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1. Einleitung 

1.1 Das pro-inflammatorische Zytokin Interleukin (IL)-1β: von der 

Infektabwehr zur systemischen Inflammation  

Der Entzündungsmediator Interleukin (IL)-1β ist ein hoch potentes pro-

inflammatorisches Zytokin des angeborenen Immunsystems. Erstmal 1977 entdeckt 

und von Charles A. Dinarello et al. als Pyrogen klassifiziert (Dinarello et al. 1977), ist 

es bis heute noch von großem wissenschaftlichem und klinischem Interesse. IL-1β, 

welches hauptsächlich von mononukleären Phagozyten (Kaufmann 2009) wie 

Monozyten und Makrophagen gebildet wird, spielt für das angeborene Immunsystem 

eine bedeutende Rolle bei der Infektabwehr gegen eine Vielzahl von Pathogenen 

(Vladimer et al. 2013). Vermittelt über den IL-1-Rezeptor-I, welcher von fast allen 

menschlichen Zellen exprimiert wird, dient IL-1β als immunologischer Botenstoff, der 

weitere Lymphozyten anlocken, stimulieren und/oder deren Proliferation steuern kann 

(Dinarello 2013). So ist IL-1β auch ein wichtiger Mediator der sogenannte Akute-

Phase-Reaktion, einer unspezifischen systemischen Reaktion des Körpers auf 

Störungen seiner Homöostase verursacht durch diverse pathophysiologische 

Situationen wie Infektionen, Autoimmunerkrankungen, Traumata und 

Gewebeschädigungen (Dinarello 1988; Gabay und Kushner 1999; Dinarello 2018). 

Aufgrund dieser potenten, ubiquitären Funktion muss die Synthese und Freisetzung 

von IL-1β strikt reguliert werden und hängt meist von zwei "Gefahrensignalen" ab. Die 

biologisch inaktive pro-Form von IL-1β (pro-IL-1β) wird, im Gegensatz zum pro-

inflammatorischen Zytokin IL-18, in Immunzellen nicht konstitutiv exprimiert (Gross et 

al. 2011). Es bedarf zunächst einer priming-Phase in der pro-IL-1β gebildet wird (Gross 

et al. 2011; Piccioli und Rubartelli 2013). Dieses priming kann durch Pathogene 

induziert werden, welche durch ihre Pathogen-assoziierten molekularen Muster 

(englisch: pathogen-associated molecular patterns, PAMPs) von verschiedenen 

pattern recognition-Rezeptoren (PRRs) der Immunzellen wahrgenommen werden 

(Vladimer et al. 2013; Broz und Dixit 2016). Zu den PRRs zählen Toll-like-Rezeptoren 

(TLRs), RIG-I-like-Rezeptoren (RLRs), C-type Lektin-Rezeptoren (CLRs), sowie die 

NOD-like-Rezeptoren (englisch: nucleotide-binding oligomerization domain and 

leucine-rich repeat-containing receptors, NLRs) (Bauernfeind et al. 2011; Gross et al. 
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2011). Auch Schaden-assoziierte molekulare Muster (englisch: danger/damage-

associated molecular patterns, DAMPs), d.h. endogene Molekülstrukturen, die von 

geschädigten Zellen freigesetzt werden, wie Hitzeschockproteine oder mitochondriale 

DNA, können durch PRRs detektiert werden und führen zur intrazellulären 

Anreicherung von pro-IL-1β (Bauernfeind et al. 2011; Piccioli und Rubartelli 2013; 

Vladimer et al. 2013; Broz und Dixit 2016). Alle PRRs können verschiedene 

Signalwege induzieren, um zur Transkription verschiedener Zytokine, Chemokine oder 

anderer inflammatorischer Proteine  zu führen  (Piccioli und Rubartelli 2013). 

Mononukleäre Phagozyten können Pathogene zudem durch Phagozytose abtöten 

(Kaufmann 2009) und als “professionelle“ antigenpräsentierende Zellen die 

Pathogenfragmente nach intrazellulärer Prozessierung auf ihrer Zelloberfläche über 

die Haupthistokompatibilitätskomplexmoleküle (englisch: major histocompatibility 

complex molecule, MHC) MHCI und MHCII den T-Lymphozyten präsentieren und 

somit das erworbene Immunsystem aktivieren (Iwasaki und Medzhitov 2015; 

Abualrous et al. 2021). 

Für die Freisetzung von IL-1β muss pro-IL-1β zunächst proteolytisch gespalten 

werden, was eines zweiten “Gefahrensignals“ bedarf. Dabei spielt eine besondere 

Untergruppe der intrazellulären NLRs eine wichtige Rolle, welche NLRP1, NLRP3, 

NLRC4, absent in melanoma 2 (AIM2) und Pyrin umfasst (Bauernfeind et al. 2011; 

Gross et al. 2011; Broz und Dixit 2016). Die Aktivierung dieser NLRs führt zunächst 

zur Formierung zytosolischer Multiproteinkomplexe, die sogenannten Inflammasome 

(Bauernfeind et al. 2011; Gross et al. 2011; Broz und Dixit 2016). Inflammasome 

wurden erstmals 2002 von der Arbeitsgruppe Tschopp beschrieben (Martinon et al. 

2002). Das bis heute am besten untersuchte Inflammasom ist das NLRP3-

Inflammasom. Es wird durch eine Vielzahl verschiedener Stimuli aktiviert, von 

bakteriellen und viralen Nukleinsäuren und Lipopolysaccharid (LPS) über diverse 

DAMPs wie extrazelluläres ATP, Harnsäure und Amyloid-β (Aβ)-Peptide (Bauernfeind 

et al. 2011; Santana et al. 2016).  

Die Aktivierung NLRs führt zur Rekrutierung des Adaptorproteins ASC, welches aus 

einer Pyrin (PYD) und einer Caspaserekrutierungsdomaine (CARD) besteht und so die 

Inflammasomformierung erlaubt (Bauernfeind et al. 2011; Vladimer et al. 2013; Broz 

und Dixit 2016). Das Inflammasom dient dann als Plattform zur Aktivierung der 

biologisch inaktiven Form der Protease Caspase-1 (pro-Caspase-1). Die aktivierte 
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Caspase-1 spaltet proteolytisch das biologisch inaktive pro-IL-1β zu gereiftem IL-1β, 

welches dann aus den Zellen freigesetzt wird (Vladimer et al. 2013; Broz und Dixit 

2016). Neben IL-1β können weitere Zytokine wie IL-18, IL-33 und IL-37 Inflammasom-

abhängig von der Caspase-1 aktiviert werden (Dinarello 2018). Die Caspase-1 kann 

zudem Pyroptose induzieren, einen programmierten Zelltod, der morphologisch durch 

Zellschwellung und Zerstörung der Plasmamembran charakterisiert ist (Tan et al. 

2021). Durch Pyroptose werden nicht nur pro-inflammatorische Zytokine wie IL-1β 

freigesetzt, sondern eine Vielzahl weiterer DAMPs wie HMGB1 und 

Laktatdehydrogenase (Tan et al. 2021). Dadurch kommt es zu einer Amplifizierung der 

Entzündungsreaktion und Rekrutierung weiterer Immunzellen (Lamkanfi et al. 2010; 

Tan et al. 2021).  

Die Produktion von IL-1β ist keineswegs auf Monozyten, Makrophagen beschränkt, 

sondern erfolgt auch durch dendritische Zellen und diverse Epithelzellen (Santana et 

al. 2016). Die Freisetzung von IL-1β und die damit einhergehenden 

Entzündungsprozesse haben eine protektive und regenerative Funktion, da so eine 

Eliminierung infektiöser Faktoren sowie die Wiederherstellung der Gewebeintegrität, 

eingeleitet wird (Santana et al. 2016; Tan et al. 2021). Entzündungsreaktionen, welche 

durch Trauma, Ischämie-Reperfusionsschaden, Verbrennungen oder chemisch 

induziert werden, laufen meist ohne infektiöse Faktoren ab und werden als deshalb als 

“sterile Entzündung“ bezeichnet (Bortolotti et al. 2018). Auch die sterile Inflammation 

ist charakterisiert durch die Rekrutierung von Immunzellen wie Makrophagen, sowie 

die Freisetzung pro-inflammatorischer Zytokine wie IL-1 (Bortolotti et al. 2018). 

Fehlregulationen und erhöhte systemische IL-1β-Konzentrationen können hingegen 

schwere inflammatorische und autoimmune Erkrankungen hervorrufen (Mantovani et 

al. 2019). 

Trotz intensiver Forschung führen Polytraumata und große chirurgische Eingriffe auch 

heute noch zu lebensbedrohlichen systemischen Entzündungen mit einer nicht 

akzeptablen hohen Gesamtletalität (Westphal und Kampmeier 2015; Bortolotti et al. 

2018). In diesem Zusammenhang spielen die sterile Inflammation und IL-1β eine 

zentrale Rolle. Durch massive Gewebeschädigung kommt es zu einer 

überschießenden Zytokin-Ausschüttung und folglich zur traumainduzierten 

Immundysfunktion, welche von systemischen Entzündungen, Schock, 

Multiorganversagen bis hin zur Sepsis führen kann (Abb. 1). Nach Verletzungen wird 
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die Reifung und Ausschüttung von pro-inflammatorischen Zytokinen wie IL-1β aus 

mononukleären Phagozyten durch das Gefahrensignal extrazelluläres ATP stimuliert, 

welches von aktivierten Zellen freigesetzt oder aus dem Zytoplasma geschädigter 

Zellen stammt. Freigesetztes ATP wird dann über den ATP-sensitiven Rezeptor P2X7 

(P2RX7; Gen: P2RX7) wahrgenommen, welcher von mononukleären Phagozyten 

exprimiert wird (Gross et al. 2011; Broz und Dixit 2016; Mantovani et al. 2019). Durch 

die Aktivierung des ionotropen P2RX7 kommt es dann zu Änderungen der 

intrazellulären Ionenkonzentration, Formierung des NLRP3-Inflammasoms, 

Aktivierung der Caspase-1 und letztlich Freisetzung von IL-1β (Gross et al. 2011; Broz 

und Dixit 2016; Bortolotti et al. 2018; Mantovani et al. 2019).  

   

        

   

Aktuell gibt es, neben der Gabe von immunsupprimierenden Steroiden, welche ein 

breites Nebenwirkungsspektrum haben (Schäcke et al. 2002), kaum geeigneten 

Behandlungen für die traumainduzierte Immundysfunktion. Bisher wurden mehrere 

“biologicals“ entwickelt, die am IL-1-System angreifen, um eine überschießende 

Entzündungsreaktion zu verhindern (Dinarello 2018), wie beispielsweise der 

Abbildung 1. Die traumainduzierte 

Immundysfunktion. Bei schweren 

Traumata und großen chirurgischen 

Eingriffen kann es zu einer 

Immundysfunktion kommen, die von 

systemischen Entzündungen bis hin zum 

Tod der Patienten führen kann. 
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rekombinante IL-1-Rezeptor-Antagonist Anakinra, Anti-Zytokin-Therapien wie anti-IL-

1β (Canakinumab) oder rekombinante IL-1-Rezeptor-Fusionsproteine (Rilonacept) 

(Bortolotti et al. 2018). Diese Therapien werden zur Behandlung von entzündlichen 

Erkrankungen wie Gicht, Diabetes Typ 1 und Cryopyrin-assoziierten periodischen 

Syndromen (CAPS) eingesetzt (López-Castejón und Pelegrín 2012; Bortolotti et al. 

2018). Anti-Zytokin-Therapien wie Canakinumab erwiesen sich in klinischen Studien 

zur traumainduzierten Immundysfunktion jedoch als nicht effektiv. Für eine direkte 

Hemmung der IL-1β-Sekretion in Form von NLRP3-Inflammasom-Antagonisten gibt es 

bis heute zwar vielversprechende Ansätze, aber keine zugelassenen Therapien 

(Marchetti et al. 2018). Zudem können entzündungshemmende Therapien die 

Infektanfälligkeit der Betroffenen maßgeblich erhöhen. Es ist daher von großem, 

klinischem Interesse, neue Therapieansätze zu finden, welche die sterile Inflammation 

kontrollieren, ohne dabei die Infektabwehr zu vermindern.  

1.2 Nikotinische Acetylcholinrezeptoren (nAChRs) und das non-

neuronale cholinerge System 

Nikotinische Acetylcholinrezeptoren (nAChRs) sind aus der traditionellen Sicht als 

Liganden-gesteuerte Ionenkanäle bekannt, welche eine unerlässliche Rolle für die 

Reizweiterleitung an Neuronen und der motorischen Endplatte spielen (Wessler und 

Kirkpatrick 2008; Changeux 2012). Ein funktioneller nAChR besteht dabei aus einem 

pentameren Komplex von Untereinheiten, die sich als Homomere und Heteromere 

zusammenlagern können (Stokes et al. 2015). Jede Untereinheit besteht dabei aus 

einer extrazellulären Domäne, die den C- und N-Terminus des Proteins sowie die 

orthosterische Liganden-Bindungsstelle beinhaltet (Stokes et al. 2015; Gharpure et al. 

2020), sowie aus vier Transmembrandomänen und einer variablen zytoplasmatischen 

Domäne (Gharpure et al. 2020). In der Familie der Säugetiere wurden bisher 16 

verschiedene nAChR-Untereinheiten identifiziert. Die nAChR-Untereinheiten werden 

dabei in die Typ-α (α1 – α7, α9, α10) und nicht-Typ-α (β1-β4, γ, δ, or ε) unterschieden 

(Changeux 2012; Papke 2014; Stokes et al. 2015). Die orthosterische Liganden-

Bindungsstelle befindet sich zwischen zwei benachbarten Untereinheiten (Bouzat et 

al. 2018). Entsprechend ihrer typischen zellulären Expressionsmuster, können 

nAChRs in nAChRs vom muskulären Typ und solche vom neuronalen Typ eingeteilt 

werden. Die nAChRs vom muskulären Typ werden im ausgewachsenen Muskel aus 
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zwei α1-Unereinheiten sowie jeweils einer β1-, δ-, und ε-Untereinheit gebildet und sind 

in den neuromuskulären Endplatten zu finden (Cetin et al. 2020). Während der 

Embryogenese wird anstelle von der ε-Untereinheit eine γ-Untereinheit exprimiert, die 

später ersetzt wird (Cetin et al. 2020). nAChRs vom neuronalen Typ kommen sowohl 

als Homopentamere der α7- oder α9-Untereinheiten vor, Heteropentamere aus den 

Untereinheiten α7 und  β2 oder α9 und α10, sowie in zahlreichen weiteren 

Kombinationen aus zwei α-Untereinheiten (α2 – α4 oder α6) mit drei β-Untereinheiten  

(β2 oder β4) (Zoli et al. 2018). 

Ein endogener Ligand der nAChRs und gleichzeitig einer der wichtigsten 

Neurotransmitter im cholinergen Nervensystem von Vertebraten und Insekten ist ACh 

(Horiuchi et al. 2003; Wessler und Kirkpatrick 2008), welches bereits 1921 durch Otto 

Lewi als Vagusstoff entdeckt und später durch Henry H. Dale als solches identifiziert 

wurde (Lewi und Dale erhielten 1936 den Nobelpreis für Medizin).  

Die Bedeutung von nAChRs für die Regulation des Immunsystems kam vor über zwei 

Jahrzehnten auf, als der Begriff des “anti-inflammatorischen cholinergen Reflex“ 

geprägt wurde (Borovikova et al. 2000). Dieser vagale, neuroimmunologische 

Reflexmechanismus wurde zuerst in Arbeiten von Kevin J. Tracey beschrieben: In 

anästhesierten Ratten wird die LPS-induzierte Freisetzung pro-inflammatorischer 

Zytokine durch die Stimulation des Vagusnerv abgemildert (Borovikova et al. 2000). 

Es wurde weiterhin Hinweise dafür erbracht, dass dieser Reflex über ACh vermittelt 

wird, welches von T-Lymphozyten der Milz freigesetzt wird (Rosas-Ballina et al. 2011). 

Das freigesetzte ACh aktiviert dann α7-nAChRs in Makrophagen und Dendritischen 

Zellen, wodurch die Freisetzung pro-inflammatorischer Zytokine wie IL-1β, IL-6 und 

Tumornekrosefaktor (TNF)-α abgemildert wird (Borovikova et al. 2000; Rosas-Ballina 

et al. 2011; Olofsson et al. 2012; Hoover 2017). Das Konzept des “anti-

inflammatorischen Reflex” wurde später von der Fachwelt in Frage gestellt und ist bis 

heute umstritten, nicht zuletzt weil die Milz gar nicht durch den Vagusnerv innerviert 

wird (Martelli et al. 2014). Dennoch führten diese frühen Arbeiten zum Forschungsfeld 

der cholinergen anti-inflammatorischen Regulation des Immunsystems, aus dem auch 

verschiedene therapeutische Ansätze zur Behandlung von inflammatorischen 

Erkrankungen und neuropathischem Schmerz hervorgegangen sind (Hoover 2017; 

Halder und Lal 2021; Zhang et al. 2022).   
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Fast zeitgleich zum cholinergen Reflex wurde mit der Entdeckung des “non-

neuronalen cholinergen Systems“ ein neues Kapitel der cholinergen Forschung 

geschrieben. Untersuchungen zeigten, dass die wesentlichen Komponenten und 

Rezeptoren des cholinergen Systems wie die Cholinacetyltransferase, ACh-Esterase, 

ACh, muskarinerge AChRs und nAChRs auch von non-neuronalen Zellen in Säugern 

exprimiert werden (Wessler et al. 2001; Grando et al. 2007; Wessler und Kirkpatrick 

2008). Viel mehr noch können ACh und viele weitere non-neuronale cholinerge 

Komponenten bereits schon in Bakterien, Algen, Protozoen und primitiven Pflanzen 

gefunden werden, was das cholinerge System zu einem evolutionär hoch-

konservierten und somit phylogenetisch wichtigen System macht (Wessler et al. 1999; 

Wessler et al. 2001). Zudem wurden Hinweise erbracht, dass dieses non-neuronale 

System zu grundlegenden Zellfunktionen beiträgt wie Genexpression, Proliferation, 

Zelldifferenzierung, Zell-Zell-Kommunikation, Zell- und Gewebe-Homöostase sowie 

immunologische Funktionen (Wessler et al. 2001; Grando et al. 2007; Wessler und 

Kirkpatrick 2008).  

Es wird immer deutlicher, dass das non-neuronale cholinerge System im Allgemeinen 

und nAChRs im Besonderen das Immunsystem regulieren können. So wirkt die 

Aktivierung von nAChRs durch endogene Liganden wie ACh oder Nikotin protektiv bei 

verschiedenen inflammatorischen Erkrankungen wie entzündliche Darmerkrankungen 

(inflammatory bowel disease), rheumatoide Arthritis und Gicht (Hoover 2017; Lei und 

Duan 2021). Immunzellen wie T- und B-Zellen, Monozyten, Makrophagen und 

Dendritische Zellen exprimieren die wesentlichen Komponenten des cholinergen 

Systems zur Synthese, Transport und Freisetzung von ACh, sowie verschiedenste 

nAChR-Untereinheiten wie α2, α5, α6, α7, α9, α10 und β2 (Fujii et al. 2017a, 2017b; 

Hecker et al. 2015). Für nAChRs mit der Untereinheit α7 konnte in einer Vielzahl von 

Studien gezeigt werden, dass ihre Aktivierung zur Abmilderung der Zytokinfreisetzung 

führt sowie die Expression pro-inflammatorischer Zytokine bereits auf translationaler 

Ebene hemmen kann (Borovikova et al. 2000; Jonge und Ulloa 2007; Olofsson et al. 

2012; Fujii et al. 2017a, 2017b; Stegemann und Böhm 2020; Lei und Duan 2021). In 

den letzten Jahren zeigte sich jedoch, dass neben α7 auch andere nAChR-

Untereinheiten wie α9 und β2 anti-inflammatorische Effekte induzieren können 

(Simard et al. 2013; Hecker et al. 2015; St-Pierre et al. 2016; Liu et al. 2017).      



Einleitung 

 

 

 

8 

 

Die kanonischen Funktionen von nAChRs sind ionotrop. Dabei weisen sie, abhängig 

von der Zusammensetzung der Untereinheiten, eine Permeabilität für Na+, K+ und Ca2+ 

auf (Changeux 2012; Stokes et al. 2015). Eine vollkommen andere Wirkungsweise 

wurde zuerst für α7-nAChRs gezeigt. In Studien zur cholinergen Modulation von 

Entzündungsreaktionen zeigten α7-nAChR Liganden-induzierte metabotrope 

Funktionen und das vollkommen unabhängig von der kanonischen ionotropen 

Funktion (Jonge und Ulloa 2007; Kabbani et al. 2013; Stokes et al. 2015; Kabbani und 

Nichols 2018). Interessanterweise scheinen insbesondere sogenannte nAChR “silent 

agonists“ (“stumme Agonisten“), d.h. Substanzen, die metabotrope aber keine 

ionotropen Funktionen an α7-nAChRs induzieren, mit zu den effektivsten Modulatoren 

von Entzündungsreaktionen zu gehören (Horenstein und Papke 2017). In 

Mikrogliazellen konnte gezeigt werden, dass der α7-nAChR silent agonist NS6740 

effektiver die LPS-induzierte Freisetzung von TNF-α inhibierte als der partielle α7-

Agonist GST-21 (Thomsen und Mikkelsen 2012). Somit stellen nAChR silent agonists 

einen vielversprechenden therapeutischen Ansatz zur Behandlung von entzündlichen 

Erkrankungen dar (Horenstein und Papke 2017).  

 



Zielsetzung der Arbeit 

 

 

 

9 

 

2. Zielsetzung der Arbeit  

Bisher wurden zahlreiche Arbeiten zur modulierenden Wirkung des non-neuronalen 

cholinergen Systems auf das Immunsystem auf transkriptionaler und post-

transkriptionaler Ebene durchgeführt (Hoover 2017). Ob das non-neuronale cholinerge 

System auch die traumainduzierte Freisetzung von IL-1β modulieren und damit auf 

posttranslationaler Ebene wirken kann, ist Gegenstand der vorliegenden Arbeit. 

Folgende initiale Hypothese wurde im Rahmen dieser Forschungsarbeit adressiert: 

 

1. Wird die ATP-vermittelte Freisetzung von IL-1β aus Monozyten durch 

cholinerge Agonisten inhibiert? (Hecker et al. 2015; Zakrzewicz & Richter et 

al. 2017; Richter et al. 2016) 

2. Sind Phosphatidylcholine und deren Metabolite wie Phosphocholin (PC) 

unkonventionelle Agonisten von nAChRs? (Hecker et al. 2015; Zakrzewicz & 

Richter et al. 2017; Richter et al. 2016; Backhaus et al. 2017) 

3. Ist der anti-inflammatorische, cholinerge Regulationsmechanismus der ATP-

vermittelten Freisetzung von IL-1β auch in Lungenepithelzellen und 

Lungengewebe aktiv? (Richter et al. 2018a) 

4. Können Akute-Phase-Proteine wie das C-reaktive Protein (CRP) den anti-

inflammatorischen cholinergen Regulationsmechanismus induzieren? (Richter 

et al. 2018b) 

5. Hat das Aβ1-42-Peptid einen Einfluss auf den cholinergen 

Regulationsmechanismus der ATP-vermittelten Freisetzung von IL-1β? 

(Richter et al. 2020) 

6. Wie können nAChRs die Aktivität des ATP-sensitiven P2RX7 modulieren? 

(Richter et al. 2023a) 

7. “To channel or not to channel” – Fungieren nAChRs in mononukleären 

Phagozyten als metabotrope oder ionotrope Rezeptoren? (Hecker et al. 2015; 

Zakrzewicz & Richter et al. 2017; Richter et al. 2016; Backhaus et al. 2017; 

Richter et al. 2018b)  

8. Sind Liganden von nAChRs mit der Untereinheit α9 geeignete Werkzeuge in 

der Grundlagenforschung und potenzielle Therapeutika inflammatorischer 

Erkrankungen und Schmerzen? (Richter et al. 2022; Richter et al. 2023b) 
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3. Ergebnisse der eigenen Arbeiten 

3.1 Cholinerge Regulation der ATP-vermittelten Freisetzung des pro-

inflammatorischen Zytokins IL-1β  

Zunächst wurde die Hypothese überprüft, dass die Aktivierung von monozytären 

nAChRs zur Inhibition des ionotropen P2RX7 führt und somit die ATP-vermittelte 

Freisetzung von IL-1β aus Monozyten unterdrückt. Um die Fragestellung zu 

untersuchen, wurden verschiedene Untersuchungen an monozytären Zellen in vitro 

und ex vivo durchgeführt. Die Zellen wurden zunächst mit LPS vorstimuliert, um als 

erstes Gefahrensignal die Expression von pro-IL-1β zu induzieren (vgl. Abb. 2). 

Anschließend wurde als 2. Gefahrensignal ATP appliziert, meist in Form von P2RX7 

spezifischem BzATP (2'-3'-O-(4-Benzoylbenzoyl)adenosin-5'-triphosphat) und die 

Konzentration von IL-1β im Zell-freien Zellkulturüberstand mittels enzyme-linked 

immunosorbent assay (ELISA) analysiert. Neben der humanen monozytären Zelllinie 

U937, wurden auch primäre humane Monozyten (CD14+) und humane mononukleäre 

Zellen des peripheren Blutes (englisch: peripheral blood mononuclear cells, PBMCs), 

die aus Blutproben von freiwilligen Spendern frisch isoliert wurden, für die 

Untersuchungen verwendet, sowie frisch aufgereinigte murine PBMCs (Hecker et al. 

2015; Zakrzewicz & Richter et al. 2017). In diesen Untersuchungen konnte gezeigt 

werden, dass die ATP-vermittelte Aktivierung des NLRP3-Inflammasoms und 

Freisetzung von IL-1β aus LPS-stimulierten monozytären Zellen durch klassische 

nikotinerge Agonisten wie ACh, Nikotin und Cholin effizient inhibiert wurde (Hecker et 

al. 2015; Zakrzewicz & Richter et al. 2017; vgl. Abb. 2). Auch die ATP-induzierte 

Aktivierung und Freisetzung der Caspase-1 wurde durch die cholinergen Agonisten 

abgemildert (Hecker et al. 2015). Die NLRP3-Inflammasom-unabhängigen Zytokine 

IL-6 und TNF-α wurden hingegen weder durch ATP noch durch nikotinerge Agonisten 

beeinflusst (Hecker et al. 2015). Die spezifische Wirkung des cholinergen 

Regulationsmechanismus auf den P2RX7 konnte zudem in weiteren Experimenten 

bestätigt werden. Wurde bei LPS-stimulierten Monozyten das NLRP3-Inflammasom 

mit dem Poren-bildenden Toxin Nigericin (Graven et al. 1966) und somit über ATP-

unabhängige Wege aktiviert, so zeigten die nikotinergen Agonisten keinen Einfluss auf 

die IL-1β-Freisetzung (Hecker et al. 2015). Diese Ergebnisse stehen im Einklang mit 
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der Hypothese der spezifischen cholinergen Regulation der ATP-abhängigen 

Aktivierung des NLRP3-Inflammasoms und Freisetzung von IL-1β über den ionotropen 

P2RX7.  

   

 

Abbildung 2. Cholinerge Regulation der ATP-vermittelten Freisetzung des pro-

inflammatorischen Zytokins IL-1β. Die Synthese und Freisetzung von IL-1β sind streng reguliert und 

benötigen zweier Gefahrensignale. Ein prototypisches erstes Gefahrensignal ist LPS von Gram-

negativen Bakterien, welches vermittelt über TLR die Expression von bioinaktivem pro-IL-1β induziert. 

Extrazelluläres ATP aktiviert als Schadensignal den P2RX7. Dadurch kommt es zur Assemblierung des 

NLRP3-Inflammasomes, Aktivierung der Caspase-1 und Spaltung von pro-IL-1β und letztlich zu dessen 

Freisetzung. Die Aktivierung von nAChRs mit den Untereinheiten α7, α9 und α10 durch klassische 

Agonisten wie ACh, Nikotin und Cholin führt zur Inhibition des P2RX7 und somit der IL-1β-Freisetzung. 

Dieser cholinerge Mechanismus wird durch nAChR-Antagonisten wie Mec, α-Bun, Strych und die 

Conopeptide ArIB (spezifisch für α7) und RgIA4 (spezifisch für α9/α10) aufgehoben. α-Bungarotoxin, α-

Bun; Acetylcholin, ACh; damage-associated molecular patterns, DAMP; Interleukin-1β, IL-1β; 

Lipopolysaccharid, LPS; Mecamylamin, Mec; nikotinische ACh-Rezeptoren, nAChRs; P2RX7, P2X7-

Rezeptor; pathogen-associated molecular patterns, PAMP; Strychnin, Strych; Toll-like-Rezeptoren, 

TLR. (Hecker et al. 2015; Zakrzewicz & Richter et al. 2017; Richter et al. 2016). 
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Interessanterweise wurde die inhibierende cholinerge Wirkung auf die ATP-vermittelte 

IL-1β-Freisetzung aus Monozyten auch durch Cholin induziert (Hecker et al. 2015; 

Zakrzewicz & Richter et al. 2017; Richter et al. 2016), welches als selektiver Agonist 

von nAChRs mit den Untereinheiten α7* (* zeigt das mögliche Vorhandensein weiterer 

nAChR-Untereinheiten an) und α9* bekannt ist (Papke et al. 1996; Verbitsky et al. 

2000; Pereira et al. 2002). Um eine mögliche Beteiligung der nAChR-Untereinheiten 

α7* und α9* am cholinergen Regulationsmechanismus der ATP-vermittelten 

Freisetzung von IL-1β weiter zu untersuchen, führten wir zunächst pharmakologische 

Untersuchungen mit einer Reihe von nAChR-Antagonisten durch. Es zeigte sich, dass 

die inhibierende Wirkung der nAChR-Agonisten ACh, Nikotin und Cholin in 

Anwesenheit des unspezifischen nAChR-Antagonist Mecamylamin (Innocent et al. 

2008) sowie der α7*- und α9*-nAChR-Antagonisten α-Bungarotoxin und Strychnin 

(Johnson et al. 1995; Briggs und McKenna 1996; Elgoyhen et al. 2001), aufgehoben 

wurde (Hecker et al. 2015). Die verwendeten Antagonisten erlauben jedoch keine 

Unterscheidung zwischen α7*- oder α9*-nAChR-Untereinheiten. Durch eine 

Kooperation mit Prof. J.M. McIntosh (Universität Utah, Salt Lake City, USA) konnten 

dann zwei spezifische Conopeptide eingesetzt werden: [V11L;V16D]ArIB (ArIB), 

welches spezifisch für die nAChR-Untereinheit α7 ist (Whiteaker et al. 2008; Hone et 

al. 2009; Hone et al. 2010; Grau et al. 2018), sowie das α9/α10-spezifische RgIA4 

(Christensen et al. 2017; Romero et al. 2017; Grau et al. 2018). Diese Conopeptide 

wurden wie zuvor beschrieben (Innocent et al. 2008; Romero et al. 2017) synthetisiert 

und charakterisiert. Interessanterweise wurde die inhibierende Wirkung von ACh, 

Nikotin und Cholin auf die ATP-vermittelte IL-1β-Freisetzung aus Monozyten durch 

beide Conopeptide aufgehoben (Zakrzewicz & Richter et al. 2017; Richter et al. 

2016), was auf eine Beteiligung der nAChR-Untereinheiten α7, α9 und/oder α10 

hindeutet. Diese Ergebnisse konnten durch small interfering RNA (siRNA)-

Experimente an monozytären U937-Zellen (Hecker et al. 2015; Zakrzewicz & Richter 

et al. 2017), sowie in Experimenten an PBMCs von Mäusen die Gen-defizient für die 

α7, α9 oder α10 nAChR-Untereinheit waren, untermauert werden (Zakrzewicz & 

Richter et al. 2017; Richter et al. 2016).  

Die Expression der nAChR-Untereinheiten α7, α9 und α10 konnte unsere 

Arbeitsgruppe durch den Nachweis von mRNA für Chrna7, Chrna9 und Chrna10 in 

monozytären U937-Zellen sowie humanen PBMCs erbringen (Hecker et al. 2015), 
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was mit früheren Publikationen übereinstimmt (Kawashima und Fujii 2000; 

Chernyavsky et al. 2010).  

Zusammenfassend konnten ungewöhnliche nAChRs mit den Untereinheiten α7, α9, 

und α10 in mononukleären Phagozyten identifiziert werden, die effizient die Aktivierung 

des ATP-sensitiven P2RX7 und damit einhergehend die Aktivierung des NLRP3-

Inflammasoms und der ATP-induzierten Freisetzung von IL-1β inhibieren. Dieser 

Mechanismus reguliert spezifisch die ATP-induzierte Freisetzung von IL-1β, 

wohingegen die ATP-unabhängige Zytokin-Freisetzung nicht beeinflusst wird.  

3.2 Dipalmitoylphosphatidylcholin, Phosphocholin und weitere 

Metabolite von Phosphatidylcholinen sind unkonventionelle 

Agonisten von nAChRs    

Phosphatidylcholine (Lecithine) sind wichtige Grundbausteine aller eukaryotischen 

Zellmembranen (Li und Vance 2008). Ein Stoffwechselintermediat, welches bei der 

Synthese von Phosphatidylcholin entsteht ist das zwitterionisches Molekül PC (Li und 

Vance 2008). Interessanterweise weisen ACh, Cholin und PC eine hohe strukturelle 

Ähnlichkeit auf (Abb. 3).  

   

 

 

Abbildung 3. Chemische Strukturformeln. Acetylcholin, Cholin und Phosphocholin weisen eine hohe 

strukturelle Ähnlichkeit auf. 

   

Dies führte zu der Hypothese, dass PC und PC-haltige Moleküle als Liganden von 

nAChRs fungieren könnten. Wir konnten in verschiedenen Arbeiten zeigen, dass PC 

ein unkonventioneller Agonist monozytärer nAChRs ist und die ATP-induzierte 

Freisetzung von IL-1β effizient inhibiert (Hecker et al. 2015; Zakrzewicz & Richter et 

al. 2017; Richter et al. 2016). Dabei ist der IC50-Wert von PC mit 10 µM in etwa 

identisch zu Cholin (Hecker et al. 2015). In weiteren Untersuchungen konnten durch 

Verwendung spezifischer Inhibitoren, siRNA-Experimente an monozytären U937-
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Zellen, sowie in Experimenten an PBMCs von Mäusen, die Gen-defizient für die α7-, 

α9- oder α10-nAChR-Untereinheit waren, nachgewiesen werden, dass der PC-

induzierte Mechanismus der nAChR-Untereinheiten α7, α9, und α10 bedarf (Hecker 

et al. 2015; Zakrzewicz & Richter et al. 2017; Richter et al. 2016).   

Nachfolgend konnten wir zahlreiche andere PC-haltigen Moleküle als bisher 

unbekannte, unkonventionelle Agonisten von nAChRs identifizieren. 

Glycerophosphocholin (G-PC), Lysophosphatidylcholin (LPC), sowie auch 

Dipalmitoylphosphatidylcholin (DPPC) inhibierten über nAChRs-vermittelt effizient die 

ATP-induzierte Freisetzung von IL-1β aus Monozyten (Hecker et al. 2015; Zakrzewicz 

& Richter et al. 2017; Richter et al. 2016; Backhaus et al. 2017; vgl. Tabelle 1).  

Tabelle 1: Klassische und unkonventionelle Liganden von nAChRs, ihre benötigte Konzentration, die 

zu einer 50%igen Inhibition (IC50) der ATP-induzierten Freisetzung von IL-1β aus monozytären Zellen 

führt und die dafür benötigten nAChR-Untereinheiten.  

Ligand IC50 nAChR-Untereinheiten  

Cholin 10 µM [I] α7, α9, α10 [III] 

Acetylcholin 1 µM [I] α7, α9, α10 [III] 

Nikotin 10 µM [I] α7, α9, α10 [III] 

PC 10 µM [I] α7, α9, α10 [III] 

PC-BSA 140 nM [I] α7, α9, and/or α10 [I] 

RM-PC-LOS 25 nM [I] α7, α9, and/or α10 [I] 

NTHi-PC-LOS 25 nM [I] α7, α9, and/or α10 [I] 

G-PC 1 µM [III] α9, α10 [II] 

LPC 1 µM [III] α9, α10 [II] 

DPPC 10 µM [IV] α9 and α7 or α10 [IV] 

Dipalmitoylphosphatidylcholin, DPPC; Glycerophosphocholin, G-PC; Lysophosphatidylcholin, LPC; 

nikotinischer Acetylcholinrezeptor, nAChR; Phosphocholin, PC; PC-modifiziertes bovines 

Serumalbumin, PC-BSA; PC-modifizierte Lipooligosaccharide, PC-LOS. [I] Hecker et al. 2015; [II] 

Zakrzewicz & Richter et al. 2017; [III] Richter et al. 2016; [IV] Backhaus et al. 2017.  

Vielmehr noch ergaben sich in den Untersuchungen merkliche Unterschiede bezüglich 

des Bedarfs der nAChR-Untereinheiten für den inhibitorischen cholinergen 

Mechanismus. Während klassische nAChR-Agonisten wie ACh die Untereinheiten α7, 

α9 und α10 benötigen, erfordert der G-PC- und LPC-induzierte Mechanismus lediglich 

die nAChR-Untereinheiten α9 und α10 (Zakrzewicz & Richter et al. 2017; Tabelle 1). 

Für den inhibitorischen Effekt von DPPC auf die ATP-induzierte IL-1β Freisetzung ist 

die α9-Untereinheit essenziell zusammen mit der α7- oder der α10-Untereinheit 

(Backhaus et al. 2017; Tabelle 1).   



Ergebnisse 

 

 

 

15 

 

Wildtypstämme von Haemophilus influenzae (H. influenzae) besitzen das sogenannte 

lic1-Operon, um PC-modifizierte Lipooligosaccharide (PC-LOS) synthetisieren zu 

können (Risberg et al. 1999; Schweda et al. 2000; Månsson et al. 2003; Pang et al. 

2008). PC-LOS wirkt auf Wirbeltiere anti-inflammatorisch und erleichtert deren 

Besiedlung durch H. influenzae (Risberg et al. 1999; Schweda et al. 2000; Månsson 

et al. 2003; Pang et al. 2008). Aufgrund der Entdeckung, dass PC ein Ligand von 

nAChR ist, stellten wir die Hypothese auf, dass Symbionten und Parasiten den anti-

inflammatorischen cholinergen Kontrollmechanismus ausnutzen, um die 

Immunantwort des Wirts zu umgehen. Durch Kooperation mit Prof. Elke K. H. Schweda 

(Linköping Universität, Linköping, Schweden) standen uns aufgereinigte PC-LOS 

Proben von zwei verschiedenen Wildtyp H. influenzae Stämmen, RM118 (RM-PC-

LOS) und NTHi123323 (NTHi-PC-LOS), zur Verfügung. Als Kontrolle wurden LOS-

Proben von zwei von korrespondierenden, mutierten H. influenzae Stämmen 

verwendet, RM7004-lic1 und NTHi1233-lic1, welche durch eine Mutation im lic1-

Operon keine PC-LOS-Modifikationen synthetisieren können. Wir konnten zeigen, 

dass PC-LOS (RM-PC-LOS, NTHi-PC-LOS) Dosis-abhängig die BzATP-induzierte 

Freisetzung von IL-1β aus LPS-geprimten monozytäre Zellen effizient inhibierten 

(Hecker et al. 2015). Die aus den mutierten H. influenzae Stämmen gewonnenen PC-

freien LOS (RM7004-lic1, NTHi1233-lic1) waren hingegen inaktiv. Dementsprechend 

beruht die anti-inflammatorische Wirkung auf der PC-Modifikation. Vielmehr noch 

waren die PC-LOS mit einer IC50-Konzentration von ~25 nM um ein Vielfaches 

effizienter als PC (siehe Tabelle 1). In weiteren Untersuchungen konnte durch den 

Einsatz verschiedener nAChR-Antagonisten die Beteiligung der nAChR-

Untereinheiten α7, α9 und/oder α10 an dem PC-LOS-vermittelten Effekt aufgezeigt 

werden. Um sezernierte PC-modifizierte Makromoleküle, die von Helminthen 

synthetisiert und freigesetzt werden können, zu imitieren, wurde PC synthetisch an 

bovines Serumalbumin (BSA) gebunden (PC-BSA). Auch hier zeigte sich, dass PC-

BSA über nAChR-vermittelt die BzATP-induzierte Freisetzung von IL-1β inhibiert 

(Hecker et al. 2015). Interessanterweise resultierte auch hier die Modifizierung von 

PC mit einem großen Molekül wie BSA in einer Potenzierung des inhibierenden Effekts 

um den Faktor 10 (IC50 = 140 nM; siehe Tabelle 1). 

Zusammenfassend konnten somit nicht nur bislang unbekannte, endogene Liganden 

der nAChR-Untereinheiten α7, α9 und/oder α10 identifiziert werden, sondern es wurde 
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zudem ein Verständnis über die zugrundeliegenden Mechanismen von PC-

modifizierten Makromoleküle gewonnen.  

3.3 Cholinerge Regulation der ATP-vermittelten Freisetzung von    

IL-1β aus Lungenepithelzellen und Lungengewebe  

Neben Monozyten und Makrophagen können auch Epithelzellen IL-1β synthetisieren 

und freisetzen (Pinkerton et al. 2017; Message und Johnston 2004; Tian et al. 2017).  

Die beschriebenen Erkenntnisse zur cholinergen Funktion von PC-modifizierten 

Makromolekülen, sowie die Tatsache, dass H. influenzae als opportunistisches 

Bakterium hauptsächlich in den oberen und unteren Atemwegen angesiedelt ist 

(Jordens und Slack 1995), führte uns zu der Hypothese, dass solche Mechanismen 

auch in pulmonalen Epithelien ablaufen können. Um die Hypothese zu überprüfen, 

führten wir Experimente durch an humanen A549-Zellen, welche alveolaren 

Epithelzellen vom Typ-II ähneln (Giard et al. 1973), sowie der Bronchialepithelzelllinie 

Calu-3 (Shen et al. 1994). Die Stimulation der Zellen mit LPS und daran anschließende 

Behandlung mit BzATP induzierte die Freisetzung von IL-1β aus beiden Zelllinien 

(Richter et al. 2018a). Die BzATP-induzierte Freisetzung wurde effizient durch Nikotin 

und PC sowie die aus H. influenzae isolierten PC-LOS (RM-PC-LOS, NTHi-PC-LOS) 

inhibiert (Richter et al. 2018a), wodurch erstmalig der cholinerge 

Kontrollmechanismus in Epithelzellen nachgewiesen wurde. Die PC-freien LOS aus 

den H. influenzae Mutanten RM7004-lic1 and NTHi1233-lic1 zeigten, wie in der 

vorherigen Arbeit an monozytären Zellen (Hecker et al. 2015), keinen Einfluss auf die 

IL-1β-Freisetzung. In weiteren Experimenten konnte mittels nAChR-Antagonisten 

zudem gezeigt werden, dass PC und PC-LOS auch in Epithelzellen als Liganden der 

nAChR-Untereinheiten α7, α9 und/oder α10 fungieren (Richter et al. 2018a).   

Um die Komplexität der Lunge zu imitieren, führten wir zudem ex vivo Experimente an 

precision cut lung slices durch, welche aus frischen Mauslungen präpariert wurden. 

Auch hier konnte die inhibierende Wirkung von PC-LOS nachgewiesen (Richter et al. 

2018a) und somit die physiologische Bedeutung untermauert werden.  
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3.4 Das Akute-Phase-Protein CRP reguliert die ATP-induzierte 

Freisetzung von IL-1β - eine negative Rückkopplungsschleife?  

Wie in Kapitel 3.2 – 3.3 beschrieben, können PC und PC-haltige Moleküle die nAChRs 

in mononukleären Phagozyten aktiveren und darüber vermittelt die ATP-induzierte 

Freisetzung von IL-1β inhibieren. Wir stellten daher die Hypothese auf, dass natives, 

pentameres CRP (pCRP), welches mit PC-beladen ist, ebenfalls ein endogener 

Agonist der non-kanonischen nAChRs ist und den cholinergen 

Regulationsmechanismus aktivieren kann. Um die Hypothese zu überprüfen, führten 

wir Experimente an monozytären U937-Zellen und humanen PBMCs durch, die mit 

LPS vorstimuliert wurden (Richter et al. 2018b). Kommerziell erworbenes pCRP, 

welches aus menschlichen Pleura-Flüssigkeiten isoliert wurde, inhibierte 

konzentrationsabhängig die ATP-induzierte Freisetzung von IL-1β mit einem IC50-Wert 

von ~5 µg/ml (Richter et al. 2018b). Zudem war der Effekt sensitiv für diverse nAChR-

Antagonisten inklusive der spezifischen Conopeptide ArIB und RgIA4, wodurch wir 

Hinweise auf eine Beteiligung der nAChRs mit den Untereinheiten α7, α9 und/oder α10 

erbringen konnten (siehe Abb. 4).  

Es stellte sich dann die Frage, ob die inhibitorische Wirkung von pCRP von dem 

Pentraxin selbst, oder von seinem gebunden Liganden, vermutlich PC, induziert wird. 

Wurde das Pentraxin Serum-Amyloid-P, welches keine PC-Bindungsstellen besitzt 

(Mantovani et al. 2008) oder rekombinantes CRP (rCRP) aus Bakterien anstelle von 

pCRP eingesetzt, so zeigte sich keine Wirkung auf die ATP-induzierte IL-1β-

Freisetzung (Richter et al. 2018b). In weiteren Experimenten konnten wir zeigen, dass 

die Aktivität von pCRP auf eine Ca2+-abhängigen Bindung mit einem bisher noch nicht 

identifizierten endogenen Liganden, beruhte. Wurde pCRP mit einem Ca2+-Chelator 

behandelt, so war es inaktiv. Durch eine anschließende Behandlung mit Ca2+ und PC 

konnte das inaktivierte pCRP hingegen wieder aktiviert werden. Auch rCPR konnte 

künstlich mit PC beladen und aktiviert werden und führte dann zu einer effizienten 

Inhibition der ATP-induzierten IL-1β-Freisetzung (Richter et al. 2018b). Wir können 

nur spekulieren, ob PC und/oder PC-haltige Moleküle auch in vivo als Ligand an pCRP 

gebunden sind. Es zeigte sich in unseren Experimenten jedoch noch ein weiterer 

interessanter Aspekt: Um inaktiviertes pCRP oder rCRP durch Behandlung mit Ca2+ 

und PC wieder zu aktivieren, waren nur geringe PC-Konzentrationen von 1 µM nötig, 
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Abbildung 4. Das Akute-Phase-Protein pCRP moduliert die ATP-induzierte Freisetzung von IL-1β 

in mononukleären Phagozyten über nAChRs. Die Aktivierung von nAChRs mit den Untereinheiten 

α7, α9 und/oder α10 durch ACh, Nikotin, Cholin, PC oder PC-haltige Moleküle führt zur Inhibition des 

P2RX7 und somit der IL-1β-Freisetzung. pCRP konnte als neuer Ligand der nAChRs identifiziert 

werden. Da pro-inflammatorische Mediatoren wie IL-1β die Expression und Freisetzung von pCRP aus 

der Leber induzieren, könnte pCRP somit Teil einer negativen Rückkopplungsschleife sein, die eine 

überschießende z.B. verletzungsbedingte IL-1β-Freisetzung verhindert. Acetylcholin, ACh; Interleukin-

1β, IL-1β; Lipopolysaccharid, LPS; nikotinische ACh-Rezeptoren, nAChRs; P2RX7, P2X7-Rezeptor; 

pentameres C-reaktives Protein, pCRP; Phosphocholin, PC; Toll-like-Rezeptoren, TLR. (Hecker et al. 

2015; Zakrzewicz & Richter et al. 2017; Richter et al. 2016; Richter et al. 2018b) 

   

eine PC-Konzentration, die selbst keine inhibitorische Wirkung auf die IL-1β-

Freisetzung hatte (Hecker et al. 2015; Richter et al. 2018b). Die Bindung von PC an 

CRP scheint demnach die Wirkung von PC zu potenzieren. Dieses Phänomen zeigte 
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sich bereits in früheren Arbeiten mit PC-BSA und PC-LOS (Hecker et al. 2015; 

Richter et al. 2018a) (siehe Tabelle 1). 

Um zu überprüfen, ob der von uns identifizierte pCRP-induzierte Mechanismus auch 

in vivo aktiv ist, führten wir eine kleine, prospektive Studie an weiblichen und 

männlichen Polytrauma-Patienten durch. Es wurden vom Zeitpunkt der Einlieferung 

der Patienten in unsere Klinik (Universitätsklinikum Gießen und Marburg, Standort 

Gießen) täglich Blutproben abgenommen und die Plasmawerte für CRP sowie 

verschiedener Zytokine bestimmt. In Korrelationsanalysen zeigte sich dann eine 

negative Korrelation der IL-1β-Plasmakonzentrationen mit CRP (Richter et al. 2018b). 

Die NLRP3-Inflammasom-unabhängigen Zytokine IL-6, IL-18, und TNF-α waren 

hingegen positiv-korreliert (Richter et al. 2018b). 

Wir konnten in unserer Arbeit erstmals eine mögliche physiologische Funktion von 

pCRP aufzeigen (Richter et al. 2018b): In mononukleären Phagozyten ist Liganden-

beladenes pCRP ein effizienter Agonist von nAChRs mit den Untereinheiten α7, α9 

und/oder α10. Da die Expression und Sekretion von CRP durch pro-inflammatorische 

Zytokine wie IL-1β und IL-6 induziert wird, scheint pCRP in diesem Zusammenhang 

Teil einer negativen Rückkopplungsschleife zu sein, welche die ATP-induzierte IL-1β-

Freisetzung inhibiert, und vor überschießenden Entzündungsreaktionen schützen 

kann (Richter et al. 2018b) (siehe Abb.  4).  

3.5 Das Aβ1-42-Peptid ist ein negativer Regulator des cholinergen 

Kontrollmechanismus  

Bisher wurden das amyloid precursor protein (APP) und die Aβ-Peptide im 

Zusammenhang der Alzheimer-Erkrankung intensiv beforscht (Heneka et al. 2015; 

Chen et al. 2017; Zhang et al. 2023b). Die biologischen Funktionen dieses ubiquitären 

Systems liegen jedoch weitgehend im Dunkeln. Das brachte uns zu der Frage, ob das 

Aβ1-42-Peptid einen Einfluss auf den cholinergen Regulationsmechanismus der ATP-

vermittelten Freisetzung von IL-1β hat (Richter et al. 2020).  
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Abbildung 5. Das Aβ1-42-Peptid ist ein negativer Regulator des cholinergen Kontrollmechanismus 

der ATP-induzierten Freisetzung von IL-1β aus mononukleären Phagozyten. Die Aktivierung von 

nAChRs mit den Untereinheiten α7, α9 und/oder α10 durch ACh, Nikotin, Cholin, PC oder PC-haltige 

Moleküle führt zur Inhibition des P2RX7 und somit der IL-1β-Freisetzung.  Das Zellmembranprotein APP 

kann durch proteolytische Spaltung zu Aβ-Peptiden wie Aβ1-42 prozessiert werden. Während in der 

Literatur für die Aβ1-42-Petide eine pathophysiologische Rolle in der Alzheimer-Erkrankung beschrieben 

wurde, ist die biologische Funktion von APP und den Aβ-Peptiden weitgehend ungeklärt. Unsere 

Erkenntnisse deuten darauf hin, dass das Aβ1-42-Peptid in mononukleären Phagozyten den cholinergen 

Kontrollmechanismus antagonisiert und die Freisetzung von IL-1β in Anwesenheit nikotinerger 

Agonisten erlaubt. Acetylcholin, ACh; amyloid precursor protein, APP; Amyloid-β, Aβ; Interleukin-1β, IL-

1β; Lipopolysaccharid, LPS; nikotinische ACh-Rezeptoren, nAChRs; P2RX7, P2X7-Rezeptor; 

pentameres C-reaktives Protein, pCRP; Phosphocholin, PC; Toll-like-Rezeptoren, TLR. (Hecker et al. 

2015; Zakrzewicz & Richter et al. 2017; Richter et al. 2016; Richter et al. 2020) 

   

Wir führten in vitro- und ex vitro-Experimente an LPS-stimulierten humanen 

monozytären Zellen durch und konnten dabei eine vollkommen neue Funktion des  

Aβ1-42-Peptids aufzeigen (Richter et al. 2020): An monozytären nAChRs wirkt das  

Aβ1-42-Peptid antagonistisch und ermöglicht so die ATP-induzierte Freisetzung von    
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IL-1β in Anwesenheit von nAChR-Agonisten (Abb. 5). Dabei wurde nicht nur der 

inhibitorische Effekt von klassischen nAChR-Agonisten wie ACh und Nikotin 

konzentrationsabhängig durch das Aβ1-42-Peptid aufgehoben, sondern auch die 

Wirkung von PC und PC-haltigen Molekülen (Richter et al. 2020). Die von uns 

beobachteten Effekte des Aβ1-42-Peptids scheinen auf einer antagonistischen Wirkung 

an den nAChRs zu beruhen (Richter et al. 2020). Dies wird bekräftigt durch die 

Tatsache, dass die Aβ1-42-Peptid-induzierten Effekte auf cholinergen 

Regulationsmechanismus sehr denen der Conopeptide ArIB und RgIA4 ähnelten 

(Richter et al. 2020). Das Aβ1-42-Peptid selbst induzierte hingegen keine IL-1β-

Freisetzung aus LPS-stimulierten Monozyten und modulierte auch die ATP-induzierte 

IL-1β-Freisetzung nicht. Dementsprechend schien die Wirkung des Aβ1-42-Peptids auf 

Interaktionen mit den nAChRs zu beruhen (Richter et al. 2020). Zudem konnten wir 

erste Hinweise darauf erbringen, dass das Aβ1-42-Peptid auch in vivo wirkt: Bei 

chirurgischen Patienten war der Nachweis von IL-1β nur im Blut von Patienten möglich, 

in denen erhöhte Aβ1-42-Peptid-Konzentrationen vorlagen (Richter et al. 2020). 

Zusammenfassend konnten wir Hinweise darauf erbringen, dass das Aβ1-42-Peptid ein 

endogener, negativer Regulator des cholinergen Kontrollmechanismus der ATP-

induzierte Freisetzung von IL-1β in mononukleären Phagozyten ist (Richter et al. 

2020). Diese Regulation scheint auf einer antagonistischen Wirkung an α9*-nAChRs 

zu beruhen (Richter et al. 2020). 

3.6 “To channel or not to channel” – metabotrope Funktionen von 

unkonventionellen nAChRs in mononukleären Phagozyten  

Wie zuvor beschrieben, konnte unsere Arbeitsgruppe zeigen, dass die Aktivierung von 

nAChRs mit den Untereinheiten α7, α9 und/oder α10 zu einer Inhibition des P2RX7 

führt und somit die ATP-induzierte Freisetzung von IL-1β aus mononukleären 

Phagozyten wie Monozyten, Makrophagen inhibiert (Hecker et al. 2015; Zakrzewicz 

& Richter et al. 2017; Richter et al. 2016; Backhaus et al. 2017). Um die nAChR-

vermittelte Regulation des P2RX7 näher zu charakterisieren, führten wir 

elektrophysiologische Ganzzelllableitung mittels der patch-clamp-Methode (englisch: 

patch = Flicken; englisch: to clamp = festklemmen) (Hamill et al. 1981) an monozytären 

U937-Zellen durch. Im Einklang mit den Erkenntnissen aus den Messungen der ATP-

induzierten IL-1β-Freisetzung, wurde die ATP-induzierte ionotrope Aktivität des 



Ergebnisse 

 

 

 

22 

 

P2RX7 in Anwesenheit von nikotinergen Agonisten wie Nikotin (Hecker et al. 2015), 

Cholin, PC (Richter et al. 2016), DPPC (Backhaus et al. 2017) und pCRP (Richter 

et al. 2018b) gehemmt (siehe Abb. 6).  

   

 

Abbildung 6. Unkonventionelle nAChRs modulieren die ATP-induzierte Freisetzung von IL-1β in 

mononukleären Phagozyten über metabotrope Funktionen. (A) Die Aktivierung von nAChRs mit 

den Untereinheiten α7, α9 und/oder α10 durch ACh, Nikotin, Cholin, PC oder PC-haltige Moleküle führt 

zur Inhibition des P2RX7 und somit der IL-1β-Freisetzung. (B-D) In elektrophysiologischen 

Ganzzellableitungen an monozytären U937-Zellen induzierten nikotinerge Agonisten wie PC (100 µM; 

C) und Cho (100 µM; D) selbst keinerlei Änderungen in den transmembranen Ionenströmen (Gelb 

hinterlegt), inhibierten aber effizient die BzATP-induzierte ionotrope Antwort des P2RX7. E) 

Exemplarische Stromkurve aus einer elektrophysiologischen Messung (Zwei-Elektroden 

Spannungsklemme) an einer Xenopus laevis-Oozyte, welche humane α9α10-nAChRs überexprimierte. 

PC (100 µM) induzierte im Gegensatz zu dem klassischen Agonisten Cholin (1 mM), keine Ionenströme 

(Gelb hinterlegt). 2'-3'-O-(4-Benzoylbenzoyl)Adenosin-5'-Triphosphat, BzATP; α-Bungarotoxin, α-Bun; 

Acetylcholin, ACh; Cholin, Cho; damage-associated molecular patterns, DAMP; Interleukin-1β, IL-1β; 

Lipopolysaccharid, LPS; Mecamylamin, Mec; nikotinische ACh-Rezeptoren, nAChRs; P2X7-Rezeptor, 

P2RX7; pathogen-associated molecular patterns, PAMP; Phosphocholin, PC; Strychnin, Strych; Toll-

like-Rezeptoren, TLR. (Hecker et al. 2015; Zakrzewicz & Richter et al. 2017; Richter et al. 2016) 
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Dieser Effekt war zudem sensitiv gegenüber nAChR-Antagonisten wie Mecamylamin 

(Hecker et al. 2015; Richter et al. 2016) und RgIA4 (Richter et al. 2016; Richter et 

al. 2018b), wodurch die Beteiligung der nAChRs untermauert wird. Interessanterweise 

zeigte sich in den Experimenten jedoch auch, dass die Applikation der nikotinergen 

Agonisten wie PC (Abb. 6C) und Cholin (Abb. 6D) selbst keinerlei Änderungen in den 

transmembranen Ionenströmen der monozytären Zellen induzierte.              

In weiteren Untersuchungen testeten wir die Wirkung von PC und PC-haltigen 

Molekülen auf die kanonische, ionotrope Funktion der neuronalen nAChRs mit den 

Untereinheiten α7, α9 und/oder α10. Dazu verwendeten wir das etablierte heterologe 

Expressionssystem der Xenopus laevis (X. laevis)-Oozyten (Wagner et al. 2000; 

Papke und Stokes 2010), um verschiedene Kombinationen (Homomere und 

Heteromere) der humanen nAChR-Untereinheiten α7, α9 und α10 in 

elektrophysiologischen Messungen mit der Zwei-Elektroden-Spannungsklemme (engl. 

two-electrode voltage-clamp, TEVC) auf ihre ionotrope Funktion hin zu untersuchen. 

Sowohl die schnell desensitisierenden α7-nAChRs als auch α9- und α9α10- nAChRs 

funktionieren in diesem Expressionssystem als Liganden-abhängige Ionenkanäle 

(Verbitsky et al. 2000; Papke und Porter Papke 2002; Papke et al. 2018). Die 

klassischen nAChR-Agonisten ACh und Cholin dienten in unseren Experimenten als 

Positivkontrolle zum Nachweis der Expression von nAChRs mit den Untereinheiten α7 

und α9 (Zakrzewicz & Richter et al. 2017; Richter et al. 2016; Richter et al. 2018b). 

Wir konnten zeigen, dass PC, G-PC, LPC und pCRP auch an den heterolog 

exprimierten nAChRs keine ionotropen Funktionen induzieren (Zakrzewicz & Richter 

et al. 2017; Richter et al. 2016; Richter et al. 2018b), was uns zu der Hypothese 

führte, dass es sich um endogene nAChR silent agonists handelt. Laut Definition 

bringen silent agonists die Rezeptoren in ihren desensitisierten Zustand, ohne dabei 

deren Ionenkanal-Funktion zu aktivieren (Horenstein und Papke 2017). Die 

beobachteten Effekte von PC und PC-haltigen Molekülen könnten jedoch auch auf 

eine antagonisierende Wirkung zurückzuführen sein. Deshalb untersuchten wir in 

weiteren TEVC-Experimenten die Wirkung der Substanzen auf Cholin- und/oder ACh-

induzierte Ionenströme von heterolog exprimierten nAChRs. Dabei zeigte sich, dass 

in Anwesenheit von PC, G-PC, LPC und pCRP die Cholin- bzw. ACh-induzierten 

Ionenströme inhibiert wurden (Zakrzewicz & Richter et al. 2017; Richter et al. 2016; 

Richter et al. 2018b). Die dabei beobachtete langsame Kinetik der PC-, G-PC-, LPC 
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und pCRP-induzierten Inhibition sowie der langsame Anstieg der Cholin- und/oder 

ACh-induzierten Ionenströme nach dem Auswaschen der Substanzen, deutet jedoch 

auf eine Desensitisierung der Rezeptoren durch silent agonists hin (Zakrzewicz & 

Richter et al. 2017; Richter et al. 2016; Richter et al. 2018b). Zudem sprechen die 

Ergebnisse aus den Arbeiten zur ATP-induzierten IL-1β-Freisetzung, die zeigen, dass 

die Effekte von PC und PC-haltigen Molekülen durch nAChR-Antagonisten 

aufgehoben werden können, für eine agonistische Wirkung. 

Zusammenfassend konnten wir zeigen, dass unkonventionelle nAChRs in 

mononukleären Phagozyten einen metabotropen Signalweg induzieren, um die 

Aktivität des P2RX7 und somit die ATP-induzierte Freisetzung von IL-1β zu inhibieren. 

Zudem konnten Hinweise erbracht werden, dass PC und PC-haltige Moleküle 

Eigenschaften von silent agonists besitzen, da sie auch an kanonischen nAChRs keine 

Ionenströme induzieren.  

3.7 Unkonventionelle nAChRs aktivieren die endotheliale NO-

Synthase, um die Aktivität des ATP-sensitiven P2RX7 zu 

regulieren 

Der Antwort auf die Frage, wie nAChRs in mononukleären Phagozyten über 

metabotrope Signale-vermittelt die Aktivität des P2RX7 modulieren können, konnten 

wir in einer weiteren Studie näherkommen. Wir stellten die Hypothese auf, dass NO-

Synthasen (NOS) an dem cholinergen Kontrollmechanismus beteiligt sein könnten und 

durch Nitrosylierung die Aktivität des P2RX7 inhibieren (siehe Abb. 7). In 

Experimenten an diversen humanen mononukleären Phagozyten wurde die 

inhibierende Wirkung nikotinerger Agonisten auf die ATP-induzierte Freisetzung von 

IL-1β in Anwesenheit verschiedener NOS-Inhibitoren wie L-NIO (Boucher et al. 1999) 

und Nw-Nitro-L-Argininmethylesterhydrochlorid (Zhang et al. 1997) abgeschwächt 

(Richter et al. 2023a).  

Es gibt drei Formen von NOS: die neuronale NOS (nNOS, NOS1), induzierbare NOS 

(iNOS, NOS2) und die endotheliale NOS (eNOS, NOS3) (Förstermann und Sessa 

2012). Während die Funktion der nNOS und eNOS auf Proteinebene reguliert wird, ist 

die iNOS konstitutiv aktiv und wird auf mRNA-Ebene reguliert (Förstermann und Sessa 

2012).  
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Abbildung 7. Schematische Übersicht des hypothetischen, metabotropen Signalmechanismus. 

Wir konnten Hinweise darauf erbringen, dass in mononukleären Phagozyten die Aktivierung 

nikotinischer Acetylcholinrezeptoren (nAChR) mit den Untereinheiten α7, α9 und/oder α10 einen 

metabotropen Signalweg induziert. Dieser beinhaltet die Aktivierung von NO-Synthasen, welche NO 

und/oder Peroxynitrit (NOO-) produzieren. NO/NOO- inhibieren die ionotrope Funktion des ATP-

sensitiven P2RX7. (Richter et al. 2023b [VIII]) 

   

Da der von uns identifizierte cholinerge Regulationsmechanismus sehr schnell abläuft 

und die nAChR-Agonisten innerhalb weniger Minuten die Inhibition der ATP-

abhängigen IL-1β-Freisetzung induzieren, war die Beteiligung der iNOS 

unwahrscheinlich. Die Expression der nNOS konnte, im Gegensatz zur eNOS, von uns 

in real-time RT-PCR-Experimenten an U937-Zellen nicht detektiert werden (Richter et 

al. 2023a). In Endothelzellen wurde zudem bereits beschrieben, dass Nikotin die 

eNOS über Phosphorylierung aktivieren kann und die NO-Produktion anregt (Wu et al. 

2009). Daher konzentrierten sich unsere weiteren Untersuchungen auf die eNOS. 

Mittels siRNA-Experimenten an monozytären U937-Zellen zum silencing der NOS3 

sowie Untersuchungen an PBMCs von Mäusen, die Gen-defizient für die eNOS (Nos3) 

waren, konnte die eNOS als wichtiges Element im Signalweg down-stream der 

nAChRs identifiziert werden (Richter et al. 2023a). Um die NOS-Aktivität zu imitieren, 

wurden die NO/Peroxynitrit-Donoren S-Nitroso-N-Acetyl-DL-Penicillamin (SNAP) und 

SIN-1 (Dasgupta et al. 2018) eingesetzt. In in vitro-Experimenten an monozytären 

U937-Zellen, THP-1-Zellen und THP-1-M1-Makrophagen, sowie ex vivo-

Experimenten an primären humanen Monozyten, Maus-PBMCs und aus dem Maus-
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Knochenmark-generierten Makrophagen wurde die ATP-induzierte IL-1β-Freisetzung 

durch SNAP und SIN-1 gehemmt (Richter et al. 2023a). 

Um eine mögliche Modifikation der Ionenkanalfunktion des P2RX7 durch NO näher zu 

untersuchen, führten wir intrazelluläre Ca2+-Messungen sowie elektrophysiologische 

Untersuchungen durch wie Ganzzellableitungen mit der patch-clamp-Methode an 

HEK293-Zellen, welche stabil den humanen P2RX7 überexprimieren (zur Verfügung 

gestellt von Prof. G. Schmalzing, RWTH Aachen). Übereinstimmend mit unserer 

Hypothese, wurde die ionotrope Aktivität des P2RX7 durch den NO-Donor SIN-1 

gehemmt (Richter et al. 2023a). In Kooperation mit Prof. G. Schmalzing führten wir 

Mutagenese-Experimente am humanen P2RX7 durch und mutierten in der Cystein-

reichen Unterdomäne der zytoplasmatischen C-terminalen Domäne die Cysteine 

C377 und C388 zu Alanin (Mutanten C377A, C388A). Anschließend wurden die 

C377A- oder die C388A-Mutante stabil in HEK293-Zelle exprimiert und 

elektrophysiologische Ganzzellableitungen durchgeführt (Richter et al. 2023a). Das 

C377 ist das letzte Cystein in der Cystein-reichen Domäne des P2RX7 (Becker et al. 

2008; Costa-Junior et al. 2011), wohingegen C388 außerhalb dieser Domäne liegt, 

aber näher an der Grenzfläche der P2RX7-Kanalpore (Richter et al. 2023a). Keine 

der Mutationen an sich führte zu Einschränkungen der ionotropen Funktion des P2RX7 

(Richter et al. 2023a). In den C377A-Mutanten verlor SIN-1 jedoch seine inhibierende 

Wirkung (Richter et al. 2023a). Gleiches zeigte sich teils in den C388A-Mutanten, 

wobei die Ionenströme in Anwesenheit von ATP und SIN-1 sehr variabel waren und 

von einer Verdopplung der Ionenströme bis zum vollständigen Ausbleiben der 

inhibitorischen Wirkung von SIN-1 variierten (Richter et al. 2023a). Für diese variablen 

Ergebnisse in den C388A-Mutanten konnte keine Erklärung gefunden werden. 

Zusammenfassend konnten wir zeigen, dass die eNOS an dem cholinergen 

Regulationsmechanismus beteiligt ist. Zudem konnten wir zahlreiche Hinweise 

erbringen, dass das C377 in der C-terminalen Domäne (sowie ggf. C388) eine 

potenzielle Angriffsstelle für NO ist und NO-abhängige Modifikationen in dieser 

Cystein-reichen Domäne die ionotrope Funktion des P2RX7 zu inhibieren. 
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3.8 Liganden von α9*-nAChRs: Werkzeuge der Grundlagen-

forschung und potenzielle Therapeutika  

Wie unter Kapitel 3.6 und 3.7 beschrieben, konnten wir in unseren 

Forschungsarbeiten endogene nAChR-Agonisten identifizieren, die über metabotrope 

Funktionen unkonventioneller nAChRs die ATP-induzierte IL-1β-Freisetzung aus 

mononukleären Phagozyten inhibieren. Vielmehr noch rückte die nAChR-Untereinheit 

α9 durch unsere Arbeiten immer mehr in den Vordergrund (vgl. Tabelle 1). Zudem 

induzierten PC und PC-haltige Moleküle keine ionotropen Effekte an kanonischen α7* 

und α9* nAChRs (Zakrzewicz & Richter et al. 2017; Richter et al. 2016; Richter et 

al. 2018b), was sie laut Definition der Wirkung von nAChR-silent agonists (Horenstein 

und Papke 2017) ähneln lässt.  

Wir verglichen in einer Arbeit den endogenen nAChR-Agonisten PC mit dem silent 

agonist pCF3-N,N-Diethyl-N-Phenyl-Piperazin (pCF3-diEPP) (Quadri et al. 2018) 

bezüglich ihrer anti-inflammatorischen Wirkung sowie der Effekte auf kanonische 

nAChRs (Richter et al. 2022). In Experimenten an mononukleären Phagozyten zeigte 

sich pCF3-diEPP als potenter Inhibitor der LPS- und ATP-induzierten Freisetzung von 

pro-inflammatorischen Zytokinen wie IL-1β (Richter et al. 2022). So wurde die ATP-

induzierte Freisetzung von IL-1β aus humanen PBMCs durch pCF3-diEPP mit einem 

IC50-Wert von 64 fM inhibiert (Richter et al. 2022). Interessanterweise beruhte die 

inhibierende Wirkung von pCF3-diEPP wie von PC auf den nAChR-Untereinheiten α7 

und α9*. Zudem zeigte sich in TEVC-Messungen an in X. laevis-Oozyten heterolog 

exprimierten humanen nAChRs erstmalig, dass der ursprünglich als α7-spezifische 

silent agonist pCF3-diEPP ein partieller Agonist von homomeren α9- und heteromeren 

α9α10-nAChRs ist (Richter et al. 2022). pCF3-diEPP hatte zudem bessere 

pharmakologische Eigenschaften, wohingegen PC schnell seine inhibierende Wirkung 

verlor und auch keinen Einfluss auf die LPS-induzierte Zytokin-Freisetzung von IL-6 

und TNF-α hatte (Richter et al. 2022).  

Wir untersuchten in einer weiteren Arbeit zwei spezifische α9*-nAChRs Liganden, den 

α9-nAChR-Agonist pCN-diEPP und den α9-nAChR-Antagonist mCN-diEPP (Papke et 

al. 2022a) auf ihre anti-inflammatorische sowie potenziell analgetische Funktion 

(Richter et al. 2023b). pCN-diEPP erwies sich dabei als potenter Inhibitor der ATP-

induzierten Freisetzung von IL-1β aus monozytären Zellen. Eine Ko-Applikation von 
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pCN-diEPP zusammen mit PC oder ACh führte interessanterweise zu einer 

Abschwächung dieser inhibierenden Wirkung (Richter et al. 2023b), ein Phänomen, 

das bis jetzt nicht aufgeklärt werden konnte. mCN-diEPP antagonisierte die 

inhibierende Wirkung von PC, ACh und pCN-diEPP und zeigte allein appliziert keinen 

Effekt auf die ATP-induzierte IL-1β-Freisetzung (Richter et al. 2023b).  

Ein etabliertes Tiermodell für Untersuchungen von inflammatorischem Schmerz ist die 

Injektion von complete Freund’s adjuvant (CFA) in die Hinterpfoten von Tieren (Khan 

et al. 2013). Im CFA-Tiermodell für inflammatorischen Schmerz zeigte pCN-diEPP 

einen effektiven, analgetischen Effekt (Richter et al. 2023b). Dieser analgetische 

Effekt war zudem unabhängig von der α7-Untereinheit, wie in Experimenten an α7-

nAChR Gen-defizienten Mäusen gezeigt werden konnte (Richter et al. 2023b). Der 

α9-nAChR-Antagonist mCN-diEPP wirkte im Tiermodell ebenfalls schmerzlindernd, 

wenn auch nur partiell und in hohen Konzentrationen (Richter et al. 2023b). 

Zusammenfassend trugen unsere Forschungsarbeiten dazu bei, dass neue, 

spezifische Liganden von α9*-nAChRs identifiziert werden konnten, die in der 

Grundlagenforschung nun als Werkzeuge zur Verfügung stehen, um die Funktion und 

Bedeutung der α9*-nAChRs weiter aufzuklären. Zudem zeigen Agonisten der α9*-

nAChRs eine vielversprechende anti-inflammatorische Wirkungen auf die ATP-

induzierte Freisetzung von IL-1β und sowie effektive, analgetische Effekte im 

Schmerzmodel. 

3.9 Unkonventionelle versus kanonische nAChRs 

Wie in den vorherigen Kapiteln beschrieben, konnten starke Hinweise darauf erbracht 

werden, dass die nAChR-Untereinheiten α7, α9 und α10 für die cholinerge Regulation 

der ATP-induzierten IL-1β-Freisetzung durch Agonisten wie ACh, Cholin, Nikotin, PC 

und PC-haltige Moleküle benötigt werden, teils auch in unterschiedlichen 

Kombinationen der Untereinheiten (vgl. Tabelle 1). Wir versuchten das gleichzeitige 

Vorkommen der humanen nAChR-Untereinheiten α7, α9 und α10 im heterologen 

Expressionssystem der X. laevis-Oozyten zu imitieren (Richter et al. 2023b). Die 

Oozyten wurden dazu mit RNA injiziert für α7-Homomere, α9α10-Heteromere, oder α7 

in Kombination mit unterschiedlichen RNA Verhältnissen für die α9- und α10-

Untereinheiten (1:2, 1:3, 1:4). Dabei ergaben sich neue Mysterien bezüglich der 

Sensitivität der verschiedenen nAChR-Untereinheiten-Kombinationen auf 
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verschiedene Liganden (vgl. Tabelle 2). Wurde α7 zusammen mit einem hohen Anteil 

von α9α10 exprimiert ((α7)1:(α9α10)4), so ähnelten die ACh-induzierten Stromverläufe 

denen von heteromeren α9α10-nAChRs (Richter et al. 2023b). Durch die Ko-

Expression in niedrigeren Verhältnissen ((α7)1:(α9α10)2 und (α7)1:(α9α10)3), kam es 

zu einer im Vergleich zu α7-Homomeren und heteromeren α9α10-nAChRs niedrigeren 

ACh-induzierten Stromantwort (Richter et al. 2023b).  

Nikotin ist als Agonist an α7-Homomeren, sowie Antagonist an α9-Homomeren 

beschrieben (Verbitsky et al. 2000; Papke et al. 2007). Diese Ergebnisse konnten in 

unserer Arbeit bestätigt werden (Richter et al. 2023b). Interessanterweise war der 

IC50-Wert in α9α10-nAChR exprimierenden Oozyten mit 437 ± 73 μM (Richter et al. 

2023b) jedoch deutlich höher als bei homomeren α9-nAChRs, für die ein IC50-Wert 

von 32 μM beschrieben wurde (Verbitsky et al. 2000). Diese Ergebnisse deuten darauf 

hin, dass die Anwesenheit der α10-Untereinheit die Nikotin-Sensitivität der α9-

Untereinheit um ein Vielfaches reduziert. Durch die Ko-Expression aller drei 

Untereinheiten in niedrigeren Verhältnissen ((α7)1:(α9α10)2 und (α7)1:(α9α10)3), 

entstanden gemischte Populationen von Nikotin-sensitiven und -insensitiven nAChRs 

(Richter et al. 2023b). Bei einem höheren Verhältnis ((α7)1:(α9α10)4) waren keine 

Nikotin-induzierten Ionenströme detektierbar.  

Der α9α10-nAChR-Agonist pCN-diEPP induzierte an α7-nAChRs nur geringe 

Ionenströme, welche mit steigendem Verhältnis der α9α10-Ko-Expression anstiegen 

und im hohen Verhältnis ((α7)1:(α9α10)4) identisch zu den Ionenströmen der 

heteromeren α9α10-nAChRs waren (Richter et al. 2023b). Während mCN-diEPP 

(partieller α7-Antagonist, sowie Antagonist von α9α10-nAChRs) die ACh-induzierten 

Ionenströme von α9α10-nAChR exprimierenden Oozyten vollständig inhibierte, wurde 

in allen α7-ko-exprimierenden Oozyten, unabhängig vom RNA-Injektions-Verhältnis, 

diese antagonistische Funktion deutlich reduziert (Richter et al. 2023b). Diese 

Ergebnisse deuten zum einen darauf hin, dass heteromere α7α9α10-nAChRs in den 

Oozyten exprimiert werden. Zum anderen scheint die Anwesenheit der α7-Untereinheit 

die α9α10-Untereinheinheiten vor dem Antagonisten mCN-diEPP zu schützen. 
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Tabelle 2: Liganden von nAChRs, deren Wirkung auf die ATP-induzierten Freisetzung von IL-1β aus 

mononukleären Phagozyten, sowie auf die ionotrope Funktion von heterolog exprimierte humanen 

nAChR-Untereinheiten (homomere α7, α9 sowie heteromere α9/α10).  

Ligand 

Effekt auf ATP-

induzierte IL-1β 

Freisetzung 

Effekt auf heterolog 

exprimierte nAChR-

Untereinheiten  

Effekt auf ACh- oder Cholin-

induzierte Ionenströme 

Rebound-

Effekt 

ACh  Inhibition [I],[II] Agonist von α7, α9 und 

α9α10 [I]. 

- - 

Cholin Inhibition [I],[II] Agonist von α7, α9 und 

α9α10 [II]. 

- - 

Nikotin Inhibition [I] α7-Agonist; α9α10-

Antagonist [VII]. 

Inhibiert reversibel ACh-induzierte 

Ionenströme von α9α10-nAChRs 

mit einer IC50 von 437 ± 73 μM [VII]. 

auf α9α10-

nAChRs 
[VII] 

PC Inhibition [I],[II],[VI] Keine ionotropen Effekte 

auf α7-, α7α9-, α7α9α10-, 

α9α10-nAChRs [I],[II],[VI]. 

Inhibiert reversibel Cholin-induzierte 

Ionenströme von α9α10-nAChRs [II]. 

Effekte auf ACh-induzierte 

Ionenströme von α9α10- deutlich 

geringer und kein Effekt auf α7-

nAChRs [VI].  

auf α9- 

und 

α9α10-

nAChRs 
[VI] 

G-PC Inhibition [I] Keine ionotropen Effekte 

auf α7-, α7α9-, α7α9α10-, 

α9α10-nAChRs [I]. 

Inhibiert reversibel ACh-induzierte 

Ionenströme von α7- und α9α10-

nAChRs [I]  

? 

LPC Inhibition [I] Keine ionotropen Effekte 

auf α7-, α7α9-, α7α9α10-, 

α9α10-nAChRs [I]. 

Inhibiert reversibel ACh-induzierte 

Ionenströme von α7- und α9α10-

nAChRs [I]. 

? 

pCRP Inhibition [III] Keine ionotropen Effekte 

auf α7-, α7α9-, α7α9α10-, 

α9α10-nAChRs [III]. 

Inhibiert reversibel ACh-induzierte 

Ionenströme von α9α10-nAChRs 
[III]. 

? 

pCF3-

diEPP 

Inhibition [VI] Silent Agonist für α7-

nAChRs [VI]. Keine 

ionotropen Effekte auf α9- 

und α9α10-nAChRs [VI]. 

Inhibiert mit 30 µM reversibel ACh-

induzierte Ionenströme von α7-, α9- 

und α9α10-nAChRs [VI]. Bei 1 µM 

kein Effekt auf α7 nAChRs [VI]. 

auf α9α10-

nAChRs 
[VI] 

pCN-

diEPP 

Inhibition. 

Zudem 

Antagonisierung 

der Wirkung von 

ACh und PC [VII].  

Silent Agonist für α7-, 

sowie Agonist an α9α10-

nAChRs [VII]. 

? ? 

mCN-

diEPP 

Keine, aber 

antagonisiert die 

Wirkung von 

ACh, PC und 

pCN-diEPP [VII]. 

Partieller α7-Antagonist, 

sowie Antagonist von 

α9α10-nAChRs [VII]. 

Inhibiert reversibel ACh-induzierte 

Ionenströme von α7- und α9α10-

nAChRs [VII]. 

? 

MLA ? selektiver Antagonist der 

α7 nAChRs [VII]. 

Inhibiert reversibel ACh-induzierte 

Ionenströme von α7, α9 und α9α10 

nAChRs [VII].  

auf α9α10 

nAChRs 
[VII] 

 

Acetylcholin, ACh; Dipalmitoylphosphatidylcholin, DPPC; Glycerophosphocholin, G-PC; 

Lysophosphatidylcholin, LPC; 4-(3-Cyanophenyl)-1,1-Diethylpiperazin-1-ium, mCN-diEPP; 

Methyllycaconitin, MLA; nikotinische ACh-Rezeptoren, nAChRs; Phosphocholin, PC; 4-(4-

Cyanophenyl)-1,1-Diethylpiperazin-1-ium, pCN-diEPP; pentameres C-reaktives Protein, pCRP; nicht 

getestet, ?. [I] Zakrzewicz & Richter et al. 2017; [II] Richter et al. 2016; [III] Richter et al. 2018b; [VI] Richter 

et al. 2022; [VII] Richter et al. 2023b. 
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In den zuvor beschriebenen Untersuchungen trat noch ein weiteres Phänomen auf, 

der sogenannte rebound-Effekt (Tabelle 2). Wurde die Wirkung von Liganden wie 

pCF3-diEPP, PC (Richter et al. 2022), Nikotin (Richter et al. 2023b) oder 

Methyllycaconitin (MLA) auf die ACh-induzierten Ionenströme im heterologen 

Expressionssystem untersucht, so kam es nach dem Auswaschen der Liganden zu 

einer Potenzierung der ACh-induzierten Ionenströme (Richter et al. 2022; Richter et 

al. 2023b) (Tabelle 2). Dieser rebound-Effekt war am stärksten in α9α10-

exprimierenden Oozyten detektierbar und schwach bis gar nicht in homomeren α7- 

und α9-nAChRs (Tabelle 2). 

Zusammenfassend erbrachten wir Hinweise darauf, dass es auch im heterologen 

Expressionsmodell der X. laevis-Oozyten zur Formierung von α7α9α10-nAChRs 

kommt. Die An- und Abwesenheit einer oder mehrerer Untereinheiten in nAChR-

Heteromeren kann zudem einen maßgeblichen Einfluss auf die Wirkung von Liganden 

haben.  
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4. Diskussion 

4.1 Besonderheiten der cholinergen Regulation der ATP-vermittelten 

Freisetzung des pro-inflammatorischen Zytokins IL-1β  

In der vorliegenden Arbeit werden die Grundzüge eines neuartigen cholinergen 

Kontrollmechanismus der ATP-vermittelten Freisetzung von IL-1β beschrieben, der 

über nAChRs vermittelt wird. Die Aktivierung der nAChRs mit den aus evolutionärer 

Sicht hoch-konservierten nAChR-Untereinheiten α7, α9 und/oder α10 führt über 

metabotrope Signalwege zur Inhibition der ionotropen Funktion des ATP-sensitiven 

P2RX7. Damit wird die Bildung des NLRP3-Inflammasoms, die Aktivierung der 

Caspase-1 sowie die Reifung und Ausschüttung von IL-1β deutlich reduziert. 

Zahlreiche Befunde der vorliegenden Arbeit stehen im deutlichen Gegensatz zum 

bisherigen wissenschaftlichen Bild, das man sich von anti-inflammatorischen 

cholinergen Mechanismen sowie von der Struktur, der Funktion und von den nAChR-

Liganden gemacht hat. Schon allein die Kombination der nAChR-Untereinheiten α7, 

α9 und/oder α10 ist ungewöhnlich. Auch zur Regulation der ionotropen Funktion des 

P2RX7 erbrachte die vorliegende Arbeit unerwartete Erkenntnisse. Diese 

ungewöhnlichen Aspekte sollen im Folgenden diskutiert werden. 

4.2 Die ATP-vermittelte IL-1β-Ausschüttung wird durch die 

Aktivierung von nAChRs reguliert. 

Bereits im Jahre 2000 konnten Hinweise erbracht werden, dass nAChRs das 

Immunsystem modulieren und regulieren können (Borovikova et al. 2000). Der Fokus 

einer Vielzahl der Publikationen lag dabei auf nAChR-vermittelten Effekten auf der 

Expressionsebene von Zytokinen, der Zellproliferation oder Migration (Borovikova et 

al. 2000; Bruchfeld et al. 2010; Beckmann und Lips 2013; Hoover 2017). Erste 

Hinweise auf eine cholinerge Regulation der Schaden- (ATP-) vermittelten Effekte in 

Immunzellen konnten 2009 in einer Studie von Hecker et al. in der Sektion 

Experimentelle Chirurgie, JLU Gießen, erbracht werden (Hecker et al. 2009). Bei 

Untersuchungen zur non-neuronalen ACh-Synthese in Nierentransplantaten, konnte 

zum einen die Expression von nAChRs in intravaskulären Leukozyten nachgewiesen 

werden (Hecker et al. 2009). Außerdem zeigte sich, dass intravaskuläre Leukozyten 
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aus allogenen Transplantaten eine 6-fach höhere ACh-Konzentration aufwiesen als 

entsprechende Leukozyten aus Isotransplantaten (Hecker et al. 2009). 

Interessanterweise wurden auch Hinweise auf einen auto-/parakrinen cholinergen 

Regulationsmechanismus erbracht, der ATP-vermittelte Effekte während einer akuten 

Abstoßungsreaktion unterdrückt (Hecker et al. 2009). 

In der vorliegenden Arbeit wurde klar gezeigt, dass die Stimulation von nAChRs mit 

den Untereinheiten α7, α9 und/oder α10 in mononukleären und epithelialen Zellen zu 

einer Inhibition der ATP-vermittelten IL-1β-Ausschüttung führt (Hecker et al. 2015; 

Richter et al. 2016; Zakrzewicz & Richter et al. 2017; vgl. Kapitel 3.1). Im Gegensatz 

zu den bisher bekannten Mechanismen der anti-inflammatorischen Wirkung von 

nAChR-Agonisten, handelt es sich hier um die Regulation der posttranslationalen 

Reifung von IL-1β und dessen Ausschüttung. Zudem werden die ATP-unabhängigen 

Mechanismen zur Zytokin-Freisetzung nicht beeinflusst (Hecker et al. 2015). Aus 

therapeutischer Sicht könnte somit bei Trauma-Patienten spezifisch die Schaden-

vermittelte, sterile Inflammation gegenreguliert werden, ohne dabei die Infektabwehr 

von Pathogenen zu unterdrücken und das Entstehen einer Sepsis zu fördern. 

4.3 Unkonventionelle nAChR-Liganden regulieren die ATP-

vermittelte IL-1β-Ausschüttung. 

Neben klassischen nAChR-Agonisten wurden in der vorliegenden Arbeit diverse 

unkonventionelle nAChR-Liganden identifiziert, welche den cholinergen 

Regulationsmechanismus der ATP-vermittelte IL-1β-Ausschüttung aus 

mononukleären Phagozyten modulieren können. Diese unkonventionellen nAChR-

Liganden sollen im Folgenden diskutiert werden. 

Metabolite von Phosphatidylcholinen (Lecithine) konnten in unseren Arbeiten als 

endogene Agonisten der nAChRs mit den Untereinheiten α7, α9 und/oder α10 

identifiziert werden. Dazu gehören PC, G-PC, LPC, DPPC sowie Makromoleküle die 

kovalent oder nicht kovalent mit PC assoziiert sind (PC-LOS, pCRP) (Hecker et al. 

2015; Richter et al. 2016; Zakrzewicz & Richter et al. 2017; Backhaus et al. 2017; 

Richter et al. 2018a; Richter et al. 2018b). Phosphatidylcholine bestehen aus einer 

PC-Kopfgruppe und zwei nicht-polaren Fettsäureschwänzen (Podo et al. 2007; Li und 

Vance 2008). Auch der surfactant (surface active agent), d.h. die lipid- und 

proteinhaltige oberflächenaktive Schicht in der menschlichen Lunge, besteht 
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hauptsächlich aus Phospholipiden wie Phosphatidylcholinen mit DPPC als einer der 

Hauptkomponenten (Li und Vance 2008).  

Werden von Phosphatidylcholinen über Phospholipasen enzymatisch eine der beiden 

Fettsäureschwänze entfernt, führt dies zur Bildung von LPC, welches durch 

Lysophospholipasen zu G-PC weiter metabolisiert werden kann (Podo et al. 2007). PC 

ist ein Stoffwechselintermediat bei der Synthese von Phosphatidylcholin (Li und Vance 

2008). Dabei wird über die Nahrung aufgenommenes Cholin über Cholin-Transporter 

in die Zellen aufgenommen und unter enzymatischer Beteiligung der Cholinkinase 

zunächst zu PC phosphoryliert (Li und Vance 2008). In einem zweiten Schritt kann PC 

dann über die PC:Cytidylyltransferase weiter zu Phosphatidylcholin synthetisiert (Li 

und Vance 2008) oder beispielsweise in Hepatozyten zu Betain oxidiert werden 

(Pritchard und Vance 1981).  

Für Metabolite von Phosphatidylcholinen wurde bereits eine Vielzahl von 

immunregulatorischen Funktionen im angeborenen und erworbenen Immunsystem 

gezeigt (Kabarowski et al. 2002; Wang und Wu 2011; Carneiro et al. 2013; Liu et al. 

2020). Fehlregulationen der Phosphatidylcholin-Synthesewege können hingegen zur 

Tumorpathogenese beitragen. So konnte in den letzten Jahrzehnten in einer Vielzahl 

von Studien ein Zusammenhang von ehrhöhten Konzentrationen von freiem Cholin, 

PC und G-PC mit Krebszellwachstum aufgezeigt werden (Saito et al. 2022). Zudem 

wird ein Zusammenhang mit den Phosphatidylcholin-Metaboliten und der Resistenz 

gegen Krebstherapien hypothetisiert, was u.a. auf deren immunregulatorischen 

Funktionen zurückgeführt wird (Saito et al. 2022). Wir sind jedoch die ersten, die einen 

cholinergen Mechanismus für PC, G-PC, LPC und DPPC beschreiben konnten 

(Hecker et al. 2015; Richter et al. 2016; Zakrzewicz & Richter et al. 2017; 

Backhaus et al. 2017; vgl. Kapitel 3.2). Die von uns eingesetzten Konzentrationen 

entsprechen physiologischen Konzentrationen, die im humanen Plasma vorkommen 

können (Ilcol et al. 2002; Drobnik et al. 2003; Ilcol et al. 2005; Quehenberger et al. 

2010). Es zeigten sich zudem in Abhängigkeit des verwendeten PC-haltigen Moleküls 

Unterschiede im Bedarf der nAChR-Untereinheiten (vgl. Tabelle 1). Anhand der 

erbrachten Ergebnisse scheint die nAChR-Untereinheit α9 unerlässlich für die 

cholinerge Regulation der Freisetzung von IL-1β aus mononukleären Phagozyten zu 

sein (Hecker et al. 2015; Richter et al. 2016; Zakrzewicz & Richter et al. 2017; 

Backhaus et al. 2017). 
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Während PC eine essenzielle Rolle für eukaryotische Zellmembranen spielt, gibt es 

zudem diverse PC-Modifikationen von Oberflächenmolekülen (Proteine, Glykolipide) 

in Pflanzen (Bobenchik et al. 2011) und Pilzen (Park et al. 1997). Auch zahlreiche 

Bakterien wie H. influenzae, Streptococcus pneumoniae (S. pneumoniae) oder 

Neisseria meningitidis (N. meningitidis) und eukaryotische Parasiten wie Helminthen 

exprimieren PC-modifizierte Zellmembran-Komponenten und können aktiv PC-

modifizierte Makromoleküle sezernieren (Fischer 2000; Grabitzki und Lochnit 2009; 

Clark und Weiser 2013; Young et al. 2013; Zhang et al. 2023a). Diese PC-modifizierten 

Makromoleküle modulieren das Immunsystem des Wirtes und ermöglichen dadurch 

die Besiedlung und das Überleben im Wirt (Zhang et al. 2023a). So wird beispielsweise 

die Produktion pro-inflammatorischer Zytokine von Makrophagen und Dendritischen 

Zellen (IL-6, IL-12, TNF-α) unterdrückt, die Aktivierung von T- und B-Zellen 

abgeschwächt, die Freisetzung von IgG2a reduziert und gleichzeitig die 

Immunreaktionen vom Th2-Typ gefördert (Grabitzki und Lochnit 2009). Bisher war 

unbekannt, über welche Rezeptoren die anti-inflammatorischen Wirkungen PC-

modifizierter Makromoleküle wie PC-LOS vermittelt werden. Unsere Arbeiten haben 

gezeigt, dass diese Substanzen über nAChRs mit den Untereinheiten α7, α9 und/oder 

α10 wirken können und die ATP-vermittelte IL-1β-Ausschüttung effizient inhibieren 

(Hecker et al. 2015; Richter et al. 2018a; vgl. Kapitel 3.2 und 3.3 ). Wir können 

jedoch keine Aussage darüber treffen, ob PC-LOS noch weitere Mechanismen 

auslösen können. Da Pathogene diesen anti-inflammatorischen cholinergen 

Mechanismus zum Umgehen der Immunabwehr des Wirtes ausnützen könnten, 

ergeben sich aus diesen Erkenntnissen jedoch neue therapeutische Ansätze: In 

Patienten mit chronisch obstruktiver Lungenerkrankung (COPD, engl. chronic 

obstructive pulmonary disease) kommt es z.B. aufgrund der reduzierten mucociliary 

clearance häufig zu Exazerbationen, die in 50% der Fällen durch Pathogene wie H. 

influenza verursacht werden (Lugade et al. 2014; Simpson et al. 2016). Zur 

Behandlung der Exazerbationen werden dann neben Corticosteroiden und 

Bronchodilatatoren hauptsächlich Antibiotika verabreicht, wodurch 

Antibiotikaresistenzen von H. influenzae begünstigt werden. Die erste 

Antibiotikaresistenz gegen Ampicillin und Amoxicillin wurde bereits 1972 entdeckt 

(Lugade et al. 2014). Anhand der von uns gewonnenen Erkenntnisse könnte eine 

Kurzzeitbehandlung von COPD-Patienten mit nAChR-Antagonisten dazu führen, dass 
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das wirtseigene Immunsystem aktiviert und somit die Infektion unter Kontrolle gebracht 

wird.  

In unseren Arbeiten ergaben sich zudem weitere Erkenntnisse bezüglich der 

Sensitivitäten von nAChRs gegenüber PC, PC-haltigen Molekülen und PC-

modifizierten Makromolekülen. Im Vergleich zu freiem PC, war die IC50-Konzentration 

von G-PC und LPC um eine Größenordnung niedriger (vgl. Tabelle 1; Hecker et al. 

2015; Zakrzewicz & Richter et al. 2017). Die Modifizierung von PC mit einem großen 

Molekül wie BSA führte sogar zu einer Potenzierung des inhibierenden Effekts um den 

Faktor 10 (vgl. Tabelle 1; Hecker et al. 2015). Die niedrigsten IC50-Konzentrationen 

zeigten sich mit ~25 nM in den Untersuchungen mit PC-LOS (vgl. Tabelle 1; Hecker 

et al. 2015). Es ist denkbar, dass gebundenes PC stabiler ist als freies PC, dass die 

zelluläre Aufnahme bzw. der Einbau in die Zellmembran so verhindert wird und 

dadurch die Potenzierung des inhibierenden Effekts zustande kommt. Sowohl bei PC-

LOS als auch bei PC-BSA ist davon auszugehen, dass die Makromoleküle als Ganzes 

mit den nAChRs interagieren, da die PC-Kopfgruppen kovalent gebunden sind. Das 

ist aufgrund der Geometrie der Ligandenbindungsstelle an nAChRs ein erstaunlicher 

Befund, der im folgenden Abschnitt näher beleuchtet wird. 

Wie in der Einleitung beschrieben ist IL-1β ein wichtiger Mediator der unspezifischen 

systemischen Akute-Phase-Reaktion des Körpers auf pathophysiologische 

Störungen seiner Homöostase (siehe Kapitel 1.1). Zusammen mit weiteren 

Mediatoren wie IL-6 und TNF-α induziert IL-1β dabei die Expression und Sekretion von 

sogenannten Akute-Phase-Proteinen wie CRP, α1-Antitrypsin (AAT) und dem 

secretory leukocyte protease inhibitor (SLPI) (Gabay und Kushner 1999; Douglas und 

Hannila 2022). Bei akuten und chronischen Entzündungsreaktionen im Organismus 

steigen die Konzentrationen der Akute-Phase-Proteine im Blut an und dienen als 

sensitive klinische Marker in der Diagnostik. So kann die Konzentration von CRP 

innerhalb von 48 – 72 h nach der pathophysiologischen Störung um das 1.000-fache 

ansteigen und Konzentrationen im Blut von über 300 µg/ml erreichen (Gabay und 

Kushner 1999; Pepys und Hirschfield 2003; Mantovani et al. 2008). Die Akute-Phase-

Proteine können pleiotrope Effekte induzieren, von der Infektabwehr und Beseitigung 

der Erreger, über Schutzfunktionen gegen endogene Proteasen (welche von 

aktivierten Neutrophilen freigesetzt werden), bis hin zur Modulation der 

Entzündungsreaktionen (Richter et al. 2022). 
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Das Akute-Phase-Protein CRP bekam seinen Namen aufgrund seiner Fähigkeit, in 

Patienten im akuten Stadium der Lobärpneumonie das C-Polysaccharid der Kapsel 

von S. pneumoniae zu binden (Mold et al. 1981). Es ist zudem der erste PRR der 

identifiziert wurde (Garlanda et al. 2005; Mantovani et al. 2008). CRP ist ein Pentraxin, 

welches hauptsächlich in der Leber gebildet wird (Pepys und Hirschfield 2003; 

Mantovani et al. 2008). Aber auch Immunzellen wie Makrophagen scheinen die 

Fähigkeit zur Expression und Freisetzung von CRP zu besitzen (Kaplan et al. 2014). 

Im Blutstrom zirkulierendes natives CRP besteht aus 5 homomeren Untereinheiten, 

die sich zu einem Pentamer zusammenlagern (pCRP) (Mantovani et al. 2008). Jede 

Untereinheit besitzt eine Ca2+-abhängige Bindungsstelle für PC oder PC-haltige 

Moleküle wie Phosphatidylcholine und LPC (Pepys und Hirschfield 2003; Eisenhardt 

et al. 2009). Auch PC-haltige Oberflächenmoleküle von H. influenzae, S. pneumoniae, 

und N. meningitidis können von CRP gebunden werden (Zhang et al. 2023a). Die 

Bindung von PC-haltigen Molekülen erfolgt dabei in einem 1:1 Verhältnis pro pCRP-

Untereinheit (Pepys und Hirschfield 2003; Mantovani et al. 2008). Des Weiteren gibt 

es Ca2+-abhängige Bindungen mit Chromatin, Histonen, Glykanen, Poly-L-Lysin und 

Poly-L-Arginin (Zhou et al. 2024). Neuere Studien zeigen, dass CRP auch als Multimer 

(Dekamer) und einer Fibrillen-ähnlichen Struktur vorliegen kann (Boncler et al. 2019; 

Noone et al. 2021; Zhou et al. 2024). Die Bildung dieser Dekamere scheint vom pH-

Wert abhängig zu sein (Noone et al. 2021). Die physiologischen/pathophysiologischen 

Effekte dieser CRP-Multimere sind jedoch noch nicht vollständig geklärt (Zhang et al. 

2023a; Zhou et al. 2024).   

Es wurden bis heute zahlreiche pro- und anti-inflammatorische Funktionen von CRP 

beschrieben. Dabei gehen die pro-inflammatorischen Funktionen meist auf die 

aktivierte Form des CRP zurück, dem monomeren CRP (mCRP). mCRP entsteht, 

wenn pCRP an PC-Gruppen von aktivierten bzw. geschädigten Zellmembranen bindet 

(Potempa et al. 2021). Es kommt zu einer Konformationsänderung und Entstehung 

von Wasser-unlöslichem mCRP (Eisenhardt et al. 2009; Potempa et al. 2021). Das 

aktivierte mCRP ist dementsprechend häufig in geschädigten/entzündeten Geweben 

zu finden (Eisenhardt et al. 2009; Ahrens et al. 2011; Potempa et al. 2021). mCRP 

präsentiert die Bindungsstellen für Fc-Rezeptoren und das Komplementsystem, 

wodurch diverse pro-inflammatorische Effekte ausgelöst werden, wie eine erhöhte 

Expression pro-inflammatorischer Zytokine (Ahrens et al. 2011; Sproston und 
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Ashworth 2018; Potempa et al. 2021), Anlockung und Aktivierung von Monozyten 

sowie die Produktion von reaktiven Sauerstoffspezies (Eisenhardt et al. 2009). Für das 

pCRP wurden hingegen anti-inflammatorische Effekte beschrieben, wie die vermehrte 

Expression des anti-inflammatorischen IL-1-Rezeptor-Antagonisten sowie eine 

protektive Wirkung bei inflammatorischen Erkrankungen wie Sepsis (Mold et al. 2002), 

Arthritis (Jiang et al. 2006) und Atherosklerose (Torzewski et al. 2014; Potempa et al. 

2021). CRP scheint zudem eine essenzielle, physiologische Funktion zu besitzen, da 

es bis heute keine Beschreibung von CRP-Gen-defizienten Säugetieren gibt (Pepys 

und Hirschfield 2003). 

Unsere Ergebnisse zeigten deutlich, dass natives pCRP, das aus der Pleuraflüssigkeit 

von Patienten isoliert wurde, als nAChR-Agonist wirkt und die ATP-vermittelte 

Ausschüttung von IL-1β inhibiert (Richter et al. 2018b; vgl. Kapitel 3.4). pCRP-

Plasmakonzentrationen von 3 – 10 µg/ml gelten aus klinischer Sicht als leicht erhöht 

(Kushner und Antonelli 2015). Der von uns detektierte IC50-Wert von ~5 µg/ml (Richter 

et al. 2018b) würde dementsprechend einer sehr milden Entzündungsreaktion 

entsprechen. Hinweise darauf, dass der pCRP-induzierte cholinerge 

Regulationsmechanismus auch in vivo aktiv ist, konnten wir in einer kleinen 

prospektiven Studie an Polytrauma-Patienten erbringen. In Korrelationsanalysen der 

Plasmawerte für CRP und IL-1β zeigte sich eine negative Korrelation, was mit unserer 

Hypothese übereinstimmt, dass pCRP die IL-1β-Freisetzung inhibiert (Richter et al. 

2018b). Eine solche negative Korrelation von hohen prä-operativen CRP-Werten mit 

post-operativem Fieber konnte auch in einer retrospektiven Studie an 

Lungenkrebspatientinnen aufgezeigt werden (Meyer et al. 2020). Bei männlichen 

Lungenkrebspatienten gab es eine solche Korrelation interessanterweise nicht (Meyer 

et al. 2020). Wir konnten eindeutig zeigen, dass die Wirksamkeit von pCRP von der 

Anwesenheit eines aktiven Liganden abhängt, der PC sein kann (Richter et al. 

2018b). Dabei wird die Wirksamkeit von freiem PC durch die Anwesenheit von CRP 

potenziert. Wir wissen jedoch nicht, ob der gesamte pCRP-PC-Komplex am nAChR 

bindet, oder ob PC durch CRP auf den nAChR übertragen wird. In weiteren Arbeiten 

konnten wir neben pCRP auch die Akute-Phase-Proteine AAT und SLPI als Elemente 

dieser möglichen cholinergen negativen Rückkopplungsschleife identifizieren (Siebers 

et al. 2018; Zakrzewicz et al. 2019). Im Gegensatz zu pCRP aktivieren AAT (Siebers 

et al. 2018) und SLPI (Zakrzewicz et al. 2019) jedoch nicht direkt die nAChRs, sondern 
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induzieren die Freisetzung eines bisher nicht identifizierten nAChR-Liganden, welcher 

dann den cholinergen Mechanismus in mononukleären Phagozyten aktiviert. Auf 

Grund der Tatsache, dass CRP (Pepys und Hirschfield 2003) und die nAChR-

Untereinheiten α7, α9 und α10 (Lipovsek et al. 2012; Boffi et al. 2017) evolutionär 

hoch-konserviert sind und zudem mononukleäre Phagozyten bereits in primitiven, 

vielzelligen Organismen als Immunzellen vorkommen (Buchmann 2014), könnte 

dieser von uns identifizierte Kontrollmechanismus demnach älter sein als das 

neuronale cholinerge System selbst.  

Die Frage, wie eine Bindung bzw. Modifikation mit PC große Moleküle wie pCRP, PC-

BSA und PC-LOS zu effektiveren nAChR-Agonisten machen kann, bleibt vorerst 

ungeklärt. Eine Möglichkeit wäre, dass PC in dieser Form nicht so schnell von den 

Zellen degradiert/metabolisiert oder in die Zellmembran integriert werden kann. Es 

bedarf weiterer Forschung, um diese Frage aufzuklären. 

Als eine weitere besondere Gruppe wirksamer nAChR-Agonisten an mononukleären 

Phagozyten zeigten sich in der vorliegenden Arbeit die sogenannten silent agonists, 

die an klassischen nAChRs keine ionotropen Funktionen auslösen, aber diese 

desensitisieren. Im cholinergen Forschungsbereich sind Untersuchungen zu silent 

agonists und dem damit einhergehenden desensitisierten Zustand von Rezeptoren 

hauptsächlich für α7-nAChRs bekannt. Es gibt eine Vielzahl von Forschungsarbeiten, 

die sich mit der Synthese und Suche nach neuen α7-nAChR silent agonists befassen 

(Thomsen und Mikkelsen 2012; Papke et al. 2015; Horenstein und Papke 2017; Papke 

et al. 2023). Die Ideen zur Synthese synthetischer nAChR-Agonisten geht dabei auf 

die chemischen Strukturen der klassischen Agonisten ACh und Nikotin zurück (Beers 

und Reich 1970). Man ging davon aus, dass effektive nikotinerge Agonisten eine 

geladene Stickstoffgruppe sowie eine Wasserstoffbindung-Gruppe mit einem Abstand 

von 5,9 Å benötigen (Beers und Reich 1970). Später zeigte sich, dass für einen 

effektiven Agonisten der neuronalen nAChRs nur die geladene Stickstoffgruppe in 

Form von Tetramethylammonium notwendig ist (Papke et al. 1996). Daraufhin wurden 

zahlreiche Varianten von quartären Ammoniumsalzen synthetisiert und deren Effekte 

auf den α7-nAChR charakterisiert (Papke et al. 2014; Papke et al. 2023). Effektive 

silent agonists können leicht mit nAChR-Antagonisten verwechselt werden, da sie 

bedingt durch die schnelle Desensitisierung der Rezeptoren in elektrophysiologischen 

Messungen keine Ionenströme induzieren (Papke et al. 2023). Um dieses Problem zu 
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umgehen, können bei Untersuchungen an homomeren α7-nAChRs jedoch α7-

spezifische positive allosterische Modulatoren (PAMs) eingesetzt werden, wie die Typ-

II PAMs PNU-120596 oder TQS (4-Naphthalen-1-yl-3a,4,5,9b-Tetrahydro-3-H-

Cyclopenta[c]quinolin-8-Sulfonsäureamid) (Grønlien et al. 2007; Young et al. 2008). 

Diese PAMs binden innerhalb der Transmembrandomäne des α7-nAChR und 

ermöglichen den Übergang vom desensitisierten hin zum aktivierten, ionotropen 

Zustand des Rezeptors (Papke et al. 2023). Durch Ko-Applikation von α7-silent 

agonists mit PAMs können so ionotrope Funktionen detektierbar gemacht und silent 

agonists pharmakologisch charakterisiert werden (Papke 2014; Papke et al. 2023). 

Papke et al. konnten durch Modifikationen der quartären Ammoniumsalze, wie polare 

oder nicht-polare Kopfgruppen, diverse Analoge synthetisieren (Quadri et al. 2016; 

Quadri et al. 2017). Darunter fanden sich hoch effiziente α7-silent agonists wie pCF3-

diEPP (Quadri et al. 2016; Quadri et al. 2018). Interessanterweise war in 

mononukleären Phagozyten der silent agonist pCF3-diEPP ein wirksamer nAChR-

Agonist, der effizient die ATP-vermittelte Freisetzung von IL-1β inhibierte (Richter et 

al. 2022; vlg. Kapitel 3.8). Die inhibitorische Wirkung beruhte auf der Aktivität der 

nAChR-Untereinheiten α7, α9 und/oder α10 (Richter et al. 2022). Durch weiter 

Untersuchungen an humanen nAChR-Untereinheiten im heterologen 

Expressionssystem der X. laevis Oozyten konnten für pCF3-diEPP zudem erstmalig 

Funktionen als partieller α9*-nAChR-Agonist mit starker desensitisierender Wirkung 

auf die klassischen α9α10-nAChRs beschrieben werden (Richter et al. 2022). Diese 

Ergebnisse deuten darauf hin, dass der desensitisierte Zustand der nAChRs in 

mononukleären Phagozyten zur Inaktivierung des P2RX7 führen kann. Dies lässt 

bereits unkonventionelle Eigenschaften dieser nAChRs erahnen, was im Folgenden 

(siehe Kapitel 4.4) näher diskutiert wird. 

In die Gruppe der unkonventionellen Liganden von nAChRs, die Funktionen im 

angeborenen Immunsystem übernehmen, reiht sich auch Aβ1-42 ein. Dieses wirkt 

jedoch im Gegensatz zu den oben beschriebenen Liganden als Antagonist der 

nAChRs mit den Untereinheiten α7, α9 und/oder α10. So wurde die inhibierende 

Wirkung von klassischen und unkonventionellen nAChR-Agonisten auf die ATP-

induzierte IL-1β-Freisetzung in Anwesenheit von Aβ1-42 aufgehoben (Richter et al. 

2020; vgl. Kapitel 3.5). 
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Es gibt in der Literatur Hinweise darauf, dass das APP und dessen Spaltprodukte, die 

Aβ-Peptide, mit dem cholinergen System interagieren. So wurden zum Beispiel die α7-

Untereinheiten der nAChRs als direkte Interaktionspartner der Aβ-Peptide Aβ1-40 und 

Aβ1-42 beschrieben (Nagele et al. 2002; Lee und Wang 2003; Parri und Dineley 2010; 

Sadigh-Eteghad et al. 2014; Lasala et al. 2019). APP ist aus evolutionärer Sicht wie 

die nAChRs ein hoch konserviertes Zellmembranprotein. Es wird von Geweben aller 

drei Keimblätter exprimiert wie dem Nervensystem, der Haut, dem Fettgewebe, der 

Skelettmuskulatur, dem Herz, der Niere, dem Gastrointestinaltrakt, dem Thymus, der 

Lunge und der Leber (Selkoe 1994; Mattson 1997; Sinha und Lieberburg 1999; 

Mattson 2004; Thinakaran und Koo 2008; Puig und Combs 2013). APP kann durch 

zwei verschiedene Wege der proteolytischen Spaltung des Membranproteins 

kanonisch zu seinen Spaltprodukten prozessiert werden. Dabei erfolgt der sogenannte 

nicht-amyloidogene Weg u.a. durch die Protease α-Sekretase, welche durch 

Proteolyse die Entstehung des wasserlöslichen Produkts “sAPPα“ (sezerniertes 

APPα) induziert (Chen et al. 2017). sAPPα werden neuroprotektive Funktionen und 

damit eine schützende Funktion gegen die Entstehung von Alzheimer zugesprochen 

(Mattson 1997). Der amyloidogene Weg ist hingegen durch die Spaltung des APP 

durch die Protease β-Sekretase und die γ-Sekretase Presenilin-2 (Gen: PSEN2) 

gekennzeichnet, was zur Entstehung der Aβ-Peptide wie Aβ1-42 führt (Chen et al. 2017; 

Müller et al. 2017; Zhang et al. 2023b). Es gibt eine Vielzahl von Hinweisen, dass das 

Aβ1-42-Peptid sich leicht zu Fibrillen formiert und dadurch zur Plaquebildung im Gehirn 

von Alzheimerpatienten beiträgt (Sinha und Lieberburg 1999; Thinakaran und Koo 

2008; Heneka et al. 2015; Zhang et al. 2023b). Neben den nicht-amyloidogenen und 

amyloidogenen Wegen wurden noch weitere, unkonventionelle Mechanismen zur 

Prozessierung von APP identifiziert (Müller et al. 2017). 

Im Gegensatz zu T-Lymphozyten, natürlichen Killerzellen (NK-Zellen) und 

Granulozyten, wird APP von Monozyten und Makrophagen exprimiert sowie zu Aβ-

Peptiden prozessiert (Sondag und Combs 2004; Sondag und Combs 2006; Sondag 

und Combs 2010). Sondag et al. konnten zeigen, dass über einen Tyrosinkinase-

abhängigen Signalweg die Expression von APP sowie die Prozessierung von Aβ-

Peptiden hochreguliert wird (Sondag und Combs 2004; Sondag und Combs 2006; 

Sondag und Combs 2010). Es wurden zudem einige immunologische Effekte 

aufgezeigt. So kann das Aβ1-42-Peptid sowohl die Freisetzung der Inflammasom-
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abhängigen Zytokine IL-1β und IL-18 (Reale et al. 2012; François et al. 2015; Gold 

und El Khoury 2015) als auch der Inflammasom-unabhängigen Zytokine wie IL-6 und 

TNF-α (Kaplin et al. 2009) induzieren.  

Eine Interaktion von α7-nAChRs mit Aβ1-42-Peptiden wurde erstmals durch Wang et al. 

beschrieben (Wang et al. 2000a; Wang et al. 2000b). Später wurden α4β2, α4α5β2, 

und α2αβ nAChRs als Interaktionspartner für APP und Aβ-Peptide identifiziert (Wu et 

al. 2004; Lamb et al. 2005). Der Effekt dieser Interaktion auf die ionotrope Funktion 

der nAChRs wird jedoch in der Literatur kontrovers diskutiert. So wurden sowohl 

agonistische als auch antagonistische Effekte von Aβ-Peptiden beschrieben (Liu et al. 

2001; Pettit et al. 2001; Dineley et al. 2002; Parri und Dineley 2010; Sadigh-Eteghad 

et al. 2014; Fabiani und Antollini 2019). Im cholinergen Regulationsmechanismus der 

ATP-induzierten Freisetzung von IL-1β scheint Aβ1-42 antagonistisch an den 

unkonventionellen nAChRs in mononukleären Phagozyten zu wirken (Richter et al. 

2020). Da neben den klassischen nAChR-Agonisten auch die inhibitorische Wirkung 

von G-PC und DPPC durch das Aβ1-42-Peptid aufgehoben wurde, konnten wir zudem 

erstmals einen Hinweis zur Interaktion von Aβ1-42-Peptiden mit α9*-nAChRs erbringen, 

die nicht notwendigerweise α7-Untereinheiten enthalten (Richter et al. 2020;    

Tabelle 1). In unseren Untersuchungen wurden 2,54 µM Aβ1-42-Peptide benötigt, um 

einen halbmaximalen Effekt zu erzielen (Richter et al. 2020). Dies entspricht 10 µg/ml 

Aβ1-42-Peptiden und somit aus physiologischer Sicht sehr hohen Konzentrationen. So 

wurden in einer Studie von Roher et al. an Alzheimerpatienten und gesunden 

Kontrollprobanden über einem Zeitraum von 12 Monaten fluktuierende Aβ1-42-Peptid-

Konzentrationen im Plasma detektiert mit einem Mittelwert 132 pg/ml (Roher et al. 

2009). In Studien zur Ligandenbindung an α7-nAChRs wurden Interaktionen mit       

Aβ1-42-Peptiden ebenfalls im picomolaren Bereich beschrieben (Wang et al. 2000a; 

Wang et al. 2000b). Wenn man bedenkt, dass Aβ-Peptide jedoch auch von Monozyten 

selbst prozessiert werden können (Sondag und Combs 2004; Sondag und Combs 

2006; Sondag und Combs 2010) und somit Aβ-Peptide als parakrine und/oder 

autokrine Faktoren fungieren, wären lokale Konzentrationen im mikromolaren Bereich 

durchaus vorstellbar. Als endogener, negativer Regulator könnten Aβ1-42-Peptide eine 

wichtige Rolle für die Aufrechterhaltung und/oder Wiederherstellung der 

Immunbalance bei traumainduzierter Immundysfunktion sein und präventiv gegen 

Infektionen und Sepsis sein (vgl. Abb. 1). Aus klinischer Sicht könnten APP und seine 
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Aβ-Peptide somit ein prognostischer Biomarker und Ansatzpunkt personalisierter 

Medizin sein: Bei großen chirurgischen Eingriffen würden hohe 

Plasmakonzentrationen von Aβ-Peptiden inflammatorische Komplikationen in Form 

von steriler Inflammation vorhersagen. Wenn sich diese Hypothese in weiteren 

Forschungsarbeiten bestätigt lässt, wären Prognosen zur postoperativen 

Immundysfunktion bereits präoperativ möglich. Aβ-zentrierte Interventionen könnten 

dann frühzeitig eingeleitet und inflammatorische Komplikationen entgegengewirkt 

werden. 

Zusammenfassend konnten in der vorliegenden Arbeit diverse unkonventionelle 

Liganden der nAChRs mit den Untereinheiten α7, α9 und/oder α10 identifiziert werden, 

die in mononukleären Phagozyten effizient die Freisetzung von IL-1β modulieren 

können. Dabei ergaben sich zudem erste Hinweise darauf, dass es sich bei diesen 

nAChRs nicht um klassische, ionotrope Rezeptoren handelt, sondern um 

unkonventionelle nAChRs, was im Folgenden näher diskutiert wird. 

4.4  Unkonventionelle nAChRs regulieren die ATP-vermittelte IL-1β-

Ausschüttung. 

nAChRs sind ursprünglich aus dem Nervensystem als Liganden-gesteuerte ionotrope 

Rezeptoren mit einer Permeabilität für Kationen wie Na+, K+ und Ca2+ bekannt, wo sie 

u.a. eine wichtige ionotrope Rolle bei der Reizweiterleitung spielen (Ullian et al. 1997; 

Katz et al. 2000; Verbitsky et al. 2000; Wessler und Kirkpatrick 2008; Changeux 2012; 

Stokes et al. 2015). Unsere Erkenntnisse aus den elektrophysiologischen patch-

clamp-Messungen deuten hingegen darauf hin, dass nAChRs mit den Untereinheiten 

α7, α9 und/oder α10 in mononukleären Phagozyten einen unkonventionellen, 

metabotropen Signalweg induzieren, um den P2RX7 zu inhibieren (siehe Abb. 6).  

In der Tat gibt es bis heute nur wenige Hinweise auf ionotrope Funktionen von nAChRs 

in mononukleären Phagozyten. Zudem beruhen die wenigen, zugrundeliegenden 

Hinweise meist auf indirekten Beobachtungen der ionotropen nAChR-Funktionen. So 

wurde in Mikrogliazellen von Ratten gezeigt, dass Cholin die Phagozytose-Kapazität 

nur in Anwesenheit von extrazellulärem Ca2+ induziert (Takata et al. 2010). Gleiches 

wurde für die Nikotin-induzierten anti-inflammatorischen Effekte in murinen 

Makrophagen gezeigt (Tsoyi et al. 2011). In elektrophysiologischen patch-clamp-

Messungen an humanen aus PBMCs-differenzierten Makrophagen konnten ACh- und 
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Cholin-induzierte Einzelkanalströme abgeleitet werden (Báez-Pagán et al. 2015). 

Dabei zeigte sich eine erhöhte und verlängerte Offenwahrscheinlichkeit der 

Einzelkanäle in Anwesenheit des α7-nAChR PAM PNU-120596 (Báez-Pagán et al. 

2015), was auf die Beteiligung von α7-nAChRs hindeutet. Ähnliche Ergebnisse zeigten 

sich in einer kleinen Subpopulation von aus PBMCs-differenzierten Makrophagen in 

elektrophysiologischen Ganzzellableitungen (Nurkhametova et al. 2020). Aus 

elektrophysiologischer und technischer Sicht stellt sich jedoch die Frage, wie Báez-

Pagán et al. (Báez-Pagán et al. 2015) in primären Zellen Einzelkanalströme von 

nAChRs ableiten konnten, die von den Zellen nicht überexprimiert wurden. Offen bleibt 

auch die Frage, wieso in der Arbeit von Nurkhametova et al. (Nurkhametova et al. 

2020) nur eine kleine Subpopulation der Makrophagen ionotrop auf nikotinerge 

Agonisten reagierten.  

Im Einklang mit unseren Erkenntnissen zum metabotropen Signalweg von nAChRs in 

mononukleären Phagozyten (Abb. 6) stehen eine Vielzahl weiterer Publikationen, in 

denen ebenfalls keine Änderungen der transmembranen Ionenströme durch 

nikotinerge Agonisten in Immunzellen detektiert werden konnten (Peng et al. 2004; 

Razani-Boroujerdi et al. 2007; Hecker et al. 2009; Mikulski et al. 2010). Auch im 

Darmepithel konnten metabotrope Funktionen von nAChRs gezeigt werden, wobei die 

genaue Zusammensetzung der nAChR-Untereinheiten ungeklärt blieb (Lottig et al. 

2019). Es gibt immer mehr Hinweise darauf, dass nAChRs in non-neuronalen Zellen 

beide Arten von Signalwegen, kanonische ionotrope und non-kanonische 

metabotrope, nutzen können, um ihre Effekte zu induzieren. Somit könnte jeder 

Signalweg auch spezifische, biologische Prozesse induzieren und/oder modulieren 

und zudem auch von den verschiedenen Zusammensetzungen der nAChR-

Untereinheiten abhängig sein (Grando 2014; Grau et al. 2018; Kabbani und Nichols 

2018; Lottig et al. 2019). 

Der Antwort auf die Frage, wie nAChRs in mononukleären Phagozyten über 

metabotrope Signale-vermittelt die Aktivität des P2RX7 modulieren können, konnten 

wir in einer weiteren Studie näherkommen. Wir konnten starke Hinweise darauf 

erbringen, dass die cholinergen Signale die ionotrope Funktion des P2RX7 durch 

Proteinmodifikation inhibieren (Richter et al. 2023a; vgl. Kapitel 3.7). Aus der Literatur 

ist bekannt, das NO, welches durch NOS synthetisiert werden kann, die Funktion von 

Proteinen durch Nitrosylierung modulieren kann (Gonzalez et al. 2009; Althaus et al. 
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2011; Wang et al. 2021). So werden z.B. GABA-Rezeptoren und Ca2+-sensitiven K+-

Ionenkanälen durch Nitrosylierung aktiviert, wohingegen NMDA-Rezeptoren und Na+-

Ionenkanälen durch Nitrosylierung inhibiert werden (Gonzalez et al. 2009; Althaus et 

al. 2011; Wang et al. 2021). Wir konnten zeigen, dass der von uns identifizierte 

cholinerge Regulationsmechanismus der ATP-induzierten IL-1β-Freisetzung die 

Aktivität von NOS bedarf (Richter et al. 2023a). Durch Experimente an eNOS Gen-

defizienten Mäusen, konnte innerhalb der Familie der NOS die eNOS als wichtiges 

Element im Signalweg down-stream der nAChRs identifiziert werden (Richter et al. 

2023a). Zudem konnten wir die Aktivität der NOS mittels verschiedener Peroxynitrat- 

und NO-Donoren imitieren und somit weitere Hinweise darauf erbringen, das nAChRs 

über NOS-vermittelt die ionotrope Funktion des P2RX7 modifizieren.   

In der Familie der purinergen Rezeptoren zeichnet sich der P2RX7 durch eine 

charakteristische, große, zytoplasmatische C-terminale Domäne aus, deren Struktur 

erst kürzlich mittels Kryo-Elektronenmikroskopie aufgeklärt werden konnte (McCarthy 

et al. 2019). Diese besteht aus 3 funktionellen Unter-Domänen: 1. Eine Cystein-reiche 

Domäne, welche die Rezeptor-Desensitisierung verhindert; 2. Eine zytoplasmatische 

cap-Domäne, welche mit dem kurzen N-Terminus des P2RX7 interagiert und zur 

Bildung der Pore des Ionenkanals beiträgt; 3. eine sogenannte Ballast-Domäne, in 

welcher kürzlich eine Calmodulin (CaM)-Bindungsregion identifiziert wurde, die 

vermutlich zur intrazellulären Regulation und Stabilität der P2RX7-Ionenkanalfunktion 

beiträgt (McCarthy et al. 2019; Sander et al. 2022). Die C-terminale Domäne enthält 

mehrere Konsensussequenzen, welche die Interaktion mit anderen Proteinen 

ermöglichen (Becker et al. 2008; Costa-Junior et al. 2011). Zudem gibt es eine Vielzahl 

von Aminosäureresten, welche als Angriffsstelle für kovalente Proteinmodifikationen 

des P2RX7 wie Palmityelierungen dienen können (Becker et al. 2008; Costa-Junior et 

al. 2011; McCarthy et al. 2019). Durch Palmityelierungen bilden die Cystein-reichen 

Domänen des P2RX7 eine Art Anker in der Zellmembran, wodurch der Rezeptor nicht 

desensitisieren kann (McCarthy et al. 2019). Andere purinerge Rezeptoren wie der 

P2RX3 besitzen diese Cyteine-reiche Domäne hingegen nicht und zeichnen sich durch 

eine schnelle Rezeptor-Desensitisierung aus (McCarthy et al. 2019; Oken et al. 2022). 

Durch Mutageneseexperimente am humanen P2RX7, konnten wir nun erstmalig 

Hinweise darauf erbringen, dass das C377 in der Cystein-reichen Domäne durch NO-

haltige Verbindungen modifiziert werden kann (Richter et al. 2023a). Da die C337A-
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Mutanten vollkommen die Sensitivität gegenüber NO verloren, deutetet dies auf eine 

essenzielle Bedeutung dieses Cysteins für Proteinmodifikationen des P2RX7 hin 

(Richter et al. 2023a). Auch wenn es bei Experimenten an C388A-Mutanten zu 

gemischten Ergebnissen kam, scheinen NO-abhängige Modifikationen in der Cystein-

reichen Domäne die ionotrope Funktion des P2RX7 zu inhibieren (Richter et al. 

2023a) und somit ein essenzieller Bestandteil des metabotropen cholinergen 

Regulationsmechanismus zu sein. Der genaue molekulare Mechanismus, wie 

nAChRs in mononukleären Phagozyten über metabotrope Signale die Aktivität des 

P2RX7 modulieren können, ist jedoch noch nicht vollständig aufgeklärt und es bedarf 

weiterer Forschung.  

Es gelang uns erstmalig eine spezifische eNOS-vermittelte Inhibition des P2RX7 

aufzuzeigen, die somit spezifisch die ATP-induzierten IL-1β-Freisetzung hemmt, was 

von großem klinischem Interesse ist. Dieser metabotrope Mechanismus kann neben 

klassischen nAChR-Agonisten auch durch die von uns entdeckten unkonventionellen 

endogenen Agonisten wie PC und PC-haltige Moleküle induziert werden (Hecker et 

al. 2015; Richter et al. 2016; Zakrzewicz & Richter et al. 2017; Backhaus et al. 

2017; Richter et al. 2018b; Richter et al. 2023a). Wir konnten in unseren Arbeiten 

zeigen, dass diese unkonventionellen nAChR-Agonisten zudem an den heterolog 

exprimierten, humanen nAChRs (homomere α7- und α9-nAChRs, heteromere α9α10-

nAChRs) keine ionotropen Funktionen induzieren (Richter et al. 2016; Zakrzewicz & 

Richter et al. 2017; Richter et al. 2018b; vgl. Kapitel 3.6). Diese silent agonist-

Eigenschaften lassen vermuten, dass die unkonventionellen nAChR-Agonisten keine 

Nebenwirkungen im neuronalen System induzieren würden. Dementsprechend 

ergeben sich aus unseren Erkenntnissen vielversprechende neue therapeutische 

Ansätze zur Prävention und Behandlung der sterilen Inflammation bei chirurgischen 

Patienten, ohne dabei die Infektabwehr der Patienten herabzusetzen. 

4.5  Synthetische α9*-nAChRs-Liganden sind Werkzeuge in der 

Grundlagenforschung und potenzielle anti-inflammatorische 

und analgetische Therapeutika. 

In der vorliegenden Arbeit konnten zahlreiche Hinweise erbracht werden, dass die 

nAChR-Untereinheit α9 unerlässlich für die cholinerge Regulation der Freisetzung von 
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IL-1β aus mononukleären Phagozyten ist (Hecker et al. 2015; Richter et al. 2016; 

Zakrzewicz & Richter et al. 2017; Backhaus et al. 2017). Untersuchungen an α9-

nAChRs waren lange Zeit schwierig, da es kaum selektive Liganden gibt. Lediglich das 

Conopeptid RgIA4 ist als selektiver Antagonist der α9*-nAChRs bekannt (siehe 

Kapitel 3.1). Bis heute gibt es zudem keinen PAM, der es erlauben würde, einen 

möglichen desensitisierten Zustand von α9*-nAChRs “sichtbar“ zu machen. Unsere 

Arbeiten (Zakrzewicz & Richter et al. 2017; Richter et al. 2022) führten dazu, dass 

zahlreiche weitere, zuvor als partielle α7-Agonisten oder silent agonists beschriebene 

Varianten von quartären Ammoniumsalzen im heterologen Expressionsmodel der X. 

laevis-Oozyten auf ihre möglichen Effekte auf α9*-nAChRs untersucht wurden. Dabei 

konnten einige selektive Agonisten und Antagonisten für die α9-Untereinheit 

identifiziert werden (Bavo et al. 2022; Papke et al. 2022a; Giraudo et al. 2023).  

In einer früheren Studie wurde pCF3-diEPP bereits im Tiermodell effektiv gegen 

inflammatorischen Schmerz eingesetzt (Quadri et al. 2018). Unsere Erkenntnisse, 

dass pCF3-diEPP auch an α9*-nAChRs wirkt (vgl. Kapitel 4.4), deuteten darauf hin, 

dass pCF3-diEPP und andere α9*-nAChR-spezifische diEPP-Analoge eine 

therapeutische Option zur Behandlung von inflammatorischen Erkrankungen und 

Schmerz sein könnten. Diese Idee wurde schließlich durch ein Patent geschützt (U.S.  

Provisional Patent Application Serial No. 63/216,327, Title: N,N-diethyl-N'-

phenylpiperazines as Agonists of Alpha9-containing nAChR and Use as Treatments 

for Neuropathic and Inflammatory Pain. Inventor(s): R.L. Papke, N.A. Horenstein, M. 

Quadri, V. Grau, K. Richter, A.R. Simard; Ref No.: T18479US001 (222107-8866)).  

Wir konnten weiterhin zeigen, dass der α9-nAChR-Agonist pCN-diEPP (Papke et al. 

2022a) eine potente inhibitorische Wirkung auf die ATP-induzierten Freisetzung von 

IL-1β aus monozytären Zellen hat (Richter et al. 2023b; vgl. Kapitel 3.8). Neben den 

anti-inflammatorischen Funktionen zeigte pCN-diEPP auch eine effektive, 

analgetische Wirkung im Schmerzmodel (Richter et al. 2023b). Da pCN-diEPP ein 

Agonist der α9*-nAChRs ist, scheint dementsprechend die Aktivierung von α9*-

nAChRs für den analgetischen Effekt verantwortlich zu sein. Im Widerspruch dazu 

steht, dass der α9α10-nAChR-Antagonisten mCN-diEPP im Tiermodell ebenfalls 

schmerzlindernd wirkte, wenn auch nur partiell und beim Einsatz hoher 

Konzentrationen (Richter et al. 2023b). Die Ergebnisse mit mCN-diEPP stimmen 

jedoch mit früheren Arbeiten überein, in denen analgetische Effekte durch α9α10-
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nAChR-Antagonisten wie RgIA4 im Tiermodell für inflammatorischen Schmerz gezeigt 

wurden (Christensen et al. 2017; Romero et al. 2017; Toma et al. 2020). Eine mögliche 

Erklärung für die unterschiedlichen und teils kontroversen Ergebnisse der α9*-nAChR 

Agonisten und Antagonisten könnte sein, dass es, wie oben beschrieben, in non-

neuronalen Zellen sowohl kanonische als auch non-kanonische nAChR-Signalwege 

geben kann, die Zelltyp-abhängig, aber auch abhängig von der Kombination der 

nAChR-Untereinheiten unterschiedliche Funktionen induzieren könnten (Grando 

2014; Grau et al. 2018; Kabbani und Nichols 2018; Lottig et al. 2019). Zudem sind 

beim inflammatorischen Schmerz neben den Zellen des angeborenen Immunsystems 

auch diverse andere Immunzellen und sensorische Neurone beteiligt (Baral et al. 

2019), ein komplexes Netzwerk, das bis heute nicht vollständig verstanden ist. Zur 

Schmerzbehandlung werden vor allem in den Vereinigten Staaten seit Jahrzehnten 

Opioide-Schmerzmittel eingesetzt. Durch den Missbrauch von Opioid-Schmerzmittel 

befinden sich die Vereinigten Staaten in einer seit 1970 anhaltenden Opioid-Krise, die 

mittlerweile jährlich mehrere Zehntausend Tote durch Überdosis fordert (Paul et al. 

2023). Unsere Erkenntnisse zur analgetischen Wirkung von α9*-nAChR-Liganden 

bieten daher einen vielversprechenden Ansatz zur Entwicklung von neuen, nicht 

süchtig machenden Schmerzmitteln. 

Auch wenn unsere Arbeiten Hinweise erbrachten, dass eine selektive Aktivierung des 

cholinergen anti-inflammatorischen Systems mittels α9*-nAChR-Liganden 

inflammatorischen Schmerz reduzieren kann (Richter et al. 2023b), so scheinen dabei 

insbesondere die unkonventionellen nAChRs mit ihren nicht-kanonischen 

(metabotropen) Funktionen, eine essenzielle Rolle spielen. Es stellt sich somit die 

Frage, inwieweit die Charakterisierung der Wirkung von Liganden auf die kanonische 

Ionenkanalfunktion von nAChRs dazu genutzt werden kann, eine Vorhersage zu deren 

Effekt auf die unkonventionellen nAChRs zu treffen. Immerhin gehören α7-nAChR 

silent agonists mit zu den effektivsten Modulatoren von Entzündungsreaktionen 

(Horenstein und Papke 2017). Wir haben starke Hinweise darauf, dass die nAChR-

Untereinheiten α7, α9 und α10 für die cholinerge Regulation der ATP-induzierten IL-

1β-Freisetzung benötigt werden, teils auch in unterschiedlichen Kombinationen der 

Untereinheiten (vgl. Tabelle 1 und Kapitel 4.3). Wie diese unkonventionelle nAChRs 

jedoch strukturell aussehen, ist völlig unklar. Ob es sich bei den unkonventionellen 

nAChRs um Heteromere aus α7- und α9-nAChR-Untereinheiten handelt, und/oder α7-
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Homomere und α9α10-Heteromere gleichzeitige in den mononukleären Phagozyten 

vorkommen und ob sich die nAChR-Untereinheiten klassisch als Pentamere 

zusammenlagern, ist bis heute unklar. Prinzipiell könnte die α9-Untereinheit sich auch 

zu nicht-pentameren Oligomeren mit der α7- und/oder α10-Untereinheit 

zusammenlagern, die dementsprechend keine Ionenkanalpore bilden, aber dennoch 

metabotrope Signalwege induzieren können.  

Wir imitierten das gleichzeitige Vorkommen der humanen nAChR-Untereinheiten α7, 

α9 und α10 im heterologen Expressionssystem der X. laevis-Oozyten für kanonische 

nAChRs (Richter et al. 2023b). Die Expression von nAChR-Untereinheiten in X. 

laevis-Oozyten ist im Allgemeinen nur sehr gering und instabil. Dieses Phänomen ist 

auch aus der Synaptogenese bekannt (Huebsch und Maimone 2003). Während der 

Synaptogenese an motorischen Endplatten bedarf es nAChR-assoziierter Proteine wie 

Rapsyn (Gen: RAPSN), um die nAChRs in Clustern mit hoher Dichte in den 

Membranen zu organisieren und eine effiziente Reizweiterleitung zu ermöglichen 

(Huebsch und Maimone 2003). Deshalb wird im heterologen Expressionssystem der 

X. laevis-Oozyte häufig RNA für Rapsyn (Froehner et al. 1990; Ramarao und Cohen 

1998) oder RIC3 (resistance to inhibitors of cholinesterase 3; Gen: RIC3) (Halevi et al. 

2003; Noonan und Beech 2023) ko-injiziert, um eine stabile nAChR-Expression zu 

erhalten (Richter et al. 2016; Richter et al. 2017; Richter et al. 2022; Richter et al. 

2023b), ohne dabei die pharmakologischen Eigenschaften der nAChRs zu verändern 

(Halevi et al. 2003). Wir konnten zum ersten Mal Hinweise darauf erbringen, dass es 

auch im heterologen Expressionsmodell der X. laevis-Oozyten zur Formierung von 

heteromeren α7α9α10-nAChRs kommt (Richter et al. 2023b; vgl. Kapitel 3.9). 

Vielmehr noch konnten wir zeigen, dass die An- und Abwesenheit einer oder mehrerer 

Untereinheiten in diesen nAChR-Heteromeren einen maßgeblichen Einfluss auf die 

Wirkung von Liganden haben kann (Richter et al. 2023b). So führte z.B. die Ko-

Expression der α10-Untereinheit dazu, dass die Nikotin-Sensitivität der α9-

Untereinheit um ein Vielfaches reduziert wurde (Richter et al. 2023b).  

In einer Vielzahl von Publikationen zu elektrophysiologischen Messungen von 

Ionenkanälen/Rezeptoren wurden nach dem Auswaschen der Liganden eine 

Potenzierung der Stromantwort detektiert, die sogenannten “hump” oder “rebound“ 

Effekte (Adams 1975; Ebihara und Akaike 1992; Wu et al. 1994; Liu et al. 2008). Diese 

rebound-Effekte wurden von uns für eine Vielzahl von nAChR-Liganden detektiert und 
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waren interessanterweise am stärksten in α9α10-exprimierenden Oozyten finden 

(Tabelle 2). In homomeren α7- und α9-nAChRs zeigten sich hingegen keine bis nur 

sehr schwache rebound-Effekte, was auf eine Beteiligung der α10-Untereinheit 

hindeutete. Die nAChR-Untereinheit α10 galt lange Zeit als nicht-funktionelle, stille 

Rezeptoruntereinheit (Yu et al. 2013; Zouridakis et al. 2019; Hone und McIntosh 2022). 

Man ging ferner davon aus, dass α9*-nAChRs die α10-Untereinheit benötigen, um 

einen funktionellen Ionenkanal zu bilden (Yu et al. 2013; Zouridakis et al. 2019; Hone 

und McIntosh 2022). Interessanterweise konnte kürzlich gezeigt werden, dass die 

Behandlung von α10-nAChR exprimierenden Oozyten mit Alkaloiden wie MLA oder 

Strychnin zur Bildung funktioneller, ionotroper α10-nAChRs führt (Hone und McIntosh 

2022). Ohne diese Vorbehandlung konnten keine ionotropen Funktionen der 

homomeren α10-nAChRs nachgewiesen werden (Hone und McIntosh 2022). Wir 

stellten uns die Frage, ob der von uns detektierte rebound-Effekt möglicherweise 

ebenfalls auf einem ähnlichen/demselben Mechanismus beruht. Um dies zu 

überprüfen, führten wir TEVC-Messungen an heterolog exprimierten α7- und α9-

Homomeren, sowie heteromeren α9α10-nAChRs durch und detektierten die ACh-

induzierte Ionenströme in Ab- und Anwesenheit von MLA (Richter et al. 2023b). MLA 

wird oft als selektiver Antagonist der α7-nAChRs, aber auch inverser Agonist 

beschrieben (Williams et al. 2011; Papke et al. 2018). Diese Selektivität konnte von 

uns nicht bestätigt werden, da MLA die ACh-induzierten Ionenströme der α7- und α9-

Homomeren, sowie heteromeren α9α10-nAChRs inhibierte (Richter et al. 2023b). Ein 

MLA-induzierter rebound-Effekt zeigte sich an α9α10-nAChRs, was bei homomeren 

α7- und α9-nAChRs nicht der Fall war (Tabelle 2). Diese Ergebnisse deuten auf eine 

Aktivierung von vorher nicht-funktionellen, stillen α10-nAChRs hin (Richter et al. 

2023b). Da der rebound-Effekt aber auch bei Agonisten wie PC und synthetischen 

silent agonists wie pCF3-diEPP auftrat (Tabelle 2), stellt sich die Frage, ob es sich um 

agonistische oder antagonistische Effekte der Liganden handelt. Vielmehr noch ergibt 

sich die Frage, ob Nikotin und MLA keine Antagonisten, sondern silent agonists der 

nAChR-Untereinheit α9 und/oder α10 sind. 

Auch nach über 20 Jahren der Forschung zur Bedeutung von nAChRs für die 

Regulation des Immunsystems, ist unser Wissen über unkonventionelle aber auch 

über kanonische nAChRs immer noch unvollständig. Es ist aber zu erwarten, dass 

auch in mononukleären Phagozyten die Effekte von nikotinergen Liganden maßgeblich 
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von der Identität und Quantität der exprimierten nAChR-Untereinheiten abhängig ist. 

Die mRNA-Expression von nAChRs ist in diesen Zellen normalerweise sehr gering, 

variiert von Individuum zu Individuum und lässt zugleich keinen Rückschluss auf die 

Expression funktioneller Rezeptoren zu (Kawashima et al. 2007; Fujii et al. 2017a; Zoli 

et al. 2018). Zudem können zahlreiche endogene und exogene Faktoren die 

Expression und Funktion von nAChRs beeinflussen. So wurden zum Beispiel 

endogene, Toxin-ähnliche Prototoxine wie die secreted ly6/uPAR-related proteins 

(SLURPs) beschrieben, die die Expression und Funktion von nAChRs maßgeblich 

modulieren können (Miwa et al. 2019). Des Weiteren ist im humanen Genom das Gen 

CHRFAM7A vorhanden, welches das sogenannte dupα7-Protein kodiert (Gault et al. 

1998; Di Lascio et al. 2022). Dieses dupα7-Protein kann mit der α7-nAChR-

Untereinheit interagieren und dabei als negativer Modulator die Funktion von α7*-

nAChRs inhibieren (Di Lascio et al. 2022). Da das dupα7-Protein auch in einer Vielzahl 

von Zelllinien sowie in heterologen Expressionssystemen zu finden ist, die in der 

cholinergen Forschung zum Einsatz kommen (Di Lascio et al. 2022), könnten dadurch 

ebenfalls Untersuchungen zu unkonventionellen und kanonischen nAChRs erschwert 

werden und zu widersprüchlichen Ergebnissen führen. In unseren Arbeiten (Kapitel 3) 

wurde versucht, bei den humanen Probanden und in den Tierexperimenten immer ein 

ausgewogenes Geschlechterverhältnis von 50:50 einzuhalten. Der Aspekt von 

geschlechtsspezifischen Unterschieden im cholinergen System ist bisher in der 

Forschung jedoch unterrepräsentiert. Wie kürzlich in einem Review von Moen und Lee 

publiziert, gibt es aber zahlreiche Hinweise darauf, dass das biologische Geschlecht 

und Geschlechtshormone die Expression von nAChRs beeinflusst (Moen und Lee 

2021). Auch die Aufnahme von Genuss- und Suchtmitteln wie Kaffee und Zigaretten 

(Papke et al. 2022b) und die Ernährung (Shariff et al. 2016; Souza et al. 2019; Costa 

et al. 2020) können einen Einfluss auf das cholinerge System haben und ggf. die 

Expression von nAChRs modulieren. Dies gilt auch für Phosphatidylcholine und deren 

Metabolite, welche ebenfalls über die Ernährung aufgenommen werden können (van 

Parys et al. 2021) und die von uns als endogene Agonisten der nAChRs mit den 

Untereinheiten α7, α9 und/oder α10 identifiziert wurden (vgl. Kapitel 4.3). 

Untersuchungen zu funktionellen nAChRs werden zudem dadurch erschwert, dass es 

bis heute keine geeigneten Werkzeuge wie spezifische Antikörper gegen nAChR-

Untereinheiten gibt (Herber et al. 2004; Moser et al. 2007; Richter und Grau 2023), die 



Diskussion 

 

 

 

52 

 

eine spezifische Aussage über die Proteinexpression erlauben würden. Um die von 

uns entdeckten, neuen Aspekte bezüglich der Regulierung und Assemblierung der 

nAChR Untereinheiten α7, α9 und α10 vollständig aufzuklären, sind demnach weitere 

Untersuchungen nötig, mit einem breiten Spektrum von verschiedenen Methoden und 

gut charakterisierten selektiven Werkzeugen, in heterologen Expressionssystemen bis 

hin zu Untersuchungen in vivo nach wissenschaftlich hoch-standardisierten 

Protokollen.  

Zusammenfassend konnten in der vorliegenden Arbeit neue Erkenntnisse zu 

unkonventionellen nAChR-Liganden sowie kanonischen und unkonventionellen 

nAChRs erbracht werden. Gleichzeitig wurden neue spannende Mysterien zu 

unkonventionellen non-neuronalen und neuronalen nAChRs und ihren Liganden 

aufgezeigt, deren Aufklärung weitere Forschung bedarf. Dank synthetischer α9*-

nAChR-Liganden stehen in der Grundlagenforschung nun weitere “Werkzeuge“ zur 

Verfügung, die zur Entwicklung zukünftiger therapeutischer Anwendung, von der 

Behandlung inflammatorischer Erkrankungen wie der Trauma-induzierten sterilen 

Inflammation bis hin zu inflammatorischem Schmerz, beitragen können.  
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5. Zusammenfassung 

Trotz intensiver Forschung führen Polytraumata und schwere Operationen auch 

heute noch zu lebensbedrohlichen systemischen Entzündungen, Sepsis und 

Multiorganversagen, mit einer nicht akzeptablen hohen Gesamtletalität (Westphal 

und Kampmeier 2015). Eine bedeutende Rolle in der Pathogenese dieser 

traumainduzierten Immundysfunktion spielt das hochpotente pro-inflammatorische 

Zytokin IL-1β, welches von Monozyten, Makrophagen sowie von Epithelzellen 

synthetisiert wird und unerlässlich für die Immunabwehr gegen Infektionen ist. Die 

Synthese und Freisetzung von IL-1β muss strikt reguliert werden (Dinarello 2018). 

Nach Verletzungen wird die Reifung und Ausschüttung von IL-1β durch 

extrazelluläres ATP, das aus dem Zytoplasma geschädigter Zellen stammt, stimuliert 

und aktives IL-1β sezerniert. Unter normalen Bedingungen bleiben diese pro-

inflammatorischen Reaktionen lokal begrenzt. Bei schweren Traumata und großen 

chirurgischen Eingriffen kommt es hingegen durch massive Gewebeschädigung zu 

einer überschießenden Zytokin-Ausschüttung und folglich zur traumainduzierten 

Immundysfunktion. Bis heute gibt es neben entzündungshemmenden Therapien, 

welche die Infektanfälligkeit aber maßgeblich erhöhen können, keine geeigneten 

Behandlungen für die traumainduzierte Immundysfunktion. 

In dieser kumulativen Habilitationsschrift wurden verschiedene Forschungsprojekte 

zusammengefasst, die einen neuen anti-inflammatorischen cholinergen 

Kontrollmechanismus der ATP-vermittelten Freisetzung von IL-1β aus 

mononukleären Phagozyten identifizieren und charakterisieren (Hecker et al. 2015; 

Zakrzewicz & Richter et al. 2017; Richter et al. 2016; Backhaus et al. 2017 Richter 

et al. 2018a). Diese cholinerge Regulation beruht auf der Aktivierung von 

unkonventionellen nAChRs mit den evolutionär hoch konservierten Untereinheiten 

α7, α9 und/oder α10 durch klassische Agonisten wie ACh, Cholin und Nikotin. Es 

konnten aber auch mehrere bisher unbekannte, endogene nAChR-Agonisten 

identifiziert werden: Phosphatidylcholine sowie deren Metabolite wie PC und PC-

haltige Moleküle. Gleichzeitig konnte eine vollkommen neue biologische Funktion des 

Akute-Phase-Proteins CRP, ein sensitiver Entzündungsmarker und 

Standardparameter in der klinischen Blutanalyse, aufgeklärt werden: In seiner 

endogenen, PC-bindenden, pentameren Form inhibiert CRP effizient und über 
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nAChR-vermittelt die monozytäre ATP-induzierte Freisetzung von IL-1β (Richter et 

al. 2018b). Interessanterweise hängt dieser inhibitorische Effekt nicht nur von dem 

CRP-gebundenen Liganden ab, vielmehr noch potenziert CRP die cholinerge 

Wirkung von freiem PC um ein Vielfaches (Richter et al. 2018b). Eine prospektive 

klinische Studie legt zudem nahe, dass erhöhte CRP-Konzentrationen vor einer 

traumainduzierten Immundysfunktion schützen (Richter et al. 2018b). Demnach 

scheint CRP Teil einer negativen Rückkopplungsschleife zu sein, welche die IL-1β-

Freisetzung bei systemischer Entzündung limitiert. 

Als einen potenziellen Gegenspieler des cholinergen Regulationsmechanismus,  

konnte das Aβ1-42-Peptid identifiziert werden (Richter et al. 2020), welches bisher 

hauptsächlich im Zusammenhang mit der Alzheimer-Krankheit untersucht wurde. An 

unkonventionellen, monozytären nAChRs wirkt Aβ1-42 in vitro antagonistisch und 

ermöglicht so die ATP-induzierte IL-1β-Freisetzung in Anwesenheit von nAChR-

Agonisten. Da wir zudem Hinweise erbringen konnten, dass das Aβ1-42-Peptid auch 

in vivo wirkt (Richter et al. 2020), könnte das Aβ1-42-Peptid somit als endogener, pro-

inflammatorischer Regulator präventiv gegen Infektionen und Sepsis sein. 

Die hier zusammengefassten Arbeiten haben zudem wesentlich zu einem 

Paradigmenwechsel im wissenschaftlichen Blick auf die nAChRs beigetragen. 

Während nAChRs kanonisch als ionotrope Rezeptoren eine unerlässliche Rolle für 

die Reizweiterleitung im neuronalen System spielen, sind es metabotrope Funktionen 

der unkonventionellen nAChRs in mononukleären Phagozyten, die zur Inhibition des 

ATP-sensitiven P2X7 Rezeptors führen und somit die IL-1β-Freisetzung inhibieren 

(Hecker et al. 2015; Zakrzewicz & Richter et al. 2017; Richter et al. 2016; Richter 

et al. 2023a). Diese Erkenntnisse sind von großer Bedeutung für die 

Rezeptorforschung und gehen weit über die cholinerge Kontrolle der IL-1β-

Freisetzung hinaus. Durch unsere Erkenntnisse rückte auch die α9-nAChR-

Untereinheit immer mehr in den Fokus. In weiteren Arbeiten konnten neben 

synthetischen nAChR-silent agonists auch spezifische α9-Agonisten charakterisiert 

werden (Richter et al. 2022; Richter et al. 2023b). Dabei zeigten sich neben der 

anti-inflammatorischen Wirkung auch eine potente analgetischen Wirkung von α9-

nAChR-Liganden, die somit eine vielversprechende therapeutische Option zur 

Behandlung von inflammatorischen Erkrankungen und Schmerz sein könnten.  
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Ein großer Vorteil des hier identifizierten cholinergen Kontrollmechanismus ist, dass 

gezielt die traumainduzierte (ATP-abhängige) Freisetzung von IL-1β inhibiert,  

gleichzeitig die IL-1β-abhängige Pathogenabwehr jedoch nicht völlig unterbunden 

wird. Zudem erwarten wir von den endogenen nAChR-Agonisten wie 

Phosphatidylcholine und seine Metabolie, sowie von den synthetischen silent 

agonists, dass sie nicht mit den kanonischen nAChR-Funktionen im Nervensystem 

interferieren. Somit ist dieser Mechanismus ein vielversprechender Ansatzpunkt für 

die dringend benötigten präventiven Therapien einer traumainduzierten 

Immundysfunktion. 
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Supplemental Table S1: Primers used for real-time RT-PCR 

 
Gene 

 

 

Gene bank 

accession 

number 

Forward 

primer 

-  

Reverse 

primer 

-  

Product 

(bp) 

 

rat pro-IL-1  NM_031512.2 116-135 216-196 101 

rat CHRNA7 NM_012832.3 343-363 515-496 173 

rat CHRNA9 NM_022930.1 416-436 534-514 119 

rat CHRNA10 NM_022639.1 201-224 324-303 124 

rat PBGD NM_013168.2 583-602 697-678 115 

human pro-IL-1  NM_000576.2 527-546 659-640 133 

human IL-6 NM_000600.3 522-541 622-604 100 

human CHRFAM7A NM_148911.1 539-560 640-619 102 

human CHRNA7 NM_000746.4 416-436 557-536 142 

human CHRNA9 NM_017581.3 428-449 543-524 116 

human CHRNA10 NM_020402.2 905-923 1025-1005 121 

human TNF-  NM_000594.3 314-336 447-428 133 

human PBGD NM_000190.3 159-178 228-209 70 

bp, base pairs; CHRNA, nicotinic acetylcholine receptor alpha; PBGD, porphobilinogen 

deaminase 



2 
 

Supplemental Table S2: Release of lactate dehydrogenase (LDH) 

Reagents Mean ± SD n 
- 3.4 ± 2.2% 23 
LPS 5.6 ± 3.7% 23 
LPS, BzATP 9.1 ± 2.2% 4 
LPS, BzATP, ACh 0.01 µM 8.4 ± 2.2% 4 
LPS, BzATP, ACh 0.1 µM 8.3 ± 2.3% 4 
LPS, BzATP, ACh 1 µM 9.7 ± 2.4% 4 
LPS, BzATP, ACh 10 µM 9.6 ± 2.6% 4 
LPS, BzATP, choline 1 µM 4.0 ± 1.5% 4 
LPS, BzATP, choline 10 µM 3.6 ± 0.9% 4 
LPS, BzATP, choline 100 µM 3.3 ± 0.8% 4 
LPS, BzATP, choline 1000 µM 4.0 ± 1.2% 4 
LPS, BzATP, nicotine 0.1 µM 1.5 ± 1.0% 3 
LPS, BzATP, nicotine 1 µM 1.5 ± 0.8% 3 
LPS, BzATP, nicotine 10 µM 2.2 ± 1.2% 3 
LPS, BzATP, nicotine 100 µM 2.0 ±0.6% 3 
LPS, BzATP, PC 1 µM 3.8 ± 0.9% 4 
LPS, BzATP, PC 10 µM 3.2 ± 1.4% 4 
LPS, BzATP, PC 100 µM 3.3 ± 1.2% 4 
LPS, BzATP, PC 1000 µM 3.0 ± 0.9% 4 
LPS, BzATP, RMPC 0.01 µg/ml 2.5 ± 1.2% 4 
LPS, BzATP, RMPC 0.1µg/ml 2.4 ± 1.0% 4 
LPS, BzATP, RMPC 1µg/ml 2.4 ± 0.9% 4 
LPS, BzATP, RMPC 10 µg/ml 2.7 ±1.7% 4 
LPS, BzATP, RM 0.01 µg/ml 2.1 ± 0.6% 4 
LPS, BzATP, RM 0.1 µg/ml 2.2 ± 0.7% 4 
LPS, BzATP, RM 1µg/ml 2.3 ± 1.0% 4 
LPS, BzATP, RM 10 µg/ml 2.5 ± 1.5% 4 
LPS, BzATP, NTHiPC 0.01µg/ml 2.0 ± 0.7% 4 
LPS, BzATP, NTHiPC 0.1µg/ml 2.1 ± 0.6% 4 
LPS, BzATP, NTHiPC 1 µg/ml 1.8 ± 0.9 % 4 
LPS, BzATP, NTHiPC 10 µg/ml 2.4 ± 0.9% 4 
LPS, BzATP, NTHi 0.01µg/ml 2.0 ± 1.0% 4 
LPS, BzATP, NTHi 0.1µg/ml 2.0 ± 1.0% 4 
LPS, BzATP, NTHi 1 µg/ml 2.0 ± 1.2% 4 
LPS, BzATP, NTHi 10 µg/ml 2.4 ± 1.1% 4 

U937 cells were primed with lipopolysaccharide (LPS) from Escherichia coli for 5 h. BzATP 

was added for another 30 min in the presence or absence of nicotinic agonists or variants of 

LPS from different Haemophilus influenzae strains. LDH release into the cell culture 

supernatant is given as % of the total release. ACh, acetylcholine; NTHi, LPS from the lic1-

mutant strain NTHi1233lic1; NTHiPC, PC-modified LPS from Haemophilus influenzae strain 

NTHi 1233; PC, phosphocholine; RM, LPS from the lic1-mutant strain RM7004-Lic1; 

RMPC, PC-modified LPS from Haemophilus influenzae strain RM118. 



3 
 

 

Fig. S1: Expression of pro-IL-1  and acetylcholine receptor mRNA. (A) U937 cells were 

incubated for 5 h with 1 µg/ml lipopolysaccharide (LPS) and pro-IL-1  mRNA expression 

was measured by real-time RT-PCR and compared to untreated control cells. Data are 

presented as individual data points, bars indicate median, whiskers percentiles 25 and 75; 

Mann-Whitney rank sum test. (B) Nicotinic acetylcholine receptors CHRNA7, CHRNA9 and 

CHRNA10 as well as the inactive duplicate CHRFAM7A were detected by real-time RT-

PCR. Products obtained by real-time RT-PCR from untreated and LPS-primed U937 were 

separated in agarose gels. (C) Real-time RT-PCR products from freshly isolated human 

peripheral blood mononuclear cells (PBMC). In negative controls, cDNA was replaced by 

water. 
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Fig. S2: Reduction of CHRNA7, CHRNA9 and CHRNA10 mRNA expression by siRNA 

transfection. U937 cells were treated with control siRNA (scr) or siRNA targeting nicotinic 

receptors and the mRNA expression of (A) CHRNA9 and (B) CHRNA10 was measured by 

real-time RT-PCR 6 h later. The mRNA expression of CHRNA7 was too low for 

quantification. (C) Control cells without siRNA, transfection with control siRNA (scr) or with 

siRNA targeting CHRNA9 did not affect the release of IL-1  from unprimed cells, from cells 

primed with LPS, and from LPS-primed cells stimulated with BzATP. The inhibitory effect of 

nicotine, however, was blunted in cells treated with siRNA against CHRNA9 but not after 

transfection of scrambled siRNA. A part of these data is also shown in Figure 2 C. Data are 

presented as individual data points, bars indicate median, whiskers percentiles 25 and 75; * p 

 0.05 (A-B) versus scr siRNA; # p  0.05 significantly different from respective cells treated 

with LPS and BzATP but not with nicotine, Mann-Whitney rank sum test (A-B) or Kruskal-

Wallis test followed by Mann-Whitney rank sum test (C). 
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Abstract: Phosphocholine-modified bacterial cell wall components are virulence factors enabling
immune evasion and permanent colonization of the mammalian host, by mechanisms that are
poorly understood. Recently, we demonstrated that free phosphocholine (PC) and PC-modified
lipooligosaccharides (PC-LOS) from Haemophilus influenzae, an opportunistic pathogen of the
upper and lower airways, function as unconventional nicotinic agonists and efficiently inhibit
the ATP-induced release of monocytic IL-1β. We hypothesize that H. influenzae PC-LOS exert
similar effects on pulmonary epithelial cells and on the complex lung tissue. The human lung
carcinoma-derived epithelial cell lines A549 and Calu-3 were primed with lipopolysaccharide from
Escherichia coli followed by stimulation with ATP in the presence or absence of PC or PC-LOS or
LOS devoid of PC. The involvement of nicotinic acetylcholine receptors was tested using specific
antagonists. We demonstrate that PC and PC-LOS efficiently inhibit ATP-mediated IL-1β release
by A549 and Calu-3 cells via nicotinic acetylcholine receptors containing subunits α7, α9, and/or
α10. Primed precision-cut lung slices behaved similarly. We conclude that H. influenzae hijacked an
endogenous anti-inflammatory cholinergic control mechanism of the lung to evade innate immune
responses of the host. These findings may pave the way towards a host-centered antibiotic treatment
of chronic airway infections with H. influenzae.

Keywords: A549; Calu-3; CHRNA7; CHRNA9; CHRNA10; immune evasion; inflammasome; lung;
nicotinic acetylcholine receptor; phosphocholine-modification
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1. Introduction

Strains of Haemophilus influenzae can be divided into two categories: the encapsulated, typeable
strains and the genetically highly variable non-encapsulated, non-typeable strains (NTHi) [1,2].
A well-described virulence factor of most wild-type NTHi is the lic1 operon that encodes enzymes
needed for the synthesis of phosphocholine-modified lipooligosaccharides (PC-LOS) [3–9]. H. influenzae
strains carrying a non-functional mutant lic1-operon are rapidly cleared from the airways of
experimental mice and rats, whereas PC-LOS-positive wild-type strains are selected and can cause
severe pulmonary infections [6,10]. Accordingly, most human respiratory H. influenzae infections
are due to strains with a functional lic1-operon [8]. Like H. influenzae, numerous Gram-negative
and Gram-positive bacteria as well as eukaryotic parasites produce PC-modified cell surfaces or
secretory products that are generally regarded as immunomodulatory mediators enabling pathogen
survival [7,8].

PC-LOS from wild-type H. influenzae strains is at best a weak inducer of costimulatory molecules
CD40 and CD58 as well as interleukin-1β (IL-1β) and tumor necrosis factor-α (TNF-α) mRNA in human
monocytic THP-1 cells, whereas PC-free LOS from a lic1-mutant is as efficient as lipopolysaccharide
(LPS) from Escherichia coli [11]. It is, however, unclear if PC-LOS only weakly activates Toll-like receptor
4 or if other mechanisms are involved that control the expression and release of pro-inflammatory
cytokines including IL-1β. A better understanding of immune evasion strategies is needed for the
development of novel anti-infective therapies to treat H. influenzae infections.

IL-1β is a highly potent pro-inflammatory cytokine of innate immunity that plays an essential
role in host defense against infections [12,13]. As excessive systemic IL-1β levels can cause fever, shock
and multiple organ failure, including acute respiratory distress syndrome [13–15], a tight regulation
of its release is vital. The production of IL-1β often requires two consecutive so-called “danger
signals” [13,16,17]. The pathogen-associated molecular pattern LPS is a typical first signal inducing
the biosynthesis of cytoplasmic pro-IL-1β, an inactive cytoplasmic pro-form of IL-1β. Extracellular
ATP is an indicator of severe cellular damage and a prototypical second danger signal that initiates ion
currents at P2X7 receptors, including efflux of potassium ions. Reduced cytoplasmic potassium levels
leads to the assembly of the NACHT, LRR and PYD domains-containing protein 3 (NLRP3)-containing
inflammasome and to caspase-1 activation [13,16,17]. Caspase-1 enables the rapid maturation and
release of cytokines of the IL-1 family including IL-1β [13,16,17].

We recently reported that agonists of nicotinic acetylcholine receptors (nAChRs) containing
subunits α7, α9 and/or α10 efficiently inhibit the ATP-induced release of IL-1β by human monocytic
cells [18–20]. Apart from classical nicotinic agonists such as acetylcholine (ACh), choline or nicotine,
free PC and PC-LOS from bacterial walls of wild-type H. influenzae function as unconventional nAChR
agonists that also inhibit the ATP-mediated IL-1β release [18–20]. In contrast, PC-free LOS isolated
from H. influenzae lic1-mutants is ineffective [18]. Interestingly, the covalent binding of PC to LOS
enhances the efficiency of PC by a factor of about 400 [18].

Up to now, we investigated the inhibition of ATP-induced IL-1β by nicotine, PC and PC-LOS in
human monocytic blood cells [18]. In addition to mononuclear phagocytes of the lung, respiratory
and alveolar epithelial cells contribute to host defense against respiratory infections by NLRP3
inflammasome activation and IL-1β release [15,21–26]. As those epithelial cells are among the first
cells that come into contact with pathogens, they are expected to be of particular importance during
the early phase of infection. Here, we confirm our hypothesis that nicotine, PC and PC-LOS inhibit
the ATP-induced release of IL-β by human cancer cell lines A549, resembling alveolar epithelial cells
type II [27,28], and Calu-3 cells, an established model for bronchial epithelial cells [29]. PC-LOS is also
active in mouse lung tissue. Moreover, we provide evidence that nicotine, PC and PC-LOS signal via
epithelial nAChR subunits α7 and α9, while PC-free LOS isolated from lic-mutants is inactive.
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2. Results

2.1. Nicotine and PC Inhibit IL-1β Release from A549 Cells via nAChRs

We reported before that nicotine and PC inhibit the ATP-induced IL-1β release by human
monocytic cells via nAChRs containing subunits α7, α9 and α10 [18–20]. To test whether this
applies to lung epithelial cells, we primed A549 cells with LPS from E. coli (100 ng/mL) for
24 h followed by stimulation with the P2X7 receptor agonist 2′(3′)-O-(4-benzoylbenzoyl)adenosine
5′-triphosphate trieethylammonium salt (BzATP, 100 µM) for another 30 min. IL-1β released into the
cell culture supernatant was measured by enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) (Figure 1A,B).
The concentration of IL-1β in the cell culture supernatant ranged between 25 and 50 pg/mL. When
either priming with LPS or stimulation with BzATP was omitted, virtually no IL-1β was detected
(Figure 1A,B). Nicotine (100 µM; p = 0.000, n = 15; Figure 1A) and PC (100 µM, p = 0.0001, n = 15;
Figure 1B) fully inhibited the BzATP-induced release of IL-1β from LPS-primed A549 cells. In control
experiments, in which nicotine or PC were added to LPS-primed cells in the absence of BzATP, virtually
no IL-1β was released (Figure 1A,B). Cell viability as estimated by the measurement of the cytoplasmic
enzyme lactate dehydrogenase (LDH) in cell culture supernatants was unimpaired in these and in all
following experiments.

To analyze if nicotine and PC signal via nAChRs in A549 cells, a panel of different nAChR
antagonists was used: (1) mecamylamine (100 µM), a general nAChR antagonist, (2) α-bungarotoxin
(1 µM), an antagonist targeting nAChRs containing subunits α7 or α9, (3) strychnine (10 µM) that
preferentially antagonizes nAChRs containing subunit α9, (4) α-conotoxin [V11L, V16D]ArIB (500 nM),
a specific antagonist of nAChR α7, and 5) α-conotoxin RgIA4 (200 nM) that antagonizes nAChRs
containing subunits α9/α10 [19,30–34]. When applied together with BzATP, all nAChR antagonists
abolished the inhibitory effect of nicotine and PC and enabled the full release of IL-1β (Figure 1A,B).
In control experiments, where BzATP was omitted, none of the nAChR antagonists induced the release
of IL-1β by LPS-primed A549 cells (data not shown). We conclude from these data that nicotine and
PC are efficient inhibitors of BzATP-induced IL-1β release by pulmonary epithelial cells, and that
nAChR subunits α7, α9 and/or α10 are involved in signaling of nicotine and PC.
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(BzATP, 100 µM) in the presence or absence of Nic (100 µM) (A) or PC (100 µM) (B) and the IL-1β 
released to the supernatant was measured 30 min later. The inhibitory effects of Nic and PC were 
sensitive to nicotinic antagonists mecamylamine (Mec; 100 µM), strychnine (Stry; 10 µM), α-
bungarotoxin (α-Bun; 1 µM), [V11L, V16D]ArIB (500 nM), or RgIA4 (200 nM). Data are presented as 
individual data points, bars represent median, whiskers encompass the 25th to 75th percentile; n-
numbers of independent experiments are indicated in the figure. Experimental groups were 
compared by Kruskal Wallis test followed by Mann Whitney rank sum test. 
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In the next set of experiments, we demonstrated that Calu-3 cells essentially reacted like A549 
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2) that was fully inhibited in the presence of nicotine (100 µM; p = 0.029, n = 4; Figure 2) or PC (100 
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Figure 1. Nicotine (Nic) and phosphocholine (PC) inhibit the release of IL-1β by A549 cells. Human
LPS-primed A549 cells were stimulated with 2′(3′)-O-(4-benzoylbenzoyl)adenosine-5′-triphosphate
(BzATP, 100 µM) in the presence or absence of Nic (100 µM) (A) or PC (100 µM) (B) and the
IL-1β released to the supernatant was measured 30 min later. The inhibitory effects of Nic and
PC were sensitive to nicotinic antagonists mecamylamine (Mec; 100 µM), strychnine (Stry; 10 µM),
α-bungarotoxin (α-Bun; 1 µM), [V11L, V16D]ArIB (500 nM), or RgIA4 (200 nM). Data are presented
as individual data points, bars represent median, whiskers encompass the 25th to 75th percentile;
n-numbers of independent experiments are indicated in the figure. Experimental groups were
compared by Kruskal Wallis test followed by Mann Whitney rank sum test.

2.2. Nicotine and PC Inhibit IL-1β Release from Calu-3 Cells via nAChRs

In the next set of experiments, we demonstrated that Calu-3 cells essentially reacted like A549
cells (Figure 2). Application of BzATP (100 µM) to LPS-primed Calu-3 cells resulted in the release
of IL-1β into the cell culture supernatant with concentrations ranging between 28 and 58 pg/mL
(Figure 2) that was fully inhibited in the presence of nicotine (100 µM; p = 0.029, n = 4; Figure 2) or PC
(100 µM, p = 0.029, n = 4; Figure 2). These inhibitory effects were fully reversed by addition of [V11L,
V16D] ArIB (500 nM) or RgIA4 (200 nM; Figure 2), suggesting that also in Calu-3 cells nAChR subunits
α7, α9 and/or α10 are involved in signaling of nicotine and PC [18].
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Figure 2. Nicotine (Nic) and phosphocholine (PC) inhibit the release of IL-1β by Calu-3 cells. Human
LPS-primed Calu-3 cells were stimulated with BzATP (100 µM) in the presence or absence of Nic
(100 µM) or PC (100 µM). [V11L, V16D]ArIB (500 nM) or RgIA4 (200 nM) was added together with
BzATP and IL-1β released to the supernatant was measured after 30 min. In one of the experiments,
IL-1β levels released in response to BzATP was low throughout. Data are presented as individual data
points, bars represent median, whiskers encompass the 25th to 75th percentile, n = 4 per experiment.
Experimental groups were compared by Kruskal Wallis test followed by Mann Whitney rank sum test.

2.3. PC-LOS Inhibit BzATP-Mediated IL-1β Release from A549 and Calu-3 Cells

We showed before that nicotine, PC and PC-LOS inhibit the ATP-induced release of IL-1β from
monocytic cells via nAChR subunits α7 and α9, while PC-free LOS isolated from lic1-mutants is
inactive [18]. Here, we tested the effects of PC-LOS from two independent H. influenzae strains, RM118
and NTHi123323 in the epithelial cell lines A549 and Calu-3. PC-LOS (1 µg/mL) purified from both
strains efficiently inhibited the BzATP-induced release of IL-1β from LPS-primed A549 and Calu-3 cells
(Figure 3A,B). The concentration of PC-LOS used in this study has been determined before [18].
In contrast, PC-free LOS from the corresponding mutant strains lacking the PC-modification,
RM7004-lic1 and NTHi1233-lic1 [4], was ineffective (Figure 3A,B). We selected A549 cells to test
the hypothesis that PC-LOS signals via the same nAChR subunits like free PC. The inhibitory effects
of PC-LOS were sensitive to mecamylamine (100 µM), α-bungarotoxin (1 µM), strychnine (10 µM),
[V11L, V16D]ArIB (500 nM), and RgIA4 (200 nM) (Figure 3C), suggesting that PC-LOS signals via
nAChR subunits α7, α9 and/or α10 similar to free PC.
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Figure 3. Phosphocholine-modified lipooligosaccharides (PC-LOS) isolated from H. influenzae strains
inhibit the release of IL-1β by A549 and Calu-3 cells. Human LPS-primed A549 (A,C) or Calu-3
(B) cells were stimulated with BzATP (100 µM) in the presence or absence of PC-LOS isolated from the
H. influenzae strains RM118 (RMPC; 1 µg/mL) and NTHi 1233 (NTHiPC; 1 µg/mL) and IL-1β released
to the supernatant was measured after 30 min. PC-free LOS from the corresponding lic1-mutant
strains RM7004-lic1 (RM; 1 µg/mL) and NTHi1233-lic1 (NTHi; 1 µg/mL) lacking the PC-modification
were included as a negative control. (C) The inhibitory effects of RMPC and NTHiPC were reversed
by nicotinic antagonists mecamylamine (Mec; 100 µM)), strychnine (Stry; 10 µM), α-bungarotoxin
(α-Bun; 1 µM), [V11L, V16D]ArIB (500 nM), or RgIA4 (200 nM). Data are presented as individual data
points, bars represent median, whiskers encompass the 25th to 75th percentile, n = 4 per experiment.
Experimental groups were compared by Kruskal Wallis test followed by Mann Whitney rank sum test.
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2.4. PC-LOS Inhibit the BzATP-Mediated IL-1β Release from Mouse Precision Cut Lung Slices (PCLS)

To test, if the inhibitory potential of PC-LOS on the BzATP-induced release of IL-1β also applies
to lung tissue, we investigated PCLS from healthy wild-type mice, an established ex vivo model to
investigate pulmonary inflammation [35]. PCLS were cultured for 48 h. The lung tissue retained
normal morphology (Figure 4A) and viability as estimated by the release of LDH (Figure 4B).
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Figure 4. Phosphocholine-modified lipooligosaccharides (PC-LOS) isolated from H. influenzae strains
inhibit the release of IL-1β by wild-type mouse precision cut lung slices (PCLS, n = 6). (A) A fixed
PCLS, lightly stained with Richardson’s stain depicts normal pulmonary morphology; (B,C) PCLS
were primed with LPS (100 ng/mL), IFN-γ (20 ng/mL) and TNF-α (10 ng/mL) for 24 h followed by
application of BzATP (150 µM) in the presence or absence of PC-LOS isolated from the H. influenzae
strains RM118 (RMPC; 1 µg/mL) and NTHi 1233 (NTHiPC; 1 µg/mL); (B) Lactate dehydrogenase
(LDH) was measured in the cell culture supernatant 30 min later and expressed as % of the total LDH
content of the individual PCLS (n = 4). Due to a technical problem, LDH release was not measured
in two out of six experiments; (C) IL-1β was measured in cell culture supernatant at the same time
point as the LDH (n = 6). The IL-1β concentration in experiments where primed PCLS were stimulated
with BzATP was set to 100% and all other values were calculated accordingly. (B,C) Data are presented
as individual data points, bars represent median, whiskers encompass the 25th to 75th percentile.
Experimental groups were compared by the Wilcoxon sighed-rank test.
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Thereafter, PCLS were primed with LPS (100 ng/mL), interferon-γ (IFN-γ; 20 ng/mL) and TNF-α
(10 ng/mL) for 24 h and BzATP (100 µM) was added to the tissue culture supernatant for 30 min in the
presence or absence of PC-LOS (1 µg/mL) purified from H. influenzae strains RM118 or NTHi123323.
During priming, PCLS released IL-1β into the tissue culture supernatant (4–28 pg/mg, n = 6; Figure 4B),
which was further increased by addition of BzATP (13–46 pg/mg, n = 6; Figure 4B). PC-LOS fully
inhibited the BzATP-induced IL-1β release (RM118: 3–28 pg/mg, p = 0.005, n = 6; NTHi123323:
2–27 pg/mg, p = 0.005, n = 6; Figure 4B) suggesting that the inhibitory potential of PC-LOS also applies
to the complex lung tissue.

3. Discussion

We demonstrate here that the ATP-induced release of IL-1β by the pulmonary epithelial cell
lines A549 and Calu-3 is efficiently inhibited by nicotine, PC and PC-LOS isolated from wild-type
H. influenzae bacterial cell walls, whereas PC-free LOS isolated from mutant stains is inactive. We further
show that PC-LOS exerts similar effects in PCLS, an ex vivo model that is suited to investigate aspects
of pulmonary inflammation [35–37]. In addition, we are the first to demonstrate that PC and PC-LOS
function as unconventional nAChR agonists signaling via nAChR subunits α7, α9 and/or α10 in
pulmonary epithelial cells. We suggest that this mechanism contributes to the known PC-LOS-mediated
immune evasion of H. influenzae [6–9].

Several mechanisms have been suggested to be involved in the positive selection of
PC-LOS-exposing H. influenzae strains on epithelial surfaces, where NTHi strains are predominantly
found. These mechanisms include molecular mimicry, increased adherence of PC-LOS-exposing
bacteria to respiratory epithelia by binding to the receptor of the platelet activating factor (PAF) [38,39]
as well as PC-LOS-dependent biofilm formation that facilitates host colonization [40–42] and protection
from the attack of host proteases [43].

The dominance of the PC-LOS-carrying NTHi variants in vivo is surprising in the light of
known host effector mechanisms targeting PC-LOS. The acute-phase reactant C-reactive protein (CRP)
binds to cell surface-exposed PC-LOS, and is expected to fix complement and to result in pathogen
elimination [10,44–46]. In addition, high titers of natural antibodies to PC are ubiquitously found in
humans [47,48]. They should also enable a quick eradication of PC-LOS exposing H. influenzae [49–52].
These anti-bacterial attack mechanisms, however, are expected to be predominantly active in the blood
plasma, where H. influenzae strains lacking the PC-decoration on their cell wall might have a better
chance of survival [10]. In contrast, PC-LOS-positive strains seem to have a survival benefit in the
respiratory tract, the source of most PC-LOS-positive H. influenzae isolates from infected patients [8].
Accordingly, frequent spontaneous phase variations have been observed regarding the on-off switching
in the exposition of PC-LOS on the bacterial surface [53], a mechanism that might enable a quick
adaptation of H. influenzae to its environment within the host. These considerations prompted us to
focus on respiratory and pulmonary epithelial cells.

Epithelial cells including lung epithelial cells form the first line of mechanical and immunological
defense against infections. In response to numerous microbial noxes and sterile cell damage leading to
the release of cytoplasm, inflammasomes assemble and exert vital functions regarding the preservation
of the epithelial integrity and in the coordination of the immune response [15,21,24–26]. In vivo
analyses and ex vivo experiments on intact tissues are difficult to interpret regarding the origin of
released mediators, because they contain a multitude of different cell types including leukocytes. We
used A549 cells resembling alveolar epithelial cells type II [27,28], and the bronchial epithelial cell
line Calu-3 [29] to ascertain the purity of the epithelial cells. The capacity A549 cells to form NLRP3
inflammasomes and to secrete mature IL-1β has been shown before [54,55] and we demonstrate in
this study that Calu-3 cells are also able to secrete IL-1β. These data must be interpreted with caution,
because cell lines never fully reflect the properties of primary cells. In future experiments, A549 cells,
Calu-3, or primary lung epithelial cells should be investigated in air liquid interface cultures that more
closely mimic many of the features of the native polarized airway epithelium.
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To approach reality, we investigated PCLS, thin slices of the highly complex lung tissue. In this
setting, the cellular source of IL-1β released by PCLS is unclear because the lung tissue is composed
of numerous cell types including monocytes and macrophages. However, PC-LOS was able to fully
inhibit the IL-1β release caused by stimulation with BzATP, which is in line with our hypothesis.
PCLS are widely used to study the lung ex vivo, to reduce the number of experiments on living
animals (e.g., [35,56,57]). This approach is not without controversy because PCLS have large wounded
surfaces and they are neither ventilated nor perfused with blood. However, this also applies to parts
of severely damaged lungs and other studies have shown that PCLS are a good model for innate
immunity of the inflamed lung [35–37]. More research using living experimental animals and living
H. influenzae strains are certainly needed to confirm these initial results.

Immune evasion strategies are the result of million years of co-evolution of microorganisms
with their respective hosts and frequently, endogenous anti-inflammatory mechanisms are hijacked
by well adapted pathogens [58,59]. Recently, we reported that dipalmitoyl-phosphatidylcholine,
the most abundant lipid present in the pulmonary surfactant, efficiently inhibits inflammasome
assembly and release of IL-1β by a mechanism that resembles that of PC-LOS [60]. A similar
pathway is induced by the pulmonary anti-protease alpha1-antitrypsin [37]. The content of
pulmonary dipalmitoyl-phosphatidylcholine is, however, reduced upon severe acute lung injury
or inflammation [61] and alpha1-antitrypsin is consumed by proteases that are mainly released by
activated neutrophils [62]. Hence, local inflammasome assembly and IL-1β release should be enabled
in damaged lungs to allow efficient host defense. We speculate that PC-LOS of wild-type H. influenzae
subverts the immune response of the host by preventing ATP-induced inflammasome assembly despite
of a local lack in phosphatidylcholines and alpha1-antitrypsin.

The effect of PC-LOS is sensitive to nAChR antagonists targeting subunits α7, α9 and α10 that form
an evolutionary conserved family of nAChR subunits [63]. Human bronchial epithelial cells express
nAChR subunits α7 and α9 and respond with ion currents to nicotine or choline, known agonists of
nAChRs [64]. We demonstrated before for human monocytic cells, that nicotine and free PC inhibit the
BzATP-induced release of IL-1β via nAChR subunits α7, α9 and α10 [18,19]. Also, PC-LOS seems to
signal via the same nAChR family. The data presented in this study are not unequivocal regarding the
involvement of nAChR subunits α9 and/or α10. RgIA4 is an antagonist of nAChRs containing subunits
α9 and/or α10 but cannot differentiate between both subunits [34]. However, as we demonstrated
before, that nAChR subunits α7, α9 and α10 are needed for the PC-mediated metabotropic inhibition
of monocytic P2X7 receptors [18–20] this might also hold true for pulmonary epithelial cells.

People carrying H. influenzae in their respiratory tract usually do not exhibit clinical signs of
disease. Reduced mucociliary clearance, however, causes the propagation of H. influenzae resulting
in otitis media, pharyngitis, bronchitis and pneumonia [65–70]. In patients suffering from chronic
obstructive pulmonary disease (COPD), 50% of all exacerbations are caused by bacterial pathogens;
among them, H. influenzae is most frequently isolated [70,71]. Treatment of COPD exacerbations
includes antibiotics, corticosteroids and bronchodilators. Earl and colleagues showed that these
regimens promote the persistence of H. influenzae and antibiotic resistance [72]. First antibiotic
resistances to ampicillin and amoxicillin were described for H. influenzae as early as 1972. Later on,
co-trimoxazole, combination of trimethoprim and sulfamethoxazole, became ineffective in the
treatment of NTHi [73,74].

The solution to this problem could be a host centered anti-infective therapy beyond the classical
antibiotic regimens that is less prone to the development of resistances. More precisely, we suggest that
a short-term treatment of H. influenzae-colonized patients with antagonists of nAChRs might enable a
vigorous inflammasome-dependent immune reaction and eradication of the infection.

In conclusion, we demonstrate that the ATP-induced release of IL-1β by pulmonary epithelial
cells and by lung tissue (PCLS) is efficiently inhibited by PC-LOS from wild-type H. influenzae strains.
PC-LOS signaling via archaic non-neuronal nAChRs seems to contribute to the immune evasion of
H. influenzae and might be a promising therapeutic target.
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4. Materials and Methods

4.1. Reagents

Mecamylamine hydrochloride, (−)-nicotine hydrogen tartrate salt (N5260), phosphocholine
chloride calcium salt tetrahydrate, strychnine hydrochloride, and LPS (L2654 from E. coli) were
obtained from Sigma-Aldrich (Taufkirchen, Germany). BzATP was provided by Jena Bioscience (Jena,
Germany) and α-bungarotoxin by Tocris Bioscience (Bristol, UK). [V11L, V16D]ArIB and RgIA4 were
produced and characterized as described previously [32–34]. Concentrations of all compounds used in
this study were optimized in previous experiments on human monocytic U937 cells [18,19].

4.2. Purification and Characterization of PC-LOS

PC-LOS and PC-free LOS were isolated from various H. influenzae strains as described before [75].
In short, LOS was extracted from bacteria using a phenol/chloroform/light-petroleum method and
further purified by ultracentrifugation. The structure of LOS was analyzed by high-field NMR and
ESI-MS techniques. In addition, composition and linkage analyses were performed on O-deacylated
LOS and oligosaccharide samples.

4.3. Pulmonary Epithelial Cell Lines

All cells were cultivated in a standard incubator at 37 ◦C, 5% CO2. The adherent human
epithelial lung carcinoma cell line Calu-3 was obtained from the American Type Culture Collection
(ATTC®, Manassas, VA, USA) and cultivated in ATCC-formulated Eagle’s MEM (No. 30-2003)
supplemented with 10% fetal bovine serum (FBS, S-EUR30-I, Cell Concepts, Umkirch, Germany).
A549 cells, adherent epithelial cells derived from a lung tumor, were provided by the Leibniz-Institute
DSMZ (Braunschweig, Germany) and cultivated in Dulbecco’s MEM with GlutaMAXTM (Gibco/Life
Technologies, Carlsbad, CA, USA) containing 10% FBS. Epithelial cells were seeded at a density of
1 × 105 cell in 1 ml medium in 12 well cell culture plates, cultivated for 24 h, followed by another
24 h stimulation with LPS (100 ng/mL). Epithelial cell cultures reached about 50% confluency. BzATP
(100 µM) was added to the LPS-primed cells in the presence of different concentrations of nicotine, PC,
PC-LOS or PC-free LOS. Thirty min later, cell-free cell culture supernatant was harvested and stored at
−20 ◦C until measurement of IL-1β and LDH.

4.4. Mouse PCLS

Specified pathogen-free mice were obtained via Janvier Labs, Le Genest-Saint-Isle, France and
were housed in our animal facility for about 2 weeks under a 12 h light/dark cycle and access to
standard chow and water ad libitum. Experimental animals received humane care according to NIH
“Guide for the Care and Use of Laboratory Animals”. The protocol was registered and approved by
the local authorities (Regierungspräsidium Giessen, Germany; reference no. 571_M). Mouse PCLS
were prepared using a modified protocol described previously [56,57,76]. Briefly, lungs were taken
from 8 to 12 weeks old female C57BL/6NRj mice. The animals were sacrificed after anesthesia with
isoflurane (5%); (Abbott, Wiesbaden, Germany) by cervical dislocation. The airways were filled via the
cannulated trachea with 1.5% low melting agarose (Bio-Rad Medical Diagnostics, Dreieich, Germany)
dissolved in HEPES-Ringer buffer. Lungs were removed and transferred to ice-cold HEPES-Ringer
buffer to solidify the agarose. The lung lobes were cut into 350 µm thick slices using a vibratome
(VT10000S, Leica, Bensheim, Germany). Slices were incubated in HEPES-Ringer buffer, supplemented
with penicillin (100 U/mL, PAA, Etobicoke, Canada) and streptomycin (0.1 mg/mL, PAA) for at least
1.5 h at 37 ◦C to remove the agarose.

PCLS were washed once and cultured in Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM)/F-12
with L-glutamine and without HEPES (No. DF-042-B; Merck, Darmstadt, Germany) supplemented
with 100 U/mL Pen Strep (Gibco) at 37 ◦C, 5% CO2, and 100% air humidity in 12-well tissue culture
plates, using 2 slices per well. After 24 h of incubation, PCLS were treated with LPS (100 ng/mL),
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recombinant human IFN-γ (20 ng/mL; R&D Systems, Minneapolis, MN, USA) and recombinant
human TNF-α (10 ng/mL; R&D Systems) for additional 24 h. As a control PCLS were left untreated
for the same period of time. The functional integrity of PCLS produced according to the same protocol
in the same laboratory was published recently [76]. Some of the untreated PCLS were fixed for 24 h in
4% paraformaldehyde (Carl Roth, Karlsruhe, Germany) and lightly stained with Richardson’s blue as
described before [77]. Thereafter, PCLS were stimulated for 30 min with BzATP (150 µM) in presence
and absence of RMPC (1 µg/mL) or NTHiPC (1 µg/mL). Tissue culture supernatants were harvested
and stored at −20 ◦C until measurement of IL-1β and LDH

4.5. Cytokine Measurement

IL-1β was measured in cell-free cell culture supernatants by the human IL-1 beta/IL-1F2
DuoSet®ELISA (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA) or mouse Quantikine®IL-1β Immunoassay
(R&D Systems) according to the instructions of the manufacturer. IL-1β values of PCLS supernatants
were normalized to the total protein content of the tissue slices that was assessed using the Micro BCA
Protein Assay Kit (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA).

4.6. LDH Measurement

LDH was measured in cell culture supernatants by the Non-Radioactive Cytotoxicity Assay
(Promega, Madison, WI, USA) according to the manufacturer’s instructions. The proportion of dead
cells was estimated by including a maximum LDH release control. For this purpose, an equivalent
number of A459 or Calu-3 cells were lyzed by two cycles of freezing (−80 ◦C) and thawing. The amount
of LDH in this control sample was set to 100% and the relative cell death in all other experiments was
calculated accordingly.

4.7. Statistical Analyses

Data were analyzed with the IBM SPSS Statistics software Version 25 (IBM, Munich, Germany).
Values derived from different cells were compared, where applicable, by the non-parametric
Kruskal-Wallis test, followed by the Mann-Whitney rank-sum test. The Wilcoxon signed-rank test was
used for analyses of dependent values. Data were visualized using program Inkscape version 0.92
(Free and Open Source Software licensed under the GPL). The number (n) of individual experiments is
indicated in the Results section and the Figures.
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Abstract: Amyloid-β peptide (Aβ1-42), the cleavage product of the evolutionary highly conserved
amyloid precursor protein, presumably plays a pathogenic role in Alzheimer’s disease. Aβ1-42 can
induce the secretion of the pro-inflammatory cytokine intereukin-1β (IL-1β) in immune cells within
and out of the nervous system. Known interaction partners of Aβ1-42 are α7 nicotinic acetylcholine
receptors (nAChRs). The physiological functions of Aβ1-42 are, however, not fully understood.
Recently, we identified a cholinergic mechanism that controls monocytic release of IL-1β by canonical
and non-canonical agonists of nAChRs containing subunits α7, α9, and/or α10. Here, we tested the
hypothesis that Aβ1-42 modulates this inhibitory cholinergic mechanism. Lipopolysaccharide-primed
monocytic U937 cells and human mononuclear leukocytes were stimulated with the P2X7 receptor
agonist 2′(3′)-O-(4-benzoylbenzoyl)adenosine-5′-triphosphate triethylammonium salt (BzATP) in
the presence or absence of nAChR agonists and Aβ1-42. IL-1β concentrations were measured in the
supernatant. Aβ1-42 dose-dependently (IC50 = 2.54 µM) reversed the inhibitory effect of canonical
and non-canonical nicotinic agonists on BzATP-mediated IL-1β-release by monocytic cells, whereas
reverse Aβ42-1 was ineffective. In conclusion, we discovered a novel pro-inflammatory Aβ1-42 function
that enables monocytic IL-1β release in the presence of nAChR agonists. These findings provide
evidence for a novel physiological function of Aβ1-42 in the context of sterile systemic inflammation.
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1. Introduction

In the context of trauma including major surgical trauma, the pro-inflammatory cytokine
interleukin-1 β (IL-1β) is released and importantly contributes to sterile hyperinflammation that
may result in barrier dysfunction, translocation of bacteria from the gastro-intestinal tract to the
circulation, and, eventually, in sepsis. At the same time, however, IL-1β is needed for an effective
prevention and resolution of septic complications [1–4]. Hence, context-specific mechanisms controlling
the production and release of IL-1β are of utmost clinical interest.

Synthesis, maturation, and secretion of IL-1β by monocytic cells are carefully regulated. Pathogen-
or danger-associated molecular patterns (PAMPs and DAMPs) are first signals that stimulate pattern
recognition receptors expressed, among others, by monocytic cells [3]. An example for a PAMP is
lipopolysaccharide (LPS), a cell wall component of Gram-negative bacteria. LPS is a prototypical first
signal, that stimulates Toll-like receptor (TLR)-4 and induces the synthesis of the inactive precursor
protein pro-IL-1β [4]. Extracellular ATP originating from damaged and/or lytic cells is a typical second
DAMP promoting the maturation of pro-IL-1β [2,4]. After binding to the P2X7 receptor (P2X7R),
ATP induces the assembly of the NLRP3 (NACHT, LRR, and PYD domains containing protein 3)
inflammasome that activates the protease caspase-1. Caspase-1 cleaves pro-IL-1β and finally, mature
IL-1β is secreted [2–4]. Mechanisms that specifically control the ATP-induced secretion of IL-1β might
prevent post-operative hyperinflammation, without fully inhibiting host defense against pathogens
that involves several ATP-independent mechanisms of IL-1β release.

Recently, we discovered a novel endogenous cholinergic mechanism that efficiently controls
the ATP-mediated NLRP3 inflammasome activation and, hence, release of mature IL-1β by human
monocytic cells [5]. We found that activation of nicotinic acetylcholine receptors (nAChRs) containing
the evolutionary highly conserved subunits α7, α9, and α10 by classical agonists like acetylcholine
(ACh), choline, or nicotine, dose-dependently inhibits the ATP-induced IL-1β release by human
monocytic cells [6–8]. In this context, phosphocholine (PC) was identified as an agonist of nAChRs [6–8].
Interestingly, PC is a ligand of the pentraxin C-reactive protein (CRP), an acute phase protein
present in human blood that is a widely used clinical marker for inflammation [9,10]. We found that
endogenous CRP-PC complexes are potent nAChR agonists that also inhibit the ATP-dependent
inflammasome assembly and IL-1β release by human monocytic cells, whereas PC-free CRP is
ineffective [11]. Moreover, we discovered that dipalmitoyl phosphatidylcholine (DPPC) and metabolites
of phosphatidylcholines such as lysophosphatidylcholine or glycerophosphocholine (GPC) also function
as nAChR agonists [8,12].

Ample evidence suggests that amyloid precursor protein (APP) and its cleavage products
interfere with the cholinergic system. The α7 nAChR subunits are direct interaction partners for Aβ

peptides [13–19]. Therefore, we decided to investigate the interaction between APP, nAChRs, and the
IL-1β system. APP is an evolutionary highly conserved cell surface protein that is expressed by tissues
of all germ layers such as the nervous system, skin, adipose tissue, skeletal muscle, heart, kidney,
spleen, gastrointestinal tract, thymus, lung, and liver [20–24]. APP and its cleavage products, including
the Aβ peptides, are mainly known for their putative roles in Alzheimer’s disease (AD), the most
common dementia and primary neurodegenerative disorder in elderly persons [23,25–28]. The essential
physiological functions of APP that can be predicted because of its evolutionary conservation, however,
are incompletely understood.

APP can be cleaved via the non-amyloidogenic pathway that involves the participation of α- and
γ-secretases and results in the release of a secreted APP from (sAPP) [21]. In contrast, the amyloidogenic
way, that seems to promote the pathogenesis of AD, involves double cleavage by β-secretase (β-site
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APP-cleaving enzyme1, BACE1) and γ-secretase (a complex containing presenilin-1 or -2) resulting
in different types of Aβ, among them Aβ1-40 and Aβ1-42 [21,22]. Aβ1-42 is prone to form fibrils and
contributes to plaque formations in the brain of AD patients [21–23,29–31]. In addition, there are
several non-canonical pathways through which APP can be processed as reviewed by Müller and
colleagues [32].

Several physiological binding partners of Aβpeptides were identified like apolipoprotein E (ApoE),
the receptor for advanced glycosylation end products (RAGE) and serpin–enzyme complex receptor
(SEC-R) [33,34]. Moreover, APP can function as a cell surface receptor-like protein that interacts with
more than 200 extracellular and intracellular binding partners [32]. In the skin, APP and Aβ peptides
seem to regulate epidermal cell differentiation and modulate proliferation and cell migration [20,35].
Intestinal APP and Aβpeptides were suggested to regulate enteric neurons, macrophages, and epithelial
cells and even seem to influence absorption and barrier function [20,36]. In addition, multiple
non-neuronal immunological effects on leukocytes have been described. Both fibrillary and monomeric
Aβ1-42 can trigger inflammasome activation in mononuclear leukocytes and induce the secretion of
the pro-inflammatory cytokines IL-1β and IL-18 [29,37–40]. In addition, inflammasome-independent
cytokines IL-6, tumor necrosis factor-α (TNF-α), and monocyte chemotactic protein-1 (MCP-1) are
released [29,37,39–42].

In this study, we test the hypothesis that Aβ1-42 reverses the inhibitory effect of nicotinic agonists on
ATP-mediated release of IL-1β by human monocytic cells. We provide evidence that Aβ1-42 functions
as an antagonist at monocytic nAChRs containing subunit α7, α9, and α10, in human monocytic U937
cells and primary peripheral mononuclear blood leukocytes (PBMCs). Moreover, we show first clinical
data on patients, who underwent major surgery, that support the hypothesis, that this mechanism is
also active in vivo.

2. Materials and Methods

2.1. Reagents

Acetylcholine chloride, nicotine hydrogen tartrate salt, phosphocholine chloride calcium salt
tetrahydrate (PC), L-α-glycerophosphorylcholine (GPC), 1,2-dipalmitoyl-SN-glycero-3-phosphocholine
(DPPC), C-reactive protein (CRP) isolated from human pleural fluid (Merck Millipore AG732), Aβ1-42

(Sigma-Aldrich A9810) as well as reverse Aβ42-1 (Sigma-Aldrich SCP0048), and lipopolysaccharide
(LPS) from Escherichia coli (Sigma-Aldrich L2654) were purchased from Merck (Darmstadt, Germany).
Aβ1-42 and Aβ42-1 were dissolved in an ultrasonic bath and stock solutions were immediately frozen
at −20 ◦C. Later, stock solutions were thawed in an ultrasonic bath for at least 5 min before use.
2′(3′)-O-(4-benzoylbenzoyl)adenosine-5′-triphosphate trieethylammonium salt (BzATP) was provided
by Jena Bioscience (Jena, Germany). [V11L, V16D]ArIB and RgIA4 were produced and characterized as
described previously [5,7,43–45]. Concentrations of all compounds used in this study were optimized
in previous experiments on human monocytic U937 cells [6–8,11,12].

2.2. U937 Cells

Human monocytic U937 cells from a histiocytic lymphoma cell line were obtained from the
German Collection of Microorganisms and Cell Culture (Braunschweig, Germany). Cells were cultured
at 37 ◦C, 5% CO2 in RPMI 1640 medium (Gibco, Life Technologies, Darmstadt, Germany) with 10%
fetal calf serum (FCS, Biochrome, Berlin, Germany) and 2 mM L-glutamine (Gibco). After seeding in a
24-well plate (106 cells/mL), U937 cells were primed for 5 h with 1 µg/mL LPS. Thereafter, cells were
stimulated with the P2X7R agonist BzATP (100 µM) for 30 min in the presence or absence of Aβ1-42,
Aβ42-1, or agonists of nAChRs. Cell-free cell culture supernatants were collected and stored at −20 ◦C.
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2.3. Human Peripheral Blood Mononuclear Cells (PBMCs)

The study was approved by the ethics committee of the medical faculty Giessen, Germany
(No. 90/18) and performed in accordance with the Helsinki Declaration. Each volunteer gave written
informed consent. Peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) were freshly isolated from blood
obtained from self-reported healthy, non-smoking adult volunteers. Blood was drawn into sterile
syringes containing 1 mM EDTA (bioWORLD, Dublin, OH, USA) per ml blood and PBMCs were
separated on Leucosep gradients (Greiner Bio-One, Frickenhausen, Germany). Before gradient
centrifugation, LPS (5 ng/mL) was added to blood samples. Thereafter, PBMCs were cultured in 24-well
plates at a density of 1 × 106 cells/mL in Monocyte Attachment Medium (PromoCell, Heidelberg,
Germany) for 3 h. Non-adherent cells were removed, and cell culture medium was replaced by fresh
RPMI 1640 medium (Sigma-Aldrich R8758). Stimulation with BzATP in the presence or absence of
Aβ1-42, agonists or antagonists of nAChRs was done as described for U937 cells.

2.4. Human Plasma Samples of Patients Undergoing Major Surgery

The study was approved by the ethics committee of the medical faculty Giessen, Germany
(No. 159/17) and performed in accordance with the Helsinki Declaration. Written informed consent
was given by each patient or patient’s legal representative. Male and female patients aged 48–83 years
(median age = 67) undergoing major surgery of the pancreas (n = 8; female = 4, male = 4) or
esophagectomy (n = 4; all male) were recruited at the University Hospital of Giessen, Germany.
All patients underwent elective surgery for oncological tumor resection of the esophagus (n = 8)
or the pancreas (n = 4). Patients with preexisting increased inflammatory parameters and septic
patients were excluded from the study. The medication prescribed prior to the surgery was checked for
potential interactions with IL-1β, as far as known from the literature. All patients underwent anesthesia
according to a standardized regimen. The first venous blood sample was collected shortly before the
operation as well as 0 to 2 h, 24 to 48 h, 72 to 96 h, and 7 to 9 days after the operation. Venous blood
was collected into EDTA-buffered collection tubes (Sarstedt, Nürnberg, Germany) and subsequently
subjected to a Ficoll-Hypaque (Sigma-Aldrich, Darmstadt, Germany) gradient. After centrifugation,
the upper blood plasma layer was harvested and stored at −20 ◦C.

2.5. Cell Viability and Cytokine Measurements

To test for cell viability at the end of the cell culture experiments on U937 cells and PBMCs,
non-radioactive cytotoxicity assay (Promega, Madison, WI, USA) was used to measure lactate
dehydrogenase (LDH) activity in cell free supernatants as indicated by the supplier. LDH values are
given as percentage of the total LDH content of lysed control cells.

The concentrations of IL-1β were measured in the cell free supernatants and human plasma
samples by using the Human IL-1 beta/IL-1F2 DuoSet® enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)
from R&D Systems (Minneapolis, MN, USA; sensitivity: less than 1 pg/mL human IL-1β) according
to the manufacturer. Aβ1-42 concentrations in human plasma samples were measured by the human
amyloid beta (aa1-42) Quantikine ELISA Kit from R&D Systems (Minneapolis, MN, USA; sensitivity:
4.73 pg/mL human Aβ1-42) as indicated by the manufacturer.

2.6. Human P2X7R Expressing HEK293 Cell Line

To generate a stable human P2X7R expressing cell line, a previously cloned cDNA [46] encoding the
full-length human P2X7R (hP2X7R) subunit was directionally subcloned via HindIII/ApaI restriction
sites into the inducible expression vector pcDNA5/FRT/TO (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific,
Dreieich, Germany). Except for a H155Y polymorphism, the deduced 595 residues hP2X7R sequence
corresponds to UniProt accession ID Q99572.4. The resulting hP2X7R-pcDNA5/FRT/TO plasmid
was co-transfected with the Flp recombinase vector, pOG44, into Flp-InTM T-RExTM-293 host cells
(Invitrogen) using Lipofectamine LTX reagent (Invitrogen). Stably transfected cells (P2X7R-HEK cells)
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were selected for hygromycin B resistance in DMEM high glucose medium (Gibco) supplemented with
10% FCS (Biochrome), 2 mM L-glutamine (Gibco), 100 µg/mL hygromycin B (InvivoGen, Toulouse,
France), 15 µg/mL blasticidin (InvivoGen), 1 µg/mL % penicillin-streptomycin (Gibco). The Flp-In
T-REx system creates isogenic clones, making monoclonal selection unnecessary.

2.7. Whole-Cell Patch-Clamp Recordings

For electrophysiological experiments, P2X7R-HEK cells were seeded in cell culture dishes
(Nunc, Roskilde, Denmark). P2X7R expression was induced by the addition of 1 µg/mL tetracycline
(Sigma-Aldrich) and incubation at 37 ◦C, 5% CO for 24–48 h. Thereafter, the culture medium was
replaced by a bath solution containing 5.4 mM KCl, 120 mM NaCl, 2 mM CaCl2, 1 mM MgCl2, 10 mM
HEPES (4-(2-hydroxyethyl)-piperazine-1-ethanesulfonic acid), and 25 mM glucose (all purchased from
Merck; pH 7.4). Whole-cell patch clamp recordings were performed as described previously [6,11].
In brief, patch pipettes were pulled from borosilicate glass capillaries (outer diameter 1.6 mm,
Hilgenberg, Malsfeld, Germany) to a resistance of 2 to 4 MΩ using an automated puller (Zeitz,
Augsburg, Germany). Pipettes were filled with pipette solution containing 120 mM KCl, 1 mM CaCl2,
2 mM MgCl2, 10 mM HEPES, 11 mM ethylene glycol tetra acetic acid and 20 mM glucose (all purchased
from Merck; pH 7.3). The membrane potential of P2X7R-HEK cells was voltage-clamped to−60 mV and
transmembrane currents were amplified with an EPC 9 amplifier (HEKA, Lambrecht, Germany) and
acquired via an ITC-16 interface with the Pulse software (HEKA). A pressure-driven microperfusion
system was used to apply BzATP (100 µM) and Aβ1-42 (5 µg/mL). All experiments were performed at
room temperature.

2.8. Measurements of Intracellular Ca2+

To measure intracellular Ca2+ concentrations ([Ca2+]i), P2X7R-HEK cells were seeded in glass
bottom culture dishes (CELLview™, Greiner Bio-One, Kremsmünster, Austria) and P2X7R expression
was induced by the addition of 1 µg/mL tetracycline (Sigma-Aldrich T7660) and culturing at 37 ◦C,
5% CO2, for 24–48 h. Thereafter, the culture medium was replaced by the same bath solution as
described for the whole-cell patch-clamp recordings. Measurements were performed as described
previously [11]. In brief, P2X7R-HEK cells were loaded with 3.3 µM Fura-2/AM (Thermo Fisher
Scientific) for 25 min at 37 ◦C. Fura-2/AM was excited at 340 and 380 nm wavelengths and the
fluorescence emission was measured at 510 nm. Three independent batches of P2X7R-HEK cells were
used in these experiments and a total number of 411 cells were tracked individually. The fluorescence
intensity ratio of 340:380 nm was recorded. All experiments were performed at room temperature.

2.9. Statistical Analyses and Data Processing

Results were analyzed using SPSS® (Version 23, IBM®, Armonk, NY, USA). The IC50 value of
Aβ1-42 in human U937 cells was determined in GraphPad Prism® (Version 6, GaphPad Software)
by fitting log-transformed concentration values and the original effect data. Multiple groups were
first analyzed by the non-parametric Kruskal–Wallis test. In case of p ≤ 0.05, the non-parametric
Mann–Whitney U test was performed to compare between individual groups and again, a p ≤ 0.05 was
considered as evidence for statistical significance. Paired data were analyzed first by the Friedman test
followed by the Wilcoxon signed-rank test. Data were visualized using Inkscape version 0.48.5 r10040
(Free and Open Source Software licensed under the GPL).

3. Results

3.1. Amyloid Beta Peptide (Aβ1-42) Attenuates the Inhibitory Effect of Acetylcholine (ACh) and Nicotine (Nic)
on BzATP-Induced Relase of IL-1β by Human Monocytic U937 Cells

Human monocytic U937 cells were primed with 1 µg/mL LPS for 5 h to induce pro-IL-1β
synthesis. As expected, LPS-primed U937 cells did not spontaneously release IL-1β, whereas additional



J. Clin. Med. 2020, 9, 2887 6 of 18

application of BzATP (100 µM, 30 min) induced a release of about 50 pg/mL IL-1β in the cell culture
supernatant (Figure 1a). ACh and Nic are known canonical agonists of monocytic nAChRs containing
subunits α7, α9, and α10 [5]. In accordance with previous studies [6,8], the BzATP-induced release of
IL-1β was inhibited in the presence of ACh (7.5 µM; p = 0.002; Figure 1a). Interestingly, the inhibitory
effect of ACh was dose-dependently reversed by addition of Aβ1-42 with an IC50 of 2.54 µM; the effect
was statistically significant at Aβ1-42 concentrations of 5 and 10 µM (p = 0.01; Figure 1a). In contrast,
reverse Aβ42-1 had no impact on the inhibitory effect of ACh. (Figure 1a). Neither Aβ1-42 nor Aβ42-1

induced IL-1β release from LPS-primed cells (Figure 1b). Moreover, similar results were found for the
nAChR agonist Nic (10 µM; Figure 1c). The inhibitory effect of Nic (10 µM) on BzATP-induced IL-1β
release (p = 0.029) was reversed in the presence of 10 µM Aβ1-42 (p = 0.029). Cell death was evaluated by
measuring LDH and revealed that cell viability was largely unimpaired in these experiments (Table S1).
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Figure 1. Amyloid beta peptide (Aβ1-42) reverses the inhibitory effect of acetylcholine (ACh) and
nicotine (Nic) on BzATP-induced interleukin-1β (IL-1β) release by human monocytic U937 cells.
U937 cells were primed with lipopolysaccharide (LPS) from Escherichia coli for 5 h. Thereafter, the P2X7
receptor agonist 2(3)-O-(4-benzoylbenzoyl)adenosine-5-triphosphate (BzATP; 100 µM) was added for
another 30 min and IL-1β was measured by ELISA in cell culture supernatants. (a) The nicotinic
agonist ACh (7.5 µM) inhibited the BzATP-induced release of IL-1β. This inhibitory effect was dose
dependently blunted by Aβ1-42 with an IC50 = 2.54 µM. Reverse Aβ42-1 (1–10 µM) had no impact.
(b) In control experiments, neither Aβ1-42 nor Aβ42-1 induced changes in IL-1β release by LPS-primed
U937 cells. (c) The inhibitory effect of Nic (10 µM) was blunted in presence of 10 µM Aβ1-42. All data
are shown as individual data points, bar represents median, whiskers encompass the 25th to 75th
percentile. Statistical analyses were performed using the Kruskal–Wallis followed by Mann–Whitney U
test. * p ≤ 0.05, different from LPS-primed cells stimulated with BzATP alone. # p ≤ 0.05, different from
LPS-primed cells stimulated with BzATP and the corresponding nicotinic agonist without Aβ1-42.
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3.2. Aβ1-42 Attenuates the Inhibitory Effect of Non-Canonical Nicotinic Agonists on BzATP-Induced IL-1β
Release by Human Monocytic U937 Cells

Recently, we discovered that PC, CRP, GPC, and DPPC function as non-canonical nAChR agonists
that inhibit the BzATP-induced release of IL-1β by human monocytic cells via nAChRs containing
subunits α7, α9, and/or α10 [6–8,12]. Due to the findings that the inhibitory effect of ACh and Nic
on BzATP-induced release of IL-1β was attenuated by Aβ1-42, we questioned, if this is also true for
non-canonical agonists of nAChRs. Similar to ACh (10 µM; p = 0.016), the BzATP-induced IL-1β release
was inhibited by PC (100 µM; p = 0.016), CRP (5 µg/mL; p = 0.016), GPC (10 µM; p = 0.008) as well as
by DPPC (100 µM; p = 0.008; Figure 2). Indeed, the inhibitory effect of all non-canonical agonists was
blunted in presence on 5 µM Aβ1-42 (PC, CRP: p = 0.029; GPC, DPPC: p = 0.008; Figure 2). Cell death,
estimated by measurement of LDH release, remained below 10% in all experiments (Table S1).
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Figure 2. Amyloid beta peptide (Aβ1-42) blunts the inhibitory effect of non-canonical nicotinic agonists
on BzATP-induced interleukin-1β (IL-1β) release by human monocytic U937 cells. U937 cells were
primed with lipopolysaccharide (LPS) from Escherichia coli for 5 h. Thereafter, the P2X7 receptor agonist
BzATP (100 µM) was added for another 30 min in the presence or absence of Aβ1-42 (5 µM) and different
nicotinic agonists: acetylcholine (ACh; 10 µM), phosphocholine (PC; 100 µM), C-reactive protein
(CRP; 5 µg/mL), glycerophosphorylcholine (GPC; 10 µM) and dipalmitoylphosphatidylcholine (DPPC;
100 µM). BzATP-induced release of IL-1β was measured by ELISA in cell culture supernatants. All data
are shown as individual data points, bar represents median, whiskers encompass the 25th to 75th
percentile. Statistical analyses were performed using the Kruskal–Wallis followed by Mann–Whitney U
test. * p ≤ 0.05, different from LPS-primed cells stimulated with BzATP alone. # p ≤ 0.05, different from
LPS-primed cells stimulated with BzATP and the corresponding nicotinic agonist without Aβ1-42.

3.3. Aβ1-42 Attenuates the Inhibitory Effect of PC on BzATP-Induced IL-1β Release by Human PBMCs

Next, we investigated, if the antagonizing effect of Aβ1-42 on nAChR agonists is active in primary
cells. For this purpose, human PBMCs were freshly isolated and pulsed with 5 ng/mL LPS during
the process of PBMC isolation. As expected, the spontaneous secretion of IL-1β by these cells was
low (Figure 3a). In response to stimulation with BzATP (100 µM; 30 min) the concentration of
IL-1β was increased. This BzATP-induced release of IL-1β was inhibited by PC (200 µM; p = 0.018;
Figure 3a). In accordance to the findings on U937 cells, 5 µM Aβ1-42 reversed the inhibitory effect of
PC (p = 0.018; Figure 3a). To investigate if PC signals via nAChRs, the conopetide [V11L, V16D]ArIB,
a specific antagonist of nAChR containing α7 subunits, and conopeptide RgIA4, specific for nAChRs
containing α9 and α10 subunits, were used. [V11L, V16D]ArIB (500 nM; p = 0.028) and RgIA4 (50 nM;
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p = 0.018) were applied 10 min prior to PC application and both reversed the inhibitory effect of
PC on BzATP-induced release of IL-1β (Figure 3a). In control experiments it was shown that Aβ1-42

as well as [V11L, V16D]ArIB and RgIA4 alone had no inhibitory effect on BzATP- or LPS-induced
IL-1β concentrations (Figure 3b). Absolute values of IL-1β (pg/mL) obtained in these experiments are
given in Table S2. Cell death, estimated by measurement of LDH release, remained below 8.5% in all
experiments (Table S3).
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Figure 3. Amyloid beta peptide (Aβ1-42) attenuates the inhibitory effect of phosphocholine (PC) on the
BzATP-induced interleukin-1β (IL-1β) release by human peripheral blood mononuclear cells (PBMCs).
PBMCs freshly isolated from healthy human volunteers were pulsed with lipopolysaccharide (LPS;
5 ng/mL) during the process of PBMC isolation and cultured for 3 h. The cells were stimulated with the
P2X7 receptor agonist BzATP (100 µM) in the presence or absence of phosphocholine (PC; 200 µM),
Aβ1-42 (5 µM), [V11L, V16D]ArIB (ArIB; 500 nM) and/or RgIA4 (50 nM) for 30 min. BzATP-induced
release of IL-1β was measured by ELISA in cell culture supernatants. The IL-1β concentration in
experiments, in which PBMCs were stimulated with BzATP alone, was set to 100% and all other values
were calculated accordingly. (a) The inhibitory effect of PC was reversed in the presence of Aβ1-42,
RgIA4 as well as ArIB. (b) In control experiments, Aβ1-42, RgIA4, and ArIB had no impact on BzATP-
and LPS-induced IL-1β release. All data are shown as individual data points, bar represents median,
whiskers encompass the 25th to 75th percentile. Statistical analyses were performed using the Friedman
test followed by the Wilcoxon signed-rank test. * p ≤ 0.05, different from LPS-primed cells stimulated
with BzATP alone. # p ≤ 0.05, different from LPS-primed cells stimulated with BzATP and PC.

3.4. Aβ1-42 Has No Impact on the Ion Channel Activity of the Human P2X7R

Aβ and the ATP-sensitive ionotropic P2X7R are suggested to play an important role in the
pathogenesis of Alzheimer’s disease, a neurodegenerative disorder characterized by a sustained
inflammatory response [28]. To investigate if Aβ1-42 directly changes the ionotropic function of the
human P2X7R, we first performed electrophysiological whole-cell patch-clamp measurements on
HEK-P2X7R cells (Figure 4). As expected, application of BzATP (100 µM) resulted in repetitive current
stimulations due to P2X7R activation (p = 0.52; Figure 4a,c). In the next set of experiments, BzATP was
first applied alone, which provoked current stimulation (Figure 4b). After washout, the cells were
preincubated with Aβ1-42 (5 µM) for 50 s, followed by an additional application of BzATP (Figure 4b).
Aβ1-42 did neither induce changes in ion currents nor impact BzATP-induced current stimulations
(p = 0.92; Figure 4b,c).
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test. (d,e) Calcium imaging experiments were performed on HEK-P2X7R cells. Intracellular calcium
concentrations ([Ca2+]i) of HEK-P2X7R cells were recorded as Fura-2/AM (Fura-2) fluorescence intensity
ratio of 340:380 nm excitation. For graphical representation and statistical analyses, signal intensities at
time point 3 min were set to 100%, and all other values were calculated in accordance and are presented
as mean ± SEM. (a) In control experiments, application of the P2X7 receptor agonist BzATP (100 µM)
induced a rise in [Ca2+]i. (b) Aβ1-42 (5 µM) did not alter the [Ca2+]i. In the presence of Aβ1-42 additional
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application of BzATP induced a rise in [Ca2+]i. The BzATP-induced [Ca2+]i changes (∆[Ca2+]i) in
the absence ((a); ∆[Ca2+]i = 239 ± 9%) and presence ((b); ∆[Ca2+]i = 233 ± 6%) of Aβ1-42 were not
significantly different (p = 0.92; Mann–Whitney U test).

It is known that activation of the P2X7R results in changes of [Ca2+]i levels [47]. Therefore,
we performed calcium imaging measurements on HEK-P2X7R cells to test for P2X7R ion channel
function in the presence or absence of Aβ1-42 (Figure 4d,e). As expected, application of BzATP
(100 µM) resulted in an increase of [Ca2+]i. Application of 5 µM Aβ1-42 did not cause alterations in
[Ca2+]i whereas additional application of BzATP induced a rise in [Ca2+]i. The BzATP-induced peak
[Ca2+]i changes in the absence (d) or presence (e) of Aβ1-42 were not significantly different (p = 0.92;
Figure 4d,e).

3.5. Aβ1-42 and IL-1β Concentrations in Human Plasma of Patients Undergoing Major Surgery

Finally, we investigated perioperative IL-1β and Aβ1-42 levels in the blood plasma of 12 patients,
who underwent major abdominal surgery. Blood was drawn shortly before the operation (n = 12),
0 to 2 h (n = 10), 24 to 48 h (n = 12), 72 to 96 h (n = 12), and 7 to 9 days (n = 8) after the operation, and the
data of all samples were investigated collectively. In most patient samples IL-1β remained below
the threshold of detection, and a median of 19.70 pg/mL Aβ1-42 was detected (Figure 5). However,
in plasma samples with detectable IL-1β levels, significantly (p ≤ 0.001) higher Aβ1-42 levels were
measured (median 56.60 pg/mL) compared to those samples, in which IL-1β remained below the
threshold of detection (Figure 5).
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Figure 5. Interleukin-1β (IL-1β) is predominantly detected in the blood of surgical patients together
with increased amyloid beta (Aβ1-42) levels. Blood was drawn from patients, who underwent major
surgery, shortly before the operation (n = 12), 0 to 2 h (n = 10), 24 to 48 h (n = 12), 72 to 96 h (n = 12),
and 7 to 9 days (n = 8) after the operation. Aβ1-42 and IL-1β were measured by ELISA in patient blood
plasma. Aβ1-42 values of patients, in whom IL-1β levels were below the threshold of detection (n.d.),
were compared to patients with detectable IL-1β (d). Data obtained for all time points were investigated
collectively and are shown as individual data points, bar represents median, whiskers encompass the
25th to 75th percentile. Statistical analysis was performed using the Mann–Whitney U test.

4. Discussion

APP and its Aβ peptides as well as nAChRs are evolutionary highly conserved and evolved long
before the emergence of a nervous system [48–51], suggesting that their original functions need to
be sought in more primitive and ubiquitous systems, such as innate immunity. Most research has
investigated the pathophysiological effects of the interaction of Aβ with α7 nAChRs with a special
focus on the etiology of AD [52]. In this study, we provide evidence that Aβ1-42 functions as an
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antagonist of monocytic nAChRs containing subunits α7, α9, and/or α10, in human monocytic U937
cells and primary human PBMCs (Figure 6). Thus, we have discovered a novel pro-inflammatory
function of Aβ1-42 that enables monocytic IL-1β release in the presence of nAChR agonists. In addition,
we provide first clinical hints that this mechanism might be functional in vivo.
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Figure 6. Schematic summary of the proposed mechanism. In LPS-primed monocytic cells, extracellular
ATP, originating from dead or injured cells, binds to the ATP-sensitive P2X7R, induces NLRP3
inflammasome assembly, activation of caspase-1, cleavage of pro-IL-1β and release of bioactive IL-1β.
This damage-associated release of IL-1β is inhibited by the activation of monocytic nAChRs containing
subunits α9, α7, and/or α10. As shown previously, activation of nAChRs inhibits the ion channel
function of P2X7R and, thus, ATP-induced IL-1β release [6,7]. Our data suggest that amyloid beta
(Aβ1-42) antagonizes this inhibitory effect and enables monocytic release of IL-1β in the presence
of nicotinic agonists. ACh, acetylcholine; ATP, adenosine triphosphate; DAMP, danger-associated
molecular pattern; IL-1β, interleukin-1β; LPS, lipopolysaccharide; nAChR, nicotinic acetylcholine
receptor; NLRP3, NACHT, LRR, and PYD domains-containing protein 3; P2X7R, P2X7 receptor; PAMP,
pathogen-associated molecular pattern; TLR, Toll-like receptors.

Our data suggest that Aβ1-42 can functionally interact with monocytic nAChRs. Aβ1-42 reverses
the inhibitory effect of nicotinic agonists on ATP-mediated release of IL-1β in monocytic U937 cells.
In previous studies, we found that beside classical nAChR agonists like ACh, choline, and nicotine,
non-canonical agonist like PC, endogenous CRP, GPC, and DPPC can activate monocytic nAChRs
containing subunits α9, α7, and/or α10 to induce this anti-inflammatory effect [6–8,11,12]. Here,
we show that Aβ1-42 dose-dependently antagonizes the inhibitory effect of classical as well as of
non-canonical nicotinic agonists on the BzATP-mediated IL-1β release by human monocytic U937 cells.

Because of the well-known limitations of cell lines, we included primary PBMCs in this study that
were freshly isolated from the blood of healthy volunteers. In these experiments, we focused on PC,
the lead compound of the non-canonical agonists of monocytic nAChRs [5,7,8] and directly compared
the effects of conopeptides [V11L, V16D]ArIB and RgIA4 to the effects of Aβ1-42. We confirmed that,
also in human PBMCs, PC signals via subunits α7, α9, and/or α10 to inhibit the BzATP-induced
release of IL-1β [6,7]. The effect of Aβ1-42, again, strikingly resembles those of the conopeptides
[V11L, V16D]ArIB (α7-specific) and RgIA4 (α9/α10-specific).
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In our experimental setting, we found that Aβ1-42 antagonizes the inhibitory effects of nicotinic
agonists with an IC50 of 2.54 µM, corresponding to about 10 µg/mL. Whether the Aβ1-42 concentrations
used in the present study are physiological for monocytic cells is difficult to decide. Roher and
colleagues compared plasma Aβ levels in AD patients and in age-matched control subjects at four
time points over a period of 12 months [53]. Aβ1-40 and Aβ1-42 plasma levels fluctuated widely
among the individuals in both AD subjects and controls with overall mean values of 384 pg/mL and
132 pg/mL, respectively [53]. In the light of these data, an IC50 of about 10 µg/mL seems to be extremely
high. However, APP is expressed by vascular endothelial cells [50]. Moreover, activated platelets
and leukocytes can secrete APP and its Aβ peptides, thus contributing to 90% of peripheral serum
concentrations [50,54,55]. As monocytes closely interact with endothelial cells and platelets [56,57] and
may secrete Aβ1-42 themselves, Aβ1-42 might function as a paracrine and/or autocrine factor and local
concentrations possibly reach micromolar concentrations.

How does Aβ1-42 reverse the inhibitory effects of nicotinic agonists on the ATP-induced release of
IL-1β? To tackle the question, whether Aβ1-42 directly modulates ATP receptor functions, we made
use of HEK293 cells overexpressing the human P2X7R. Upon stimulation with BzATP, we observed the
expected changes in ion currents and cytoplasmic Ca2+ concentrations, which remained unchanged
in the presence of Aβ1-42. Therefore, in the present study Aβ1-42 seems not to modulate P2X7R ion
channel activity. Moreover, this result favors the hypothesis that Aβ1-42 interacts with monocytic
nAChRs. However, some studies pointed out an important role of the P2X7R in Aβ signaling [28,58].
These controversial results might be due to the different experimental protocols and cells used here
(monocytic cells) and in the previous studies (microglia).

Ample evidence suggests that Aβ1-42 directly interacts with conventional nAChRs [59–62].
Conventional nAChRs of the neuronal type are ligand-gated ion channels composed of α and β

subunits that form heteromeric or homomeric pentamers with a conductance for positively charged
ions like Na+, K+, and Ca2+ [63,64]. Homomeric α7 nAChRs and heteromeric α4β2 are the two most
abundant types of nAChRs in the human central nervous system [65]. Wang and colleagues were
the first to identify an interaction of the α7 nAChRs and Aβ1-42 in the brain [59,60]. Later, it was
shown that α4β2, α4α5β2, and α2αβ nAChRs can also interact with APP and its Aβ peptides [61,62].
In contrast to our data, however, the affinity of Aβ1-42 to α7 nAChRs in the brain is in the low picomolar
range [51,59].

A direct modulation of the ion channel functions of α7 nAChR by Aβ1-42 was first shown by Petti
and colleagues in brain slices, where Aβ1-42 inhibited postsynaptic nAChR-mediated currents [15,66].
Seemingly, the Aβ1-42 amino acid residues 1–28 are responsible for this interaction [60,66]. The literature
about the consequences of Aβpeptide binding to nAChRs is, however, contradictory [52]. Both, agonistic
and antagonistic effects of Aβ peptides on the α7 nAChR have been described [15,16,51,52,67–71].
Moreover, we and others demonstrated that leukocytic nAChRs do not function as classical ion channels,
but rather exert metabotropic functions [5–7,72–78]. Interestingly, ion channel activity of nAChRs was
detected in human monocyte-derived macrophages [79] and macrophages derived from monocytic
THP-1 cells [80] in the presence of the positive allosteric modulator PNU-120596. However, as the
structure and function of monocytic nAChRs still remain to be elucidated, we can only speculate on
their interaction with Aβ1-42. Due to the lack of specific antibodies and the low expression of nAChRs
by leukocytes, it is extremely difficult to provide evidence for their direct interaction with Aβ1-42.

Numerous studies have shown pro-inflammatory functions of Aβ. Treatment of PBMCs with
Aβ1-42 leads to the secretion of pro-inflammatory cytokines like IL-1β, IL-6, IL-18, monocyte chemotactic
protein-1 (MCP-1), and TNF-α [37,39,40,42,81,82]. Fibrillar Aβ1-42 is supposed to directly interact with
TLR2 and TLR4 to trigger TNF-α secretion in a monocytic cell line [83]. TLR activation is known to
induce the expression of IL-1β and of components of the inflammasome. In our experiments, however,
Aβ1-42 was applied together with BzATP for only 30 min, which is probably not enough time for an
efficient induction of gene expression and protein synthesis. Other studies found that fibrillar and
monomeric Aβ1-42 can activate the NLRP3 inflammasome, thereby inducing the release of mature
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IL-1β [29,38,84,85]. This probably depends on the internalization of Aβ1-42 fibrils via the scavenger
receptor CD36, followed by lysosomal rupture, a known signal of NLRP3 assembly [29,86,87]. In the
present study, we used soluble Aβ1-42 and did not see a significant release of IL-1β in the absence of
BzATP, and the BzATP-induced release of IL-1β was not changed in presence of Aβ1-42. Therefore, it is
unlikely that Aβ1-42 boosted the expression of pro-IL-1β or its cleavage machinery or directly activated
the NLRP3 inflammasome in our experimental setting.

To obtain a first indication whether IL-1β and Aβ1-42 blood levels are linked in vivo, blood plasma
samples from patients, who underwent major surgery, were investigated. We did not perform a
correlation analysis because IL-1β was undetectable in a large proportion of the samples. Systemic
IL-1β levels are known to be low, even during systemic inflammation, due to its short half-life in the
circulation [88,89]. Instead, we compared Aβ1-42 levels in samples with undetectable versus detectable
IL-1β levels. In plasma samples with detectable IL-1β, Aβ1-42 levels were indeed higher compared to
samples, in which IL-1β was undetectable. This is in line with our hypothesis that Aβ1-42 fosters the
release of IL-1β. However, these data should be interpreted with utmost caution and further careful
clinical research is warranted, because we only investigated a small cohort of patients, pooled data from
blood collections at different perioperative time points and do not prove causality at all. Furthermore,
patient Aβ1-42 levels measured in our study were about half as low compared to those reported for
healthy blood donors [53]. We assume that this is due to technical reasons, as we separated plasma
from blood cells on a density gradient that certainly resulted in dilution. Even the highest Aβ1-42

concentration measured in patient blood plasma, which is in the range of 100 pg/mL, is far below the
Aβ1-42 concentrations needed to inhibit ATP-induced IL-1β release in monocytic U937 cells and human
PBMCs (IC50 = 10 µg/mL). Hence, Aβ1-42 is probably not active systemically, but might reach sufficient
concentrations in the micro-milieu of traumatized tissues, as inflammation is known to upregulate
APP and its cleavage machinery resulting in increased Aβ levels [90,91].

5. Conclusions

We conclude from our study that Aβ1-42 enables the ATP-induced release of monocytic IL-1β
despite the presence of potent nicotinic agonists. Although we do not know if Aβ1-42 directly interacts
with leukocytic nAChRs, Aβ1-42 most probably functions as a nicotinic antagonist. As enabling an
ATP-induced IL-1β release can prevent infection and fatal sepsis, we believe that we discovered
one of the vital functions of APP and its peptides that contributed to their striking conservation
during evolution.

Our findings are certainly of clinical interest, especially in the context of surgery-induced
inflammation. High Aβ1-42 concentrations in patient blood might predict inflammatory complications
in response to major surgery and our findings might pave the way towards new therapeutic avenues.
However, more studies including experimental in vivo studies and extended carefully controlled
clinical studies are warranted to estimate the clinical relevance of our results.
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