gesetzt. Es konnten keine signifikanten Unterschiede der LDH-
Konzentrationen im Zelliiberstand gezeigt werden.

Die Werte sind als Punkte und die Mediane als Balken abgebildet. Die Antennen stellen die 25. sowie
75. Perzentile dar. Es wurde zuerst der Kruskal-Wallis-Test, dann der Mann-Whitney-U-Test
durchgefiihrt.

B-NAD: B-Nikotinamidadenindinukleotid; BzATP: Benzoylbenzoyl-Adenosintriphosphat; IL-1f:
Interleukin-1f; LDH: Laktatdehydrogenase; LPS: Lipopolysaccharid
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3.4. Antagonisten nikotinischer Acetylcholinrezeptoren

In dieser Versuchsreihe sollte untersucht werden, ob der inhibitorische Effekt von -
NAD auf die IL-1p-Ausschiittung aus BzZATP-behandelten und mit LPS vorstimulierten
U937-Zellen iiber nikotinische Acetylcholinrezeptoren vermittelt wird. Die Zellen
wurden fiir 5 Stunden mit LPS stimuliert und anschlie8end fiir 30 Minuten mit BZATP
inkubiert. Dies flihrte zu einer Freisetzung von IL-1p in das Medium, der Median lag
bei 36,09 pg/ml. Die Inkubation von 1 mM B-NAD zusammen mit BzATP fiir 30
Minuten reduzierte die freigesetzte Menge an IL-1B deutlich, sodass diese in einer
dhnlichen GréBenordnung wie bei den unstimulierten Zellen lag. Der Median war 3,49
pg/ml. Diese Daten wurden bereits in Abbildung 2a gezeigt. In den folgenden Versuchen
wurden zusétzlich zu BzATP und B-NAD fiir 30 Minuten jeweils die nikotinischen
Acetylcholinrezeptorantagonisten Mecamylamin, a-Bungarotoxin, Strychnin sowie die
Conopeptide [V11L;V16D]ArIB und RglA4 gegeben. Bei der Behandlung mit
Mecamylamin wurden IL-1B-Konzentration im Medium zwischen 17,94 und 42,10 pg/
ml gemessen, der Median lag bei 29,62 pg/ml. Es zeigte sich eine signifikante
Antagonisierung des inhibitorischen Effekts von B-NAD durch Mecamylamin (p =
0,016, n = 5 bzw. n = 4). Bei der Behandlung mit a-Bungarotoxin wurden IL-183-
Konzentration im Medium zwischen 11,12 und 41,56 pg/ml gemessen, der Median lag
bei 24,125 pg/ml. Es zeigte sich eine signifikante Antagonisierung des inhibitorischen
Effekts von B-NAD durch a-Bungarotoxin (p = 0,032, n = 5 bzw. n = 4). Bei der
Behandlung mit Strychnin wurden IL-1B-Konzentration im Medium zwischen 23,34
und 49,29 pg/ml gemessen, der Median lag bei 29,58 pg/ml. Es zeigte sich eine
signifikante Antagonisierung des inhibitorischen Effekts von B-NAD durch Strychnin (p
=0,016, n =5 bzw. n = 4). Bei der Behandlung mit RglA4 wurden IL-1B-Konzentration
im Medium zwischen 45,27 und 46,98 pg/ml gemessen, der Median lag bei 46,35 pg/
ml. Es zeigte sich eine signifikante Antagonisierung des inhibitorischen Effekts von -
NAD durch RglA4 (p = 0,016, n = 5 bzw. n = 4). Bei der Behandlung mit
[VI1L;V16D]ArIB wurden IL-1B-Konzentration im Medium zwischen 2,71 und 4,51
pg/ml gemessen, der Median lag bei 3,80 pg/ml (Abb. 5a). Es konnte hierbei keine
Antagonisierung des inhibitorischen Effekts von B-NAD durch [V11L;V16D]ArIB

gezeigt werden.
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Die LDH-Konzentration der einzelnen Versuche wurden im Uberstand gemessen, in
Relation zur maximalen LDH-Konzentration aus lysierten, unstimulierten Zellen gesetzt
und in Prozent angegeben. Der maximale Anteil betrug 9,09%, die Mediane schwankten
zwischen 0,29% und 2,75% (Abb. 5b). Es zeigten sich hierbei keine signifikanten
Unterschiede der LDH-Ausschiittung.
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Abbildung 5a/b: Mecamylamin, a-Bungarotoxin, Strychnin sowie RgIA4 antagonisieren den
inhibitorischen Effekt von f-NAD auf die BZATP-induzierte Ausschiittung von IL-1p aus LPS-
stimulierten U937-Zellen. Die Zellen wurden 5 Stunden mit LPS stimuliert und anschlieBend 30
Minuten mit BzATP, B-NAD, Mecamylamin, o-Bungarotoxin, Strychnin, [V11L;V16D]ArIB und
RgIA4 inkubiert. a) BzATP fiihrt zu einer vermehrten Ausschiittung von IL-1p aus LPS-stimulierten
U937-Zellen in das Medium. Die Zugabe von B-NAD inhibiert diese Ausschiittung. Durch die
Inkubation der Zellen mit Mecamylamin, o-Bungarotoxin, Strychnin sowie RglA4 kann der Effekt von
B-NAD abgeschwicht werden. Die Inkubation der Zellen mit [V11L;V16D]ArIB zeigt keinen
signifikanten Effekt auf die inhibitorische Wirkung von B-NAD. b) Die LDH-Konzentrationen im
Uberstand wurden gemessen und ins Verhiltnis zur maximalen LDH-Freisetzung aus lysierten Zellen
gesetzt. Es konnten keine signifikanten Unterschiede der LDH-Konzentrationen im Zelliiberstand
gezeigt werden.

Die Werte sind als Punkte und die Mediane als Balken abgebildet. Die Antennen stellen die 25. sowie
75. Perzentile dar. Es wurde zuerst der Kruskal-Wallis-Test, dann der Mann-Whitney-U-Test
durchgefiihrt.

o-bu: a-Bungarotoxin; B-NAD: B-Nikotinamidadenindinukleotid; ArIB: [V11L;V16D]ArIB; BZATP:
Benzoylbenzoyl-Adenosintriphosphat; IL-1B: Interleukin-1p; LDH: Laktatdehydrogenase; LPS:
Lipopolysaccharid; mec: Mecamylamin; str: Strychnin

3.5. Transfektionen

3.5.1. P2Y-Rezeptoren

Um den Einfluss der P2Y-Rezeptoren auf die Wirkung von B-NAD weiter zu
untersuchen wurden die folgenden Experimente durchgefiihrt. Die U937-Zellen wurden
entweder mit Kontroll-siRNA oder mit siRNA, die spezifisch gegen die mRNA der
P2Y1- bzw. P2Y11-Rezeptoren gerichtet ist, transfiziert. Nach 48 Stunden Inkubation
wurden die Zellen fiir 5 Stunden mit LPS stimuliert und im Anschluss fiir 30 Minuten

mit BzZATP und B-NAD inkubiert. In allen drei Gruppen fiihrte die Stimulation mit LPS
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mit nachfolgender Zugabe von BzATP zu einer deutlichen Freisetzung von IL-1 in das
Medium. Der Median in der Kontrollgruppe mit LPS und BzATP lag bei 46,52 pg/ml.
Die Mediane bei der Transfektion mit siRNA, die gegen die mRNA von P2RY1 bzw.
P2RY11 gerichtet ist, lagen bei 43,42 pg/ml und 49,65 pg/ml. Bei der Zugabe von 1 mM
B-NAD wurde die Menge freigesetztes IL-1, wie in den vorherigen Versuch gezeigt,
deutlich reduziert. Der Median lag in der Kontrollgruppe bei 3,14 pg/ml. Wurden die
Zellen jedoch zuvor mit siRNA gegen die mRNA des P2Y1-Rezeptor transfiziert, so
konnte der Effekt von B-NAD signifikant abgeschwicht werden (p = 0,029, n = 4). Die
gemessen I1-1p Werte lagen zwischen 10,73 und 16,74 pg/ml, der Median bei 14,60 pg/
ml. Wurden die Zellen zuvor mit siRNA gegen die mRNA des P2Y11-Rezeptors
transfiziert, konnte der Effekt von B-NAD ebenfalls signifikant abgeschwicht werden (p
= 0,029, n = 4). Die gemessenen IL-1B-Werte lagen hier zwischen 21,56 und 30,98 pg/
ml, der Median bei 26,96 pg/ml (Abb. 6a).

Die LDH-Konzentration der einzelnen Versuche wurden im Uberstand gemessen, in
Relation zur maximalen LDH-Konzentration aus lysierten, unstimulierten Zellen gesetzt
und in Prozent angegeben. Der maximale Anteil betrug 10,08%, die Mediane
schwankten zwischen 2,93% und 4,81% (Abb. 6b). Es zeigten sich hierbei keine

signifikanten Unterschiede der LDH-Ausschiittung.
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Abbildung 6a/b: Die Transfektion von U937-Zellen mit siRNA gegen P2Y1- und P2Y11-mRNA
schwiicht den inhibitorischen Effekt von B-NAD auf die BzATP-induzierte Ausschiittung von
IL-1p aus LPS-stimulierten U937-Zellen ab. Die Zellen wurden mit siRNA transfiziert, 48 Stunden
inkubiert und anschlieend fiir 5 Stunden mit LPS stimuliert und fiir 30 Minuten mit BzATP und B-
NAD inkubiert. a) BzATP fiihrt zu einer vermehrten Ausschiittung von IL-1B aus LPS-stimulierten
U937-Zellen in das Medium. Die Zugabe von B-NAD inhibiert diese Ausschiittung bei Zellen, die mit
Kontroll-siRNA transfiziert wurden. Durch die Transfektion der Zellen mit siRNA gegen P2Y1- und
P2Y11-mRNA kann der Effekt von B-NAD abgeschwicht werden. b) Die LDH-Konzentrationen im
Uberstand wurden gemessen und ins Verhiltnis zur maximalen LDH-Freisetzung aus lysierten Zellen
gesetzt. Es konnten keine signifikanten Unterschiede der LDH-Konzentrationen im Zelliiberstand
gezeigt werden.

Die Werte sind als Punkte und die Mediane als Balken abgebildet. Die Antennen stellen die 25. sowie
75. Perzentile dar. Es wurde zuerst der Kruskal-Wallis-Test, dann der Mann-Whitney-U-Test
durchgefiihrt.

B-NAD: B-Nikotinamidadenindinukleotid; BzATP: Benzoylbenzoyl-Adenosintriphosphat; IL-1f:
Interleukin-1p3; LDH: Laktatdehydrogenase; LPS: Lipopolysaccharid; siRNA: small interfering RNA

3.5.2. Nikotinische Acetylcholinrezeptoren

Um den Einfluss der nAChR weiter zu untersuchen wurden auflerdem Versuche mit
siRNA gegen die Untereinheiten CHRNA7, CHRNAY9, CHRNA10 einzeln sowie gegen
die Untereinheiten CHRNA7 und CHRNA10 zusammen durchgefiihrt. Zunéichst
wurden die Zellen mit der siRNA transfiziert und fiir 48 Stunden inkubiert. Danach
wurden die U937-Zellen fiir 5 Stunden mit LPS stimuliert und fiir 30 Minuten mit
BzATP und B-NAD inkubiert. In der Kontrollgruppe fiihrte die Stimulation mit LPS und
BzATP zu einer deutlichen Freisetzung an IL-10, der Median lag bei 46,52 pg/ml. Die
Behandlung mit B-NAD inhibierte diese Ausschiittung nahezu vollstindig, der Median
lag bei 1,87 pg/ml. Die Transfektion der U937-Zellen mit siRNA gegen CHRNA 7
schwichte den Effekt von B-NAD signifikant ab (p = 0,029, n = 4). Die gemessenen
IL-1B-Werte lagen zwischen 27,71 und 37,76 pg/ml, der Median bei 34,64 pg/ml. Auch
die gemeinsame Transfektion der Zellen mit siRNA gegen CHRNA7 und CHRNA10
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schwichte den Effekt von B-NAD auf die BzATP-induzierte Ausschiittung von IL-13
aus LPS-stimulierten U937-Zellen signifikant ab (p = 0,029, n = 4). Die gemessenen
IL-1B-Werte lagen zwischen 30,30 und 43,53 pg/ml, der Median bei 37,19 pg/ml (Abb.
7a). Die alleinige Transfektion der Zellen mit siRNA gegen CHRNA7 bzw. CHRNA10
hatte keinen signifikanten Effekt auf die Wirkung von B-NAD.

Die LDH-Konzentration der einzelnen Versuche wurden im Uberstand gemessen, in
Relation zur maximalen LDH-Konzentration aus lysierten, unstimulierten Zellen gesetzt
und in Prozent angegeben. Der maximale Anteil betrug 20,19%, die Mediane
schwankten zwischen 1,88% und 11,72% (Abb. 7b). Es zeigten sich hierbei keine

signifikanten Unterschiede der LDH-Ausschiittung.
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Abbildung 7a/b: Die Transfektion von U937-Zellen mit siRNA gegen CHRNA9- sowie CHRNA7-
und CHRNA10-mRNA antagonisieren den inhibitorischen Effekt von B-NAD auf die BzATP-
induzierte Ausschiittung von IL-1p aus LPS-stimulierten U937-Zellen. Die Zellen wurden mit
siRNA transfiziert, 48 Stunden inkubiert und anschlieBend fiir 5 Stunden mit LPS stimuliert und fiir 30
Minuten mit BZATP und B-NAD inkubiert. a) BzZATP fiihrt zu einer vermehrten Ausschiittung von
IL-1B aus LPS-stimulierten U937-Zellen in das Medium. Die Zugabe von B-NAD inhibiert diese
Ausschiittung bei Zellen, die mit Kontroll-siRNA transfiziert wurden. Durch die Transfektion der
Zellen mit siRNA gegen CHRNAO9- sowie CHRNA7- und CHRNA10-mRNA kann der Effekt von -
NAD antagonisiert werden. Die Transfektion mit siRNA gegen CHRNA7- sowie CHRNA10-mRNA
zeigt keinen signifikanten Effekt auf die inhibitorische Wirkung von B-NAD. b) Die LDH-
Konzentrationen im Uberstand wurden gemessen und ins Verhiltnis zur maximalen LDH-Freisetzung
aus lysierten Zellen gesetzt. Es konnten keine signifikanten Unterschiede der LDH-Konzentrationen im
Zelliiberstand gezeigt werden.

Die Werte sind als Punkte und die Mediane als Balken abgebildet. Die Antennen stellen die 25. sowie
75. Perzentile dar. Es wurde zuerst der Kruskal-Wallis-Test, dann der Mann-Whitney-U-Test
durchgefiihrt.

B-NAD: B-Nikotinamidadenindinukleotid; BzATP: Benzoylbenzoyl-Adenosintriphosphat; IL-1p:
Interleukin-1f3; LDH: Laktatdehydrogenase; LPS: Lipopolysaccharid; siRNA: small interfering RNA
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3.6. Real-time PCR

In der nichsten Versuchsreihe sollte untersucht werden, ob die Transfektion der U937-
Zellen mit siRNA gegen die mRNA der P2Y1- bzw. P2Y11-Rezeptoren zu einer
Reduktion der P2Y1- bzw. P2Y 11-mRNA fiihrt. Hierzu wurden die Zellen zunichst mit
siRNA transfiziert und dann fiir 48 Stunden inkubiert. AnschlieBend wurde die RNA
isoliert, in cDNA umgeschrieben und eine real-time PCR durchgefiihrt. Als
Haushaltsgen wurde HMBS benutzt. Die gemessene Menge an P2Y1- bzw. P2Y11-
mRNA wurde in das Verhéltnis zur HMBS-mRNA gesetzt und in der Kontrollgruppe fiir
jeden Versuch als 1 arbitrary unit (AU) festgelegt. Die Transfektion der U937-Zellen
mit siRNA gegen P2Y1-mRNA fiihrte zu einer signifikanten Reduktion der P2Y1-
mRNA (p = 0,00016, n = 8). Die Werte schwankten zwischen 0,04 und 0,60 AU, der
Median lag bei 0,34 AU. Zusitzlich zeigte sich bei der Transfektion der U937-Zellen
mit siRNA gegen P2Y11-mRNA ebenfalls eine signifikante Reduktion der P2Y1-
mRNA (p = 0,00016, n = 8). Die Werte schwankten zwischen 0,06 und 0,99 AU, der
Median lag bei 0,44 AU (Abb. 8). Die Transfektion der U937-Zellen mit siRNA gegen
P2Y 11-mRNA fiihrte zu einer signifikanten Reduktion der P2Y11-mRNA (p = 0,00016,
n = 8). Die Werte schwankten zwischen 0,13 und 0,57 AU, der Median lag bei 0,32 AU
(Abb. 9).
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Abbildung 8: Die Transfektion von U937-
Zellen mit siRNA gegen P2Y1-mRNA und
gegen P2Y11-mRNA reduzierten die mittels
real-time PCR gemessene Konzentration an
P2Y1-mRNA signifikant. Die Konzentration
der P2Y1-mRNA wird in arbitrary units (AU)
angegeben, wobei die Konzentration in der
Kontrollgruppe fiir jede Versuchsreihe mit 1
AU festgelegt wurde. Die mittels real-time
PCR gemessenen Konzentrationen an P2Y1-
mRNA wurden hierzu ins Verhéltnis gesetzt.
Hierbei zeigte sich eine signifikante Reduktion
der P2Y1-mRNA bei Transfektion mit siRNA
gegen P2Y1-mRNA und bei Transfektion mit
siRNA gegen P2Y11-mRNA.

Die Werte sind als Punkte und die Mediane als
Balken abgebildet. Die Antennen stellen die
25. sowie 75. Perzentile dar. Es wurde zuerst
der Kruskal-Wallis-Test, dann der Mann-
Whitney-U-Test durchgefiihrt.

mRNA: messenger RNA; siRNA: small
interfering RNA

3.7. Western Blots
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Abbildung 9: Die Transfektion von U937-
Zellen mit siRNA gegen P2Y11-mRNA
reduzierten die mittels real-time PCR
gemessene Konzentration an P2Y11-mRNA
signifikant. Die Konzentration der P2Y11-
mRNA wird in arbitrary units (AU)
angegeben, wobei die Konzentration in der
Kontrollgruppe fiir jede Versuchsreihe mit 1
AU festgelegt wurde. Die mittels real-time
PCR gemessenen Konzentrationen an P2Y11-
mRNA wurden hierzu ins Verhéltnis gesetzt.
Hierbei zeigte sich eine signifikante Reduktion
der P2Y11-mRNA bei Transfektion mit siRNA
gegen P2Y 11-mRNA.

Die Werte sind als Punkte und die Mediane als
Balken abgebildet. Die Antennen stellen die
25. sowie 75. Perzentile dar. Es wurde zuerst
der Kruskal-Wallis-Test, dann der Mann-
Whitney-U-Test durchgefiihrt.

mRNA: messenger RNA; siRNA: small
interfering RNA
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In der nichsten Versuchsreihe sollte untersucht werden, ob die Transfektion der U937-
Zellen mit siRNA gegen P2YI1- bzw. P2Y11-mRNA zu einer Reduktion der
exprimierten Menge an P2Y 1- bzw. P2Y 11-Protein fiihrt. Hierzu wurden die Zellen mit
siRNA transfiziert, fiir 48 Stunden inkubiert und anschlieBend lysiert. Mit den Lysaten
wurden Western Blots durchgefiihrt und die optische Dichte (OD) der Banden wurde
gemessen. Zusétzlich wurde die OD der B-Aktin-Banden gemessen und die OD der

P2Y1- bzw. P2Y11-Banden zu diesen ins Verhédltnis gesetzt. Die gemessene
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Konzentration an P2Y1- bzw. P2Y 11-Protein wurde als dieses Verhéltnis angegeben, als
arbitrary units (AU) bezeichnet und fiir die Kontrollgruppe jeweils als 1 AU festgelegt.
Die Transfektion der U937-Zellen mit siRNA gegen P2Y1-mRNA fiihrte zu einer
signifikanten Reduktion an messbarem P2Y 1-Protein im Western Blot (p = 0,008, n =
5). Die gemessenen Werte lagen zwischen 0,42 und 0,94 AU, der Median bei 0,57 AU
(Abb. 10).
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Abbildung 10: Die Transfektion von U937-Zellen mit siRNA gegen P2Y1-mRNA
reduzierten die mittels Western Blot und optischer Dichtemessung ermittelte
Konzentration an P2Y1-Protein signifikant. Gezeigt wird ein reprisentativer Western Blot
(links). Die optische Dichte (OD) der Banden fiir P2Y1 und B-Aktin wurde gemessen und ins
Verhaltnis gesetzt. Die Konzentration an P2Y 1-Protein wird in arbitrary units (AU) angegeben,
wobei die Konzentration in der Kontrollgruppe fiir jede Versuchsreihe mit 1 AU festgelegt
wurde. Die ermittelten Konzentrationen an P2Y1-Protein wurden hierzu ins Verhéltnis gesetzt.
Hierbei zeigt sich eine signifikante Reduktion der Konzentrationen von P2Y1-Protein bei
Transfektion mit siRNA gegen P2Y 1-mRNA (rechts).

Die Werte sind als Punkte und die Mediane als Balken abgebildet. Die Antennen stellen die 25.
sowie 75. Perzentile dar. Es wurde zuerst der Kruskal-Wallis-Test, dann der Mann-Whitney-U-
Test durchgefiihrt.

siRNA: small interfering RNA; kDa: Kilodalton

Die Transfektion der U937-Zellen mit siRNA gegen P2Y11-mRNA fiihrte zu einer
signifikanten Reduktion an messbarem P2Y 11-Protein im Western Blot (p = 0,008, n =
5). Die gemessenen Werte lagen zwischen 0,53 und 0,97 AU, der Median bei 0,76 AU
(Abb. 11).
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Abbildung 11: Die Transfektion von U937-Zellen mit siRNA gegen P2Y11-mRNA
reduzierten die mittels Western Blot und optischer Dichtemessung ermittelte
Konzentration an P2Y11-Protein signifikant. Gezeigt wird ein reprisentativer Western Blot
(links). Die optische Dichte (OD) der Banden fiir P2Y11 und -Aktin wurde gemessen und ins
Verhiltnis gesetzt. Die Konzentration an P2Y 11-Protein wird in arbitrary units (AU) angegeben,
wobei die Konzentration in der Kontrollgruppe fiir jede Versuchsreihe mit 1 AU festgelegt
wurde. Die ermittelten Konzentrationen an P2Y 11-Protein wurden hierzu ins Verhéltnis gesetzt.
Hierbei zeigt sich eine signifikante Reduktion der Konzentrationen von P2Y11-Protein bei
Transfektion mit siRNA gegen P2Y 11-mRNA (rechts).

Die Werte sind als Punkte und die Mediane als Balken abgebildet. Die Antennen stellen die 25.
sowie 75. Perzentile dar. Es wurde zuerst der Kruskal-Wallis-Test, dann der Mann-Whitney-U-
Test durchgefiihrt.

siRNA: small interfering RNA; kDa: Kilodalton

3.8. Nigericin

In der ndchsten Versuchsreihe sollte untersucht werden, ob B-NAD auch die ATP-
unabhingige Ausschiittung von IL-1B aus LPS-stimulierten U937-Zellen inhibiert.
Hierzu wurden die Zellen 5 Stunden mit LPS stimuliert und anschlieBend 30 Minuten
mit Nigericin und Apyrase inkubiert. Dies fiihrte zu einer Ausschiittung von IL-1J,
welche jedoch geringer war als bei der Inkubation mit BzATP. Die Werte lagen
zwischen 14,96 und 28,80 pg/ml, der Median bei 20,87 pg/ml. Bei der Zugabe von -
NAD lagen die gemessenen IL-1B-Konzentrationen im Medium zwischen 16,01 und
22,39 pg/ml, der Median bei 21,12 pg/ml (Abb. 12a). Es konnte somit keine signifikante
Inhibition der IL-1B-Ausschiittung bei Nigericin-behandelten U937-Zellen durch (-
NAD nachgewiesen werden (p = 1,00, n = 4).

Die LDH-Konzentration der einzelnen Versuchsansitze wurden im Uberstand

gemessen, in Relation zur maximalen LDH-Konzentration aus lysierten, unstimulierten
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Zellen gesetzt und in Prozent angegeben. Der maximale Anteil betrug 5,88%, die
Mediane schwankten zwischen 1,15 und 5,14% (Abb. 12b). Es zeigten sich statistisch
signifikant erhohte LDH-Konzentrationen bei der Behandlung mit B-NAD.
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Abbildung 12a/b: B-NAD hat Kkeinen signifikanten Effekt auf die Nigericin-induzierte
Ausschiittung von IL-1§ aus LPS-stimulierten U937-Zellen. Die Zellen wurden 5 Stunden mit LPS
stimuliert und anschlieBend 30 Minuten mit BzATP oder Nigericin und B-NAD inkubiert. a) Nigericin
fithrt wie BZATP zu einer vermehrten Ausschiittung von IL-1f aus LPS-stimulierten U937-Zellen in das
Medium. Die Zugabe von B-NAD zeigte keinen signifikanten Einfluss auf die Nigericin-induzierte
Ausschiittung von IL-1B in das Medium. b) Die LDH-Konzentrationen im Uberstand wurden gemessen
und ins Verhiltnis zur maximalen LDH-Freisetzung aus lysierten Zellen gesetzt. Bei der Inkubation mit
LPS, BzATP und B-NAD sowie bei der Inkubation mit LPS, B-NAD und Nigericin kam es zu einer
signifikant erhdhten Ausschiittung von LDH in das Medium.

Die Werte sind als Punkte und die Mediane als Balken abgebildet. Die Antennen stellen die 25. sowie
75. Perzentile dar. Es wurde zuerst der Kruskal-Wallis-Test, dann der Mann-Whitney-U-Test
durchgefiihrt.

p-NAD: B-Nikotinamidadenindinukleotid; BzATP: Benzoylbenzoyl-Adenosintriphosphat; IL-1p:
Interleukin-1p3; LDH: Laktatdehydrogenase; LPS: Lipopolysaccharid
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4. Diskussion

4.1. Wirkmechanismus

In der ersten Versuchsreihe wurde die Wirkung von B-NAD auf die BzATP-induzierte
Freisetzung von IL-1B aus humanen U937-Zellen untersucht. Hierbei zeigte sich ein
dosisahdngiger Effekt von B-NAD, der bei einer Konzentration von 1 mM zu einer
nahezu vollstindigen Inhibition der IL-1B-Freisetzung fiihrte (ICso = 15 uM). Die
Menge des hierbei ausgeschiitteten IL-1p ist dhnlich niedrig wie bei Zellen, die mit
Nikotin behandelt wurden (Abb. 2a). Nikotin wurde zuvor als starker Inhibitor der
BzATP-induzierten IL-1B-Freisetzung aus humanen U937-Zellen beschrieben und daher
in diesem und folgenden Experimenten als Positivkontrolle verwendet (Hecker et al.,
2015). In Untersuchungen mit humanen Granulozyten konnten Moreschi et al. zeigen,
dass a-NAD einen dhnlichen Effekt wie B-NAD vermitteln kann (Moreschi et al., 2006).
a-NAD hatte jedoch in den oben gezeigten Versuchen iiberraschenderweise keinen
inhibierenden Effekt (Abb. 3a). Dieser Unterschied zwischen Granulozyten und
Monozyten ist aktuell weiter ungeklart.

B-NAD kann in hohen intrazelluliren Konzentrationen eine Aktivierung des NLRP3-
Inflammasoms verhindern (Misawa et al., 2013) (Traba et al., 2015). Die Aufnahme von
extrazellulirem B-NAD in die Zelle ist moglich, verlduft jedoch relativ langsam und
erreicht seinen Hohepunkt ca. 6 Stunden nach Applikation (Pittelli et al., 2011). Die
gemeinsame Inkubationszeit der U937-Zellen zusammen mit B-NAD lag bei 30
Minuten und zeigte eine nahezu vollstdndige Inhibierung der BZATP-induzierten IL-1p-
Ausschiittung. Eine Aufnahme des extrazelluldren B-NAD in die Zellen und hieriiber
vermittelte Wirkung erscheint daher unwahrscheinlich.

B-NAD kann die Purinrezeptoren P2Y1 sowie P2Y11 in verschiedenen Zellarten
aktivieren (Bruzzone et al., 2006; Moreschi et al., 2006) (Mutafova-Yambolieva et al.,
2007). Auch bei Monozyten kann B-NAD iiber die Rezeptoren P2Y1 und P2Y 11 eine
Signalkaskade auslosen, die zu einer erhohten intrazelluldiren Ca2?t-Konzentration fiihrt
(Klein et al., 2009). Um zu untersuchen ob der oben beschriebene Effekt iiber diese
Rezeptoren vermittelt wird, wurden zunichst spezifische Inhibitoren des P2Y1-
Rezeptors (MRS2279) sowie des P2Y11-Rezeptors (NF340) eingesetzt (Boyer et al.,
2002) (Dreisig und Kornum, 2016). Die Applikation von NF340 konnte den Effekt von
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B-NAD vollstindig inhibieren, MRS2279 hingegen zeigte eine teilweise Inhibition der
B-NAD-Wirkung (Abb. 4a). P2Y-Rezeptoren konnen sowohl Homomere als auch
Heteromere mit anderen P2Y-Rezeptoren bilden. So sind z.B. auch P2Y1/P2Y11-
Heteromere beschrieben (Ecke et al., 2008). Sollte der durch B-NAD vermittelte Effekt
sowohl durch den P2Y11-Rezeptor bzw. P2Y11-Homomere als auch durch P2Y1/
P2Y11-Heteromere vermittelt werden, wére dies eine mogliche Erklarung fiir die oben
beschriebenen Effekte von MRS2279 und NF340. Um die Beteiligung der P2Y1- und
P2Y11-Rezeptoren an der Signalkaskade von B-NAD zu bestitigen, wurden U937-
Zellen mit spezifischer siRNA gegen die mRNA der Rezeptoren transfiziert. Hierdurch
konnte der Effekt von B-NAD signifikant, jedoch nur teilweise abgeschwicht werden
(Abb. 6a). In der nachfolgenden real-time PCR konnte gezeigt werden, dass die
Transfektion erfolgreich war, aber nur zu einer gewissen Abnahme und nicht der
vollstdndigen Unterdriickung der P2Y1- bzw. P2Y11-mRNA gefiihrt hat (Abb. 8 und
Abb. 9). Die U937-Zelllinie ist bekanntermallen nur schwer zu transfizieren (Martinet et
al., 2003) (Neuhaus et al., 2016). Auch mit der hier verwendeten Methode der
nucleofection, also der siRNA-Transfektion mittels Elektroporation, konnten wir trotz
unterschiedlicher Protokolle keine hdoheren Transfektionsraten erzielen. Moglich ist
auch, dass die verwendete siRNA nicht spezifisch genug gewesen ist und nach
Ubergang in die Zellen andere mRNA als die der Ziel-mRNA gebunden hat. Dies stellt
auch eine mogliche Erklarung dafiir dar, dass die siRNA gegen P2Y11-mRNA zu einer
signifikanten Reduktion der P2Y 1-mRNA gefiihrt hat (Abb. 8). Die oben beschriebenen
Ergebnisse spiegeln sich auch in den Untersuchungen der Proteinkonzentrationen
mittels Western Blot wider. Durch die Transfektion mit siRNA gegen P2Y1- bzw.
P2Y11-mRNA konnte die Expression der Rezeptoren in den U937-Zellen zwar
herunterreguliert, jedoch nicht vollstindig verhindert werden (Abb. 10 und Abb. 11).
Die zusitzlichen Banden bei ca. 80 kDA (P2Y1) und ca. 27 kDA (P2Y11) konnten
zudem auf eine geringe Spezifitit der verwendeten Antikorper hinweisen, ein Problem
dass zumindest fiir P2Y11-Antikorper bereits beschrieben worden ist (Dreisig und
Kornum, 2016).

Die BzATP-induzierte IL-1B-Ausschiittung aus humanen U937-Zellen sowie aus
PBMCs kann durch Nikotin, aber auch durch Acetylcholin und Cholin iiber nAChR
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inhibiert werden (Hecker et al., 2015) (Richter et al., 2016). Hierbei sind insbesondere
die Untereinheiten a7, a9 und a10 involviert. Um zu untersuchen, ob der Effekt von -
NAD downstream ebenfalls iiber nAChR vermittelt wird, wurden Inhibitoren gegen
nAChR und dessen Untereinheiten eingesetzt. Mecamylamin, ein genereller Inhibitor
von nAChR, fiihrte zu einer Antagonisierung der durch B-NAD vermittelten Wirkung
(Philip et al., 2012). Auch a-Bungarotoxin und Strychnin, Inhibitoren der nAChR mit
den Untereinheiten a7 und o9, konnten den B-NAD vermittelten Effekt autheben
(Mclntosh et al., 2009) (Kudryavtsev et al., 2015). Um zwischen der a7- und a9-
Untereinheit genauer zu differenzieren, verwendeten wir die Conopeptide RglA4 und
[VIIL;VI6D]ArIB. RglA4 ist ein spezifischer Antagonist der o9-Untereinheit von
nAChR, ArIB ein spezifischer Antagonist der a7-Untereinheit (Innocent et al., 2008)
(Grau et al., 2018). [V11L;V16D]ArIB hatte hierbei keinen Effekt, wohingegen RglA4
die B-NAD-vermittelte Inhibition der IL-1B-Ausschiittung vollstindig antagonisieren
konnte (Abb. 5a). Diese Ergebnisse legen nahe, dass die a9-Untereinheit der nAChR
unabdingbar fiir den hier beschriebenen Wirkmechanismus von B-NAD ist. In den
nachfolgenden Experimenten mit siRNA gegen die mRNA der a7-, a9- und alO-
Untereinheiten konnten diese Ergebnisse bestdtigt werden. siRNA gegen die mRNA der
a7- und alO-Untereinheiten zeigte hierbei keinen Effekt, wohingegen durch die
Transfektion mit siRNA gegen die a9-Untereinheit die B-NAD vermittelte Wirkung
vollstindig verhindert werden konnte. Interessanterweise stellte sich ein &hnlicher
Effekt beim double knock-down der a7- und alO-Untereinheit ein (Abb. 7a). Hier
unterscheiden sich die bendtigten Untereinheiten im Vergleich zu Nikotin oder
Acetylcholin und dhneln denen, die beim Surfactantbestanteil DPPC eine Rolle spielen
(Backhaus et al., 2017).

In nachfolgenden Experimenten konnte der oben beschriebene Mechanismus weiter
entschliisselt werden. Die Aktivierung der P2Y-Rezeptoren durch B-NAD fiihrt {iber die
Ca2*-unabhingige Phospholipase A2p (iPLA2pB) dazu, dass ein 16slicher Mediator aus
der Zelle ausgeschiittet wird. Dieser vermittelt dann die Wirkung am nAChR (Hiller et
al., 2018). Zur Identifizierung dieses Mediators bedarf es jedoch noch weiterer

Untersuchungen.
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Abschlieend wurde untersucht, ob B-NAD auch die ATP-unabhingige IL-1pB-
Ausschiittung aus humanen Monozyten inhibiert. Hierzu wurde Nigericin zusammen
mit dem ATP-spaltenden Enzym Apyrase verwendet, um die Ergebnisse nicht durch
endogenes ATP zu verfdlschen. Die Anwendung von LPS und Nigericin fiihrte zu einer
leicht verringerten Ausschiittung von IL-1B im Vergleich zur Behandlung mit LPS und
BzATP, [B-NAD hatte hierbei jedoch keinen inhibierenden Effekt (Abb. 12a). Dies
bestitigt die Annahme, dass B-NAD das NLRP3-Inflammasom nicht direkt inhibiert und
die Signalkaskade iiber die Purinrezeptoren P2Y1 bzw. P2Y11 und P2X7 vermittelt
wird.

Um sicherzustellen, dass die in den Versuchen gemessenen IL-1B-Konzentrationen
durch aktive Ausschiittung und nicht durch Freisetzung im Rahmen eines
unbeabsichtigten Zelltods zustande gekommen sind, wurden die LDH-Konzentrationen
im Uberstand gemessen. AnschlieBend wurden diese LDH-Konzentrationen in Relation
zu der LDH-Konzentration im Uberstand einer unstimulierten Probe gesetzt, in der alle
Zellen lysiert wurden. Hierdurch konnte der prozentuale Zelltod ermittelt werden. Den
hochsten Anteil an nicht vitalen Zellen ergaben sich mit 20,19% bei Versuchen mit
siRNA, was durch die zytotoxische Wirkung der Methode zu erklidren ist (Abb. 7b).
Signifikant erhohte LDH-Konzentrationen zeigten sich lediglich in der Versuchsreihe
mit Nigericin. Aus ungeklirten Griinden ergab die Behandlung der Zellen mit LPS,
BzATP und B-NAD sowie mit LPS, B-NAD und Nigericin statistisch signifikant hohere
LDH-Konzentration bis maximal 5,88% (Abb. 12b). Dies stellt jedoch im Vergleich zu
den anderen Versuchsreihen keine exorbitante Zelltodrate dar und scheint auf die

Ausschiittung von IL-1f keinen signifikanten Einfluss gehabt zu haben.

4.2. In-vivo-Wirkung

In dieser Arbeit mit der U937-Zellreihe konnte eine ausgeprégte Inhibition der BZATP-
induzierten IL-1B-Ausschiittung durch B-NAD in vitro gezeigt werden. In
nachfolgenden Experimenten mit peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) konnte

dieser Effekt an Monozyten von ménnlichen Nichtrauchern bestétigt werden (Hiller et
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al., 2018). Inwiefern diese Ergebnisse in vivo zum Tragen kommen, steht zur
Diskussion.

Erhohte extrazellulire Konzentrationen von B-NAD konnen die Folge von
Zelluntergang, aber auch von aktiver Freisetzung iiber das Transmembranprotein
Connexin 43 im Rahmen einer Entziindungsreaktion sein (Bruzzone et al., 2001)
(Adriouch et al., 2007) (Scheuplein et al., 2009) (Yang und Sauve, 2016). Die in der
Regel niedrigen extrazelluliren B-NAD-Konzentrationen konnten durch diese
Mechanismen drastisch erhoht werden und mindestens dhnlich der in dieser Arbeit
ermittelten 1Cso sein (Adriouch et al., 2007). Die hieraus resultierende
antiinflammatorische Wirkung von extrazellulirem B-NAD konnte in vivo u.a. beim
LPS-induziertem ARDS im Mausmodell gezeigt werden, die ebenfalls iiber die
Purinrezeptoren P2Y1 und P2Y 11 vermittelt wird (Umapathy et al., 2010) (Umapathy et
al., 2012).

Interessanterweise ist B-NAD in der Literatur bei Mausen als Agonist, beim Menschen
jedoch als Antagonist am P2X7-Rezeptor beschrieben (Hubert et al., 2010) (Pliyev et
al., 2014). Diese unterschiedliche Wirkung konnte u.a. iiber das Enzym RT6 vermittelt
werden, welches eine ADP-Ribosylierung des P2X7-Rezeptors nach sich zieht und als
dessen Substrat B-NAD benotigt wird. Das Enzym RT6 dhnelt der humanen mono-ADP-
ribosyltransferase A2 (ART2) und existiert zwar in Maiusen, ist aufgrund eines
verfrithten Stopcodons jedoch nicht im Menschen zu finden (Haag et al., 1994).
Zusétzlich ist bekannt, dass sowohl BzATP als auch das in vivo vorliegende ATP nicht
nur Agonisten des P2X7-, sondern auch des P2Y1- und P2Y 11-Rezeptors sind (Vitiello
et al., 2012). In dieser und auch in vorangegangenen Arbeiten ist jedoch deutlich
geworden, dass der IL-1B-induzierende Effekt von BzATP iiber den P2X7-Rezeptors
grofler ist als der IL-1B-inhibierende Effekt iiber die P2Y-Rezeptoren (Hecker et al.,
2015) (Richter et al., 2016). Eine mogliche Erkldrung sind die bereits beschriebenen
Heteromere der P2Y1-/P2Y11-Rezeptoren, die mit einer verdnderten Sensitivitit
gegeniiber ihren Agonisten oder auch einer Internalisierung der Rezeptoren einhergehen
konnen (Ecke et al., 2008) (Dreisig und Kornum, 2016).

Eine iiberschieBende IL-1B-Produktion kann wie zuvor beschrieben fiir den Kdorper

ernsthafte Folgen haben. Der hier gezeigte antiinflammatorische Effekt von B-NAD
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konnte einen Baustein in der engen Regulation der IL-1B-Ausschiittung aus humanen
Monozyten in vivo darstellen. Damit der hier beschriebene Effekt von B-NAD jedoch
nicht iiberschieBt, ist ebenfalls eine Kontrolle erforderlich. Die Glycohydrolase CD38
befindet sich u.a. auf der Oberfldche von verschiedenen immunkompetenten Zellen und
katalysiert die Reaktion von 3-NAD zu cADPR. Thre enzymatische Aktivitdt scheint erst
bei deutlich erhohten extrazelluliren B-NAD-Konzentrationen hochreguliert zu werden
und bietet daher einen moglichen Ansatz zu Limitierung der extrazelluliren B-NAD-
Wirkung (Horenstein et al., 2015).

Verldssliche Zahlen zu den extrazelluldren Konzentrationen von ATP und B-NAD,
nachdem diese Molekiile durch verletzte Zellen ausgeschiittet wurden, sind in der
Literatur nur schwer zu finden. Anhand der intrazelluldiren Konzentrationen (B-NAD:
300-700 uM; ATP: 1-10 mM) lidsst sich jedoch abschitzen, dass der hier beschriebene
inhibitorische Effekt von B-NAD auf die Ausschiittung von IL-1f aus humanen
Monozyten ebenfalls in vivo zum Tragen kommt (Coddou et al., 2011; Nikiforov et al.,
2015; VanLinden et al., 2015). Die Halbwertszeiten von extrazellulirem ATP und B-
NAD liegen jedoch im Bereich von nur wenigen Sekunden. Somit erscheint es moglich,
dass B-NAD in vivo eine initial tiberschieBende inflammatorische Reaktion abmildert
ehe es schon kurz darauf von Enzymen wie der Glycohydrolase CD38 abgebaut wird

(Horenstein et al., 2015).

4.3. Klinische Anwendung

In den letzten Jahren wurde in der Wissenschaft vermehrtes Interesse am
therapeutischen Potential von B-NAD laut. Viele Studien beziehen sich hierbei jedoch
auf die Vorldufer in der Synthese von B-NAD wie etwa Nikotinamid-Mononukleotid
(NMN), Nikotinamid (NAM) und Nikotinamid-Ribosid (NR). Thre Einnahme und
Effekt auf erhohte intrazelluldire B-NAD Konzentration im Vergleich zu einer
ausgeglichenen Erndhrung ist fraglich, auch wenn diese Verbindungen als
Nahrungsergidnzungsmittel frei verkduflich sind. Eine Schwierigkeit ist hierbei die
Detektion spezifischer NAD-Metaboliten in vivo (Trammell und Brenner, 2013).

Ein anderer Ansatzpunkt fiir erhohte f-NAD-Konzentrationen liegt in der Inhibition der

NAD-verbauchenden Enzyme wie Poly-ADP-Ribose-Polymerasen (PARP), Sirtuine
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oder CD38 (Braidy et al., 2019). Da die f-NAD-Konzentrationen im Alter abnehmen,
wird vor allem die Wirkung von B-NAD auf altersabhéngige Erkrankungen erforscht.
Hierzu zéhlen neben Diabetes mellitus Typ 2, auch Altersdiabetes genannt, v.a.
neurodegenerative Erkrankungen wie Alzheimer Demenz und Morbus Parkinson
(Houtkooper et al., 2010) (Rajman et al., 2018) (Aman et al., 2018).

Die direkte Anwendung von extrazellulirem B-NAD hingegen ist ein noch wenig
untersuchtes Feld. In den USA werden B-NAD-Infusionen aber schon als
»Allheilmittel“ angepriesen. Sie sollen bei der Suchtbehandlung als Co-Medikation
wirken, gegen Depressionen und Stress helfen und generell die Folgen des Alterns
verlangsamen. Eine hinreichende wissenschaftliche Grundlage fiir diese Behandlungen
lasst sich in der Literatur jedoch nicht finden.

Die antiinflammatorischen Effekte von extrazellulirem B-NAD hingegen wurden u.a.
von Umapathy et al. untersucht. Sie berichteten von antiinflammatorischen Effekten von
extrazellulirem B-NAD bei LPS-induziertem ARDS im Mausmodell (Umapathy et al.,
2012). Hieran angelehnt untersuchten Jurastow et al. B-NAD als Bronchodilatator und
konnten eine vergleichbare Wirkung zu Salbutamol aufzeigen. Sie postulieren eine
mogliche therapeutische Option von B-NAD bei Autoimmunerkrankungen wie Asthma
bronchiale, indem es mittels Inhaler vernebelt wird (Jurastow et al., 2015).

Ein groBler Vorteil von B-NAD im Hinblick auf seine therapeutische Anwendung ist das
selbst in hohen Dosen geringe Nebenwirkungspotential, da es ein korpereigenes
Molekiil ist. Um die richtigen Indikationen fiir eine Anwendung ausfindig zu machen
sind jedoch noch weitere Studien nétig. Im Hinblick auf die vorliegende Arbeit scheinen
insbesondere Krankheiten mit erhohten IL-1p-Konzentrationen hierzu geeignet. So wire
z.B. bei rheumatoider Arthritis auch eine intraartikuldre Injektion von B-NAD denkbar,
um im Gegensatz zu Anakinra nur eine lokale Wirkung zu entfalten. Auch bei der
akuten AbstoBung im Rahmen einer Transplantation erscheint B-NAD als interessanter
Ansatzpunkt: Die Ausschiittung von IL-1 aus Monozyten ist ein wesentlicher
Bestandteil der AbstoBung und konnte durch die Infusion von hochdosiertem B-NAD
inhibiert werden (Weigt et al., 2017). Bei allen Anwendungen muss jedoch auch die
Moglichkeit einer zu starken Inhibition der IL-1B-Ausschiittung in Betracht gezogen

werden. So muss bei einer aktiven Infektion, fiir dessen Abwehr das Immunsystem
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IL-1B bendtigt, die Indikation von B-NAD mutmallich vorsichtiger gestellt werden.
Eine weitere Einschrinkung ist die oben beschriebene extrem kurze Halbwertszeit des
extrazelluliren B-NAD. Moglicherweise konnten stabile kiinstliche P2Y-Agonisten in

Zukunft zum therapeutischen Einsatz kommen.

5. Schlussfolgerung

Als Ausgangspunkt dieser Arbeit diente ein in der Literatur vorbeschriebener
Mechanismus zur Ausschiittung des proinflammatorischen Zytokins IL-1p aus humanen
Monozyten. Im ersten Schritt wird zundchst durch LPS, einen Bestandteil der dufleren
Membran Gram-negativer Bakterien, die Produktion des IL-1B-Vorldufers initiiert.
Extrazelluldres ATP aktiviert als zweiten Schritt iiber den P2X7-Rezeptor das NLRP3-
Inflammasom, welches wiederum die Caspase-1 in seine aktive Form spaltet und
dadurch pro-IL-1p zu IL-1 spaltet. Dieses wird aus der Zelle freigesetzt.

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass der oben beschriebene Mechanismus durch
extrazelluldr appliziertes B-NAD inhibiert werden kann. Durch Inhibitoren der
Purinrezeptoren P2Y1 und P2YI11 sowie mittels siRNA-Experimente wurde die
Beteiligung der beiden Rezeptoren nachgewiesen. Der P2Y 11-Rezeptor scheint hierbei
eine groflere Rolle als der P2Y 1-Rezeptor zu spielen. Downstream sind auch nAChR,
die die Untereinheiten a9 oder a7al0 beinhalten, involviert. Uber welchen Weg der
Effekt von den P2Y-Rezeptoren zu den nAChR verlduft wurde in dieser Arbeit nicht
untersucht. Die Nigericin-vermittelte Aktivierung des NLRP3-Inflammasoms wurde

durch die Anwendung von extrazelluldirem B-NAD nicht beeinflusst.
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Abbildung 13: Ubersicht Zu Beginn der Signalkaskade aktiviert LPS als PAMP den TLR4. Uber
verschiedene Transkriptionsfaktoren wie NF-kB und AP-1 wird die vermehrte Produktion von pro-
IL-1B initiiert. Bindet extrazelluldres ATP als DAMP an den P2X7-Rezeptor kommt es u.a. durch den
konsekutiven K*+-Ausstrom aus der Zelle zur Aktivierung des NLRP3-Inflammasoms. Dieses wiederum
aktiviert die Caspase-1, welches pro-IL-1p spaltet und in das biologisch aktive Zytokin IL-1p iiberfiihrt.
Dieses wird anschlieBend aus der Zelle geschleust und kann seine proinflammatorische Wirkung
vermitteln. Nikotin kann tiber nAChR den P2X7-Rezeptor inhibieren und somit die Ausschiittung von
IL-1p verhindern. Extrazelluldres B-NAD kann iiber die Purinrezeptoren P2Y1 und P2Y11 ebenfalls
nAChR aktivieren und somit die Ausschiittung von IL-1B verhindern. Dieser Effekt wird tiber eine
Mediatorsubstanz X vermittelt, die in dieser Arbeit nicht weiter untersucht wurde. Der Effekt von B-
NAD wird durch Mecamylamin, o-Bungarotoxin, Strychnin und RgIA4 inhibiert. Die Nigericin-
induzierte Aktivierung des NLRP3-Inflammasoms wurde durch B-NAD nicht beeintrachtigt.

B-NAD: [-Nikotinamidadenindinukleotid ATP: Adenosintriphosphat; IL-1p: Interleukin-13 LPS:
Lipopolysaccharid; nAChR: nikotinische Acetylcholinrezeptoren; TLR4: Toll-like-Rezeptor 4
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6. Kurzfassung
6.1. Deutsch

B-NAD inhibiert die ATP-induzierte Freisetzung von I1L-1p aus humanen U937-
Zellen

Hintergrund: IL-1p ist ein potentes proinflammatorisches Zytokin mit einer zentralen
Rolle in der Abwehr pathogener Keime. Hohe Serumspiegel an IL-1 konnen jedoch zu
einer lebensbedrohlichen Entziindungsreaktion des Korpers fiihren. Die Freisetzung von
IL-1B wird daher in der Regel durch zwei konsekutive Gefahrensignale kontrolliert.
LPS konnen als erstes Signal die Synthese von pro-IL-1B induzieren. Extrazelluldres
ATP kann als prototypisches zweites Gefahrensignal das Inflammasom aktivieren und
so die Spaltung von pro-IL-1B zu aktivem IL-1p vermitteln. B-NAD ist ein Co-Enzym
fiir viele Redoxreaktionen, fungiert als Neurotransmitter und kann die Immunantwort
modulieren. Hier wird die Hypothese iiberpriift, dass B-NAD die ATP-vermittelte
Freisetzung von IL-1B aus LPS-stimulierten U937-Zellen hemmt.

Methoden: Monozytire U937-Zellen wurden fiir 5 Stunden mit LPS inkubiert und
anschlieBend mit BzZATP, einem spezifischen Liganden fiir den ATP-Rezeptor P2X7, in
An- und Abwesenheit von B-NAD stimuliert. Die Freisetzung von IL-1B sowie von
LDH wurde nach 30 Minuten im Uberstand mittels ELISA gemessen. Die B-NAD-
Rezeptoren wurden sowohl mit Antagonisten (P2Y1: MRS2279; P2Y11: NF340) als
auch mit spezifischer siRNA abgeschwicht. Zusitzlich wurden Antagonisten der
nAChR sowie siRNA gegen ebendiese eingesetzt. Der Effekt der siRNA wurde durch
RT-PCR und Western Blots kontrolliert.

Ergebnisse: Die BZATP-induzierte Freisetzung von IL-1p aus den U937-Zellen konnte
durch B-NAD dosisabhinig inhibiert werden (IC50 = 15 puM). Dieser Effekt wurde
vorrangig durch den P2Y11-Rezeptor vermittelt und konnte durch Antagonisten der
nAChR mit den Untereinheiten a7 oder a9 und a10 verhindert werden.
Schlussfolgerung: Der hier beschriebene Vorgang ist ein neuartiger
antiinflammatorischer Mechanismus, in dem extrazelluldres f-NAD die ATP-induzierte
Freisetzung von IL-1P aus humanen Monozyten inhibiert. Dieser Effekt wird durch den
P2Y11-Rezeptor vermittelt, welcher nAChR iiber einen bisher unbekannten Signalweg
aktiviert. Aufgrund der hohen klinischen Relevanz von IL-1B konnten diese Daten zu
einem neuen therapeutischen Ansatz zur Behandlung iiberschieender

Entziindungsreaktionen fiihren.
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6.2. Englisch
B-NAD inhibits ATP-dependent IL-1p release from human U937-cells

Background: IL-1p is a potent proinflammatory cytokine, which plays a central role in
host defense. High systemic IL-1B levels, however, can result in life-threatening
systemic inflammation. Release of IL-1f is typically controlled by two consecutive
danger signals. LPS can be the first signal inducing the synthesis of pro-IL-1p.
Extracellular ATP is a prototypical second danger signal, which leads to inflammasome
activation, cleavage of pro-IL-1p and release of mature IL-1p. B-NAD is a co-enzyme
for redox reactions, functions as a neurotransmitter and seems to modulate immune
reactions. We test the hypothesis that B-NAD regulates ATP-induced release of IL-1f3
from LPS-primed U937-cells.

Methods: U937 cells, a human monocytic cell line, were primed with LPS for 5 hours
followed by stimulation with BzATP, a specific ligand for the ATP receptor P2X7, in the
presence or absence of B-NAD. Release of IL-1p into the cell culture supernatant was
measured by ELISA, 30 minutes later. Receptors for B-NAD were targeted by specific
inhibitors (P2Y1: MRS2279; P2Y11: NF340) and siRNA technology. In addition,
antagonists of nAChR as well as siRNA were used. The efficiency of gene silencing was

controlled by Western blotting.

Results: BzATP induced release of IL-1f by U937 cells was dose-dependently
suppressed by addition of B-NAD (IC50 = 15 uM). The suppressive effect of B-NAD
was predominantly mediated via receptor P2Y11 and was sensitive to antagonists of

nAChR subunits containing a7 or a9 and a10.

Conclusions: We describe a novel antiinflammatory mechanism triggered by
extracellular B-NAD, which efficiently suppresses ATP-induced release of IL-1p from
human monocytic cells. This effect is mediated by receptor P2Y11, which activates
nAChR by a yet unknown mechanism and inhibits ATP-induced IL-1B release from
human monocytes. Considering the high clinical relevance of IL-1f, our data may lead

to new therapies controlling severe inflammation.
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7. Abkiirzungsverzeichnis

a-NAD a-Nikotinamidadenindinukleotid
B-NAD B-Nikotinamidadenindinukleotid

% Prozent

°C Grad Celsius

Abb. Abbildung

ADP Adenosindiphosphat

AP-1 Aktivator Protein 1

APS Ammoniumperoxodisulfat

ART?2 mono-ADP-ribosyltransferase A2
ASC apoptosis-associated speck-like protein containing a CARD
ATP Adenosintriphosphat

AU arbitrary units

BCA bicinchoninic acid

BzATP Benzoylbenzoyl-Adenosintriphosphat
bzw. beziehungsweise

ca. zirka

Caz* Kalziumion

cADP cyclische ADP

cADPR cyclische ADP-Ribose

CARD Caspase-rekrutierende Doméne

CDh14 cluster of differentiation 14

CD38 cluster of differentiation 38

cDNA Komplementire DNA

CHRNAZ2-10 Acetylcholinrezeptoruntereinheit a2-10
CHRNB2-4 Acetylcholinrezeptoruntereinheit f2-4
CO2 Kohlenstoffdioxid

COX-2 Cyclooxygenase-2

CRP C-reaktives Protein
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DAMP damage associated molecular patterns

DNA Desoxyribonukleinséure

dNTP Desoxyribonukleosidtriphosphat

DSMZ Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen
GmbH

E.coli Escherichia coli

ELISA Enzyme-linked Immunosorbent Assay

FCS Fetales Kélberserum

HCl Salzsdure

HMBS Hydroxymethylbilan-Synthase

HMGBI1 high-mobility group box 1

HRP horseradish-peroxidase, Meerrettichperoxidase

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

IL-1R1/2/3 Interleukin-1-Rezeptor-1/2/3

IL-1PB/ -6/ -18 Interleukin-18, Interleukin-6, Interleukin-18

IP3 Inositoltrisphosphat

IRF3 Interferon regulierender Faktor 3

K+ Kaliumion

KCl Kaliumchlorid

KH>POg4 Kaliumdihydrogenphosphat

KHK Koronare Herzkrankheit

LAF lymphocyte-activating factor

LBP LPS bindende Protein

LDH Laktatdehydrogenase

LPS Lipopolysaccharid

LRR Leucine-rich repeats

MD-2 Lymphozyten-Antigen 96

MgClx Magnesiumchlorid

mRNA messenger RNA
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MSU monosodium urate

MyDS88 myeloid differentiation primary response 88

Na* Natriumion

NaxHPOq4 Dinatriumhydrogenphosphat

nAChR nikotinischer Acetylcholinrezeptor

NACHT Akronym fiir NAIP, CIITA, HET-E und TP-1

NaCl Natriumchlorid

NAD Nikotinamidadenindinukleotid

NAM Nikotinamid

NaOH Natriumhydroxid

NF-«B nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B-cells
NLR NOD-/ike Rezeptor

NLRP3 NACHT, LRR und PYD Region enthaltendes Protein 3
NMN Nikotinamid-Mononukleotid

NOD nucleotide-binding oligomerization domain

NR Nikotinamid-Ribosid

P2X7-Rezeptor

P2X purinoceptor 7

P2Y1/11-Rezeptor

P2Y purinoceptor 1/11

PAMP pathogen-associated molecular patterns
PARP Poly-ADP-Ribose-Polymerase

PBS Phosphatgepufferte Salzlosung

PBST Phosphatgepufferte Salzlosung mit Tween
PCR Polymerase-Kettenreaktion

PGE2 Prostaglandin E>

pro-IL-1B pro-Interleukin-1p

PRR pattern recognition receptors

PVDF Polyvinylidenfluorid

PYD pyrinhaltige Doméne

qPCR quantitative PCR
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RNA Ribonukleinsdure

RNase Ribonuklease

ROS reactive oxygen species
RT-PCR Reverse Transkriptase PCR
SDS Natriumdodecylsulfat

siRNA small interfering RNA

TEMED Tetramethylethylenediamine
TIR Toll/IL-1R-Domine

TIRAP TIR adaptor protein

TLR Toll-like-Rezeptoren

TLR4 Toll-like-Rezeptor 4

TNF-a Tumornekrosefaktor-a

TRAM TRIF-related adaptor molecule
TRIF TIR-domain-containing adaptor inducing interferon-f§
u.a. unter anderem

UDP Uridindiphosphat

UTP Uridintriphosphat

z.B. zum Beispiel

Tabelle 31: Abkiirzungen
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8. Abbildungs- und Tabellenverzeichnis

8.1. Abbildungen

Abbildung 1
Abbildung 2a/b

Abbildung 3a/b

Abbildung 4a/b

Abbildung Sa/b

Abbildung 6a/b

Abbildung 7a/b

Abbildung 8

Abbildung 9

Abbildung 10

Zeitleiste des Versuchsaufbaus

B-NAD inhibiert in dosisabhingiger Weise die BzATP-
induzierte Ausschiittung von IL-1f aus LPS-stimulierten U937-
Zellen

a-NAD hat keinen signifikanten Effekt auf die BzATP
induzierte Ausschiittung von IL-1B aus LPS stimulierten U937-
Zellen.

MRS2279 und NF340 antagonisieren den inhibitorischen
Effekt von B-NAD auf die BZATP-induzierte Ausschiittung von
IL-1p aus LPS-stimulierten U937-Zellen.

Mecamylamin, o-Bungarotoxin, Strychnin sowie RglA4
antagonisieren den inhibitorischen Effekt von B-NAD auf die
BzATP-induzierte Ausschiittung von IL-1B aus LPS-
stimulierten U937-Zellen.

Die Transfektion von U937-Zellen mit siRNA gegen P2Y1-
und P2Y11-mRNA schwicht den inhibitorischen Effekt von -
NAD auf die BzATP-induzierte Ausschiittung von IL-1p aus
LPS-stimulierten U937-Zellen ab.

Die Transfektion von U937-Zellen mit siRNA gegen
CHRNAO9- sowie CHRNA7- und CHRNA10-mRNA
antagonisieren den inhibitorischen Effekt von B-NAD auf die
BzATP-induzierte Ausschiittung von IL-1p aus LPS-
stimulierten U937-Zellen.

Die Transfektion von U937-Zellen mit siRNA gegen P2Y1-
mRNA und gegen P2Y11-mRNA reduzierten die mittels real-
time PCR gemessene Konzentration an P2Y1-mRNA
signifikant.

Die Transfektion von U937-Zellen mit siRNA gegen P2Y11-
mRNA reduzierten die mittels real-time PCR gemessene
Konzentration an P2Y 11-mRNA signifikant.

Die Transfektion von U937-Zellen mit siRNA gegen P2Y1-
mRNA reduzierten die mittels Western Blot und optischer
Dichtemessung ermittelte Konzentration an P2Y1-Protein
signifikant.
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Abbildung 11

Abbildung 12a/b

Abbildung 13

8.2. Tabellen

Tabelle 1
Tabelle 2
Tabelle 3
Tabelle 4
Tabelle S
Tabelle 6
Tabelle 7
Tabelle 8
Tabelle 9
Tabelle 10
Tabelle 11
Tabelle 12
Tabelle 13
Tabelle 14
Tabelle 15
Tabelle 16

Tabelle 17
Tabelle 18
Tabelle 19

Die Transfektion von U937-Zellen mit siRNA gegen P2Y11-
mRNA reduzierten die mittels Western Blot und optischer
Dichtemessung ermittelte Konzentration an P2Y11-Protein

signifikant.

B-NAD hat keinen signifikanten Effekt auf die Nigericin-
induzierte Ausschiittung von IL-1f aus LPS-stimulierten U937-

Zellen.
Ubersicht

Gerite

Verbrauchsmaterialien

Reagenzien

Natriumchloridlosung 0,9%

BSA-Losung

Tris/HCI-Puffer 0,1 M

SDS-Stammlosung 10%

Lysepuffer S1

Probenpuffer S2

Unterer Gelpufter

Oberer Gelpuffer

Laufpuffer

Transferpuffer

Phosphatgepufferte Salzlosung (PBS) 10x (Stammldsung)
PBS 1x

Phosphatgepufferte Salzlosung mit Tween 20 (PBST) 10x
(Stammldsung)

PBST 1x

TAE 50x

TAE 1x
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Tabelle 20
Tabelle 21
Tabelle 22
Tabelle 23
Tabelle 24
Tabelle 25
Tabelle 26
Tabelle 27
Tabelle 28
Tabelle 29
Tabelle 30
Tabelle 31

APS-Losung 50%

Sammelgel

Laufgel

Antikorper

Primer

siRNA

Software

cDNA Mastermix

Herstellung von cDNA im Thermal Cycler
Real-time PCR Mastermix
Real-time PCR im Thermal Cycler

Abkiirzungen
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