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1 Einleitung

1.1 Aktivierung des angeborenen Immunsystems
Das Immunsystem ist ein komplexes System aus Zellen und Molekulen, die der

Bekampfung von Infektionen dienen und diese ermdglichen (Delves & Roitt, 2000). Es
kann auf verschiedene Weisen eingeteilt werden. Eine sehr geldufige Einteilung ist die
Unterscheidung zwischen einer angeborenen und einer erworbenen beziehungsweise
(bzw.) adaptiven Immunantwort, abhéngig von der Geschwindigkeit und der
Spezialisierung der Reaktion (Parkin & Cohen, 2001). Das angeborene Immunsystem
nutzt Phagozyten, welche ebenfalls inflammatorische Mediatoren ausschiitten kénnen,
wie beispielsweise Neutrophile, Monozyten, Makrophagen, Mastzellen sowie nattrliche
Killerzellen (Delves & Roitt, 2000). Zugehorig sind zudem die Haut sowie die Epithelien,
welche die inneren Organe, wie die Lunge oder den Darm, auskleiden (Janeway &
Medzhitov, 2002; Medzhitov, 2007). Es ist eng mit dem adaptiven Immunsystem
verzahnt. So kann es Uber die Aktivierung von T-Zellen die adaptive Immunantwort
pragen und aktivieren (Iwasaki & Medzhitov, 2015).

Die Funktionsweise und Aktivierung des angeborenen Immunsystems ist sehr komplex.
Charles A. Janeway lieferte 1989 eine mdgliche Erklarung fur dessen Funktionsweise,
indem er der Unterscheidung zwischen self und nonself eine zentrale Rolle beimal}
(Janeway, 1989). Er postulierte, dass die Erkennung von pathogenassoziierten
molekularen Mustern (pathogen-associated molecular patterns, PAMP), durch
Mustererkennungsrezeptoren (pattern recognition receptors, PRR), zu einer Aktivierung
des angeborenen Immunsystems fiihrt (Janeway, 1989). Zu den PRR zéhlen neben den
bereits sehr gut untersuchten Toll-like-Rezeptoren (TLR), auf die in dieser Arbeit im
Folgenden noch genauer eingegangen wird, unter anderem auch die C-Typ
Lektinrezeptoren, die, wie die TLRs, an der Zelloberflache lokalisiert sind (Takeuchi &
Akira, 2010). Des Weiteren sind intrazellulare Rezeptoren, wie die nucleotide-binding
oligomerisation domain (NOD)-like-Rezeptoren (NLR) und l6sliche Rezeptoren, wie das
mannosebindende Lektin, bekannt (Takeuchi & Akira, 2010). PAMP finden sich
beispielsweise in der Zellwand von Bakterien oder Mykobakterien, kdnnen aber auch
Bestandteil von Pilzen oder Viren sein (Akira et al., 2006). Beispielhaft seien hier
komplexe Polysaccharide, Glykolipide, Lipoproteine, das f-Glukan, Nukleotide oder
Nukleinsauren zu nennen (Janeway & Medzhitov, 2002; Medzhitov, 2007). Diese werden
durch verschiedene PRR, mittels Ligandenerkennungsdomanen, erkannt, welche in Form

von leucine-rich repeats (LRR), C-Typ-Lektindoménen oder verschiedenen
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aminosaurebindenden Domadnen vorliegen konnen (Janeway & Medzhitov, 2002;
Medzhitov, 2007; Barton & Kagan, 2009).

Einen weiteren ergénzenden Erklarungsansatz lieferte Polly Matzinger 1994, indem sie
postulierte, dass die Aktivierung des angeborenen Immunsystems nicht nur auf der
Erkennung und Unterscheidung zwischen self und nonself, sondern auch auf der
Erkennung von endogenen Gefahrensignalen beruht (Matzinger, 1994). Diese endogenen
Signale, so genannte gefahrenassoziierte molekulare Muster (damage-associated
molecular pattern, DAMP), welche beispielsweise durch eine Verletzung von Zellen
freigesetzt werden konnen, sind ebenfalls in der Lage PRR zu aktivieren (Takeuchi &
Akira, 2010). Hierbei handelt es sich meist um Stoffe, die sich normalerweise
hauptsachlich intrazelluléar befinden (Chen & Nufiez, 2010). Beispielhaft seien hier
extrazellulares Adenosintriphosphat (ATP), Hitzeschockproteine (HSP) oder Harnsdure
zu nennen (Martinon et al., 2006, 2009; Chen & Nufiez, 2010; Borges et al., 2016). Dieser
erganzende Erklarungsansatz ermdglicht ein besseres Verstandnis fur die Entstehung von
sterilen Entzindungen oder den kontrollierten Abbau geschadigter Zellen, in
Abwesenheit von Pathogenen (Chen & Nuiiez, 2010). Kommt es zu einer Aktivierung
der PRR, folgt eine intrazelluldre Signalkaskade, welche unter anderem zu einer
Genaktivierung, aber auch zur Aktivierung von Caspasen fuhrt. Die kann letztlich zu
einer Ausschuttung von inflammatorischen Zytokinen und Chemokinen fiihren (Takeuchi
& Akira, 2010).

Die Haut als Oberflache des Kérpers sowie die Epithelien, welche die inneren Organe
auskleiden, sind durch zahlreiche kommensale und symbiontische Viren und Bakterien
besiedelt (Whitman et al., 1998; Haynes & Rohwer, 2011). Die Funktion des
Magendarmtrakts ist von der immunologischen Toleranz gegenuber diesen
Kommensalen und Symbionten abhangig (Rakoff-Nahoum et al., 2004; Haynes, 2006).
Uberschreiten diese Keime die korpereigene Barriere, beispielsweise durch eine
Verletzung, rufen sie dennoch eine Entzindungsreaktion und Aktivierung des
Immunsystems hervor (Iwasaki & Medzhitov, 2015). Eine mogliche Erklarung bietet das
Zweisignalmodell, welches in vereinfachter Form bereits 1963 von Talmage und
Pearlsman (Talmage & Pearlman, 1963) beschrieben wurde und in den folgenden Jahren,
beispielsweise durch Bretscher und Cohn (Bretscher & Cohn, 1968) oder Lafferty und
Cunningham (Lafferty & Cunningham, 1975), weiter entwickelt wurde (Baxter &
Hodgkin, 2002). Ein PAMP oder DAMP kann als erstes Signal eine gewisse Reaktion im
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Immunsystem hervorrufen. Kommt als zweites Signal ein DAMP hinzu, so fuhrt dies zu
einer deutlich effektiveren und starkeren Immunantwort, welche zudem, in enger
Verzahnung mit dem adaptiven Immunsystem, die Aktivierung und Rekrutierung von T-
und B-Zellen beinhaltet (Fontana & Vance, 2011).

Die Immunantwort muss in engen Grenzen gesteuert werden, um eine (berschiel3ende
Immunreaktion zu vermeiden. Die Art der DAMP und PAMP, die Diversitat der
jeweiligen PRR sowie der Ort der Erkennung bestimmen die Art und Stérke der
Immunantwort (Takeuchi & Akira, 2010). Im Folgenden soll es um weitere Aspekte der

zellularen Immunantwort des angeborenen Immunsystems gehen.

1.2 Monozyten
Bei Monozyten handelt es sich um im Knochenmark gereifte mononukleédre Phagozyten,

die fur wenige Tage im Blut zirkulieren (Ziegler-Heitbrock, 2014; Patel et al., 2017).
Monozyten z&hlen mit einem Durchmesser von 14 — 22 um zu den gréfiten Zellen im
peripheren Blut (Wacleche et al., 2018) und kénnen Vorlaufer fir Makrophagen und
dendritische Zellen darstellen (Chomarat et al., 2000; Anbazhagan et al., 2014). Des
Weiteren ist mittlerweile bekannt, dass sowohl dendritische Zellen, als auch
Makrophagen nicht zwangslaufig von Monozyten abstammen miissen, sondern bereits in
der Embryogenese in die meisten Gewebe eingewandert sind und ihre Populationen sich
durch Proliferation vor Ort aufrecht erhalten (Epelman et al., 2014; Soucie et al., 2016).
Sowohl Monozyten, als auch Makrophagen und dendritische Zellen zahlen zum
angeborenen Immunsystem und kommen in allen Wirbeltieren vor (Ginhoux & Jung,
2014; Wacleche et al., 2018). Monozyten lassen sich in verschiedene Untergruppen
unterteilen, die sich unter anderem in Form, Phanotyp und GroRe unterscheiden und im
BlutgefalRsystem unterschiedlich lokalisiert sein kénnen (Geissmann et al., 2003; Wong
et al., 2011). Ein mogliches Unterscheidungsmerkmal bei menschlichen Monozyten ist
die Expression der Glykoproteine cluster of differentiation (CD)14 und CD16 (Ziegler-
Heitbrock et al., 2010). 85 Prozent (%) des zirkulierenden Pools aus Monozyten sind sog.
klassische CD14"" CD16 Monozyten. Die weiteren 15 % bestehen aus intermediaren
CD14™ CD16" und nicht klassischen CD14* CD16"" Monozyten (Passlick et al., 1989;
Wong et al., 2011).



Alle drei Monozytentypen haben verschiedene Funktionen. Klassischen Monozyten
kommt eine patrouillierende, phagozytierende, pro-inflammatorische und proliferierende
Rolle, intermediaren Monozyten eine pro-inflammatorische Rolle und nicht klassischen
Monozyten eine antivirale und patrouillierende Rolle zu (Shi & Pamer, 2011; Guilliams
et al., 2018). Die klassischen Monozyten spielen unter anderem bei der Gewebereparatur,
Phagozytose, Wundheilung und Koagulation eine Rolle (Wong et al., 2011, 2012).
Intermedidre Monozyten sind fur die Aktivierung und die Induktion der Proliferation von
T-Zellen verantwortlich. Sie weisen eine starkere Expression von Oberflachenmarkern
auf, welche in der Zell-Zell-Interaktion, zwischen antigenprasentierender Zelle und T-
Zelle, beteiligt sind. Zudem konnen sie eine Rolle im Rahmen der Angiogenese spielen
und sind zur Produktion von reaktiven Sauerstoffspezies (reactive oxygene species; ROS)
in der Lage (Wong et al., 2011; Zawada et al., 2011). Die nicht klassischen Monozyten
sind ebenfalls fir die Aktivierung von CD4"-T-Zellen verantwortlich, zudem
patrouillieren sie auf dem Endothel der Blutgefale und kdnnen Viren aufspiren (Cros et
al., 2010; Wong et al., 2012). Die drei Untergruppen der Monozyten unterscheiden sich
nachdem sie aktiviert wurden des Weiteren in ihrer Zytokinproduktion. Wong et al.
zeigte, dass klassische Monozyten vermehrt Interleukin (IL)-10, IL-6, CC-Chemokin-
Ligand-2 (CCL2) und granulozytenstimulierenden Faktor (G-CSF) ausschiitten,
wohingegen intermedidre Monozyten IL-1B, IL-6 und Tumornekrosefaktor-o (TNF-a)
und nicht klassische Monozyten TNF-a und IL-1, vermehrt ausschitten (Wong et al.,
2011). Nach der Aktivierung von klassischen Monozyten konnen diese zudem zu
intermedidren und nicht klassischen Monozyten differenzieren (Wong et al., 2012;
Wacleche et al., 2018).

1.3 Toll-like-Rezeptor 4
Das angeborene Immunsystem erkennt, wie bereits oben beschrieben, verschiedenste

PAMP unter anderem uber die TLR. Hierbei handelt es sich um Transmembranproteine,
die eine sehr wichtige Rolle im angeborenen Immunsystem spielen (Carvalho et al.,
2012). Beim Menschen sind bisher 11 verschiedene TLR bekannt (Medzhitov et al., 1997;
Takeda, 2004). Der am besten untersuchte ist der TLR4, der als erster TLR beim
Menschen beschrieben wurde (Medzhitov et al., 1997; Takeda, 2004). TLR4 werden
vermehrt auf Monozyten und Makrophagen, aber auch auf Adipozyten, Enterozyten und

Muskelzellen exprimiert (Carvalho et al., 2012). Der primére Agonist des TLR4 ist das



Lipopolysaccharid (LPS) (Hirschfeld et al., 2000), ein bakterielles Endotoxin, welches
sich in der externen Membran von Gram-negativen Bakterien, wie Escherichia coli,
findet und einen wichtigen Indikator fur eine bakterielle Infektion darstellt (Raetz &
Whitfield, 2002). In ihrem Aufbau &hneln sich die verschiedenen TLR sehr: Die
extrazellulare Doméne besteht aus LRR, an welche die PAMP binden kénnen. Es schlief3t
sich eine transmembrane Domane an, die die extrazellulare mit der intrazellularen
Toll/IL-1-Rezeptor (IL-1R)-Doméne (TIR) verbindet. Uber die TIR wird die
Signalkaskade in das Zytosol weitergeleitet (Rock et al., 1998).

LPS bindet zu Beginn der Signalkaskade an das LPS-bindende Protein (LBP), welches
anschlieBend an CD14 bindet (Wright, 1999). Mithilfe des lbéslichen Proteins
Lymphozytenantigen 96 (myeloid differentiation factor-2, MD-2) kann der Komplex an
den TLR4 binden, was zu dessen Dimerisierung fiihrt (Shimazu et al., 1999; Connolly &
O’Neill, 2012). Intrazellulér unterscheidet man einen, vom Adapterprotein myeloid
differentiation primary response 88 (MyD88) abhangigen, von einem vom
Adapterprotein  TIR-domain-containing  adapter-inducing interferon-p  (TRIF)
abhéangigen Signalweg. Im MyD88-abhangigen Signalweg, bindet dieses an die TIR-
Doméne des Rezeptors und durch zusétzliche Bindung des Adapterproteins TIR-domain-
containing adaptor protein (TRAP), kommt es zu einer Rekrutierung und Aktivierung
verschiedener Kinasen, welche letztlich zu einer vermehrten Produktion der
Transkriptionsfaktoren nuclear factor kappa B (NF-kB) und Aktivatorprotein-1 (AP-1)
fihren (Takeda, 2004; Kawasaki & Kawai, 2014). Der TRIF-abhéngige Weg fihrt, tiber
eine Bindung von TRIF und dem Adapterprotein TRIF-related adaptor molecule
(TRAM), ebenfalls zu einer Rekrutierung und Aktivierung von Kinasen, welche zu einer
vermehrten Aktivierung der Transkriptionsfaktoren NF-xB, AP-1 sowie des
interferonregulierenden Faktors 3 (IRF3) flhren (Takeda, 2004; Kawasaki & Kawai,
2014). Diese Faktoren fuhren unter anderem zu einer vermehrten Transkription von pro-
inflammatorischen Zytokinen, wie IL-6, IL-1p oder TNF-o (Kawai et al., 2001). Mit
Ausnahme des TLR3 verwenden alle bekannten humanen TLR den MyD88-abhangigen
Weg (Barton & Kagan, 2009). TLR4 kann hingegen als Einziger beide Wege aktivieren
(Barton & Kagan, 2009). Die bermaRige Ausschittung von pro-inflammatorischen
Zytokinen kann zur Entstehung tberschiel3ender lebensbedrohlicher Immunreaktionen
flhren, sodass deren Ausschittung in engen Grenzen gehalten werden muss (Takeda,

2004). Es existieren daher verschiedene modulierende Mechanismen, die sowohl eine



Suppression des MyD88-abhangigen Wegs, als auch des TRIF-abhéngigen Wegs
hervorrufen und so zu einer Feinmodulierung der Zytokinproduktion beitragen kénnen
(Yasukawa et al., 2000; Wald et al., 2003; Brint et al., 2004).

1.4 Inflammasome
Erstmalig beschrieben wurden Inflammasome 2002 von Martinon et al. (Martinon &

Burns, 2002). Inflammasome sind Multiproteinkomplexe, welche zu einer Aktivierung
von Caspasen fuhren konnen, was wiederum die Spaltung der pro-Formen und
Ausschittung von inflammatorischem gereiftem IL-1p oder IL-18 fordert (Schroder &
Tschopp, 2010). Inflammasome kommen in Monozyten und Makrophagen vor (Gaidt et
al., 2016; Wolf et al., 2016), finden sich aber zum Beispiel (z. B.) auch in Epithelzellen
(Lei-Leston et al., 2017). Fir die jeweilige Namensgebung sind die, das Inflammasom
aktivierenden, verschiedenen PRR verantwortlich. Aktivierte Inflammasome bestehen
aus einem NLR und Caspase-1. Es konnte gezeigt werden, dass NLR beim Menschen aus
drei Bestandteilen bestehen: 1. einer zentralen Nukleotid-bindenenden (NACHT)-
Doméne, 2. einer LRR am Carboxylende sowie 3. einer Effektordoméne am
aminoterminalen Ende, die aus einer caspase-aktivierenden und -rekrutierenden Doméne
(CARD) oder einer Pyrin-Doméne (PYD) bestehen kann (Martinon et al., 2009;
Rathinam et al., 2012). Die NACHT-Doméne ist hierbei essenziell fir die
Oligomerisierung, die LRR dienen der Ligandenbindung und die Effektordomane der
Bindung und Aktivierung weiterer Proteine (Martinon et al., 2009; Rathinam et al., 2012).
Abhédngig vom NLR sind Inflammasome in der Lage, auf verschiedenste Signale zu

reagieren.

Die intrazelluléar vorkommenden NACHT, LRR und PYD enthaltendes Protein (NLRP)-
Inflammasome, NLRP1 und NLRP3, sind bisher am besten untersucht. Beim NLRP3-
Inflammasom st fir die Interaktion von NLRP3 mit der Caspase-1 zusatzlich ein
Adapterprotein namens apoptosis-associated speck-like protein containing a CARD
(ASC) notwendig (Schroder & Tschopp, 2010). Bei Bindung eines Liganden an die LRR
kommt es, Uber die NACHT-Domane, zu einer Oligomerisierung des NLRP3-
Inflammasoms, was zu einer Aktivierung und Zusammenlagerung der PYD fiihrt
(Schroder & Tschopp, 2010). Die CARD des ASC kann an die PYD binden, was
wiederum zu einer Rekrutierung der pro-Caspase-1 fuhrt (Schroder & Tschopp, 2010;

Franklin et al., 2018). Deren Anlagerung fiihrt zur Spaltung und Entstehung der
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aktivierten Form der Caspase-1 (Schroder & Tschopp, 2010; Franklin et al., 2018). Die
Aktivierung und Oligomerisierung kann durch verschiedene Signale erfolgen, wie
Pathogene, endogene Signale oder Signale der zelluldaren Umgebung (Rathinam et al.,
2012). Maogliche Signale der zellularen Umgebung kdénnen beispielsweise zellulérer
Stress, Zellverletzungen (Mariathasan et al., 2006; Yamasaki et al., 2009) oder auch ein
erhdhtes Vorkommen von Harnsdurekristallen im Rahmen der Gicht sein (Martinon et
al., 2006, 2009).

Mehreren Mechanismen ist hierbei eine Erhoéhung der extrazellularen ATP-
Konzentration gemein. Diese kann z. B. durch porenbildende bakterielle Toxine, die
Verletzung oder Zerstérung von Zellen oder die gezielte Ausschittung, durch z. B.
Endothelzellen oder Makrophagen, bedingt sein (Fitz, 2007; Cauwels et al., 2014).
Extrazellulares ATP kann an den ionotropen, ATP-sensitiven P2X7-Rezeptor binden,
welcher unter anderem auf Zellen des angeborenen Immunsystems, wie Makrophagen
und Monozyten, exprimiert wird (Surprenant et al., 1996). Diese Bindung flhrt unter
anderem zu einem Ausstrom von Kaliumionen aus der Zelle, was wiederum zu einer
Aktivierung und Formierung des NLRP3-Inflammasoms flihrt (Grahames et al., 1999;
Karmakar et al., 2016). Die intrazellulare Konzentration von Kalium scheint hierbei fiir
die Aktivierung des NLRP3-Inflammasoms von groRer Bedeutung zu sein, da eine
Reduzierung der intrazellularen Kaliumkonzentration zu einer Aktivierung des NLRP3-
Inlfammasoms fiihren kann (Mufioz-Planillo et al., 2013). Dem entgegen hemmt eine
intrazelluldr physiologische Kaliumkonzentration, von etwa 70 mM, die Aktivierung und
Formierung des NLRP3-Inflammasoms (Pétrilli et al., 2007). Neben der P2X7-Rezeptor-
abhangigen Aktivierung durch extrazellulares ATP sind auch hiervon unabhéngige
Mechanismen, zur Reduktion der intrazellularen Kaliumkonzentration, bekannt. Als
Beispiel ist hier Nigericin zu nennen. Hierbei handelt es sich um ein bakterielles Toxin,
welches durch Porenbildung in der Zellmembran einen Kaliumausstrom bedingt
(Perregaux & Gabel, 1994; Greaney et al., 2015). Weitere Mechanismen, denen eine
mogliche NLRP3-Inflammasomaktivierung zugeschrieben wird, sind z. B. ROS oder eine
phagolysosomale Membrandestabilisierung, welche durch eine Destabilisierung von
Lysosomen zu einer Ausschittung von Cathepsin-B fiihrt (Martinon et al., 2009; Jin &
Flavell, 2010). Die exakten Mechanismen der Aktivierung des NLRP3-Inflammasoms

sind bisher allerdings noch nicht abschlieRend geklart.



1.5 IL-1p
IL-1, von welchem sowohl eine IL-1a-, als auch eine IL-1B-Form bekannt ist, kann

sowohl pro- als auch anti-inflammatorische Eigenschaften haben (Dinarello, 2018). Die
IL-1-Familie besteht insgesamt aus 10 Mitgliedern mit 3 bekannten Unterfamilien
(Dinarello, 2018). IL-1 war bereits 1977, noch vor Einfuhrung der Interleukin-
Nomenklatur, als leukocytic pyrogen im Zusammenhang mit der Auslésung von Fieber
bekannt (Dinarello et al., 1977). Spater postulierten Rosenwasser et al., dass es sich
hierbei um dasselbe Molekul wie das damals als Leukozyten stimulierenden Faktor
bekannte Produkt von Makrophagen handelte (Rosenwasser et al., 1979). Die
Namensénderung zu IL-1 erfolgte 1980; 1985 konnte schlieRlich gezeigt werden, dass es
zwei unterschiedliche Formen gibt, ndmlich IL-1a und IL-1p (March et al., 1985;
Dinarello, 1988).

IL-1B kommt, anders als IL-1a, nicht in ruhenden Zellen vor. Die Transkription von IL-
18 kann durch mikrobielle Produkte oder auch durch Zytokine wie beispielsweise TNF-
a, IL-18, aber auch IL-1a oder IL-1p selbst angestolen werden (Dinarello et al., 1987).
Zunéchst entsteht hierbei ein inaktiver Vorlaufer, das pro-1L-1p, welches Inflammasom-
abhangig durch eine aktivierte Caspase-1 zunachst in seine aktive Form gespalten wird
(Tschopp et al., 2003; Martinon & Tschopp, 2007). Der groRte Anteil an pro-IL-1p
befindet sich im Zytosol, wobei ein Teil in spezielle sekretorische Lysosomen verpackt
wird (Andrei et al., 1999). Der durch die Aktivierung des purinergen P2X7-Rezeptors
bedingte Ausstrom von Kalium aus der Zelle fihrt neben der Aktivierung und Formierung
des Inflammasoms zudem dazu, dass die sekretorischen Lysosomen ihren Inhalt mit IL-
1B rasch an den Extrazellularraum abgeben (Andrei et al., 1999; Dinarello, 2005).
Aktuelle Studien halten die Gasdermin-abhangige Sekretion von IL-1B, welche
pyroptose-unabhangig erfolgen kann, heute allerdings fur wichtiger (Evavold et al., 2018;
Bulek et al., 2020).

IL-1B wird hauptsdachlich von Monozyten, Makrophagen und dendritischen Zellen
produziert (Dinarello et al., 2012), aber auch Keratinozyten, Fibroblasten, B- und T-
Lymphozyten sowie Gliazellen sind in der Lage, IL-1pB auszuschiitten (Watkins et al.,
1995; Copray, 2001; Ren & Torres, 2009). Es sind zwei IL-1-Rezeptoren (IL-1-R)
bekannt. Sowohl IL-1a als auch IL-1p binden an den IL-1-Rezeptor Typ 1 ( IL-1-RI)
(McMahan et al., 1991; Ren & Torres, 2009). Eine Bindung an den IL-1-Rezeptor Typ 2

(IL-1-RI1) ist zwar moglich, fuhrt allerdings aufgrund des Fehlens einer intrazelluléren



TIR-Domaéne zu keinem zelluldren Signal, weshalb es sich hierbei um einen Decoy-
Rezeptor handelt (McMahan et al., 1991; Ren & Torres, 2009).

Das Wirkspektrum von IL-1p ist sehr vielseitig. So kann es beispielsweise durch eine IL-
1B-vermittelte Produktion von Cyclooxygenase-1 (COX-1) zu einem Anstieg von
Prostaglandin-E2 (PGE2) kommen (Bernheim, 1979; Kozak et al., 1998). PGE> wiederum
bewirkt eine Veranderung der Einstellung der Sollwerttemperatur im Bereich des
Hypothalamus und induziert so die Entstehung von Fieber (Bernheim, 1979; Kozak et al.,
1998). Weiterhin kann IL-1f die Produktion anderer Interleukine und Zytokine bewirken.
Durch eine Induktion der IL-6-Produktion, wird die Produktion von Akute-Phase-
Proteinen in der Leber und eine vermehrte Freisetzung von Granulozyten sowie
Thrombozyten aus dem Knochenmark angeregt (Dinarello, 1996; Garlanda et al., 2013).
Die Produktion von TNF-a hat einen Einfluss auf die Differenzierung von B-Zellen, die
Reifung von Makrophagen und die Differenzierung von Monozyten zu dendritischen
Zellen, wodurch es zu einer Modulation der Immunreaktion beitragt (Witsell & Schook,
1992; Boussiotis et al., 1994; You et al., 2021). Durch IL-1p kann es aulerdem zu einer
Aktivierung der Hypothalamus-Hypophysen-Nebennieren-Achse kommen, was einen
Anstieg an Cortisol zur Folge hat (Dinarello, 2005; Garlanda et al., 2013).

So essenziell die Rolle von IL-1B im Rahmen von Immunreaktionen ist, so geféhrlich
kann eine UberschieBende oder unkontrollierte Synthese und Freisetzung fur den
Organismus sein. So kann eine unkontrollierte Ausschiuttung von IL-1f die Entstehung
einer Sepsis mit mdoglichem letalem Ausgang oder die Entwicklung von
Autoimmunerkrankungen bedingen (Dinarello, 2005; Dinarello et al., 2012). IL-1p spielt
eine Rolle bei zahlreichen chronischen Erkrankungen, wie beispielsweise Diabetes
mellitus, Gicht, juveniler Arthritis oder dem familidren Mittelmeerfieber (Dinarello,
2005; Pascual et al., 2005; Ren & Torres, 2009). Auch im Rahmen der Entstehung und
dem Fortschreiten maligner Erkrankungen spielen erhohte IL-1pB-Spiegel eine Rolle. So
zeigte sich beispielsweise bei Patienten mit Brustkrebs ein Zusammenhang zwischen der
Hohe der IL-1B-Spiegel und dem Metastasierungspotenzial der Tumorzellen (Nutter et
al., 2014; Tulotta & Ottewell, 2018).

Die Notwendigkeit die IL-1B-Ausschittung streng zu regulieren ist daher flr den Kérper
essenziell und kann auf verschiedenen Wegen erfolgen. Diese Regulation kann zum einen

uber PRR, wie dem TLR-4, die Regulation der Caspase-1 oder Uber die IL-1R ablaufen



(Symons et al., 1995; Dinarello, 2005; Netea et al., 2015; Karmakar et al., 2016). Der
humane IL-1-Rezeptorantagonist (IL-1-RA) ist in der Lage, durch Bindung an den IL-
1RI die Bindung sowohl von IL-1a, als auch IL-1p zu blockieren (Arend et al., 1985;
Dinarello & Thompson, 1991). Der bereits oben beschriebene IL-1RIl kann einen
inflammasomunabhangigen Einfluss auf die Aktivitat von IL-1pB haben (Schluter et al.,
2018). Mittlerweile wurden mehrere IL-1-Antagonisten-Praparate und Antikorper
entwickelt, welche in der Behandlung von Erkrankungen erfolgreich eingesetzt werden.
Beispielhaft zu nennen ist hierbei der rekombinante IL-1RA Anakinra, welcher 2001
erstmals zur Behandlung von rheumatoider Arthritis zugelassen wurde (Mertens & Singh,
2009b) und in den Folgejahren auch in der Behandlung des familiaren Mittelmeerfiebers,
juveniler Arthritis oder bei Morbus Still erfolgreich eingesetzt wurde (Dinarello & van
der Meer, 2013; Vastert et al., 2019). Die Entwicklung dieser sog. biologicals ist auch

weiterhin Gegenstand der Forschung.

1.5.1 Cholinerge Regulation der IL-1B-Expression und -Sekretion
Acetylcholin (ACh) wurde 1921 durch Loewi als sog. Vagusstoff beschrieben und war

der erste beschriebene Botenstoff im Bereich des Nervensystems (Loewi & Navratil,
1926; Tansey, 2006). 1929 wurde ACh erstmals durch Dale und Dudley aus der Milz von
Ochsen und Pferden isoliert (Dale & Dudley, 1929). Neben seiner Fahigkeit als
Neurotransmitter des zentralen und peripheren Nervensystems, ist ACh heute auch fur
immunmodulatorische Fahigkeiten bekannt (Borovikova et al., 2000; Kawashima, 2000).
Es kann sowohl neuronaler als auch nicht neuronaler Herkunft sein, da beispielsweise
Lymphozyten, vor allem CD4* T-Lymphozyten, aber auch Makrophagen in der Lage
sind, ACh zu produzieren (Kawashima et al., 2012).

Die immunmodulatorischen Fahigkeiten von ACh umfassen unter anderem die Reduktion
der Expression von Zytokinen, wie TNF-o, IL-6 oder IL-1p. Bei Makrophagen
beispielsweise erfolgt dies tber die Aktivierung von nikotinischen ACh-Rezeptoren
(nAChR) (Bertrand, 2001; Wang et al., 2003). Spater wurde von unserer Arbeitsgruppe
gezeigt, dass die Aktivierung der NAChR zu einer Hemmung des ATP-sensitiven P2X7-
Rezeptors fiihren kann, wodurch die Inflammasom-abhangige Aktivierung der Caspase-
1 und letztlich somit die IL-1B-Produktion gehemmt wird (Hecker et al., 2015; Richter et
al., 2016). nAChR sind membranstdndige Rezeptoren, die aus verschiedenen

Untereinheiten in Pentamerform zusammengesetzt sein kdnnen. Beim Menschen sind
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insgesamt 16 verschiedene Untereinheiten vom a- (al1-7, a9-10) und B-Typ (B1-4) sowie
verschiedene homo- und heteropentamere Rezeptorformen bekannt (Bertrand, 2001,
Wang et al., 2003). Neben einer ligandengesteuerten lonenkanalfunktion, welche je nach
Rezeptorzusammensetzung einen lonenfluss von Natrium (Na*), Kalium (K*) oder
Kalzium (Ca?*) (ber die Zellmembran ermdglicht, sind auch metabotrope
Funktionsweisen bekannt (Richter et al., 2016; Mashimo et al., 2021).

Hecker et al. konnten zeigen, dass neben den typischen Agonisten, wie Nikotin oder ACh
auch Phosphocholin (PC) und Phosphatidylcholin eine Aktivierung der nAChR bewirken
und somit ebenfalls durch Hemmung des ATP-abhangigen P2X7-Rezeptors eine
Modulation der IL-1B-Ausschiittung bewirken kénnen (Hecker et al., 2015; Backhaus et
al., 2017). Gemein ist diesen Agonisten eine Cholingruppe; Cholin selbst, aber auch PC-
modifizierte Makromolekiile sind in der Lage einen immunmodulatorischen Effekt zu
bedingen (Hecker et al., 2015; Richter et al., 2016). Die Modifizierungen mit PC machen
sich, im Rahmen einer Infektion, auch einige eukaryotische Parasiten und Bakterien zu
nutze. Bakterien, wie beispielsweise die Gram-positiven Streptococcus pneumoniae
bendtigen PC nicht nur fir ihr Wachstum, auch eine Modifikation der Lipoteichonséuren
in ihrer Zellwand birgt, durch die dadurch bedingten immunmodulatorischen Effekte,
Vorteile fir die Umgehung der Immunantwort des Wirts (Kharat & Tomasz, 2006; Clark
& Weiser, 2013). Die meisten Erreger konnen selbst kein PC synthetisieren, sondern sind
auf das PC des Wirts angewiesen, welches im menschlichen Korper beispielsweise in der
Zellmembran in Form von Phosphatidylcholin zu finden ist (Vance, 1990). Die anti-
inflammatorische Wirkung von PC-modifizierten Makromolekulen bringt allerdings
nicht nur negative Aspekte fiir den Wirt mit sich. So konnten Lovell et al. zeigen, dass
die korpereigene Modifizierung von Plazentaproteinen mit PC den Fotus vor einer
Erkennung durch das mudtterliche Immunsystem schitzt (Lovell et al., 2007). Des
Weiteren sind Autoimmunerkrankungen, wie rheumatoide Arthritis in Landern mit hoher
Infektionsrate eukaryotischer Parasiten deutlich seltener, was unter anderem auf die PC-
modifizierten Parasiten, wie Nematoden und deren Wirkung auf das Immunsystem des
Wirts zurtick gefuhrt werden kdnnte (Harnett et al., 2008; Richter et al., 2018).
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1.6 B-Nikotinamidadenindinukleotid
Nikotinamidadenindinukleotid (NAD) ist in jeder menschlichen Zelle prasent und wirkt

an einer Reihe von essenziellen Stoffwechselwegen mit. Erstmals beschrieben wurde es
vor mehr als 100 Jahren durch Harden und Young (Harden et al., 1906; Harden & Young,
1908). NAD kann in einer o- und einer B-Form vorliegen, wobei die Position der
Nikotinamidgruppe am C1-Atom des Riboserings Uber die Form des Stereoisomers
entscheidet (Suzuki et al., 1967). Es besteht aus den beiden Nukleotiden, Nikotinamid
und Adenin, welche tber ihre jeweiligen Phosphatgruppen miteinander verbunden sind.
Die aktive und hauptsidchlich in der Natur vorkommende Form ist das J-
Nikotinamidadenindinukleotid (-NAD) (Suzuki et al., 1967; Oppenheimer & Kaplan,
1975).

NAD wirkt als Redox-Vermittler, wird zur Proteinmodifikation verwendet und dient als
Vorléaufer fir einige messenger Molekile (Houtkooper et al., 2010; Nikiforov et al.,
2015). Es nimmt grofRen Einfluss auf den Energiehaushalt der Zellen, ist an der Glykolyse
im Zytosol sowie an der B-Oxidation und dem Citratzyklus in den Mitochondrien
beteiligt, wobei es von NAD* zu NADH reduziert wird (Hoek & Rydstrom, 1988;
Houtkooper et al., 2010; Kincaid & Berger, 2020). Im Rahmen der Atmungskette kommt
es an der inneren Mitochondrienmembran wieder zu einer Oxidierung von NADH zu
NAD™, wodurch ATP gewonnen wird (Hoek & Rydstrém, 1988; Houtkooper et al., 2010;
Kincaid & Berger, 2020). Neben seiner Rolle als Coenzym fir Oxidoreduktasen im
Rahmen von Redoxreaktionen stellt B-NAD ein Substrat fir vier verschiedene
Enzymklassen dar. Hierzu zéhlen die Adenosindiphosphat (ADP)-Ribosetransferase
(ART) und Poly-ADP-Ribosepolymerase (PARP), sowie die zyklische ADP-Ribose
Synthase (cCADP-Synthase) und die Sirtuine (SIRT) (Belenky et al., 2007). Im Rahmen
der post-translationalen Proteinmodifikation wird ADP-Ribose durch die ART tiiber B-
NAD auf Aminosduren ibertragen. Die B-NAD-abhéngige Bildung von ADP-
Ribosepolymeren, durch die PARP, hat zudem einen Einfluss auf den programmierten
Zelltod und die Erkennung von Desoxyribonukleinsaure (DNA)-Schéden (Schreiber et
al., 2006). Die cCADP-Synthase, zu welcher die Glykohydrolase CD38 zihlt, nutzt -NAD
zur Synthese von zyklischer ADP-Ribose, welche eine Inositoltriphosphat (IP3)-
unabhangige Ausschittung von Ca?* aus intrazellularen Speichern bedingen kann. (Kim
etal., 1993). Die dritte Gruppe der B-NAD-abhéngigen Enzyme sind die SIRT; von ihnen
sind beim Menschen insgesamt sieben Formen bekannt (Sauve et al., 2006).
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Hierbei handelt es sich um Proteindeacetylasen, welche unter anderem Einfluss auf die
reversible Acetylierung von Histonen nehmen koénnen und so zur Aktivierung der
Transkription und Bildung von Proteinen flihren (Sauve et al., 2006; Belenky et al., 2007).
Die SIRT haben zudem einen Einfluss auf die Aktivitat und Bildung des NLRP3-
Inflammasoms. So kann SIRT3 NAD-abhangig zu einer Reduktion von ROS in den
Mitochondrien fiihren und dadurch die Aktivitat des NLRP3-Inflammasoms démpfen
(Traba et al., 2015). SIRT2 kann zudem, durch B-NAD-abhingige Deacetylierung von a-
Tubulin,f inhibierend in  Transportprozesse eingreifen, welche fir die

Inflammasombildung nétig sind (Misawa et al., 2013).

Im Rahmen von Redoxreaktionen wird B-NAD von seiner oxidierten Form (NADY) in
seine reduzierte Form (NADH) umgewandelt, wahrend seine Gesamtkonzentration
konstant bleibt. Bei seiner Beteiligung an Nicht-Redoxreaktionen wird 3-NAD allerdings
verbraucht, was eine stetige Bereitstellung erfordert (Di Stefano & Conforti, 2013).

Die primére Synthese von NAD bendétigt als Ausgangsstoff die essentielle Aminoséure
L-Tryptophan, welche aus der Nahrung aufgenommen werden muss (Bender, 1983). Die
de novo-Synthese macht allerdings nur einen kleinen Teil der NAD-Herstellung aus, der
groite  Anteil wird durch Rickgewinnung von zuvor in  verschiedenen
Stoffwechselprozessen verbrauchtem NAD bereitgestellt. In diesen salvage pathways
dienen Nikotinamid, Nikotinsdure, Nikotinamid-Ribosid, sowie Nikotins&ure-Ribosid als
Substrate (Jacobson, 1995; Rongvaux et al., 2003; Houtkooper et al., 2010). Diese
Substrate werden begrifflich heutzutage als Vitamin B3 zusammengefasst (Magni, 2008).
Der grofite Anteil wird einem Herstellungsweg, der Nikotinsdure als Basis nutzt,
zugeschrieben (Preiss & Handler, 1958). Er schlief3t die Dinukleotidbildung sowie die
Amidierung des Niktoinsaureanteils mit ein und wird nach den Erstbeschreibern auch als

Preiss-Handler pathway bezeichnet (Preiss & Handler, 1958).

Auf Grund der wichtigen Rolle des B-NAD im Rahmen der Energiegewinnung und der
Signalverarbeitung von Zellen, konnen Anderungen der p-NAD-Konzentration einen
groRen Einfluss auf die metabolische Effektivitat und die Funktion von Zellen haben
(Sultani et al., 2017). Physiologisch unterliegen die B-NAD-Konzentrationen einer
zirkadianen Rhythmik (Ramsey et al., 2009) und korrelieren positiv mit korperlicher
Bewegung und Kalorienrestriktion (Chen et al., 2008; Canto et al., 2009). Unter

physiologischen Bedingungen liegt die extrazellulire f-NAD-Konzentration in einem
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submikromolaren Bereich (O’Reilly & Niven, 2003), wahrend die intrazellulére
Gesamtkonzentration deutlich héher, zwischen 200 und 500 pM, liegt (Yang & Sauve,
2016). Hohere extrazellulare Konzentrationen koénnen sich im Rahmen von
Zellzerstorung zeigen (Nikiforov et al., 2015). Unter zelluldrem Stress oder im Rahmen
von Entzindungsreaktionen konnen Zellen allerdings auch aktiv NAD ausschutten
(Nikiforov et al., 2015).

Fiir extrazelluldres B-NAD wurden bisher sowohl pro- als auch anti-inflammatorische
Effekte beschrieben. Hierbei kann B-NAD, beispielsweise als Agonist, an den P2Y-
Rezeptoren P2Y 1 und P2Y 11 wirken (Moreschi et al., 2006; Mutafova-Yambolieva et al.,
2007). P2Y-Rezeptoren sind G-Protein-gekoppelte Rezeptoren, von welchen beim
Menschen 8 Subtypen existieren (Moreschi et al., 2006; von Kigelgen & Hoffmann,
2016). Bei Bindung an Ggq-Proteine aktivieren sie die Phospholipase-C, was zu einer
Erh6hung der IPs-Konzentration und schlieBlich zu einer vermehrten Mobilisierung von
intrazellularem Ca?* fiihrt (von Kiigelgen & Hoffmann, 2016). Wird hingegen das Gs-
Protein gebunden, kommt es zu einer Aktivierung der Adenylatcyclase, was zu einer
vermehrten Bildung von zyklischem Adenosinmonophosphat (cAMP) und
schlussendlich einer erhohten intrazellularen Ca?*-Konzentration fihren kann (von
Kigelgen & Hoffmann, 2016). Der P2Y-Rezeptor vermittelt seine Signalkaskade uber
Gq-Proteine, wahrend der P2Y11-Rezeptor sowohl Gg-als auch Gs-Proteine binden kann
(Moreschi et al., 2006). Durch Bindung von B-NAD an den P2Y:- und den P2Y1:-
Rezeptor, kann beispielsweise eine Aktivierung von Granulozyten erfolgen (Moreschi et
al., 2006). Des Weiteren kann, im Rahmen von Infektionen, durch vermehrtes
rearrangement des Zytoskeletts, ein schitzender Einfluss auf die endotheliale

Barrierefunktion vermittelt werden (Umapathy et al., 2010).

Extrazelluldarem B-NAD wird zudem eine neuromodulatorische Wirkung zugeschrieben.
An glatten Muskelzellen des Darms kommt es, beispielsweise durch extrazellulares -
NAD, welches in diesem Fall als inhibitorischer Neurotransmitter fungiert und aktiv
durch neurosekretorische Zellen ausgeschittet wird, zu einer Hyperpolarisation der
glatten Muskelzellen (Mutafova-Yambolieva et al., 2007; Hwang et al., 2011). Alefishat
et al. konnten zeigen, dass extrazellulires B-NAD abhéngig vom Effektorrezeptor an
arteriellen GeféRen von Ratten und Schweinen, sowohl zu einer Vasokonstriktion, als

auch einer Vasodilatation fuhren kann (Alefishat et al., 2015).
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Das mdogliche therapeutische Potenzial von B-NAD und seinen Vorlaufern ist Gegenstand
aktueller Forschung. An Tieren konnten bereits gute therapeutische Ergebnisse fur
Erkrankungen, wie Alzheimer, Diabetes mellitus, Krebs oder auch Alterungsprozesse im
Allgemeinen gezeigt werden (Houtkooper et al., 2010; Yang & Sauve, 2016). So fuhrte
beispielsweise die Erhohung der B-NAD-Konzentration zu einer verminderten Toxizitat
des sich im Rahmen der Alzheimer-Erkrankung ablagernden -Amyloids in der Maus
(Gong et al., 2013). Andere Studien zeigten, dass die B-NAD-induzierte Erhéhung der
Aktivitdt von SIRT3 und SIRT7 die Alterung von hdamatopoetischen Stammzellen
aufhalten konnte (Brown et al., 2013; Mohrin et al., 2015). Eine heute nur noch selten
vorkommende Erkrankung des Menschen namens Pellagra, bei der es zu Symptomen,
wie Demenz, Dermatitis und Diarrhoe kommen kann, geht mit einer zu geringen
Aufnahme von Tryptophan oder Vitamin B3 und somit deutlich erniedrigten -NAD-
Konzentrationen einher (Hegyi et al., 2004). Pellagra kann durch die Zufuhr von Vitamin
B3 effektiv behandelt und verhindert werden und zeigt sich heute meist nur bei

ausgepragter Mangelernahrung (Hegyi et al., 2004).

Inwieweit die bereits am Tier gezeigten therapeutischen Erfolge durch B-NAD und seiner
Vorlaufer auch auf den menschlichen Organismus Ubertragbar sind, gilt es in Zukunft

noch zu untersuchen.

1.7 Fragestellung und Hypothesen der Dissertation
Vorarbeiten meines Kollegen Dr. med Sebastian Hiller zeigten, dass in einer monozytaren

Zelllinie, B-NAD, durch Bindung an den P2Y:- und den P2Y1:-Rezeptor, einen
inhibitorischen Einfluss auf die ATP-vermittelte Freisetzung von IL-1p hat (Hiller et al.,
2018). Im Rahmen dieser Signaltransduktion kommt es zu einer Aktivierung der nAChR,
welche eine Inhibition des ATP-abhéngigen P2X7-Rezeptors zur Folge hat. Wichtig fiir
den Wirkmechanismus sind die nAChR-Untereinheiten 09, sowie o7 und/oder al0,
wobei die Untereinheiten o7 und 10 funktionell redundant sind (Hiller et al., 2018).
Amati et al. zeigten 2017 eine Chemokin-vermittelte Inhibition der ATP-abhéangigen IL-
1B-Ausschittung aus Monozyten. Ahnlich den P2Y111-Rezeptoren, handelte es sich bei
den Chemokin-Rezeptoren, an welche die untersuchten Chemokine CCL3, CCL4 und
CCL5 binden, um G-Protein-gekoppelte Rezeptoren (Amati et al., 2017). Die Chemokin-

vermittelte Signaltransduktion schlie3t dabei die Aktivierung der kalziumunabhangigen
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Phospholipase A2 (iPLA2B; PLA2G6) ein sowie die Ausschittung eines ldslichen
nikotinischen Agonisten, welcher extrazelluldr zu einer Aktivierung des nAChR fihrt
(Amati et al., 2017).

Aus diesen Vorarbeiten ergibt sich die Fragestellung dieser Dissertation:
Wie erfolgt die Signaltransduktion zwischen den G-Protein-gekoppelten Rezeptoren
P2Y1 und P2Y1: und den nAChR?

Zunéchst soll der durch Hiller et al. gezeigte inhibitorische Effekt von B-NAD auf die IL-
1B-Ausschittung reproduziert und zudem an primaren humanen Zellen Gberprift werden.

AnschlieRend sollen folgende Hypothesen gepriift werden:

1. Die iPLA2B (PLA2G6) ist an der B-NAD-vermittelten Signaltransduktion
beteiligt.

2. B-NAD induziert die Ausschittung eines loslichen bioaktiven Faktors, der als
Agonist an nAChRs fungiert.

3. Die nAChR-Untereinheiten o9 ist fir die Wirkung des l6slichen Faktors von

essenzieller Bedeutung.
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2 Material und Methoden

2.1 Materialien und Geréte

2.1.1 Reagenzien
Reagenz

Hersteller

2-Mercaptoethanol p.a. >99.0 %

Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim,
Deutschland,
M6250

Acrylamidlésung, Gel 30 (37,5:1) 30 %
Acrylamid-,

Bisacrylamid-Stammldsung im Verhaltnis
37,5:1

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland,
3029.2

Amersham Hyperfilm™ ECL

Sigma-Aldrich Chemie,
GE28-9068-35

Ammoniumperoxodisulfat (APS) Carl Roth,

p.a.>298 % 9592.3
Anti-Phospholipase-A2-Antikorper, Sigma-Aldrich Chemie,
produziert in der Maus SAB4200129

Aqua destillata (Aqua dest.), Ecolav®

B. Braun, Melsungen, Deutschland,
387872

Arachidonyl-Trifluoromethylketon (ATK)

Enzo Life Science, Lausen, Osterreich,
BML -ST335-0010

ArIB[V11L,V16D]

Im Rahmen einer Kooperation zur
Verfugung gestellt von J. Michael
Mclntosh, Salt Lake City, UT, USA

B-Nikotinamid-Adenindinukleotid
(B-NAD)

Sigma-Aldrich Chemie,
N8410

Benzoylbenzoyl-Adenosintriphosphat,
2'(3")-0O-(4Benzoylbenzoyl)-Adenosin 5'-
Triphosphat-Triethylammonium-Salz
(BzATP)

Jena Bioscience, Jena, Deutschland,
NU-1620-5

Bromoenollakton (BEL)

Enzo Life Science,
ALX-270-195-M005

CytoTox 96®
Non-Radioactive Cytotoxicity Assay

Promega, Madison, WI, USA,
G1780

Di-Natrium-Hydrogenphosphat
(Naz2HPO4)

Merck Chemicals, Darmstadt,
Deutschland,
1065861000

enzyme-linked immuno sorbent assay
(ELISA): Human Interleukin-1p
Quantikine

Bio-Techne/ R+D Systems,
Minneapolis, MN, USA,
SLB50
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Essigsdure p.a. > 95,9 %

Carl Roth,
T179.4

Ethanol p.a. > 99,8 %

Sigma-Aldrich Chemie,
32221M

fetales Kélberserum (FCS)

Biochrom GmbH, Berlin, Deutschland,
S 0115

Glycerin p.a. > 99,5 %, wasserfrei Carl Roth
3783.1

Glycin Carl Roth,
3790.2

Heparin-Natriumlésung 25000 L.E. /5 ml

Ratiopharm, Ulm, Deutschland

L-Glutaminlésung 200 mM

Thermo Fisher Scientific Life
Technologies, Darmstadt, Deutschland,
25030081

Lipopolysaccharid (LPS)
E. coli Type 026: B6

Sigma-Aldrich Chemie,
L8274

Lumi-Light Western-Blotting-Substrat

Roche Diagnostics, Mannheim,
Deutschland,
12015200001

Meerrettichperoxidase (HRP)—markierte
polyklonale anti-Kaninchen-
Immunglobulin-Antikorper aus der Ziege

Dako, Hamburg, Deutschland,
P044801-2

HRP-markierte polyklonale anti-Maus-
Immunglobulin-Antikérper aus dem
Kaninchen

Dakao,
P026002-2

Methanol p.a. > 99,8 %

Sigma-Aldrich Chemie,
32213

Milchpulver (MP)

Carl Roth,
T145.3

Monoklonaler anti-p-Aktin-Antikorper
produziert in der Maus, Klon AC-15

Sigma-Aldrich Chemie,
A5441

MRS2279 Tocris Bioscience, Bristol, UK,
2158

NaCl-Losung 0,9 %, Ecolav® B. Braun,
387872

Natriumdodecylsulfat (SDS) Ultra Pure, | Carl Roth,

>99,5 % 2326.2

NF340

Tocris Bioscience,
3830
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Nucleofector™ Cell Line Kit, Amaxa™

Lonza, Stuttgart, Deutschland,
VCA-1004

Phosphatgepufferte Salzlésung (PBS)

PAA Laboratories, Colbe, Deutschland,
H15-002

Pierce™ BCA Protein Assay Kit

Thermo Fisher Scientific Life
Technologie,
23227

Precision Plus Protein™ Dual Color
Standards

Bio-Rad Laboratories, Miinchen,
Deutschland,
1610374

Protease-Inhibitor-Tablette, EDTA-frei

Roche Diagnostics,
11836170001

RglA4

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

Rinderserumalbumin (BSA), Albumin
Bovine Fraction V, pH 7.0

Serva Electrophoresis, Heidelberg,
Deutschland,
11930.04

Rontgenentwicklerkonzentrat

Adefo Chemie, Neu-Isenburg,
Deutschland,

00009
Rontgenfixiererkonzentrat Adefo Chemie,

00062
Roti®-Block Carl Roth,

Al151.1

RPMI 1640-Medium

Thermo Fisher Scientific Life
Technologies,

1175093
Salzsaure (HCI) 1 n, p.a. >99,9 % Carl Roth,

6792.1
HCl p.a.>25% Carl Roth,

6331.3

small interferring RNA (SiRNA) iPLA2p,
SIRNA PLA2G6 On-Target plus Human
Smart Pool

Dharmacon™ GE Healthcare Europe,
Freiburg, Deutschland,
S0O-2388181G

siRNA On-Target plus non-targeting
control pool

Dharmacon™ GE Healthcare Europe,
D-001810-10-05

SuperSignal™ West Dura extended
duration Substrat

Thermo Fisher Scientific Life
Technologies,
34075
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Tetramethylethylendiamin (TEMED) Carl Roth,

p.a.>99 % 2367.3

Tromethamin (Tris) p.a. > 99,9 % Carl Roth,
4855.2

Trypanblau-L6sung 0.4 %

Sigma-Aldriche Chemie,
T8154

U937-Zelllinie

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

Tabelle 1: Reagenzien

2.1.2 Verbrauchsmaterialien
Verbrauchsmaterial

Hersteller

Bluecap-Gefal
Polypropylengeféale 50 ml

BD Bioscience, San Jose, CA, USA,
352070

Immobilon-P Membran, PVDF, 0,45 pum

Greiner Bio-One, Frickenhausen,
Deutschland,

IPVVH00010
Leucosep® Greiner Bio-One
Einmalspritzen, Injekt® 20 ml, Luer B. Braun,
Ansatz, exzentrisch 4606205V

Mikroreaktionsgefal? 1,5 ml

Sarstedt, Niimbrecht, Deutschland,
72.690.001

Pipetten Cellstar 10 ml

Greiner Bio-One,
607107

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

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Pipettenspitzen
Steril 10 pl/ 100 pl/ 1000 pl

Biozym, Hessisch Oldendorf,
Deutschland,

Unsteril 10 pl/ 200 pl/ 1000 pl 770010/ 770100/ 770400
Sarstedt,
70.762.010/ 70.760.012/ 70.1115
Zellkulturflaschen 75 cm? Sarstedt,
83.1813.502
Zellkulturplatten 12-well, 24-well, 96- Greiner Bio-One,
well 665180/ 662160/ 655983

Tabelle 2: Verbrauchsmaterialien
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2.1.3 Gerate
Gerat

Hersteller

Brutschrank

Heracell™ 240i Kohlenstoffdioxid (CO2)-

Inkubator

Thermo Fisher Scientific Life
Technologies

Fluostar Optima®

BMG Labtech, Offenburg, Deutschland

Gewebemiuhle, Mixer Mill MM301

Retsch, Haan, Deutschland

Mikroskop Labovert

Leitz, Wetzlar, Deutschland

Mikroskop Olympus BX 51

Olympus, Hamburg, Deutschland

Nucleofactor device Il

Lonza Cologne, Kéln, Deutschland

pH-Meter, Ultra Basic UB-10

Denver Instruments, Gottingen,
Deutschland

Rontgenkassette

Dr. Goos-Suprema, Heidelberg,
Deutschland

Sicherheitswerkbank
Zellkultur Class Il ENA 2

Nuaire, Plymouth, MN, USA
NU S437 500E

Ultraschallbad Sonorex Super RK102H

Bandelin, Berlin, Deutschland

Vortex Mixer REAX 2000

Heidolph, Schwabach, Deutschland

Wasserbad

Kottermann, Uetze/Hanigsen,
Deutschland

Zahlkammer nach Neubauer
0,1 mm 0,0025 mm?

Karl Hecht "Assistent”, Altnau, Schweiz

Zentrifuge Rotina 200R, 380R, 420R

Hettich, Tuttlingen, Deutschland

Tabelle 3: Gerate

2.1.4 Software
Produkt

Firma

Freeform

Apple, Cupertino, CA, USA

Microsoft Word, Excel, Powerpoint
(2013)

Microsoft, Redmond, WA, USA

SPSS Statistics 21 Statistikprogramm

IBM, Miinchen, Deutschland

Tabelle 4: Software

2.2 Methoden

2.2.1 Zellkulturexperimente mit U937-Zellen.
Fir die Zellkulturexperimente wurde die humane Lymphomzelllinie U937 verwendet,

welche urspriinglich aus einem 37 jahrigen, mannlichen Patienten isoliert wurde
(Sundstrém & Nilsson, 1976). Es handelt sich dabei um eine nicht adharente, monozytare
Zelllinie. Die Zellen wurden in 40 ml RPMI 1640-Medium mit 10 % fetalem Kalberserum
und 2 mM L-Glutamin bei 37 Grad Celsius (°C) und 5 % Kohlenstoffdioxid (CO3) in

einem Brutschrank kultiviert. Ein Austausch des Mediums und Splitten der Zellen fand
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dreimal pro Woche unter sterilen Bedingungen statt. Zu Beginn der Experimente wurden
die Zellsuspensionen den Zellkulturflaschen entnommen und fur 8 Minuten, bei 20 °C,
200 g, in einem Bluecap-GefaR zentrifugiert. AnschlieBend wurden die Uberstande
abgegossen und das Zellpellet mit 10 ml frischem Medium resuspendiert. Zur
Zellzahlbestimmung wurde eine 1:10 Verdinnung mit Trypanblau-Lésung und
Zellsuspension hergestellt und die Zellen mittels einer Zahlkammer nach Neubauer
gezahlt. Fir die folgenden Zellkulturexperimente wurden die Zellsuspensionen auf
1x 10% U937-Zellen pro ml Medium eingestellt. Alle Experimente fanden in einer

Sicherheitswerkbank der Klasse Il unter sterilen Bedingungen statt.

2.2.1.1 Versuchsaufbau
Zunachst wurden pro Well 1 x 106 Zellen in einem ml auf Zellkulturplatten ausgesat und

ein Teil der Zellen mit LPS (1 pg/ml Zellsuspension) fiir 5 Stunden bei 37 °C und 5 %
COz vorstimuliert. Im Anschluss folgte eine weitere 30-minitige Inkubation der U937-
Zellen mit 100 pM  2'(3")-O-(4Benzoylbenzoyl)-Adenosin  5'-Triphosphat-
Triethylammonium-Salz (BzATP) in An- oder Abwesenheit von 1 mM B-NAD. Des
Weiteren wurden Inhibitoren fur verschiedene Formen der iPLA2p eingesetzt. Hierbei
wurden  Arachidonyl-Trifluoromethylketon ~ (ATK),  welches  sowohl  die
kalziumabhangige- (cPLA2), als auch die kalziumunabhéangige Form der iPLA2 hemmt,
und Bromoenollakton (BEL), ein Inhibitor der iPLA2p, verwendet (Street et al., 1993;
Ackermann et al., 1995). Als Inhibitor des Rezeptors P2Y1 wurde MRS2279 verwendet
(Boyer et al., 2002). Als Inhibitor des P2Y1 wurde NF340 verwendet (Dreisig & Kornum,
2016). Als Agonisten der nikotinischen  Acetylcholin-Rezeptoren  wurde
ArIB[V11L,V16D], selektiv fiir die Untereinheit a7 sowie RglIA4, selektiv fiir die a9a10-
Untereinheiten, verwendet (Whiteaker et al., 2007; Romero et al., 2017). Alle
verwendeten Stoffe wurden zuvor in phosphatgepufferter Salzlosung (PBS) geldst
(Tabelle 5). Ausgenommen hiervon war BEL, welches zunéchst als eine 10 mM
Stammlosung in Ethanol hergestellt wurde. 30 Minuten vor der Applikation auf die U937-
Zellen, wurde dann die entsprechende Menge der Stammlésung unter der
Sicherheitswerkbank eingedampft. Anschlielend wurde der auskristallisierte Stoff mit
RPMI 1640-Medium erneut geldst und schlieRlich in die entsprechenden Wells pipettiert.
Bei der Zugabe der Stoffe wurden stets die Inhibitoren als Erstes, gefolgt vom B-NAD
und das BzATP als Letztes auf die U937-Zellen gegeben (Abbildung (Abb.) 1 und 2).
Zum Erhalt der zellfreien Uberstiande wurden nach der Durchfiihrung der Zellstimulation
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die Zellkulturplatten fiir 8 Minuten, bei 4 °C, 500 g zentrifugiert und jeweils 700 pl der
Uberstande in einem ausreichenden Abstand zum Zellpellet abgenommen. Es erfolgte
eine Aufbewahrung der Uberstinde bei -20 °C, um eine Messung der IL-1B-

Konzentration und der LDH-AKktivitat anschlieRen zu kdnnen.

Tabelle 5: Reagenzien und deren Konzentrationen in der Zellsuspension

Reagenz Konzentrationen in der Zellsuspension
LPS 1 pg/mi
BzATP 100 uM
B-NAD 1 mM
Inhibitoren der iPLA2p:

ATK 50 uM
BEL 50 uM
Inhibitoren der P2Y-Rezeptoren:

MRS2279 0,5mM
NF340 1 mM
Antagonisten der NAChR-Untereinheiten:
ArIB[V11L,V16D] 500 nM
RglA4 200 nM

ATK,  Arachidonyl-Trifluoromethylketon; BEL, Bromoenollakton; BzATP,  2'(3")-O-(4-
Benzoylbenzoyl)Adenosin-5'-Triphosphat-Triethylammonium-Salz;  iPLA2p, kalziumunabhéngige
Phospholipase A2p; LPS, Lipopolysaccharid; nAChR, nikotinischer Acetylcholinrezeptor, B-NAD, f-
Nikotinamid-Adenindinukleotid.
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5h 30 min

l | ] IL-1p
> ELISA

37°C, 5 %, CO,

LPS
BzATP B-NAD
BEL
ATK

Abbildung 1: Zeitlicher Ablauf des Versuchs.

Chronologischer Uberblick der Stimulation der U937-Zellen bis zur Entnahme der zellfreien Uberstande,
an welche sich die Messung der IL-1B-Konzentration im ELISA und der LDH-Aktivitat im CytoTox 96®
Non-Radioactive Cytotoxicity Assay anschloss.

ATK,  Arachidonyl-Trifluoromethylketon; BEL, Bromoenollakton; BzATP,  2'(3")-O-(4-
Benzoylbenzoyl)Adenosin-5'-Triphosphat-Triethylammonium-Salz; CO,, Kohlenstoffdioxid; ELISA,
enzyme-linked immuno sorbent assay; h, Stunden; IL-1p, Interleukin-1§; LDH, Laktatdehydrogenase; LPS,
Lipopolysaccharid; min, Minuten; B-NAD, B-Nikotinamidadenindinukleotid; °C, Grad Celsius

2.2.2 Herstellung und Verwendung von konditioniertem Medium.
Zur Herstellung des konditionierten Mediums wurden mit LPS-vorstimulierte U937-

Zellen in Abwesenheit von BZATP und alleiniger Anwesenheit von B-NAD stimuliert.
Die Proben wurden nach den oben genannten Inkubationszeiten fiir 8 Minuten bei 20 °C,
500 g zentrifugiert und die zellfreien Uberstande (das konditionierte Medium),
abgenommen. Das konditionierte Medium wurde bei diesen Versuchen nach der 5-
stindigen Inkubationszeit mit LPS und vor Zugabe der weiteren Reagenzien eingesetzt.
Hierzu wurden die Zellkulturplatten fir 8 Minuten bei 20 °C und 500 g zentrifugiert.
AnschlieBend wurde 80 % des zellfreien Uberstandes abgenommen und durch
konditioniertes Medium ersetzt. Alle weiteren Schritte folgten dem bereits beschriebenen
Schema (Abb. 2).
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konditioniertes

Medium
5h 30 min
l | | IL-1p
| | | > ELISA
T 37 °C, 5 %, CO,
LPS
BzATP BEL
MRS2279
NF340
ArIB
RglA,

Abbildung 2: Zeitlicher Ablauf des Versuchs mit konditioniertem Medium.

Chronologischer Uberblick der Stimulation der U937-Zellen und dem Einsatz des konditionierten
Mediums, bis zur Entnahme der zellfreien Uberstande, an welche sich die Messung der I1L-1pB-
Konzentration im ELISA und der LDH-Aktivitat im CytoTox 96® Non-Radioactive Cytotoxicity Assay
anschloss.

ATK,  Arachidonyl-Trifluoromethylketon; BEL, Bromoenollakton; BzATP,  2'(3")-O-(4-
Benzoylbenzoyl)Adenosin-5'-Triphosphat-Triethylammonium-Salz; CO,, Kohlenstoffdioxid; ELISA,
enzyme-linked immuno sorbent assay; h, Stunden; IL-1p, Interleukin-13; LDH, Laktatdehydrogenase; LPS,
Lipopolysaccharid; min, Minuten; B-NAD, B-Nikotinamidadenindinukleotid; °C, Grad Celsius

2.2.3 Herunterregulation der iPLA2B (PLA2G6)-Expression mit small

interfering RNA.
In dieser Arbeit sollte mittels der small interferring ribonucleic acid (siRNA)-Technik

die messenger Ribonukleinsdaure (MRNA)-Expression der PLA2G6 herunterreguliert
werden. Flr die Transfektion der sSiRNA wurde die Nukleofektions-Technik von Amaxa
benutzt. Hierbei handelt es sich um eine nicht-virale Form der Transfektion, bei der,
mittels Elektroporation, die eingesetzte siRNA in die Zellen transferiert wird. Die
Transfektion wurde nach dem Protokoll des Nucleofektor Basis Kit von Amaxa
durchgeftihrt. Bei der verwendeten siRNA handelte es sich, um die sSiRNA PLA2G6 On-
Target plus Human Smart Pool. Um mdgliche unspezifische Effekt der siRNA-
Transfektion zu kontrollieren, wurde zusétzlich eine unspezifische siRNA, On-Target
plus non-targeting control pool, als Negativkontrolle verwendet. Die U937-Zellen

wurden mit 30 pmol siRNA pro 1 x 108 Zellen transfiziert.
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Die folgenden Experimente wurden nach 48-stundiger Inkubationszeit, sowohl mit nicht
transfizierten U937-Zellen, mit unspezifischer siRNA transfizierten Zellen, als auch mit
siRNA flir PLA2G6 transfizierten Zellen, nach dem oben bereits beschriebenen Schema,
durchgefuhrt. Eine Analyse der Effizienz der Transfektionen mittels Western Blot-
Verfahren wurde angeschlossen (siehe 2.2.4). Die Zellen wurden 48 Stunden nach der
Transfektion zunéchst fur 8 Minuten, bei 20 °C, 500 g, zentrifugiert, in frischem Medium
resuspendiert und gezahlt. AnschlieBend wurden die Zellen mit einer Konzentration von
1 x 108 Zellen pro ml und Well ausgesat. Nach 5-stiindiger Inkubation mit LPS (1 pg/ml
Zellsuspension) folgten weitere 30 Minuten Inkubation in An- und Abwesenheit von
100 uM BzATP und 1 mM B-NAD. Nach 30 Minuten erfolgte die bereits beschriebene
Entnahme der Uberstande zur anschlieRenden Bestimmung der IL-1B-Konzentrationen
und der Bestimmung der LDH-AKktivitat in den Zellkulturiiberstanden (siehe 2.2.6). Die
Zellpellets wurden mit je 1 ml PBS gewaschen und erneut fiir 8 Minuten bei 4 °C, 500 g
zentrifugiert. Nachdem maglichst der gesamte Uberstand abgenommen wurde, wurden
die Zellpellets bei -20 °C eingefroren und im Folgenden eine SDS-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese und ein Western Blot-Verfahren durchgefiihrt (siehe 2.2.4).

2.2.4 Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese und

Western Blot-Verfahren.
Die in den SsiRNA Experimenten erhaltenen Zellpellets sollten mittels

Natriumdodecylsulfat (SDS)-Polyacrylamid-Gelelektrophorese und Western Blot-
Verfahren analysiert werden, um die Effizienz der Transfektion zu Uberprifen. Die
Proben wurden zunéchst, mit dem Ziel ein Proteinextrakt herzustellen, aufgearbeitet.
Hierzu wurden die Zellpeletts in 50 pl einer Pufferlosung (P1) (Tabelle 6) pro 1 x 10°
Zellen aufgenommen und eine Metallkugel hinzugegeben. Die Zellen wurden dann, in
einer Gewebemihle, fur 5 Minuten bearbeitet. AnschlieBend wurden die Proben
5 Minuten, bei 20 °C, 5340 g zentrifugiert, fur 10 Minuten auf 95 °C erhitzt und
anschlieBend nochmals fir 14 Minuten, bei 20 °C, 18620 g, zentrifugiert. Um die
Konzentration des Gesamtproteins in den Proben zu messen, wurde das Pierce BCA
Protein Assay Kit nach Angaben des Herstellers verwendet. Fir die
Proteinkonzentrationsmessung wurde als Standardreihe eine Verdiinnungsreihe, aus in
P1 gelostem Rinderserumalbumin (BSA) (50 mg/ml), P1 und Natriumchlorid (NaCl)-
Ldsung (0,9 %), mit folgenden Konzentrationen angesetzt: 50 pug/ml, 40 pg/ml, 20 pg/ml,
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10 pg/ml, 5 pg/ml, 2,5 pg/ml, 1,25 pg/ml und 0 pg/ml. Jede Probe wurde dreifach
bestimmt. Die Proben wurden im Verhéltnis 1:4 mit P1 und folgend im Verhaltnis 1:20
mit Natriumchlorid (NaCl)-Lésung (0,9 %) verdlnnt. Die Konzentrationsmessung des
Gesamtproteins der Versuchsproben, wurde in Anwesenheit von Working-Reagenz des
Pierce BCA Protein Assay Kit durchgeftihrt (Verhéltnis 1:2) und die Farbintensitét in der
Losung im Fluostar Optima quantifiziert. Die zuvor beschriebene Standardreihe diente
der Erstellung einer Standardkurve, die im Vergleich mit den Extinktionen der

Versuchsproben auf deren Gesamtproteinkonzentration riickschliel3en lieR.

Zur Durchfiihrung der SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese wurden die Proben mit
zwei Pufferlésungen (P1 und P2) so aufbereitet, dass jede Probe einen Proteingehalt von
1 pg/ul enthielt. Dabei entsprachen 50 % der Lésung der Pufferlosung 2 (P2) (Tabelle 6),
die Menge an Probenldsung wurde aus den gemessenen Proteinkonzentrationen errechnet
und mit Pufferlésung 1 (P1) auf 100 % ergénzt.

Losungen Konzentrationen in der Ldsung
Pufferlésung 1 (P1) Tris/ HCI 62,5 mM

SDS 81 mM

1 Proteaseinhibitortablette
Pufferldsung 2 (P2) Tris / HCI 62,5 mM

SDS 81 mM

Glycerin 22 mM
2-Mercaptoethanol 1,02 mM
1 Proteaseinhibitortablette

Tabelle 6: Zusammensetzung der Pufferlésungen P1 und P2

HCI, Salzsaure; SDS, Natriumdodecylsulfat; Pufferlosung 1, P1; Pufferlésung 2, P2; Tris, Tromethamin

Bei der Durchfihrung der SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese wurde ein 10 %
Trenngel verwendet (Tabelle 7). Der Gellauf fand fir 90 Minuten bei 120 V, 90 mA und
150 W mit je 10 ul Probelésung (2 10 pg Protein) pro Sammelgeltasche (Tabelle 7), in
einer  SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese-Kammer in Anwesenheit  eines
Gellaufpuffers, statt (Tabelle 8). Als Molekulargewichtsmarker wurde Precision Plus

Protein™ Dual Color Standards verwendet.
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Ldsungen

Konzentrationen in der Ldsung

Trenngel 10 %

1830 pl Aqua dest.

1080 pl Gelpuffer 1

1460 pl Acrylamidldsung 30 %
7,7 il APS-L6sung 50 %

3 ul TEMED

Sammelgel

1350 ul Aqua dest.

790 pul Gelpuffer 2

312,5 ul Acrylamidl6sung 30 %
5,62 pl APS-L6sung 50 %

4,5 ul TEMED

APS-L6sung 50 %

22 mM APS
auf 10 ml Aqua dest.

Tabelle 7: Zusammensetzung der Gele fir die SDS-Gelelektrophorese

APS, Ammoniumperoxodisulfat; Aqua dest, Aqua destillata; TEMED, Tetramethylethylendiamin

Ldsungen Konzentrationen in der Lésung
Gelpuffer 1 Tris 50 mM (pH 6,8)
SDS 1,4 mM
Gelpuffer 2 Tris 1,5 M (pH 8,8)
SDS 14 mM
Gellaufpuffer Tris 25 mM
Glycin 192 mM
SDS 3,5 mM

Tabelle 8: Zusammensetzungen der Puffer fur die SDS-Gelelektrophorese

SDS, Natriumdodecylsulfat; Tris, Tromethamin

Im Anschluss wurde ein Western Blot durchgefiihrt, bei dem die zuvor nach

Molekulargewicht getrennten Proteine, bei 90 mA in 90 Minuten in einem Transferpuffer,

auf eine Immobilon-P-Membran Ubertragen wurden (Tabelle 9). Alle verwendeten Stoffe

wurden, sofern dies nicht anders angegeben ist, in Aqua destillata (Aqua dest.) gelost

28



Ldsung Zusammensetzung

Transferpuffer Gelost in einer Losung aus Methanol und
Agqua dest. im Verhaltnis 1:5:
Tris 25 mM
Glycin 190 mM
SDS 1,75 mM

Tabelle 9: Zusammensetzung des Transferpuffers fur das Western Blot-Verfahren

Aqua dest., Aqua destillata; SDS, Natriumdodecylsulfat; Tris, Tromethamin

Mittels Antikérpern wurden im Folgenden sowohl die iPLA2, als auch das -Aktin als
Beladungskontrolle detektiert. Zur Detektion der iPLA2 wurde die Membran zunéchst
fir eine Stunde getrocknet und dann fir 1 Minute in Methanol, anschlieBen fur
10 Minuten in PBS gewaschen. Im Anschluss wurde die Membran mit einer Losung aus
5% BSA in PBS (5 % BSA/PBS) fur eine Stunde blockiert. Die Membranen wurden mit
Antiphospholipase-A2-Antikdrpern aus dem Kaninchen, 1:15.000 in 5 % BSA/PBS,
4 °C, Uber Nacht inkubiert. Darauf folgten vier 7-minltige Waschschritte mit phosphat-
gepufferter Salzlésung mit Tween (PBST), gefolgt von einer 90-minitigen Inkubation
mit  Meerrettichperoxidase ~ (HRP)-markierten,  polyklonalen  anti-Kaninchen-
Immunglobulin-Antikérpern aus der Ziege, 1:5.000 in einer Lo6sung aus 2,5 %
Milchpulver (MP) in PBST (2,5 % MP/PBST). Zuletzt folgten weitere 3 Waschschritte
in PBST fir je 10 Minuten und abschlieBend ein 10-minutiger Waschschritt mit PBS. Zur
Detektion der an den Zweitantikérper gebundenen HRP, wurde das Lumi-Light Western
Blotting-Substrat, nach Angaben des Herstellers, verwendet und auf Amersham

Hyperfilm™ ECL, unter Verwendung von Rontgenentwickler und —fixierer, visualisiert.

Als Beladungskontrolle wurde B-Aktin nachgewiesen. Als Erstantikdrper wurden
monoklonale anti-p-Aktin-Antikérper aus der Maus, Klon AC-15, 1:100.000, in einer
Losung von 1 % Roti®-Block in PBST, verwendet. Als Zweitantikorper wurden HRP-
markierte polyklonale anti-Maus-Immunglobulin-Antikérper aus dem Kaninchen,
1:5.000 in 2,5 % MP/PBST eingesetzt und die Membran hiermit eine Stunde inkubiert.

Die Entwicklung erfolgte wie oben beschrieben.
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2.2.5 Aufreinigung von humanen mononukledren Zellen des

peripheren Blutes.
Die folgend beschriebenen Experimente wurden von der Ethikkomission GielRen

genehmigt (Nr. 81/13). Von gesunden mannlichen Spendern wurde 15 ml Blut in
Einmalspritzen mit 25 pl Heparin-Natriumlosung abgenommen. Einem Teil des
abgenommenen Blutes, wurde 5 ng/ml LPS hinzugefligt, wéhrend der verbliebene Anteil
unbehandelt blieb. Die enthaltenen humanen mononukledren Zellen des peripheren
Blutes (PBMC) wurden dann, mittels Leucosep, nach dem Prinzip der
Dichtegradzentrifugation, isoliert. AnschlieRend wurde pro Well eine Zellsuspension von
1 x 10° Zellen pro ml ausgesat und fiir 3 Stunden bei 37 °C und 5 % CO; inkubiert.
Danach folgte eine weitere 30-miniitige Inkubation mit 100 uM BzATP in An- oder
Abwesenheit von 1 mM B-NAD. Die nachfolgenden Schritte, wurden nach dem bereits
beschriebenen Schema der Experimente mit U937-Zellen durchgefihrt (vgl. 2.2.1.1).
AbschlieRend wurde die IL-1p-Konzentration und die LDH-AKktivitat in den zellfreien
Ubersténden der PBMC-Proben bestimmt.

2.2.6 Bestimmung der IL-1p-Konzentration und der LDH-Aktivitat.

2.2.6.1 1L-1B-Messung
Fur die Messung der IL-1B-Konzentrationen in zellfreiem Zellkulturiiberstand wurde das

DuoSet® Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA) Development System Human
IL-1B/IL-1F2 verwendet. Die Messungen wurden nach den vom Hersteller angegebenen
Schritten durchgefihrt.

2.2.6.2 Vitalitatsbestimmung von Zellen
Zur Verifizierung der Zellvitalitat wurde die Aktivitat des Zytoplasmaproteins LDH, im

zellfreien Uberstand aller Zellkulturiiberstande am Ende der Experimente bestimmt. Als
Referenzwert galt eine Probe, welche wie alle anderen Ansétze auch, 1 ml Zellsuspension
mit 1 x 108 Zellen/ml enthielt und wéhrend der Experimente nicht stimuliert wurde. Diese
Probe wurde am Ende der Experimente bei -80 °C flir mindestens 24 Stunden eingefroren,
um die Lyse moglichst aller Zellen zu erreichen. Die Bestimmung der LDH-AKktivitat
wurde, mittels CytoTox 96® Non-Radioactive Cytotoxicity Assay, nach Angaben des
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Herstellers, durchgefiihrt. Die ermittelte LDH-AKktivitat im zellfreien Uberstand der
Referenzprobe wurde gleich 100 % gesetzt und ermoglichte so eine Interpretation der
LDH-AKktivitat der Versuchsproben.

2.2.7 Statistische Datenauswertung
Zur statistischen Datenauswertung wurde das Statistikprogramm SPSS Statistics 21 von

IBM verwendet. Im ersten Schritt wurde der Kruskal-Wallis-Test angewendet. Dieser
diente dazu, zu errechnen, ob es sich bei der Verteilung der Messdaten um eine zuféllig
entstandene Verteilung halten kénnte. Bei einem p-Wert von kleiner 0,05 wurde gegen
eine solche, zuféllig entstandene Verteilung entschieden. Darauffolgend wurde der
Mann-Whitney-U-Test angewendet. Dieser nicht-parametrische Test ermittelt, ob sich
die Messwerte zweier unabhangiger Gruppen signifikant unterscheiden. Bei einem p-
Wert von kleiner 0,05 wurde von signifikanten Unterschieden ausgegangen. Der Kruskal-
Wallis-Test, sowie der Mann-Whitney-U-Test wurden, fur alle Messergebnisse der in
2.2.1 — 2.2.3 beschriebenen Versuche, verwendet. Hiervon ausgenommen waren die
Ergebnisse der Versuche mit PBMC. Fur die Auswertung der Messergebnisse dieser
Versuche wurde zuerst der Friedmann-Test angewendet. Dieser nicht-parametrische Test
ermittelt, ob sich die zentralen Tendenzen abhéngiger Gruppen unterscheiden. Bei einem
p-Wert von kleiner 0,05 wurde von einem signifikanten Unterschied ausgegangen und im
zweiten Schritt der Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test angewendet. Dieser nicht-
parametrische Test ermittelt, ob sich die Messerwerte zweier abhéngiger Gruppen
signifikant unterscheiden. Auch hier wurde bei einem p-Wert von kleiner 0,05 von

signifikanten Unterschieden ausgegangen.
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3 Ergebnisse

3.1 Kontrollexperimente
Im zellfreien Zellkulturiberstand unstimulierter U937-Zellen wurden IL-1pB-

Konzentrationen von 0,27 pg/ml — 7,46 pg/ml (Median = 3,025 pg/ml) gemessen. Nach
Stimulation mit LPS ber 5 Stunden zeigte sich, mit Messwerten von 1,61 pg/ml —
7,58 pg/ml (Median = 5,19 pg/ml), keine signifikante Erhéhung der IL-1p-Konzentration
im zellfreien Zellkulturiberstand im Vergleich zu nicht stimulierten Zellen. Die Zugabe
von BzATP (ber 30 Minuten hatte mit Werten von 23,02 pg/ml — 55,32 pg/ml und einem
Median von 42,01 pg/ml, eine signifikant (p = 0,0001, n = 12, Mann-Whitney-U-Test)
erhohte IL-1pB-Konzentration im Uberstand zur Folge (Abb. 3).

Der prozentuale Anteil der LDH-Aktivitat im zellfreien Uberstand wurde mit der
maximal moglichen LDH-Aktivitat nach Lyse der gleichen Zahl von Zellen verglichen.
Fur die verschiedenen Substanzkombinationen wurde dabei ein Wert von 6 % nie
uberschritten. Die Mediane der LDH-Konzentrationen mit Werten zwischen 1,24 % und
1,96 % zeigten eine geringe Variabilitat und keine Abhangigkeit von den verschiedenen
verwendeten Substanzen (Abb. 4).

Die gezeigten Daten entsprechen Kontrollexperimenten, welche bei den folgenden
Experimenten immer mitgefiihrt wurden. Hieraus ergibt sich die n-Zahl von 12. Die
Daten stammen aus Experimenten mit B-NAD, konditioniertem Medium und siRNA und

werden dort noch einmal gezeigt.
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Abbildung  3:  BzATP-induzierte  IL-1p-

Freisetzung aus U937 Zellen.

Die U937-Zellen wurden fir 5 Stunden mit LPS
stimuliert und anschlieBend fir 30 Minuten mit
BzATP inkubiert. BZATP flhrt zu einer signifikant
vermehrten Ausschittung von IL-1p aus LPS-
vorstimulierten U937-Zellen in den zellfreien
Uberstand.

Die Einzelwerte sind in Punkten dargestellt. Die
Balken stehen fur die Mediane und die Antennen
entsprechen den Perzentilen 25 und 75; Kruskal-
Wallis-Test, gefolgt vom Mann-Whitney-U-Test.
Die Daten dieser Kontrollexperimente stammen aus
den Versuchen mit B-NAD, Kkonditioniertem
Medium und siRNA. Daher ergibt sich eine n-Zahl
von 12. Einzelwerte werden bei den jeweiligen
Experimenten erneut gezeigt.

BzATP, 2'(3")-O-(4-Benzoylbenzoyl)Adenosin-5'-
Triphosphat-Triethylammonium-Salz; IL-1B,
Interleukin-1B; LPS, Lipopolysaccharid; B-NAD,
B-Nikotinamidadenindinukleotid; siRNA, small
interfering RNA
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Abbildung 4: LDH-Aktivitat im zellfreien

Uberstand von LPS stimulierten und mit BzZATP
inkubierten U-937-Zellen.

Die LDH-AKktivitat wurde im zellfreien Uberstand
gemessen und ins Verhaltnis zur maximalen LDH-
Aktivitat, welche lysierte Zellen freisetzten, gesetzt.
Ein Wert von 6 % wurde bei keinem der
Experimente (berschritten. Es konnten keine
signifikanten Unterschiede der gemessenen LDH-
Aktivitat gezeigt werden.

Die Einzelwerte sind in Punkten dargestellt. Die
Balken stehen fiir die Mediane und die Antennen
entsprechen den Perzentilen 25 und 75. Die Daten
dieser Kontrollexperimente stammen aus den
Versuchen mit B-NAD, konditioniertem Medium
und siRNA. Daher ergibt sich die n-Zahl von 12.
Einzelwerte  werden bei den jeweiligen
Experimenten erneut gezeigt.

BzATP, 2'(3')-O-(4-Benzoylbenzoyl)Adenosin-
5'-Triphosphat-Triethylammonium-Salz;  LDH,
Laktatdehydrogenase; LPS, Lipopolysaccharid;
B-NAD, B-Nikotinamidadenindinukleotid; SiRNA,
small interfering RNA

Inhibition der IL-13-Ausschiittung durch p-NAD.

In dieser ersten Versuchsreihe sollte die durch Hiller et al. gezeigte Inhibition der IL-1pB-
Ausschiittung durch B-NAD reproduziert werden (Hiller et al., 2018). Im zellfreien
Uberstand, von tiber 5 Stunden mit LPS vorstimulierten und mit BzZATP fiir 30 Minuten
inkubierten U937-Zellen, zeigte sich eine signifikante Erhéhung (p = 0,0001, n = 12,
Mann-Whitney-U-Test) der IL-13-Konzentration im Vergleich zu Zellen, welche nur mit
LPS vorstimuliert wurden (Abb. 3 und Abb. 5). Die Zugabe von 3-NAD gemeinsam mit
BzATP (ber 30 Minuten hatte, mit Messwerten von 1,39 pg/ml - 11,57 pg/ml und einem

Median von 2,865 pg/ml, eine signifikante Reduktion (p = 0,0001, n = 12, Mann-
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Whitney-U-Test) der IL-1B-Ausschiittung in den zellfreien Uberstand zur Folge (Abb. 5).
Der prozentuale Anteil der LDH-AKktivitat im zellfreien Uberstand Gberschritt nie einen
Anteil von 10 %. Die Mediane der LDH-AKktivitat lagen zwischen 1,8 % und 4,3 %. Im
statistischen Vergleich der verschiedenen, verwendeten Substanzen, zeigte sich die LDH-
Aktivitdt bei den Experimenten mit 3-NAD, im Vergleich zu unbehandelten Zellen,
geringfiigig aber statistisch signifikant (p = 0,003, n = 4, Mann-Whitney-U-Test) erhoht.
(Abb. 6).

60 p = 0,0001
* 4
-
50 -
L ]
f 40 R
=)
£ 30
@ [ ]
-— [ ]
A °
= 20 -
10 b
w1 v
[ 19
0
LPS - + + +
BzATP - - * +
B-NAD - - - +
12 12 12 12

Abbildung 5: B-NAD reduziert signifikant die BzATP-induzierte Ausschittung von IL-1p.
Die U937-Zellen wurden iiber 5 Stunden mit LPS vorstimuliert und anschlieBend fiir 30 Minuten mit -
NAD und BzATP inkubiert. BzATP fihrt zu einer signifikant vermehrten Ausschiittung von IL-1p aus
LPS-vorstimulierten U937 Zellen. Durch Zugabe von B-NAD wird diese Ausschiittung signifikant
reduziert.

Die Einzelwerte sind in Punkten dargestellt. Die Balken stehen fiir die Mediane und die Antennen
entsprechen den Perzentilen 25 und 75; Kruskal-Wallis-Test, gefolgt vom Mann-Whitney-U-Test. Die
gezeigten Daten entstammen der Experimente mit B-NAD, konditioniertem Medium und siRNA. Daher
ergibt sich die n-Zahl von 12. Einzelwerte werden bei den jeweiligen Experimenten erneut gezeigt.

BzATP, 2'(3")-0O-(4-Benzoylbenzoyl) Adenosin-5'-Triphosphat-Triethylammonium-Salz; IL-1B,
Interleukin-1B; LPS, Lipopolysaccharid; B-NAD, pB-Nikotinamidadenindinukleotid; siRNA, small
interfering RNA
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Abbildung 6: LDH-AKktivitat im zellfreien Uberstand von mit LPS stimulierten und mit BzZATP und
B-NAD inkubierten Zellen.

Die LDH-AKktivitat wurde im zellfreien Uberstand gemessen und ins Verhaltnis zur maximalen LDH-
Aktivitat, welche lysierte Zellen freisetzten, gesetzt. Die LDH-Aktivitat zeigte sich in den Experimenten,
in denen sowohl BZATP als auch B-NAD eingesetzt wurden geringfiigig, aber statistisch signifikant erhoht.
Ein Wert von 10 % wurde bei keinem der Versuche (iberschritten.

Die Einzelwerte sind in Punkten dargestellt. Die Balken stehen fur die Mediane und die Antennen
entsprechen den Perzentilen 25 und 75, Kruskal-Wallis-Test, gefolgt vom Mann-Whitney-U-Test. Die
Daten dieser Kontrollexperimente stammen aus den Versuchen mit B-NAD, konditioniertem Medium und
siRNA. Daher ergibt sich die n-Zahl von 12. Einzelwerte werden bei den jeweiligen Experimenten erneut
gezeigt.

BzATP, 2'(3")-0O-(4-Benzoylbenzoyl)Adenosin-5'-Triphosphat-Triethylammonium-Salz; LDH,

Laktatdehydrogenase; LPS, Lipopolysaccharid; B-NAD, B-Nikotinamidadenindinukleotid; siRNA, small
interfering RNA

3.3 Inhibition der IL-1B-Ausschiittung durch g-NAD bei humanen

mononukledren Zellen des peripheren Blutes.
Um den Einfluss von B-NAD auf die IL-1B-Ausschiittung bei humanen priméren Zellen

zu zeigen, erfolgten die folgenden Experimente. Im Blut von gesunden mannlichen
Spendern wurden humane mononukleére Zellen des peripheren Blutes (PBMC) isoliert.
Ein Teil der isolierten Zellen wurde Gber 3 Stunden mit LPS vorstimuliert, der andere
Teil nicht. Im zellfreien Uberstand von unstimulierten PBMC zeigte sich eine IL-1p-
Konzentration zwischen 31 pg/ml und 99 pg/ml (Median = 47,5 pg/ml). Die Zugabe von
BzATP Uber 30 Minuten fuhrte, mit Messwerten zwischen 335 pg/ml und 4070 pg/ml, zu
einer signifikanten Erhéhung (p = 0,028, n = 6, Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test) der IL-
1B-Konzentration im zellfreien Uberstand. Bei zusitzlicher Zugabe von B-NAD (iber

30 Minuten zeigte sich, mit Messwerten zwischen 82 pg/ml und 1140 pg/ml
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(Median= 300,5 pg/ml), eine signifikante Reduktion (p = 0,028, n = 6, Wilcoxon-
Vorzeichen-Rang-Test) der IL-1B-Ausschittung (Abb. 7 A).

Die mit LPS vorstimulierten PBMC zeigten ahnliche Ergebnisse: Die Vorstimulation mit
LPS fihrte zu einer Konzentration zwischen 53 pg/ml - 681 pg/ml an IL-1p im zellfreien
Uberstand. Die 30-minitige Zugabe von BzATP fiihrte auch hier, mit Messwerten
zwischen 669 pg/ml und 16050 pg/ml (Median = 5662 pg/ml) zu einem signifikanten
Anstieg (p = 0,028, n = 6, Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test) der IL-1B-Konzentration im
zellfreien Uberstand. Die zusitzliche Zugabe von B-NAD Uber 30 Minuten zeigte, mit
Messwerten zwischen 335 pg/ml und 6750 pg/ml, eine signifikante Reduktion der IL-18-
Ausschittung im Vergleich zu mit LPS vorstimulierten und mit BzATP inkubierten
PBMC (Abb. 7 B). Insgesamt zeigte sich, zwischen den einzelnen Spendern, eine hohe
interindividuelle Streuung (Abb. 7 A; B).
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Abbildung 7 A; B: B-NAD inhibiert die IL-18-Ausschittung durch humane mononukleére Zellen des
peripheren Blutes.

A: Humane mononukleére Zellen des peripheren Blutes wurden aus dem Blut méannlicher Spender isoliert
und mit BZATP und B-NAD uber 30 Minuten inkubiert. BzZATP fiihrte zu einer signifikant erhdhten IL-
1B-Ausschiittung. Durch die zusétzliche Zugabe von B-NAD wird dieser Effekt signifikant inhibiert.

B: Humane mononukleére Zellen des peripheren Blutes wurden aus dem Blut mannlicher Spender isoliert
und mit LPS vorstimuliert, sowie fiir 30 Minuten mit BZATP und B-NAD inkubiert. BzATP flhrte zu einer
signifikant erhdhten IL-1B-Ausschiittung. Durch die zusétzliche Zugabe von B-NAD wird dieser Effekt
signifikant inhibiert.

A; B: Zwischen den einzelnen Spendern bestand eine hohe interindividuelle Streuung. Die Einzelwerte
sind in Punkten dargestellt und die Einzelwerte der individuellen Spender wurden jeweils mit Strichen
verbunden; Friedmann-Test gefolgt vom Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test.

BzATP, 2'(3")-0-(4-Benzoylbenzoyl)Adenosin-5'-Triphosphat-Triethylammonium-Salz; IL-1B,
Interleukin-1B; LPS, Lipopolysaccharid; -NAD, B-Nikotinamidadenindinukleotid
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Der prozentuale Anteil der LDH-Aktivitat im zellfreien Uberstand zeigte, in beiden
Settings, ebenfalls eine hohe interindividuelle Variabilitat. Die LDH-Aktivitat lag bei
nicht stimulierten Zellen zwischen 2,31 % - 10,4 %, nach Zugabe von BzATP zwischen
3,9 % - 13,4 % sowie nach Zugabe von B-NAD zwischen 4,4 % - 16,3 % (Abb 8 A). Fur
die mit LPS vorstimulierten PBMC zeigten sich dhnliche Daten: Die Streuung der LDH-
Aktivitat, von mit LPS vorstimulierten PBMC, lag zwischen 6,2 % - 8,2 %, nach Zugabe
von BzATP zwischen 3,85 % - 11,53 % sowie nach Zugabe von -NAD zwischen 6,8 %
- 15,3 % (Abb 8 B). Es zeigte sich kein signifikanter Unterschied der LDH-Aktivitét
zwischen den Zellkulturtiberstdnden der einzelnen experimentellen Ansdtze (Abb. 8
A; B).
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Abbildung 8 A; B: LDH-AKktivitat im zellfreien Uberstand von mit BzZATP und B-NAD inkubierten
human mononukleédren Zellen des peripheren Blutes.

A: Die LDH-Aktivitat wurde im zellfreien Uberstand gemessen und ins Verhaltnis zur maximalen LDH-
Aktivitat, welche lysierte Zellen freisetzten, gesetzt. Ein Wert von 16,3 % wurde bei keinem der Versuche
Uberschritten. Die LDH-Aktivitat zeigte keinen signifikanten Unterschied zwischen den einzelnen
experimentellen Ansétzen.

B: Die LDH-AKtivitat wurde im zellfreien Uberstand gemessen und ins Verhéltnis zur maximalen LDH-
Aktivitat, welche lysierte Zellen freisetzten, gesetzt. Ein Wert von 15,3 % wurde bei keinem der Versuche
Uberschritten. Die LDH-Aktivitat zeigte keinen signifikanten Unterschied zwischen den einzelnen
verwendeten Substanzen.

A,; B: Die LDH-Aktivitat der verschiedenen Spender zeigten eine hohe interindividuelle Variabilitét. Die
Einzelwerte sind in Punkten dargestellt. Die Balken stehen fur die Mediane und die Antennen entsprechen
den Perzentilen 25 und 75; Friedmann-Test gefolgt vom Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test.

BzATP, 2'(3")-0-(4-Benzoylbenzoyl)Adenosin-5'-Triphosphat-Triethylammonium-Salz; IL-1B,
Interleukin-1p; LDH, Laktatdehydrogenase; LPS, Lipopolysaccharid; B-NAD, B-
Nikotinamidadenindinukleotid
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3.4 Aufhebung der B-NAD-vermittelten Inhibition der IL-1-

Ausschtttung durch Verwendung von Inhibitoren der iPLA2.
Als néchstes wurde untersucht, inwieweit die iPLA2f eine Rolle in der zu untersuchenden

Signaltransduktion spielt. Um dies zu klé&ren, wurden die oben beschriebenen IL-18-
Freisetzungsexperimente mit U937-Zellen durchgefiihrt, jedoch erfolgte zusammen mit
BzATP und B-NAD die Zugabe der iPLA2B-Inhibitoren BEL oder ATK. Es zeigte sich,
sowohl flr BEL, mit Messwerten zwischen 27,7 pg/ml und 42,44 pg/ml

(Median = 35,26 pg/ml), als auch fiir ATK, mit Messwerten zwischen 30,65 pg/ml und
37,02 pg/ml (Median: 36,18 pg/ml), eine signifikante Aufhebung (p = 0,029, n =4, Mann-
Whitney-U-Test) des durch B-NAD vermittelten inhibitorischen Effekts auf die IL-1pB-
Ausschittung (Abb. 9).

Der prozentuale Anteil der LDH-AKtivitat im zellfreien Uberstand (iberschritt nie einen
Anteil von 7,5 %. Die Mediane der LDH-AKktivitat zeigten, mit Werten zwischen 3,45 %
und 5,02 %, eine geringe Variabilitdt und keine Abhéangigkeit von den verwendeten
Substanzen (Abb. 10).
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Abbildung 9: BEL und ATK fuhren zu einer signifikanten Aufhebung der p—-NAD vermittelten
Inhibition der IL-1p Ausschittung.

Die U937-Zellen wurden iiber 5 Stunden mit LPS vorstimuliert und anschlieBend fiir 30 Minuten mit B-
NAD und BzATP inkubiert. BzZATP filhrt zu einer vermehrten Ausschiittung von IL-1p aus LPS-
vorstimulierten U937 Zellen. Durch Zugabe von B-NAD wird diese Ausschittung signifikant reduziert.
Die Zugabe von jeweils BEL oder ATK Uber 30 Minuten, fuhrt zu einer signifikanten Aufhebung der
durch B-NAD induzierten Inhibition der IL-13-Ausschiittung.

Ein p-Wert von 0,029 (Mann-Whitney-U-Test) zeigte sich sowohl bei der Zugabe von BEL, als auch bei
der Zugabe von ATK (geschweifte Klammer).

Die Einzelwerte sind in Punkten dargestellt. Die Balken stehen fir die Mediane und die Antennen
entsprechen den Perzentilen 25 und 75; Kruskal-Wallis-Test, gefolgt vom Mann-Whitney-U-Test.

ATK,  Arachidonyl-Trifluoromethylketon;  BEL,  Bromoenollakton;  BzATP, 2'(3")-O-(4-
Benzoylbenzoyl)Adenosin-5'-Triphosphat-Triethylammonium-Salz; IL-1p, Interleukin-1p; iPLA2p,
kalziumunabhingige Phospholipase A2B; LPS, Lipopolysaccharid; B-NAD, B-
Nikotinamidadenindinukleotid
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Abbildung 10: LDH-Aktivitat im zellfreien Uberstand von mit LPS stimulierten und mit
BZATP und B-NAD inkubierten Zellen unter Verwendung von Inhibitoren fiir die iPLA2p.

Die LDH-AKktivitat wurde im zellfreien Uberstand gemessen und ins Verhéltnis zur maximalen LDH-
Aktivitat, welche lysierte Zellen freisetzten, gesetzt. Ein Wert von 7,5 % wurde bei keinem der Versuche
uberschritten. Die LDH-Aktivitat zeigte keinen signifikanten Unterschied zwischen den einzelnen
experimentellen Ansétzenn.

Die Einzelwerte sind in Punkten dargestellt. Die Balken stehen fiir die Mediane und die Antennen
entsprechen den Perzentilen 25 und 75; Kruskal-Wallis-Test, gefolgt vom Mann-Whitney-U-Test.

ATK,  Arachidonyl-Trifluoromethylketon;  BEL,  Bromoenollakton; BzATP,  2'(3")-O-(4-
Benzoylbenzoyl)Adenosin-5'-Triphosphat-Triethylammonium-Salz;  IL-13, Interleukin-1p; LDH,
Laktatdehydrogenase; LPS, Lipopolysaccharid; B-NAD, B-Nikotinamidadenindinukleotid

3.5 Die Herunterregulation der iPLA2B-Expression hebt den
inhibitorischen Effekt von B-NAD auf.

Zur weiteren Festigung der Theorie, welche der iPLA2f eine entscheidende Rolle im
Signalweg der durch B-NAD inhibierten Freisetzung von IL-1 beimisst, erfolgte eine
Herunterregulation der PLA2G6-Expression mittels siRNA-Technik. Hierbei wurden die
U937-Zellen mit siRNA transfiziert und 48 Stunden inkubiert. Zur Kontrolle maglicher
unspezifischer Effekte der siRNA-Transfektion wurde zusétzlich eine unspezifische
siRNA (Kontroll-siRNA) als Negativkontrolle verwendet. Zudem erfolgten Kontrollen
mit nicht-transfizierten U937-Zellen.

Sowohl unter Verwendung von nicht transfizierten Zellen, als auch bei der Verwendung
von mit unspezifischer SiRNA transfizierten Zellen, zeigte sich eine durch f-NAD
vermittelte signifikante Inhibition (U937: p = 0,029, n = 4, Mann-Whitney-U-Test;
Kontroll-siRNA: p = 0,029, n = 4, Mann-Whitney-U-Test) der IL-1B-Freisetzung in den
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zellfreien Uberstand (Abb.11). Bei Verwendung von U937-Zellen, in welchen die
PLA2G6-Expression mittels siRNA-Technik herunterreguliert wurde, konnte diese
Inhibition nicht mehr gezeigt werden: Mit Messwerten von 35,03 pg/ml - 49,83 pg/ml
(Median = 41,075 pg/ml) zeigte sich keine signifikante Inhibition (p = 0,248, n =4, Mann-
Whitney-U-Test) der IL-1B Freisetzung in den zellfreien Uberstand durch die Zugabe von
B-NAD (Abb. 11).

Der prozentuale Anteil der LDH-AKtivitit im zellfreien Uberstand Gberschritt nie einen
Anteil von 11 %. Die Mediane der LDH-AKktivitat zeigten, mit Werten zwischen 3,67 %
und 5,63 % geringe Variabilitat und keine Abhé&ngigkeit von den durchgefihrten
Transfektionen (Abb. 12). Innerhalb der 3 experimentellen Gruppen (U937, Kontroll-
siRNA und iPLA2B-siRNA), zeigte sich die LDH-Aktivitat in den Experimenten, in
denen B-NAD zugesetzt wurde, im Vergleich zu unstimulierten Zellen signifikant erhéht
(p = 0,029, n = 4, Mann-Whitney-U-Test).
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Abbildung 11: Die Herunterregulation der PLA2G6-Expression mittels siRNA-Technik fuhrt zu
einer Aufhebung der B-NAD-vermittelten Inhibition der IL-1f-Ausschuttung.

Nicht transfizierte U937-Zellen wurden Uber 5 Stunden mit LPS vorstimuliert und anschlieRend fir 30
Minuten mit B-NAD und BzATP inkubiert. BZATP fihrt zu einer signifikant vermehrten Ausschiittung
von IL-1B aus mit LPS vorstimulierten U937 Zellen. Durch Zugabe von 3-NAD wird diese Ausschiittung
signifikant reduziert. Diese Effekte lieRen sich ebenfalls fir U937-Zellen, welche mit einer unspezifischen
SiRNA (Kontroll-siRNA) transfiziert wurden, zeigen. U937-Zellen, in welchen die PLA2G6-Expression
herunterreguliert wurde, zeigen bei Inkubation mit f-NAD und BzATP sowie Vorstimulation mit LPS
keine signifikante Inhibition der 1L-1B-Ausschiittung in den zellfreien Uberstand.

Die Einzelwerte sind in Punkten dargestellt. Die Balken stehen fir die Mediane und die Antennen
entsprechen den Perzentilen 25 und 75; Kruskal-Wallis-Test, gefolgt vom Mann-Whitney-U-Test.

BzATP, 2'(3")-0O-(4-Benzoylbenzoyl) Adenosin-5'-Triphosphat-Triethylammonium-Salz; IL-1B,
Interleukin-1B; iPLA2p, kalziumunabhéngige Phospholipase A2; LPS, Lipopolysaccharid; B-NAD, B-
Nikotinamidadenindinukleotid; siRNA, small interfering RNA
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Abbildung 12: LDH-AKktivitat im zellfreien Uberstand von mit LPS stimulierten und mit BzZATP
und B-NAD inkubierten transfizierten und nicht transfizierten U937-Zellen.

Die LDH-AKktivitat wurde im zellfreien Uberstand gemessen und ins Verhaltnis zur maximalen LDH-
Aktivitat, welche lysierte Zellen freisetzten, gesetzt. Ein Wert von 11 % wurde bei keinem der Experimente
uberschritten. Die Mediane der LDH-AKktivitat zeigten eine geringe Variabilitat und keine Abh&ngigkeit
von den durchgefiihrten Transfektionen. Innerhalb der 3 Experimentengruppen (U937, Kontroll-siRNA
und iPLA2B-siRNA), zeigte sich die LDH-Aktivitat in den Experimenten, in denen B-NAD zugesetzt
wurde, im Vergleich zu unstimulierten Zellen geringfligig jedoch statistisch signifikant erhéht.

Die Einzelwerte sind in Punkten dargestellt. Die Balken stehen fiir die Mediane und die Antennen
entsprechen den Perzentilen 25 und 75; Kruskal-Wallis-Test, gefolgt vom Mann-Whitney-U-Test.

BzATP, 2'(3")-0-(4-Benzoylbenzoyl)Adenosin-5'-Triphosphat-Triethylammonium-Salz; IL-1B,

Interleukin-1B; iPLA2p, kalziumunabhingige Phospholipase A2B; LDH, Laktatdehydrogenase; LPS,
Lipopolysaccharid; B-NAD, B-Nikotinamidadenindinukleotid; siRNA, small interfering RNA

3.5.1 Uberpriifung der Herunterregulation der iPLA2B-Expression

mittels Western Blot-Verfahren.
Um die Effizienz der in 2.2.3 beschriebenen Transfektionen zu tberprifen, wurden

Western Blots durchgefuhrt. U937-Zellen wurden mittels siRNA-Technik, wie oben
beschrieben, transfiziert und flr 48 Stunden inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen
lysiert. Aus den Lysaten erfolgten SDS-Polyacrylamid-Gelektrophoresen, welchen
Western Blots zum Nachweis der iPLA2B-Proteinexpression angeschlossen wurden.
AbschlieRend wurde die optische Dichte (OD) der Banden gemessen. Neben der OD der
iPLA2B-Banden, der nicht transfizierten und transfizierten U937-Zellen, wurde die OD
der B-Aktin-Banden gemessen und diese zueinander ins Verhaltnis gesetzt (AU, arbitrary
units). Als Vergleich dienten die Experimente, der mit Kontroll-siRNA transfizierten
U937-Zellen, deren AU auf 1 festgelegt wurde. Die Transfektion der U937-Zellen mit
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siRNA gegen die iPLA2P fiihrte, mit Messwerten zwischen 0,58 und 0,89 AU
(Median = 0,7 AU), zu einer signifikanten Reduktion (p = 0,029, n = 4, Mann-Whitney-
U-Test) des iPLA2B-Proteins (Abb. 13).
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Abbildung 13: Die Transfektion mit SIRNA gegen die iPLA2 fiihrt zu einer signifikanten Reduktion
der Expression des iPLA2B-Proteins.

Dargestellt ist ein exemplarischer Western Blot (links). Im Western Blot wurde die OD der Banden
gemessen. Die OD der iPLA2B-Banden wurde ins Verhéltnis zu jenen von B-Aktin gesetzt (AU). Als
Kontrolle dienten mit Kontroll-siRNA transfizierte U937-Zellen, deren AU auf 1 festgelegt wurde.

Die Einzelwerte sind in Punkten dargestellt. Die Balken stehen fiir die Mediane und die Antennen
entsprechen den Perzentilen 25 und 75; Kruskal-Wallis-Test, gefolgt vom Mann-Whitney-U-Test.

AU, arbitrary units; iPLA2B, kalziumunabhingige Phospholipase A2B; OD, optische Dichte, SiRNA,
small interfering RNA

3.6 Konditioniertes Medium

3.6.1 Konditioniertes Medium inhibiert die BzZATP-vermittelte

Ausschittung von IL-1p.
In der Annahme, dass B-NAD zu einer Ausschiittung eines I8slichen niedermolekularen

Faktors in den zellfreien Uberstand des Mediums flihrt, erfolgten die folgenden IL-1pB-
Freisetzungsexperimente unter Einsatz von konditioniertem Medium. Zum Vergleich
wurden Kontrollexperimente unter Verwendung von normalem, nicht konditioniertem
Medium mitgefiihrt. Das konditionierte Medium entsprach dem zellfreien Uberstand von
U937-Zellen, die fiir 5 Stunden mit LPS vorstimuliert wurden und anschliefend mit -
NAD fir 30 Minuten inkubiert wurden.
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Die Inkubation der U937-Zellen in konditioniertem Medium wéhrend der Stimulation mit
BzATP hatte, mit Messwerten zwischen 7,36 pg/ml und 13,99 pg/ml und einem Median
von 10,68 pg/ml, eine signifikante Reduktion (p = 0,029, n = 4, Mann-Whitney-U-Test)
der BZATP-induzierten IL-1B-Ausschiittung in den zellfreien Uberstand zur Folge (Abb.
14).

3.6.2 Die Wirksamkeit von konditioniertem Medium ist unabhangig

von P2Y1- und P2Y11-Rezeptoren.
Um die Unabhangigkeit der Wirkung des konditionierten Mediums von den P2Y ;- und

P2Y11-Rezeptoren zu zeigen, erfolgten Experimente mit Antagonisten fiir diese beiden
Rezeptoren. Es erfolgte jeweils die Zugabe des P2Y1-Rezeptor-Antagonisten MRS2279
und des P2Y 11-Rezeptor-Antagonisten NF340 fur 30 Minuten. Die Zugabe von MRS2279
zu mit tGber 30 Minuten mit BzATP stimulierten und in konditioniertem Medium
inkubierten U937-Zellen, flihrte nicht zu einer Aufhebung des inhibierenden Effekts des
konditionierten Mediums auf die Ausschittung von IL-1p. Mit Messwerten zwischen
10,84 pg/ml und 15,57 pg/ml (Median = 14,69 pg/ml) zeigte sich, trotz Anwesenheit des
Antagonisten flr den P2Y 1-Rezeptor, weiterhin eine signifikante Reduktion (p = 0,029,
n = 4, Mann-Whitney-U-Test) der IL-1B-Ausschittung, im Vergleich zu den
entsprechenden Experimenten mit nicht konditioniertem Medium. Auch in Anwesenheit
des P2Y1:-Rezeptor-Antagonisten NF340 kommt es nicht zu einer Aufhebung des
inhibitorischen Effekts des konditionierten Mediums auf die IL-1B-Ausschittung (IL-1p-
Konzentrationen: 9,22 pg/ml - 16,47 pg/ml, Median = 12,74 pg/ml, p = 0,029, n = 4,
Mann-Whitney-U-Test) (Abb. 14).

3.6.3 Die Wirksamkeit von konditioniertem Medium ist unabhangig

von der iPLA2.
Die folgenden Experimente erfolgten um die Unabhéngig der Wirkung des

konditionierten Mediums von der iPLA2B zu zeigen. Die U937 Zellen wurden fur
5 Stunden mit LPS vorstimuliert und anschlieBend fir 30 Minuten in konditioniertem
Medium mit BzATP, unter Zugabe des iPLA2-Inhibitors BEL uber 30 Minuten,
stimuliert. Mit Messwerten zwischen 8,94 pg/ml und 14,78 pg/ml (Median = 12,38 pg/ml)
zeigte sich eine signifikante Reduktion (p = 0,029, n = 4, Mann-Whitney-U-Test) der IL-
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1B-Konzentration im Vergleich zur Positivkontrolle mit nicht konditioniertem Medium
(Abb. 14).

3.6.4 Konditioniertes Medium wirkt Gber die nAChR-Untereinheiten

09/a10.
Um die Wirkweise des l6slichen bioaktiven Faktors am nAChR zu untersuchen, erfolgten

Experimente mit Zugabe von Antagonisten der nAChR-Untereinheiten. Als Antagonist
der nAChR-Untereinheit o7 wurde das a-Conopeptid AriB[V11L,V16D] und als
Antagonist fiir die NAChR-Untereinheiten 09/010 das a-Conopeptid RglA verwendet.
Die Experimente erfolgten zudem in Anwesenheit von BEL. Die U937-Zellen wurden
fur 5 Stunden mit LPS vorstimuliert und anschlieend fir 30 Minuten in konditioniertem
Medium mit BzATP, BEL und ArIB[V11L,V16D] oder RgIA inkubiert. Trotz der
zusitzlichen Zugabe des a7 nAChR-Antagonisten ArIB[V11L,V16D] zeigte sich, mit
Messwerten zwischen 8,18 pg/ml und 16,18 pg/ml (Median = 12,54 pg/ml), eine
signifikanten Reduktion (p = 0,029, n = 4, Mann-Whitney-U-Test) der IL-1p-

Konzentration im zellfreien Uberstand (Abb. 14).

Im Gegensatz dazu, fiihrte die zusétzliche Zugabe des Antagonisten fir die nAChR-
Untereinheiten 09/a10 RgIA, zu keiner signifikanten Inhibition der IL-1p-Ausschiittung
(IL-1B-Konzentrationen: 51,77 pg/ml - 55,13 pg/ml, Median = 52,84 pg/ml, p = 0,486,
n = 4, Mann-Whitney-U-Test), im Vergleich zur Positivkontrolle mit nicht
konditioniertem Medium (Abb. 14).
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Abbildung 14: p—NAD fuhrt zur Ausschittung eines léslichen bioaktiven Faktors in den zellfreien
Uberstand.

Als Positivkontrolle erfolgten Experimente ohne konditioniertes Medium (links). Die U937-Zellen wurden
tber 5 Stunden mit LPS vorstimuliert und anschlieRend fiir 30 Minuten mit BzATP in konditioniertem
Medium inkubiert (rechts). BzATP flihrt unter Verwendung von konditioniertem Medium nicht zu einer
vermehrten Ausschiittung von IL-1B in den zellfreien Uberstand. Im Vergleich zur Positivkontrolle zeigt
sich die IL-1B-Konzentration signifikant reduziert. Dieser Effekt bleibt auch unter Zugabe von BEL als
Antagonist der iPLA2, sowie unter Zugabe der P2Y:- (MRS2279) und P2Y1:- (NF340) Rezeptor-
Antagonisten bestehen. Auch die Zugabe des Antagonisten der nAChR-Untereinheit a7 (a.-Conopeptid
ArIB[V11L,V16D]) fihrt zu einer signifikant reduzierten IL-1B-Ausschittung in den zellfreien Uberstand
im Vergleich zur Positivkontrolle. Die p-Werte lagen flr alle genannten Substanzen bei 0,029 (geschweifte
Klammer).

Die Zugabe des Antagonisten der nAChR-Untereinheiten a9a10, (a-Conopeptid RgIA4) zeigt keine
signifikante Reduktion der IL-1B-Konzentration im zellfreien Uberstand des konditionierten Mediums.

Die Einzelwerte sind in Punkten dargestellt. Die Balken stehen fiir die Mediane und die Antennen
entsprechen den Perzentilen 25 und 75; Kruskal-Wallis-Test, gefolgt vom Mann-Whitney-U-Test.

ATK,  Arachidonyl-Trifluoromethylketon;  BEL, Bromoenollakton;  BzATP, 2'(3")-0O-(4-
Benzoylbenzoyl)Adenosin-5'-Triphosphat-Triethylammonium-Salz;  IL-1p, Interleukin-1p;  LPS,
Lipopolysaccharid; p-NAD, B-Nikotinamidadenindinukleotid

Der prozentuale Anteil der LDH-Aktivitat im zellfreien Uberstand, der unter 3.6.1 — 3.6.4
beschriebenen Experimente, Gberschritt nie einen Anteil von 5 %. Die Mediane der LDH-
Aktivitat zeigten, mit Werten zwischen 2,55 % und 3,83 %, eine geringe Variabilitat
(Abb. 15). Die LDH-AKktivitat in den Experimenten mit konditioniertem Medium zeigte
sich, unter Verwendung von LPS und ATP, BEL und ArIB[V11L,V16D], im Vergleich
zu unbehandelten Zellen in nicht konditioniertem Medium, geringfligig, aber statistisch
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signifikant erhoht (p = 0,029, n = 4, Mann-Whitney-U-Test). Fir NF340, MRS2279 und
RglA4 lieR sich kein statistisch signifikanter Unterschied, dennoch eine Tendenz zu
erhdhter LDH-AKktivitdt unter Verwendung von konditioniertem Medium, feststellen
(p=0,057, n =4, Mann-Whitney-U-Test). Verglichen mit der gemessenen LDH-Aktivitat
der Zellkulturtberstande aus Experimenten mit 3-NAD in nicht konditioniertem Medium,
liel3 sich fir die verschiedenen verwendeten Substanzen kein signifikanter Unterschied

der LDH-AKtivitat unter Verwendung von konditioniertem Medium feststellen.
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Abbildung 15: LDH-Aktivitat im zellfreien Uberstand von mit LPS stimulierten und mit BZATP
und B-NAD inkubierten Zellen sowie unter Verwendung von konditioniertem Medium.

Die LDH-AKktivitit wurde im zellfreien Uberstand gemessen und ins Verhaltnis zur maximalen LDH-
Aktivitat, welche lysierte Zellen freisetzten, gesetzt. Ein Wert von 5 % wurde bei keinem der Versuche
Uberschritten. Die LDH-Aktivitat in den Experimenten mit konditioniertem Medium zeigten sich, unter
Verwendung von LPS und ATP, BEL und ArIB[V11L,V16D], im Vergleich zu unbehandelten Zellen in
nicht konditioniertem Medium, geringfugig, aber statistisch signifikant erhdht. Fur NF340, MRS2279 und
RglA4 lieR sich kein statistisch signifikanter Unterschied, dennoch eine Tendenz zu einer erhdhten LDH-
Aktivitat, unter Verwendung von konditioniertem Medium, feststellen. Verglichen mit der gemessenen
LDH-AKktivitat der Zellkulturliberstdnde der Experimente mit B-NAD in nicht konditioniertem Medium,
liel3 sich fur die verschiedenen verwendeten Substanzen kein signifikanter Unterschied der LDH-Aktivitt,
unter Verwendung von konditioniertem Medium, feststellen.

Die Einzelwerte sind in Punkten dargestellt. Die Balken stehen fur die Mediane und die Antennen
entsprechen den Perzentilen 25 und 75; Kruskal-Wallis-Test, gefolgt vom Mann-Whitney-U-Test.

ATK,  Arachidonyl-Trifluoromethylketon;  BEL,  Bromoenollakton;  BzATP,  2'(3)-O-(4-
Benzoylbenzoyl)Adenosin-5'-Triphosphat-Triethylammonium-Salz;  IL-1B, Interleukin-1§; LDH,
Laktatdehydrogenase; LPS, Lipopolysaccharid; B-NAD, B-Nikotinamidadenindinukleotid
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4 Diskussion

4.1 Wirkmechanismus und Signaltransduktion
Die vorliegende Arbeit kniipft an VVorarbeiten meines Kollegen Dr. med Sebastian Hiller

an, der zeigte, dass in einer monozytéren Zelllinie, f-NAD durch Bindung an den P2Y ;-
und den P2Yii-Rezeptor einen inhibitorischen Einfluss auf die ATP-vermittelte
Freisetzung von IL-1B hat (Hiller et al., 2018). Im Rahmen dieser Signaltransduktion
kommt es zu einer Aktivierung der nAChR, welche eine Inhibition des ATP-abhangigen
P2X7-Rezeptors zur Folge hat (Hiller et al., 2018). In dieser Arbeit sollte untersucht
werden, wie die Signaltransduktion zwischen den G-Protein-gekoppelten Rezeptoren
P2Y1 und P2Y1: und den nAChR erfolgt. Dazu wurde der durch Hiller et al. gezeigte
Effekt reproduziert und an priméren humanen Zellen tGberprift. Nachfolgend wurden
Versuchsreihen durchgefihrt, um die in Abschnitt 1.7 aufgestellten Hypothesen zu

prufen:

1. Die iPLA2B (PLA2G6) ist an der PB-NAD-vermittelten Signaltransduktion
beteiligt.

2. B-NAD induziert die Ausschuttung eines loslichen bioaktiven Faktors, der als
Agonist an nAChRs fungiert.

3. Die nAChR-Untereinheiten a9 ist fur die Wirkung des loslichen Faktors von
essenzieller Bedeutung.

Die Ergebnisse der Thesis sollen nachfolgend anhand der relevanten Literatur diskutiert

werden.

In der ersten Versuchsreihe wurde der durch Hiller et al. (Hiller et al., 2018) gezeigte
inhibitorische Effekt des B-NAD auf die IL-1B-Ausschittung aus Monozyten
reproduziert. Eine Dosis von 1 mM B-NAD fiuhrte dabei zu einer fast vollstdndigen
Inhibition der BzZATP-induzierten IL-1B-Ausschittung aus U937-Zellen (Abb. 5). Es ist
bekannt, dass intrazellular hohe Konzentrationen an B-NAD eine Aktivierung des
NLRP3-Inflammasoms verhindern kénnen und so ebenfalls zu einer verminderten IL-1-
Ausschittung fuhren (Traba et al., 2015). Extrazelluldres B-NAD kann (ber die
Zellmembran in die Zelle aufgenommen werden; dies erfolgt allerdings langsam, mit
einem Hohepunkt nach etwa 6 Stunden (Bruzzone et al., 2001; Pittelli et al., 2011). Da in
der vorliegenden Arbeit die gemeinsame Inkubationszeit der U937-Zellen mit B-NAD

und BzATP bei 30 Minuten lag und es in dieser Zeit bereits zu einer nahezu vollstandigen
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Inhibition der IL-1p-Ausschittung kam, erscheint eine verminderte Aktivierung des

NRLP3-Inflammasoms durch Aufnahme des extrazelluldren B-NAD unwahrscheinlich.

Bei den verwendeten U937-Zellen handelt es sich um eine humane, histiozytare
Lymphomzelllinie, welche als in vitro-Modell fir humane Monozyten sehr gut etabliert
ist und bereits in zahlreichen Studien verwendet wurde (Sundstrém & Nilsson, 1976;
Minafraetal., 2011; Galindo & Clavijo-Ramirez, 2020). Es ist bekannt, dass U937-Zellen
zu Makrophagen differenzieren kénnen (Caligo et al., 1996; Minafra et al., 2011),
zahlreiche Eigenschaften von humanen Monozyten aufweisen und einfach in der
Handhabung sind (Chanput et al., 2015). Dennoch birgt eine Kultivierung von Zellen,
aullerhalb ihrer nattrlichen Umgebung und ohne die Interaktion mit anderen Zellen, die
Madglichkeit eines abweichenden Antwortverhaltens und einer abweichenden Sensitivitét,
im Vergleich zu somatischen Zellen in ihrer natiirlichen Umgebung (Haynes, 2006;
Schildberger et al., 2013). Neben den Vorteilen der U937-Zelllinie, ist zudem zu
erwahnen, dass es sich um eine Krebszelllinie handelt, welche Mutationen und
Chromosomenanomalien aufweisen kann und bei der mit der Zeit weitere Mutationen
auftreten kdnnen (Strefford et al., 2001).

Auf Grund der genannten Limitationen der U937-Zellen, wurde der inhibitorische Effekt
des B-NAD auf die BzZATP-induzierte Freisetzung von IL-1p in der vorliegenden Arbeit
an primdren humanen PBMC von gesunden ménnlichen Spendern lberprift (Abb.7 A,
B). Die inhibierende Wirkung von B-NAD auf die BzATP-induzierte Freisetzung von IL-
1B konnte in den PBMC bestatigt werden. Der Effekt zeigte sich signifikant, jedoch nicht
in einem so starken Ausmal3, wie er bei den eingesetzten U937-Zellen zu beobachten war.
PBMC schlieBen neben Monozyten in verschiedenen Differenzierungs- und
Aktivierungsstadien auch Lymphozyten, natirliche Killerzellen und dendritische Zellen
mit ein (Bolen et al., 2011), welche moglicherweise nicht in gleichem Mafe auf B-NAD
reagieren. Diese gemischte Zusammensetzung kann auch eine Erklarung fir die hohe
interindividuelle Variabilitat der einzelnen Blutspender sein. So variierte die BzZATP
induzierte Freisetzung von IL-1B zwischen 335 pg/ml und 4070 pg/ml (Abb. 7 A, B).
Diese konnte durch Zugabe von B-NAD auf Messwerte zwischen 82 pg/ml und
1140 pg/ml reduziert werden (Abb. 7 A, B). Um eine selektivere Untersuchung von
Monozyten zu gewdhrleisten, wadre beispielsweise eine Positivselektion mittels
Antikdrper-Magnetbeads, gegen den Monozyten-Oberflachenmarker CD14, mdglich

(Hecker et al., 2015). Wie bereits in 1.2 beschrieben, sind drei verschiedene
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Monozytentypen bekannt, die sich nicht nur in ihrer Funktion unterscheiden, sondern
auch in der Expression der Glykoproteine CD14 und CD16 (Passlick et al., 1989; Ziegler-
Heitbrock et al., 2010). 85 % der zirkulierenden Monozyten sind sog. klassische CD14"*
CD16™ Monozyten. Die weiteren 15 % bestehen aus intermediaren CD14"" CD16" und
nicht klassischen CD14" CD16™" Monozyten (Passlick et al., 1989; Wong et al., 2011),
welche durch die Positivselektion jedoch nicht in gleichem MaR berticksichtigt wiirden.
Zudem kann der Einsatz von Antikorper-Magnetbeads gegen CD14 bereits eine
Ausschittung von Zytokinen, wie IL-1pB, bewirken (Tang et al., 2002). Durch die
verschiedenen Eigenschaften der unterschiedlichen Monozytentypen ist es nicht
auszuschlieen, dass sich auch die Wirkung von B-NAD an den verschiedenen
Monozytentypen unterscheidet. Inwieweit der in der vorliegenden Arbeit gezeigte Effekt
beim Menschen in vivo reproduziert werden kann, steht zur Diskussion und bedarf

weiteren Untersuchungen.

Zwischen dem weiblichen und dem mannlichen Geschlecht lassen sich Unterschiede in
der Immunantwort erkennen (Abdullah et al., 2012). Bei Frauen kann, beispielsweise im
Rahmen einer Vakzinierung, eine starkere humorale und zelluldre Immunantwort
beobachtet werden als bei Mannern (Kennedy et al., 2009). Ebenso unterscheidet sich die
Zusammensetzung der Blutleukozyten zwischen den beiden Geschlechtern; so lassen sich
bei Frauen beispielsweise niedrigere Anteile an natlrlichen Killerzellen finden (Abdullah
etal., 2012). Auch der Anteil an T- und B-Lymphozyten unterscheidet sich zwischen den
beiden Geschlechtern (Chng et al., 2004). Einfluss hierauf konnen die Unterschiede im
Hormonhaushalt haben. So ist beispielsweise ein negativer Einfluss von Progesteron und
Ostrogen auf Menge und Aktivitat von natiirlichen Killerzellen bekannt (Roberts et al.,
2001). Um mogliche geschlechtsspezifische Einfliisse auf die Wirkung von B-NAD und
die Ausschittung von IL-1B auszuschlieBen, wurden in der vorliegenden Arbeit
ausschlielich PBMC aus Blutproben von gesunden ménnlichen Spendern isoliert. Dies
muss allerdings auch bei der mdglichen Ubertragbarkeit auf den Effekt von B-NAD in
vivo berticksichtigt werden. Ein mdglicher geschlechterspezifischer Unterschied in der
Wirkung von B-NAD kdnnte Gegenstand zukunftiger Untersuchungen sein.

In Vorarbeiten zeigten Hiller et al., dass der inhibitorische Effekt des B-NAD Uber die
P2Y1- und P2Y1:-Rezeptoren vermittelt wird (Hiller et al., 2018). Es ist bekannt, dass
P2Y-Rezeptoren zu einer Aktivierung der iPLA2p fithren konnen (Bruner & Murphy,

1993). Dies kann entweder direkt durch Aktivierung von G-Proteinen oder durch eine

51



Aktivierung der Phospholipase-C, welche zur Bildung von IP3 und durch Aktivierung des
IP3-Rezeptors zu einer vermehrten Ca?*-Mobilisierung aus intrazelluldren Speichern
flhrt, erfolgen (Bruner & Murphy, 1993; von Kiigelgen & Hoffmann, 2016). In der
vorliegenden Arbeit sollte deshalb in einer weiteren Versuchsreihe die Beteiligung der
iPLA2f an der Signaltransduktion durch den Einsatz spezifischer Inhibitoren (BEL und
ATK) untersucht werden (Street et al., 1993; Ackermann et al., 1995). In Anwesenheit
von BEL und auch von ATK wurde die inhibierende Wirkung von B-NAD auf die ATP-
abhangige IL-1B-Ausschittung vollstandig aufgehoben (Abb. 9) und somit eine
Beteiligung der iPLA2B an dem B-NAD-vermittelten Effekt nahegelegt. BEL ist
bekannterweise ein selektiver, irreversibler Inhibitor der iPLA2f (Zupan et al., 1993;
Ackermann et al., 1995; Balsinde & Dennis, 1996), wahrend ATK reversibel an der
IPLA2pB und an der cPLA2 wirkt (Bartoli et al., 1994; Ackermann et al., 1995; Alzola et
al., 1998). Es ist dennoch nicht auszuschlie3en, dass die eingesetzten Inhibitoren auch
andere, bisher nicht untersuchte Enzyme, hemmen (Balsinde & Dennis, 1996; Baskakis
et al., 2008). Da sowohl beim Einsatz von BEL, als auch beim Einsatz von ATK eine
vollstindige Umkehr des B-NAD-vermittelten Effekts auf die ATP-abhdngige IL-1p-
Ausschittung erfolgte und somit sowohl die cPLA2, als auch die iPLA2p fiir die, in dieser
Arbeit, untersuchte Signaltransduktion in Frage kdmen, erfolgten im né&chsten Schritt

Transfektionen mit siRNA, um die Expression von PLA2G6 herunterzuregulieren.

Um die Rolle der iPLA2p an der Signaltransduktion zu bestétigen, wurden U937-Zellen
mit spezifischer SIRNA gegen die PLA2G6 transfiziert. Hierdurch konnte der Effekt von
B-NAD stark abgeschwécht werden (Abb. 11). Es ist bekannt, dass U937-Zellen zu den
schwer zu transfizierenden Zellen zahlen (Martinet et al., 2003). Benutzt wurde daher die
Technik der nucleofection, bei der die Transfektion non-viral mittels Elektroporation
erfolgt, was als eine der erfolgversprechendsten Techniken zur Transfektion von U937-
Zellen bekannt ist (Weir & Meltzer, 1993; Martinet et al., 2003; Amati et al., 2017;
Backhaus et al., 2017). Zur Uberpriifung des Erfolges der Transfektionen wurden
Western Blot Experimente durchgefiihrt. Diese zeigten, dass die Transfektionen der
U937-Zellen mit siRNA gegen die iPLA2f zu einer signifikanten Reduktion der iPLA2[3-
Proteine fuhrte, verglichen mit U937-Zellen, welche mit einer unspezifischen Kontroll-
SIRNA transfiziert wurden. Allerdings fihrte die Transfektion nicht zu einer
vollstandigen Unterdriickung der iPLA2B-Proteine. Hier zeigte sich lediglich eine
tendenzielle Reduktion, welche allerdings nicht statistisch signifikant war. Die Ursache
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hierfir kdnnte unter anderem in der bereits beschriebenen schlechten Transfizierbarkeit
der U937-Zellen begrundet liegen.

Um die Problematik der schlechten Transfizierbarkeit zu umgehen, konnten in
Folgearbeiten iPLA2B-gendefiziente M&use eingesetzt werden (Deng et al., 2016). In
Vorarbeiten unserer Arbeitsgruppe konnte die Isolation von PBMC, aus gendefizienten
Mausen fir die iPLA2pB, bereits erfolgreich durchgefuhrt werden (Richter et al., 2016;
Siebers et al., 2018). Ahnliche Experimente kénnten somit hilfreich sein, um die Rolle

der iPLA2p in der B-NAD vermittelten Signalkaskade weiter zu untermauern.

Die Aktivierung der iPLA2B fiihrt zu einer vermehrten Spaltung von
Phosphatidylcholinen aus der Zellmembran, was in einer vermehrten Bildung von freien
Fettsduren und Lysophosphatidylcholinen resultiert (Turk & Ramanadham, 2004). Unter
den Fettsduren ist die Arachidonséure besonders relevant, welche als Vorlaufer
verschiedener Oxylipide dient. Lysophosphatidylcholine kdnnen zu
Glycerophosphocholin, PC oder Cholin metabolisiert werden (Atsumi et al., 1998; Turk
& Ramanadham, 2004). In Vorarbeiten konnte bereits gezeigt werden, dass freies PC,
PC-modifizierte Makromolekiile, Lysophosphatidylcholin, Glycerophosphocholin und
Cholin als Agonisten von nAChR, mit den Untereinheiten a7, a9 und a10, fungieren und
deren Aktivierung zu einer Inhibition der ATP-vermittelten IL-1p-Ausschittung aus
Monozyten fuhrt (Hecker et al., 2015; Richter et al., 2016; Zakrzewicz et al., 2017). Um
zu untersuchen, ob die f-NAD-induzierte Aktivierung der iPLA2B zur Ausschiittung
eines l6slichen bioaktiven, cholinergen Faktors fihrt, wurden in der vorliegenden Arbeit
Experimente mit konditionierten Medien durchgefihrt. Zur Herstellung des
konditionierten Mediums wurden mit LPS vorstimulierte U937-Zellen, in Abwesenheit
von BzATP und alleiniger Anwesenheit von 3-NAD, stimuliert. Anschlieend wurde der
zellfreie  Uberstand abgenommen und in den folgenden Versuchsreinen als
konditioniertes Medium verwendet. Der Einsatz von konditioniertem Medium flhrte zu
einer signifikanten Reduktion der ATP-vermittelten IL-1B-Ausschuttung aus U937-
Zellen (Abb. 14). Die Halbwertszeit von B-NAD liegt bei nur wenigen Sekunden, da es
extrazellular durch CD38 ziigig abgebaut wird (Horenstein et al., 2015; Hogan et al.,
2019; Chini et al., 2021). Dennoch kann nicht vollstandig ausgeschlossen werden, dass
sich geringe Mengen von B-NAD im zuvor beschriebenen konditionierten Medium

befanden. Um die Hypothese der Ausschittung eines Igslichen bioaktiven Faktors zu
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untermauern, wurden in der vorliegenden Arbeit Experimente mit verschiedenen
Inhibitoren der P2Y-Rezeptoren und der iPLA2p durchgefiihrt.

Als spezifische Inhibitoren der P2Y-Rezeptoren wurde zum einen MRS2279 als Inhibitor
des P2Y:-Rezeptors und zum anderen NF340 als Inhibitor des P2Y1i1-Rezeptors
eingesetzt (Boyer et al., 2002; Dreisig & Kornum, 2016). Die inhibierende Wirkung des
konditionierten Mediums auf die ATP-vermittelte 1L-1p-Ausschittung wurde durch die
Anwesenheit von MRS2279 oder NF340 nicht beeinflusst (Abb. 14). Die beiden
Inhibitoren schwichten jedoch die Wirkung von B-NAD signifikant ab (Hiller et al.,
2018). Somit konnte gezeigt werden, dass der Effekt des konditionierten Mediums
unabhéngig von den P2Y-Rezeptoren ist. Um die Unabhangigkeit des Effekts von der
iPLA2B zu untersuchen, wurde BEL als spezifischer Inhibitor eingesetzt. Die
Anwesenheit von BEL hatte keinen Einfluss auf die inhibierende Wirkung des
konditionierten Mediums auf die ATP-vermittelte IL-1p3-Ausschittung (Abb. 14). Die
aufgezeigte Unabhéngigkeit des konditionierten Mediums von den P2Y -Rezeptoren und
der iPLA2B macht eine Vermittlung iiber noch im konditionierten Medium enthaltenes -
NAD unwahrscheinlich und spricht fur das Vorhandensein eines lslichen bioaktiven
Faktors. Um die Hypothese weiter zu untermauern, konnte der Faktor in Folgearbeiten z.

B. mit massenspektrometrischen Methoden identifiziert werden.

Wie bereits in 1.5.1 beschrieben, kann die ATP-induzierte IL-1B-Ausschittung aus U937-
Zellen durch die Aktivierung von nAChR mit Agonisten, wie ACh, Cholin, freies PC,
PC-modifizierte Makromolekiile, Lysophosphatidylcholin oder Glycerophosphocholin
inhibiert werden (Hecker et al., 2015; Richter et al., 2016). Hiller et al. zeigten in
Vorarbeiten, dass auch der inhibitorische Effekt von f-NAD auf die ATP-vermittelte IL-
1B-Ausschittung downstream tber nAChR vermittelt wird (Hiller et al., 2018). Hierbei
zeigte sich die a9-Untereinheit der nAChR fiir die B-NAD-vermittelte Wirkung
essenziell, wohingegen die nAChR-Untereinheit a7 keinen Einfluss hatte (Hiller et al.,
2018). Um zu untersuchen, welche Untereinheiten fur die Bindung des loslichen
bioaktiven Faktors essentiell sind, wurden Experimente mit konditioniertem Medium in
An- und Abwesenheit spezifischer Inhibitoren, den Conopeptiden AriB[V11L,V16D]
und RglA4, der nAChR-Untereinheiten, durchgefihrt. ArIB[V11L,V16D] ist ein
spezifischer Antagonist der a7-Untereinheit und RglA4 ein spezifischer Antagonist der
a9/a10-Untereinheiten des nAChRs (Whiteaker et al., 2007; Romero et al., 2017; Grau et
al., 2019). Die Applikation des Conopeptids ArIB[VV11L,V16D] hatte keinen Einfluss auf
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die Inhibition der ATP-vermittelten IL-1B-Ausschittung durch konditioniertes Medium,
wohingegen die Applikation des Conopeptids RglA4 zu einer vollstandigen Umkehr des
inhibitorischen Effekts des konditionierten Mediums auf die IL-1B-Ausschiittung fuhrte.
Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass die Untereinheiten a9 und/oder al0 fiir die
Wirkung des l6slichen bioaktiven Faktors unabdingbar sind, wobei die Untereinheiten a7
und a10 funktionell redundant sind (Hiller et al., 2018). Dies wurde in gleicher Weise
bereits fiir B-NAD gezeigt (Hiller et al., 2018).

Des Weiteren weisen diese Ergebnisse einen Unterschied zu einem &hnlichen, von Amati
et al. beschriebenen Mechanismus auf (Amati et al., 2017). In der Arbeit von Amati et al.
kam es, wie bereits beschrieben, zu einer Chemokin-vermittelten Aktivierung der iPLA2[
sowie ebenfalls zu einer Ausschittung eines l6slichen bioaktiven Faktors durch U937-
Zellen, welcher als Agonist am nAChR wirkt und somit die ATP-vermittelte IL-1p-
Ausschittung inhibiert (Amati et al., 2017). Der von Amati et al. beschriebene Faktor
bendtigt allerdings alle drei NAChR-Untereinheiten (a7, a9 und a10) (Amati et al., 2017).
Fur Nikotin, ACh oder PC wurden &dhnliche Ergebnisse beschrieben, denn auch diese
bendtigen alle drei nAChR-Untereinheiten (a7, a9 und a10) (Hecker et al., 2015; Richter
etal., 2016; Zakrzewicz et al., 2017). Es ist daher davon auszugehen, dass es sich bei dem
durch B-NAD ausgeschtteten bioaktiven Faktor um ein anderes Molekul handeln muss,
als bei Amati et al. (Amati et al., 2017). Mdoglich ware eine Ahnlichkeit zu
Dipalmitoylphosphatidylcholin (DPPC), welches den Hauptbestandteil des Surfactants in
der Lunge darstellt (Agassandian & Mallampalli, 2013). DPPC kann ebenfalls als Agonist
am nAChR eine inhibierende Wirkung auf die IL-1p-Ausschiittung vermitteln (Backhaus
etal., 2017). Wichtig fir den durch Backhaus et al. beschriebenen Wirkmechanismus ist
ebenfalls die NAChR-Untereinheit a9, welche zwingend benétigt wird (Backhaus et al.,
2017). Die Bildung von Phosphatidylcholinen, zu welchen DPPC zahlt, ist allerdings
unabhdngig von der iPLA2f (Bao et al., 2006), somit ist es unwahrscheinlich, dass es sich
bei dem in dieser Arbeit beschriebenen unbekannten Faktor um ein Phosphatidylcholin
handelt. Die ldentifizierung des in der vorliegenden Arbeit beschriebenen l6slichen
bioaktiven Faktors bedarf weiterer zukiinftiger Untersuchungen. Zur mdglichen
Identifizierung des bioaktiven Faktors konnten in Folgearbeiten beispielsweise
Lipidomics-Analysen durchgefuhrt werden. Lipidomics-Analysen kombinieren mehrere

Analysemethoden, wie beispielsweise die Massenspektrometrie, welche auf Grund ihrer
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Spezifitdt und Sensitivitat eine der Methoden der Wahl bei der Analyse von Lipiden
darstellt (Rustam & Reid, 2018; Zillig et al., 2020).

4.2 Zellvitalitat
Zelltod kann sowohl bei Eukaryonten, als auch bei Prokaryonten Uber verschiedene

Mechanismen erfolgen (Galluzzi et al., 2018). Unterschieden werden unter anderem die
Apoptose von der Pyroptose und der Necroptose (Wang & Kanneganti, 2021).
Regulierter Zelltod erfolgt beispielsweise auf Grund von extrazellularem oder
intrazellularem Stress, kann aber auch physiologisch im Rahmen von Zellalterung oder
Gewebeumbau erfolgen (Conradt, 2009; Fuchs & Steller, 2011; Galluzzi et al., 2018). Im
Rahmen der Apoptose kommt es zundchst nicht zu einer Ruptur der Zellmembran (Green
et al., 2016; Galluzzi et al., 2018). Falls die apoptotischen Zellen jedoch nicht eliminiert
werden, kann eine sogenannte sekundédre Necroptose einsetzen, bei der die Zellen
aufbrechen (Galluzzi et al., 2018; Wang & Kanneganti, 2021). Im Gegensatz dazu fiihren
die Pyroptose und die Necroptose per se zur Ruptur der Zellmembran und damit zum
Austritt von intrazelluldren Bestandteilen (Galluzzi et al., 2018; Wang & Kanneganti,
2021). Im Rahmen der Pyroptose kommt es vor dem Aufbrechen der Zelle zur
Aktivierung des porenbildenen Proteins Gasdermin und dessen Einlagerung in die
Zellmembran (Kayagaki et al., 2015; Shi et al., 2015; Evavold et al., 2018; Wang &
Kanneganti, 2021), was eine Ausschittung von pro-inflammatorischen Zytokinen, wie
IL-1P oder IL-18 bereits vor VVollendung der Pyroptose ermdglicht (Kayagaki et al., 2015;
Shi et al., 2015) und die hohe Bedeutung der Prifung der Zellvitalitat in dieser Arbeit
erklart. Um auszuschlieBen, dass die beschriebenen Effekte durch Freisetzung
intrazellularer Stoffe durch Zelltod zustande gekommen sind, wurde die Aktivitat des

Zytoplasmaproteins LDH bestimmt.

In der vorliegenden Arbeit wurde die LDH-Aktivitat im zellfreien Uberstand gemessen
und mit der, durch die gleiche Zahl lysierter Zellen freigesetzte LDH-Aktivitat,
verglichen. Rechnerisch konnte so ein Wert fur den prozentualen Zelltod ermittelt
werden. Der so ermittelte prozentuale Wert an nichtvitalen Zellen zeigte sich bei U937-
Zellen mit 11 % bei Experimenten mit siRNA am hochsten, was durch die
zellschadigende Wirkung der Methode erklérbar ist (Abb. 12). Im Vergleich lag diese
Zelltodrate allerdings nur leicht Gber dem gemessenen Anteil an nichtvitalen Zellen der

anderen Versuchsreihen. Aus nicht geklarten Griinden ergab die Applikation von -NAD
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gemeinsam mit BzATP, im Vergleich zu unbehandelten U937-Zellen, eine signifikant
erhohte Zelltodrate, von maximal 10 %, bei zwei der durchgefiuhrten Versuchsreihen
(Abb. 6; Abb. 12). Dies stellt jedoch, im Vergleich zu den anderen Versuchsreihen, keine
stark erhohte Zelltodrate dar und hatte vermutlich keinen Einfluss auf die IL-1p-
Ausschuttung. In den Experimenten mit PBMC, zeigte sich bei einem einzigen Spender
mit 16 % eine leicht erhdhte Zelltodrate (Abb. 8 A;B). Verglichen mit den Experimenten
mit U937-Zellen, zeigte sich diese jedoch nicht signifikant erhéht. Eine mdgliche Ursache
kdnnten ungeklarte individuelle Unterschiede der Spender in ihrer Zellvitalitat oder das
verwendete Aufreinigungsverfahren (2.2.5) sein. Weiterhin ist auch ein technisches
Problem im Rahmen der Herstellung und Messung der lysierten Referenzzellen moglich.
Einen Einfluss auf die BzATP-induzierte IL-1B-Ausschittung scheint es, im Vergleich
zu den anderen Spendern, nicht gegeben zu haben. Die Methode der LDH-Bestimmung
wurde als valide Methode bereits in zahlreichen Vorarbeiten verwendet (Hecker et al.,
2015; Richter et al., 2016; Amati et al., 2017; Zakrzewicz et al., 2017; Hiller et al., 2018;
Richter et al., 2018; Siebers et al., 2018). Verglichen mit diesen Arbeiten ist die
Zelltodrate in der vorliegenden Arbeit mit maximal 10 % nicht sehr hoch. Auch die
Zelltodrate der Experimente mit sSiRNA &hnelt mit 11 % den Vorarbeiten (Hecker et al.,
2015; Richter et al., 2016; Amati et al., 2017; Hiller et al., 2018; Siebers et al., 2018).

4.3 Klinisches Potenzial
Das klinische bzw. therapeutische Potenzial von B-NAD und seinen Vorlaufermolekilen

ist seit einigen Jahren Gegenstand der Forschung. Wie bereits erwahnt, konnten in
Tiermodellen bereits gute therapeutische Ergebnisse unter dem Einsatz von 3-NAD bei
Erkrankungen wie Alzheimer, Diabetes mellitus oder Krebs gezeigt werden (siehe 1.6)
(Houtkooper et al., 2010; Gong et al., 2013; Brown et al., 2013; Yang & Sauve, 2016).
Beispielsweise konnten Umapathy et al. anti-inflammatorische Effekte durch B-NAD,
vermittelt Uber P2Y1/11-Rezeptoren, bereits in vivo in der Maus zeigen (Umapathy et al.,
2010, 2012). In der Literatur wird B-NAD in der Maus als Agonist am P2X7-Rezeptor
beschrieben, wohingegen es beim Menschen als Antagonist gilt (Seman et al., 2003;
Hubert et al., 2010). Bei der Maus kommt es vermittelt durch das Enzym RT6 zu einer
ADP-Ribosylierung des P2X7-Rezeptors, wobei B-NAD als Substrat bendtigt wird
(Seman et al., 2003; Hubert et al.,, 2010). RT6 agiert als eine mono-ADP-
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Ribosyltransferase (Koch-Nolte et al., 1996), welche interessanterweise auf Grund eines
verfriihten Stopcodons beim Menschen nicht zu finden ist (Haag et al., 1994).

Im Alter kommt es zu einer Abnahme der zelluldren B-NAD Konzentration. Wird diese
therapeutisch angehoben, lassen sich positive Effekte auf die Gesundheit und
Krankheitsentwicklung verschiedener Spezies, von Hefen bis hin zu Nagetieren,
beobachten (Balan et al., 2008; Rajman et al., 2018). Eine Erhohung der B-NAD-
Konzentration kann auf 3 Wegen erfolgen: durch die Aktivierung der B-NAD-
Synthesewege, durch Hemmung des B-NAD-Abbaus oder durch Zufuhr von B-NAD-
Vorladufermolekiilen (Rajman et al., 2018). Die Aktivierung der NAD-Synthesewege
kdnnte durch zusétzliche Zufuhr der limitierenden Enzyme der Synthesewege erfolgen.
Nicotinamid-Phosphoribosyltransferase (NAMPT) st beispielsweise eines der
limitierenden Enzyme der Umwandlung von NAM zu NAD*; die Wirkung von NAMPT -
Aktivatoren konnte bisher allerdings nur in vitro gezeigt werden (Rajman et al., 2018).
Die Hemmung des NAD-Abbaus kann durch Hemmung der NAD-verbrauchenden
Enzyme, wie beispielsweise der PARP, SIRT oder von CD38 erfolgen (Bai et al., 2011,
Escande et al., 2013; Braidy et al., 2019). Die Vorlaufermolekile Nikotinamid-Ribosid
und Nikotinamid-Mononukleotid (NMN) konnen bei Supplementierung zu erhéhten
NAD-Konzentrationen fiihren. Sie sind 16slich und auch nach oraler Einnahme
bioverflgbar (Trammell et al., 2016). Bei der Maus kann oral aufgenommenes NMN uber
den Darmtrakt aufgenommen werden und im Blut, der Leber oder dem Skelettmuskel in
NAD umgewandelt werden (Rajman et al., 2018). Die klinische Studienlage beim
Menschen zeigt hierzu gemischte Ergebnisse. Die erste Kklinische Studie zur
Supplementierung von Vorlaufermolekilen erfolgte 2016, welche keine Zunahme von
NAD, dennoch aber von NAD-Metaboliten im Plasma durch die dosisabhdngige NMN-
Einnahme bei 10 gesunden Ménnern zeigen konnte (lrie et al., 2020). Weitere klinische
Studien konnten ahnliche Ergebnisse zeigen. Yi et al. zeigten 2022 in einer klinischen
Multicenter-Studie, dass die orale Aufnahme von NMN dosisabhangig zu einer Erhéhung
der NAD-Konzentration im Vollblut der Probanden fiihrte (Yi et al., 2023).
Gegensétzliche Ergebnisse zeigten hingegen Morita et al. in deren Studie es zu einer
Abnahme der NAD-Konzentrationen im Plasma nach oraler NMN-Einnahme kam
(Morita et al., 2022). Allen Studien war jedoch gemein, dass die orale Einnahme von
NAD-Vorlaufermolekillen  nicht zu  vermehrtem  Auftreten  unerwiinschter
Nebenwirkungen fiihrte (Irie et al., 2020; Yoshino et al., 2021; Pérez et al., 2021; Morita
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et al., 2022; Yi et al., 2023). Aktuelle Studien zeigten zudem Hinweise dafir, dass auch
beim Menschen die Supplementierung von NAD-Vorldufermolekilen Vorteile in der
Behandlung von Erkrankungen, wie Diabetes mellitus oder Morbus Parkinson erbringen
konnte (Yoshino et al., 2021; Pérez et al., 2021). So bewirkte eine NMN-Einnahme
beispielsweise eine gesteigerte Insulinsensitivitat der Muskulatur von ibergewichtigen
Frauen, welche an einem Prédiabetes litten (Yoshino et al., 2021). Interessanterweise
ergaben sich zudem Hinweise fur anti-inflammatorische Effekte durch die Einnahme von
NAD-Vorlaufermolekilen (Elhassan et al., 2019; Zhou et al., 2020). Elhassan et al.
zeigten beispielsweise, dass oral zugefuhrtes Nikotinamid-Ribosid zu einer Senkung pro-
inflammatorischer Zytokine im Blut der mannlichen Probanden zwischen 70 und
80 Jahren fiihrte (Elhassan et al., 2019).

Die direkte Zufuhr von B-NAD ist bisher nur wenig untersucht (Radenkovic et al., 2020).
Da es sich bei B-NAD um ein korpereigenes Molekil handelt ist auch hierbei von einem
geringen Nebenwirkungsspektrum auszugehen, was einen eindeutigen Vorteil fir das
therapeutische Potenzial darstellt. Der in dieser Arbeit untersuchte unbekannte Iosliche
bioaktive Faktor, konnte ebenfalls therapeutische Anwendung finden. Erkrankungen,
welche mit einer erhéhten IL-1B-Konzentration einhergehen erscheinen demnach als
therapeutisches Ziel sinnvoll. Hierzu zéhlen zahlreiche chronische Erkrankungen, wie
beispielsweise Diabetes mellitus, Gicht, juvenile Arthritis oder das familidare
Mittelmeerfieber (Dinarello, 2005; Pascual et al., 2005; Ren & Torres, 2009). Auch in
Bezug auf die Entwicklung einer generalisierten systemischen Entzundungsreaktion
(systemic inflammatory response syndrome, SIRS), welche im Rahmen erhéhter IL-1p-
Konzentrationen beispielsweise nach groRen chirurgischen Eingriffen oder Traumata
auftreten konnen, zeigt sich mogliches therapeutisches Potenzial (Giannoudis, 2003; Wen
et al., 2010). Gerade im Hinblick auf die sehr kurze Halbwertszeit von extrazellularem [3-
NAD, welche im Bereich weniger Sekunden liegt, bevor es zu einem Abbau durch
Enzyme kommt (Cakir-Kiefer et al., 2001; Horenstein et al., 2015), konnte die
Identifizierung des unbekannten Faktors den Einsatz eines stabilen kiinstlichen Inhibitors
der ATP-vermittelten IL-1B-Ausschittung ermdglichen. Die noch ausstehende
Identifizierung konnte hierbei mehr Hinweise auf die Moglichkeiten der Bioverfiigbarkeit
und des therapeutischen Potenzials bieten. Da IL-1p eine essenzielle Rolle im Rahmen
der Immunabwehr im Falle einer Infektion spielt, sollte eine potenziell zu starke

Inhibition der IL-1p-Ausschittung beim mdglichen therapeutischen Einsatz von 3-NAD
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bedacht werden. Ein grofler Vorteil von B-NAD fir den therapeutischen Einsatz,
beispielsweise zur Behandlung und Prévention des SIRS, besteht darin dass eine ATP-
unabhéngige Ausschittung von IL-1p, haufig ausgelost durch Pathogene, nicht gehemmt
wirde (Lopez-Castejon & Brough, 2011; Hiller et al., 2018).

Neben einer oralen und intravendsen Einsetzbarkeit sind auch lokale Applikationen von
Medikamenten, die auf Basis dieser Studie entwickelt werden, denkbar. Da IL-1p, wie
bereits erwahnt, eine wichtige Rolle in der Entstehung und dem Verlauf von
Erkrankungen, wie juveniler Arthritis oder Gicht spielt (Dinarello, 2005; Pascual et al.,
2005), ware eine lokale Injektion in ein betroffenes Gelenk denkbar. Die mdgliche lokale
Wirkung kénnte hierbei einen deutlichen Vorteil zu den aktuell eingesetzten, systemisch
wirksamen Therapeutika, wie beispielsweise Anakinra darstellen. Auch wenn das
Nebenwirkungsspektrum bei der Behandlung mit Anakinra gering ist, kann es dennoch
unter anderem zu Blutbildveranderungen, zu einer Erhdhung der Leberwerte oder zu einer
erhéhten Infektionsgefahr kommen (Mertens & Singh, 2009a; Ramirez & Cariete, 2018).

4.4 Schlussfolgerung und Ausblick
Als Ausgangspunkt dieser Arbeit dienten Vorarbeiten welche zeigten, dass -NAD durch

Bindung an die Rezeptoren P2Y1 und P2Y11 zu einer Aktivierung von nAChR, welche
die Untereinheiten a9 oder a7/a10 beinhalten, fiihrt. Die Aktivierung der nAChR
wiederum fihrt, durch Hemmung des P2X7-Rezeptors, zu einer Inhibition der
Ausschittung von IL-1B (Abb. 16). In der vorliegenden Arbeit konnten die Ergebnisse
der Vorarbeiten repliziert werden. Es konnte bewiesen werden, dass B-NAD in vitro
vermittelt durch P2Y1- und P2Y1:-Rezeptoren zu einer Inhibition der IL-1B-Ausschiittung
fuhrt. Dieser inhibitorische Effekt konnte ebenfalls an primaren humanen Zellen, durch
Einsatz von Spender-PBMC, gezeigt werden. Die Ergebnisse dieser Arbeit prasentieren
Aspekte einer Signalkaskade, welche durch die Bindung von B-NAD an die P2Y:- und
P2Y11-Rezeptoren aktiviert wird. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit weisen eine
Beteiligung der iPLA2p an der Signalkaskade nach. Zudem zeigen die Ergebnisse dieser
Arbeit, dass B-NAD durch Aktivierung der iPLA2B, zur Ausschiittung eines 16slichen
bioaktiven Faktors fiihrt, welcher als Agonist an nAChR wirkt (Abb. 16). Weiterhin
konnte gezeigt werden, dass fur die Bindung dieses nikotinischen Agonisten, die nAChR-
Untereinheit 09 zwingend bendtigt wird. Mit der vorliegenden Arbeit wurde die

Signalkaskade hinter der anti-inflammatorischen Wirkung von 3-NAD identifiziert. Eine

60



in dieser Arbeit nicht erfolgte Identifizierung des bioaktiven l6slichen Faktors erscheint
in Zukunft hdchst interessant, da sie die Herstellung von Mustersubstanzen ermdglichen
kann, welche als zukinftige Therapeutika eingesetzt werden konnten. Dies konnte der
Entwicklung neuer Therapiestrategien zur Behandlung von zahlreichen chronischen
Erkrankungen sowie der Pravention von postoperativ oder posttraumatisch bedingtem
SIRS, dienen.

......

L Nigericin .+ .." B-NAD
) 18 N . ATP ¢ . )
K ~
} R LB N\ ‘ T e / 4 P2Y44 v
TLR4 cD14 IL-1B H nAChR
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Abbildung 16: Schematische Darstellung des in dieser Arbeit gezeigten anti-inflammatorischen
Effekts von B-NAD auf die ATP-induzierte Freisetzung von IL-1.

Die Freisetzung von IL-1p bedarf zweier Gefahrensignale. PAMP oder DAMP, beispielsweise LPS,
welches als erstes Gefahrensignal den TLR-4-Weg aktiviert, fiihrt zu einer vermehrten Produktion von pro-
IL-1B. ATP, als zweites Gefahrensignal, aktiviert den P2X7-Rezeptor. In der folgenden Signalkaskade und
durch einen Kalium-Ausstrom aus der Zelle kommt es zu einer Formierung und Aktivierung des NLRP3-
Inflammasoms, sowie einer Aktivierung der Caspase-1. Diese spaltet Pro-IL-1p in seine reife Form, welche
schlieBlich freigesetzt werden kann. B-NAD kann an die P2Y- und P2Y11-Rezeptoren binden, welche zu
einer Aktivierung der iPLA2p fithren. Die Aktivierung der iPLA2p fithrt zur Bildung und Ausschiittung
eines Idslichen bioaktiven Faktor X, welcher extrazellular an nAChR binden kann. Nach der Aktivierung
kdnnen nAChR den P2X7-Rezeptor und somit die Bildung und Ausschittung von IL-1 hemmen. Die in
der vorliegenden Arbeit untersuchte Signaltransduktion ist durch den rot gestrichelten Kreis markiert.

AP-1, Aktivatorprotein-1; ATP, Adenosintriphosphat; CD14, cluster of differentiation 14; DAMP, danger-
associated molecular patterns; IL-1p, Interleukin-1p; iPLA2p, kalziumunabhé&ngige Phospholipase A2; K*,
Kaliumion; LPS, Lipopolysaccharid; MD2, myeloid differentitation factor 2; B-NAD, B-
Nikotinamidadenindinukleotid; nAChR, nikotinische Acetylcholinrezeptoren; NF-xB nuclear factor kappa
B; NLRP-Inflammasome, NACHT, LRR und PYD enthaltendes Protein-Inflammasome; PAMP, pathogen-
associated molecular patterns; TLR4, Toll-like-Rezeptor 4
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5 Kurzfassung

5.1 Deutsch
Einleitung: Interleukin (IL)-1p ist ein pro-inflammtorische Zytokin des angeborenen

Immunsystems. Es spielt eine wichtige Rolle im Rahmen der Immunabwehr, kann jedoch
in hohen Konzentrationen zu Fieber, Organschéden und Sepsisentstehung beitragen.
Lipopolysaccharid (LPS) kann ein erstes Gefahrensignal darstellen, dass zur Produktion
von pro-IL-1p  fiihrt. Als zweites Gefahrensignal kann extrazelludres
Adenosintriphosphat (ATP) durch Inflammasomaktivierung die Spaltung der Pro-Form
und die Ausschittung von reifem IL-13 bedingen. B-Nikotinamidadenindinukleotid
(NAD) ist ein bekanntes Coenzym von Redox-Reaktionen, weist immunmodulatorische
Eigenschaften auf und kann die ATP-abhangige IL-1B-Ausschittung hemmen. Hier
sollen die Hypothesen gepriift werden, dass fiir die immumodulatorische Funktion des 3-
NAD die kalziumunabhéngige Phospholipase A2p (iPLA2B) notwendig ist und es im
Rahmen der Signalkaskade zur Ausschttung eines loslichen bioaktiven Faktors kommt,
der an nikotinischen Acetylcholinrezeptoren (nAChR) wirkt.

Methoden: LPS vorstimulierte U937-Zellen sowie humane mononukledre Zellen des
peripheren Blutes (PBMC) wurden mit BZATP in An- und Abwesenheit von p-NAD
stimuliert. Die IL-1B-Messung erfolgte mittels enzyme-linked immuno sorbent assay im
Zellkulturiiberstand. Konditioniertes Medium wurde aus dem Uberstand von LPS
vorstimulierten U937-Zellen, die mit B-NAD stimuliert wurden, hergestellt. Es wurden
spezifische Inhibitoren sowie small interferring ribonucleic acid (siRNA) gegen die
iPLA2p verwendet. Die Effizienz der Transfektion wurde mittels Western Blot Gberpriift.
Zusatzlich wurden Antagonisten fur die nAChR-Untereinheiten eingesetzt.
Ergebnisse: B-NAD fuhrt zu einer Hemmung der ATP-vermittelten IL-1B-Ausschittung
aus U937-Zellen sowie aus PBMC. Die Notwendigkeit der iPLA2 fiir die Signalkaskade
konnte bestatigt werden. Der Einsatz von konditioniertem Medium weist auf die
Ausschittung eines noch unbekannten nikotinischen Agonisten hin, fur dessen Wirkung
die Untereinheiten 09 und a7 oder «l0 des nAcChR unabdingbar sind.
Schlussfolgerung: In dieser Arbeit gelang es, wesentliche Aspekte der
Signaltransduktion der B-NAD-vermittleten Inhibition der ATP-induzierten IL-1B-
Ausschittung durch Monozyten aufzuklaren. Auf Basis dieser Erkenntnisse konnen neue
Therapiestrategien zur Behandlung und Pravention zahlreicher entziindlicher
Erkrankungen, einschliel3lich der postoperativen oder posttraumatischen systemischen

Entziindung entwickelt werden.
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5.2 Englisch
Introduction: Interleukin (IL)-1p is a pro inflammatory cytokine of the innate immune

system. It plays a central role in host defense, however, high systemic concentrations are
associated with fever, organ damage and sepsis. Lipopolysaccharide (LPS) can be the
first signal, inducing the synthesis of pro-IL-1p. As a second signal, extracellular
adenosine triphosphate (ATP), leads to inflammasome activation, cleavage of pro-1L1p3
and release of mature IL-1B. B-Nicotinamide adenine dinucleotide (B-NAD), a well-
known co-enzyme involved in redox-reactions, is also known to modulate immune
functions and is able to inhibit the ATP-mediated release of IL-1p. Here, we tested the
hypotheses that the immunomodulatory function of B-NAD requires the activity of the
calciumindependent phospholipase A2 (iPLA2B) and that a soluble bioactive factor is
released, which acts as an agonist of nicotinic receptors.

Methods: Human monocytic U937-cells were primed with LPS and stimulated with
BzATP in presence or absence of B-NAD. The same process was performed on human
peripheral blood mononuclear cells (PBMC). IL-1B released into the cell culture
supernatants was measured by enzyme-linked immuno sorbent assay. In addition, a
conditioned medium was produced by taking cell culture supernatants from LPS primed
and B-NAD treated U937-cells. Specific inhibitors of iPLA2f3 and small interferring
ribonucleic acid (siRNA) technology were used. The efficiency of gene silencing was
controlled by Western blotting. In addition inhibitors of the nicotinic acetylcholine
receptor (NAChR) subunits were used.

Results: B-NAD leads to an inhibition of ATP-mediated release of IL-1B from U937-
cells as well as from human PBMC. The requirement of the iPLA2B in the -NAD
signaling pathway was further confirmed by using specific inhibitors and performing
experiments with SIRNA. The use of conditioned medium from B-NAD-treated cells
showed an inhibitory effect on the ATP-induced release of IL-1p and indicated the release
of a soluble agonist of NAChR containing the subunits a9 and a7 or a.10.

Conclusion: This study elucidated central aspects of the B-NAD-mediated signal
transduction cascade that results in an inhibition of the ATP-induced release of IL-1p by
monocytes. On the basis of this knowledge new therapeutic strategies can be developed
for the treatment of numerous inflammatory diseases including the prevention of

postoperative or posttraumatic systemic inflammation.
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6 Abkurzungsverzeichnis

°C Grad Celcius

% Prozent

ACh Acetylcholin

ADP Adenosindiphosphat

AP-1 Aktivatorprotein-1

APS Ammoniumperoxodisulfat

Agqua dest. Aqua destillata

ART Ribosetransferase

ASC apoptosis-associated speck-like protein containing a
CARD

ATK Arachidonyl-Trifluoromethylketon

ATP Adenosintriphosphat

AU arbitrary units

BEL Bromoenollakton

BSA Rinderserumalbumin

BzATP 2'(3")-O-(4Benzoylbenzoyl)-Adenosin 5'-Triphosphat-
Triethylammonium-Salz

bzw. beziehungsweise

Ca®* Kalziumion

cADP-Synthase

zyklische ADP-Ribose Synthase

cAMP

zyklisches Adenosinmonophosphat

CARD caspase-aktivierenden und -rekrutierenden Domane
CCL2 CC-Chemokin-Ligand-2

CD cluster of differentiation

CO2 Kohlenstoffdioxid

COX-1 Cyclooxygenase-1

cPLA2 kalziumabhangige Phospholipase A2
DAMP damage-associated molecular pattern
DNA Desoxyribonukleinséure

DPPC Dipalmitoylphoyphatidylcholin
ELISA enzyme-linked immuno sorbent assay
FCS fetales Kéalberserum

G-CSF granulozytenstimulierender Faktor

h Stunden

HCI Salzsdure

HRP Meerrettichperoxydase

HSP Hitzeschockprotein

IL Interleukin

IL-1-R IL-1-Rezeptor
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IL-1-RA

IL-1-Rezeptorantagonist

IL-1-RI IL-1-Rezeptor Typ 1
IL-1-R1I IL-1-Rezeptor Typ 2
IP3 Inositoltriphosphat

iPLA2B; PLA2G6

kalziumunabhdngige Phospholipase A23

IRF3

interferonregulierender Faktor 3

K* Kaliumion

LBP LPS-bindendes Protein

LPS Lipopolysaccharid

LRR leucine-rich repeats

MD-2 myeloid differentiation factor-2

MP Milchpulver

MRNA messenger Ribonukleinsdure

MyD88 myeloid differentiation primary response 88
Na* Natriumion

Na2HPO4 Di-Natrium-Hydrogenphosphat

nAChR nikotinischer Acetylcholinrezeptor
NACHT-Doméne Nukleotid-bindende-Domaéne

NaCl Natriumchlorid

NAD Nikotinamidadenindinukleotid

NAMPT Nikotinamid-Phosphoribosyltransferase
NF-xB nuclear factor kappa B

NLR (NOD)-like-Rezeptor

NLRP NACHT, LRR und PYD enthaltendes Protein
NMN Nikotinamid-Mononukleotid

NOD nucleotide-binding oligomerisation domain
oD optische Dichte

P1 Pufferldsung 1

P2 Pufferldsung 2

PAMP pathogen-associated molecular pattern
PARP Poly-ADP-Ribosepolymerase

PBMC humane mononukledre Zellen des peripheren Blutes
PBS Phosphat-gepufferte Salzlésung

PBST Phosphat-gepufferter Salzlésung mit Tween
PC Phosphocholin

PGE2 Prostaglandin-E>

PRR pattern recognition receptor

PYD Pyrin-Domane

ROS reactive oxigene species

SDS Natriumdodecylsulfat

SiIRNA small interferring ribonucleic acid
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SIRS systemic inflammatory response syndrome
SIRT Sirtuine

TEMED Tetramethylethylendiamin

TIR Toll/IL-1R-Doméne

TLR Toll-like-Rezeptor

TNF-a Tumornekrosefaktor-a

TRAM TRIF-related adaptor molecule

TRAP TIR-domain-containing adaptor protein
TRIF TIR-domain-containing adapter-inducing interferon-f§
Tris Tromethamin

z. B. zum Beispiel

B-NAD B-Nikotinamidadenindinukleotid

Tabelle 10: Abklirzungen

7 Abbildungs- und Tabellenverzeichnis
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Abbildung 3

Abbildung 4

Abbildung 5

Abbildung 6

Abbildung 7 A;B

Abbildung 8 A;B

Abbildung 9

Abbildung 10

Zeitlicher Ablauf des Versuchs.
Zeitlicher Ablauf des Versuchs mit konditioniertem Medium.
BzATP induzierte IL-1B-Freisetzung aus U937-Zellen.

LDH-AKktivitat im zellfreien Uberstand von LPS stimulierten und
mit BzATP inkubierten U937-Zellen.

B-NAD reduziert signifikant die BzATP-induzierte Ausschiittung
von IL-1.

LDH-Aktivitat im zellfreien Uberstand von mit LPS stimulierten
und mit BZATP und B-NAD inkubierten U937-Zellen.

B-NAD inhibiert die IL-1B-Ausschittung durch humane
mononukledre Zellen des peripheren Blutes.

LDH-Aktivitat im zellfreien Uberstand von mit BZATP und B-
NAD inkubierten humanen mononukledren Zellen des peripheren
Blutes.

BEL und ATK fiihren zu einer signifikanten Aufhebung der B-
NAD vermittelten Inhibition der IL-1B-Ausschittung.

LDH-AKktivitat im zellfreien Uberstand von mit LPS stimulierten
und mit BzATP und B-NAD inkubierten U937-Zellen unter
Verwendung von Inhibitoren fiir die iPLA2f.
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Die Herunterregulation der PLA2G6-Expression mittels sSiRNA-
Technik fiihrt zu einer Aufhebung der B-NAD vermittelten
Inhibition der IL-1B-Ausschuttung.

LDH-AKktivitat im zellfreien Uberstand von mit LPS stimulierten
und mit BzATP und B-NAD inkubierten transfizierten und nicht
transfizierten U937-Zellen.

Die Transfektion mit siRNA gegen die iPLA2f fiihrt zu einer
signifikanten Reduktion der Expression des iPLA2-Proteins.

B-NAD fuhrt zur Ausschittung eines léslichen bioaktiven Faktors
in den zellfreien Uberstand.

LDH-Aktivitit im zellfreien Uberstand von mit LPS stimulierten
und mit BzATP und B-NAD inkubierten Zellen sowie unter
Verwendung von konditioniertem Medium.

Schematische Darstellung des in dieser Arbeit gezeigten anti-

inflammatorischen Effekts von B-NAD auf die ATP-induzierte
Freisetzung von IL-1p.

Reagenzien

Verbrauchsmaterialien

Geréte

Software

Reagenzien und deren Konzentrationen in der Zellsuspension.
Zusammensetzung der Pufferlésungen P1 und P2.
Zusammensetzung der Gele fir die SDS-Gelelektrophorese.
Zusammensetzungen der Puffer fur die SDS-Gelelektrophorese.

Zusammensetzung des Transferpuffers fir das Western Blot-
Verfahren.
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