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1. Einleitung

1.1. Entzindungsreaktionen

Das menschliche Immunsystem ist ein Zusammenspiel von verschiedenen Zelltypen,
deren Rezeptoren und Zytokinen, mit dem Ziel, Pathogene zu bekdmpfen. Auslosbar
sind systemische Entzundungsreaktionen durch exogene Noxen, wie beispielsweise
bakterielle Infektionen, was im schlimmsten Fall in einer Sepsis enden kann. Eine sys-
temische Entziindungsreaktion kann jedoch auch endogene nicht-infektiose Ausloser
haben, wobei hier von einem systemic inflammatory response syndrome (SIRS) gespro-
chen wird [37, 93]. Aktuell stellt die Sepsis die Haupttodesursache auf chirurgischen
Intensivstationen dar [40]. Die Therapie der Sepsis basiert auf einem dreistufigen
Schema: chirurgischer Herdsanierung, antimikrobieller Therapie und intensivmedizini-
scher supportiver Behandlung. Bisherige additive Behandlungsansatze wie beispiels-
weise die Gabe von aktiviertem Protein C (rhAPC) sind fehlgeschlagen und daher auch
nicht mehr empfohlen [36]. Ein genaueres Verstandnis tber die Abldufe und Interaktio-
nen einer systemischen Entziindungsreaktion waren von Bedeutung zur Erforschung

neuer pharmakologischer Therapieansétze.

1.2. Ablaufe des angeborenen Immunsystems

Monozytare Zellen enthalten membrangebundene Toll-Like-Rezeptoren (TLRs), mit
denen sie pathogen associated molecular patterns (PAMPS) erkennen kénnen. Ein Bei-
spiel fiir ein PAMP ist das Lipopolysaccharid (LPS) der Zellwand von gramnegativen
Bakterien [4, 41].

Zugleich besitzen Monozyten ebenfalls die Fé&higkeit ,,Gefahrensignale” (DAMPs, da-
mage associated molecular patterns) zu erkennen. Die Erkennung von DAMPs erfolgt
Uber verschiedene Mechanismen, beispielsweise tiber Phagozytose oder tiber Membran-
rezeptoren wie beispielsweise TLRs [25, 33, 95]. DAMPs werden typischerweise aus
beschéadigten Zellen freigesetzt. Zu den DAMPs zahlen Molekiile, wie extrazelluléres
Adenosintriphosphat (ATP) und freie Desoxyribonukleinsaure (DNA). Auch das aus
der Alzheimerforschung bekannte Peptid Amyloid-p(1-42) (AB(1-42)) stellt ein DAMP
dar [13, 25, 60].

Interleukin-13 (IL-1pB) ist ein wichtiges Zytokin der angeborenen Immunabwehr und

kann in monozytéren Zellen synthetisiert und von ihnen ausgeschiittet werden. Auf-
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grund seiner Wirkungen, wie beispielsweise dem Ausldsen von Fieber, Thrombozytose,
Induktion von Akute-Phase-Proteinen etc., ist die Freisetzung dieses Zytokins streng
reguliert [20].

Typischerweise werden zwei Signale fur die Freisetzung von reifem IL-1f bendtigt: Das
erste Signal, welches die PAMP-Erkennung durch TLR-4 auf monozytéren Zellen dar-
stellt, fuhrt zur Transkription und Translation der Proform von IL-1p (pro-IL-1B). Das
zweite Signal kann beispielsweise ATP aus lysierten Zellen sein. Uber Bindung an den
ATP-Rezeptor P2X7 (P2X7-Rezeptor, P2X7R) erfolgt die Aktivierung des NLRP3
(NOD-, LRR- and pyrin domain-containing protein 3)-Inflammasoms, welches fir die
Umwandlung der Proform in aktives IL-1p essentiell ist [45] (Abbildung 6). Neben die-
sem Syntheseweg existieren weitere Moglichkeiten der IL-1B-Bildung [2]. Da diese fur
die vorliegende Arbeit nicht relevant sind, wird nicht weiter darauf eingegangen.

1.2.1. LPS kann als erstes Signal Gber den TLR-4 die Synthese von
pro-1L-1p induzieren
Die pathogen recognition receptors (PRRs) des angeborenen Immunsystems, insbeson-
dere die Gruppe der TLRs, leiten eine Entziindungsreaktion gegen Pathogene ein, indem
sie antimikrobielle Gene aktivieren und die Synthese inflammatorischer Zytokine indu-
zieren [73].
TLRs bestehen aus einer extrazellularen Region, die 18-25 Kopien leucinreicher Wie-
derholungen (leucine rich repeats, LRRs) enthélt [89]. Zudem enthalten TLRs eine
transmembrandre Region und auf zytosolischer Seite eine Toll-1L-Rezeptor (TIR)-
Doméne, die mit weiteren Domanen des TIR-Typs in anderen Signalmolekdlen intera-
giert. Die Signallibertragung der TLRs wird aktiviert, sobald die Ligandenbindung zu
einer Konformationsanderung der Rezeptoren gefiihrt hat. Die Liganden (PAMPs,
DAMPs) werden jeweils von verschiedenen TLRs erkannt, beispielsweise LPS vom
TLR-4 [42].
Nach einer Infektion mit gramnegativen Bakterien wird LPS rasch durch das Serumpro-
tein LPS-binding protein (LBP) gebunden. Die Bindung von LPS an den TLR-4 erfolgt
in der Regel mittels LBP und ist von dem auf fast allen Immunzellen lokalisierten Ober-
flachenprotein CD14 abhéngig [102].
Der TLR-4 kann nach LPS-Erkennung zwei Signalwege bei der Immunantwort einlei-
ten. den MyD88-abhédngigen Signalweg und den MyD88-unabhdangigen TRIF-
Signalweg [90].

R.Ogiemwonyi-Schaefer Seite 2



Das MyD88-Protein (differentiation primary response gene 88, myeloischer Differen-
zierungsfaktor 88) ist ein Adaptormolekul, welches mit der TIR-Domane der TLRs in-
teragiert. Nach Stimulation des Rezeptors rekrutiert das MyD88-Protein die IRAK (IL-
1-receptor-associated-kinase) [90]. Danach wird diese Kinase phosphoryliert und somit
aktiviert und bildet mit TRAF6 (TNF receptor associated kinase) einen Komplex. Die-
ser Komplex flhrt zur Aktivierung zweier Signalwege, welche in der Aktivierung von
NF-kB (nuclear factor ,, kappa-light-chain-enhancer of activated B-cells) und JNK (c-
Jun N-terminal kinase) miinden [61]. Nach Aktivierung kann JNK die Bildung vom
Aktivatorprotein-1 (AP-1) induzieren. Dieser Transkriptionsfaktor verstarkt wie auch
NF-kB die Transkription proinflammatorischer Zytokine wie pro-1L-1p [47].

Im MyD88-unabhéngigen Signalweg fiihrt die Stimulation von TLR-4 durch LPS zu
einer Aktivierung vom Transkriptionsfaktor IRF-3 (interferon regulatory factor 3). Die-
ser wird durch TRIF (TIR domain-containing adaptor-inducing IFN-£), einem Adap-
tormolekil, reguliert. Die Aktivierung von IRF-3 kann zur Induktion von IFN-B-Genen
und somit letztlich zu einer erhdohten IFN-Sekretion flihren [89]. TRIF selbst kann zu-
dem direkt TRAF6 induzieren, was tber Bildung von NF-kB zur Induktion von pro-IL-
1B-mRNA fihrt [47] (Abbildung 1).

Der TLR-4 ist der einzige TLR, der sowohl den MyD88-abhangigen als auch den
MyD88-unabhangigen Signalweg einleiten kann. Die Rezeptoraktivierung induziert
eine Ausschittung von Zytokinen, antimikrobiellen Peptiden und Interferonen (IFN)
[7]. Darlber hinaus kann LPS Uber den TLR-4 die de-novo-Proteinsynthese von Kom-

ponenten des NLRP3-Inflammasoms stimulieren [59].
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Abbildung 1: Schematische Darstellung der Reaktionen nach Toll-Like-Rezeptor-
(TLR)-4-Aktivierung

Das MyD88-(differentiation primary response gene 88)-Protein interagiert mit der Toll-
IL-Rezeptor-(TIR)-Doméane der TLRs. Nach Stimulation des Rezeptors rekrutiert das
MyD88-Protein die IRAK (IL-1-receptor-associated-kinase). Danach wird diese Kinase
phosphoryliert und bildet mit TRAF6 (TNF receptor associated kinase) einen Komplex.
Dieser Komplex fiihrt zur Aktivierung zweier Signalwege, welche in der Aktivierung von
NF-kB (nuclear factor , kappa-light-chain-enhancer* of activated B-cells) und JNK (c-
Jun N-terminal kinase) minden. Nach Aktivierung kann JNK die Bildung vom Aktivator-
protein-1 (AP-1) induzieren. Dieser Transkriptionsfaktor verstarkt wie NF-xB die Tran-
skription proinflammatorischer Zytokine wie beispielsweise pro-Interleukin-(1L)-1p.

Der MyD88-unabhéngige Signalweg: Stimulation von TLR-4 durch LPS fihrt zur Akti-
vierung vom Transkriptionsfaktor IRF-3(interferon regulatory factor 3). Dieser wird durch
das Adaptormolekil TRIF (TIR domain-containing adaptor-inducing IFN-g) reguliert. Die
Aktivierung von IRF-3 kann zur Induktion von Interferon-(IFN)-B-Genen und somit letzt-
lich zu einer erhdhten IFN-Sekretion filhren. TRIF selbst kann zudem direkt TRAF6 indu-
zieren, was Uber Bildung von NF-kB zur Induktion von pro-IL-1B-mRNA fihrt.

Quelle: R.Ogiemwonyi-Schaefer

1.2.2. ATP bindet als zweites Signal an monozytare P2X7R

Das zweite Signal zur Aktivierung und Synthese von reifem IL-1p stellt die Bindung
von Gefahrensignalen wie extrazellularem ATP an den ATP-Rezeptor P2X7 dar [77,

95].

In  dieser Arbeit wurde hierzu das ATP-Derivat Benzoylbenzoyl-

Adenosintriphosphat (BzATP) verwendet.

Die P2XRs werden von fast allen Immunzellen exprimiert [95]. Neben dem natdrlichen
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Agonisten ATP kann der Rezeptor auch von Nicotin-Adenin-Dinukleotid (NAD+) akti-
viert werden [83]. P2XRs vermitteln die NLRP3-Inflammasomaktivierung, die T-
Lymphozyten-Differenzierung, Zytokin- und Chemokinausschuttung und die Apoptose
[95]. Fir das Verstandnis dieser Arbeit ist vor allem die Aktivierung des NLRP3-
Inflammasoms (iber P2X7Rs von Bedeutung.

Von allen P2XRs ist der Subtyp P2X7 der am besten untersuchte Rezeptor beziiglich
seiner immunologischen Funktion. Dieser Rezeptor ist als Trimer organisiert. Nach
Ligandenbindung erfolgt ein rascher Einstrom von Ca®*- und Na*-lonen in die Zelle
sowie ein Efflux von K*-lonen [86]. Die Reaktion nach Ligandenbindung lasst sich in
drei Phasen unterteilen: eine Aktivierungsphase, in der Kationen durch den lonenkanal
stromen, eine Desensitisierungsphase und zuletzt eine Deaktivierungsphase, bei welcher
der Strom nach ATP-Dissoziation sistiert [14]. Auch wenn der genaue Mechanismus
noch unklar ist, stellt die Reduktion der intrazelluldren K*-Konzentration den entschei-
denden Reiz fiir die NLRP3-Inflammasomaktivierung dar [67].

1.2.3. Das NLRP3-Inflammasom kann die Aktivierung der Caspase-1
herbeifihren

An der Aktivierung des intrazelluldaren Effektorproteins Caspase-1 ist ein Proteinkom-
plex, welcher als NLRP3-Inflammasom bezeichnet wird, maRgeblich beteiligt [53]. Von
den verschiedenen Inflammasomen ist das NLRP3 das am besten untersuchte [54].
Namensgebend fir die verschiedenen Arten von Inflammasomen sind jeweils die unter-
schiedlichen NOD-like-receptors (NLR)-Domanen, aus denen sich diese zusammenset-
zen [60]. NLRs besitzen eine dreigliedrige Struktur: eine zentrale NOD-Domane (nu-
cleotide-binding oligomerization domain), welche sich nach Aktivierung selbst oligo-
merisiert; eine C-terminale LRR-Einheit, die fur die Ligandenbindung verantwortlich ist
und eine variable N-terminalen Protein-Protein-Interaktionsdoméne. Die Subtypen der
NLRs unterscheiden sich aufgrund der Varianz der N-terminalen Domanen, welche
beim NLRP3-Inflammasom aus einer PYD (pyrin domain) besteht [12].

Fir die Inflammasombildung werden - analog zur IL-1B-Synthese - zwei Signale beno-
tigt: Das erste Signal stellt die LPS-Bindung an den TLR-4 dar, welche zur Transkripti-
on von Komponenten des NLRP3-Inflammasoms fiihrt. Die Bindung von extrazellula-
rem ATP an den P2X7-Rezeptor fuhrt als zweites Signal zur Formation des NLRP3-
Inflammasomkomplexes [53] (Abbildung 2). Weitere Substanzen und Prozesse kénnen

als zweites Signal fungieren: Uratkristalle, Nigericin und Silikate sowie lonenstrome
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(CI'; Ca®"), Lysosomenschéden und mitochondriale Dysfunktion [53, 54].

Der NLRP3-Inflammasomkomplex spielt aufgrund der Aktivierung der Cystein-
Protease Caspase-1 eine wichtige Rolle im angeborenen und erworbenen Immunsystem
[21]. Die Aktivierung von Caspase-1 erfolgt Uber die caspase recruitment domain
(CARD), welche via ASC (adaptor protein apoptosis speckprotein with caspase re-
cruitment) an PYD des NLRP3-Inflammasoms binden kann [12]. Die Caspase-1, auch
bekannt als Interleukin-1 converting enzyme (ICE), liegt im Zytosol als inaktives Zy-
mogen vor und kann nach Aktivierung im Sinne einer Autoprozessierung weitere
Caspase-1-Molekile bilden. Caspase-1 spaltet anschlieBend Substrat-spezifisch pro-IL-
1B und pro-IL-18 in ihre aktive Formen [21, 54] (Abbildung 6).
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Abbildung 2: Inflammasombildung und -aktivierung

Fir die Inflammasombildung werden zwei Signale benétigt: Das erste Signal stellt die Lipopolysac-
charid-(LPS)-Bindung an den Toll-Like-Rezeptor-(TLR)-4 dar, welche zur Transkription von Kom-
ponenten des NLRP3-(NOD-, LRR- and pyrin domain-containing protein 3)-Inflammasoms fiihrt.
Die Bindung von extrazellularem Adenosintriphosphat (ATP) als zweites Signal an den P2X7-
Rezeptor fiihrt zur Formation des NLRP3-Inflammasomkomplexes.

Die Aktivierung von Caspase-1 erfolgt tiber CARD (caspase recruitment domain), welche via ASC
(adaptor protein apoptosis speckprotein with caspase recruitment) an PYD (Purindoméne) des
NLRP3-Inflammasoms binden kann. Caspase-1 spaltet anschlieBend Substrat-spezifisch pro-
Interleukin-(IL)-1pB und pro-IL-18 in ihre aktiven Formen.

Quelle: R.Ogiemwonyi-Schaefer, in Anlehnung an [12].
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1.3. IL-1p-Regulation und immunologische Wirkung

IL-1B ist ein proinflammatorisches Zytokin, welches von Naturlichen Killerzellen,
neutrophilen Granulozyten und aktivierten Makrophagen und Monozyten gebildet wird
[60]. Intrazelluldr liegt IL-1p als Zymogen in seiner pro-Form vor und wird nach Stimu-
lation durch ein zweites Signal wie extrazellulares ATP in die aktive Form gespalten
und unmittelbar sezerniert [75]. Neben dieser NLRP3-abhdngigen Bildung, erfolgt die
Produktion von IL-1p in Monozyten auch durch Autoinduktion nach Bindung an den
IL-1-Rezeptor (IL-1R) [2].

IL-1P ist eines der wichtigsten Zytokine des angeborenen und erworbenen Immunsys-
tems. Es kann zur Stimulation von Faktoren und Zytokinen, wie beispielsweise G-CSF
(Granulocyte-Colony Stimulating Factor), TNF-o. (Tumornekrosefaktor-a) und IL-6
fuhren [17, 70, 81]. Dariber hinaus kann IL-1p als Co-Stimulator die Lymphozy-
tenantwort beeinflussen [81].

Die biologische Aktivitat von IL-1p kann durch verschiedene Mechanismen und IL-1Rs
reguliert werden. Exemplarisch kann der IL-1R1 nach Aktivierung eine Reaktions-
kaskade in Gang setzen, die zur Aktivierung von NF-xB fiihrt [8]. Dahingegen fihrt
eine Ligandenbindung an IL-1R2 zu keiner weiteren Reaktion und resultiert in einer
inhibitorischen Wirkung auf IL-1p [15]. Auch das Strukturanalogon interleukin 1 recep-
tor antagonist (IL-1Ra) setzt nach Bindung an den IL-1R keine Reaktionskaskade in
Gang. Die Expression von IL-1Ra wird unter anderem durch IL-1p selbst, aber auch
durch LPS und antiinflammatorische Zytokine (IL-4, IL-10) induziert [3].

Eine Fehlregulierung in der Expression oder Wirkung von IL-18 kann zu Autoimmun-
erkrankungen wie Morbus Crohn, Vaskulitiden oder Arthritiden fuhren [63]. Exempla-
risch wird IL-1Ra (Anakinra®) bei der Therapie von chronisch entzindlichen Erkran-

kungen eingesetzt [51].

1.3.1. Cholinerge Kontrolle der IL-1p-Freisetzung

Acetylcholin (ACh) wurde 1914 erstmals aus dem Pilz Claviceps purpurea isoliert.
Damals erkannte man, dass diese Substanz eine inhibitorische Wirkung auf das Herz
und eine stimulierende Wirkung auf die glatte Muskulatur des Darms hat [23]. Inzwi-
schen ist bekannt, dass ACh nicht nur als Neurotransmitter, sondern auch non-neuronal
als Immunmodulator fungiert (sogenanntes Non-neuronales cholinerges System) [48].

Lymphozyten, Monozyten und Makrophagen, exprimieren muskarinerge ACh-
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Rezeptoren (MAChR) und nikotinerge ACh-Rezeptoren (NnAChR). Somit kdnnen choli-
nerge Substanzen aullerhalb des Zentralen Nervensystems (ZNS) Einfluss auf das Im-
munsystem nehmen [26]. Aus den Neurowissenschaften ist bekannt, dass nAChRs mit
P2X7Rs interagieren kdnnen. Dies resultiert in einer gegenseitigen Beeinflussung der
ausgelosten lonenstréme [49, 82]. 2015 zeigten Hecker et al., dass die cholinerg wir-
kenden Substanzen Nikotin, ACh und Phosphocholin (PC) die IL-1pB-Freisetzung aus
monozytdaren Zellen inhibieren [39]. Nach LPS-Gabe erhdhte sich die intrazelluldre
Konzentration von pro-1L-1f. AnschlieBende Stimulation mit BzATP induzierte eine
Erh6hung der IL-1p-Konzentration im Zelliiberstand, die durch Applikation von ACh
inhibiert werden konnte. Dahingegen konnten die Konzentrationen von IL-6 und TNF-
o durch ACh nicht beeinflusst werden. Daraus schlussfolgerten sie, dass cholinerge
Substanzen nach Rezeptorbindung die BzATP-vermittelte NLRP3-Aktivierung und
damit die IL-1pB-Freisetzung hemmen [39, 79]. Dieser Mechanismus spielt in der Natur
eine wichtige Rolle. Eine Vielzahl von Bakterien und eukaryontischen Parasiten, vor-
nehmlich Nematoden und Protozoen, besitzen PC-modifizierte Zellmembrankomponen-
ten und kénnen mit PC-beladene Makromolekiile sezernieren. Mithilfe dieses cholinerg
wirkenden Stoffes wird die IL-1p-Ausschittung der Monozyten inhibiert und dadurch
insgesamt ein hemmender Einfluss auf die Immunzellen ausgetibt [29]. Diese antiin-
flammatorische Wirkung ermdéglicht es den Mikroorganismen leichter in den Koérper
einzudringen [30].

Neuronale nAChRs haben ebenfalls eine wichtige Funktion bei neurodegenerativen
Erkrankungen [71], wie beispielsweise der Alzheimerdemenz (AD). Hier findet eine
Interaktion zwischen AP(1-42) und den nAChRs statt. Liu et al. zeigten 2001, dass
AB(1-42) die Funktion der nikotinergen Rezeptoren mit der a7-Untereinheit blockieren
und damit die cholinerge Transmission beeintrachtigen [55]. Die genauere, extraneuro-
nale Untersuchung dieser Interaktion steht im Mittelpunkt dieser Arbeit.

Bei der AD spielt die cholinerge Transmission eine wichtige Rolle. Ursachen der AD
kdénnen entweder eine verminderte Aktivitat der Cholinacetyltransferase (ChAT) oder
eine verminderte Rezeptoraktivitat (NAChRs) sein [9]. Zudem zeigte sich post-mortem
eine verminderte nAChR-Konzentration in untersuchten Gehirnen von Patienten mit
AD [9] und anderen neurodegenerativen Erkrankungen wie Parkinson [32].

In Mikrogliazellen des Gehirns, die viele Ahnlichkeiten zu peripheren Monozyten auf-

weisen, moduliert eine Stimulation mit ACh und Nikotin die TNF-a-Freisetzung nach
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LPS-Applikation. Neben dem genauen Mechanismus bleibt auch der Ursprung des frei-
gesetzten ACh noch unklar [84].

1.3.1.1. Der nAChR

Der nAChR ist ein ubiquitér vorhandener Membranrezeptor, der an den Zellmembranen
von Muskelzellen, Nervenzellen und nicht-neuronalen Zellen wie Lymphozyten, Mo-
nozyten und Makrophagen vorhanden ist [27]. nAChRs bestehen aus einer extrazellula-
ren Ligandenbindungsdomane und einem intramembrandren Kanal. Eine Aktivierung
dieser Rezeptoren flihrt zu einer Konformationsdnderung des Rezeptors, die klassi-
scherweise zu einer hoheren Membranpermeabilitat fiir Na*-, K*- und Ca**-lonen und
damit zur Membrandepolarisation fuhrt [65].

Die nAChRs bestehen aus unterschiedlichen Untereinheiten, die klassischerweise einen
pentameren Komplex bilden. Die bisher bekannten Untereinheiten sind die a (a1-10)-,
B (B1-4)-, v-, 6-, und e-Untereinheiten [27]. Jede nAChR-Untereinheit wiederum be-
steht aus einer groRBen extrazelluldren N-terminalen Domane, vier transmembranéren
Domaénen und einer grofRen intrazellularen Schleife zwischen den Transmembrandoma-
nen 3 und 4 (M3-M4-Schleife) [44]. Die nAChRs sind stets aus mindestens 2 a-
Untereinheiten zusammengesetzt. Die Bindungsstelle fiir ACh befindet sich im Bereich
der a-Untereinheit [27] (Abbildung 3).

Ca2+
k+

NA* N'

Extrazellular

M1

M2
M3
M4

Intrazellular

Ligandenbindungsstelle
M,M,-Schleife

Abbildung 3: Schematischer Aufbau des monozytaren nikotinischen Acetyl-
cholinrezeptors (nAChR)

Der nAChR besteht aus einem Komplex aus fiinf Untereinheiten, die sich um eine
zentrale Kationen-leitende Pore organisieren.

Jede Untereinheit ist wiederum aus vier Blécken zusammengesetzt, die Uber
Schleifen miteinander verbunden sind.

Die Ligandenbindungsdoménen liegen in den Bereichen, in denen die Untereinhei-
ten aneinander angrenzen.

Quelle: R.Ogiemwonyi-Schaefer
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Nach dem exprimierenden Zelltyp unterteilt man die NAChRs in muskulére und neuro-
nale Subtypen. Die muskuléren Subtypen bestehen aus vier verschiedenen Untereinhei-
ten, die den pentameren Komplex bilden: (a1)2/B1/6/y. Neuronale nAChRs werden so-
wohl von Neuronen als auch von nicht-neuronalen Zellen wie beispielsweise Monozy-
ten exprimiert. Diese Rezeptoren bestehen aus a (02—a7, a9, al0)- und B (B2—p4)-
Untereinheiten [27]. In dieser Arbeit spielen vor allem die Funktionen der a7-, a9- und
a10-Untereinheiten in Monozyten eine wesentliche Rolle.

1.3.1.2. Liganden des nAChR und ausgeldste Reaktionswege

Klassischerweise 16st die Bindung von ACh oder Nikotin an nAChRs einen lonenstrom
durch die Zellmembran aus. Neben dieser ionotropen Wirkung von nAChRs konnte
eine metabotrope Wirkung beschrieben werden. In den Versuchen von Hecker et al. war
nach Applikation von Nikotin zu Monozyten kein lonenstrom messbar. Sie schlussfol-
gerten, dass im Gegensatz zu neuronalen nAChRs die nAChRs auf Monozyten keine
klassischen lonenkandle bilden [39, 85]. Kabbani et al. zeigten, dass sich in den Ver-
bindungslinien (M3-4 Loops) ein GPBC (G protein-binding cluster) befindet. Mithilfe
dieses GPBC kdnnen nAChRs G-Proteine binden [44]. King et al. zeigten, dass Uber die
Kopplung von nAChR mit einem G-Protein (Gi, Gg, Gs) Uber diese Sequenz intrazellu-
lar eine Reaktionskaskade in Gang gesetzt werden konnte [50]. Ein weiterer Reaktions-
weg nach Aktivierung von a7-nAChR in Monozyten ist die G-Protein-unabhangige
JAK2/STAT3-Aktivierung (Janus kinase 2/signal transducer and activator of
transcription 3), welche die Translokation von NFxB in den Zellkern blockiert und da-
mit zur NFkB-Inhibition fuhren kann [16].

Dadurch, dass ACh eine ionotrope Reaktion an nAChRs auslésen kann, wird bei ACh
von einem kanonischen nAChR-Agonisten gesprochen. Das zuvor erwahnte PC zahlt zu
den nicht-kanonischen nAChR-Agonisten. Diese cholinerge Substanz kann zwar meta-
botrop an Rezeptoren wirken, induziert jedoch keine ionotrope Wirkung. Dasselbe gilt
fur die Rezeptoragonisten Dipalmitoylphosphatidylcholin (DPPC) und Glycerophos-
phocholin (GPC) [5, 103] (Abbildung 4).
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Kanonisch Nicht-
Kanonisch

* ACh (a7,09/10) *PC(a7,a9/10)
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* oder S 24795 (a7) * oder GPC (a9/10)
DPPC («9/10)
ArlB (a7)

RglA4 (a9/10)

CRP (a7,09/10)

Abbildung 4: Kanonische und nicht-kanonische Acetylcholinrezeptoren (hHAChR)

Man unterscheidet eine kanonische und nicht-kanonische Wirkung der nAChRs. Nach Ak-
tivierung kanonischer nAChRs wird ein lonenstrom in die Zelle induziert. Nicht-kanonische
nAChRs sind an G-Proteine gekoppelt, sodass nach Aktivierung eine intrazellulére Signal-
kaskade in Gang gesetzt wird.

Quelle: R.Ogiemwonyi-Schaefer

Waéhrend ACh und PC ihre Wirkung Uber alle drei Untereinheiten entfalten kdnnen,
wirken DPPC und GPC a7-unabhangig [5, 38, 103]. Zur Untersuchung, Uber welche
Rezeptoruntereinheiten die Substanzen GPC und DPPC ihre Wirkungen entfalten, wur-
den in den Versuchen von Zakrzewicz et al. die Conopeptide [V11L;V16D]ArIB
(ArIB) und RglA4 verwendet. Diese Substanzen sind artifizielle a7(ArlB)- und
a9/10(RglA4)-Antagonisten [31]. Nach Gabe von GPC und DPPC konnte die BzATP-
induzierte IL-1pB-Freisetzung inhibiert werden. Wahrend die Gabe von RglA4 die Wir-
kung von GPC und DPPC antagonisieren konnte, hatte ArIB keinen relevanten Effekt.
GPC und DPPC entfalten ihre Wirkungen Uber die Bindung an a9-/al0-
Rezeptoruntereinheiten [5, 103].

Erst kurzlich wurde die Substanz 2-[2-(4-bromophenyl)-2-oxoethyl]-1-methyl pyridini-
um (S 24795) in der Literatur als partieller Agonist an der a7-Untereinheit des nAChR
beschrieben [56]. Diese Substanz wurde urspringlich als Alzheimermedikament entwi-
ckelt, da es in Studien eine Verbesserung neurokognitiver Defizite in Mausen bewirkte.
Lopez-Hernandez et al. untersuchten die Wirkungen von ACh und S 24795 an nAChRs.

Sie zeigten, dass die Substanz S 24795 &hnlich wie ACh ebenfalls einen Strom an a7-
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NAChRs induzieren konnte. Die Wirkung erfolgte uber die a7-Untereinheit, da nach
Gabe von Methyllycaconitin (MLA), einem o7-spezifischen Rezeptorantagonist, der
zuvor gemessene Strom sistierte. Da der durch S 24795 erzeugte Strom nur etwa 10%
des ACh-induzierten Stroms betrug, beschrieben sie die Substanz als partiellen o7-
Agonist. Gleichzeitig zeigten sie, dass bei gemeinsamer Applikation von S 24795 und
ACh, S 24795 die Amplitudenhdhe des von ACh ausgelosten Stroms senkte, ganz im
Sinne eines partiellen Agonisten. Diese Beobachtungen flihrten Lopez-Hernandez et al.
dazu, die Substanz als Neuromodulator zu beschreiben [56].

1.3.2. CRP inhibiert die ATP-abhangige IL-1p-Freisetzung

Das C-Reaktive Protein (CRP) ist ein Akute-Phase-Protein, welches im klinischen All-
tag als nichtspezifischer Entziindungsparameter fungiert. Die Synthese, welche vor al-
lem in der Leber nach IL-6-Induktion stattfindet, wird bei Gewebeschéden, Infektionen,
Entzindungen und neoplastischen Erkrankungen hochreguliert [58, 74]. Humanes CRP
bindet mit hoher Affinitdt an Phosphocholinreste [91]. Es besitzt die Fahigkeit zu ag-
gregieren und prazipitieren sowie korperfremde und korpereigene Bestandteile wie bei-
spielsweise Lipoproteine und zerstérte Zellmembranen zu binden [28]. Nach Liganden-
bindung kann CRP das Komplementsystem iiber den ,klassischen Weg® aktivieren [66].
Die biologischen Funktionen dieses Proteins werden kontrovers diskutiert, da bisher in
vivo und in vitro gezeigt werden konnte, dass CRP sowohl proinflammatorische als
auch antiinflammatorische Wirkungen hat. Einerseits kann CRP als Bestandteil des
Komplementsystems mit Phagozyten interagieren und zur Ausschittung von IL-1p, IL-
6 und TNF-o fiihren [6]. Andererseits fuhrt CRP zur starken Konzentrationszunahme
von antiinflammatorisch wirkendem IL-Ra [92]. Dariber hinaus haben hohe CRP-
Konzentrationen in vitro eine inhibierende Wirkung auf die Chemotaxis von neutrophi-
len Granulozyten [105]. Richter et al. erkannten 2018, dass endogenes CRP (eCRP) die
ATP-induzierte IL-1B-Freisetzung von monozytaren Zellen inhibiert. In dieser endoge-
nen Form ist CRP bereits mit PC beladen [78]. Es zeigte sich, dass CRP nur im Zu-
sammenspiel mit PC, die IL-1p-Ausschiuttung inhibieren konnte. Zum Vergleich diente
humanes CRP (rhCRP), welches keine PC-Gruppen enthalt. Erst in Kombination mit
PC konnte rhCRP eine Senkung der IL-1B-Konzentration bewirken. Die Rezeptorbin-
dung von PC-gebundenem CRP — und damit der inhibitorische Effekt auf die IL-1p-
Ausschittung — erfolgte an metabotropen nAChRs. An konventionellen a7-,a9- und
a10-nAChRs konnte CRP keinen Strom induzieren. Damit z&hlt eCRP zu den nicht-
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kanonischen nAChR-Agonisten [78]. Auch zeigten Richter et al., dass eCRP mit kano-
nischen NAChRs interagieren und den durch Cholin induzierten Strom an 09/a10-
nAChRs reduzieren kann. Aufgrund dieser Beobachtung beschrieben sie eCRP als einen
stillen Agonisten, welcher zwar selbst keine kanonische Wirkung auslésen kann, aber
die Wirkung von kanonischen Agonisten moduliert. Anhand dieser Ergebnisse postu-
lierten Richter et al. eine negative Feedback-Rolle von eCRP: Im Verlauf einer Immun-
reaktion wird CRP ausgeschuttet, welches nach Bindung von PC, die ATP-induzierte
IL-1p-Freisetzung aus Monozyten inhibiert und die Immunreaktion damit herunterregu-
liert [78].

1.4. AP-Peptide

1.4.1. APP und die Bildung von Af-Peptiden

Amyloid-Peptide sind Spaltprodukte des grélReren Vorlauferporteins Amyloid precursor
protein (APP) [19] und sind in der Literatur vor allem wegen ihrer Assoziation mit der
AD bekannt. Es existieren viele verschiedene Amyloid-Peptide unterschiedlicher Lan-
gen [68]. Fir diese Arbeit ist das Peptid AB(1-42) von zentraler Bedeutung.

APP ist ein Transmembranprotein, dessen biologische Funktion nicht génzlich geklart
ist. Vermutlich ist es an neuronalem Wachstum, Synapsenbildung, axonalem Protein-
transport, Signaltransduktion, Zelladhdsion und Calcium-Metabolismus beteiligt. Da
APP proteolytisch gespalten wird und die Spaltprodukte selbst aktive Metaboliten sind,
fallt die Gesamtaktivitat von APP deutlich vielfaltiger aus [19].

APP kann als Zielstruktur verschiedener Enzyme dienen, welche enzymatische Spal-
tungen an unterschiedlichen Stellen im Molekul vornehmen. Dabei spielt die Gruppe
der Sekretasen eine entscheidende Rolle. Die a-Sekretase spaltet APP an der extrazellu-
laren Doméne; es entsteht als Produkt das losliche APPa (sAPPa, soluable APP). Nach
Spaltung verbleibt als Rest das a-C-terminal fragment (a«CTF) intramembrandr [104].
sAPPa reguliert die neuronale Stammzellregeneration und spielt eine wichtige Rolle in
der Frihentwicklung des ZNS [10, 72].

Zur Entstehung von AP aus APP werden zwei enzymatische Spaltungen bendtigt: Nach
Spaltung von APP durch das Enzym B-Sekretase entsteht das 16sliche APPPB (sAPPp).
Auch hier verbleibt nach Spaltung ein intramembranérer Rest, das f-C-terminal frag-
ment (CTFp). Dieser Rest wird anschlieBend von der y-Sekretase gespalten und es ent-

steht AP (Abbildung 5). Die Spaltung durch die y-Sekretase erfolgt jedoch etwas unpra-
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zise, sodass das C-terminale Ende der AB-Molekiile heterogen beschaffen ist [104]. Die
beiden haufigsten AB-Molekiile enden an Position 40 (AB(1-40), ca. 80-90%) und 42
(AP(1-42), ca. 5-10%). Die langer gearteten Molekile, insbesondere AB(1-42), sind
hydrophober, fibrillogener und zudem auch die am h&ufigsten im Gehirn gefundenen
Formen [68].

Die AB-Bildung kann nicht nur in Zellen des ZNS, sondern in fast allen Korperzellen
stattfinden, da die bedeutendste B-Sekretase BACE (f-site of APP cleaving enzyme)
sowie das Vorlauferprotein APP von fast allen Zellen exprimiert werden und biologisch

hochkonservierte Molekdile sind [94].

Extrazelluldr
Intrazellular

APP

BACE

£\

!

y-Sekretase

A"

Abbildung 5: Schematische Darstellung der Amyloid-f-(1-42)-Bildung

Zur Entstehung von Amyloid-p (AB) aus dem amyloid precursor protein (APP)
werden zwei aufeinander folgende enzymatische Spaltungen bendétigt: Zundchst
erfolgt die Spaltung von APP durch das Enzym B-Sekretase (BACE). Dadurch
entsteht das 16sliche APPB (sAPPp). Nach der Spaltung verbleibt ein intramemb-
randrer Rest, das p-C-terminal fragment (CTFp). Dieser Rest wird anschlieend
durch die y-Sekretase gespalten und es entsteht AB(1-42) und die APP intracellular
domain (AICD).

Quelle: R.Ogiemwonyi-Schaefer
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1.4.2. Einfluss von AB(1-42) auf Immunzellen

Bezogen auf die AD hat die Neuroinflammation in den letzten Jahren verstarkt an Auf-
merksamkeit gewonnen [97]. Einige Subtypen der bereits oben erwédhnten Inflamma-
some sind im ZNS nachgewiesen worden, wie beispielsweise die NLRP1-, NLRP3- und
NLRC4-Inflammasome. Diese Inflammasome sind in den Immunzellen des ZNS, den
Mikrogliazellen und den Makrophagen, zu finden [96]. Das ZNS reagiert besonders
sensibel auf IL-1B und IL-18. Multiple neuronale Zelllinien besitzen Rezeptoren fir
diese proinflammatorischen Zytokine [1].

Das erste mit einer neurodegenerativen Erkrankung assoziierte Molekul, welches mit
der Inflammasomaktivierung in Verbindung gebracht wurde, war AB(1-42). Halle et al.
zeigten 2008, dass die Kombination von LPS-vorbehandelten Makrophagen mit fibrill&-
rem APB(1-42) Uber eine Caspase-1-Aktivierung zu einer IL-1p-Ausschuttung fihrte.
Diese Immunantwort war NLRP3-abhéangig [33]. Voraussetzung fir die Inflammsomak-
tivierung war, dass die fibrillaren AB-Peptide von den Mikrogliazellen phagozytiert
wurden. Auffallig war, dass sich die Lysosomen dieser Zellen nach Phagozytose mor-
phologisch stark veranderten; einerseits nahmen sie an Volumen zu, andererseits veran-
derte sich der pH-Wert in diesen Kompartimenten. Die Zerstérung der Lysosomen nach
AB-Internalisierung flhrte zur Freisetzung des lysosomalen Inhalts ins Zytoplasma.
Diese freigesetzten Substanzen kénnten dann Uber die Inflammasomaktivierung zur IL-
1B-Freisetzung fluhren. Fir die Theorie spricht, dass die IL-1B-Freisetzung Uber die
Caspase-1-Aktivierung vom lysosomalen Protein Cathepsin-B abhéngig ist [33].

Diese Versuche von Halle et al. zeigten, dass fibrillares Ap(1-42) als zweites Signal die
IL-1B-Ausschuttung in LPS-vorstimulierten monozytaren Zellen induzieren kann. Wei-
terhin unklar bleibt jedoch, wie AB(1-42) in die Zellen gelangt. Eine mdgliche Erkla-
rung hierfur lieferten Fassbender et al., in dem sie zeigten, dass AB(1-42) Uber eine In-
teraktion mit dem monozytaren Oberflachenmolekil CD 14 (cluster of differentiation

14) von Monozyten phagozytiert wird und so in die Zellen gelangt [24].

1.4.3. Zirkulieren bestimmte Ap-Molekule auch im Blut?

In der Alzheimerforschung sind bereits mehrfach Versuche unternommen worden, an-
hand von Plasmaverdnderungen zwischen gesunden Patienten, Patienten mit milder
Kognitionsstorung und Patienten mit AD zu unterscheiden. Ein spezifischer Biomarker
konnte bisher nicht beschrieben werden. Jedoch sind diverse Immunmediatoren wie
beispielsweise IL-6, TNF-o, IL-1p und IL-18 im Plasma von Patienten mit AD erhéht
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[76]. Eine mogliche Ursache fur diese erhohten Konzentrationen proinflammatorischer
Zytokine konnten hohere Konzentrationen von AB-Peptiden im Plasma der Betroffenen
sein [43].

Erste Hinweise lieferten Wolfe et al. [101]. Sie untersuchten, welchen Effekt die Zuga-
be von Plasma von Patienten mit milder Kognitionsstérung und von Patienten mit AD
zu THP-1-Zellen, einer monozytaren Zelllinie, hatte. Die Versuche zeigten, dass nur
Plasma von AD-Patienten eine Erhdhung inflammatorischer Zytokine, wie beispiels-
weise TNF-a, bewirkte [101]. In weiteren murinen Versuchen konnte gezeigt werden,
dass im Plasma von APP/PS1-Mé&usen die Konzentrationen von IL-1p und TNF-o im
Vergleich zu Wildtyp-Mé&usen erhoht waren. Gleichzeitig waren in diesen Mausen auch
die Konzentrationen von AB(1-40) und AB(1-42) erhoht. Sie schlussfolgerten, dass die
AB-Peptide fiir die Erhdhung der inflammatorischen Zytokine verantwortlich sein konn-
ten [101].

Sondag et al. zeigten, dass APP selbst eine immunmodulierende Wirkung haben kann.
In ihrer Arbeit konnte APP als Membranrezeptor tyrosinkinase-abhéngig eine Signal-
kaskade in Gang setzen, die in der Bildung von Cyclooxygenase-2 (COX-2) und IL-1
endete [87].

1.4.4. Gewisse AB-Peptide beeinflussen die cholinerge Transmission in
Neuronen

Im ZNS scheint AB(1-42) seinen degenerativen Effekt tber die cholinerge Achse in
Neuronen auszuiiben. Mehrere Studien zeigten, dass die cholinerge Neurotransmission
auf verschiedenen Ebenen beeinflusst werden kann. Verschiedene ApB-Peptide kdnnen
beispielsweise die ACh-Synthese und —Freisetzung inhibieren, die Signaltransduktion
Uber muskarinerge Rezeptoren beeintrachtigen und mit nAChRs interagieren [80]. Es
konnte gezeigt werden, dass die AB-Fragmente AP(1-42), AP(1-40), AB(1-28) und
AP(25-35) die ACh-Freisetzung in Neuronen in gleicher Weise inhibieren. Diese Be-
obachtung deutete darauf hin, dass diese inhibitorische Aktivitat innerhalb der Sequenz
AP(25-28) liegen muss [46]. Der inhibitorische Einfluss von AB(1-40) und AP(1-42)
wird Uber eine nicht-kompetitive Bindung an der a7-Untereinheit des nAChR vermittelt
[55].

Fur diese Arbeit von zentraler Bedeutung ist die Tatsache, dass AB(1-42) nicht nur im
ZNS wirkt, sondern auch mit monozytéren Zellen interagieren kann. Erste Hinweise

hierfur wurden bereits 1996 durch Lorton et al. geliefert. Es wurde gezeigt, dass die
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Amyloidpeptide AB(25-35), AP(1-40) und AP(1-42) eine IL-1B-Freisetzung aus THP-1-
Zellen bewirken kdnnen [57]. Nach Applikation dieser Peptide zu LPS-vorstimulierten
THP-1-Zellen zeigte sich eine dosisabhangige IL-1B-Freisetzung. Wahrend fir die IL-
1B-Freisetzung fibrilldres AP(1-40) bendtigt wurde, waren vor allem AB(25-35) und
AB(1-42) auch in nicht-fibrillarer Form in der Lage, die IL-1B-Freisetzung zu induzie-
ren [57].

Basierend auf der bereits bestétigten Interaktion von AB(1-42) mit nAChRs in Neuronen
sowie der durch Lorton et al. gezeigten Wirkung dieses Peptids auf IL-1B-Freisetzung
in Monozyten, wird in dieser Arbeit die Wirkung von AB(1-42) auf NnAChRs monozyta-
rer Zellen untersucht.

nAChR

AB(1-42)

/ DAMP

. (2.B.ATP, AB)
P2X7R

APP

Inflammasom <«

l

Caspase-1

PAMP ==
R /
(2.B. LPS) e \ m

Abbildung 6: Schematische Darstellung der Interleukin-1p-Produktion

Zur Freisetzung von Interleukin-1p (IL-1p) werden zwei Signale benétigt. Das erste Signal Lipopo-
lysaccharid (LPS) induziert die Produktion von pro-1L-1p. Das zweite Signal ist die Aktivierung
des P2X7-Rezeptors durch extrazelluldares Adenosintriphosphat (ATP). Dies bewirkt eine Zusam-
mensetzung und Aktvierung des NLRP3-(NOD-, LRR- and pyrin domain-containing protein 3)--
Inflammasoms. NLRP3 aktiviert die Caspase-1, die wiederum pro-IL-1p in die aktive Form spaltet.
IL-1pB wird dann freigesetzt.

Die Liganden von nikotinischen Acetylcholinrezeptoren (nNAChRs) (Acetylcholin, Phosphocholin,
C-reaktives Protein) inhibieren die ATP-induzierte IL-1p-Freisetzung.

Amyloid-p(1-42) kann nach Spaltung aus dem Vorl&ufermolekil amyloid precursor protein (APP)
die Funktion der nAChR beeintrachtigen [55].

Quelle: R.Ogiemwonyi-Schaefer
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2. Zielsetzung der Arbeit

IL-1P ist aufgrund seiner potenten proinflammatorischen Wirkung ein wichtiges Zyto-
kin in der Entstehung systemischer Entziindungsreaktionen, fiir dessen Bildung zwei
Signale bendtigt werden: Das erste Signal stellt die PAMP-Erkennung durch den TLR-4
auf monozytaren Zellen dar, wéhrend das zweite Signal beispielsweise extrazellulares
ATP sein kann, welches die Aktivierung des NLRP3-Inflammasoms und somit die Frei-
setzung von reifem IL-1f induzieren kann [45].

Liu et al. konnten zeigen, dass AP(1-42), welches aufgrund seiner proinflammatori-
schen Wirkung in der AD bekannt ist, im ZNS mit nAChRs interagieren kann. Ap(1-42)
scheint zudem auch mit monozytéaren Zellen interagieren zu kdnnen [57].

Um den Einfluss von AB(1-42) auf die inhibitorische Wirkung der Cholinergika auf die
ATP-Ausschiittung in Monozyten zu untersuchen, wurden in der vorliegenden Arbeit
LPS-stimulierte monozytare Zellen mit dem P2X7R-Agonist BzZATP und cholinergen
Agonisten, CRP und AB(1-42) behandelt. Zur Quantifizierung der Zytokinausschttung
wurde die IL-1p-Konzentrationen in den Uberstanden mittels ELISA bestimmit.

In dieser Dissertation soll folgende Hypothese tberprift werden:

APB(1-42) moduliert die cholinerge Inhibition der BzATP-vermittelten NLRP3-
Aktivierung und damit die IL-1p-Freisetzung aus Monozyten.

Wirde sich diese Hypothese bestétigen, hatte man durch diese Arbeit wichtige neue
Erkenntnisse zur Rolle von AB(1-42) im Immunsystem gewonnen. Dieses Wissen wére
von grof3er Bedeutung zur weiteren Erforschung neuer therapeutischer Ansétze in der

Behandlung von systemischer Inflammation.
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3. Material und Methoden

3.1. Reagenzien

Tabelle 1: Substanzen und deren Hersteller

Substanz

Hersteller

Acetylcholin (ACh)

Merck, Darmstadt, Deutschland

Aqua destillata

B. Braun, Melsungen, Deutschland

[V11L;V16D]ArIB

J. Michael Mcintosh, Salt Lake City,
UT, USA

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

Jena Bioscience, Jena, Deutschland

Amyloid- (AB(1-42))

Merck, Darmstadt, Deutschland

C-reaktives Protein (CRP)

Merck, Darmstadt, Deutschland

1,2-Dipalmitoyl-sn-Glycero-
3Phosphatidylcholin,
Dipalmitoylphosphatidylcholin (DPPC)

Merck, Darmstadt, Deutschland

Human Pro-IL-1 beta/IL-1F2 Quantikine
ELISA Kit

Bio-Techne/ R+D Systems, Minneapo-
lis, MN, USA

Fetales Kalberserum (FCS)

PAA, Colbe, Deutschland

Glycerophosphocholin (GPC)

Merck, Darmstadt, Deutschland

L-Glutaminlésung 200 mM

PAA, Cdlbe, Deutschland

Lipopolysaccharid (LPS), Escherichia

coli 026:B6

Sigma-Aldrich, Taufkirchen Deutsch-

land

Nikotin-Hydrogentartratsalz

Merck, Darmstadt, Deutschland

Phosphatgepufferte Salzlosung (PBS)

PAA, Cdlbe, Deutschland

Phosphatidylcholin (PC)

Merck, Darmstadt, Deutschland

Reverses Amyloid-

Merck, Darmstadt, Deutschland

RglA4 J. Michael Mclntosh, Salt Lake City,
UT, USA
RPMI 1640 PAA, Colbe, Deutschland
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2-(2-(4-bromophenyl)-2-oxoethyl)-1- Merck, Darmstadt, Deutschland
methyl pyridinium (S 24795)

Trypanblau-L0dsung Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutsch-
land

Tirks-Lésung Merck, Darmstadt, Deutschland

U937-Zelllinie Leibniz-Institut DSZM - Deutsche

Sammlung von Mikroorganismen und

Zellkulturen, Braunschweig, Deutsch-

land
Venticute® Nycomed, Konstanz, Deutschland
3.2. Verbrauchsmaterialen
Tabelle 2: Materialien und deren Hersteller
Material Hersteller

Bluecap BD-Gefal? Polypropylengefalle | BD Bioscience, San Jose, CA, USA,
50 ml

Leucosep® Greiner  Bio-One,  Frickenhausen,

Deutschland
EDTA bioWORLD, Dublin, OH, USA
Mikroreaktionsgefal? 1,5 mi Sarstedt, Numbrecht, Deutschland

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

Pipetten Cellstar 10 ml Greiner  Bio-One,  Frickenhausen,

Deutschland,

Pipettenspitzen Steril 10 pl/ 100 pl/ 1000 | Biozym, Hessisch Oldendorf, Deutsch-

ul Unsteril 10 pl/ 200 pl/ 1000 pl land Sarstedt, Numbrecht, Deutschland
Zellkulturflaschen 75 cm? Sarstedt, Numbrecht, Deutschland
Zellkulturplatten 24-well Greiner  Bio-One,  Frickenhausen,

Deutschland
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3.3. Gerate und Software

Tabelle 3: Gerate / Software und deren Hersteller

Gerat Hersteller

Brutschrank  Heracell 4201 CO2- | Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Inkubator MA, USA

Fluostar Optima® BMG Labtech, Offenburg, Deutschland
Mikroskop Labovert Leitz, Wetzlar, Deutschland

CytoTox96 nonradioactive cytotoxicity | Promega, Madison, WI, USA
assay
Sicherheitswerkbank Zellkultur Class Il | Nuaire, Plymouth, MN, USA
ENA 2
Ultraschallbad Sonorex Super RK102H | Bandelin, Berlin, Deutschland

Vortex Mixer REAX 2000 Heidolph, Schwabach, Deutschland
Wasserbad Kottermann, Uetze/Hanigsen, Deutsch-
land

Zahlkammer Neubauer Tiefe: 0,1 mm | Laboroptik, Friedrichsdorf, Deutsch-
0,0025 mm? land

Zentrifuge Rotina 420R Hettich, Tuttlingen, Deutschland

IBM SPSS Statistics 23 und 27 | IBM, Minchen, Deutschland
SPSS
Mircosoft Word und Excel Microsoft, Redmond, WA, USA

3.4. Versuche mit U937-Zellen

3.4.1. Zellkulturen

In den Versuchen wurden U937-Zellen verwendet. Dabei handelt es sich um Zellen
einer monozytaren Zelllinie, isoliert aus einem histiozytaren Lymphom eines 37 jahri-
gen Patienten [88]. Diese Zellen entstammen myeloiden Vorlauferzellen und sezernie-
ren eine Reihe von Chemokinen und Zytokinen, u.a. IL-1B. Sie wurden vom Leibniz-
Institut DSZM — Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen, Braun-

schweig — bezogen. Die U937-Zellen wurden bei 37°C und 5% CO2 in einem
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RPMI1640-Medium mit 10% fetalem Kéalberserum und 2 mM L-Glutamin geziichtet.
Nach Ausséhen in einer 24-Well-Platte (10¢ Zellen/ml) wurden die Zellen fir 5 h mit 1
pg/ml LPS inkubiert. AnschlieBend wurden sie mit dem P2X7R-Agonist BzATP
(100uM) flar 30 Minuten in An- oder Abwesenheit von AB(1-42), AB(42-1) bezie-
hungsweise Agonisten der nAChR stimuliert. Das Isomer AB(42-1) diente als Kontrolle,
um zu demonstrieren, dass nur AB(1-42) eine zellulare Wirkung entfaltete. Nach den
Versuchen wurde der zellfreie Uberstand nach vorheriger Zentrifugation abgenommen
und bei -20°C gelagert.

3.4.2. Versuchsaufbau

Die Arbeiten mit den Zellen erforderten sterile Verhaltnisse und fanden in einer Sicher-
heitswerkbank der Klasse Il statt.

Nach Entnahme der Zellen aus dem Brutschrank, wurden diese fir 10 Minuten bei 500
g zentrifugiert. Danach wurden die Zellpellets in 10 ml frisches Medium aufgenommen
und resuspendiert. Anschlielend wurde dieser Suspension 10 pl Flussigkeit entnommen
und zu 90ul Trypanblau beigegeben. Daraufhin wurde die Suspension in einer Neu-
bauer-Zahlkammer gezahlt.

Alle verwendeten Substanzen wurden vor Einsatz in einer phosphatgepufferten Salzlo-
sung (PBS) gelost. Diese setzte sich folgendermalen zusammen: 1 L vollentsalztes
(VE) Wasser mit 80 g NaCl (1,37 M), 2 g KCI (27 mM), 2 g KH,PO,4 (15 mM) und
14,24 g Na;HPO,4 x 2 H,0 (80 mM). Sie wurde 1:10 mit VE-Wasser verdunnt und auf
pH 7,2 eingestellt.

Die lipidhaltigen Substanzen (LPS, AB(1-42), AB(42-1)) wurden vor den Versuchen fur
3 Minuten bei 37°C in einem Ultraschallbad beschallt.

1 ml U937-Zellen (1 x 10° Zellen) wurden zundchst mit 1ul LPS (1pg/ml) behandelt.
Danach wurden sie im Brutschrank fiir 5 h bei 37°C inkubiert. Anschlielend wurden die
Zellen mit 100 uM BzATP stimuliert und dann fiir weitere 30 Minuten bei 37°C inku-
biert. Dies geschah je nach Versuchsreihe in An- oder Abwesenheit von nikotinischen
Rezeptorantagonisten und (partiellen) -agonisten sowie AB(1-42) (Abbildung 7).

Als nikotinische Rezeptoragonisten wurden GPC, DPPC, PC, ACh und CRP eingesetzt.
Als partieller Agonist wurde S 24795 verwendet. Die Conopeptide Rgla und ArIB dien-
ten als nikotinische Rezeptorantagonisten.

Die Dosierungen der eingesetzten Substanzen sind in Tabelle 4 aufgefihrt.
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| BzATP 100 pM I

l 30 min
IL-1B
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Nikotinische Rezeptoragonisten
Nikotinische Rezeptorantagonisten

Abbildung 7: Zeitleiste der U937-Versuche

Chronologie bis zum Zeitpunkt der Ubers

tandsentnahme zur Messung der Interleukin-

(IL)-1B- und der Laktatdehydrogenase-(LDH)-Konzentration.

Quelle: R.Ogiemwonyi-Schaefer

Tabelle 4: Substanzen der unterschiedlichen Versuchsansatze und ihre Konzentrationen

Substanz Konzentration in der Zellsuspension
Lipopolysaccharid 1 pg/ml
Benzoylbenzoyl-Adenosintriphosphat 100 uMm
(BzATP)
Nikotinerge Rezeptoragonisten

e GPC 1uM, 10 uM

e DPPC 10 pM, 100 uM

e ACh 7,5 uM, 10 uM

e PC 10 pM, 100 puM

Partielle nikotinische Rezeptoragonisten
o 2-(2-(4-bromophenyl)-2-

1 gM, 5 UM, 10 uM, 50 uM, 100 pM

oxoethyl)-1-methyl  pyridinium | 10 uM
(S 24795)
CRP 5 pg/mi
Amyloide Substanzen
o AP(1-42) 0,5 uM, 1 uM, 2 uM, 5 uM, 10 uM

e Reverse p-Amyloid(42-1)

1uM, 5uM, 10 uM

Conopeptide (nAChR-Antagonisten)
e Rgla (a7-spezifisch)
o ArIB (a9-spezifisch)

50 nM
500 nM
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Um den Zelltberstand zu gewinnen, wurden die Zellsuspensionsldsungen in den einzel-
nen Wells in Mikroreaktionsgefalie tiberfiihrt. Anschlielend wurden diese fur 8 Minu-
ten bei 500 g und 4°C zentrifugiert. Danach wurden 700 pl an Uberstand aus den
Mikroreaktionsgefalen entnommen und bei -20°C eingefroren.

Zu einem spateren Zeitpunkt wurde die Konzentration an ausgeschuttetem IL-1p mittels
ELISA gemessen. Die Laktatdehydrogenasekonzentration (LDH) wurde mittels Cyto-
Tox96 nonradioactive cytotoxicity assay ermittelt.

3.5. Versuche mit PBMCs

Die Experimente sind von der Ethikkommission der Justus-Liebig-Universitat Giel3en
genehmigt worden (Nr. 90/18) und nach den Grundsatzen der Helsinki-Deklaration
durchgefuhrt. Jeder Studienteilnehmer hat eine schriftliche Einwilligungserklarung ab-
gegeben. Gesunden, nichtrauchenden erwachsenen Probanden wurde Blut in sterilen
Spritzen, die 1 mM EDTA pro ml Blut enthielten, abgenommen. Aus dem Blut der Pro-
banden wurden die peripheren mononukledren Zellen (peripheral mononuclear cells,
PBMCs) mittels Leucosep™-Rdhrchen (Greiner Bio-One, Frickenhausen, Deutschland)
isoliert.

Vor der Dichtezentrifugation wurde den Blutproben LPS (5 ng/ml) zugefiigt. Anschlie-
Rend wurden 1 x 10° Zellen in 1 ml eines Monozyten-Adhédsionsmedium (PromoCell,
Heidelberg, Deutschland) pro Well in einer 24-well Platte ausgesat und fir 3 h im Brut-
schrank bei 37°C und 5% CO, inkubiert. Nach dieser Inkubationszeit wurden nichtad-
harente Zellen entfernt und das Medium durch RPMI 1640 Medium (Sigma-Aldrich
R8758) ersetzt. Die im Anschluss folgende Versuchsprozedur bis zur IL-18- und LDH-

Messung erfolgte analog zu derjenigen der U937-Versuchen.

3.6. Messverfahren

3.6.1. ELISA

Die IL-1p-Konzentration im zellfreien Uberstand wurde mithilfe eines Human IL-74/1L-
1F2 DuoSet® enzyme-linked Immunosorbent Assays (ELISA) nach Herstellerspezifika-
tionen von R&D Systems (Minneapolis, MN, USA; Sensitivitat: bei weniger als 1 pg/ml
human IL-1p) gemessen.

Verwendet wurden 700 pl des Uberstands in den Mikroreaktionsgefaien.

Das nachzuweisende Antigen IL-18 wurde in Wells einer Mikrotitierplatte von Erstan-
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tikdrpern gebunden. Im Reaktionsverlauf wurde ein chromogenes Substrat hinzugege-
ben, welches sich nach Bindung in ein gelbes Produkt umwandelte.

Sobald gute Farbkontraste sichtbar waren, wurde die Reaktion abgebrochen.

Die Farbung war proportional zur gebundenen Menge an IL-1f und wurde im Fluostar
Optima (BMG Labtech, Offenburg, Deutschland) bei einer Wellenldange von 450 nm
quantifiziert. Die Extinktion der zu bestimmenden Proben wurde mit einer Standardkur-
ve, erstellt mit rekombinant-hergestelltem IL-1pB, verglichen. Mittels Reader control
software und MARS Data Analysis software (BMG Labtech, Offenburg, Deutschland)
wurde so auf die 1L-1B-Konzentration in den Uberstanden riickgeschlossen.

3.6.2. LDH-Messung

Die LDH ist ein Enzym, welches sich im Zytosol der Zellen befindet und bei Zelllyse
freigesetzt wird [52]. Die Anzahl der zerstorten Zellen wahrend des Gesamtversuchs
wurde anhand der gemessenen Konzentrationen der freigesetzten LDH im Uberstand
ermittelt. Als Referenz fiir die maximale LDH-Freisetzung wurden iber den gesamten
Versuch in einem Well 1 x 10° Zellen der Zellsuspensionslosungen der jeweiligen Pas-
sage mitgefiihrt. Die LDH-Konzentration im Uberstand der einzelnen Proben wurde in
Relation dazu gesetzt.

Die Losungen wurden in ein Mikroreaktionsgefal? umpipettiert und bei -80°C fur min-
destens einen Tag aufbewahrt. Die Aufbewahrung unter diesen Temperaturen fihrte
eine Zelllyse herbei. Anschlielend wurden die LDH-Konzentrationen mittels Cyto-
Tox96 non-radioactive cytotoxicity assay (Promega, Madison, WI, USA) gemessen. Das
Prinzip beruht darauf, dass LDH mit einem Tetrazolium Salz reagiert und diese Reakti-
on einen Farbumschlag herbeifuhrt. Das AusmaR des Farbumschlags ist proportional

zur Konzentration an freigesetzter LDH.

3.7. Datenauswertung mit SPSS

Die statistische Auswertung der Experimente erfolgte mittels SPSS. Zunachst erfolgte
die Analyse mittels Kruskal-Wallis-Test. Hierbei wurde untersucht, ob es sich bei der
Verteilung der Daten um Zufallswerte handelt. Bei einem p kleiner oder gleich 0,05
wurde der Mann-Whitney-U-Test verwendet. Mit dem Mann-Whitney-U-Test wurde
getestet, ob sich die zentralen Tendenzen zweier unabhéngiger Stichproben signifikant
unterscheiden. Ab einem p-Wert von kleiner oder gleich 0,05 wurde von einer statisti-

schen Signifikanz ausgegangen. Bis auf die Ergebnisse der Versuche mit PBMCs er-
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folgte die statistische Auswertung aller Experimente mit dem Mann-Whitney-U-Test.
Die Auswertung der PBMC-Versuche erfolgte erst mit dem Friedman-Test und im An-
schluss mit dem Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test, der die zentrale Tendenz zweier ab-
hangiger Stichproben testet. Man ging auch hier von einer statistischen Signifikanz ab
einem p-Wert von kleiner oder gleich 0,05 aus.
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4. Ergebnisse

4.1. Experimente mit U937-Zellen

4.1.1. AP(1-42) hebt dosisabhangig den inhibitorischen Effekt von
ACh auf die IL-1p-Freisetzung auf

Um die Produktion von pro-IL-1p zu induzieren, wurden humane monozytare U937-
Zellen mit LPS fur 5 Stunden inkubiert. Wie erwartet, zeigten die Zellen, die aus-
schliel3lich mit LPS vorbehandelt waren, keine IL-1B-Ausschittung. Erst die Gabe von
BzATP (100 pM, 30 Minuten) flhrte zur IL-1B-Freisetzung ins Zellkulturmedium mit
einem Median von 54,69 pg/ml.

Die BzATP-induzierte IL-1p-Freisetzung wurde in Anwesenheit von ACh (7,5 uM und
10 uM; p = 0,029 jeweils) signifikant inhibiert (Abbildung 8). 10 uM ACh fiihrten zu
einer maximalen Inhibition der IL-1B-Freisetzung, wéhrend 7.5 pM ACh eine Redukti-
on der IL-1B-Freisetzung auf die halbe Konzentration bewirkte. Interessanterweise wur-
de dieser inhibitorische cholinerge Effekt durch AB(1-42) dosisabhéngig aufgehoben.
Statistisch signifikante Unterschiede waren schon bei einer Gabe von 1 uM AB(1-42) (p
= 0,029) zu sehen. Eine vollstandige Aufhebung des inhibitorischen Effekts von ACh
auf die IL-1B-Ausschittung hatten die Gaben von 5 und 10 uM AB(1-42) (p = 0,029)
(Abbildung 8).

Der prozentuale Anteil der LDH im Uberstand wurde mit der maximal mdglichen LDH-
Freisetzung aus lysierten Zellen entsprechend 100% verglichen. Bei diesen Experimen-
ten wurden nie Werte von 5,75% Uberschritten. Die Mediane der LDH-Konzentrationen
der einzelnen Substanzkombinationen zeigten eine geringe Variabilitat mit Werten zwi-
schen 2,79% und 4,7%, sodass keine Abhangigkeit der LDH-Konzentration von den
verschieden kombinierten Chemikalien besteht (Abbildung 9).
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Abbildung 8: Amyloid-p (Ap)(1-42) macht den inhibitorischen Effekt von Acetylcho-
lin (ACh) auf die Benzoylbenzoyl-Adenosintriphosphat-(BzATP)-induzierte Interleu-
kin-(IL)-1p-Ausschuttung wieder riickgangig

U937-Zellen wurden fir 5 Stunden mit Lipopolysaccharid (LPS) inkubiert. AnschlieRend
wurden sie mit dem P2X7-Rezeptor-Agonist BzZATP fur 30 Minuten stimuliert. Danach
wurde die IL-1p-Konzentration im Uberstand gemessen.

Diese Ausschittung kann durch ACh (7,5 uM; 10 uM) inhibiert werden.

Diese Inhibition der IL-1B-Ausschiittung durch ACh konnte dosisabhingig durch AB(1-42)
wieder aufgehoben werden.

Mann-Whitney-U-Test; n = 4, *p < 0.05. Die Einzelwerte sind als Punkte dargestellt, die
Balken entsprechen den Medianen und die Antennen dem 25. und 75. Perzentil.

Teile der Daten wurden publiziert. Verandert nach [77].
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Abbildung 9: Die Laktakdehydrogenase-(LDH)-Freisetzung aus Lipopolysaccharid-
(LPS)-vorstimulierten und mit Benzoylbenzoyl-Adenosintriphosphat (BzATP) inku-
bierten Zellen in Abhéngigkeit von Acetylcholin (ACh) und Amyloid-p (AB)(1-42)

Die LDH-Konzentration wurde im Uberstand gemessen und ins Verhaltnis zur maximalen
Freisetzung aus lysierten Zellen gesetzt. Die mit LPS vorstimulierten Zellen waren tber 30
Minuten mit ATP, ACh und AB(1-42) behandelt worden.

Teile der Daten wurden publiziert. Verandert nach [77].

4.1.2. Ohne vorherige zellulare Stimulation kann AP(1-42) keinen
Einfluss auf die IL-1p-Ausschittung nehmen

Die folgenden Versuche wurden durchgefiihrt, um zu untersuchen, ob AB(1-42) unab-
hangig von BzATP und nAChR-Agonisten, einen Einfluss auf die IL-1p-Konzentration
im Uberstand der Zellen hat.

Die Zellen dieser Versuche waren zuvor nicht mit BzATP stimuliert worden. Die Ap-
plikation von AB(1-42) zu LPS-vorstimulierten Zellen bewirkte keine Induktion der IL-
1B-Ausschuttung. Trotz Dosissteigerung zeigte sich keine Zunahme der IL-1pB-
Konzentration im Uberstand (Abbildung 10).

Der prozentuale Anteil der LDH im Uberstand wurde mit der maximal méglichen LDH-
Freisetzung aus lysierten Zellen entsprechend 100% verglichen. Bei diesen Experimen-
ten wurden nie Werte von 3,43% uberschritten. Die Mediane der LDH-Konzentrationen

der einzelnen Substanzkombinationen zeigten eine geringe Variabilitat mit Werten zwi-
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unterschiedlichen Kombinationen der Chemikalien besteht (Abbildung 11).
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Abbildung 10: Amyloid-g (AB)(1-42) Ubt keinerlei Einfluss auf die Interleukin-(IL)-
1pB-Freisetzung aus Lipopolysaccharid-(LPS)-vorstimulierten U937-Zellen aus

U937-Zellen wurden fir 5 Stunden mit LPS inkubiert. AnschlieBend wurden sie mit dem
P2X7-Rezeptor-Agonist Benzoylbenzoyl-Adenosintriphosphat (BzATP) fir 30 Minuten
stimuliert. Danach wurde die IL-1p-Konzentration im Uberstand gemessen. Die alleinige
Stimulation durch AP(1-42) fuhrte auch bei steigender Dosis zu keiner IL-1pB-
Ausschittung.

Mann-Whitney-U-Test; n = 4. Die Einzelwerte sind als Punkte dargestellt, die Balken
entsprechen den Medianen und die Antennen dem 25. und 75. Perzentil.

Teile der Daten wurden publiziert. Verandert nach [77].
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Abbildung 11: Laktatdehydrogenase-(LDH)-Freisetzung aus Lipopolysaccharid-
(LPS)-vorstimulierten und mit Benzoylbenzoyl-Adenosintriphosphat (BzATP) inku-
bierten Zellen in Abh&ngigkeit von Amyloid-p (AB)(1-42)

Die LDH-Konzentration wurde im Uberstand gemessen und ins Verhaltnis zur maximalen
Freisetzung aus lysierten Zellen gesetzt. Die mit LPS vorstimulierten Zellen waren tber 30
Minuten mit BzZATP und AB(1-42) behandelt worden.

Teile der Daten wurden publiziert. Veréndert nach [77].
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4.1.3. Reverse AB(42-1) hat keinen Einfluss auf die cholinerge Inhibi-
tion

Das Peptid reverse AP(42-1) ist ein artifiziell hergestelltes Isomer von AP(1-42).
AP(42-1) wurde verwendet, um zu zeigen, dass die Beeinflussung der IL-1p-
Ausschuttung allein durch AB(1-42) erfolgt und nicht durch sein Isomer Ap(42-1).

Im Vergleich zu unstimulierten U937-Zellen bewirkte die Applikation von AB(42-1) zu
LPS-vorstimulierten Zellen keine messbare Erh6hung der IL-B-Konzentration im Zell-
Uberstand. Die Gabe von AB(42-1) zu mit BzATP-stimulierten Zellen hatte ebenfalls
keine Wirkung. Die Inhibition der BzATP-induzierten IL-1p-Freisetzung durch ACh
wurde nicht verdndert durch AB(42-1). Auch eine Dosissteigerung in allen drei Ver-
suchsansatzen fuhrte zu keinem Effekt auf die IL-1p-Konzentration (Abbildung 12).
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Abbildung 12: Effekt unterschiedlicher Amyloid-p-(Ap)(42-1)-Konzentrationen auf
die Interleukin-(IL)-1p-Freisetzung von Lipopolysaccharid-(LPS)-vorstimulierten
U937-Zellen

U937-Zellen wurden fur 5 Stunden mit LPS inkubiert. Anschlieend wurden sie mit dem
P2X7-Rezeptor-Agonist Benzoylbenzoyl-Adenosintriphosphat (BzATP) fir 30 Minuten
stimuliert. Danach wurde die IL-1p-Konzentration im Uberstand gemessen.

Die zusitzliche Gabe von AB(42-1) bewirkte keine Anderung der IL-1B-Ausschiittung.

Die alleinige Stimulation durch AB(42-1) fihrte auch bei steigender Dosis zu keiner Erho-
hung der IL-1B-Ausschiittung.

AP(42-1) bewirkte ebenfalls keine Anderung der IL-1B-Ausschittung nach ACh-Gabe.
Mann-Whitney-U-Test; n = 2. Die Einzelwerte sind als Punkte dargestellt, die Balken ent-
sprechen den Medianen und die Antennen dem 25. und 75. Perzentil.

Teile der Daten wurden publiziert. Veréndert nach [77].
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Der prozentuale Anteil der LDH im Uberstand wurde mit der maximal méglichen LDH-
Freisetzung aus lysierten Zellen entsprechend 100% verglichen. Bei diesen Experimen-
ten wurden nie Werte von 6,51% Uberschritten. Die Mediane der LDH-Konzentrationen
der einzelnen Substanzkombinationen zeigten geringe Unterschiede bei Werten zwi-
schen 2,64% und 4,98%, sodass keine Abhangigkeit der LDH-Konzentration von der
Kombination der eingesetzten Chemikalien besteht (Abbildung 13).
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Abbildung 13: Laktatdehydrogenase-(LDH)-Freisetzung aus Lipopolysaccharid-
(LPS)-vorstimulierten und mit Benzoylbenzoyl-Adenosintriphosphat (BzATP) inku-
bierten U937-Zellen in Abh&ngigkeit von Amyloid-p (Ap)(42-1) und Acetylcholin
(ACh)

Die LDH-Konzentration wurde im Uberstand gemessen und ins Verhaltnis zur maximalen
Freisetzung aus lysierten Zellen gesetzt. Die mit LPS vorstimulierten Zellen waren tiber 30
Minuten mit BzZATP, AB(42-1) und ACh behandelt worden.

Teile der Daten wurden publiziert. Verandert nach [77].

4.1.4. AP(1-42) schwacht den inhibitorischen Effekt der nicht-
kanonischen NAChR-Agonisten auf die IL-1p-Freisetzung ab

Wie im Kapitel 1.3.1.2 beschrieben, kénnen die Substanzen PC, GPC und DPPC als
nicht-kanonische nAChR-Agonisten die BzATP-induzierte IL-1B-Freisetzung inhibie-
ren. Bisher wurde gezeigt, dass AP(1-42) den inhibitorischen Effekt des kanonischen
Agonisten ACh dosisabhangig aufheben kann. Die nachfolgenden Versuche wurden
durchgefuhrt, um zu ermitteln, ob AP(1-42) die inhibitorische Wirkung der nicht-
kanonischen nAChR-Agonisten ebenfalls beeinflussen kann.

Ahnlich wie durch ACh (7,5 uM; p < 0,05) wurde die BzATP-vermittelte IL-1p-
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Freisetzung durch PC (10 uM; p < 0,05), GPC (1 uM; p < 0,05) und DPPC (10 uM; p <
0,05) inhibiert. Es wurde jeweils die Substanzkonzentration gewéhlt, welche eine Re-
duktion der IL-1B-Ausschuttung zur halben Konzentration bewirkte. In der Tat wurde
der inhibitorische Effekt aller nNAChR-Agonisten in Anwesenheit von 2 uM AB(1-42)
abgeschwacht. Allerdings zeigte sich nur bei Gabe von AB(1-42) zu ACh (p < 0,05) und
PC (p < 0,05) ein signifikanter Unterschied in der IL-1B-Ausschittung (Abbildung 14).

Der prozentuale Anteil der LDH im Uberstand wurde mit der maximal méglichen LDH-
Freisetzung aus lysierten Zellen entsprechend 100% verglichen. Die Mediane der LDH-
Konzentrationen der einzelnen Substanzkombinationen zeigten geringe Unterschiede
mit Werten zwischen 1,77% und 2,80%, sodass keine Abhédngigkeit der LDH-
Konzentration von den verschieden kombinierten Chemikalien besteht (Abbildung 15).
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Abbildung 14: Amyloid-p (Ap)(1-42) schwacht die cholinerg-vermittelte Inhibition
der Benzoylbenzoyl-Adenosintriphosphat-(BzATP)-induzierten Interleukin-(IL)-1p-
Freisetzung aus U937-Zellen ab

U937-Zellen wurden fiir 5 Stunden mit Lipopolysaccharid (LPS) inkubiert. AnschlieRend
wurden sie mit dem P2X7-Rezeptor-Agonist BzZATP fir 30 Minuten stimuliert. Danach
wurde die IL-1p-Konzentration im Uberstand gemessen.

Die gewahlten Konzentrationen von Acetylcholin (ACh), Phosphocholin (PC), Glycero-
phosphocholin (GPC) und Dipalmitoylphosphatidylcholin (DPPC) fiihrten zu einer Reduk-
tion der IL-1B-Ausschittung auf die halbe Konzentration. AB(1-42) konnte die durch ACh
und PC induzierte Inhibition vollstandig aufheben.

Mann-Whitney-U-Test; n = 4, * p < 0.05. Die Einzelwerte sind als Punkte dargestellt, die
Balken entsprechen den Medianen und die Antennen dem Perzentilen 25. und 75.
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Abbildung 15: Laktatdehydrogenase-(LDH)-Freisetzung aus Lipopolysaccharid-
(LPS)-vorstimulierten und mit Benzoylbenzoyl-Adenosintriphosphat (BzATP) inku-
bierten U937-Zellen in Abhangigkeit von cholinergen Substanzen

Die LDH-Konzentration wurde im Uberstand von LPS-vorstimulierten und tber 30 Minu-
ten mit BzATP und Acetylcholin (ACh), Phosphocholin (PC), Glycerophosphocholin
(GPC) und Dipalmitoylphosphatidylcholin (DPPC), sowie Amyloid-p (Ap)(1-42) behan-
delten U937-Zellen gemessen und ins Verhaltnis zur maximalen Freisetzung aus lysierten
Zellen gesetzt.

4.1.4.1. Wirksamkeit von Ap(1-42) auf die nAChR-Agonisten GPC und

DPPC

Wie bereits im Kapitel 1.3.1.2 beschrieben, binden GPC und DPPC vor allem an
NAChRs mit den a9-/a10-Untereinheiten. Aufgrund der Eigenschaften von GPC und
DPPC wurden diese Substanzen verwendet, um die Interaktion von AB(1-42) an
nNAChRs mit den Rezeptoruntereinheiten a9 beziehungsweise a10 zu untersuchen. In
den Versuchen in 4.1.4 konnte die Gabe von 2 uM Ap(1-42) den inhibitorischen Effekt,
den 1 uM GPC beziehungsweise 10 UM DPPC auf die BzATP-vermittelte IL-1p-
Freisetzung auslost, nicht signifikant aufheben. Dennoch zeigte sich eine Tendenz, dass
AB(1-42) den inhibitorischen Effekt, der durch die Substanzen ausgeldst wird, beein-
flussen kann. Aufgrund dessen wurden weitere Versuche mit einer hoheren AB(1-42)-
Konzentration durchgefihrt (Abbildung 16).

Die Gabe von BzATP zu LPS-vorstimulierten U937-Zellen flihrte zu einer Freisetzung
von 56,89 pg/ml IL-1pB ins Zellkulturmedium. Fur GPC (10 uM) und DPPC (100 puM)
wurde eine Konzentration gewahlt, die eine vollstandige Inhibition dieser BzATP-

vermittelten IL-1B-Freisetzung bewirkt. Tatsachlich zeigte sich, dass die Konzentration
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von 5 uM AP(1-42) eine signifikante Abschwéchung der durch GPC (10 pM; p < 0,05)
und DPPC (100 pM; p < 0,05) ausgeldsten Verminderung der ATP-induzierten IL-1p-
Ausschuttung bewirkt. Die Reversibilitat war nicht vollstandig, sondern fuhrte zu Wer-
ten um die 26,54 pg/ml IL-1p (GPC) beziehungsweise 25,7 pg/ml IL-1p (DPPC), was
der halbmaximalen IL-1B-Konzentration entsprach (Abbildung 16).

Der prozentuale Anteil der LDH im Uberstand wurde mit der maximal méglichen LDH-
Freisetzung aus lysierten Zellen entsprechend 100% verglichen. Bei diesen Experimen-
ten wurden nie Werte von 10,93% uberschritten. Die Mediane der LDH-
Konzentrationen der einzelnen Substanzkombinationen zeigten geringe Unterschiede
mit Werten zwischen 1,21% und 7,18%, sodass keine Abhéangigkeit der LDH-
Konzentration von den verschiedenen Kombinationen der eingesetzten Chemikalien
besteht (Abbildung 17).
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Abbildung 16: Effekt von Amyloid-p (AB)(1-42) auf die durch Glycerophosphocholin
(GPC) und Dipalmitoylphosphatidylcholin (DPPC) ausgeldste Inhibition der Ben-
zoylbenzoyl-Adenosintriphosphat-(BzATP)-induzierten Interleukin-(IL)-1p-
Ausschittung aus U937-Zellen

U937-Zellen wurden fiir 5 Stunden mit Lipopolysaccharid (LPS) inkubiert. AnschlieRend
wurden sie mit dem P2X7-Rezeptor-Agonist BzATP fiir 30 Minuten stimuliert. Danach
wurde die IL-1p-Konzentration im Uberstand gemessen.

Die IL-1B-Freisetzung konnte durch GPC und DPPC inhibiert werden.

Die Applikation von AB(1-42) filhrte zu einer signifikanten Reversibilitat dieser Inhibition.
Mann-Whitney-U-Test; n =5, * p < 0.05. Die Einzelwerte sind als Punkte dargestellt, die
Balken entsprechen den Medianen und die Antennen dem 25. und 75. Perzentil.

Teile der Daten wurden publiziert. Ver&dndert nach [77].
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Abbildung 17: Laktatdehydrogenase-(LDH)-Freisetzung aus Lipopolysaccharid-
(LPS)-vorstimulierten und mit Benzoylbenzoyl-Adenosintriphosphat (BzATP) inku-
bierten Zellen in Abhé&ngigkeit von Glycerophosphocholin (GPC), Dipalmitoylphos-
phatidylcholin (DPPC) und Amyloid-§

Die LDH-Konzentration wurde im Uberstand gemessen und ins Verhltnis zur maximalen
Freisetzung aus lysierten Zellen gesetzt. Die LPS-vorstimulierten Zellen waren tber 30
Minuten mit BzATP, DPPC, GPC und Amyloid-p (AB)(1-42) behandelt worden.

Teile der Daten wurden publiziert. Verédndert nach [77].

4.1.5. Die Wirkung des partiellen Agonisten S 24795 an monozytéaren
NAChRs

Die Substanz S 24795 ist in der Literatur als partieller Agonist an der a7-Untereinheit
der nAChRs bekannt (siehe Kapitel 1.3.1.2). Daruiber hinaus wurde beschrieben, dass
die Substanz die Interaktion zwischen AB(1-42) und der a7-Untereinheit in Nervenzel-
len abschwécht [99]. Zur Prifung der Wirkung von S 24795 an monozytaren nAChRs
wurden die nachfolgenden Versuche durchgefiihrt.

Die Stimulation von LPS-vorbehandelten U937-Zellen mit BzZATP (100 uM, 30 Minu-
ten) fuhrte zur IL-1pB-Freisetzung ins Zellkulturmedium mit Werten um die 53,67 pg/ml.
Die Gabe von S 24795 (1 uM, 5 uM, 10 puM, 50 puM, 100 uM) fithrte zu einer dosisab-
hangigen Abnahme der IL-1B-Konzentration im Uberstand. Ein signifikanter Unter-
schied zeigte sich ab einer Konzentration von 50 uM (p < 0,05). Eine fast vollstdndige
Inhibition konnte bei Applikation von 100 uM S 24795 (p < 0,05) mit Werten um die
8,35 pg/ml IL-1p beobachtet werden. Die alleinige Applikation von 50 pM S 24795
ohne vorherige Stimulation der Zellen durch LPS und/oder ATP fuhrte nicht zu einer
IL-1B-Ausschuttung (Abbildung 18).

Der prozentuale Anteil der LDH im Uberstand wurde mit der maximal méglichen LDH-
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Freisetzung aus lysierten Zellen entsprechend 100% verglichen. Bei diesen Experimen-

ten wurden nie Werte von 5,71% Uberschritten. Die Mediane der LDH-Konzentrationen

der einzelnen Substanzkombinationen zeigten geringe Unterschiede, mit Werten zwi-

schen 1,50% bis 2,73%, sodass keine Abhangigkeit der LDH-Konzentration von den

verschieden kombinierten Chemikalien besteht (Abbildung 19).
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Abbildung 18: Inhibition der Benzoylbenzoyl-Adenosintriphosphat-(BzATP)-
induzierten Interleukin-(IL)-1p-Freisetzung aus U937-Zellen durch 2-[2-(4-

bromophenyl)-2-oxoethyl]-1-methyl pyridinium (S 24795)

U937-Zellen wurden fur 5 Stunden mit Lipopolysaccharid (LPS) inkubiert. AnschlieRend
wurden sie mit dem P2X7-Rezeptor-Agonist BzATP fir 30 Minuten stimuliert. Danach

wurde die IL-1p-Konzentration im Uberstand gemessen.

Die IL-1B-Ausschittung konnte durch S 24795 inhibiert werden.
Mann-Whitney-U-Test; n = 8, * p < 0.05. Die Einzelwerte sind als Punkte dargestellt, die
Balken entsprechen den Medianen und die Antennen dem 25. und 75. Perzentil.
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Abbildung 19: Laktatdehydrogenase-(LDH)-Freisetzung aus Lipopolysaccharid-
(LPS)-vorstimulierten und mit Benzoylbenzoyl-Adenosintriphosphat (BzATP) inku-
bierten U937-Zellen in Abhéngigkeit von 2-[2-(4-bromophenyl)-2-oxoethyl]-1-methyl
pyridinium (S 24795)

Die LDH-Konzentrationen im Uberstand wurden gemessen und ins Verhaltnis zur maxi-
malen Freisetzung aus lysierten Zellen gesetzt. Die mit LPS vorstimulierten Zellen waren
Uber 30 Minuten mit BzZATP und S 24795 behandelt worden.

4.1.6. AP(1-42) hebt die Wirkung von S 24795 an nAChRs auf

Nachdem gezeigt werden konnte, dass S 24795 dhnlich wie die oben genannten Choli-
nergika im Sinne eines vollwertigen nAChR-Agonisten die IL-1B-Ausschittung inhi-
biert, wurde untersucht, ob Ap(1-42) diese Inhibition riickgangig machen kann.

In den Versuchen zeigte sich, dass 5 uM AB(1-42) in der Lage war, die inhibitorische
Wirkung von S 24795 wieder aufzuheben. Die Applikation von AB(1-42) zu S 24795
(50 uM, 100 uM; p < 0,05) fuhrte zu einer vollstandigen Reversibilitdat mit den Werten
46,05 pg/ ml IL-1B (50 uM S 24795) beziehungsweise 54,25 pg/ ml IL-13 (50 pM S
24795) (Abbildung 20).
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Abbildung 20: Amyloid-p (Ap)(1-42) hebt die inhibitorische Wirkung von 2-[2-(4-
bromophenyl)-2-oxoethyl]-1-methyl pyridinium (S 24795) auf die Benzoylben-zoyl-
Adenosintriphosphat-(BzATP)-induzierte Interleukin-(IL)-1p-Freisetzung auf

U937-Zellen wurden fiir 5 Stunden mit Lipopolysaccharid (LPS) inkubiert. Anschlief}end
wurden sie mit dem P2X7-Rezeptor-Agonist BZATP fir 30 Minuten stimuliert. Danach
wurde die IL-1p-Konzentration im Uberstand gemessen.

Die IL-1B-Ausschiittung kann durch S 24795 inhibiert werden.

Die Applikation von AB(1-42) fuhrt zu einer signifikanten Reversibilitat der Inhibition.
Mann-Whitney-U-Test; n = 4, * p <0.05. Die Einzelwerte sind als Punkte dargestellt, die
Balken entsprechen den Medianen und die Antennen dem 25. und 75. Perzentil.

Teile dieser Daten wurden schon in Abbildung 18 gezeigt.

Der prozentuale Anteil der LDH im Uberstand wurde mit der maximal méglichen LDH-
Freisetzung aus lysierten Zellen entsprechend 100% verglichen. Bei diesen Experimen-
ten wurden nie Werte von 10,68% uberschritten. Die Mediane der LDH-
Konzentrationen der einzelnen Substanzkombinationen zeigten eine geringe Variabilitét
mit Werten zwischen 1,15% und 3,24%, sodass keine Abhangigkeit der LDH-
Konzentration von den verschiedenen Kombinationen der eingesetzten Chemikalien
besteht (Abbildung 21).
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Abbildung 21: Laktatdehydrogenase-(LDH)-Freisetzung aus Lipopolysaccharid-
(LPS)-vorstimulierten und mit Benzoylbenzoyl-Adenosintriphosphat (BzATP) inku-
bierten Zellen in Abh&ngigkeit von 2-[2-(4-bromophenyl)-2-oxoethyl]-1-methyl pyri-
dinium (S 24795) und Amyloid-f

Die LDH-Konzentration wurde im Uberstand gemessen und ins Verhltnis zur maximalen
Freisetzung aus lysierten Zellen gesetzt. Die LPS-vorstimulierten Zellen waren tber 30
Minuten mit BzATP, S 24795 und Amyloid-p(1-42) behandelt worden.

Teile dieser Daten wurden schon in Abbildung 19 gezeigt.

4.1.7. AP(1-42) hebt die inhibitorische Wirkung von CRP auf die
BzATP-induzierte IL-1p-Freisetzung auf

PC-gebundenes CRP kann im Sinne eines nicht-kanonischen nAChR-Agonisten die
BzATP-induzierte IL-1pB-Freisetzung in Monozyten inhibieren (siehe Kapitel 1.3.2). Da
AP(1-42) in der Lage war, die Wirkung aller bisher eingesetzten Agonisten wieder auf-
zuheben, wurde in diesem Versuch gepriift, ob dies auch fiir CRP gilt.

Ahnlich wie ACh (10 uM; p < 0,05), PC (100 puM; p < 0,05) und S 24795 (100 uM; p <
0,05) hatte auch CRP (5ug/ml; p < 0,05) einen vollstandig inhibitorischen Effekt auf die
IL-1B-Freisetzung. In der Tat wurde diese inhibitorische Wirkung von CRP in Anwe-
senheit von AB(1-42) vollstandig aufgehoben (p < 0,05) (Abbildung 22).

Der prozentuale Anteil der LDH im Uberstand wurde mit der maximal méglichen LDH-
Freisetzung aus lysierten Zellen entsprechend 100% verglichen. Bei diesen Experimen-
ten wurden nie Werte von 5,21% Uberschritten. Die Mediane der LDH-Konzentrationen

der einzelnen Substanzkombinationen zeigten eine geringe Variabilitat mit Werten zwi-
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schen 1,15% und 3,94%, sodass keine Abhéangigkeit der LDH-Konzentration von den
verschieden kombinierten Chemikalien besteht (Abbildung 23).
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Abbildung 22: Effekt von Amyloid-p (AB)(1-42) auf nikotinische Acetylcholinrezep-
tor-(nAChR)-Agonisten

U937-Zellen wurden fir 5 Stunden mit Lipopolysaccharid (LPS) inkubiert. AnschlieRend
wurden sie mit dem P2X7-Rezeptor-Agonist Benzoylbenzoyl-Adenosintriphosphat
(BzATP) fur 30 Minuten stimuliert. Danach wurde die Interleukin-(IL)-1B-Konzentration
im Uberstand gemessen.

Die IL-1p-Ausschittung kann durch Acetylcholin (ACh), Phosphocholin (PC), C-
reaktives Protein (CRP) und 2-[2-(4-bromophenyl)-2-oxoethyl]-1-methyl pyridinium (S
24795) inhibiert werden.

Die Applikation von AB(1-42) fuhrte zu einer signifikanten Reversibilitat dieser Inhibiti-
on.

Mann-Whitney-U-Test; n = 4, * p < 0.05. Die Einzelwerte sind als Punkte dargestellt, die
Balken entsprechen den Medianen und die Antennen dem 25. und 75. Perzentil.

Teile der Daten wurden publiziert. Verandert nach [77].
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Abbildung  23:  Laktatdehydrogenase-Freisetzung aus  Lipopolysaccharid-
vorstimulierten und mit Benzoylbenzoyl-Adenosintriphosphat inkubierten Zellen in
Abhéngigkeit von Cholinergika, C-reaktivem Protein, 2-[2-(4-bromophenyl)-2-
oxoethyl]-1-methylpyridinium und Amyloid-p

Die Laktatdehydrogenase-(LDH)-Konzentration wurde im Uberstand gemessen und ins
Verhdltnis zur maximalen Freisetzung aus lysierten Zellen gesetzt. Die Lipopolysaccharid-
(LPS)-vorstimulierten  Zellen waren (Uber 30 Minuten mit Benzoylbenzoyl-
Adenosintriphosphat (BzATP), Acetylcholin (ACh), Phosphocholin (PC), C-reaktives
Protein (CRP), 2-[2-(4-bromophenyl)-2-oxoethyl]-1-methyl pyridinium (S 24795) und
Amyloid-f (AB)(1-42) behandelt worden.

Teile der Daten wurden publiziert. Verandert nach [77].
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4.2. Experimente mit PBMCs

4.2.1. APB(1-42) hebt den inhibitorischen Effekt von PC auf die
BzATP-induzierte IL-1p-Freisetzung durch humane PBMCs
auf

Als letztes wurde untersucht, ob AB(1-42) an nAChRs peripherer mononuklearer Zellen
die inhibitorische Wirkung von cholinergen Substanzen auf die BzATP-vermittelte 1L-
1B-Freisetzung ebenfalls antagonisieren kann. Dazu wurden humane PBMCs aus dem
Blut von Probanden isoliert und wéahrend des Isolierungsprozesses mit 5 ng/ml LPS
behandelt.

Wie erwartet, war die spontane IL-1B-Sekretion dieser Zellen auf einem niedrigen Ni-
veau. Durch Stimulation mit BzATP (100 uM; 30 Minuten) konnte eine Erhéhung die-
ser IL-1B-Sekretion erreicht werden. Zur besseren Vergleichbarkeit wurde diese
BzATP-induzierte IL-1B-Freisetzung als 100% gesetzt. Alle nachfolgend bestimmten
Werte wurden in Relation dazu gesetzt und konnten somit zwischen den Probanden
verglichen werden.

Die IL-1B-Freisetzung konnte durch PC (200 uM; p < 0,05) inhibiert werden. Ahnlich
wie in den Versuchen mit U937-Zellen, konnten 5 uM AB(1-42) diesen inhibitorischen
Effekt von PC riickgangig machen.

Um zu untersuchen, ob PC seine Wirkung tatséchlich tiber nAChRs entfaltet, wurden
die Conopeptide ArIB und RglA4 eingesetzt. ArIB ist ein spezifischer Antagonist an
der a7-Untereinheit des nAChR. RglA4 ist ebenfalls ein spezifischer Antagonist an
nAChRs, interagiert allerdings mit der a9- und a10-Untereinheit [31]. ArIB (500 nM; p
< 0,05) und RglA4 (50 nM; p < 0,05) wurden 10 Minuten vor PC-Gabe appliziert. Bei-
de Conopeptide konnten den inhibitorischen Effekt von PC auf die BzATP-induzierte
IL-B-Freisetzung wieder aufheben. Des Weiteren zeigte sich, dass die alleinige Applika-
tion von APB(1-42) sowie ArlB und RglA4 ohne vorherige BzATP-Stimulation keinen
Einfluss auf IL-1B-Freisetzung hatten (Abbildung 24).

Der prozentuale Anteil der LDH im Uberstand wurde mit der maximal moglichen LDH-
Freisetzung aus lysierten Zellen entsprechend 100% verglichen. Bei diesen Experimen-
ten wurden nie Werte von 10% uberschritten. Die Mediane der LDH-Konzentrationen

der einzelnen Substanzkombinationen zeigten geschlechtsunabhangig eine geringe Va-
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riabilitat mit Werten zwischen 1% und 7%, sodass keine Abhangigkeit der LDH-
Konzentration von den verschieden kombinierten Chemikalien besteht (Abbildung 25).
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Abbildung 24: Amyloid-p (AB)(1-42) und Conopeptide hemmen die inhibitorische
Wirkung durch Phosphocholin (PC) auf die Interleukin-(IL)-1B-Freisetzung aus Lip-
opolysaccharid-(LPS)-vorstimulierten mononukledaren Zellen des peripheren Blutes
(PBMCs)

Benzoylbenzoyl-Adenosintriphosphat (BzATP) induziert eine Ausschittung von IL-1p aus
mit LPS vorstimulierten PBMCs ins Zellkulturmedium. Diese Ausschittung kann durch
PC reversibel inhibiert werden.

Die Applikation von AB(1-42) fihrt zu einer signifikanten Reversibilitat dieser Inhibition.
Der gleiche Effekt wird nach Applikation der Conopeptide RglA4 und [V11L;V16D]ArIB
(ArlIB) beobachtet.

Die Gabe von AB(1-42), Rg1A4 und ArIB zu LPS-vorstimulierten Zellen ohne Stimulation
durch BzATP bewirkte keine Konzentrationserhéhung von IL-1p.

Mann-Whitney-U-Test; n =5, 6, 7, * p < 0.05. Die Einzelwerte sind als Punkte dargestellt,
die Balken entsprechen den Medianen und die Antennen dem 25. und 75. Perzentil.

Teile dieser Daten wurden publiziert. Verandert nach [77].
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Abbildung 25: Laktatdehydrogenase-(LDH)-Freisetzung aus Lipopolysaccharid-
(LPS)-vorstimulierten und mit Benzoylbenzoyl-Adenosintriphosphat (BzATP) inku-
bierten Zellen in Abhéngigkeit von Phosphocholin (PC), Amyloid-p (Ap)(1-42), RglA4
und [V11L;V16D]ArIB (AriIB)

Die LDH-Konzentration wurde im Uberstand gemessen und ins Verhéltnis zur maximalen
Freisetzung aus lysierten Zellen gesetzt. Die LPS-vorstimulierten Zellen waren ber 30
Minuten mit BzZATP, PC, AB(1-42), RglA4 und ArlIB behandelt worden.

Teile dieser Daten wurden bereits publiziert. Verandert nach [77].

R.Ogiemwonyi-Schaefer Seite 45



5. Diskussion

5.1. APP und seine Spaltprodukte sind evolutionsbiologisch hoch

konserviert

Das Transmembranprotein APP und seine Spaltprodukte sowie nAChRs sind evoluti-
onsbiologisch hochkonservierte Molekule, die sich vermutlich vor der Entwicklung
eines Nervensystems gebildet hatten [18]. Da APP ein hdufiges Ziel verschiedener En-
zyme ist, dlrfte, wie bereits in Kapitel 1.4.1 beschrieben, die Wirkung &uRerst vielfaltig
ausfallen. APP-Molekile lassen sich auBer im Gehirn auch in den Nieren, in Endothe-
lien und in Thrombozyten nachweisen [18]. Daraus l&sst sich ableiten, dass die ur-
sprungliche Funktion in der Regulation eines ubiquitdr vorkommenden Systems, wie
beispielsweise dem Immunsystem, liegen dirfte [64, 69].

APP kann durch diverse Enzyme in multiple Spaltprodukte gespalten werden. Das be-
kannteste Spaltprodukt von APP ist das Peptid AB(1-42), welches in der Pathogenese
der AD eine zentrale Rolle spielt. Bisher wurde die Interaktion zwischen AB(1-42) und
der a7-Untereinheit der nAChRs im Rahmen der Alzheimerforschung beschrieben. In
dieser Arbeit konnten wir zeigen, dass AP(1-42) seine Wirkung als Antagonist der cho-
linergen Inhibition an monozytdren nAChRs mit den Untereinheiten a7, 09 und/oder
al0 entfaltet. Nach vorheriger Hemmung durch nAChR-Agonisten bewirkte Ap(1-42)
eine erneute IL-1p -Ausschuttung. Folglich wurde mit dieser Arbeit eine neue immun-

modulierende Wirkung dieses Peptids beschrieben.

5.2. Immunologische Wirkung von AB(1-42)

Lange war man davon ausgegangen, dass immunologische Reaktionen im ZNS auf-
grund der Blut-Hirn-Schranke von denen des peripheren Immunsystems getrennt waren.
Inzwischen ist klar, dass Mediatoren des peripheren Immunsystems auch im ZNS ge-
funden werden kénnen — sowohl bei physiologischen als auch pathologischen Gesund-
heitszustdnden. AB(1-42) beeinflusst in erheblichem MaRe die Immunantwort der mo-
nozytaren Mikroglia [33, 87].

Die hier durchgefiihrten Versuche konnten zeigen, dass AB(1-42) in der Lage ist, die IL-
1B-Konzentration zu erhdhen, nachdem die BzATP-induzierte Ausschuttung zuvor
durch cholinerge Substanzen inhibiert worden war. Die IL-13-Konzentration stieg durch

Gabe von AP(1-42) dosisabhdngig wieder an. Die Experimente wurden mit AP(1-42)
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durchgefuhrt. Als Kontrollpeptid diente sein Isomer reverse AB(42-1), welches die IL-
1B-Konzentration nicht beeinflusste (Kapitel 4.1.3).

Ahnlich wie von Lorton et al. bereits fur THP-1-Zellen gezeigt, hat AB(1-42) auch in
unseren Experimenten eine immunmodulierende Wirkung auf LPS-vorstimulierte mo-
nozytare Zellen [57]. Im Unterschied zu den von uns verwendeten U937-Zellen zeich-
nen sich die THP-1-Zellen durch eine erhdhte Phagozytosefahigkeit und einen unter-
schiedlichen Ursprung und Differenzierungsgrad aus [11, 62].

5.3. Wirkungsmechanismus von AB(1-42) in monozytaren Zellen

Wie im Kapitel 1.2.3 erklart, spielt die Aktivierung des NLRP3-Inflammasoms eine
zentrale Rolle in der Bildung und Ausschuttung von reifem IL-1f [33].

Halle et al. zeigten 2008, dass AP(1-42) Uber eine NLRP3-Inflammasomaktivierung zur
IL-1B-Ausschuttung fuhrte [33]. Phagozytiertes AB(1-42) fuhrte intrazellular zur Lyso-
somzerstorung und damit zur Freisetzung lysosomalen Inhalts. Der exakte Mechanis-
mus konnte nicht abschlieend geklart werden, es wurde jedoch vermutet, dass aus den
Lysosomen freigesetzte Proteine zur Inflammasomaktivierung fiihrten.

Unsere Versuche konnten diesen Wirkmechanismus von AB(1-42) in Monozyten weder
bestatigen noch widerlegen. In den in Kapitel 4.1.2 beschriebenen Versuchen, fiihrte die
alleinige Applikation von AB(1-42) nicht zu einer IL-1p-Freisetzung. Damit kann davon
ausgegangen werden, dass keine Inflammsomaktivierung stattgefunden hatte.

Eine mdgliche Erklarung hierfir konnte eine zu kurze Stimulationszeit (30 Minuten)
sein. Diese kurze Zeitdauer war vermutlich nicht ausreichend, um eine lysosomale Zer-
stérung zu bewirken. Somit konnten die Freisetzung von lysosomalen Stoffen und die
anschliefende Aktivierung des NLRP3-Inflammasoms nicht stattfinden. Eine andere
Erklarung ware, dass in unseren Versuchen AB(1-42) in nicht-fibrillarer Form eingesetzt
wurde, wahrend Halle et al. in ihren Versuchen fibrillares AB(1-42) verwendeten.

Bei Annahme, dass AB(1-42) in den vorgelegten Versuchen nicht zu einer Inflamma-
somaktivierung fihrte, stellt sich die Frage, wie AB(1-42) nach vorheriger Hemmung
durch cholinerge Substanzen eine erneute IL-1B-Freisetzung bewirken konnte. Erste
Hinweise auf die Beantwortung dieser Frage sind im Jahre 2000 von Wang et al. gelie-
fert worden. Sie zeigten, dass AB(1-42) kompetitiv an die a7-Untereinheit des nAChR
binden konnte [100]. Im Folgejahr wiederum wurde von Liu et al. eine nicht-
kompetitive Bindung von APB(1-42) an die a7-Untereinheit des nAChR beschrieben
[55]. In jedem Fall zeigten beide Arbeiten, dass die Bindung von AB(1-42) an die a7-
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Untereinheit mit hoher Affinitat erfolgte. Die Untersuchungen beider Arbeiten sind an
Nervenzellen vorgenommen worden, was die Ubertragbarkeit der Ergebnisse auf mo-
nozytéare Zellen einschréankt. Denn wéhrend die nAChRs auf den verwendeten Nerven-
zellen funktionell lonenkanéle sind, konnte unsere Arbeitsgruppe zeigen, dass sie auf
Monozyten eine metabotrope Funktion haben [103]. Auch unsere Ergebnisse bei Mo-
nozyten bestatigen eine Interaktion von AB(1-42) mit den nAChRs. Dennoch lassen sich
aus unseren Versuchen keine genauen Wirkungsmechanismen oder Interaktionen von
AB(1-42) ableiten und es bleibt offen, ob AB(1-42) von intra- oder extrazellular wirkte.
Erste Erklarungsansatze konnten die Versuche von Halle et al. und Lorton et al. liefern.
Beide Arbeiten erfolgten an Monozyten und wiesen folgende Parallelen auf: Erstens,
dass AB(1-42) als zweites Signal wirkte, da die Zellen zuvor mit LPS stimuliert wurden
und erst die Gabe von AP(1-42) die IL-1B-Freisetzung bewirkte. Und zweitens, dass
AB(1-42) von den Monozyten phagozytiert werden musste, um seine Wirkung entfalten
zu konnen [34, 57].

Sollte AB(1-42) auch in unseren Versuchen phagozytiert worden sein, besteht die Mog-
lichkeit, dass es intrazellulér als allosterischer Inhibitor an den nAChRs fungiert und die
cholinergen Substanzen von den Rezeptoren verdrdngt hat. Ein solcher nicht-
kompetitiver Mechanismus zeigte sich in den Versuchen von Liu et al. an Nervenzellen
[55]. Damit lieRe sich auch erklaren, warum Ap(1-42) alleine keinen Effekt auslost,
sondern erst nachdem die nAChRs zuvor durch die cholinergen Substanzen aktiviert
worden waren. Weitere Arbeiten werden bendtigt, um den genauen Wirkungsmecha-

nismus von AB(1-42) in monozytéren Zellen zu erkléren.

5.4. Interaktion von AB(1-42) mit den nAChRs

Aufgrund der eingeschréankten Aussagefahigkeit von Experimenten mit Zelllinien
(U937), wurden zusétzlich PBMCs gesunder Probanden eingesetzt. Die Versuche mit
PBMCs erfolgten mit PC, dem Hauptbestandteil der monozytaren nicht-kanonischen
nAChR-Agonisten. In den Versuchen wurde die Wirkung der Conopeptide AriB und
RglA4 mit der Wirkung von AB(1-42) verglichen.

Wie bereits im Kapitel 1.3.1.2 beschrieben, entfaltet PC seine inhibitorische Wirkung
tiber a7-, 09- und/oder a10-Untereinheiten des NAChR. Die im Kapitel 4.1.4 beschrie-
benen Versuche zeigten, dass AB(1-42) in der Lage war, diesen inhibitorischen Effekt
von PC auf die BzATP-induzierte IL-1p-Freisetzung wieder aufzuheben. AB(1-42) ver-
hielt sich damit ahnlich antagonistisch wie die Conopeptide ArIB (a7-spezifisch) und
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RglA4 (a9/a10-spezifisch). Vergleicht man diese Ergebnisse mit den in Kapitel 4.2.1
beschriebenen Resultaten, wird Klar, dass AB(1-42) in U937-Zellen und PBMCs diesel-
be Wirkung entfaltete.

Auch wenn APB(1-42) in der Lage war, die inhibitorische Wirkung aller eingesetzten
nAChR-Agonisten aufzuheben beziehungsweise abzuschwdachen und somit vermutlich
mit den a7-, a9- und al0-Untereinheiten interagierte, so deuten die Versuche an, dass
die Bindung an die a7-Untereinheit mit hoherer Affinitat als an den anderen nAChR-
Untereinheiten (09/a10) erfolgte. Dies zeigten die Experimente mit GPC und DPPC
(Kapitel 1.3.1.2). GPC und der Surfactantbestandteil DPPC inhibierten die BzATP-
induzierte IL-1pB-Freisetzung a7-unabhéngig [5, 103].

Die Versuche im Kapitel 4.1.4 zeigten, dass bereits niedrige Konzentrationen von AB(1-
42) (2 uM) zu einer signifikanten Aufhebung der durch ACh und PC ausgeldsten Inhi-
bition der BzATP-induzierten IL-1B-Freisetzung fihrten. Diesen Effekt konnte man bei
Applikation von 2 uM AP(1-42) zu GPC und DPPC nicht beobachten. Nach vollstéandi-
ger Inhibition der BzATP-induzierten IL-1p-Freisetzung durch GPC und DPPC, fihrte
nur eine hohe Dosis von AB(1-42) (5 UM) zu einer statistisch signifikanten Aufhebung
der durch beide Substanzen ausgeldsten Inhibition der IL-1B-Freisetzung. Nach Gabe
von 5 uM Ap(1-42) zu den beiden cholinergen Substanzen (GPC und DPPC), wurde die
IL-1B-Konzentrationen im Uberstand jeweils halbiert (Kapitel 4.1.4.1). Im Gegensatz
dazu, fuhrte die Applikation von 5 uM ApB(1-42) zu ACh und PC zu einer vollstandigen
Aufhebung der durch beide Substanzen ausgeldsten Inhibition der BzZATP-induzierten
IL-1B-Freisetzung.

Die vorliegenden Ergebnisse zeigen, dass AB(1-42) anders als in Neuronen [55] in mo-
nozytaren Zellen sowohl mit den a7-, als auch mit den a9- und a10-Untereinheiten der
nAChRs interagieren kann. Auch wenn die Ergebnisse dieser Arbeit nicht beweisend
dafur sind, dass AB(1-42) die starkste Affinitdt zur a7-Untereinheit des NAChR besitzt,
zeigen die vorliegenden Ergebnisse eine deutliche Tendenz in diese Richtung: Die
Hemmung der BzATP-induzierten IL-1p-Freisetzung durch ACh und PC, welche neben
der 09- und al0- auch Uber die a7-Untereinheit vermittelt wird [103], konnte durch
AP(1-42) vollstandig aufgehoben werden (Kapitel 4.1.4).

5.5. S 24795 wirkt als kompletter Agonistam nAChR

Die bisher diskutierten cholinergen Substanzen (PC, ACh, DPPC, GPC) wurden auf-
grund ihrer Fahigkeit, die BzATP-induzierte IL-1pB-Freisetzung vollstdndig zu inhibie-
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ren, als Agonisten an monozytaren nAChRs beschrieben.

Die Substanz S 24795 wurde in der Literatur als Partialagonist am nAChR beschrieben
[56]. In unseren Versuchen wurde diese Substanz ursprunglich zur Untersuchung der
Interaktion von AB(1-42) mit der a7-Untereinheit des NAChR in Monozyten eingesetzt,
da in der Literatur gezeigt werden konnte, dass S 24795 einerseits als Modulator an der
a7-Untereinheit fungiert [56] und andererseits Uber eine direkte Interaktion mit der
APBis20-Region von AB(1-42) eine Dissoziation des Molekiils von der o7-Untereinheit
bewirken konnte und damit die neurotoxische Wirkung von AB(1-42) reduzieren konnte
[98].

Uberraschenderweise zeigten die vorliegenden Experimente, dass S 24795 nicht als
partieller Agonist wirkte, sondern als kompletter Agonist seine Wirkung entfaltete —
zumindest an den monozytaren metabotropen nAChRs. S 24795 konnte die IL-1B-
Freisetzung dosisabhangig vollistandig inhibieren (Kapitel 4.1.5). Somit wurde erstmals
eine neue Wirkung von S 24795 beschrieben.

Weitere Versuche mit S 24795 und AP(1-42) zeigten, dass AB(1-42) auch hier in der
Lage ist, die inhibitorische Wirkung von S 24795 auf die BzATP-induzierte IL-1B-
Freisetzung wieder aufzuheben (Kapitel 4.1.6). S 24795 verhielt sich damit analog zu
den cholinergen Substanzen. Dadurch, dass die alleinige Applikation von AB(1-42) in
unseren Versuchen keinen Effekt ausldste, war es nicht moglich, die von Wang et al.
beschriebene Entdeckung, dass S 24795 AB(1-42) von der a7-Untereinheit des NAChR
in Neuronen verdréngt, zu beobachten [99]. Stattdessen zeigten unsere Versuche er-
staunlicherweise das Gegenteil: In monozytdaren Zellen verdrangt AB(1-42) S 24795
vom nAChR. Es werden weitere Untersuchungen benétigt, um das Zusammenspiel bei-

der Substanzen miteinander genauer zu charakterisieren.

5.6. AP(1-42) antagonisiert die Wirkung von CRP am nAChR

Die in der Literatur beschriebene Wirkung von S 24795 an ionotropen nAChRs &hnelt
der von Richter et al. beschriebenen Wirkung von CRP in elektrophysiologischen Ver-
suchen. In ihren Versuchen war CRP in der Lage, einen durch Cholin induzierten Strom
zu reduzieren. Die Autoren folgerten daraus, dass CRP im Sinne eines stillen oder parti-
ellen Agonisten fungiere [78]. Diese Ahnlichkeit von S 24795 und CRP, als Partialago-
nisten an ionotropen nAChRs, filhrte zu der Uberlegung, ob AB(1-42) auf ahnliche Wei-
se die Wirkung von CRP an monozytéren nAChRs beeinflussen kénnte.

Tatsachlich zeigten die vorliegenden Versuche erstmalig, dass die Applikation von
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AP(1-42) die IL-1B-Konzentration nach vorheriger Hemmung der BzATP-induzierten
IL-1B-Freisetzung durch PC-gebundenes CRP steigerte (Kapitel 4.1.7). Aufgrund der
zentralen Stellung von CRP im Immunsystem stellt diese Erkenntnis eine wichtige Ent-
deckung dar. Es sind bereits verschiedene pro- und antiinflammatorische Wirkungen
von CRP beschrieben worden [6, 92]. Auch bezogen auf die IL-1B-Freisetzung existie-
ren unterschiedliche Ergebnisse beziiglich der CRP-Wirkung: Wahrend beispielsweise
Hanriot et al. zeigen konnten, dass CRP selbst eine IL-1p-Ausschiittung in Monozyten
induzieren kann [35], zeigten die Versuche von Eklund et al., dass IL-1p eine CRP-
Freisetzung induzieren kann [22]. Angenommen, dass IL-1p die CRP-Freisetzung indu-
ziere und CRP wiederum, wie in unseren Versuchen, die IL-1B-Freisetzung inhibiere,
ware die Schlussfolgerung von Richter et al., dass CRP im Sinne eines negativen Feed-
backs, die IL-1B-Freisetzung hemme und daher die Immunreaktion begrenze, nur folge-
richtig [78]. Insgesamt stellen die Wirkungen und Interaktionen von CRP ein sehr kom-
plexes Thema dar, da CRP in einer Vielzahl von Reaktionen im Korper involviert ist,
die entweder auf direktem oder indirektem Wege mit IL-1p zusammenhéngen.

Unsere Beobachtung, dass AB(1-42) die Wirkung von PC-gebundenem CRP an den
nAChRs vollstandig antagoniseren konnte, ist im Kontext von immunologischen Reak-
tionen eine wichtige Beobachtung. Damit konnte AB(1-42) in den negativen Feedback-
Mechanismus von CRP eingreifen und dadurch die Regulation einer Immunantwort

beeintrachtigen.

5.7. Kilinische Bedeutung und Ausblick

Die vorliegenden Versuche konnten einige neue Erkenntnisse bezlglich der Wirkung
von AP(1-42) und dessen Interaktion mit cholinergen Substanzen und dem Akute-
Phase-Protein CRP liefern. Es zeigte sich, dass AB(1-42) die BzATP-induzierte IL-1p-
Freisetzung beeinflusste und zumindest in den hier vorliegenden Versuchen eine proin-
flammatorische Wirkung hatte.

Mithilfe dieser Ergebnisse konnte eine neue Mdglichkeit gezeigt worden sein, die Ab-
laufe einer Immunreaktion genauer zu charakterisieren, da Hinweise existieren, dass
AB(1-42) auch im Blut zirkuliert [101]. Wie bereits im Kapitel 1.4.1 beschrieben, kann
AP(1-42) von fast allen Kdrperzellen gebildet werden, da das Enzym BACE und das
Vorlauferprotein APP in fast allen Korperzellen exprimiert werden. Daruber hinaus ist
beschrieben, dass selbst APP die IL-1pB-Freisetzung in Monozyten induzieren kann [87].

Anhand dieser Erkenntnisse ergibt sich die Notwendigkeit zu untersuchen, welche Wir-
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kung eine langandauernde Applikation von AB(1-42) zu Monozyten auslosen kdnnte
und ob sich die hier gezeigte proinflammatorische Wirkung von AB(1-42) allgemein auf
das Immunsystem im Menschen bertragen lasst.

Unter der Annahme, die hier beschriebene Wirkung von AB(1-42) gelte auch in vivo,
hatte man neue Erkenntnisse zu den Ablaufen und Regulationen in Entziindungsprozes-
sen gewonnen. Ein besseres Verstandnis dieser Abldufe konnte die Grundlage neuer
therapeutischer Ansdtze in der Therapie eines SIRS liefern. Vor allem die genauere
Charakterisierung der Wirkung von AB(1-42) am nAChR, ist essentiell und konnte

wichtig fir zukinftige immunmodulatorische Therapieansatze sein.
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6. Schlussfolgerung

Aus Vorarbeiten war bereits bekannt, dass fur die Sekretion von reifem IL-1p aus hu-
manen Monozyten zwei Signale bendtigt werden. Das erste Signal kann beispielsweise
LPS aus der Zellwand gramnegativer Bakterien sein. Diese Substanz bindet mit Hilfe
von CD14 und dem Adapterprotein MD-2 (myeloid differentiation factor 2) an den
TLR-4 und induziert so die Synthese von pro-IL-1pB. Das zweite Gefahrensignal, bei-
spielsweise extrazellulares ATP, fihrt zur Aktivierung des NLRP3-Inflammasoms, wel-
ches wiederum die Caspase-1 aktiviert. Aktiviertes Caspase-1 spaltet IL-1 aus der pro-
Form, welches anschlieBend sezerniert wird und systemisch wirksam ist.

In diese Reaktionskette kdnnen cholingruppen-tragende Substanzen eingreifen: Der
ATP-Rezeptor P2X7 und nAChRs konnen sich gegenseitig negativ beeinflussen,
wodurch eine Aktivierung der nAChRs zu einer verminderten Aktivitat von P2X7 fihrt
und damit auch die IL-1p-Freisetzung herabsetzt wird.

Die Hypothese, dass AB(1-42) als proinflammatorisches Protein die cholinerge Inhibiti-
on der ATP-vermittelten NLRP3-Aktivierung und damit die IL-1p-Freisetzung aus mo-
nozytaren Leukozyten moduliert, konnte bestatigt werden. Die vorliegenden Ergebnisse
zeigen, dass APB(1-42) die durch CRP und cholinerge Substanzen ausgeléste Inhibition
der BzATP-vermittelten IL-1B-Freisetzung aufheben kann. Der genaue Wirkmechanis-
mus, ob AB(1-42) als allosterischer oder kompetitiver Inhibitor die Wirkung der choli-
nergen Substanzen am nAChR antagonisiert, bleibt jedoch unklar. Was aber gezeigt
werden konnte ist, dass AP(1-42) auch in Monozyten eine hohe Affinitdt zur ao7-
Untereinheit der nAChRS besitzt.

Hiermit ist ein neuer proinflammatorischer Wirkmechanismus identifiziert worden, der
durch AB(1-42) ausgeldst wird. Diese Erkenntnis kann zukinftig der pharmakologi-
schen Entwicklung neuer antiinflammatorischer Therapiestrategien im Rahmen von
Entzundungserkrankungen dienen, da AB(1-42) ein ubiquitar vorhandenes Molekil ist.
Weitere Arbeiten werden bendtigt, um die genaue Interaktion zwischen AB(1-42) und

der a7-Untereinheit des nAChR zu untersuchen.
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7. Zusammenfassung

7.1. Modulation cholinerger Inhibition der IL-1p-Sekretion von

mononukledren Leukozyten durch Ap(1-42)

Hintergrund: Aufgrund der vielfaltigen proinflammatorischen Eigenschaften von In-
terleukin-1p (IL-1pB) spielt dieses Zytokin eine wichtige Rolle in der Pathogenese von
SIRS (systemic inflammatory response syndrome). Agonisten an den Untereinheiten o7
und a9 der nikotinischen Acetylcholinrezeptor (NAChR) sind in der Lage die ATP-
induzierte NLRP3-abhangige IL-1B-Ausschiittung von humanen Monozyten zu inhibie-
ren.

Im Gehirn interagieren die nAChRs mit Amyloid-p (1-42), welches ein Spaltprodukt
vom APP (amyloid precursor protein) ist und eine zentrale proinflammatorische Rolle
in der Alzheimererkrankung (AD) spielt.

Hier wird die Hypothese uberpruft, dass Amyloid-f (1-42) die cholinerge Inhibition der

ATP-vermittelten NLRP3-Aktivierung in proinflammatorischer Wirkung moduliert.

Methoden: Lipopolysaccharid-stimulierte monozytare U937-Zellen und primére huma-
ne Monozyten wurden mit dem P2X7-Rezeptoragonist 2°(3’)-O-(4-benzoyl-
benzoyl)ATP trieethylammonium Salz (BzATP) aktiviert und anschlielend mit Amy-
loid-B, ACh, PC, S 24795 und CRP behandelt. Die IL-1B-Konzentration wurde im
Uberstand mittels ELISA gemessen. Reverse Amyloid-p (42-1)-Peptide dienten als

Kontrolle.

Ergebnisse: Amyloid-p (1-42) inhibierte dosisabhangig die antiinflammatorische Wir-
kung von ACh, PC und CRP. Alle drei Substanzen sind Agonisten von monozytéren
a7-nAChR. Im Gegensatz dazu konnte Amyloid-f seinen proinflammatorischen Effekt
nicht wieder ausiiben, wenn die 09-nAChR-Agonisten Gylcerophosphocholin oder Di-

palmitoyl-Phosphatidylcholin verwendet wurden.

Schlussfolgerung: Hier wird erstmals eine neue proinflammatorische Wirkung von
Amyloid-f (1-42) gezeigt, die eine monozytére IL-1p-Freisetzung ausldst, trotz Vor-

handensein von nAChR-Agonisten.
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7.2. AP(1-42) modulates the cholinergic inhibition of ATP-

mediated IL-1p release

Background: Interleukin-1p (IL-1B) is one key cytokine in the pathogenesis of SIRS,
exerting numerous proinflammatory effects. As shown recently agonists of the nicotinic
acetylcholine receptor (nAChR) subunits a7 and o9 are able to inhibit the ATP-
mediated NLRP3 dependent IL-1p release in human monocytes. In brain nAChRs inter-
act with Amyloid-p (1-42), a cleavage product of Amyloid Precursor Protein, which is
known to play a proinflammatory role in Alzheimer’s Disease.

Here, we hypothesize that amyloid-p (1-42) modulates the cholinergic inhibition of
ATP-mediated IL-1p release.

Methods: Lipopolysaccharide-primed monocytic U937 cells were activated with the
P2X7 receptor agonist 2’(3’)-O-(4-benzoyl-benzoyl)ATP trieethylammonium salt
(BzATP) in the presence or absence nAChR agonists and amyloid-p-(1-42). Concentra-

tions of IL-1pB were measured in the cell culture supernatant.

Results: Amyloid-f (1-42) but not a corresponding control peptide with a reversed se-
quence dose-dependently inhibited the anti-inflammatory effect of acetylcholine and
phosphocholine, both agonists of monocytic a7*nAChR . In contrast, amyloid-p (1-42)
did not restore IL-1p secretion, when the a9* nAChR agonists glycerophosphocholine

or dipalmitoyl-phosphatidylcholine were used.

Conclusion: We discovered a novel pro-inflammatory function of amyloid-p (1-42) that

enables monocytic IL-1p release in despite of the presence of NAChR agonists.
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8. Abkirzungsverzeichnis

Tabelle 5: Abktirzungen und deren Bedeutung

Abkilrzung Bedeutung

AR Amyloid-Beta

ACh Acetylcholin

AD Alzheimererkrankung

AMPA a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-
iIsoxazolepropionic acid

AP-1 Aktivatorprotein-1

APH1 anterior pharynx-defective-1

APLP APP-like-protein

APP Amyloid precursor protein

AriB [V1iL, V16D]ArIB

ASC apoptosis-associated speck-like protein
containing a CARD

ATP Adenosintriphosphat

BACE [-site of APP cleaving enzyme

BzATP Benzoylbenzoyl-Adenosintriphosphat

ca” Calcium-lon

CARD Caspase recruitment Domane

CD14 cluster of differentiation 14

ChAT Cholinacetyltransferase

Cr Chlorid-lon

CO; Kohlenstoffdioxid

COX-2 Cyclooxygenase-2

CRP C-Reaktives Protein

CTF C-terminal fragment

DAMP damage associated molecular pattern

DNA Desoxyribonukleinsaure

DPPC Dipalmitoylphosphatidylcholin

eCRP endogenes C-reaktive Protein

EDTA Ethylendiamintetraacetat
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ELISA enzyme-linked immunosorbent assay
FCS Fetales Kalberserum

G-CSF Granulocyte-Colony Stimulating Factor
GPBC G protein-binding cluster

GPC Glycerophosphocholin

GSI v-Sekretase-Inhibitoren

H.0O Wasser

ICE Interleukin-1 converting enzyme

IL-1B Interleukin-18

IL-1R Interleukin-1-Rezeptor

IL-1Ra Interleukin-1 receptor antagonist
IL-18BP Interleukin 18 binding protein

IFN Interferon

IRAK Interleukin-1-receptor-associated-kinase
IRF3 Interferon regulatory factor 3

JAK2-/STAT3

Janus Kkinase 2/signal transducer and

activator of transcription 3

INK c-Jun N-terminal kinase

K Kalium-lon

KH,PO, Kaliumhydrogenphosphat

LDH Laktatdehydrogenase

LBP LPS-binding protein

LPS Lipopolysaccharid

LRP-1 LDL receptor-related-protein-1

LRR Leucine rich repeat

mAChR muskarinerger/muskarinischer  Acetyl-
cholinrezeptor

MD-2 myeloid differentiation factor 2

MLA methyllycaconitine

MyD88 differentiation primary response gene 88

Na* Natrium-lon

Na;HPO, Natriumhydrogenphosphat

nAChR nikotinischer Acetylcholinrezeptor
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NAD+ Nicotin-Adenin-Dinukleotid

NF«B nuclear  factor ,kappa-light-chain-
enhancer® of activated B-cells

NLR NOD-like-receptor

NLRP1/NALP1 NACHT, LRR, FIIND, CARD domain
and PYD domains-containing protein 1

NLRC4 NLR Family CARD Domain Containing
4

NLRP3 NACHT, LRR und PYD Region enthal-
tendes Protein 3

NO Stickstoffoxid

NOD Nukleotid-bindende  Oligomerisations-
doméne

P2R P2-Rezeptor

P2X7R P2X purinoreceptor 7

PAMP pathogen associated molecular pattern

PBMC peripheral blood mononuclear cells

PBS Phosphat gepufferte Salzl6sung

PC Phosphorylcholin

PRR Pathogen recognition receptors

PS Presenilin

PYD Pyrin-Doméne

rhAPC rekombinantes aktiviertes Protein C

rhCRP rekombinantes humanes C-reaktive Pro-
tein

S 24795 2-(2-(4-bromophenyl)-2-oxoethyl)-1-
methyl pyridinium

SAP Serum-Amyloid P

SAPP soluable Amyloid precursor protein

SIRS Systemic inflammatory response syn-
drome

TIR Toll-1L-Rezeptor

TLR Toll-Like-Rezeptor
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TNF-a Tumornekrosefaktor o

TRAF6 TNF Receptor Associated Factor 6

TRIF TIR domain-containing adaptor-inducing
IFN-B

ZNS Zentrales Nervensystem
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Sabine Stumpf und Sigrid Wilker genannt. Insbesondere Sigrid Wilker mdchte ich dan-
ken. Neben einer freundlichen und geduldigen Einarbeitung hatte ich jederzeit die Mo g-
lichkeit, mich mit meinen Fragen an sie zu wenden und von ihrem reichen Erfahrungs-

schatz zu profitieren.

AbschlieBend mochte ich mich bei meiner Familie bedanken, die mich immer uneinge-
schrénkt unterstitzt hat. Ihr habe ich meinen beruflichen und privaten Werdegang zu
verdanken. Auch sind mir meine Eltern bei der Fertigstellung der Arbeit stets mit Rat
und Tat zur Seite gestanden. Ein besonderer Dank gilt auch meiner Partnerin Romina

Zimmermann, die mir, seit wir uns kennen, immer den Riicken freigehalten hat.

Diese Arbeit ist meiner im Jahre 2019 verstorbenen GroRmutter, Mrs. Janet Ogiem-

wonyi, gewidmet. Sie hat maligeblich zur Bildung meiner Personlichkeit beigetragen.

Vielen Dank!
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