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Meinen Eltern



Zusammenfassung

Studien an Fibroblasten zeigten die Reduktion pro-inflammatorischer Zytokine, den ver-
stirkten Ubergang in den Zelltod sowie die Aufnahme von PoPo3 nach Stimulation mit
TRPA1-Liganden. Neben Fibroblasten sind B-Zellen in der Pathogenese der
rheumatoiden Arthritis wichtig. Deshalb sollte der Einfluss des TRPA1-Kanals auf die
Zytokin-Produktion, das Leben-/Todverhalten, das intraz. Calcium sowie die Aufnahme
des Farbstoffs PoPo3 auf B-Zellen mit Hilfe bekannter Liganden des Kanals untersucht

werden, um spezifische Zielstrukturen fiir einen pharmakologischen Nutzen zu eruieren.

TRPAT1 und eine mogliche Hochregulation nach CpG/anti-IgM-Stimulation in B-Zellen
wurde mittels Western-Blot nachgewiesen. TNF-alpha- und IL-10-Produktion wurde mit
einem ELISA untersucht. Die Leben-/Todmessung erfolgte mit einer Annexin V/PI-Fér-
bung. Die Calcium-Messung sowie die PoPo3-Aufnahme wurden mit einem Multimode-

Reader durchgefiihrt.

Der TRPA1- und TRPV2-Kanal wurden in murinen CD19-pos. B-Zellen nachgewiesen,
der TRPA1-Kanal zudem in humanen B-Zellen. Eine Hochregulation nach Stimulation
mit CpG/anti-IgM erfolgte nicht. Nach Stimulation der B-Zellen mit den TRPA1-Ago-
nisten CBD und CIN wurden bei CpG/anti-IgM stim. B-Zellen weniger TNF-alpha und
IL-10 gemessen. Polygodial nahm keinen Einfluss auf die Zytokinproduktion. Durch Sti-
mulation mit CBD und CIN erfolgte ein vermehrter Ubergang der B-Zellen in die
Apoptose nicht jedoch in die Nekrose. Bei Polygodial veranderte sich das Leben-/Tod-
verhalten nicht. Das intraz. Calcium stieg konzentrationsabhéingig bei Stimulation der B-
Zellen mit CBD, CIN und Polygodial, auch bei Abwesenheit von extraz. Calcium. Der
Farbstoff PoPo3 wurde nach Stimulation mit CBD und CIN aus der B-Zelle ausgeschleust
und nach Stimulation mit Polygodial in die B-Zelle aufgenommen. Spezifische Antago-
nisten gegen TRP-Kanéle konnten die Effekte von CBD, CIN und Polygodial nicht inhi-

bieren.

Die Reduktion pro-inflammatorischer Zytokine sowie die Sensibilisierung gegeniiber
Apoptose durch CBD und CIN ermdglichen einen pharmakologischen Einsatz gegen Ge-
websentziindungen bei der rheumatoiden Arthritis. Die Authahme von PoPo3 in B-Zellen
durch Stimulation mit Polygodial zeigt das Potential einer Wirkstoffaufnahme von
Pharmaka direkt in die B-Zellen. Durch fehlende Antagonisierung der Stimulantien bleibt

die Zielstruktur noch zu untersuchen.



Summary

Studies on fibroblasts showed the reduction of pro-inflammatory cytokines, the enhanced
transition to cell death and the uptake of PoPo3 after stimulation with TRPA1 ligands.

Besides fibroblasts, B cells are important in the pathogenesis of rheumatoid arthritis.

Therefore, the influence of the TRPA1 channel on cytokine production, life/death
behavior, intracellular Calcium as well as the uptake of the dye PoPo3 on B cells using
known ligands of the channel should be investigated to identify specific targets for

pharmacological benefit.

TRPALI and a possible upregulation after CpG/anti-IgM stimulation in B cells was de-
tected by Western blotting. TNF-alpha and IL-10 production was investigated by ELISA.
The live/death measurement was performed with an Annexin V/PI stain. The calcium

measurement as well as PoPo3 recording was performed with a multimode reader.

The TRPA1 and TRPV2 channels were measured in murine CD19-positive B cells. The
TRPA1 channel was also detected in human B cells. An upregulation after stimulation
with CpG/anti-IgM was not observed. After stimulation of the B cells with the TRPA1
agonists CBD and CIN, less TNF-alpha and IL-10 was observed on CpG/anti-IgM stim-
ulated B cells. Polygodial did not influence cytokine production. Stimulation with CBD
and CIN resulted in an increase transition of B cells into apoptosis but not into necrosis.
Polygodial did not change the life/death behavior. The intracellular Calcium increased in
a concentration-dependent manner when B cells were stimulated with CBD, CIN and
Polygodial, even in the absence of extracellular calcium. The dye PoPo3 was removed
from the B cell after stimulation with CBD and CIN and absorbed into the B cells after
stimulation with Polygodial. Specific antagonists to TRP channels were unable to inhibit

the effects of CBD, CIN and Polygodial.

The reduction of pro-inflammatory cytokines as well as the sensitization to apoptosis by
CBD and CIN allow a pharmacological use against tissue inflammation in rheumatoid
arthritis. The uptake of PoPo3 in B cells by stimulation with Polygodial shows the
potential of drug uptake directly into the B cells. Due to the lack of antagonization of the

stimulants, the target structure remains to be investigated.
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1 Einleitung

1.1 Definition der rheumatoiden Arthritis

Die rheumatoide Arthritis (RA) stellt eine chronisch-entziindliche, autoimmune Erkran-
kung dar, die charakterisiert ist durch schmerzhafte, geschwollene Gelenke. Im Laufe der
Erkrankung kommt es zu einer Gelenkdestruktion mit einer einhergehenden Behinderung

der Patienten im Alltag (Picerno et al., 2015; Smolen et al., 2016).

Von der RA sind weltweit ca. 0,5-1 % der Menschen betroffen (Song und Lin, 2017;
Scott et al., 2010). Generell erkranken Frauen héufiger als Manner an der RA, aufgrund
verschiedener Einfliisse wie hormoneller, genetischer, immunologischer und endokriner

Faktoren (Alpizar-Rodriguez et al., 2017).

Patienten mit einer RA haben im Vergleich zur Gesamtpopulation eine ca. 1,5-fach
erhohte Mortalitétsrate. Kardiovaskuldre Erkrankungen sind maf3geblich an der erh6hten
Mortalitdt beteiligt, aber auch respiratorische Erkrankungen sowie Infektionen tragen

dazu bei (van den Hoek et al., 2017; Myasoedova et al., 2010).

Aufgrund der Einschrankungen im alltdglichen Leben und der Lebensqualitdt sowie der
erhohten Mortalitét ist ein besseres Verstdndnis der Pathogenese und der Identifikation

einer potentiellen Zielstruktur fiir Medikamente weiterhin von grof8er Bedeutung.

1.1.1 Klinik

Zu Beginn der RA stehen unspezifische Allgemeinsymptome wie Miidigkeit, Abgeschla-
genheit, vermehrtes Schwitzen, Muskelschmerzen und subfebrile Temperaturen im Vor-
dergrund (Arastéh, 2018). Typisch ist eine ausgeprégte ,,Morgensteifigkeit™ vor allem der
Hand- und FuB3gelenke, die ca. 30 Minuten anhélt und sich im Laufe des Tages verbessert
(Wasserman, 2011). Im Verlauf der Erkrankung entwickelt sich eine symmetrische
Arthritis besonders der kleinen Gelenke der Hénde und Fiile: Betroffen sind
hauptsidchlich die Grundgelenke, weniger die Mittelgelenke und sehr selten die
Endgelenke (Wasserman, 2011). Spéter konnen auch Knie-, Sprung-, Hiift-, Ellenbogen-
und Schultergelenke betroffen sein, seltener die Wirbelsdule und das Kiefergelenk. Die
Erkrankung tritt in Schiiben auf, in denen die betroffenen Gelenke meist stark
geschwollen und druckschmerzhaft sind. Durch anhaltende Entziindungen treten im

fortgeschrittenen Stadium Gelenkdestruktionen mit einhergehenden Fehlstellungen auf



(Arastéh, 2018). Komplikationen der RA sind unter anderem Erkrankungen im
kardiovaskuldren System und im Respirationstrakt sowie Infektionen. Das Risiko eine
kardiovaskuldre Erkrankung zu erleiden, erhoht sich um das 1,5-2-fache bei Patienten
mit RA (Liao, 2017), die Pravalenz einer RA-bedingten interstitiellen Lungenerkrankung

liegt bei 1 bis 58 % (Spagnolo et al., 2018).

1.1.2 Diagnostik

Eine frithe Diagnose mit einhergehender frither Therapie ist entscheidend fiir eine Ver-
besserung der Prognose der RA. Aufgrund dessen wurden ACR-/EULAR-Klassifika-
tionskriterien verfasst, um eine moglichst frithe Diagnose zu ermdglichen (Kay und
Upchurch, 2012). Fiir die Diagnose einer RA ist allein die Zusammenschau der Vorge-
schichte des Patienten, der korperliche Befund, die serologischen sowie apparativen Er-

gebnisse zielfiihrend (Arastéh, 2018).

1.1.3 Therapeutische Moglichkeiten

In der RA ist bisher noch keine kausale Therapie vorhanden, die eine Heilung der Erkran-
kung ermdglicht (Schett et al., 2016; Abbasi et al., 2019). Ziel der Therapie ist, eine Re-
mission zu erreichen (Davis und Matteson, 2012). Das Konzept der Therapie erfolgt nach
einem Stufenschema, bei dem zunédchst mit NSAR (nichtsteroidale Antirheumatika) und
Glukokortikoiden eine Symptomverbesserung erzielt und mit Hilfe der DMARDs
(Disease-modifying antirheumatic Drugs) die Gelenkdestruktion verlangsamt werden
soll (Schett et al., 2016; Arast¢h, 2018). Biologika, die gezielt in pathogenetische
Prozesse der RA eingreifen, haben die Behandlung der RA deutlich verbessert. Neben
der medikamentdsen Therapie steht eine umfassende physikalische Therapie (Arastéh,
2018).

1.2 Atiologie und Pathogenese

Autoimmunerkrankungen sind gekennzeichnet durch einen Verlust der Toleranz gegen-
iiber korpereigenem Gewebe, sodass nicht mehr zwischen ,,fremd* und ,,eigen* unter-
schieden werden kann, was zu einer Schiadigung von Gewebestrukturen fiihrt. Eine pro-
minente Rolle in der Pathogenese autoimmuner Prozesse spielen autoreaktive T- und
B-Zellen (Theofilopoulos et al., 2017). Die Ursachen fiir die Entstehung der RA sind nicht
vollstindig bekannt. Sowohl genetische, epigenetische als auch Umweltbedingungen

nehmen Einfluss auf die Entstehung der RA (Giannini et al., 2020).



1.2.1 Einfluss genetischer Faktoren

Ein genetischer Zusammenhang bei der Entstehung der RA ist bekannt. In vielen Fillen
konnte ein erhohtes Krankheitsvorkommen in Familien von RA-Patienten beobachtet
werden (Viatte et al., 2013; Lawrence, 1970). Eine Vererbbarkeit von bis zu 65 % wird

angenommen (MacGregor et al., 2000).

Forschungen zeigten, dass die MHC-Region (Major Histocompatibility Complex) auf
Chromosom 6p21.3 als ein wichtiger genetischer Faktor fiir die Entstehung der RA anzu-
sehen ist (Stastny, 1976). Eine grofle Bedeutung spielen dabei die Allele im ,,Klasse 11
major Histokompatibilitdtskomplex* (MHC-II) HLA-DRBI1 (Kong et al., 2002). Einen
groflen Anteil an dem Risiko der Entstehung der RA nimmt das ,,shared epitope* in der
dritten hypervariablen Region des HLA-DRBI1-Allels ein, welches eine gemeinsame
Aminosduresequenz kodiert (Gregersen et al., 1987). Kodieren HLA-DRB1-Allele das
»Shared epitope®, besteht eine erhohte Wahrscheinlichkeit, dass sich eine ACPA-positive
(Antikorper gegen citrullinierte Protein-Antigene) RA entwickelt (Klareskog et al., 2008;
Holoshitz, 2010).

Auch in Stammbaum- und Zwillingsanalysen wurde das Auftreten der RA untersucht.
Die Wahrscheinlichkeit an RA zu erkranken, wenn ein Verwandter ersten Grades er-
krankt ist, betrdgt ca. 2—5 % (Firestein und Mclnnes, 2017). Es wurde beschrieben, dass
die Konkordanzrate bei monozygoten Zwillingen bei 15-30 % und bei dizygoten Zwillin-
gen bei 5 % liege (MacGregor et al., 2000; Mclnnes und Schett, 2011). Die scheinbar
geringen Konkordanzraten lassen vermuten, dass weitere Einflussfaktoren wie Umwelt,
Mikrobiom und epigenetische Verdnderungen an der Entstehung der RA beteiligt sind
(Firestein und Mclnnes, 2017). An der Verarbeitung genetischer Informationen sind epi-
genetische Mechanismen beispielsweise in Form einer Modulation der Genexpression
mit beteiligt (Glant et al., 2014). Karami et al. (2020) beschrieben den Zusammenhang
zwischen genetischen und epigenetischen Prozessen als zwei sich bedingende Faktoren:
Kommt es zu Verdnderungen in epigenetischen Prozessen, so konnen genetische Muta-
tionen auftreten. Kommt es zu genetischen Mutationen in epigenetisch kodierten Sequen-

zen, so konnen epigenetische Mechanismen veridndert werden.

1.2.2 Einfluss der Umweltfaktoren

Der Einfluss der Umwelt auf die Entstehung der RA kann in drei Gruppen gegliedert
werden: beruflich, infektios, nicht beruflich/nicht infektiés (Gourley und Miller, 2007).
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Zu der beruflichen Exposition zdhlen unter anderem der Umgang mit kristallinem Silizi-

umoxid, Schwermetallen, Losungsmitteln und Mineraldlen (Gourley und Miller, 2007).

Eine groBere Bedeutung spielen bakterielle und virale Erreger in der Atiologie der RA.
Eine etablierte Verbindung besteht zwischen dem Epstein-Barr-Virus (EBV) und der RA.
Es besteht eine Assoziation zwischen dem latenten nukledren EBV-Antigen 1 (EBNA-1)
und charakteristischen Autoantikérpern der RA (Westergaard et al., 2015). Fiir das EBV
wurden viele immunmodulierende Funktionen beschrieben, die bei genetisch pradispo-
nierten Patienten eine RA auslosen konnen (Draborg et al., 2013). Neben EBV wurden
auch Einfliisse des humanen Herpesvirus 6, des Zytomegalievirus und des Parvovirus
B19 auf die Pathogenese der RA beschrieben (Sorgato et al., 2020; Broccolo et al., 2013).
Bezogen auf das Parvovirus B19 konnten eine stirkere Krankheitsaktivitdt und Aggressi-
vitdt sowie erhohte Spiegel pro-inflammatorischer Zytokine gemessen werden als bei Par-
vovirus-negativen RA-Patienten (Naciute et al., 2016). Aber auch bakterielle Erreger wie
Escherichia coli, Porphyromonas gingivalis und Streptokokkus pyogenes kdnnen den

Verlauf der RA beeinflussen (Terato et al., 2018).

Als stirkste Umweltexposition, die als Risikofaktor fiir die RA gilt, ist das Rauchen zu
nennen. Oxidativer Stress, ein pro-inflammatorischer Zustand, Autoantikorper-Produk-
tion und epigenetische Effekte werden durch das Rauchen begiinstigt (Chang et al., 2014).
Der negative Einfluss des Rauchens auf RA-Patienten ist durch die geringere Effektivitét
einer anti-TNF-alpha-Therapie bei Rauchern zu erkennen (Abhishek et al., 2010). Bei
Rauchern konnte ein dosisabhédngiges Auftreten von citrullinierten Antikérpern bei RA-
Patienten gezeigt werden (Klareskog et al., 2006). Da Citrullinierungen auch unter
physiologischen Bedingungen auftreten, reicht diese Erkenntnis allein nicht aus, um den
Zusammenhang zu erldutern (Zamanpoor, 2019). Durch eine Interaktion zwischen
genetischen Faktoren (Auftreten des ,,shared epitopes*) und der Umwelt (Rauchen) kann

es jedoch letztendlich zu einem Toleranzbruch kommen (Klareskog et al., 2006).
Weitere Einflussfaktoren stellen geringe Spiegel von ungesittigten Omega-3-Fettsduren
und Vitamin-D im Korper dar (Gioxari et al., 2018; Song et al., 2012).

1.3 Stellung der B-Zellen in der rheumatoiden Arthritis

Die B-Zellen spielen sowohl in der humoralen als auch in der zelluldren Immunitét eine

zentrale Rolle. Neben der Produktion von Auto-Antikdrpern sind B-Zellen unter anderem



in der Aktivierung von T-Zellen durch Antigenprésentation, Ko-Stimulation und Zyto-
kinproduktion beteiligt (Sokolov et al., 2018). Diese Prozesse tragen zu einer Gewebsent-
ziindung im Korper bei. Die Bedeutung der B-Zellen zeigt sich in der Diagnostik durch
Bestimmung von Autoantikorpern wie dem Rheumafaktor (RF) und Antikérpern gegen
citrullinierte Proteine (ACPA) (Verheul et al., 2015). Das therapeutische Ziel einer Deple-
tion der B-Zellen mit Hilfe des monoklonalen CD20-Antikorpers Rituximab geht mit
einer Verbesserung der Krankheitssymptomatik bei RA-Patienten einher und verdeutlicht
den Einfluss der B-Zellen in der Pathogenese der RA (Bugatti et al., 2014; Edwards und
Cambridge, 2001; Cambridge et al., 2003).

1.3.1 Produktion von Auto-Antikorpern

In der B-Zell-Entwicklung weisen 55 bis 75 % der friihen unreifen B-Zell-Vorlaufer ei-
nen gewissen Grad an Autoreaktivitdt auf (Finnegan et al., 2012; Wardemann et al.,
2003). Bei gesunden Menschen werden mit Hilfe zweier Kontrollpunkte in der B-Zell-
Entwicklung autoreaktive B-Zellen erkannt und entfernt. Im zentralen B-Zell-Toleranz-
Kontrollpunkt im Knochenmark wird der grote Teil autoreaktiver B-Zellen, die sich
zwischen der frithen unreifen und der unreifen Phase befinden, entfernt. Im peripheren
B-Zell-Toleranz-Kontrollpunkt werden autoreaktive B-Zellen, die vor dem Ubergang in
reife naive B-Zellen stehen, entfernt (Bugatti et al., 2014). Sowohl der zentrale als auch
der periphere B-Zell-Toleranz-Kontrollpunkt sind bei der RA defekt und ermoglichen das
Auftreten autoreaktiver B-Zellen (Samuels et al., 2005). Urséchlich sind verschiedene
Faktoren wie Veranderungen in den Signalwegen des B-Zell-Rezeptors und des Toll-like-
Rezeptors sowie eine verminderte Anzahl regulatorischer T-Zellen und eine erhdhte
Konzentration des B-Zell-Aktivierungsfaktors (BAFF) (Meffre, 2011; Finnegan et al.,
2012). Prognostisch und diagnostisch bedeutsame Antikorper stellen der RF wie auch die
ACPAs dar (Verheul et al., 2015). 60 bis 80 % aller RA-Patienten weisen den RF auf, der
sich gegen den Fc-Teil korpereigener Immunglobuline der Klasse G (IgG) richtet
(Verheul et al., 2015). Da der RF auch bei gesunden Menschen (RA-negativ) vorkommen
kann, nimmt der Antikorper gegen citrullinierte Protein-Antigene (ACPA) eine wichtige
Stellung in der Diagnostik der RA ein, da er eine hohere Spezifitdt und Sensitivitit
aufweist (Verheul et al., 2015). Aufgrund der Assoziation mit schwereren
Krankheitsverldufen und stirkeren radiologisch sichtbaren Schiden wird dem ACPA
ebenso ein hoher prognostischer Stellenwert beigemessen (Kroot et al., 2000; van der

Helm-van Mil et al., 2005). Neben diesen beiden Biomarkern sind noch viele weitere
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Autoantikorper in betroffenen Gelenken von RA-Patienten nachzuweisen, die eine lokale

Entziindungsreaktion provozieren kdnnen (Monach et al., 2009).

1.3.2 Antigen-Prasentation und T-Zell-Aktivierung

B-Zellen fungieren als Antigen-présentierende-Zellen (APC), indem sie Antigene endo-
zytieren und iber MHC-II-Molekiile an ihrer Oberfliche prasentieren (Finnegan et al.,
2012; O'Neill et al., 2005). Der T-Zell-Rezeptor CD4-positiver T-Zellen erkennt das liber
MHC-II présentierte Peptid, sodass weitere ko-stimulatorische Signale eingeleitet wer-
den. CD28 auf T-Zellen interagiert mit CD80/86 auf B-Zellen, wodurch Immunreaktio-
nen wie Zytokin-Ausschiittung, Antikorper-Produktion und T-Zell-Aktvierung provo-
ziert werden (Finnegan et al., 2012; Vidard et al., 1996). Diese Interaktion kann durch
das ,,.cytotoxische T-Lymphozyten-assoziierte Protein 4“ (CTLA-4) auf T-Zellen
unterbrochen werden, indem CTLA-4 CD80/86 bindet und die Signalwege inhibiert
(Linsley et al., 1991). Die Wirksamkeit des Medikaments Abatecept, ein Fusionsprotein
aus dem Fc-Teil des humanen IgGl und der extrazelluliren Domine vom humanen
CTLA-4, verdeutlicht die Bedeutsamkeit der B-Zell-T-Zell-Interaktion in der
Pathogenese der RA, indem es die T-Zell-Aktivierung iiber den CTLA-4-Signalweg
inhibiert (Blair und Deeks, 2017). Darliber hinaus fiihrt eine B-Zell-Depletion
beispielsweise mit Rituximab zu einer Reduktion der T-Zell-Aktivierung, was den
Einfluss der B-Zellen auf die T-Zell-Aktivierung unterstreicht (Hamel et al., 2008;
Bouaziz et al., 2007).

1.3.3 Zytokin-Produktion

Zytokine spielen im Entziindungsprozess der RA eine wichtige Rolle. Bekannt ist, dass
ein Ungleichgewicht zwischen pro- und anti-inflammatorischen Zytokinen die Autoim-
munitét, chronische Entziindungsprozesse sowie die resultierenden Gelenkdestruktionen
begiinstigt (McInnes und Schett, 2007). B-Zellen tragen zur Synthese des breiten Spekt-
rums an Zytokinen in der RA bei (Bugatti et al., 2014).

a) Einfluss von TNF-alpha in der RA

TNF-alpha ist ein Zytokin, welchem eine zentrale Rolle in der Pathogenese der RA zu-
kommt (Radner und Aletaha, 2015). In der Synovialfliissigkeit und in der Synovialmem-
bran von RA-Patienten wurden erhohte TNF-alpha-Spiegel sowie eine erhohte Dichte an

TNF-Rezeptoren gemessen (Di Giovine et al., 1988; Bliiml et al., 2012). Es beeinflusst



verschiedene Zellen in der Synovialmembran wie Makrophagen, Synoviozyten, Chon-
drozyten und Osteoklasten, was zu einer lokalen Entziindung mit Erosionen von Knorpel
und Knochen fiihrt (Radner und Aletaha, 2015; Azuma et al., 2000). Eine erhéhte Kon-
zentration von TNF-alpha spiegelt sich in einer verstiarkten Gelenkdestruktion wider, da
die Aktivierung von Osteoklasten dosisabhingig ist (Azuma et al., 2000). Die herausra-
gende Stellung von TNF-alpha in der RA zeigt sich anhand der Effektivitdt von TNF-
alpha-Inhibitoren wie Infliximab, Adalimumab oder Etanercept (Radner und Aletaha,
2015). Mit Hilfe der TNF-alpha-Inhibitoren kann die Krankheitsaktivitit kontrolliert wer-
den, sodass eine Remission der Erkrankung teilweise erzielt werden kann (Radner und

Aletaha, 2015).
b) Einfluss von IL-10 in der RA

IL-10, dessen urspriingliche Bezeichnung ,,Zytokin-Synthese-Inhibitions-Faktor (CSIF)*
war (Mannino et al., 2015), reguliert als ein entziindungshemmendes Zytokin pro-in-
flammatorische Zytokine wie TNF-alpha, IL-6 oder IL-1 (Herndndez-Bello et al., 2017).
Es wird nahezu von allen angeborenen und adaptiven Immunzellen gebildet (Hernandez-
Bello et al., 2017; Saxena et al., 2015). IL-10 hemmt APCs in der Produktion pro-
inflammatorischer Zytokine sowie in der Hochregulation von Molekiilen, die fiir die
Lymphozytenaktivierung wichtig sind, was in einer Unterdriickung vieler Funktionen

von natlirlichen Killerzellen (NK-Zellen) und T-Zellen miindet (Trinchieri, 2007).

1.3.4 Immunregulation

B-Zellen kdnnen immunregulatorische Funktionen aufweisen und somit lokale Entziin-
dungsgeschehen kontrollieren (Bugatti et al., 2014). Bei RA-Patienten wurde eine gerin-
gere Anzahl regulatorischer B-Zellen gemessen, was negativ mit der Krankheitsaktivitét
korrelierte (Ma et al., 2014). In Studien zeigte sich, dass regulatorische B-Zellen die T-
Zell-Proliferation unterdriicken und die T-Zell-Differenzierung sowie die Bildung von
regulatorischen T-Zellen beeinflussen konnen (Bugatti et al., 2014). In der immunsup-
pressiven Funktion der B-Zellen stellte sich IL-10 als ein wichtiger Mediator heraus (Ries

et al., 2014).

1.3.5 Knochen-Homoostase

Autoantikorper gegen citrulliniertes Vimentin (CV) begiinstigen die Osteoklastogenese
mit einhergehender verstirkten Aktivitit knochenresorptiver Prozesse (Harre et al.,

2012). Bei ACPA-positiven RA-Patienten wurden eine Ausdiinnung und Fenestrierung
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der Kortikalis in periartikuldren Knochen beschrieben (Kleyer et al., 2014). Dariiber
hinaus wurde nachgewiesen, dass der ,,Receptor activator nuclear factor kappa B ligand*
(RANKL), ein wichtiges Zytokin in der Aktivierung von Osteoklasten und daraus
resultierendem Knochenschaden bei RA-Patienten, von B-Zellen produziert wird
(Meednu et al., 2016; Yeo et al., 2011). Die Bedeutsamkeit von RANKL im Prozess der
Knochendestruktion bei RA-Patienten zeigt sich anhand der Wirksamkeit des
Medikaments Denosumab, ein humaner Antikorper gegen RANKL (Tanaka, 2019).
Denosumab bewirkt eine Suppression des Progresses der Knochendestruktion (Tanaka,

2019).

1.4 Der TRPA1-Kanal: Eine Zielstruktur in der rheumatoiden
Arthritis

Der TRPA1-Kanal zdhlt zu der Familie der TRP-Kanéle (transient receptor potential),
eine Gruppe nicht-selektiver Kationen-Kanéle, die bei Stimulation zu einem intrazellula-
ren Anstieg von Kalzium, Natrium und Magnesium fithren (Lowin et al., 2018; Billeter
et al., 2014). Die TRP-Kanéle konnen anhand &hnlicher Aminosduresequenzen in sechs
Gruppen unterteilt werden: TRPM (melastatin), TRPC (kanonisch), TRPV (vanilloid),
TRPML (mucolipin), TRPP (polycystin) und TRPA (ankyrin) (Zhou et al., 2013). Einige
TRP-Kanile werden durch physikalische Stimuli wie Wéarme, Kélte oder Dehnung akti-
viert, andere durch exogene oder endogene Agonisten (Lowin et al., 2018). In Séugetieren
gibt es nur eine Untergruppe der TRPA-Kanile, den TRPA1-Kanal, der charakterisiert ist
durch multiple N-terminale Ankyrin-Wiederholungen (Guimaraes und Jordt, 2007). Der
TRPA1-Kanal ist auf sensorischen Neuronen lokalisiert und spielt eine wesentliche Rolle
in der Schmerzwahrnehmung (Billeter et al., 2014). Die Bedeutung in der Schmerzver-
mittlung zeigt sich in dem seltenen autosomal-dominanten familidren episodischen
Schmerzsyndrom, bei dem durch eine Punktmutation im TRPA1-Gen normale Stimuli zu
einer verstiarkten Schmerzwahrnehmung fiihren (Kremeyer et al., 2010). Weitere Studien
wiesen auf einen Zusammenhang zwischen TRPA1 und TRPV1 in der Signalkaskade der
Schmerzwahrnehmung hin, da die beiden Kanéle zu 90 % kolokalisiert sind (Horvath et

al., 2016; Salas et al., 2009; Billeter et al., 2014; Patil et al., 2020; Patil et al., 2010).

Endogene Stimuli des TRPA1- wie auch des TRPV 1-Kanals sind ungesittigte Fettsduren,

Aldehyde und Endovanilloide, die in entziindlichen Prozessen gebildet werden (Redmond



et al., 2014; Ross, 2003). Exogene Stimuli des TRPA1-Kanals sind Polygodial, Can-
nabidiol (CBD), Zimtaldehyd (CIN) sowie Allylisothiocyanat (AITC) und beim TRPV1-
Kanal Capsaicin wie auch CBD (Lowin et al., 2018; Petrocellis et al., 2011).

Neben der Lokalisation auf Nervenzellen wurde der TRPA1-Kanal auf Keratinozyten,
Fibroblasten, Synoviozyten, Makrophagen, Lymphozyten, Endothelzellen und Thymozy-
ten nachgewiesen (Horvath et al., 2016; Atoyan et al., 2009; Kochukov et al., 2006; Tian
et al., 2020; Bertin et al., 2017; Earley et al., 2009), wodurch der Einfluss des TRPA1-

Kanals in entziindlichen Prozessen an Bedeutung gewann (Moilanen et al., 2012).

Aufgrund seiner nozizeptiven und immunmodulatorischen Funktion stellt der TRPA1-
Kanal eine therapeutische Zielstruktur in der chronisch entziindlichen von Schmerzen ge-

priagten Erkrankung der RA dar.
1.4.1 Allgemeine Einflisse des TRPA1-Kanals

Der TRPA1-Kanal ist Gegenstand vieler Untersuchungen unterschiedlicher Fachbe-
reiche. So stellt dieser Kanal neben der Schmerzwahrnehmung und -therapie eine bedeut-
same Zielstruktur im Bereich der Atemwege, des Gastrointestinal-Trakts sowie der Haut

dar.
a) TRPA1 in Atemwegen

TRPA1 und TRPV1 sind in den Atemwegen vor allem in Nozizeptoren lokalisiert und
werden als ein Hauptausloser des Hustenreflexes beschrieben (Billeter et al., 2014).
TRPAT1 wird durch eine Vielzahl von Umweltgiften wie z.B. dem in Zigarettenrauch und
Fahrzeugabgasen enthaltenen Reizstoff Acrolein aktiviert, aber auch durch Anisthetika
wie Isofluran (Billeter et al., 2014; Belvisi et al., 2011). Uber TRPA1 und TRPV1 werden
so Entziindungsprozesse verstarkt, die zu Lungenerkrankungen wie der chronisch ob-

struktiven Lungenerkrankung (COPD) oder Asthma fiihren konnen (Billeter et al., 2014).
b) TRPA1 im Gastrointestinal-Trakt

TRPA1 und TRPV1 werden im Kolon auf Epithelzellen, Makrophagen, CD4"-T-Zellen
und Darmganglien exprimiert (Kun et al., 2014; Bertin et al., 2017). Bei Kolitis wird der
TRPA1-Kanal hochreguliert (Kun et al., 2014). Der Einfluss auf die entziindlichen Pro-
zesse in der Kolitis ist weiterhin nicht vollstindig geklart (Csekd et al., 2019). Sowohl
pro- als auch anti-inflammatorische Eigenschaften werden beschrieben (Csekd et al.,

2019; Kun et al., 2014; Bertin et al., 2017). Aktuelle Ergebnisse deuten darauf hin, dass



TRPA1 zu einer mechanischen Uberempfindlichkeit bei Kolitis-Patienten fiihrt, was

durch die Hochregulation des Kanals mit begriindet werden kann (Jain et al., 2020).
c) Einfluss von TRPA1 in der Haut

Untersuchungen zeigten, dass der TRPA1-Kanal auf Keratinozyten, Melanozyten und
Fibroblasten der Haut lokalisiert ist (Atoyan et al., 2009). Es wird angenommen, dass
TRPAT1 Einfluss auf die Differenzierung von Keratinozyten nimmt. Dartiber hinaus spielt
der TRPA1-Kanal eine Rolle in entziindlichen Prozessen der Haut. Nach Stimulation von
Keratinozyten mit TRPA1-Agonisten wurden erhohte IL-10-Spiegel gemessen, welches
ein wichtiges Zytokin in der Entstehung inflammatorischer Prozesse der Haut ist (Atoyan
etal., 2009). AuBBerdem wurde beschrieben, dass TRPAT1 in der Signalkaskade von Hista-

min-unabhéngigen Pruritus involviert ist (Bautista et al., 2013).

1.4.2 Einfluss des TRPA1-Kanals in der rheumatoiden Arthritis

Der TRPA1-Kanal spielt eine wesentliche Rolle in der Vermittlung mechanisch-evozier-
ter entziindlicher Schmerzen in der RA (Garrison und Stucky, 2014). Studien zeigten,
dass TRPA1-Antagonisten die mechanische Uberempfindlichkeit, die nach Induktion
einer RA auftrat, reduzierten (Galindo et al., 2018). Auch die Ergebnisse von Fernandes
et al. (2011) deuteten auf einen entscheidenden Einfluss des TRPA1-Kanals bei der

Entstehung und Aufrechterhaltung einer TNF-induzierten Hyperalgesie hin.

Mit Hilfe der Erkenntnisse, dass TRPA1 die Freisetzung wichtiger pro-inflammatorischer
Mediatoren der RA provoziert und damit den Schweregrad der Erkrankung beeinflusst,
gewann der Kanal in der Forschung entziindlicher Mechanismen eine grof3ere Bedeutung
(Lowin et al., 2015; Horvath et al., 2016). Sowohl in TRPV1- als auch in TRPA1-knock-
out-Mdusen reduzierten sich typische RA-Beschwerden wie Gelenkschwellungen und
Schmerz-Sensibilitit (Barton et al., 2006; Horvath et al., 2016). Arbeiten an Fibroblasten
zeigten, dass durch Stimulation mit TRPA1-Agonisten die Produktion von IL-6 und IL-8
vermindert und dabei intrazellulires Kalzium erhdht wurde und ein verstérkter Ubergang
der Fibroblasten in den Zelltod provoziert wurde (Lowin et al., 2018). Da Fibroblasten
beim Abbau von Knochen und Knorpel beteiligt sind, tragen diese Zellen wesentlich zur

Pathogenese der RA bei (Bartok und Firestein, 2010; Bustamante et al., 2017).
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1.5 Ziel der Arbeit

Die Expression von TRPA1 wurde bisher noch nicht in B-Zellen nachgewiesen und es ist
unbekannt, ob dieser Kanal bei der Aktivierung und Zytokinproduktion involviert ist. In-
direkte Hinweise von Soutar et. al zeigen Effekte des TRPV1/TRPA1-Agonisten und
Pfefferbestandteils Piperin auf die B-Zellfunktion (Soutar et al., 2017). In dieser Arbeit
wird daher die Bedeutung von TRPA1 auf die B-Zellfunktion genauer untersucht und
charakterisiert werden. Dabei soll zundchst die Expression von TRPA1 in naiven und
aktivierten B-Zellen bestétigt werden. AnschlieBend sollen nach TRPA1-Ligation funk-
tionelle Parameter wie die Mobilisierung von Kalzium, das Uberleben der B-Zellen sowie
die Zytokinproduktion untersucht werden. Da B-Zellen eine wesentliche Rolle in der
Pathogenese der RA darstellen, ist das Ziel dieser Studie, TRPA1 als mogliche Ziel-
struktur fiir eine therapeutische Intervention zu etablieren. Dies hitte den Vorteil, dass
neben der Modulation von B-Zellen auch die Aktivitdt weiterer, in der RA Pathogenese

wichtiger Zellen wie z.B. Fibroblasten und T-Zellen, reduziert wiirde.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Substanzen und Kits

Produkt Artikelnummer  Hersteller
Dulbecco's Phosphate D8537-1L Sigma-Aldrich
Buffered Saline (PBS) (1x) (St. Louis, USA)
Propidium lodide Solution 130-093-233 Miltenyi Biotec
(Bergisch Gladbach,
Deutschland)
Annexin V Binding Buffer 51-66121E BD Bioscience
(10x) (Heidelberg, Deutschland)
MACS Quant Running 130-092-747 Miltenyi Biotec
Buffer (Bergisch Gladbach,
Deutschland)
Phosphate Buffered Saline 70011-036 ThermoFisher Scientific
(10x) (Waltham, USA)
Coating-Buffer 00-0000-53 eBioscience
(Waltham, USA)
Assay Diluent 00-4202-55 eBioscience
(Waltham, USA)
TMB T0440 Sigma-Alderich
(St. Louis, USA)
H2S04 (1,0 M) X873.1 Carl-Roth
(Karlsruhe, Deutschland)
Ampuwa 1000 ml 143MDP243 Fresenius Kabi

Plastipur
H2S04 (0,5 M)

Casein-Blocking-Buffer
(3X)

FBS,Qualified, HI

Roti-Quant universal
Reagenz 1

Roti-Quant universal
Reagenz 2

1.090.721.000

B6429

10500-064

0120.2

0120.2
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(Bad Homburg, Deutschland)

Merck
(Darmstadt, Deutschland)

Sigma-Aldrich
(St. Louis, USA)

ThermoFisher Scientific
(Waltham, USA)

Carl-Roth
(Karlsruhe, Deutschland)

Carl-Roth
(Karlsruhe, Deutschland)



Produkt Artikelnummer  Hersteller
RIPA R0278-50ML Sigma-Aldrich

(St. Louis, USA)
Stickstoff, fliissig Linde

(Guildford, England)
Isopropanol I-9516 Sigma-Aldrich

(St. Louis, USA)
Rotiphorese® Gel 3029.2 Carl Roth
30(37,5:1) Acrylamid (Karlsruhe, Deutschland)
SDS L-4522 Sigma-Alderich

(St. Louis, USA)
Tetramethylethylendiamin 161-0800 Bio-Rad
(TEMED) (Hercules, USA)
TGS Buffer (10x) 161-0732 Bio-Rad

(Hercules, USA)
Tris-Base 1.08382.500 Merck

(Darmstadt, Deutschland)
Glycin H 507 a Promega

Emsure Methanol for
analysis

NaCl

Tween

Clarity Western ECL
Substrate
Blotting-Grade Blocker
Roti-Loadl

Bovine serum albumin

Ponceau S

Lymphoprepp-Solution

1.070.182.511

1.06404.1000

655204

170-5060

170-6404

K929.1

7906-50G

27195

1114545
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(Madison, USA)

Merck
(Darmstadt, Deutschland)

Merck
(Darmstadt, Deutschland)

Merck
(Darmstadt, Deutschland)

Bio-Rad
(Hercules, USA)

Bio-Rad
(Hercules, USA)

Carl Roth
(Karlsruhe, Deutschland)

Sigma-Alderich
(St. Louis, USA)

Carl Roth
(Karlsruhe, Deutschland)

Axis-Shield
(Dundee, England)



Produkt Artikelnummer  Hersteller

auto MACS Running 130-091-221 Miltenyi Biotec

Buffer (Bergisch Gladbach,
Deutschland)

LAL Reagenz Wasser H2olal-10 Invivo Gen
(San Diego, USA)

RPMI 1640 72400-021 ThermoFisher Scientific
(Waltham, USA)

Insulin solution human 19278 Sigma-Alderich
(St. Louis, USA)

Pen Strep 15140-122 ThermoFisher Scientific
(Waltham, USA)

Red Blood 130-094-183 Miltenyi Biotec

(Cell Lysis Solution) (Bergisch Gladbach,
Deutschland)

beta Mercaptoethanol 1.15433.0100 Merck

HBSS (Hank’s Balanced

Salt solution)

FcR Blocking Reagent
mouse

H9394-500ML

130-092-575

(Darmstadt, Deutschland)

Sigma-Alderich
(St. Louis, USA)

Miltenyi Biotec
(Bergisch Gladbach,
Deutschland)

Tabelle 1: Substanzen und Kits
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2.1.2 Verbrauchsmaterialien

Produkt

Artikelnummer

Hersteller

Pipetten-Spitzen (200 pl)

Pipetten-Spitzen (1000 ul)

Pipetten-Spitzen (10/20 pl)

Tubes (50 ml, flacher Boden)

Tubes (15 ml, konischer Boden)

Tubes (50 ml, konischer Boden)

F96 Maxisorp NUNC-Immuno Plate

48 Well Cell Culture Plate

96 Well Cell Culture Plate

24 Well Cell Culture Plate

Suspensionskulturflasche (50 ml)

Safe Lock Tube (1,5 ml)

S1120-8710-C

S1122-1730-C

S1120-3710-C

210261

188271

227261

735-0083

677 180

655 180

662 160

690 195

0030 123.328
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Starlab
(Hamburg,
Deutschland)

Starlab
(Hamburg,
Deutschland)

Starlab
(Hamburg,
Deutschland)

Greiner bio-one
(Kremsmiinster,
Osterreich)

Greiner bio-one
(Kremsmiinster,
Osterreich)

Greiner bio-one
(Kremsmiinster,
Osterreich)

VWR
(Langenfeld,
Deutschland)

Greiner bio-one
(Kremsmdinster,
Osterreich)

Greiner bio-one
(Kremsmiinster,
Osterreich)

Greiner bio-one
(Kremsmiinster,
Osterreich)

Greiner bio-one
(Kremsmdinster,
Osterreich)

Eppendorf AG
(Hamburg,
Deutshland)



Produkt

Artikelnummer

Hersteller

Safe Lock Tube (2 ml)

Screw Cap reaction Tube (5 ml)

Pasteurpipetten, ungestopft

Pasteurpipetten, gestopft

25 ml Stripette

10 ml Stripette

5 ml Stripette

Nitrile Powder Free Examination

Gloves

Spritze (Omnifix U-40 Insulin)

Wischtiicher

PCR Plastics

Microplate 96 Well, PS, U-Bottom,
transp.

Adhesive Film for Microplates

0300 123.344

725261

747720

612-1799

4489

4488

4487

700113

9161309V

206030

FG-088WF

650101

391-1250
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Eppendorf AG
(Hamburg,
Deutshland)

Greiner bio-one
(Kremsmiinster,
Osterreich)

Brand
(Bremen,
Deutschland)

VWR
(Langenfeld,
Deutschland)

Omnilab
(Bremen,
Deutschland)

Omnilab
(Bremen,
Deutschland)

Omnilab
(Bremen,
Deutschland)

Ansell
(Richmond,
Australien)

Braun
(Melsungen,
Deutschland)

Wepa
(Arnsberg,
Deutschland)

Nippon genetics
(Diiren, Deutschland)

Greiner bio-one
(Kremsmiinster,
Osterreich)

VWR
(Langenfeld,
Deutschland)



Produkt Artikelnummer Hersteller
Parafilm PM-996 Bemis
(Neenah, USA)
Cell Culture Microplate, 96 Well, PS, 655090 Greiner bio-one
F-Bottom, black (Kremsmﬁnster,
Osterreich)
Nitrocellulose Membranes o,2um 162-0147 Bio-Rad
(Hercules, USA)
Chromatography Paper 0303-931 Bio-Rad
(Hercules, USA)
BD Vacutainer K2E (EDTA) 367525 ThermoFisher
Scientific
(Waltham, USA)
Leucosep Tube 227290 Greiner bio-one
(Kremsmﬁnster,
Osterreich)
MS Columns 130-042-201 Miltenyi Biotec
(Bergisch Gladbach,
Deutschland)
LS Colums 130-042-401 Miltenyi Biotec
(Bergisch Gladbach,
Deutschland)

Tabelle 2: Verbrauchsmaterialien
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2.1.3 Antikorper, Stimulanzien und Standards

Produkt Artikelnummer  Hersteller
FITC Annexin V 51-65874X BD Bioscience
(Heidelberg, Deutschland)
CD19-VioBright ™ 130-105-110 Miltenyi Biotec
FITC (Bergisch Gladbach, Deutschland)
Isotyp: Rat IgG 2a 130-105-822 Miltenyi Biotec
(Bergisch Gladbach, Deutschland)
recombinant Murine 315-01A-5KG Pepro Tech
TNF-alpha (Hamburg, Deutschland)
Detection-AK (TNF- 13-7341-68 eBioscience
alpha ELISA) (Waltham, USA)
Avidin-HRP (TNF-alpha 00-4100-94 eBioscience
ELISA) (Waltham, USA)
Capture-AK (TNF-alpha 14-7423-68 eBioscience
ELISA) (Waltham, USA)
Capture: Purified Rat 551215 Becton Dickenson
Anti-Mouse IL-10 (Franklin Lakes, USA)
Standard: Recombinant 550070 Becton Dickenson
Mouse IL-10 (Franklin Lakes, USA)
Detection: Biotin Rat 554465 Becton Dickenson
Anti-Mouse IL-10 (Franklin Lakes, USA)
Strepatividin-Poly-HRP 21140 ThermoFisher Scientific
(IL-10 ELISA) (Waltham, USA)
Anti-TRPA1 pAb NB110- Novus biologicals
40763 (Littleton, USA)
VRL1 AK NBP1-32096 Novus biologicals
(Littleton, USA)
Goat Anti-Rabbit IgG P0448 Dako
HRP (Santa Clara, USA)
GAPDH (14C10) Rabbit 2118 Cell Signaling Technology
mAb (Danvers, USA)
CD19 MicroBeads 130-050-301 Miltenyi Biotec
human (Bergisch Gladbach, Deutschland)
Anti-IgD MicroBeads 130-103-775 Miltenyi Biotec
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Produkt Artikelnummer  Hersteller
CD19 MicroBeads mouse 130-052-201 Miltenyi Biotec

(Bergisch Gladbach, Deutschland)
B Cell Isolations Kit 130-090-862 Miltenyi Biotec
mouse (Bergisch Gladbach, Deutschland)
anti-mouse-IgM F(ab') 2  115-006-075 Jackson Immuno Research
(n chain) functional (Ely, England)
Class B CpG Tlrl-2006 Invivo Gen
oligonucleotide; a human (San Diego, USA)
TLRY ligand
Cal-520, AM ab171868 Abcam

(Cambridge, England)
PoPo3 lodide P3584 Invitrogen

(Carlsbad, USA)
PIC: Proteinase P8340 Sigma Alderich
Inhibitor Cocktail (100x) (St. Louis, USA)
CBD 1570 Tocris

(Wiesbaden, Deutschland)
Polygodial 3197 Tocris

(Wiesbaden, Deutschland)
Capsaicin 0462 Tocris

(Wiesbaden, Deutschland)
A967079 4716 Tocris

(Wiesbaden, Deutschland)
Capsazepine 0464/10 Tocris

(Wiesbaden, Deutschland)
Ruthenium Red 1439/100 Tocris

(Wiesbaden, Deutschland)
Zimtaldehyd W228613 Sigma Alderich

(St. Louis, USA)

Tabelle 3: Antikorper, Stimulanzien und Standards
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2.1.4 Laborgerate

Produkt Hersteller
Zentrifuge Hettich Zentrifugen
(Tuttlingen, Deutschland)
Zentrifuge Hitachi
(Tokio, Japan)
Zentrifuge Thermo Scientific Heraeus
(Waltham, USA)
Zentrifuge Nippon Genetics Europe
(Dtiren, Deutschland)
Vortex Vibrofix VF2 IKA Labortechnik
(Staufen, Deutschland)
Rotationsschiittler Kisker
(Steinfurt, Deutschland)
Aspirator StarLab
(Hamburg, Deutschland)
Aspirator Grant-bio

Thermo-Shaker

Microplate Reader iMark

Infinite M200 Pro

MacsQuant Analyzer 10

Sterilbank

Kiihlschrank —20 Grad

Kiihlschrank —80 Grad

Kiihlschrank 4 Grad

Eis-Maschine

20

(Cambridge, England)

Neo Lab
(Heidelberg, Deutschland)

Bio Rad
(Hercules, USA)

Tecan
(Ménnedorf, Schweiz)

Miltenyi Biotec

(Bergisch Gladbach, Deutschland)

Heraeus
(Hanau, Deutschland)

Liebherr
(Bulle, Schweiz)

ThermoSientific
(Waltham, USA)

ThermoScientific
(Waltham, USA)

Ziegra
(Isernhagen, Deutschland)



Produkt Hersteller
Magnetriihrer IKA Labortechnik
(Staufen, Deutschland)
Magnetriihrer Heidolph Instruments
(Schwabach, Deutschland)
MACS Magnet Miltenyi Biotec

CO2z-Inkubator

Eisbad

Abzug

Pipetten

Waage

pH Messgeriit

ChemiDoc™ Touch Imaging System

Mini PROTEAN System Short Plates

Mini PROTEAN System Spacer Plates

Kammer Western Blot (Mini Protean

Tetra Cell)

Visier

MACS SmartStrainers (70um)

Pre-Separation Filters (30um)

Handschuhe (Ice Grip 691)

(Bergisch Gladbach, Deutschland)

Heraeus
(Hanau, Deutschland)

Neo Lab
(Heidelberg, Deutschland)

Vinitex
(Coswig, Deutschland)

Eppendorf AG
(Hamburg, Deutschland)

Sartorius
(Gottingen, Deutschland)

Hanna Instrument
(Woonsocket, USA)

Bio-Rad
(Hercules, USA)
Bio-Rad
(Hercules, USA)
Bio-Rad
(Hercules, USA)

Bio-Rad
(Hercules, USA)

Uvex
(Fiirth, Deutschland)

Miltenyi Biotec
(Bergisch Gladbach, Deutschland)

Miltenyi Biotec
(Bergisch Gladbach, Deutschland)

Honeywell
(Morristown, USA)

Tabelle 4: Laborgerate
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2.1.5 Verwendete Software

Name Hersteller/Bezugsquelle

Citavi Swiss Academic Software
(Wédenswil, Schweiz)

Prismé6 GraphPad Prism Software
(San Diego, USA)

Image Lab 6.0.1 Bio-Rad
(Hercules, USA)

FlowLogic Inivai
(Victoria, Australien)

Word, Excel, Powerpoint Microsoft
(Albuquerque, USA)

Tabelle 5: Verwendete Software

2.2 Methoden

2.2.1 Zellkultur

a) Splenozyten-Isolation

In diesem Projekt wurden Organentnahmen an Wildtyp-Mausen durchgefiihrt. Die
Organentnahmen wurden von einer Biologisch-technischen Assistentin des Labors
durchgefiihrt und sind unter der Projektnummer O 57/15 genehmigt. Zur Gewinnung der
Splenozyten wurden die Méuse zundchst mit Isofluran getdtet. AnschlieBend wurden die
Milzen entnommen und bis zur Weiterverarbeitung in PBS (Phosphat gepufferte Salz-
16sung) gelagert. Die Weiterverarbeitung der Milzen erfolgte unter sterilen Bedingungen

mit auf 4 °C gekiihlten Puffern sowie mit einer auf 4 °C vorgekiihlten Zentrifuge.

Die Milzzellisolation wurde nach Herstellerangaben durchgefiihrt. Auf ein 50 ml Falcon-
Tube wurde ein feinmaschiger Filter (Cell-Strainer) angebracht und dieser wurde zu-
néchst mit 3 ml PBS mit 1 % BSA (RB blau) equilibriert. AnschlieBend wurde die Milz
mit einem Spritzenstempel und leichtem Druck durch den Filter dissoziiert. Dies erfolgte
so lange, bis nur noch das Bindegewebe der Milz auf dem Filter zu sehen war. Wéhrend
des Dissoziationsvorgangs wurde die Milz mit RB blau gespiilt, um alle Splenozyten in

das 50 ml Tube zu iiberfithren. Die Milzzellsuspension wurde dann mit RB blau auf 10 ml
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aufgefiillt. Darauf wurde 1 ml Erythrozyten-Lysepuffer (Ery-Lyse) hinzugegeben. An-
schlieBend wurde die Probe fiir fiinf Sekunden gevortext und fiir zwei Minuten mit Ery-
lyse inkubiert. Wiahrend der Inkubationszeit wurde die Probe durch einen weiteren klei-
neren Filter in ein 15 ml Tube iiberfiihrt. Im Anschluss wurde die Probe fiir 10 Minuten
bei 300xg und 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgesaugt und das Zellpellet in
RB blau resuspendiert. Die Probe wurde in 10 ml RB blau verdiinnt. Daraus wurden 10 pl
mit 390 ul RB blau verdiinnt und anschlieBend wurde die Zellzahl mit Hilfe eines Macs-

Quant-Analyzer von Miltenyi bestimmt. Die genaue Zellzahl berechnete sich wie folgt:
Gemessene Zellzahl x Verdiinnung (1:40) x Ausgangsmenge der Probe (10 ml)
= Gesamtzellzahl

Im Anschluss wurde die Probe nochmals bei 300xg und 4 °C fiir 10 Minuten zentrifugiert.

Die Splenozyten wurden anschlieend in 10 ml Medium resuspendiert.
b) PBMC-Isolation aus EDTA-Blut gesunder Probanden

Probandendaten

Das Projekt zur Entnahme humanen Bluts gesunder Probanden zur Erforschung des Ein-
flusses von Immunzellen auf die Produktion von Entziindungsmediatoren ist unter der
Studiennummer 2018-296-KFogU von der Ethikkommission der Heinrich-Heine-Uni-
versitit Diisseldorf genehmigt worden. Vor der Blutentnahme wurden die Probanden zu-
néchst liber den Versuch informiert und eine Einwilligungserkldrung wurde unterschrie-
ben. Insgesamt nahmen sechs Probanden teil, davon waren drei weiblich und drei ménn-

lich. Im Schnitt betrug das Alter 36,7 Jahre (Median: 32,5 Jahre).

Durchfiihrung

Den Probanden wurden ca. 60 ml EDTA-Blut (Ethylendiamintetraacetat) entnommen.
Die weiteren Schritte erfolgten unter sterilen Bedingungen und mit auf 4 °C gekiihlten
Puffern. Bei 60 ml EDTA-Blut wurden drei 50 ml Tubes vorsichtig mit je 15 ml Lym-
phoprepp-Solution befiillt. Das Blut wurde aus den EDTA-R6hrchen in zwei 50 ml Tubes
tiberfiihrt, mit PBS aufgefiillt und anschlieend mit einer 25 ml Stripette sehr langsam
und vorsichtig auf die Lymphoprepp-Solution pipettiert. Dabei war wichtig, dass sich das
Blut nicht mit der Losung vermischte, sondern das Blut {iber die Losung geschichtet
wurde. Pro Tube wurden somit 30 ml EDTA-BIut pipettiert. AnschlieBend wurden die
Proben bei 800xg und Raumtemperatur (RT) fiir 25 Minuten ohne Bremse zentrifugiert.

Nach der Zentrifugation war der Lymphozyten-Ring mit den zu isolierenden Zellen als
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eine triilbe Schicht gut abzugrenzen (vgl. Abb. 1). Um diesen abnehmen zu kdnnen, wurde
zunidchst das Plasma oberhalb des Lymphozyten-Rings vorsichtig abgesaugt. Mit Hilfe
einer gestopften Pasteur-Pipette wurde dann der Lymphozyten-Ring abgenommen und in
ein neues 50 ml Tube tiberfiihrt. AnschlieBend wurde die Probe mit PBS auf 50 ml
aufgefiillt und bei 250xg und RT fiir 10 Minuten zentrifugiert. Nach der Zentrifugation
wurde der Uberstand abgesaugt und das Zellpellet in 10 ml PBS resuspendiert. Im An-
schluss wurde die Probe nochmals bei 300xg und 4 °C fiir 10 Minuten zentrifugiert. Das
Zellpellet wurde in 10 ml RB blau resuspendiert und kurz gevortext, um eine gleichma-
Bige Verteilung der Zellen in der Probe zu erhalten. Daraus wurden 10 pl entnommen,
mit 390 pl RB blau verdiinnt und anschlieend die Zellzahl mit Hilfe eines Macs-Quant-

Analyzer von Miltenyi bestimmt. Die genaue Zellzahl berechnete sich wie folgt:
Gemessene Zellzahl x Verdiinnung (1:40) % Ausgangsmenge der Probe (10 ml)
= Gesamtzellzahl

Im Anschluss wurde die Probe nochmals bei 300xg und 4 °C fiir 10 Minuten zentrifugiert.
Das Zellpellet wurde anschlieBend in RPMI (Roswell Park Memorial Institute) Medium

mit 10 % FCS (fetal calf serum) aufgenommen.

_ 800 x g 20 Min. 20°C

L ' >

Plasma -

- EDTA Blut pBMCs |

Lymphoprepp- |
Solution

L Lymphoprepp- Erythrozyten + |

Solution Granulozyten

Abb. 1: Lymphoprepp-Tubes
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c) Isolation CD19/IgD-pos. B-Zellen mittels magnetischer Zellse-
paration (MACS)

Nach der erfolgreichen Isolation der Splenozyten aus der Maus-Milz und der mononu-
kledren Zellen des peripheren Bluts (PBMC) aus humanem EDTA-Blut wurden aus die-
sen Zell-Pools CD19-positive bzw. IgD-positive B-Zellen magnetisch separiert. Den
Oberflachenmarker CD19 exprimieren pro-/pri-/unreife und reife B-Zellen wie auch
Plasmazellen. Der Oberflaichenmarker IgD ist hauptséchlich auf reifen B-Zellen vorzu-
finden (Hardy und Hayakawa, 2001; Murphy und Weaver, 2018). Die folgenden Schritte
wurden sowohl an Splenozyten als auch an PBMC angewandt. Die Arbeiten erfolgten
weiterhin unter sterilen Bedingungen mit auf 4 °C gekiihlten Puffern und Medien. An das
Zentrifugieren der Zellen schlossen sich das Absaugen des Puffers und die Resuspension
der Zellen in RB blau an. Die zu verwendende Menge des Puffers (RB blau) und des
Antikdrpers berechnete sich aus der zuvor bestimmten Splenozyten- bzw. PBMC-Zell-

zahl.

CD19-positive B-Zellen Isolation:

- Splenozyten (murin):

o Puffer: 90 ul  pro 107 Zellen

o Antikdérper: 10 pul  pro 107 Zellen
- PBMC (human):

o Puffer: 80ul  pro 107 Zellen

o Antikdérper: 20 ul  pro 107 Zellen

Anti-IeD positive B-Zellen Isolation:

- PBMC (human):
o Puffer: 80 ul  pro 107 Zellen
o Antikdérper: 20 ul  pro 107 Zellen

Nach Hinzugabe des Antikdrpers zu den im RB blau Puffer resuspendierten Zellen wurde
die Probe gevortext und anschlieend fiir 15 Minuten bei 4 °C im Kiihlschrank inkubiert.
In dieser Zeit wurde die Apparatur fiir die magnetische Trennung der CD19-positiven
bzw. IgD-positiven B-Zellen vorbereitet. Vor der Zellseparation wurde die Zellsuspen-

sion gewaschen. Dafiir wurde die Probe mit RB blau auf 10 ml aufgefiillt und bei 300xg
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und 4 °C fiir 10 Minuten zentrifugiert. Nach Absaugen des Uberstandes wurde das Zell-
pellet pro 1,25 x 10% Zellen in 500 pl RB blau resuspendiert (MS-Siulen: 10® Zellen in
500 ul).

Die B-Zellen wurden iiber positive Selektion gereinigt. Hierbei wurden die Zellen mit
Antikorpern (anti-CD19 oder anti-IgD), an die magnetische Kiigelchen gekoppelt sind,
inkubiert. AnschlieBend wurden die entsprechenden B-Zellen mit einem Magneten aus
der Zellsuspension isoliert. Die isolierten B-Zellen prasentieren CD19 bzw. IgD an der
Oberflache (Moore et al., 2019). Da die Anzahl der B-Zellen in den humanen Blut-Proben
geringer war als in den Maus-Milzen, wurden bei den humanen Proben MS-Séulen und
bei den murinen Proben LS-Siulen verwendet (Kapazitit LS-Siulen: 10% magnetisch
markierte Zellen aus insgesamt bis zu 2 x 10° Zellen, Kapazitit MS-Siulen: 10’
magnetisch markierte Zellen aus insgesamt bis zu 2 x 10® Zellen) (Miltenyi Biotec,
2020b, 2020a). Im weiteren Verlauf beziehen sich die Werte im Text auf LS-Sédulen und

die in Klammern angegebenen Werte auf MS-Siulen.

Die Séule, die im Macs-Separator eingeklemmt wurde, wurde mit 3 ml RB blau equili-
briert (MS-Saulen: 500 ul). AnschlieBend wurde die Zellsuspension auf die Sdule gege-
ben und 3 Mal mit 3 ml RB blau gewaschen (MS-Séulen: 3 x 500 ul). Um die Zellen aus
der Sdule zu eluieren, wurde die Séule aus dem Magneten genommen und auf ein 15 ml
Tube gesetzt. Dann wurden 5 ml (MS-Sédulen: 1 ml) RB blau in die Séule pipettiert und
direkt im Anschluss mit einem Stempel durch das Sieb der Sdule gedriickt. Dabei 19sten
sich die magnetisch gelabelten B-Zellen von der in der Sdule befindlichen Stahlwolle.

Zuletzt wurde die B-Zellzahl analog zu den Unterkapiteln 2.2.1a) und 2.2.1b) bestimmt.

Je nach sich anschlieBendem Versuch wurden die Zellen in Medium (vgl. Tabelle 6) re-

suspendiert und mit CpG (Cytosin-Guanosin) (1,25 pg/ml)/anti-IgM (5 pg/ml) stimuliert.
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Zelltyp Medium-Bestandteile

Verdiinnung

Murine B-Zellen °

Humane B-Zellen o

RPMI 1640

Pen 10000 U/ml/ Strep 10000 pg/ml
Fetal Bovine Serum, heat inactivated
beta-Mercaptoethanol

RPMI 1640

Pen/Strep

Fetal Bovine Serum, heat inactivated
Insulin, human (10 mg/ml)

1:100
1:10
1,05 ul/500 ml

1:100
1:10
1:2.000

Tabelle 6: Herstellung Medium

d) Weiterverarbeitung der Zellen fur ELISA und Annexin-PI-

Farbung

Die B-Zellen wurden nach Isolation mit CpG/anti-IgM stimuliert und in 96-Well-Platten
tiberfiihrt (250.000 Zellen/Well). Anschlieend wurden die Zellen mit unterschiedlichen
Konzentrationen der Agonisten Cannabidiol (CBD), Zimtaldehyd (CIN) und Polygodial
sowie mit einer gleichbleibenden Konzentration der Antagonisten A967079, Capsazepine
und Ruthenium Rot inkubiert (vgl. Tabelle 7). Fiir die Kontrollgruppe wurden B-Zellen
anstelle der Agonisten mit Medium behandelt. Die B-Zellen inkubierten fiir 24 h bei

37 °C und 5 % CO; im Brutschrank.

Fiir die Quantifizierung 16slicher Faktoren mittels ELISA (Enzyme-linked Immunosor-

bent Assay) wurden am Folgetag 150 ul Uberstand pro Well abgenommen und das B-

Zell-Uberleben mit Annexin/PI (Propidiumiodid) iiberpriift.

Typ Substanz

Eingesetzte Konzentrationen

Agonisten °
[ ]

Antagonisten

Cannabidiol (CBD) 20 uM, 10 uM, 5 uM, 1 uM
Polygodial 10 uM, 5 uM, 1 uM, 0,5 uM
Zimtaldehyd (CIN) 500 uM, 100 uM, 50 uM, 25 pM

A967079 10 uM
Capsazepine 1 uM
Ruthenium Rot 2 uM

Tabelle 7: Agonisten und Antagonisten
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2.2.2 Bestimmung der Reinheit CD19-positiver B-Zell-Populationen

mittels Fluorescence-activated cell sorting (FACS)

Die Reinheit der CD19-pos. B-Zell-Population wurde durchflusszytometrisch mittels
FACS bestimmt. Dabei bindet ein fluoreszenzgekoppelter Antikérper (AK) an das Ober-
flichenmolekiil CD19 der B-Zellen. Sobald die Zellen den Laserstrahl passieren, begin-
nen die markierten Zellen zu fluoreszieren. Das Fluoreszenzsignal wird von Detektoren
aufgenommen, sodass eine quantitative Aussage iiber die Zell-Population getroffen wer-
den kann. Durch die Detektion des gebrochenen Lichts im rechten Winkel konnen Aus-
sagen Uber die Granularitdt sowie Grofle und Struktur des Zellkerns der Zelle getroffen
werden. Je mehr Seitwartsstreulicht (SSC = side scatter) vorhanden ist, desto starker ist
die Granularitit der Zelle. Ein MaB fiir die GroBe der Zelle stellt die Beugung des Lichts
im flachen Winkel dar. Je mehr Vorwirtsstreulicht (FSC = forward scatter) erfasst wird,
desto groBer ist die Zelle. Die Ergebnisse der Stirke der Fluoreszenz sowie der Werte aus
FSC und SSC konnen in einem Koordinatensystem zusammengetragen werden. Anhand
der Lokalisation der Zellen im Koordinatensystem kann auf die Zusammensetzung der

Zell-Population geschlossen werden (Adan et al. 2017).

Die Durchfiihrung der Farbung erfolgte nach Herstellerangaben. Es wurden sowohl un-
stimulierte Zellen direkt im Anschluss der Zell-Separation untersucht als auch stimulierte
Zellen nach 24 Stunden Inkubation. Alle Proben und Antikérper wurden bei 4 °C ver-
wendet. Zundchst wurde die 96-Well-Platte mit den B-Zellen zentrifugiert (300xg, 10 Mi-
nuten, 4 °C). AnschlieBend wurde der Uberstand abgesaugt und das Zellpellet in 200 ul
PBS/bovines Serumalbumin (BSA) (RB griin) resuspendiert. Nach einer erneuten Zen-
trifugation bei 300xg fiir 10 Minuten bei 4 °C wurden 20 pl/Well FcR-Blocking Losung
(hergestellt aus 1 pl FcR-Blocking-Reagenz plus 20 ul RB griin) hinzugefiigt und fiir
10 Minuten bei 4 °C lichtgeschiitzt inkubiert. Im Anschluss wurden 20 pl der Isotypkon-
trolle oder des CD19-AK zupipettiert und fiir 10 Minuten bei 4 °C lichtgeschiitzt inku-
biert. Sowohl die Isotypantikorperlosung als auch die CD19-Antikorperldsung setzten
sich aus 1 ul Antikorper und 20 pl RB griin zusammen. Die Farbung von CD19 wurde in
Duplikaten durchgefiihrt, die Farbung des Isotyps als einfaches Replikat. Nach einer In-
kubation von 10 Minuten bei 4 °C lichtgeschiitzt wurden 160 pl RB griin pro Well pipet-
tiert und die Platte anschlieBend zentrifugiert (300xg, 10 Minuten, 4 °C). Der Uberstand
wurde abgesaugt und die Zellpellets wurden mit 200 pl/Well RB griin resuspendiert. PI
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wurde wihrend der durchflusszytometrischen Messung automatisch zugegeben (4utola-

bel). Im Anschluss wurden die Ergebnisse mit Flow-Logic ausgewertet (vgl. Abb. 2).

100%
living [CD19] living [Isotyp]
living_S7.04% Events 77704 living_87 .47 % Events:88508
1e3 : 1ed :
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™
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Abb. 2: Schematische Darstellung der Gates bei der Auswertung mit Flow-Logic
bei der Bestimmung der Reinheit CD19-pos. B-Zellen

(A) Gate der CD19-pos. B-Zell-Population

(B) Gate der Isotypkontrolle

(C) Histogramm

2.2.3 Proteinbiochemische Methoden

a) Proteinisolation aus B-Zellen und Bestimmung der

Proteinkonzentration

Im Anschluss an die Zellseparation wurden die CD19-positiven bzw. IgD-positiven B-
Zellen in Medium (vgl. Tabelle 6) resuspendiert und anschlieBend mit CpG
(1,25 pg/ml)/anti-IgM (5 pg/ml) in 200 pl Medium stimuliert oder unbehandelt belassen
(Kontrollgruppe). In der Kontrollgruppe wurde anstelle von CpG LAL-Reagenz-Wasser
(Limulus-Amobozyten-Lysat-Reagenz) genutzt sowie PBS anstelle von anti-IgM im
gleichen Verhiltnis wie bei CpG und anti-IgM. Die Platten wurden iiber Nacht bei 5 %
CO2 und 37 °C inkubiert. Am nédchsten Tag wurden die Platten bei 300xg fiir 10 Minuten
bei 4 °C zentrifugiert. Danach wurde der Uberstand abgesaugt, die Zellen mit 200 ul PBS
resuspendiert und in Eppendorf-Tubes iiberfiihrt. Das Eppendorf-Tube wurde dann bei
300xg fiir 10 Minuten bei 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgesaugt und die
Zellen in flussigem Stickstoff gefroren. Bis zur Weiterverarbeitung der Zellen fiir den

Western-Blot wurden die Eppendorf-Tubes mit den B-Zellen bei —80 °C gelagert.

Fiir die Proteinisolation wurde das Zellpellet mit Radioimmunprazipitationsassaypuffer
(RIPA-Lysepuffer) mit zugesetztem Protease-Inhibitor-Cocktail (PIC; 1:100) resuspen-
diert. Pro 1 Mio. Zellen wurden 20 pl RIPA-Lysepuffer verwendet. Nach kurzem Vor-
texen und einer 10-miniitigen Inkubation in RIPA-Puffer wurden die Proben in Stickstoff

eingefroren und anschlieBend auf Eis wieder aufgetaut. Das Einfrieren und Auftauen der
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Proben wurden einmal wiederholt. Im néchsten Schritt wurde fiir 10 Minuten bei
10.000xg und 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand mit den lysierten Proteinen wurde in ein
neues Eppendorf-Tube iiberfiihrt. Im Anschluss wurden die Proben entweder bei —80 °C
eingefroren oder es folgte die Bestimmung der Proteinkonzentration zur Vorbereitung der

Proben fiir den Western-Blot.

Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte mit Hilfe des Roti-Quant universal
Kits. Das colorimetrische Verfahren ermoglicht die Quantifizierung loslicher Proteine
beruhend auf einer Biuret-Reaktion. Dabei werden Peptidbindungen photometrisch nach-
gewiesen. Das in Reagenz 2 enthaltene Cu?>* wird unter alkalischen Bedingungen zu Cu*
reduziert, aufgrund einer Komplexbildung von Peptiden mit Kupfer-lonen. Dies ge-
schieht proportional zur Proteinmenge in der Probe. Es kommt zu einem violetten Farb-
umschlag der Proben. Die Farbreaktion ist umso intensiver je mehr Protein und einherge-
hend je stirker die Komplexbildung ist (Smith et al., 1985). Eine Verstirkung des Farb-
umschlags wird durch eine Chelatierung der Cu’-Ionen mit Pyrrolidincarbonsdure (PCA)

erzielt. Die Farbintensitdt wird bei einer Wellenldnge von 490 nm gemessen.

Durchfiihrung:

Zunichst wurden die BSA-Standardlésungen (0—1 mg/ml, Tabelle 8 und Tabelle 9) fiir
die Eichkurve hergestellt. Da die Proteinproben in RIPA-Puffer gelost waren, wurde die-
selbe Menge RIPA auch in den BSA-Standards vorgelegt (fiir das Pipettierschema siche
Tabelle 8 bzw. Tabelle 9). Zu den einzelnen Standards bzw. Proben wurde anschlieend
die Arbeitslosung bestehend aus zwei Reagenzien pipettiert. Zur Herstellung der Arbeits-
16sung wurden 15 Teile des Reagenz 1 und 1 Teil des Reagenz 2 gemischt. Die fertige
Arbeitslosung wurde im Verhéltnis 2:1 mit den Proben bzw. Standards gemischt und fiir
30 Minuten bei 37 °C inkubiert. Standard und Proteine wurden auf Eis aufgetaut. Die

Reaktion wurde durch eine 10- bis 15-miniitige Inkubation bei RT gestoppt.
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Finale BSA-Konz. (mg/ml) BSA: Volumen Stock (ul) H20 (ul) RIPA (ul)

0 0 450 50
0,1 25 425 50
0,2 50 400 50
0,3 75 375 50
0,4 100 350 50
0,5 125 325 50
0,6 150 300 50
0,8 200 250 50
1,0 250 200 50

Tabelle 8: Standard 1 zur Proteinkonzentrationsbestimmung

Finale BSA-Konz. (mg/ml) BSA: Volumen Stock (ul) H20 (ul) RIPA (ul)

0 0 450 50
0,005 1,25 448,75 50
0,025 6,25 443,75 50
0,05 12,5 437,5 50
0,125 31,25 418,75 50
0,25 62,5 387,5 50
0,5 125 325 50
0,75 187,5 262,5 50
1,0 250 200 50

Tabelle 9: Standard 2 zur Proteinkonzentrationsbestimmung

b) SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Vorbereitung der Proben und des Standards

Die Proteinlysate wurden auf Eis aufgetaut, mit 7,5 pl je Probe Rotiload versetzt (1:4
Verdiinnung) und mit Wasser auf 30 pl aufgefiillt. Neben den Proben wurde pro Gellauf
ein Page-Ruler, der als Proteinmolekulargewichtsmarker dient, in die erste Tasche des
Gels pipettiert. Zu 2 pl des Page-Rulers wurden 7,5 ul Rotiload und 20,5 pl Wasser hin-
zugefligt. Die Denaturierung der Proben erfolgte durch Aufkochen bei 95 °C fiir 5 Minu-

ten.

31



Hintergrund und Durchfiihrung

Die Gelelektrophorese ist ein Verfahren, mit dem Proteine nach ihrem Molekulargewicht
aufgetrennt werden konnen. Das Gel dient dabei als ein Sieb, durch das die Proteine wan-
dern (Brunelle und Green, 2014). Das Giellen der Gele sollte mindestens einen Tag vor
der Durchfiithrung der Elektrophorese erfolgen. Die Gele konnen eine Woche bei 4 °C

gelagert werden.

Zunéchst wurden die Glasplatten, zwischen die das Gel gegossen werden soll, mit Ethanol
gesdubert. Damit die Glasplatten aneinanderhaften, wurden die Rander mit Wasser be-
feuchtet und anschliefend zusammengedriickt. Die Glasplatten wurden dann in die Gel-
Apparatur eingeklemmt. Zur Priifung der Dichtigkeit der Apparatur wurde Aqua dest.
zwischen die Glasplatten gefiillt. AnschlieBend wurde unter einem Abzug das Trenn- und
Sammelgel gegossen und in die Platten eingefiillt. Die Zusammensetzung der Gele ist in
der Tabelle 10 und Tabelle 11 aufgefiihrt. Zuerst wurde das Trenngel (vgl. Tabelle 10)
zwischen die Glasplatten eingefiillt. Es wurden ca. 2,5 cm bis zum oberen Rand der Glas-
platten fiir das Sammelgel (vgl. Tabelle 11) freigelassen. Auf das Trenngel wurde im
direkten Anschluss Isopropanol pipettiert, um eine gerade obere Kante des Gels zu erhal-
ten und ein Austrocknen wéhrend der Polymerisation zu verhindern. Nach ca. 30 Minuten
war das Trenngel auspolymerisiert. Nach dem Abkippen des Isopropanols konnte das
Sammelgel auf das Trenngel geschichtet werden. Durch den Einsatz eines Kamms bilde-

ten sich nach Auspolymerisation des Gels die Kammern fiir die Proben.

Das Gel wurde in eine Halte-Apparatur eingesetzt. Falls nur ein Gel vorhanden war,
musste ein Gegenstlick in die Apparatur eingeklemmt werden, damit eine Kammer
(Elektrodenkammer) entstand. In diese wurde Laufpuffer (Tabelle 12) eingefiillt. An-
schlieBend wurden die Proben in die Taschen des Gels pipettiert. Je Tasche wurden vor-
sichtig 29 ul Probe bis zum unteren Rand der Tasche eingelassen. Die Elektrodenkam-
mer, die das Gel enthielt, wurde in eine grole Kammer (Puffer-Kammer) eingesetzt. Die
Puffer-Kammer wurde dann bis zu der Markierung ,,2 Gele* mit Laufpuffer befiillt. Die
Elektrophorese startete mit einer Einlaufphase fiir 10-20 Minuten bei 10—15 mA (kon-
stant) pro Gel (30 mA fiir 2 Gele). Darauf folgte die Laufphase fiir 30—60 Minuten bei
25-30 mA (konstant) pro Gel (60 mA fiir 2 Gele). Die Laufphase wurde so lange beibe-

halten, bis die Lauffront gerade eben aus dem Gel ausgelaufen ist.
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Substanzen 10 % [in ml]

TRIS (1,5M), pH 8.8 5

Acrylamid (30 %) 6,7

SDS (20 % oder 10 %) 0,1 oder 0,2
Aqua dest. 7,92 oder 7,82
APS (100mg/ml) 0,2

TEMED (10 %) 0,08

Tabelle 10: Trenngel (Western-Blot)

Substanzen 5 % [in ml]
TRIS (1,5M), pH 6,8 1,0
Acrylamid (30 %) 1,3

SDS (20 % oder 10%) 0,08 oder 0,16
Aqua dest. 5,46 oder 5,38
APS (100mg/ml) 0,08

TEMED (10 %) 0,08

Tabelle 11: Sammelgel (Western-Blot)

Substanzen Menge [in g]
Tris-Base 30,3

SDS 10

Glycin 144

Tabelle 12: Laufpuffer (Western-Blot)

c) Western-Blot

Im direkten Anschluss an die Gelelektrophorese erfolgte der Transfer der nach dem Mo-
lekulargewicht aufgetrennten Proteine auf eine Nitrozellulosemembran (Taylor und
Posch, 2014). Dafiir wurde zunéchst das Gel mit Hilfe eines Spatels von den Glasplatten
vorsichtig abgeldst und in eine Schale mit Blotting-Puffer (vgl. Tabelle 13) gelegt. Fiir

einen erfolgreichen Transfer der Proteine vom Gel auf die Membran wurden Schwamme,
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Whatman-Paper, Gel und Membran in folgender Reihenfolge geschichtet und in eine

Blotting-Kassette eingeklemmt:
Schwamm — 3 x Whatman-Paper — Membran — Gel — 3 x Whatman-Paper — Schwamm.

Die Schwimme sowie die Whatman-Paper wurden zuvor in Blotting-Pufter equilibriert.
Damit die Membran luftblasenfrei auf dem Gel lag, wurde die Membran mit den Fingern
fixiert und mit einem Roller luftblasenfrei gestrichen. Die Halterung wurde in die Puffer-
Kammer eingehédngt. Die Membran war dabei zum Pluspol und das Gel zum Minuspol
gerichtet. Um ein starkes Aufheizen des Blotting-Puffers wéhrend des Blottens zu ver-
hindern, wurde in die Puffer-Kammer ein Kiihlakku eingebracht. Der Blotting-Puffer
wurde bis zu der Markierung ,,Blotten* in die Puffer-Kammer eingefiillt. Dann erfolgte

das Blotten bei 300 mA (konstant) fiir 1,5 Stunden.

Im Anschluss an das Blotten wurde die Membran aus der Apparatur entnommen und mit
Panceau gefédrbt, um den erfolgreichen Transfer der Proteine zu iiberpriifen. Nach der
Farbung wurde die Membran mit Wasser gespiilt und 3 Mal fiir 5 Minuten im Waschpuf-
fer Tris buffered Saline mit Tween (TBS-T) (vgl. Tabelle 14) gewaschen. Es schloss sich
das Blocken mit 5 % Magermilch (MM)/TBS-T fiir eine Stunde an. Nach erneutem
3-maligem Waschen der Membran fiir 5 Minuten mit TBS-T wurde der primare Antikor-
per zur Detektion des spezifisch nachzuweisenden Proteins hinzugegeben. Der primére
Antikorper wurde in MM 5 %/BSA 1 %/TBS-T verdiinnt (vgl. Tabelle 15) und konnte in
dieser Losung 5 bis 6 Mal verwendet werden. Nach jedem Gebrauch wurde die Antikor-
perlosung bei —20 °C gelagert und vor erneutem Nutzen auf Eis wieder aufgetaut. Die
Membran wurde iiber Nacht (24 h) bei 4 °C unter Schwenken in 10-15 ml Antikorperld-

sung inkubiert.

Am nichsten Morgen wurde die Membran 3 Mal fiir 5 Minuten in TBS-T gewaschen.
Dann erfolgte die Inkubation mit dem sekundiren Antikdrper (Meerettich-Peroxidase
(HRP) gekoppelt), fiir zwei Stunden bei RT. Der sekundire Antikdrper wurde in
MM 5 %/TBS-T gelost (vgl. Tabelle 15). Nach der Inkubation folgten drei weitere
Waschschritte mit TBS-T fiir jeweils 5 Minuten. Zur anschlieenden Visualisierung des
Zielproteins wurde die Membran mit ECL-Reagenz (Enhanced Chemiluminescence)
(beide Komponenten 1:1 gemischt) fiir 5 Minuten unter Schiitteln lichtgeschiitzt inku-
biert. Hierbei oxidiert das am sekundiren Antikdrper gebundene Enzym HRP das im ECL

enthaltene Luminol, was als Chemilumineszenz detektiert werden kann (Thermo Fisher
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Scientific, 2020). Das entstehende Chemilumineszenz-Signal wurde mit Hilfe des Chemi-

Doc-Touch-Imaging Systems digital aufgenommen und in Graustufen sichtbar gemacht.

Zur quantitativen Auswertung folgte auf die Detektion des spezifisch nachzuweisenden
Proteins die Bestimmung des Housekeepers, einem Protein, das unter den verwendeten
Stimulationsbedingungen keine Regulation zeigte und daher als Normierung verwendet
wurde. Als Housekeeper fungierte Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase
(GAPDH). Der anti-GAPDH Antikorper wurde in 5 % BSA gelost (vgl. Tabelle 15). Alle

weiteren Schritte entsprachen der oben beschriebenen Vorgehensweise.

Die Analyse der Ergebnisse erfolgte mit Hilfe der Software Image-Lab. Zur Bestimmung
des Molekulargewichts der detektierten Proteine wurde die Hohe der Banden der Proben
mit den Banden des Proteinmolekulargewichtmarkers verglichen. Fiir einen quantitativen
Nachweis der Proteine wurden die Bandenintensitdten densitometrisch gemessen. Zur Er-
mittlung der relativen Proteinmenge wurden die densitometrisch ermittelten Ergebnisse

des zu untersuchenden spezifischen Proteins mit denen der GAPDH-Banden in Bezug

gesetzt.
Bestandteile Molare Masse
Tris-Base 025M
Glycin 1,92 M

Tabelle 13: Blottingpuffer (Western-Blot)

Die in der Tabelle aufgefiihrten Bestandteile des Blottingpuffers wurden in 1 1 Aqua dest. gelost. Es
entstand ein 10-fach konzentrierter Ansatz. Der Puffer wurde auf einen pH-Wert von 8,3 eingestellt. Um
einen 1-fachen Ansatz zu erhalten, wurde der Blottingpuffer (10-fach) mit VE H>O und Methanol
verdiinnt. Der 1-fache Ansatz bestand aus Blottingpuffer mit 20 % Methanol und 70 % VE H:O.

Bestandteile Molare Masse
Tris-Base 0,5M
NaCl 1,5M
Tween 0,1%

Tabelle 14: Waschpuffer (TBS-T) (Western-Blot)

Zur Herstellung von TBS (10-fach) wurden die in der Tabelle genannten Stoffe in 1 1 Aqua dest. geldst.
Zur Herstellung des Waschpuffers (1-fach) wurde TBS (10-fach) mit VE 1:10 verdiinnt. AnschlieBend
wurde Tween mit einer Endkonzentration von 0,1 % in den 1-fachen Puffer gegeben.
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Prim./Sek. Artikelname Verdiinnung

AK
Prim. AK Anti-TRPA1 1:5.000

in MM 5 %/BSA 1 %
Prim. AK VRLI-AK 1:1.500

in MM 5 %/BSA 1 %
Sek. AK Goat-Anti-Rabbit IgG HRP 1:2.000

in MM 5 %
Housekeeper GAPDH (14C10) Rabbit mAb 1:2.000

in BSA 5 %

Tabelle 15: Antikorper (Western-Blot)

2.2.4 Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA)

Der ELISA ist eine quantitative Methode zur Bestimmung der Konzentration von 16s-
lichen Proteinen wie zum Beispiel Zytokine und Antikorper. Der Nachweis der Proteine
ist antikOrperbasiert. Das heift, dass es nur zu einer enzymatischen Reaktion und somit
zu einem Farbumschlag der Probe kommen kann, wenn ein passender Antikdrper an dem
zu analysierenden Protein (Antigen) mittels Schliissel-Schloss-Prinzip gebunden hat

(Hornbeck, 2001).

Die Durchfithrung des ELISAs (TNF) erfolgte nach Herstellerangaben. Der IL-10 Nach-
weis wurde mit einem eigens zusammengestellten Antikorperpaar durchgefiihrt. Der Ver-
suchsablauf war analog zu dem kéuflichen ELISA-Test. Bei den Versuchen handelte es
sich um Sandwich-ELISAs. Dabei wurde eine Multi-Sorp-96-Well-Mikrotiterplatte iiber
Nacht (ca. 24 h) bei 4 °C mit 100 pl eines Capture-AK inkubiert, sodass dieser Antikor-
per am Boden der Platte binden konnte (vgl. Tabelle 18 und Tabelle 19). Der Capture-
AK wurde in Coating-Puffer verdiinnt, alle weiteren verwendeten Antikorper und die
Standards wurden in 4ssay-Puffer verdiinnt. Die Herstellung des Coating-Puffers sowie
des Assay-Puffers des IL-10 ELISAs kann der Tabelle 20 und der Tabelle 21 entnommen
werden. Um Verdunstung zu vermeiden, wurden die Platten bei jeder Inkubation mit Fo-
lie beklebt. Am nichsten Tag wurde die Platte aspiriert und zwei Mal gewaschen. Fiir die
einzelnen Waschschritte wurde der in Tabelle 14 beschriebene Waschpuffer verwendet.
AnschlieBend erfolgte das Blockieren unspezifischer Bindungen mit Hilfe eines Block-

ing-Puffers. Fiir den IL-10 ELISA wurde dafiir eine 5-fach konzentrierte Caseinldsung in
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PBS mit H>O auf eine 1-fache Konzentration verdiinnt. Bei dem TNF-alpha ELISA
entsprach der Blocking-Puffer dem Assay-Puffer. Pro Kavitit wurden 100 ul des Block-
ing-Puffers pipettiert. Dies inkubierte fiir eine Stunde bei RT. Wéhrend der Inkubation
wurden die TNF und IL-10 Standardreihen angesetzt (vgl. Tabelle 16 und Tabelle 17).
Im Anschluss der Inkubation wurde die Mikrotiterplatte aspiriert und drei Mal gewaschen
(bei TNF-alpha 5 Mal). Darauf folgte das Uberfiihren der Standards und der Proben-
iiberstinde mit den geldsten Proteinen auf die Platten. Pro Platte wurden 50 ul des Stan-
dards in Duplikaten und 50 pl der unverdiinnten Uberstinde pipettiert und fiir zwei Stun-
den bei RT inkubiert. Anschlieend wurde die Platte 5 Mal gewaschen und 50 pl pro Well
des biotinyliertem Sekundér-AK (vgl. Tabelle 18 und Tabelle 19) aufgetragen und fiir
eine Stunde bei RT inkubiert. Nach erneutem 5-maligem Waschen folgte eine 30-minii-
tige Inkubation bei RT mit 50 pl Streptavidin-HRP, welches das Biotin am sekundiren
Antikorper bindet. AnschlieBend wurde die Platte 5 Mal (IL-10 ELISA) bzw. 7 Mal
(TNF-alpha ELISA) gewaschen. Im Anschluss wurde die Entwicklerlosung
(Tetramethylbenzidin; TMB, 50 ul/Well) zugegeben, die dann fiir 15 bis 30 Minuten bei
RT im Dunkeln inkubierte. Die HRP (horseradish peroxidase) setzt TMB zu einem
blauen Endprodukt um. Je mehr Protein in der Probe ist, desto mehr Antikorper finden
eine Bindungsstelle und desto stirker ist letztendlich die Farbreaktion. Die Reaktion
wurde mit 50 ul/Well H>SO4 (0,5 M) beim IL-10 ELISA und 50 pl/Well H>SO4 (1,0 M)
beim TNF-alpha ELISA gestoppt. Das Stoppen der Farbreaktion wurde deutlich durch
den Farbumschlag von Blau zu Gelb. Die photometrische Analyse der
Proteinkonzentration erfolgte mit Hilfe des Microplate-Reader iMark. Die Platte wurde

bei einer Wellenldnge von 450 nm gemessen.
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Konzentration Verdiinnung

200 ng/ml 1:100 in Assay Buffer
500 pg/ml 1:400 in Assay Buffer
250 pg/ml 1:2 in Assay Buffer
125 pg/ml 1:2  in Assay Buffer
62,5 pg/ml 1:2  in Assay Buffer
31,25 pg/ml 1:2  in Assay Buffer
15,6 pg/ml 1:2 in Assay Buffer
7,8 pg/ml 1:2  in Assay Buffer
3,9 pg/ml 1:2  in Assay Buffer
0 pg/ml Assay Buffer

Tabelle 16: Standardreihe Recombinant Mouse IL-10 Stocklosung [20 pg/ml]

Konzentration Verdiinnung

500 ng/ml 1:200 in Assay Buffer
1000 pg/ml 1:500 in Assay Buffer
800 pg/ml 1:1,25 in Assay Buffer
500 pg/ml 1:2  in Assay Buffer
250 pg/ml 1:2  in Assay Buffer
125 pg/ml 1:2  in Assay Buffer
62,5 pg/ml 1:2  in Assay Buffer
31,25 pg/ml 1:2  in Assay Buffer
15,6 pg/ml 1:2  in Assay Buffer
7,8 pg/ml 1:2  in Assay Buffer
0 pg/ml Assay Buffer

Tabelle 17: Standardreihe TNF-alpha Stocklésung [100 ug/ml]
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Antikorper Name Verdiinnung

Capture-AK Purified Rat Anti-Mouse IL-10  1:500 in Coating-Puffer
Detection-AK Biotin Rat Anti-Mouse IL-10 1:500 in Assay-Puffer

Streptavidin- Streptavidin-Poly-HRP 1:5000 in Assay-Puffer
Poly-HRP-AK

Tabelle 18: Antikorper IL-10 ELISA

Antikorper Verdiinnung

Capture-AK 1:250 in Coating-Puffer
Detection-AK 1:250 in Assay-Puffer
Avidin-HRP-AK 1:250 in Assay-Puffer

Tabelle 19: Antikorper TNF-alpha ELISA

Name Summenformel Molare Masse

Natriumhydrogenphosphat ~ Na;HPO4 x 2 H,O 177,99 g/mol
Natriumdihydrogenphosphat NaH;PO4 x H O 137,99 g/mol

Tabelle 20: Coating-Puffer IL-10 ELISA

Natriumhydrogenphosphat und Natriumdihydrogenphosphat wurden entsprechend abgewogen und in
Aqua dest. verdiinnt. Anschlielend erfolgte die pH-Einstellung auf pH 6,5 mittels Salzsdure (HCI) und
Natriumhydroxid (NaOH).

Name Konzentration
PBS 1-fach
FCS 10 %

Tabelle 21: Assay-Puffer IL-10 ELISA
Fiir einen 30 ml Ansatz werden 3 ml 10x PBS und 3 ml FCS mit H,O auf 30 ml aufgefiillt.

Name Konzentration
PBS 1-fach
Tween 0,05 %

Tabelle 22: Wasch-Puffer IL-10 ELISA und TNF-alpha ELISA
Entsprechend der benétigten Verdiinnung wurde 10x PBS und Tween mit VE aufgefiillt.
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2.2.5 Annexin V/PI-Farbung

Mit Hilfe der Annexin-PI-Farbung kann der Anteil lebender, frith-apoptotischer, spat-
apoptotischer und nekrotischer Zellen in einer Zellpopulation bestimmt werden. Dabei
wird genutzt, dass Phosphatidylserin (PS) in lebenden Zellen auf der Innenseite der Zell-
membran lokalisiert ist. Sobald die Zelle in den apoptotischen Zustand iibergeht, wird PS
auf die AulBBenseite der Zellmembran transloziert. Annexin V bindet an PS, sodass es als
Marker fiir apoptotische Zellen dient. Ist die Zelle jedoch nekrotisch, wird die Zellmem-
bran durchldssig, sodass Annexin V auch an der Innenseite der Zellmembran bindet. Um
apoptotische Zellen von nekrotischen Zellen unterscheiden zu konnen, wird eine zusétz-
liche Farbung mit Propidiumiodid (PI) herangezogen. PI bindet an DNA (Deoxyribonu-
cleic acid) und wird nur von Zellen mit durchlissiger Membran aufgenommen. Damit ist
PI ein Marker fiir die Nekrose. So sind lebende Zellen PI-negativ und Annexin-negativ,
apoptotische Zellen Pl-negativ und Annexin-positiv und nekrotische Zellen PI-positiv

und Annexin-positiv (Wallberg et al., 2016).

Die Durchfiihrung der Farbung erfolgte nach Herstellerangaben. Die CD19-pos. B-Zellen
wurden behandelt wie beschrieben (siehe Seite 27). Fiir die Annexin V/PI-Fiarbung wurde
die 96-Well-Platte bei 300xg fiir 10 Minuten bei 4 °C zentrifugiert. Anschlieend wurden
die Uberstinde in eine neue Platte pipettiert und die Zellpellets mit 200 ul kaltem PBS
resuspendiert. Nachdem die Zellen bei 300xg fiir 10 Minuten und bei 4 °C zentrifugiert
und die Uberstinde abgesaugt wurden, wurden die Zellen nochmals mit 200 ul/Well PBS
gewaschen. Nach erneutem Zentrifugieren der Platte (300xg, 10 Minuten, 4 °C) wurde
der Uberstand abgesaugt. AnschlieBend wurden 100 pl/Well Annexin-Binding-Puffer
(1-fach) und 5 pl/Well Annexin V/FITC (Fluorescein Isothiocyanate) hinzugefiigt und fiir
15 Minuten bei RT lichtgeschiitzt inkubiert. Nach erfolgter Inkubation wurden nochmals
100 ul/Well Annexin-Binding-Puffer (1-fach) zugegeben. Daran schloss sich die durch-
flusszytometrische Analyse per FACS an. PI wurde dabei vor jeder Analyse automatisch
durch die Einstellung Autolabel in der FACS Software zupipettiert. Ausgewertet wurden
die Ergebnisse mit der Software Flow-Logic (Abb. 3).
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Abb. 3: Schematische Darstellung der Gates bei der Auswertung mit FlowLogic
bei der Annexin V/PI-Farbung

(A) Gate der CD19-pos. B-Zell-Population

(B) Gate der einzeln gemessenen Events

(C) Gates der lebenden, frith-apoptotischen, spét-apoptotischen und nekrotischen CD19-pos. B-Zell-
Populationen

2.2.6 Ca?*-Messung und PoPo3-Aufnahme

Fiir die Ca-Messung wurden sowohl B-Zellen verwendet, die unstimuliert am selben Tag
weiterverarbeitet wurden als auch mit CpG (1,25 pg/ml)/anti-IgM (5 pg/ml) stimulierte
Zellen, die iiber Nacht (24 h) in Medium bei 5 % CO; und 37 °C inkubierten. Fiir den
Versuch wurden die B-Zellen entweder in PBS (kein Kalzium) oder in HBSS (,,Hank’s

balanced* Salzlosung) (1 mM Kalzium) resuspendiert.

Aufgrund seiner Durchldssigkeit fiir Kalzium-Ionen kann die Funktionalitit des TRPA1-
Kanals auf B-Zellen durch die Bestimmung von intrazelluldrem Kalzium nach Stimula-
tion untersucht werden. Dies geschah mit Hilfe des fluoreszierenden Ca**-Indikators Cal-
520, dessen Fluoreszenz nach Bindung durch Kalzium um den Faktor 100 ansteigt
(Abcam, 2020). Neben Cal-520 wurde der fluoreszierende Farbstoff PoPo3 eingesetzt,
der an Nukleinsiure bindet (Invitrogen, 2020). Ahnlich wie PI wird PoPo3 nur von Zellen
mit kompromittierter Zellmembran aufgenommen. Studien zeigten jedoch, dass PoPo3
auch spezifisch liber verschiedene Transportmechanismen aufgenommen wird und daher
eignet sich dieser Farbstoff auch als Surrogat-Marker fiir die Wirkstoffaufnahme katio-
nischer und ungeladener Molekiile (Lowin et al., 2020; Chen et al., 2009). Fiir die
Kalzium-Messung/PoPo3-Aufnahme wurden 200.000 B-Zellen/25 pL/Well eingesetzt.

Zundchst wurden die zuvor isolierten B-Zellen in 500 pl HBSS bzw. PBS resuspendiert.
Nach Zugabe der beiden Farbstoffe Cal-520 (4 uM Endkonzentration) und PoPo3 (1 uM)
wurden die Zellen fiir eine Stunde bei 37 °C in einem Wiarme-Shaker belassen und im

Anschluss fiir 30 Minuten bei RT inkubiert. Wahrend der Inkubation der B-Zellen mit
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den Farbstoffen wurde die schwarze 96-Well-Cell-Culture-Microplate fiir den Assay vor-
bereitet. Dazu wurden 20 pl/Well der Antagonisten des TRPA1-Kanals (vgl. Tabelle 7)
bzw. Medium (vgl. Tabelle 6) als Kontrollgruppe vorgelegt. Die B-Zellen wurden nach
Inkubation bei 300xg fiir 10 Minuten bei RT zentrifugiert. Die Zellen wurden darauf in
500 ul HBSS bzw. PBS resuspendiert und gewaschen (300xg, 10 Minuten, RT). An-
schlieBend wurden die Zellen auf eine Zellzahl von 200.000/25 pl in HBSS bzw. PBS
eingestellt. Dazu wurde mit einer Verdiinnung von 1:500 PoPo3-Iodid hinzugegeben. Die
B-Zellen (25 pl) wurden nun auf die Platten mit den zuvor bereits pipettierten Anta-
gonisten pipettiert und fiir 30 Minuten im Dunkeln inkubiert. Dann wurde mit Hilfe des
Tecan-Readers die Messung fiir vier Zyklen gestartet (Baseline ohne Agonisten) und an-
schlieBend pausiert. Es folgte die Zugabe von 50 ul der Agonisten des TRPA1-Kanals
(vgl. Tabelle 7) bzw. Medium (vgl. Tabelle 6) als Kontrollgruppe. Danach wurde die
Messung fortgesetzt.

2.2.7 Statistische Analyse

Die statistische Analyse wurde mit Hilfe von GraphPad Prism 6.0 durchgefiihrt. Bei dem
Vergleich zweier Gruppen wurde ein t-Test berechnet. Bei dem Vergleich von mehr als
zwei Gruppen wurde eine Varianzanalyse (ANOVA) mit post-hoc Test (Tukey s multiple
comparisons Test) verwendet. Als statistisch signifikant wurden p-Werte *p < 0,05 ange-
nommen. Die Graphen zu den statistischen Analysen wurden ebenfalls mit GraphPad

Prism 6.0 erstellt.
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3 Ergebnisse

3.1 Nachweis des TRPA1/TRPV2-Kanals mittels Western-Blot
sowie Veranderung der relativen Proteinmenge von
TRPA1/TRPV2 unter Kontroll- und Stimulationsbedingun-
gen

Der TRPA1-Kanal wurde in synovialen Fibroblasten nachgewiesen (Lowin et al., 2018)
und in B-Zellen gibt es indirekte Hinweise auf das Vorhandensein und den funktionellen
Einfluss dieses lonenkanals (Pereira et al., 2017). Darauf basierend erfolgte in dieser Ar-
beit die Untersuchung der Expression des TRPA1-Kanals in humanen sowie in murinen
B-Zellen mit dem Western-Blot-Verfahren. Da als TRPAIl-Ligand unter anderem
Cannabidiol (CBD) verwendet wurde, wurde auBBerdem an murinen CD19-pos. B-Zellen
TRPV2 nachgewiesen, da dieser ebenfalls ein bekannter Zielrezeptor fiir CBD ist (Luo et
al., 2019). Neben dem Nachweis des TRPA1/TRPV2-Kanals mittels Western-Blot wur-
den die Proteinlevel CpG/anti-IgM stimulierter B-Zellen mit naiven B-Zellen verglichen.
Bei den humanen Proben wurden sowohl CD19-positive als auch IgD-positive B-Zellen

untersucht, bei den murinen B-Zellen nur CD19-positive B-Zellen.

3.1.1 TRPA1 in humanen B-Zellen

Humane B-Zellen wurden entweder iiber anti-IgD- oder anti-CD19-Beads magnetisch
isoliert und mit CpG/anti-IgM stimuliert oder naiv belassen. Unabhingig von der
Isolationsmethode und Stimulation wurde TRPA1-Protein in B-Zellen nachgewiesen
(Abb. 4.A). Es zeigten sich drei Banden entsprechend der Ergebnisse von Egan et al.
(2016) und Yu et al. (2009). Fiir die statistische Auswertung der Proteinlevel der
einzelnen Banden wurde GAPDH als Referenzprotein bestimmt. Der Nachweis von

GAPDH (~37 kDa) war in allen Proben moglich (vgl. Abb. 4.B).
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Abb. 4: Western-Blot gegen humanes TRPA1 (A) und GAPDH (B)
(A) Nachweis des TRPA1-Kanals in humanen B-Zellen bei ca. 110 kDa.

(B) Nachweis von GAPDH als Housekeeper bei ca. 37 kDa

(C) Darstellung des vollstindigen Western-Blots zum Nachweis von TRPA1

a) Vergleich der TRPA1-Proteinmenge bei humanen B-Zellen

unter Kontroll- und Stimulationsbedingungen

Abb. 5 stellt das relative Proteinlevel des TRPAI1-Kanals in B-Zellen nach einer
Stimulation mit CpG/anti-IgM iiber Nacht (24 h) im Vergleich zur Kontrollgruppe dar.
Dieser Vergleich erfolgte sowohl an CD19-pos. B-Zellen als auch an IgD-pos. B-Zellen.
In beiden Gruppen konnte kein statistisch signifikanter Unterschied zwischen der Kon-
trollgruppe und den stimulierten Zellen nachgewiesen werden (A: p=0,3294; B:
p =0,3632). Somit liegt kein Nachweis einer Uberexpression des Kanals in stimulierten

B-Zellen vor.
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Abb. 5: Vergleich der TRPA1-Proteinmenge bei humanen B-Zellen unter Kontroll-
und Stimulationsbedingungen

(A) Vergleich CD19-pos. B-Zellen unter Kontroll- und Stimulationsbedingungen. Dargestellt sind Pro-
teinlevel fiinf unabhingiger Versuche (N = 5). Die Proben wurden mittels t-Test verglichen. Die
Ergebnisse bezichen sich auf die statistische Auswertung der obersten Bande. Die Fehlerbalken zeigen
den Mittelwert (Mean) + SEM. Das Signifikanzniveau war *p = 0,05.

(B) Vergleich IgD-pos. B-Zellen unter Kontroll- und Stimulationsbedingungen. Dargestellt sind
Proteinlevel drei unabhéngiger Versuche (N = 3). Die Proben wurden mittels t-Test verglichen. Die
Ergebnisse bezicehen sich auf die statistische Auswertung der obersten Bande. Die Fehlerbalken zeigen
den Mittelwert (Mean) + SEM. Das Signifikanzniveau war *p = 0,05.

b) Vergleich der Proteinmenge zwischen CD19-pos. B-Zell-Isola-

tion und IgD-pos. B-Zell-Isolation

Der Vergleich zwischen den unterschiedlichen Zell-Isolationen CD19-pos. B-Zellen und
IgD-pos. B-Zellen ist in Abb. 6 dargestellt. Ein statistisch signifikanter Unterschied lag
weder im Vergleich zwischen den Kontrollgruppen beider Zell-Isolationen noch zwi-

schen den stimulierten Zellen vor (A: p=0,1201; B: p=0,2124).
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Abb. 6: Vergleich der TRPA1 Proteinmenge zwischen CD19-pos. B-Zell Isolation
und IgD-pos. B-Zell-Isolation

A) Vergleich der beiden verschiedenen B-Zell-Isolationen innerhalb der Kontrollgruppe. Die Proben
wurden mittels t-Test verglichen. Die Ergebnisse beziehen sich auf die statistische Auswertung der
obersten Bande. Die Fehlerbalken zeigen den Mittelwert (Mean) + SEM. Das Signifikanzniveau lag bei
*p =0,05.

(B) Vergleich der unterschiedlichen B-Zell-Isolationen innerhalb der stimulierten B-Zellen. Der
Vergleich der Proben erfolgte mittels t-Test. Die Ergebnisse beziehen sich auf die statistische Auswertung
der obersten Bande. Die Fehlerbalken zeigen den Mittelwert (Mean) + SEM. Das Signifikanzniveau war
*p =0,05.
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3.1.2 TRPA1 in murinen B-Zellen
a) Nachweis des TRPA1-Kanals in murinen B-Zellen

Murine B-Zellen wurden analog zu den humanen B-Zellen isoliert und stimuliert. TRPA1
wurde in stimulierten und naiven murinen B-Zellen nachgewiesen, jedoch mit einem et-
was niedrigeren Molekulargewicht im Vergleich zum humanen Protein (Abb. 7.A). Der

Nachweis von GAPDH bei ca. 37 kDa war in beiden Proben moglich (vgl. Abb. 7.B)

Lane 1 2 3
A 100 kDa —> p— WB2_murin_TRPA(1

Lane 1 2 3

B 40 kDa —> —— ——— WB2_murin_GAPDH

35 kDa —>
Lane 1 2 3
— Lane1: Standard
180 kDa —» Lane2: TRPA1_P2_contr.

130 kDa —> Lane3: TRPA1_P2_stim.
100 kDa —> _—

70 kDa ——»
55 kDa — WB2_murin_TRPA(1
40 kDa —»
35 kba —»

25 kDa —p =

Abb. 7: Western-Blot gegen murines TRPA1 (A) und GAPDH (B)

(A) Nachweis des TRPA1-Kanals bei ca. 110 kDa in B-Zellen aus Maus-Milzen.
(B) Nachweis von GAPDH bei ca. 37 kDa.
(C) Darstellung des vollstindigen Western-Blots zum Nachweis von TRPA1

b) Vergleich der TRPA1-Proteinmenge zwischen Kontrollgruppe

und stimulierter Zellen von CD19-pos. B-Zellen der Maus

Abb. 8 zeigt einen Vergleich verschiedener TRPA 1-Proteinlevel CD19-pos. B-Zellen, die
aus Maus-Milzen isoliert wurden. Verglichen wurden B-Zellen, die {iber Nacht (24 h) mit
CpG/anti-IgM stimuliert wurden (stim.), mit einer Kontrollgruppe (contr.). Das
Proteinlevel zwischen der Kontrollgruppe und der stimulierten B-Zell-Gruppe verhielt
sich nahezu gleich. Es konnte kein statistisch signifikanter Unterschied zwischen den

beiden untersuchten Gruppen festgestellt werden (p = 0,3696).
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Abb. 8: Vergleich der TRPA1-Proteinmenge zwischen Kontrollgruppe und
stimulierter Zellen von CD19-pos. B-Zellen der Maus

Dargestellt sind Proteinlevel fiinf unabhingiger Versuche (N = 5). Die Proben wurden mit Hilfe des t-Tests
verglichen. Die Fehlerbalken zeigen den Mittelwert (Mean)+ SEM. Das Signifikanzniveau lag bei
*p =0,05.

3.1.3 TRPV2 in murinen B-Zellen

a) Nachweis des TRPV2-Kanals in murinen B-Zellen

Neben TRPA1 wurde in den murinen Proteinlysaten der lonenkanal TRPV2 nachgewie-
sen (Abb. 9). TRPV2 wurde sowohl in stimulierten als auch in naiven B-Zellen bei einer
GroBle von ~72 kDa detektiert (vgl. Abb. 9.A). Als positive Kontrollgruppe (Abb. 9.A,
Spur 4) fungierte eine Probe von synovialen Fibroblasten, die bekannterweise TRPV2

exprimieren (Laragione et al., 2015). Als Referenzprotein diente GAPDH (Abb. 9.B).

Lane 1 2 3 4
A  70kDa —» — WB2_murin_TRPV2
Lane 1 2 3 4
g okpa _—— WB2_murin_GAPDH
35 kba —>
Lane 1 2 3 4 Lane1: Standard
180 kDa — Lane2: mBcell_contr.
130 kDa —> Lane3: mBcell_stim.

100 kDa —» Lane4: Fibroblast
a

70 kDa —» ——
55 kDa —>

40 kDa —> WB2_murin_TRPV2

35 kDa —»

25 kDa —>

Abb. 9: Western-Blot gegen murines TRPV2 (A) und GAPDH (B)
(A) Nachweis des TRPV2-Kanals in murinen B-Zellen aus der Milz bei ca. 70 kDa
(B) Nachweis von GAPDH bei ca. 37 kDa

(C) Darstellung des vollstindigen Western-Blots zum Nachweis des TRPV2-Kanals
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b) Vergleich der TRPV2-Proteinlevel zwischen Kontrollgruppe

und stimulierter CD19-pos. B-Zellen der Maus

Fiir den Vergleich der TRPV2-Proteinlevel wurden aus der Maus-Milz isolierte CD19-
pos. B-Zellen verwendet (vgl. Abb. 10). Verglichen wurden die TRPV2-Proteinlevel
stimulierter Zellen (stim.) mit einer Kontrollgruppe (contr.). Analog zum TRPA1-Kanal
konnte bei der Untersuchung des TRPV2-Kanals kein statistisch signifikanter Un-
terschied in der Proteinmenge des TRPV2-Kanals zwischen nicht stimulierten und stimu-

lierten B-Zellen nachgewiesen werden (p = 0,8140).
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Abb. 10: Vergleich der TRPV2-Proteinlevel zwischen Kontrollgruppe und
stimulierter CD19-pos. B-Zellen der Maus

Dargestellt sind Proteinlevel drei unabhingiger Versuche (N= 3). Die Fehlerbalken stellen den Mittelwert
(Mean) = SEM dar. Das Signifikanzniveau lag bei * p = 0,05.

3.2 TNF-und IL-10-Produktion von B-Zellen unter dem Einfluss
von TRPA1-Liganden

Alle Zytokine wurden aus murinen B-Zelliiberstinden gemessen (vgl. Kapitel 2.2.4). Fiir
die Versuche wurden Agonisten bzw. Antagonisten genutzt, die bereits spezifisch flir den
TRPA1-Kanal beschrieben wurden (Soutar et al., 2017). Als fiir den TRPA1-Kanal spe-
zifische Agonisten dienten Cannabidiol (CBD), Zimtaldehyd (CIN) sowie Polygodial, als
Antagonisten A967079 und Capsazepine (Soutar et al., 2017). Letztere Verbindung
bindet als Antagonist an den Chili-Rezeptor TRPV1, dessen Einfluss hier ausgeschlossen
werden sollte (Walker et al., 2003). Die Ausschiittung von TNF-alpha und IL-10 wurde
mit dem ELISA-Verfahren gemessen. Zum einen sollte der Einfluss der Agonisten je
nach Konzentration auf die Ausschiittung der Zytokine untersucht werden und zum
anderen eine mogliche Inhibition des Effekts der Agonisten durch Antagonisten gezeigt
werden. Da naive B-Zellen kaum Zytokine produzieren, wurden in diesen Versuchen nur

mit CpG/anti-IgM stimulierte B-Zellen verwendet.
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3.2.1 Einfluss von TRPA1-Liganden auf die TNF-alpha-Produktion

TNF-alpha spielt bei entziindlichen Prozessen eine wesentliche Rolle und ist bei der Ent-
stehung sowie der Behandlung der rheumatoiden Arthritis ein wichtiges Zielmolekiil

(Bradley, 2008).
a) Einfluss von CBD auf die TNF-alpha-Produktion

CBD reduzierte die TNF-alpha-Produktion in B-Zellen signifikant (p = 0,05 fiir CBD
[c]=20 uM, 10 uM und 5 uM) (Abb. 11.A). Diese Reduktion konnte nicht mit dem
spezifischen TRPA1-Antagonisten A967079 inhibiert werden (Abb. 11.B). Da CBD auch
an TRPV1 bindet (Lowin et al., 2016; Lowin und Straub, 2015), wurde CBD zusammen
mit dem TRPV1-Antagonisten Capsazepine inkubiert. Hier zeigte sich keine Hemmung
der Effekte von CBD (Abb. 11.C). Die einzelnen Gruppen wurden zwecks besserer
Vergleichbarkeit innerhalb einer Grafik dargestellt (Abb. 11.D).
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Abb. 11: Einfluss von CBD auf die TNF-alpha-Produktion

Untersucht wurden TNF-alpha-Konzentrationen in vier unabhingigen Versuchen (N = 4) mit je drei
Replikaten pro Konzentration des Agonisten bzw. der Kontrollgruppen (n = 3). Die statistische
Auswertung erfolgte mit Hilfe der one-way ANOVA sowie dem Tukey's multiple comparisons Test. Das
Signifikanzniveau war *p = 0,05. Die Fehlerbalken zeigen den Mittelwert (Mean) + SEM.

(A—-C) TNF-alpha-Konzentration in Abhéngigkeit der CBD-Konzentration (CBD [c] = 1-20 uM) ohne
Hinzugabe von Antagonisten (A), mit Hinzugabe der Antagonisten A967079 (B) und Capsazepine (C).
(D) Liniengrafik zum direkten Vergleich der drei Bedingungen aus A, B, und C (Mean + SEM).
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b) Einfluss von CIN auf die TNF-alpha-Produktion

Es bestand kein statistisch signifikanter Unterschied zwischen den einzelnen CIN-Kon-
zentrationen zur Kontrollgruppe (p >0,05) (vgl. Abb. 12.A). Allerdings zeigte die
ANOVA einen statistisch signifikanten, inhibierenden Einfluss von CIN auf die TNF-
alpha-Produktion unabhédngig der eingesetzten Konzentrationen (p = 0,0333). Dieser Ef-
fekt konnte mit dem Antagonisten A967079 nicht inhibiert werden (vgl. Abb. 12.B). Der
Graph C verdeutlicht den Vergleich der beiden Gruppen.
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Abb. 12: Einfluss von CIN auf die TNF-alpha-Produktion

Untersucht wurden TNF-alpha-Konzentrationen in drei unabhédngigen Versuchen (N = 3) mit je zwei
Replikaten pro Konzentration des Agonisten bzw. der Kontrollgruppen (n = 2). Es wurden im Tukey's
multiple comparisons Test die einzelnen CIN-Konzentrationen mit der Kontrollgruppe verglichen, als
auch eine ANOVA berechnet. Das Signifikanzniveau lag bei *p = 0,05. Die Fehlerbalken zeigen den
Mittelwert (Mean) + SEM.

(A, B) TNF-alpha-Konzentration in Abhingigkeit der CIN-Konzentration (CIN [c] =25-500 M) ohne
Hinzugabe eines Antagonisten (A) und unter Hinzugabe des Antagonisten A967079 (B).

(C) Liniengrafik zum direkten Vergleich der zwei Bedingungen aus A und B (Mean + SEM).

c) Einfluss von Polygodial auf die TNF-alpha-Produktion

Polygodial nahm keinen Einfluss auf die TNF-alpha-Produktion, da in der ANOVA kein

statistisch signifikanter Unterschied zwischen den Polygodial-Konzentrationen und der

Kontrollgruppe nachgewiesen wurde (p = 0,9255) (vgl. Abb. 13.A). Die Inkubation der

B-Zellen mit den Antagonisten A967079 (p =0,7138) und Capsazepine (p =0,5961)
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zeigten keinen gegenteiligen Effekt auf die TNF-alpha-Produktion (vgl. Abb. 13.B und
C). Aufgrund besserer Vergleichbarkeit wurden die TNF-alpha-Konzentrationen unter

Hinzugabe der beiden Antagonisten fiir alle Polygodial-Konzentrationen im Graph D

dargestellt.
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Abb. 13: Einfluss von Polygodial auf die TNF-alpha-Produktion

Untersucht wurden TNF-alpha-Konzentrationen in vier unabhéngigen Versuchen (N = 4) mit je drei
Replikaten pro Konzentration des Agonisten bzw. der Kontrollgruppen (n = 3). Es wurden im Tukey's
multiple comparisons Test die einzelnen Polygodial-Konzentrationen mit der Kontrollgruppe verglichen,
als auch eine ANOVA berechnet. Das Signifikanzniveau war *p = 0,05. Die Fehlerbalken zeigen den
Mittelwert (Mean) + SEM.

(A—-C) TNF-alpha-Konzentration in Abhéngigkeit der Polygodial-Konzentration (Polygodial [c] = 0,5—
10 uM) ohne Hinzugabe eines Antagonisten (A) und unter Hinzugabe der Antagonisten A967079 (B) und
Capsazepine (C).

(D) Liniengrafik zum direkten Vergleich der drei Bedingungen aus A, B, und C (Mean + SEM).

d) Vergleich der Agonisten untereinander in Bezug auf die
Modulation der TNF-alpha-Produktion

Beim Vergleich der hochsten eingesetzten Konzentrationen von CBD, Polygodial und
CIN in Bezug auf die Modulation der TNF-Produktion, zeigten sich nur zwischen CBD
und Polygodial statistisch signifikante Unterschiede (Abb. 14, p = 0,01). Die Behandlung
mit Polygodial wies im Vergleich zu CBD hohere TNF-alpha-Konzentrationen auf (CBD:
Mean = 1,8; Poly: Mean = 223,2).
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Insgesamt lie sich in der ANOVA grundsitzlich ein statistisch signifikanter Unterschied

zwischen den Gruppen zeigen (p = 0,0085).
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Abb. 14: Vergleich der Agonisten untereinander in Bezug auf die TNF-alpha-

Produktion

Die Daten wurden mithilfe einer one-way ANOVA und eines Tukey's multiple comparisons Test statis-
tisch ausgewertet. Das Signifikanzniveau war *p = 0,05. Die Fehlerbalken zeigen den Mittelwert
(Mean) + SEM.

Der Vergleich zwischen CBD (20 uM) und Polygodial (10 uM) zeigt einen statistisch signifikanten
Unterschied in der TNF-alpha-Konzentration (p = 0,01).

e) Einfluss der Antagonisten A967079 und Capsazepine auf die
TNF-alpha-Produktion

Der Vergleich der Antagonisten zur Kontrollgruppe zeigte, dass sowohl A967079 als
auch Capsazepine die TNF-alpha-Produktion signifikant senkten (A967079: p =0,05;
Capsazepine: p = 0,01).
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Abb. 15: Einfluss der Antagonisten A967079 und Capsazepine auf die TNF-alpha-
Produktion

Vergleich der TNF-alpha-Produktion zwischen der Kontrollgruppe und der Kontrollgruppe mit Inkubation
eines Antagonisten. Untersucht wurden TNF-alpha-Konzentrationen in vier unabhingigen Versuchen
(N =4) mit je neun Replikaten pro Bedingung (n = 9). Die statistische Analyse erfolgte mit Hilfe der one-
way ANOVA und dem Tukey's multiple comparisons Test. Das Signifikanzviveau lag bei *p = 0,05. Die
Fehlerbalken zeigen den Mittelwert (Mean) = SEM.
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3.2.2 Einfluss der Agonisten und Antagonisten auf die IL-10-Produk-

tion

Neben der TNF-alpha-Konzentration wurde im gleichen Versuchsautbau die IL-10-Aus-
schiittung gemessen. Das Zytokin IL-10 stellt in der rheumatoiden Arthritis (RA) eine
zentrale Rolle in der Pathogenese dar. So konnte bei seropositiven RA-Patienten ein er-
hohter IL-10-Spiegel gemessen werden (Herndndez-Bello et al., 2017). IL-10 nimmt Ein-
fluss auf die Regulation verschiedener pro-inflammatorischer Zytokine, die in der RA zur
Entziindungsreaktion beitragen. AuBlerdem konnten IL-10-Proteine in immunhistolo-
gischen Untersuchungen von Biopsien aus der Synovialmembran nachgewiesen werden
(Katsikis et al., 1994). Aufgrund des bekannten Einflusses von IL-10 auf RA wurden in
dieser Arbeit die Zusammenhénge der IL-10-Konzentrationen durch Behandlung der B-

Zellen mit Liganden des TRPA 1-Kanals untersucht.
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a) Einfluss von CBD auf die IL-10-Produktion

CBD reduzierte die IL-10-Produktion von B-Zellen signifikant (vgl. Abb. 16.A)
(p =0,0001 fir CBD [¢] =20 uM, 10 uM und 5 uM; p = 0,05 fiir CBD [c] = 1 uM).
Dieser Effekt konnte mit den Antagonisten A967079 und Capsazepine nicht inhibiert

werden (vgl. Abb. 16.B und C). Zur besseren Vergleichbarkeit wurden die Ergebnisse in
einer Grafik dargestellt (vgl. Abb. 16.D).
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Abb. 16: Einfluss von CBD auf die IL-10-Produktion

Untersucht wurden IL-10-Konzentrationen in vier unabhingigen Versuchen (N = 4) mit je drei
Replikaten pro Konzentration des Agonisten bzw. der Kontrollgruppen (n = 3). Der Vergleich zwischen
den unterschiedlichen CBD-Konzentrationen zur Kontrollgruppe erfolgte mittels einer one-way ANOVA
und Tukey's multiple comparisons Test. Das Signifikanzniveau lag bei *p = 0,05. Die Fehlerbalken
zeigen den Mittelwert (Mean) = SEM.

(A-C) Vergleich der IL-10-Konzentrationen zwischen CBD-Konzentrationen (CBD [¢] = 1-20 upM) und
der Kontrollgruppe ohne Antagonisten (A) und mit den Antagonisten A967079 (B) und Capsazepine (C).
(D) Liniengrafik zum direkten Vergleich der drei Bedingungen aus A, B, und C (Mean + SEM).
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b) Einfluss von CIN auf die IL-10-Produktion

CIN senkte die IL-10-Produktion im Vergleich zur Kontrollgruppe signifikant (p = 0,05
fiir CIN [c] =500 uM und 50 uM) (vgl. Abb. 17.A). Bei einer CIN-Konzentration von
100 uM bestand kein statistisch signifikanter Unterschied zur Kontrolle. Dies kann
allerdings durch den einzelnen nicht erkldrbaren Ausreiller beeinflusst sein. Der Antago-
nist des TRPA1-Kanals A967079 inhibierte den Effekt von CIN nicht (vgl. Abb. 17.B).
In Abb. 17.D wurden die Ergebnisse zur besseren Vergleichbarkeit gegeniibergestellt.
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Abb. 17: Einfluss von CIN auf die IL-10-Produktion

Untersucht wurden IL-10-Konzentrationen in drei unabhéngigen Versuchen (N = 3) mit je zwei
Replikaten pro Konzentration des Agonisten bzw. der Kontrollgruppen (n = 2). Die statistische
Auswertung erfolgte mit Hilfe der one-way ANOVA sowie dem Tukey's multiple comparisons Test. Das
Signifikanzniveau war *p = 0,05. Die Fehlerbalken zeigen den Mittelwert (Mean) + SEM.

(A, B) Vergleich der produzierten IL-10-Menge nach Inkubation mit verschiedenen CIN-Konzentrationen
(CIN [c] =25-500 pM) zur Kontrollgruppe (contr.) ohne Antagonisten (A) und mit dem Antagonisten
A967079 (B).

(C) Liniengrafik zum direkten Vergleich der zwei Bedingungen aus A und B (Mean + SEM).
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c) Einfluss von Polygodial auf die IL-10-Produktion

Polygodial nahm keinen statistisch signifikanten Einfluss auf die IL-10-Produktion
(p =0,8244) (vgl. Abb. 18.A). Es zeigten sich zudem keine Veridnderungen in der
produzierten IL-10-Menge bei gleichzeitiger Inkubation der B-Zellen mit den Antagonis-
ten A967079 und Capsazepine (vgl. Abb. 18.B und C). Diese Ergebnisse wurden zur
besseren Darstellbarkeit in Abb. 18.D verglichen.
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Abb. 18: Einfluss von Polygodial auf die IL-10-Produktion

Untersucht wurden IL-10-Konzentrationen in vier unabhingigen Versuchen (N = 4) mit je drei
Replikaten pro Konzentration des Agonisten bzw. der Kontrollgruppen (n = 3). Die statistische
Auswertung der Ergebnisse erfolgte mittels one-way ANOVA und Tukey's multiple comparisons Test.
Das Signifikanzniveau lag bei *p = 0,05. Die Fehlerbalken zeigen den Mittelwert (Mean) + SEM.
(A-C) Vergleich der IL-10-Konzentrationen zwischen der Inkubation der B-Zellen mit verschiedenen
Konzentrationen von Polygodial (Polygodial [c] = 0,5-10 uM) zur Kontrollgruppe ohne Hinzugabe von
Antagonisten (A) und unter Hinzugabe der Antagonisten A967079 (B) und Capsazepine (C).

(D) Liniengrafik zum direkten Vergleich der drei Bedingungen aus A, B, und C (Mean + SEM).

d) Vergleich der Agonisten untereinander in Bezug auf die
Modulation der IL-10-Produktion

Wurden die hochsten eingesetzten Konzentrationen der Agonisten CBD, CIN und Poly-
godial beziiglich des Einflusses auf die IL-10-Produktion verglichen, so zeigte sich ein
statistisch signifikanter Unterschied zwischen CBD und Polygodial sowie CIN und Poly-
godial (p =0,0001) (vgl. Abb. 19). Dabei konnten bei Polygodial im Vergleich zu CBD
und CIN hohere IL-10-Konzentrationen gemessen werden (CBD: Mean = 3,352; CIN:
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Mean = 1,815; Poly: Mean = 83,06). Es konnte kein statistisch signifikanter Unterschied
zwischen CBD [c¢] =20 uM und CIN [c] = 500 uM (p > 0,05) gezeigt werden.
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Abb. 19: Vergleich der Agonisten untereinander in Bezug auf Modulation der IL-
10-Produktion

Die statistische Auswertung erfolgte mittels one-way ANOVA und Tukey's multiple comparisons Test.
Das Signifikanzniveau war *p = 0,05. Die Fehlerbalken zeigen den Mittelwert (Mean) + SEM.

e) Einfluss der Antagonisten A967079 und Capsazepine auf die
IL-10-Produktion
Der Antagonist Capsazepine senkte die IL-10-Produktion im Vergleich zur Kontroll-

gruppe signifikant (p = 0,0001). Im Gegensatz dazu nahm der Antagonist A967079 kei-
nen Einfluss auf die IL-10-Produktion (p > 0,05).
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Abb. 20: Einfluss der Antagonisten A967079 und Capsazepine auf die IL-10-

Produktion

Vergleich der IL-10-Produktion der Antagonisten A967079 und Capsazepine mit der Kontrollgruppe. Es
wurde eine ANOVA sowie ein Tukey's multiple comparisons Test berechnet. Untersucht wurden IL-10-
Konzentrationen in vier unabhéngigen Versuchen (N =4) mit je neun Replikaten pro Bedingung (n=9).
Die statistische Analyse erfolgte mit Hilfe einer one-way ANOVA und und Tukey's multiple comparisons
Test. Das Signifikanzniveau lag bei *p = 0,05. Die Fehlerbalken zeigen den Mittelwert (Mean) + SEM.

3.3 Einfluss der TRPA1-Liganden auf das Uberleben von CD19-
positiven B-Zellen

In diesem Versuch wurde der Einfluss von TRPA 1 auf das Uberleben von murinen CD19-

pos. B-Zellen getestet. Durch Farbung der B-Zellen mit Annexin V/PI konnten lebende
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von frith-apoptotischen, spit-apoptotischen und nekrotischen Zellen unterschieden wer-
den. In den nachfolgenden Kapiteln 3.3.1-3.3.3 sind in den Graphen A—D die Anteile der
lebenden, frith-apoptotischen, spit-apoptotischen sowie nekrotischen CD19-pos. B-Zel-
len an der Gesamt-Population der gemessenen CD19-pos. B-Zellen nach den unterschied-

lichen Konzentrationen der Agonisten CBD, CIN und Polygodial dargestellt.

In der statistischen Auswertung wurden die unterschiedlichen Konzentrationen der Ago-
nisten in einer Gruppe zusammengefasst und mit der Kontrollgruppe verglichen (vgl.
Graph E-H). In der Gruppe mit Inkubation der Agonisten ist die vierfache Anzahl an
Messergebnissen (vier verschiedene Konzentrationen) vorzufinden, verglichen mit der
Kontrollgruppe (n =4). Es lagen Ergebnisse von sieben unabhidngigen Versuchen vor
(N =7). In den Graphen wurde jeweils der prozentuale Anteil der lebenden, frith-apopto-
tischen, spat-apoptotischen und nekrotischen Zellen an der Gesamt-Population der CD19-

pos. B-Zellen dargestellt.

3.3.1 Einfluss von CBD auf das Uberleben CD19-pos. B-Zellen

Es konnte nachgewiesen werden, dass CBD konzentrationsunabhéingig das Uberleben der

CD19-pos. B-Zellen reduziert (p = 0,0141) (vgl. Abb. 21.E griiner Graph).

Der grofite Anteil CD19-pos. B-Zellen zeigte sich in der frith-apoptotischen Phase (vgl.
Abb. 21.F: CBD: Mean + SEM: 72,84 £+ 1,61; contr.. Mean = SEM: 64,31 £4,13). In
dieser Gruppe war der Anteil der B-Zellen, die mit CBD inkubiert wurden, grof3er als der
der Kontrollgruppe (p = 0,0114) (vgl. Abb. 21.F). In der spédten Apoptose befand sich der
zweitgroBite Anteil der B-Zellen (Abb. 21.G: CBD: Mean + SEM: 19,28 + 1,11; contr.:
Mean = SEM: 19,04 £ 1,90). Dabei bestand kein statistisch signifikanter Unterschied
zwischen CBD und der Kontrollgruppe in der Phase der spédten Apoptose (p = 0,3986).
Sowohl in der CBD-behandelten Population der B-Zellen als auch in der Kontrollgruppe
konnte nur ein geringer Teil nekrotischer Zellen nachgewiesen werden (Abb. 21.H: CBD:
Mean + SEM: 0,70 £+ 0,14; contr.: Mean + SEM: 0,75 £+ 0,17). Auch hier bestand kein
statistisch signifikanter Unterschied zwischen den mit CBD-inkubierten B-Zellen und der
Kontrollgruppe (p = 0,7952).

Im Hinblick auf die Antagonisten konnte keine Inhibition des Effekts von CBD nachge-
wiesen werden. Die Graphen, die die B-Zell-Populationen mit Inkubation der Antagonis-

ten darstellen (rot, blau, orange) verlaufen annéhernd parallel zu dem Graphen der B-

Zell-Population ohne Antagonist (griin) (vgl. Abb. 21.E-H).
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Abb. 21: Einfluss von CBD auf das Uberleben CD19-pos. B-Zellen

(A-D) Anteil lebender (A), frith-apoptotischer (B), spét-apoptotischer (C) und nekrotischer (D) B-Zellen
unter dem Einfluss von CBD (0—20uM). Gezeigt sind die Ergebnisse von sieben unabhéngigen
Versuchen (n = 7). Die Fehlerbalken zeigen den Mittelwert (Mean) = SEM.

(E-H) Vergleich der prozentualen Anteile der lebenden (E), frith-apoptotischen (F), spét-apoptotischen
(G) und nekrotischen (H) B-Zellen unter Kontrollbedingungen, CBD Stimulation (Konzentrationen 1pM-
20 uM zusammengefasst) und unter Zugabe der angezeigten Antagonisten (farbkodiert). Der Vergleich
zwischen Agonisten und Kontrollgruppe erfolgte iiber einen t-Test, der Vergleich der Antagonisten zur
Kontrollgruppe iiber eine one-way ANOVA und einem Tukey's multiple comparisons Test. Das
Signifikanzniveau war *p = 0,05. Die Fehlerbalken zeigen den Mittelwert (Mean) + SEM.
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3.3.2 Einfluss von CIN auf das Uberleben von CD19-pos. B-Zellen

Es konnte nachgewiesen werden, dass CIN den Anteil lebender CD19-pos. B-Zellen re-
duzierte (p = 0,0273) (vgl. Abb. 22.E). Der grofite Anteil der CD19-pos. B-Zellen zeigte
sich in der friith-apoptotischen Population (Abb. 22.F: CIN: Mean = SEM: 70,24 + 1,72;
contr.: Mean £ SEM: 64,31 +4,13). In dieser Gruppe war der Anteil der B-Zellen, die
mit CIN inkubiert wurden, groBer als der der Kontrollgruppe, auch wenn nicht auf einem
statistisch signifikanten Niveau (p = 0,1159). Der zweitgrof3te Anteil der CD19-pos. B-
Zellen befand sich in der spiaten Apoptose (Abb. 22.G: CIN: Mean + SEM: 20,56 + 0,88;
contr.: Mean = SEM: 18,36 + 1,66). In dieser Gruppe bestand ein signifikanter Unter-
schied zwischen CIN und der Kontrollgruppe (p =0,0132). Allgemein konnte nur ein
geringer Anteil der B-Zellen in der Nekrose nachgewiesen werden (Abb. 22.H: CIN:
Mean + SEM: 1,02 + 0,34; contr.. Mean £+ SEM: 0,75 +£0,17). In der nekrotischen-
Population waren keine statistisch signifikanten Unterschiede zwischen CIN und der

Kontrollgruppe auszumachen (p = 0,6946)).

In Bezug auf den Antagonisten des TRPA1-Kanals A967079 konnten die Effekte von
CIN nicht inhibiert werden. In allen vier Gruppen zeigten sich dhnliche Tendenzen zwi-
schen der B-Zell-Population mit und ohne Inkubation des Antagonisten A967079. Ein
gegenteiliger Effekt bestand nicht.

60



= 90 ™
45 °
* 2804 @ v
v
© A
40 2 704 .!g. IEEI °®
= O v
€ 35 2 60 v
H =
s 30 S 504 4
225 v 2w .
B = 4
=20 2 M
2 s 2 %97
1 o
a a 20
2 104 ©
o < 104
54 3
o s 0 T T T T T
500 100 50 25 contr.
B CIN [uM]
= 401 10
€
° ~ v
< =
© c
a 10 o 8-
<307 e v H
s A * a
< A e 64
o I LU viv =
2 20 2
K ol rE S
2 v LR RS
2 b - S A
2 10 [ ] 4 2
© x - .
= b viv
2 T T T T T 0 L
500 100 50 25 contr. 500 100 50 25 contr.
C CIN [pM] D CIN [uM]
251 * (ohne Antagonist) E 80 =
I 2
ol ©
< 204 o 751
g 8
5 A
o 15 < 704
o o
= 4
5 104 S 65
4 2
@ aQ
o o
o 51 2 60
=
=1
0 T T & 55 T T
E CIN contr. F CIN contr.
"E 24 5 * (ohne Antagonist)
° | 1.5
2
s =
o 22 c
o o
2 ®
< 204 o 1.04
o o
» =
S 18 S
o 2 0.5
o
Q -
2 16 2
- ©
£ ]
S 14 r T 0.0 T T
G CIN contr. H CIN contr.

~® ohne Antagonist -# A967079

Abb. 22: Einfluss von CIN auf das Uberleben CD19-pos. B-Zellen

(A-D) Anteil lebender (A), frith-apoptotischer (B), spét-apoptotischer (C) und nekrotischer (D) B-Zellen
unter dem Einfluss von CIN (0-500 pM). Gezeigt sind die Ergebnisse von sieben unabhingigen
Versuchen (n = 7). Die Fehlerbalken zeigen den Mittelwert (Mean) + SEM.

(E-H) Vergleich der prozentualen Anteile der lebenden (E), frith-apoptotischen (F), spét-apoptotischen
(G) und nekrotischen (H) B-Zellen unter Kontrollbedingungen, CIN Stimulation (Konzentrationen 25—
500 uM zusammengefasst) und unter Zugabe der angezeigten Antagonisten (farbkodiert). Der Vergleich
zwischen Agonisten und Kontrollgruppe erfolgte iiber einen t-Test, der Vergleich der Antagonisten zur
Kontrollgruppe iiber eine one-way ANOVA und einem Tukey's multiple comparisons Test. Das
Siginfikanzniveau war *p < 0,05. Die Fehlerbalken zeigen den Mittelwert (Mean) + SEM.
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3.3.3 Einfluss von Polygodial auf das Uberleben CD19-pos. B-Zellen

Polygodial nahm keinen Einfluss auf das Uberleben CD19-pos. B-Zellen. Es wurden in
keiner der vier Gruppen statistisch signifikante Unterschiede zwischen der B-Zell-Popu-
lation unter Inkubation mit Polygodial zur Kontrollgruppe gemessen (vgl. Abb. 23: E:
p=0,7791; F: p=10,8365; G: p=0,7932; H: p=0,7870). Der grofite Anteil der ge-
messenen CD19-pos. B-Zellen befand sich in der frithen Apoptose (Abb. 23.F: Poly:
Mean + SEM: 63,15 £ 2,13, contr.: Mean + SEM: 64,19 + 4,09). Nur ein sehr geringer
Anteil war in der Nekrose vorzufinden (Abb. 23.H: Poly: Mean + SEM: 0,82 + 0,12;
contr.: Mean = SEM: 0,75 £+ 0,17). Die restlichen B-Zellen der CD19-pos. Zell-Population
waren ungefdhr zur Hilfte in der Lebend-Population und der spit-apoptotischen-

Population aufgeteilt (vgl. Abb. 23.E und G).

Im Hinblick auf die Antagonisten wurde kein gegenteiliger Effekt zur reinen Inkubation
der B-Zellen mit den Agonisten gezeigt. Lediglich in der Population der spét-apoptoti-
schen B-Zellen mit Polygodial-Stimulation zeigte sich ein groferer Anteil der B-Zellen
bei gleichzeitiger Inkubation mit Capsazepine im Vergleich zu den B-Zellen ohne Anta-

gonisten (vgl. Graph G; p =0,05).
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Abb. 23: Einfluss von Polygodial auf das Uberleben von CD19-pos. B-Zellen
(A-D) Anteil lebender (A), frith-apoptotischer (B), spét-apoptotischer (C) und nekrotischer (D) B-Zellen
unter dem Einfluss von Polygodial (0—10 uM). Gezeigt sind die Ergebnisse von sieben unabhédngigen
Versuchen (n = 7). Die Fehlerbalken zeigen den Mittelwert (Mean) + SEM.

(E-H) Vergleich der prozentualen Anteile der lebenden (E), frith-apoptotischen (F), spét-apoptotischen
(G) und nekrotischen (H) B-Zellen unter Kontrollbedingungen, Polygodial-Stimulation (Konzentrationen
0,5-10 pM zusammengefasst) und unter Zugabe der angezeigten Antagonisten (farbkodiert). Der
Vergleich zwischen Agonisten und Kontrollgruppe erfolgte iiber einen t-test, der Vergleich der
Antagonisten zur Kontrollgruppe iiber eine one-way ANOVA und einem Tukey's multiple comparisons
Test. Das Signifikanzniveau war *p = 0,05. Die Fehlerbalken zeigen den Mittelwert (Mean) + SEM.
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3.3.4 Einfluss der Antagonisten auf das Uberleben CD19-pos.
B-Zellen

In einem letzten Vergleich wurden B-Zellen, die rein mit Antagonisten behandelt wurden,

mit unbehandelten B-Zellen verglichen (Abb. 24). Es zeigte sich, dass der TRPAI-

Antagonist A967079, der pan-TRP-Antagonist Ruthenium Rot sowie der Antagonist des

TRPV1-Kanals Capsazepine per se keinen direkten Einfluss auf das Uberleben der CD19-

pos. B-Zellen nahmen (p > 0,05).
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Abb. 24: Einfluss der Antagonisten auf das Uberleben CD19-pos. B-Zellen

In die statistische Analyse gingen Ergebnisse sieben unabhéngiger Versuche (N = 7) ein. Die Auswertung
erfolgte mit Hilfe einer one-way ANOVA sowie mit Tukey's multiple comparisons Tests. Verglichen
wurden die Kontrollgruppen miteinander, die ohne oder mit Antagonisten stimuliert wurden. Das
Signifikanzniveau war *p = 0,05. Die Fehlerbalken zeigen den Mittelwert (Mean) + SEM.

(A-D) Anteil der lebenden (A), frith-apoptotischen (B), spéat-apoptotischen (C) und nekrotischen B-
Zellen (D) an der Gesamt-Population der CD19-pos. B-Zellen.

3.4 Messung des intrazellularen Kalziums nach Stimulation der
B-Zellen mit TRPA1-Liganden

TRPAL ist ein Ionen-Kanal, der fiir Kalzium permeabel ist (Horvath et al., 2016). Bei
Fibroblasten wurde bereits gezeigt, dass eine Stimulation der Fibroblasten mit TRPA1-
Agonisten zu einer Erh6hung des intrazelluldren (intraz.) Kalziums fiithrt (Lowin et al.,
2020). In dieser Arbeit erfolgte die Untersuchung des intraz. Kalziums nach Stimulation

mit TRPA1-Liganden an CpG/anti-IgM stimulierten CD19-pos. B-Zellen.
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3.4.1 Beeinflussung des intraz. Kalziums durch TRPA1-Liganden

In CD19-pos. B-Zellen erhéhte CBD die intraz. Ca**-Spiegel in den Konzentration 10 pM
und 20 uM signifikant (p =0,0001; Abb. 25.A), wihrend geringere CBD-Konzen-
trationen keinen signifikanten Einfluss zeigten. Bei CIN wurde ab einer Konzentration
von 500 uM eine signifikante Erhohung des intraz. Ca**-Spiegels gemessen (p = 0,0001)
(vgl. Abb. 25.B). Geringere CIN-Konzentrationen wiesen keinen signifikanten Un-
terschied zur Kontrollgruppe auf. Bei Polygodial wurden bei Konzentrationen tiber 1 uM
signifikant hdhere intraz. Ca®*-Spiegel untersucht (p = 0,0001) und ab 5 pM stellte sich
ein Plateau ein (vgl. Abb. 25.C).
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Abb. 25: Beeinflussung des intraz. Kalziums durch TRPA1-Liganden

Einfluss von CBD (A), Zimtaldehyd (B) und Polygodial (C) auf die intraz. Kalziumspiegel in B-Zellen.
Fiir die Versuche wurden CpG/Anti-IgM stim. B-Zellen in HBSS-Puffer (1 mM Ca?") verwendet. Die
statistische Auswertung erfolgte mittels einer one-way ANOVA sowie Tukey's multiple comparisons
Tests. Verglichen wurden die unterschiedlichen Konzentrationen der Agonisten zur Kontrollgruppe. Das
Signifikanzniveau lag bei *p = 0,05.
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3.4.2 Bestimmung des intrazellularen Ca?*-Spiegels bei naiven vs.
CpG/anti-IgM stimulierten B-Zellen sowie Einfluss von

extrazellularem Ca?*

Im Vergleich zwischen CpG/anti-IgM stimulierten und naiven B-Zellen zeigte sich kein
statistisch signifikanter Unterschied bei den intraz. Ca>*-Spiegeln bei Vorhandensein von
extrazellulirem Ca?" (HBSS). Dies galt sowohl fiir die Kontrollgruppe, als auch fiir die
B-Zell-Populationen, die mit CBD, CIN und Polygodial inkubiert wurden (vgl. Abb.
26.A, C, E und G) (contr.: p=10,2337; CBD: p =0,3235; CIN: p =0,2573; Polygodial:
p =0,5695).

Ohne das Vorhandensein von extrazellulirem Ca®" (PBS) wurden signifikant geringere
intraz. Ca®"-Spiegel bei naiven B-Zellen im Vergleich zu stim. B-Zellen nachgewiesen
(vgl. Abb. 26.B und D) (contr.: p=0,0006; CBD: p=0,0439). Dies galt bei B-Zell-
Populationen der Kontrollgruppe sowie nach Inkubation mit CBD. Bei der Inkubation der
B-Zellen mit CIN und Polygodial ergab sich kein signifikanter Unterschied im intraz.
Ca’"-Spiegel zwischen naiven und stim. B-Zellen (vgl. Abb. 26.F und H) (CIN:
p =0,9727; Polygodial: p = 0,4634).

Generell zeigte sich, dass der intraz. Ca**-Spiegel auch bei Abwesenheit von extrazellu-
lirem Ca*" (PBS) sowohl in der Kontrollgruppe als auch in den B-Zell-Populationen, die

mit CBD, CIN und Polygodial inkubiert wurden, stieg (vgl. Abb. 26.B.D.E und F).
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Abb. 26: Einfluss von extrazellularem Ca?* auf die intraz. Ca%*-Spiegel bei naiven
und CpG/anti-lgM stimulierten B-Zellen
Fiir die statistische Analyse wurde der t-Test verwendet. Das Signifikanzniveau war *p = 0,05.

(A, B) Vergleich des intraz. Ca>" zwischen CpG/anti-IgM stimulierten und naiven B-Zellen unter Einfluss
von extrazellulirem Ca?" (HBSS, A) oder ohne extrazellulirem Ca?* (PBS, B).

(C, D) Vergleich des intraz. Ca>* zwischen CpG/anti-IgM stimulierten und naiven B-Zellen unter Einfluss
von extrazellulirem Ca?" (HBSS, C) oder ohne extrazellulirem Ca?" (PBS, D) bei gleichzeitiger

Inkubation mit CBD 20 uM.

(E, F) Vergleich des intraz. Ca®* zwischen CpG/anti-IgM stimulierten und naiven B-Zellen unter Einfluss
von extrazellulirem Ca?" (HBSS, E) oder ohne extrazelluldrem Ca*" (PBS, F) bei gleichzeitiger

Inkubation mit CIN 500 pM.

(G, H) Vergleich des intraz. Ca?" zwischen CpG/anti-IgM stimulierten und naiven B-Zellen unter Einfluss
von extrazellulirem Ca?* (HBSS, G) oder ohne extrazelluldirem Ca** (PBS, H) bei gleichzeitiger

Inkubation mit Polygodial 10 uM.
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3.4.3 Einfluss der TRPA1/TRPV1-Antagonisten auf das intraz.
Kalzium

In diesen Versuchen sollte der Einfluss spezifischer Antagonisten gegen TRPA1 und
TRPV1 auf die CBD/Polygodial induzierten Verinderungen des intraz. Ca>*-Spiegels un-
tersucht werden. Es konnte gezeigt werden, dass die Antagonisten A967079, Capsazepine
und Ruthenium Rot den Effekt von CBD (Abb. 27.A und B) und Polygodial (Abb. 27.C
und D) auf die intraz. Ca*"-Spiegel nicht inhibieren konnten. Im Vergleich mit der
unstimulierten Kontrollgruppe fiihrten die Antagonisten A967079 und Ruthenium Rot
allein zu einer Erhoéhung des intraz. gemessenen Kalziums (A967079: p=0,01;
Ruthenium Rot: p = 0,05) (vgl. Abb. 27.E), wihrend Capsazepine keinen Einfluss auf das

intraz. gemessene Kalzium zeigte.
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Abb. 27: Einfluss der TRPA1/TRPV1-Antagonisten auf das intraz. Kalzium
Vergleich zwischen B-Zellen, die ohne und mit Antagonisten (A967079, Capsazepine, Ruthenium Rot)
inkubiert wurden. Fiir die Vergleiche wurden CpG/anti-IgM stimulierte B-Zellen in HBSS herangezogen.
Die statistische Analyse erfolgte mittels einer one-way ANOVA sowie des Tukey multiple comparisons
Tests. Das Signifikanzniveau lag bei *p = 0,05.

(A-E) Vergleich der Antagonisten zur Kontrollgruppe bei gleichzeitiger Inkubation der B-Zellen mit
CBD 20 uM (A) bzw. 10 uM (B), mit Polygodial 10 uM (C) bzw. 5 uM (D) oder ohne Inkubation eines
Agonisten (E).
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3.5 PoPo3-Aufnahme nach Stimulation der B-Zellen mit
TRPA1-Liganden

PoPo3 wird als Leben-/Todfarbstoff vermarktet, dessen Aufnahme an Zellmembran-
schadigung z.B. bei Nekrose gekniipft ist. Neue Erkenntnisse zeigen, dass PoPo3 auch
tiber spezifische Transportmechanismen aufgenommen wird (Lowin et al., 2020; Bukhari
et al., 2016; Chen et al., 2009; Hayer-Zillgen et al., 2002; McCoy et al., 2017). In dieser
Arbeit wurde untersucht, inwieweit die TRPA1-Liganden die PoPo3-Aufnahme in B-

Zellen beeinflussen.

3.5.1 Einfluss der TRPA1-Agonisten auf die PoPo3-Aufnahme in
CD19-pos. B-Zellen

Es konnte gezeigt werden, dass durch die Stimulation mit CBD oder CIN die intrazellu-
lire PoPo3-Menge abnahm (vgl. Abb. 28.A, B). Polygodial hingegen forderte die
Aufnahme von PoPo3 in CD19-pos. B-Zellen (vgl. Abb. 28.C). Bei Polygodial-
Konzentrationen von 10 pM und 5 uM stieg das gemessene PoPo3 im Vergleich zur Kon-

trollgruppe statistisch signifikant und erreichte ein Plateau (p = 0,0001).
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Abb. 28: Einfluss der TRPA1-Agonisten auf die PoPo3-Aufnahme in CD19-pos. B-
Zellen

(A—C) PoPo3—Aufnahme in B-Zellen nach Stimulation mit CBD (A), CIN (B) oder Polygodial (C). Fiir
den Vergleich wurden CpG/anti-IgM stimulierte B-Zellen in HBSS genutzt. Die statistische Analyse
erfolgte mittels one-way ANOVA sowie mit dem Tukey's multiple comparisons Test. Das
Signifikanzniveau war *p = 0,05.
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3.5.2 Unterschied zwischen PoPo3 bei CpG/anti-lgM stimulierten
und naiven B-Zellen bzw. bei HBSS-inkubierten und PBS-

inkubierten B-Zellen

Der Vergleich zwischen CpG/anti-IgM stimulierten und naiven B-Zellen ergab in der B-
Zell-Population, die mit CBD inkubiert wurde sowie in der Kontrollgruppe, keinen sig-
nifikanten Unterschied der PoPo3-Aufnahme bei Vorhandensein von extrazelluldrem
Ca*" (HBSS) (vgl. Abb. 29.A und C) (contr.: p = 0,0609; CBD: p = 0,3216). Bei den B-
Zell-Populationen, die mit CIN und Polygodial inkubiert wurden, zeigte sich ein
signifikanter Unterschied in der PoPo3-Aufnahme zwischen stimulierten und naiven B-
Zellen (vgl. Abb. 29.E und G) (p =0,0001). CIN bewirkte, dass PoPo3 in der stim. B-
Zell-Population stirker abnahm als bei den naiven B-Zellen. Bei Polygodial wurden in
der stim. B-Zell-Population héhere PoPo3-Spiegel erreicht als in der naiven B-Zell-Po-

pulation.

Bei Abwesenheit von extrazellulirem Ca®" (PBS) ergaben sich stets signifikante Unter-
schiede in der PoPo3-Menge zwischen stimulierten und naiven B-Zell-Populationen (vgl.
Abb. 29.B, D, F und H). In der naiven B-Zell-Population wurden geringere PoPo3-
Spiegel gemessen als in der stim. Population (contr.: p = 0,0010; CBD, CIN, Polygodial:
p=10,0001).

Bei der Inkubation mit Polygodial und Behandlung mit PBS wird im Vergleich zur
Behandlung mit HBSS eine hohere PoPo3-Aufnahme gemessen (Maximum_stimuliert:
HBSS: 266,0; PBS: 461,3; Maximum_naiv: HBSS: 137,7; PBS: 211,3) (vgl. Graph G
und H).
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Abb. 29: Unterschied zwischen PoPo3 bei CpG/anti-IlgM stimulierten und naiven
B-Zellen bzw. bei HBSS-inkubierten und PBS-inkubierten B-Zellen?

(A, B) Vergleich des intraz. gemessenen PoPo3 zwischen CpG/anti-IgM stimulierten und naiven B-Zellen

unter Einfluss von extrazelluldrem Ca?" (HBSS, A) oder ohne extrazellulirem Ca?" (PBS, B).

(C, D) Vergleich des intraz. gemessenen PoPo3 zwischen CpG/anti-IgM stimulierten und naiven B-
Zellen unter Einfluss von extrazellulirem Ca?* (HBSS, C) oder ohne extrazellulirem Ca?* (PBS, D) bei

gleichzeitiger Inkubation mit CBD 20 uM.

(E, F) Vergleich des intraz. gemessenen PoPo3 zwischen CpG/anti-IgM stimulierten und naiven B-Zellen
unter Einfluss von extrazelluldrem Ca?" (HBSS, E) oder ohne extrazellulirem Ca®* (PBS, F) bei

gleichzeitiger Inkubation mit CIN 500 pM.

(G, H) Vergleich des intraz. gemessenen PoPo3 zwischen CpG/anti-IgM stimulierten und naiven B-
Zellen unter Einfluss von extrazellulirem Ca*" (HBSS, G) oder ohne extrazelluldrem Ca?" (PBS, H) bei

gleichzeitiger Inkubation mit Polygodial 10 uM.

Fiir die statistische Analyse wurde der t-Test verwendet. Das Signifikanzniveau lag bei *p = 0,05.




3.5.3 Beeinflussung des gemessenen PoPo3 durch TRPA1/TRPV1-
Antagonisten

Sowohl A967079 als auch Capsazepine und Ruthenium Rot konnten die Effekte von CBD

in den Konzentrationen 20 uM und 10 uM sowie von Polygodial in den Konzentrationen

10 uM und 5 pM nicht inhibieren (vgl. Abb. 30.A-D). Aullerdem zeigte sich, dass die

Antagonisten selbst keinen Einfluss auf das gemessene PoPo3 nahmen (vgl. Abb. 30.E).
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Abb. 30: Beeinflussung des gemessenen PoPo3 durch TRPA1/TRPV1-
Antagonisten

(A-E) Vergleich der Antagonisten (A967079, Capsazepine, Ruthenium Rot) zur Kontrollgruppe bei
gleichzeitiger Inkubation der B-Zellen mit CBD 20 uM (A) bzw. 10 uM (B), mit Polygodial 10 uM (C)
bzw. 5 uM (D) oder ohne Inkubation eines Agonisten (E). Fiir den Vergleich wurden CpG/anti-IgM
stimulierte B-Zellen in HBSS genutzt. Die statistische Analyse erfolgte mittels one-way ANOVA sowie
mit dem Tukey's multiple comparisons Test. Das Signifikanzniveau war *p = 0,05.

72



4 Diskussion

4.1 Nachweis des TRPA1-/TRPV2-Kanals auf B-Zellen

Mit Hilfe des Western-Blot-Verfahrens wurde zunédchst der TRPA1-/TRPV2-Kanal in
humanen sowie in murinen B-Zellen nachgewiesen. Dies erfolgte sowohl an CpG/anti-
IgM stimulierten als auch an naiven B-Zellen, sodass eine mogliche Hochregulation der
Kanile auf stimulierten B-Zellen analysiert werden konnte. Dariiber hinaus wurde der
TRPA1-Kanal auf humanen CD19-pos. sowie auf IgD-pos. B-Zellen nachgewiesen und

deren Proteinmengen verglichen.

Nach Herstellerangaben des Antikorpers ist TRPA1 bei 110 kDa zu erwarten (Novus
Biologicals, 2020a). Bei den Proben der humanen B-Zellen zeigten sich in den Versuchen
drei Banden bei ca. 100 kDa. Diese entsprechen wahrscheinlich verschiedenen Glykosy-
lierungsmustern an dem TRPA1-Kanal. Bereits Egan et al. (2016) beschrieben zwei Ban-
den, die einer partiellen und einer hoch glykosylierten Form von TRPA1 entsprechen.
Die dritte Bande kdnnte aus einer unglykosylierten Form des TRPA1 resultieren. Ahn-

liche Ergebnisse wurden bereits an Fibroblasten gezeigt (Lowin et al., 2018).

Bei murinen B-Zellen konnte nur eine Bande bei ca. 110 kDa nachgewiesen werden. Die
unterschiedlichen Ergebnisse zwischen humanen und murinen B-Zellen konnten auf die
Isolation der B-Zellen zuriickzufiihren sein. Die humanen B-Zellen wurden aus Blut iso-
liert, in dem hauptsichlich reife B-Zellen vorkommen (Sigvardsson, 2018). Die murinen
B-Zellen wurden jedoch aus der Milz der Maus isoliert, in der sich B-Zellen mit verschie-
denen Reifestadien befinden (Perez-Andres et al., 2010). AuBBerdem ist vorstellbar, dass
der TRPA1-Antikorper bei murinen Proben weniger gut bindet als an humanen Proben,
da das Immunogen aus einer Region innerhalb des N-Terminus des menschlichen
TRPA1-Proteins hergestellt wird (Novus Biologicals, 2020a). Die Sequenzhomologie zur
Maus betrigt 69 % (Novus Biologicals, 2020a). Eine weitere Hypothese ist, dass die
murinen B-Zellen den TRPA1-Kanal schwiécher exprimieren als die humanen B-Zellen.
Wahrscheinlich ist, dass sich die Unterschiede in den Western-Blots auf verschiedene

Glykosylierungsmuster des murinen und humanen TRPA 1-Kanals zuriickfiihren lassen.

Neben TRPAT erfolgte an murinen Proben der Nachweis von TRPV2, ein bekannter Ziel-
rezeptor von CBD, der bereits auf Fibroblasten nachgewiesen wurde (Laragione et al.,

2015). Der Nachweis von TRPV2 in B-Zellen bei ca. 72 kDa (Novus Biologicals, 2020b)
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begriindet den Verdacht, dass in den nachfolgend durchgefiihrten Funktionsanalysen an

murinen B-Zellen der TRPV2-Kanal involviert sein konnte.

Neben dem reinen Nachweis der Kanidle wurde zusitzlich untersucht, ob in CpG/anti-
IgM stimulierten B-Zellen eine Hochregulation des TRPA1- sowie des TRPV2-Kanals
erfolgt. Es konnte gezeigt werden, dass sowohl in humanen als auch in murinen Proben
TRPAT und TRPV2 (nur murin) in B-Zellen nach Aktivierung nicht hochreguliert wurde.
Im Gegensatz dazu konnte in synovialen Fibroblasten gezeigt werden, dass nach Aktivie-
rung mit dem pro-inflammatorischen Mediator TNF die TRPA1-Proteinmenge anstieg

(Lowin et al., 2018).

In humanen B-Zellen wurde zusitzlich der Vergleich zwischen der TRPA1-Menge in
CD19-pos. und IgD-pos. B-Zellen durchgefiihrt. Den Oberflichenmarker CD19 ex-
primieren pro-/pria-/unreife und reife B-Zellen, wohingegen IgD hauptsédchlich auf reifen
B-Zellen vorzufinden ist (Hardy und Hayakawa, 2001). Trotz der unterschiedlichen Rei-
fungsstadien der B-Zellen zeigte sich kein Unterschied in der Proteinmenge von TRPAT.

4.2 Beeinflussung der Zytokinproduktion durch TRPA1-Ago-
nisten

In dieser Arbeit wurde der Einfluss von CBD, CIN und Polygodial auf die Produktion
von TNF-alpha und IL-10 in CD19-pos. B-Zellen untersucht. Es konnte gezeigt werden,
dass CIN und CBD in hohen Konzentrationen die Produktion von TNF-alpha und IL-10
in CD19-pos. B-Zellen senkten. CBD reduzierte ab einer Konzentration von 5 uM die
TNF-alpha-Produktion und bereits bei 1 uM die IL-10-Produktion. CIN zeigte konzen-
trationsunabhéngig eine leichte Reduktion der TNF-alpha-Produktion, wéhrend die
IL-10-Produktion ab einer CIN-Konzentration von 50 pM signifikant reduziert wurde. Es
konnte kein hemmender Effekt von Polygodial auf die Zytokinproduktion in B-Zellen

festgestellt werden.

Lowin et al. (2018) zeigten bereits an Fibroblasten, dass TRPA1-Agonisten Einfluss auf
die Zytokinproduktion nehmen. Sie beschrieben, dass Polygodial und CBD zu einer Re-
duktion des gemessenen IL-6 und IL-8 fiihrten (Lowin et al., 2020). Auch Mateen et al.
(2019b) untersuchten den Einfluss von CIN in der Pathogenese der RA und zeigten eine
Reduktion pro-inflammatorischer Zytokine im Plasma arthritischer Ratten nach Behand-
lung mit CIN (Mateen et al., 2019b). Dariiber hinaus konnten Lowin et al. eine Reduktion
der IL-6, IL-8 und MMP-3 Produktion in synovialen Fibroblasten nach Inkubation mit
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dem synthetischem Cannabinoid WIN55,212-2 nachweisen, die teilweise auf Aktivie-
rung von TRPA1 zuriickzufiihren war (Lowin et al., 2016). Soutar et al. (2017) untersuch-
ten die Wirkung von Piperin auf die Zytokinproduktion von B-Zellen. Piperin ist ein
scharfer Alkaloidbestandteil von Pfeffer und als Agonist von TRPA1 und TRPV1 be-
schrieben (Soutar et al., 2017), dem unter anderem anti-entziindliche Eigenschaften zuge-
sprochen werden (Meghwal und Goswami, 2013). In der Studie von Soutar et al. (2017)
wurde gezeigt, dass B-Zellen, die mit LPS, anti-CD40 und anti-BCR in Gegenwart von
100 uM Piperin stimuliert wurden, eine verminderte Synthese von IL-6 und IL-10 auf-

wiesen.

Die verminderte Zytokinproduktion nach Stimulation der B-Zellen mit CBD und CIN
konnte auf eine erhohte Sterblichkeit der Zellen durch die Substanzen zuriickzufiihren
sein. Lowin et al. (2018) zeigten an synovialen Fibroblasten den Zusammenhang zwi-
schen vermindertem Zelliiberleben und einer Reduktion in der Produktion von IL-6 und
IL-8 nach Stimulation mit Polygodial, CIN und AITC. Da sich in dieser Arbeit die Effekte
von CBD und CIN jedoch stirker auf die Reduktion der Zytokine als auf die Apoptose
auswirkten, ist es unwahrscheinlich, dass die Reduktion der Zytokinproduktion auf eine

erhohte Sterblichkeit der B-Zellen zuriickzufiihren ist.

Zur Identifikation moglicher Rezeptoren, die die Wirkung von CBD, CIN und Polygodial
vermitteln, wurden diese mit den Antagonisten A967079 (TRPA1), Ruthenium Rot
(TRPV1-6, TRPA1) und Capsazepine (TRPV1) kombiniert. Keiner der Antagonisten in-
hibierte die Effekte von CBD, CIN oder Polygodial auf die Zytokinproduktion. Capsaze-
pine allein senkte die Produktion von TNF-alpha und IL-10, wéhrend A967079 und Ru-
thenium Rot keinen Einfluss auf die Zytokinproduktion zeigten. Aufgrund der fehlenden
Inhibition der Effekte der Agonisten, konnen TRPA1, TRPV1 und TRPV?2 als Zielstruk-

turen ausgeschlossen werden.
4.3 Wirkung von TRPA1-Agonisten auf das Uberleben CD19-
pos. B-Zellen

Da bereits in fritheren Untersuchungen an Fibroblasten gezeigt wurde, dass CBD, CIN
und Polygodial das Zelliiberleben vermindern und Nekrose induziert (Lowin et al., 2018),
sollte in dieser Arbeit die Auswirkung auf B-Zellen untersucht werden. Die B-Zelle ist
ein wichtiges therapeutisches Ziel in der RA, da in Studien gezeigt wurde, dass eine B-

Zell-Depletion zu einem signifikanten Riickgang von Autoantikdrperspiegeln fiihrte, was

75



sich positiv auf das Erkrankungsbild auswirkte (Cambridge et al., 2003). Um herauszu-
finden, ob CBD, CIN und Polygodial das Uberleben der CD19-pos. B-Zellen beeinflus-
sen, wurde eine Annexin V/PI-Farbung durchgefiihrt. Die Annexin V/PI-Farbung ermog-
lichte die Bestimmung der lebenden, frith-apoptotischen, spat-apoptotischen und nekro-

tischen Anteile innerhalb der gemessenen CD19-pos. B-Zell-Population.

Wihrend Polygodial keinen Einfluss auf die Apoptose oder Nekrose in B-Zellen zeigte,
reduzierte CBD die Zahl {iberlebender B-Zellen zugunsten frith-apoptotischer B-Zellen.
Bei Stimulation der B-Zellen mit CIN sank der Anteil lebender zugunsten spat-apopto-
tischer B-Zellen. Diese Ergebnisse sprechen fiir eine Sensibilisierung der B-Zellen ge-

geniiber einer Apoptose bei Stimulation mit CBD und CIN.

Auch bei dieser Untersuchung konnte kein inhibierender Effekt der Antagonisten
A967079, Capsazepine und Ruthenium Rot auf die Einfliisse der Agonisten auf das Uber-
leben der B-Zellen gezeigt werden. So kann der Ubergang in die Apoptose durch Inku-
bation der B-Zellen mit CBD und CIN nicht spezifisch auf einen TRP-Kanal zuriickge-
fiihrt werden.

4.4 Erhohung der intraz. Kalzium-Konzentration durch TRPA1-
Aktivierung

Es konnte gezeigt werden, dass CBD, CIN und Polygodial die intraz. Kalzium-Konzen-
tration erhdhten, unabhingig davon, ob naive oder CpG/anti-IgM stimulierte B-Zellen
verwendet wurden. Die nahezu ausgeglichene intraz. Kalzium-Konzentration zwischen
stim. und naiven B-Zellen ist durch die fehlende Hochregulation von TRPAT1 in stimu-
lierten B-Zellen, wie im Western-Blot analysiert wurde, zu erkldren. Lowin et al. (2020)
zeigten, dass sich eine Hochregulation des TRPA 1-Proteins in Fibroblasten in einer er-

hohten Empfindlichkeit gegeniiber TRPA 1-Liganden niederschlégt.

Um herauszufinden, ob Kalzium auch aus intraz. Speichern freigesetzt wird, wurde PBS
im gleichen Versuchsaufbau anstelle von HBSS eingesetzt. Da in PBS kein Kalzium ent-
halten ist, muss bei einer intraz. Steigerung der Kalziummenge ein intraz. Kalziumspei-
cher mobilisiert werden. Die intraz. gemessenen Kalziumspiegel erhdhten sich auch bei
einem Einsatz von PBS, sodass CBD, CIN und Polygodial Kalzium vermutlich aus einem
intrazelluldren Speicherorganell wie dem endoplasmatischen Retikulum, den Lysosomen

oder den Mitochondrien mobilisieren.
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In vorherigen Studien wurde der Zusammenhang zwischen einem Anstieg des intraz. Kal-
ziums und des verstirkten Ubergangs der Zellen in den Zelltod beschrieben (Fliniaux et
al., 2018). Dabei sind neben der Beteiligung von TRP-Kanélen vor allem mitochondriale
Kalzium-sensible Proteine/Transporter beteiligt (Fliniaux et al., 2018; Kim et al., 2003).
Die Studie von Lowin et al. (2020) zeigte hierbei, dass der CBD-vermittelte Zelltod
hauptséchlich durch Offnung der mitochondrialen Membran-Transitionspore (mPTP)
vermittelt wird. Dabei wird Kalzium initial durch TRPA1-Aktivierung sowie durch bisher
nicht geklarte Mechanismen freigesetzt. Bei einem Kalzium-Anstieg im Zytosol wird die-
ses schlieBlich von Mitochondrien aufgenommen, was im Verlauf zu einer mitochondria-
len Ca?"-Uberlastung fiihrt. Diese bewirkt dann die Zusammensetzung der mPTP,
wodurch es zur Einleitung des Zelltods kommt (Kim et al., 2003). In der vorliegenden
Arbeit fiihrten CBD, CIN und Polygodial zu erhdhten Ca**-Spiegeln, jedoch kam es kaum
zum Zelltod bzw. zur Nekrose. Dies konnte an einer zu kurzen Inkubation (24 h) der B-
Zellen mit den Substanzen liegen. Eine ldngere Inkubation (> 24 h) konnte die B-Zellen
in den Zelltod fiihren. Dariiber hinaus ist zu iiberlegen, ob hohe Ca**-Spiegel nur in
bestimmten Mikrodoméanen den Zelltod auslosen, die von den Substanzen nicht erreicht

werden (Barry et al., 2009; Zhang et al., 2016).

Eine Inhibition der Effekte von CBD, CIN und Polygodial konnte nicht durch die Anta-
gonisten A967079, Capsazepine und Ruthenium Rot erzielt werden. Es ist daher zu ver-

muten, dass CBD, CIN und Polygodial ihre Wirkung nicht iiber TRP-Kanéle vermitteln.

4.5 Veranderung des intraz. PoPo3 nach TRPA1-Aktivierung

Im gleichen Versuchsaufbau der Ca**-Messung wurde ein weiterer Farbstoff, PoPo3-Io-
did, eingesetzt, der an Nukleinsdure gebunden fluoresziert (Invitrogen, 2020). Aufgrund
dieser Eigenschaft wird PoPo3 als Leben-/Todfarbstoff verwendet, da nur durchléssige
Zellmembranen wie z.B. bei Nekrose dessen Aufnahme ermdglichen. Untersuchungen
zeigten jedoch, dass PoPo3 und verwandte Verbindungen iiber spezifische Transporter in
die Zelle geschleust werden kdnnen (Stueber et al., 2016; Schilling et al., 1999; Bukhari
etal., 2016).

Die Ergebnisse dieser Arbeit verdeutlichen, dass auch in B-Zellen die PoPo3-Aufnahme
nicht mit dem Zelltod korreliert. Es konnte in den Annexin V/PI-Farbungen analysiert
werden, dass hauptsichlich die Zahl der frith-apoptotischen (PI negativ) und nicht der
nekrotischen (PI positiv) Zellen bei Stimulation mit CBD und CIN anstieg, wohingegen
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mit Polygodial das Uberleben der B-Zellen unbeeinflusst blieb. Des Weiteren konnte eine
Abnahme der PoPo3-Menge in B-Zellen (naiv und CpG/anti-IgM stimuliert) nach Be-
handlung mit CBD und CIN festgestellt werden, wahrend Polygodial ab einer Konzen-
tration von 5 uM die Aufnahme begiinstigte. Dies legt die Vermutung nahe, dass CBD
und CIN den Transport des Farbstoffs aus der Zelle iiber Aktivierung eines dezidierten
Exportmechanismus begiinstigen. Eine mogliche Zielstruktur sind die ABC-Transporter
(ATP binding cassette transporter), die verschiedene Substrate unter ATP-Verbrauch aus
der Zelle pumpen (Song et al., 2020; Stefkova et al., 2004). Ein weiterer moglicher Me-
chanismus ist die Inhibition der PoPo3-Aufnahme durch CBD und CIN. Die Aufnahme
von kationischen und ungeladenen Molekiilen wird durch organische Kationen-Transpor-
ter (OCT) geregelt, deren Aktivitdt iiber intrazelluldres Kalzium reguliert wird (Hayer-
Zillgen et al., 2002). Dariiber hinaus fungieren verschiedene Molekiile (u.a. auch
Steroide) als Inhibitoren dieser Transporter, die die Wirkstoffaufnahme modulieren
(Hayer-Zillgen et al., 2002). Daher ist es denkbar, dass auch CBD und CIN die

Kationenaufhahme also auch die PoPo3-Aufhahme tiber OCT beeinflussen.

Da unter Polygodial kein Einfluss auf das Uberleben der B-Zellen jedoch eine Aufnahme
von PoPo3 in B-Zellen festgestellt wurde, kann PoPo3 als Surrogat-Marker fiir die Wirk-
stoffaufnahme von chemischen Verbindungen/Medikamenten genutzt werden (Lowin et
al., 2020). Eine direkte Aufnahme von Medikamenten in B-Zellen iiber OCT konnte
durch Stimulation der B-Zellen mit Polygodial gefordert werden.

4.6 Wirkung der Antagonisten auf murine CD19-pos. B-Zellen

Die Funktionsanalysen zeigen, dass die Antagonisten A967079, Capsazepine und Ruthe-
nium Rot die Effekte von CBD, CIN und Polygodial nicht inhibieren konnten. Eine mog-
liche Erklarung sind die in der Literatur beschriebenen Spezies-Unterschiede bei der Ak-
tivierung von TRPA1 (Nagatomo und Kubo, 2008). Diese unterschiedliche Aktivierung
lasst sich auf die relativ niedrige Sequenzhomologie zwischen Menschen und Nagern zu-
riickfiihren. Chen und Kym (2009) beschrieben, dass TRPA1 von Menschen und Nagetie-
ren zu 79 % identisch seien, verglichen mit 94 % fiir TRPMS, 86 % fiir TRPV1, 93 % fiir
TRPV3 und 95 % fiir TRPV4. Aufgrund dieser strukturellen Unterschiede lassen sich die
verschiedenen Wirkungen von TRPA1-Liganden in murinen und humanen Zellen erkla-
ren. An unterschiedlichen Versuchen mit Mdusen wurde bereits die antagonistische Wir-

kung von A967079, Capsazepine und Ruthenium Rot beschrieben (Ritter et al., 2020;
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Antoniazzi et al., 2019; Santos und Calixto, 1997). Daher ist wahrscheinlicher, dass die
beobachteten Effekte von CBD, CIN und Polygodial nicht iiber den TRPA 1-Kanal in mu-
rinen B-Zellen vermittelt werden. Studien zeigten, dass CBD an mitochondriale Ziel-
strukturen binden kann, die auch Ca*" beeinflussen. Lowin et al. untersuchten vier mog-
liche Zielstrukturen fiir CBD: den Natrium/Kalzium-Austauscher (NCLX), den mito-
chondrialen Kalzium-Uniporter (MCU), den spannungsgesteuerten Anionenkanal
(VDAC) und die mitochondriale Membran-Permeabilitits-Ubergangspore (mPTP), wo-
bei CBD-induzierte Ca?*-Spiegel am stiirksten durch mPTP-Inhibitoren (Cyclosporin A)
beeinflusst wurden (Lowin et al., 2020). Fiir Polygodial ist in Studien, die antimykotische
aber auch krebsbekdmpfende Eigenschaften von Polygodial untersuchten, eine Bindung
an ATPasen beschrieben (Castelli et al., 2005; Garcia et al., 2018). Studien an Makropha-
gen und Monozyten zeigten, dass die immunmodulatorische Wirkung von CIN TRP-
unabhéngig tiber Thiolierung von Cysteinresten der PI3K (Phospho-inositid-3-Kinasen)
oder PDK1 (3-phosphoinositide-dependent protein kinase 1) vermittelt wird (Kim et al.,
2010). AuBerdem kann diskutiert werden, ob die Dosis der Antagonisten zu gering oder
die Halbwertszeit zu kurz waren, um den Effekt der Agonisten zu blockieren. Im Western-
Blot wurde neben TRPA1 auch TRPV2 nachgewiesen, sodass dieser Kanal ebenfalls als
Zielstruktur fiir die Agonisten vorstellbar ist. Ruthenium Rot als Pan-TRP-Antagonist
blockt ebenfalls TRPV2, zeigte in den Versuchen jedoch keinen inhibierenden Effekt.

Dies konnte an einer zu gering eingesetzten Dosis (2 uM) von Ruthenium Rot liegen.
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5 Fazit und Ausblick

In dieser Arbeit wurde zum ersten Mal das TRPA1-Protein in B-Zellen detektiert. Die
Funktion wurde tliber Inkubation mit den bekannten Agonisten CBD, CIN und Polygodial
untersucht. Es ergab sich jedoch, dass CBD und CIN TRPA1-unabhingig sowohl die
intrazelluldren Kalzium-Spiegel erhdhten als auch die Zytokinproduktion reduzierten.
Die rheumatoide Arthritis ist eine autoimmune Erkrankung, die gekennzeichnet ist durch
eine chronische Entziindung der Gelenke mit einhergehenden Schmerzen. CBD und CIN
wurden bereits anti-entziindliche Eigenschaften in der RA zugeschrieben (Mateen et al.,
2019a; Mateen et al., 2019b; Lowin et al., 2020). CBD vereint die Moglichkeit einer Wir-
kung gegen Schmerzen sowie gegen entziindliche Prozesse (Malfait et al., 2000;
Hammell et al., 2016; Philpott et al., 2017). TRPA1 und TRPV1 sind bekannte Kanéle in
der Entwicklung einer gesteigerten Schmerzempfindlichkeit bei entziindlichen Prozessen
(Ruparel et al., 2008), an denen CBD bereits analgetische Wirkung zeigte (Petrocellis et
al., 2011; De et al., 2008). Diese Arbeit ergab, dass die anti-entziindliche Wirkung von
CBD an B-Zellen TRPA1-unabhéngig vermittelt wird.

Die Erkenntnis einer Reduktion pro-inflammatorischer Zytokine sowie die Sensibilisie-
rung der B-Zellen gegeniiber Apoptose mit CBD und CIN erdftnet die Moglichkeit eines
potenziellen pharmakologischen Einsatzes bei der RA. Eine Reduktion pro-inflammato-
rischer Zytokine wie TNF-alpha und IL-6 reduziert die Gewebezerstorung und Entziin-
dung, wihrend eine Reduktion der B-Zellen die Autoantikdrperproduktion senkt
(MclInnes und Schett, 2011; Smolen und Steiner, 2003).

Dariiber hinaus zeigte sich in dieser Arbeit die Mdglichkeit einer verstiarkten Aufnahme
von Wirkstoffen in die B-Zelle durch Stimulation mit Polygodial. PoPo3 stellte in dieser
Arbeit einen Surrogat-Marker fiir die Wirkstoffaufnahme dar. Dieser Befund ist fiir eine
kiinftige, auf B-Zellen zielende Therapie in der RA, aber auch fiir andere autoimmune
oder maligne Erkrankungen relevant. Durch Kombination von Polygodial und einem pas-
senden anti-rheumatischen Wirkstoff wie z.B. Methotrexat konnte durch Ko-Inkubation
die Wirkstoffaufnahme gesteigert werden. So kdnnten spezifische therapeutische Effekte
bei gleichzeitiger Wirkstoffreduktion erreicht werden. Mit CBD konnten in Tumorzellen
bereits erste erfolgreiche Versuche in vitro durchgefiihrt werden (Neumann-Raizel et al.,

2019).
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Offen bleibt in dieser Arbeit, ob die eingesetzten Substanzen CBD, CIN und Polygodial
nur iiber TRPA1 wirken oder ihre Wirkung iiber andere Kanéle auf B-Zellen entfalten.
Da die Rolle und Funktion von TRPA1 in B-Zellen nach wie vor unzureichend geklart
ist, miissen Studien mit spezifischen Agonisten durchgefiihrt werden. Um die Unter-
schiede zwischen den Spezies zu analysieren, sollte der Versuchsaufbau dieser Arbeit an

humanen B-Zellen umgesetzt werden.

Angesichts der Ergebnisse dieser Arbeit, stellen der TRPA 1-Kanal und die untersuchten
Liganden einen vielversprechenden Zweig in der Therapie der RA dar und sollten Ge-

genstand weiterer Untersuchungen sein.
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