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1. Einleitung 
1.1 Aktivierung des angeborenen Immunsystems 

1.1.1 Mononukleäre Phagozyten 
Diese Arbeit konzentriert sich auf die mononukleären Phagozyten des angeborenen 

Immunsystems, insbesondere die Monozyten und Makrophagen. Monozyten entstehen 

aus Vorläuferzellen, den sogenannten Promonozyten, im Knochenmark und stellen die 

primäre Form mononukleärer Phagozyten im Blut dar (Jakubzick et al., 2017; Van Furth 

und Cohn, 1968). Sie zirkulieren für etwa 32 Stunden im Blut bevor sie in Gewebe und 

lymphatische Organe wandern (Sica et al., 2015; Van Furth und Cohn, 1968). Die im Blut 

zirkulierenden Monozyten werden in Menschen in 3 Subtypen eingeteilt. Ein Subtyp, die 

klassischen Monozyten, hat die Fähigkeit in Gewebe zu migrieren, während ein anderer 

Subtyp, die nicht klassischen Monozyten, die Endothelzellfunktion unterstützt und die 

Gefäßwände schützt (Jakubzick et al., 2017; Ziegler-Heitbrock et al., 2010). Der dritte 

Zelltyp sind die intermediären Monozyten, die eine Übergangsform zwischen den 

klassischen und den nicht klassischen Monozyten sind. Anhand der Ausprägung der 

Zelloberflächenmarker CD14 und CD16 (CD, cluster of differentiation) können die 

Monozytensubtypen eingeteilt werden und im Rahmen von durchflusszytometrischen 

Analysen identifiziert werden. Die klassischen Monozyten weisen eine hohe Expression 

von CD14 auf, aber keine Expression von CD16 (CD14⁺⁺, CD16⁻). Die intermediären 

Monozyten zeigen ebenfalls eine hohe Expression von CD14 und eine niedrige Expression 

von CD16 (CD14⁺⁺, CD16⁺). Die nicht klassischen Monozyten zeigen eine hohe 

Expression an CD16 und eine niedrige CD14 Expression (CD14⁺, CD16⁺⁺) (Ziegler-

Heitbrock et al., 2010). Lange Zeit wurde angenommen, dass Monozyten, die in Gewebe 

einwandern, sich zu Gewebsmakrophagen differenzieren und lediglich dadurch ihre 

Funktion in der Immunabwehr ausführen. Aktuelle Studien konnten zeigen, dass 

Monozyten auch in der Zirkulation im Blut immunologische Funktionen übernehmen 

(Jakubzick et al., 2017). 

Makrophagen weisen eine bedeutende Plastizität auf und reagieren auf Reize aus dem 

jeweiligen Gewebe mit dem Erwerb unterschiedlicher funktioneller Phänotypen. 

Entsprechend der Veränderungen in ihrer Umgebung können Makrophagen, stark 

vereinfacht gesehen, zu pro-inflammatorischen M1-Makrophagen (klassische Aktivierung) 

oder zu anti-inflammatorischen M2-Makrophagen (alternative Aktivierung) polarisieren 
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(Jakubzick et al., 2017; Martinez und Gordon, 2014; Shapouri‐Moghaddam et al., 2018; 

Sica und Mantovani, 2012). Ein wichtiger Aspekt der Makrophagen-Polarisierung ist die 

Veränderung der Expression von Zelloberflächenmarkern. M1-Makrophagen 

kennzeichnen sich durch eine Expression der Zelloberflächenmarker CD80, CD86 und 

CD16/32, während M2-Makrophagen eine Expression von CD206 und der 

zytoplasmatischen Arginase-1 zeigen (Yunna et al., 2020). Diese Marker werden bei der 

Unterscheidung der Makrophagensubtypen zum Beispiel im Rahmen von 

durchflusszytometrischen Analysen verwendet.   

Die Polarisierung zu M1-Makrophagen wird zum Beispiel durch die von TH₁-Zellen 

sezernierten Zytokine Interferon-γ (IFN-γ) und Tumornekrosefaktor-α (TNF-α) und/oder 

durch Lipopolysaccharid (LPS) aus der Zellwand gramnegativer Bakterien induziert 

(Martinez und Gordon, 2014; Shapouri‐Moghaddam et al., 2018). M1-Makrophagen 

stimulieren die Induktion und Aufrechterhaltung von Entzündungen durch die Sekretion 

pro-inflammatorischer Zytokine, wie IL-1β, IL-6, IL-12 (IL, Interleukin) und TNF-α 

(Martinez et al., 2009; Shapouri‐Moghaddam et al., 2018). Darüber hinaus sind M1-

Makrophagen in der Lage Effektormoleküle, wie Stickstoffmonoxid (NO) und reaktive 

Sauerstoffspezies (ROS) zu bilden, um Pathogene effektiv zu bekämpfen 

(Shapouri‐Moghaddam et al., 2018; Sica und Mantovani, 2012). 

M2-Makrophagen, die durch TH2-Zellen induziert werden können, wirken anti-

inflammatorisch und tragen zur Beendigung von Immunreaktionen bei (Gordon, 2003; 

Shapouri‐Moghaddam et al., 2018). M2-Makrophagen dämmen die Immunreaktion durch 

Sekretion anti-inflammatorischer Zytokine, wie IL-10, ein. Weiterhin fördern sie die 

Gewebereparatur, wirken angiogenetisch und hemmend auf die Antigenpräsentation 

(Shapouri‐Moghaddam et al., 2018). In infizierten Geweben dominieren darum zunächst 

die pro-inflammatorischen M1-Makrophagen, die den Wirt bei der Abwehr von 

Krankheitserregern unterstützen. Anschließend erfolgt die Polarisierung zu M2-

Makrophagen, um eine entzündungshemmende Reaktion auszulösen und beschädigtes 

Gewebe zu reparieren (Yunna et al., 2020).  

Sowohl Monozyten, als auch Makrophagen sind zur Phagozytose befähigt. Sie können 

Effektorzellen und Antigen-präsentierende Zellen sein und damit eine adaptive 

Immunantwort induzieren (Jakubzick et al., 2017). In diesem Zusammenhang ist die 

Produktion und Ausschüttung des pro-inflammatorischen Zytokins IL-1β von 

entscheidender Bedeutung. Dieses Zytokin reguliert die Intensität der Immunantwort. 

Allerdings führt ein Überangebot bzw. eine Dysregulation von IL-1β zu gravierenden 
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Konsequenzen, wie der Entwicklung eines lebensbedrohlichen SIRS (systemic 

inflammatory response syndrome) und einer Sepsis (siehe Kapitel 1.1.6). 

 

1.1.2 Ablauf der angeborenen Immunantwort 
Es gibt verschiedene Erklärungsansätze für die Funktionsweise des angeborenen 

Immunsystems. Janeway postulierte 1989, dass die Zellen des angeborenen Immusystems 

durch Pathogen-assoziierte molekulare Muster (pathogen-associated molecular patterns, 

PAMPs) erkannt und aktiviert werden (Janeway, 1989). PAMPs sind evolutionär stark 

konservierte überlebenswichtige Strukturen, die in verschiedenen Kompartimenten von 

Pathogenen vorkommen, was sie ideal als Erkennungsmerkmale macht. Zu den PAMPs 

zählen beispielsweise Glykolipide, Polysaccharide, Lipoproteine und Nukleinsäuren 

(Medzhitov und Janeway, 2000). PAMPs werden von Muster-erkennenden Rezeptoren 

(pattern recognition receptors, PRRs) erkannt, die von Monozyten, Makrophagen, 

dendritischen Zellen, aber auch B-, T-Zellen und vielen weiteren Zellen exprimiert werden 

(Kawai und Akira, 2010). Zu den PRRs gehören die an die Zellmembran gebundenen Toll-

like Rezeptoren (TLRs) und die C-Typ Lektin Rezeptoren (CLRs), im Zytosol 

vorkommende Nukleotid-bindende und oligomerisierende Domäne (NOD)-like Rezeptoren 

(NLRs) und die sezernierten Collectine (Iwasaki und Medzhitov, 2015; Martinon et al., 

2009). Einige Bereiche der Immunologie stellen das von Janeway vorgeschlagene DAMP-

Modell in Frage. Dazu gehören unter anderem Immunreaktionen aufgrund von 

Verletzungen und die Tolerierung apathogener Keime zum Beispiel im gastrointestinalen 

System (Broggi und Granucci, 2015; Martinon et al., 2009). 

1994 wurde von Matzinger eine alternative bzw. ergänzende Hypothese bezüglich der 

Aktivierung des angeborenen Immunsystems vorgeschlagen (Matzinger, 1994). Matzinger 

postulierte, dass das angeborene Immunsystem durch Schaden-assoziierte molekulare 

Muster (damage-associated molecular patterns, DAMPs) aktiviert wird, die von gestressten 

und geschädigten Körperzellen freigesetzt werden. Infolgedessen basiert die 

Immunreaktion in diesem Modell weniger auf dem Pathogen selbst, als auf dem Schaden, 

den es verursacht. Zu den DAMPs zählen unter anderem Harnsäurekristalle, extrazelluläres 

Adenosintriphosphat (ATP), freie DNA, high mobility group box protein 1, 

Hitzeschockproteine, sowie Bestandteile der extrazellulären Matrix wie Fibronectin und 

Heparansulfat (Bianchi, 2007; Gong et al., 2020; Martinon et al., 2009; Matzinger, 1994; 
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Tsan und Gao, 2004). Analog zu den PAMPs werden auch die DAMPs von PRRs erkannt 

und lösen weitgehend ähnliche Antworten aus (Matzinger, 2002; Schaefer, 2014). 

Die beiden anerkannten Modelle von Janeway und Matzinger sollten nicht als sich 

widersprechend betrachtet werden, sondern vielmehr als sich ergänzend. Beide Modelle 

unterstreichen die Notwendigkeit zweier Signale zum Auslösen einer Immunreaktion. Die 

aktuelle Forschung beschreibt ein Zwei-Faktoren-Modell. Ein PAMP, wie zum Beispiel 

LPS, ein bakterielles Endotoxin aus der Zellwand gramnegativer Bakterien (Raetz und 

Whitfield, 2002), kann bereits eine Immunreaktion auslösen. Ein zeitlich versetzt 

auftretendes DAMP, wie zum Beispiel extrazelluläres ATP aus geschädigten Zellen, führt 

dann zu einer fulminanten Entzündungsreaktion (Fontana und Vance, 2011; Gong et al., 

2020; Martinon et al., 2009). Ferner spielen der Ort der Aktivierung und der Zelltyp eine 

wichtige Rolle. Eine Pathogenerkennung im Blutkreislauf löst eine stärkere Immunantwort 

aus, als eine Erkennung an der Oberfläche der Mukosa. Ebenso ist die Immunreaktion, die 

von Gewebsmakrophagen ausgelöst wird, weniger stark, als die, die von im Blutkreislauf 

zirkulierenden Monozyten (Iwasaki und Medzhitov, 2015). 

 

1.1.3 Toll-like-Rezeptor-4-Signalkaskade 
TLRs wurden als erste unter den oben beschriebenen PRRs identifiziert und sind bis heute 

die am ausführlichsten beschriebenen PRRs (Kawasaki und Kawai, 2014). Die TLRs 

wurden erstmals in der Taufliege Drosophila melanogaster beschrieben (Lemaitre et al., 

1996). In Menschen wurden bisher 10 Mitglieder (TLR1-TLR10) dieser Rezeptorfamilie 

identifiziert (Kawai und Akira, 2010; Kawasaki und Kawai, 2014). TLRs können in der 

Zellmembran oder in der Membran intrazellulärer Zellkompartimente lokalisiert sein, 

wobei alle TLRs einen ähnlichen Aufbau aufweisen. Die gemeinsamen Strukturmerkmale 

aller TLRs sind die Leucin-reichen Wiederholungen (leucin-rich repeats, LRRs) in der 

Ektodomäne, die die Erkennung von DAMPs und PAMPs vermitteln, die 

Transmembrandomäne und die zytoplasmatische Toll/IL-1-Rezeptor (TIR)-Domäne, die 

die nachgeschaltete Signalübertragung initiiert (Fitzgerald und Kagan, 2020; Kawasaki und 

Kawai, 2014). 

Der TLR-4 gehört zu den membranständigen Rezeptoren der Zelloberfläche. Eine Vielzahl 

von Zellen exprimieren den TLR-4, wobei die höchste Expression in Monozyten und 

dendritischen Zellen gefunden wurde (Vaure und Liu, 2014). Einer der wichtigsten 

Liganden für den TLR-4 ist LPS (Kawasaki und Kawai, 2014). Daneben kann der TLR-4 
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auch endogene Liganden binden, wie die Hitzeschockproteine HSP60 und HSP70, 

Fibronectin, Hyaluronsäure und Heparansulfat (Arancibia et al., 2007).  

Für die Erkennung von LPS durch den TLR-4 sind die beiden Zelloberflächenproteine 

CD14 und MD-2 (Lymphozytenantigen 96) notwendig (Kawasaki und Kawai, 2014). 

Ebenso scheint das LPS-bindende Protein (LBP) bei der Bindung von LPS an den TLR-4 

von Bedeutung zu sein (Lu et al., 2008). Wenn LPS durch den TLR-4 erkannt wird, wird 

der TLR-4 durch Dimerisierung aktiviert. Die intrazelluläre Signalkaskade kann über 2 

Signalwege weitergeleitet werden. Einer davon erfolgt über das Adapterprotein MyD88 

(myeloid differentiation primary response 88), der andere über das Adapterprotein TRIF 

(TIR-domain-containing adapter-inducing interferon-β). 

Beim MyD88-abhängigen Signalweg werden IRAK-1 (interleukin-1 receptor associated 

kinase-1) und IRAK-4 (interleukin-1 receptor associated kinase-4) aktiviert und bilden 

gemeinsam mit MyD88 das Myddosom. Sie arbeiten zusammen mit TRAF6 (TNF-α 

receptor associated factor-6) und aktivieren TAK1 (TGF-β-activated kinase-1), was die 

beiden Transkriptionsfaktoren NF-κB (nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of 

activated B-cells) und AP-1 (Aktivatorprotein-1) rekrutiert.  

Beim MyD88-unabhängigen Signalweg kommt es über TRIF und seinem 

Verbindungsmolekül TRAM (TRIF-related adaptor molecule) zur Aktivierung von TRAF3 

(TNF-α receptor associated factor-3) und zur Rekrutierung des Transkriptionsfaktors IRF-3 

(Interferon-regulierender Faktor 3). Ähnlich dem MyD88-abhängigen Signalweg kann 

TRIF zeitlich verzögert über TRAF6 TAK1 aktivieren und zur Rekrutierung des 

Transkriptionsfaktors NF-κB führen (Kawasaki und Kawai, 2014; Lu et al., 2008). 

Beide Signalwege führen über die Aktivierung der Transkriptionsfaktoren AP-1, IRF-3 

und NF-κB zu einer verstärkten Transkription und Bereitstellung verschiedener pro-

inflammatorischer Zytokine, wie Pro-IL-1β (Kawasaki und Kawai, 2014), dem Vorläufer 

des biologisch aktiven Zytokins IL-1β (Cullen et al., 2015). Außerdem führen sie zu einer 

verstärkten Expression der Komponenten des NLRP3-Inflammasoms (Becker und O’Neill, 

2007; Broggi und Granucci, 2015).  

 

1.1.4 NLRP3-Inflammasom 
Erstmals wurden Inflammasome 2002 als entscheidender Bestandteil des angeborenen 

Immunsystems beschrieben (Martinon et al., 2002). Inflammasome sind intrazelluläre 

Multiproteinkomplexe, die über eine Aktivierung von inflammatorischen Caspasen zur 
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proteolytischen Aktivierung der pro-inflammatorischen Zytokine IL-1β und IL-18 sowie 

weiteren Proteinen führen (Martinon et al., 2009). Sie können zudem Pyroptose auslösen, 

eine spezielle Form des Zelltodes, die weitere Entzündungsreaktionen fördert (Broz und 

Dixit, 2016). Sie kommen vor allem in Monozyten und Makrophagen vor, wurden aber 

auch in Ephitelzellen (Winsor et al., 2019) und Osteoblasten (McCall et al., 2008) 

nachgewiesen. 

Der NLR (NOD-like Rezeptor), eine Untergruppe der PRRs, ist ein wesentlicher 

Bestandteil der Inflammasome. Alle humanen NLRs weisen einen ähnlichen Aufbau auf. 

Sie bestehen aus den folgenden 3 Strukturmerkmalen: 1. LRRs bilden die C-terminale 

Domäne, die der Erkennung und Bindung von Liganden dient. 2. Die NTP-ase Domäne 

umfasst NACHT (Akronym für NAIP (neuronal apoptosis inhibitory protein), CIITA 

(MHC class II transcription activator), HET-E (incompatibility locus protein from 

Podospora anserina) und TP1 (telomerase-associated protein)), die für die 

Oligomerisierung von entscheidender Bedeutung ist. 3. Die N-terminale Domäne kann je 

nach Inflammasom-Unterform eine PYD (pyrinhaltige Domäne), eine CARD (Caspase 

Rekrutierungsdomäne) oder eine BIR (Apoptose-inhibierende Domäne) enthalten. Sie 

übernehmen die Effektorfunktion (Martinon et al., 2009). Eine Unterfamilie der NLRs 

wird von NALP (NACHT, LRR and PYD domains-containing protein) gebildet. NALPs 

repräsentieren die größte Unterfamilie und werden im Menschen durch 14 Gene codiert 

(Martinon et al., 2009).  

Das NLRP3-Inflammasom, auch bekannt unter dem Namen NALP3-Inflammasom, ist 

bisher das am besten untersuchte Inflammasom. Es setzt sich zusammen aus NLRP3 und 

dem Adapterprotein ASC (apoptosis-associated speck-like protein containing a CARD), an 

das die Pro-Caspase 1 binden kann (Blevins et al., 2022; Schroder und Tschopp, 2010). 

ASC scheint ein entscheidender Bestandteil bei der Bildung des NLRP3-Inflammasoms zu 

sein. ASC enthält ein N-terminales PYD und ein C-terminales CARD (Martinon et al., 

2009). Die Aktivierung von NLRP3 führt zu dessen Oligomerisierung. Über die PYD-

Domäne interagiert NLRP3 mit der PYD-Domäne von ASC über eine PYD:PYD 

Interaktion. ASC rekrutiert über seine CARD-Domäne die CARD-Domäne der Pro-

Caspase-1 und bildet eine CARD:CARD Interaktion. Durch proteolytische Spaltung 

aktiviert sich die Caspase-1 selbst. Caspase-1 selbst hat die Fähigkeit durch proteolytische 

Spaltung Pro-IL-1β in die biologisch aktive Form IL-1β zu überführen, welches 

anschließend die Zelle verlassen kann (Schroder und Tschopp, 2010).  
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Das NLRP3-Inflammasom kann durch verschiedene Signale aktiviert werden. Hierzu 

zählen Bestandteile mikrobiellen, aber auch nicht-mikrobiellen Ursprungs. Mikrobielle 

Aktivatoren können doppelsträngige RNA, MDP (Muramyl-Dipeptid) und porenbildende 

bakterielle Toxine wie α-Hämolysin, Aerolysin und Nigericin sein (Martinon et al., 2009). 

Nicht-mikrobielle Aktivatoren umfassen unter anderem Asbest, Silizium und Aluminium 

(Dostert et al., 2008). Auch endogene Signale spielen eine entscheidende Rolle bei der 

Aktivierung. ATP (Gombault et al., 2013), Cholesterinkristalle (Duewell et al., 2010), β-

Amyloid (Halle et al., 2008) und Uratkristalle (Shi et al., 2010) sind einige Beispiele für 

endogene Aktivatoren des NLRP3-Inflammasoms. Die Mechanismen, die für die Bildung 

und Aktivierung von Inflammasomen verantwortlich sind, sind noch nicht vollständig 

verstanden und werden kontrovers diskutiert.  

In der gegenwärtigen Forschung werden 3 wesentliche Mechanismen, die zum 

Zusammenbau des NLRP3-Inflammasoms führen, diskutiert, die durch DAMPs und 

PAMPs induziert werden können: 1. Ionenflüsse aus der Zelle, induziert durch Ionenkanäle 

oder porenbildende Toxine. 2. Lysosomaler Schaden und Cathepsin-B-abhängige 

Prozessierung, induziert durch Phagozytose kristalliner Substanzen. 3. Reaktive 

Sauerstoffspezies und mitochondriale Dysfunktion (Blevins et al., 2022; Schroder und 

Tschopp, 2010).  

In dieser Arbeit wurden die NLRP3-Inflammasom-Aktivatoren ATP und Nigericin 

verwendet. Es ist bekannt, dass ATP bei Zellstress und Zelluntergang freigesetzt wird (Iyer 

et al., 2009; Martinon et al., 2009). Ebenso wurde gezeigt, dass humane Monozyten und 

Makrophagen als Reaktion auf verschiedene DAMPs, wie LPS und Uratkristalle, gezielt 

ATP freisetzen können (Gombault et al., 2013). Die Bindung von extrazellulärem ATP an 

den ionotropen Purinorezeptor P2X7 (P2X7R) führt unter anderem zu einer erhöhten 

Permeabilität der Zellmembran für Kalium (K⁺)-Ionen und damit zu deren Ausstrom in den 

Extrazellularraum. Pannexin-1 scheint diesen Mechanismus durch Ausstrom von 

intrazelluärem ATP autokrin und parakrin zu verstärken (Gombault et al., 2013; Piccini et 

al., 2008). Ein wichtiger Aktivator des NLRP3-Inflammasoms ist die Verringerung der 

intrazellulären K⁺-Konzentration (Katsnelson et al., 2015). Es wurde gezeigt, dass 

physiologische K⁺-Konzentrationen um 70 µM eine hemmende Wirkung auf die Bildung 

und Aktivierung des Inflammasoms haben (Pétrilli et al., 2007). Ein P2X7R-unabhängiger 

Aktivator des NLRP3-Inflammasoms ist das bakterielle Exotoxin Nigericin. Durch die 

Bildung von Poren in der Zellmembran ermöglicht auch Nigericin den Ausstrom von K⁺-

Ionen (Greaney et al., 2015). Ein durch Nigericin induzierter lysosomaler Zerfall und 
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Cathepsin-B-abhängige Prozessierung und Aktivierung des NLRP3-Inflammasoms werden 

in der gegenwärtigen Forschung ebenfalls diskutiert (Hentze et al., 2003). 

 

1.1.5 P2X7-Rezeptor-Signalkaskade 
Der P2X7R ist ein ATP-gesteuerter, nicht selektiver trimerer Ionenkanal und gehört in die 

Gruppe der purinergen Rezeptoren (Illes et al., 2021). Eine erste Klassifikation dieser 

Rezeptoren erfolgte 1976 durch Burnstock, welche bis heute noch Gültigkeit hat 

(Burnstock, 1976). Er teilte die purinergen Rezeptoren in 2 große Rezeptorfamilien auf, die 

P1- und P2-Purinorezeptoren. P1-Rezeptoren werden von Adenosin aktiviert und gehören 

zu den G-Protein gekoppelten Rezeptoren. P2-Rezeptoren werden vorwiegend durch 

extrazelluläres ATP aktiviert. Die Entdeckung ihrer grundlegend verschiedenen 

Signaltransduktionsmechanismen führte zur weiteren Untergliederung dieser 

Rezeptorklasse. Während P2Y-Rezeptoren (P2YR) G-Protein-gekoppelte Rezeptoren sind, 

handelt es sich bei den P2X-Rezeptoren (P2XR) um ligandengesteuerte Ionenkanäle 

(Abbracchio und Burnstock, 1994).  

Die Gruppe der P2XRs umfasst 7 verschiedene Ionenkanäle mit einer sehr kurzen 

Reaktionszeit von 10 ms, was nur auf den P2X7R nicht zutrifft (Bean, 1992; Di Virgilio et 

al., 2017). Die Aktivierung der P2XRs durch Bindung von ATP bewirkt den Einstrom von 

Natrium (Na⁺)-Ionen und Calcium (Ca²⁺)-Ionen, sowie den Ausstrom von K⁺-Ionen (Cekic 

und Linden, 2016). Unter den P2XRs nimmt der P2X7R eine Sonderstellung ein. Im 

Vergleich zu den anderen P2XR-Subtypen weist der P2X7R die niedrigste Affinität zu 

ATP auf (Illes et al., 2021). Für die Aktivierung sind hohe ATP-Konzentrationen im 

mikromolaren Bereich erforderlich, weshalb eine Aktivierung hauptsächlich in stark 

entzündetem Gewebe erfolgt. Darüber hinaus zeigt der P2X7R im Gegensatz zu den 

anderen P2XRs keine Desensibilisierung gegenüber von ATP (McCarthy et al., 2019). Ein 

weiterer Unterschied besteht darin, dass der P2X7R Poren bildet, die bei längerer 

Einwirkung von ATP eine Dilatation zeigen. Dies ermöglicht den Durchtritt von 

Substanzen bis 900 Da, einschließlich ATP (Adinolfi et al., 2018; Cekic und Linden, 2016; 

Di Virgilio et al., 2017). 

P2XRs sind homo- oder heterotrimere Proteine, wobei jedes Monomer eine Bindungsstelle 

für ATP aufweist (Nicke, 1998). Jedes Proteinmonomer weist einen ähnlichen Aufbau auf. 

Zwei Transmembrandomänen (TM1 und TM2) sind am Aufbau der Ionenpore beteiligt. 

Zwischen diesen hydrophoben Domänen liegt eine hydrophile extrazelluläre Schleife, die 
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aus etwa 280 Aminosäuren besteht. Auf dieser sind 14 Glycinreste, 6 

Glykosylierungsstellen und 10 Cysteinreste lokalisiert, die paarweise Disulfidbrücken 

bilden und die dreidimensionale Bindungsstelle für ATP ausbilden. Intrazellulär liegen der 

N-Terminus und der C-Terminus vor. Der N-Terminus ist in allen P2XRs gleich lang und 

enthält eine Proteinkinase-C-Phosphorylierungsstelle (Di Virgilio et al., 2017). Eine 

Besonderheit weist der P2X7R im C-terminalen Proteinabschnitt auf. Der C-Terminus ist 

bei diesem Rezeptor etwa 200 Aminosäuren länger als bei den anderen P2XRs. Es wird 

angenommen, dass der C-Terminus eine Vielzahl von Sequenzen enthält, über die er mit 

verschiedenen Proteinen interagieren kann und dass er verschiedene Aminosäurereste 

enthält, die mögliche Stellen für kovalente Proteinmodifikation darstellen (Costa-Junior et 

al., 2011). Der C-Terminus scheint an der Regulierung der Rezeptorfunktion, insbesondere 

an der fehlenden Desensibilisierung sowie an der Öffnung und Dilatation der Pore beteiligt 

zu sein (Becker et al., 2008; Costa-Junior et al., 2011; Di Virgilio et al., 2017). Der 

strukturelle Aufbau des C-Terminus wurde erst kürzlich durch Kryoeletronenmikroskopie 

von McCarthy et al. (2019) aufgeklärt (McCarthy et al., 2019). Es besteht aus 3 funktionell 

wichtigen Domänen: 1. Cystein-reiche Domäne, 2. zytoplasmatische Domäne und 3. 

Ballastregion, die einen Zinkionenkomplex und eine Guanosin-Nukleotid-Bindungsstelle 

enthält. Die zytoplasmatische Kappe stellt die Verbindung zum N-Terminus her und ist am 

Aufbau der Ionenpore beteiligt. McCarthy et al. (2019) konnten zeigen, dass die fehlende 

Desensibilisierung des P2X7R gegenüber ATP auf eine Palmitoylierung der Cystein-

reichen Domäne zurückzuführen ist. Die Cystein-reiche Domäne stellt eine Verbindung 

zwischen der TM2-Domäne und der zytoplasmatischen Kappe her. Proteinpalmitoylierung 

ist bekannt dafür, Ionenkanäle in Bezug auf die Proteinassemblierung, -reifung, -transport 

oder –einbau in die Membran zu regulieren (Naumenko und Ponimaskin, 2018; Shipston, 

2011). Bei dem P2X7R stellt eine Palmitoylierung der Cystein-reichen Region eine 

Verankerung des zytoplasmatischen Anteils der TM2-Domäne an der Zellmembran her 

und verhindert darüber eine Desensibilisierung. Die Funktion der Ballastregion ist noch 

unklar. 

Der P2X7R wird von fast allen Zellen des menschlichen Körpers exprimiert, wenn auch in 

unterschiedlichem Ausmaß (Illes et al., 2021). Immunzellen, wie Monozyten, 

Makrophagen, dendritische Zellen, B- und T-Lymphozyten zeigen die höchste Expression 

des Rezeptors (Di Virgilio et al., 2017; Lara et al., 2020). Die am besten charakterisierte 

Immunantwort im Zusammenhang mit der Stimulation des P2X7R ist die Aktivierung des 

NLRP3-Inflammasoms über eine Senkung der intrazellulären K⁺-Konzentration. Der 



10 
 

P2X7R gilt als der stärkste Aktivator der Reifung und Freisetzung von IL-1β und ist somit 

ein entscheidender Auslöser von Entzündungsreaktionen (Di Virgilio et al., 2017). Des 

Weiteren vermittelt der P2X7R die Freisetzung zusätzlicher pro-inflammatorischer 

Zytokine, Chemokine, die Differenzierung von T-Lymphozyten und den Zelltod (Illes et 

al., 2021). Während die Rolle des P2X7R im Immunsystem gut bekannt ist, ist sie in 

anderen Geweben noch unklar. Eine Beteiligung des Rezeptors an der Pathogenese 

kardiovaskulärer Erkrankungen (Shokoples et al., 2021) und der Tumorprogression (Lara 

et al., 2020), sowie der Schmerzverarbeitung (Inoue und Tsuda, 2021) werden diskutiert.  

 

1.1.6 Interleukin-1β 
IL-1β ist ein potentes pro-inflammatorisches Zytokin, das eine entscheidende Rolle im 

Rahmen von Entzündungsreaktionen spielt und verschiedene Wirkungen auf eine Vielzahl 

von Zellen ausübt (Kaneko et al., 2019). IL-1β wird sowohl von Zellen des angeborenen 

als auch des adaptiven Immunsystems sezerniert, wobei die Monozyten, Makrophagen und 

dendritischen Zellen als Hauptproduzenten dieses Zytokins gelten (Dinarello, 2009; 

Garlanda et al., 2013). Daneben konnte eine Freisetzung von IL-1β auch bei Epithelzellen, 

Keratinozyten, Fibroblasten, Synoviozyten, Neuronen und Gliazellen beobachtet werden 

(Kaneko et al., 2019; Ren und Torres, 2009).  

1974 wurden erstmals von Dinarello et al. 2 verschiedene „human leukocytic pyrogens“ 

vorgestellt, die als wichtige Faktoren für die Entwicklung von Fieber angesehen wurden 

(Dinarello et al., 1974). 1985 gelang die Isolierung und Sequenzanalyse von 2 Molekülen, 

die seitdem als IL-1α und IL-1β bekannt sind (March et al., 1985). IL-1α und IL-1β 

gehören zu der IL-1-Familie, die heute insgesamt 11 Mitglieder umfasst (Dinarello, 2009, 

2011). Obwohl IL-1α und IL-1β eine geringe Homologie in Bezug auf ihre 

Aminosäuresequenz (27%) zeigen, binden sie beide an dieselben Rezeptoren und 

vermitteln dieselbe biologische Reaktion (Kaneko et al., 2019). IL-1α wirkt hauptsächlich 

lokal in infizierten Geweben, wohingegen IL-1β eher systemische Wirkungen zeigt 

(Dinarello, 1998, 2005). Derzeit sind 10 verschiedene IL-1-Rezeptortypen (IL-1R) bekannt 

(Boraschi et al., 2018). IL-1β bindet an die Rezeptoren IL-1R1 und IL-1R2. Während die 

Bindung an den IL-1R1 ein Signal auslöst, führt die Bindung an den IL-1R2 zu keiner 

Signalweiterleitung. Der IL-1R2 gilt deshalb als Decoy-Rezeptor und fungiert als 

natürlicher Inhibitor (Dinarello, 2005).  
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IL-1β nimmt zahlreiche wichtige Funktionen im Organismus im Rahmen der Infektabwehr 

wahr. Dazu gehört unter anderem die Induktion der Synthese der Cyclooxygenase-2 und 

der induzierbaren Stickstoffmonoxid-Synthase (iNOS), die jeweils zu einer vermehrten 

Freisetzung von Prostaglandin-E2 oder NO führen (Dinarello, 2005). Prostaglandin-E2 

führt im Gehirn zu einer Sollwerterhöhung der Körperkerntemperatur und dadurch zur 

Entwicklung von Fieber (Dinarello, 2009). Die vermehrte Freisetzung von NO führt in der 

Peripherie zur Verringerung des Gefäßwiderstandes und darüber zu einer Senkung des 

Blutdrucks. Im Knochenmark führt IL-1β zur Rekrutierung von neutrophilen Granulozyten 

und Thrombozyten in die Blutbahn (Dinarello, 2005). Außerdem führt IL-1β zur 

Freisetzung von Chemokinen, Adhäsionsmolekülen und weiteren Zytokinen, wie IL-6 und 

TNF-α (Dinarello, 2005, 2009). 

Allerdings wird eine unkontrollierte Freisetzung von IL-1β auch mit der Entwicklung einer 

Vielzahl von Erkrankungen in Verbindung gebracht. Dazu gehören unter anderem die 

rheumatoide Arthritis, Gicht, chronisch entzündliche Darmerkrankungen, Atherosklerose, 

SIRS oder Sepsis (Dinarello, 2005; Epstein et al., 1993; Garlanda et al., 2013; Mantovani 

et al., 2019). Zudem wurde eine Beteiligung von Il-1β am Progress und der Invasivität in 

verschiedenen Tumoren nachgewiesen, wie dem Mammakarzinom (Wu et al., 2018). 

Folglich erfüllt IL-1β einerseits lebenswichtige Funktionen für den Organismus in Bezug 

auf die Infektabwehr, kann jedoch bei einem Überschuss auch zu lebensbedrohlichen 

Zuständen, wie der SIRS und Sepsis führen. Die Tatsache, dass für die Reifung und 

Freisetzung von IL-1β 2 Stimuli erforderlich sind, zeigt, wie wichtig eine strenge 

Regulierung dieses Zytokins für den Organismus ist. Aus dem Grund ist die Aufklärung 

von Mechanismen, die eine strikte Kontrolle der Reifung und Freisetzung von IL-1β 

regulieren von immenser Bedeutung und therapeutischem Interesse.  

 

1.1.7 Cholinerge Kontrolle der Interleukin-1β-Freisetzung 
Um lebensbedrohliche Entzündungsprozesse zu verhindern hat das Immunsystem 

verschiedene Mechanismen entwickelt, um die Reifung und Freisetzung von IL-1β zu 

kontrollieren. Ein Mechanismus in murinen und humanen Monozyten, der die ATP-

vermittelte NLRP3-Inflammasom Aktivierung und damit einhergehend Reifung und 

Freisetzung von IL-1β inhibiert, erfolgt über nikotinische Acetylcholinrezeptoren 

(nAChRs) (Hecker et al., 2015).  
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Acetylcholin (ACh) gehört zu den ersten Neurotransmittern, die sowohl im zentralen als 

auch im peripheren Nervensystem identifiziert wurden (Kawashima, 2000). ACh und ACh-

synthetisierende Enzyme wurden aber auch in verschiedenen Lebensformen ohne 

Nervensystem nachgewiesen, was eine weitere nicht-neuronale Funktion erahnen ließ. 

Heute ist bekannt, dass ACh von weiteren nicht-neuronalen Zellen, wie Lymphozyten, 

Leukozyten und Endothelzellen exprimiert wird und eine Vielzahl weiterer 

physiologischer Funktionen im Organismus erfüllt (Hecker et al., 2009; Kawashima et al., 

2012, 2015). Eine wichtige Funktion von ACh außerhalb des Nervensystems ist seine anti-

inflammatorische Eigenschaft (Kawashima et al., 2012). Außerdem konnte mit 

verschiedenen Techniken die Expression von nAChRs außerhalb des Nervensystems in 

Immunzellen nachgewiesen werden (Kawashima, 2000).  

Die ATP-vermittelte Reifung und Freisetzung von IL-1β über den P2X7R ist ein wichtiger 

Teilaspekt in der Regulation dieses Zytokins. Hecker A. et al. (2015) konnten zeigen, dass 

ACh die ATP-vermittelte IL-1β-Freisetzung in murinen und humanen Monozyten 

inhibieren kann. Außerdem konnten sie zeigen, dass nAChRs an dieser Inhibierung 

beteiligt sind (Hecker et al., 2015). Diese unkoventioenellen nAChRs enthalten die 

Untereinheiten α7, α9 und/oder α10 (Hecker et al., 2015; Itier und Bertrand, 2001; Zoli et 

al., 2018). Ein weiterer Unterschied zwischen den klassischen und unkonventionellen 

nAChRs liegt in den grundlegend verschiedenen Signaltransduktionsmechanimen, die nach 

der Bindung der Liganden ausgelöst werden. Die Aktivierung der typischen nAChRs durch 

Bindung von ACh führt zu einer Permeabilitätserhöhung für Na⁺-, K⁺- und Ca²⁺-Ionen. 

Diese Ionenströme lösen klassicherweise eine Depolarisation der Zellmembran aus (Itier 

und Bertrand, 2001). Die nAChRs, die an der Inhibierung der ATP-induzierten Freisetzung 

von IL-1β beteiligt sind, weisen keine ionotropen Eigenschaften auf. Vielmehr wird von 

einer unkonventionellen metabotropen Aktivierung ausgegangen, die zu einer Inhibierung 

des P2X7R führt. Durch diesen metabotropen Signalweg kann der P2X7R nicht mehr 

ionotrop auf ATP reagieren. Somit wird die Aktivierung des NLRP3-Inflammasoms und 

die proteolytische Spaltung von Pro-IL-1β in seine aktive Form gehemmt (Hecker et al., 

2015; Richter et al., 2016). Neben ACh konnten weitere konventionelle und 

unkonventionelle nikotinische Agonisten identifiziert werden, die die ATP-vermittelte IL-

1β-Freisetzung in Monozyten und Makrophagen über die Bindung an nAChRs inhibieren 

können. Hierzu zählen Nikotin (Nic), Cholin (Cho), Phosphocholin (PC), PC-haltige 

Moleküle wie Glycerophosphocholin (GPC), Lysophosphatidylcholin (LPC), sowie der 

Surfactantbestandteil Dipalmitoylphosphatidylcholin (DPPC) (Backhaus et al., 2017; 
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Hecker et al., 2015; Richter et al., 2016, 2018; Zakrzewicz et al., 2017). Interessanterweise 

konnte ebenso gezeigt werden, dass einige Akute-Phase-Proteine, die im Rahmen von 

Entzündungsreaktionen sezerniert werden, ebenso nAChRs aktivieren und die ionotrope 

Funktion des P2X7R hemmen können. Dazu gehören C-reaktives Protein (CRP), α1-

Antitrypsin (AAT) und sekretorische Leukozytenprotease-Inhibitor (SLPI) (Richter et al., 

2018; Siebers et al., 2018; Zakrzewicz et al., 2019). CRP, AAT und SLPI scheinen ein Teil 

der negativen Rückkopplungsschleife zu sein und den Wirt vor einer systemischen 

Hyperinflammation zu schützen (Richter et al., 2022).  

Die cholinerge Kontrolle der IL-1β-Freisetzung ist von hoher biomedizinischer Relevanz, 

da die für Krankheitserreger typischen ATP-unabhängigen Signalkaskaden zur 

Inflammasom-Aktivierung nicht beeinträchtigt werden. In der akuten Phase von Traumata 

und größeren chirurgischen Eingriffen ist die Abwehr gegen Infektionen wünschenswert, 

wohingegen traumabedingte sterile Entzünden möglichst vermieden werden sollten. 

Allerdings ist die Signalkaskade zwischen der metabotropen Aktivierung der nAChRs, die 

zu einer Inhibierung der ionotropen Funktion des P2X7R führt, noch nicht ausreichend 

geklärt und bedarf weiterer Untersuchungen. 
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1.2 NO-Synthasen 

1.2.1 Isoformen und Expression der NO-Synthasen 
In Säugetieren werden 3 Isoformen von NO-Synthasen (NOS) unterschieden: die 

neuronale NOS (nNOS; NOS I), die induzierbare NOS (iNOS, NOS II) und 

die endotheliale NOS (eNOS; NOS III) (Förstermann und Sessa, 2012). Durch 

differentielles Spleißen können aus den entsprechenden Genen weitere NOS-Isoformen 

generiert werden (Daff, 2010). Trotz ihrer unterschiedlichen Lokalisation, katalytischen 

Eigenschaften und physiologischen Funktionen weisen die 3 NOS Isoformen eine 

Homologie der Aminosäuresequenz von 51 bis 57 % auf (Alderton et al., 2001).  

Alle 3 NOS Isoformen katalysieren die Reaktion aus L-Arginin zu NO und L-Citrullin und 

weisen einen ähnlichen Aufbau auf. Alle NOSs bilden ein Dimer aus 2 identischen 

Monomeren. Jedes NOS-Monomer besteht aus 2 unterschiedlichen Domänen: die C-

terminale Reduktase-Domäne und die N-terminale Oxygenase-Domäne. Beide Domänen 

werden durch eine Calmodulin-Bindungsstelle miteinander verbunden. Die Reduktase-

Domäne wird von einer Reihe von redoxaktiven Cofaktoren, wie Nikotinamid-Adenin-

Dinukleotid-Phosphat (NADPH), Flavin-Adenin-Dinukleotid (FAD) und Flavin-

Mononukleotid (FMN) gebildet, die ein Elektron seriell weiterleiten. Die Oxygenase-

Domäne, beinhaltet ein Zinkion, den redoxaktiven Cofaktor Tetrahydrobiopterin (BH₄), 

Häm und das Substrat L-Arginin. Über das Zinkion erfolgt die Dimerisierung der beiden 

NOS-Monomere. BH₄ spielt eine wesentliche Rolle bei der Kopplung zwischen der 

Reduktase- und Oxygenase-Domäne. Es überträgt das Elektron von FMN aus der 

Reduktase-Domäne zum Häm der Oxygenase-Domäne. Dies führt zu einer Reduktion des 

Eisens im Häm, das dann einen Komplex mit molekularem Sauerstoff bilden kann. Dieser 

Komplex oxidiert die Guanidin-Einheit des Substrats L-Arginin und führt zur Produktion 

von NO und L-Citrullin (Alderton et al., 2001; Andrew, 1999; Förstermann und Sessa, 

2012). 

Die beiden NOS-Isoformen eNOS und nNOS werden konstitutiv exprimiert und ihre 

Aktivität wird posttranslational reguliert durch Phosphorylierung, S-Nitrosylierung, 

Proteininteraktionen, Verfügbarkeit der Cofaktoren und Substrate, sowie durch den 

Calciumspiegel (Fernando et al., 2019). Im Gegensatz zu der eNOS und der nNOS ist die 

iNOS eine nicht konstitutiv vorkommende Isoform. Die Expression von der iNOS wird 

induziert durch verschiedene Entzündungssignale, wie die Zytokine IL-1β und IFN-γ und 
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bakterielle Bestandteile, wie LPS. Während die eNOS und nNOS geringe Mengen an NO 

produzieren,  produziert die iNOS eine um den Faktor 10³ höhere Menge (Fernando et al., 

2019).  

Je nach Lokalisation und Isoform der NOS ist NO an verschiedenen physiologischen 

Funktionen des Körpers beteiligt (Bruckdorfer, 2005). Die nNOS ist die erste NOS-

Isoform, die aus Gehirngewebe isoliert und kloniert wurde (Bredt et al., 1990, 1991). 

Daneben konnte nNOS durch immunhistochemische Analysen auch im Rückenmark, in 

sympatischen Ganglien, in Macula densa-Zellen der Niere, den Insulin-produzierenden 

Zellen der Bauchspeicheldrüse, den glatten Muskelzellen der Blutgefäße und Epithelzellen 

verschiedener Organe nachgewiesen werden (Förstermann et al., 1994), wobei die größte 

Quelle für nNOS gemessen an der Gewebemasse die Skelettmuskulatur ist (Nakane et al., 

1993). Im zentralen Nervensystem vermittelt NO verschiedene physiologische Funktionen, 

wie die Gedächtnisbildung, Lernprozesse und Neurogense (Zhou und Zhu, 2009). NO ist 

ebenso an der Regulation des Blutdrucks und der Verarbeitung von Schmerz beteiligt 

(Snyder & Bredt, 1992; Togashi et al., 1992). Im peripheren Nervensystem wird NO als 

Neurotransmitter von vielen Nerven freigesetzt. Diese Nerven sind nicht nur an der 

Verringerung des Tonus verschiedener Arten glatter Muskulatur, einschließlich der  

Blutgefäße beteiligt, sondern nehmen auch verschiedene Funktionen im 

Gastrointestinaltrakt, im respiratorischen System und bei der Peniserektion ein 

(Förstermann und Sessa, 2012; Li und Förstermann, 2000).  

Die eNOS wird hauptsächlich in den Endothelzellen von Blutgefäßen exprimiert (Knowles 

und Moncada, 1994). Zudem wurde die eNOS auch in Kardiomyozyten, in Thrombozyten, 

Neuronen des Gehirns, Synzytiotrophoblasten der menschlichen Plazenta und in 

Tubuluszellen der Niere nachgewiesen (Förstermann und Sessa, 2012). Als Reaktion auf 

einen chemischen oder physikalischen Stress, wie Scherstress, bilden Endothelzellen NO, 

was zur Vasodilatation führt. Dies ist für die Steuerung des Blutflusses und des Blutdrucks 

von entscheidender Bedeutung (Huang et al., 1995; Shesely et al., 1996). NO gilt zudem 

als potenter Inhibitor der Thrombozytenaggregation und -adhäsion sowie der 

Leukozytenadhäsion (Kubes et al., 1991). Darüber hinaus wurde gezeigt, dass NO die 

DNA-Synthese und die Proliferation von glatten Gefäßmuskelzellen hemmt (Furchgott, 

1999; Garg und Hassid, 1989; Nakaki et al., 1990).  

Obwohl die Expression von iNOS hauptsächlich in Immunzellen, insbesondere den 

Makrophagen identifiziert wurde, kann die Expression dieser Isoform durch Induktion via 

Zytokine und bakterieller Bestandteile in praktisch jeder Zelle erfolgen (Förstermann und 
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Sessa, 2012). Einmal aktiviert produziert die iNOS große Mengen an NO und nimmt 

wichtige Funktionen in der Immunregulation ein (Nussler und Billiar, 1993). Während NO 

einerseits antimikrobiell wirkt, führen große Mengen an NO zur Zellschädigung und 

Gewebezerstörung. NO ist für die Zytotoxizität von Makrophagen gegenüber von 

Bakterien, Viren und Tumorzellen verantwortlich. Die zytotoxische und zytostatische 

Wirkung von NO beruht auf einer Hemmung von Enzymen der Atmungskette und DNA-

Synthese und damit Hemmung der Replikation und Vermehrung der Zielzellen 

(Förstermann und Sessa, 2012; Nguyen et al., 1992).  

 

1.2.2 Signaltransduktion von Stickstoffmonoxid und 
Peroxynitrit 

 

Seit seiner Entdeckung durch Furchgott RF. et al. vor über 30 Jahren gilt NO nachwievor 

als eines der am meisten untersuchten Moleküle im Bereich der biomedizinischen 

Wissenschaft (Fernando et al., 2019; Furchgott et al., 1984). NO ist eine sehr reaktive 

Verbindung mit einer kurzen Halbwertszeit von wenigen Sekunden (Kelm, 1999). Wie 

bereits in Kapitel 1.2.1 beschrieben, nimmt NO verschiedene physiologische Funktionen 

im Organismus ein, wie der Neurotransmission, Muskel- und Gefäßdilatation, sowie 

Immunregulation.  

Es wurden 2 verschiedene Wege der NO-Signalübertragung beschrieben: die klassiche und 

die nicht-klassische Signalweiterleitung. Bei der klassischen Signalübertragung aktiviert 

NO die lösliche Guanylatzyklase, welche die Synthese von zyklischem 

Guanosinmonophosphat (cGMP) aus Guanosintriphosphat (GTP) katalysiert. Als second-

messenger vermittelt cGMP unter anderem die Aktivierung der cGMP-abhängigen 

Proteinkinase G. Diese senkt die K⁺- und Ca²⁺-Konzentration im Zytosol, sodass es zur 

Hyperpolarisation der Zelle kommt, was die Neurotransmission in Neuronen und Senkung 

des Tonus in Gefäßen fördert. Die nicht-klassische Signalübertragung beinhaltet die 

posttranslationale S-Nitrosylierung an Cysteinresten von Proteinen durch NO (Fernando et 

al., 2019). Aus früheren Studien geht hervor, dass die S-Nitrosylierung ein ubiquitärer 

Regulierungsmechanimus für die Konformationsänderung und Funktion von Proteinen ist. 

Viele Prozesse, darunter die Transkription, Reparatur von DNA-Schäden, Zellwachstum 

und –differenzierung und Apoptose werden durch die S-Nitrosylierung reguliert. Auf der 

anderen Seite wird eine Fehlregulation dieser Modifikation mit der Pathogenese von 
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Krankheiten wie Krebs in Verbindung gebracht (Fernando et al., 2019; Hess et al., 2005; 

Plenchette et al., 2015; Wang, 2012). 

In Gegenwart von reaktiven Sauerstoffspezies, wie Superoxidanionenradikalen, die sowohl 

von aktivierten mononukleären Phagozyten, aber auch von den NOSs selber gebildet 

werden können, kann NO zu Peroxynitrit reagieren (Andrew, 1999; Canton et al., 2021; 

Fernando et al., 2019). Peroxynitrit ist ebenfalls ein sehr reaktives Molekül mit einer 

kurzen Halbwertzeit von weniger als einer Sekunde (Radi et al., 2001). Peroxynitrit ist ein 

potenziell zytotoxisches Oxidans. Ferner ist die Nitrierung von Tyrosinresten in Proteinen 

ein elementarer Reaktionsmechanimus, der durch Peroxynitrit durchgeführt wird. Auch die 

Nitrierung von proteingebundenem Tyrosin kann die Struktur und/oder Funktion von 

Proteinen beeinträchtigen (Gunaydin und Houk, 2009). Es konnte gezeigt werden, dass die 

Nitrierung von Tyrosin die Struktur von Aktin und der Tyrosinkinase verändert (Kong et 

al., 1996). Ebenso konnte gezeigt werden, dass die Nitrierung der Tyrosinhydroxylase, der 

Tyrosinkinase, sowie der Mangan- und Eisen-Superoxiddismutase durch Peroxynitrit die 

Aktivität dieser Enzyme verringert (Ara et al., 1998; Gow et al., 1996; Ischiropoulos, 

1998). Während die Nitrierung durch Peroxynitrit eher als stabil gilt, ist die S-

Nitrosylierung durch NO eine reversible Modifikation (Fernando et al., 2019; Jones, 2012). 
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1.3 Fragestellung und Hypothesen 
Da IL-1β eine schwere systemische Entzündung auslösen kann, ist es evolutionär gesehen 

sinnvoll, dass seine Ausschüttung durch verschiedene endogene Faktoren kontrolliert 

werden kann. Die Aufklärung der zugrundeliegenden Signaltransduktionsmechanismen ist 

daher von hoher biomedizinischer Relevanz. Unsere Arbeitsgruppe konnte zeigen, dass die 

Signaltransduktion, die durch eine Aktivierung von nAChRs in mononukleären 

Phagozyten ausgelöst wird, Ionenfluss-unabhängig ist (Richter et al., 2016; Zakrzewicz et 

al., 2017). Ionenfluss-unabhängige metabotrope Signalwege der nAChRs sind noch nicht 

im Detail verstanden. Diese Studie zielt darauf ab, einen zentralen Schritt des 

Signaltransduktionsmechanimus aufzuklären, bei der die Aktivierung von nAChRs zur 

Hemmung der ionotropen Funktion des P2X7R führt, das wiederum die Aktivierung des 

NLRP3-Inflammasoms und die Freisetzung von IL-1β hemmt.  

Frühere Studien haben gezeigt, dass in neuronalen Zellen und Endothelzellen die 

Aktivierung des homopentameren α7-nAChR zu einer Aktivierung einer NOS führt (El-

Mas et al., 2011; Haberberger et al., 2003; Papadopolou et al., 2004). Ebenso geht aus 

früheren Studien hervor, dass NO und Peroxynitrit durch Modifikationen, wie der S-

Nitrosylierung und/oder Nitration, Proteinfunktionen regulieren können (Althaus et al., 

2011; Fernando et al., 2019; Jones, 2012). Diese Hinweise veranlassten uns zu der 

Hypothese, dass der inhibitorische Effekt der nAChRs auf die IL-1β-Freisetzung durch 

eine Modifikation des P2X7R verursacht wird, die über eine der 3 NOS und NO und/oder 

Peroxynitrit vermittelt wird.  

 

In dieser Arbeit sollen folgende Hypothesen überprüft werden: 

 

I. Die Aktivierung der nAChRs in mononukleären Phagozyten führt zur Aktivierung 

einer der 3 NO-Synthasen. 

II. Der inhibierende Effekt der nAChRs auf die IL-1β-Freisetzung durch 

mononukleäre Phagozyten ist auf NO und/oder Peroxynitrit zurückzuführen. 
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Abbildung 1: Schematische Darstellung der Fragestellung dieser Arbeit. 
Es bedarf zweier Signale zur Bildung und Freisetzung von reifem IL-1β durch mononukleäre 
Phagozyten. Das erste Gefahrensignal ist zum Beispiel das Endotoxin LPS aus der Zellwand 
gramnegativer Bakterien. Dieser bindet an den TLR-4 und führt unter anderem über NF-κB 
zur Bildung von Pro-IL-1β. Ein zweites Signal kann extrazelluläres ATP aus aktivierten oder 
geschädigten Zellen sein. Dieses initiiert über die Bindung an den P2X7R die Assemblierung 
und Aktivierung des NLRP3-Inflammasoms und Aktivierung der Caspase-1. Es kommt zur 
Spaltung von Pro-IL-1β in die biologisch aktive Form IL-1β und zu dessen Freisetzung. Der 
nAChR kann durch verschiedene endogene Signale aktiviert werden, wie ACh, Cho, CRP, 
Nic und PC. Über einen metabotropen Signalweg inhibiert der nAChR die ionotrope Funktion 
des P2X7R und führt konsekutiv zu einer geringeren Aktivierung des NLRP3-Inflammasoms 
und Bildung von IL-1β.  
Ziel dieser Arbeit ist die Identifikation der Komponenten, die an Inhibierung der ionotropen 
Funktion des ATP-sensitiven P2X7R durch den nAChR beteiligt sind.  
ACh: Acetylcholin; ATP: Adenosin-5′-Triphosphat; Cho: Cholin; CRP: C-reaktives 
Protein; IL-1β: Interleukin-1β; LPS: Lipopolysaccharid; nAChR: nikotinischer 
Acetylcholinrezeptor; NF-κB: Nuclear factor κB; Nic: Nikotin; NLRP3:  NACHT, LRR 
und PYD Region enthaltendes Protein 3; P2X7R:  Purinrezeptor 2X7; PC: Phosphocholin; 
TLR-4: Toll-like-Rezeptor 4  
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2. Material und Methoden 

2.1 Reagenzien 
Reagenz Firma 

 
Acetylcholin (ACh) 
 
 
2’(3’)-O-(4-Benzoylbenzoyl)Adenosin-
5’-Triphosphat (BzATP) 
 
Adenosin-5′-Triphosphat 
Dinatriumsalz-Hydrat (ATP) 
 
Apyrase 
 

 
Merck, Darmstadt, Deutschland 
A6625 
 
Jena Bioscience, Jena, Deutschland 
B6396 
 
Jena Bioscience 
A2383 
 
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland  
A6410 
 

Aqua destillata (ddH2O) B. Braun, Melsungen, Deutschland 
 
Bovines Serumalbumin (BSA) 
Standardklasse, Fraktion V  

 
Serva, Heidelberg, Deutschland 
A94718 

 
C-reaktives Protein (CRP) 
 
 
CytoTox 96® 
Non-Radioactive Cytotoxicity Assay  
 
Dimethylsulfoxid (DMSO)  
 
 
Ethanol (70%) 

 
Merck 
AG723-M 
 
Promega, Madison, WI, USA 
 
 
Merck 
D2650 
 
Merck 
32205 

 
Ethylendiamintetraessigsäure 0.5 M 
(EDTA) 

 
bioWORLD, Dublin, OH, United States 
40520000 
 

Fetales Kälberserum (FCS) Capricorn, Ebsdorfergrund, Deutschland 
FBS-16A 
 
Cell Concepts, Umkirch, Germany 
S-EUR30-I 

 
Heparin  
 
 
Human IL-1 beta/IL-1F2 DuoSet® 
enzyme-linked immunosorbent assay 
(ELISA) 

 
Ratiopharm, Ulm, Deutschland 
03029843 
 
R&D Systems®, Biotechne® 
Minneapolis, MN, USA 
DY201 
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Isofluran (5%) 
 
L-Glutamin 2 mM 
 
 
 
Mouse IL-1 beta/IL-1 F2 DuoSet® 
enzyme-linked immunosorbent assay 
(ELISA) 
 
Mouse Quantikine IL-1β Immunoassay  
 
 
Nω-Nitro-L-Arginin-Methylester-
Hydrochlorid (L-NAME) 
 
L-N5-(1-Iminoethyl)-Ornithin (L-NIO) 
 
 
 
Lipopolysaccharid (LPS) 
aus Escheria coli O111:B4 
aus Escheria coli O26:B6 
 
Lymphoprep™ 

Baxter, Unterschleißheim, Deutschland  
 
Thermo Fischer Scientific, Dreieich, 
Deutschland 
35050-038 
 
R&D Systems®, Biotechne® 
DY401 
 
 
R&D Systems®, Biotechne®  
MLB00C 
 
Merck 
N5751 
 
Tocris, Biotechne®, Wiesbaden-Nordenstadt, 
Deutschland  
0546 
 
Sigma-Aldrich  
L2630 
L2654 
 
Stemcell Technologies, Köln, Deutschland 

  
Macrophage Colony-Stimulating Factor 
(M-CSF) 
 
Nikotin-hydrogen-tartrat (Nic) 
 
 
Nigericin (Nig) 
 
 

Merck 
SRP3110 
 
Merck 
N5260 
 
Sigma-Aldrich 
N7143 

Penicillin-Streptomycin-Stammlösung 
 
Phorbol-12-Myristate 13-Acetat (PMA) 

Thermo Fischer Scientific 
 
Sigma-Aldrich 
P1585 

  
Phosphatgepufferte Salzlösung (PBS) 
 

Sigma-Aldrich 
D8537 

Phosphocholin (PC) 
 
 
Red Blod Cell (RBC)-lysis Puffer 

Sigma-Aldrich 
P038 
 
BioLegend, San Diego, CA, USA 
420301 
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Rekombinantes Interferon-γ Protein 
der Maus (INF-γ) 
 
RNase-freies Wasser 
 

R&D Systems, Minneapolis, MN, United States 
IF005 
 
Qiagen, Hilden, Deutschland 
129112 

 
RosetteSep™ Human Monocyte 
Enrichment Cocktail 
 
RPMI-1640-Medium 
 
 
 
 
 
3-Morpholinosydnonimin (SIN-1) 

 
 
S-Nitroso -N-Acetyl-DL-Penicillamin 
(SNAP) 
 

 
Stemcell Technologies 
 
 
Cytiva, Marlborough, MA, United States 
SH30027 
 
Sigma-Aldrich 
R8758 
 
Merck 
567028 
 
Merck 
3398 
 

THP-1-Zelllinie Leibniz-Institut – Deutsche Sammlung von 
Mikroorganismen und Zellkulturen, 
Braunschweig, Deutschland 

 
Trypanblau-Lösung 
 
 
TrypLE™ Express 
 

 
Sigma-Aldrich 
T8154 
 
Thermo Fischer Scientific 
12605010 

  
Türks-Lösung 
 

Merck 
109277 

Tabelle 1: Reagenzien  

 
2.2 Verbrauchsmaterialien 
Verbrauchsmaterial Firma 
 
10 ml Röhrchen 
 
 
 
12-well-Zellkulturplatten 

 
Greiner Bio-One, Frickenhausen, 
Deutschland 
164161 
 
Costar™, Corning, NY, United States 

 
 
12-well- Zellkulturplatten 

3513 
 
Greiner Bio-One 

 665180 
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48-well- Zellkulturplatten Greiner Bio-One 
677180 

  
50 ml Röhrchen 
 
 
96-well- Zellkulturplatten  

Greiner Bio-One 
227261 
 
Greiner Bio-One 

 
 
Einmalkanüle 
26 Gauge (G) x 1/2" / Ø 0,45 x 12 mm 
27 Gauge (G) x 1/2" / Ø 0,40 x 13 mm 
 

655180 
 
B. Braun, Melsungen, Deutschland 
4665457 
305770 

Einmalspritze 
5 ml/10 ml/ 20 ml 

B. Braun 
4606051V/ 4606108V/ 4606205V 

 
Eppendorf Safe-Lock Tubes (1,5 ml) 

 
Sarstedt 
72.690.001 

 
Falcon tube (50 ml) 

 
Greiner Bio-One 
227261 

 
Leucosep 

 
Greiner Bio-One 
227288 

 
Percoll-Gradient (diskontinuierlich) 
 
 
 
Pipetten Reference  
0,5-10 µl/ 10-100 µl/ 100 – 1000 µl 

 
GE Healthcare Biosciences AB, Uppsala, 
Schweden 
17-0891-02 
 
Eppendorf, Hamburg, Deutschland 
 

 
Pipettenspitzen  
Steril 10 μl/ 100 μl/ 1000 μl 
Unsteril 10 μl/ 200 μl/ 1000 μl 

 
Biozym, Hessisch Oldendorf, Deutschland 
770010/ 770100/ 770400  
Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland  
70.762.010/ 70.760.012/ 70.1115 

 
Serologische Pipetten 
5 ml/ 10 ml/ 25 ml 
 
Zellkulturflasche 75 cm² 

 
Greiner Bio-One 
606180/ 607180/ 760180 
 
Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland 
83.3911.502 
 
 

Zellsieb (40 µm)  Thermo Fischer Scientific 
22363547 

Tabelle 2: Verbrauchsmaterialien  
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2.3 Geräte 
Gerät Firma 
 
Brutschrank Heracell 240i CO2-Inkubator 
 
 
BD FACSVerse™ Durchflusszytometer 

 
Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, 
USA 
 
BD Biosciences, Heidelberg 

 
Mikroskop Laborlux D 

 
Leitz, Wetzlar, Deutschland 

 
Mikroskop Laborvert 

 
Leitz, Wetzlar, Deutschland 

 
Sicherheitswerkbank Zellkultur Class II 
ENA 2 
 
Spektralphotometer FLUOStar OPTIMA 

 
Nuaire, Plymouth, MN, USA  
 
 
BMG Labortechnologies, Offenberg, 
Deutschland 

 
Ultraschallbad Sonorex Super RK120H 

 
Bandelin, Berlin, Deutschland 

 
Vortex Mixer REAX 2000 

 
Heidolph, Schwabach, Deutschland 

 
Wasserbad 

 
Köttermann, Uetze/Hänigsen, Deutschland 

 
Zählkammer Neubauer  
Tiefe: 0,1 mm 0,0025 mm² 

 
Laboroptik, Friedrichshof, Deutschland 

 
Zentrifuge Rotina 420R 

 
Hettich, Tuttlingen, Deutschland 

Tabelle 3: Geräte 

 

2.4 Software 
Produkt Firma 
 
BD FACSuite™ software 
 
Microsoft Word & Excel  

 
BD Biosciences, Heidelberg 
 
Microsoft, Redmond, WA, USA 

 
SPSS Statistikprogramm  

 
IBM, München, Deutschland 

 
Vektorgrafiksoftware Inkscape 

 
Freie Software 

Tabelle 4: Software 
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2.5 Methoden 

2.5.1 Monozytäre THP-1-Zellen 

2.5.1.1 Kultivierung der THP-1-Zellen 
Die THP-1-Zellen wurden vom Leibniz-Institut Deutsche Sammlung von 

Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (DSMZ) erworben. Es handelt sich um eine 

humane monozytäre Zelllinie, die einem 1-jährigen Jungen mit akuter myeloischer 

Leukämie (AML) im Jahr 1987 entnommen wurde (Tsuchiya et al., 1980). 

Alle Arbeiten mit diesen Zellen wurden unter sterilen Bedingungen an einer 

Sicherheitswerkbank der Klasse Ⅱ durchgeführt. Sowohl bei der Kultivierung, als auch bei 

der Durchführung der Experimente wurden die THP-1-Zellen mit 2 mM L-Glutamin und 

10% FCS (Fetales Kälberserum) versetztem RPMI-1640-Medium bei 37°C und 5% CO2-

Sättigung im Brutschrank gehalten. Alle 3 bis 4 Tage erfolgte die Passagierung der Zellen. 

Dazu wurden die Zellsuspensionen in ein 50 ml Falcon-tube überführt und bei 19°C für 8 

min bei 500 g zentrifugiert. Das entstandene Zellpellet wurde durch vorsichtiges Abgießen 

vom Überstand getrennt, in einem definierten Volumen RPMI-1640-Medium 

resuspendiert, mit Trypanblau-Lösung versetzt und die Zellzahl in einer Neubauer-

Zählkammer bestimmt. Anschließend wurden 1 x 10⁶ Zellen in 10 ml frisches Medium 

aufgenommen und in Zellkulturflaschen überführt.  

 

2.5.1.2 Versuchsaufbau 

Alle Experimente zur Untersuchung der IL-1β-Ausschüttung und der Laktatdehydrogenase 

(LDH)-Aktivität wurden gemäß dem in Abbildung 2 dargestellten Versuchsschema 

durchgeführt. Dazu wurden zunächst 0,5 x 10⁶ Zellen pro 500 µl RPMI-1640-Medium 

eingestellt und pro well in eine 48-well-Zellkulturplatte überführt. Anschließend erfolgte 

eine Stimulation der THP-1-Zellen mit 1 µg/ml LPS (E. coli O26:B6) für 5 Stunden bei 

37°C und 5% CO2-Sättigung im Brutschrank. Im Anschluss dazu wurden die Zellen für 40 

min mit 100 µM BzATP (2’(3’)-O-(4-Benzoylbenzoyl)Adenosin-5’-Triphosphat) oder 50 

µM Nigericin behandelt. Dies erfolgte in An- oder Abwesenheit von nAChR-Agonisten, 

NO-Synthase-Inhibitoren oder NO- bzw. Peroxynitrit-Donoren. Folgende nAChR-

Agonisten wurden eingesetzt: 10 μM Acetylcholin (ACh), 10 μg/ml C-reaktives Protein 

(CRP), 100 μM Nikotin (Nic) oder 200 μM Phosphocholin (PC). Als NO-Synthase-

Inhibitoren wurden 50 μM L-NIO (L-N5-(1-Iminoethyl)-Ornithin) und 10 μM L-NAME 



26 
 

(Nω-Nitro-L-Arginin-Methylester-Hydrochlorid) verwendet. Als NO-Donor wurde 10 mM 

SNAP (S-nitroso-N-Acetyl-DL-Penicillamin) und als Peroxynitrit-Donor 1 mM SIN-1 (3-

Morpholinosydnonimin) eingesetzt.  

Nach einer 8-minütigen Zentrifugation bei 500 g und 4°C wurden je 350 µl Überstand 

einzeln aus den wells mit ausreichendem Sicherheitsabstand zum Zellpellet entnommen 

und bei -20°C in Eppendorf Safe-Lock Tubes gelagert. Die Messungen der IL-1β-

Konzentration im Überstand mittels enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA, siehe 

Kapitel 2.5.6.1), sowie der LDH-Aktivität mittels CytoTox96 Non-radioactive Cytotoxicity 

Assay (siehe Kapitel 2.5.6.2) wurden zu einem späteren Zeitpunkt durchgeführt.  

 

 
Abbildung 2: Versuchsaufbau  

Zunächst wurden die THP-1-Zellen mit LPS für 5 Stunden (5 h) bei 37°C und 5 % 
CO2-Sättigung im Brutschrank vorstimuliert. Anschließend erfolgte eine 40-minütige 
Stimulation mit BzATP oder Nig, sowie NO-Synthase-Inhibitoren, NO- bzw. 
Peroxynitrit-Donoren und/oder nikotinischen Rezeptoragonisten. Nach der Inkubation 
wurde eine 8-minütige Zentrifugation bei 500 g und 4°C durchgeführt. Die 
Zellüberstände wurden bis zur Messung der IL-1β-Konzentration und LDH-Aktivität 
bei -20 °C aufbewahrt. 
BzATP: 2’(3’)-O-(4-Benzoylbenzoyl)Adenosin-5’-Triphosphat ; IL-1β: Interleukin-
1β; LDH: Laktatdehydorgenase LPS: Lipopolysaccharid; Nig: Nigericin 
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2.5.2 THP-1-Zellen-abhängige Makrophagen 

2.5.2.1 Differenzierung von THP-1-Zellen zu Makrophagen 
Monozytäre THP-1-Zellen erwerben einen M1-Makrophagen Phänotyp, wenn sie mit 

PMA (Phorbol 12-Myristate 13-Acetat) behandelt werden (Daigneault et al., 2010; Lund et 

al., 2016). Für die Differenzierung der M1-Makrophagen aus monozytären THP-1-Zellen 

wurden zunächst pro well einer 12-well-Zellkulturplatte 0,3 x 10⁶ THP-1-Zellen pro 1 ml 

RPMI-1640-Medium, supplementiert mit 10% FCS, 50 U Penicillin/ml und 50 μg 

Streptomycin/ml,  ausgesät. Pro well wurden 50 nM PMA zugegeben und die 

Zellkulturplatte für 24 Stunden bei 37°C und 5% CO2-Sättigung im Brutschrank inkubiert. 

Im Anschluss wurden die Zellen mit 500 μl frischem RPMI-1640-Medium gewaschen und  

mit 10% FCS versetztem RPMI-1640-Medium behandelt. Eine erneute Inkubation erfolgte 

im Brutschrank für weitere 24 Stunden bei 37°C und 5% CO2-Sättigung. Durch 

vorsichtiges Abschütten wurde der Überstand verworfen und nachfolgend das Medium für 

die Zelldifferenzierung zu M1-Makrophagen hinzugegeben. Das Differenzierungsmedium 

bestand aus RPMI-1640-Medium mit 10 ng/ml INF-γ und 10 ng/ml LPS (E. coli 

O111:B4). Hierauf folgte eine weitere Inkubation für 72 Stunden im Brutschrank bei 37°C 

und 5% CO2-Sättigung. Abschließend wurde nochmals der Überstand durch vorsichtiges 

Abschütten entfernt, die Zellen mit RPMI-1640-Medium gewaschen und mit 1 ml frischem 

10% FCS versetztem RPMI-1640-Medium behandelt.  

Am 5. Tag wurden Durchflusszytometrie-Analysen (siehe Kapitel 2.5.6) durchgeführt, um 

die Differenzierung der THP-1-Zellen zu M1-Makrophagen nachzuweisen. Ebenso wurden 

zur Kontrolle parallel M0-Makrophagen ausgesät und untersucht. Dazu wurden THP-1-

Zellen mit PMA nach dem oben beschriebenen Protokoll behandelt. Der Unterschied lag in 

der Behandlung der Zellen am 3. Tag, die M0-Makrophagen erhielten nur 10% FCS 

versetztes RPMI-1640-Medium ohne den Zusatz von INF-γ und LPS. 

 

2.5.2.2 Versuchsaufbau 

Der nachfolgende Ablauf bis zur Messung der IL-1β-Konzentration und der LDH-Aktivität 

im Überstand erfolgte am 5. Tag analog zu den Experimenten mit THP-1-Zellen (siehe 

Abbildung 2). Zunächst wurden die M1-Makrophagen mit 1 μg/ml LPS (E. coli O26:B6) 

stimuliert und für 5 Stunden bei 37°C und 5% CO2-Sättigung im Brutschrank gehalten. 

Anschließend erfolgte die Zugabe von BzATP (100 µM) in An- oder Abwesenheit von 

nAChR-Agonisten, NO- bzw. Peroxynitrit-Donoren oder NO-Synthase-Inhibitoren. Als 
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nAChR-Agonisten wurden ACh (10 μM), Nic (100 μM) oder PC (200 μM) eingesetzt. 

SNAP (10 mM) und SIN-1 (1 mM) wurden als NO- bzw. als Peroxynitrit-Donor und L-

NIO (50 μM) und L-NAME (10 μM) als NO-Synthase-Inhibitoren verwendet. Nach einer 

40-minütigen Inkubation im Brutschrank bei 37°C und 5% CO2-Sättigung erfolgte eine 8-

minütige Zentrifugation bei 500 g und 4°C. Etwa 700 µl Überstand wurden mit 

ausreichendem Sicherheitsabstand zum Zellpellet aus den wells entnommen. Bis zur 

Messung der IL-1β-Konzentration und der LDH-Aktivität wurden die Überstände bei 

-20°C in Eppendorf Safe-Lock Tubes gelagert.  
 

2.5.3 Murine mononukleäre Zellen des peripheren Blutes und 
bone marrow-derived Makrophagen 

2.5.3.1 Mäuse 
Männliche und weibliche Wildtyp-Mäuse (C57BL/6J, The Jackson Laboratory, Bar 

Harbor, ME, USA) im Alter zwischen 8 und 12 Wochen wurden zur Isolierung von 

mononukleären Leukozyten des peripheren Blutes (PBMCs) und zur Differenzierung von 

bone marrow-derived Makrophagen (BMDMs) verwendet. Die für die Experimente 

verwendeten Mäuse erhielten eine Versorgung nach den Richtlinien des „National Institute 

of Health“ (NIH) in Übereinstimmung mit dem „Guide for the Care and Use of Laboratory 

Animals“. Die Versuchstiere wurden beim Hersteller unter SPF (Specific-Pathogen-Free)-

Bedingungen gehalten. Sie wurden für 2 Wochen in einem 12-Stunden Hell/Dunkel-

Rhythmus mit Zugang zu Futter und Wasser in der Zentralen Versuchstierhaltung der 

Justus-Liebig-Universität gehalten. Die Tierexperimente wurden von den 

Regierungspräsidien in Gießen (Referenznummer 571_M) und Düsseldorf 

(Referenznummer O16/04) genehmigt.   

2.5.3.2 Isolierung und Experimente an murinen mononukleären Zellen 
des peripheren Blutes  

Nachdem die Mäuse zunächst mittels Isofluran (5%) betäubt wurden, erfolgte das Töten 

durch cervicale Dislokation. Darauf folgte umgehend die Entnahme von Blut aus der 

Hohlvene mittels zuvor vorbereiteter Einmalspritze (2 ml Spritze gefüllt mit 15 μl Heparin 

(5000 I.E./ml)). 
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Zur Isolierung der murinen PBMCs wurde das Blut mit einem Gemisch aus 1 ml 

phosphatgepufferte Salzlösung (PBS) und 0,1% bovines Serumalbumin (BSA) in einem 

Verhältnis von 1:1 behandelt, die  Zellen mit 10 ng/ml LPS (E. coli O26:B6) vorstimuliert 

und auf eine Percollphase geschichtet (Dichte 1.082 g/ml). Anschließend wurde eine 

Zentrifugation bei 850 g, 18°C für 30 min in einem Ausschwingrotor ohne Bremse 

durchgeführt. Die dabei entstandene Interphase wurde entnommen, in ein neues Falcon-

tube überführt und mit 5 ml PBS und BSA in einem Verhältnis von 1:2 gewaschen. Nach 3 

weiteren Waschschritten wurde der Überstand verworfen und die Zellen in RPMI-1640-

Medium resuspendiert. Es wurden 0,1 x 10⁶ Zellen pro 100 μl RPMI-1640-Medium pro 

well einer 96-well-Zellkulturplatte ausgesät. Darauf folgte eine Inkubation für 2 Stunden 

bei 37°C und 5% CO2-Sättigung im Brutschrank. Durch vorsichtiges Abschütten wurden 

die nicht-adhärenten Zellen entfernt und frisches RPMI-1640-Medium zugegeben.  

Zur Untersuchung der IL-1β-Freisetzung wurden die Zellen mit ATP (1 mM), dem NO-

Donoren SNAP (10 mM) oder dem Peroxynitrit-Donor SIN-1 (1 mM) behandelt. Nach 

einer 30-minütigen Inkubation bei 37°C und 5% CO2-Sättigung im Brutschrank und einer 

Zentrifugation bei 500 g, 4°C für 10 min wurden etwa 100 μl des zellfreien Überstandes 

mit ausreichendem Abstand zum Zellpellet pro well entnommen. Bis zur Messung der IL-

1β-Konzentration und der LDH-Aktivität wurde der Überstand bei -20°C in Eppendorf 

Safe-Lock Tubes gelagert. 

 

2.5.3.3 Differenzierung und Experimente an murinen bone marrow-
derived Makrophagen 
 

Die Mäuse wurden zunächst mittels Isofluran (5%) betäubt und anschließend durch 

cervicale Dislokation getötet. Die Hinterläufe wurden entnommen, die Haut entfernt und 

die Knochen (Femur und Tibia) mit dem umliegenden Muskelgewebe zunächst mit 

Ethanol (70%) gewaschen. Daraufhin wurde das Muskelgewebe vorsichtig abgesetzt und 

die Knochen mittels PBS (50 ml), Penicillin (50 U/ml) und Streptomycin (50 µg/ml) 

gereinigt.  

Die Knochen wurden mit Penicillin (50 U/ml) und Streptomycin (50 µg/ml) versetztem 

RPMI-1640-Medium unter Verwendung einer 10 ml Einmalspritze und 26-27 G 

Einmalkanüle gespült und die  Knochenmarkszellen über ein Zellsieb (40 µm) in ein 

Falcon-tube überführt. Anschließend wurden die Zellen bei 520 g, 4⁰C für 13 min 

zentrifugiert. Durch vorsichtiges Abgießen wurde der Überstand entfernt. Für die Lyse der 
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Erythrozyten wurde dem Zellpellet Red Blod Cell (RBC)-lysis Puffer nach Angaben des 

Herstellers zugegeben. Darauf folgte eine Inkubation für 6 min bei Raumtemperatur. Die 

Reaktion wurde durch die Zugabe von 20 ml PBS gestoppt, die Zellen bei 520 g, 4⁰C für 

10 min zentrifugiert und der Überstand durch vorsichtiges Abschütten verworfen. Es 

wurden 1 x 10⁶ Zellen pro 1 ml eingestellt und jeweils 1 ml pro well einer 12-well-

Zellkulturplatte im Differenzierungsmedium ausgesät. Das Differenzierungsmedium 

bestand aus RPMI-1640-Medium, supplementiert mit 10% FCS, 50 U Penicillin/ml, 50 µg 

Streptomycin/ml und 10 ng/ml M-CSF (macrophage colony-stimulating factor). Eine 

Inkubation für 3 Tage bei 37°C und 5% CO2-Sättigung im  Brutschrank folgte. 

Anschließend wurden die Zellen mit 1 ml RPMI-1640-Medium, versetzt mit 10 ng/ml M-

CSF, 10 ng/ml INF-γ und 10 pg/ml LPS (E. coli O26:B6) behandelt. Eine weitere 

Inkubation für 3 Tage bei 37°C und 5% CO2-Sättigung im Brutschrank folgte.  

Am 6. Tag wurden an den bone marrow-derived Makrophagen Experimente zur 

Ausschüttung von IL-1β durchgeführt. Zunächst wurden pro well 1 ml des Überstandes mit 

ausreichendem Abstand zu den adhärenten Zellen abpipettiert. Anschließend erfolgte die 

Behandlung der Zellen mit 1 µg/ml LPS (E. coli O26:B6) und eine Inkubation für 5 

Stunden bei 37°C und 5% CO2-Sättigung im Brutschrank. Die Zellen wurden mit ATP (2 

mM) oder Nigericin (50 µM; zusammen mit 0,5 U/ml Apyrase) in Anwesenheit des NO-

Donors SNAP (10 mM) oder des Peroxynitrit-Donors SIN-1 (1 mM) behandelt und für 40 

min bei 37°C und 5% CO2-Sättigung im Brutschrank gehalten. Abschließend erfolgte eine 

Zentrifugation bei 500 g, 4°C für 8 min. Etwa 750 μl des zellfreien Überstandes wurden 

pro well entnommen und bis zur Messung der IL-1β-Konzentration und der LDH-Aktivität 

bei -20°C in Eppendorf Safe-Lock Tubes gelagert. 
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2.5.4 Humane mononukleäre Zellen des peripheren Blutes 

2.5.4.1 Blutspender und Aufreinigung der Zellen  
Die im Folgenden durchgeführten Experimente wurden von der Ethikkommission der 

Justus-Liebig-Universität in Gießen (Aktenzeichen 90/18) genehmigt und in 

Übereinstimmung mit der Deklaration von Helsinki durchgeführt. Alle freiwilligen 

Probanden wurden aufgeklärt und willigten durch Unterzeichnen einer 

Einverständniserklärung ein. Zur Gewinnung von humanen PBMCs wurde gesunden 

nichtrauchenden weiblichen und männlichen Probanden Blut mittels zuvor vorbereiteter 

Einmalspritze, in der eine EDTA-Lösung vorgelegt war (Ethylendiamintetraessigsäure; 1 

mM Endkonzentration), entnommen. Das Blut wurde in ein Falcon-tube überführt und 

RosetteSep™ Human Monocyte Enrichment Cocktail (50 μl/ml Blut) hinzugegeben. Eine 

Inkubation für 20 min bei Raumtemperatur folgte. In einem Verhältnis von 1:2 zum 

Volumen des Blut-RosetteSep™ Human Monocyte Enrichment Cocktail-Gemisches wurde 

PBS, supplementiert mit 2% FCS und 1 mM EDTA, hinzugegeben. Etwa 6 ml des 

Blutgemisches wurden auf 3 ml des Lymphoprep™-Gradienten gegeben und bei 1200 g, 

20⁰C für 20 min in einem Ausschwingrotor ohne Bremse zentrifugiert. Der Zellring mit 

den PBMCs wurde geerntet und in ein frisches Falcon-tube überführt. Etwa 25 ml PBS 

(versetzt mit 2% FCS und 1 mM EDTA) wurde hinzugegeben. Anschließend erfolgte die 

Stimulierung mit LPS (5 ng/ml; E. coli O26:B6) und Inkubation bei Raumtemperatur für 

10 min. Nach Zentrifugation bei 250 g, 20⁰C für 15 min und einem erneuten 

Waschvorgang mit PBS, supplementiert mit 2% FCS und 1 mM EDTA, folgte eine weitere 

Zentrifugation bei 300 g, 20⁰C für 15 min. Anschließend wurden die Zellen in 1 ml RPMI-

1640-Medium aufgenommen. Die Reinheit der gewonnenen Monozyten wurde per 

Durchflusszytometrie-Analysen bestimmt (siehe Kapitel 2.5.6). 

 

2.5.4.2 Versuchsaufbau 
Zur Versuchsdurchführung wurden 1 x 10⁵ Zellen pro 200 μl RPMI-1640-Medium 

eingestellt und  pro well einer 48-well-Zellkulturplatte ausgesät. Eine Inkubation für 3 

Stunden bei 37⁰C und 5% CO2-Sättigung im Brutschrank folgte. Die Zellen wurden 

zunächst mit BzATP (100 μM) oder Nigericin (25 µM plus 0.5 U/ml Apyrase) in An- oder 

Abwesenheit von SNAP (10 mM) oder SIN-1 (1 mM)  behandelt. Pro well wurden 

zusätzlich 50 µl RPMI-1640-Medium hinzugegeben. Nach einer 30-minütigen Inkubation 
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bei 37°C und 5% CO2-Sättigung im Brutschrank und einer Zentrifugation bei 500 g, 4°C 

für 8 min wurden etwa 250 μl des zellfreien Überstandes pro well entnommen und in 

Eppendorf Safe-Lock Tubes überführt. Bis zur Messung der IL-1β-Konzentration und der 

LDH-Aktivität wurden die Überstände bei -20°C gelagert. 

 

2.5.5 Durchflusszytometrie  
In dieser Arbeit wurde die durchflusszytometrische Analyse durchgeführt, um den 

Phänotyp der aus THP-1-Zellen differenzierten M1-Makrophagen (siehe Kapitel 2.5.2) und 

die Reinheit der durch die Rosetten-Technik gewonnen Monozyten (siehe Kapitel 2.5.5) 

nachzuweisen. 

Die Zellen wurden anhand der Expression der Oberflächenmerkmale klassifiziert. Dazu 

wurden mehrere spezifische Antikörper verwendet (siehe Tabelle 2.5). Zum Nachweis der 

Monozyten dienten die Antikörper gegen CD14, CD38, CD80 und HLA-DR (human 

leukocyte antigen, DR-Isotyp). Die M1-Makrophagen wurden charakterisiert durch 

Antikörper gegen CD14, CD16, CD45 und HLA-DR. Eine Kontamination mit T-Zellen 

und B-Zellen wurde unter Verwendung der Antikörper gegen CD3 und CD19 überprüft. 

Dazu wurden die Zellen zunächst in Durchflusszytometrie-Puffer (PBS, 2 mM EDTA, 5% 

FCS) resuspendiert und 5 x 10⁵ Zellen pro 1 ml Pufferlösung wurden eingestellt. 

Entsprechend der zu untersuchenden Zelle wurden die Antikörper nach Angaben des 

Herstellers dazugegeben. Ebenso wurden nach Herstellerangaben Kontrollisotyp-

Antikörper entsprechend den primären Antikörpern eingesetzt (siehe Tabelle 2.5). Eine 

Inkubation für 30 min bei 4°C im Dunkeln folgte. Anschließend wurden die Zellen 

zweimal mit Durchflusszytometrie-Puffer gewaschen. Die Analyse erfolgte mittels BD 

FACSLyric™ Durchflusszytometer unter Verwendung der BD FACS™ Software (Version 

1.4).  
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 Antikörper Fluorochrom Klon Firma 
N

ac
hw

ei
sa

nt
ik

ör
pe

r 
Maus anti-CD3 FITC SK7 Becton Dickinson 

Maus anti-CD14 FITC M5E2 BD Pharmingen 

Maus anti-CD16 PE 3G8 Becton Dickinson 

Maus anti-CD19 PE 4G7 Becton Dickinson 

Maus anti-CD38 PE-Cy7 HIT2 BioLegend 

Maus anti-CD45 APC HI30 BD Pharmingen 

Maus anti-CD80 FITC BB1 BD Pharmingen 

Maus anti-HLA-DR PerCP-Cy5.5 L243 BD Biosciences 

Is
ot

yp
ko

nt
ro

lle
 

Maus-IgG1, κ APC M1-14012 eBioscience 

Maus-IgG1, κ PerCP-Cy5 679.1Mc7 Becton Dickinson 

Maus-IgG1, κ PE X40 BD Biosciences 

Maus-IgG1, κ FITC X40 BD Biosciences 

Maus-IgG1, κ PE-Cy7 X40 BD Biosciences 

Maus-IgG2a κ FITC X39 BD Biosciences 

Maus-IgG2a, κ PE G155-178 BD Pharmingen 

Maus-IgG2b, κ PE MPC-11 BD Pharmingen 
 
Tabelle 5: Antikörper, die für durchflusszytometrische Analysen von Makrophagen aus THP-1-

Zellen und mit RosetteSep™ gewonnenen menschlichen Monozyten verwendet wurden 
APC: Allophycocyanin; FITC: Fluorescein Isothiocyanat; PE: Phycoerythrin; PE-Cy7: 
Phycoerythrin-Cyanin7; PerCP-Cy5.5: Peridinin Chlorophyll Protein-Cyanin5.5 
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2.5.6 Messverfahren 

2.5.6.1 Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)  
Zur Messung der IL-1β-Konzentration in den zellfreien Überständen wurde eine Enzyme-

linked immunosorbent assay (ELISA) verwendet. Hierzu wurden 3 unterschiedliche 

ELISA-kits benutzt. Die IL-1β-Konzentration in den Überständen der THP-1-Zellen 

(monozytär und M1-Makrophagen) und in den Überständen humanen mononukleären 

Zellen wurde mittels Human IL-1 beta/IL-1F2 DuoSet ® enzyme-linked immunosorbent 

assay bestimmt. Für die Proben von murinen mononukleären Zellen des peripheren Blutes 

wurde der Mouse Quantikine IL-1β Immunoassay verwendet, wohingegen für Proben von 

murinen bone marrow-derived Makrophagen der Mouse IL-1 beta/IL-1 F2 DuoSet ® 

enzyme-linked immunosorbent assay benutzt wurde.  

Alle eingesetzten ELISAs wurden nach Angaben des Herstellers durchgeführt. Dazu 

wurden zunächst 200 μl der Proben pro well einer 96-well-Zellkulturplatte gegeben, die 

mit monoklonalen, für  humanes IL-1β- oder polyklonalen, für Mäuse IL-1β-spezifischen 

Antikörpern vorbeschichtet war. Während der Inkubationszeit von 2 Stunden bei 

Raumtemperatur erfolgte die Bindung zwischen dem in den Proben vorhandenen Antigen 

IL-1β und den auf der Platte immobilisierten Antikörpern. Nach einem Waschschritt 

erfolgte die Zugabe eines zweiten IL-1β-spezifischen Antikörpers. An diesem 

Zweitantikörper war das Reporterenzym Peroxidase gekoppelt (HRP, horseradish 

peroxidase). Nach Hinzugabe eines chromogenen Substrates aus Wasserstoffperoxid und 

Tetramethylbenzidin konnte innerhalb eines definierten Zeitraums die Bildung eines 

Farbstoffs beobachtet werden. Die Menge des Farbstoffs war direkt proportional zu der IL-

1β-Konzentration. Abschließend konnte die Färbung im Fluostar Optima bei einer 

Wellenlänge von 450 nm quantifiziert werden. Im Vergleich mit der Extinktion einer 

Standardkurve, erstellt mit rekombinanten IL-1β, wurde auf die IL-1β-Konzentration in 

pg/ml in den Überständen rückgeschlossen. 

 

2.5.6.2 Laktatdehydrogenaseaktivität (LDH)-Messung 

Anhand der Messung der LDH-Aktivität in den zellfreien Überständen konnte eine 

indirekte Aussage über die Zellvitalität getroffen werden. Zur LDH-Aktivitätsmessung 

wurde der CytoTox 96® Non-Radioactive Cytotoxicity Assay verwendet und nach 

Herstellerangaben vorgegangen. Als Referenzwert diente die maximal mögliche LDH-
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Freisetzung im Überstand lysierter Zellen. Dazu wurde zu Versuchsbeginn 1 x 10⁶ Zellen 

in ein separates well ausgesät und unstimuliert über den experimentellen Zeitraum 

mitgeführt. Um eine Zelllyse herbeizuführen erfolgte das Einfrieren bei -80°C für 

mindestens einen Tag. Zum Zeitpunkt der Messung wurde der Überstand durch Auftauen 

und Abzentrifugation der unlöslichen Bestandteile gewonnen. Mittels Spektralphotometer 

mit einer Absorption bei 490 nm konnte abschließend der Anteil der lysierten Zellen in den 

Proben in Relation zum Referenzwert gesetzt werden. 

 

2.5.7 Statistische Datenauswertung 
Die statistische Datenauswertung erfolgte mit der SPSS-Statistiksoftware (Version 25, 

IBM, Armonk, NY, USA). Zunächst wurde anhand des nicht-parametrischen Kruskal-

Wallis-Tests getestet, ob zwischen den unabhängigen Messdaten statistisch signifikante 

Unterschiede zu verzeichnen waren. Ein p-Wert kleiner gleich 0,05 wies daraufhin, dass 

dies der Fall war. Anschließend wurde anhand des nicht-parametrischen Mann-Whitney-U-

Tests ermittelt, ob die Messergebnisse zwischen jeweils zwei Gruppen signifikante 

Unterschiede zeigen. Ab einem p-Wert von kleiner gleich 0,05 wurde von signifikanten 

Unterschieden ausgegangen. Für die Analyse der abhängigen Daten wurde zunächst der 

Friedmann-Test verwendet und danach der Wilcoxon-Rangsummentest. Die Anzahl der 

durchgeführten Experimente wurde als „n“ angegeben. Die angegebene n-Zahl bei 

Primärzellen bezieht sich jeweils auf Experimente, die an einzelnen Menschen und Mäusen 

durchgeführt wurden. Bei den Experimenten an Zelllinien bezieht sich die n-Zahl auf 

unabhängige und an verschiedenen Tagen durchgeführte Versuche an verschiedenen 

Passagen. Aus den Analysen wurden keine Werte ausgeschlossen. Alle Abbildungen 

wurden mit der freien Vektorgrafiksoftware Inkscape (Version 0.48.5 r10040) erstellt.  
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3. Ergebnisse 
3.1 Wirkung von NO-Synthase-Inhibitoren 
3.1.1 Experimente an monozytären THP-1-Zellen 
In der ersten Versuchsreihe wurde untersucht, ob eine NO-Synthase eine Rolle bei der 

cholinergen Kontrolle der BzATP-induzierten Ausschüttung von IL-1β durch LPS-

stimulierte monozytäre THP-1-Zellen spielt. Dazu wurden die NO-Synthase-Inhibitoren L-

NAME und L-NIO verwendet.  

Zunächst wurden die THP-1-Zellen für 5 Stunden mit LPS (1 µg/ml) vorstimuliert, um die 

Bildung von Pro-IL-1β zu initiieren. Eine zweite Stimulierung per BzATP (100 µM) für 40 

min folgte, um das NLRP3-Inflammasom zu aktivieren und die Bildung und Sekretion von 

IL-1β zu induzieren. Als Positivkontrolle für die cholinerge Inhibition der IL-1β-

Freisetzung wurden die nAChR-Agonisten Nic (100 µM), PC (100 µM) und CRP (5 

µg/ml) für 30 min zusammen mit BzATP eingesetzt.  
Wie zuvor beschrieben (Hecker et al., 2015; Richter et al., 2016, 2018) lag die IL-1β-

Konzentration in den zellfreien Überständen, die weder mit LPS noch mit BzATP 

behandelt wurden zwischen 0,5 und 3,0 pg/ml, der Median bei 1,0 pg/ml. Nach 5-stündiger 

Stimulation der Zellen mit LPS lag der IL-1β-Wert zwischen 3,0 und 12,0 pg/ml mit einem 

Median von 7,5 pg/ml. Bei zusätzlicher Inkubation der Zellen mit dem P2X7R-Agonisten 

BzATP im Anschluss an die Stimulation mit LPS stieg die IL-1β-Konzentration im 

Zellkulturmedium auf Werte zwischen 40,5 und 173,5 pg/ml mit einem Median von 114,5 

pg/ml an. In Anwesenheit der nAChR-Agonisten Nic, PC und CRP zeigte sich eine 

signifikante Inhibition der IL-1β-Freisetzung (p ≤ 0,05; n = 6; Wilcoxon-Test). Die 

Konzentration von IL-1β in den zellfreien Überständen lag bei Nic zwischen 9,0 und 126,0 

pg/ml mit einem Median von 47,5 pg/ml, bei PC zwischen 2,0 und 59,0 pg/ml mit einem 

Median von 28,5 pg/ml und bei CRP zwischen 6,0 und 25,0 pg/ml mit einem Median von 

18,5 pg/ml. Diese Ergebnisse bestätigten die bereits von Hecker et al. (2015) und Richter 

et al. (2018) veröffentlichten Daten (Hecker et al., 2015; Richter et al., 2018). 

Wurden die NO-Synthase-Inhibitoren L-NAME (10 µM) oder L-NIO (50 µM) zu den 

LPS- und BzATP-behandelten Zellen in Anwesenheit der nAChR-Agonisten gegeben, 

konnte der inhibitorische Effekt auf die IL-1β-Freisetzung signifikant (p ≤ 0,05, n = 6, 

Wilcoxon-Test) aufgehoben werden. Die ausgeschüttete Menge an IL-1β stieg auf Werte 

ähnlich der Zellen, die eine Stimulation mit LPS und BzATP erhielten. 
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Wurden die Zellen mit LPS, BzATP und den NO-Synthase Inhibitoren L-NAME oder L-

NIO behandelt, zeigten sich keine Veränderungen. Die gemessene IL-1β-Konzentration 

war ähnlich der gemessenen Werte an Zellen, die mit LPS und BzATP stimuliert wurden. 

Alle Daten sind in normalisierter Form in Abbildung 3 dargestellt. 

 

 

 

Abbildung 3: Die hemmende Wirkung der nikotinischen Rezeptor-Agonisten Nic, PC und CRP auf 
die BzATP-induzierte Freisetzung von IL-1β wird durch die Zugabe der NO-Synthase-
Inhibitoren L-NAME und L-NIO in monozytären THP-1-Zellen aufgehoben. 
Zunächst wurden die monozytären THP-1-Zellen mit LPS (1 µg/ml) für 5 Stunden 
vorstimuliert. Anschließend erfolgte eine zweite 40-minütige Stimulation mit dem P2X7-
Rezeptor-Agonisten BzATP (100 µM), um die Bildung und Sekretion von IL-1β zu 
induzieren. Der Einfluss der NO-Synthase-Inhibitoren L-NAME (10 µM) und L-NIO (50 
µM) auf die BzATP-induzierte IL-1β-Freisetzung wurde in An- oder Abwesenheit der 
nikotinischen Rezeptor-Agonisten Nic (100 µM), PC (200 µM) oder CRP (10 µg/ml) 
untersucht.  
Die IL-1β-Konzentration in Zellkulturüberständen von monozytären THP-1-Zellen, die mit 
LPS vorstimuliert und mit BzATP inkubiert wurden, wurde auf 100 % gesetzt und die 
weiteren Ergebnisse in Relation zu dieser gesetzt. Die Einzelwerte (n) sind als Punkte 
dargestellt, die Balken entsprechen den Medianen und die Antennen den Perzentilen 25 und 
75. * p ≤ 0,05 signifikant unterschiedlich zu den Zellen, die mit LPS und BzATP behandelt 
wurden; # p ≤ 0,05 signifikant unterschiedlich zu den Zellen, die mit LPS, BzATP und dem 
jeweiligen nikotinischen Rezeptor-Agonisten behandelt wurden. Friedmann-Test gefolgt 
vom Wilcoxon-Test.  
BzATP: 2’(3’)-O-(4-Benzoylbenzoyl)Adenosin-5’-Triphosphat; CRP: C-reaktives Protein; 
IL-1β: Interleukin-1β; Nic: Nikotin; L-NAME: Nω-Nitro-L-Arginin-Methylester-
Hydrochlorid; L-NIO: L-N5-(1-Iminoethyl)-Ornithin; LPS: Lipopolysaccharid; PC: 
Phosphocholin 
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3.1.2 Experimente an zu M1-Makrophagen 
differenzierten THP-1-Zellen 

 

Um zu testen, ob die NO-Synthase-Inhibitoren L-NAME und L-NIO dieselbe Wirkung an 

weiteren Zellen monozytären Ursprungs haben, wurden ähnliche Experimente an zu M1-

Makrophagen differenzierten THP-1-Zellen durchgeführt. Zunächst wurde per 

durchflusszytometrischer Analyse untersucht, ob die aus THP-1-Zellen differenzierten 

Makrophagen die für M1-Makrophagen typischen Zelloberflächenmarker exprimieren. 

Dazu wurden die für M1-Makrophagen typischen Zelloberflächenmarker CD14, CD38, 

CD80 und HLA-DR verwendet. Durchflusszytometrische Analysen ergaben, dass die 

differenzierten M1-Makrophagen zu 46,6% CD14, 83,9% CD38, 42,4% CD80 und 28,4% 

HLA-DR exprimieren (siehe Abbildung 4A). Zudem wurde anhand derselben 

Zelloberflächenmarker gezeigt, dass die aus THP-1-Zellen differenzierten M1-

Makrophagen signifikant (p ≤ 0,05, n = 6, Mann-Whitney-Rangsummentest) verschieden 

zu den ebenso aus THP-1-Zellen differenzierten M0-Makrophagen sind (siehe Abbildung 

4B).  
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Abbildung 4: Durchflusszytometrische Analysen bestätigten, dass die aus THP-1-Zellen 

differenzierten Makrophagen die für M1-Makrophagen typischen 
Zelloberflächenmarker exprimieren. 
A) Repräsentative Histogramme der CD14-, CD38-, CD80- und HLA-DR-Expression in 

M0- und M1-ähnlichen Makrophagen, die aus THP-1-Zellen differenziert wurden 
B) Quantifizierung von Makrophagen, die CD14, CD38, CD80 und HLA-DR exprimieren 

(n = 6). 
Die Daten wurden mit dem Kruskal-Wallis-Test gefolgt vom Mann-Whitney-
Rangsummentest analysiert und als einzelne Datenpunkte dargestellt. Die Balken 
stellen den Median dar. Die Antennen entsprechen den Perzentilen 25 und 75. * p ≤ 
0,05, M1-Makrophagen signifikant verschieden zu den M0-Makrophagen.  

CD: Cluster of differentiation; HLA-DR: human leukocyte antigen, DR-Isotyp 
 

 

 

Nachdem per durchflusszytometrischer Analysen bestätigt wurde, dass es sich bei den aus 

THP-1-Zellen differenzierten Makrophagen um M1-ähnliche Makrophagen handelt, wurde 

der Effekt der NO-Synthase-Inhibitoren L-NAME und L-NIO an diesen Zellen untersucht. 

Zunächst wurden die M1-Makrophagen für 5 Stunden mit LPS (1 µg/ml) vorstimuliert, um 

die Bildung von Pro-IL-1β zu initiieren. Eine zweite Stimulierung per BzATP (100 µM) 

für 40 min folgte, um das NLRP3-Inflammasom zu aktivieren und die Bildung und 

Sekretion von IL-1β zu induzieren. Als Positivkontrolle wurden die nAChR-Agonisten Nic 

(100 µM) und PC (100 µM) zusammen mit BzATP eingesetzt.  
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Die IL-1β-Konzentration in den zellfreien Überständen, die weder eine Behandlung mit 

LPS noch mit BzATP erhielten, lag bei Werten zwischen 11,0 und 71,0 pg/ml mit einem 

Median von 26,0 pg/ml. Die alleinige Stimulation der M1-Makrophagen mit LPS führte zu 

IL-1β-Konzentrationen zwischen 215,0 und 307,0 pg/ml mit einem Median von 257,0 

pg/ml. Die zusätzliche Stimulation mit dem P2X7R-Agonisten BzATP ließ die IL-1β-

Konzentration im Zellkulturmedium ansteigen auf Werte zwischen 483,5 und 1107,5 pg/ml 

mit einem Median von 758,5 pg/ml. 

In Gegenwart der nAChR-Agonisten Nic und PC sanken die IL-1β-Werte im 

Zellkulturmedium ähnlich den Werten wie bei alleiniger Stimulation der Zellen mit LPS. 

Der Einsatz von Nic ließ die IL-1β-Konzentration im Zellkulturmedium sinken auf Werte 

zwischen 188,0 und 358,0 pg/ml mit einem Median von 251,5 pg/ml. PC ließ die IL-1β-

Konzentration fallen auf Werte zwischen 201,0 und 379,0 pg/ml mit einem Median von 

273,0 pg/ml.  

Wurden die NO-Synthase-Inhibitoren L-NAME (10 µM) oder L-NIO (50 µM) zu den 

LPS- und BzATP-stimulierten Zellen in Anwesenheit der nAChR-Agonisten Nic oder PC 

gegeben, konnte auch bei den M1-Makrophagen der inhibitorische Effekt auf die IL-1β-

Freisetzung signifikant (p ≤ 0,05; n = 6, Wilcoxon-Test) aufgehoben werden. Die IL-1β-

Konzentration im Zellkulturmedium der Zellen, die mit L-NAME behandelt wurden, 

wurden Werte zwischen 346,0 und 1108,0 pg/ml mit einem Median von 559,5 pg/ml 

gemessen. L-NIO führte zu IL-1β-Werten im zellfreien Medium zwischen 349,0 und 

1039,0 pg/ml mit einem Median von 543,0 pg/ml.  

Die alleinige Behandlung der mit LPS und BzATP stimulierten M1-Makrophagen mit L-

NAME oder L-NIO führte zu IL-1β-Konzentration ähnlichen den Werten der Zellen, die 

mit LPS und BzATP stimuliert wurden. Alle Daten sind in normalisierter Form in 

Abbildung 5 dargestellt. 
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Abbildung 5: Die hemmende Wirkung der nikotinischen Rezeptor-Agonisten Nic und PC auf die 
BzATP-induzierte Freisetzung von IL-1β wird durch die Zugabe der NO-Synthase-
Inhibitoren L-NAME und L-NIO in den zu M1-Makrophagen differenzierten THP-1-
Zellen aufgehoben. 
Zunächst wurden die aus THP-1-Zellen differenzierten M1-Makrophagen mit LPS (1 
µg/ml) für 5 Stunden vorstimuliert. Anschließend erfolgte eine zweite 40-minütige 
Stimulation mit dem P2X7-Rezeptor-Agonisten BzATP (100 µM), um die Bildung und 
Sekretion von IL-1β zu induzieren. Der Einfluss der NO-Synthase-Inhibitoren L-NAME (10 
µM) und L-NIO (50 µM) auf die BzATP-induzierte IL-1β-Freisetzung wurde in An- oder 
Abwesenheit der nikotinischen Rezeptor-Agonisten Nic (100 µM) oder PC (200 µM) 
untersucht. 
Die IL-1β-Konzentration in Zellkulturüberständen der aus THP-1-Zellen differenzierten 
M1-Makrophagen, die mit LPS und BzATP inkubiert wurden, wurde auf 100 % gesetzt und 
die weiteren Ergebnisse in Relation zu dieser gesetzt. Bei der Darstellung der Ergebnisse 
wurde der IL-1β-Wert bei alleiniger Stimulation der Zellen mit LPS von den gemessenen 
IL-1β-Konzentrationen der weiteren Versuchsansätze subtrahiert. Die Einzelwerte (n) sind 
als Punkte dargestellt, die Balken entsprechen den Medianen und die Antennen den 
Perzentilen 25 und 75. * p ≤ 0,05 signifikant unterschiedlich zu den Zellen, die mit LPS und 
BzATP behandelt wurden; # p ≤ 0,05 signifikant unterschiedlich zu den Zellen, die mit LPS, 
BzATP und dem jeweiligen nikotinischen Rezeptor-Agonisten behandelt wurden. 
Friedmann-Test gefolgt vom Wilcoxon-Test.  
BzATP: 2’(3’)-O-(4-Benzoylbenzoyl)Adenosin-5’-Triphosphat; IL-1β: Interleukin-1β; Nic: 
Nikotin; L-NAME: Nω-Nitro-L-Arginin-Methylester-Hydrochlorid; L-NIO: L-N5-(1-
Iminoethyl)-Ornithin; LPS: Lipopolysaccharid; PC: Phosphocholin 
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3.2 Wirkung von NO- und Peroxynitrit-Donoren 

3.2.1 Experimente an monozytären THP-1-Zellen 
Es ist bekannt, dass die NO-Synthase die Umwandlung von L-Arginin in NO und L-

Citrullin katalysiert (Boucher et al., 1999). Ebenso ist bekannt, dass in Gegenwart von 

Superoxidanionen NO in Peroxynitrit umgewandelt wird (Zielonka et al., 2010). Um 

unsere Hypothese zu testen, dass NO und/oder Peroxynitrit die BzATP-induzierte 

Freisetzung von IL-1β inhibieren, wurden Experimente mittels der NO- und Peroxynitrit-

Donoren SNAP und SIN-1 durchgeführt. 

Dazu wurden monozytäre THP-1-Zellen für 5 Stunden mit LPS (1 µg/ml) vorstimuliert 

und anschließend mit BzATP (100 µM) für 40 min behandelt, um die Bildung und 

Sekretion von IL-1β zu induzieren. Als Positivkontrolle wurde der nAChR-Agonist ACh 

(10 µM) zeitgleich mit BzATP eingesetzt. Die IL-1β-Konzentration in den zellfreien 

Überständen, die weder mit LPS noch mit BzATP behandelt wurden, lag bei 1,0 bis 2,0 

pg/ml mit einem Median von 1,0 pg/ml. Eine Stimulation mit LPS führte zu IL-1β-

Konzentrationen im Zellkulturmedium zwischen 5,0 und 15,0 pg/ml mit einem Median 

von 7,0 pg/ml. Die zusätzliche Stimulation der Zellen mit dem P2X7R-Agonisten BzATP 

ließ die IL-1β-Konzentration im Zellkulturmedium auf Werte zwischen 43,0 und 160,0 

pg/ml mit einem Median von 122,0 pg/ml ansteigen. Wie zuvor beschrieben (Hecker et al., 

2015) wurde die IL-1β-Ausschüttung in Anwesenheit des nAChR-Agonisten ACh 

signifikant (p ≤ 0,05, n = 6, Wilcoxon-Test) inhibiert. Die IL-1β-Konzentration im 

Zellkulturmedium lag bei Werten zwischen 8,0 und 26,0 pg/ml mit einem Median von 20,0 

pg/ml. 

Wurden die NO- und Peroxynitrit-Donoren SNAP (10 mM) oder SIN-1 (1 mM) zu den 

LPS- und BzATP-stimulierten Zellen gegeben, konnte eine signifikante (p ≤ 0,05, n = 6, 

Wilcoxon-Test) Inhibierung der BzATP-induzierten IL-1β-Ausschüttung, ähnlich der von 

ACh, verzeichnet werden. SNAP führte bei gleichzeitiger Applikation mit BzATP zu IL-

1β-Konzentrationen im Zellkulturmedium von 6,0 bis 20,0 pg/ml mit einem Median von 

12,5 pg/ml. SIN-1 führte bei gleichzeitiger Behandlung der Zellen mit BzATP ebenfalls zu 

einer Reduktion der IL-1β-Konzentration, allerdings mit einer breiteren Streuung. Es 

wurden IL-1β-Werte zwischen 7,0 und 90,0 pg/ml mit einem Median von 61,0 pg/ml 

gemessen. Dies veranlasste uns die THP-1-Zellen 30 min, 20 min und 10 min vor der 

Stimulation mit BzATP mit SIN-1 zu inkubieren. Alle 3 Ansätze zeigten ähnliche IL-1β-

Konzentrationen. Der IL-1β-Wert im Zellkulturmedium lag bei 30-minütiger 
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Vorinkubation zwischen 4,0 und 39,0 pg/ml mit einem Median von 21,0 pg/ml, bei 20-

minütiger Vorinkubation zwischen 6,0 und 55,0 pg/ml mit einem Median von 25,0 pg/ml 

und bei 10-minütiger Vorinkubation zwischen 5,0 und 91,0 pg/ml mit einem Median von 

28 pg/ml. 

Die alleinige Stimulierung der Zellen mit LPS und den NO- und Peroxynitrit-Donoren 

SNAP oder SIN-1 in Abwesenheit von BzATP führte zu keiner Veränderung der IL-1β-

Konzentration. Die gemessenen IL-1β-Werte im Zellkulturmedium waren ähnlich der 

Werte wie bei alleiniger Stimulierung der Zellen mit LPS. Alle Daten sind in Abbildung 6 

in normalisierter Form dargestellt. 

 

 

 

Abbildung 6: Die BzATP-induzierte Freisetzung von IL-1β wird durch die NO- und Peroxynitrit-
Donoren SNAP und SIN-1 in monozytären THP-1-Zellen gehemmt. 
Zunächst wurden die monozytären THP-1-Zellen mit LPS (1 µg/ml) für 5 Stunden 
vorstimuliert. Anschließend erfolgte eine zweite 40-minütige Stimulation der Zellen mit 
dem P2X7-Rezeptor-Agonisten BzATP (100 µM), um die Bildung und Sekretion von IL-1β 
zu induzieren. Als Positivkontrolle wurde der nikotinische Rezeptor-Agonist ACh (10 µM) 
zeitgleich mit BzATP zu den LPS-stimulierten Zellen gegeben. Der Einfluss auf die 
BzATP-induzierte Freisetzung von IL-1β durch NO und Peroxynitrit wurde durch die NO- 
und Peroxynitrit-Donoren SNAP (10 mM) und SIN-1 (1 mM) untersucht. Während SNAP 
zeitgleich mit BzATP eingesetzt wurde, wurde SIN-1 30 min (30'), 20 min (20') und 10 min 
(10') vor und zeitgleich (0') dem Einsatz von BzATP zugegeben. 
Die IL-1β-Konzentration in Zellkulturüberständen von monozytären THP-1-Zellen, die mit 
LPS vorstimuliert und mit BzATP inkubiert wurden, wurde auf 100 % gesetzt und die 
weiteren Ergebnisse in Relation zu dieser gesetzt. Die Einzelwerte (n) sind als Punkte 
dargestellt, die Balken entsprechen den Medianen und die Antennen den Perzentilen 25 und 
75. * p ≤ 0,05 signifikant unterschiedlich zu den Zellen, die mit LPS und BzATP behandelt 
wurden. Friedmann-Test gefolgt vom Wilcoxon-Test.  
ACh: Acetylcholin; BzATP: 2’(3’)-O-(4-Benzoylbenzoyl)Adenosin-5’-Triphosphat;  
IL-1β: Interleukin-1β; LPS: Lipopolysaccharid; SIN-1: 3-Morpholinosydnonimin; SNAP: 
S-Nitroso-N-Acetyl-DL-Penicillamin 
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Um nachzuweisen, dass die Hemmung der IL-1β-Freisetzung durch die NO- und 

Peroxynitrit-Donoren SNAP und SIN-1 auf den BzATP-induzierten Signalweg 

zurückzuführen ist, wurden weitere Experimente an monozytären THP-1-Zellen mittels 

Nigericin durchgeführt. Es ist bekannt, dass Nigericin, ein porenbildendes bakterielles 

Toxin über den Ausfluss von K⁺-Ionen das NLRP3-Inflammasom aktiviert und ATP 

unabhängig zur Bildung und Sekretion von IL-1β führt (Cheneval et al., 1998). 

Dazu wurden monozytäre THP-1-Zellen für 5 Stunden mit LPS (1 µg/ml) vorstimuliert 

und anschließend mit Nigericin (50 µM) für 40 min behandelt, um die Bildung und 

Sekretion von IL-1β zu induzieren. Um sicherzustellen, dass nur der ATP-unabhängige 

Mechanismus untersucht wird, wurden die Zellen zusätzlich mit dem ATP-abbauenden 

Enzym Apyrase (0,5 U/ml) behandelt. Die IL-1β-Konzentration im Zellkulturmedium 

unbehandelter Zellen lag bei Werten zwischen 0 und 2,0 pg/ml mit einem Median von 1,0 

pg/ml. Die Stimulierung der Zellen mit LPS führte zu IL-1β-Konzentrationen im 

Zellkulturmedium zwischen 6,0 und 15,0 pg/ml mit einem Median von 11,0 pg/ml. Die 

alleinige Stimulierung der Zellen mit Nigericin führte zu IL-1β-Werten im 

Zellkulturmedium zwischen 2,0 und 3,0 pg/ml mit einem Median von 2,0 pg/ml. Die 

Zugabe von Nigericin zu den LPS-stimulierten Zellen führte zu einem Anstieg der IL-1β-

Konzentration im Bereich zwischen 105,0 und 169,0 pg/ml mit einem Median von 111,5 

pg/ml.  

Wurde SNAP (10 mM) zu den mit LPS und Nigericin stimulierten Zellen gegeben, konnte 

eine signifikante (p ≤ 0,05, n = 6, Wilcoxon-Test) Inhibierung der Nigericin-induzierten 

Freisetzung von IL-1β verzeichnet werden. Es wurden IL-1β-Konzentrationen im 

Zellkulturmedium zwischen 48 und 91 pg/ml mit einem Median von 64,5 pg/ml gemessen. 

Auch die Applikation von SIN-1 (1 mM) zu den LPS- und Nigericin-stimulierten Zellen 30 

min, 20 min und 10 min vor der Behandlung der Zellen mit Nigericin, führten ebenfalls zu 

einer signifikanten (p  ≤  0,05, n = 6, Wilcoxon-Test) Reduktion der IL-1β-Konzentration.  

Wurden die LPS-stimulierten Zellen allerdings zeitgleich mit Nigericin und SIN-1 

behandelt, konnte ein signifikanter (p ≤ 0,05, n = 6, Wilcoxon-Test) Anstieg der IL-1β-

Konzentration beobachtet werden. Die IL-1β-Konzentration im zellfreien Überstand lag 

bei Werten zwischen 109,0 und 165,0 pg/ml mit einem Median von 117,0 pg/ml. Die 

Daten sind in normalisierter Form in Abbildung 7 dargestellt. 
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Abbildung 7: Die Nigericin-induzierte Freisetzung von IL-1β in Gegenwart der NO- und 
Peroxynitrit-Donoren SNAP und SIN-1. 
Zunächst wurden die monozytären THP-1-Zellen mit LPS (1 µg/ml) für 5 Stunden 
vorstimuliert. Anschließend erfolgte eine zweite 40-minütige Stimulation der Zellen mit Nig 
(100 µM) in An- und Abwesenheit der NO- und Peroxynitrit-Donoren SNAP (10 mM) und 
SIN-1 (1 mM). Die Zellen wurden zusätzlich 30 min (30'), 20 min (20') und 10 min (10') mit 
SIN-1 vorinkubiert, bevor sie mit Nigericin behandelt wurden.  
Die IL-1β-Konzentration in Zellkulturüberständen von monozytären THP-1-Zellen, die mit 
LPS vorstimuliert und mit Nigericin inkubiert wurden, wurde auf 100 % gesetzt und die 
weiteren Ergebnisse in Relation zu dieser gesetzt. Die Einzelwerte (n) sind als Punkte 
dargestellt, die Balken entsprechen den Medianen und die Antennen den Perzentilen 25 und 
75. * p ≤ 0,05 signifikant unterschiedlich zu den Zellen, die mit LPS und Nigericin 
behandelt wurden. Friedmann-Test gefolgt vom Wilcoxon-Test.  
IL-1β: Interleukin-1β; LPS: Lipopolysaccharid; Nig: Nigericin; SIN-1: 3-
Morpholinosydnonimin; SNAP: S-Nitroso-N-Acetyl-DL-Penicillamin 
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3.2.2 Experimente an zu M1-Makrophagen differenzierten 
THP-1-Zellen 

 
Um zu testen, ob die NO-und Peroxynitrit-Donoren SNAP und SIN-1 dieselbe Wirkung an 

weiteren Zellen monozytären Ursprungs haben, wurden ähnliche Experimente an zu M1-

Makrophagen differenzierten THP-1-Zellen durchgeführt. Dazu wurden die M1-

Makrophagen für 5 Stunden mit LPS (1 µg/ml) vorstimuliert und anschließend mit BzATP 

(100 µM) für 40 min behandelt, um die Bildung und Sekretion von IL-1β zu induzieren. 

Als Positivkontrolle wurde der nAChR-Agonist ACh (10 µM) zeitgleich mit BzATP zu 

den mit LPS stimulierten Zellen gegeben.  

Die IL-1β-Konzentration im Zellkulturmedium unbehandelter Zellen lag bei 14,0 und 64,0 

pg/ml mit einem Median von 44,0 pg/ml. Die Behandlung der Zellen mit LPS führte zu IL-

1β-Werten zwischen 137,0 und 296,0 pg/ml mit einem Median von 245,0 pg/ml. Die 

zusätzliche Stimulierung der LPS-behandelten Zellen mit dem P2X7R-Agonisten BzATP 

führte zu IL-1β-Konzentrationen im Zellkulturmedium zwischen 601,0 und 5227,0 pg/ml 

mit einem Median von 1011,0 pg/ml. In Anwesenheit des nAChR-Agonisten ACh zeigte 

sich in den mit LPS und BzATP stimulierten Zellen eine signifikante Inhibition der IL-1β-

Freisetzung (p ≤ 0,05, n = 7, Wilcoxon-Test). Es wurden IL-1β-Konzentrationen zwischen 

265,0 und 493,0 pg/ml mit einem Median von 315,0 pg/ml gemessen.  

Wurden die NO- und Peroxynitrit-Donoren SNAP (10 mM) oder SIN-1 (1 mM) zu den 

LPS- und BzATP-behandelten Zellen gegeben, konnte eine signifikante (p ≤ 0,05, n = 7, 

Wilcoxon-Test) Inhibierung der BzATP-induzierten IL-1β-Konzentration, ähnlich den 

Werten von ACh, verzeichnet werden. Eine Behandlung der LPS-stimulierten Zellen mit 

SNAP oder SIN-1 in Abwesenheit von BzATP führte zu keiner Veränderung der IL-1β-

Konzentration. Es wurden ähnliche IL-1β-Werte wie bei alleiniger Stimulation der Zellen 

mit LPS gemessen. Alle Daten sind in normalisierter Form in Abbildung 8 dargestellt. 
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Abbildung 8: Die BzATP-induzierte Freisetzung von IL-1β wird durch die NO- und Peroxynitrit-
Donoren SNAP und SIN-1 in den zu M1-Makrophagen differenzierten THP-1-Zellen 
gehemmt. 
Zunächst wurden die M1-Makrophagen mit LPS (1 µg/ml) für 5 Stunden vorstimuliert. 
Anschließend erfolgte eine zweite 40-minütige Stimulation der Zellen mit dem P2X7-
Rezeptor-Agonisten BzATP (100 µM), um die Bildung und Sekretion von IL-1β zu 
induzieren. Als Positivkontrolle wurde der nikotinische Rezeptor-Agonist ACh (10 µM) 
zeitgleich mit BzATP zu den LPS-stimulierten Zellen gegeben. Der Einfluss auf die 
BzATP-induzierte Freisetzung von IL-1β durch NO und Peroxynitrit wurde durch die NO- 
und Peroxynitrit-Donoren SNAP (10 mM) und SIN-1 (1 mM) untersucht. Während SNAP 
zeitgleich mit BzATP eingesetzt wurde, wurde SIN-1 30 min (30'), 20 min (20') und 10 min 
(10') vor und zeitgleich dem Einsatz von BzATP eingesetzt. 
Die IL-1β-Konzentration in Zellkulturüberständen der aus THP-1-Zellen differenzierten 
M1-Makrophagen, die mit LPS vorstimuliert und mit BzATP inkubiert wurden, wurde auf 
100 % gesetzt und die weiteren Ergebnisse in Relation zu dieser gesetzt. Bei der Darstellung 
der Ergebnisse wurde der IL-1β-Wert bei alleiniger Stimulation der Zellen mit LPS von den 
gemessenen IL-1β-Konzentrationen der weiteren Versuchsansätze subtrahiert. Die 
Einzelwerte (n) sind als Punkte dargestellt, die Balken entsprechen den Medianen und die 
Antennen den Perzentilen 25 und 75. * p ≤ 0,05 signifikant unterschiedlich zu den Zellen, 
die mit LPS und BzATP behandelt wurden. Friedmann-Test gefolgt vom Wilcoxon-Test.  
ACh: Acetylcholin; BzATP: 2’(3’)-O-(4-Benzoylbenzoyl)Adenosin-5’-Triphosphat;  
IL-1β: Interleukin-1β; SIN-1: 3-Morpholinosydnonimin; SNAP: S-Nitroso-N-Acetyl-DL-
Penicillamin 
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3.2.3 Experimente an murinen Zellen 
3.2.3.1 Murine mononukleäre Zellen des peripheren Blutes 
Als nächstes wurde getestet, ob der Peroxynitrit-Donor SIN-1 auch eine hemmende 

Wirkung auf die ATP-induzierte Freisetzung von IL-1β in murinen Zellen hat. Zunächst 

wurde der Effekt auf murinen PBMCs getestet. Dazu wurde frisch entnommenes Blut von 

Wildtyp-C57BL/6J Mäusen mit LPS (10 ng/ml) vorstimuliert und für 2 Stunden inkubiert. 

Die gewonnenen PBMCs wurden anschließend mit ATP (1 mM) für 30 min stimuliert, um 

die Bildung und Freisetzung von IL-1β zu induzieren. Die IL-1β-Konzentration in den 

zellfreien Überständen lag bei Stimulation mit LPS bei Werten zwischen 0 und 6,0 pg/ml 

mit einem Median von 3,0 pg/ml. Die zusätzliche Stimulation der mit LPS behandelten 

Zellen mit ATP führte zu IL-1β-Konzentrationen zwischen 58,0 und 285,0 pg/ml mit 

einem Median von 109,0 pg/ml.  
In Gegenwart des Peroxynitrit-Donors SIN-1 (1 mM) wurde die ATP-induzierte 

Freisetzung von IL-1β signifikant (p ≤ 0,05, n = 6, Wilcoxon-Test) gehemmt. Die 

zeitgleiche Behandlung der mit LPS und ATP stimulierten PBMCs mit SIN-1 führte zu IL-

1β-Werten zwischen 17,0 und 98,0 pg/ml mit einem Median von 61,0 pg/ml. Erfolgte eine 

Vorinkubation der LPS-stimulierten Zellen für 30 min mit SIN-1 bevor eine Stimulation 

mit ATP durchgeführt wurde, wurden IL-1β-Werte von 38 und 126 pg/ml mit einem 

Median von 87 pg/ml gemessen.  

Die Behandlung der murinen PBMCs mit LPS und SIN-1 in Abwesenheit von ATP führte 

zu keiner Veränderung der IL-1β-Konzentration. Es wurden ähnliche Werte wie bei 

alleiniger Stimulation der Zellen mit LPS verzeichnet. Alle Daten sind in normalisierter 

Form in Abbildung 9 dargestellt. 
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Abbildung 9: Die ATP-induzierte Freisetzung von IL-1β wird durch den Peroxynitrit-Donor  
SIN-1 in murinen mononukleären Zellen des peripheren Blutes (PBMCs) gehemmt. 
Frisch entnommenes Blut aus Wildtyp-C57BL/6J Mäusen wurde zunächst mit LPS (10 
ng/ml) vorstimuliert und für 2 Stunden inkubiert. Anschließend erfolgte die Separation der 
PBMCs und Stimulierung der Zellen mit ATP (1 mM), um die Bildung und Sekretion von 
IL-1β zu induzieren. Die Behandlung der PBMCs mittels dem Peroxynitrit-Donor SIN-1 (1 
mM) erfolgte 30 min (30') vor oder zeitgleich mit der Stimulierung der Zellen mit ATP. 
Die IL-1β-Konzentration in Zellkulturüberständen von murinen PBMCs, die mit LPS 
vorstimuliert und mit ATP inkubiert wurden, wurde auf 100 % gesetzt und die weiteren 
Ergebnisse in Relation zu dieser gesetzt. Die Einzelwerte (n) sind als Punkte dargestellt, die 
Balken entsprechen den Medianen und die Antennen den Perzentilen 25 und 75.  
* p ≤ 0,05 signifikant unterschiedlich zu den Zellen, die mit LPS und ATP behandelt 
wurden. Friedmann-Test gefolgt vom Wilcoxon-Test.  
ATP: Adenosin-5′-Triphosphat-Dinatriumsalz-Hydrat; IL-1β: Interleukin-1β; LPS: 
Lipopolysaccharid; SIN-1: 3-Morpholinosydnonimin 
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3.2.3.2 Murine bone marrow-derived Makrophagen  
Eine umfangreichere Reihe an Experimenten wurde mit murinen BMDMs durchgeführt. 

Sowohl die ATP-induzierte, als auch die Nigericin-induzierte Freisetzung von IL-1β wurde 

in Gegenwart der NO- und Peroxynitrit-Donoren SNAP und SIN-1 getestet. BMDMs 

wurden zunächst für 5 Stunden mit LPS (1 µg/ml) vorstimuliert und anschließend für 40 

min mittels ATP stimuliert, um die Bildung und Sekretion von IL-1β zu induzieren. Die 

NO- und Peroxynitrit-Donoren SNAP (10 mM) bzw. SIN-1 (1 mM) wurden 30 min vor 

der Applikation oder zeitgleich mit ATP zugegeben.  

Unbehandelte BMDMs wiesen eine IL-1β-Konzentration im Zellkulturmedium zwischen 0 

bis 2,0 pg/ml mit einem Median von 0 pg/ml auf. Die Stimulation der Zellen mit LPS 

führte zu IL-1β-Werten im zellfreien Überstand zwischen 71,0 und 382,0 pg/ml mit einem 

Median von 318,0 pg/ml. Die Zugabe von ATP zu den LPS-stimulierten Zellen führte zu 

IL-1β-Werten im Zellkulturmedium zwischen 390,0 und 2925,0 pg/ml mit einem Median 

von 593,0 pg/ml. In Gegenwart der NO- und Peroxynitrit-Donoren SNAP oder SIN-1, 

sowohl 30 min vor der Applikation von ATP, als auch zeitgleich mit ATP, führte zu einer 

signifikanten (p ≤ 0,05, n = 9-13, Wilcoxon-Test) Reduktion der IL-1β-Konzentration. 

SNAP führte bei 30-minütiger Vorinkubation der Zellen vor der Applikation von ATP zu 

IL-1β-Werten zwischen 61,0 und 337,0 pg/ml mit einem Median von 211,0 pg/ml. Bei 

gleichzeitiger Applikation von SNAP und ATP wurden IL-1β-Werte zwischen 238,0 und 

508,0 pg/ml mit einem Median von 277,0 pg/ml gemessen. SIN-1 führte bei 30-minütiger 

Vorinkubation der Zellen vor der Applikation von ATP zu IL-1β-Werten zwischen 51,0 

und 284,0 pg/ml mit einem Median von 231,0 pg/ml, während die gleichzeitige 

Applikation von SIN-1 zu ATP zu IL-1β-Werten zwischen 196,0 und 575,0 pg/ml mit 

einem Median von 380,0 pg/ml führte.  

Die Behandlung der BMDMs mit LPS und den NO- und Peroxynitrit-Donoren SNAP oder 

SIN-1 in Abwesenheit von ATP führte zu keiner Veränderung der IL-1β-Konzentration. 

Die IL-1β-Konzentrationen waren ähnlich den Werten der BMDMs, die mit LPS behandelt 

wurden. Alle Daten sind in normalisierter Form in Abbildung 10 dargestellt. 

Um zu testen, ob der inhibitorische Effekt auf die IL-1β-Konzentration auf ATP und den 

P2X7R zurückzuführen ist, wurden zusätzliche Experimente mit dem porenbildenden 

bakteriellen Toxin Nigericin (50 µM) durchgeführt. Nigericin aktiviert ATP-unabhängig 

das NLRP3-Inflammasom und führt zur Bildung und Sekretion von IL-1β. Um 
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sicherzustellen, dass nur der ATP-unabhängige Mechanismus untersucht wird, wurden die 

Zellen zusätzlich mit dem ATP-abbauenden Enzym Apyrase (0,5 U/ml) behandelt. 

BMDMs, die mit Nigericin stimuliert wurden, wiesen IL-1β-Werte im Zellkulturmedium 

zwischen 2,0 und 14,0 pg/ml mit einem Median von 9,0 pg/ml auf. Die zusätzliche 

Vorstimulierung der Zellen mit LPS in Gegenwart von Nigericin führte zu IL-1β-

Konzentrationen im Bereich von 14439,0 bis 21855,0 pg/ml mit einem Median von 

17143,0 pg/ml.  
Sowohl die 30-minütige Vorinkubation, als auch die zeitgleiche Applikation von SNAP 

und Nigericin, führte zu einer signifikanten (p ≤ 0,05, n = 6-11, Wilcoxon-Test) Reduktion 

der IL-1β-Konzentration. Bei 30-minütiger Vorinkubation der LPS- und Nigericin-

stimulierten Zellen mit SIN-1 kam es ebenfalls zu einer signifikanten (p ≤ 0,05, n = 7, 

Wilcoxon-Test) Reduktion der IL-1β-Konzentration im Zellkulturmedium. Die zeitgleiche 

Behandlung der LPS-stimulierten BMDMs mit SIN-1 und Nigericin führte zu keiner 

signifikanten Reduktion der IL-1β-Konzentration im zellfreien Überstand. Es wurden IL-

1β-Werte im Bereich von 67,0 bis 5070,0 pg/ml mit einem Median von 2513,0 pg/ml 

gemessen. Auch diese Daten wurden normalisiert und in Abbildung 10 dargestellt. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



52 
 

 

Abbildung 10: Die ATP-induzierte Freisetzung von IL-1β wird durch die NO- und Peroxynitrit-
Donoren SNAP und SIN-1 in murinen bone marrow-derived Makrophagen 
(BMDMs) gehemmt. 
Murine BMDMs wurden mit LPS (1 µg/ml) für 5 Stunden vorstimuliert. Anschließend 
erfolgte eine zweite 40-minütige Stimulierung der Zellen mit ATP (1 mM), um die 
Bildung und Sekretion von IL-1β zu induzieren. Die Behandlung der murinen BMDMs 
mittels den NO- und Peroxynitrit-Donoren SNAP (10 mM) oder SIN-1 (1 mM) erfolgte 
30 min (30') vor der Behandlung mit ATP oder zeitgleich (0') mit ATP. 
Um die P2X7-Rezeptor unabhängige Freisetzung von IL-1β zu testen, wurden 
zusätzliche Experimente mit Nigericin (50 µM) und dem ATP-abbauenden Enzym 
Apyrase (0,5 U/ml) durchgeführt. Dazu wurden die BMDMs für 5 Stunden mit LPS (1 
µg/ml) stimuliert und für 40 min mit Nigericin und Apyrase behandelt. Die NO- und 
Peroxynitrit-Donoren SNAP (10 mM) oder SIN-1 (1 mM) wurden entweder zeitgleich 
(0') mit Nigericin oder 30 min (30') vor der Behandlung mit Nigericin zu den mit LPS 
stimulierten BMDMs gegeben. 
Die IL-1β-Konzentration in Zellkulturüberständen der murinen BMDMs, die mit LPS 
vorstimuliert und mit ATP oder Nig inkubiert wurden, wurde auf 100 % gesetzt und die 
weiteren Ergebnisse in Relation zu dieser gesetzt. Bei der Darstellung der Ergebnisse 
wurde der IL-1β-Wert bei alleiniger Stimulation der Zellen mit LPS von den 
gemessenen IL-1β-Konzentrationen der weiteren Versuchsansätze subtrahiert. Die 
Einzelwerte (n) sind als Punkte dargestellt, die Balken entsprechen den Medianen und 
die Antennen den Perzentilen 25 und 75. * p ≤ 0,05 signifikant unterschiedlich zu den 
Zellen, die mit LPS und ATP oder Nig behandelt wurden. Friedmann-Test gefolgt vom 
Wilcoxon-Test.  
ATP: Adenosin-5′-Triphosphat-Dinatriumsalz-Hydrat; IL-1β: Interleukin-1β; LPS: 
Lipopolysaccharid; Nig: Nigericin; SIN-1: 3-Morpholinosydnonimin; SNAP: S-
Nitroso-N-Acetyl-DL-Penicillamin 
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3.2.4 Experimente an humanen mononukleären Zellen des 
peripheren Blutes  

 
Ähnliche Experimente wie an murinen BMDMs wurden an humanen PBMCs 

durchgeführt. Zunächst wurden durchflusszytometrische Analysen an den durch 

RosetteSep™-Technik gewonnen Monozytenfraktionen durchgeführt, um die Reinheit der 

Monozyten nachzuweisen. Im ersten Ansatz wurde untersucht, ob die aufgereinigten 

Zellen die für Monozyten typischen Zelloberflächenmarker exprimieren. Dazu wurden die 

für Monozyten typischen Zelloberflächenmarker CD14, CD16 und CD38 und HLA-DR 

verwendet. Durchflusszytometrische Analysen ergaben, dass die mittels RosetteSep™-

Technik angereicherte Monozytenfraktion zu 80,2% CD14, 18,2% CD16, 99,2% CD45 

und zu 91,4% HLA-DR exprimieren (siehe Abbildung 11A). 

Basierend auf dem Zelloberflächenmarker CD45 und der side scatter area (SSC-A) konnte 

nachgewiesen werden, dass 99,2% der gewonnenen Zellen mononukleäre Leukozyten sind 

(siehe Abbildung 11B). Anhand der Zelloberflächenmarker CD14 und CD16 wurde 

weiterhin gezeigt, dass 80,73% der Zellen Charakteristika von Monozyten aufweisen 

(siehe Abbildung 11C). Ähnliche Werte wurden erreicht, wenn anhand der 

Zelloberflächenmarker CD16 und HLA-DR eine Abgrenzung gegenüber von Natürlichen 

Killerzellen (NK cells) vorgenommen wurde (76,17% Monozyten, siehe Abbildung 11D) 

oder mittels der Zelloberflächenmarker CD14 und HLA-DR eine Abgrenzung gegenüber 

von B-Zellen erfolgte (76,07% Monozyten, siehe Abbildung 11E).  

Zudem wurde anhand der Zelloberflächenmarker CD14 und CD16 die prozentuelle 

Verteilung der Monozyten-Untergruppen untersucht. Zu 85,4% handelte es sich um die 

klassischen-, zu 4,2% um die intermediären- und zu 10,4% um die nicht-klassischen-

Monozyten (siehe Abbildung 11F).  
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Abbildung 11: Durchflusszytometrische Analyse zum Nachweis der Reinheit der mittels 

RosetteSep™-Technik gewonnenen humanen Monozyten aus der Blutprobe eines 
Probanden. 
A) Repräsentative Histogramme der Zelloberflächenmarker CD14, CD16, CD45 und 

HLA-DR an humanen Monozytenfraktionen 
B) CD45 vs SSC-A: Gating zur Selektion der Immunzellen  
C) CD16 vs CD14: Gating zur Selektion von Monozyten  
D) CD16 vs. HLA-DR: Gating zum Ausschluss von NK-Zellen 
E) CD14 vs. HLA-DR: Gating zum Auschluss von B-Zellen  
F) Prozentuelle Darstellung der klassischen-, intermediären- und nicht-klassischen-

Monozyten  
CD: Cluster of differentiation; HLA-DR: human leukocyte antigen, DR-Isotyp;  
NK-Zellen: Natürliche Killerzellen; SSC-A: side scatter area 
 
 

 

Nachdem per durchflusszytometrischer Analysen eine ausreichende Reinheit der 

angereicherten humanen Monozyten nachgewiesen wurde, wurde die Wirkung der NO- 

und Peroxynitrit-Donoren SNAP und SIN-1 auf die BzATP-induzierte Freisetzung von IL-

1β an diesen Zellen getestet.  

Zunächst wurden die humanen Monozyten während der Aufreinigung kurz mit LPS (5 

ng/ml) vorstimuliert und danach für 3 Stunden inkubiert. Darauf folgte eine zweite 

Stimulierung der Zellen mit BzATP (100 µM) für 30 min, um die Bildung und Sekretion 
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von IL-1β zu induzieren. Die NO- und Peroxynitrit-Donoren SNAP (10 mM) oder SIN-1 

(1 mM) wurden entweder zur selben Zeit mit BzATP zu den Zellen gegeben oder 30 min 

vor der Applikation von BzATP. 

Humane Monozyten, die mit LPS vorstimuliert wurden, wiesen eine IL-1β-Konzentration 

im Zellkulturmedium von 74,0 bis 1384,0 pg/ml mit einem Median von 498,0 pg/ml auf. 

Die Zugabe von BzATP zu den LPS-stimulierten Zellen führte zu IL-1β-Werten zwischen 

1035,0 und 13723,0 pg/ml mit einem Median von 8605,0 pg/ml. In Gegenwart der NO- 

und Peroxynitrit-Donoren SNAP oder SIN-1 kam es zu einer signifikanten (p ≤ 0,05, n = 

6-8, Wilcoxon-Test) Reduktion der IL-1β-Konzentration mit LPS und BzATP stimulierter 

Zellen. Die IL-1β-Konzentration im Zellkulturmedium lag bei 30-minütiger Vorinkubation 

mit SNAP bei Werten zwischen 172,0 und 6227,0 pg/ml mit einem Median von 360,0 

pg/ml. Die zeitgleiche Applikation von SNAP und BzATP zu LPS-stimulierten Zellen 

führte zu IL-1β-Werten im zellfreien Überstand zwischen 156,0 und 6598,0 pg/ml mit 

einem Median von 1262,5 pg/ml. SIN-1 führte bei gleichzeitiger Zugabe mit BzATP zu 

den zu IL-1β-Werten zwischen 484,0 und 11794,0 pg/ml mit einem Median von 3628,0 

pg/ml im Zellkulturmedium. Die 30-minütige Vorinkubation der Zellen mit SIN-1 vor der 

Behandlung der mit LPS stimulierten Zellen mit BzATP führte zu IL-1β-Werten im 

zellfreien Überstand zwischen 493,0 und 5577,0 pg/ml mit einem Median von 2616,0 

pg/ml. Die Behandlung der humanen Monozyten mit LPS und den NO- und Peroxynitrit-

Donoren SNAP oder SIN-1 in Abwesenheit von BzATP führte zu keiner Veränderung der 

IL-1β-Konzentration. Die gemessenen IL-1β-Konzentrationen waren ähnlich den Werten 

der Monozyten, die mit LPS behandelt wurden. Alle Daten sind in normalisierter Form in 

Abbildung 12 dargestellt.  

Um zu testen, ob der inhibitorische Effekt auf die IL-1β-Sekretion auf eine Inhibition des 

P2X7R zurückzuführen ist, wurden zusätzliche Experimente mit Nigericin (50 µM) 

durchgeführt. Nigericin, ein porenbildendes bakterielles Toxin, aktiviert ATP-unabhängig 

das NLRP3-Inflammasom und führt zur Bildung und Sekretion von IL-1β. Um 

sicherzustellen, dass nur der ATP-unabhängige Mechanismus untersucht wird, wurden die 

Zellen zusätzlich mit dem ATP-abbauenden Enzym Apyrase (0,5 U/ml) behandelt. 

Humane Monozyten, die mit LPS und Nigericin stimuliert wurden, wiesen IL-1β-Werte im 

Zellkulturmedium zwischen 4961,0 und 26233,0 pg/ml mit einem Median von 10053,0 

pg/ml auf. Sowohl bei 30-minütiger Vorinkubation, als auch zeitgleicher Applikation mit 

Nigericin, führte SNAP an LPS-stimulierten humanen Monozyten  zu einer signifikanten 

(p ≤ 0,05, n = 7-8, Wilcoxon-Test) Reduktion der IL-1β-Konzentration. Die IL-1β-
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Konzentration lag bei 30-minütiger Vorinkubation bei Werten zwischen 3603,0 und 

23012,0 pg/ml mit einem Median von 7951,0 pg/ml im Zellkulturmedium. Wurde SNAP 

zur gleichen Zeit mit Nigericin zu den LPS-stimulierten Zellen gegeben, wurden IL-1β-

Werte im Bereich von 1486,0 und 14746,0 pg/ml mit einem Median von 3673,0 pg/ml 

gemessen. Auch die 30-minütige Vorinkubation der humanen PBMCs mit SIN-1 führte zu 

einer signifikanten (p ≤ 0,05, n = 7, Wilcoxon-Test) Reduktion der IL-1β-Konzentration. 

Wurde SNAP zur selben Zeit mit Nigericin zu den LPS-stimulierten Zellen gegeben, kam 

es nicht zu einer signifikanten Reduktion der IL-1β-Konzentration. Es wurden IL-1β-Werte 

im Zellkulturmedium im Bereich von 3297,0 bis 18179,0 pg/ml mit einem Median von 

9612,0 pg/ml gemessen. Auch diese Daten sind in Abbildung in normalisierter Form 

dargestellt. 

 

 

 

Abbildung 12: Die BzATP-induzierte Freisetzung von IL-1β  wird durch die NO-und Peroxynitrit-
Donoren SNAP und SIN-1 in humanen Monozyten gehemmt. 
Humane Monozyten wurden mit LPS (5 ng/ml) für 5 Stunden vorstimuliert. 
Anschließend erfolgte eine zweite 30-minütige Stimulierung der Zellen mit BzATP (100 
µM), um die Bildung und Sekretion von IL-1β zu induzieren. Die Behandlung der 
Monozyten mit den NO- und Peroxynitrit Donoren SNAP (10 mM) oder SIN-1 (1 mM) 
erfolgte 30 min (30') vor der Behandlung mit BzATP oder zeitgleich (0') mit BzATP. 
Um die P2X7-Rezeptor-unabhängige Freisetzung von IL-1β zu untersuchen, wurden 
Experimente mit Nigericin (50 µM) und dem BzATP-abbauenden Enzym Apyrase (0,5 
U/ml) durchgeführt. Dazu wurden die humanen Monozyten für 3 Stunden mit LPS 
vorstimuliert und für 30 min mit Nigericin und Apyrase behandelt. Die NO- und 
Peroxynitrit-Donoren SNAP (10 mM) oder SIN-1 (1 mM) wurden entweder zeitgleich 
(0') mit Nigericin oder 30 min (30') vor der Behandlung mit Nigericin zu den mit LPS 
stimulierten humanen Monozyten gegeben 
Die IL-1β-Konzentration in Zellkulturüberständen der humanen Monozyten, die mit 
LPS vorstimuliert und mit BzATP oder Nig inkubiert wurden, wurde auf 100 % gesetzt 
und die weiteren Ergebnisse in Relation zu dieser gesetzt. Die Einzelwerte (n) sind als 
Punkte dargestellt, die Balken entsprechen den Medianen und die Antennen den 
Perzentilen 25 und 75. * p ≤ 0,05 signifikant unterschiedlich zu den Zellen, die mit LPS 
und BzATP oder Nig behandelt wurden. Friedmann-Test gefolgt vom Wilcoxon-Test.  
BzATP: 2’(3’)-O-(4-Benzoylbenzoyl)Adenosin-5’-Triphosphat; IL-1β: Interleukin-1β; 
LPS: Lipopolysaccharid; Nig: Nigericin; SIN-1: 3-Morpholinosydnonimin; SNAP: S-
Nitroso-N-Acetyl-DL-Penicillamin  
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3.3 Zellvitalität 

Die Zellvitalität monozytärer THP-1-Zellen, muriner PBMCs, muriner BMDMs und 

humaner Monozyten wurde über die Messung der LDH-Aktivität bestimmt. Dazu wurde 

die LDH-Aktivität der einzelnen Versuchsansätze im zellfreien Überstand gemessen und in 

Relation zur höchsten LDH-Aktivität aus lysierten und unbehandelten mononukleären 

Phagozyten im Zellkulturüberstand gesetzt und in Prozent angegeben (Tabellen 6-10).  

 

 
Zellen, Behandlung Zelltod [%] 

Mittelwert ± SD 
n 

THP-1, - 7.3 ± 1.5 6 
THP-1, LPS 7.5 ± 1.0 6 
THP-1, LPS, BzATP 10.4 ± 1.7 6 
THP-1, LPS, BzATP, Nic 100 µM  8.8 ± 1.9 6 
THP-1, LPS, BzATP, Nic 100 µM, L-NIO 50 µM 10.7 ± 2.7 6 
THP-1, LPS, BzATP, Nic 100 µM, L-NAME 10 µM 10.2 ± 2.5 6 
THP-1, LPS, BzATP, PC 200 µM 8.2 ± 1.5 6 
THP-1, LPS, BzATP, PC 200 µM, L-NIO 50 µM 9.8 ± 2.8 6 
THP-1, LPS, BzATP, PC 200 µM, L-NAME 10 µM 10.7 ± 1.9 6 
THP-1, LPS, BzATP, CRP 10 µg/ml 8.2 ± 1.3 6 
THP-1, LPS, BzATP, CRP 10 µg/ml, L-NIO 50 µM 9.7 ± 2.7 6 
THP-1, LPS, BzATP, CRP 10 µg/ml, L-NAME 10 µM 10.0 ± 2.8 6 
THP-1, LPS, BzATP, L-NIO 50 µM 9.3 ± 2.3 6 
THP-1, LPS, BzATP, L-NAME 10 µM 9.7 ± 2.3 6 
 
Tabelle 6: Prozentueller Anteil toter Zellen bei Experimenten mit monozytären THP-1-Zellen; NO-

Synthase-Inhibitoren. 
Die LDH-Aktivität der einzelnen Versuchsansätze wurden im Überstand gemessen und in 
Relation zur maximalen LDH-Aktivität aus lysierten und unstimulierten Zellen gesetzt und in 
Prozent angegeben. 
BzATP: 2’(3’)-O-(4-Benzoylbenzoyl)Adenosin-5’-Triphosphat; CRP: C-reaktives Protein; 
LPS: Lipopolysaccharid; Nic: Nikotin; L-NAME: Nω-Nitro-L-Arginin-Methylester-
Hydrochlorid; L-NIO: L-N5-(1-Iminoethyl)-Ornithin; n: Anzahl der Versuchsansätze; PC: 
Phosphocholin 
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Zellen, Behandlung Zelltod [%] 
Mittelwert ± SD 

n 

THP-1, - 12.1 ± 5.5 15 
THP-1, LPS 11.6 ± 4.1 14 
THP-1, LPS, BzATP ± solvent 11.3 ± 5.4  9 
THP-1, LPS, BzATP, ACh 10 µM 9.2 ± 4.5 6 
THP-1, LPS, BzATP, SNAP 10 mM 6.2 ± 3.5 6 
THP-1, LPS, BzATP, SIN-1 -30‘ 5.3 ± 2.7 6 
THP-1, LPS, BzATP, SIN-1 -20‘ 6.0 ± 2.7 6 
THP-1, LPS, BzATP, SIN-1 -10‘ 7.8 ± 3.5 6 
THP-1, LPS, BzATP, SIN-1 0‘ 6.2 ± 2.2 6 
THP-1, LPS, SNAP 10 mM 8.0 ± 4.1 6 
THP-1, LPS, SIN-1 -30‘ 9.3 ± 4.5 6 
THP-1, LPS, SIN-1 0‘ 8.3 ± 4.2 3 
THP-1, Nig 19.7 ± 3.1 3 
THP-1, LPS, Nig ± solvent 18.3 ± 4.9 6 
THP-1, LPS, Nig, SNAP 10 mM 37.5 ± 12.7 6 
THP-1, LPS, Nig, SIN-1 -30‘ 15.3 ± 4.8 6 
THP-1, LPS, Nig, SIN-1 -20‘ 13.8 ± 4.2 6 
THP-1, LPS, Nig, SIN-1 -10‘ 15.0 ± 4.9 6 
THP-1, LPS, Nig, SIN-1 0‘ 17.5 ± 4.7 6 
 
Tabelle 7: Prozentueller Anteil toter Zellen bei Experimenten mit monozytären THP-1-Zellen; 

SNAP und SIN-1. 
Die LDH-Aktivität der einzelnen Versuchsansätze wurden im Überstand gemessen und in 
Relation zur maximalen LDH-Aktivität aus lysierten und unstimulierten Zellen gesetzt und in 
Prozent angegeben. 
ACh: Acetylcholin; BzATP: 2’(3’)-O-(4-Benzoylbenzoyl)Adenosin-5’-Triphosphat; LPS: 
Lipopolysaccharid; n: Anzahl der Versuchsansätze;  Nig: Nigericin; SIN-1: 3-
Morpholinosydnonimin; SNAP: S-Nitroso-N-Acetyl-DL-Penicillamin  

 

Zellen, Behandlung Zelltod [%] 
Mittelwert ± SD 

n 

Murine PBMCs, LPS 7.1 ± 9.3 7 
Murine PBMCs, LPS, ATP 12.1 ± 7.3 7 
Murine PBMCs, LPS, ATP, SIN-1 -30’ 2.2 ± 1.7 6 
Murine PBMCs, LPS, ATP, SIN-1 0’ 5.0 ± 3.3 6 
Murine PBMCs, LPS, SIN-1 -30’ 3.8 ± 5.0 4 
Murine PBMCs, LPS, SIN-1 0’ 6.5 ± 7.5 4 
 
Tabelle 8: Prozentueller Anteil toter Zellen bei Experimenten mit murinen mononukleären Zellen 

des peripheren Blutes (PBMCs); SIN-1. 
Die LDH-Aktivität der einzelnen Versuchsansätze wurden im Überstand gemessen und in 
Relation zur maximalen LDH-Aktivität aus lysierten und unstimulierten Zellen gesetzt und in 
Prozent angegeben. 
ATP: Adenosin-5′-Triphosphat-Dinatriumsalz-Hydrat; LPS: Lipopolysaccharid;  
n: Anzahl der Versuchsansätze; SIN-1: 3-Morpholinosydnonimin 
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Zellen, Behandlung Zelltod [%] 
Mittelwert ± SD 

n 

Murine BMDMs, - 14.9 ± 4.4 13 
Murine BMDMs, LPS 16.7 ± 5.5 13 
Murine BMDMs, LPS, ATP ± solvent 18.2 ± 4.0 24 
Murine BMDMs, LPS, ATP, SNAP 10 mM -30’ 16.9 ± 6.8 11 
Murine BMDMs, LPS, ATP, SNAP 10 mM 0’ 14.5 ± 6.2 8 
Murine BMDMs, LPS, SNAP 10 mM -30’ 16.8 ± 2.6 6 
Murine BMDMs, LPS, SNAP 10 mM 0’ 13.8 ± 11.9 6 
Murine BMDMs, LPS, ATP, SIN-1 -30’ 14.5 ± 6.3 8 
Murine BMDMs, LPS, ATP, SIN-1 0’ 15.6 ± 3.9 8 
Murine BMDMs, LPS, SIN-1 -30’ 16.6 ± 7.4 8 
Murine BMDMs, LPS, SIN-1 0’ 17.1 ± 10.3 8 
Murine BMDMs, Nig 1.2 ± 2.2 11 
Murine BMDMs, LPS, Nig ± solvent 13.9 ± 11.7 22 
Murine BMDMs, LPS, Nig, SNAP 10 mM -30’ 13.2 ± 5.9 11 
Murine BMDMs, LPS, Nig, SNAP 10 mM 0’ 16.3 ± 9.8 8 
Murine BMDMs, LPS, Nig, SIN-1-30’ 3.0 ± 4.8 4 
Murine BMDMs, LPS, Nig, SIN-1 0’ 3.5 ± 4.7 6 
 
Tabelle 9: Prozentueller Anteil toter Zellen bei Experimenten mit murinen bone marrow-derived 

Makrophagen (BMDMs); SNAP und SIN-1. 
Die LDH-Aktivität der einzelnen Versuchsansätze wurden im Überstand gemessen und in 
Relation zur maximalen LDH-Aktivität aus lysierten und unstimulierten Zellen gesetzt und in 
Prozent angegeben. 
ATP: Adenosin-5′-Triphosphat-Dinatriumsalz-Hydrat; LPS: Lipopolysaccharid;  
n: Anzahl der Versuchsansätze; Nig: Nigericin; SIN-1: 3-Morpholinosydnonimin;  
SNAP: S-Nitroso-N-Acetyl-DL-Penicillamin 
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Zellen, Behandlung Zelltod [%] 
Mittelwert ± SD 

n 

Humane Monozyten, LPS 3.3 ± 3.2 13 
Humane Monozyten, LPS, BzATP ± solvent 4.4 ± 3.5 24 
Humane Monozyten, LPS, BzATP, SNAP 10 mM -30’ 5.2 ± 2.5 6 
Humane Monozyten, LPS, BzATP, SNAP 10 mM 0’ 3.6 ± 2.0 7 
Humane Monozyten, LPS, SNAP 10 mM-30’ 4.6 ± 2.1 6 
Humane Monozyten, LPS, SNAP 10 mM0’ 11.2 ± 9.9 9 
Humane Monozyten, LPS, BzATP, SIN-1 -30’ 8.0 ± 5.7 8 
Humane Monozyten, LPS, BzATP, SIN-1 0’ 6.8 ± 5.2 6 
Humane Monozyten, LPS, SIN-1 -30’ 5.0 ± 1.9 7 
Humane Monozyten, LPS, SIN-1 0’ 10.3 ± 12.3 7 
Humane Monozyten, LPS, Nig ± solvent 12.2 ± 8.2 18 
Humane Monozyten, LPS, Nig, SNAP 10 mM -30’ 12.9 ± 12.7 7 
Humane Monozyten, LPS, Nig, SNAP 10 mM 0’ 25.6 ± 19.1 11 
Humane Monozyten, LPS, Nig, SIN-1 -30’ 19.3 ± 11.3 8 
Humane Monozyten, LPS, Nig, SIN-1 0’ 19.0 ± 9.6 7 
 
Tabelle 10: Prozentueller Anteil toter Zellen bei Experimenten mit humanen Monozyten; SNAP und 

SIN-1.   
Die LDH-Aktivität der einzelnen Versuchsansätze wurden im Überstand gemessen und in 
Relation zur maximalen LDH-Aktivität aus lysierten und unstimulierten Zellen gesetzt und in 
Prozent angegeben. 
ATP: Adenosin-5′-Triphosphat-Dinatriumsalz-Hydrat; LPS: Lipopolysaccharid;  
n: Anzahl der Versuchsansätze;  Nig: Nigericin; SIN-1: 3-Morpholinosydnonimin; SNAP: S-
Nitroso-N-Acetyl-DL-Penicillamin 
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4. Diskussion 
4.1 Methodendiskussion 
4.1.1 Verwendete Zelltypen  
Es wurden verschiedene Zellarten verwendet, um den Signaltransduktionsmechanismus zu 

klären, bei dem die Aktivierung von nAChRs zur Inhibierung der ionotropen Funktion des 

P2X7R führt und somit die IL-1β-Freisetzung in mononukleären Phagozyten inhibiert. 

Zunächst wurden Experimente an der humanen monozytären THP-1-Zelllinie 

durchgeführt. Wie bereits in Kapitel 2.5.1.1 erwähnt, wurden die THP-1-Zellen 1987 aus 

dem peripheren Blut eines 1-jährigen männlichen Patienten isoliert, der an akuter 

myeloischer Leukämie litt (Tsuchiya et al., 1980).  

Die THP-1-Zellen sind bekanntermaßen ein geeignetes Modell zur einfachen und 

zuverlässigen Untersuchung von Monozyten im Rahmen einer Immunreaktion. Eine 

Besonderheit dieser Zellen ist, dass sie nicht nur als in vitro-Modell für humane 

Monozyten dienen, sondern sich auch zu Makrophagen differenzieren lassen (Chanput et 

al., 2014; Qin, 2012). Sowohl monozytäre THP-1-Zellen, als auch zu M1-Makrophagen 

differenzierte THP-1-Zellen zeigen eine konstitutive Expression von TLRs, einschließlich 

TLR-4 und reagieren nach der Behandlung mit LPS mit der Veränderung der Expression 

einer Reihe von Genen mit pro-inflammatorischen Funktionen, darunter IL-1β (Chanput et 

al., 2010, 2014; Schildberger et al., 2013; Sharif et al., 2007).  

Die Differenzierung der monozytären THP-1-Zellen zu M1-Makrophagen kann durch 

verschiedene Stimuli erfolgen. PMA und 1α, 25-Dihydroxyvitamin D3 (vD3) sind häufig 

verwendete Stimuli, die zur Differenzierung von Makrophagen aus monozytären Zelllinien 

verwendet werden. In dieser Studie wurde zunächst PMA verwendet, um M0-

Makrophagen aus monozytären THP-1-Zellen zu differenzieren. Die weitere 

Differenzierung zu M1-Makrophagen erfolgte durch die Zugabe von INF-γ und LPS (siehe 

Kapitel 2.5.2.1). Daigneault et al. (2010) konnten zeigen, dass eine Behandlung von 

monozytären THP-1-Zellen mit PMA im Vergleich zu vD3 zu einer Differenzierung von 

Makrophagen führt, die die phagozytotische Kapazität behalten und ein ähnliches 

Zytokinprofil als Reaktion auf TLR-Liganden zeigen, wie Makrophagen, die aus primären 

humanen PBMCs differenziert wurden (Daigneault et al., 2010). Die vollständige 

Differenzierung der M1-Makrophagen aus monozytären THP-1-Zellen kann unter anderem 

durch den Nachweis Differenzierungs-abhängiger Zelloberflächenmarker erfolgen. In 
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dieser Arbeit wurden anhand durchflusszytometrischer Analysen folgende 

Zelloberflächenmarker untersucht: CD14, CD38, CD80 und HLA-DR. CD14 ist ein 

Oberflächenprotein, das vor allem in Monozyten und Makrophagen zu finden ist. Per 

CD14 erfolgt in Zusammenspiel mit dem TLR-4 die Erkennung von LPS. CD14 ist ein 

Monozyten-Marker, der bei der Differenzierung zu Makrophagen abnimmt (Daigneault et 

al., 2010; Steinbach & Thiele, 1994). Anhand der Expression von CD38 können M1-

Makrophagen von M2-Makrophagen unterschieden werden (Jablonski et al., 2015). CD80 

und HLA-DR sind typischerweise auf der Zelloberfläche von antigenpräsentierenden 

Zellen zu finden und dienen ebenfalls dem Nachweis von Makrophagen (Unuvar Purcu et 

al., 2022). Die durchflusszytometrischen Analysen ergaben in dieser Arbeit, dass die zu 

M1-Makrophagen differenzierten THP-1-Zellen zu 46,6% CD14, 83,9% CD38, 42,4% 

CD80 und 28,4% HLA-DR exprimieren. Zudem wurde anhand derselben 

Zelloberflächenmarker gezeigt, dass die aus THP-1-Zellen differenzierten M1-

Makrophagen signifikant verschieden zu den ebenso aus THP-1-Zellen differenzierten M0-

Makrophagen sind. 

Zuvor konnten Richter et al. (2022) zeigen, dass mit LPS vorstimulierte monozytäre THP-

1-Zellen und zu M1-Makrophagen differenzierte THP-1-Zellen nach Applikation von ATP 

IL-1β freisetzen (Richter et al., 2022). Deshalb stellen monozytäre THP-1-Zellen und zu 

M1-Makrophagen differenzierte THP-1-Zellen ein geeignetes ex vivo-Modell zur 

Untersuchung der Effekte der NO-Synthasen bzw. NO und Peroxynitrit auf die ATP-

induzierte Reifung und Freisetzung von IL-1β dar. Untersuchungen an Zelllinien weisen 

jedoch ihre Grenzen auf. Monozytäre THP-1-Zellen und zu M1-Makrophagen 

differenzierte THP-1-Zellen weisen einen homogenen genetischen Hintergrund auf, was 

die Variabilität des Phänotyps minimiert und die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse 

erhöht. Dies erhöht jedoch auch die Wahrscheinlichkeit dafür, dass die erhaltenen Effekte 

möglicherweise genotypabhängig sind (Chanput et al., 2014; Qin, 2012). Ein weiterer 

Nachteil besteht darin, dass die THP-1-Zellen als Krebszellen Mutationen tragen und die 

Kultivierung der Zellen unter kontrollierten Bedingungen, außerhalb des natürlichen 

Umfelds, erfolgt. Dies kann unter anderem zu unterschiedlich starken Empfindlichkeiten 

und Antworten auf Stimuli führen (Chanput et al., 2014). Schildberger et al. (2013) 

konnten beispielsweise zeigen, dass primäre humane PBMCs auf eine Behandlung mit LPS 

mit einer stärkeren Zytokinexpression reagieren als monozytäre THP-1-Zellen 

(Schildberger et al., 2013). Diese Beobachtungen wurden in der vorliegenden Arbeit 

bestätigt. Da Zelllinien im Gegensatz zu primären Blutzellen menschlicher Spender 
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einfacher verfügbar sind und geringere ethische Probleme bestehen, stellen Zelllinien ein 

gutes Modell dar, um Hypothesen erstmals zu testen. Jedoch sollte die Zuverlässigkeit der 

Ergebnisse an Zelllinien kritisch gesehen und in weiteren Experimenten an primären 

Zellen bestätigt werden.  

Aus dem Grund wurden Experimente an murinen PBMCs und murinen BMDMs 

durchgeführt. Seit der Entschlüsselung des Mausgenoms ist bekannt, dass 90% der Gene 

der Maus mit den Genen des Menschen übereinstimmen (Mouse Genome Sequencing 

Consortium, 2002). Ähnlich den humanen Monozyten zeigen auch murine Monozyten eine 

Einteilung in die 3 Subpopulationen: klassisch, intermediär und nicht-klassisch (Ziegler-

Heitbrock et al., 2010). Murine BMDMs stellen eine effiziente und kostengünstige 

Möglichkeit zur Untersuchung der Makrophagenbiologie dar (Bailey et al., 2020). 

Copeland S. et al. (2005) konnten zeigen, dass die Induktion von Zytokinen durch 

Endotoxine in Mäusen und Menschen große Ähnlichkeiten aufweisen, wenn auch für die 

Induktion in Mäusen eine größere Konzentration an Endotoxinen notwendig sind 

(Copeland et al., 2005). Takao K. und Miyakawa T. (2015) konnten zeigen, dass durch 

Endotoxine induzierte Veränderungen der Genexpression in Mäusen menschlichen 

Entzündungsreaktionen stark ähneln (Takao und Miyakawa, 2015). Ein weiterer Vorteil 

der Experimente an Mäusen ist, dass sie leicht genetisch veränderbar sind, sodass 

Experimente an diesen genedefizienten Tieren durchgeführt werden können. Aus dem 

Grund sind Mäuse die am häufigsten verwendeten Tiere in der biomedizischen Forschung 

(Italiani und Boraschi, 2014). Außerdem geht aus früheren Studien hervor, dass die 

cholinerge Kontrolle der IL-1β-Freisetzung in murinen PBMCs und murinen BMDMs der 

von humanen mononukleären Leukozyten ähnelt (Richter et al., 2022; Zakrzewicz et al., 

2017). 

Jedoch weisen Experimente an murinen Zellen ebenfalls ihre Grenzen auf. Die Mäuse 

werden außerhalb ihres natürlichen Lebensraums nach den Richtlinien des „National 

Institute of Health“ (NIH) in Übereinstimmung mit dem „Guide for the Care and Use of 

Laboratory Animals“ gehalten (siehe Kapitel 2.5.3.1), wodurch sie im Gegensatz zum 

Menschen weitgehend vor Infektionen geschützt sind. Ein wesentlicher und beachtlicher 

Nachteil ist zudem das Töten der Tiere für die Experimente. Außerdem sollte trotz der 

genetischen Übereinstimmungen die Übertragbarkeit der Effekte auf den Menschen immer 

in Frage gestellt werden. Man sollte sich stets im Klaren sein, dass Makrophagen in vivo 

eine Vielzahl verschiedener Differenzierungszustände annehmen können und die in vitro 
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zu M1-artigen Makrophagen differenzierten THP-1-Zellen und murine BMDMs nur einen 

möglichen Zustand widerspiegeln (Murray et al., 2014). 

Um die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse im Menschen zu prüfen, wurden Experimente 

an primären humanen PBMCs durchgeführt. In dieser Arbeit wurde zur Negativselektion 

von Monozyten aus dem menschlichen Blut der RosetteSepTM Human Monocyte 

Enrichment Cocktail verwendet. Laut Herstellerangaben beträgt der Anteil an Monozyten 

nach der Negativselektion 72-85% des Zellgemisches (Stemcell Technologies, Köln, 

Deutschland).  

Anhand durchflusszytometrischer Analysen kann die Reinheit von isolierten Monozyten 

bestätigt werden. Durch die Verwendung des RosetteSepTM Human Monocyte Enrichment 

Cocktails konnten Mueller YM. et al. (2001) einen Anteil von CD14⁺-Monozyten von 

mehr als 85% durch durchflusszytometrische Analysen nachweisen (Mueller et al., 2001). 

In dieser Arbeit ergaben durchflusszytometrische Analysen einen Anteil von 80,2% an 

Monozyten. Basierend auf dem Zelloberflächenmarker CD45 und der SSC-A konnten 

99,2% der gewonnenen Zellen als mononukleäre Immunzellen identifiziert werden. 

Anhand der Zelloberflächenmarker CD14 und CD16 und der daraus resultierenden Form 

in der Gating-Abbildung konnte gezeigt werden, dass 80,73% der Zellen Monozyten sind. 

Die Zelloberflächenmarker CD16, CD14 und HLA-DR wurden verwendet, um die 

kontaminierenden CD16+ und HLA-DR⁻ NK-Zellen und die stark HLA-DR- und schwach 

CD14-exprimierenden B-Zellen im Zellgemisch nachzuweisen (Unuvar Purcu et al., 2022). 

Beide Zellpopulationen machten jeweils etwa 24% aus. Die leichte Diskrepanz zu der oben 

genannten Reinheit der Monozyten von etwa 81% ist dadurch zu erklären, dass einige 

Monozyten bezüglich der Expression von CD16, CD14 und HLA-DR NK-Zellen oder B-

Zellen ähneln können. 

Damit konnten wir nachweisen, dass das untersuchte Zellgemisch hauptsächlich aus 

Monozyten bestand. Eine Beimengung von weiteren Leukozyten wurde jedoch 

nachgewiesen. Dennoch stellen die per Negativselektion angereicherten humanen 

Monozyten eine gute Alternative dar, um den Effekt der NO-Synthasen und der Substrate 

NO und/oder Peroxynitrit auf die cholinerge Kontrolle der IL-1β-Freisetzung zu 

untersuchen. Meyer et al. (2020) konnten bereits zeigen, dass nAChR-Agonisten die ATP-

abhängige IL-1β-Sekretion in Monozyten, die durch Negativselektion per RosetteSep™ 

Human Monocyte Enrichment Cocktail angereichert wurden, hemmen (Meyer et al., 

2020). 
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4.1.2 Zellvitalität 
Ein etabliertes und häufig verwendetes Verfahren zur Abschätzung der Zellvitalität in 

Zellkulturexperimenten ist die Messung der LDH-Aktivität (Legrand et al., 1992). Die 

Schädigung von Zellen kann mit dem Verlust der Integrität der Zellmembran und dem 

Austreten von Zytoplasma verbunden sein. LDH ist ein zytoplasmatisches Enzym, das in 

allen eukaryontischen Zellen vorkommt und aufgrund seiner langen Halbwertszeit ein 

geeignetes Protein zur Abschätzung der Zellvitalität darstellt (Freyer und Harms, 2017; 

Legrand et al., 1992).  

Die Information über die Zellvitalität in den Zellkulturexperimenten in dieser Arbeit ist 

entscheidend, zumal durch den Zelltod neben der LDH auch zytosolisches Pro-IL-1β und 

IL-1β in den Zellkulturüberstand gelangen können, die zu falsch hohen Messwerten führen 

können. Extrazelluläres ATP führt über die Bindung an den P2X7R zur Assemblierung 

und Aktivierung des NLRP3-Inflammasoms, das wiederum die Caspase-1 aktiviert. Neben 

der Spaltung von Pro-IL-1β zu IL-1β, ist Caspase-1 in der Lage, Gasdermin-D zu 

aktivieren, das im Rahmen der Pyroptose Poren in der Zellmembran mit einer Größe von 

20 nm bildet, die den Durchtritt von LDH, aber auch von Pro-IL-1β und IL-1β 

ermöglichen können (Broz und Dixit, 2016; Devant und Kagan, 2023; Evavold et al., 

2018; Sborgi et al., 2016). Die Pyroptose ist eine Form des programmierten pro-

inflammatorischen Zelltodes und wird klassischerweise als Abwehrmechanismus von 

intrazellulär infizierten mononukleären Phagozyten angesehen. Im Vergleich zur Apoptose 

tritt bei der Pyroptose intrazelluäres Material aus der perforierten Zelle aus und fördert 

Entzündungsprozesse im umliegenden Gewebe (Den Hartigh und Fink, 2018; Martinon et 

al., 2009). Ähnliches gilt für das Exotoxin Nigericin, das ebenfalls Zelltod auslösen kann 

(Den Hartigh und Fink, 2018; Greaney et al., 2015; Martinon et al., 2009). 

Es ist ebenso wichtig zu überprüfen, ob die eingesetzten Substanzen zytotoxisch auf die 

mononukleären Phagozyten wirken, um Fehlinterpretationen der Ergebnisse 

auszuschließen. Zu diesem Zweck wurde in jedem Versuchsansatz die LDH-Aktivität im 

zellfreien Überstand gemessen und in Relation zur LDH-Aktivität aus lysierten 

unbehandelten mononukleären Phagozyten gesetzt und in Prozent angegeben.  

In den Zellkulturüberständen unbehandelter monozytärer THP-1-Zellen, muriner PBMCs 

und humaner Monozyten wurden LDH-Aktivitätswerte im Mittel unter 10% gemessen. 

Allein unbehandelte murine BMDMs zeigten eine LDH-Aktivität im Mittel von 14,9%. 

Für die Differenzierung der murinen BMDMs sind unter anderem Behandlungen der 
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Zellen mit RBC-lysis Puffer, M-CSF und IFN-γ notwendig (siehe Kapitel 2.5.3.3), die 

einen zellschädigenden Effekt haben können. Aber auch die zahlreichen 

Zentrifugationsschritte stellen potentiell zellschädigende Prozesse dar, die den erhöhten 

LDH-Aktivitätswert in den Zellkulturüberständen der murinen BMDMs erklären können. 

Die Stimulierung der mononukleären Phagozyten mit LPS und ATP oder BzATP führte zu 

einem moderaten Anstieg der gemessenen LDH-Aktivität im Zellkulturüberstand aller 

Zellen. Ähnliche Beobachtungen wurden von Backhaus S. et al. (2017) und Meyer et al. 

(2020) beschrieben, die Experimente an mononukleären U937-Zellen und humanen 

PBMCs durchführten (Backhaus et al., 2017; Meyer et al., 2020). Diese moderate 

Abnahme der Zellvitalität kann auf eine direkte Zytotoxizität der eingesetzten Substanzen 

hindeuten oder auf eine beginnende Pyroptose, die über die Bildung von Poren in der 

Zellmembran den Durchtritt von LDH ermöglicht (Sborgi et al., 2016).  

In Gegenwart der nAChR-Agonisten ACh, CRP, Nic oder PC zeigten die mit LPS und 

ATP oder BzATP stimulierten Zellen keine Veränderungen der LDH-Aktivität im 

Zellkulturüberstand im Vergleich zu der alleinigen Stimulation der Zellen mit LPS und 

ATP oder BzATP. Auch die NO-Inhibitoren L-NAME und L-NIO, sowie die NO- und 

Peroxynitrit-Donoren SNAP und SIN- 1 führten zu keiner Veränderung der LDH-Aktivität 

im Zellkulturüberstand, was eine Zytotoxizität dieser Substanzen ausschließen ließ.  

Die Behandlung der monozytären THP-1-Zellen, murinen BMDMs und humanen 

Monozyten mit dem porenbildenden Toxin Nigericin führte zu unterschiedlichen LDH-

Aktivitäten. Bei den monozytären THP-1-Zellen lag die LDH-Aktivität im 

Zellkulturmedium im Mittel bei 19,7%, während sie bei murinen BMDMs bei 1,2% lag. 

Eine Behandlung der mononukleären Phagozyten mit LPS und der NO- und Peroxynitrit-

Donoren SNAP und SIN-1 führte zu unterschiedlich starken Anstiegen der LDH-Aktivität. 

Diese Effekte könnten auf einen durch Nigericin induzierten Zelltod zurückgeführt 

werden. Aus dem Grund sollten die Effekte der NO- und Peroxynitrit-Donoren auf die 

ATP-unabhängige Freisetzung von IL-1β in diesen Versuchsansätzen kritisch bewertet 

werden. 
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4.2 Nikotinische Acetylcholin-Rezeptor-Agonisten 
aktivieren die endotheliale NO-Synthase 

 
Zunächst wurde untersucht, ob eine der 3 NOS-Isoformen eNOS, iNOS oder nNOS an der 

Inhibierung der ATP-abhängigen Freisetzung von IL-1β via nAChRs beteiligt sind. Dazu 

wurden die generellen NOS-Inhibitoren L-NAME und L-NIO verwendet (Moore und 

Handy, 1997; Pfeiffer et al., 1996; Rees et al., 1990). Sowohl L-NAME, als auch L-NIO 

hoben die hemmende Wirkung der nAChR-Agonisten Nic, PC und CRP auf die ATP-

induzierte Freisetzung von IL-1β auf. Das galt sowohl für monozytäre THP-1-Zellen, als 

auch für die aus THP-1-Zellen differenzierten M1-Makrophagen. Die Behandlung der mit 

LPS und BzATP stimulierten Zellen mit L-NAME und L-NIO in Abwesenheit der 

nAChR-Agonisten zeigte keine signifikanten Änderungen der IL-1β-Konzentration in den 

Zellkulturüberständen. 

Diese Ergebnisse deuten darauf, dass eine der 3 NOS-Isoformen an der nAChR-

vermittelten Inhibierung des ATP-sensitiven P2X7R beteiligt ist. Allerdings können 

anhand dieser Daten keine sicheren Rückschlüsse gezogen werden, welche Isoform der 

NOS an der Signaltransduktion der monozytären nAChRs involviert ist. 

Bisher veröffentlichte Daten unterstützen die Ergebnisse, dass die nAChRs zu einer 

Aktivierung einer der 3 NOS-Isoformen führen. In Neuronen des Spinalganglions von 

Ratten konnte gezeigt werden, dass eine Aktivierung der homopentameren α7-nAChRs zu 

einer Aktivierung von insbesondere eNOS, aber auch von nNOS und iNOS führt 

(Haberberger et al., 2003; Papadopolou et al., 2004). Ebenso konnte im Hippocampus von 

Ratten ein Beziehung zwischen der α7-Untereinheit von nAChRs und NOS nachgewiesen 

werden (Adams et al., 2000). 

Als nächstes wurde von unserer Arbeitsgruppe der Versuch unternommen, die durch 

nAChRs aktivierten NOS-Isoformen in mononukleären Phagozyten zu identifizieren. Eine 

Beteiligung von iNOS wurde als unwahrscheinlich eingeschätzt. Die iNOS wird auf der 

Ebene der Expression reguliert, wobei transkriptionelle, posttranskriptionelle und 

translationale Mechanismen beteiligt sind (Kleinert et al., 2004). Ihre Expression wird 

unter anderem durch Zytokine wie IL-1β und TNF-α oder bakterielle Bestandteile wie LPS 

induziert (Beck et al., 1999; Förstermann und Sessa, 2012). Damit verbunden ist eine 

Verzögerung von 6-8 Stunden von der Induktion der Expression der iNOS bis zur NO-

Produktion. Sobald sie allerdings induziert ist, kann die iNOS stunden- bis tagelang aktiv 

sein und eine um den Faktor 10³ höhere Menge an NO bilden im Vergleich zu den beiden 
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konstitutiv aktiven NOS-Isoformen nNOS und eNOS (Beck et al., 1999; Fernando et al., 

2019). Deshalb wurde eine schnelle iNOS-abhängige Inhibierung des ATP-sensitiven 

P2X7R als unwahrscheinlich eingeschätzt.  

Daher untersuchte unsere Arbeitsgruppe unabhängig von der vorliegenden Arbeit eine 

mögliche Beteiligung der NOS-Isoformen eNOS und/oder nNOS an der Inhibierung der 

nAChRs auf den ATP-sensitiven P2X7R. In RT-PCR (Reverse Transkriptase-Polymerase 

Kettenreaktion)-Analysen konnte eNOS-mRNA in LPS-stimulierten monozytären U937-

Zellen nachgewiesen werden, wenn auch in kleinen Mengen, während nNOS-mRNA nicht 

sicher nachweisbar war (Richter et al., 2023). Dieses Ergebnis ließ uns die Hypothese 

aufstellen, dass eNOS am ehesten an der Inhibierung der ionotropen Funktion des P2X7R 

beteiligt ist.  

Um diese Hypothese zu bestätigen, wurden zwei unabhängige Versuche durchgeführt. Im 

ersten Versuch wurden murine PBMCs aus eNOS-genedefizienten Mäusen 

(C57BL/6.129/Ola-eNOS™; Gödecke et al., 1998) und Wildtyp-Mäusen untersucht. Die 

Zellen wurden mit LPS vorstimuliert und für 30 min mit BzATP in An- oder Abwesenheit 

der nAChR-Agonisten ACh, Cho, Nic und PC behandelt. Eine Behandlung der PBMCs mit 

LPS und BzATP führte sowohl in eNOS-gendefizienten Mäusen, als auch in Wildtyp-

Mäusen zur Bildung und Freisetzung von IL-1β. In Gegenwart der nAChR-Agonisten 

konnte eine signifikante Inhibierung der IL-1β-Freisetzung durch PBMCs von Wildtyp-

Mäusen beobachtet werden. Im Gegensatz dazu wurde keine Inhibierung der IL-1β-

Freisetzung in eNOS-gendefizienten PBMCs beobachtet, die eine Behandlung mit den 

nAChR-Agonisten erhielten (Richter et al., 2023). Obwohl die Aussagekraft von 

Experimenten an gentechnisch veränderter Tieren fraglich ist, zumal oft beobachtet wurde, 

dass ein Gendefekt durch andere Gene kompensiert werden kann, war die fehlende 

cholinerge Inhibierung in eNOS-gendefizienten PBMCs auf die IL-1β-Freisetzung 

dennoch bemerkenswert. 

Um die Beteiligung von eNOS an der cholinergen Kontrolle der ATP-abhängigen IL-1β-

Freisetzung nachzuweisen, wurden small interfering ribonucleic acid (siRNA)-

Experimente an monozytären U937-Zellen durchgeführt. Die Zellen erhielten eine 

Transfektion mit siRNA, die auf das eNOS-Gen abzielt, oder Kontroll-siRNA. 48 Stunden 

nach Transfektion wurden RT-PCR-Analysen durchgeführt. Es konnte bestätigt werden, 

dass die mRNA-Expression von eNOS in Zellen, die mit genspezifischer siRNA behandelt 

wurden, signifikant herunter reguliert war. Die Zellen wurden zunächst für 5 Stunden mit 

LPS vorstimuliert und anschließend für 30 min mit BzATP behandelt in An- oder 
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Abwesenheit der nAChR-Agonisten CRP, Nic oder PC. Monozytäre U937-Zellen, die eine 

Transfektion mit der eNOS-siRNA erhielten, zeigten eine leichte Abschwächung der IL-

1β-Freisetzung in Gegenwart der nAChR-Agonisten. Hingegen zeigten die monozytären 

U937-Zellen, die mit der Kontroll-siRNA behandelt wurden, eine signifikante Inhibierung 

der IL-1β-Freisetzung in Gegenwart der nAChR-Agonisten (Richter et al., 2023). Es ist 

bekannt, dass exogen zugeführte siRNA-Moleküle durch Interaktion mit PRRs zu einer 

Aktivierung des angeborenen Immunsystems führen können (Whitehead et al., 2011). 

Ebenso ist fraglich, ob neben dem Target-Gen weitere Gene durch die zugeführten siRNA-

Moleküle herunter reguliert oder sogar induziert werden (Chen und Zhaori, 2011). 

Allerdings reagierten Zellen, die mit Kontroll-siRNA behandelt wurden, mit ähnlichen 

Ergebnissen wie nicht transfizierte Zellen, was einen Teil der Bedenken widerlegt. Damit 

konnte anhand von 2 unahängigen Versuchsansätzen die Hypothese bestätigt werden, dass 

eNOS an der inhibierenden Wirkung aktivierter nAChRs auf die ionotrope Funktion des 

P2X7R maßgeblich beteiligt ist.  

Richter et al. (2023) konnten zeigen, dass in monozytären U937-Zellen neben den 

generellen NOS-Inhibitoren L-NAME und L-NIO auch der iNOS-Inhibitor 1400W 

(Garvey et al., 1997) und der nNOS-Inhibitor N-PLA (Zhang et al., 1997) dosisabhängig 

die durch nAChR-Agonisten induzierte Hemmung auf die IL-1β-Freisetzung aufheben 

(Richter et al., 2023). Aus den oben genannten Gründen wurden die Wirkungen dieser 

beiden NOS-Inhibitoren nicht in weiteren Versuchsansätzen untersucht. Jedoch sind 

weitere Experimente notwendig, um die Beteiligung der beiden NOS-Isoformen iNOS 

und/oder nNOS an der Inhibierung der ATP-induzierten Freisetzung von IL-1β via dem 

P2X7R sicher ausschließen zu können. 
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4.3 NO und Peroxynitrit inhibieren die ATP-
abhängige Interleukin-1β-Freisetzung 

 
Als nächstes wurde der Einfluss von NO und Peroxynitrit auf die ATP-induzierte 

Freisetzung von IL-1β untersucht. Wie bereits in Kapitel 1.2.1 dargelegt, katalysieren alle 

3 NOS-Isoformen die Umwandlung von L-Arginin in NO und L-Citrullin (Boucher et al., 

1999). NO ist ein sehr reaktives Molekül und hat eine biologische Halbwertszeit von 

weniger als einer Sekunde (Fernando et al., 2019). In Gegenwart von ROS, die von 

aktivierten mononukleären Phagozyten über verschiedene Wege gebildet werden können, 

kann NO zu Peroxynitrit reagieren, einem weiteren sehr reaktiven Molekül (Andrew, 1999; 

Canton et al., 2021; Fernando et al., 2019).  

Es wurden Experimente unter Verwendung der NO- und Peroxynitrit-Donoren SNAP und 

SIN-1 (Dasgupta et al., 2018) an monozytären THP-1-Zellen, aus THP-1-Zellen 

differenzierten M1-Makrophagen, murinen PBMCs, murinen BMDMs und angereicherten 

humanen Monozyten durchgeführt. An monozytären THP-1-Zellen führte SNAP zu einer 

signifikanten Hemmung der BzATP-induzierten Freisetzung von IL-1β. Auch SIN-1 führte 

sowohl bei gleichzeitiger Behandlung der Zellen mit BzATP, als auch bei 30-minütiger, 

20-minütiger und 10-minütiger Vorinkubation der Zellen vor der Zugabe von BzATP zu 

einer signifikanten Inhibierung der IL-1β-Freisetzung. An zu M1-Makrophagen 

differenzierten THP-1-Zellen führten SNAP und SIN-1 zu jedem Zeitpunkt der 

Behandlung der Zellen zu einer kompletten Hemmung der IL-1β-Freisetzung. Murine 

PBMCs, die mit SIN-1 behandelt wurden, zeigten ebenfalls eine signifikante Reduzierung 

der IL-1β-Freisetzung, sowohl bei gleichzeitiger Behandlung der Zellen mit ATP und SIN-

1, als auch bei 30-minütiger Vorinkubation der Zellen vor der Zugabe von ATP. SNAP 

führte an murinen BMDMs zu einer kompletten Inhibierung der IL-1β-Freisetzung. SIN-1 

hingegen zeigte bei 30-minütiger Vorinkubation der murinen BMDMs vor der 

Stimulierung mit ATP eine komplette Hemmung der IL-1β-Freisetzung, während die 

gleichzeitige Behandlung der Zellen mit ATP zu einer signifikanten Reduzierung der IL-

1β-Werte führte. An humanen angereicherten Monozyten wurde eine signifikante 

Reduzierung der ATP-induzierten IL-1β-Freisetzung durch die Behandlung mit SNAP 

oder SIN-1 beobachtet, sowohl bei gleichzeitiger Behandlung der Zellen mit SNAP oder 

SIN-1 und ATP, als auch bei 30-minütiger Vorinkubation der Zellen mit SNAP oder SIN-1 

vor der Zugabe mit ATP. 
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Diese Ergebnisse zeigen, dass NO und Peroxynitrit abhängig vom untersuchten Zelltyp die 

ATP-induzierte Freisetzung von IL-1β via dem P2X7R vollständig hemmen oder 

signifikant abschwächen können. Die unterschiedlich starke Inhibierung der IL-1β-

Freisetzung abhängig vom Zeitpunkt der Zugabe von SIN-1 könnte zum Beispiel mit einer 

differentiellen Permeabilität der Zellmembran für diese Substanz erklärt werden. 

Im weiteren Verlauf der Studie wurde untersucht, ob die Reduzierung der IL-1β-

Freisetzung mononukleärer Phagozyten durch die NO- und Peroxynitrit-Donoren SNAP 

und SIN-1 auf eine Inhibition ATP-Rezeptor-unabhängiger Faktoren zurückzuführen ist. 

Dazu wurden Experimente mit dem ATP-unabhängigen NLRP3-Inflammasom-Aktivator 

Nigericin durchgeführt. Nigericin führt über die Bildung von Poren in der Zellmembran 

zum Ausstrom von K⁺-Ionen und aktiviert über eine Senkung der intrazellulären K⁺-

Konzentration das NLRP3-Inflammasoms. Über die von Nigericin gebildeten Poren in der 

Zellmembran könnte zusätzlich der Ausstrom von ATP in den Extrazellularraum 

ermöglicht werden. Auch die durch Gasdermin-D gebildeten Poren in der Zellmembran 

können den Ausstrom von ATP ermöglichen. Durch Pyroptose gestorbene Zellen stellen 

ebenfalls eine Quelle für ATP im Zellkulturüberstand dar. Aus dem Grund wurden die 

Zellen zusätzlich zu Nigericin mit Apyrase behandelt, einem ATP-abbauenden Enzym, um 

mögliche Effekte von endogenem ATP in diesen Experimenten auszuschließen. 

Mit LPS vorstimulierte monozytäre THP-1-Zellen, murine BMDMs und humane 

angereicherte Monozyten wurden mit Apyrase in An- und Abwesenheit von SNAP oder 

SIN-1 mit Nigericin behandelt. An monozytären THP-1-Zellen führte Nigericin in 

Gegenwart des NO-Donors SNAP zu einer signifikanten Reduzierung der ATP-

unabhängigen Freisetzung von IL-1β. Auch der Peroxynitrit-Donor SIN-1 führte bei 30-

minütiger, 20-minütiger und 10-minütiger Vorinkubation der Zellen vor Zugabe von 

Nigericin zu einer signifikanten Reduzierung der IL-1β-Freisetzung. Wurden die 

monozytären THP-1-Zellen allerdings gleichzeitig mit Nigericin und SIN-1 behandelt, 

wurde eine signifikante Steigerung der ATP-unabhängigen IL-1β-Freisetzung beobachtet. 

Der Einsatz von SNAP bewirkte in Gegenwart von Nigericin an murinen BMDMs und 

humanen Monozyten zu einer signifikanten Reduzierung der Nigericin-abhängigen 

Freisetzung von IL-1β. SIN-1 führte bei 30-minütiger Vorinkubation der murinen BMDMs 

und humanen Monozyten vor der Behandlung der Zellen mit Nigericin zu einer 

signifikanten Reduzierung der Nigericin-abhängigen Freisetzung von IL-1β, während bei 

zeitgleichem Einsatz von SIN-1 und Nigericin keine signifikante Hemmung der IL-1β-
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Freisetzung beobachtet werden konnte, sondern eine Steigerung der ATP-unabhängigen 

Freisetzung von IL-1β. 

Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass SNAP und SIN-1 nicht ausschließlich auf den 

P2X7R wirken. Hernandez-Cuellar E. et al. (2012), Mishra B.B. et al. (2013) und Mao et 

al. (2013) konnten zuvor zeigen, dass das über die iNOS produziertes NO zu einer S-

Nitrosylierung von NLRP3 führt und damit die Assemblierung des NLRP3-Inflammasoms 

hemmt (Hernandez-Cuellar et al., 2012; Mao et al., 2013; Mishra et al., 2013). Dieser 

Mechanismus könnte die beobachteten Effekte von SNAP und SIN-1 auf die Nigericin-

induzierte IL-1β-Freisetzung erklären. Unsere Studie zeigte jedoch, dass NO und 

Peroxynitrit die ATP-abhängige IL-1β-Freisetzung deutlich stärker hemmt, als die 

Nigericin-induzierte IL-1β-Freisetzung. Diese Ergebnisse legen nahe, dass NO und 

Peroxynitrit die Funktion des P2X7R beeinträchtigen können.  

Derzeit sind 2 verschiedene Signaltransduktionsmechanismen bekannt, die durch NO 

induziert werden können (siehe Kapitel 1.2.2). Die nicht-klassische Signalübertragung 

beinhaltet die posttranslationale S-Nitrosylierung an Cysteinresten von Proteinen durch 

NO, die die Funktion mancher Proteine modulieren kann (Fernando V. et al. 2019). Es ist 

ebenso bekannt, dass Peroxynitrit über eine Nitrierung von Tyrosin die Struktur und/oder 

Funktion von Proteinen beeinträchtigen kann (Gunaydin und Houk, 2009). Solche 

Modifikationen könnten auch bei dem hier untersuchten Mechanismus der Inhibition der 

P2X7R-Funktion eine Rolle spielen. 

Unsere Arbeitsgruppe testete deswegen im Anschluss dieser Studie die direkte Wirkung 

von SIN-1 auf die ionotrope Funktion des P2X7R. Zum einen wurden two electrode 

voltage-clamp (TEVC)-Messungen an Xenopus laevis-Oozyten durchgeführt, die den 

humanen P2X7R exprimieren. TEVC-Messungen an Xenopus laevis-Oozyten sind eine 

anerkannte Methode zur Untersuchung der ionotropen Funktion von P2X7Rs (Schmalzing 

und Markwardt, 2022; T. Pournara et al., 2020). Dazu wurden die Xenopus laevis-Oozyten 

in An- und Abwesenheit von SIN-1 mit BzATP stimuliert. BzATP löste wie erwartet 

wiederholbare Ionenströme aus. In Anwesenheit von SIN-1 wurden die BzATP-induzierten 

Ionenströme allerdings signifikant reduziert (Richter et al., 2023). 

Zum anderen wurden human embryonic kidney (HEK)-Zellen, die den humanen P2X7R 

überexprimieren, in An- und Abwesenheit von SIN-1 mit BzATP behandelt. Auch diese 

Zellen sind ein etabliertes Modell zur Untersuchung der Funktionen von P2X7Rs (Di 

Virgilio et al., 2019). Zum einen wurden die intrazellulären Ca²⁺-Konzentrationen 

visualisiert und zum anderen whole cell patch-clamp-Messungen durchgeführt. In 
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Kontrollexperimenten induzierte BzATP einen Anstieg der intrazellulären Ca²⁺-

Konzentration. Wurden die HEK-Zellen mit SIN-1 vorinkubiert und anschließend mit 

BzATP behandelt, konnten keine Veränderungen der Ca²⁺-Konzentrationen gemessen 

werden. Whole cell patch-clamp-Messungen zeigten in Gegenwart von BzATP 

Ionenströme, die nach Zugabe von SIN-1 signifikant reduziert wurden (Richter et al., 

2023). Diese Ergebnisse bestätigten unsere Hypothese, dass NO und/oder Peroxynitrit die 

ionotrope Funktion des P2X7R hemmen. 

Schließlich wurde ebenfalls im Anschluss an diese Arbeit eine Aminosäure identifiziert, 

deren Modifikation durch NO oder Peroxynitrit vermutlich eine zantrale Rolle bei der 

cholinergen Kontrolle der P2X7R-Funktion spielt. Wie bereits in Kapitel 1.1.5 dargelegt, 

weist der P2X7R einen langen C-Terminus auf, der mögliche Stellen für kovalente 

Proteinmodifikation enthält (Costa-Junior et al., 2011). McCarthy et al. (2019) zeigten, 

dass der C-Terminus unter anderem eine Cystein-reiche Domäne enthält, die nach 

Palmitoylierung in der Zellmembran verankert wird und die eine Desensibilisierung des 

P2X7R verhindert (McCarthy et al., 2019). Um zu testen ob diese Domäne eine Rolle bei 

der Inhibition des P2X7R spielt, wurde der Cysteinrest in Position C377 zu Alanin mutiert 

und in HEK-Zellen exprimiert. Whole cell patch-clamp-Messungen wurden an diesen 

Zellen in An- und Abwesenheit von SIN-1 durchgeführt. Die Zellen reagierten in der oben 

beschriebenen Weise auf BzATP mit Ionenströmen, diese wurden in den mutierten Zellen 

jedoch nicht durch SIN-1 inhibiert (Richter et al., 2023). 

Aus den Daten dieser Dissertation und denen, die im Anschluss in unserem Labor erhoben 

wurden, sind folgende Schlussfolgerungen möglich: Die Aktivierung der nAChRs führt zur 

Aktivierung der eNOS und zur Bildung von NO und/oder Peroxynitrit. Die Funktion des 

P2X7R wird vermutlich durch eine Nitrosylierung an Position C377 gehemmt. Damit 

findet keine ATP-abhängige Aktivierung des NLRP3-Inflammasoms statt und damit auch 

keine ATP-abhängige Freisetzung von IL-1β durch mononukleäre Phagozyten.  
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4.4 Limitationen der Studie und Ausblick 

Die Studie weist einige Einschränkungen auf. Im Zuge der Arbeit wurde nicht konkret 

darauf eingegangen, wie die eNOS durch die nAChRs in mononukleären Phagozyten 

aktiviert wird. In zukünftigen Studien sollte dieser Aspekt des 

Signaltransduktionsmechanimus näher untersucht werden. Ebenso konnte die Beteiligung 

der NOS-Isoformen iNOS und nNOS an der Inhibierung der ATP-induzierten Freisetzung 

von IL-1β via dem P2X7R nicht sicher ausgeschlossen werden. Experimente unserer 

Arbeitsgruppe an monozytären U937-Zellen haben gezeigt, dass N-PLA (nNOS-Inhibitor) 

und 1400W (iNOS-Inhibitor) ebenso den inhibitorischen Effekt der nAChR-Agonisten auf 

die ATP-induzierte Freisetzung von IL-1β aufheben (Richter et al., 2023). Aus Gründen, 

die in Kapitel 4.3 bereits genannt wurden, wurden keine weiteren Experimente mit iNOS 

und nNOS durchgeführt. Allerdings sind weitere Experimente notwendig, um die mögliche 

Beteiligung dieser NOS-Isoformen in dem untersuchten Signalweg zu klären. Ebenso sind 

weitere Experimente notwendig, um die durch die nAChRs generierte Proteinmodifikation 

an Stelle C377 des P2X7R in mononukleären Phagozyten direkt nachzuweisen. Die Art der 

Modifikation, die zu einer Inhibierung der ionotropen Funktion des P2X7R führt, konnte in 

unserer Studie ebenfalls nicht identifiziert werden. Weiterhin steht die Frage offen, ob 

neben C377 noch weitere Cysteinreste und/oder andere Aminosäuren des P2X7R ebenfalls 

modifiziert werden. Die S-Nitrosylierung durch NO könnte mit dem Biotin-switch-assay 

nachgewiesen werden (Jaffrey und Snyder, 2001). Für den Nachweis der Nitrierung durch 

Peroxynitrit stehen verschiedene Antikörper zur Verfügung. 
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5. Schlussfolgerung und Ausblick 
In mononukleären Phagozyten sind zwei Gefahrensignale notwendig zur Bildung und 

Freisetzung von IL-1β. Das erste Gefahrensignal kann das Endotoxin LPS aus der 

Zellwand gramnegativer Bakterien sein. Dieses bindet an den TLR-4 und induziert über 

eine Signalkaskade, die unter anderem NF-κB beinhaltet, die Synthese von Pro-IL-1β. Ein 

mögliches zweites Gefahrensignal ist extrazelluläres ATP, das von aktivierten oder 

geschädigten Zellen freigesetzt wird. ATP bindet an den P2X7R und aktiviert dadurch 

dessen ionotrope Funktion. Über die Senkung der intrazellulären K⁺-Konzentration wird 

die Assemblierung und Aktivierung des NLRP3-Inflammasoms initiiert, welches 

nachfolgend die Caspase-1 aktiviert. Es kommt zur Spaltung von Pro-IL-1β in seine 

biologisch aktive Form IL-1β und zu dessen Freisetzung. Bekannt war, dass die 

Aktivierung der nAChRs durch klassische und unkonventionelle Agonisten zu einer 

Inhibierung der ionotropen Funktion des ATP-sensitiven P2X7R führt. In dieser Arbeit 

konnte gezeigt werden, dass die Stimulation der nAChRs eine Aktivierung von eNOS 

bewirkt. Es werden erste Beweise geliefert, dass die Produkte von NOS NO und 

Peroxynitrit die Funktion von P2X7Rs hemmen. Diese Ergebnisse sind von großem 

medizinischem Interesse, da diese Modifikation am P2X7R zu einer Verringerung der 

ATP-vermittelten Freisetzung von IL-1β in mononukleären Phagozyten führt. 

Abbildung 13 stellt schematisch den in dieser Arbeit identifizierten 

Signaltransduktionsmechanismus dar.  
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Abbildung 13: Schematische Darstellung der metabotropen Hemmung des ATP-sensitiven P2X7R 
durch nAChRs in mononukleären Phagozyten. 
Es bedarf zweier Signale zur Bildung und Freisetzung von reifem IL-1β in Phagozyten. 
Das erste Gefahrensignal ist zum Beispiel das Endotoxin LPS aus der Zellwand 
gramnegativer Bakterien. Dieses bindet an den TLR-4 und führt unter anderem über NF-
κB zur Bildung von Pro-IL-1β. Extrazelluläres ATP kann als zweites Gefahrensignal 
fungieren. Dieses initiiert über die Bindung an den P2X7R die Zusammensetzung des 
NLRP3-Inflammasoms und die Aktivierung der Caspase-1. Es kommt zur Spaltung von 
Pro-IL-1β in die biologisch aktive Form IL-1β und zu dessen Freisetzung. Verschiedene 
endogene Signale können nAChRs aktivieren, wie ACh, Cho, CRP, Nic und PC. Über 
einen metabotropen Signalweg, der die Aktivierung von NOS und Bildung von NO und 
NOO¯ beinhaltet, inhibiert der nAChR die ionotrope Funktion des P2X7R und führt 
dadurch zu einer geringeren Aktivierung des NLRP3-Inflammasoms und Bildung von IL-
1β. 
1400W: N-(3-(Aminomethyl)benzyl)Acetamidin; ACh: Acetylcholin; AP-1: 
Aktivatorprotein-1; ATP: Adenosin-5′-Triphosphat; Cho: Cholin; CD14: Cluster of 
differentiation 14; CRP: C-reaktives Protein; IL-1β: Interleukin-1β; IRF-3: Interferon-
regulierender Faktor 3; L-NAME: Nω-Nitro-L-Arginin-Methylester-Hydrochlorid L-
NIO: L-N5-(1-Iminoethyl)-Ornithin; LPS: Lipopolysaccharid; MD-2: 
Lymphozytenantigen 96; nAChR: nikotinischer Acetylcholinrezeptor; NF-κB: Nuclear 
factor kappa-light-chain-enhancer of activated B-cells; Nic: Nicotin; NLRP3: NACHT, 
LRR und PYD Region enthaltendes Protein 3; NO: Stickstoffmonoxid; NOO¯: 
Peroxynitrit;  NOS: NO-Synthase; N-PLA: Nω-Propyl-L-Arginin-Hydrochlorid; P2X7R: 
Purinrezeptor 2X7; PC: Phosphocholin; SIN-1: 3-Morpholinosydnonimin; SNAP: S-
Nitroso-N-Acetyl-DL-Penicillamin; TLR-4: Toll-like-Rezeptor 4 
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6. Zusammenfassung 
6.1 Englisch 
NO-synthases mediate the cholinergic control of the               
P2X7-receptor 
 
Objective:  

Monocytes and macrophages are important sources of the pro-inflammatory cytokine 

interleukin-1β (IL-1β), a potent pro-inflammatory cytokine involved in host defense 

against infections. However, high levels of this cytokine are also associated with life-

threatening systemic inflammatory diseases such as fever, shock and organ damage. 

Therefore, mechanisms controlling IL-1β release are of substantial clinical interest. There 

are two main signals required for the production and release of IL-1β. In response to a first 

danger signal such as the endotoxin lipopolysaccharide (LPS), which interacts with the 

Toll-like receptor 4 (TLR-4), pro-IL-1β is synthesized. In mononuclear phagocytes 

extracellular ATP originating from activated cells or spilled cytoplasm of damaged cells 

triggers the ionotropic function of the P2RX7 receptor (P2X7R), resulting in NLRP3-

inflammasome assembly, activation of caspase-1, cleavage of pro-IL-1β and release of 

bioactive IL-1β. Previously, our laboratory identified a cholinergic mechanism inhibiting 

the ATP-mediated release of IL-1β via nicotinic acetylcholine receptors (nAChRs) in 

mononuclear phagocytes. Classical and unconventional nAChR agonists trigger this 

mechanism. Here, the metabotropic cholinergic signaling pathway is investigated that leads 

to an inhibition of the ionotropic function of the ATP-sensitive P2X7R. 

 

Methods:  

Human monocytic THP-1 cells, THP-1 cell-derived M1-like macrophages, murine 

peripheral blood mononuclear leucocytes (PBMCs), murine bone marrow-derived 

macrophages (BMDMs) and human PBMCs were used. LPS-primed cells were stimulated 

with the P2X7R agonist BzATP or ATP in the presence of various nAChR agonists. To 

demonstrate an involvement of NO synthase (NOS) in the above-described pathway, cells 

were additionally treated with the NOS inhibitors L-NAME (Nω-nitro-L-arginine methyl 

ester) or L-NIO (N5-(1-iminoethyl)-L-ornithine). To investigate the effect of the NOS 

products NO and peroxynitrite on the ATP-mediated release of IL-1β, cells were treated 

with the NO donor SNAP (S-nitroso-N-acetylpenicillamine) and the peroxynitrite donor 
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SIN-1 (3-morpholino-sydnonimine). In addition, experiments with the pore-forming 

bacterial toxin nigericin were performed in the presence of NOS inhibitors, NO donor and 

peroxynitrite donor, to identify a possible effect on the ATP-independent effect on the IL-

1β release. The IL-1β concentration was measured in cell culture supernatants via ELISA 

(enzyme-linked immunosorbent assay).  

 

Results:  

The inhibitory effect of nAChR agonists on the ATP-mediated release of IL-1β was 

mimicked by the NO donor SNAP and the peroxynitrite donor SIN-1 and reversed by the 

NOS inhibitors L-NAME and L-NIO. In the presence of nigericin and the NO donor SNAP 

or peroxynitrite donor SIN-1, a reduction of the ATP-independent release of IL-1β was 

shown. However, the effect on the nigericin-induced IL-1β release was smaller compared 

to that mediated by ATP.  

 

Conclusion:  

The results of this study suggest that the metabotropic signaling of nAChRs that results in 

an inhibition of the P2X7R involves NOS and the products NO and/or peroxynitrite. This 

pathway is active in human and murine monocytes and macrophages and seems to be a 

promising therapeutic target for the treatment of inflammatory disorders. 
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6.2 Deutsch 

NO-Synthasen vermitteln die cholinerge Kontrolle des  
P2X7-Rezeptors  

 
Hintergrund:  

Monozyten und Makrophagen sind wichtige Quellen des proinflammatorischen Zytokins 

Interleukin-1β (IL-1β), das an der Abwehr von Infektionen beteiligt ist. Hohe 

Konzentrationen dieses Zytokins werden jedoch auch mit lebensbedrohlichen systemischen 

Entzündungserkrankungen wie Fieber, Schock und Organschäden in Verbindung gebracht. 

Daher sind Mechanismen, die die IL-1β-Freisetzung kontrollieren, von erheblichem 

klinischem Interesse. Für die Produktion und Freisetzung von IL-1β sind zwei 

Hauptsignale erforderlich. Als Reaktion auf ein erstes Gefahrensignal, etwa das Endotoxin 

Lipopolysaccharid (LPS), das mit dem Toll-like-Rezeptor 4 (TLR-4) interagiert, wird Pro-

IL-1β synthetisiert. In mononukleären Phagozyten löst extrazelluläres ATP, das aus 

aktivierten oder beschädigten Zellen ausgeschüttet wird, die ionotrope Funktion des P2X7-

Rezeptors (P2X7R) aus, was zur Zusammensetzung des NLRP3-Inflammasoms, 

Aktivierung von Caspase-1, Spaltung von Pro-IL-1β in seine biologisch aktive Form IL-1β 

und schließlich zu seiner Freisetzung führt. Unsere Arbeitsgruppe hatte zuvor einen 

cholinergen Mechanismus identifiziert, der die ATP-vermittelte Freisetzung von IL-1β 

über nikotinische Acetylcholinrezeptoren (nAChRs) in mononukleären Phagozyten hemmt. 

Es wurden klassische und unkonventionelle nAChR-Agonisten identifiziert, die diese 

Hemmfunktion auslösen, ohne die ionotrope Funktion herkömmlicher nAChRs auszulösen. 

Hier untersuchten wir den Signalweg, der zur cholinergen Hemmung der ionotropen 

Funktion des ATP-sensitiven P2X7R führt. 

  

Methoden:  

Humane monozytäre THP-1-Zellen, aus THP-1-Zellen abgeleitete M1-ähnliche 

Makrophagen, murine mononukleäre Zellen des peripheren Blutes (PBMCs), bone 

marrow-derived Makrophagen (BMDMs) und humane PBMCs wurden untersucht. Mit 

LPS stimulierte Zellen wurden mit dem P2X7R-Agonisten BzATP oder ATP in Gegenwart 

von verschiedenen nAChR-Agonisten behandelt. Um die Beteiligung einer NO-Synthase 

(NOS) in dem oben beschriebenen Signalweg zu untersuchen, wurden die Zellen zusätzlich 

mit den NOS-Inhibitoren L-NAME (Nω-Nitro-L-Arginin-Methylester-Hydrochlorid) und 
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L-NIO (L-N5-(1-Iminoethyl)-Ornithin) behandelt. Um den Effekt von NO und Peroxynitrit 

auf die ATP-induzierte Freisetzung von IL-1β zu untersuchen, wurde den Zellen der NO-

Donor SNAP (S-Nitroso-N-Acetyl-DL-Penicillamin) oder der Peroxynitrit-Donor SIN-1 

(3-Morpholinosydnonimin) zugegeben. Darüber hinaus wurden Experimente mit dem 

porenbildenden bakteriellen Toxin Nigericin in Gegenwart der NOS-Inhibitoren, NO- und 

Peroxynitrit-Donoren durchgeführt, um einen möglichen Effekt dieser Substanzen auf die 

ATP-unabhängige IL-1β-Freisetzung zu identifizieren. Die IL-1β-Konzentration wurde in 

Zellkulturüberständen mittels ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) ermittelt. 

 

Ergebnisse:  

Die hemmende Wirkung von nAChR-Agonisten auf die ATP-induzierte Freisetzung von 

IL-1β wurde durch die NO- und Peroxynitrit-Donoren SIN-1 und SNAP nachgeahmt und 

durch die NOS-Inhibitoren L-NAME und L-NIO aufgehoben. In Gegenwart von Nigericin 

und dem NO- bzw. Peroxynitrit-Donor SIN-1 und SNAP, konnte abhängig vom 

untersuchten Zelltyp ebenfalls eine Reduzierung der ATP-unabhängigen Freisetzung von 

IL-1β gezeigt werden. Der Effekt auf die Nigericin-induzierte IL-1β-Freisetzung war 

jedoch deutlich geringer als der Effekt auf die ATP-induzierte IL-1β-Freisetzung.  

 

Schlussfolgerung:  

Die Ergebnisse dieser Arbeit deuten darauf hin, dass die Stimulation von nAChRs zur 

Aktivierung einer NOS führt und dass deren Produkte NO und/oder Peroxynitrit den ATP-

sensitiven P2X7R inhibieren. Dieser Mechanismus lässt sich in humanen und murinen 

Monozyten und Makrophagen nachweisen und dürfte ein vielversprechendes 

therapeutisches Ziel für die zukünftige Behandlung entzündlicher Erkrankungen sein. 
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