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1 Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Das angeborene Immunsystem

Das Uberleben eines Organismus ist von einer funktionierenden Abwehr gegen potenti-
elle Schadigung abhangig (148). Das humane Immunsystem ist ein komplexes Abwehr-
system, bei dem verschiedenste Abwehrmechanismen gleichzeitig ablaufen, einander be-
einflussen und erganzen (147). Das funktionierende Immunsystem unterscheidet nicht
einfach nur eigen von fremd, sondern erkennt vielmehr verschiedenste Signale als poten-
tielle Gefahr (19, 142, 146). Diese Signale sind einerseits molekulare Strukturen verschie-
dener Pathogene wie Bakterien, Viren, Parasiten, Pilze oder von ihnen infizierte Zellen
(pathogen-associated molecular patterns, PAMPs). Andererseits kdnnen nicht-patho-
gene Strukturen wie entartetet Zellen, Stoffwechselprodukte oder Mediatoren des nicht-
infektiosen Gewebeschadens Gefahrensignale darstellen (danger-associated molecular
patterns, DAMPs) (19, 153, 220). Evolutionar bedingt gibt es ein angeborenes Immun-
system, das innerhalb kiirzester Zeit unspezifisch auf genetisch vorprogrammierte Gefah-
rensignale reagiert (98, 147). Das angeborene Immunsystem wird durch das erworbene
Immunsystem erganzt. Das erworbene Immunsystem reagiert mit spezifischeren Erken-
nungs- und Abwehrmechanismen, braucht jedoch langer, um diese auszubilden (147).
Nach Bildung eines Immungedéachtnisses kann es bei erneutem Kontakt mit demselben

Gefahrensignal schneller und zielgerichteter reagieren (98).

Der Schwerpunkt dieser Arbeit liegt auf Aspekten des angeborenen Immunsystems. Ver-
einfacht dargestellt umfasst das angeborene Immunsystem folgende Komponenten: Phy-
sikalische Schutzbarrieren (wie Haut, Schleimhdute, Haare, Flimmerepithel), biochemi-
sche Schutzbarrieren (wie Magensaure oder antimikrobiell wirkende Defensine auf der
Haut und inneren Korperoberflachen, Lysozym im Speichel und Schleim) und als Pri-
marantwort auf PAMPs und DAMPs induzierte humorale und zelluldare Mechanismen
(148). Uberwinden Pathogene die Schutzbarrieren eines Organismus, wird auf humoraler
Ebene das Komplementsystem aktiviert (147, 211). Die Aktivierung kann uber den klas-
sischen Weg (initiiert durch Immunkomplexe mit Hilfe von Antikorpern, durch apopto-
tische Zellen, verschiedene Viren- und Bakterienstrukturen), den alternativen Weg (initi-

iert durch die Erkennung von pathogenen Oberflachenstrukturen und Tumorzellen) oder
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den Lektin-Weg (initiiert durch die Bindung von Mannose-bindendem Lektin (MBL)
oder Ficolinen an entsprechende pathogene Strukturen) erfolgen. Alle Aktivierungswege
fihren zur Bildung von C3-Konvertasen, die dann tiber eine Endstreckenkaskade letztlich
zur Opsonierung von Pathogenen, der Lyse infizierter Zellen und ber die Freisetzung

von Chemokinen zur Chemotaxis von Abwehrzellen fiihrt (86, 181, 211).

Auf zellularer Ebene kdnnen Zellen des angeborenen Immunsystems (wie Monozyten,
die sich im Gewebe zu Makrophagen entwickeln, dendritische Zellen (dendritic cells,
DCs), neutrophile Granulozyten) und Epithelzellen Uber genetisch vorgegebene Muster-
erkennungsrezeptoren (pattern recognition receptors, PRRs) verschiedene PAMPs und
DAMPs identifizieren (19, 145). Einige Immunzellen kénnen dann Pathogene phagozy-
tieren, abtdten und eliminieren. Antigen-préasentierende Zellen (antigen-presenting cells,
APCs) kénnen Pathogenfragmente nach intrazellulérer Prozessierung auf ihrer Zellober-
flache Uber Haupthistokompatibilitatskomplexmolekile (major histocompatibility com-
plex molecule, MHC) den T-Lymphozyten prasentieren und somit das erworbene Immun-

system aktivieren (2, 103).

Nach Erkennung von PAMPs oder DAMPs wird Uber intrazellulare Signalkaskaden die
Produktion und Freisetzung von Zytokinen induziert. Zytokine als wichtige Botenstoffe
der Immunreaktion rekrutieren beispielsweise tUber parakrine Mechanismen weitere Im-
munzellen und wirken autokrin auf die Eigenregulation der Zelle (18, 72, 153). In den
nachfolgenden Kapiteln werden die fiir diese Arbeit relevanten Mechanismen des ange-

borenen Immunsystems dargestellt.

1.1.1 Signalerkennung tber Pattern recognition receptors (PRRS)

Die zellulére Erkennung von PAMPs und DAMPs erfolgt Giber PRRs, die unter anderem
von verschiedenen Immunzellen exprimiert werden. Da es unzéhlige pathogene Erreger
und Gefahrensignale gibt, sind PRRs genetisch auf die Erkennung bestimmter Muster
programmiert. Diese Muster werden als PAMPs und DAMPs ubiquitér exprimiert. Auf
diese Weise ist es mdglich, mit einer begrenzten Anzahl PRRs eine sehr groRe Vielfalt
an potentiellen Pathogenen und Gefahrensignalen zu erkennen, um dann innerhalb kur-

zester Zeit eine Immunantwort zu initiieren (148).

Im Fall der PAMPs ist diesen Mustern gemein, dass sie als tiberlebenswichtige Strukturen
von einer Vielzahl von Pathogengruppen exprimiert werden. Klassische PAMPs sind

Zellwandkomponenten wie das Lipopolysaccharid (LPS) Gram-negativer Bakterien,
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Teichonsauren Gram-positiver Bakterien, Peptidoglykan Gram-negativer und Gram-po-
sitiver Bakterien oder B-1,3-Glucane verschiedener Pilzarten (25, 144, 148). Die Erken-
nung einiger bakterieller, vor allem aber viraler Komponenten als PAMPs erfolgt weiter-
hin Gber die Identifizierung pathogener Nukleinséuren (144). Sowohl Ribonukleinséure
(ribonucleic acid, RNA) als auch Desoxyribonukleinséure (deoxyribonucleic acid, DNA)
koénnen von verschiedenen PRRs als PAMPs erkannt werden (13, 56, 132). Die Unter-
scheidung pathogener von eigenen Nukleinsauren kann im gesunden Organismus auf-
grund molekularer Strukturunterschiede bakterieller und viraler Nukleinsduren zu euka-
ryotischen Nukleinséuren getroffen werden (144). Einen Sonderfall stellt mitochondriale
DNA (mtDNA) dar, die sich evolutionar bedingt in ihrer molekularen Struktur von der
humanen DNA im Zellkern unterscheidet und bakterieller DNA &hnelt (82, 128, 196).
Bei Zellschaden freigesetzte mtDNA kann aufgrund dieser strukturellen Ahnlichkeit eine
identische Immunreaktion wie bakterielle PAMPs auslosen (226). Da sie jedoch nicht
pathogenen Ursprungs ist, wird mtDNA vielmehr als DAMP eingeordnet.

Typischerweise sind DAMPs endogene, unter physiologischen Bedingungen meist intra-
zellulér vorkommende Strukturen, die als Indikator fur den Zelluntergang eine Immunre-
aktion auslosen konnen (30, 76). Neben Nukleinsduren sind klassische Beispiele hierfur
Adenosintriphosphat (ATP), die Familie der Calcium-bindenden S100-Proteine, high mo-
bility group box protein 1 (HMGB1) oder Harnsaure (6, 28, 99, 104, 122, 125, 183).
Extrazellulare Strukturen wie beispielsweise Hyaluronséuren, die durch Enzyme aus ge-
schadigtem Gewebe freigesetzt werden, konnen ebenfalls als DAMPs erkannt werden
(184). Weiterhin kdnnen exogene DAMPs wie Asbest oder Siliziumdioxid (silica) eine

starke Immunantwort und folgenschwere Erkrankung auslésen (30).

Zur Erkennung der verschiedenartigen PAMPs und DAMPs sind die PRRs sinnvoller-
weise sowohl membranstandig in der Plasmamembran und in intrazellularen Membranen
als auch zytosolisch lokalisiert. Die grof3en Familien der PRRs sind die zumeist in der
Plasmamembran und in Endosomen lokalisierten Toll-like-Rezeptoren (TLRs) und die C-
Typ-Lektin-Rezeptoren (CLRs), sowie die zytoplasmatisch lokalisierten retinoic acid-in-
ducible gene (RIG)-I-like-Rezeptoren (RLRSs), nucleotide-binding oligomerization do-
main (NOD)-like-Rezeptoren (NLRs) und absent in melanoma 2 (AIM2)-like-Rezeptoren
(ALRs) (198, 213).
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1.1.2 Der Toll-like-Rezeptor (TLR)4-Signalweg

Eine groRe Familie der PRRs sind die TLRs. Es konnten bis heute insgesamt 13 verschie-
dene TLRs identifiziert werden, davon TLR1 bis TLR10 im Menschen (113). Einer der
am besten untersuchtesten TLRs ist der TLR4. Als transmembrandses Glykoprotein ist
der TLR4 in der dulReren Zellmembran von Immunzellen lokalisiert, kann aber auch in-
ternalisiert werden. Er besteht zur Ligandenbindung aus einer extrazellularen Doméne
mit leucinreichen Regionen (leucine-rich repeats, LRRS), einer transmembranen Domane
und einer intrazellularen Domane zur Signaltransduktion, die eine Toll/Interleukin-1-Re-
zeptor (Toll/interleukin-1 receptor, TIR)-Doméne enthalt (113, 208). Der Hauptligand
des TLR4 ist LPS, das als Zellwandbestandteil Gram-negativer Bakterien heftige Immun-
antworten auslésen kann (4, 113). Zur Erkennung und Bindung von LPS werden das LPS-
bindende Protein (LPS binding protein, LBP), das Glykoprotein cluster of differentiation
14 (CD14) und das Lymphozytenantigen 96 (myeloid differentiation factor 2, MD2) als
Korezeptoren benotigt. Das I6sliche Plasmaprotein LBP bindet LPS (59, 113, 140). Das
in der Zellmembran der Zielzelle verankerte Glykoprotein CD14 bindet und transportiert
den LPS-LBP-Komplex zum TLR4 (3, 39, 113, 203). Zur Bindung des prasentierten LPS
muss der TLR4 im Komplex mit MD2 vorliegen (3, 113, 152). Nach Ligandenbindung
und Aktivierung des TLR4 erfolgt eine Dimerisierung der extrazellularen und intrazellu-
laren Doménen. In der Folge werden flr die intrazelluldre Signalkaskade notwendige
Adaptermolekule rekrutiert und zwei verschiedene Signalwege induziert, der myeloid dif-
ferentiation primary response protein 88 (MyD88)-abhéngige und der MyD88-unabhan-
gige Signalweg (159). Typisch fir den aktivierten TLR4 ist, dass er als einziger TLR

beide Signalwege induzieren kann.

Uber das Adaptermolekiil MyD88 und sein Verbindungsmolekiil TIR domain-containing
adapter protein (TIRAP) flhrt der MyD88-abhdngige Signalweg zur Aktivierung von
Transkriptionsfaktoren wie nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B-
cells (NF-xB) und activator protein 1 (AP-1) (4, 113, 208). Hierbei kommt es zur Bildung
des sogenannten Myddosoms, bestehend aus TIRAP, MyD88 und interleukin-1 receptor-
associated kinases (IRAKS) (11, 26, 137). Durch IRAKSs erfolgt die Aktivierung von tu-
mor necrosis factor receptor associated factor 6 (TRAF6), der durch eine Interaktion mit
transforming growth factor-$-activated kinase 1-binding proteins (TAB) zur Aktivierung
von transforming growth factor-f-activated kinase 1 (TAK1) fiihrt (113, 137, 208). Die
aktive TAK1 flhrt letztlich zur Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-«B und tber
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mitogen-activated protein kinases (MAPK) zur Aktivierung von Transkriptionsfaktoren
wie AP-1 (108, 113, 208). Die aktiven Transkriptionsfaktoren induzieren die Transkrip-
tion verschiedener proinflammtorischer Zytokine wie Interleukin (IL)-1p, IL-18, 1L-6

oder Tumornekrosefaktor-alpha (TNF-a).

Der MyD88-unabhéngige Signalweg erfolgt nach anschliefender Internalisierung des
TLR4 durch CD14-abhangige Endozytose und Transport zum Endosom (106, 113, 223).
Hierbei wird das Myddosom vom TLR4 abgespalten, sodass eine erneute Bindung des
TLR4 stattfinden kann (109, 137). Uber das Adaptermolekiil TIR domain-containing
adapter-inducing interferon-g (TRIF) und sein Verbindungsmolekil TRIF-related adap-
ter molecule (TRAM) wird im Endosom der TRIF-abhéngige Signalweg aktiviert (113,
137, 208). Hierbei erfolgt einerseits nach Bindung von TRAF3 tUber TRAF family mem-
ber-associated NF-«xB activator (TANK)-binding kinase 1 (TBK1) und IkB kinases
(IKKs) vermittelt die Aktivierung des Transkriptionsfaktors interferon regulatory factor-
3 (IRF3) (113, 137, 208). IRF3 induziert die Transkription von Typ-I-Interferonen
(IFNs). Andererseits aktiviert TRIF ahnlich dem MyD88-abhdngigen Signalweg auch
TAKZ1 Uber TRAF6, was zu einer spaten Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-xB
fuhrt (113). Nachfolgend ist in Abbildung (Abb.) 1 schematisch der TLR4-Signalweg
dargestellt.

MyD88-abhidngiger
Signalweg

v

INF-Transkription

Abbildung 1: Schematische Darstellung des Toll-like-Rezeptor (TLR)4-Signalwegs. Das Lipopolysac-
charid (LPS)-bindende Protein (LBP) bindet LPS, cluster of differentiation 14 (CD14) transportiert den
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LPS-LBP-Komplex zum TLR4, der im Komplex mit myeloid differentiation factor 2 (MD2) vorliegt. Mit
Bindung von LPS dimerisiert der TLR4. Der myeloid differentiation primary response protein 88
(MyD88)-abhangige Signalweg erfolgt iber Komplexbildung aus Toll/interleukin-1 receptor (TIR) do-
main-containing adapter protein (TIRAP), MyD88 und interleukin-1 receptor-associated kinases (IRAKS).
IRAKS aktivieren tumor necrosis factor receptor associated factor 6 (TRAF6), der durch Interaktion mit
transforming growth factor-g-activated kinase 1-binding proteins (TAB) zur Aktivierung von transforming
growth factor-p-activated kinase 1 (TAKZL) fihrt. TAK1 aktiviert den Transkriptionsfaktor nuclear factor
kappa-light-chain-enhancer of activated B-cells (NF-xB) und {iber mitogen-activated protein kinases
(MAPK) den Transkriptionsfaktor activator protein 1 (AP-1). Diese induzieren die Transkription proin-
flammatorischer Zytokine. Der MyD88-unabhéngige Signalweg fiihrt nach Internalisierung des TLR4 uber
TIR domain-containing adapter-inducing interferon-g (TRIF)-related adapter molecule (TRAM) und
TRIF zur Bindung von TRAF3. Uber TRAF family member-associated NF-kB activator-binding kinase 1
(TBK1) und IxB kinases (IKKs) erfolgt die Aktiverung des Transkriptionsfaktors interferon regulatory
factor-3 (IRF3), der die Transkription von Typ-I-Interferonen (IFNs) induziert. Weiterhin aktiviert TRIF
Uber TRAF6 auch TAK1, was zu einer spaten NF-kB-Aktivierung fihrt. (nach (137))

Fur diese Arbeit relevant ist die Uber die TLR4-Signalkasakade induzierte Transkription
von pro-IL-1pB, dem inaktiven Vorlaufermolekul des Zytokins IL-1p.

1.1.3 Inflammasome

Inflammasome sind intrazellularere Proteinkomplexe, deren Bildung Uber verschiedene
Stimuli induziert werden kann und die die Aktivierung und Ausschiittung proinflamma-
torischer Zytokine wie IL-1p vermitteln (84, 85, 126, 138, 185). Die Hauptkomponenten
sind ein Sensorprotein, ein Adapterprotein apoptosis-associated speck-like protein con-
taining a caspase recruitment domain (ASC) mit einer caspase recruitment domain
(CARD) und einer pyrin domain (PYD) und eine inaktive Cysteinprotease Caspase-1
(pro-Caspase-1), die ebenfalls eine CARD besitzt. Das Sensorprotein ist ein intrazellula-
rer PRR, zumeist aus der Familie der NLRs. Es besteht aus einer zentralen nucleotide-
binding and oligomerization domain (NACHT) sowie einer C-terminalen LRR-Domane
und einer N-terminalen CARD oder PYD (185). Die Sensorproteine der NLR-Familie
sind nach ihrer Struktur benannt: NOD-, LRR- and PYD-containing (NLRP) 1, NLRP3,
NLRP6, NLRP7, NLRP12 und NOD-, LRR- and CARD-containing (NLRC) 4, auch be-
kannt als ice protease-activating factor (IPAF) (126). Weiterhin sind als Sensorproteine
auch AIM2 und /FNy-inducible protein 16 (IFI16) beschrieben (126).

Das am besten untersuchteste Inflammasom ist das NLRP3-Inflammasom (15, 185). Es

besitzt am N-terminalen Ende eine PYD. Im Rahmen der Inflammasombildung kann
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NLRP3 somit nach Oligomerisierung das Adapterprotein ASC uber eine PYD-PYD-In-
teraktion rekrutieren. Die Bindung der Caspase-1 erfolgt dann tiber eine CARD-CARD-
Interakion zwischen seiner Vorstufe pro-Caspase-1 und dem ASC. Durch proteolytische
Autospaltung erfolgt die Aktivierung der Caspase-1 (15, 85, 131, 185). In Abb. 2 ist sche-
matisch der Aufbau eines NLRP3-Inflammasoms dargestellt. Die aktive Caspase-1 pro-
zessiert durch proteolytische Spaltung Zytokinvorlaufermolekiile wie pro-1L-1p, das zu-
vor wie unter 1.1.2 beschrieben tber die TLR4-Signalkaskade induziert wurde. Aktives
IL-1B wird abgespalten und kann dann freigesetzt werden, um seine Wirkung im Orga-
nismus zu entfalten (Abb. 3) (15, 138, 185). Weitere Zytokine, die ahnlich dem IL-1p
Inflammasom-abhéngig von der Caspase-1 aktiviert werden konnen, sind 1L-18, IL-33
und IL-37 (45). Die Caspase-1 kann zudem Pyroptose, den programmierten Zelltod als

Antwort auf Gefahrensignale, induzieren (17).

m pro-
@ @ Caspase-1

NLRP3 ASC pro-
Caspase-1

Caspase-1 Caspase-1
Abbildung 2: Schematische Darstellung eines Inflammasoms. Das Sensorprotein aus der Familie der
nucleotide-binding oligomerization domain (NOD)-like-Rezeptoren besteht aus einer nucleotide-binding
and oligomerization domain (NACHT)-Domadne, einer leucine-rich repeats (LRR)-Doméne und einer py-
rin domain (PYD) und stellt das NOD-, LRR- and PYD-containing (NLRP) 3 dar. Das Adapterprotein
apoptosis-associated speck-like protein containing a caspase recruitment domain (ASC) enthalt eine PYD
und eine caspase recruitment domain (CARD). Die pro-Caspase-1 enthalt eine CARD. Bei Aktivierung
bildet sich das Inflammasom. NLRP3 rekrutiert (iber PYD-PYD-Interaktion das ASC. Die inaktive pro-
Caspase-1 wird uber eine CARD-CARD-Interaktion mit dem ASC rekrutiert. Durch proteolytische Abspal-
tung wird dann die Caspase-1 aktiviert (siehe Abb. 3). (nach (15, 185))
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Fir das NLRP3-Inflammasom sind zahlreiche Stimuli bekannt, die die Formation des
aktiven Inflammasoms induzieren (139). Eine Reihe der unter 1.1.1 erlduterten PAMPSs
wie beispielsweise Zellwandbestandteile und porenbildende Toxine verschiedener Patho-
gene (wie Streptolysin, Listerolysin, Nigericin) und DAMPs wie beispielsweise ATP,
Harnséurekristalle, Cholesterinkristalle, Nukleinséuren, B-Amyloid, Siliziumdioxid oder
Asbest konnen die NLRP3-Inflammasomformation stimulieren (15, 52, 54, 88, 90, 96,
101, 112, 136, 139, 164, 191). Die molekularen Mechanismen der Inflammasomforma-
tion und -aktivierung sind noch nicht umfassend aufgeklért und werden teilweise kontro-
vers diskutiert. In der Literatur wird drei wesentlichen Prozessen eine Rolle zugeschrie-
ben: 1. Kalium (K*)-Ausstrom aus der Zelle, induziert durch lonenkanalaktivierung oder
porenbildende Toxine. 2. Lysosomaler Zerfall mit Cathepsin-B-abhéngiger Prozessie-
rung des lysosomalen Inhalts, physikalisch induziert durch Phagozytose kristalliner Sti-
muli. 3. Die Generierung reaktiver Sauerstoffspezies (reactiveoxygen species, ROS)
durch eine Vielzahl verschiedener PAMPs und DAMPs (15, 52, 88, 101, 112, 151, 170,
185).

In dieser Arbeit wurden fur die in vitro-Stimulierung der Inflammasombildung ATP und
Nigericin verwendet (110, 136, 151). Bei Bindung von extrazellularem ATP an den io-
notropen Purinorezeptor P2X7 (P2X7R) findet eine Konformationsédnderung des P2X7R
statt, die zu einer lonenkanal6ffnung und unter anderem zu einem K*-Ausstrom fihrt (49,
110, 136). In der Literatur gibt es Hinweise, dass dieser Mechanismus durch einen
PAMP-induzierten Ausstrom von intrazellularem ATP Uber einen ATP-Kanal, Pannexin-
1, autokrin verstarkt wird (139, 164). Nigericin ist ein Kaliumionophor, das ebenfalls ei-
nen K*-Ausstrom induziert (101, 136, 151, 164). Es gibt Hinweise, dass Nigericin zusatz-
lich einen lysosomalen Zerfall und die Inflammasomformation Cathepsin-B-abhéangig in-
duziert (95, 101). Weiterhin scheint Pannexin-1 neben seiner Bedeutung in der ATP-in-
duzierten Inflammasomformation auch eine Rolle in der Nigericin-induzierten Inflamma-

somformation zu spielen (165).

1.1.4 Interleukin (IL)-1p

IL-1B ist ein potentes proinflammatorisches Zytokin des angeborenen Immunsystems. Es
ist eins der elf Zytokine der IL-1-Familie, die alle an einem der zehn bekannten IL-1-
Rezeptoren (IL-1R) binden (45). Hauptsachlich wird IL-1B von Monozyten, Makropha-
gen und DCs produziert (48, 155). In kleinen Mengen kdnnen auch Lymphozyten und
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Naturliche Killerzellen (natural killer cells, NKs) IL-1B produzieren (155). Wie in 1.1.2
und 1.1.3 beschrieben, erfolgt die Synthese hauptséchlich als Immunantwort auf zwei
verschiedene Stimuli. Durch einen ersten Stimulus wird die Transkription der Boten-Ri-
bonukleinsdure (messenger ribonucleic acid, mRNA) und Synthese des inaktiven Vor-
laufermolekdls pro-IL-1p induziert. Dies kann in Monozyten und Makrophagen durch
LPS Uber die Aktivierung der TLR4-Signalkaskade ausgelost werden (siehe 1.1.2). Durch
einen zweiten Stimulus wird das Inflammasom gebildet und somit aktiviert. Das Inflam-
masom aktiviert die Caspase-1, die dann die Abspaltung der aktiven Form IL-1B von
seinem inaktiven Vorldufermolekl pro-IL-1p katalysiert (siehe 1.1.3). Nachfolgend ist
in Abb. 3 schematisch die Inflammasom-abhéngige IL-1pB-Freisetzung dargestellt.

Inflammasom-
aktivatoren

IL-1B

TLR4-
Signalweg

Abbildung 3: Schematische Darstellung der Inflammasom-abhéngigen Interleukin (IL)-1p-Freiset-
zung. Durch einen ersten Stimulus wie Lipopolysaccharid (LPS) wird Uber den Toll-like-Rezeptor (TLR)4-
Signalweg die Transkription des inaktiven Vorlaufermolekiils pro-1L-1p induziert. Durch einen zweiten
Stimulus wird die Bildung des aktiven Inflammasoms aus seinen Komponenten induziert. Das Inflamma-
som aktiviert dann durch proteolytische Abspaltung von seinem Vorlaufermolelkiil pro-Caspase-1 die
Caspase-1. Die aktive Caspase-1 katalysiert die Abspaltung des IL-1p von seinem inaktiven Vorlédufermo-
lekdl pro-1L-1p. IL-1p kann dann aus der Zelle freigesetzt werden und seine Wirkung im Organismus ent-
falten. (nach (15, 93, 185))

Die Freisetzung des aktiven IL-1B aus der Zelle kann iiber verschiedene Mechanismen
erfolgen, unter anderem spielen lysosomale Calcium-abhangige Exozytose, aktiver

Transport und programmierter Zelltod eine Rolle (8, 45, 53). Es soll hier angemerkt
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werden, dass auch andere Zytokine sowie IL-1f selbst seine Synthese induzieren kdnnen
(36, 45, 47, 48). Weiterhin sind auch Caspase-1-unabhdngige Prozessierungen des pro-
IL-1B bekannt, die vor allem extrazellular Gber weitere Enzyme katalysiert werden (35,
45). Diese Mechanismen spielen jedoch zum Verstandnis dieser Arbeit keine Rolle und

werden daher nur der Vollstandigkeit wegen erwahnt, aber nicht ausgefuhrt.

Als Komponente des angeborenen Immunsystems ist IL-1f ein unspezifischer proin-
flammtorischer Mediator. Daher 16st IL-1p viele verschiedene Effekte aus und ist im Rah-
men akuter und chronischer Erkrankungen in lokale und systemische Inflammationsreak-
tionen involviert (44, 48). IL-1p vermittelt Immunantworten unter anderem Uber die Rek-
rutierung und Aktivierung von Immunzellen wie CD4*-T-Lymphozyten, B-Lymphozy-
ten und NKs, die Differenzierung von T-Helferzellen oder die Ausreifung von DCs (43).
Zudem kann IL-1p inflammatorische Prozesse uber eine vermehrte Synthese oder Stabi-
lisierung proinflammatorisch wirkender Proteine, Proteine der Zellproliferation und Zell-
differenzierung und anderer Molekdile vermitteln (43). Hierzu gehoren beispielsweise die
Cyclooxygenase (COX)-2, Zelladhasionsmolekule wie intercellular adhesion molecule 1
(ICAM-1), Wachstumsfaktoren wie vascular endothelial growth factor (VEGF) oder In-
sulin-like growth factor (IGF), verschiedene Chemokine und Zytokine wie TNF-a, IL-6,
granulocyte-colony stimulating factor (G-CSF), Gerinnungsfaktoren wie Fibrinogen und
andere Akute-Phase-Proteine wie das C-reaktive Protein (CRP), Komplementfaktor C3
oder Stickstoffmonoxid (NO) (43). Entsprechend der Liganden kann IL-1B-vermittelt
auch die Expression wesentlicher Oberflachenrezeptoren hoch- oder herunterreguliert
werden (43). Mit einigen Proteinen wie IL-6 oder TNF-o wirkt IL-1p synergistisch pro-

inflammatorisch (43).

Die molekularbiologischen Effekte von IL-1p fiihren neben lokalen Entziindungszeichen
(R6tung (rubor), Schwellung (tumor), Schmerz (dolor), Uberwarmung (calor), Funkti-
onseinschrankung (functio laesa)) zu massiven systemischen Reaktionen wie Fieber, Hy-
perkoagulation, Hypotension bis hin zum Schock und Gewebeschaden (43, 44). Diese
Symptome charakterisieren das klinische Bild verschiedenster akuter Geschehen, in die
IL-1B involviert ist: Zum Beispiel Ischamie-Reperfusionsschaden, akute Transplantatab-
stoBungsreaktionen, Schlaganfall, Myokardinfarkt und nachfolgendes Remodeling, akute
Nierenschadigung, akutes Leberversagen oder Sepsis und Sepsis-induzierte Organdys-
funktionen (1, 14, 22, 33, 46, 48, 75, 180, 214). In zahlreichen klinischen Studien konnte
durch Hemmung der IL-1B-Aktivitdt dessen Bedeutung fir inflammatorische
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Erkrankungen gezeigt werden (48). Inhibitoren des IL-1B-Systems sind beispielsweise
der humane rekombinante IL-1R-Antagonist Anakinra (Kineret®), humane monoklonale
Antikorper wie Canakinumab (llaris®) oder das losliche Protein Rilonacept (Arcalyst®;
nicht in Deutschland zugelassen) (48). Damit konnte fiir IL-1pB auch eine Rolle bei einer
Reihe von autoinflammatorischen Erkrankungen und chronischen Autoimmunerkrankun-
gen gezeigt werden wie beispielsweise familidres Mittelmeerfieber (FMF), Cryoporin-
assoziierte periodische Syndrome (CAPS), das Schnitzler-Syndrom, das Still-Syndrom
oder Rheumatoide Arthritis (24, 27, 29, 33, 38, 42, 48, 124, 161). Umgekehrt konnte
durch Inhibition des IL-1B-Systems dessen Rolle und damit eine inflammatorische Kom-
ponente in nicht-inflammtorisch-geglaubten Erkrankungen wie Typ-1l Diabetes mellitus,
Gicht, dem multiplen Myelom oder kardiovaskularen Erkrankungen gezeigt werden (27,
48, 51, 127, 134, 143, 177, 225). Die Synthese, Freisetzung und Effekte von IL-1p und
potentielle Einflussfaktoren sind demnach hinsichtlich moglicher Therapieanséatze von
Klinischer Bedeutung.

1.2  Cholinerge Aspekte des Immunsystems

1.2.1 Acetylcholin (ACh) und das cholinerge System — Ein Uberblick

Acetylcholin (ACh) wurde als erster Neurotransmitter Anfang des 20. Jahrhunderts ent-
deckt und seither in dieser Funktion umfassend untersucht. ACh ist einer der haufigsten
Neurotransmitter des zentralen Nervensystems (217). Im peripheren Nervensystem ver-
mittelt ACh an der motorischen Endplatte die Erregungsweiterleitung auf die Muskeln.
Im vegetativen Nervensystem kommt ACh als Neurotransmitter in parasympathischen
sowie pragangliondr auch in sympathischen Neuronen vor (62). Evolutionar betrachtet
existierte ACh jedoch schon sehr lange vor seiner Entdeckung als Neurotransmitter, denn
es wurde in verschiedenen Bakterien, Algen, Einzellern und Pflanzen nachgewiesen (100,
218). Andere Untersuchungen zeigten, dass ACh auch in vielen nicht-neuronalen Zellen
und Geweben synthetisiert wird, das sogenannte non-neuronale ACh (115, 218). So
konnte man non-neuronales ACh in Epithelzellen der Atemwege, der Haut oder des Uro-
genitaltraktes, in Endothelzellen, Mesothelzellen wie Pleura- und Perikardzellen, in Mus-
kelzellen und in vielen Immunzellen wie Granulozyten, Lymphozyten und Monozy-

ten/Makrophagen nachweisen (115, 218).
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Die ACh-Synthese erfolgt neuronal und zumeist auch non-neuronal intrazellular aus Cho-
lin und Acetyl-CoenzymA (Acetyl-CoA), katalysiert durch das Schliisselenzym Choli-
nacetyltransferase (ChAT) (16, 115, 123). In einigen non-neuronalen Strukturen wie Ske-
lettmuskelfaserzellen und Urothelzellen wird ACh durch das Enzym Carnitinacetyltrans-
ferase (CarAT) synthetisiert (16, 115, 123, 129, 204). Wahrend Acetyl-CoA als Stoff-
wechselprodukt intrazelluléar vorhanden ist, muss Cholin zur ACh-Synthese erst aus dem
Extrazellularraum aufgenommen werden. Dies erfolgt in neuronalen Zellen mit Hilfe des
hochaffinen Cholintransporters 1 (CHT1) (157). Dieser wird zwar auch von einigen non-
neuronalen Zellen exprimiert, jedoch erfolgt die non-neuronale Cholinaufnahme oft un-
abhangig von CHT1 uber choline transporter-like proteins (CTLs) und organic cation
transporters (OCTSs) (16, 123, 149, 202). Das synthetisierte ACh wird in neuronalen Zel-
len mittels dem vesicular acetylcholine transporter (VAChT) in Vesikeln gespeichert und
uber Exozytose freigesetzt (58, 206). In vielen non-neuronalen Zellen wird VACHT nicht
exprimiert und ACh wird Gber OCTs oder das Protein Mediatophor direkt freigesetzt (16,
20, 102, 121, 123, 219). Der Abbau des freigesetzten ACh erfolgt innerhalb weniger Mil-
lisekunden durch die Aceytlcholinesterase (AChE) (115). Frei werdendes Cholin steht
dann wieder der ACh-Synthese zur Verfugung.

Der ACh-Effekt wird tiber muskarinische (mMAChRs) und nikotinische ACh-Rezeptoren
(nAChRs) vermittelt. MAChRs sind G-Protein-gekoppelte Rezeptoren. Bisher konnten
funf mAChR-Subtypen (M1-M5) identifiziert werden (116). M1, M3 und M5 sind Gg/11-
gekoppelte erregende Rezeptoren und fiihren Uber Aktivierung der Phospholipase-C zu
einem intrazellularen Anstieg der Calciumkonzentration (116). M2 und M4 sind Gije-ge-
koppelte inhibitorische Rezeptoren und fuhren Gber eine Hemmung der Adenylylcyclase
zu einer verminderten Synthese des zyklischen Adenosinmonophosphates (116).
NAChRs sind klassischerweise ligandengesteuerte lonenkanale, die als Homo- oder He-
teropentamere aus funf Untereinheiten gebildet werden (116). Bisher konnten zehn a-
Untereinheiten (a1-a10), vier B-Untereinheiten (f1-p4) und auBerdem vy-, 6- und &-Un-
tereinheiten identifiziert werden (67). Die a7- und a9-Untereinheiten kdnnen Homopen-
tamere bilden (16, 116). Die 09/a10-Untereinheiten kdnnen im Komplex vorliegen und
reine a-Heteropentamere bilden (16, 63, 116, 190). Bei Aktivierung der nAChRs erfolgt
durch eine schnelle Erhéhung der Membranpermeabilitat fir Natrium, Kalium und Cal-
cium eine Membrandepolarisation. Bei a9/a10-nAChR kommt es zu einer raschen De-

sensitisierung. Neben ihrem neuronalen und muskuldren Vorkommen konnte die



1 Einleitung 13

Expression von mAChRs und nAChRs auch in non-neuronalen Zellen und Organen nach-
gewiesen werden (80). Untersuchungen von Lymphozyten und anderen mononukledren
Zellen des peripheren Blutes (peripheral blood mononuclear cells, PBMCs) zeigten, dass
Immunzellen sowohl mAChRs als auch nAChRs exprimieren kénnen (114, 115, 116,
182). Interessanterweise konnte gezeigt werden, dass von Immunzellen exprimierte
nAChsR nicht in jedem Fall klassische ligandengesteuerte lonenkanale sind, sondern me-
tabotrop funktionieren und intrazelluldre Signalkaskaden induzieren kdnnen (94, 150,
166, 171).

Fur diese Arbeit relevant sind bestimmte non-neuronale cholinerge Komponenten und
ihre Bedeutung fur das Immunsystem. In den folgenden Kapiteln werden die wichtigsten

Aspekte zum Verstandnis dieser Arbeit dargestellt.

1.2.2 Der ,,cholinerge antiinflammatorische Reflex*

Ein Meilenstein in der Erforschung der Effekte von ACh auf das Immunsystem und der
Interaktion von Immun- und Nervensystem stellt der ,,cholinerge antiinflammatorische
Reflex* dar (21, 163, 201). Im experimentellen Modell der Sepsis in der Ratte fiihrte die
elektrische Stimulation des efferenten Teils des parasympathischen Nervus vagus zu ver-
minderten TNF-a-Spiegeln und einem besseren Uberleben im Vergleich zu septischen
Ratten ohne Vagusstimulation (21). In vitro konnte an LPS-geprimeten humanen Makro-
phagen eine verminderte Ausschittung proinflammatorischer Zytokine in Anwesenheit

von ACh gezeigt werden (21).

Fur diesen antiinflammatorischen ACh-Effekt wurde der a7-nAChR durch seine Blo-
ckade an Makrophagen in vitro und an a7-defizienten Mé&usen in vivo identifiziert (212).
Dieser ,,cholinerge antiinflammatorische Reflex* wurde als autoregulatorischer Mecha-
nismus postuliert, bei dem durch eine IL-1-vermittelte immunologische Reaktion tber
IL-1R auf Neuronen des Nervus vagus eine vagale ACh-Ausschittung induziert wird
(163, 201). Durch antiinflammatorische ACh-Effekte auf Makrophagen soll dann die Im-
munreaktion kontrolliert werden (163, 201). Da eine vagale Innervation der Milz nicht
besteht, wurde der ,,cholinerge antiinflammatorische Reflex in nachfolgenden Publika-
tionen mit einer indirekten Vermittlung auf Makrophagen in der Milz erklart: Uber Ver-
schaltung pragangliondrer vagaler Neurone mit postgangliondren sympathischen Neuro-

nen des Nervus splenicus, die katecholaminerg T-Lymphozyten der Milz zur ACh-
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Produktion stimulieren (158, 179). Das produzierte ACh kann dann antiinflammatorisch
auf Makrophagen in der Milz wirken (158, 179).

Andere Publikationen zeigten jedoch, dass es keine anatomische oder physiologische
Verschaltung vagaler efferenter Neurone mit sympathischen Neuronen des Nervus sple-
nicus gibt (23). Weiterhin erfolgt der Abbau des ACh wie unter 1.2.1 dargestellt innerhalb
weniger Millisekunden Uber die AChE. Die AChE ist ubiquitar in neuronalen und non-
neuronalen Organen vorhanden (80, 115). Es bleibt somit zu hinterfragen, ob ACh lang-
lebig genug ist, um vor seinem Abbau in vivo diese Wirkung entfalten zu kénnen. Die
gezeigten Effekte des ,,cholinergen antiinflammatorischen Reflexes sind nicht von der
Hand zu weisen, dennoch wird der zugrundeliegende Mechanismus kontrovers diskutiert

und ist weiterhin Gegenstand der Forschung.

1.2.3 Effekte von non-neuronalem ACh auf das Immunsystem

Non-neuronales ACh und Teile des cholinergen Systems konnten schon vor Entdeckung
des ,,cholinergen antiinflammatorischen Reflexes in Immunzellen nachgewiesen werden
(114). Als Quelle des ACh konnte man PBMCs und unter ihnen insbesondere die Lym-
phozyten identifizieren (69, 114, 156). In Lymphozyten konnte ChAT- und CarAT-Akti-
vitdt nachgiewesen werden, wobei vor allem die ChAT-Aktivitat bei der ACh-Synthese
in Lymphozyten eine Rolle spielt. Zudem exprimieren Lymphozyten mAChRs und
nAChRs auf der Zelloberflache (68, 69, 182). Die ChAT-Expression und die ACh-Syn-
these sind in aktivierten Lymphozyten hochreguliert (70, 116). Das mAChR-Expressi-
onsmuster auf der Zelloberflache von Lymphozyten variiert ebenfalls mit dem Aktivie-
rungsstatus der Zelle (116, 169). So konnte bei allergischen Atemwegserkrankungen eine
verstarkte Expression bestimmter mAChRs gezeigt werden (32, 172, 173). Bei der Alz-
heimer-Erkrankung konnte eine Korrelation zwischen der kognitiven Beeintrachtigung
und dem Expressionsmuster der mAChRs auf Lymphozyten identifiziert werden (199).
Fur die Aktivierung von mAChRs sind vorwiegend proinflammatorische Effekte be-
schrieben (16, 116): Beispielsweise vermitteln M1 und M5 mAChRs die Synthese proin-
flammatorischer Zytokine wie TNF-a, INF-y und IL-6, die Aktivierung von M1, M3 und
M5 mAChRs durch ACh induziert tber einen intrazellularen Calciumanstieg Signal-
kaskaden zur Hochregulierung bestimmter Genexpressionen und die Aktivierung von M1
mMAChRs spielt eine Rolle bei der Lymphozytendifferenzierung (67, 71, 116, 229).
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In Monozyten und Makrophagen konnte ebenfalls ACh und als Hinweis auf intrazellulére
ACh-Synthese auch ChAT-Aktivitat nachgewiesen werden, sowie mAChRs und nAChRs
auf ihrer Zelloberflache (67, 120, 216, 218). Dies konnte eindrlcklich durch Hecker et al.
in vivo bestétigt werden, indem die Expression von endogenem ACh, sowie CHTL,
ChAT-mRNA und ChAT-Protein in intravasalen mononukleédren Leukozyten aus allogen
transplantierten Rattennieren gezeigt wurde (94). Rund 70 % dieser intravasalen Leuko-
zyten konnten immunhistochemisch und per Durchflusszytometrie als Monozyten iden-
tifiziert werden (81, 94). ACh und der ACh-Syntheseapparat waren unter massiver im-
munologischer Aktivierung wahrend der akuten TransplantatabstoBungsreaktion hochre-
guliert (94). Weiterhin zeigten die Autoren, dass ein ATP-induzierter intrazellularer An-
stieg der Calciumkonzentration in intravasalen mononukledren Leukozyten aus allogen
transplantierten Rattennieren in vitro durch den nAChR-Antagonisten Methyllycaconitin,
der spezifisch an den a7- und a9/a10-Untereinheiten der NAChRs bindet, signifikant ver-
starkt wird (94). Dies flhrte zu der Hypothese, dass wahrend einer inflammatorischen
Aktivierung wie der akuten TransplantatabstoRungsreaktion endogen synthetisiertes ACh
einen inhibitorischen Effekt auf durch DAMPs wie ATP vermittelte proinflammatorische
Signale haben konnte. Diese Hypothese wurde nachfolgend durch Arbeiten von Mikulski
et al. weiter bekraftigt, was in Kapitel 1.2.4 erlautert wird (150). Fir neuronale Zellen
gibt es zudem Hinweise auf Interaktionen zwischen ATP-Rezeptoren und nAChRs (94,
118, 188). Dieser Mechanismus kénnte eine auto- und/oder parakrine Regulation zur Ver-
meidung einer tberschiefenden Immunreaktion sein (94). Wie unter 1.2.2 aufgefinhrt,
wurden schon nAChR-vermittelte antiinflammatorische Effekte beschrieben, vor allem
fiir den a7-nAChR (21, 163, 201, 212). Hecker et al. konnten den a7-nAChR in den in-
travasalen mononukledren Leukozyten aus allogen transplantierten Rattennieren auf
MRNA-Ebene in vivo nicht nachweisen, was jedoch an der méglicherweise zu geringen

Sensitivitat des Nachweises liegen kdnnte (94).

Mit der Idee, antiinflammatorische ACh-Effekte tber eine Erhéhung der ACh-Konzent-
ration gezielt zu erreichen, wurde in verschiedenen experimentellen und klinischen An-
sétzen die Wirkung von AChE-Inhibitoren untersucht (97, 158, 162, 168, 207). Beispiels-
weise konnten Physostigmin und Neostigmin im murinen Sepsismodell die Konzentra-
tion der proinflammatorischen Zytokine TNF-a, IL-6 und IL-1p sowie die pulmonale
Einwanderung neutrophiler Granulozyten reduzieren (97). Da die therapeutische Breite
dieser Medikamnete sehr schmal ist und die Mechanismen noch nicht genau geklart sind,
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konnten sich diese Ansétze zwar zur Therapie der Alzheimer-Erkrankung, nicht jedoch

zur Therapie akuter Inflammationsreaktionen wie beispielsweise der Sepsis durchsetzen.

1.2.4 Effekte anderer Liganden nikotinischer ACh-Rezeptoren (nAChRs) und

strukturverwandter Molekile auf das Immunsystem

Antiinflammatorische nAChR-vermittelte Effekte konnten in experimentellen und Kklini-
schen Ansatzen auch fur andere nAChR-Agonisten gezeigt werden. Schon lange bekannt
sind die antiinflammatorischen Effekte des exogenen und den nAChR benennenden Lig-
anden Nikotin (nicotine, Nic). Trotz der gesundheitsschadigenden Wirkung, konnte bei
immunologischen Erkrankungen wie beispielsweise Colitis ulcerosa oder Rheumatoider
Anrthritis ein protektiver Effekt des Nic gezeigt werden (64, 74, 87, 107, 133, 200). Im
tierexperimentellen Modell des akuten Lungenversagens an Méusen und Ratten zeigte
Nic Kklinisch und molekularbiologisch antiinflammatorische Effekte (192). Die vollstan-
digen Mechanismen sind noch nicht aufgeklart. In verschiedenen Arbeiten konnte gezeigt
werden, dass Nic einen hemmenden Effekt auf die Produktion proinflammatorischer Zy-
tokine wie beispielsweise TNF-a, IL-1p, IL-2, IL-12 oder IL-6 sowie Prostaglandin E>
und Mechansimen der Zellproliferation hat (5, 141, 197, 209, 212, 222). In humanen
PBMCs konnte aulRerdem eine Herunterregulierung der Expression von CD14 und TLR4
gezeigt werden, die wie unter 1.1.2 beschrieben zur LPS-Bindung notwendig sind (89).
Es konnte gezeigt werden, dass die Nic-induzierte Hemmung proinflammtorischer Gen-
transkription mit einer verminderten Aktivitat des Transkriptionsfaktors NF-xB einher-
geht (222). Viele Autoren postulieren die Vermittlung antiinflammatorischer Nic-Effekte
genau wie antiinflammatorische ACh-Effekte iiber den a7-nAChR (64, 89, 192, 212,
222). In anderen Arbeiten konnte der antiinflammatorische Nic-Effekt jedoch auch a7-
nAChR-unabhéngig gezeigt werden (141). Mikulski et al. konnten in vitro zeigen, dass
Nic einen ATP-induzierten intrazellularen Anstieg der Calciumkonzentration in Alveo-
larmakrophagen der Ratte reduzierte. Dies wurde als Hinweis auf antiinflammatorische
Effekte des Nic auf das Gefahrensignal ATP diskutiert, die ber eine metabotrope
nAChR-Funktion vermittelt werden. ACh oder Nic allein hatten keinen Effekt auf die
intrazellulare Calciumkonzentration, was gegen eine klassische ionotrope Rezeptorfunk-
tion sprach (150). Die Autoren konnten in diesen Alveolarmakrophagen den a7-nAChR
nicht nachweisen, dafiir aber a9/a10-nAChR (150).
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Neben ACh ist auch der ACh-Baustein Cholin (Cho) ein nAChR-Ligand. Cho konnte als
Agonist der NAChR-Untereinheiten o7 und 09/10 identifiziert werden (7, 160, 167, 210).
Fur Cho wurden in &lteren Arbeiten antiinflammatorische Effekte im tierexperimentellen
Modell der Endotoxamie postuliert (178). Als Baustein ist Cho nicht nur Bestandteil des
ACh, sondern auch des Phosphocholins (PC) (synonym verwendet wird auch Phospho-
rylcholin) (224). PC ist Bestandteil vieler Strukturen und wird beispielsweise zur Syn-
these von Phosphatidylcholinen bendtigt, die einen wichtigen Teil von Zellmembranen
darstellen (224). Viele Bakterien und Parasiten synthetisieren PC-modifizierte Molekdle
als Virulenzfaktoren, die sie zur Immunevasion nutzen (34, 79). Die Einwanderung von
Bakterien wie Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae oder verschiedener
Neisseria-Stamme erfolgt beispielsweise durch molekulare Mimikry mittels auf ihrer
Oberflache exprimierter PC-modifizierter Molekile (34). Haemophilus influenzae-
Stamme synthetisieren mit Hilfe des lic-Operons PC-modifiziertes LPS (187, 215), was
in dieser Arbeit fiir in vitro-Stimulationsexperimente verwendet wurde. Zum Uberleben
im Wirt kann dessen Immunantwort auRerdem durch sezernierte PC-modifizierte Mole-
kile, wie beispielsweise das Protein ES-62 aus Parasiten wie Acanthocheilonema viteae,
abgeschwacht oder unterdriickt werden (34, 77, 92). ES-62 wirkt antiinflammatorisch im
Wirt Giber Mechanismen wie eine verminderte Produktion von IL-12 und TNF-a (34, 77,
78). Fir diese Effekte der PC-modifizierten Molekiile wurden eine Beteiligung des pla-
telet-activating factor receptor (PAFR) und des TLR4 gezeigt, die genauen Mechansimen
sind jedoch noch nicht vollstandig aufgeklart (34, 37, 77, 78, 83, 189, 195). Interessan-
terweise konnten flir das parasitare Molekiil ES-62 antiinflammatorische Effekte in Rheu-
matoider Arthritis gezeigt werden (91). Die Autoren diskutieren dies als Begrindung fir
die Beobachtung, dass in Landern mit endemischem Auftreten parasitaren Befalls, weni-

ger autoinflammatorische Erkrankungen auftreten (91).

1.3 Ziele der Arbeit

In vivo produzieren intravasale mononukledre Leukozyten aus allogen transplantierten
Rattennieren wahrend ihrer immunologischen Aktivierung bei der akuten Transplantat-
abstoRungsreaktion ACh. Rund 70 % dieser intravasalen mononukleédren Leukozyten
sind Monozyten. In vitro verstarkte der nAChR-Antagonist Methyllycaconitin einen
ATP-induzierten intrazelluldren Anstieg der Calciumkonzentration dieser intravasalen

mononukledren Leukozyten aus allogen transplantierten Rattennieren. Dies erlaubt den
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Rickschluss, dass endogen produziertes ACh intravasaler mononukleérer Leukozyten
aus allogen transplantieretn Rattennieren einen autokrinen inhibitorischen nAChR-ver-
mittelten Effekt auf ATP-induzierte Signale hat, der durch einen nAChR-Antagonisten
aufhebbar ist. Flir ACh, seinen Baustein Cho sowie den nAChR-Liganden Nic wurden
bereits antinflammatorische Effekte in verschiedenen klinischen Kontexten beschrieben.
Cho ist weiterhin auch ein Baustein des PC. Fir PC-modifizierte Molekule wurden eben-
falls antiinflammtorische Effekte beschrieben, die Bakterien und Parasiten zur Immune-
vasion nutzen. ATP ist ein DAMP, was Uber einen bekannten Mechansimus die Bildung
des Inflammasoms und folglich die Synthese proinflammtorischer Zytokine wie IL-1§
induzieren kann. In Neuronen gibt es Hinweise fur Interaktionen zwischen ATP-Rezep-
toren und nAChR. Es stellt sich in der Zusammenschau all dieser Aspekte die Frage, ob
und wie ACh aus Monozyten parakrine und autokrine inhibitorische Effekte auf ATP-

induzierte proinflammatorische Signale auslost.
In dieser Arbeit sollen folgende Hypothesen lberpriift werden:

1) Die nAChR-Agonisten ACh, Nic und Cho hemmen die ATP-induzierte IL-1pB-
Freisetzung aus Monozyten.

2) Bakterielle PC-modifizierte Molekiile hemmen die ATP-induzierte IL-1B-Freiset-
zung aus Monozyten. Dieser Effekt wird durch PC tGber nAChR vermittelt.

3) Endogenes ACh aus intravasalen mononukledren Leukozyten, die aus allogen
transplantierten Rattennieren isoliert werden kdénnen, hemmt autokrin die ATP-

induzierte IL-1B-Freisetzung.
Nachfolgend ist in Abb. 4 schematisch die Fragestellung dieser Arbeit veranschaulicht.

Zur Uberpriifung dieser Hypothesen soll in vitro an Monozyten der Effekt der nAChR-
Agonisten ACh, Nic und Cho sowie der Effekt von PC und PC-modifizierten Molekdilen
auf die ATP-induzierte IL-1B-Freisetzung untersucht werden. Dies soll auch an einer
ATP-unabhéngigen IL-1pB-Freisetzung, die mit Nigericin induziert wird, Uberprift wer-
den. Zur Uberpriifung, ob ein maglicher Effekt iiber nAChRs vermittelt wird, sollen spe-
zifische nAChR-Antagonisten eingesetzt und Transfektionsversuche mit small inter-
fering RNA (siRNA) zur Identifzierung bestimmter Rezeptoruntereinheiten durchgefihrt
werden. Der Effekt von endogenem ACh aus intravasalen mononukledren Leukozyten
aus allogen transplantierten Rattennieren auf die ATP-induzierte IL-1pB-Freisetzung soll
mit Hilfe von AChE detektiert werden.
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ATP PC-modifizierte
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Abbildung 4: Schematische Darstellung der Fragestellung dieser Arbeit. Uber Lipopolysaccharid
(LPS) soll der Toll-like Rezeptor (TLR)4-Signalweg induziert werden, der die Transkription des inaktiven
Vorliufermolekiils pro-Interleukin (IL)-1B induziert. Uber den P2X7-Rezeptor (P2X7R) soll durch den
zweiten Stimulus Adenosintriphosphat (ATP) die Bildung des Inflammasoms induziert werden. Das aktive
Inflammasom kann von dem inaktiven Vorlaufermolekil pro-Caspase-1 proteolytisch die aktive Caspase-
1 abspalten. Die Caspase-1 katalysiert die Abspaltung des aktiven IL-1p von seinem inaktiven Vorlaufer-
molekdl pro-IL-1B. Der Einfluss der Agonisten nikotinischer Acetylcholinrezeptoren (NAChRs) Acetyl-
cholin (ACh), Nikotin (Nic) und Cholin (Cho) sowie aufierdem Phosphocholin (PC) und PC-modifizierter
Molekile auf die ATP-induzierte IL-1B-Freisetzung soll Uberpriift werden. (nach (15, 93, 185))
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2 Material

2.1 Reagenzien

2" (37)-0O-(4-Benzoylbenzoyl)adenosin 5 -triphosphat, 2°(3")-O-(4-Benzoylbenzoyl)ade-
nosine 5°-triphosphate trieethylammonium salt (BzATP) (Sigma-Aldrich, Steinheim;
B6396)

a-Bungarotoxin (Tocris Bioscience, Bristol, UK; 2133)

Acetylcholine chloride (Sigma-Aldrich; A6625)

Acetylcholinesterase (from Electrophorus electricus) (Sigma-Aldrich; C2888)

Agqua ad injectabilia (Baxter, Lessines, USA; 001428)

Bovines Serumalbumin (BSA), Albumin bovine fraction V (Serva, Heidelberg; 11930)
Choline chloride (Sigma-Aldrich; C7017)

Deionisiertes Wasser

Dynabeads® CD14 (Invitrogen, Carlsbad, USA; 11149D)
Ethylendiamintetraessigsédure (EDTA) (Serva; 11280)

Fetal calf serum gold (FCS gold) (PAA Laboratories, Colbe; A15-151)

FITC anti-human CD14 antibody M5E2 (BioLegend, San Diego, USA; 301803)
GelRed® (Biotium, Hayward, USA; 41001-41003-T)

GeneRuler™ 100 bp DNA Ladder Plus (Fermentas, Sankt Leon-Rot; SM0321)
HCI, Salzsdure (Merck, Darmstadt; 1090571000)

KCI, Kaliumchlorid (Merck; 1049360250)

KH2POs, Kaliumdihydrogenphosphat (Merck; 1048730250)
L-Alanyl-L-Glutamin (200 mM) (PAA Laboratories; M11-006)
Lipopolysaccharide (LPS) from Escherichia coli (Sigma-Aldrich; L2654)
Loading Dye Solution (6x TriTrack™) (Fermentas; R1161)

Mecamylamine hydrochloride (Sigma-Aldrich; M9020)

M-MLYV Reverse Transcriptase (Promega, Madison, USA; M170A)
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M-MLV RT 5 x buffer (Promgea; M531A)

NaCl, Kochsalz (Sigma-Aldrich; 31434-M)

NaH2PO4*2H,0, Natriumdihydrogenphosphat-Dihydrat (Merck; 1063451000)
NaOH, Natriumhydroxid (Merck; 1091371000)

Nicotine hydrogen tartrate salt (Sigma-Aldrich; N5260)

Nigericin (Sigma-Aldrich; N7143)

ON-TARGETplus human CHRNA7, CHRNA9, CHRNA10 siRNA SMARTpool (Thermo

Fisher Scientific, Schwerte)

ON-TARGETplus Non-Targeting Control Pool (Thermo Fisher Scientific)
PCR Nucleotide Mix (dNTP) (Promega; C114G)

Penicillin/Streptomycin 100 x (PAA Laboratories; P11-010)

Percoll™ (GE Healthcare Bio Science, Uppsala, Schweden; 17-0891-01)
Phosphate buffered saline (PBS) (PAA Laboratories; H15-002)
Phosphocholine chloride calcium salt tetrahydrate (Sigma-Aldrich; P0378)
Platinum® SYBR® Green qPCR SuperMix-UDG (Invitrogen; 11733-038)
Primer (Tabelle 8) (MWG Biotech, Ebersberg)

Random Primers (Promega; C118A)

Recombinant RNasin® Ribonuclease Inhibitor (Promega; N251A)
RNase-freies Wasser (Qiagen, Hilden; 1017979)

Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640 Medium (PAA Laboratories; E-15-039)
Strychnine hydrochloride (Sigma-Aldrich; S8753)

Trypan blue solution 0,4 % (Sigma-Aldrich; T8154)

Tirks Losung (Merck; HX954438 )
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2.2  Puffer und Losungen

Tabelle 1: Verwendete Puffer und Lésungen und ihre Zusammensetzung.

Puffer/Losung Zusammensetzung

Phosphate buffered saline (PBS) | PBS-Stammltsung 1:10 mit deionisiertem Wasser
Gebrauchslosung (1 x PBS) verdunnt und den pH auf 7,2 eingestellt (mit 1 N
HCI).

PBS Stammldsung (10 x PBS) 80 g NaCl (1,37 M), 2g KCI (27 mM), 14,24 g Na
HPO4*2 H,0 (80 mM) und 2 g KH2PO4 (15 mM)
in 1 | deionisiertem Wasser geldst und den pH auf
7,2 eingestellt (mit 1 N HCI).

Percolllésung Pro Gradient (14 ml): Mischung aus 4,4 ml deioni-
siertem Wasser, 1,4 ml NaCL (0,9 %), 8,2 ml Per-
coll™ und 30 pl HCI (1 M).

2.3 Kits
CytoTox 96® Non-Radioactive Cytotoxicity Assay (Promega; G1780)
PCR Purification Kit, MinElute (Qiagen; 28004)

Quantikine® ELISA Human IL-/A/IL-1F2 Immunoassay (R&D Sytems, Minneapolis,
USA; DLB50)

Quantikine® ELISA Rat IL-/8/1L-1F2 Immunoassay (R&D Sytems; RLB00)

RNeasy® Mini Kit (Qiagen; 74104)

2.4  Gerite und Verbrauchsmaterial

24-Well-Platten CellStar™ (Greiner Bio-One, Frickenhausen; 662160)
96-Well Mikrotiterplatten, flacher Boden (Greiner Bio-One; 655101)

ABI 7700 Sequence Detection System (Applied Biosystems, Foster City, USA)

FACSCalibur (Becton Dickinson, Heidelberg)



2 Material 23

Inkubator Heracell™ 240i, CO2-Incubator (Thermo Scientific, Waltham, USA)
Laborwaage (Kern und Sohn, Balingen-Frommern)

LeucoSep™ Rohrchen (Greiner Bio-One; 227288)

Mikroskop Laborlux D (Leitz, Wetzlar)

Mikroskop Laborvert BX511F (Leitz)

Mikrowelle (LG Electronics, Seoul, Stidkorea)

Multipette® (Eppendorf, Hamburg)

Neubauer-Zahlkammer Improved (LO - Laboroptik, Lancing, England)
Parafilm M Verschlussfolie (Brand, Wertheim)

pH-Meter UltraBasic UB-10 (Denver Instrument, Gottingen)

Pipette Research 0,5-10 ul (Eppendorf)

Pipetten Reference 100-1000 pl, 10-100 pl, 0,5-10 pl (Eppendorf)

Pipettenspitzen 1000 upl, 200 pl, 10 pl (Sarstedt, Nimbrecht, Germany; 70.762;
70.760.002; 70.1115),

Pipettenspitzen Combitips advanced 5 ml (Eppendorf Biopur®, Hamburg; 003 008 9669)
Pipettenspitzen SafeSeal Tips 1000 pl, 100 ul, 10 ul (Biozym)

Pipetus (Hirschmann Laborgeréte, Eberstadt)

ReaktionsgefaRe 1,5 ml Mplti® SafeSeal® Tubes (Roth; 7080.1)

Real-Time PCR Cycler StepOne Plus™ (Applied Biosystems)

Réhrchen 50 ml; 15 ml CellStar® (Greiner Bio-One; 227270; 188271)
Serologische Pipetten, 10 ml CellStar® (Greiner Bio-One; 607180)
Sicherheitswerkbank (NuAire, Plymouth, USA)

Spektralphotometer Epoch (BioTek, Bad Friedrichshall)

Spektralphotometer FLUOStar OPTIMA (BMG Labtechnologies, Ortenberg)
Spektralphotometer NanoDrop™ 1000 (Thermo Fisher Scientific)

Thermal Cycler, G-Storm™ (AlphaMetrix Biotech, Rodermark; GS482)
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Vortex Mixer Reax 2000 (Heidolph, Schwabach)
Zellkulturflaschen T-75 fir Suspensionszellen (Sarstedt; 83.1813.502)

Zentrifugen Mikro 200 R und Rotina 420 R (Hettich, Tuttlingen)

2.5 Software
AlphaEase FC™ 3.3.0 (Alpha Innotech, San Leandro, USA)
Excel (Microsoft, Redmond, USA)

SPSS (IBM, Armonk, USA)



3 Methoden 25

3 Methoden

Alle Arbeiten mit Zellen wurden unter einer Sterilwerkbank mit sterilen Labormaterialien
durchgefihrt. Verwendete Kulturmedien und Lésungen wurden vor Gebrauch auf 37 °C
erwarmt. Soweit nicht anders angegeben, erfolgten alle Arbeitsschritte bei Raumtempe-
ratur (RT).

3.1 U937-Zellen

3.1.1 Kultivierung von U937-Zellen

Die humane Zelllinie U937 wurde uber das Leibniz-Institut DSMZ-Deutsche Sammlung
von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH bezogen. Es handelt sich um Suspensi-
onszellen aus einem generalisierten histiozytdren Lymphom eines 37-jahrigen mannli-
chen Patienten. Fir die U937-Zellen sind monozytéare Eigenschaften und Marker be-
schrieben (193). Die Kultivierung der U937-Zellen erfolgte in RPMI 1640-Medium mit
10 % fotalem Kélberserum (fetal calf serum, FCS), 2 mM L-Glutamin, 100 U/ml Peni-
cillin und 0,1 mM Streptomycin versetzt. Das FCS wurde vor Gebrauch hitzeinaktiviert
und sterilfiltriert. Die Kultivierung erfolgte im Brutschrank bei 37 °C, 5 % CO.. Die Zel-
len wurden in sterilen 50 ml-Zellkulturflaschen fiir Suspensionszellen (75 cm?) mit Filter
kultiviert. Dreimal pro Woche wurden die Zellen passagiert und auf eine Zellzahl von 2
x 10°® Zellen/50 ml eingestellt. Die Bestimmung der Zellzahl und regelméaRige Priifung
der Zellviabilitat erfolgte mikroskopisch in der Neubauer-Zahlkammer mit Trypanblau
0,4 %.

3.1.2 Experimente mit U937-Zellen

Zur Versuchsdurchfiihrung wurden die Zellen in ihrer exponentiellen Wachstumsphase
(log-Phase) in 24-Well-Patten mit planem Boden ausgesét. Pro Well wurden 1 x 108 Zel-
len/ml RPMI 1640-Medium ausplattiert. Die Zellen wurden mit 1 pg/ml LPS aus E-
schericha coli primér stimuliert (Priming) und fur finf Stunden (hours, h) bei 37 °C, 5 %
COgz inkubiert. AnschlieBend wurde als sekundérer Stimulus entweder 100 uM 2°(37)-O-
(4-Benzoylbenzoyl)adenosin 5 -triphosphat (BzATP), ein P2X7R-Agonist und ATP-
Analogon, oder alternativ 50 M Nigericin hinzugegeben und fur 30 Minuten (min) bei
37 °C, 5 % CO- inkubiert. Dies erfolgte in An- oder Abwesenheit verschiedener nAChR-
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Agonisten und nAChR-Antagonisten, die zeitgleich zugegeben wurden. Verwendete
nAChR-Agonisten waren Nic, ACh (acetylcholine chloride) und Cho (choline chloride).
AuRerdem wurden PC (phosphocholine chloride calcium salt tetrahydrate) und PC-mo-
difizierte Makromolekiile eingesetzt. PC-modifiziertes bovines Serumalbumin (PC-BSA)
wurde nach einem Standardprotokoll (12) freundlicherweise von Prof. Glnther Lochnit,
Giel3en, produziert und zur Verfugung gestellt. In Kontrollansatzen wurden nicht-modi-
fiziertes BSA sowie mit Flussséure-behandeltes PC-BSA (hydrofluoric acid, HF-PC-
BSA), bei dem die PC-Molekiile durch Behandlung mit Flussaure wieder entfernt wur-
den, als Negativkontrollen eingesetzt. PC-modifiziertes Lipooligosaccharid (LOS) wurde
aus den bakteriellen Haemophilus influenzae-Stammen RM118 (RMPC) und NTHi1233
(NTHIPC) aufbereitet. In Kontrollansdtzen wurde nicht-modifiziertes LOS dieser
Stamme als Negativkontrolle eingesetzt (NTHi, LOS des licl-mutanten Stammes
NTHi1233licl; RM, LOS des licl-mutanten Stammes RM7004-Licl). Die Aufbereitung
erfolgte nach einem bereits veroffentlichten Protokoll (186) und wurde freundlicherweise
von Frau Prof. Dr. Elke Schweda von der Linkdping Universitét, Link6ping, Schweden,
durchgefuhrt und uns das LOS zur Verfugung gestellt. Verwendete nAChR-Antagonisten
waren Mecamylamin (Mecamylamine hydrochloride; Mec), a-Bungarotoxin (a-Bun) und
Strychnin (Strychnine hydrochloride; Stry). Soweit nicht anders angegeben, wurden die
Stimulanzien in den in Tabelle (Tab.) 2 aufgefiihrten Konzentrationen eingesetzt. Als
Kontrollansatze wurden unbehandelte Zellen, mit LPS stimulierte Zellen und mit LPS

und BzATP stimulierte Zellen mitgefihrt.

Tabelle 2: Verwendete Konzentrationen von Liganden nikotinischer Acetylcholinrezeptoren und Substan-

zen mit Phosphocholingruppe.

NAChR Agonisten PC und PC-modifizierte | nAChR Antagonisten
Makromolekdle
Nic 100 uM PC 100 uM Mec 100 uM
ACh 100 pM RMPC 10 pg/ml a-Bun 1uM
Cho 100 pM NTHIPC 10 pg/ml Stry 10 uM
RM 10 pg/ml
NTHi 10 pg/mi
PC-BSA 100 pg/ml
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NAChR = nikotinischer Acetylcholinrezeptor; Nic = Nikotin; ACh = Acetylcholin; Cho = Cholin; PC =
Phosphocholin; RMPC = PC-modifiziertes Lipooligosaccharid (LOS) aus dem Haemophilus influenzae-
Stamm RM118; NTHiPC = PC-modifiziertes LOS aus dem Haemophilus influenzae-Stamm NTHi1233;
RM = LOS des licl-mutanten Stammes RM7004-Licl; NTHi = LOS des licl-mutanten Stammes
NTHi1233licl; PC-BSA= PC-modifiziertes bovines Serumalbumin; Mec = Mecamylamin; a-Bun = a-
Bungarotoxin; Strych = Strychnin.

Nach der Inkubationszeit wurden durch Zentrifugation bei 500 x g fiir 8 min die Zelluber-
stdnde gewonnen und bei -20 °C gelagert. Die Zellen wurden weiterverwendet oder in
flissigem Stickstoff eingefroren. Der zeitliche Ablauf der Stimulation der U937-Zellen

ist in Abb. 5 veranschaulicht.

BzATP
oder Gewinnung der
LPS Nigericin Zelliiberstande

| M Messung
5h 30 min IL-1B

ATAG.,,
vt v
nAChR PC und PC-
Agonisten : modifizierte
+- Makromolekile
nAChR

Antagonisten

Abbildung 5. Schematische Darstellung des zeitlichen Ablaufs der Stimulation von U937-Zellen.

Nach 5 h Inkubation mit Lipopolysaccharid (LPS) bei 37 °C, 5 % CO, erfolgte eine Stimulation fiir 30 min
mit 2°(3")-O-(4-Benzoylbenzoyl)adenosin 5 -triphosphat (BzATP) oder Nigericin in An- und Abwesenheit
nikotinischer Acetylcholinrezeptor (nAChR)-Agonisten, nAChR-Antagonisten sowie Phosphocholin (PC)
oder PC-modifizierter Makromolekule. AnschlieBend wurden die Zelltiberstdnde gewonnen und die Inter-
leukin-1p (IL-1p)-Freisetzung quantitativ im Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA) bestimmt. Die

Zellen wurden weiterverwendet oder eingefroren.

In weiteren Experimenten mit U937-Zellen wurde die mRNA-Expression der o7
(CHRNA7)-, 09 (CHRNA9)- und a10 (CHRNA10)-nAChR-Untereinheiten herunterregu-
liert. Die Herunterregulierung der Genexpression erfolgte mit der sSiRNA-Technik. Die
siRNA-Transfektionen wurden freundlicherweise von Frau Dr. Anna Zakrzewicz, Gie-
Ren, durchgefuhrt (unter Verwendung von ON-TARGETplus human CHRNA7, CHRNA9
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oder CHRNA10 siRNA SMARTpool oder mit der Negativkontrolle ON-TARGETplus Non-
Targeting Control Pool (Thermo Fisher Scientific, Schwerte)). In der Echtzeit-Reverse-
Transkriptase-Polymerasekettenreaktion (real time RT-PCR) wurde 6 h nach Transfek-
tion der siRNA auf Herunterregulierung der entsprechenden Zielgene geprift. 48 h nach
siRNA-Transfektion wurden die transfizierten Zellen den Stimulationsexperimenten wie

oben beschrieben unterzogen.

3.2 Humane mononukleiire Zellen des peripheren Blutes (PBMCs)

3.2.1 Isolierung der PBMCs

Die verwendeten humanen PBMCs stammten von gesunden, ménnlichen Probanden. Alle
Probanden waren Nichtraucher. Die Experimente mit PBMCs unterlagen der Zustim-
mung der Ethikkommission der Justus-Liebig-Universitat GielRen (Aktenzeichen 81/13).
Die freiwilligen Probanden wurden aufgeklart und willigten durch Unterzeichnen einer
schriftlichen Einverstandniserklarung ein. Die Isolierung der PBMCs erfolgte mittels
Dichtegradientenzentrifugation in LeucoSep™ Rohrchen. Die Verwendung erfolgte nach
Herstelleranleitung: 15-30 ml frisch entnommenes, heparinisiertes Vollblut wurden auf
die LeucoSep™ Rohrchen gegeben und bei 800 x g fiir 15 min in einer Zentrifuge mit
Ausschwingrotor ohne Bremse zentrifugiert. Die Plasmafraktion tiber dem entstandenen
Zellring wurde bis auf 5-10 mm Uber der Interphase abgenommen. Der Zellring mit den
PBMCs wurde geerntet und dreimal mit phosphatgepufferter Salzlésung (phosphate buf-
fered saline, PBS) mit 0,5 % BSA gewaschen. Zwischen den Waschschritten erfolgte die
Zentrifugation bei 250 x g fur 15 min. AnschlieBend wurden die PBMCs in RPMI 1640-
Medium mit 10 % FCS und 2 mM L-Glutamin aufgenommen. Die Bestimmung der Zell-
zahl erfolgte mikroskopisch in der Neubauer-Z&hlkammer mit Tirks Lésung in einem

1:10-Verdinnungsverhaltnis.

3.2.2 Experimente mit PBMCs

Zur Versuchsdurchfuhrung wurden die Zellen direkt nach der Aufbereitung in 24-Well-
Platten mit planem Boden ausgesat. Pro Well wurden 5 x 10° Zellen/0,5 ml RPMI 1640-
Medium ausplattiert. Die Zellen wurden fiir 3 h bei 37 °C, 5 % CO- inkubiert. Nach der
Inkubation erfolgte ein Mediumwechsel und nicht-adhérente Zellen wurden entfernt. An-
schlielend wurden die Zellen mit 100 uM BzATP in An- oder Abwesenheit der nAChR-
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Agonisten Nic (100 uM) und ACh (10 uM) stimuliert und fir 30 min bei 37 °C, 5 % CO>
inkubiert. AnschlieBend wurden die ZellUberstdnde gewonnen und bei -20 °C gelagert.
Die Zellen wurden weiterverwendet oder in fllissigem Stickstoff eingefroren. Der zeitli-
che Ablauf der Stimulation der PBMCs ist in Abb. 6 veranschaulicht.
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Abbildung 6: Schematische Darstellung des zeitlichen Ablaufs der Stimulation von humanen mono-
nukleédren Zellen des peripheren Blutes (PBMCs). Nach 3 h Inkubation bei 37 °C, 5 % CO; erfolgte
nach einem ein Mediumwechsel eine Stimulation fiir 30 min mit 2"(3")-O-(4-Benzoylbenzoyl)adenosin 5-
triphosphat (BzATP) in An- und Abwesenheit nikotinischer Acetylcholinrezeptor (nAChR)-Agonisten.
Anschlielend wurden die Zelliberstande gewonnen und die Interleukin-1f (IL-1p)-Freisetzung quantitativ
im Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA) bestimmt. Die Zellen wurden weiterverwendet oder ein-

gefroren.

3.3 CDI14" primire humane Monozyten

3.3.1 Isolierung CD14* primarer humaner Monozyten

Aus den humanen PBMCs wurden CD14-positive (CD14") Monozyten durch positive
Selektion mittels Dynabeads® separiert. Die Durchfiinrung erfolgte gemafR dem Protokoll
des Herstellers: In 15 ml-Réhrchen wurden 25 pl der Dynabeads® auf 1 x 107 Zellen/ml
gegeben und fir 20 min bei 4 °C unter Rotation inkubiert. Wahrend der Inkubationsphase
erfolgte die Antikoérperbindung an die CD14"-Monozyten. AnschlieRend wurden die
Raéhrchen fiir 2 min in eine Magnetsdule gegeben. Durch das Magnetfeld sammelten sich
die Dynabeads®-gebundenen Zellen an den Winden der Réhrchen. Zur Entfernung un-
gebundener Zellen wurden die Uberstinde nach der Inkubation noch in der Magnetsaule

abgenommen und verworfen. Zum Waschen der Dynabeads®-gebundenen Zellen wurden
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sie aullerhalb der Magnetséule in isolation buffer resuspendiert und erneut 2 min in der
Magnetsdule separiert. Um eine moglichst hohe Reinheit der isolierten Zellen zu erzielen,
wurde dieser Schritt noch zweimal wiederholt. AnschlieRend wurden die isolierten Zellen
in RPMI 1640-Medium mit 10 % FCS und 2 mM L-Glutamin aufgenommen. Die Be-
stimmung der Zellzahl erfolgte mikroskopisch in der Neubauer-Zahlkammer mit Trypan-
blau, 0,4 %. Die Reinheit der isolierten CD14" Monozyten wurde mittels Durchflusszy-
tometrie gepriift. Die durchflusszytometrische Priifung wurde freundlicherweise durch
das Forschungslabor der Klinik fiir Anasthesiologie, operative Intensivmedizin und
Schmerztherapie des Universitatsklinikums Giel3en unter der damaligen Leitung von
Prof. Dr. M. A. Weigand durchgefihrt (unter Verwendung des FACSCalibur, Becton Di-
ckinson und FITC anti-human CD14 antibody M5E2, BioLegend).

3.3.2 Experimente mit CD14* primdren humanen Monozyten

Zur Versuchsdurchfiihrung wurden die Zellen direkt nach der Aufbereitung in 24-Well-
Platten mit planem Boden ausgesat. Pro Well wurden 5 x 10° Zellen/0,5 ml RPMI 1640-
Medium ausplattiert. Die Zellen wurden fur 3 h bei 37 °C, 5 % CO_ inkubiert. Anschlie-
Rend wurden die Zellen mit 100 uM BzATP in An- oder Abwesenheit der NAChR-Ago-
nisten Nic (100 puM), ACh (10 uM), Cho (100 pM) und PC (100 puM) stimuliert und far
30 min bei 37 °C, 5 % CO: inkubiert. AnschlieBend wurden die Zelliberstande gewonnen
und bei -20 °C gelagert. Der zeitliche Ablauf der Stimulation der CD14*-Monozyten ist

in Abb. 7 veranschaulicht.

Gewinnung der
BzATP Zelliiberstdande

H Messung
3h 30 min IL-1B

A

nAChR
Agonisten
oder PC

Abbildung 7: Schematische Darstellung des zeitlichen Ablaufs der Stimulation von CD14" priméren
humanen Monozyten. Nach 3 h Inkubation bei 37 °C, 5 % CO, erfolgte eine Stimulation fir 30 min mit
2°(3)-0O-(4-Benzoylbenzoyl)adenosin 5 -triphosphat (BzATP) in An- und Abwesenheit nikotinischer
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Acetylcholinrezeptor (nAChR)-Agonisten oder Phosphocholin (PC). AnschlieBend wurden die Zelliber-
stdnde gewonnen und die Interleukin-1p (IL-1p)-Freisetzung quantitativ im Enzyme-linked Immunosorbent
Assay (ELISA) bestimmt.

3.4 Intravasale mononukleire Leukozyten aus allogen

transplantierten Rattennieren

3.4.1 Isolierung von intravasalen mononuklearen Leukozyten aus allogen

transplantierten Rattennieren

Als Versuchstiere dienten mannliche Lewis (LEW)- und Dark Agouti (DA)-Ratten der
Firma Janvier Labs, Saint-Berthevin, Frankreich. Die Versorgung der Tiere erfolgte nach
den Richtlinien des National Institute of Health (NIH). Die Tierexperimente unterlagen
gemal dem Deutschen Tierschutzgesetz der Zustimmung des Regierungsprasidiums Gie-
Ren (Genehmigungsnr. G20/10 Nr. 23/2008). Die Nierentransplantationen wurden
freundlicherweise von Frau Prof. Dr. Veronika Grau, GieRen, nach einer publizierten Me-
thode durchgefuhrt (60). Fur die allogene Nierentransplantation wurde die Niere von DA-
Ratten in LEW-Ratten orthotop transplantiert. Postoperativ erhielten die transplantierten
Tiere keine immunsuppressive Therapie. Zur Infektionsprophylaxe erhielten die trans-
plantierten Tiere das Antibiotikum Ampicillin. Am zweiten postoperativen Tag (day 2,
d2) erfolgte die Narkotisierung und Heparinisierung der Tiere sowie die Perfusion des
Transplantatblutgeféalies. Die Organperfusionen wurden freundlicherweise von Frau Ka-
thrin Petri, GieRen, nach einer publizierten Methode durchgefihrt (81). Durch die Aorta
erfolgte die Applikation von 100 ml kaltem PBS (calcium- und magnesiumfrei) mit 27
mM Ethylendiamintetraessigsdure (EDTA) und 0,1 % BSA. Uber einen Katheter in der
Vena cava inferior wurde das Perfusat aufgefangen und sofort eisgekiihlt. Die Perfusate
wurden bei 500 x g fur 10 min bei 4 °C abzentrifugiert und in PBS mit 0,1 % BSA resus-
pendiert. Zur Isolierung der mononukledren Leukozyten mittels Dichtegradientenzentri-
fugation wurden 25 ml der Perfusat/PBS-L6sung auf eine Percollphase geschichtet
(Dichte 1,082) und bei 500 x g fiir 30 min bei 4 °C in einer Zentrifuge mit Ausschwingro-
tor ohne Bremse zentrifugiert. Die entstandene Interphase wurde geerntet und einmalig
in 50 ml PBS gewaschen. Die Zentrifugation erfolgte bei 500 x g fir 10 min bei 4 °C.
AnschlieRend wurde der Uberstand verworfen und die Zellen in RPMI 1640-Medium mit

10 % FCS und 2mM L-Glutamin resuspendiert. Die Bestimmung der Zellzahl erfolgte
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mikroskopisch in der Neubauer-Z&hlkammer mit Tirks Losung in einem 1:10-Verdin-

nungsverhéltnis.

3.4.2 Experimente mit intravasalen mononukledren Leukozyten aus allogen

transplantierten Rattennieren

Zur Versuchsdurchfiihrung wurden die Zellen direkt nach der Aufbereitung in 24-Well-
Platten mit planem Boden ausgesét. Pro Well wurden 0,5 x 10° Zellen/0,5 ml RPMI 1640-
Medium ausplattiert. Die Zellen wurden fur 3 h bei 37 °C, 5 % CO_ inkubiert. Anschlie-
Rend wurden die Zellen mit 100 uM BzATP in An- oder Abwesenheit von AChE aus
Electrophorus electricus (1 U/ml) stimuliert und fr 30 min bei 37 °C, 5 % CO: inkubiert.
Danach wurden die Zelliiberstdnde gewonnen und bei -20 °C gelagert. Die Zellen wurden
weiterverwendet oder in flissigem Stickstoff eingefroren. Der zeitliche Ablauf der Sti-
mulation der intravasalen mononukledren Leukozyten aus allogen transplantierten Rat-

tennieren ist in Abb. 8 veranschaulicht.

Gewinnung der
BzATP Zelluberstiande

M Messung
3h 30 min IL-18

A
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Abbildung 8: Schematische Darstellung des zeitlichen Ablaufs der Stimulation von intravasalen mo-
nonukledren Leukozyten aus allogen transplantierten Rattennieren. Nach 3 h Inkubation bei 37 °C, 5
% CO, erfolgte eine Stimulation fir 30 min mit 2°(3")-O-(4-Benzoylbenzoyl)adenosin 5 -triphosphat
(BzATP) in An- und Abwesenheit von Acetylcholinesterase (AChE). AnschlieRend wurden die Zelluber-
stande gewonnen und die Interleukin-1p (I1L-1p)-Freisetzung quantitativ im Enzyme-linked Immunosorbent

Assay (ELISA) bestimmt. Die Zellen wurden weiterverwendet oder eingefroren.

3.5 Nachweis von mRNA

Zur Untersuchung von mRNA-Expressionen wurde die reverse Transkriptase-Poly-

merase-Kettenreaktion (reverse transcription polymerase chain reaction, RT-PCR)
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verwendet. Bei dieser Methode wird aus mMRNA eine komplementére Desoxyribonukle-
inséure (complementary deoxyribonucleic acid, cDNA) synthetisiert, die als Vorlage fur
die PCR dient. Bei der PCR wird mRNA anhand der cDNA-Vorlage exponentiell ver-
vielféltigt, um das Produkt dann mittels Fluoreszenzfarbstoff und Gelelektrophorese iden-
tifizieren zu kénnen. Somit lassen sich Rickschlusse auf die Genexpression schlief3en.
Im Folgenden ist die Durchfiihrung der einzelnen Schritte erldutert. Die Durchfuihrung
erfolgte freundlicherweise entweder mit Hilfe von oder durch Frau Dr. Anna Zakrzewicz,

Gielen, und Frau Dr. Srebrena Atanasova-Koch, GieRen.

3.5.1 Isolierung von mMRNA

Zur Isolierung von mRNA wurde das RNeasy Mini Kit verwendet. Die Durchfiihrung
erfolgte geméalR dem Protokoll des Herstellers: Mit den in dem Kit enthaltenen Puffern
und Ldésungen wurden zunéchst die Zellen lysiert und homogenisiert. RNasen wurden
hierbei inaktiviert. Nach der Zugabe von Ethanol wurden je 700 pl der Ansétze auf eine
RNeasy Mini-Séule gegeben. An die Saule gebundene mRNA wurde abschlieBend mit
40 ul RNase-freiem Wasser abgeldst. Die Menge der isolierten mRNA wurde mittels

Spektralphotomter (NanoDrop™) bei 260 nm bestimmt.

3.5.2 Synthese von cDNA

Die Synthese von cDNA erfolgt mit Hilfe RNA-abhangiger DNA-Polymerasen, den re-
versen Transkriptasen. Es wurde die M-MLV Reverse Transcriptase verwendet. Die
Durchfiihrung erfolgte gemal dem Protokoll des Herstellers. Zum Start der Synthese wer-
den Oligonukleotide (Primer) bendtigt. Zur Durchfuhrung der Synthese bendtigt die re-
verse Transkriptase als Substrat Desoxynukleosidtriphosphat (ANTP). Je Ansatz wurden
pro 1 ug mRNA die in Tab. 3 aufgefiihrten Komponenten zugegeben. Die synthetisierte

cDNA wurde dann fiir die PCR weiterverwendet.

Tabelle 3: Komponenten der cDNA-Synthese pro 1 pg mRNA.

Primer-Mischung (random primers) 0,5 ug

RNase-freies Wasser auf 10 pl Gesamtvolumen aufgefullt

-> Inkubation im Thermal Cycler fir 5 min bei 70 °C und fur 5 min bei 4 °C

PCR Nucleotide Mix (ANTP) 1,5 ul
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M-MLV RT buffer S5ul

M-MLV Reverse Transcriptase 200 Units

Recombinant RNasin Ribonucelase Inhibitor 25 Units

RNase-freies Wasser auf 25 pl Gesamtvolumen aufgefllt

- Inkubation im Thermal Cycler fir 10 min bei 25 °C, fiir 60 min bei 40 °C und fir 15
min bei 70 °C

DNTP = Desoxynukleosidtriphosphat.

3.5.3 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Jeder PCR-Zyklus besteht aus mehreren Teilschritten, die in spezifischen Temperaturbe-
reichen stattfinden. Die DNA-Strange werden bei 95 °C in Einzelstrange aufgetrennt (De-
naturierung). Abhéangig von ihrer mittleren Schmelztemperatur erfolgt die Anlagerung
der Primer (annealing) als Startpunkt der DNA-Synthese. Bei 72 °C kann dann die DNA-
Polymerase komplementér zu den Einzelstrangen aus dNTPs neue DNA synthetisieren
(Elongation). Alle bendtigten Substanzen waren in dem verwendeten Platinum SYBR
Green gPCR Super-Mix UDG enthalten, lediglich die Primer mussten zugesetzt werden
(Tab. 4). Die Durchfiihrung erfolgte gemaR dem Protokoll des Herstellers. Die Quantifi-
zierung der PCR-Produkte erfolgte in Echtzeit (real time PCR). Die Fluoreszenz wurde
mit dem ABI 7700 Sequence Detection System der Firma Applied Biosystems detektiert.
Nach Abschluss der PCR wurde automatisiert zur Homogenitatsprifung eine Schmelz-
kurvenanalyse durchgefuhrt. Die Durchfiihrung erfolgte gemald dem Protokoll des Her-
stellers.

Tabelle 4: Komponenten des PCR-Ansatzes.

Primer for 0,5 ul

Primer rev 0,5 ul

Platinum SYBR Green gPCR Super-Mix | 13 pl
UDG, enthélt:
e Platinum® Taq DNA Polymerase

e SYBR® Green | dye
e dNTP (dGTP, dATP, dCTP, dUTP)
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e MgCl.

e  Uracil DNA Glycosylase (UDG)
e  Tris-HCI, KCI, Stabilisierer

cDNA

2 ul

RNase-freies Wasser

auf 25 pl Gesamtvolumen aufgefillt

For = forward; rev = reverse; dNTP = Desoxynukleosidtriphosphat; dATP = Desoxyadenosintriphosphat;

dCTP = Desoxycytidintriphosphat; dGTP = Desoxyguanosintriphosphat; dUTP = Desoxyuridintriphsphat.

Die Primer sind in Tab. 5 aufgefiihrt. Als Referenzgen wurde Porphobilinogen-De-

aminase (PBGD, Synonym hydroxymethylbilane synthase, HMBS; nachfolgend wird

weiterhin die Abkirzung PBGD verwendet) mitgefihrt. Als Negativkontrolle wurde

RNase-freies Wasser mitgefuhrt. Die Genexpression der Zielgene wurde gegen PBGD

normalisiert und mittels 22¢* Methode analysiert. Der cycle threshold (Ct)-Wert be-

schreibt den Zyklus, in dem ein bestimmter Schwellenwert des Signals uberschritten wird

(130).

Tabelle 5: Verwendete Primer der PCR.

Primer Sequenz (5-3") Genbank- Produkt-
Nummer lange (bp)
Human
IL1B for TCCAGGGACAGGATATGGAG
NM_000576.2 133
IL1B rev TCTTTCAACACGCAGGACAG
CHRFAMT7A for | CAATTGCTAATCCAGCATTTGT
NM_148911.1 102
CHRFAM7A rev | CCCAGAAGAATTCACCAACACG
CHRNAY for AGATGGCCAGATTTGGAAACC
NM_000746.4 142
CHRNA7 rev GCAGGAACTCTTGAATATGCCT
CHRNAQ for GATCAGTACGATGGCCTAGACT
NM_017581.3 116
CHRNAO rev ACATTGGTGTTCACAGGCTC
CHRNA10 for TCACCGTCTTCCAGTTGCT
NM_020402.2 121

CHRNA10 rev

AGGATGGTGAGTGCTGTTGAG
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HMBS for TGTCTGGTAACGGCAATGCG

NM_000190.3 70
HMBS rev CCCACGCGAATCACTCTCAT
Ratte
111b for CCTGTTCTTTGAGGCTGACA

NM_031512.2 101
I11b rev GCTGTGAGATTTGAAGCTGGA
Chrna7 for TATAACAGTGCTGATGAGCGC

NM_012832.3 173
Chrna7 rev GACCAGGACCCAAACTTCAG
Chrna9 for ATCTGGTGTGGAGGCCGGACA

NM_022930.1 119
Chrna9 rev GGCCGGTGAGTCCCAGGTGAT
Chrnal0 for ACCAGTGGCAGATACAGACCAGAC

NM_022639.1 124
Chrnal0 rev TGTCCACTCTTGCCGGATCCAC
Hmbs for GGCGCAGCTACAGAGAAAGT

NM_013168.2 115
Hmbs rev AGCCAGGATAATGGCACTGA

For = forward; rev = reverse; bp = Basenpaare; folgende Gennamen bezeichnen humane Gene: IL1B =
Interleukin-1B; CHRNA = cholinergic receptor nicotinic alpha subunit; CHRFAM7A = CHRNA-FAM7A
Fusion wobei FAM7A = family with sequence similarity 7A, exons A-E ; HMBS = hydroxymethylbilane
synthase, Synonym Porphobilinogen-Deaminase (PBGD); folgende Gennamen bezeichnen Gene der Ratte:
111b = Interleukin-1p; Chrna = cholinergic receptor nicotinic alpha subunit; Homs = hydroxymethylbilane

synthase, Synonym Porphobilinogen-Deaminase (PBGD).

3.5.4 Agarosegelelektrophorese

Zur Sichtbarmachung kann die synthetisierte DNA mittels Gelelektrophorese im Agaro-
segel ihrer Grolie nach aufgetrennt und durch Farbung dargestellt werden. 1,5 g Agarose
wurden durch Aufkochen in 100 ml Tris-Acetat-EDTA-Puffer (TAE)-Puffer gel6st und
mit 10 pl des Nukleinséurefarbstoffs GelRed versetzt. Mit einem eingesetzten Kamm zur
Bildung der Probentaschen erfolgte in der Gelkammer fir 30 min bei RT die Hartung des
Gels. Zu 10 pl synthetisierter DNA wurden 2 pl loading dye solution zugegeben und die
Probentaschen mit je 10 pl bestuckt. Zur Bestimmung der FragmentgrofRe wurde ein Ba-
senpaarmarker (GeneRuler) mitgefihrt. Die elektrische Auftrennung erfolgte fiir 20-30
min bei 100 V in TAE-Puffer. Die Auswertung erfolgte mit der AlphaEase FC Software.
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3.5.5 Sequenzierung

Die Sequenzierung zur Bestatigung der Spezifitat der PCR erfolgte durch die Firma Se-
gLab, Gottingen. Die in der PCR synthetisierte DNA wurde mit dem PCR purification kit
aufgereinigt, die Konzentration bestimmt (im NanoDrop Gerat) und mit RNase-freiem

Wasser fur die Sequenzierung verdinnt.

3.6  Engyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA)

Zur Quantifizierung der Konzentration von IL-1B in den Zelliiberstinden wurde die En-
zyme-linked immunosorbent assay (ELISA)-Methode verwendet. Die Durchfiihrung er-
folgte gemél3 den Protokollen des Herstellers. Die 96 Vertiefungen (Wells) der Mikroti-
terplatten waren mit einem monoklonalen, fir humanes IL-1p bzw. einem polyklonalen,
fir Ratten-1L-1p spezifischen Antikdrper vorbeschichtet. Die zu quantifizierenden Pro-
ben (Zelliberstande) wurden in die Wells pipettiert. Aus einer in dem Kit enthaltenen
Standardlésung wurde eine Verdinnungsreihe mit bekannten IL-1p-Konzentrationen er-
stellt und wie die Proben mitgefiihrt. Wéhrend der Inkubationsphase erfolgte die Bin-
dungsreaktion zwischen dem in den Proben und der Standardreihe vorhandenen Antigen
IL-1B und dem auf der Platte immobilisierten Antikdrper. Ungebundenes und unspezi-
fisch gebundenes Antigen wurde in nachfolgenden Waschschritten entfernt. Anschlie-
Rend wurde ein polyklonaler, fir IL-1B spezifischer Antikorper in jedes Well pipettiert.
An diesen sogenannten Detektorantikdrper war das Enzym Peroxidase (horseradish per-
oxidase, HRP) gekoppelt. Uberschiissiger Detektorantikorper wurde nachfolgenden
Waschschritten entfernt. Anschlief3end wurde ein chromogenes Substrat aus Wasserstoff-
peroxid und Tetramethylbenzidin in jedes Well pipettiert. Die HRP katalysierte eine blaue
Farbreaktion. Der Farbumschlag erfolgte direkt proportional zur vorhandenen IL-1B-
Konzentration. Nach der Inkubationszeit wurde die enzymatische Reaktion durch Zugabe
einer Schwefelsaure enthaltenden Stoppldsung beendet. Es erfolgte ein gelber Farbum-
schlag. Abschliel’end wurde die optische Dichte bei einer Hauptwellenldnge von 450 nm
und einer Kontrollwellenlange von 540 nm im Spektralphotometer gemessen. Die IL-18-
Konzentrationen der Proben konnten anhand der mitgefiihrten Standardreihe errechnet

werden.
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3.7 Messung der Zellviabilitit

Die Zellviabilitdt wurde indirekt Gber die Enzymaktivitat der Laktatdehydrogenase
(LDH) in den Zelliberstanden gemessen. Zur LDH-Aktivitatsmessung wurde der Cyto-
Tox96® Non-Radioactive Cytotoxicity Assay verwendet. Die Durchfiihrung erfolgte ge-
maR dem Protokoll des Herstellers. Die Zelliiberstande und das im Kit enthaltene Substrat
wurden in einem Mischungsverhaltnis von 1:1 auf unbeschichtete 96-Well Mikrotiter-
platten pipettiert und bei Raumtemperatur 30 min inkubiert. Es erfolgte ein roter Farbum-
schlag. Die Menge der roten Farbe war direkt proportional der Menge lysierter Zellen.
Durch Zugabe der im Kit enthaltenen Stoppldsung wurde die enzymatische Reaktion be-
endet und die Absorption bei 490 nm im Spektralphotometer gemessen. Der Anteil ly-
sierter Zellen wurde auf die totale LDH-Aktivitat in durch Einfrieren und Auftauen
(freeze-thaw-Methode) lysierten Zellen eines Kontrollansatzes bezogen und prozentual
berechnet.

3.8 Statistik

Die statistische Datenauswertung erfolgte mit der SPSS software. Zunéchst wurde mit
dem nicht-parametrische Kruskal-Wallis-Test gepruft, ob sich zwischen den untersuchten
Datengruppen statistisch signifikante Unterschiede zeigen. Falls sich im Kruskal-Wallis-
Test ein p < 0,05 zeigte, wurde der nicht-parametrische Mann-Whitney-U-Test zum paar-
weisen Vergleich der Gruppen angewendet. Fiir Daten aus Experimenten mit priméren
Leukozyten wurde der Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test verwendet. Préasentiert werden
Daten aus n unabhdngigen Experimenten. Dargestellt werden die einzelnen Messdaten-
punkte, der Median sowie die 25 %- und 75 %-Perzentile.
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4  Ergebnisse

Die nachfolgend gezeigten Ergebnisse sind bereits von Hecker und Killmar et al. publi-
ziert (93).

4.1 U937-Zellen

4.1.1 ATP-induzierte IL-1p-Freisetzung

In der RT-PCR wurde zunachst die mRNA-Expression des IL-1B-Vorlaufermolekdils pro-
IL-1B (IL1B) in U937-Zellen gepruft. Die im gefarbten Gel dargestellte Bande entsprach
mit 133 Basenpaaren (bp) der erwarteten Produktldnge (Abb. 9, A). Pro-IL-1B konnte
sowohl in unbehandelten U937-Zellen als auch in LPS-behandelten U937-Zellen nach-
gewiesen werden. Als Negativkontrolle wurde RNase-freies Wasser eingesetzt, das keine
Bande zeigte. Der Vergleich in arbitrary units (AU) zeigte, dass die LPS-Stimulation der
U937-Zellen (LPS) zu einer signifikant gesteigerten mRNA-Expression von pro-IL-1f
(IL1B) im Vergleich zu unbehandelten Kontrollzellen (C,) flhrte (Abb. 9, B; p = 0,03).
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Abbildung 9: Die mRNA-Expression von pro-Interleukin (IL)-1p (IL1B) in U937-Zellen. Mittels RT-
PCR konnte die mRNA-Expression von pro-IL-1B (IL1B) im gefarbten Gel mit einer Bande bei 133 Ba-
senpaaren (bp) in unbehandelten U937-Kontrollzellen und in Lipopolysaccharid (LPS)-behandelten U937-
Zellen nachgewiesen werden (A). Die Negativkontrolle (RNase-freies Wasser) zeigte keine Banden (A).
Der Vergleich in arbitrary units (AU) zeigt eine signifikant gesteigerte mMRNA-Expression in LPS-behan-
delten U937-Zellen (LPS) versus unbehandelten U937-Zellen (C:) (p=0,03) (B). Die statistische
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Auswertung erfolgte durch den Kruskal-Wallis-Test, gefolgt vom Mann-Whitney-U-Test. Gezeigt sind die

einzelnen Messdatenpunkte, als Balken der Median und die 25 %- sowie die 75 %-Perzentile.

Im ELISA wurde aus den U937-Zellen freigesetztes IL-1B quantitativ in den Zelliiber-
stdnden gemessen. Die Stimulation der U937-Zellen mit LPS fiihrte zu keiner vermehrten
IL-1B-Freisetzung aus den U937-Zellen (Abb. 10, C2) im Vergleich zu unbehandelten
Kontrollzellen (Abb. 10, C1). Die LPS-behandelten U937-Zellen wurden im Anschluss
wie unter 3.1.2 beschrieben mit BzZATP stimuliert. Die Stimulation der LPS-behandelten
Zellen mit BzATP zeigte erwartungsgemal eine erhohte IL-1B-Freisetzung aus den
U937-Zellen (Abb.10, C3) im Vergleich zu den Kontroll- und LPS-behandelten Zellen
(Abb. 10, C1 und C>).

4.1.2 NAChR-Agonisten

Die Stimulation mit BzATP wurde weiterhin in An- und Abwesenheit der NnAChR-Ago-
nisten ACh, Cho oder Nic durchgefihrt. Aus den Zelliiberstdnden wurde im ELISA die
IL-1B-Freisetzung gemessen. Die Anwesenheit der nAChR-Agonisten ACh, Cho oder
Nic zeigte jeweils eine dosisabhéngige signifikante Hemmung der BzATP-induzierten
IL-1B-Freisetzung (im Vergleich zu C3) (Abb. 10; p < 0,05).
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Abbildung 10: Die Interleukin (IL)-1p-Konzentrationen nach BzATP-induzierter Freisetzung aus
U937-Zellen in Anwesenheit von Agonisten nikotinischer Acetylcholinrezeptoren (nAChRs). 2°(3)-
O-(4-Benzoylbenzoyl)adenosin 5”-triphosphat (BzATP) induzierte die IL-1B-Freisetzung aus Lipopolysac-
charid (LPS)-behandelten U937-Zellen (Cs) im Vergleich zu unbehandelten U937-Zellen (C1) und zu LPS-
behandelten U937-Zellen (C). Die nAChR-Agonisten Acetylcholin (ACh), Cholin (Cho) und Nikotin
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(Nic) hemmten jeweils dosisabhéngig die BzATP-induzierte IL-1B-Freisetzung. Die statistische Auswer-
tung erfolgte durch den Kruskal-Wallis-Test, gefolgt vom Mann-Whitney-U-Test. Gezeigt sind die einzel-
nen Messdatenpunkte, als Balken der Median und die 25 %- sowie die 75 %-Perzentile. * p < 0,05 versus
Cs.

4.1.3 NAChR-Antagonisten

Die Hemmung der BzATP-induzierten IL-1B-Freisetzung aus U937-Zellen durch
nAChR-Agonisten wurde in zusatzlicher Anwesenheit von nAChR-Antagonisten unter-
sucht. Hierzu wurde die Stimulation der LPS-behandelten U937-Zellen mit BzATP in
zeitgleicher An- und Abwesenheit des nAChR-Agonisten Nic sowie der NAChR-Antago-
nisten Mec, a-Bun oder Stry durchgefihrt. Aus den Zellliberstanden wurde im ELISA die
IL-1p-Freisetzung gemessen. Der signifikant hemmende Effekt des nAChR-Agonisten
Nic auf die BzZATP-induzierte IL-1p-Freisetzung aus U937-Zellen (p < 0,05) konnte je-
weils mit Mec, a-Bun oder Stry aufgehoben werden (Abb. 11). Die als Negativkontrolle
einzeln eingesetzten nAChR-Antagonisten hatten keinen Effekt auf die IL-1B-Freiset-

zung (Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 11: Die Interleukin (IL)-1p-Konzentrationen nach BzATP-induzierter Freisetzung aus
U937-Zellen in Anwesenheit des Agonisten nikotinischer Acetylcholinrezeptoren (nAChRs) Nikotin
(Nic) und nAChR-Antagonisten. 2°(3")-O-(4-Benzoylbenzoyl)adenosin 5 -triphosphat (BzATP) indu-
zierte die IL-1B-Freisetzung aus Lipopolysaccharid (LPS)-behandelten U937-Zellen (Cs). Der nAChR-A-
gonist Nic hemmte die BzATP-induzierte IL-1B-Freisetzung. Die nAChR-Antagonisten Mecamylamin
(Mec), a-Bungarotoxin (a-Bun) und Strychnin (Stry) hoben jeweils den Nic-Effekt auf. Die statistische
Auswertung erfolgte durch den Kruskal-Wallis-Test, gefolgt vom Mann-Whitney-U-Test. Gezeigt sind die
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einzelnen Messdatenpunkte, als Balken der Median und die 25 %- sowie die 75 %-Perzentile. * p < 0,05

versus Cs.

Die eingesetzten nAChR-Antagonisten haben verschiedene Rezeptoraffintaten. Mec ist
ein allgemeiner nAChR-Antagonist, a-Bun und Stry sind a7-nAChR- und a9-nAChR-
Antagonisten (10, 40, 65). Mittels RT-PCR wurde daher die vorhandene mRNA-Expres-
sion fir den a7-nAChR (CHRNA7), den a9-nAChR (CHRNA9) und den al10-nAChR
(CHRNALO0) in den U937-Zellen geprift. In Abb. 12 sind die im geféarbten Gel nachge-
wiesenen Banden gezeigt. Die dargestellten Banden entsprachen fir CHRNA7 mit 142
bp, fir CHRNA9 mit 116 bp und fur CHRNA10 mit 121 bp den erwarteten Produktl&dngen.
Die inaktive humane Duplikatform des a7-nAChR (CHRFAM7A) wurde zur Vollstan-
digkeit mit einer erwarteten Bande bei 102 bp nachgewiesen. Die Expression von
CHRNA7, CHRNA9, CHRNA10 und CHRFAMT7A konnte sowohl in unbehandelten
U937-Zellen als auch in LPS-behandelten U937-Zellen nachgewiesen werden. Als Ne-
gativkontrolle wurde RNase-freies Wasser eingesetzt, das keine Bande zeigte. In den un-
tersuchten U937-Zellen wurde aulRerdem wiederholt die mMRNA-Expression von pro-IL-

1B nachgewiesen (vergleiche 4.1.1).
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Abbildung 12: Die mRNA-Expression der nikotinischen Acetylcholinrezeptoren (nAChRs) Unterein-
heiten a7 (CHRNA7Y), a9 (CHRNA9) und 10 (CHRNAZ10) in U937-Zellen. Mittels RT-PCR wurde die
MRNA-Expression im gefarbten Gel mit Banden fir CHRNAY bei 142 bp, fir CHRNA9 bei 116 bp und fiir
CHRNA10 bei 121 bp nachgewiesen. Dargestellt sind ebenfalls die mMRNA-Expressionen von pro-1L-1f bei
133 bp und des inaktiven CHRNA7-Duplikats CHRFAMT7A bei 102 bp. Alle Banden waren sowohl in un-
behandelten U937-Kontrollzellen als auch in Lipopolysaccharid (LPS)-behandelten U937-Zellen
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nachweisbar. Die Negativkontrolle (RNase-freies Wasser) zeigte keine Banden. Die unten randnah sicht-

baren Banden sind vermutlich Primerdimere.

4.1.4 Transfektion mit siRNA

In sSiRNA-Transfektionsexperimenten wurde die Expression von CHRNA7, CHRNA9 und
CHRNA10 durch Transfektionen entsprechender siRNA herunterreguliert (siehe 3.1.2).
Die siRNA-Transfektion mit Kontroll-siRNA diente als Negativkontrolle. AnschlieRend
wurden die Zellen wie in 3.1.2. beschrieben stimuliert und die IL-1B-Freisetzung im
ELISA gemessen (nachfolgend in Abb. 13 dargestellt).
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Abbildung 13: Die Interleukin (IL)-1p-Konzentrationen nach BzATP-induzierter Freisetzung aus
siRNA-transfizierten U937-Zellen in Ab- und Anwesenheit von Nikotin (Nic). 2°(3")-O-(4-Ben-
zoylbenzoyl)adenosin 5°-triphosphat (BzATP) induzierte die IL-1p-Freisetzung aus allen Ansétzen Lipo-
polysaccharid (LPS)-behandelter siRNA-transfizierter U937-Zellen (links). In zusatzlicher Anwesenheit
des Agonisten nikotinischer Acetylcholinrezeptoren (nAChRs) Nikotin (Nic) war die IL-1B-Freisetzung
nur in denen als Negativkontrolle mit Kontroll-siRNA transfizierten U937-Zellen gehemmt. Die siRNA-
transfizierten U937-Zellen mit Herunterregulierung von a7-nAChR (CHRNA7), a9-nAChR (CHRNA9)
oder a10-nAChR (CHRNA10) zeigten eine signifikant abgeschwachte Hemmung der BzATP-induzierten
IL-1B-Freisetzung durch Nic im Vergleich zu den mit Kontroll-siRNA transfizierten U937-Zellen. Die
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statistische Auswertung erfolgte durch den Kruskal-Wallis-Test, gefolgt vom Mann-Whitney-U-Test. Ge-
zeigt sind die einzelnen Messdatenpunkte, als Balken der Median und die 25 %- sowie die 75 %-Perzentile.
CHRNATY: p = 0,001 versus Kontroll-siRNA; CHRNA9: p = 0.005 versus Kontroll-siRNA; CHRNAL0Q: p =
0,001 versus Kontroll-siRNA.

Entsprechend den in 4.1.1 dargestellten Ergebnissen der U937-Zellen, lieR sich in allen
Ansatzen siRNA-transfizierter LPS-behandelter U937-Zellen mit BzATP eine IL-1pB-
Freisetzung induzieren (Abb. 13, links). Bei zusétzlicher Anwesenheit des nAChR-Ago-
nisten Nic konnte fur die sSIRNA-transfizierten U937-Zellen der in 4.1.2 dargestellte hem-
mende Nic-Effekt auf die BzATP-induzierte IL-1pB-Freisetzung jedoch nur bei den mit
Kontroll-siRNA transfizierten Zellen gezeigt werden (Abb. 13, rechts). Verglichen mit
den Kontroll-siRNA-transfizierten U937-Zellen war der die IL-1B-Freisetzung hem-
mende Nic-Effekt nach der Heruntermodulation der nAChRs durch siRNA in allen Féllen
signifikant abgeschwacht (Abb. 13, rechts; CHRNA7: p = 0,001 versus Kontroll-siRNA;
CHRNA9: p = 0,005 versus Kontroll-siRNA; CHRNA10: p = 0,001 versus Kontroll-
SiRNA).

4.1.5 Phosphocholin (PC) und PC-modifizierte Makromolekule

In weiteren Experimenten wurden PC und PC-modifizierte Makromolekiile eingesetzt
(beschrieben in 3.1.2). Die LPS-behandelten U937-Zellen wurden mit BzZATP in An- und
Abwesenheit von PC oder PC-modifizierten Makromolekulen zur IL-1p-Freisetzung sti-
muliert. Aus den Zellliberstanden wurde im ELISA die IL-1B-Freisetzung gemessen. PC
hemmte dosisabhéngig signifikant die BzATP-induzierte IL-1B-Freisetzung aus den
U937-Zellen (Abb. 14, A, links; p < 0,05). Dieser hemmende Effekt konnte mit den
nAChR-Antagonisten Mec, a-Bun oder Stry aufgehoben werden (Abb. 14, A, rechts).
PC-BSA hemmte ebenfalls dosisabhéngig signifikant die BzATP-induzierte II-1B-Frei-
setzung (Abb. 14, A, links; p < 0,05). Dieser hemmende Effekt konnte mit den nAChR-
Antagonisten Mec, a-Bun oder Stry aufgehoben werden (Abb. 14 A, rechts). Das als Ne-
gativkontrolle eingesetzte nicht-modifizierte BSA sowie HF-PC-BSA zeigten keinen Ef-
fekt auf die BzATP-induzierte IL-1p-Freisetzung (Abb. 14, B).
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Abbildung 14: Die Interleukin (IL)-1p-Konzentrationen nach BzATP-induzierter Freisetzung aus

U937-Zellen in Anwesenheit von Phosphocholin (PC) und PC-modifziertem bovinem Serum Al-
bumin (PC-BSA). 2°(3")-O-(4-Benzoylbenzoyl)adenosin 5 -triphosphat (BzATP) induzierte die I1L-1p-
Freisetzung aus Lipopolysaccharid (LPS)-behandelten U937-Zellen (Cs). PC-BSA und PC hemmten je-
weils dosisabhéngig die BzATP-induzierte 1L-1B-Freisetzung (A, links). Der Effekte beider Substanzen

konnte mit den Antagonisten nikotinischer Acetylcholinrezeptoren (nAChR) Mecamylamin (Mec), a-
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Bungarotoxin (a-Bun) oder Strychnin (Stry) jeweils aufgehoben werden (A, rechts). Nicht-modifiziertes
bovines Serum Albumin (BSA) sowie Flusssaure (hydrofluoric acid, HF) -behandeltes PC-BSA (HF-PC-
BSA) hatten keinen Effekt auf die BzZATP-induzierte IL-1p-Freisetzung (B). Die statistische Auswertung
erfolgte durch den Kruskal-Wallis-Test, gefolgt vom Mann-Whitney-U-Test. Gezeigt sind die einzelnen

Messdatenpunkte, als Balken der Median und die 25 %- sowie die 75 %-Perzentile. * p < 0,05 versus Ca.

PC-modifiziertes LOS (RMPC und NTHIPC) aus den beiden in 3.1.2 aufgefiihrten Ha-
emophilus influenzae-Stammen hemmte ebenfalls jeweils dosisabhéngig signifikant die
BzATP-induzierte 1L-1B-Freisetzung (Abb. 15, A; p < 0,05). Dieser hemmende Effekt
konnte mit den nAChR-Antagonisten Mec, a-Bun oder Stry aufgehoben werden (Abb.15,
B). Das als Negativkontrolle eingesetzte nicht-modifizierte LOS (RM und NTHi) aus den
beiden mutierten Haemophilus influenzae-Stammen (vergleiche 3.1.2) zeigte keinen Ef-
fekt auf die BzATP-induzierte IL-1B-Freisetzung (Abb.15, A).
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Abbildung 15: Die Interleukin (IL)-1p-Konzentrationen nach BzATP-induzierter Freisetzung aus
U937-Zellen in Anwesenheit von Phosphocholin (PC)-modifiziertem Lipooligosaccharid (LOS)
(RMPC und NTHIPC). 2°(3")-O-(4-Benzoylbenzoyl)adenosin 5 -triphosphat (BzATP) induzierte die IL-
1B-Freisetzung aus LPS-behandelten U937-Zellen (A und B, Cs) im Vergleich zu unbehandelten U937-
Zellen (A, C1) und zu LPS-behandelten U937-Zellen (A, C). PC-modifiziertes LOS aus den Haemophilus
influenzae-Stammen RM118 (RMPC) und NTHi1233 (NTHiPC) hemmten jeweils dosisabhangig die
BzATP-induzierte IL-1B-Freisetzung (A). Der Effekte beider Substanzen konnte mit den Antagonisten ni-
kotinischer Acetylcholinrezeptoren Mecamylamin (Mec), a-Bungarotoxin (a-Bun) oder Strychnin (Stry)
aufgehoben werden (B). Nicht-modifiziertes LOS RM und NTHi hatten keinen Effekt auf die BzZATP-
induzierte IL-1pB-Freisetzung (A). Die statistische Auswertung erfolgte durch den Kruskal-Wallis-Test, ge-
folgt vom Mann-Whitney-U-Test. Gezeigt sind die einzelnen Messdatenpunkte, als Balken der Median und

die 25 %- sowie die 75 %-Perzentile. * p < 0,05 versus Cs.

4.1.6 Nigericin-induzierte IL-1p-Freisetzung

In weiteren Experimenten wurde die IL-1p-Freisetzung alternativ zu BzZATP mit dem po-
renbildenden bakteriellen Toxin Nigericin induziert. Die Stimulation der LPS-behandel-
ten U937-Zellen mit Nigericin wurden in An- und Abwesenheit der nAChR-Agonisten
Nic, ACh oder Cho sowie auflerdem von PC und PC-modifiziertem LOS RMPC oder
NTHIPC durchgefuhrt. Aus den Zelllberstanden wurde im ELISA die IL-1B-Freisetzung
gemessen. Wie in Abb. 16 gezeigt, induzierte Nigericin in LPS-behandelten U937-Zellen
erwartungsgeman die IL-1B-Freisetzung (Abb. 16, A). Die Anwesenheit von Nic, ACh,
Cho oder PC hatte jeweils keinen Effekt auf die Nigericin-induzierte IL-1pB-Freisetzung
(Abb. 16, A). Gleichermallen hatte auch die Anwesenheit von RMPC oder NTHIiPC
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keinen Effekt auf die Nigericin-induzierte IL-1p-Freisetzung (Abb. 16, B). Unmodifizier-
tes LOS RM oder NTHi hatte ebenfalls keinen Effekt (Abb. 16, B).
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Abbildung 16: Die Interleukin (IL)-1p-Konzentrationen nach Nigericin (Nig)-induzierter Freiset-
zung aus U937-Zellen in Anwesenheit von Agonisten nikotinischer Acetylcholinrezeptoren (hAChR).
Nigericin induzierte die IL-1p-Freisetzung aus Lipopolysaccharid (LPS)-behandelten U937-Zellen (A und
B, Cy). Die Anwesenheit von Nikotin (Nic), Acetylcholin (ACh), Cholin (Cho) oder Phosphocholin (PC)
hatte keinen Effekt auf die Nigericin-induzierte IL-1p-Freisetzung (A). Die Anwesenheit von PC-modifi-
ziertem LOS aus den Haemophilus influenzae-Stémmen RM118 (RMPC) und NTHi1233 (NTHIiPC) hatte
ebenfalls keinen Effekt auf die Nigericin-induzierte IL-1B-Freisetzung (B). Unmodifiziertes LOS (RM und
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NTHi) hatte keinen Einfluss auf die Nigericin-induzierte I1L-1p-Freisetzung (B). Die statistische Auswer-
tung erfolgte durch den Kruskal-Wallis-Test, gefolgt vom Mann-Whitney-U-Test. Gezeigt sind die einzel-
nen Messdatenpunkte, als Balken der Median und die 25 %- sowie die 75 %-Perzentile.

4.2 PBMCs

Aus gesunden, méannlichen, nichtrauchenden Spendern wurden wie unter 3.2.1 beschrie-
ben PBMC:s isoliert. Die isolierten PBMCs zeigten nach 3 h Inkubation bei 37 °C, 5 %
CO2 in der RT-PCR bereits die mMRNA-Expression von pro-1L-18 (IL1B), ohne vorherige
Stimulation der Zellen mit LPS (Abb. 17). AulRerdem war die mRNA-Expression der
NAChR-Untereinheiten a7 (CHRNA7), a9 (CHRNA9) und .10 (CHRNA10) nachweisbar
(Abb. 17). Die in Abb. 17 im gefarbten Gel dargestellten Banden entsprachen fir 1L1B
mit 133 bp, fir CHRNA7 mit 142 bp, fir CHRNA9 mit 116 bp und flir CHRNA10 mit 121
bp den erwarteten Produktléangen. Die inaktive humane Duplikatform CHRFAM7A wurde
zur Vollstandigkeit mit einer erwarteten Bande bei 102 bp nachgewiesen. Als Positivkon-
trolle wurden HelLa-Zellen verwendet, fir die alle Banden entsprechend nachgewiesen
werden konnten. Als Negativkontrolle wurde RNase-freies Wasser eingesetzt, das keine

Bande zeigte.
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Abbildung 17: Die mMRNA-Expression von pro-Interleukin (IL)-1p (IL1B) und den nikotinischen Ace-
tylcholinrezeptor (nAChR) Untereinheiten a7 (CHRNA7), a9 (CHRNA9) und a10 (CHRNA10) in hu-
manen mononukleéren Zellen des peripheren Blutes (PBMCs). In unbehandelten PBMCs wurde mittels
RT-PCR die mMRNA-Expression im gefarbten Gel mit Banden fur IL1B bei 133 bp, fir CHRNA7 bei 142
bp, fur CHRNA9 bei 116 bp und fiir CHRNA10 bei 121 bp nachgewiesen. Das inaktive humane CHR-
FAMTYA zeigte eine Bande bei 102 bp. Fir die Positivkontrolle (HeLa-Zellen) wurden alle Banden entspre-

chend nachgewiesen. Die Negativkontrolle (RNase-freies Wasser) zeigte keine Banden.
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In Stimulationsexperimenten konnte mit BzATP eine IL-1B-Freisetzung aus den PBMCs
induziert werden, die mittels ELISA aus den Zellliberstdnden quantitativ gemessen wurde
(Median: 1559 pg/ml, Minimum: 736 pg/ml, Maximum: 7325 pg/ml, n=5). Die zusatzli-
che Anwesenheit der nAChR-Agonisten ACh oder Nic fuhrte zu einer signifikanten Hem-
mung der BzATP-induzierten IL-1B-Freisetzung (p < 0,001). Die ELISA-Ergebnisse sind
in Abb. 18 dargestellt. Die IL-1B-Freisetzung ist als prozentualer Anteil der BzZATP-in-

duzierten IL-1B-Freisetzung angegeben, welche als 100 % definiert wurde.

*kk
100 - -
*kk

80

60

IL-1B [%]

40

20

0 =

BzATP -
Nic - - + -
ACh - - - +
n=9

Abbildung 18: Normalisierte Interleukin (IL)-1p-Konzentration nach BzATP-induzierter Freiset-
zung aus humanen mononukledren Zellen des peripheren Blutes (PBMCs) in Anwesenheit von Ago-
nisten nikotinischer Acetylcholinrezeptoren (nAChRs). 2°(37)-O-(4-Benzoylbenzoyl)adenosin 5’-
triphosphat (BzATP) induzierte die IL-1p-Freisetzung aus unbehandelten, zuvor fir 3 h bei 37 °C, 5 % CO;
inkubierten PBMCs. Die nAChR-Agonisten Nikotin (Nic) und Acetylcholin (ACh) hemmten jeweils sig-
nifikant die BzZATP-induzierte IL-1p-Freisetzung. Die IL-1B-Freisetzung ist als prozentualer Anteil der
BzATP-induzierten IL-1B-Freisetzung dargestellt, die als 100 % definiert wurde. Die statistische Auswer-
tung erfolgte durch den Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test. Gezeigt sind die einzelnen Messdatenpunkte, als
Balken der Median und die 25 %- sowie die 75 %-Perzentile. *** p < 0,001.

4.3 CDI14" primire humane Monozyten

Aus isolierten PBMCs wurden wie unter 3.3.1 beschrieben die CD14" Monozyten sepa-
riert. Die isolierten, nicht mit LPS behandelten CD14* Monozyten zeigten nach 3 h In-
kubation bei 37 °C, 5 % CO- eine spontane IL-1p-Freisetzung (Median: 105 pg/ml,
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Minimum: 22 pg/ml, Maximum: 181 pg/ml, n=6). Durch anschlieBende Stimulation mit
BzATP konnte eine verstarkte IL-1p-Freisetzung aus den CD14" Monozyten induziert
werden (Median: 5.088 pg/ml, Minimum: 1.058 pg/ml, Maximum: 14.907 pg/ml, n=6)
(Abb. 19). Die zusatzliche Anwesenheit der nAChR-Agonisten Nic, ACh oder Cho zeigte
eine signifikante Hemmung der BzATP-induzierten IL-1B-Freisetzung (Abb. 19; p <
0,01). Gleichermalien flihrte auch die zusatzliche Anwesenheit von PC zu einer signifi-
kanten Hemmung der BzATP-induzierten IL-1B-Freisetzung (Abb. 19; p <0,01). Die IL-
1B-Freisetzung ist als prozentualer Anteil der BzZATP-induzierten IL-1B-Freisetzung an-

gegeben, welche als 100 % definiert wurde.
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Abbildung 19: Normalisierte Interleukin (IL)-1p-Konzentration nach BzATP-induzierter Freiset-
zung aus CD14" primaren humanen Monozyten in Anwesenheit von Agonisten nikotinischer Acetyl-
cholinrezeptoren (NAChR) und Phosphocholin (PC). 2°(3")-O-(4-Benzoylbenzoyl)adenosin 5 -triphos-
phat (BzATP) induzierte die IL-1B-Freisetzung aus unbehandelten, zuvor fir 3 h bei 37 °C, 5 % CO, inku-
bierten CD14* Monozyten. Die nAChR-Agonisten Nikotin (Nic), Acetylcholin (ACh) und Cholin (Cho)
hemmten jeweils signifikant die BzATP-induzierte IL-1B-Freisetzung. Gleichermallen hemmte auch Phos-
phocholin (PC) signifikant die BzATP-induzierte IL-1p-Freisetzung. Die IL-1B-Freisetzung ist als prozen-
tualer Anteil der BzZATP-induzierte IL-1p-Freisetzung dargestellt, die als 100 % definiert wurde. Die sta-
tistische Auswertung erfolgte durch den Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test. Gezeigt sind die einzelnen

Messdatenpunkte, als Balken der Median und die 25 %- sowie die 75 %-Perzentile. ** p <0,01.
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4.4  Intravasale mononukleire Leukozyten aus allogen

transplantierten Rattennieren

Intravasale mononukleére Leukozyten aus allogen transplantierten Rattennieren wurden
wie unter 3.4 beschrieben aus Organperfusaten isoliert und ex vivo stimuliert. Mittels RT-
PCR wurde nach 3 h Inkubation bei 37 °C und 5 % CO; die vorhandene mRNA-Expres-
sion fur pro-IL-1pB (111b) sowie fiir die NAChR-Untereinheiten a7 (Chrna7), a9 (Chrna9)
und 10 (Chrnal0) nachgewiesen. Die in Abb. 20 im geféarbten Gel dargestellten Banden
entsprachen fiir 111b mit 101 bp, fir Chrna7 mit 173 bp, fir Chrna9 mit 119 bp und fur
Chrnal0 mit 124 bp den erwarteten Produktlangen. Die inaktive humane CHRNA7-Dup-
likatform CHRFAM7A wurde zur Vollstandigkeit gepruft, es zeigte sich jedoch keine
Bande. Als Positivkontrolle wurde RNA der Haut verwendet, in der die Banden fir
Chrna7, Chrna9 und Chrnal0O nachgewiesen werden konnten. Als Negativkontrolle

wurde RNase-freies Wasser eingesetzt, das keine Bande zeigte.
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Abbildung 20: Die mRNA-Expression von pro-Interleukin (IL)-1f (111b) und den nikotinischen Ace-
tylcholinrezeptor (NnAChR)-Untereinheiten a7 (Chrna7), a9 (Chrna9) und 10 (Chrnal0) in intrava-
salen mononukledren Leukozyten aus allogen transplantierten Rattennieren (Perfusate der Blutge-
faRe). Mittels RT-PCR wurde die mMRNA-Expression im geférbten Gel mit Banden fur 111b bei 101 bp, fir
Chrna? bei 173 bp, fur Chrna9 bei 119 bp und fir Chrnal0 bei 124 bp nachgewiesen. Das inaktive humane
CHRFAMTA zeigte keine Bande. Die Positivkontrolle (Haut) zeigte die Banden fur Chrna7, Chrna9 und
Chrnal0. Die Negativkontrolle (RNase-freies Wasser) zeigte keine Banden. Die unten randnah sichtbaren

Banden sind vermutlich Primerdimere.
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Die unbehandelten Zellen zeigten eine spontane IL-1p-Freisetzung (Median: 32 pg/ml,
Minimum: 14 pg/ml, Maximum: 56 pg/ml, n=5). Durch die Stimulation mit BzATP
konnte nur eine aulerst geringe, nicht signifikante IL-1p-Freisetzung induziert werden
(Median: 41 pg/ml, Minimum: 31 pg/ml, Maximum: 71 pg/ml, n=5). In zusatzlicher An-
wesenheit von AChE konnte hingegen ein signifikanter Anstieg der BzZATP-induzierten
IL-1pB-Freisetzung detektiert werden (Median: 71 pg/ml, Minimum: 44 pg/ml, Maximum:
116 pg/ml, n=5) (Abb. 21; p < 0,05).
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Abbildung 21: Die Interleukin (IL)-1p-Konzentration nach Freisetzung aus intravasalen mononuk-
ledren Leukozyten aus allogen transplantierten Rattennieren in An- und Abwesenheit von BzZATP
und Acetylcholinesterase (AChE). Die unbehandelten Zellen zeigten eine spontane IL-1p-Freisetzung.
2°(3")-O-(4-Benzoylbenzoyl)adenosin 5 -triphosphat (BzATP) induzierte die IL-1p-Freisetzung im Ver-
gleich zu unbehandelten Zellen nur gering. In zusétzlicher Anwesenheit von AChE stieg die BzATP-indu-
zierte 1L-1B-Freisetzung signifikant an. Die statistische Auswertung erfolgte durch den Wilcoxon-Vorzei-

chen-Rang-Test. Gezeigt sind die einzelnen Messdatenpunkte. * p < 0,05 versus BzATP allein.

4.5 Zellviabilitit

In einigen der gewonnenen Zellliberstdnde der unter 3.1 bis 3.4 beschriebenen Experi-
mente wurde die Zellviabilitat indirekt uber die Enzymaktivitat der LDH gemessen. Die
LDH-Freisetzung ist nachfolgend jeweils als prozentualer Anteil der totalen LDH-Frei-
setzung angegeben. Tab. 6 zeigt die LDH-Freisetzung aus stimulierten U937-Zellen
(siehe 3.1.2), Tab. 7 zeigt die LDH-Freisetzung aus stimulierten PBMCs (siehe 3.2.2),
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Tab. 8 zeigt die LDH-Freisetzung aus stimulierten CD14" Monozyten (siehe 3.3.2) und

Tab. 9 zeigt die LDH-Freisetzung aus stimulierten intravasalen mononukledren Leuko-

zyten aus allogen transplantierten Rattennieren (siehe 3.4.2).

Tabelle 6: LDH-Freisetzung (als prozentualer Anteil der totalen LDH-Freisetzung) aus U937-Zellen nach

Stimulation mit LPS, BzZATP und Liganden nikotinischer Acetylcholinrezeptoren oder Substanzen mit ei-

ner Phophocholingruppe.

Substanzen Mittelwert + SD n
- 34+£22% 23
LPS 5,6+3,7% 23
LPS, BzZATP 91+22% 4
LPS, BZATP, ACh 0,01 uM 84+22% 4
LPS, BzATP, ACh 0,1 uM 8,3+23% 4
LPS, BZATP, ACh 1 uM 9,7+24% 4
LPS, BzATP, ACh 10 uM 9,6+26% 4
LPS, BzATP, Nic 0,1 uM 15+1,0% 4
LPS, BzATP, Nic 1 uM 1,5+0,8% 3
LPS, BzATP, Nic 10 uM 22+12% 3
LPS, BzATP, Nic 100 uM 20+0,6% 3
LPS, BZATP, Cho 1 uM 40+£15% 4
LPS, BZATP, Cho 10 uM 3,6+0,9% 4
LPS, BZATP, Cho 100 uM 3,3+0,8% 4
LPS, BZATP, Cho 1000 uM 40+£12% 4
LPS, BzATP, PC 1 pM 3,8+0,9% 4
LPS, BzATP, PC 10 uM 32+14% 4
LPS, BzATP, PC 100 pM 33+12% 4
LPS, BzATP, PC 1000 pM 3,0+£09% 4
LPS, BZATP, RMPC 0,01 pg/ml 25+12% 4
LPS, BZATP, RMPC 0,1 pg/ml 24+10% 4
LPS, BzZATP, RMPC 1 pg/ml 24+09% 4
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LPS, BzATP, RMPC 10 pg/ml 27+17% 4
LPS, BZATP, RM 0,01 pg/ml 2,1+0,6% 4
LPS, BZATP, RM 0,1 pg/ml 2,2+0,7% 4
LPS, BZATP, RM 1 pg/ml 23+10% 4
LPS, BZATP, RM 10 pg/ml 25+15% 4
LPS, BZATP, NTHIPC 0,01 pg/ml 2,0+0,7 % 4
LPS, BZATP, NTHIiPC 0,1 pg/ml 2,1+0,6% 4
LPS, BZATP, NTHIPC 1 pg/ml 1,8+0,9 % 4
LPS, BzATP, NTHIiPC 10 pg/ml 24+09% 4
LPS, BzATP, NTHi 0,01 pg/ml 20£1,0% 4
LPS, BZATP, NTHi 0,1 pg/ml 20+1,0% 4
LPS, BZATP, NTHi 1 pg/ml 20£12% 4
LPS, BZATP, NTHi 10 pg/ml 24+11% 4

LDH = Laktatdehydrogenase; LPS = Lipopolysaccharid; BzATP = 2"(3")-O-(4-Benzoylbenzoyl)adenosin
5 -triphosphat; ACh = Acetylcholin; Nic = Nikotin; Cho = Cholin; PC = Phosphocholin; RMPC = PC-
modifiziertes Lipooligosaccharid (LOS) aus dem Haemophilus influenzae-Stamm RM118; RM = LOS des
licl-mutanten Stammes RM7004-Licl; NTHiPC = PC-modifiziertes LOS aus dem Haemophilus in-

fluenzae-Stamm NTHi1233; NTHi = LOS des licl-mutanten Stammes NTHi1233lic1.

Tabelle 7: LDH-Freisetzung (als prozentualer Anteil der totalen LDH-Freisetzung) aus PBMCs nach Sti-

mulation mit BzATP und Liganden nikotinischer Acetylcholinrezeptoren.

Substanzen Mittelwert + SD

- 51+34% 3)
BzATP 46+20% 5
BzATP, ACh 48+24% 5
BzATP, Nic 33+x11% 5

LDH = Laktatdehydrogenase; BzZATP = 2(3")-O-(4-Benzoylbenzoyl)adenosin 5”-triphosphat; ACh = Ace-

tylcholin; Nic = Nikotin.
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Tabelle 8: LDH-Freisetzung (als prozentualer Anteil der totalen LDH-Freisetzung) aus CD14* Monozyten

nach Stimulation mit BzZATP und Liganden nikotinischer Acetylcholinrezeptoren oder Substanzen mit

Phosphocholingruppe.

Substanzen Mittelwert + SD n
- 39+26% 6
BzATP 33+x37% 6
BzATP, ACh 6,2+35% 3
BzATP, Nic 47+29% 3
BzATP, Cho 28+13% 5
BzATP, PC 3,0£27% 5

LDH = Laktatdehydrogenase; BzZATP =27(3")-O-(4-Benzoylbenzoyl)adenosin 5" -triphosphat; ACh = Ace-

tylcholin; Nic = Nikotin; Cho = Cholin; PC = Phosphocholin.

Tabelle 9: LDH-Freisetzung (als prozentualer Anteil der totalen LDH-Freisetzung) aus intravasalen mo-

nonukledren Leukozyten aus allogen transplantierten Rattennieren nach Stimulation mit BzZATP und AChE.

Substanzen Mittelwert + SD n
- 104+£52% 4
BzATP 115+4,7% 4
BzATP, AChE 10,0+4,5% 4

LDH = Laktatdehydrogenase ; BZATP = 2(3")-O-(4-Benzoylbenzoyl)adenosin 5 -triphosphat; AChE =

Acetylcholinesterase.
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5 Diskussion

Cholinerge Mechanismen im Immunsystem sind seit langem bekannt. Mit dem ,,choli-
nergen antiiflammtorischen Reflex* wurde ein neuronaler cholinerger antiinflammatori-
scher Mechanismus beschrieben (21, 158, 201). In vielen Arbeiten wurden jedoch auch
non-neuronale cholinerge Mechanismen im Immunsystem ohne Beteiligung des Nerven-
systems detektiert (16, 67, 116). Fur cholinerge antiinflammatorische Mechanismen wird
in der Literatur hauptsichlich eine Beteiligung des a7-nAChR postuliert (158, 212). He-
cker et al. konnten zeigen, dass wahrend der akuten TransplantatabstoBungsreaktion ACh
von intravasalen mononukledren Leukozyten in allogen transplantierten Rattennieren
produziert wird (94). Rund 70 % dieser Zellen konnten als Monozyten identifiziert wer-
den (94). In vitro-Messungen der intrazellularen Calciumkonzentration dieser Zellen
zeigten einen Anstieg der Calciumkonzentration nach Stimulation mit ATP. In Anwesen-
heit eines nAChR-Antagonisten wurde der ATP-induzierte Anstieg der Calciumkonzent-
ration jedoch deutlich verstarkt (94). ATP induziert als DAMP bekanntermafen die In-
flammasombildung, was zur Synthese und Freisetzung von Zytokinen wie IL-1f fiihrt
(110, 136, 139, 185). In dieser Arbeit wurden diese Aspekte zusammengefuhrt und der
Effekt von ACh und anderen nAChR-Agonisten auf die ATP-induzierte IL-1pB-Freiset-
zung aus Monozyten untersucht. Daftir wurde die Zelllinie U937 verwendet, fiir die mo-
nozytére Eigenschaften beschrieben sind (193). Da fur PC-modifizierte Molekule, wie sie
von verschiedenen Bakterien und Parasiten synthetisiert werden, antiinflammatorische
Effekte bekannt sind (34), wurden auch PC und PC-modifizierte Molekile eingesetzt.

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass die nAChR-Liganden ACh, Nic und Cho sowie
auBerdem PC und PC-modifizierte Molekule die BzATP-induzierte 1L-1p-Freisetzung
aus Monozyten signifikant hemmen. Das verwendete BzATP ist ein P2X7-Ligand und
ein ATP-Analogon (nachfolgend werden die Begrifflichkeiten BzATP und ATP zu Ver-
einfachung gleichbedeutend verwendet). Die Nigericin-induzierte IL-1pB-Freisetzung hin-
gegen blieb von den konventionellen und den neu entdeckten nAChR-Agonisten unbe-
eintrachtigt. Der hemmende Effekt konnte durch die nAChR-Antagonisten Mec, a-Bun
und Stry wieder aufgehoben werden, was auf eine Beteiligung der nNAChR-Untereinheiten
a7, 09 und 010 hinweist. Dies wurde durch die Herunterregulation der Expression dieser
Untereinheiten per siRNA bestétigt. Der hemmende Effekt von nAChR-Agonisten auf
die ATP-induzierte IL-1B-Freisetzung konnte weiterhin auch an priméren humanen

PBMCs und CD14" Monozyten gezeigt werden. In intravasalen mononukleéren
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Leukozyten aus allogen transplantierten Rattennieren konnte eine ATP-induzierte 1L-1-
Freisetzung nur in Anwesenheit von AChE provoziert werden, was auf eine autokrine
und/oder parakrine Hemmung der ATP-induzierten IL-1B-Freisetzung durch endogenes

ACh hinweist. Nachfolgend sollen diese Ergebnisse diskutiert und bewertet werden.

5.1.1 NAChR-Agonisten hemmen die ATP-induzierte IL-1p-Freisetzung aus
U937-Zellen

Um die Hypothese zu prifen, dass ACh und andere nAChR-Agonisten einen hemmenden
Effekt auf die ATP-induzierte IL-1B-Freisetzung aus Monozyten haben, wurde zunédchst
die monozytare Zelllinie U937 verwendet und die Inflammasom-abhangige IL-13-Frei-
setzung induziert. Hierzu sind wie unter 1.1.3 beschrieben zwei konsekutive Signale not-
wendig (126, 139, 185). Zum Priming der Zellen wurde LPS verwendet, was zu einer
gesteigerten mMRNA-Expression von pro-IL-1 (IL1B) fuhrte, nicht jedoch zu einer ver-
mehrten IL-1B-Freisetzung (siehe 4.1.1, Abb. 9 und 4.1.2, Abb.10). Erwartungsgeman
flhrte erst die Stimulation mit ATP als zweitem Signal zu einer signifikanten IL-1pB-Frei-
setzung (siehe 4.1.2, Abb. 10). Dies entspricht der in der Literatur hinreichend beschrie-
benen P2X7R-vermittelten ATP-induzierten Bildung des Inflammasoms, die dann durch
das aktive Inflammasom vermittelt zu einer IL-1p-Freisetzung fihrt (110, 136, 139, 185).
Die ATP-induzierte IL-1pB-Freisetzung bildet die Basis der Experimente und wurde bei
jedem Experiment als Kontrollansatz mitgefihrt. In Anwesenheit von ACh konnte eine
dosisabhédngige Hemmung der ATP-induzierten IL-1B-Freisetzung beobachtet werden
(siehe 4.1.2, Abb. 10). Dieser Effekt zeigte sich gleichermalien in Anwesenheit von Cho
oder Nic. Die Zellviabilitat der stimulierten Zellen wurde indirekt tiber die LDH-Freiset-
zung bestimmt. Der Zelltod lag im Mittel unter 10 % (siehe 4.5, Tab. 6). Dies erlaubt den
Rickschluss, dass die beobachteten IL-1pB-Freisetzungen nicht durch Zytotoxizitat der
eingesetzten Substanzen zu begriinden sind. Die Hypothese, dass ACh und andere
nAChR-Agonisten die ATP-induzierte IL-1B-Freisetzung aus Monozyten hemmen,
konnte fir U937-Zellen bestatigt werden. Fiur ACh als in vivo vorkommender nAChR-
Agonist kann somit ein direkter antiinflammatorischer Effekt auf Monozyten gezeigt wer-

den.

Um zu Uberprifen, auf welcher Ebene der Signalkaskade die nAChR-Agonisten die ATP-
induzierte I1L-1B-Freisetzung aus Monozyten regulieren, wurde die Inflammasom-abhén-

gige IL-1B-Freisetzung aus Monozyten alternativ zu ATP mit Nigericin induziert. Wie
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einleitend unter 1.1.3 dargestellt, ist Nigericin ist ein porenbildendes Toxin und ein be-
kannter Stimulus der Inflammasombildung (101, 136, 151, 164). Erwartungsgemaf
konnte die IL-1B-Freisetzung aus LPS-geprimeten U937-Zellen mit Nigericin induziert
werden (siehe 4.1.6, Abb. 16, A und B). In Anwesenheit der nAChR-Agonisten ACh,
Cho oder Nic konnte jedoch keine Hemmung der Nigericin-induzierten 1L-1p-Freiset-
zung erzielt werden (Abb. 16, A). Dieses Ergebnis zeigt, dass eine ATP-unabh&ngige
Nigericin-induzierte IL-1B-Freisetzung aus Monozyten durch nAChR-Agonisten nicht
beeinflusst wird. Dies erlaubt den Ruckschluss, dass die Bildung des Inflammasoms per
se durch Ligandenbindung am nAChR in Monozyten offenbar nicht beeinflusst wird. Da-
raus resultiert die Hypothese, dass die Hemmung der Inflammasom-abhéngigen IL-18-
Freisetzung durch nAChR-Agonisten moglicherweise tiber eine Rezeptorinteraktion zwi-
schen P2X7R und nAChR reguliert wird und die lonenkanalfunktion des P2X7R ge-
hemmt wird. Diese Hypothese stlitzt sich auf die vorangehenden Ergebnisse von Hecker
et al. und Mikulski et al. (94, 150). Wie einleitend unter 1.2.3 und 1.2.4 erl&utert, konnte
in beiden Arbeiten Gber Messungen des ATP-induzierten intrazellularen Anstiegs der
Calciumkonzentration ein Effekt fur ACh und Nic auf die ATP-induzierten Signale in
Monozyten/Makrophagen der Ratte gezeigt werden (94, 150). Dies wurde als antiin-
flammatorischer Effekt diskutiert. Da nAChR-Agonisten allein keinen Calciumkonzent-
rationsanstieg induzierten, spekulierten die Autoren, dass diese NAChR in Monozy-
ten/Makrophagen der Ratte metabotrop funktionieren (94, 150). Fir nAChR, die klassi-
scherweise ionotrope Rezeptoren sind, sind metabotrope Funktionen bereits vorbeschrie-
ben (41, 119, 171, 194, 227, 228).

Dieses Ergebnis und die resultierende Hypothese ergénzen die Ergebnisse einiger anderer
Arbeiten (192, 222). Yoshikawa et al. postulierten, dass antiinflammatorische a7-vermit-
telte Nic-Effekte in Monozyten auf transkriptionaler Ebene stattfinden (222). Die Ergeb-
nisse der vorliegenden Arbeit weisen darauf hin, dass unter den hier untersuchten experi-
mentellen Bedingungen, die transkriptionale Ebene sowie die Bildung des Inflammasoms
durch antiinflammatorische Effekte der nNAChR-Agonisten nicht beeinflusst werden. Das
liegt vermutlich daran, dass der Einfluss der nikotinischen Agonisten auf die Transkrip-
tion nicht innerhalb von einer halben Stunde zum Tragen kommt. Vielmehr scheint die
Aktivierung des nAChR die lonenkanalfunktion des P2X7R zu hemmen. Diese Effekte
konnten parallel oder hintereinander mit den in anderen Arbeiten beschriebenen Effekten
auf transkriptionaler Ebene ablaufen.
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Fur neuronale Zellen ist eine Interaktion zwischen ATP-Rezeptoren und nAChR in der
Literatur bereits beschrieben (118, 188), daher ist eine direkte Interaktion des P2X7R mit
nAChR auch in non-neuronalen Zellen denkbar und misste in weiteren experimentellen
Untersuchungen gepriift werden. Der dargestellte nAChR-vermittelte Effekt auf andere
Inflammasom-abhéngige Zytokine wie IL-18 sowie auf Inflammasom-unabhangige Zy-
tokine wie IL-6 oder TNF-a musste untersucht werden (dazu siehe 5.1.7). Die ATP-un-
abhangige IL-1B-Freisetzung aus Monozyten kénnte zudem mit weiteren Stimulatoren
der Inflammasombildung induziert und der hemmende nAChR-vermittelte Effekt auf die

Inflammasom-abhéngige IL-1pB-Freisetzung gepruft werden.

5.1.2 Die nAChR-Untereinheiten a7, a9 und 10 vermitteln die Hemmung der
ATP-induzierten IL-1p-Freisetzung aus U937-Zellen

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass der nAChR-Agonist Cho die ATP-induzierte
IL-1B-Freisetzung aus Monozyten hemmt (siehe 4.1.2). Cho ist ein selektiver Agonist des
a7-nAChR sowie des a9-nAChR (7, 160, 167, 210), der mit dem a10-nAChR im Kom-
plex vorliegen und a-Heteropentamere bilden kann (16, 63, 116, 190). Dies kann als phar-
makologischer Hinweis auf die mdgliche Beteiligung der nAChR-Untereinheiten o7
und/oder a9/a10 am gezeigten antiinflammatorischen Effekt interpretiert werden. Wie
einleitend unter 1.2.3 und 1.2.4 erldutert, werden nAChR-vermittelte antiinflammatori-
sche Effekte in der Literatur haufig dem a7-nAChR zugeschrieben (21, 163, 201, 212).
Andere Arbeiten konnten nAChR-vermittelte antiinflammatorische Effekte auch a7-
nAChR-unabhéangig zeigen (141). Mikuskli et al. konnten Hinweise fir eine Beteiligung
der a9-/a10-nAChR an antiinflammtorischen Effekten zeigen (150). Daher wurden in
dieser Arbeit die U937-Zellen auf Expression der nAChR-Untereinheiten a7 (CHRNA7Y),
a9 (CHRNA9) und a10 (CHRNA1O0) geprift. Sowohl in unbehandelten als auch in LPS-
behandelten U937-Zellen konnte die Expression aller drei Untereinheiten nachgewiesen
werden (siehe 4.1.3, Abb. 12). Dies entsprach Daten aus der Literatur, in denen die Ex-
pression von CHRNA7, CHRNA9 und CHRNA10 in U937-Zellen ebenfalls gezeigt wer-
den konnten (31, 111).

Zur weiteren pharmakologischen Prifung der Beteiligung der Untereinheiten o7 und
a9/a10 an der nAChR-vermittelten Hemmung der ATP-induzierten IL-1pB-Freisetzung
aus Monozyten wurden in Zellkuturexperimenten zusatzlich verschiedene spezifische

nAChR-Antagonisten eingesetzt. Die IL-1B-Freisetzung aus LPS-geprimeten U937-
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Zellen wurde mit ATP in An- und Abwesenheit von Nic sowie der nAChR-Antagonisten
Mec, o -Bun oder Stry induziert. Mec ist ein allgemeiner nAChR-Antagonist, wahrend a-
Bun und Stry spezifische a7-nAChR- und a9-nAChR-Antagonisten sind (10, 40, 65). In
Anwesenheit von Mec, o -Bun oder Stry wurde der Nic-Effekt jeweils antagonisiert und
somit die Hemmung der IL-1B-Freisetzung aufgehoben (siehe 4.1.3, Abbildung 11). Die-
ses Ergebnis bestatigt eine Beteiligung der a7- und/oder a9-nAChR-Untereinheiten, die
wie einleitend unter 1.2.1 beschrieben auch als Homopentamere vorliegen kénnen. Da
die a10-nAChR-Untereinheiten wie beschrieben mit a9-nAChR-Untereinheiten im Kom-
plex vorliegen und reine a-Heteropentamere bilden kdnnen (16, 63, 116, 190), ist auch
eine Beteiligung von koexprimierten a9/a10-nAChR-Untereinheiten moglich. Denkbar
ware auch, dass die NAChR-Untereinheiten a7, 09 und a10 Heteromere bilden, wobei die
Bildung von reinen Pentameren in monozytaren Zellen noch nicht umfassend bewiesen

ist.

Durch Transfektion spezifischer sSiRNA wurde die Expression von CHRNA7, CHRNA9
oder CHRNA10 in U937-Zellen herunterreguliert. Anschliefend wurde der nAChR-ver-
mittelte hemmende Effekt auf die ATP-induzierte IL-1B-Freisetzung aus siRNA-trans-
fizierten LPS-geprimeten U937-Zellen untersucht. Hier zeigte sich nach Herunterregulie-
rung der Expression von CHRNA7, CHRNA9 oder CHRNA10 in allen Fallen jeweils ein
signifikant verringerter Nic-Effekt (siehe 4.1.4, Abb. 13). Dieses Ergebnis bestatigt die
oben beschriebene Schlu3folgerung aus Experimenten mit Cho und mit nAChR-Antago-
nisten, dass a7-, a9- und a10-nAChR-Untereinheiten zur Hemmung der ATP-induzierten
IL-1pB-Freisetzung aus LPS-geprimeten U937-Zellen beitragen. Es zeigt zudem, dass
nicht nur eine NAChR-Untereinheit diese cholinerge Hemmung vermittelt, sondern dass
alle drei untersuchten nAChR-Untereinheiten beteiligt sind. Dieses Ergebnis impliziert
einerseits, dass der hier beschriebene antiinflammtorische cholinerge Effekt auch Uber
die a7-nAChR-Untereinheit vermittelt wird. Antiinflammatorische a7-nAChR-vermit-
telte Effekte haben viele andere Arbeiten bereits gezeigt, doch handelt es sich dabei hoch-
wahrschenlich um andere Mechanismen als in der vorliegenden Arbeit (21, 163, 201,
212). Andererseits zeigt dieses Ergebnis, dass ein antiinflammtorischer cholinerger Effekt
zugleich auch tber 09- und a10-nAChR-Untereinheiten vermittelt wird und nicht nur die
a7-nAChR-Untereinheit von Bedeutung ist. Es bleibt zu spekulieren, wie die in die cho-
linerge Hemmung der ATP-induzierten IL-1B-Freisetzung involvierten nAChR-Un-

tereinheiten miteinander kooperieren und ob weitere nAChR-Untereinheiten auch eine
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Rolle spielen. Diese Fragen missten Gegenstand weiterer experimenteller und in vivo-

Untersuchungen mit gendefizienten Tieren sein.

Aus der Schlu3folgerung, dass die Hemmung der ATP-induzierten IL-1p-Freisetzung aus
Monozyten durch die nAChR-Untereinheiten o7 und a9/al10 vermittelt wird, resultiert
ein weiterer Aspekt. Der gezeigte hemmende Effekt konnte mit Nic induziert werden.
Interessanterweise konnte Nic in vorbeschriebenen Daten an ionotropen 09/a10-nAChR
als Antagonist identifiziert werden (57, 135, 190, 210). Mit den Ergebnissen dieser Arbeit
wird fiir Nic jedoch eine Funktion als NAChR-Agonist an den Untereinheiten a7/09/0.10
gezeigt. Hieraus l&sst sich schlieRen, dass sich die monozytédren nAChR deutlich von den
klassischen ionotropen nAChR unterscheiden. Dies erganzt die Ergebnisse von Hecker et
al. und Mikulski et al. (siehe 1.2.4 und 5.1.1) (94, 150), sowie die Ergebnisse einiger
anderer Arbeiten (41, 166, 171), in denen Hinweise auf metabotrope Funktionen von
NAChR in Immunzellen beschrieben wurden. Ob ein Antagonist ionotroper nAChR an
metabotropen nAChR als Agonist funktionieren kann (171) oder ob die NAChR-Unterein-
heiten in Komplexen vorliegen und nicht-klassische Funktionen aufweisen, bleibt zu spe-

kulieren und muss Gegenstand weitere Untersuchungen sein (dazu siehe 5.1.7).

5.1.3 PC und PC-modifiziertes LOS aus Haemophilus influenzae hemmen die
ATP-induzierte IL-1p-Freisetzung aus U937-Zellen

Die Bildung des Inflammasoms spielt bei der Immunantwort des angeborenen Immun-
systems auf PAMPs eine wichtige Rolle (siehe 1.1.3) (66, 139). Die Ergebnisse dieser
Arbeit zeigen einen antiinflammatorischen Effekt der nAChR-Agonisten ACh, Nic und
Cho auf die Inflammasom-vermittelte IL-1B-Freisetzung aus U937-Zellen, die durch
ATP induziert wird. Cho ist ein Baustein des PC. PC wird unter anderem von vielen Bak-
terien und Parasiten in Form PC-modifizierter Molekdile synthetisiert und zur Immune-
vasion benutzt (siehe 1.2.4) (34, 79). Uber einen antiinflammatorischen Effekt PC-modi-
fizierter Molekule wird die Immunantwort des Wirtes geddampft, die genauen Mechanis-
men sind allerdings noch unklar. In dieser Arbeit wurde die Hypothese geprift, dass bak-
terielle PC-modifizierte Molekule die ATP-induzierte IL-1pB-Freisetzung hemmen und

PC fir diesen Effekt verantwortlich ist.

Wie unter 3.1.2 beschrieben wurde dazu PC-modifiziertes LOS aus den beiden Haemo-
philus influenzae-Stammen RM118 und NTHi1233 verwendet. Die Ergebnisse zeigen,
dass sowohl RMPC als auch NTHIPC dosisabhangig die ATP-induzierte IL-1p-
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Freisetzung aus U937-Zellen hemmen (siehe 4.1.5; Abb. 15, A). Dieser Effekt war in
Anwesenheit der nAChR-Antagonisten Mec, a-Bun und Stry aufgehoben (Abb. 15, B).
Diese Ergebnisse erlauben den Riickschluss, dass der hemmende Effekt von RMPC und
NTHIPC auf die ATP-induzierte IL-1p-Freisetzung tber die nAChR-Untereinheiten a7,
a9 und/oder a10 vermittelt wird. Unmodifiziertes RM und NTHi hatten hingegen keinen
hemmenden Effekt auf die ATP-induzierte IL-1pB-Freisetzung (Abb. 15, A). Zur Uberpri-
fung der Hypothese, dass PC diese Hemmung induziert, wurde der Effekt von ungebun-
denem PC sowie PC-modifiziertem BSA auf die ATP-induzierte IL-1B-Freisetzung ge-
pruft. PC und PC-BSA hemmten jeweils dosisabhangig die ATP-induzierte IL-1p-Frei-
setzung aus U937-Zellen (siehe 4.1.5; Abb. 14, A). Dieser Effekt war ebenfalls in Anwe-
senheit der NnAChR-Antagonisten Mec, a-Bun und Stry aufgehoben (Abb. 14, A). Unmo-
difiziertes BSA und HF-PC-BSA, bei dem die PC-Molekiile durch Behandlung mit HF
entfernt wurden, hatten keinen Effekt (Abb. 14, B). Die Nigericin-induzierte IL-1p-Frei-
setzung aus U937-Zellen blieb in Anwesenheit von PC (siehe 4.1.6, Abb. 16, A) sowie
RMPC und NTHIPC (Abb. 16, B) unbeeintréchtigt. Die Zellviabilitat der mit PC oder
PC-modifiziertem LOS stimulierten Zellen wurde indirekt Gber die LDH-Freisetzung be-
stimmt. Der Zelltod lag im Mittel unter 10 % (siehe 4.5, Tab. 6). Dies erlaubt den Riick-
schluss, dass die beobachteten IL-1B-Freisetzungen nicht durch Zytotoxizitat der einge-

setzten Substanzen zu begriinden sind.

Zusammengefasst zeigen diese Ergebnisse, dass PC und PC-modifizierte Molekile die
ATP-induzierte IL-1p-Freisetzung aus U937-Zellen hemmen. PC kann somit als nAChR-
Agonist monozytérer Zellen identifiziert werden. Die Antagonisierbarkeit des PC-Effek-
tes mit Mec, a-Bun und Stry legt wie unter 5.1.2 diskutiert eine Beteiligung der nAChR-
Untereinheiten a7 und a9/a10 nah. Es darf weiterhin geschluf3folgert werden, dass PC
den gezeigten antiinflammatorischen Effekt bakterieller PC-modifizierter Molekiile ver-
mittelt, da die gleichen Molekile ohne PC-Modifizierung keinen hemmenden Effekt auf
die ATP-induzierte IL-1B-Freisetzung hatten. Da PC und PC-modifizierte Moelkile nur
die ATP-induzierte, nicht jedoch die Nigericin-induzierte IL-1p-Freisetzung hemmen,
scheint dieser Mechanismus die Inflammasombildung per se nicht zu beeinflussen, son-
dern die lonenkanalfunktion des P2X7R zu hemmen (wie entsprechend unter 5.1.1 dis-
kutiert). Verschiedene Autoren postulieren eine Beteiligung des PAFR oder TLR4 (34,
37, 77, 78, 83, 189, 195) oder eine Vermittlung des antiinflammtorischen Effektes PC-
modifizierter Molekule ber eine Verminderung Inflammasom-unabhangiger Zytokine
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(34, 77, 78). Die Ergebnisse dieser Arbeit liefern neue Hinweise auf einen antiinflamma-
torischen PC-Effekt, der tber nAChRs vermittelt wird und moglicherweise tber eine In-
teraktion mit dem P2X7R ablauft. In wie weit verschiedene Mechanismen parallel oder
synergistisch ablaufen, bleibt Gegenstand zukinftiger Untersuchungen. Die Hemmung
der ATP-induzierten IL-1p-Freisetzung aus U937-Zellen wurde beispielhaft mit PC-mo-
difiziertem LOS aus Haemophilus influenzae-Stdmmen gezeigt. Die Ergebnisse erlauben
die Schluf3folgerung, dass der gezeigte antiinflammatorische Effekt auch von anderen
Bakterien und Parasiten, die PC-modifizierte Molekile synthetisieren, zur Dampfung der
Immunantwort des Wirts genutzt werden konnte. Dies ist zum Verstandnis pathophysio-
logischer Mechanismen von Relevanz und in der Folge hinsichtlich therapeutischer An-

sétze bei bakteriellen oder parasitaren Erkrankungen von klinischem Interesse.

5.1.4 NAChR-Agonisten hemmen die ATP-induzierte IL-1p-Freisetzung aus
primaren humanen PBMCs und CD14* Monozyten

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass verschiedene nAChR-Agonisten die ATP-in-
duzierte IL-1B-Freisetzung aus Monozyten hemmen. Dies wurde an der monozytaren
Zelllinie U937 untersucht. In weiteren Experimenten mit humanen PBMCs und CD14*
Monozyten wurde geprift, ob dieser Effekt auch auf primare humane Monozyten (ber-
tragbar ist. Die Zellen wurden aus Vollblut gesunder, mannlicher, nichtrauchender Spen-
der isoliert. Die PBMCs zeigten nach Isolierung eine spontane mRNA-Expression des
Vorldufermolekuls pro-IL-1p (IL1B) (siehe 4.2; Abb. 17). Mit ATP konnte die IL-1p-
Freisetzung induziert werden, die in Anwesenheit von ACh oder Nic signifikant gehemmt
werden konnte (Abb. 18). Die CD14" Monozyten zeigten nach Separation eine spontane
IL-1B-Freisetzung, die mit ATP verstarkt wurde und in Anwesenheit von ACh, Nic und
Cho signifikant gehemmt werden konnte (siehe 4.3; Abb. 19). Weiterhin konnte dieser
hemmende Effekt in CD14" Monozyten auch mit PC induziert werden (siehe 4.3; Abb.
19). Die Zellviabilitat der stimulierten PBMCs und CD14" Monozyten wurde indirekt
uber die LDH-Freisetzung bestimmt. Der Zelltod lag im Mittel unter 10 % (siehe 4.5,
Tab. 7 und 8). Dies erlaubt den Rickschluss, dass die beobachteten IL-1p-Freisetzungen
nicht durch Zytotoxizitat der eingesetzten Substanzen und/oder erhéhten Zelltod durch
die Separationsprozeduren zu begriinden sind. Diese Ergebnisse zeigen, dass sowohl die
nAChR-Agonisten Ach, Nic und Cho, als auch PC als nAChR-Agonist in primaren hu-
manen CD14" Monozyten wirken. Die fir U937-Zellen gezeigte nAChR-vermittelte
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Hemmung der ATP-induzierten IL-1B-Freisetzung kann auch auf primare humane
PBMCs und CD14" Monozyten (ibertragen werden.

In den humanen PBMCs wurde mRNA der nAChR-Unterenheiten a7 (CHRNA7Y), a9
(CHRNAO9) und a10 (CHRNALO0) exprimiert (siehe 4.2, Abb. 17). Die Idee liegt nah, dass
diese NAChR-Untereinheiten, wie fur U937-Zellen gezeigt (siehe 4.1.3 und 4.1.4, disku-
tiert in 5.1.2), den hemmenden Effekt der nAChR-Agonisten auf die ATP-induzierte IL-
1B-Freisetzung in PBMCs vermitteln. Diese Hypothese wird durch den pharmakologi-
schen Hinweis gestutzt, dass Cho als a7- und a9-nAChR-Agonist die ATP-induzierte IL-
1B-Freisetzung aus CD14* Monozyten hemmt. Dies misste in weiteren Experimenten mit
spezifischen nAChR-Antagonisten untersucht werden. Weiterhin musste gepruft werden,
ob der gezeigte hemmende Effekt auf die IL-1B-Freisetzung auch in einer ATP-unabhén-
gigen Bildung des Inflammasoms induziert werden kann, oder ob auch in PBMCs und
CD14" Monozyten von einer Hemmung der P2X7R-lonenkanalfunktion ausgegangen

werden darf.

In der Literatur wird die Inflammasom-abhangige IL-1p-Freisetzung Uber zwei konseku-
tive Signale beschrieben (45, 185, 139). Interessanterweise war in den beschriebenen Ex-
perimenten sowohl bei PBMCs als auch bei CD14" Monozyten kein Priming mit LPS
notwendig, sondern lediglich ATP als ,,zweites* Signal induzierte eine verstarkte IL-1-
Freisetzung. Eine mogliche Erklarung konnte sein, dass die primédren humanen Zellen bei
Separation aus dem Vollblut Uber die Dichtegradientenzentrifugation oder bei Inkubation
in Plastikschalen bereits aktiviert werden (105, 117). Es kann spekuliert werden, auf wel-
che Weise der gezeigte Effekt in vivo im Menschen eine Relevanz hat. Im Rahmen einer
Immunantwort wahrend einer Inflammationsreaktion werden Monozyten in vivo aktiviert
und ein zweites Signal wie ATP kann dann die Inflammasombildung und vermehrte IL-
1B-Freisetzung induzieren (154). ATP kann hierbei im Rahmen von Infektion, Trauma
oder Nekrose endogen freigesetzt werden und autokrin und/oder parakrin wirken (61,
154). Netea et al. zeigten abseits der sonstigen Anschauung der Inflammasom-abhangi-
gen IL-1B-Freisetzung, dass lediglich Makrophagen die beiden konsekutiven Signale be-
notigen (154). Monozyten hingegen bendtigen zur Aktivierung und Zytokinfreisetzung
nur ein Signal Gber PRRs (154). Dies geht einher mit der Beobachtung dieser Arbeit, dass
priméare humane PBMCs und vorallem CD14* Monozyten kein LPS-Priming benétigten.
Die Zellen waren schon voraktiviert und zeigten eine spontane mRNA-Expression des
pro-IL-1pB (IL1B), die CD14* Monozyten sogar eine spontane IL-1B-Freisetzung. ATP als
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zweites Signal fuhrte lediglich noch zu einer gesteigerten Induktion der IL-1p-Freiset-
zung. Inwieweit die PBMCs und CD14" Monozyten der in dieser Arbeit beschriebenen
Experimente nach Isolierung makrophagenahnliche Eigenschaften annehmen und welche
Rolle Voraktivierungen durch mechanische Stimuli, durch Pyrogenverunreinigungen der
Blutabnahmesysteme oder Gradientenmaterialien bzw. die Gradientenmaterialien selbst
spielen, bleibt somit in dieser Arbeit unbeantwortet und miusste in zukiinftigen Experi-
menten genauer untersucht werden. Eine weitere zentrale Frage wére zudem, ob ein au-
tokriner antiinflammatorischer Mechansimus tiber endogen synthestisiertes ACh im Rah-

men einer Immunantwort stattfindet, wie es an Monozyten der Ratte gezeigt wurde (94).

5.1.5 Wahrend der akuten Transplantatabstolungsreaktion endogen
produziertes ACh hemmt die ATP-induzierte IL-1p-Freisetzung aus
intravasalen mononuklearen Leukozyten aus allogen transplantierten

Rattennieren

Hecker et al. zeigten, dass wahrend der akuten Transplantatabstoungsreaktion intrava-
sale mononukleére Leukozyten aus allogen transplantierten Rattennieren, wovon rund 70
% Monozyten sind, endogen ACh produzieren (94). Weiterhin konnte in vitro ein ATP-
induzierter intrazelluldrer Calciumkonzentrationsanstieg in intravasalen mononukleéren
Leukozyten aus allogen transplantierten Rattennieren durch den nAChR-Antagonisten
Methyllycaconitin verstarkt werden (94). Dies fiihrte zur in dieser Arbeit gepriften Hy-
pothese, dass endogen synthetisiertes ACh autokrin und/oder parakrin die ATP-induzierte
IL-1pB-Freisetzung hemmen konnte. Intravasale mononukleédre Leukozyten aus allogen
transplantierten Rattennieren wurden aus Organperfusaten isoliert. Eine mRNA-Expres-
sion des Vorlaufermolekuls pro-IL-1p (111b) konnte erwartungsgemal ohne vorheriges
LPS-Priming nachgewiesen werden (siehe 4.4; Abb. 20), da die mononukledren Leuko-
zyten (darunter der grofite Teil Monozyten) in vivo im Rahmen der beginnenden akuten
TransplantatabstoRungsreaktion bereits aktiviert wurden. ATP induzierte nur eine sehr
geringe IL-1B-Freisetzung im Vergleich zu unstimulierten Zellen (siehe 4.4; Abb. 21). In
zusétzlicher Anwesenheit von AChE zeigte sich jedoch eine signifikant vermehrte IL-18-
Freisetzung (Abb. 21). Das ist vermutlich dadurch zu erkléren, dass AChE endogen pro-
duziertes ACh abbaut und folglich die verstarkte IL-1p-Freisetzung ermdglicht. Hieraus
lasst sich im Umkehrschluss ableiten, dass endogenes ACh in vitro die ATP-induzierte

IL-1B-Freisetzung aus isolierten intravasalen mononukledren Leukozyten aus allogen
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transplantierten Rattennieren hemmt. Die Zellviabilitat der stimulierten intravasalen mo-
nonuklearen Leukozyten aus allogen transplantierten Rattennieren wurde indirekt Gber
die LDH-Freisetzung bestimmt. Der Zelltod lag im Mittel unter 15 % (siehe 4.5, Tab. 9).
Dies erlaubt den Rickschluss, dass die beobachteten IL-1B-Freisetzungen nicht durch
Zytotoxizitat der eingesetzten Substanzen und/oder erhdhten Zelltod durch die Separati-
onsprozeduren zu begriinden sind. Der leicht erhdhte Zelltod im Vergleich zu humanen
Monozyten liegt wahrscheinlich in der massiven Voraktiverung wahrend der akuten

TransplantatabstolRungsreaktion begriindet.

Es l&sst sich schluf3folgern, dass die in vitro fir U937-Zellen und an primédren humanen
PBMCs und CD14" Monozyten gezeigte nAChR-vermittelte Hemmung der ATP-indu-
zierten IL-1B-Freisetzung vermutlich auf intravasale mononukleére Leukozyten aus allo-
gen transplantiereten Rattennieren Ubertragbar ist. Es darf spekuliert werden, dass dieser
Mechansimus auch in vivo stattfindet. Nach Aktivierung von Monozyten im Rahmen der
akuten TransplantatabstoRungsreaktion wird ATP, was im Zusammenhang von Inflam-
mation und Trauma freigesetzt wird, als DAMP erkannt (61, 110, 136). Endogen produ-
ziertes ACh kann dann autokrin auf die Zelle selbst und parakrin auf andere Monozyten
sowie moglicherweise auf andere Immunzellen und Epithelzellen antiinflammatorisch
wirken. Dies geht einher mit bereits beschriebenen nAChR-vermittelten antiinflammato-
rischen Effekten (5, 21, 141, 197, 201, 209, 212, 222). Welche nAChR-Untereinheiten
diesen Effekt vermitteln, kann aus diesen Ergebnissen nicht direkt abgeleitet werden. Die
Expression der nAChR-Untereinheiten a7 (Chrna7), a9 (Chrna9) und a10 (Chrnal0) war
in den intravasalen mononukledren Leukozyten aus allogen transplantierten Rattennieren
nachweisbar (siehe 4.4, Abb. 20). Weitere Untersuchungen waren notwendig, um eindeu-
tig die NnAChR-Untereinheiten zu bestimmen, die den gezeigten Effekt vermitteln. Hecker
et al. konnten in ihren Untersuchungen die Expression des a7-nAChR (Chrna7) nicht
eindeutig nachweisen. Dies konnte fiir eine Rezeptorexpression in Abhangigkeit vom Ak-
tivierungsgrad der Zelle sprechen, wie es Hinweise aus anderen Daten vermuten lassen
(73, 205, 221). Es konnte jedoch auch sein, dass die durchgefiihrte PCR nicht sensitiv

genug war.

In weiteren Untersuchungnen wére zu priifen, ob dieser Mechanismus auch im Menschen
in vivo eine Rolle spielt. Dies kdnnte einerseits zum weiteren pathophysiologsichen Ver-
standis immunologischer Erkrankungen beitragen. Andererseits konnte dies klinisch ei-
nen neuen therapeutischen Ansatzpunkt bieten.
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5.1.6 SchluRfolgerung

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass die nAChR-Agonisten ACh, Nic und Cho die
ATP-induzierte IL-1pB-Freisetzung aus Monozyten in vitro hemmen, wohingegen die
ATP-unabhéangige IL-1B-Freisetzung nicht beeintréchtigt wurde. Der Effekt erfolgt mog-
licherweise Uber eine NAChR-vermittelte Hemmung der lonenkanalfunktion des P2X7R.
Fur diesen hemmenden Effekt konnte in dieser Arbeit eine Beteiligung der nAChR-Un-
tereinheiten a7, a9 und alO gezeigt werden. Diese Arbeit zeigt weiterhin, dass die
nAChR-vermittelte Hemmung der ATP-induzierten IL-1B-Freisetzung auf primére hu-
mane PBMCs und primére humane CD14" Monozyten Ubertragbar ist. Dieser antiin-

flammatorische Effekt konnte auch in vivo von klinischer Relevanz sein.

Weiterhin zeigen die Ergebnisse dieser Arbeit, dass endogen produziertes ACh aus in-
travasalen mononukleédren Leukozyten aus allogen transplantierten Rattennieren in vitro
die ATP-induzierte IL-1pB-Freisetzung autokrin und/oder parakrin hemmt. Es darf ge-
schluBRfolgert werden, dass dieser Mechanismus auch in vivo in der Ratte im Rahmen
einer Immunaktivierung wie der akuten TransplantatabstoRungsreaktion zur Autoregula-
tion der Immunantwort stattfinden kdnnte. Zielzellen kénnten hier die Monozyten selbst,
sowie andere Immunzellen und Epithelzellen sein. Es darf hypothetisiert werden, dass ein
solcher Mechanimsus auch im Menschen stattfinden konnte.

Anhand der Ergebnisse dieser Arbeit kann PC als nAChR-Agonist identifiziert werden.
PC und PC-modifizierte Molekiile hemmen ebenfalls die ATP-induzierte IL-1B-Freiset-
zung aus Monozyten. Es darf spekuliert werden, dass Bakterien und Parasiten, die PC-
modifizierte Molekile synthetisieren, diesen antiinflammatorischen Effekt zur Immune-
vasion benutzen und so die Immunantwort des Wirtes ddmpfen. Es kénnte sich um einen
evolutionér sehr alten cholinergen Mechanismus handeln, der nicht nur dem Organismus

selbst dient, sondern auch ,,von auflen* genutzt wird.

Abb. 22 stellt schematisch den in dieser Arbeit gezeigten antiinflammatorischen Effekt

auf zellularer Ebene dar.
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Abbildung 22: Schematische Darstellung des in dieser Arbeit gezeigten antiinflammatorischen Ef-
fektes. Uber Lipopolysaccharid (LPS) wird der Toll-like Rezeptor (TLR)4-Signalweg aktiviert, der die
Transkription des inaktiven Vorlaufermolekiils pro-Interleukin (IL)-1p induziert. Uber den P2X7-Rezeptor
(P2X7R) wird durch Adenosintriphosphat (ATP) die Formation des aktiven Inflammasoms induziert. Dies
resultiert in einer Caspase-1-katalysierten Abspaltung des IL-13 vom pro-IL-1p und letzlich in einer IL-1p-
Freisetzung. Die Agonisten nikotinischer Acetylcholinrezeptoren (nAChR) Acetylcholin (ACh), Nikotin
(Nic), Cholin (Cho) sowie auBerdem Phosphocholin (PC) und PC-modifizierte Molekiile hemmen die ATP-
induzierte IL-1pB-Freisetzung, wohingegen die ATP-unabhéngige IL-1p-Freisetzung nicht beeintrachtigt
wird. Es wird spekuliert, dass dieser Effekt méglicherweise tber eine Hemmung der lonenkanalfunktion
des P2X7R durch die nAChR stattfindet und es nicht zur Signalweiterleitung und Bildung des Inflamma-
soms kommt (in Pastellfarben dargestellt). An diesem Effekt sind die NAChR-Untereinheiten o7, a9 und
a10 beteiligt. (nach (15, 93, 185))

Weitere experimentelle und klinische Untersuchungen miissen folgen, um den genauen
Mechanismus in vitro und in vivo aufzuklaren. Mégliche Rezeptorinteraktionen zwischen
NAChR und dem P2X7R, sowie die Wirkungsweise von nAChR in Immunzellen miissten
genauer untersucht werden. Dies konnte einen mdglichen Ansatzpunkt hinsichtlich the-
rapeutischer Strategien bieten, der sowohl bei der Therapie von (Auto-) Immunerkran-
kungen als auch bei der Therapie bakterieller oder parasitérer Erkrankungen eine Rolle

spielen konnte.
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5.1.7 ,Riickblick in die Zukunft“

Dieses Kapitel ist ein Exkurs. Zwischen der Fertigstellung der in dieser Arbeit présentier-
ten Ergebnisse und der Niederschrift als Dissertationsarbeit ist einige Zeit vergangen. In
der Zwischenzeit sind weitere Ergebnisse publiziert worden. Die nachfolgend dargestell-
ten Aspekte gehdren nicht im eigentlichen Sinne zu dieser Arbeit, sind jedoch bewusst in
den Diskussionsteil eingefugt, da diese weiterflihrenden spannenden Ergebnisse durch
ihre klinische Relevanz der Thematik weiter Leben einhauchen und daher nicht unbeach-

tet bleiben sollen.

Im Zuge der Experimente dieser Arbeit wurden neben der IL-1pB-Freisetzung auch die
Freisetzungen der Inflammasom-unabh&ngigen proinflammatorischen Zytokine IL-6 und
TNF-o aus U937-Zellen und priméren humanen CD14* Monozyten gemessen (93). Hier
zeigte sich kein Effekt der nAChR-Agonisten auf die IL-6- oder TNF-a-Freisetzung. Dies
ist ein weiterer Hinweis dafir, dass sich der gezeigte antiinflammatorische Effekt auf die
nAChR-vermittelte Hemmung der Inflammasom-abhangigen ATP-induzierten IL-1B-
Freisetzung bezieht. Weiterhin wurden patch-clamp-Experimente mit LPS geprimeten
U937-Zellen durchgefuhrt (93). Es konnte gezeigt werden, dass Nic die ATP-induzierten
lonenstrome hemmt (93). Dieser Effekt war durch Mec antagonisierbar (93). Dieses Er-
gebnis unterstutzt die Schlu3folgerung, dass die nAChR-vermittelte Hemmung der ATP-
induzierten IL-1p-Freisetzung die Inflammasombildung per se nicht beeinflusst, sondern
eher auf Rezeptorebene Uber eine mogliche Interaktion der NAChRs mit dem P2X7R
stattfindet. Interessanterweise konnte zudem gezeigt werden, dass Nic alleine keine lo-
nenstrome induziert (93). Dies untersttzt die Hypothese, dass a7- und a9/a10-nAChR in
U937-Zellen keine klassischen lonenkanale sind, sondern metabotrope Funktionen haben
(93). Die Frage, welche nAChR in welchen Zellen welche Funktion haben und in welcher

Weise nAChR-Agonisten und -Antagonisten wirken, 6ffnet somit ein neues weites Feld.

Richter et al. konnten spater an Xenopus laevis-Oozyten, die die humanen nAChR-Unter-
heinheiten a9 und al0 exprimierten, zeigen, dass PC an diesen ionotropen Rezeptoren

keine lonenstrome ausldst, sondern als ,,Silent agonist oder gar Antagonist wirkt (174).

In nachfolgenden Arbeiten konnte eindriicklich eine klinische Relevanz des présentierten
antiinflammatorischen Effektes gezeigt werden. Backhaus et al. zeigten, dass in pulmo-
nalem Surfactant enthaltenes Dipalmitoylphosphatidylcholin (DPPC) die ATP-induzierte
IL-1B-Freisetzung aus Monozyten hemmt (9). Fur Patienten mit akuten
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Lungenerkrankungen wie dem Acute Respiratory Distress Syndrome (ARDS) sind er-
niedrigte DPPC-Konzentrationen und eine erhohte Inflammasomaktivitit beschrieben
(50, 55). Hier kénnte ein moglicher neuer therapeutischer Ansatzpunkt sein. Zudem zeig-
ten die Autoren, dass auch dieser Effekt nicht Gber klassische ionotrope Funktionen der
nAChR vermittelt wird (9). Der a9-nAChR konnte als mafgebliche Untereinheit identi-

fiziert werden und interagiert vermutlich mit o7- und/oder a10-nAChR-Untereinheiten
(9).

Richter et al. konnten flr das Akute-Phase-Protein CRP eine mogliche protektive Funk-
tion zeigen (176). CRP wird in der Leber durch zirkulierendes IL-1f und IL-6 induziert
und ist ein klinisch verwendeter unspezifischer Inflammationsmarker. CRP kann PC bin-
den. Fir CRP-PC-Komplexe konnte ein hemmender Effekt auf die ATP-induzierte IL-
1B-Freisetzung aus Monozyten gezeigt werden (176). Dieser Effekt wurde Giber metabo-
trope nAChR-Funktionen der nAChR-Untereinheiten a7, a9 und ol0 vermittelt. In
Traumapatienten konnte eine negative Korrelation von IL-1p und CRP identifiziert wer-
den, wohingegen andere proinflammatorische Zytokine diese negative Korrelation mit
CRP nicht zeigten. Die Autoren gehen von einem negativen feedback-Mechanismus des
CRP auf die IL-1B-Freisetzung aus.

Erst kuirzlich konnte gezeigt werden, dass Amyloid-p-Peptide (AB1-42), die im Pathome-
chanismus der Alzheimer Erkrankung eine Rolle spielen, die nAChR-vermittelte Hem-
mung der ATP-induzierten IL-1pB-Freisetzung antagonisieren und zu einer IL-1p-Freiset-
zung flhren (175).

Diese Ergebnisse, die auf der nAChR-vermittelten Hemmung der ATP-induzierten IL-
1B-Freisetzung basieren, zeigen die verschiedenen pathophysiologischen Zusammen-
hange, bei denen dieser antiinflammatorische Effekt eine Rolle zu spielen scheint. Dies
verdeutlicht die klinische Relevanz und die ,,Lebensnidhe” dieses grundlagenwissen-

schaftlichen Themas.
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6  Zusammenfassung

6.1 Agonisten nikotinischer Acetylcholinrezeptoren hemmen die

ATP-induzierte IL-1B-Freisetzung aus Monozyten

Interleukin (IL)-1p ist als potentes proinflammatorisches Zytokin in viele Immunreaktio-
nen und Erkrankungen involviert. Seine Freisetzung bendtigt klassischerweise zwei kon-
sekutive Gefahrensignale. Ein erstes Signal wie Lipopolysaccharid (LPS) aus der Zell-
wand Gram-negativer Bakterien induziert die Synthese des Vorlaufermolekdils pro-IL-
1B. Ein zweites Signal wie Adenosintriphosphat (ATP) induziert die Bildung des intra-
zelluléren Inflammasoms, das die IL-1B-Synthese und -Freisetzung vermittelt. Die IL-1p-
Freisetzung unterliegt komplexen Regulationsmechanismen, um tberschieRende Immun-
reaktionen und damit einhergehende Schéden zu vermeiden. Non-neuronale cholinerge
Kontrollmechanismen im Immunsystem sind schon lange Zeit bekannt. Acetylcholin
(ACh) und andere Agonisten nikotinischer Acetylcholinrezeptoren (nAChRs) kénnen an-
tiinflammtorisch wirken. In dieser Arbeit wurde der Einfluss von nAChR-Agonisten,
nAChR-Antagonisten sowie Phosphocholin (PC) und PC-modifizierter Molekdle auf die
ATP-induzierte IL-1p-Freisetzung aus Monozyten untersucht. Die IL-1B-Freisetzung
wurde im ELISA gemessen. Mittels RT-PCR und small interfering ribonucleic acid
(siRNA)-Transfektionsexperimenten wurden beteiligte NAChR-Untereinheiten gepruft.
Der EinfluB von nAChR-Agonisten und PC auf die ATP-induzierte I1L-1p-Freisetzung
wurde auflerdem an priméren humanen mononukledren Zellen des peripheren Blutes
(PBMCs) und CD14* Monozyten sowie an intravasalen mononuklearen Leukozyten aus
allogen transplantierten Rattennieren, die endogen ACh produzieren, untersucht. Die
nAChR-Agonisten ACh, Nikotin (Nic) und Cholin (Cho) hemmen signifikant die ATP-
induzierte I1L-1B-Freisetzung aus Monozyten. Die ATP-unabhangige IL-1p-Freisetzung
wird nicht beeinflusst. PC kann als nAChR-Agonist identifiziert werden und hemmt
gleichwie PC-modifizierte Molekile, wie sie von Bakterien und Parasiten zur Immune-
vasion synthetisiert werden, ebenfalls die ATP-induzierte IL-1pB-Freisetzung aus Mo-
nozyten. Die nAChR-Untereinheiten a7, a9 und 10 sind an diesem Effekt beteiligt. Die-
ser Effekt ist auf primare humane PBMCs und CD14* Monozyten (bertragbar. In intrava-
salen mononukledren Leukozyten aus allogen transplantierten Rattennieren hemmt ver-
mutlich endogen produziertes ACh die ATP-induzierte IL-1pB-Freisetzung autokrin

und/oder parakrin. Damit wird ein antiinflammatorischer Mechansimus gezeigt, der
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sowohl im Organismus selbst eine Immunantwort modulieren, als auch von Bakterien
und Parasiten zur Immunevasion genutzt werden konnte. Dies ist zum Verstandnis patho-
physiologischer Mechansimen und hinsichtlich therapeutischer Strategien von Klini-

schem Interesse.

6.2  Agonists of nicotinic acetylcholine receptors inhibt ATP-induced

IL-1P release by monocytes

Interleukin (IL)-1B is a potent proinflammatory cytokine which is involved in various
immune responses. IL-1P release generally requires two consecutive danger signals. A
first signal like lipopolysaccharide (LPS), which is a component of the cell wall of Gram-
negative bacteria, induces the synthesis of the precursor pro-IL-1p. A second signal such
as adenosine triphosphate (ATP) induces inflammasome assembly, a cytosolic multipro-
tein complex inducing synthesis and release of mature IL-1B. Release of IL-1p is strictly
controlled to prevent exceeding immune responses and concomitant damage. Non-neu-
ronal cholinergic mechanisms controlling immunity have been reported long ago. Ace-
tylcholine (ACh) and other agonists of nicotinic acetylcholine receptors (nAChRS) are
known for their antiinflammatory effects. In this study we investigated the effect of ago-
nists and antagonists of nAChRs as well as phosphocholine (PC) and PC-modified mol-
ecules on ATP-induced IL-1p release by monocytes. IL-1 concentrations were measured
by ELISA. To analyze the nAChR subunits involved, RT-PCR and transfection experi-
ments with small interfering ribonucleic acid (siRNA) were performed. The effect of ag-
onists of NAChRs and PC on ATP-induced IL-1 release was also investigated in primary
human peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) and CD14" monocytes as well as in
intravascular leukocytes of rat renal allografts, which endogenously produce ACh. The
agonists of NAChR ACh, nicotine (Nic) and choline (Cho) significantly inhibit ATP-in-
duced IL-1p release by monocytes whereas the ATP-independent release of IL-1p re-
mained unimpaired. PC was identified as a nAChR agonist. PC as well as PC-modified
molecules synthesized by various bacteria and parasites, inhibit the ATP-induced IL-1f3
release by monocytes. The nAChR subunits a7, a9 und a10 are involved in this mecha-
nism. This effect is also applicable to primary human PBMCs and CD14" monocytes.
ACh, which is endogenously produced by intravascular mononuclear leukocytes from rat
renal allografts, inhibits the ATP-induced IL-1p release in an autocrine and/or paracrine

manner. Here we report an antiinflammatory mechanism, which plays a role in
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modulating the immune response in vivo. It might as well be used by bacteria and para-
sites to dampen the host’s immune response. This might give new insights into possible

pathophysiological mechanisms and might be a target of future therapeutic approaches.
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7  Abkiirzungsverzeichnis

a7-nAChR
a9-nAChR
al10-nAChR
a-Bun

Abb.
Acetyl-CoA
ACh

AChE
AlIM?2
ALRs

AP-1

APCs

Aqua ad inj.
ARDS

ASC

ATP
Bp
BSA

BzATP

CAPS
CarAT
CARD

Caspl

nikotinischer Acetylcholinrezeptor, Untereinheit o7
nikotinischer Acetylcholinrezeptor, Untereinheit o9
nikotinischer Acetylcholinrezeptor, Untereinheit a.10
a-Bungarotoxin

Abbildung

Acetyl-Coenzym-A

Acetylcholin

Acetylcholinesterase

absent in melanoma 2

absent in melanoma 2 (AIM2)-like-Rezeptoren
activator protein 1

antigen-presenting cells

Agqua ad injectabilia

acute respiratory distress syndrome

apoptosis-associated speck-like protein containing a caspase recruitment

domain
Adenosintriphosphat
base pairs; Basenpaare
bovines Serumalbumin

2" (37)-0-(4-Benzoylbenzoyl)adenosin 5 -triphosphat, 2°(3")-O-(4- Ben
zoylbenzoyl)adenosine 5 -triphosphate trieethylammoni  um salt

Cryoporin-assoziiertes periodisches Syndrom
Carnitinacetyltransferase
caspase recruitment domain

Caspase-1
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CD14
cDNA
ChAT
Cho
CHRFAMT7A
CHRNA
CHT1
CLRs
CRP
CTL
COX
DA
DAMP
dATP
dCTP
DCs
dGTP
DNA
dNTP
DPPC
dUuTP
EDTA
ELISA
FAMT7A
FCS

FMF

cluster of differentiation 14

complementary desoxyribonucleic acid
Cholinacetyltransferase

Cholin

CHRNA-FAMTYA Fusion

cholinergic receptor nicotinic alpha subunit
Cholintransporter-1
C-Typ-Lektin-Rezeptoren

C-reaktives Protein

choline transporter-like protein
Cyclooxygenase

Dark Agouti

danger-associated molecular pattern
Desoxyadenosintriphosphat
Desoxycytidintriphosphat

dendritic cell; dendritische Zelle
Desoxyguanosintriphosphat
desoxyribonucleic acid; Desoxyribonukleinséure
Desoxyribonukleosidtriphosphat
Dipalmitoylphosphatidylcholin
Desoxyuridintriphosphat
Ethylendiamintetraessigséure

enzyme-linked immunosorbent assay

family with sequence similarity 7A, exons A-E
fetal calf serum

familiares Mittelmeerfieber
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G-CSF granulocyte-colony stimulating factor
HCI Hydrogenchlorid, Salzséure
HF hydrofluoric acid

HMGB1 high mobility group box protein 1

ICAM intercellular adhesion molecule

IFI16 IFNy-inducible protein 16

IFN Typ-I-Interferon

IGF Insulin-like growth factor

IKK IxB kinase

IL Interleukin

IL-1R Interleukin-1-Rezeptor

IPAF ice protease-activating factor

IRAKSs interleukin-1 receptor-associated kinases
IRF3 interferon regulatory factor-3

K* Kalium

KCI Kaliumchlorid

LBP Lipopolysaccharid (LPS)-bindendes Protein, LPS binding protein
LEW Lewis

LOS Lipooligosaccharid

LPS Lipopolysaccharid

LRRs leucine-rich repeats

mAChR muskarinischer Acetylcholinrezeptor
MAPK mitogen-activated protein kinase

MBL Mannose-bindendes Lektin

MD2 myeloid differentiation factor 2, Lymphozytenantigen 96

Mec Mecamylamin
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MHC
MRNA
mMtRNA
MyD88
nAChR
NACHT
NF-xB
Nic

NK
NLR
NLRP
NO
NOD
OCT
P2X7R
PAFR
PAMPs

PBMCs

PBS

PC
Pro-caspl
PRR
PVDF
PYD

RIG

major histocompatibilty complex

messenger ribonucleic acid; Boten-Ribonukleinséure
mitochondriale Ribonukleinsére

myeloid differentiation primary response protein 88
nikotinischer Acetylcholinrezeptor

nucleotide-binding and oligomerization domain

nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B-cells
nicotine; Nikotin

Naturliche Killerzelle; natural killer cell

nucleotide-binding oligomerization domain (NOD)-like-Rezeptor
NOD-, LRR- and PYD-containing

nitric oxide; Stickstoffmonoxid

nucleotide-binding oligomerization domain

organic cation transporter

P2X7-Rezeptor

platelet-activating factor receptor

pathogen-associated molecular patterns

peripheral blood mononuclear cells; mononukledre Zellen des peri-

pheren Blutes
phosphate-buffered saline
Phosphocholin
Pro-Caspase-1

pattern recognition receptor
Polyvinylidendifluorid
pyrin domain

retinoic acid-inducible gene
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RLR
RNA
ROS
RPMI
RT
RT-PCR
SDS
siRNA
Stry
Tab.
TAB
TAK1
TANK
TBK1
TIR
TIRAP
TLRs
TNF-a
TRAF
TRAM
TRIF
VAChT

VEGF

retinoic acid-inducible gene (RIG)-I-like-Rezeptor
ribonucleic acid; Ribonukleinséure

Reaktive Sauerstopffspezies; reactive oxygen species
Roswell Park Memorial Institute

Raumtemperatur
Reverse-Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion
sodium dodecyl sulfate

small interfering ribonucleic acid

Strychnin

Tabelle

transforming growth factor-g-activated kinase 1-binding protein
transforming growth factor-g-activated kinase 1
TRAF family member-associated NF-xB activator
TANK-binding kinase 1

Toll/interleukin-1 receptor

TIR domain-containing adapter protein
Toll-like-Rezeptoren

Tumornekrosefaktor-a

tumor necrosis factor receptor associated factor
TRIF-related adapter molecule

TIR domain-containing adapter-inducing interferon-$
vesicular acetylcholine transporter

vascular endothelial growth factor
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