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Zusammenfassung

Zusammenfassung

In der Literatur ist bereits bekannt, dass das sympathische Nervensystem (SNS) entziindliche
Prozesse modulieren kann. Neuere Studien zeigen, dass das SNS auch bei Autoimmunerkrankungen
wie der rheumatoiden Arthritis eine zentrale Rolle in der Regulation von Entziindungsreaktionen
einnimmt. Sowohl der Schweregrad als auch das Fortschreiten der Krankheit werden dabei durch die
Verteilung sympathischer Nervenfasern, sowie durch die Expression adrenerger Rezeptoren (ADR)
auf  Immunzellen  mitbestimmt.  Regulatorische = Immunzellen  konnen  chronische
Entziindungsprozesse abschwichen, unter anderem durch Ausschiittung entziindungshemmender
Zytokine. In der vorliegenden Arbeit wurden B-Zellen (BZ) untersucht, um den Einfluss adrenerger
Neurotransmitter auf immunologische Reaktionen zu analysieren. Obwohl Katecholamine bereits als
mogliche Regulatoren von Entziindungsprozessen iiber die Modulation des TLR-9-Signalwegs
identifiziert wurden, sind die zugrunde liegenden Signalkaskaden bislang nur unvollstindig
verstanden und wurden bisher nicht in humanen Zelllinien untersucht. Es konnte bereits gezeigt
werden, dass BZ in der Lage sind, endogene Katecholamine zu produzieren und zu speichern.
Dadurch riickt die Frage in den Fokus, inwiefern Katecholamine die Funktion regulatorischer
B-Zellen modulieren konnten.

In dieser Arbeit wurden die regulatorischen Effekte adrenerger Rezeptoren in TLR-9-aktivierten
CD19+ BZ untersucht. Hierzu wurde die Expression essenzieller Proteine des
Katecholaminmetabolismus und adrenerger Rezeptoren mittels Durchflusszytometrie und
Western Blot-Technik analysiert. Nach der Stimulation der BZ mit Agonisten und Antagonisten fiir
ADRs wurde anhand der Produktion pro- (IL-6, TNF-a) und antiinflammatorischer (IL-10) Zytokine
mittels ELISA das entziindliche Antwortverhalten quantifiziert.

Unsere Untersuchungen zeigen, dass BZ {iber adrenerge Signalwege immunmodulatorische
Funktionen ausiiben und am Katecholaminmetabolismus beteiligt sind. Grundlage hierfiir ist die
Expression von ADRs. Wir konnten die Rezeptorsubtypen a1A, 02B, £1, 52 und 3 nachweisen. Die
CpG-Stimulation fithrte zu einem signifikanten Anstieg der Expression von alA-, ¢2B- und
p3-ADRs. Die Stimulation der alA-ADRs und Modulation der a2B-ADRs resultierten in einer
Steigerung der IL-10-Produktion. Auch die Agonisierung der p-ADRs induzierten
antiinflammatorische Effekte. Dariliber hinaus konnte in einer untersuchten Probe die MAO-A und
MAO-B in den Zellen nachgewiesen werden. Dieser Einzelbefund liefert erste vorldufige Hinweise
auf potenzielle auto- und parakrine Wirkmechanismen B-zelluldrer Katecholamine.

Diese Ergebnisse tragen zu einem besseren Verstidndnis regulatorischer Funktionen des SNS im
Zusammenspiel mit dem Immunsystem bei, vermittelt durch adrenerge Rezeptoren. Die Daten
konnten perspektivisch als Grundlage zur Entwicklung neuer therapeutischer Ansdtze fiir

Autoimmunerkrankungen beitragen.




Abstract

Abstract

In immunology it is well established that the sympathetic nervous system (SNS) can modulate
inflammatory processes. Recent studies indicate that the SNS also plays a central role in regulating
inflammatory responses in autoimmune diseases such as rheumatoid arthritis. The disease severity
and progression are influenced by the distribution of sympathetic nerve fibers and the expression of
adrenergic receptors (ADRs) on immune cells. Regulatory immune cells can attenuate chronic
inflammatory processes by releasing anti-inflammatory cytokines. In the present study, B-cells (BC)
were used to investigate the adrenergic influences on immunological responses. Although
catecholamines have already been identified as potential regulators of inflammatory processes
through modulation of the TLR-9 signaling pathway, the underlying signaling cascades remain
insufficiently understood and have not yet been investigated in human cell lines. Previous studies
have demonstrated that BCs can produce and store endogenous catecholamines, raising the question
of whether catecholamines might modulate the function of regulatory BCs.

In this thesis, the regulatory effects of adrenergic receptors in TLR-9-activated CD19+ BCs are
examined. To this end, the expression of essential proteins involved in catecholamine metabolism
and of adrenergic receptors is analyzed using flow cytometry and Western blotting. The influence of
adrenergic signaling on the inflammatory response of BCs is assessed by stimulation the cells with
agonist and antagonist of ADRs and quantifying the pro-(IL-6, TNF-a) and anti-inflammatory
(IL-10) cytokines using ELISA.

Our findings show that BCs exert immunomodulatory functions through adrenergic signaling
pathways and are involved in catecholamine metabolism. This is enabled by their expression of
ADRs. We were able to detect the receptor subtypes alA, 2B, 1, f2, and 3. CpG stimulation
resulted in a significant increase in the expression of alA-, a 2B-, and 3-ADRs. Activation of the
al1A-ADR and modulation of the a2B-ADR led to an increase in IL-10 production. Agonism at
[-ADR also induced anti-inflammatory effects. Furthermore, MAO-A and MAO-B were detected in
one analyzed sample. This single finding provides initial evidence for potential autocrine and
paracrine mechanisms mediated by B-cell-derived catecholamines.

These findings contribute to a better understanding of the regulatory functions of the SNS in
interaction with the immune system mediated by the adrenergic messenger system and may, in the

long term, support the development of new therapeutic approaches for autoimmune diseases.
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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Das Immunsystem

Das Immunsystem (IS) ist ein komplexes Netzwerk aus Zellen und Geweben, das {iber das
lymphatische System und den Blutkreislauf miteinander kommuniziert. Es schiitzt den
Organismus vor Infektionen und Gewebeschiddigungen durch Pathogene, entfernt entartete oder
abgestorbene Zellen und gewéhrleistet die Wundheilung (1).

Das IS ldsst sich in die angeborene, unspezifische sowie die adaptive, spezifische
Immunabwehr unterteilen. Beide Komponenten interagieren miteinander, regulieren und
ergédnzen sich. Das angeborene IS reagiert rasch und unspezifisch auf allgemein vorkommende
Pathogenmerkmale, sogenannte pathogen-associated molecular patterns (PAMPs) (1). Zu den
Bestandteilen des angeborenen IS zéhlen Phagozyten wie Makrophagen und Granulozyten, die
die initiale Immunantwort vermitteln und Entziindungsmediatoren freisetzen. Diese Zellen
bekdmpfen Pathogene durch Phagozytose und pridsentieren im Lymphknoten Antigene an
Zellen der adaptiven Immunabwehr. Auch Epithelzellen und Fibroblasten produzieren
Mediatoren, die weitere Immunzellen aktivieren und an den Entziindungsherd rekrutieren. Ein
weiterer Effektormechanismus des angeborenen IS ist das Komplementsystem, ein
Proteinkomplex, der Zellmembranen perforieren kann (2).

Das adaptive IS hingegen ist in der Lage neue Pathogene zu erkennen und gezielt auf sie zu
reagieren. Aufgrund eines immunologischen Gedéichtnisses schiitzt es den Organismus
nachhaltig vor erneuten Infektionen, indem es bekannte Pathogene anhand spezifischer
Antigene schnell und effektiv wiedererkennt und selektiv bindet. Zu den Zellen des erworbenen
Immunsystems gehoren T- und B-Zellen (TZ, BZ) (1). T-Lymphozyten werden unterteilt in
T-Helferzellen (TH-Zellen) (CD4+) (cluster of differentiation), welche die Immunantwort
koordinieren, sowie zytotoxische T-Zellen (CD8+), die infizierte oder entartete Zellen gezielt

abtoten (3).

1.1.1 B-Zellen

Zu den Zellen adaptiver Immunitédt gehdren B- und T-Lymphozyten, welche 25-40 % aller
Leukozyten im peripheren Blut ausmachen. BZ entwickeln sich aus pluripotenten
hdmatopoetischen Stammzellen des Knochenmarks und sind insbesondere fiir die humorale
Immunitét zusténdig (1). Durch die Bildung von Antikorpern (AK) tragen sie zur Eliminierung
pathogener Antigene bei. Dies geschieht unter anderem durch Opsonierung, Aktivierung des

Komplementsystems und zytokinvermittelte Effekte (4).




Einleitung

Reife BZ konnen iiber membrangebundene Immunglobuline, sogenannte BZ-Rezeptoren
(BZR), spezifische Antigene erkennen. Daflir sind mehrere Reifungs- und
Differenzierungsstufen notwendig. Die Reifung erfolgt zunidchst im Knochenmark. Durch
V(D)J-Rekombination entsteht dort eine Vielzahl an polyreaktiven Antigenrezeptoren (BZR).
Im Anschluss erfolgt eine positive Selektion, bei der gepriift wird, ob BZ funktionsfdhige
Rezeptoren auf der Oberfliche exprimieren. Daraufhin folgt die negative Selektion, bei der BZ
mit autoreaktiven BZR in die Apoptose iiberfiihrt oder durch Rezeptorumgestaltung modifiziert
werden, um die Autoreaktivitit zu beseitigen. Die so entstandenen autotoleranten BZ wandern
iiber die Blutbahn in sekundire lymphatische Organe (zum Beispiel Milz und Lymphknoten),
wo sie auf ihr spezifisches Antigen treffen konnen. Dort werden sie durch Antigenprisentation
selektiv aktiviert. Auch in diesen Organen erfolgen weitere Selektionsprozesse - nur
autotolerante BZ durchlaufen die niachste Reifungsstufe. Autoreaktive Zellen werden in die
Apoptose geleitet oder durch zusatzliche Modulation ihrer Rezeptoren toleriert (5,6).

Uber den BZR werden spezifische Antigene endozytotisch aufgenommen und anschlieBend
T-Zellen prasentiert. Antigene, die eine TZ-abhdngige Aktivierung initiieren, werden
gemeinsam  mit  MHC-II-Molekiilen  (Major  Histocompatibility =~ Complex)  als
Antigen-MHC-Komplex auf der Zelloberfliche prisentiert und vom TZ-Rezeptor einer
TH-Zelle erkannt. Die TH -Zelle aktiviert die BZ durch die Ausschiittung von Zytokinen, sowie
durch die Bindung kostimulatorischer Oberflichenmolekiile.

Neben der TZ-abhidngigen Aktivierung kann auch eine TZ-unabhingige Aktivierung der BZ
erfolgen. Diese wird durch die Kreuzvernetzung mehrerer B-Zell-Rezeptoren ausgelost. Die
dabei aktivierenden Antigene stammen liberwiegend von Bakterien und bestehen meist aus
repetitiven Molekiilen wie Oberflichenpolysacchariden oder unmethylierter CpG-DNA
(Desoxyribonukleinsdure). Im Rahmen der TZ-unabhingigen Aktivierung konnen BZ
mikrobielle Bestandteile auch direkt tiber Toll-like-Rezeptoren (TLRs) erkennen, wodurch
intrazelluldre  Signaltransduktionskaskaden  ausgelost ~ werden.  Zusitzlich  sind
kostimulatorische Signale erforderlich, dhnlich der TZ-abhingigen Aktivierung (1,7-9).
Durch die Antigenerkennung und  Aktivierung reifer, naiver BZ  werden
Differenzierungsprozesse zu antikorperproduzierenden Plasmazellen ausgeldst. Plasmazellen
exprimieren den BZR nicht mehr auf ihrer Oberfldche. AK stellen die sezernierte Form des
BZR mit identischer Antigenspezifitit dar und verhindern die Ausbreitung von Erregern durch
Neutralisation, Opsonierung und férdern deren Eliminierung durch weitere Komponenten des

Immunsystems — beispielsweise durch Makrophagen (1,2,10-12).
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Nach einer Immunreaktion konnen sich BZ auch zu Gedachtnis-BZ differenzieren. Diese tragen
denselben BZR wie ihre Mutterzelle und kénnen bei erneutem Auftreten des spezifischen,
pathogenassoziierten Antigens schnell und effizient reagieren (1,2,13)

Regulatorische BZ (Brecs), eine Subpopulation von BZ, besitzen immunmodulatorische,
insbesondere immunsupressive Eigenschaften. Sie sind in der Lage Entziindungsprozesse zu
beenden, iiberschieBende oder chronische Immunreaktionen zu ddmpfen, sowie Selbsttoleranz
zu fordern und Autoimmunerkrankungen entgegenzuwirken (14). Dies geschieht vor allem
durch die Freisetzung immunsuppressiver Zytokine, wie Interleukin-10 (IL-10) und
Transforming Growth Factor-f (TGF-p) (7,15-18). Diese Mediatoren hemmen die Aktivierung
weiterer Immunzellen. Auch bei der Herunterreguliereng der Typ-1-T-Helferzell-Antwort, die
eine zentrale Rolle in der Pathogenese autoimmuner Erkrankungen spielt, kommt der
IL-10-Produktion der BZ eine entscheidende Rolle zu (14,19).

Autoimmunitdt kann durch BZ gefordert werden. Dies geschieht unter anderem durch die
Bildung von Auto-AK, die Présentation von Autoantigenen an TZ und die Sekretion
proinflammatorischer Zytokine (20).

Leukozyten lassen sich anhand spezifischer Membranproteine unterscheiden, die den
sogenannten cluster of differentiation (CD) zugeordnet sind. Ein charakteristischer Marker fiir
BZ, der in nahezu allen Entwicklungsstadien exprimiert wird, ist CD19. Dies ist ein
transmembranes Glykoprotein, das als Ko-Rezeptor fungiert und die Aktivierungsschwelle des
BZR senkt (21,22). Die Expression von CD19 ist auf reifen BZ etwa dreimal so hoch wie auf
unreifen BZ. Wéhrend der Differenzierung zu Plasmazellen geht die CDI19-Expression

weitgehend verloren (10-12).

1.1.2 Zytokine

Zytokine sind essenzielle Proteine beziehungsweise Botenstoffe des Immunsystems, die
sowohl in der angeborenen als auch in der adaptiven Immunantwort freigesetzt werden. Sie
werden von Immunzellen sowie von Nicht-Immunzellen (wie Fibroblasten oder
Endothelzellen) synthetisiert und wirken autokrin, parakrin und endokrin. Thre Funktionen
umfassen die pro- und antiinflammatorische Modulation der Entziindungsreaktion. Dariiber
hinaus beeinflussen Zytokine das Zellwachstum, die Zelldifferenzierung und die Apoptose. Die
Signalwirkung erfolgt durch die Bindung an spezifische Rezeptoren (23). Zytokine lassen sich
in verschiedene Gruppen unterteilen, darunter Interferone, Interleukine, Tumornekrosefaktoren
(TNF), Chemokine und Wachstumsfaktoren (1). In der vorliegenden Arbeit wird insbesondere

die von BZ-vermittelte Produktion von TNF-a, IL-6 und IL-10 untersucht.
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TNF-a ist ein zentraler, proinflammatorischer Mediator, der von verschiedenen Zelltypen, wie
Monozyten und Makrophagen produziert wird (24). Nach Stimulation konnen auch aktivierte
TZ, BZ und Natiirliche-Killer-Zellen (NK-Zellen) TNF-a ausschiitten (25). Seine
Signalwirkung vermittelt TNF-o durch Bindung an zwei Rezeptoren (R): TNF-R1, der
ubiquitdr auf nahezu allen menschlichen Geweben exprimiert wird und TNF-R2, der
vorwiegend auf Immunzellen lokalisiert ist (26).

Der TNF-R1-vermittelte Signalweg induziert Immunabwehr gegen Krankheitserreger, fordert
Entziindungsreaktionen im Gewebe sowie Zelliiberleben und Proliferation durch Rekrutierung
von Immunzellen. Gleichzeitig kann er aber auch apoptotische Signalwege aktivieren und somit
Zelltod verursachen (26).

Uber den TNF-R2-Signalweg wird die Homdostase durch Férderung der Geweberegeneration,
Wundheilung, Zellproliferation und Zelliiberleben aufrechterhalten. Auch auf regulatorischen
TZ spielen TNF-R2 zur Immunsuppression eine Rolle (26). Eine tiberméBige Aktivierung der
TNF-a-Signalwege wird mit chronischen Entziindungen, Wundheilungsstérungen sowie
Autoimmunerkrankungen wie der rheumatoiden Arthritis (RA) in Verbindung gebracht (26—
28). Wihrend des Gewebe-Remodelings und der Angiogenese sind Matrix-Metalloproteasen
(MMP) beteiligt, die den selektiven Abbau der extrazelluliren Matrix (ECM) ermdglichen.
TNF-a fordert die Aktivierung von MMP. Hohe TNF-a- und MMP-Level konnten in
chronischen Entziindungsprozessen nachgewiesen werden, wobei eine iiberméfige Zerstorung
der ECM mit pathologischen Zustdnden wie der RA assoziiert ist (28).

TNF-aa  kann  zudem den  NF-kB-Signaltransduktionsweg  (Nuclear  Factor
kappa-light-chain-enhancer of activated B cells) aktivieren, welcher die Ausschiittung weiterer
proinflammatorischer Zytokine wie IL-6, sowie die MMP-Produktion durch Fibroblasten
fordert (28-30). Ein weiterer immunmodulatorischer Effekt von TNF-a besteht in der
Aktivierung, Proliferation und Differenzierung von BZ, wunter anderem zu
antikorperproduzierenden Plasmazellen (31,32).

IL-6 ist ein multifunktionales Zytokin mit proinflammatorischen und immunstimulierenden
Eigenschaften (29). Es wird wihrend Infektionen oder Gewebeschddigung vor allem von
Monozyten und Makrophagen produziert und initiiert eine koordinierte Immunantwort durch
Aktivierung von Immunzellen, hamatopoetischen Prozessen und der Akute-Phase-Reaktion
durch die Freisetzung akuter-Phase-Proteine, wie C-reaktives Protein (CRP). Dies geschieht
unter anderem durch die Rekrutierung von Makrophagen und Leukozyten sowie durch die
Aktivierung von Lymphozyten (33-37). Des Weiteren wird IL-6 auch von BZ, TZ,
Fibroblasten, Keratinozyten, Endothelzellen und dendritischen Zellen gebildet (24,30,34). Es
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vermittelt die Fieberreaktion und fordert die Energiemobilisation, unter anderem durch
Lipolyse und Fettsdureoxidation (35,38,39). Die Expression wird durch andere Zytokine wie
TNF-a und IL-1p, durch die Aktivierung von TLRs, sowie durch Stressreaktionen induziert
(34-36).

IL-6 bindet entweder an membrangebundene oder an Idsliche IL-6-Rezeptoren. Die
Signaltransduktion erfolgt iiber das Glykoprotein (gp) gp130, das ubiquitér auf allen Zellen
exprimiert wird. Wéhrend der membranstindige IL-6-R vor allem auf Immunzellen und
Hepatozyten exprimiert wird, kann durch den 16slichen IL-6-R auch eine Signaltransduktion in
Zellen ohne membranstindigem IL-6-R  vermittelt werden. Die Bindung des
IL-6/IL-6-R-Komplexes an gpl130 fiihrt zur Aktivierung von Janus-Kinasen und damit zur
Phosphorylierung nachgeschalteter Signalproteine (33-35).

IL-6 spielt eine wesentliche Rolle bei der Differenzierung von BZ zu Plasmazellen und fordert
die Immunglobulinproduktion (34,35,37). Die Expression von IL-6 wird durch transkriptionelle
und posttranskriptionelle Mechanismen reguliert (37).

Eine iberméfBige oder chronische IL-6-Produktion wird mit verschiedenen
chronisch-entziindlichen  Erkrankungen, = Autoimmunerkrankungen sowie malignen
Erkrankungen assoziiert (33,35,37). Besonders in der Pathogenese der RA spielt IL-6 eine
zentrale Rolle. Der IL-6-Spiegel im Serum und die Expression seiner Rezeptoren korreliert mit
dem Ausmal der Entziindung, klinischer Symptome und radiologischer Gelenkverdnderungen
(29). Als Regulator der Osteoklasten- und Osteoblastenaktivitit fordert IL-6 die
Knochenresorption, was zu subchondralen Erosionen und gelenkdestruierenden Prozessen
filhren kann (29,36). Die IL-6-induzierte Antikorperproduktion in Plasmazellen kann zur
Hypergammaglobulindmie sowie zur Autoantikorperbildung fiihren (34,37).

IL-10 ist ein antiinflammatorisches, immunsuppressives Zytokin, das {iiberschieende
Entziindungsreaktionen sowie autoimmunvermittelte Prozesse herunterreguliert (24,40). Es
spielt eine zentrale Rolle bei der Aufrechterhaltung der Immuntoleranz, Begrenzung von
Gewebeschiden, sowie Forderung der Wundheilung (40). Die antiinflammatorische Wirkung
von IL-10 beruht auf der Hemmung der Expression kostimulatorischer Molekiile und
proinflammatorischer Zytokine wie IL-18 und IL-6 durch Makrophagen und dendritische
Zellen. IL-10 unterdriickt die Chemokinproduktion, die Immunzellrekrutierung, die Aktivitit
antigenprasentierender Zellen und moduliert die Aktivitdt von TH-Zellen (40—47).

Auf BZ wirkt IL-10 antiapoptotisch, fordert den Klassenwechsel, sowie die Proliferation und
Differenzierung zu Plasmazellen, was zu einer erhohten Antikdrperproduktion fiihrt (40,46).

IL-10 wird von verschiedenen Immunzelltypen produziert, darunter insbesondere TZ, BZ,




Einleitung

Makrophagen und dendritischen Zellen (40,45). Die Wirkung wird vermittelt iber die Bindung
an den IL-10-R, der Janus-Kinasen aktiviert und dadurch die Signaltransduktion iiber STAT3
(Signal transducer and activator of transcription 3) induziert wird (48). Eine Dysregulation der
IL-10-Produktion ist mit verschiedenen Autoimmunerkrankungen und Infektionen assoziiert.
Im Kontext der RA ist die Funktion von IL-10 oft reduziert, was zu einem ungleichgewichtigen

Entziindungsprofil beitragen kann (46).

1.1.3 Toll-like-Rezeptoren & Pathogen-assoziierte molekulare Muster

Das angeborene Immunsystem spielt insbesondere beim Erstkontakt mit einem eindringenden
Pathogen eine entscheidende Rolle. Die Erkennung dieser Pathogene erfolgt iiber sogenannte
Mustererkennungsrezeptoren, zu denen wunter anderem die Familie der TLRs
(Toll-like-Rezeptoren) gehort. Diese erkennen und binden PAMPs und initiieren darauthin eine
angeborene Immunantwort. Die Einleitung der Immunreaktion erfolgt liber die Aktivierung
intrazelluldrer Transkriptionsfaktoren und die Freisetzung proinflammatorischer Zytokine,
Chemokine sowie die Expression kostimulatorischer Molekiile (49,50).

TLRs sind transmembrane Rezeptoren, die sowohl auf Immunzellen als auch auf
nicht-immunologischen Zellen wie Epithelzellen und Fibroblasten exprimiert werden. Beim
Menschen sind bislang zehn funktionelle TLRs beschrieben. Sie unterscheiden sich hinsichtlich
ihrer zelluldren Lokalisation, entweder an der Zellmembran (TLR-1, -2, -4, -5, und -6) oder in
endosomalen Kompartimenten (TRL3, -7, -8, and -9), sowie in ihrer Ligandenspezifitét (50,51).
Beziiglich der Ligandenspezifitidt ist bekannt, dass der TLR-2 bakterielle Lipoproteine
grampositiver Bakterien erkennt; der TLR-4 bindet Lipopolysaccharide gramnegativer
Bakterien; der TLR-3 erkennt doppelstringige RNA (Ribonukleinsdure); TLR-7 und -8
erkennen einzelstringige RNA und der TLR-9 erkennt unmethylierte CpG-Motive in
bakterieller und viraler DNA (50,52). In der vorliegenden Arbeit liegt der Fokus auf TLR-9,
der eine Schliisselrolle bei der Erkennung pathogener DNA spielt.

CpG ist ein Dinukleotid bestehend aus Cytosin, das iiber ein Phosphat mit Guanin verbunden
ist. In der DNA von Vertebraten und Bakterien unterscheiden sich CpG-Motive hinsichtlich
ihres Methylierungsgrades, ihrer Position innerhalb der Basensequenz sowie ihrer Haufigkeit
(53). Wihrend in sdugetiereischer DNA CpG-Dinukleotide selten und liberwiegend methyliert
vorliegen, sind sie in bakterieller DNA haufiger und zumeist unmethyliert vorhanden (52,54—
56). Diese Unterschiede werden vom Immunsystem erkannt. Unmethylierte CpG-Motive
wirken als PAMPs und aktivieren TLR-9. Auf BZ wird durch CpG eine TZ-unabhingige
BZ-Aktivierung vermittelt (53,57).
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Die Signalkaskaden induzieren unterschiedliche zelluldire Reaktionen, dazu zéhlen:
BZ-Proliferation, Zytokinfreisetzung (unter anderem vom IL-4, IL-6, IL-10 und IL-12),
Antikorperproduktion, Hochregulation von MHC-II und kostimulatorischer Molekiilen, sowie
Inhibition apoptotischer Signalwege (18,52,55,56). Der TLR-9 wird insbesondere auf naiven
und Gedéachtnis-BZ exprimiert und wird wihrend der B-Zell-Aktivierung hochreguliert (18).
In Abb. 1 ist die TLR-9-vermittelte Signalkaskade dargestellt, die durch CpG-Motive ausgelost
wird. Die Aktivierung des endosomal lokalisierten, transmembranen Rezeptors TLR-9 fiihrt zur
Aktivierung von Transkriptionsfaktoren wie NF-xkB und AP-1 (Aktivierendes Protein 1), was
wiederum die Expression und Freisetzung von Zytokinen wie IL-1, IL-6, TNF-a, IL-10 sowie
die Sekretion polyreaktiver Immunglobulin (Ig)-M-Antikorper induziert (16,30,47—49).

In dieser Studie wurde CpG-B ODN 2006 verwendet, ein synthetischer Ligand, der gezielt den

humanen TLR-9 auf B-Zellen aktiviert.
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Abb. 1: CpG-induzierte Signaltransduktion am TLR-9 (57)

CpG-ODNs werden unter Beteiligung von PI3Ks endozytotisch aufgenommen und gelangen in das endosomale
Kompartiment, wo der TLR-9 lokalisiert ist. Die Signaltransduktion erfolgt tiber die Interaktion von TLR-9 mit
dem Adapterprotein MYDS8S. Nach Rekrutierung von IRAK wird TRAF6 durch Phosphorylierung aktiviert. Dies
leitet zwei zentrale Signalkaskaden ein: Die Aktivierung der mitogen-aktivierten Proteinkinasen (MAPK)-
Kaskade tiber INKK1 fiihrt zur Aktivierung der MAP-Kinasen JNK und p38. Parallel wird der /KK-Komplex iiber
NIK aktiviert, was zur Phosphorylierung und Degradation von IkB und damit zur Nuleotidtranslokation von NFxB
filhrt. Die resultierende Aktivierung der Transkriptionsfaktoren NF-xB und API1 induzieren die Expression
verschiedener proinflammatorischer Gene, darunter Zytokine und kostimulatorische Molekiile.

AP1= Aktivierendes Protein 1; IKK= Inhibiting-NF-kB-Kinase; IRAK= Interleukin-1-Rezeptor-aktivierte Kinase;
JNKKI1= ¢c-JUN N-terminale Kinase (JNK) Kinase-1; MYD88= myeloide differentiation primary response gene
88; NFkB= Nuclear factor-kB; NIK= Nuclear factor-kB inducing Kinase, ODN=O0ligodinukleotid;
PI3K= Phosphatidylinositol-3-Kinasen; TLR= Toll-like-Rezeptor; TRAF6= Tumor-Nekrosefaktor-Rezeptor-
assoziierten Faktor 6.

Abbildung erstellt unter Verwendung und Modifizierung von Bildern von Servier Medical Art von Servier,
lizenziert unter Creative Commons Attribution 3.0 Unported (https://creativecommons.org/licenses/by/3.0/).
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1.2 Rheumatoide Arthritis (RA)

Die RA ist eine systemische Autoimmunerkrankung, die durch eine chronisch-entziindliche
Gelenkerkrankung mit fortschreitender Gelenkdestruktion gekennzeichnet ist. Zu den typischen
pathologischen Verdnderungen zdhlen Knorpelverlust, Knochenerosionen, hyperplastische
Wucherung der Synovialmembran (Pannus-Bildung) sowie die Verengung des Gelenkspalts,
was letztlich zu funktionellen Einschrinkungen fiihrt (29,49,60). Die Erkrankung ist
typischerweise schubformig und beginnt hdufig an kleinen Gelenken und kann sich im Verlauf
auf mehrere oder nahezu alle Gelenke ausdehnen (61). Neben der Gelenkbeteiligung sind auch
extraartikuldren Organmanifestationen moglich, etwa an Haut, Auge, Lunge oder Geféallen (62).
Die Atiologie der RA ist multifaktoriell und umfasst genetische Pridispositionen,
immunologische Dysregulationen sowie Umwelteinfliisse, darunter infektiose Trigger und
Nikotinkonsum (63).

Der pathophysiologische Entstehungsmechanismus der RA basiert auf einer Dysregulation des
Immunsystems, die eine chronische Entziindung der Synovialmembran zur Folge hat (64). Im
Rahmen der Interaktion zwischen der angeborenen und adaptiven Immunreaktion kommt es
zur Infiltration und Akkumulation von Immunzellen im Synovialgewebe. Diese Zellen
initileren und unterhalten Prozesse, die zu Knorpel- und Knochenschiddigung, sowie zur
Pannusbildung fiihren. An diesen entziindlichen und destruktiven Verdnderungen sind
verschiedene Zelltypen wie Makrophagen, BZ, TZ, dendritische Zellen, Chondrozyten und
Osteoklasten beteiligt (65).

Im Rahmen der entziindlichen Prozesse bei der RA kommt es durch die Interaktion von
Immunzellen zu einer Uberproduktion proinflammatorischer Zytokine wie IL-6, TNF- , IL-15
sowie verschiedener Chemokine. Gleichzeitig konnen Antikdrper gegen korpereigene Antigene
vermehrt detektiert werden. Diese Vorginge fordern tiber die Rekrutierung und Aktivierung
weiterer  Immunzellen, insbesondere  Leukozyten, die  Aufrechterhaltung der
Entziindungsreaktion sowie die Zerstorung der extrazelluldren Matrix (46,60,61,64—68). Lokal
im Gelenkgewebe sind unter anderem Fibroblasten einer der Hauptproduzenten fiir IL-6 (68).
IL-6 und TNF-a fordern die Expression von VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor),
einem zentralen Mediator der Angiogenese, der gleichzeitig eine erhohte Gefallpermeabilitit
induziert. Dies erleichtert Immunzellen das Eindringen in das entziindliche Gewebe (37,67,68).
Dariiber hinaus werden immunsupressive Immunzellen, wie regulatorische T-Zellen, durch
TNF-a funktionell beeintrachtigt, wodurch die entziindliche Aktivitét zusétzlich verstirkt wird
(67). Makrophagen akkumulieren in der Synovialmembran und sezernieren nach Aktivierung

eine Vielzahl proinflammatorischer Zytokine. TNF-a und IL-6 fordern dabei die Rekrutierung
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von Leukozyten, widhrend IL-8 gezielt neutrophile Granulozyten zum Entziindungsherd
mobilisiert (60,69,70).

B-Zellen spielen ebenfalls eine entscheidende Rolle in der Pathogenese der RA (16).
Autoreaktive BZ entgehen dabei den zentralen und peripheren Kontrollmechanismen im
Knochenmark sowie in den sekundéren lymphatischen Organen. In der Folge konnen sich reife
Plasmazellen entwickeln, die Autoantikdrper produzieren (6,8,46,60). Bei der RA handelt es
sich vorrangig um Rheumafaktoren, Auto-AK gegen das Fc-Fragment von IgG und AK gegen
citrullinierte Proteine (ACPA) (60,64,68,71,72). Auto-AK-produzierende BZ finden sich in der
Synovialmembran als auch im Blutkreislauf. Etwa 80 % der Patienten mit RA sind seropositiv
fiir Rheumafaktoren, was mit aggressiveren Verlaufsformen, hoheren Raten extraartikuldrer
Manifestationen sowie erhohter Morbiditit und Mortalitédt assoziiert ist (64,73).

Auto-AK wirken bei der RA proinflammatorisch und pathogen, unter anderem durch die
Immobilisierung an Knorpeloberflichen, die Aktivierung neutrophiler Granulozyten und
T-Zellen sowie die Bildung von Antigen-AK-Komplexen, die wiederum die
Komplementkaskade aktivieren und die Freisetzung proinflammatorischer Zytokine und
Matrix-Metallo-Proteasen fordern (60,70,74-78). Zudem konnen Osteoklasten und
Makrophagen durch Auto-AK-vermittelte TLR-Aktivierung und tber die Bindung an
Fc-Rezeptoren aktiviert werden (65). Autoreaktive BZ agieren zusétzlich als
Antigen-priasentierende Zellen und konnen dadurch CD4+ TH-Zellen aktivieren (60,73,76,77).
Im Kontext der RA wurde in der Friihphase eine dysreguliert erhohte 1L-10-Genexpression
beschrieben. Diese trigt zur Hyperaktivitit der BZ bei, da durch IL-10 die Proliferation, der
Klassenwechsel und die Differenzierung stimuliert wird (46). Insgesamt ist die Proliferation
von Breg, die eine immunsuppressive Funktion ausiiben, bei Patienten mit RA vermindert
(60,71).

IL-6 induziert die Differenzierung von BZ sowie die Produktion von Auto-AK und wirkt
gemeinsam mit Zytokinen der Interleukin-1-Familie (unter anderem IL-1a, 14, 18 und 33)
aktivierend auf Endothelzellen, Osteoklasten, Fibroblasten und Chondrozyten
(65,67,74,79,80). Diese Zelltypen tragen gemeinsam mit Makrophagen und Leukozyten
wesentlich zur Bildung eines Synovialpannus bei, eines granulomatdsen Gewebes, das in den
Gelenkspalt hineinwéchst. Der Pannus sezerniert Matrix-Metalloproteasen, welche zur
Knorpeldestruktion fiihren und fordert gemeinsam mit Osteoklasten die Knochenresorption
(29,64-66,68,70,74,79,81). Bei der RA sind insbesondere die MMP-1; -3; und -13 an diesen
destruktiven Prozessen beteiligt. Ihre Expression wird durch proinflammatorische Zytokine wie

TNF-ao und IL-1, durch TLRs-Liganden sowie durch reaktive Sauerstoffspezies induziert (68).
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Durch die AK-vermittelte Quervernetzung von Fc-Rezeptoren fusionieren Monozyten zu
knochenabbauenden und -resorbierenden Osteoklasten. Gleichzeitig wird die Differenzierung
von Osteoblasten gehemmt, was die Knochenneubildung einschriankt (29,60,77,82).

TLRs scheinen ebenfalls eine Rolle bei den entziindlichen und destruktiven Prozessen im
Rahmen der RA zu spielen. In der Synovialmembran von RA-Patienten wurde eine
Uberexpression und gesteigerte Aktivitit mehrerer TLRs, darunter TLR-2, -3, -5, -6, -7 und -9
nachgewiesen. Die Aktivierung dieser Rezeptoren fordert die Aufrechterhaltung eines
proinflammatorischen Milieus (50). Endogene TLR-Liganden sind in der Lage Makrophagen
iiber TLR-Signalkaskaden zu aktivieren. Besonders TLR-2 und TLR-4 wurden verstdrkt auf
Makrophagen in der Synovialmembran bei RA identifiziert (51). Die TLR-vermittelten
Signalkaskaden, insbesondere iiber das Adaptorprotein MYDS8S (Myeloide differentiation
primary response gene 88), scheinen eine entscheidende Rolle bei der Induktion von MMP zu
spielen (50).

Zu den Therapieansitzen der RA zéhlen disease-modifyinganti-rheumatic drugs (DMARD:s),
nichtsteroidale antientziindliche Medikamente sowie Kortikosteroide (83,84). Dariiber hinaus
existieren mittlerweile verschiedene zielgerichtete immunmodulatorische Therapien, die
gezielt in den pathophysiologischen Entstehungsprozess eingreifen. Dabei handelt es sich um
biologische krankheitsmodifizierende Antirheumatika, die eine klinische Remission anstreben
und Gelenksdestruktionen reduzieren sollen (29,83).

Etanercept, ein humanes, l6sliches Fc-Fusionsprotein mit zwei IgG-Doménen wirkt als
TNF-Rezeptor-Blocker. Tocilizumab ist ein humanisierter monoklonaler Antikorper gegen den
IL-6-Rezeptor, der sowohl die Bindung von IL-6 an 16sliche als auch membranstindige
Rezeptoren verhindert (23,24,29,37). Weitere therapeutisch eingesetzte Substanzen sind
Infliximab und Adalimumab, beides Anti-TNF-AK; der IL-1-Rezpetorantagonist Anakinra
sowie Abatacept, das die T-Zell-Aktivierung hemmt (46,83,85).

Die zentrale Rolle der BZ in RA wird auch durch therapeutische Ansidtze wie die
BZ-Depletionstherapie beriicksichtigt. Rituximab, ein chimdrer monoklonaler Antikorper
gegen CD?20, fiihrt zu einer nahezu vollstdndigen Elimination von BZ im peripheren Blut und
in der Synovialmembran (76,86,87). Da Pro-BZ und Plasmazellen CD20 nicht exprimieren,
werden diese durch Rituximab nicht direkt eliminiert (76,86,88). Die Behandlung resultiert in
einer reduzierten Konzentration zirkulierender Rheumafaktoren sowie einer verminderten

TNF-a-Produktion (72,76,89).
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1.3 Autonomes Nervensystem

Das Nervensystem wird in das zentrale (ZNS) und das periphere Nervensystem unterteilt.
Letzteres gliedert sich in das sensorische, sensible und autonome Nervensystem. Das autonome
Nervensystem wiederum besteht aus dem sympathischen (SNS) und parasympathischen Anteil,
die antagonistisch und gleichzeitig komplementédr wirken, um die Homdostase des Korpers
aufrechtzuerhalten. Es reguliert lebenswichtige Korperfunktionen, die der unwillkiirlichen
Kontrolle unterliegen, darunter Herzfrequenz, Blutdruck, gastrointestinale Motilitdt und
Korpertemperatur (1,62).

Das sympathische Nervensystem wird insbesondere in Stress- oder Gefahrensituationen
aktiviert und bereitet den Organismus auf eine ,,fight or flight “-Reaktion vor (90,91). Dabei
werden sensorische Informationen {iber die Sinnesorgane aufgenommen und iiber afferente
Nervenfasern an das ZNS geleitet. Im Riickenmark erfolgt die erste Verschaltung und
Weiterverarbeitung der Signale. Diese werden an das GroBhirn zur kognitiven Bewertung, den
Hirnstamm zur Steuerung vegetativer Funktionen wie Herzschlag, Atmung und der Reflexe
sowie an das limbische System zur emotionalen Verarbeitung weitergeleitet.

Die zentrale Koordination erfolgt iiber den Hypothalamus, der als {iibergeordnetes
Steuerzentrum die Hypothalamus-Hypophysen-Nebennierenrinden-Achse (HHN-Achse)
aktiviert und iiber das Riickenmark praganglionidre sympathische Nervenfasern stimuliert.
Infolgedessen sezernieren postgangliondre sympathische Nervenendendigungen Norepinephrin
(NE), wihrend das Nebennierenmark Adrenalin und NE freisetzt. Parallel dazu wird tiber die

HHN-Achse die Ausschiittung von Cortisol initiiert (1,92).

1.4 Katecholamine

Zu den korpereigenen Katecholaminen gehdren Norepinephrin, Adrenalin und Dopamin. Diese
fungieren als wichtige Neurotransmitter im peripheren und zentralen Nervensystem.
Norepinephrin und Adrenalin wirken dariiber hinaus als Stresshormone. Beide Substanzen
spielen eine Schliisselrolle bei der Regulation des autonomen Nervensystems und beeinflussen
unter anderem  kardiovaskuldire = Funktionen,  Atemwegsreaktivitit sowie den
Energiestoffwechsels (93).

Der wichtigste Ausloser fiir die Freisetzung von Adrenalin und Norepinephrin ist eine Storung
der physiologischen Homdostase, etwa infolge von psychischem oder physischem Stress oder
korperlicher Belastung. Damit sind sie maB3geblich an der ,fight or flight “-Reaktion beteiligt
(93,94).
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Katecholamine werden einerseits im ZNS als Neurotransmitter synthetisiert, andererseits im
Nebennierenmark gebildet und dort als Hormone in den Blutkreislauf abgegeben. Ihre Wirkung
an den Zielorganen wird {liber die Bindung an adrenerge Rezeptoren (ADRs) vermittelt, die zur
Familie der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren (GPCR) gehoren.

Das SNS setzt NE {iber postgangliondre sympathische Nervenfasern frei, wédhrend die
Ausschiittung von Adrenalin nahezu ausschlieBlich iiber die Stimulation des Nebennierenmarks

erfolgt (95).

1.4.1 Katecholaminsynthese und -Abbau

0+_OH
OOt NH, NH, HN”
HO HO
NH, NH,
TH DDC DBH PNMT
P — —_— —_— — =
HO HO HO HO
OH OH OH OH OH

L-Tyrosin L-DOPA Dopamin Noradrenalin Adrenalin

Abb. 2: Katecholamin-Biosynthese
DBH=  Dopamin-$-Hydroxylase; DDC=  DOPA-Decarboxylase; = PNMT=  Phenylethanolamin-N-
Methyltransferase; TH= Tyrosinhydroxylase

Die Biosynthese der Katecholamine erfolgt enzymatisch ausgehend von der natiirlichen
Aminosdure L-Tyrosin (Abb. 2). Die Hydroxylierung zu L-DOPA wird durch die
Tyrosinhydroxylase (TH), ein zytosolisches, nicht membrangebundenes Enzym, katalysiert
(96-98). Da es sich hierbei um den geschwindigkeitsbestimmenden Schritt der Synthese
handelt, unterliegt die Aktivitit der TH verschiedenen regulatorischen Mechanismen (96).

Im peripherem und zentralen Nervensystem wird Dopamin nach der Decarboxylierung von
L-DOPA durch den vesikuliren Monoaminotransporter (VMAT) in synaptische Vesikel
aufgenommen (97). Es existieren zwei Isoformen von VMATs mit unterschiedlicher
Gewebeverteilung: VMAT1 wird primér in neuroendokrinen Zellen exprimiert, wahrend
VMAT?2 bevorzugt im ZNS und sympathischen Neuronen vorkommt. In den Chromaffinzellen
des Nebennierenmarks werden beide Transporter gemeinsam exprimiert.

Die Wiederaufnahme in Vesikel erfolgt iiber einen elektrochemischen Protonengradienten, der
durch eine vesikulire H+-ATPase aufrechterhalten wird. Die Monoaminwiederaufnahme
erfolgt im Antiport gegen Protonen (99).

Innerhalb der Vesikel wird Dopamin durch f-Hydroxylierung zu NE und anschlieBend durch
N-Methylierung zu Adrenalin umgesetzt (97,98). Die fiir die Methylierung verantwortliche
PNMT (Phenylethanolamin-N-Methyltransferase) ist im Nebennierenmark in besonders hoher

Konzentration vorhanden, da ihre Expression dort durch Cortisol induziert wird. In geringeren
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Mengen ist PNMT auch in Neuronen des ZNS sowie in peripheren Geweben nachweisbar
(100).

Der Kalziumeinstrom in die Zelle 16st die Fusion der Vesikel mit der prasynaptischen Membran
und somit die Freisetzung der Katecholamine in den synaptischen Spalt beziehungsweise in den
Extrazellularraum aus, wodurch die Signaliibertragung erfolgt. (96).

Die Wirkung der Katecholamine wird durch enzymatischen Abbau sowie durch ihre
Wiederaufnahme in das Zytoplasma beziehungsweise in synaptische Vesikel begrenzt. Die
Wiederaufnahme erfolgt iiber Na+/Cl-abhingige Transporter in der Plasmamembran,
insbesondere iiber den Norepinephrin- (NET) und den Dopamintransporter (DAT). Der NET
ist ein Symporter, an dem Noradrenalin sowie Natrium- und Chloridionen binden. Der fiir den
Transport notwendige elektrochemische Natriumgradient wird durch die Aktivitdt einer
Natrium-Kalium-ATPase aufrechterhalten (101,102).

Des Weiteren kann die katecholaminerge Wirkung durch enzymatischen Abbau beendet
werden. Zwei Enzymgruppen sind hierbei entscheidend: Catechol-O-Methyltransferasen
(COMT) und Monoaminooxidasen (MAO). Die COMT katalysiert die Methylierung und damit
die Inaktivierung von Katecholaminen. Dieses Enzym ist ubiquitdr vorhanden, wird jedoch
besonders im Gehirn und in der Leber exprimiert (103).

Die MAO befindet sich auf der duBleren Mitochondrienmembran und inaktiviert Monoamine
durch oxidative Desaminierung (104). Monoaminooxidasen existieren in zwei Isoformen:
MAO-A und MAO-B, die sich in ihrer Substratspezifitit unterscheiden. MAO-A hat eine
hohere Affinitit flir Serotonin, Adrenalin und NE, wihrend MAO-B bevorzugt Dopamin und
Phenylethylamine abbaut (105).

Die COMT wandelt Dopamin zu 3-Methoxytyramin um, Noradrenalin und Adrenalin werden
zu Normetanephrin beziehungsweise Metanephrin methyliert. Diese Zwischenmetabolite
werden durch MAOs weiter zu den Endmetaboliten Vanillinmandelsdure bei NE und

Adrenalin, beziehungsweise Homovanillinsdure bei Dopamin abgebaut (106).

1.4.2 Adrenerge Rezeptoren

Katecholamine entfalten thre Wirkung durch Ligation an spezifische adrenerge Rezeptoren
(Dopamin- und ADRs). Diese gehoren zur Familie der GPCR. Wie alle GPCRs bestehen ADRs
aus sieben Transmembrandoménen und lassen sich pharmakologisch und molekularbiologisch
in die drei Hauptklassen al-, a2- und f-ADRs einteilen. Diese unterscheiden sich hinsichtlich

threr Gewebeverteilung und Signaltransduktionsmechanismen (93,98,107). Jede dieser
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Hauptklassen kann weiter in jeweils mehrere Subtypen untergliedert werden, die jeweils
ahnliche Signaltransduktionswege aktivieren (93,98).

GPCRs sind iiber membranstindige heterotrimere G-Proteine funktionell gekoppelt, welche aus
einer a-, f- und y-Untereinheit bestehen. Im inaktiven Zustand ist die a-Untereinheit an
Guanosindiphosphat (GDP) gebunden, bei Aktivierung durch Ligandenbindung wird GDP
durch Guanosintriphosphat (GTP) ersetzt (108). Dies fiihrt zur Dissoziation des G-Proteins in
die a-Untereinheit und den f-y-Komplex. Beide Einheiten kdnnen anschlieBend intrazellulédre
Signalwege aktivieren, indem sie mit spezifischen Effektoren interagieren. Zu den wichtigsten
Second Messengern zdhlen das zyklische Adenosinmonophosphat (cAMP), Ca2+,
Diacylglycerin und Inositoltriphosphat (98,107).

Adrenozeptoren sind dabei an unterschiedliche G-Protein-Subklassen gekoppelt: Gs stimuliert
die cAMP-Produktion, G;i hemmt die Adenylatcyklase und Gq aktiviert die
Phospholipase C-Signalkaskade. Uber diese Signalwege werden zellulire Informationen bis
zum Zellkern weitergeleitet, wo durch Phosphorylierung von Transkriptionsfaktoren die
Expression spezifischer Gene induziert wird, unter anderem solcher, die fiir Zytokine kodieren
(98,109).

Rezeptoren der al-Subgruppe sind an Gg-Proteine gekoppelt. Nach Ligandenbindung erfolgt
die Aktivierung der Phospholipase C durch die GTP-gebundene Ga-Untereinheit.
Phospholipase C spaltet das membrangebundene Phosphatidylinositolbiphosphat in
Inositoltriphosphat und Diacylglycerin. Inositoltriphosphat ist wasserldslich, diffundiert durch
das Zytosol und vermittelt die Freisetzung von Ca®" aus dem endoplasmatischen Retikulum.
Diacylglycerin verbleibt als Lipid in der Plasmamembran und aktiviert dort die Proteinkinase C
(PKC), welche unter anderem Ionenkandle reguliert und weitere Proteine durch
Phosphorylierung moduliert (109,110).

al-ADRs lassen sich in die Subtypen alA, a1B und alD untergliedern, welche iiberwiegend
postsynaptisch exprimiert werden. Diese Rezeptoren sind besonders im ZNS, im
kardiovaskuldren System sowie im Urogenitaltrakt lokalisiert. Funktionell vermitteln sie unter
anderem die Vasokonstriktion peripherer Geféille, beispielsweise in der Haut und im
Gastrointestinaltrakt, sowie die Kontraktion glatter Muskulatur im Urogenitaltrakt (98,111
113).

02-ADRs sind Gi-Protein-gekoppelt und inhibieren die Adenylatcyclase, wodurch die
intrazellulire cAMP-Konzentration reduziert wird. Im Gegensatz dazu sind f-ADRs klassisch
an Gs-gekoppelt und aktivieren die Adenylatcyclase, die die Umwandlung von ATP
(Adenosintriphosphat) zu cAMP katalysiert. Der Anstieg von cAMP aktiviert die
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Proteinkinase A (PKA), welche durch Phosphorylierung zelluldre Zielproteine reguliert und
dabei kontextabhingig auch die intrazelluldre Kalziumkonzentration beeinflusst (110,114).
Der a2-ADR lédsst sich in die Subtypen a2A-, a2B- und a2C unterteilen. Diese vermitteln ihre
Effekte vor allem im ZNS und im kardiovaskuldren System (98,115). a2-ADRs induzieren
unter anderem Hypotonie, Bradykardie und sedierende Effekte (116). Eine zentrale Funktion
besteht in der Regulation der Neurotransmitterausschiittung. Insbesondere a2A- und
a2C-ADRs fungieren als prisynaptische Autorezeptoren an noradrenergen Neuronen im ZNS
und im peripheren Nervensystem (111,113,115,117-119). Alle drei Subtypen sind an
prasynaptischen Membranen postganglionirer sympathischer Neuronen exprimiert und wirken
negativ riickkoppelnd auf die Freisetzung von Katecholaminen (118).

B-ADRs lassen sich in die Subtypen 1, 2 und f3 unterteilen. f1-ADRs regulieren kardiale
Funktionen durch eine Steigerung der Inotropie und Chronotropie, f2-ADRs vermitteln
Vaso- und Bronchodilatation, wihrend f3-ADRs durch Aktivierung der Lipolyse zur
Energiebereitstellung in Stresssituationen beitragen (98,112,113,119).

Adrenerge Rezeptoren werden auch auf Immunzellen wie TZ, BZ und Makrophagen exprimiert
(94,109). Dabei stellt der f2-Rezeptor den dominierenden Subtyp auf den meisten Immunzellen
dar. Die adrenerge Signaliibertragung in diesen Zellen beeinflusst die Immunantwort durch
Modulation der Zytokinproduktion. Akut kann die Produktion proinflammatorischer Zytokine
wie IL-1/ und TNF-a gefordert werden, wéahrend im chronischen Entziindungszustand haufig
eine  Verschiebung hin zu antiinflammatorischen Effekten, insbesondere durch
IL-10-Hochregulation, beobachtet wird (94,98).

Die G-Protein-Kopplung adrenerger Rezeptoren kann im Verlauf zell- und kontextabhingig
variieren. So sind f2-Rezeptoren in Lymphozyten primir Gs gekoppelt, konnen jedoch unter
dem Einfluss von PKA-abhidngiger Phosphorylierung von Gs zu Gj wechseln oder alternativ
auch an Gq koppeln, was zu einer differenzierten immunregulatorischen Signaliibertragung

fiihrt (94,109,120,121).

1.4.3 Katecholamine im Immunsystem

In der Literatur ist seit lingerem bekannt, dass das SNS eine regulatorische Rolle bei
Immunreaktionen spielt. Katecholamine fungieren dabei als zentrale Botenstoffe und stellen
eine funktionelle Schnittstelle zwischen SNS und Immunsystem dar, um die Homdoostase des
Organismus aufrechtzuerhalten (94,98,107,109,122—125). Katecholamine, die entweder vom
Nebennierenmark sezerniert oder von sympathischen Nervenendigungen freigesetzt werden,

modulieren gezielt die Aktivitit verschiedener Immunzellen. Dariiber hinaus zeigten Studien,
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dass Immunzellen selbst in der Lage sind, Katecholamine zu synthetisieren, um {iber auto- und
parakrine Signalwege die Immunantwort zu beeinflussen (107,124). Die durch Katecholamine
vermittelte Immunmodulation betrifft unter anderem die Proliferation, Zytokinproduktion und
funktionelle Aktivitdt von Lymphozyten (109).

Adrenalin und NE entfalten ihre Wirkung iiber Bindung an a- und f-ADRs, die auf der
Zellmembran von Immunzellen exprimiert werden. Das Ausmal} der ADR-Expression variiert
dabei in Abhédngigkeit vom Zelltyp und dem Aktivierungszustand der jeweiligen Zelle und wird
durch Zytokine sowie Neurotransmitter dynamisch moduliert (98,107,126).

Zellen des angeborenen IS, wie Makrophagen, exprimieren sowohl a-als auch f-ADRs
(62,125,127-129). Im Gegensatz dazu exprimieren BZ und THI1-Zellen primédr den
S2-ADR-Subtyp, wihrend TH2-Zellen diesen weitgehend nicht exprimieren (62,125,130-132).
Dariiber hinaus konnte die Expression von al-ADRs auf humanen PBMCs (Peripheral Blood
Mononuclear Cells), einschlie8lich Lymphozyten, nachgewiesen werden. Konkrete Aussagen
zur spezifischen Expression auf humanen BZ stehen jedoch bislang noch aus (133-135).
Untersuchungen an BZ aus der Milz von Miusen zeigten hingegen, dass diese ebenfalls
a-ADRs exprimieren (14).

Neben der Stimulation der ADRs durch extrazelluldr freigesetzte Katecholamine konnte in
Studien mit Méusen gezeigt werden, dass sowohl T- als auch B-Lymphozyten die Enzyme TH
und PNMT exprimieren und somit selbst zur Katecholaminsynthese beféhigt sind
(14,107,123,136,137). Besonders ausgepragt war die Expression dabei in murinen B-Zellen,
welche mittels Anti-IgM und CpG stimuliert wurden (14). Auch in humanen PBM(Cs,
insbesondere in Lymphozyten konnten TH, NE und Adrenalin nachgewiesen werden
(104,122,138-140). Die Expression von TH ist dabei in Phytohdmagglutinin-stimulierten
PBMCs im Vergleich zu unbehandelten Zellen signifikant erhéht (139).

Dariiber hinaus konnte auf der Plasmamembran von Maus-BZ und humanen PBMCs der NET
detektiert werden, welcher die Aufnahme von Katecholaminen aus dem extrazelluldaren Raum
ermoglicht (14,107). BZ sind zudem in der Lage, Katecholamine in Vesikeln zu speichern und
bei Bedarf zu sezernieren, wodurch diese autokrin und/ oder parakrin auf Immunzellen wirken
konnen. Dabei regulieren sie Prozesse wie Proliferation, Differenzierung und Apoptose von
Lymphozyten (14,104,107,138). Die vesikuldre Speicherung erfolgt tiber die VMAT 1 und 2,
welche den Transport von Katecholaminen aus dem Zytoplasma in sekretorische Vesikel
vermitteln. Beide Transporter, ebenso wie der DAT und NET konnten in humanen und murinen

Lymphozyten nachgewiesen werden. Ein Vergleich zwischen naiven und durch Anti-IgM/CpG
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aktivierten murinen BZ ergab eine erhohte Expression dieser Transportproteine nach
Stimulation (14,141,142).

Neben den Transportern und anabolen Enzymen des Katecholamin-Stoffwechsels konnten in
humanen PBMCs auch die katabolen Enzyme, insbesondere MAOs nachgewiesen werden
(103,106, 143). Untersuchungen an Lymphozyten zeigten, dass vor allem die Isoform MAO-B
in diesen Zellen exprimiert wird (105,143—-146).

1.5 Bidirektionale @ Kommunikation zwischen Nervensystem und

Immunsystem bei Entziindungen

Entziindungen stellen lokale, protektive Reaktionen des Organismus auf Gewebeschiddigungen
oder das Eindringen von Pathogenen dar. Sie erfordern eine fein abgestimmte Regulation, da
eine iberschieBende als auch eine unzureichende Immunantwort mit Gewebeschidden
einhergehen kann. In diesem Kontext tibernimmt das Nervensystem eine zentrale regulatorische
Funktion, indem es pro- und antiinflammatorische Signale kontinuierlich in einem
dynamischen Gleichgewicht moduliert (90).

Die Kommunikation zwischen Nervensystem und Immunsystem erfolgt tiiber zwei
Hauptmechanismen. Zum einen geschieht dies systemisch {iber die Freisetzung
hypothalamisch-hypophysiarer Hormone mit nachgeschalteter Aktivierung der Nebenniere,
zum anderen lokal {iber sympathische, parasympathische und sensorische Nervenfasern, die
auch primire und sekundire lymphatische Organe innervieren (124—-126,147-149).

Periphere Entziindungsreize, etwa durch korperfremde Antigene, aktivieren zunichst
sensorische Nervenfasern, welche die Informationen an das ZNS weiterleiten. Dies fiihrt zur
Aktivierung des sympathischen Nervensystems sowie der HHN-Achse. In der Folge werden
NE und Adrenalin aus dem Nebennierenmark sowie Kortisol aus der Nebennierenrinde
freigesetzt (41,49,62,85,90,109,114,125,150).

Sowohl zirkulierende Hormone und Katecholamine als auch lokal freigesetztes Norepinephrin
modulieren die Immunantwort, indem sie die Zytokinsekretion, die Antikdrperproduktion
sowie die Proliferation und Aktivierung von Immunzellen beeinflussen (41,85,91,124). Ziel
dieser Mechanismen ist es, die Effektivitdt der Immunzellen gegen Pathogene zu steigern, die
Wundheilung zu fordern und anschlieBend die Wiederherstellung der Homdostase zu
ermoglichen (151).

Gleichzeitig konnen im Blut zirkulierende Zytokine wie IL-6, IL-1 und TNF-a die
Blut-Hirn-Schranke {iberwinden und dort die Prostaglandinsynthese induzieren. Dies fiihrt

wiederum  zur  Aktivierung der  HHN-Achse durch  Freisetzung  von
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Corticotropin-Releasing-Hormon,  welches  iiber die  Ausschiittung von ACTH
(Adrenokortikotropes Hormon) aus der Hypophyse die Kortisolproduktion in der
Nebennierenrinde stimuliert. Das immunsuppressiv wirkende Glukokortikoid stellt einen
zentralen Bestandteil der systemischen Stressantwort dar. Zytokine stehen somit in einer
bidirektionalen Wechselwirkung mit dem ZNS und modulieren dessen Aktivitit
(1,41,62,91,94,109,114,124,125,151-153).

Die systemische Aktivierung des SNS fiihrt zu einer unspezifischen Verstirkung der
Immunreaktion. Dies geschieht unter anderem durch eine Steigerung der Kreislauffunktion,
etwa durch Erhohung von Blutdruck und Herzfrequenz sowie durch einen gesteigerten
Lymphflusses. Gleichzeitig werden Immunzellen aus dem Knochenmark mobilisiert, was deren
Rekrutierung zum Entziindungsort erleichtert. Dariiber hinaus tragt das SNS zur Umverteilung
der Energiereserven zugunsten des Immunsystems bei, indem katabole Prozesse wie Lipolyse,
Glykogenolyse und der Abbau von Muskelproteinen aktiviert werden. Charakteristisch fiir
diese Phase der Immunantwort sind die Mobilisation von Leukozyten, die verstarkte Zytokin-
und Antikorperproduktion sowie die effiziente Antigenaufnahme und -prédsentation durch
antigenprasentierende Zellen (41,49,91,95,114,124,134,135,148,153).

Diese immunologischen Prozesse finden auch in sekundédren lymphatischen Organen wie Milz
und Lymphknoten statt. Dort werden Durchblutung und Lymphfluss gesteigert, was die
Reifung, Aktivierung und Ausschiittung von B- und T-Lymphozyten fordert. AnschlieBend
migrieren die Immunzellen entlang eines Chemokingradienten gezielt zum Entziindungsherd
(91,95,114).

Am Ort der Entziindung setzen sympathische Nervenenden in unmittelbarer Néhe zu den
Immunzellen den Neurotransmitter NE frei. Dabei konnen synapsendhnliche Kontaktstellen
zwischen sympathischen Nervenfasern und Immunzelle entstehen. Fiir diese
neuroimmunologische Kommunikation sind ADRs auf Immunzellen von zentraler Bedeutung.
NE bindet an verschiedene ADR-Subtypen, entfaltet jedoch aufgrund des raschen enzymatisch
Abbaus oder der Wiederaufnahme in Immunzellen beziehungsweise Neuronen nur eine
kurzzeitige Wirkung (49,126,148). Immunzellen konnen mehrere ADR-Subtypen gleichzeitig
exprimieren, wobei deren Expression im Verlauf des Entziindungsprozesses einer dynamischen
Regulation unterliegt (114).

a-ADRs und f-ADRs unterscheiden sich in ihrer Bindungsaftinitét fiir Katecholamine, wobei
NE eine hohere Affinitét zu a-ADRs aufweist (91,132,142,154-156).

Zusiétzlich  erfolgt eine auto- und parakrine Immunmodulation durch die

Katecholaminproduktion der Immunzellen selbst. In der Ndhe sympathischer Nervenfasern
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oder  katecholaminproduzierender =~ TH+-Zellen  entsteht  eine  hohe lokale
Katecholaminkonzentration mit einem Konzentrationsgradient bedingt durch die Distanz zum
Syntheseort. In Bereichen hoher NE-Konzentrationen werden bevorzugt f-ADRs aktiviert, was
tiber eine Erhohung des intrazelluliren cAMP-Spiegels antiinflammatorische Prozesse
induziert. In groBerer Entfernung dominieren aufgrund der hoheren Rezeptoraffinitét
a-adrenerg vermittelte Effekte, die typischerweise mit einer Hemmung der cAMP-Bildung und
der Aktivierung proinflammatorische Signalwege assoziiert sind
(62,91,95,114,131,151,153,157). Proinflammatorische = Effekte der  a-adrenergen
Rezeptoraktivieren umfassen unter anderem die verstirkte Freisetzung reaktiver
Sauerstoffspezies in  Makrophagen sowie eine  gesteigerte = TNF-a-Expression
(62,91,142,148,157,158). Demgegeniiber vermitteln S2-ADRs iiberwiegend
antiinflammatorische Wirkungen, etwa durch Induktion der IL-10-Produktion und die
Hemmung proinflammatorischer Zytokine wie TNF-a oder IL-12
(62,91,109,124,129,142,148,157,159,160).

Immunzellen, die sowohl a- als auch f-adrenerge Rezeptoren exprimieren, sind somit in der
Lage, pro- als auch antientziindliche Prozesse flexibel zu regulieren (91,129,159). Die
Expression dieser Rezeptoren sowie die nachgeschalteten Signalkaskaden werden durch den
Aktivierungszustand der Zelle, durch Zytokine, Hormone und Neurotransmitter sowie durch
Ligandenbindung und Rezeptoraffinitit beeinflusst (91,114,129).

Im Verlauf einer Entziindung verschiebt sich die Signaltransduktionen tendenziell von
f-adrenerg  vermittelten  antiinflammatorischen  hin  zu  a-adrenerg  vermittelten
proinflammatorischen Signalwegen (91,95,114,161).

Der Entziindungsverlauf wird dabei nicht nur durch die Rezeptorexpression auf Immunzellen,
sondern auch durch lokale Katecholaminkonzentrationen bestimmt, welche wiederum von der
Dichte sympathischer Nervenfasern im betroffenen Gewebe abhiangen (49,91,162).

Zu Beginn einer Entziindung ist die sympathische Innervation hoch und von den
Nervenendigungen freigesetztes NE vermittelt sowohl antiinflammatorische Effekte tiber
p-ADRs als auch proinflammatorische Signale iiber a-ADRs zur effektiven Pathogenabwehr
(91). Mit Fortschreiten der Entziindung nimmt die Dichte der NE-sezernierenden
sympathischen Nervenfasern lokal ab, wodurch die Katecholaminkonzentration sinkt und
o-adrenerg vermittelte Effekte relativ dominieren. Kompensatorisch steigt in spdteren
Entziindungsphasen die Anzahl katecholaminproduzierender Immunzellen am Entziindungsort
an, um den Riickgang der neuronalen Katecholaminquelle auszugleichen (41,91,95,114,156).

Zusdtzlich nimmt die sensorische Innervation zu, wobei sensorische Nervenfasern
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Neuropeptide wie Substanzt P freisetzen, die die lokale Entziindungsreaktion weiter verstarken
(41,91,95).

Auf systemischer Ebene bleibt die Aktivitit des Sympathikus erhoht, um grundlegende
Korperfunktionen wie Energiebereitstellung und Blutdruckregulation aufrechtzuerhalten.
Persistiert dieser Zustand jedoch chronisch, kann die dauerhafte Aktivierung des SNS und der
HHN-Achse zu katabolen Schiden des Organismus fithren (91,95,114).

Neben Immunzellen interagiert das SNS auch mit weiteren Zelltypen wie Endothelzellen oder
Fibroblasten, die tiber ihre Zytokinproduktion, insbesondere IL-6, ebenfalls zur
Immunmodulation beitragen. (91). Die zirkulierende IL-6-Konzentration dient dabei als Marker
zur Unterscheidung zwischen lokal begrenzter oder systemischer Inflammation (95). Zudem
inhibieren proinflammatorische Zytokine wie IL-1, IL-2, IL-6 und TNF-« die prasynaptische
Freisetzung NE und regulieren auf diese Weise indirekt ihre eigene Produktion (150).

Kann ein Pathogen friihzeitig eliminiert werden, sind diese Anpassungsprozesse nicht langer
erforderlich und die Aktivitit des SNS sowie der HHN-Achse kann wieder herunterreguliert
werden (153).

1.6 Einfluss zwischen autonomem Nervensystem und Immunsystem bei RA

Die multifaktoriellen Ursachen der RA sind bislang nicht vollstindig geklédrt. Zunehmende
Evidenz deutet jedoch darauf hin, dass neuroimmunologische Dysregulationen, insbesondere
des autonomen Nervensystems, eine zentrale Rolle in der Pathogenese der Erkrankung spielen
(62,163-165).

Da es sich bei der RA um eine Autoimmunerkrankung handelt, befindet sich der Organismus
in einem Zustand persistierender, chronischer Inflammation. In diesem Kontext bleibt die
systemische Aktivitdt des SNS dauerhaft erhoht (91,114). Im Gegensatz zu akuten Infektionen,
bei denen korperfremde Pathogene erfolgreich eliminiert werden konnen, richtet sich die
Immunantwort bei der RA gegen korpereigene Autoantigene. Diese konnen vom Immunsystem
nicht beseitige werden, was zu einer anhaltenden lokalen Entziindungsreaktion fiihrt. Zur
Aufrechterhaltung dieser chronischen Inflammation werden zusétzliche immunmodulatorische
Mechanismen aktiviert, die den Entziindungsprozess weiter fordern.

Chronisch entziindliche Verdnderungen des Synovialgewebes gehen mit einer reduzierten
Dichte sympathischer Nervenfaserdichte einher (91,95,98,114,142,153,157,165-167). Ob
diese neuronale Reorganisation urséchlich zur Entziindungsentstehung oder eine Folge der
chronischen Inflammation darstellt, ist bislang nicht abschlieBend geklart (95).

Kompensatorisch nimmt im Verlauf der Erkrankung die Anzahl TH+-Immunzellen in
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lymphatischen Organen wie Lymphkonten, und Milz sowie und im Gelenkgewebe zu. Auch
nicht-immunologische = Zellen, darunter  Fibroblasten, zeigen eine  gesteigerte
Katecholaminproduktion (91,114,142,153,157,162,165,168). Im Synovialgewebe von
RA-Patienten konnte eine erhohte Dichte CD19+/TH+ BZ nachgewiesen werden, wiahrend ein
entsprechender Anstieg im peripheren Blut nicht beobachtet wurde (142,156,157,168). Diese
lokal wirkenden Zellen tragen vermutlich zur immunsuppressiven Modulation der
Entziindungsreaktion bei (114). Dariiber hinaus besteht ein Zusammenhang zwischen der
Aktivitit von TH+-Zellen und den hypoxischen Bedingungen im entziindeten Gelenk, einem
charakteristischen Merkmal des RA-Synoviums (168).

Mit fortschreitender Erkrankung verschiebt sich die adrenergen Signaltransduktion von f- zu
a-adrenerg vermittelten Prozessen (95,114,166,169). Zytokine wie IL-2 modulieren dabei die
Expression von 2-ADRs auf Lymphozyten (62,164). Studien zur juvenilen RA zeigen zudem
eine erhohte Expression von a1-ADRs (127,170). Die Aktivierung von a-ADRs fiihren unter
anderem zur Stimulation der PKC und von mitogen-aktivierten Proteinkinasen (MAP-Kinasen)
und damit von Signalwegen, die wesentlich an der Proliferation synovialer Fibroblasten
beteiligt sind (98).

Auf PBMCs, insbesondere T- und B-Zellen von RA-Patienten, wurde zudem eine verminderte
Dichte sowie Affinitit von f2-ADRs beschrieben. Diese Desensibilisierung und
Herunterregulation  resultiert aus einer chronischen  Rezeptorstimulation. Die
Desensibilisierung erfolgt iiber die Phosphorylierung G-Protein-gekoppelter Rezeptoren und
wird durch inflammatorische Signale reguliert. Aufgrund der Kopplung des f2-ADR an
Gs-Proteine flihrt dessen Herunterregulation zu einer verminderten intrazelluldren
cAMP-Produktion, wodurch proinflammatorische Signalwege iiberwiegen
(58,94,95,98,114,151,164,165,171,172). Charakteristisch fiir dieses Milieu ist eine verstarkte
Sekretion proinflammatorischer Zytokinen wie IL-6 und INF-y, die zur Progression der
Entziindung und zur Gewebeschéddigung beitragen (62,94,149,163,173).

Dariiber hinaus wurde gezeigt, dass es im Verlauf chronischer Entziindungsprozesse zu
verdnderten intrazelluldren Signalkaskaden nach adrenerger Rezeptorstimulation kommen
kann und dass die Immunmodulation nicht ausschlieBlich tiber die klassischen
G-Protein-vermittelten Signalwege erfolgt. So konnte ein Wechsel der G-Protein-Kopplung des
S2-ADR von Gas zu Ga; beobachtet werden. Diese Verschiebung wird vermutlich durch die
PKA-vermittelte Phosphorylierung des Rezeptors verursacht, welche dessen Affinitdt fiir Gos
reduziert. Ein solcher verdnderter Kopplungszustand wurde unter anderem in Synovialzellen

von RA-Patienten nachgewiesen (16,132,151,174).
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Tierexperimentelle Studien im Kollagen-induzierten-Arthritis (CIA)-Modell, ein etabliertes
Mausmodell der humanen RA, zeigen, dass es im chronischen Stadium der Erkrankung zu einer
zunehmenden Verlagerung der p2-ARD-Signaltransduktion hin zur MAPK-anhingigen
Signalwegen (ERK (extracellular signal regulated kinase), p38) kommt, wihrend der
klassische cAMP/CREB (cAMP response element-binding protein)-Signalweg in den
Hintergrund tritt. Eine verstirkte Rezeptorphosphorylierung, welche durch unter anderem PKA
oder PKC bedingt wird, fordert die Bindung von p-Arrestinen an dem intrazelluldren
Rezeptorbereich. Neben ihrer Rolle bei der Desensibilisierung und Internalisierung des
Rezeptors fungieren f-Arrestine als Signaladapter, die MAP-Kinasen aktivieren und so iiber
die Phosphorylierung von Transkriptionsfaktoren alternative, hdufig proinflammatorische
Signalkaskaden initiieren (41,109,114,151,153,174).

Zusammenfassend zeigt das SNS in der Frithphase der Arthritis iiberwiegend
proinflammatorische Effekte, unter anderem durch verstirkte Expression proinflammatorischer
Zytokine wie IL-6 sowie in der Rekrutierung von Immunzellen ins entziindliche Gewebe.

Die lokale kompensatorische Katecholaminsynthese durch Immunzellen reicht im Verlauf
jedoch nicht aus, um den chronischen Entziindungsstatus zu unterdriicken. Somit konnte im
Stadium der etablierten Arthritis eine Zunahme der f2-ADR-exprimierenden BZ, sogenannte
Breg, festgestellt werden, welche IL-10-fordernde, antiinflammatorische Signalwege
vermitteln (91,114,153,165,168,174,175). Die dynamische Regulation der 2-ADR-Expression
und -Signaltransduktion konnte somit wesentlich zur Verschiebung von pro- hin zu
antiinflammatorischen sympathischen Effekten beitragen (41,151,153,174). Insgesamt ist die
IL-10-Produktion von BZ von Patientin mit RA jedoch im Vergleich zu Gesunden weiterhin
vermindert (16,87).

Die fiir die Immunmodulation relevanten Katecholamine sind Adrenalin und NE. Adrenalin
zeigt einen insgesamt geringeren Einfluss auf die chronische Entziindungsreaktion. Bei
RA-Patientin bleiben die Adrenalinspiegel entweder unveridndert oder sogar vermindert.
Aufgrund seiner hohen Affinitit zu f-ADRs und der damit verbundenen immunsuppressiven
Wirkung bleibt Adrenalin jedoch weiterhin relevant. Eine weitere Reduktion seiner
Konzentration konnte die entzlindliche Aktivitit zusétzlich beglinstigen (153).

Therapeutische Ansitze konnten auf die Korrektur sympathovagaler Dysbalance abzielen, etwa
durch Reduktion der systemischen sympathischen Aktivitit und gleichzeitige Stimulation des
Parasympathikus (unter anderem iiber den Nervus vagus) (114,153). Die gezielte Modulation
adrenerger Signalwege, wie die Antagonisierung von al-ADRs und die Stimulation von

[2-ADRs kann intrazellulares cAMP erhohen und antiinflammatorische Effekte fordern. Auch
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das in der RA-Therapie etablierte Methotrexat wirkt unter anderem tiiber eine Erhéhung von
cAMP. Dariiber hinaus fiihren MAO-A- und MAO-B-Hemmer durch die Hemmung des
Katecholaminabbaus zu einem Anstieg der verfligbaren Neurotransmitter und somit ebenfalls
zu einer Erhdhung von cAMP (91,114,132,174).

Zur Untersuchung dieser Effekte wurde unter anderem das Modell der Kollagen-induzierten
Arthritis eingesetzt. In diesem Krankheitsmodell zeigt sich eine phasenspezifische Wirkung des
SNS, dhnlich der RA. Wéhrend der Induktions- und asymptomatischen Frithphase iiberwiegen
proinflammatorische Effekte infolge sympathischer Dysregulation. In der Spétphase hingegen
entfaltet das SNS zunehmend antiinflammatorische Wirkungen (41,176,177). In der CIA
konnte gezeigt werden, dass f-ADR-Agonisten Entziindungsreaktionen reduzieren (156,178).
Demgegeniiber ist die Aktivierung des al/Gi-Signalwegs mit einer erhohten Produktion
proinflammatorischer Zytokine, insbesondere IL-6 verbunden. IL-6-Knockout-Méuse waren
vollstindig gegen die Entwicklung einer CIA geschiitzt (79).

Komplementdr konnte eine Steigerung der IL-10 Produktion zur Verbesserung einer Arthritis
beitragen. In CIA-Studien reduzierten injizierte BZ aus immunisierten Wildtyp-Miusen die
Entziindung tiber IL-10, BZ aus IL-10-Knockout-Méusen zeigten keinen Effekt. (179). Auch
wihrend der Aktivierungsphase der CIA lieB sich ein Sympathikus-vermittelter Anstieg der
IL-10-Produktion in CD19+, murinen BZ der Milz beobachten. BZ von sympathtektomierten
Mausen produzierten signifikant weniger IL-10 (41,180).

In humanen und tierexperimentellen Studien konnte gezeigt werden, dass der Zeitpunkt einer
Sympathektomie entscheidend fiir den Verlauf der RA beziehungsweise CIA ist (91).
Insbesondere eine frithzeitige Sympathektomie im CIA-Modell war mit einer abgeschwéchten
Krankheitsausprdgung verbunden. Demgegeniiber fiihrte eine SNS-Depletion in der
chronischen Phase zu einer verstirkten Krankheitsaktivitit, was mit dem Verlust von
TH+-Zellen im entziindlichen Gewebe assoziiert war. Diese Ergebnisse verdeutlichen den
phasenabhdngigen Effekt des SNS: proinflammatorisch in der Initialphase der Erkrankung,
antiinflammatorisch in der chronischen Phase (85,91,95,165,175,176).

Auch eine gesteigerte NE-Produktion in Immunzellen fordert J2-ADR-vermittelte
antiinflammatorische Signalwege. Im CIA-Modell konnte eine zunehmende TH-Expression im
direkten Zusammenhang mit einer verstirkter IL-10-Produktion und einer klinischen
Verbesserung dargestellt werden. Umgekehrt fiihrte eine Hemmung der TH zu einer Reduktion
der IL-10-Produktion bei gleichzeitigem Anstieg der TNF-Synthese (14,168).

Uber den TLR-9-Signalweg kann ebenfalls die TH-Expression in BZ erhoht und deren

Differenzierung zu Breg gefordert werden (14). Diese Zellen sind in der spaten Phase der RA
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von besonderer Bedeutung, da sie unter f-ADR-Stimulation vermehrt IL-10 produzieren, was
eine protektive und antiinflammatorische Wirkung entfaltet und vom therapeutischem Nutzen
sein konnte (14,87).

Zusammenfassend spielen Katecholamine eine zentrale Rolle in der Kommunikation zwischen
SNS und dem Immunsystem. Dies eréffnet neue therapeutische Ansatzpunkte zur Modulation
chronischer Inflammation, insbesondere durch TLR-9-aktivierte, IL-10-produzierende

Breg-Zellen, die im Rahmen dieser Arbeit im Fokus stehen.

1.7 Ziele der Arbeit

Im Rahmen dieser Arbeit soll der adrenerge Einfluss auf isolierte humane CD19+ BZ gesunder
erwachsener Probanden untersucht werden. Dabei werden sowohl naive BZ als auch BZ nach
TZ-unabhéngiger Stimulation mit dem TLR-9-Agonisten CpG eingesetzt.

Zunichst soll mittels Durchflusszytometrie die Expression adrenerger Rezeptoren, sowohl
intrazelluldr als auch auf der Zelloberflache, in naiven und CpG-stimulierten BZ nachgewiesen
und statistisch ausgewertet werden.

Anschlieend wird die Expression essenzieller Proteine der Katecholaminsynthese und des
Katecholaminmetabolismus unter dem Einfluss der TLR-9-Aktivierung untersucht und mit der
Expression in naiven BZ verglichen. Im Fokus stehen dabei die fiir die Synthese erforderliche
TH, die Katecholamintransporter fiir Norepinephrin und Dopamin sowie die Katecholamin-
abbauenden Enzyme MAO-A und MAO-B.

Die entziindungsmodulierende Funktion adrenerger Rezeptoren soll nach deren Stimulation mit
spezifischen Liganden fiir die jeweiligen ADR-Subtypen untersucht werden. Hierbei wird die
Konzentration der produzierten proinflammatorischen Zytokine IL-6 und TNF-a sowie des
antiinflammatorischen Zytokins IL-10 mittels ELISA (Enzyme-linked Immunosorbent Assay)
bestimmt.

Ein vertieftes Verstindnis des adrenergen Einflusses auf die Immunantwort konnte dazu
beitragen, pathologische Prozesse bei Autoimmunerkrankungen wie der RA besser zu

verstehen und potenziell neue therapeutische Ansatzpunkte zu identifizieren.
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2 Material und Methoden
2.1 Angaben zu den Proband-/innen & Aktenzeichen des Ethikvotums

Fiir die Untersuchung der Funktions- und Regulationsmechanismen von CD19+ BZ wurden
Blutproben als Untersuchungsmaterial benotigt. Diese wurden von volljdhrigen Spendern nach
ausfiihrlicher Aufklarung iiber die Entnahme und Verwendung der Blutprobe und schriftlicher
Einwilligung entnommen. Die Probanden waren bei allgemeiner Gesundheit und anamnestisch
lagen keine immunologischen Krankheitsbilder vor. Die entnommenen Blutproben wurde mit
einer Identifizierungsnummer verschliisselt, sodass personenbezogene Daten fiir die
Versuchsdurchfiihrung pseudonymisiert vorlagen. Fiir die Untersuchung des Einflusses auf und
die Produktion von Entziindungsmediatoren durch Immunzellen lag von der Ethikkommission
der medizinischen Fakultit der Heinrich-Heine-Universitit ein positives Votum vor. Die
Studiennummer lautet: 2018-296-KFogU.

Der Mittelwert des Alters der insgesamt 10 médnnlichen und 6 weiblichen Probanden lag bei 29
Jahren, der Median bei 25 Jahren. Genauere Angaben zum Alter und zum Geschlecht der

Blutspender sind Tabelle 1 zu entnehmen.

Spendernummer Geschlecht  Alter (Jahre)

1 Weiblich 23,24
2 Minnlich 23
3 Weiblich 23
4 Weiblich 22
5 Weiblich 25
6 Minnlich 27
7 Minnlich 20, 21
8 Minnlich 23
9 Miénnlich 29, 30
10 Weiblich 47
11 Mainnlich 45
12 Miénnlich 29
13 Miénnlich 34
14 Minnlich 23
15 Weiblich 45
16 Minnlich 42

Tabelle 1: Daten zu den Blutspendern

Auflistung der Probanden mit Geschlecht und Alter in Jahren am Tag der Blutabnahme. Sind zwei Zahlen in der
Spalter zum Alter angegeben, bedeutet dies, dass der Probend im Laufe des Projektes Geburtstag hatte und dass
mehrere Blutabnahmen, sowohl vor als auch nach dem Geburtstag erfolgten.

2.2 Material

Alle verwendeten Gerite, Verbrauchsmaterialien, Chemikalien, Reagenzien, Medien,
Medienzusitze, Antikorper, Kits und Software sind in Tabelle 2 bis Tabelle 7 jeweils unter

Angabe des Herstellers dargestellt.
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2.2.1 Laborgerite und Verbrauchsmaterialien

Laborgeriite

Abzug Secuflow

Analysewaage KERN ABT 120-5DM
Aspirator

Aspirator FTA-1

Autoklav Systec VX-55

Blockthermostat BT 100

ChemiDoc™ MP Imaging System
Mini-PROTEAN® Tetra Cell
Plattenlesegerit iMark®

PowerPac™ Basic Power Supply
Trans-Blot® Turbo™ Transfer System
Zellzihler TC20™

CO:z-Inkubator CB 170 E7

Dispensette® III Analog, 0,5-5 ml
Mehrkanalpipette Transferpette® S-8
Durchflusszytometer MACSQuant®
Analyzer 10

MACS® MultiStand

Separator OctoMACS™ und
QuadroMACS™

Eismaschine 151117

Eppendorf Research® plus
Einkanalpipette und Mehrkanalpipette
Eppendorf Xplorer® plus, Elektrische
Mehrkanalpipette: 16 und 8 Kaniile

FastGene® Minizentrifuge NG002B

Hochgeschwindigkeits-Mikrozentrifugen
CT15RE

LSE Digitaler Mikrotiterplattenschiittler
Magnetriihrer IKAMAG® RET
Pipettierhilfe Pipetus®
Plattenlesegeriit Infinite® M200 PRO
Tubenroller RS-TR05
Ultraschallprozessor UPSOH
Vornado™ Mini Vortex Mixer
Vortex REAX 2000

Wasserbad 3042

Werkbank CA/REYV 6

Zentrifuge Rotina 420R

Hersteller
Waldner, Wangen im Allgédu, DEU
Kern und Sohn GmbH, Balingen, DEU
STARLAB GmbH, Hamburg, DEU
Grant Instruments Europe B.V., Amsterdam, NL
Systec GmbH, Linden, DEU
Kleinfeld Labortechnik GmbH, Gehrden, DEU

Bio-Rad, Hercules, CA, USA

BINDER GmbH, Tuttlingen, DEU
BRAND GmbH + Co. Kg, Wertheim, DEU

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, DEU

Ziegra Eismaschinen GmbH, Isernhagen, DEU

Eppendorf AG, Hamburg, DEU

Nippon Genetics Europe GmbH, Diiren, DEU
VWR International GmbH, Darmstadt, DEU

Corning, Corning, NW, USA

IKA- Werke, Staufen im Breisgau, DEU
Hirschmann Laborgerdte GmbH, Eberstadt; DEU
Tecan Group AG, Méannedorf, CHE

Phoenix Instrument GmbH, Garbsen, DEU
Hielscher Ultrasonic GmbH, Teltow, DEU
Benchmark Scientific, Sayreville, NJ, USA
Heidolph Instruments, Schwabach, DEU
Kottermann GmbH, Uetze, DEU

Clean Air Technik, Woerden, NLD

Andreas Hettich GmbH & Co. KG, Tuttlingen, DEU

Tabelle 2: Verwendete Laborgerite mit Angaben zum Hersteller

Material

8-Kanal-Pipettiereinheit, PP
Polyesterfolie fiir Mikroplatten, unsteril
Reagenzreservoirs, PP

8-Well PCR Tube Strips 0.2 ml
96-Deep-Well Mikroplatte

96-Well, PS, Suspensionskultur-Mikroplatte,

transparent, steril

Hersteller

VWR International GmbH,
Darmstadt, DEU

Nippon Genetics Europe GmbH,
Diiren, DEU

Greiner Bio-One GmbH,
Frickenhausen, DEU
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Leucosep™ Réhrchen, 50ml, Trennscheibe, natur, steril,
konischer Boden

Mikroplatte 96 Well, PS, transparent, unsteril

F-Boden und U-Boden

Mikroplatte, 384 Well, PS, transparent, steril

F-Boden, high binding

Reaktionsgefaf3, 5 ml, PP, natur, mit angehéingtem Deckel,
graduiert, steril

Rohrchen, PP, CELLSTAR®, konischer Boden, natur,
steril, 15 ml und 50 ml

Suspensionskulturflasche CELLSTAR®, 50 ml, PS,
transparent, steril

Blotting-Filterpapiere, 2.5-mm Dicke, 7.5 x 8.4 cm
Thermo Scientific™, nicht sterile Immuno 96-Well-Platte
mit durchsichtigem flachem Boden

Corning® Costar® Stripette® Serologische Pipette, steril

Filterspitzen TipOne®, graduiert, natur, steril
Pipettenspitzen TipOne®, graduiert, natur, unsteril

Gel Releasers

Mini-PROTEAN® TGX™ Stain-Free™ Gele,

4-15 %, 15-Well-Kamm, 15 pl

Nitrocellulose-Membran, 0,2 pm
Zellzahler-Objekttriger fiir TC10™/TC20™-Zellzéhler,
Doppelkammer

Glaspasteurpipetten 225 mm

MS-Siule; LS-Séule
Pre-Separations-Filter 30pum
Pipettenspitzen epT.L.P.S.® farblos
Safe-Lock Eppendorf Tubes®, farblos

Pipettenspitzen SurPhob®, farblos, steril

Vacutainer® Safety-Lok™ Blutabnahmeset 21 G
Vacutainer® Einmalkaniilenhalter
Vacutainer® K2-EDTA-Réhrchen 10 ml

Thermo Fischer Scientific,
Waltham, MA, USA

Corning incorporated, Corning,
NY, USA

STARLAB GmbH, Hamburg, DEU

Bio-Rad, Hercules, CA, USA

BRAND GmbH + Co. Kg,
Wertheim, DEU
Miltenyi Biotec, Bergisch
Gladbach, DEU

Eppendorf AG, Hamburg, DEU

Biozym Scientific GmbH, Hessisch
Oldendorf, DEU

Becton, Dickinson and Company,
Franklin Lakes, NJ, USA

Tabelle 3: Verwendetes Verbrauchsmaterial mit Angaben zum Hersteller
PP: Polypropylen; PS: Polysterol

2.2.2 Chemikalien, Reagenzien, Medien und Medienzusitze

Chemikalien, Reagenzien, Medien, Medienzusiitze

(—)-Isoproterenol -Hydrochlorid

BRL 37344 Natriumsalzhydrat

Bovine Serum Albumin

Carbonate-Bicarbonate Puffer, Kapsel

Dulbecco’s Phosphatgepufferte Kochsalzlosung

Gibco™ HEPES Losung
L-(-)-Norepinephrin-(+)-bitartratsalz Monohydrat, >99 %
Nadolol

Deoxycholsiure Natriumsalz

Natriumpyruvat-Losung, steril

Penicillin-Streptomycin

Titripur® Schwefelsiure

Trypanblau Losung

Tween® 20

1-Step™ Ultra TMB-ELISA

Gibco™ Fetal Bovine Serum, qualifiziert, hitzeinaktiviert
Gibco™ GlutaMAX™ (100x)

Gibco™ PBS, pH 7,4 (10x)

Hersteller

Sigma-Aldrich St. Louis, MO, USA

Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA; USA
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2-Mercaptoethanol

Ampuwa® Spiillosung Plastipur®

autoMACS® Running Buffer-MACS® Separation Buffer
MACSQuant® Running Buffer
MACSQuant®MACSima™ Storage Solution
MACSQuant® Washing Solution

Red Blood Cell Lysis Solution (10x)

Blotting-Grade Blocker, Nonfat dry milk

Bromphenolblau Natriumsalz

Desoxycholsdure Natriumsalz (DOC)

Glycerin ROTIPURAN® >99,5 %, p.a., wasserfrei
Glycin PUFFERAN®, >9bri9 %, p.a.
Natriumchlorid, >99,5 %, p.a.

ROTI®-Mark WESTERN PLUS Protein-Marker
CL-316,243 Natriumsalz

Class B CpG Oligonukleotid, Humaner TLR9-Ligand
ODN 2006 (ODN 7909)

cOmplete™ Mini, EDTA-freier Protease-Inhibitor-
Cocktail Tabletten

PhosSTOP™ Tabletten

Demineralisiertes Wasser

Dexmedetomidine Hydrochlorid
Doxazosin Mesylat

ICI 118,551 Hydrochlorid
L-748,337

(R)-(-)-Phenylephrine Hydrochlorid
RS 79948 Hydrochlorid
Fixations-Puffer BD Cytofix™

Immobilon® Forte Western HRP-Substrat
Methanol for analysis EMPARTA® ACS
Tris Base, Molecular Biology Grade

Tris, Hydrochlorid, Molecular Biology Grade

LymphoPrep™

Nonidet P-40 Assay Reagent (10%)

PRMI 1640 Medium w/o Phenolrot (mit 2.0 g/l NaHCO3,
w/o L-Glutamine)

Sodium dodecyl sulfate (SDS) 299% fiir die
Molekularbiologie

Merck KGaA, Darmstadt, DEU

Fresenius Kabi Deutschland
GmbH, Bad Homburg, DEU

Miltenyi Biotec, Bergisch
Gladbach, DEU

Bio-Rad, Hercules, CA, USA

Carl Roth GmbH &Co KG,
Karlsruhe, DEU

Cayman, Ann Arbor, MI, USA
InvivoGen, San Diego, CA, USA

Roche Diagnostics GmbH,
Mannheim, DEU

Otto Fischer GmbH & Co KG,
Saarbriicken, DEU

Tocris Bioscience, Bristol, UK

BD GmbH, Heidelberg, DEU

Merck Millipore, Burlington, MA,
USA

Progen Biotechnik GmbH,
Heidelberg, DEU

Biomol GmbH, Hamburg, DEU
Pan-Biotech GmbH, Aidenbach,
DEU

VWR International GmbH,
Darmstadt, DEU

Tabelle 4: Verwendete Chemikalien, Reagenzien, Medien und Medienzusitze mit Angaben zum Hersteller
TMB= Tetramethylbenzidin; PBS= Phosphate Buffered Saline; Tris= Tris(hydroxymethyl)aminomethane;
p-a.: pro analysi; SDS= Sodium dodecyl sulfate; w/o= without

2.2.3 Antikorper und Kits

Antikorper Hersteller

- ADRBI1 Polyklonaler Antikorper (bs-0498R)

- ADRBI Polyklonaler Antikorper, Alexa Fluor® 647 konjugiert
(bs-0498R-A647)

- Rabbit 1gG Isotyp-Kontrolle, Alexa Fluor® 647-konjugiert
(bs-0295P-A647)

- Norepinephrine Transporter Polyclonal Antibody
(PA5-89680)

- CD19 MicroBeads human (130-050-301)

Bioss Antibodies Inc.,
Woburn, MA, USA

Invitrogen, Waltham, MA,
USA

Miltenyi Biotec, Bergisch
Gladbach, DEU
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- DAT Rabbit Polyklonaler Antikorper (22524-1-AP)

- MAO-A Polyklonaler Antikorper (10539-1-AP) Proteintech Europe,
- MAO-B Polyklonaler Antikorper (12602-1-AP) Manchester, UK

- TH Rabbit Polyklonaler Antikorper (25859-1-AP)

- GAPDH (14C10) Rabbit mouse Antibody (2118)

- Human alpha-1A Adrenergic RIADRA1A Alexa Fluor®
- 488-konjugierter Antikorper (FAB10298G-100UG)
- Human alpha-1B Adrenergic RIADRA1B Alexa Fluor®
- 405-konjugierter Antikorper (IC4730V-100UG)
- Human alpha-2A Adrenergic RIADRA2A Alexa Fluor®
- 647-konjugierter Antikorper (FAB10129R-100UG)
- Human alpha-2B Adrenergic RIADRA2B Alexa Fluor®
- 647-konjugierter Antikorper (FAB10324R-100UG)
- Human beta-2 Adrenergic R/ADRB2 Alexa Fluor® R&D Systems, Minneapolis,
- 488-konjugierter Antikérper (FAB100401G-100UG) MN, USA
- Human beta-3 Adrenergic RIADRB3 Alexa Fluor®
- 488-konjugierter Antikorper (FAB9419G-100UG)
- Maus IgG: Alexa Fluor® 488-konjugierter Antikorper (IC002G)
- Maus IgGi Alexa Fluor® 647-konjugierter Antikérper (IC002R)
- Maus IgG2B Alexa Fluor® 405-konjugierte Isotyp-Kontrolle
(IC0041V)
- Maus IgG2B Alexa Fluor® 647-konjugierte Isotyp-Kontrolle
(IC0041R)

- Polyklonaler Goat Anti-Rabbit Immunoglobulin/ HRP (P0448)

Cell Signaling Technology,
Danvers, MA, USA

Agilent Technologies, Santa
Clara, CA, USA

Tabelle 5: Verwendete Antikorper mit Angaben zum Hersteller

ADR= Adrenerger Rezeptor; CD= Cluster of differentiation;, ~GAPDH= Glycerinaldehyd-3-phosphat-
Dehydrogenase; HRP= Horseradish Peroxidase; Ig= Immunglobulin; MAO= Monoaminooxidase; R= Rezeptor;
TH= Tyrosinhydroxylase

Kit Hersteller
- Human IL-6 ELISA Set (555220)
- Human IL-10 ELISA Set (555157) BD Biosciences, San-Diego, CA, USA
- Human TNF ELISA Set (555212)
- Inside Stain Kit (130-090-477) Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, DEU
- Pierce™ BCA Protein Assay Kit (23227) Thermo Fischer Scientific, Rockford, IL, USA

Tabelle 6: Verwendete Kits mit Angaben zum Hersteller
BCA= Bicinchoninic acid; ELISA= Enzyme-linked Immunosorbent Assay; IL= Interleukin,
TNF= Tumor-Nekrose-Faktor

2.2.4 Software

Software Hersteller
- ChemDraw PerkinElmer, Waltham, MA, USA
- FlowJo™ vX.0.7 Becton, Dickinson and Company, Franklin Lakes, NJ, USA
- i-control™ Tecan Group Ltd., Mannedorf, CHE
- MACSQuantify™ Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, DEU
- Mendeley Reference Manager Mendeley Ltd., London, UK
- Microplate Manager® 6

- Image Lab™ Software Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA

- MS Office Excel 2016

- MS Office PowerPoint 2016 Microsoft, Redmond, WA, USA
- MS Office Word 2016
- SPSS® IBM, Armonk, NY, USA

Tabelle 7: Verwendete Software mit Angaben zum Hersteller
MS= Microsoft
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2.3 Zellkulturmedium und Zellzahlbestimmung

Fiir die Herstellung des Zellkulturmediums wurde RPMI-1640 verwendet, das mit 1 % v/A
(volume to volume) Natriumpyruvat-Losung (100 mmol/l), 1 % v/ 100-fach konzentrierter
GlutaMax™-Lgsung (200 mmol/l L-Alanyl-L-Glutamin-Dipeptid in 0,85%iger NaCl-Losung),
1 % v/v 100-fach konzentrierter Penicillin-Streptomycin-Lésung (10.000 Einheiten/ml
Penicillin und 10 mg/ml Streptomycin), 2,5 % v/v HEPES-Pufter (1,0 mol/l) und 10% v/v Fetal
Bovine Serum versetzt wurde. Das Medium wurde fiir maximal 30 Tage verwendet, bei 5 °C

gelagert und vor Verwendung auf 36 °C erwirmt.

Die Zellzéhlung erfolgte am automatischen TC20™ Zellzdhler von Bio-Rad. Dazu wurde 10 pl
Zellsuspension 1:1 mit einer 0,4%igen Trypanblau-Losung verdiinnt und in den zum TC20™
Zellzéhler passenden Zellzéhl-Objekttriger injiziert. Die Zellzahl wurde mikroskopisch mittels
Autofokus bestimmt und in Zellen/ml angegeben. Anhand der Trypanblaufiarbung toter Zellen
wurde die Anzahl lebendiger Zellen in Zellzahl/ml und als prozentualer Anteil an der

Gesamtzellzahl angegeben.

2.4 Probengewinnung

2.4.1 Isolation und Aufarbeitung peripherer mononukleirer Zellen

Die BZ-Isolation erfolgte aus frischen Blutproben (30-100 ml), welche mittels
EDTA-Rohrchen (Ethylendinitrilotetraessigsidure) entnommen wurden. Nach der Blutabnahme
erfolgte innerhalb von zwei Stunden die sterile Weiterverarbeitung der Blutproben. Vor der
Verarbeitung wurden die Blutproben mindestens 15 Minuten bei Raumtemperatur (RT)
gelagert.

Zunichst erfolgte mittels Dichtegradientenzentrifugation die Isolation von PBMCs aus dem
EDTA-Blut (181). Zu den PBMCs gehdren Monozyten, Makrophagen und Lymphozyten, die
bei der Dichtegradientenzentrifugation vom Blutplasma, Erythrozyten und Granulozyten
abgetrennt werden.

Fiir die Isolation der PBMCs wurden Leukosep™-Ro6hrchen mit einer pordsen Trennscheibe
von Greiner-Bio One verwendet. Diese wurden mit 15,0 ml Separationsmedium
(LymphoPrep™, Progen Biotechnik) befiillt und zentrifugiert (30 Sekunden bei 1000xg, 18°C)
(Abb.3 A). Die Rohrchen wurden anschlieBend mit 10-20 ml EDTA-Blut befiillt (Abb.3 B).
Das Volumen wurde mit auf 36 °C erwdrmtem MACS® Separation Buffer (Separation Buffer=
SB) auf 45 ml aufgefiillt. Darauthin wurden die Proben fiir 20 Minuten bei 800 x g und 18 °C

ohne Abbremsen zentrifugiert. Nach der Zentrifugation ergab sich eine Schichtung, wie sie in
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Abb.3 C dargestellt ist. Die PBMCs wurden durch ihre geringere Dichte von Erythrozyten und
Granulozyten separiert und durch den Dichtegradienten entstand in jedem Rohrchen jeweils ein

Leukozytenring.
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Abb.3: Schematische Darstellung der verwendeten Medien und Proben in den Leukosep™-Réhrchen und
deren Schichtung nach der Dichtegradientenzentrifugation

A: Rohrchen mit b) 15,0 ml Separationsmedium befiillt, welches in den Raum unterhalb der a) pordsen
Trennscheibe zentrifugiert wurde. B: Befiillen des Réhrchens mit ¢) 10-20ml EDTA-Blut und auf 45 ml mit
Separation Buffer auffiillen. C: Nach Zentrifugation ergibt sich durch den Dichtegradienten folgende Schichtung:
d) Blutplasma, e) angereicherter Leukozytenring (Peripheral Blood Mononuclear Cells), b) Separationsmedium,
a) pordse Trennscheibe, b) Separationsmedium f) Zellpellet aus Granulozyten und Erythrozyten.

Abbildung erstellt unter Verwendung und Modifizierung von Bildern von Servier Medical Art von Servier,
lizenziert unter Creative Commons Attribution 3.0 Unported (https://creativecommons.org/licenses/by/3.0/).

Das Blutplasma wurde nach der Zentrifugation bis auf 5-10 mm oberhalb des Leukozytenrings
abgesaugt und je ein oder zwei Leukozytenringe in ein Zentrifugationsrohrchen iiberfiihrt.
Dieses wurde mit SB auf ein Volumen von 45 ml aufgefiillt und erneut zentrifugiert (250 x g,
18 °C, zehn Minuten).

Die 10-fach konzentrierte Red Blood Cell Lysis (RBCL)-Losung von Miltenyi Biotec wurde
1:10 mit Ampuwa® Spiillosung verdiinnt. Nach der Zentrifugation der Zellen wurden die
Uberstinde abgesaugt, das Zellpellet in 5,0 ml RBCL-Puffer resuspendiert und fiir zehn
Minuten bei RT inkubiert. Die Erythrozyten-Lyse wurde durch Zugabe von 5,0 ml SB
unterbrochen. Daraufhin erfolgte die Zellzdhlung der PBMCs, wie unter Kapitel 2.3
beschrieben.

2.4.2 Isolation und Aufarbeitung CD19+ BZ

CD19+ BZ wurden aus der PBMC-Suspension mittels magnetischer Zellseparation (182) durch
positive Selektion isoliert. Dafiir wurde auf 0 °C gekiihlte CD19-MicroBeads-Losung
(MicroBeads= MB) von Miltenyi Biotec und Separation Buffer verwendet. Bei den CD19-MB
handelt es sich um magnetische Mikrokiigelchen, welche mit spezifischen AK fiir das humane

CD19-Antigen beladen sind.
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Die im folgenden angegebenen Volumina beziehen sich auf eine Zellzahl von 10’ PBMCs und
wurden entsprechend der ermittelten PBMC-Gesamtzellzahl linear skaliert. Die
PBMC-Suspension (siche Kapitel 2.4.1) wurde flir zehn Minuten zentrifugiert (300 x g, 18 °C),
die Uberstinde abgesaugt und das Zellpellet in 80 pl/10” PBMCs SB resuspendiert. Daraufhin
wurden 20 pl/107 PBMCs der MB-Lésung hinzugegeben. Die Zellsuspension wurde fiir
15 Minuten bei 5 °C gelagert, wahrenddessen binden die MB an CD19-prisentierende Zellen
(Abb. 4 A). Danach wurde die Zellsuspension mit 20,0 ml SB verdiinnt und erneut zentrifugiert
(300 x g, 18 °C, zehn Minuten).

Zur magnetischen Zellseparation wurde der Magnetstinder MACS® Mulitstand mit dem
QuadroMACS™- oder OctoMACS™-Separator von Miltenyi Biotec je nach Zellzahl und
SiulengroBe verwendet (Kapazitit der Siulen: MS-Siule: 107- 2x10® Zellen,
LS-Siule: 10%-2 x 10!° Zellen). Zur Filtration groBere Partikel oder Zellverklumpungen wurde
ein Filter mit einer Porengrofle von 30 um verwendet und auf die Sdule gesteckt. Die Saule

wurde mit SB vorgespiilt: die MS-Séule mit 500 ul, die LS-Saule mit 3,0 ml.
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Abb. 4:Schematische Darstellung der magnetischen Zellseparation

A: Selektive Konjugation der mit CD19-spezifischen Antikdrpern beladenen magnetischen MicroBeads (gelbe
Kiigelchen) an CD19 (lila Dreiecke) prisentierende Zellen. B: Elution der unerwiinschten Zellfraktion bei
Anliegen eines magnetischen Feldes. C: Querschnitt durch die Sdule: An CD19-MicroBeads gebundene Zellen
werden durch das Magnetfeld in der mit Stahlwolle ausgekleideten Sdule retendiert. D: Elution der gewiinschten
CD19+ B-Zell-Fraktion unter Druck nach Entfernung des Magnetfeldes. CD= Cluster of differentiation
Abbildung erstellt unter Verwendung und Modifizierung von Bildern von Servier Medical Art von Servier,
lizenziert unter Creative Commons Attribution 3.0 Unported (https://creativecommons.org/licenses/by/3.0/).

Nach der Zentrifugation wurden die Uberstinde abgesaugt und das Zellpellet in SB
resuspendiert: bei Verwendung der MS-Séule in 500 pl, bei der LS-Saule in 3,0 ml. Die
Zellsuspension wurde darauthin auf die MACS®-Séule aufgetragen und mit SB drei Mal
nachgespiilt: die MS-Saule mit jeweils 500 pl, die LS-Saule mit jeweils 3,0 ml (Abb. 4 B). Die
mit Stahlwolle ausgekleidete Sdule hilt die CD19+, MB-beladenen BZ durch den magnetischen
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Gradienten innerhalb der Sdule zuriick (Abb. 4 C). AnschlieBend wurden die CD19+ BZ mit
SB (MS-Séaule: 1,0 ml, LS-Saule: 5,0 ml) unter Druck mit einem Kolben aus der Saule eluiert
(Abb. 4 D). Die Zellsuspension wurde auf 10,0 ml mit SB aufgefiillt und die B-Zellzahl, wie
im Kapitel 2.3 beschrieben, bestimmt.

2.4.3 Aktivierung CD19+ BZ mittels CpG ODN 2006

Fiir die Durchflusszytometrie und die Western Blot-Methode wurden naive Zellen mit Zellen,
welche mit einem CpG-Typ-B-Motiv (ODN 2006: 5’-tcgtcgttttgtcgttttgtcgtt-3”) stimuliert
wurden, verglichen.

Zur Aktivierung der Zellen wurde die BZ-Zellsuspension nach der Isolation (siehe
Kapitel 2.4.2) fiir zehn Minuten bei 300 x g und 18 °C zentrifugiert. Das Zellpellet wurde
darauthin in 3-5ml Zellkulturmedium (siehe Kapitel 2.3), welches mit CpG in einer
Endkonzentration von 2,5 pg/ml versetzt wurde, resuspendiert. Die Zellen wurden daraufhin
fiir 48 Stunden in einer Suspensionskulturflasche bei 37 °C und 5 % CO; inkubiert.

Das vorbereitete CpG-Medium wurde fiir maximal 48 Stunden bei 5 °C gelagert. Nach der

Inkubation erfolgte eine Zellzahlung, wie im Kapitel 2.3 beschrieben.

2.5 Durchflusszytometrie

2.5.1 Farbung CD19+ B-Zell-Proben

Fiir die Durchflusszytometrie (183) wurden naive BZ unmittelbar nach der Isolation (siche
Kapitel 2.4.2) und mittels CpG-ODNs stimulierte BZ (siehe Kapitel 2.4.3) verwendet und die
Ergebnisse beider Zellgruppen miteinander verglichen.

Folgende adrenerge Rezeptoren wurden durch fluoreszenzmarkierte AK adressiert: alA-R,
alB-R, a2A-R, a2B-R, f1-R, 2-R und f3-R. Fiir den a2A-R, a2B-R und p1-R wurden
Alexa-Fluor® 647 konjugierte AK verwendet; fiir den alA-R, f2-R und p3-R mit
Alexa-Fluor® 488 und fiir den a1B-R mit Alexa-Fluor® 405 markierte AK. Diese AK wurden
zur Detektion der Rezeptoren auf der Plasmamembran (PM) und im intrazelluldren
Kompartiment (IK) eingesetzt. Fiir jede Kondition sollten je nach Verfligbarkeit BZ-Proben
von drei bis fiinf Probanden analysiert werden.

Die Zellsuspensionen der frisch isolierten und der CpG-aktivierten BZ wurden fiir zehn
Minuten bei 300 x g und 18 °C zentrifugiert und die Uberstinde daraufhin abgesaugt. Fiir die
Farbung mit jeweils einem fluoreszenzmarkierten AK wurden 100.000 bis 300.000 BZ
bendtigt. Die Farbungen wurden in 96-Well-Platten mit U-Boden durchgefiihrt.
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Fiir die Farbung der adrenergen Rezeptoren auf der PM wurde das Zellpellet nach der
Zentrifugation in 45 pl/Farbung MACSQuant Running Buffer (RB) resuspensiert und je 45 pl
dieser Zellsuspension in ein Well gegeben. Pro Well wurden 5 pL einer AK-Losung
(0,2 mg/ml) hinzugegeben. Fiir den f1-ADR wurden 1 pul AK-Losung (1 pg/ul) und 4 pl RB zu
den 45 pl Zellsuspension hinzugegeben.

Um unspezifische Bindungen der Antikorper auszuschlieBen, wurden fiir jeden Probanden
Isotyp-Kontrollen, Fluoreszenz-markierte AK mit demselben IgG-Subtyp wie der spezifische
Antikorper, verwendet. Die eingesetzten Volumina fiir die Firbung mit den Isotypen-AK
stimmten mit denen der spezifischen AK iiberein.

Die Zellen wurden fiir 30 Minuten auf dem Schiittler bei RT unter Lichtabschirmung inkubiert.
Darauthin wurden 150 pl/Well RB hinzugegeben und die Zellen mittels Durchflusszytometrie
analysiert (siche Kapitel 2.5.2).

Fiir die intrazelluldre Farbung der ADRs wurden die BZ zunéchst in 300 ul BD Cytofix™
Fixations-Puffer (4,2 % w/w Formaldehyd) fiir 20 Minuten bei RT inkubiert. AnschlieSend
wurden 300 pl RB hinzugegeben und die Zellen fiir zehn Minuten (300 x g, 18 °C) zentrifugiert.
Die Uberstinde wurden abgesaugt und das Zellpellet in 45 pl/Fiarbung Inside Perm aus dem
Inside Stain Kit von Miltenyi Biotec resuspendiert und je 45 ul dieser Zellsuspension in ein
Well gegeben. Die verwendeten Volumina fiir die Farbung der intrazelluliren Rezeptoren
wurden analog zur Fiarbung der extrazelluldren Rezeptoren eingesetzt. Nach 30 Minuten
Inkubation auf dem Schiittler bei RT und unter Lichtabschirmung wurde in jedes Well 150 pl
RB hinzugegeben und die 96-Well-Platte fiir zehn Minuten (300 x g, 18 °C) zentrifugiert. Die
Uberstéinde wurden abgesaugt und die Zellpellets in je 150 pl Inside Perm resuspendiert.
Daraufhin wurde die Platte erneut zentrifugiert, die Uberstinde abgesaugt und die Zellpellets
in je 200 ul RB resuspendiert. AnschlieBend konnten die Proben mittels Durchflusszytometrie
analysiert werden (siehe Kapitel 2.5.2).

2.5.2 Messung am Durchflusszytometer

Die BZ wurden direkt nach der Fiarbung (siehe Kapitel 2.5.1) mit dem Durchflusszytometer
MACSQuant® Analyzer 10 bei einer Flussrate von 2000 Zellen/Sekunde analysiert.

Das Grundprinzip der Durchflusszytometrie besteht darin, die nacheinander an einem
Laserstrahl vorbeiflieBenden Zellen anhand der Lichtstreuung und Fluoreszenzemission zu
analysieren. Wéhrenddessen entsteht Vorwértsstreulicht (FSC= forward scatter), das
Informationen tliber die Grof3e und Seitwirtsstreulicht (SSC= side scatter), das Informationen

iiber die Granularitdt einer Zelle liefert. Dadurch lassen sich einzelne Zelltypen voneinander
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abgrenzen. Durch die Verwendung fluoreszenzmarkierter AK konnen Antigene auf der
Zelloberfldache oder innerhalb der Zelle detektiert werden. Die gemessene Fluoreszenzintensitit
pro Zelle ist proportional zur Menge an gebundenem AK.

Alexa-Fluor® 647 konjugierte AK wurden bei einer Wellenldnge von 638 nm angeregt und bei
einer Emission von 668 nm (beziehungsweise 665 nm bei den AK von Bioss Antibodies)
detektiert. Alexa-Fluor® 488 markierte AK wurden bei 488 nm exzitiert und in einem
Emissionsbereich von 515 nm bis 545 nm gemessen. Alexa-Fluor® 405 markierte AK wurden

bei 405 nm exzitiert und die Emission bei 421 nm detektiert.

2.5.3 Auswertung und statistische Analyse

Die Auswertung der Daten erfolgte mit der FlowJo™ vX.0.7 Sofiware von Becton, Dickinson
and Company. In Abb. 5 ist das Vorgehen exemplarisch an einer BZ-Probe dargestellt: Die
FSC-A (forward scatter-area) auf der Abszisse wurde gegen die SSC-A (side scatter-area) auf
der Ordinate in einem Dotplot aufgetragen. Die Area ist das Integral aus der Pulshohe
(FSC-H= forward scatter-height) und Pulsbreite (FSC-W= forward scatter-width). In diesem
Dotplot wurde die BZ-Population anhand der Zelldichte ausgewéhlt (Abb. 5 A).
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Abb. 5: Reprisentative Darstellung der B-Zell-Population (A) und der Einzelzell-Population (B)

A: Auswahl der B-Zell-Population anhand der Zelldichte. Die Angabe von 89,8 stellt den prozentualen Anteil der
ausgewdhlten Zellen an allen gemessenen Ereignissen dar. B: Auswahl der Einzelzellen und Herausrechnen von
Zell-Duplets anhand der Zelldichte. Die Angabe von 98,9 stellt den prozentualen Anteil der ausgewahlten Zellen
an allen in A ausgewéhlten B-Zellen dar.

FSC-A= forward scatter area; SSC-A= side scatter area

Um Zellen herauszurechnen, die aneinanderhaften oder den Laser zu kurz nacheinander
passieren und somit nicht einzeln gemessen werden, wurde die FSC-A4 auf der Abszisse gegen

die FSC-H auf der Ordinate aufgetragen und anhand dessen die Einzelzellen der Zelldichte nach
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ausgewdhlt (Abb. S B). Durch die Messung von Zellduplets vergréBert sich ndmlich die
Puls-Area und Pulsbreite, die Pulshohe bleibt gleich. Im Dotplot konnen so Zellen
ausgeschlossen werden, die eine Zunahme der FSC-A4, ohne Zunahme der FSC-H bedingen.

In Abb. 6 wird reprisentativ die durchflusszytometrische Auswertung und der Anteil

unspezifischer Bindungen an einer B-Zell-Probe an Histogrammen dargestellt.
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Abb. 6: Darstellung der Fluoreszenzintensititen im Histogramm

Représentative Darstellung der durchflusszytometrischen Auswertung anhand einer B-Zell-Probe. Die
Fluoreszenzintensitit des spezifischen Alexa Fluor® 488 (FITC) markierten Antikorpers gegen den adrenergen
p3-Rezeptor (A, rotes Histogramm in C) und die Fluoreszenzintensitdt der Isotyp-Kontrolle (B, blaues
Histogramm in C) auf der Abszisse wird gegen die Zellzahl auf der Ordinate aufgetragen. C: Zusammenfiigung
beider Histogramme, um den iiberschneidenden Bereich beider Antikdrper darzustellen, welcher als unspezifische
Bindungen herausgerechnet wird.

A=Area; FITC= Fluoresceinisothiocyanat

Nachdem die Zielpopulation in der Software ausgewidhlt wurde (Abb. 5), wurde der
geometrische Mittelwert der Fluoreszenz-Intensitit (MFI) aus jeder Messung fiir den
spezifischen AK und fiir die Isotyp-Kontrolle ermittelt. Darauthin wurde fiir jeden Probanden
die MFI der Isotypen-Messungen von der MFI des spezifischem AK abgezogen.

Die statistische und grafische Analyse erfolgte mittels SPSS®-Sofiware von IBM. Die
Untersuchung der Expression adrenerger Rezeptoren auf der Plasmamembran und im
intrazelluliren Kompartiment humaner CD19+ BZ wurde mit der Expression naiver BZ
verglichen. Fiir die Auswertung wurden die gebildeten Differenzen aus den geometrischen
Mittelwerten der Fluoreszenz-Intensitit des spezifischen Antikorpers und der
Isotypen-Kontrolle verwendet. Als statistischer Test wurde der Mann-Whitney-U-Test
(MWU-Test) mit einem Signifikanzniveau von 5 % angewendet.

Die abhingige Variable ist die MFI, die Stimulationsbedingung stellt die unabhédngige Variable

dar. Fiir den Signifikanztest wurde die exakte Signifikanz mit dem zweiseitigen p-Wert

berechnet.
Zur Berechnung der Effektstirke wurde der Pearson-Korrelationskoeffizient » (r= %)

(z= z-Statistik; n= Stichprobengréfle) angewendet. Dieser wurde nach Cohen (184)
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folgendermallen  interpretiert: 0,00 < | 7| < 0,01=  vernachldssigbarer;

0,10 <|r|<0,30= schwacher; 0,30 <|r| <0,50= moderater; | r | > 0,5= starker Effekt.

2.6 Enzyme-linked Immunosorbent Assay

2.6.1 Probenvorbereitung und Puffer

Die BZ wurden innerhalb von drei Stunden nach Isolation (siehe Kapitel 2.4.2) mit
verschiedenen ADR-Agonisten oder -Antagonisten inkubiert. Fiir jede Stimulationskondition
wurden BZ-Proben von insgesamt acht bis zehn Probanden evaluiert und je nach Anzahl
verfiligbarer BZ aus der Blutprobe wurden die Stimulationskonditionen als Duplets oder Triplets
angesetzt.

Die BZ-Suspension (siehe Kapitel 2.4.2) wurde fiir zehn Minuten (300 x g, 18 °C) zentrifugiert
und das Zellpellet darauthin in 400 pL/10° BZ Zellkulturmedium (siche Kapitel 2.3)
resuspensiert. Die Inkubation der Zellen erfolgte in 96-Well-Platten mit U-Boden. Pro Well
wurden 100 pl dieser Zellsuspension (250.000 BZ) und 100 pl Zellkulturmedium, welches mit
5,0 pg/ml CpG-ODN 2006 und den jeweiligen Stimulanzien in ihrer zweifachen
Zielkonzentration versetzt wurde, hinzugegeben. Die Vorverdiinnungen der ADR-Agonisten
und -Antagonisten erfolgten in Phosphate Buffered Saline (PBS).

In Tabelle 8 sind die evaluierten Agonisten und Antagonisten mit ihrer Funktion an den
adrenergen Rezeptoren in den eingesetzten Konzentrationen und die verwendeten

Kombinationen mehrerer Stimulanzien dargestellt.

. Eingesetzte Konzentrationen Funktion in den eingesetzten
Stimulanz .
(mol/l) Konzentrationen
Isoproterenol (Iso) 10°;10%; 107; 10%; 107 B1/2/3-R-Agonist
Nadolol (Nad) 10%; 107 B1/2/3-R-Antagonist
Phenylephrine (Phen) 107%;10° al-R-Agonist
Doxazosin (Doxa) 107; 108 al-R-Antagonist
Dexmedetomidine (Dex) 10°; 107 a2-R-Agonist
RS-79948 (RS) 107; 108 a2-R-Antagonist
BRL-37344 (BRL) 10 107; 10°%; 10°; 10°1° [3-R-Agonist
CL-316,243 (CL) 10 107; 10°%; 10°; 10°1° B3-R-Agonist
L-748,337 (L) 10%;107; 10%; 10; 10710 B3-R-Antagonist
ICI-118,551 (ICI) 107; 108 [S2-R-Antagonist
a-R-Agonist;
Norepinephrin 104107310 107; 10°® in hoheren Konzentrationen auch
[-R-Agonist

Iso + Doxa 106+ 107
Iso + RS 10+ 107
Iso + Doxa + RS 10°+ 107+ 107

106+ 103; 107 + 107; 10° + 10°%;
Iso+ Phen 10° + 105107 + 10; 10° + 10%;
Iso + Nad 10°+10° 107+ 10 10®+ 10
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Phen + Doxa 10°+107; 10°+ 107
100+ 5*%10%; 107 + 5*%10°%;

Iso+ L 10 + 5%10°

Iso + ICI 10°+10%; 107+ 10%; 10®+ 108
100+ 5%10%; 107 + 5*10°%;

BRL + L 10 + 5%10

BRL + ICI 10°+10%; 107+ 10%; 10®+ 108
100+ 5*%10%; 107 + 5*%10°%;

+ 9 9
CL+L 108+ 5*%10°®
CL +ICI 10°+10% 107+ 10%; 10®%+ 108

Tabelle 8: Evaluierte Stimulanzien

Tabellarische Auflistung der evaluierten Stimulanzien und deren agonistische oder antagonistische Funktion an
adrenergen Rezeptoren in den jeweils eingesetzten Konzentrationen. Zudem ist dargestellt, welche Stimulanzien
miteinander kombiniert wurden.

R=Rezeptor

Als Kontrollgruppe wurden nur mit CpG-ODN 2006 (2,5 ng/ml) stimulierte BZ verwendet. Die
Proben wurden abgedeckt fiir 48 Stunden bei 37 °C und 5 % CO; inkubiert. Anschlieend
wurden die Proben fiir zehn Minuten (300 x g, 18 °C) zentrifugiert. Die Uberstinde wurden

abgenommen und diese bis zur Verwendung im ELISA bei - 20 °C gelagert.

In der Tabelle 9 sind die verwendeten Puffer fiir die ELISA-Methode dargestellt.

Coating-Puffer In ddH;0:
& - 0,05 mol/l Carbonate-Bicarbonate Puffer (pH= 9,6)
In PBS:
Assay-Puffer =10 % v FBS
In ddH,O:
Waschpuffer - 10%v/v PBS

- 0,05 %v/v Tween 20
Tabelle 9: Fiir die ELISA-Methode verwendete Puffer und deren Zusammensetzung
dd= doppelt destilliert; FBS= Fetal Bovine Serum; PBS= Phosphate buffered saline; v/v= volume to volume

2.6.2 Durchfithrung

Fiir die Durchfiithrung der ELISAs wurden fiir die Zytokine IL-10-, IL-6- und TNF-a Kits von
BD Biosciences nach dem Prinzip des ,Sandwich“-Immunoassays und 96- oder
384- Well-Platten mit hohem Proteinbindungsvermdgen verwendet.

Jedes Well wurde mit dem jeweiligem Capture-AK aus dem Set, welcher mit Coating-Puffer
(siche Tabelle 9) 1:250 verdiinnt wurde, bei 4 °C iiber Nacht inkubiert (96-Well-Platte:
100 ul/Well; 384-Well-Platte: 15 ul/Well). Darauthin wurde die Platte drei Mal mit

Waschpuffer (siche Tabelle 9) gewaschen und auf Zellstoff trocken geklopft. Um freie

Bindungsstellen zu blockieren, wurden die gebundenen AK fiir eine Stunde bei RT unter
Schiitteln in Assay-Puffer (siche Tabelle 9) inkubiert (96-Well-Platte: 200 pl/Well,
384-Well-Platte: 50 ul/Well) und anschlieend drei Mal mit Waschpuffer gewaschen. Die
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aufzutragenden Proben (sieche Kapitel 2.6.1) wurden auf RT erwarmt und fiir den IL-6-ELISA
je nach Bedarf 1:4 bis 1:8 mit Assay-Puffer verdiinnt.

Die Interleukin- und TNF-Standardlésungen, welche bei - 80 °C gelagert wurden, wurden auf
RT erwidrmt und Verdiinnungsreihen in 4ssay-Puffer geldst vorbereitet. Die Standardreihe fiir
IL-10- und TNF wurde in den Konzentrationen 500; 250; 125; 62,5; 31,3 und 15,6 pg/ml
vorbereitet, fiir [L-6 wurden Verdiinnungsreihen in den Konzentrationen 300; 150; 75; 37,5;
18,8 und 9,9 pg/ml angesetzt. Als Nullstandart wurde Assay-Puffer verwendet. Die
Standardreihen wurden pro Platte jeweils in Triplets aufgetragen.

Nachdem die Proben und der Standard auf die Platten aufgetragen wurden (96-Well-Platte:
50 ul/Well; 384- Well-Platte: 15 ul/Well), wurden die Proben fiir zwei Stunden bei RT unter
Schiitteln inkubiert. Die Platte wurde anschlieBend fiinf Mal mit Waschpuffer gewaschen.

Zur Detektion der Zytokine wurde der jeweilige biotinylierte Detektions-AK nach
Herstellerangaben mit Assay-Puffer und dem Enzymreagenz (HRP (Horseradish
Peroxidase)-konjugiertes Streptavidin) verdiinnt und auf die Proben gegeben (96 -Well-Platte:
100 ul/Well, 384-Well-Platte: 15 ul/Well). Die Proben wurde fiir eine Stunde bei RT unter
Schiitteln inkubiert und anschlieBend sieben Mal mit Waschpuffer gewaschen, wobei dieser bei
jedem Waschschritt eine Minute inkubiert wurde.

Pro Well wurden darauthin 50 pl (96- Well-Platte) beziechungsweise 15 ul (384- Well-Platte)
1-Step™ Ultra TMB (Tetramethylbenzidin) von Thermo Fischer Scientific hinzugegeben und
dieses fiir 30 Minuten bei RT unter Lichtabschirmung inkubiert. Um die Reaktion zu beenden,
wurde dasselbe Volumen Stopp-Losung (2 N H2SO4, 0,05 mol/l) hinzugegeben.

Die Absorption wurde anschlieBend photometrisch bei einer Wellenlinge von 450 nm
(Referenzmessung bei 595 nm) an einem Plattenlesegerdt (Infinite® M200 von Tecan

(384-Well-Platte) oder iMark® von Bio-Rad (96-Well-Platte)) bestimmt.

2.6.3 Auswertung und statistische Analyse

Zur Berechnung der Interleukin- und TNF-Konzentration wurde zunichst die Differenz
zwischen den gemessenen Absorptionen bei 450 nm und 595 nm bestimmt. Darauthin wurde
der arithmetische Mittelwert des Nullstandards von allen Absorptionswerten abgezogen. Aus
den arithmetischen Mittelwerten der Standardreihen wurde eine 4-Parameter-Standartkurve
(X=(A-D)/(1+(Y/C)B)+D) bestimmt, mit der Absorption auf der Ordinate und der
Konzentration der Zytokine in pg/ml auf der Abszisse. Anhand der Standardkurve wurden die

Zytokinkonzentrationen der einzelnen Proben berechnet.
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Die statistische und grafische Analyse der Daten erfolgte mittels SPSS®-Software von IBM.
Die durchgefiihrten ELISAs zeigen das Mal} der Interleukin- und TNF-Produktion humaner BZ
unter Stimulation mittels CpG 2006 und Modulation durch ADR-Agonisten und -Antagonisten.
Als Vergleichsgruppe wurden BZ nur mit CpG 2006 stimuliert.

Um die Zytokinkonzentrationen zwischen den verschiedenen Stimulations-Konditionen
und -Konzentrationen zu vergleichen, wurde der MWU-Test oder Kruskal-Wallis-Test
(KW-Test) jeweils mit einem Signifikanzniveau von 5 % angewendet. Als Post hoc-Test fiir
den KW-Test wurde der MWU-Test fiir den paarweisen Vergleich mit einem Signifikanzniveau
von 5 % angewendet und der zweiseitige p-Wert mittels Bonferroni-Korrektur adjustiert.

Die abhingige Variable ist die gemessene IL-6-, IL-10- oder TNF-a-Konzentration angegeben
als prozentualer Anteil relativ zum arithmetischen Mittelwert der Kontenration der
Kontrollgruppe desselben Probanden, die Stimulationsbedingung in einer bestimmten
Konzentration stellt die unabhidngige Variable dar. Die Kontrollgruppe sind BZ, welche nur mit

CpG stimuliert wurden.

Zur Berechnung der Effektstirke wurde der Pearson-Korrelationskoeffizient » (r= %)

(z= z-Statistik; n= Stichprobengrofle) angewendet. Dieser wird nach Cohen (184)
folgendermaflen  interpretiert: 0,00 < |r| < 0,01=  vernachldssigbarer;

0,10 <|r]<0,30= schwacher; 0,30 <|r| <0,50= moderater; | r | > 0,5= starker Effekt.

2.7 Western Blot

2.7.1 Probenvorbereitung und Puffer

Fiir die Western Blots (WB) wurden naive und mittels CpG 2006 stimulierte BZ verwendet.
Dafiir wurden die isolierten Zellsuspensionen (siehe Kapitel 2.4.2) zunédchst flir zehn Minuten
(300 x g, 18 °C) in 5-ml-Tubes zentrifugiert und die Uberstinde abgesaugt. Einige Zellpellets
wurden daraufthin im naiven Zustand bis zur Weiterverwendung bei - 80 °C gelagert.
Zusétzlich wurden weitere Zellpellets derselben Probanden nach der Zentrifugation in 3,0 ml
Zellkulturmedium (siehe Kapitel 2.3), welches mit CpG 2006 (2,5 pg/ml) versetzt wurde,
resuspensiert und fiir 48 Stunden bei 37 °C und 5 % CO; inkubiert. Darauthin wurde die
Zellzahl bestimmt (siche Kapitel 2.3) und die Zellsuspension fiir zehn Minuten zentrifugiert
(300 x g, 18 °C), die Uberstinde wurden abgesaugt und dieses Zellpellet ebenfalls bis zur
Verwendung bei - 80 °C gelagert.

In der Tabelle 10 sind die fiir die Western-Blot-Methode verwendeten Puffer dargestellt.

40



Material und Methoden

In ddH,0:
- 50 mmol/l Tris, pH 8
- 150 mmol/l NaCl
- 1% v/v Nonidet-P40
- 0,5 % w/v Na-Deoxycholat
- 0,1 % whvSDS
In 10,0 ml RIPA-Puffer:
- Je 1 Tablette:
o cOmplete™ Mini, Protease-Inhibitor-Cocktail
o PhosSTOP™, Phosphatase-Inhibitor-Cocktail

RIPA-Puffer

RIPA-Complete-Puffer

In ddH,0:
- 252 mmol/l Tris-HCI, pH 6,8
Limmli-Puffer - 40 % v/v Glycerol

- 8% wh SDS

- 0,01 % w/v Bromphenolblau
In ddH,0:

- 25 mmol/l Tris, pH 8,3-8,8

- 192 mmol/l Glycin

- 0,1 % wnvSDS
In ddH,0:

- 12 mmol/l Tris

- 96 mmol/l Glycin
In ddH,0:

Blotting-Puffer - 8 % v/v Transferpuffer (25-fach konzentriert)
- 10 % v/v Methanol
In ddH,0:
TBS-Puffer - 7,7 mmol/l Tris, pH 7,5
- 150 mmol/l NaCl
In ddH,O:
TBS-T-Puffer - 10 % v/v TBS-Puffer (10-fach konzentriert)

- 0,1 % v/v Tween 20
In 7BS-T-Puffer:

- 5% w/v BSA oder 5 % w/v Nonfat dry milk-Pulver
Tabelle 10: Fiir die Western-Blot-Methode verwendeten Puffer und deren Zusammensetzung
BSA=Bovines Serumalbumin; dd= doppelt destilliert; RIPA= Radioimmunprizipitationsassay; SDS= sodium
dodecyl sulfate; TBS= Tris-buffered Saline; Tris= Tris(hydroxymethyl)aminomethan; v/v= volume to volume;
w/v=weight to volume

Laufpuffer (Elphopuffer)

Tris-Glycine Transferpuffer
(25-fach konzentriert)

Blocking- Puffer

2.7.2 Bestimmung der Proteinkonzentration

Fir den WB wurde zunidchst die Proteinkonzentration in den Zelllysaten mittels Pierce™
BCA-Protein (Bicinchoninic acid) Assay Kit von Thermo Fischer Scientific bestimmt. Die
Zellproben (siehe Kapitel 2.7.1) wurden auf 0 °C erwédrmt und zu jedem Zellpellet 40 ul RIPA
(Radioimmunprézipitationsassay)-Complete-Puffer (siche Tabelle 10) hinzugegeben. Die
Proben wurden darauthin in einem Zyklus von 0,5 Sekunden und einer Amplitude von 80 %
15 Impulse lang sonifiziert. 4 pl aus jeder Probe wurden 1:6 in PBS verdiinnt und auf 0 °C
gekiihlt.

Eine BSA-Standard-Verdiinnungsreihe (BSA=Bovines Serumalbumin) wurde in folgenden
Konzentrationen durch Verdiinnung in PBS hergestellt: 2; 1,5; 1,0; 0,75; 0,5; 0,25; 0,125 und
0,025 pg/ul. Als Nullstandart wurde PBS verwendet.
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In eine 96-Well-Platte wurden jeweils 10 pl jeder Standardverdiinnung und der Proben in
Duplets pipettiert. Auf  jedes Well wurden 200 pl Working-Reagenz
(Reagenz A: Reagenz B= 50:1) aus dem Pierce™ BCA Protein Assay Kit hinzugegeben. Die
Proben wurden darauthin fiir 30 Minuten bei 37 °C und 5 % CO; inkubiert. Anschlieend
wurde die Absorption mit dem Plattenlesegerit Infinite® M200 PRO von Tecan bei einer
Wellenldnge von 562 nm gemessen.

Zur Berechnung der Proteinkonzentration wurde zundchst der arithmetische Mittelwert des
Nullstandards von allen Absorptionswerten abgezogen. Aus den arithmetischen Mittelwerten
der Standardreithen wurde dann eine Standartkurve (Y=M*X+B) bestimmt, indem die
Absorption auf der Ordinate gegen die Proteinkonzentration in pg/ul auf der Abszisse
aufgetragen wurde. Anhand der Standardkurve wurden die Proteinkonzentrationen jeder Probe
berechnet und aus den Duplets einer B-Zell-Probe der arithmetische Mittelwert gebildet.
Mithilfe der errechneten Proteinkonzentration konnten die zu entnehmenden Volumina fiir die
Verdiinnung der Zelllysate in ddH20 (dd= doppelt destilliert) bestimmt werden. Fiir jede Probe
wurden 20 pg Protein in 10 pl verdiinnt. Zelllysat aus humanem Hirn-Tumor (71,4 png/ml; 1:10
mit ddH»0O verdiinnt) diente als Positivkontrolle. Alle Zelllysate wurden bei - 80 °C, die bereits
mit ddH>O verdiinnten Proben und Positivkontrollen fiir maximal eine Woche bei - 20 °C bis

zur Weiterverwendung gelagert.

2.7.3 Gelelektrophorese und Transfer

Bei der Elektrophorese bewegen sich die durch das SDS (Sodium dodecyl sulfate) negativ
geladenen Molekiile in einem elektrischen Feld von der Kathode in Richtung Anode, was zur
Trennung der Proteine nach ihrer Gréfe fiihrt. Kleinere Proteine bewegen sich dabei schneller
als grofere und laufen daher im senkrecht stehenden Gel weiter nach unten.

Die bereits in ddH>O verdiinnten Proben (siehe Kapitel 2.7.2) und der Proteinmarker wurden
zundchst auf Eis aufgetaut. Der Lammli-Puffer (sieche Tabelle 10) wurde 4:1 mit
p-Mercaptoethanol vermischt und jeweils 4 pl dieser Losung zu den in 10 pl gelosten Proben
hinzugegeben. Die Proben wurden darauthin fiir zwei Minuten bei 13300 x g und 4 °C
zentrifugiert, danach fiir fiinf Minten bei 95 °C erwdrmt und direkt darauf auf Eis gelagert.
Die verwendeten Stain-Free™ 4-15 %igen Gele wurden in die Gelkammern des
Mini-PROTEAN® Tetra Cell der Firma Bio-Rad befestigt und diese mit Laufpuffer (siche
Tabelle 10) befiillt. Darauthin wurden pro Ansatz jeweils 5 pl des ROTI®-Mark WESTERN
PLUS Proteinmarkers und jeweils 12 ul der Proben (Positivkontrolle, naive und

CpG-stimulierte BZ) in die Gelkammern hinzugegeben.
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Die Gelkammern wurden daraufhin verschlossen und mittels PowerPac™ Basic Power Supply
von Bio-Rad fiir die Gelelektrophorese an ein elektrisches Feld angelegt. Zunichst wurde 80 V
angelegt, bis die Proteine vom Sammelgel eluiert wurden. Daraufhin wurde die Spannung
zunéchst auf 120 V, 150 V und zum Schluss auf 180 V erhoht.

Die Elektrophorese wurde nach Elution des Markers gestoppt, die Gele aus der Gelkammer
entnommen, aus der Kassette gelost und in Transferpuffer (siche Tabelle 10) gelegt. Mit dem
ChemiDoc™ MP Imaging System von Bio-Rad wurden unter ultraviolettem Licht Bilder der

Gele aufgenommen, um die Proteinbanden zu visualisieren.

Darauthin  wurden die Gele fiir den Transfer der Proteinbanden auf eine
Nitrocellulose-Membran ~ vorbereitet. Das  vorbereitete  Blotting-Papier und die
Nitrocellulose-Membran wurden mit Blotting-Puffer (siche Tabelle 10) befeuchtet und
anschlieBend wie in Abb. 7 gestapelt in den Turboblotter Trans-Blot® Turbo™ von Bio-Rad
gelegt. Darauthin erfolgte der Transfer der Proteine vom Gel auf die Nitrocellulose-Membran

innerhalb von zehn Minuten durch Anlegen eines elektrischen Felds bei 25 V und 2,5 A.

A) -
B) — [——
C) e— : —
D) — ; —
B) = e
E) i

Abb. 7: Aufbau fiir den Proteintransfer vom Gel auf die Nitrocellulose-Membran im Turboblotter

A) Kathode (Deckel); B) Blotting-Papier; C) Gel; D) Nitrocellulose-Membran; E) Anode (Boden)

Abbildung erstellt unter Verwendung und Modifizierung von Bildern von Servier Medical Art von Servier,
lizenziert unter Creative Commons Attribution 3.0 Unported (https://creativecommons.org/licenses/by/3.0/).

2.7.4 Immunmarkierung

Mittels Immunmarkierung und der WB-Methode sollte der Norepinephrin-Transporter, der
Dopamin-Transporter, die MAO-A und MAO-B, die Tyrosinhydroxylase und der adrenerge
S1-R detektiert werden. Dafiir wurden die Blots nach dem Transfer (siche Kapitel 2.7.3) in PBS
eingelegt flir maximal zwei Wochen bei 5 °C bis zur Weiterverarbeitung gelagert oder direkt

weilterverwendet.
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Antikorper Verdiinnung Eingesetzte Konzentration (ug/ml)
Norepinephrin-Transporter = 1:500 4

Dopamin-Transporter 1:500 1,2

MAO-A 1:500 1,2

MAO-B 1:1000 0,4

Tyrosinhydroxylase 1:2000 0,4

ADR-f1 1:500 2

Tabelle 11: Eingesetzte AK-Konzentrationen fiir die Inmunmarkierung durch Verdiinnung in Blocking-
Losung mit S % w/v Nonfat dry milk Pulver

ADR= adrenerger Rezeptor MAO= Monoaminooxidase

Dafiir wurden die Blots in Zentrifugenrohrchen positioniert und 10,0 ml Blocking-Puffer (siehe
Tabelle 10) hinzugegeben. Fiir jede AK-Farbung wurden beide Blocking-Ansétze sowohl mit
5% wh (weight to volume) BSA als auch mit 5 % w/v Nonfat-dry-milk-Pulver, an
verschiedenen Blots ausprobiert. Die Blocking-Losung wurde fiir 1- 1,5 Stunden bei RT auf
einem Tubenroller inkubiert. AnschlieBend wurde der Blocking-Puffer dekantiert und die Blots
in den Rohrchen mit 3,0 ml AK-Losung versetzt. Dafiir wurden die verwendeten AK in
Blocking-Losung mit 5 % w/v  Nonfat-dry-milk-Pulver verdiinnt. Die eingesetzten
Verdiinnungen der AK sind der Tabelle 11 zu entnehmen. Diese AK-Losungen wurden bei

4 °C uber Nacht auf einem Tubenroller inkubiert.

Nach der Inkubation wurde die AK-Losung dekantiert und bei -20°C bis zur
Wiederverwendung (maximal drei Mal) gelagert. Die Blots in den R6hrchen wurden mit jeweils
10,0 ml TBS (Tris-buffered Saline)-T-Puffer (siche Tabelle 10) drei Mal fiir je flinf Minuten
auf dem Tubenroller bei RT gewaschen.

Darauthin erfolgte die Herstellung der Zweitantikorper-Losung durch 1:1000 Verdiinnung
eines polyklonalen Goat Anti-Rabbit Immunoglobulins (4gilent Technologies), gekoppelt mit
HRP, in TBS-T-Puffer. Je 4,0 ml dieser Zweitantikdrper-Losung wurden zu den Blots gegeben
und fiir eine Stunde bei RT unter Lichtabschirmung auf dem Tubenroller inkubiert. Nach der
Inkubation wurden die Blots erneut mit jeweils 10,0 ml 7BS-T-Puffer drei Mal fiir je fiinf
Minuten auf dem Taubenroller bei RT gewaschen.

Darauthin erfolgte die Detektion der Proteinbanden mit dem ChemiDoc™ MP Imaging System.
Zum Entwickeln wurden jeweils 1,5 ml vom Immobilon® Forte Western HRP-Substrat von
Merck Millipore verwendet, mit welchem der Blot durch mehrmaliges Pipettieren angefeuchtet
wurde. Darauthin wurden mittels Chemilumineszenz jeweils 10 Bilder bei einer
Belichtungszeit von 250 Sekunden aufgenommen.

Entweder am selben Tag oder nach Zwischenlagerung der Blots in 7BS-Puffer (siche
Tabelle 10) wurde die Inkubation mit GAPDH (Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase)

durchgefiihrt, um zu iiberpriifen, ob bei allen Proben die gleiche Proteinmenge aufgetragen
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wurde. Der GAPDH-AK wurde 1:3000 in 5 % w/v BSA-Blocking-Puffer (siche Tabelle 10)
verdiinnt. 3,0 ml dieser AK-Losung wurden zu einem im Zentrifugationsréhrchen
positioniertem Blot hinzugegeben und fiir eine Stunde bei RT auf dem Tubenroller inkubiert.
Die Farbung mit dem Zweitantikorper erfolgte analog zur Beschreibung oben im Text. Nach
drei Waschschritten konnten die Proteinbanden entwickelt werden. Dabei wurden bei einer

maximalen Belichtungszeit von 160 Sekunden 10 Bilder aufgenommen.

2.7.5 Auswertung

Die Auswertung der Western Blots erfolgte mittels der Image Lab™ Software von Bio-Rad.
Die mit dem ChemiDoc™ MP Imaging System aufgenommenen Bilder wurden anschlieBend
digital nachbearbeitet, um die spezifischen Banden hervorzuheben. Es erfolgte eine rein

qualitative Analyse.
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3 Ergebnisse

3.1 Expression adrenerger Rezeptoren CD19+ naiver und CpG-stimulierter

humaner B-Zellen

Um die Wirkung von Katecholaminen und synthetischen Liganden auf CD19+ humanen BZ
abschédtzen zu konnen, war zunichst die Untersuchung und Auswertung der Expression der
adrenergen Rezeptoren auf diesen Zellen von Interesse. Die adrenergen Rezeptoren auf den
Immunzellen stellen die Schnittstelle fiir die neuroimmunologische Modulation dar. Folgende
adrenerge Rezeptoren wurden durch fluoreszenzmarkierte AK adressiert: alA-R, alB-R,
02A-R, a2B-R, p1-R, B2-R und p3-R. Es erfolgte die Analyse der Expression auf der
Plasmamembran und im intrazelluliren Kompartiment sowohl von naiven als auch
CpG-aktivierten BZ. Die Ergebnisse aller durchgefiihrten Mann-Whitney-U-Tests zur
Untersuchung und Vergleich der Expression der adrenergen Rezeptoren auf der

Plasmamembran und im intrazelluldiren Kompartiment sind Tabelle 12 zu entnehmen.

Rezeptor Gruppe 1 Gruppe 2 U-Wert Sczore V\?er " r 95% KI (r)

1 A-ADR PM, ne.liver BZ PM, s.timu.lierter BZ 6,00 -2,36 0,018 -0,63  -0,87;-0,15
IK, naiver BZ  IK, stimulierter BZ 7,00 -1,07 0,352
PM, naiver BZ PM, stimulierter BZ 11,50 -0,65 0,569

@2A-ADR - iver BZ | IK. stimulierter BZ | 12,00 -1.00 0351

«2B-ADR PM, ne.liver BZ PM, s.timu.lierter BZ 6,00 -2,33 0,018 -0,62  -0,87;-0,15
IK, naiver BZ  IK, stimulierter BZ 15,00 -1,00 | >0,999

B1-ADR PM, naiver BZ PM, stimulierter BZ = 3,00 -2,00 0,048 -0,63  -0,90; -0,004
IK, naiver BZ  IK, stimulierter BZ 18,00 0,00 >(0,999

£2-ADR PM, n'c.liver BZ PM, s.timu.lierter BZ 10,00 -1,89 0,073
IK, naiver BZ  IK, stimulierter BZ 9,00 -1,44 0,180

#3-ADR PM, nz.liver BZ PM, s.timullierter BzZ 2,00 -2,13 0,038  -0,67 -0,92;-0,08
IK, naiver BZ  IK, stimulierter BZ 9,00 1,10 0,329

Tabelle 12: Ergebnisse der durchgefithrten Mann-Whitney-U-Tests zur Untersuchung der Expression der
ADR im IK und auf der PM

ADR= Adrenerger Rezeptor; IK= Intrazellulares Kompartiment; KI= Konfidenzintervall, PM= Plasmamembran;
= Pearson-Korrelationskoeffizient

3.1.1 Expression des adrenergen alA-Rezeptors

Der alA-ADR wurde auf der PM und im IK der analysierten BZ exprimiert. Bei der
Untersuchung des alA-ADR auf der PM ergab sich auf stimulierten BZ ein signifikanter
Anstieg der MFI im Vergleich zu naiven BZ (p=0,018; Abb. 8 A). Bei der intrazelluldren
Menge von alA-ADR gab es keine Unterschiede zwischen naiven und CpG-stimulierten BZ
(Abb. 8 B). Die deskriptiven Statistiken zu den untersuchten Gruppen sind Tabelle 13 zu

entnehmen.
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MRang Mdn. IQA

PM, naiver BZ 4,86 2,12 0,80
PM, CpG stimulierter BZ 10,14 3,13 2,51
IK, naiver BZ 4,67 0,91 0,63

IK, CpG stimulierter BZ 6,75 1,17 1,23
Tabelle 13: Deskriptive Statistik der MFI des adrenergen alA-Rezeptors
BZ= B-Zellen; IK= Intrazelluldres Kompartiment; IQA= Interquartilsabstand; Mdn.= Median; MFI= Mittlere
Fluoreszenzintensitit; Mrang= Mittlerer Rang; PM= Plasmamembran
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Naive BZ  CpG stimulierte BZ Naive BZ CpG stimulierte BZ

Abb. 8: Expression des a1A-ADR auf der PM (A) und im IK (B) von CD19+, humanen BZ

B-Zellen wurden sowohl naiv als auch nach 48 h Inkubation mit CpG (2.5 pg/ml) analysiert. Die dargestellten
MEFI ergeben sich aus der Differenz der geometrischen Mittelwerte des spezifischen Antikérpers und der
Isotypen-Kontrolle. Zum Vergleich der naiven mit CpG-stimulierten BZ wurde der Mann-Whitney-U-Tests
verwendet. Das Signifikanzniveau lag bei * p< 0,05.

PM naiver BZ: n= 7; PM CpG stimulierter BZ: n=7; IK naiver BZ: n= 6; IK CpG stimulierter BZ: n= 4

ADR= Adrenerger Rezeptor; BZ= B-Zellen; IK= Intrazellulires Kompartiment; MFI= Mittlere
Fluoreszenzintensitidt; PM= Plasmamembran

3.1.2 Expression des adrenergen a1B-Rezeptors

Des Weiteren wurde die Expression des a1 B-ADR untersucht. Die durchflusszytometrischen
Ergebnisse zeigten bei naiven und stimulierten BZ, auf der PM und im IK nach Subtraktion
unspezifischer Bindungen keine Fluoreszenzsignale. Mittelwerte (M) mit Angabe des
Standardfehlers (SD) der MFI des AK fiir den a1B-ADR auf der PM naiver BZ: M= 0,11;
SD= 0,03 (n=2); auf der PM stimulierter BZ: M= - 0,32; SD= 0,16 (n=3); im IK stimulierter
BZ: M= - 0,83; SD= 0,46 (n= 3); n= 0 fiir die Untersuchung der Expression im IK naiver BZ.

3.1.3 Expression des adrenergen a2A-Rezeptors

Fir die Untersuchung der Auspriagung des a2A-ADR ergaben sich in allen untersuchten
Konditionen Fluoreszenz-Intensitdten mit Werten nahe Null. Dies deutet darauf hindeutet, dass
der Rezeptor auf den analysierten BZ nicht exprimiert wurde (Abb.9). Die deskriptiven

Statistiken der untersuchten Gruppen sind Tabelle 14 zu entnehmen.
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MRang Mdn. IQA

PM, naiver BZ 542 0,075 0,05
PM, CpG stimulierter BZ 6,70 0,07 0,07
IK, naiver BZ 5,50 0,005 0,02

IK, CpG stimulierter BZ 7,50 0,01 0,05
Tabelle 14: Deskriptive Statistik der MFI des adrenergen a2A-Rezeptors
BZ= B-Zellen; IK= Intrazelluldres Kompartiment; IQA= Interquartilsabstand; Mdn.= Median; MFI= Mittlere
Fluoreszenzintensitit; Mrang= Mittlerer Rang; PM= Plasmamembran
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Abb. 9: Expression des a2A-ADR auf der PM (A) und im IK (B) von CD19+, humanen BZ

B-Zellen wurden sowohl naiv als auch nach 48 h Inkubation mit CpG (2.5 pg/ml) analysiert. Die dargestellten
MEFI ergeben sich aus der Differenz der geometrischen Mittelwerte des spezifischen Antikérpers und der
Isotypen-Kontrolle. Zum Vergleich der naiven mit CpG-stimulierten BZ wurde der Mann-Whitney-U-Tests
verwendet. Das Signifikanzniveau lag bei * p< 0,05.

PM naiver BZ: n= 6; PM CpG stimulierter BZ: n= 5; IK naiver BZ: n= 6; IK CpG stimulierter BZ: n=6

ADR= Adrenerger Rezeptor; BZ= B-Zellen; IK= Intrazellulires Kompartiment; MFI= Mittlere
Fluoreszenzintensitidt; PM= Plasmamembran

3.1.4 Expression des adrenergen a2B-Rezeptors

Der a2B-ADR wurde auf der PM der BZ nachgewiesen. Die MFI fiir die Expression des
02B-ADR war auf der PM stimulierter, im Vergleich zu naiven BZ, erhoht (p= 0,018; Abb. 10).
Die Untersuchungen im IK hingegen zeigten, dass der Rezeptor in naiven (n=6) und
stimulierten BZ (n=6) nicht exprimiert wurde und auch eine CpG-Stimulation keinen
signifikanten Unterschied in der Ausprigung ergab. Die deskriptiven Statistiken zu den

untersuchten Gruppen finden sich Tabelle 15.

MRang Mdn. IQA

PM, naiver BZ 5,25 0,19 0,09
PM, CpG stimulierter BZ 10,50 0,345 0,21
IK, naiver BZ 6,00 0,00 0,00

IK, CpG stimulierter BZ 7,00 0,00 0,003
Tabelle 15: Deskriptive Statistik der MFI des adrenergen a2B-Rezeptors
BZ=B-Zellen; IK= Intrazellulires Kompartiment; 1QA= Interquartilsabstand; Mdn.= Median; MFI= Mittlere
Fluoreszenzintensitit; Mrang= Mittlerer Rang; PM= Plasmamembran
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Abb. 10 Expression des a2B-ADR auf der PM CD19+, humaner BZ

B-Zellen wurden sowohl naiv als auch nach 48 h Inkubation mit CpG (2.5 pug/ml) analysiert. Die dargestellten
MEFTI ergeben sich aus der Differenz der geometrischen Mittelwerte des spezifischen Antikérpers und der
Isotypen-Kontrolle. Zum Vergleich der naiven mit CpG-stimulierten BZ wurde der Mann-Whitney-U-Tests
verwendet. Das Signifikanzniveau lag bei * p< 0,05.

PM naiver BZ: n= 8; PM CpG stimulierter BZ: n=6

ADR= Adrenerger Rezeptor; BZ= B-Zellen; MFI= Mittlere Fluoreszenzintensitat; PM= Plasmamembran

3.1.5 Expression des adrenergen f1-Rezeptors

Untersuchung der Auspriagung des f1-ADR auf der PM zeigten auf naiven (n=35) und
CpG-stimulierten (n=5) BZ, dass dieser nicht exprimiert wurde. Im IK lief sich eine
Expression des f1-ADR nachweisen. Ein Vergleich der MFI zwischen naiven und stimulierten
BZ stellte jedoch keinen signifikanten Unterschied dar (Abb. 11). Die deskriptiven Statistiken

zu den untersuchten Gruppen sind in Tabelle 16 dargestellt.

MRang Mdn. IQA

PM, naiver BZ 3,60 -0,56 042
PM, CpG stimulierter BZ 7,40 -0,22 0,48
IK, naiver BZ 6,50 1,17 0,72

IK, CpG stimulierter BZ 6,50 1,255 0,86
Tabelle 16: Deskriptive Statistik der MFI des adrenergen f1-Rezeptors
BZ=B-Zellen; IK= intrazelluldres Kompartiment; IQA= Interquartilsabstand; Mdn.= Median; MFI= Mittlere
Fluoreszenzintensitdt; Mrang= Mittlerer Rang; PM= Plasmamembran
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Abb. 11: Expression des #1-ADR im IK CD19+, humaner BZ

B-Zellen wurden sowohl naiv als auch nach 48 h Inkubation mit CpG (2.5 png/ml) analysiert. Die dargestellten
MEFTI ergeben sich aus der Differenz der geometrischen Mittelwerte des spezifischen Antikérpers und der
Isotypen-Kontrolle. Zum Vergleich der naiven mit CpG-stimulierten BZ wurde der Mann-Whitney-U-Tests
verwendet. Das Signifikanzniveau lag bei *p< 0,05.

IK naiver BZ: n= 6; IK CpG stimulierter BZ: n= 6

ADR= Adrenerger = Rezeptor; = BZ=B-Zellen;  IK= Intrazellulires =~ Kompartiment; =~ MFI= Mittlere
Fluoreszenzintensitidt; PM= Plasmamembran

3.1.6 Expression des adrenergen f2-Rezeptors

Der 2-ADR lieB sich auf der PM und im IK nachweisen. Vergleiche der MFI zwischen naiven
und stimulierten BZ auf der PM (Abb. 12 A) und im IK (Abb. 12 B) zeigten keinen
CpG-bedingten Einfluss auf die Expression. Die deskriptiven Statistiken der untersuchten

Gruppen sind Tabelle 17 zu entnehmen.

MRang Mdn. IQA

PM, naiver BZ 543 1,77 057
PM, CpG stimulierter BZ 9,57 279 1,05
IK, naiver BZ 500 0,665 0,43

IK, CpG stimulierter BZ 8,00 0,895 0,72
Tabelle 17: Deskriptive Statistik der MFI des adrenergen f2-Rezeptors
BZ=B-Zellen; IK= intrazelluldres Kompartiment; IQA= Interquartilsabstand; Mdn.= Median; MFI= Mittlere
Fluoreszenzintensitdt; Mrang= Mittlerer Rang; PM= Plasmamembran
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Abb. 12: Expression des f2-ADR auf der PM (A) und im IK (B) von CD19+, humanen BZ

B-Zellen wurden sowohl naiv als auch nach 48 h Inkubation mit CpG (2.5 png/ml) analysiert. Die dargestellten
MEFTI ergeben sich aus der Differenz der geometrischen Mittelwerte des spezifischen Antikérpers und der
Isotypen-Kontrolle. Zum Vergleich der naiven mit CpG-stimulierten BZ wurde der Mann-Whitney-U-Tests
verwendet. Das Signifikanzniveau lag bei * p< 0,05.

PM naiver BZ: n=7; PM CpG stimulierter BZ: n=7; IK naiver BZ: n= 6; IK CpG stimulierter BZ: n= 6

ADR= Adrenerger  Rezeptor; = BZ=B-Zellen;  IK= Intrazellulires =~ Kompartiment; =~ MFI= Mittlere
Fluoreszenzintensitidt; PM= Plasmamembran

3.1.7 Expression des adrenergen #3-Rezeptors

Mittels Durchflusszytometrie konnte der f3-ADR auf der PM und im IK nachgewiesen werden.
Die MFI fiir die Expression des Rezeptors auf der PM war auf stimulierten im Vergleich zu
naiven BZ erhoht (p=0,038; Abb. 13 A). Ein Vergleich der Stimulationsbedingungen im IK
zeigte keinen signifikanten Unterschied (Abb. 13 B). Die deskriptiven Statistiken zu den
untersuchten Gruppen sind in Tabelle 18 dargestellt.

MRang Mdn. IQA

PM, naiver BZ 3,00 1,47 1,04
PM, CpG stimulierter BZ 7,17 2,715 0,84
IK, naiver BZ 7,20 8,79 11,82

IK, CpG stimulierter BZ 5,00 7,35 4,99
Tabelle 18: Deskriptive Statistik der MFI des adrenergen f3-Rezeptors
BZ=B-Zellen; IK= intrazelluldres Kompartiment; IQA= Interquartilsabstand; Mdn.= Median; MFI= Mittlere
Fluoreszenzintensitit; Mrang= Mittlerer Rang; PM= Plasmamembran
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Abb. 13: Expression des f3-ADR auf der PM (A) und im IK (B) von CD19+, humanen BZ

B-Zellen wurden sowohl naiv als auch nach 48 h Inkubation mit CpG (2.5 png/ml) analysiert. Die dargestellten
MFI ergeben sich aus der Differenz der geometrischen Mittelwerte des spezifischen Antikorpers und der
Isotypen-Kontrolle. Zum Vergleich der naiven mit CpG-stimulierten BZ wurde der Mann-Whitney-U-Tests
verwendet. Das Signifikanzniveau lag bei * p< 0,05.

PM naiver BZ: n=4; PM CpG stimulierter BZ: n= 6; IK naiver BZ: n=5; IK CpG stimulierter BZ: n= 6

ADR= Adrenerger = Rezeptor; = BZ=B-Zellen;  IK= Intrazellulires =~ Kompartiment; =~ MFI= Mittlere
Fluoreszenzintensitidt; PM= Plasmamembran

3.2 Zytokinproduktion CD19+, CpG-aktivierter humaner B-Zellen unter

Stimulation mit adrenergen Rezeptor-Agonisten und Antagonisten

Nachdem die Expression der adrenergen Rezeptorsubtypen auf der Plasmamembran und im
intrazelluldren Kompartiment der naiven und CpG-stimulierten BZ dargestellt werden konnte,
sollte in einem néchsten Schritt die Relevanz dieser Rezeptoren fiir die Immunmodulation
beschrieben werden. Zur Analyse des pro- oder antiinflammatorischen Effekts der BZ wurden
die adrenergen Rezeptorsubtypen mit CpG und verschiedenen Rezeptor-Liganden mit
unterschiedlicher Rezeptoraffinitit und Rezeptorwirkung stimuliert und in den Uberstinden
mittels ELISA die Interleukinproduktion gemessen. Als relevante Enzyme fiir den
BZ-Stoffwechsel wurden hier die proinflammatorischen Zytokine IL-6 und TNF-a, sowie das
antiinflammatorische Zytokin IL-10 ausgewéhlt. Deren Konzentration wurde bestimmt und mit
den Konzentrationen der Kontrollgruppe verglichen. Als Kontrollgruppe galten BZ, welche nur

mit CpG stimuliert wurden.

3.2.1 Einfluss al-ADRs auf die IL-6-/ IL-10-Produktion

Zunéchst wurde die Modulation der CpG-bedingten Zytokinproduktion durch Ligation des
al-ADR mittels Phenylephrine (Phen), einem al-ADR-Agonisten und Doxazosin (Doxa),
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einem al-ADR-Antagonisten untersucht. Die Produktion von IL-6 wurde dabei weder durch
Phen (Abb. 14 A), noch durch Doxa ( Abb. 14 B) signifikant moduliert. Auch die Kombination
von Phen und Doxa zeigte keinen Einfluss auf die IL-6 Produktion (Abb. 14 C).

Bei der Stimulation mit Phen (p< 0,001; Abb. 14 D), jedoch nicht mit Doxa (Abb. 14 E), zeigte
sich in allen eingesetzten Konzentrationen verglichen zur Kontrolle eine signifikant erhohte
IL-10-Produktion. Der stimulierende Effekt von Phen (1 uM) auf die IL-10-Synthese wurde
durch Ko-Inkubation mit Doxa (100 nM) zunéchst nicht antagonisiert, es zeigte sich weiterhin
ein signifikanter IL-10-Anstieg (p=0,01; Abb. 14 F). Bei der Kombination von Phen (10 uM)
und Doxa (100 nM) zeigte sich jedoch kein signifikanter Anstieg der IL-10-Konzentration mehr
verglichen zur Kontrolle (p=0,181; Abb. 14 F).

% IL-6 relativ zur Kontrolle % IL-10 relativ zur Kontrolle
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Abb. 14: Einfluss der al-ADRs auf die IL-6-/ IL-10-Produktion humaner B-Zellen

A-F: IL-6- (A-C) und IL-10- (D-F) Produktion humaner B-Zellen iiber 48 h. B-Zellen wurden mit CpG aktiviert
und zusitzlich mit Phen (al1-Agonist) (A, D), Doxa (al-Antagonist) (B, E) oder beidem (C, F) stimuliert. Die
Zytokinproduktion wurde mittels ELIS4 in den Uberstinden bestimmt. Alle Werte sind prozentual in Relation zur
Kontrolle (nur CpG) dargestellt. Der Kruskal-Wallis-Tests mit Bonferroni-Korrektur wurde fiir alle Vergleiche
(ADR-Stimulation versus Kontrolle und ADR-Stimulationen untereinander) angewendet. Das Signifikanzniveau
betrug p < 0,05. *p= 0,05-0,01; **p= 0,01-0,001; ***p< 0,001 beim Vergleich zur Kontrolle. #p= 0,05-0,01;
##p=0,01-0,001; ###p< 0,001 beim Vergleich der Stimulationsgruppen untereinander.

Kontrolle: n= 55; Phen: 1 puM: n= 11; 10 pM: n= 11; Doxa: 10 nM: n= 10; 100 nM: n= 10;
Phen + Doxa: 1 uM + 100 nM: n=11; 10 uM + 100 nM: n= 11

ADR= Adrenerger Rezeptor; Doxa= Doxazosin; ELISA= Enzyme-linked Immunosorbent Assay; IL= Interleukin;
Phen= Phenylephrine

Die deskriptiven Statistiken zu den untersuchten Gruppen sind im Anhang in Tabelle 19 (IL-6)
und Tabelle 20 (IL-10) dargestellt, die Ergebnisse der durchgefiihrten KW-Tests in Tabelle 21
und die der paarweisen Gruppenvergleiche in Tabelle 22 (IL-10).

3.2.2 Einfluss a2-ADRs auf die IL-6-/ IL-10-Produktion

In einem weiteren Schritt wurde der Effekt des a2-ADR-Agonisten Dexmedetomidine (Dex)
und des a2-ADR-Antagonisten RS-79948 (RS) auf die Zytokinproduktion untersucht.

Die IL-6-Produktion wurde durch die Zugabe von Dex im Vergleich zur Kontrolle nicht
signifikant moduliert. (Abb. 15 A). Bei Stimulation der BZ mit 100 nM RS konnte hingegen
eine signifikante Verminderung der IL-6-Konzentrationen im Vergleich zur Kontrolle
beobachtet werden (p=0,001; Abb. 15 B).

Es ergab sich verglichen zur Kontrollgruppe ein signifikanter Anstieg der
IL-10-Konzentrationen bei Stimulation der BZ mit 10 nM Dex (p=0,047; Abb. 15 C),
10 nM RS (p<0,001) und 100 nM RS (p<0,001; Abb. 15 D).
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Die deskriptiven Statistiken zu den untersuchten Gruppen sind im Anhang in Tabelle 23 (IL-6)
und Tabelle 24 (IL-10) dargestellt, die Ergebnisse der durchgefiihrten KW-Tests in Tabelle 25
und die der paarweisen Gruppenvergleiche in Tabelle 26 (IL-6) und Tabelle 27 (IL-10).
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Abb. 15: Einfluss der a2-ADRs auf die IL-6-/ IL-10-Produktion humaner B-Zellen

A-D: IL-6- (A, B) und IL-10- (C, D) Produktion humaner B-Zellen iiber 48 h. B-Zellen wurden mit CpG aktiviert
und zusétzlich mit Dex (a2-Agonist) (A, C) oder RS (a2-Antagonist) (B, D) stimuliert. Die Zytokinproduktion
wurde mittels £LISA in den Uberstinden bestimmt. Alle Werte sind prozentual in Relation zur Kontrolle (nur
CpG) dargestellt. Der Kruskal-Wallis-Tests mit Bonferroni-Korrektur wurde fir alle Vergleiche
(ADR-Stimulation versus Kontrolle und ADR-Stimulationen untereinander) angewendet. Das Signifikanzniveau
betrug p < 0,05. *p= 0,05-0,01; **p= 0,01-0,001; ***p< 0,001 beim Vergleich zur Kontrolle. #p= 0,05-0,01;
##p=0,01-0,001; ###p=< 0,001 beim Vergleich der Stimulationsgruppen untereinander.

Kontrolle: n=55; Dex: 100 nM: n=10; 1 uM: n=10; RS: 10 nM: n=9; 100 nM: n= 10

ADR= Adrenerger Rezeptor; Dex= Dexmedetomidine; ELISA= Enzyme-linked Immunosorbent Assay;
IL= Interleukin; RS= RS-79948

3.2.3 Einfluss f-ADRs auf die IL-6-/ IL-10-Produktion

Weiterfiilhrend wurde der Einfluss der adrenergen p-Rezeptoren-Stimulation auf die
Modulation der Zytokinproduktion untersucht. Dazu wurden zundchst der f-ADR-Agonist
Isoproterenol (Iso) und der S-ADR-Antagonist Nadolol (Nad) verwendet. Sowohl die
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Stimulation mit Iso (Abb. 16 A), mit Nad (Abb. 16 B), als auch die Ko-Inkubation mit Iso und
Nad (Abb. 16 C) zeigten im Vergleich zur Kontrolle in allen eingesetzten Konzentrationen
keinen signifikanten Einfluss auf die Modulation der CpG-bedingten IL-6-Produktion.
Allerdings zeigte sich, verglichen zur alleinigen Stimulation mit CpG, ein signifikanter Anstieg
der IL-10-Konzentration bei Stimulation der BZ sowohl mit Iso (1 nM, 10 uM: p=0,001;
10 nM: p=0,002; 100 nM, 1uM: p<0,001; Abb.16 D), als auch mit Nad (p<0,001;
Abb. 16 E). Bei der Kombination von Iso und Nad konnte der stimulierende Effekt beider
Substanzen auf die IL-10 Produktion nicht mehr nachgewiesen werden (Abb. 16 F).

Die deskriptiven Statistiken zu den untersuchten Gruppen sind im Anhang in Tabelle 28 (IL-6)
und Tabelle 29 (IL-10) dargestellt, die Ergebnisse der durchgefiihrten KW-Tests in Tabelle 30
und die der paarweisen Gruppenvergleiche in Tabelle 31 (IL-10).
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Abb. 16: Einfluss der f-ADRs auf die IL-6-/ IL-10-Produktion humaner B-Zellen

A-F: IL-6- (A-C) und IL-10- (D-F) Produktion humaner B-Zellen iiber 48 h. B-Zellen wurden mit CpG aktiviert
und zusdtzlich mit Iso (f-Agonist) (A, D), Nad (f-Antagonist) (B, E) oder beidem (C, F) stimuliert. Die
Zytokinproduktion wurde mittels ELIS4 in den Uberstinden bestimmt. Alle Werte sind prozentual in Relation zur
Kontrolle (nur CpG) dargestellt. Der Kruskal-Wallis-Tests mit Bonferroni-Korrektur wurde fiir alle Vergleiche
(ADR-Stimulation versus Kontrolle und ADR-Stimulationen untereinander) angewendet. Das Signifikanzniveau
betrug p < 0,05. *p= 0,05-0,01; **p= 0,01-0,001; ***p< 0,001 beim Vergleich zur Kontrolle. #p= 0,05-0,01;
##p=0,01-0,001; ###p=< 0,001 beim Vergleich der Stimulationsgruppen untereinander.

Kontrolle: n= 55; Iso: 1 nM: n= 10; 10 nM: n= 11; 100 nM: n= 11; 1 puM: n= 11; 10 pM: n= 11;
Nad: 100 nM: n=11; 1 uM: n=11; Iso+ Nad: 10 nM+ | uM:n=11; 100nM + 1 pM:n=11; l uyM + 1 uM: n= 11
ADR= Adrenerger Rezeptor; ELISA= Enzyme-linked Immunosorbent Assay; IL= Interleukin; Iso= Isoproterenol;
Nad= Nadolol

Da sowohl Iso als auch Phen die IL-10-Produktion erhdhten, wurden beide Substanzen
kombiniert, um mogliche additive oder synergistische Effekte zu untersuchen. Wéhrend Iso und
Phen einzeln die IL-6-Produktion nicht beeinflussen, zeigte sich bei der Kombination aus Iso
(100 nM und 1pM) mit Phen (I pM) eine Steigerung der IL-6-Synthese (p= 0,018 bei
100 nM Iso + 1 uM Phen und p= 0,037 bei 1 uM Iso + 1uM Phen) (Abb. 17 A).

Wie schon in Abb. 14 D und Abb. 16 D gezeigt, erhohte sowohl Phen als auch Iso allein die
IL-10-Produktion verglichen zur Kontrollgruppe. Ahnliche Ergebnisse zeigten sich auch in der
Kombination aus Iso und Phen (Iso 10 nM + Phen 1uM, Iso 100nM + Phen 1uM: p= 0,001;
Isol uM + Phen 1 uM: p=0,004; Iso 10 nM + Phen 10 uM: p=0,013; Iso 100 nM +
Phen 10 uM: p=0,003; Iso 1 uM + Phen 10 uM: p=0,04), allerdings ohne Unterschied
verglichen zu den Stimulationen mit Iso und Phen allein (Abb. 17 B).

Die deskriptiven Statistiken zu den untersuchten Gruppen sind im Anhang in Tabelle 32 (IL-6)
und Tabelle 33 (IL-10) dargestellt, die Ergebnisse der durchgefiihrten KW-Tests in Tabelle 34
und die der paarweisen Gruppenvergleiche in Tabelle 35 (IL-6) und Tabelle 36 (IL-10).
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Abb. 17: Einfluss der f- und al-ADR-Ko-Stimulation auf die IL-6-/ IL-10-Produktion humaner B-Zellen
A,B: IL-6- (A) und IL-10- (B) Produktion humaner B-Zellen iiber 48 h. B-Zellen wurden mit CpG aktiviert und
zusétzlich mit Iso (f-Agonist) in Kombination mit Phen (al-Agonist) stimuliert. Die Zytokinproduktion wurde
mittels ELISA in den Uberstinden bestimmt. Alle Werte sind prozentual in Relation zur Kontrolle (nur CpG)
dargestellt. Der Kruskal-Wallis-Tests mit Bonferroni-Korrektur wurde fiir alle Vergleiche (ADR-Stimulation
versus Kontrolle und ADR-Stimulationen untereinander) angewendet. Das Signifikanzniveau betrug p < 0,05.
*p=0,05-0,01; **p= 0,01-0,001; ***p< 0,001 beim Vergleich zur Kontrolle. #p= 0,05-0,01; ##p= 0,01-0,001;
###p< 0,001 beim Vergleich der Stimulationsgruppen untereinander.

Kontrolle: n= 55; Iso: 10 nM: n= 11; 100 nM: n= 11; 1 uM: n= 11; Phen: 1 uM: n= 11; 10 uM: n= 11;
Iso+ Phen: 10 nM + 1 pM: n=11 100 nM + 1 uM: n=11; 1 pM + 1 pM: n= 11; 10 nM + 10 uM: n= 11;
100nM + 10 upM: n=11; 1 uM + 10 pM: n= 11

ADR= Adrenerger Rezeptor; ELISA= Enzyme-linked Immunosorbent Assay; IL= Interleukin; Iso= Isoproterenol;
Phen= Phenylephrine
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Des Weiteren wurde Iso mit dem «al-ADR-Antagonisten Doxa und/oder dem
02-ADR-Antagonisten RS kombiniert, um einen Einfluss von Iso auf a-ADRs auszuschlie3en.
Die IL-6-Produktion lie3 sich weder durch Iso, RS oder Doxa allein, noch durch die
Kombination von Iso und Doxa oder Iso und RS modulieren (Abb. 18 A). Allerdings zeigte die
kombinierte Stimulation mit Iso, RS und Doxa eine Steigerung der IL-6-Produktion im
Verglich zur Kontrolle mit CpG (p= 0,003) oder RS allein (p< 0,001) (Abb. 18 A).

Die IL-10-Produktion lief3 sich in allen drei Ansédtzen der Ko-Inkubation mit Iso, Doxa und/oder
RS erhdhen (p< 0,001; (Abb. 18 B). Die IL-10-Produktion, die durch Iso gesteigert wurde, liel3
sich nicht durch Doxa oder RS inhibieren. Die kombinierten Stimulationen mit Iso und Doxa,
sowie Iso, Doxa und RS zeigten im Vergleich zur alleinigen Simulation mit Doxa signifikant
erhohte IL-10-Produktionen (Iso + Doxa: p= 0,004; Iso + Doxa + RS: p=0,002).

Die deskriptiven Statistiken zu den untersuchten Gruppen sind im Anhang in Tabelle 37 (IL-6)
und Tabelle 38 (IL-10) dargestellt, die Ergebnisse der durchgefiihrten KW-Tests in Tabelle 39
und die der paarweisen Gruppenvergleiche in Tabelle 40 (IL-6) und Tabelle 41 (IL-10).
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% IL-10 relativ zur Kontrolle

Lidii
B #H#
ckck —_—
105,00 -
ook
85,00
Hskk

65,00 T *Ak

45,00
25,00 m
5,00
1
-15,00
-35,00
-55,00
Kontrolle Iso Doxa  Iso 1luM RS Iso 1luM Iso 1uM
luM 100nM + 100nM + +
Doxal 00nM RS 100nM Doxa 100nM
+
RS 100nM

Abb. 18: Einfluss der f-ADRs auf die IL-6-/ IL-10-Produktion humaner B-Zellen unter Inhibition a1- und
a2-ADRs

A,B: IL-6- (A) und IL-10- (B) Produktion humaner B-Zellen iiber 48 h. B-Zellen wurden mit CpG aktiviert und
zusitzlich mit Iso (f-Agonist) in Kombination mit Doxa (a1-Antagonist) und RS (a2-Antagonist) stimuliert. Die
Zytokinproduktion wurde mittels ELISA in den Uberstinden bestimmt. Alle Werte sind prozentual in Relation zur
Kontrolle (nur CpG) dargestellt. Der Kruskal-Wallis-Tests mit Bonferroni-Korrektur wurde fiir alle Vergleiche
(ADR-Stimulation versus Kontrolle und ADR-Stimulationen untereinander) angewendet. Das Signifikanzniveau
betrug p < 0,05. *p= 0,05-0,01; **p= 0,01-0,001; ***p< 0,001 beim Vergleich zur Kontrolle. #p= 0,05-0,01;
##p=0,01-0,001; ###p< 0,001 beim Vergleich der Stimulationsgruppen untereinander.

Kontrolle: n=55; Iso: 1 uM: n=11; Doxa: 100 nM: n=10; RS: 100 nM: n=10; Iso + Doxa: 1 uM + 100 nM: n= 10;
Iso + RS: 1 uM + 100 nM: n= 10; Iso + Doxa + RS: 1pM + 100 nM+ 100 nM: n= 10

ADR= Adrenerger Rezeptor; Doxa= Doxazosin; ELISA= Enzyme-linked Immunosorbent Assay; IL= Interleukin;
Iso= Isoproterenol; RS=RS-79948

Da Nad unselektiv alle f-ADRs antagonisiert, wurden im néchsten Schritt die Effekte des
selektiven f2-Antagonisten ICI-118,551 (ICI) und des selektiven f3-Antagonisten
L-748,337 (L) allein und in Kombination mit Iso untersucht. Wéhrend ICI allein die
IL-6-Produktion nicht modulierte (Abb. 19 A), inhibierte L in der hochsten eingesetzten
Konzentration die IL-6-Synthese (1 uM: p< 0,001, Abb. 19 B). Die gemeinsame Stimulation
der BZ mit Iso und ICI bewirkten hingegen eine Erh6hung der IL-6-Produktion im Vergleich
zur Kontrolle in allen eingesetzten Konzentrationen (Iso 10 nM + ICI 10 nM: p= 0,04;
Iso 100 nM + ICI 10 nM: p=0,002; Iso 1 uM + ICI 10 nM: p= 0,021, Abb. 19 C), obwohl Iso
(siche Abb. 16 A) und ICI (siche Abb. 19 A) alleine keine Modulation der IL-6-Produktion
bewirkten. Ebenfalls lieBen sich signifikant erhohte IL-6-Konzentrationen bei der
Ko-Stimulation im Verglich zur alleinigen Stimulation nur mit Iso oder nur mit ICI in denselben
Konzentrationen nachweisen (Iso 10 nM: p=0,04; Iso 100 nM: p= 0,032, Vergleich ICI 10 nM
mit Iso 100 nM + ICI 10 nM: p=0,027). Auch die kombinierte Stimulation mit Iso und L

bewirkte eine Hochregulation der IL-6-Produktion verglichen zur Kontrolle (Iso 100 nM +
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L 50 nM: p=0,007; Iso 1 uM + L 50 nM: p= 0,026) und verglichen zur alleinigen Stimulation
mit L, welches allein keine Modulation der IL-6-Produktion bewirkte (siche Abb. 19 B).
Auch die IL-10-Produktion wurde durch Stimulation allein mit ICI nicht beeinflusst
(Abb. 19 D), jedoch durch L in der geringsten eingesetzten Konzentration leicht, aber
signifikant erhoht (0,1 nM: p= 0,042, Abb. 19 E). Durch die gemeinsame Stimulation mit Iso
und ICI wurde weiterhin eine Hochregulation der IL-10-Produktion im Vergleich zur Kontrolle
(p< 0,001) und im Vergleich zur Stimulation mit ICI 10 nM (Iso 10nM + ICI 10nM: p= 0,019;
Iso 100 nM + ICI 10 nM ; p=0,012; Iso 1 uM + ICI 10 nM: p= 0,006) moduliert (Abb. 19 F).
Die im Vergleich zur Kontrolle signifikant erhohten IL-10-Produktionen durch Iso lieen sich
hingegen durch die Ko-Inkubation mit L antagonisieren. Es zeigte sich ein signifikanter Abfall
der Konzentration bei kombinierter Stimulation mit Iso und L im Vergleich zur alleinigen
Stimulation mit Iso in derselben Konzentration (Iso 100nM + L 50nM: p=0,007;
Iso + L 50 nM: p< 0,001).

Die deskriptiven Statistiken zu den untersuchten Gruppen sind im Anhang in Tabelle 42 (IL-6)
und Tabelle 43 (IL-10) dargestellt, die Ergebnisse der durchgefiihrten KW-Tests in Tabelle 44
und die der paarweisen Gruppenvergleiche in Tabelle 45 (IL-6) und Tabelle 46 (IL-10).

% IL-6 relativ zur Kontrolle % IL-10 relativ zur Kontrolle
A
30,00 D
30,00
10,00 20,00
10,00
-10,00
-30,00 - -10,00
-20,00
-50,00 : : . : , ,
’ Kontrolle 10nM 100nM 30,00 Kontrolle 10nM 100nM
B E
25,00 T B T ok

35,00
10,00

- + |
1 | -5,001

-20,00
-35,00
-25,00
-50,00
-65,00 -45,00
Kontrolle 0,1nM  InM 10nM  100nM  1uM Kontrolle 0,InM  InM 10nM  100nM  1uM

61



Ergebnisse
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Abb. 19: Einfluss der Antagonisierung spezifischer f-ADRs auf die IL-6-/ IL-10-Produktion humaner
B-Zellen

A-F: IL-6- (A-C) und IL-10- (D-F) Produktion humaner B-Zellen iiber 48 h. B-Zellen wurden mit CpG aktiviert
und zusétzlich mit ICI (f2-Antagonist) (A, D), L (#3-Antagonist) (B, E) oder beide jeweils in Kombination mit
Iso (C, F) stimuliert. Die Zytokinproduktion wurde mittels £LISA in den Uberstinden bestimmt. Alle Werte sind
prozentual in Relation zur Kontrolle (nur CpG) dargestellt. Der Kruskal-Wallis-Tests mit Bonferroni-Korrektur
wurde fiir alle Vergleiche (ADR-Stimulation versus Kontrolle und ADR-Stimulationen untereinander)
angewendet. Das Signifikanzniveau betrug p <0,05. *p=10,05-0,01; **p=0,01-0,001; ***p< 0,001 beim Vergleich
zur Kontrolle. #p= 0,05-0,01; ##p= 0,01-0,001; ###p< 0,001 beim Vergleich der Stimulationsgruppen
untereinander.

Kontrolle: n=55; ICI: 10 nM: n=10; 100 nM: n=10; L: 0,1 nM: n=10; 1 nM: n=10; 10 nM: n=10; 100 nM: n= 10;
I uM: n= 10; Iso: 10 nM: n= 11; 100 nM: n= 11; 1 uM: n= 11; Iso + ICI: 10 nM + 10 nM: n= §;
100nM+10nM: n=9; 1 uM + 10 nM: n=9; Iso + L: 10 nM + 50 nM: n= 9; 100 nM + 50 nM: n= 9;
1 uM +50 nM: n=9

ADR= Adrenerger Rezeptor; ELISA= Enzyme-linked Immunosorbent Assay; ICI= ICI-118,551; IL= Interleukin;
Iso= Isoproterenol; L=1.-748,337
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In Abb.19 F konnte gezeigt werden, dass der stimulierende Effekt von Iso auf die
IL-10-Produktion durch den 3-Antagonisten L inhibiert werden konnte. Um den Einfluss des
S3-ADRs zu untersuchen, wurde des Weiteren der selektive 3-Agonist BRL-37344 (BRL)
verwendet. Die IL-6-Produktion wurde dabei nicht von BRL (Abb. 20 A), ICI (52-Antagonist)
oder L (#3-Antagonist) (Abb. 19 C) allein moduliert. Allerdings ergab die Kombinationen aus
BRL und ICI sowie BRL und L hohere IL-6-Produktionen im Vergleich zu BRL allein
(BRL 10 nM + ICI 10 nM, BRL 1 uM + ICI 10 nM: p=0,003; BRL 100 nM + ICI 10 nM,
BRL 10 nM + L 50 nM: p=0,014; BRL 1 uM + L 50 nM: p= 0,037, Abb. 20 B).

BRL erhohte sowohl allein (1 uM: p= 0,025, Abb. 20 C), als auch in Kombination mit dem
[S2-Antagonisten ICI die CpG-induzierte IL-10-Produktion von BZ
(BRL 10 nM + ICI 10 nM: p=0,001;  BRL 100nM  + ICI 10nM:  p=0,004;
BRL 1 uM + ICI 10 nM: p= 0,011, Abb. 20 D). Verglichen mit BRL (10 nM) allein fiihrte die
Kombination mit ICI 10 nM zu einer signifikanten Erh6hung der IL-10 Produktion (p= 0,046).
Eine Ko-Inkubation von BRL und L fiihrte zu keiner Steigerung der IL-10-Produktion, jedoch
zeigte sich eine signifikante Reduktion verglichen zu BRL 1 uM, wenn BRL (1 pM) zusammen
mit L (50 nM) inkubiert wurde (p= 0,025).

Die deskriptiven Statistiken zu den untersuchten Gruppen sind im Anhang in Tabelle 47 (IL-6)
und Tabelle 48 (IL-10) dargestellt, die Ergebnisse der durchgefiihrten KW-Tests in Tabelle 49
und die der paarweisen Gruppenvergleiche in Tabelle 50 (IL-6) und Tabelle 51 (IL-10).
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Abb. 20: Einfluss der #3-ADRs auf die IL-6-/ IL-10-Produktion humaner B-Zellen

A-D: IL-6- (A,B) und IL-10- (C,D) Produktion humaner B-Zellen iiber 48 h. B-Zellen wurden mit CpG aktiviert
und zusitzlich mit BRL (#3-Agonist) (A,C) und jeweils in Kombination mit ICI (f2-Antagonist) und L
(83-Antagonist) (B,D) stimuliert. Die Zytokinproduktion wurde mittels ELISA in den Uberstinden bestimmt. Alle
Werte sind prozentual in Relation zur Kontrolle (nur CpG) dargestellt. Der Kruskal-Wallis-Tests mit
Bonferroni-Korrektur wurde fiir alle Vergleiche (ADR-Stimulation versus Kontrolle und ADR-Stimulationen
untereinander) angewendet. Das Signifikanzniveau betrug p < 0,05. *p=0,05-0,01; **p=0,01-0,001; ***p< 0,001
beim Vergleich zur Kontrolle. #p= 0,05-0,01; ##p= 0,01-0,001; ###p< 0,001 beim Vergleich der
Stimulationsgruppen untereinander.

Kontrolle: n= 55; BRL: 0,1 nM: n= 10; 1 nM: n= 10; 10 nM: n= 10; 100 nM: n= 10; 1 pM: n= 10;
ICI: 10 nM: n=10; L: 10 nM: n=10; 100 nM: n=10; BRL + ICI: 10 nM + 10 nM: n=9; 100 nM + 10 nM: n=9;
I uM+10nM: n=9; BRL + L: 10 nM + 50 nM: n=9; 100 nM + 50 nM: n=9; 1 uM + 50 nM: n=9

ADR= Adrenerger Rezeptor; BRL= BRL-37344; ELISA= FEnzyme-linked Immunosorbent Assay;
ICI=1CI-118,551; IL= Interleukin; L= L-748,337
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BRL wird als selektiver f3-Agonist vermarktet, zeigt jedoch eine vergleichsweise hohe
Affinitdt zu f1- und f2-ADRs verglichen zu CL-316,243 (CL). CL hat eine hohere Spezifitit
fiir den p3-ADR-Subtyp (185,186). Die IL-6-Produktion wurde im Vergleich zur Kontrolle
durch die hochste eingesetzte Konzentration (1 uM) von CL signifikant reduziert (p= 0,006,
Abb. 21 A), durch gemeinsame Stimulation mit CL und ICI oder L hingegen nicht signifikant
beeinflusst. Es zeigte sich ein signifikanter Unterschied beim Vergleich zwischen CL allein und
zusammen mit ICI (10 nM) (CL 10 nM + ICI 10 nM: p= 0,03, CL 1 uM + ICI 10 nM; p= 0,003,
Abb. 21 B).

Fir die IL-10-Produktion ergab sich verglichen zur Kontrolle in allein eingesetzten
Konzentrationen kein Finfluss durch die alleinigen (Abb. 21 C) oder kombinierten
Stimulationen mit CL (Abb. 21 C).

Die deskriptiven Statistiken zu den untersuchten Gruppen sind im Anhang in Tabelle 52 (IL-6)
und Tabelle 53 (IL-10) dargestellt, die Ergebnisse der durchgefiihrten KW-Tests in Tabelle 54
und die der paarweisen Gruppenvergleiche in Tabelle 55 (IL-6) und Tabelle 56 (IL-10).
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Abb. 21: Einfluss der f3-ADRs auf die IL-6-/ IL-10-Produktion humaner B-Zellen

A-D: IL-6- (A,B) und IL-10- (C,D) Produktion humaner B-Zellen iiber 48 h. B-Zellen wurden mit CpG aktiviert
und zusétzlich mit CL (f3-Agonist) (A,C) und jeweils in Kombination mit ICI (f2-Antagonist) und L
(3-Antagonist) (B,D) stimuliert. Die Zytokinproduktion wurde mittels ELISA in den Uberstéinden bestimmt. Alle
Werte sind prozentual in Relation zur Kontrolle (nur CpG) dargestellt. Der Kruskal-Wallis-Tests mit
Bonferroni-Korrektur wurde fiir alle Vergleiche (ADR-Stimulation versus Kontrolle und ADR-Stimulationen
untereinander) angewendet. Das Signifikanzniveau betrug p < 0,05. *p=0,05-0,01; **p=0,01-0,001; ***p< 0,001
beim Vergleich zur Kontrolle. #p= 0,05-0,01; ##p= 0,01-0,001; ###p< 0,001 beim Vergleich der
Stimulationsgruppen untereinander.

Kontrolle: n=55; CL: 0,1 nM: n=10; 1 nM: n=10; 10 nM: n=10; 100 nM: n=10; 1 pM: n=10; ICI: 10 nM: n= 10;
L: 10 nM: n=10; 100 nM: n=10; CL + ICI: 10 nM + 10 nM: n=9; 100 nM + 10 nM: n=9; 1 uM + 10 nM: n=9;
CL+L:10nM + 50 nM: n=9; 100 nM + 50 nM: n=9; 1 uM + 50 nM: n=9

ADR= Adrenerger Rezeptor; CL= CL-316,243; ELISA= Enzyme-linked Immunosorbent Assay; ICI=1CI-118,551;
IL= Interleukin; L= 1.-748,337
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3.2.4 Einfluss von Norepinephrin auf die IL-6-/ IL-10-Produktion

Zuletzt wurde auch die Interleukin-Produktion unter Einfluss des korpereigenen Katecholamins
NE untersucht. NE wirkt in geringen Konzentrationen als a-ADR-Agonist, in hdheren
Konzentrationen zusétzlich als f-ADR-Agonist. Der Einsatz von NE zeigt keinen Effekt auf
die IL-6-Produktion (Abb. 22 A).

Eine Stimulation mit NE (100 nM: p=0,012; 1 uM: p< 0,001 und 10 uM: p<0,001) fiihrte
hingegen zu einer Erhohung der IL-10-Produktion durch CpG-stimulierte BZ (Abb. 22 B). Des
Weiteren ergab sich eine verminderte IL-10-Konzentration bei Zugabe von 100 uM NE im
Vergleich zu allen anderen verwendeten Konzentrationen (p< 0,001).

Die deskriptiven Statistiken zu den untersuchten Gruppen sind im Anhang in Tabelle 57 (IL-6)
und Tabelle 58 (IL-10) dargestellt, die Ergebnisse der durchgefiihrten KW-Tests in Tabelle 59
und die der paarweisen Gruppenvergleiche in Tabelle 60 (IL-6) und Tabelle 61 (IL-10).
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Abb. 22: Einfluss von Norepinephrin auf die IL-6-/ IL-10-Produktion humaner B-Zellen

A, B: IL-6 (A) und IL-10 (B) Produktion humaner BZ iiber 48 h. B-Zellen wurden mit CpG aktiviert und zusétzlich
mit NE stimuliert. Die Zytokinproduktion wurde mittels £LIS4 in den Uberstinden bestimmt. Alle Werte sind
prozentual in Relation zur Kontrolle (nur CpG) dargestellt. Der Kruskal-Wallis-Tests mit Bonferroni-Korrektur
wurde fiir alle Vergleiche (ADR-Stimulation versus Kontrolle und ADR-Stimulationen untereinander)
angewendet. Das Signifikanzniveau betrug p<0,05. *p=0,05-0,01; **p=0,01-0,001; ***p< 0,001 beim Vergleich
zur Kontrolle. #p= 0,05-0,01; ##p= 0,01-0,001; ###p< 0,001 beim Vergleich der Stimulationsgruppen
untereinander.

Kontrolle: n=55; NE: 10 nM: n= 14; 100 nM= 14; 1 uM: n= 14; 10 uM: n= 14; 100 uM: n= 14

ADR= Adrenerger Rezeptor; ELISA= Enzyme-linked Immunosorbent Assay; IL= Interleukin; NE= Norepinephrin
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3.2.5 Einfluss von ADR-Liganden auf die TNF-a-Produktion

Nach 48-stiindiger CpG-Stimulation der BZ gemeinsam mit Agonisten und Antagonisten der
ADRs ergaben sich bei allen gemessenen Konditionen stets geringe TNF-Konzentrationen
(Minimum: 0,12 pg/ml; Maximum: 78,82 pg/ml, Mittelwert: 21,09 pg/ml). Die Messung der
TNF-a-Konzentrationen erfolgte als Kontrolle bei CpG stimulierten BZ und bei BZ nach
zusitzlicher Stimulation mit Phen, Doxa, Dex, RS, Iso oder Nad. Die statistische Auswertung
ergab fiir die Vergleiche der produzierten TNF-a-Konzentrationen der Kontrollgruppe und der
Stimulationsbedingungen in verschiedenen Konzentrationen keine signifikanten Ergebnisse.
Aus diesem Grund erfolgten keine weiteren ELISAs zur Detektion der TNF-a-Konzentrationen
unter den andern in Tabelle 8 aufgelisteten Stimulationskonditionen. Weiterhin lagen die
meisten Messwerte unterhalb des Detektionslimits des ELISA, sodass eine Dateninterpretation

nicht moglich war.

3.3 Nachweis essenzieller Proteine der Katecholamin-Aufnahme und des

Abbaus in CD19+, humanen B-Zellen

In einem letzten Schritt sollte eruiert werden, ob eine auto- oder parakrin Wirkung durch eine
eigene Katecholaminsynthese der Zellen moglich ist. Hierfiir wurde die Expression der TH auf
den Zellen mittel Western-Blot analysiert. Des Weiteren wurden die fiir die
Katecholaminwiederaufnahme relevanten Transporter, sowie die Expression der katabolen

Proteine MAO-A und MAO-B konkreter analysier.

3.3.1 Norepinephrin- und Dopamin-Transporter

Zunichst wurde die Expression des Norepinephrin-Transporters iliberpriift. Experimentell
konnte eine spezifische Banden sowohl bei 65 kDa als auch bei 53 kDa beobachtet werden
(Abb. 23 A). Bei 65 kDa konnte eine spezifische Bande nur in der Positivkontrolle observiert
werden, die Banden der BZ-Lysate wiesen eine sehr geringe Intensitit bei diesem
Molekulargewicht auf. Bei 53 kDa zeigten sich in allen eingesetzten Proben spezifische
Banden. Die Detektion von Banden bei verschiedenen Molekulargewichten kann durch
verschiedene NET-Formen bedingt sein, welche sich in der Glykosylierung des Proteins
unterscheiden (187). Eine andere Erkldarung konnte die endoproteolytische Spaltung der
Proteine sein (188).

Eine spezifische Bande fiir den Dopamin-Transporter wurde nur in der Positivkontrolle bei
68 kDa nachgewiesen, jedoch zeigte sich diese in sehr schwacher Intensitét (Abb. 24 A). In den

unstimulierten und stimulierten BZ konnten keine Banden beobachtet werden.
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GAPDH lie3 sich bei 37 kDa in allen Proben nachweisen (Abb. 23 B und Abb. 24 B).
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Abb. 23: Western Blot zum Nachweis des Norepinephrin-Transporters (NET)

A) Detektion des NET im Zelllysat aus humanem Hirntumorgewebe (Positivkontrolle, Spur 2) sowie Lysaten von
naiven (Spur 3) und iiber 48 h CpG-stimulierten BZ (Spur 4). Spezifische Banden wurden bei 53 kDa und 65 kDa
detektiert. B) GAPDH derselben Proben bei 37 kDa.

BZ= B-Zellen, GAPDH= Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase; NET= Norepinephrin-Transporter
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Abb. 24: Western Blot zum Nachweis des Dopamin-Transporter (DAT)

A) Detektion des DAT im Zelllysat aus humanem Hirntumorgewebe (Positivkontrolle, Spur 2) sowie Lysaten von
naiven (Spur 3) und iiber 48 h CpG-stimulierten BZ (Spur 4). Spezifische Banden wurden nur in der
Positivkontrolle bei 68 kDa detektiert. B) GAPDH derselben Proben bei 37 kDa.

BZ= B-Zellen; DAT= Dopamin-Transporter; GAPDH= Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase

3.3.2 Monoaminooxidasen A und B

MAO-A wurde bei 60 kDa detektiert und konnte in der Positivkontrolle als auch in den
BZ-Lysaten naiver BZ, nicht jedoch CpG-stimulierter BZ nachgewiesen werden (Abb. 25 A).
Das hohere Molekulargewicht von MAO-A in BZ-Lysaten im Vergleich zur Positivkontrolle
lasst auf unterschiedliche posttranslationale Modifikation schlieen.

Die spezifischen Banden fiir MAO-B konnten in naiven und CpG-stimulierten BZ bei 60 kDa
beobachtet werden (Abb. 26 A).

GAPDH lief3 sich bei 36 kDa in allen Proben nachweisen (Abb. 25 B und Abb. 26 B).
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Abb. 25: Western Blot zum Nachweis der Monoaminooxidase A (MAO-A)

A) Detektion der MAO-A im Zelllysat aus humanem Hirntumorgewebe (Positivkontrolle, Spur 2) sowie Lysaten
von naiven (Spur 3) und tber 48 h CpG-stimulierten BZ (Spur 4). Spezifische Banden wurden in der
Positivkontrolle und in naiven BZ bei 60 kDa detektiert. B) GAPDH derselben Proben bei 37 kDa.

BZ= B-Zellen, GAPDH= Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase; MAO-A= Monoaminooxidase A
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Abb. 26: Western Blot zum Nachweis der Monoaminooxidase B (MAO-B)

A) Detektion der MAO-B im Zelllysat aus humanem Hirntumorgewebe (Positivkontrolle, Spur 2) sowie Lysaten
von naiven (Spur 3) und iiber 48 h CpG-stimulierten BZ (Spur 4). Spezifische Banden wurden bei 60 kDa
detektiert.

B) GAPDH derselben Proben bei 37 kDa.

BZ= B-Zellen; GAPDH= Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase; MAO-B= Monoaminooxidase B

3.3.3 TH und al1B-ADR

Ein Nachweis der TH und des alB-ADR auf humanen BZ war mit den verwendeten
Antikorpern und der angewendeten Western-Blot-Methode nicht moglich, da sich auf dem
gesamten Blot viele unspezifische Banden darstellten und sich auch in den Positivkontrollen

keine eindeutigen Banden présentierten.
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4 Diskussion

4.1 Adrenerge Rezeptoren und deren immunmodulatorischen

Eigenschaften

Ziel der vorliegenden Arbeit war die Untersuchung des adrenergen Einflusses auf die
immunmodulatorische Funktion humaner BZ. Um ein besseres Verstindnis dieser Prozesse zu
erlangen, wurde die Expression adrenerger Rezeptoren auf humanen, peripheren CD19+ BZ
gesunder Erwachsener analysiert. Diese Rezeptoren bilden die Grundlage fiir eine
neuroimmunmodulatorische Wechselwirkung (49,126,148). Adrenerge Rezeptoren konnten
bereits auf humanen und murinen Immunzellen nachgewiesen werden. Zudem ist bekannt, dass
deren Expression durch den Aktivierungszustand der Zelle sowie durch Zytokine oder
Neurotransmitter moduliert werden kann (14,98,107,126).

In den vorliegenden Untersuchungen konnte die Expression der Rezeptorsubtypen alA, 2B,
p1, 2 und B3 nachgewiesen werden. Um die immunmodulatorische Funktion dieser
Rezeptoren zu charakterisieren, wurde die Produktion pro- und antiinflammatorischer Zytokine
untersucht.

Der alA-Rezeptor wurde sowohl intrazelluldr als auch auf der Plasmamembran der BZ
exprimiert. Eine CpG-Stimulation fiihrte zu einer signifikanten Erhohung der Rezeptordichte
an der Zelloberfldche. Der adrenerge a1B-ADR konnte hingegen nicht nachgewiesen werden.
Diese Ergebnisse stimmen teilweise mit Daten aus murinen BZ iiberein, bei denen nach
Zellstimulation eine verstirkte Expression von al A- und a1 B-ADRs beobachtet wurde. Diese
Befunde deuten darauf hin, dass eine Bindung von Katecholaminen an diese Rezeptoren in BZ
moglicherweise Signaltransduktionsprozesse auslosen konnten (14). Die Expression von
al-ADRs auf humanen PBMCs wurde bereits beschrieben. Eine spezifische Expression auf
humanen BZ wurde bislang jedoch nicht untersucht (133-135).

Da bekannt ist, dass eine Aktivierung des al-ADR iiber die Gg-Proteinkopplung zu einer
Aktivierung der PKC sowie zu einem Einstrom von Calciumionen fiihrt, konnte die dadurch
induzierte Proteinphosphorylierung intrazelluldre Prozesse beeinflussen (109).

In weiterfithrenden ELISA-Studien konnten wir durch spezifische Stimulation des a1-ADR mit
Agonisten und Antagonisten feststellen, dass die Aktivierung des ol-ADR mittels
Phenylephrine, einem al-ADR-Agonist, zu einer erhohten Ausschiittung von IL-10 fiihrte,
wihrend die IL-6-Produktion unbeeinflusst blieb. Eine Ligation des Rezeptors mit dem
a1-ADR-Antagonisten Doxazosin hatte ebenfalls keinen Einfluss auf die Sekretion von IL-6

und IL-10. Diese Ergebnisse stehen im Gegensatz zu Beobachtungen an murinen BZ, bei denen
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eine Stimulation des al-ADR mit einer signifikanten Reduktion der IL-10-Produktion
einherging (14). In einer Studie mit humanen Leukozyten konnte nach Stimulation mit LPS und
Phen eine signifikante Erhohung der IL-10-Sekretion nachgewiesen werden, was unsere
Befunde in einem humanen System weiter unterstiitzt (189).

In einem weiteren Schritt unserer Untersuchungen wurde eine simultane Stimulation mit Phen
und Doxa durchgefiihrt. Doxa fungiert als kompetitiver Antagonist und kann einen Teil der
Rezeptoren blockieren. Da Phen in hoheren Konzentrationen verabreicht wurde, war es in der
Lage Doxa, welches eine hohere Rezeptoraffinitit als Phen aufweist, teilweise vom Rezeptor
zu verdringen, wodurch die IL-10-induzierte Wirkung zunichst erhalten blieb. Bei einer
weiteren Steigerung der Phen-Konzentration konnte jedoch kein signifikanter Effekt mehr auf
die IL-10-Produktion festgestellt werden. Eine mogliche Erklarung hierfiir konnte auf eine
Desensibilisierung des a1-ADR zuriickzufiihren sein. Als Gg-gekoppelter Rezeptor kann der
al A-ADR bei starker Aktivierung durch PKC-vermittelte Phosphorylierung verdndert werden,
was zu einer erhohten Affinitdt fiir p-Arrestin und in der Folge zu einer
Rezeptorinternalisierung fiihrt (174,190,191).

Zusammengefasst deuten die Ergebnisse darauf hin, dass extrazellulare Katecholamine durch
Stimulation des alA-ADR in humanen BZ eine antiinflammatorische Wirkung vermitteln
konnten. Diese Effekte konnten durch Stimulation der Zellen durch vermehrte

Rezeptorexpression auf der Zelloberflache verstarkt werden.

Der a2 A-Rezeptorsubtyp konnte in unseren humanen Studien auf den untersuchten BZ nicht
nachgewiesen werden. Der a2B-ADR hingegen konnte auf der Plasmamembran dargestellt
werden. Nach CpG-Stimulation zeigte sich ein signifikanter Anstieg der Rezeptorexpression.
Dies steht im Konsens mit den Ergebnissen an murinen B-Zellen, auch hier konnte der
02B-ADR und eine signifikante Steigerung der Expression nach Stimulation nachgewiesen
werden (14).

Die Antagonisierung der a2-ADRs mittels RS-79948 zeigte eine signifikante Verminderung
der IL-6-Konzentration. a2-ADRs sind Gi-Protein-gekoppelt, senken die intrazelluldre
cAMP-Konzentration und gehen mit einer Aktivierung proinflammatorischer Signalwege
einher. Eine Antagonisierung der Rezeptoren mit RS fithrt demnach zu einer erhohten
cAMP-Konzentration und einer Foérderung antiinflammatorischer Prozesses, in diesem Fall zu
einer Senkung der IL-6-Konzentration (62,114). Diese Beobachtungen konnten ebenfalls an
murinen BZ, auch im Rahmen von Arthritismodellen, festgestellt werden (132).

Eine agonistische Modulation des a2-ADR mit Dexmedetomidine zeigte hingegen keinen

signifikanten Einfluss auf die IL-6-Produktion. Dies konnte dadurch begriindet werden, dass
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GPCRs ligandenabhéngig unterschiedliche intrazellulire Signalkaskaden initiieren konnen
(192). So konnte es sein, dass Dex keinen Einfluss auf die Transkriptionsfaktoren von IL-6
ausiibt. In anderen Studien wurde die Vermutung aufgestellt, dass Dex iiber andere Signalwege
in verschieden Zellpopulationen die IL-6-Produktion inhibiert. Daran scheinen die
CpG-induzierten Signalwege beteiligt zu sein. Uber den TLR-9 wird MyD88 aktiviert und
Signalkaskaden iiber den NF-xB oder die in BZ dominierenden Interferon-regulatorischen
Faktoren (IFR), vor allem IFRS5 und IRF7, initiiert. Die IL-6-Produktion in BZ wird
insbesondere iiber die IFR-Signalkaskade moduliert. Dexa hat insgesamt wenig Effekt auf die
durch IRF-bedingte Produktion von IL-6. In anderen Zellen ist insbesondere die
NF-kB-Inhibition flir die verminderte IL-6-Produktion relevant. (193—-196).

Eine Stimulation der BZ mittels RS zeigte einen signifikanten Anstieg der IL-10-Produktion,
was im Konsens mit den Ergebnissen an murinen B-Zell-Studien steht (14). Dies konnte
begriindet werden durch die erhohte cAMP-Konzentration und der einhergehenden
CREB-Signalkaskade, welche eine Steigerung der IL-10-Konzentration bedingt (110,114,197).
Untersuchungen an murinen B-Zellen zeigten bei der Inkubation mit Dex einen signifikanten
Abfall der IL-10-Produktion (14). In unseren Untersuchungen hingegen kam es durch eine
Stimulation mit 100 nM Dex zu einer Steigerung der IL-10-Konzentration. Dies konnte darauf
hindeuten, dass intrazelluldr verschiedene Signalkaskaden aktiviert werden konnten, welche
beispielsweise liber p38, MAPK oder ERK1/2 die IL-10-Stimualtion anregen konnten (16,174).
Der Einsatz von 1 uM Dex hingegen zeigte keinen weiteren Einfluss auf die IL-10-Produktion,
dies konnte wie oben bereits beschrieben mit der Desensibilisierung und Internalisierung der
Rezeptoren einhergehen (191). Des Weiteren konnte eine hohe eingesetzte Dex-Konzentration
zu weiteren unspezifischen Effekten {iber weitere Rezeptoren fiihren und somit die
IL-10-Steigerung vermindern (198).

Zusammengefasst konnten diese Ergebnisse darauf hindeuten, dass iiber die Modulation der
a2-ADRs antiinflammatorische Signalkaskaden, am ehesten {iber die Gi-Protein-gekoppelten

Signaltransduktionsmechanismen, in humanen BZ vermittelt werden kdnnten.

Zuletzt wurde eine genaue Untersuchung an den p-ADR-Subtypen durchgefiihrt. Im
intrazelluldren Kompartiment konnte die Expression des f1-ADR nachweisen werden. Eine
CpG-Stimulation zeigte keine Modulation der Rezeptorexpression. Konkrete Studien zur
Expression dieses Subtyps sind sowohl zu humanen oder murinen B-Zellen in der Literatur
nicht vorliegend. In Untersuchungen an humanen Lymphozyten war der Nachweis aller drei

S-ADR-Subtypen sowohl auf mRNA-, als auch Proteinebene mdglich (199).
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Die adrenergen Rezeptorsubtypen A2 und A3 konnten in den durchflusszytometrischen
Untersuchungen sowohl auf der Plasmamembran als auch im intrazelluldaren Kompartiment
nachgewiesen werden. Es stellte sich ein CpG-bedingter Anstieg der f3-ADR-Expression auf
der Plasmamembran dar. Auch zur spezifischen Expression des f3-ADR-Subtyps auf humanen
oder murinen B-Zellen existieren bisher keine Daten. In der Literatur wird die Expression des
S2-ADR sowohl auf murinen als auf humanen BZ vorbeschrieben (14,164,200-203). Dieser
stellt den dominierender Subtyp auf den meisten Immunzellen dar (93).

Bei Isoproterenol handelt es sich um einen f-4DR-Liganden mit einer geringen Affinitdt und
Selektivitit fiir einen bestimmten Rezeptorsubtyp (204). Eine Stimulation der BZ mit Iso zeigte
eine konzentrationsabhingige, signifikante Steigerung der IL-10-Produktion. Dies steht im
Einklang mit den Ergebnissen von Untersuchungen an murinen B-Zellen (14). Dies deutet
darauf hin, dass eine A-ADR-vermittelte BZ-Stimulation antiinflammatorische Prozesse
initiieren konnten. Dies konnte durch die Gs-Kopplung, die Adenylatcyclase, sowie die
cAMP-und PKA-vermittelten Signalwege initiiert werden, welche CREB und
Transkriptionsfaktoren fiir die IL-10-Produktion rekrutieren (110,114).

Nadolol ist ein unspezifischer Ligand, welcher an f-ADRs als Antagonist fungiert (204). Auch
unter der Stimulation mit Nadolol kam es zu einem signifikanten Anstieg der
IL-10-Konzentration. Eine gemeinsame Inkubation mit Iso und Nad hebt die Effekte auf. Dies
steht im Gegensatz zu den Ergebnissen an murinen BZ. Hier kam es nach Stimulation mit
Nadolol zu keiner signifikanten Verdnderung der IL-10-Produktion vergleichen mit der
Kontrollgruppe (14).

Die signifikante Steigerung der IL-10-Produktion nach Stimulation durch Nad und die
gegensitzlichen Befunde an murinen BZ konnten auf einen paradoxen Nad-Effekt hinweisen,
demnach auf eine partielle oder invers agonistische Wirkung. Des Weiteren konnten eine
Disinhibition einer tonischen S-ADR-Aktivitit oder auch alternativ aktivierte Signalwege
mogliche Erklarungen sein (204-207). Es besteht die Mdglichkeit, dass nicht klassischerweise
die cAMP-Achse aktiviert wird. Es konnte beispielsweise sein, dass liber f2-ADR f-Arrestin
oder MAPK aktiviert werden und iiber deren weiterfiihrenden Signalkaskaden IL-10 produziert
wird (207-209). Da Nad als kompetitiver Antagonist an S-ADRs wirkt, konnten in
gemeinsamer Stimulation mit Iso die antagonistischen Eigenschaften dominieren. Iso konnte
demnach nicht mehr effektiv an den Rezeptoren binden und blockiert somit die weitere
IL-10-Produktion. Die gegensitzlichen Ergebnisse zur den murinen Experimenten konnten
moglicherweise durch unterschiedliche Ligandenaffinitit oder verschiedene induzierte

Signalwege in humanen und murinen Zellen begriindet werden (204,207).
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In weitergehenden Untersuchungen erfolgte die Stimulation der BZ mit dem spezifischen
[2-ADR-Anatagonisten ICI-118,551 und dem spezifischen f3-ADR-Antagnoisten L-748,337
(210,211). Die Stimulation jeweils mit diesen Antagonisten zeigten keinen signifikanten
Einfluss auf die IL-10-Produktion. Dies konnte ebenfalls ein Hinweis auf die inverse Wirkung
oder die Induktion anderer Signalkaskaden durch Nadolol sein. ICI und L konnten hier als
klassische Antagonisten ihre Wirkung erfiillen und blockieren iiber die verminderte
cAMP-Produktion die IL-10-Ausschiittung. In murinen Studien zeigte sich durch
ICI-Antagonisierung eine signifikante Reduktion der IL-10-Produktion (14).

Eine gemeinsame Stimulation mit dem unspezifischen f-ADR-Agonisten Iso und dem
p3-ADR-Antagnoisten L zeigt keinen signifikanten Effekt mehr auf die IL-10-Produktion,
wihrend weiterhin ein signifikanter Anstieg der IL-10-Produktion durch die gemeinsame
Stimulation mit Iso und dem pB2-ADR-Anatagonisten ICI gemessen werden konnte. Die
unspezifische Wirkung von Iso an den A-ADRs kann durch die Antagonisierung des
S3-ADR-Subtyps mittels L aufgehoben werden. Dies konnte unter anderem damit begriindet
werden, dass in unseren Untersuchungen mittels Durchflusszytometrie der f3-ADR-Subtyp auf
den humanen CD19+ BZ am stirksten exprimiert wurde und nur in dieser Subgruppe eine
CpG-bedingte vermehrte Expression nachgewiesen werden konnte. In Studien an humanen
Lymphozyten war hingegen der f2-ADR der dominante Subtyp (199). Eine Antagonisierung
des 2-ADR-Subtyps mittels ICI konnte den Effekt von Iso hingegen nicht inhibieren.
Andererseits wire eine weitere Hypothese, dass die initiierten Signaltransduktionsprozesse
iiber den fS3-ADR-Subtyp die maBgeblichen fiir die IL-10-Produktion sind. Dies konnte
erkldren, dass die Isoproterenol-induzierte IL-10-Produktion trotz Inhibierung der f2-ADRs
durch ICI weiterhin signifikant gesteigert wurde und durch die L-bedingte f3-Antagonisierung
keine signifikante IL-10-Produktion mehr gemessen werden konnte. Auch in murinen Studien
konnte ein signifikanter IL-10-Anstieg durch die Stimulation des A3-ADR mit CL
nachgewiesen werden. Jedoch zeigte sich widerspriichlich zu den Ergebnissen in dieser Arbeit
ein signifikanter Abfall der IL-10-Produktion in den murinen Studien durch
p2-Antagonisierung mit ICI (14).

Dass die f3-ADR-Stimulation mafBgeblich fiir die IL-10-Produktion verantwortlich ist, steht
jedoch teilweise im Widerspruch zu den Ergebnissen der weiterfithrenden Untersuchungen, in
welchen die beiden f3-ADR-Agonisten BRL und CL eingesetzt wurden. CL hat verglichen zu
BRL eine hohere Spezifitit fiir den f3-ADR-Subtyp, wihrend BRL weiterhin eine geringe
Affinitét fiir die f1- und f2-ADR-Subtypen aufweist (185,186). Eine Stimulation der BZ nur

mit CL zeigte keinen Einfluss auf die IL-10-Produktion, auch nicht in Kombination mit einer
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Antagonisierung der f2- und f3-ADR-Subtypen durch Kostimulation mit ICI oder L. Die
Stimulationen in verschiedenen Konzentrationen mit BRL zeigten nur in der hdchsten
eingesetzten Konzentration von 1 pM eine signifikante IL-10-Steigerung. Dies konnte durch
die geringere Selektivitdt von BRL vergleichen zu CL und die zusdtzliche Bindung an die
p1- und p2-ADR-Subtypen bedingt sein. Eine simultane Stimulation von BRL und dem
p3-ADR-Antagonisten L zeigte keinen Einfluss auf die IL-10-Produktion. Eine simultane
Stimulation mit BRL und dem f2-ADR-Antagonsiten ICI zeigte hingegen eine signifikante
Steigerung der IL-10-Produktion, obwohl beide Liganden jeweils allein die IL-10-Produktion
nicht beeinflussten. Die genauen intrazelluldren Prozesse, die diese Ergebnisse erkldren sind
unklar und bediirfen weiterfithrenden Untersuchungen, unter anderem die Bestimmung der
aktivierten Kinasen und Transkriptionsfaktoren. Es konnte sein, dass durch die Stimulation die
ADRs sekundidre Signalwege aktivieren, die die IL-10-Produkton initiieren konnten (207).
Die unterschiedlichen Ergebnisse der IL-10-Produktion durch f3-ADR-CL-Stimulation bei den
vorliegenden humanen und murinen Studien in der Literatur, in welchen ein signifikanter
IL-10-Anstieg durch CL-Stimulation beschrieben wurde, konnte durch unterschiedliche
speziesbedinge Ligandenaftinitit und Effektivitit begriindet sein (204,207).

Fiir zukiinftige Studien sollte die spezifische Anwendung von £1- und f2-ADR-Agonisten in
den Fokus geriickt werden, um direkte stimulierende Effekte dieser Liganden auf die
ADRs-Subtypen und deren Einfluss auf die immunmodulatorische Funktion auf humanen BZ
einschitzen zu konnen.

Zusammenfassend deuten die Ergebnisse darauf hin, dass die antiinflammatorische Wirkung
der BZ durch die IL-10-Produktion iiber die f-ADRs moduliert werden konnen. Insgesamt
scheint der (2-ADR-Subtyp, wie bereits in der Literatur zuvor beschrieben der hierfiir
dominante Subtyp zu sein. Des Weiteren konnten auch f1- und f3-vermittelte Signalproesse
immunmodulatorisch Wirken, da alle drei Subtypen auf humanen BZ exprimiert werden.
Insbesondere zeigte sich eine signifikant vermehrte Expression des p3-Subtyps nach
CpG-Stimulation verglichen zur Kontrollgruppe. Hier konnte in zukiinftigen Studien

angekniipft werden.

Neben den antiinflammatorischen Effekten durch die IL-10-Produktion wurde auch die
Modulation der proinflammatorischen Effekte anhand der IL-6-Produktion untersucht. Die
Stimulationen mit Isoproterenol und Nadolol zeigten insgesamt keinen Einfluss auf die
IL-6-Produktion. Auch die spezifische Antagonisierung der $2- und £3-ADR-Subtypen mittels
ICI und L =zeigten keinen Einfluss auf die IL-6-Produktion, lediglich in der hdchsten
eingesetzten L-Konzentration 1 uM (#3-ADR-Antagonist) zeigte sich ein signifikanter Abfall
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der IL-6-Konzentration. Dies konnte bei hoch eingesetzten ADR-Liganden-Konzentrationen
mit einer Desensibilisierung und Internalisierung der Rezeptoren bedingt sein oder durch
weitere Effekte oder anderweitige Rezeptoraktivierungen zu einer verminderten
IL-6-Produktion beitragen (191,198).

Auch fiir die Untersuchungen der IL-6-Produktionen wurden kombinierte
Stimulationskonditionen eingesetzt. Sowohl die Stimulation mit Iso (#3-ADR-Agonist) und ICI
(f2-ADR-Antagonist), als auch von Iso und L (f#3-ADR-Antagonist) zeigten einen
signifikanten IL-6-Anstieg, obwohl die Stimulanzien allein keinen Einfluss auf die
IL-6-Produktion hatten. Isoproterenol konnte {ber die klassische Gs-gekoppelte
S-ADR-Signalkaskade iber cAMP und PKA die antiinflammatorischen Effekte, unter anderem
tiber die Hemmung des Transkriptionsfaktors NF-«xB, die IL-6-Produktion verhindern. Wird
mittels ICI oder L jeweils der S2- oder p3-ADR-Subtyp antagonisiert scheint eine
Rezeptormodulation stattzufinden, die proinflammatorische Pfade, beispielsweise {iiber
[-Arrestin und MAPK aktivieren und durch die Rekrutierung von Transkriptionsfaktoren damit
die IL-6-Produktion stimulieren konnten. Es konnte auch durch die vermehrte
Rezeptormodulation iiber die Phosphorylierung durch die PKA ein Wechsel der Gs-Kopplung
zu einer erhohten Affinitit zu G stattgefunden haben, was erkldren wiirde, dass die
Stimulanzien allein keinen Effekt zeigten (98,151,212-214).

Die Inkubation der Zellen mit BRL oder CL, jeweils f3-ADR-Agonisten mit unterschiedlicher
Affinitat, zeigte keinen Einfluss auf die IL-6-Produktion. Wurden kombinierte Stimulationen
mit dem S3-ADR-Agonisten BRL und dem 2-ADR-Antagonisten ICI sowie mit BRL und dem
S3-ADR-Antagonisten L angewendet, kam es im Vergleich zur alleinigen Stimulation mit BRL,
jedoch nicht im Vergleich zur Kontrollgruppe, zu einem signifikanten Anstieg der
IL-6-Produktion. Dies zeigte sich ebenfalls in der kombinierten Stimulation mit dem
spezifischerem f3-4DR-Agonisten CL und ICI (f2-ADR-Antagonisten) im Vergleich zur
alleinigen Stimulation mit CL, jedoch nicht im Vergleich zur Kontrollgruppe. Diese
Beobachtungen konnten nicht fiir die gemeinsame Stimulation aus CL und L
(#3-ADR-Antagonisten) dargestellt werden.

Insgesamt ldsst sich darstellen, dass durch spezifische fS-ADR-Ligation auch

proinflammatorische Prozesse, wie die IL-6-Produktion induziert werden konnen.

In einem letzten Schritt erfolgte die Stimulation der BZ mit Norepinephrin. Norepinephrin ist
ein endogenes Katecholamin, welches als Agonist an die jeweils bereits beschriebenen
Rezeptoren binden kann, es zeigt jedoch eine unterschiedliche Affinitét fiir die Rezeptoren. Die

IL-10-Produktion konnte konzentrationsabhingig signifikant gesteigert werden. Dies konnte
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bereits in murinen BZ-Studien nachgewiesen werden (14,41). Bei geringer NE-Konzentration
bindet NE vermehrt an a-ADRs aufgrund der geringeren Affinitdt an f-ADRs (91,132,142,154—
156). Mit steigender NE-Konzentration bindet NE vermehrt auch an f-ADRs. Die Steigerung
der IL-10-Produktion kénnte am ehesten auf die Gs-gekoppelten Signalkaskaden durch die
S-ADR-Stimulation zuriickzufiihren sein. Durch die Aktivierung der Adenylatcyclase steigt die
cAMP-Konzentration und damit die Aktivierung der PKA (110,114). Durch die
Phosphorylierung von Transkriptionsfaktoren wird die IL-10-Produktion angeregt. In der
Literatur ist beschrieben, dass NE ecine bis zu 10-fach hohere Affinitdt fiir humane
p1-ADR-Subtypen verglichen zum p2-ADR-Subtyp hat. Diese Untersuchungen fanden
insbesondere in einem kardiovaskuldrem Kontext statt (215). Ob diese Daten auf die Affinitét
der f-ADRs auf BZ {ibertragbar sind, ist unklar und Bedarf weiterer Untersuchungen.

In der hochsten einsetzten Konzentration 100uM, konnte ein Abfall der IL-10-Produkton
nachgewiesen werden. Die konnte einhergehen mit einer Rezeptordesensibilisierung oder einer
Zelltoxizitét bei erhohter Konzentration (132,216).

Auf die IL-6-Produktion zeigte die Stimulation der Zellen mit NE keinen Einfluss. Prinzipiell
wire es denkbar, dass NE iiber seine Bindung an a-ADRs proinflammatorische Signalwege
inititeren kann. In der Literatur wurde beschrieben, dass hohe NE-Konzentrationen
(100 pmol/L) sowohl a- als auch p-ADRs aktivieren, Konzentrationen unter diesem
Schwellenwert stimulieren vornehmlich a-ADRs (132). In unseren Studien konnte jedoch
nachgewiesen werden, dass die f-ADRs auf den BZ dominanter sind. Gleichzeitig konnte iiber
die p-ADR-vermittelte cAMP-Produktion die Transkription von proinflammatorischen
Zytokinen, wie IL-6, iliber NF-xB gehemmt werden, was erkldren konnte, wieso
konzentrationsunabhéngig kein Effekt auf die IL-6-Produktion dargestellt werden konnte
(151,212,214,217).

Insgesamt passen diese Ergebnisse zu der in der Literatur beschriebenen, entziindungshemmen

Wirkung von NE, welche insbesondere iiber f-ADRs vermittelt wird (16,41,217).

In einem letzten Schritt sollte auch die TNF-a-Produktion unter denselben
Stimulationsbedingungen  untersucht  werden.  Eine  messbare = Messung  von
TNF-a-Konzentrationen war jedoch nicht mdglich. Dies kdnnte durch die Inkubationszeit von
48 Stunden bedingt sein. In der Literatur wurde beschrieben, dass die maximale Konzentration
an TNF-a in den Uberstinden nach Kultivierung der BZ zwischen 6 und 24 Stunden
nachgewiesen werden konnten. Eine Stimulation dariiber hinaus erbrachte, dass die
Konzentration in den Uberstinden wieder abfiel, was fiir einen friihzeitigen Abbau von TNF-a

spricht (218). Um dies weiter nachvollziehen zu konnen sind weitere Untersuchungen mit
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verkiirzten Stimulationsdauern notwendig. Generell konnte in der Literatur bereits dargestellt
werden, dass BZ in der Lage sind TNF-a zu exprimieren (16). Uber die Beeinflussung der

Expression durch adrenerge Modulation ist zum aktuellen Zeitpunkt keine Aussage moglich.

4.2 Proteine des Katecholaminmetabolismus in B-Zellen

Ein weiteres Ziel der Studie war die Untersuchung der Expression essenzieller Proteine der
Katecholamin-Synthese und des -Metabolismus in humanen BZ sowie die Bewertung des
Effekts einer TLR-9-Aktivierung. Der Fokus lag auf der TH, den Transportern fiir
Norepinephrin  und  Dopamin  sowie den  katecholaminabbauenden  Enzymen
Monoaminooxidase MAO-A und MAO-B.

In unseren Studien konnte mittels Western-Blot an BZ eines Probanden NET sowohl in naiven
als auch CpG-stimulierten BZ nachgewiesen werden. DAT und TH waren nicht detektierbar.
MAO-A wurde ausschlielich in naiven BZ, nicht jedoch CpG-stimulierten BZ detektiert,
wohingegen MAO-B in naiven und CpG-stimulierten BZ nachgewiesen werden konnte.
Wihrend in der Literatur die Katecholaminsynthese, einschlieBlich der TH-Expression in
humanen PBMCs und murinen TZ und BZ beschrieben ist, fehlen spezifische Daten zu
humanen BZ (14,94,104,107,123,136-140). Generell ergibt sich jedoch die Hypothese, dass
Immunzellen auto- und parakrin die Immunantwort katecholaminabhéngig modulieren konnten
(107,124). In murinen Lymphozyten aus der Milz wurde durch TLR-9-Stimulation mittels CpG
ein signifikanter Anstieg der TH-Expression festgestellt (14,137).

In unserer Studie war TH nicht nachweisbar. Aufgrund der Stichprobengréfle von n=1 sind
jedoch keine belastbaren Interpretationen beziiglich der TH-Expression in humanen BZ
gesunder Probenden moglich. Es bedarf einer grof3eren Stichprobe.

Die unterschiedlichen Ergebnisse auf murinen und humanen BZ koénnten auf differente
epigenetischer und transkriptionelle Mechanismen zuriickzufiihren sein (219).

In unserer Studie wurden lediglich B-Zellen gesunder Probanden angewendet. Unter
pathologischen Bedingungen oder spezifischer Stimulation konnte eine TH-Expression
denkbar sein und sollte ndher untersucht werden. Beispielweise konnte bei RA-Patienten in
Immunfluoreszenz-Analysen gezeigt werden, dass CD-19+ BZ sich in lokal entziindetem
Gewebe positiv fiir TH farbten, wihrend dies in Blutproben nicht nachgewiesen werden konnte
(142). In murinen Studien zeigte sich im Verlauf der CIA eine zunehmende TH-Expression, die
mit einer erhdhten IL-10-Produktion einherging. Insbesondere eine TLR-Stimulation
beeinflusste die TH-Expression in BZ signifikant, was die Differenzierung zu Brec begiinstigen

konnte (14,168).
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In murinen B-Zellen und humanen PBMCs konnte der NET bereits nachgewiesen werden
(14,107). Auch in unserer Studie konnte NET bei einem Probenden in naiven und
CpG-stimulierten BZ detektiert werden. Quantitative Aussagen iiber Expression zwischen den
naiven und CpG-stimulierten BZ sind bei n=1 nicht moglich, bilden jedoch eine Grundlage fiir
weitere Untersuchungen. Die Ergebnisse konnten darauf hindeuteten, dass humane B-Zellen in
der Lage sind, Katecholamine intrazelluldr aufzunehmen und deren Wirkung an adrenergen
Rezeptoren zu modulieren. Von Interesse wire ebenfalls, ob sich die Expression dieser
Transporter wéhrend entziindlichen Prozesses oder chronischer Entziindungen, wie RA,
verdndert. Bislang liegen hierzu keine Untersuchungen vor. Eine verminderte Wiederautnahme
konnte zu einer erhohten NE-Konzentration fithren, die durch die hohere Bindungsaffinitit an
a-ADRs im Vergleich zu f-ADRs zu einer verstirkten f-ADR-Aktivitdt und einer erhdhte
intrazelluldren cAMP-Konzentration fithren konnte. Dies konnte antientziindliche Prozesse,
wie eine gesteigerte [L-10-Produktion fordern und wire potenziell fiir therapeutische Ansétze
von Interesse.

Neben den Transportern konnten in humanen PBMCs auch die katabolen MAOs nachgewiesen
werden (103,106,143). Untersuchungen an Lymphozyten zeigten eine vermehrte Expression
der Isoform MAO-B (104,144,186,187). In unserer Studie konnte MAO-A und MAO-B
nachgewiesen werden. In vorausgegangenen Studien am CIA-Maus-Modell konnte eine
Hochregulation der MAO-B dargestellt werden. Um die Bedeutung der Expression zu
untersuchen, wurden Modulationen der Monoaminooxidase B vorgenommen, dies flihrte im
Kontext der rheumatischen Erkrankung zu einer Verbesserung des klinischen Geschehens und
einer verminderten Entziindungsinfiltration im Maus-Modell (220,221).

Auch bei Patienten mit RA wiren weitere Untersuchungen zur Expression von MAO auf BZ
von Interesse. Auch weitere Zelltypen wie Fibroblasten oder Makrophagen konnten fiir die
Produktion von MAO insbesondere in entziindetem Gewebe relevant sein. Ein verminderter
Norepinephrinabbau konnte, wie oben beschrieben, antiinflammatorische Effekte verstarkten.
In den vorliegenden Untersuchungen wurde der Western-Blot lediglich an einer einzelnen
humanen Probe durchgefiihrt. Dies stelle eine wesentliche Limitation dar, da aussagekraftige
quantitative oder statistische Auswertungen nicht moglich sind. Fiir generalisierbare und
reproduzierbare Aussagen zur Expression der Zielproteine sind insgesamt weitere Studien mit
einer groBeren Probandenzahl erforderlich.

Es gibt Hinweise darauf, dass die Immunmodulation nicht ausschlieBlich iiber die klassischen
GPCR-vermittelten  Signalwege erfolgt. Um  fundierte = Aussagen iiber die

immunmodulatorische Funktion humaner BZ treffen zu konnen, sollten daher auch alternative
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Signaltransduktionswege beriicksichtigt werden, insbesondere die Aktivierung der Kinasen
p-Arresting MAPK, wie p38 und ERK sowie der damit verkniipften Transkriptionsfaktoren wie
CREB und NF-kB (16,132,151,174).

In murinen Studien wurde gezeigt, dass es in der Spétphase des chronischen Stadiums der
Arthritis zu einer zunehmenden Verschiebung der f2-ADR-Signaltransduktion kommt. Dabei
verschiebt sich die Signalweiterleitung von der klassischen cAMP-PKA-Achse hin zu einer
[S-Arrestin-vermittelten Signalkaskade, welche mit der Aktivierung von MAPK-Kaskaden, wie
ERK, p38 assoziiert ist. Diese Verschiebung bewirkt {iber PKA-abhédngige Mechanismen die
Modulation der Rekrutierung und Funktion von f-Arrestin. Aktivierte MAPKSs phosphorylieren
nachgeschaltete Transkriptionsfaktoren, die die Expression immunrelevanter Gene modulieren.
Insgesamt zeigte sich in diesen Untersuchungen eine Assoziation zwischen der Aktivierung
dieser Signalwege und einer erhohten IL-10-Produktion. In der Frithphase der Arthritis
hingegen wurde eine Reduktion dieser sekunddren Botenstoffe beobachtet
(41,151,153,174,222).

Wihrend der CIA konnte eine Zunahme der f2-ADR-exprimierenden BZ festgestellt werden,
ohne dass sich die Rezeptordichte verdnderte. Diese Befunde deuten darauf hin, dass
IL-10-fordernde Signalwege im Stadium etablierter Arthritis verstérkt tiber f2-ADR-abhéngige
Mechanismen vermittelt werden. Die dynamische Verdnderung der f2-ADR-Expression und
der Signaliibertragung wéhrend der persistierenden Entziindung konnte somit einen
wesentlichen Beitrag zur Verschiebung von pro- hin zu antiinflammatorischen sympathischen
Effekten in der spdten Arthritis leisten.

[-Arrestin vermittelt dabei sowohl die Desensibilisierung des Rezeptors als auch dessen
Endozytose und trigt somit zur Beendigung des klassischen GPCR-Signaliibertragung bei
(41,151,153,174).

5 Zusammenfassung und Ausblick

Zusammenfassend ldsst sich annehmen, dass BZ unter adrenergem Einfluss
immunmodulatorische Funktionen ausiiben und aktiv am Katecholaminmetabolismus beteiligt
sind. Autokrine und parakrine Effekte von Katecholaminen auf BZ selbst, sowie auf andere
Immunzellen erscheinen, wie bereits in der Literatur fiir murine Zellen beschrieben, moglich
(174).

Grundlage fiir diese Funktionalitdt ist die Expression von ADRs. In unseren Untersuchungen
konnten die Rezeptorsubtypen alA, a2B, f1, f2 und 3 nachgewiesen werden. Zudem ergaben

sich Hinweise darauf, dass unter entziindlichen Bedingungen, in dieser Studie durch
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TLR9-Stimulation simuliert, eine Modulation der Rezeptorexpression stattfindet. Die
TLR9-Stimulation mittels CpG fiihrte zu einem signifikanten Anstieg der alA-, a2B- und der
S3-ADRs.

Die Stimulation des alA-Rezeptors vermittelte eine signifikante Steigerung der
IL-10-Produktion. Auch eine Modulation des a2B-Rezeptors zeigte antiinflammatorische
Effekte. Insbesondere die Antagonisierung fiihrte zu einer signifikanten Erhohung der
IL-10-Produktion sowie zu einer Reduktion der IL-6-Expression.

Insgesamt konnte gezeigt werden, dass die Agonisierung der f-ADRs antiinflammatorische
Prozesse durch eine verstdrkte IL-10-Produktion induziert. Wie bereits in der Literatur
beschrieben, scheint der f2-ADR-Subtyp eine dominante Rolle einzunehmen.

Zukiinftige Studien sollten die zugrunde liegenden Signalkaskaden differenziert untersuchen,
um die Subtypspezifitit der immunmodulatorischen Prozesse besser zu verstehen. Dies
erscheint besonders relevant, da nach spezifischer f-ADR-Ligation in unserer Studie auch
proinflammatorisches IL-6 detektiert wurde. Auch in murinen Modellen konnte gezeigt
werden, dass Zellen, die zur IL-10-Produktion angeregt werden, gleichzeitig
proinflammatorische Zytokine wie IL-6 und TNF-« freisetzen (16,17,19).

Es gibt Hinweise darauf, dass die Imnmunmodulation nicht ausschlieBlich iiber die klassischen
GPCR-vermittelten  Signalwege erfolgt. Um  fundierte = Aussagen iiber die
immunmodulatorische Funktion humaner BZ treffen zu konnen, sollten daher auch alternative
Signaltransduktionswege beriicksichtigt werden, insbesondere die Aktivierung der Kinasen
S-Arrestin, p38, ERK und MAPK sowie der damit verkniipften Transkriptionsfaktoren wie
CREB und NF-xB (16,132,151,174).

Die vorliegenden Daten deuten insgesamt darauf hin, dass die katecholaminerge Modulation
der IL-10-Produktion menschlicher B-Zellen eine vielversprechende therapeutische Strategie
zur gezielten Steuerung der Immunantwort darstellen konnte (18). Ein potentieller Ansatz wire,
die bei Patientin mit RA beobachtete verminderte IL-10-Konzentration im Serum therapeutisch
anzuheben (223,224).

Dariiber hinaus erscheint es bedeutsam, zusitzliche Interleukine sowie die zeitabhidngigen
Muster der Rezeptorexpression zu untersuchen, um den dynamischen Verlauf immunologischer
Prozesse besser erfassen zu konnen. Dies ist insbesondere relevant im Hinblick auf die
Unterscheidung zwischen akuten und chronischen Entziindungsstadien.

In unserer Studie konnte in einem Probandenansatz der NET sowie die MAO-A und MAO-B
in den BZ nachgewiesen werden. Diese Ergebnisse liefern erste Hinweise auf potenzielle auto-

und parakrine Wirkmechanismen katecholaminproduzierender BZ. Um diese Befunde zu
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validieren und ihre funktionelle Bedeutung zu bewerten, sind jedoch weiterfiihrende
Untersuchungen an groferen Stichproben erforderlich, insbesondere im Hinblick auf die
Fahigkeit der Zellen, endogene Katecholamine zu synthetisieren. Die Proteinexpression sollte
dabei nicht nur iber WB analysiert, sondern idealerweise erginzende Methoden bestétigt
werden. Hierzu bieten sich Durchflusszytometrie, Immunfluoreszenz, mRNA-Analysen mittels
gPCR-Methode (quantitative Polymerase-Kettenreaktion) oder RNA-Sequenzierung an.
Zusitzlich konnte die Bestimmung der NE-Konzentration nach BZ-Stimulation mittel ELISA
weitere Hinweise auf eine funktionelle Katecholaminproduktion in diesen Zellen liefern.

Die in unseren Untersuchungen beobachteten Unterschiede zwischen murinen und humanen
BZ konnten auf abweichende epigenetische oder transkriptionelle Regulationsmechanismen
zuriickzufiihren sein (219). Anders als bei Méusen konnte in humanen BZ bislang keine klar
definierte Subpopulation identifiziert werden, die konsistent IL-10 produziert. Dies erschwert
die Ubertragbarkeit muriner Ergebnisse auf die potenzielle Funktion von Brecs beim Menschen
(19).

In der vorliegenden Studie wurden BZ gesunder Probenden verwendet und es wurde eine akute
immunologische Reaktion durch gezielte TLR9-Stimulation hervorgerufen. Im Hinblick auf
potenzielle therapeutische Ansédtze erscheint es jedoch notwendig, zukiinftige
Forschungsarbeiten gezielt an pathogenen Zelllinien aus chronisch erkrankten RA-Patienten
auszurichten.

AbschlieBend ist zu betonen, dass die vorliegenden Ergebnisse aus in vitro -Studien stammen.
Das Immunsystem stellt jedoch ein hochkomplexes, vielschichtiges Netzwerk dar, dessen
Prozesse im Gesamtorganismus wechselseitig beeinflusst werden. Um ein umfassenderes
Verstiandnis der immunmodulatorischen Mechanismen zu erlangen, sind daher weiterfithrende

in vivo-Untersuchungen notwendig.
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Anhang

7 Anhang
n MRang Mdn.
Kontrolle 158 110,25  -0,17
Phen 1pM 32 113,88  -2,12
Phen 10pM 32 115,28  -1,36
n MRang Mdn.
Kontrolle 158 107,15  -0,17
Phen 1pM +
Doxa 100nM 27 113,67  -0,48
Phen 10pM +
Doxa 100nM 28 99,71 -3,65
n MRang Mdn.
Phen 1pM 32 29,69 -2,12
Phen 1M +
Doxa 100nM 27 30,37 -0,48

IQA

14,23  Kontrolle

36,78  Doxa 10nM

31,27 Doxa 100nM

IQA

14,23  Doxa 100nM
Phen 1pM +

44,05 Doxa 100nM
Phen 10puM +

SR Doxa 100nM

IQA

36,78 Phen 10pM
Phen 10uM +

44,05 Doxa 100nM

n
158
28
28

28
27

MRang Mdn. IQA
109,45 -0,17 14,23
98,54 -4,40 46,30
105,46 -3,51 45,12

MRang Mdn. IQA
41,89 -3,51 45,12
44,56  -0,48 44,05
39,64 -3,65 46,46

MRang Mdn. IQA
31,94 -1,36 31,27
28,86 -3,65 46,46

Tabelle 19: Deskriptive Statistik der relativ zur Kontrolle angegebenen IL-6-Konzentrationen

Doxa= Doxazosin;

IL= Interleukin;

n= Stichprobengrofle; Phen= Phenylephrine

n MRang Mdn.
Kontrolle 159 90,11 0,05
Phen 1pM 32 147,31 17,68
Phen 10pM 32 185,44 36,12
n MRang Mdn.
Kontrolle 159 99,57 0,05
Phen 1pM +
Doxa 100nM 28 136,82 13,92
Phen 10pM +
Doxa 100nM 27 123,82 8,44
n MRang Mdn.
Phen 1pM 32 31,66 17,68
Phen 1pM +
Doxa 100nM 28 29,18 13,92

IQA

13,29 Kontrolle

38,07  Doxa 10nM

30,25 Doxa 100nM

IQA

13,29 Doxa 100nM
Phen 1pM +

43,18 Doxa 100nM
Phen 10puM +

w2 Doxa 100nM

IQA

38,07 Phen 10pM
Phen 10puM +

43,18 Doxa 100nM

IQA= Interquartilsabstand; Mdn.= Median;

159
28
28
28

28

Tabelle 20: Deskriptive Statistik der relativ zur Kontrolle angegebenen IL-10-Konzentrationen

Doxa= Doxazosin;

IL= Interleukin;

n= Stichprobengrofle; Phen= Phenylephrine

Im KW-Test und MWU-Test

miteinander vergli
Kontrolle

Phen 1 pM

Phen 10 pM
Kontrolle

Doxa 10 nM

Doxa 100 nM
Kontrolle

chenen Gruppen

IQA= Interquartilsabstand; Mdn.= Median;

Ergebnisse fiir die Vergleiche
der IL-6-Konzentrationen

H(2)=0,21; p= 0,900

H(2)=0,77; p= 0,679

MRgang= Mittlerer Rang;
MRang Mdn. IQA
101,22 0,05 13,29
125,88 6,26 20,95
128,63 4,88 22,14
MRang Mdn. IQA
38,14 4,88 22,14
46,14 13,92 43,18
41,70 8,44 40,28
MRang Mdn. IQA
37,88 36,12 30,25
20,67 8,44 40,28
MRgang= Mittlerer Rang;

Ergebnisse fiir die Vergleiche
der IL-10-Konzentrationen

H (2)= 69,34; p< 0,001

H(2)=7,28; p= 0,026

Phen 1 pM + Doxa 100 nM
Phen 10 pM + Doxa 100 nM
Phen 1 pM

Phen 1 pM + Doxa 100 nM
Phen 10 pM

Phen 10 uM + Doxa 100 nM
Doxa 100 nM

Phen 1 pM + Doxa 100 nM
Phen 10 pM + Doxa 100 nM

H(2)=0,71; p= 0,702

U=422,00; z= - 0,15; p= 0,886

U=402,00; z= 0,68; p= 0,503

H(2)= 0,57; p= 0,751

H(2)= 10,75; p= 0,005

U=411,00; z= 0,55; p= 0,591

U= 180,00; z= 3,83; p< 0,001;
= 0,50 [0,28; 0,67]

H(2)=1,55; p=0,461

Tabelle 21: Durchgefiihrte KW-Tests und MWU-Tests und deren Ergebnisse

Doxa= Doxazosin;

IL= Interleukin;

KW-Test= Kruskal-Wallis-Test;

MWU-Test= Mann-Whitney-U-Test;

p= p-Wert; Phen= Phenylepinephrin; 7= Pearson-Korrelationskoeffizient; z= z-Statistik

94



Anhang

Gruppe 1
Kontrolle
Kontrolle
Phen 1uM

Kontrolle
Kontrolle
Doxa 10nM

Kontrolle
Kontrolle
Phen 1uM + Doxa 100nM

Gruppe 2
Phen 1uM
Phen 10uM
Phen 10pM

Doxa 10nM
Doxa 100nM
Doxa 100nM

Phen 1pM + Doxa 100nM
Phen 10uM + Doxa 100nM
Phen 10uM + Doxa 100nM

z-Score  p-Wert
-4,58 <0,001
-7,63 <0,001
-2,36 0,054
-1,93 0,159
2,15 0,095
-0,17 >0,999
-2,94 0,010
-1,88 0,181
0,78 >0,999

r
-0,33
-0,55

0,22

95% KI (r)
-0,45; -0,20
-0,64; -0,45

-0,35; -0,07

Tabelle 22: Paarweiser Vergleich der im signifikanten Kruskal-Wallis-Test fiir die IL-10-Konzentrationen
eingesetzten Gruppen

Der p-Wert stellt den Bonferroni-korrigierten p-Wert fiir den paarweisen Vergleich dar.
Doxa= Doxazosin; IL= Interleukin; KI= Konfidenzintervall;

r= Pearson-Korrelationskoeffizient

Phen= Phenylephrine;

n MRang =~ Mdn. IQA n MRang Mdn. IQA
Kontrolle 158 106,34  -0,17 14,23 Kontrolle 158 117,71 -0,17 14,23
Dex 100nM 29 113,83  -0,26 32,76 RS10nM 29 103,36 -5,83 36,40
Dex 1pM 29 114,93  -1,61 47,23 RS 100nM 31 73,34 -14,35 17,94

Tabelle 23: Deskriptive Statistik der relativ zur Kontrolle angegebenen IL-6-Konzentrationen
Dex=Dexmedetomidine; IL= Interleukin; IQA= Interquartilsabstand; Mdn.= Median; Mgran,= Mittlerer Rang;
n= Stichprobengrofie; RS= RS-79948

n MRang Mdn. IQA n MRang Mdn. IQA
Kontrolle 159 101,86 0,05 13,29 Kontrolle 159 95,31 0,05 13,29
Dex 100nM 29 132,45 5,39 28,86 RS10nM 29 153,52 | 17,41 24,27
Dex 1pM 29 124,72 8,62 37,37 RS 100nM 31 144,65 13,77 41,11

Tabelle 24: Deskriptive Statistik der relativ zur Kontrolle angegebenen IL-10-Konzentrationen
Dex=Dexmedetomidine; IL= Interleukin; IQA= Interquartilsabstand, Mdn.= Median; Mgrane= Mittlerer Rang;
n= Stichprobengrofe; RS= RS-79948

Im KW-Test miteinander
verglichenen Gruppen

Kontrolle
Dex 100 nM
Dex 1 uM
Kontrolle
RS 10 nM
RS 100 nM

Tabelle 25: Durchgefiihrte KW-Tests und deren Ergebnisse

Dex= Dexmedetomidine; IL= Interleukin; KW-Test= Kruskal-Wallis-Test; p= p-Wert; RS= RS-79948

Ergebnisse fiir die Vergleiche
der IL-6-Konzentrationen

Ergebnisse fiir die Vergleiche
der IL-10-Konzentrationen

H(2)=0,71; p= 0,703 H(2)=7,92; p=0,019

H(2)= 13,15; p= 0,001 H(2)=31,49; p< 0,001

Gruppel  Gruppe2 z-Score p-Wert r 95% KI (r)
Kontrolle RS 10nM 12,74 0,779 - -

Kontrolle RS 100nM 3,58 0,001 0,26 0,12; 0,39
RS 10nM RS 100nM 1,84 0,196 - -

Tabelle 26: Paarweiser Vergleich der im signifikanten Kruskal-Wallis-Test fiir die IL-6-Konzentrationen
eingesetzten Gruppen

Der p-Wert stellt den Bonferroni-korrigierten p-Wert fiir den paarweisen Vergleich dar.

KI= Konfidenzintervall; IL= Interleukin; = Pearson-Korrelationskoeffizient; RS= RS-79948
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Gruppe 1
Kontrolle
Kontrolle
Dex 100nM

Kontrolle
Kontrolle
RS 10nM

eingesetzten Gruppen
Der p-Wert stellt den Bonferroni-korrigierten p-Wert flir den paarweisen Vergleich dar.
Dex= Dexmedetomidine;

RS=RS-79948

Kontrolle
Iso InM
Iso 10nM
Iso 100nM
Iso 1pM
Iso 10pM

Kontrolle
Iso 10nM +
Nad 1pM
Iso 100nM +
Nad 1pM
Iso 1pM +
Nad 1uM

Iso 10nM
Iso 10nM +
Nad 1pM

Iso 1pM
Iso 1pM +
Nad 1uM

Gruppe 2
Dex 100nM
Dex 1uM
Dex 1uM

RS 10nM

RS 100nM
RS 100nM
Tabelle 27: Paarweiser Vergleich der im signifikanten Kruskal-Wallis-Test fiir die IL-10-Konzentrationen

158
28
31
31
31
31
158

29

30

30

n
31

29

n
31

30

IL= Interleukin;

MRang
147,01
173,91
136,63
149,68
172,98
189,35

MRang
126,51

114,17
115,43

128,87

MRang
31,71

29,21

MRang
32,61

29,33

z-Score
-2,41
-1,80
0,47

-4,55
-3,97
0,54

Mdn.

-0,17
3,51

-4,79
-3,86
15,88
13,38

Mdn.

-0,17
-8,57

-5,31

-0,39

Mdn.

-4,79
-8,57

Mdn.

15,88
-0,39

p-Wert
0,047
0,214
>0,999

<0,001
<0,001
>0,999

IQA
14,23
22,30
21,02
30,61
44,10
35,01
IQA
14,23

41,69
49,06

35,08

IQA
21,02

41,69

IQA
44,10

35,08

r 95% KI (r)

-0,18  -0,31;-0,03
-0,33  -0,45;-0,20
-0,29 | -0,41;-0,14

KI= Konfidenzintervall,

Kontrolle
Nad 100nM
Nad 1pM

Nad 1pM
Iso 10nM +
Nad 1pM
Iso 100nM +
Nad 1pM
Iso 1pM +
Nad 1pM

Iso 100nM
Iso 100nM +
Nad 1pM

n MRang
158 111,43
32 11925
32 104,09

n MRang
32 63,19
29 56,14
30 57,80
30 66,57

n MRang
31 33,19
30 28,73

Mdn.

-0,17
0,77
-3,69

Mdn.

-3,69
-8,57

-5,31

-0,39

Mdn.

-3,86
-5,31

IQA
14,23
37,69
39,65

IQA
39,65

41,69
49,06

35,08

IQA
30,61

49,06

Tabelle 28: Deskriptive Statistik der relativ zur Kontrolle angegebenen IL-6-Konzentrationen

IL= Interleukin;

IQA= Interquartilsabstand;

n= Stichprobengrofle; Nad= Nadolol

Iso= Isoproterenol;

Mdn.= Median,;

Mgang= Mittlerer

= Pearson-Korrelationskoeffizient;

Rang;
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Kontrolle
Iso InM
Iso 10nM
Iso 100nM
Iso 1pM
Iso 10pM

Kontrolle
Iso 10nM +
Nad 1pM
Iso 100nM +
Nad 1pM
Iso 1pM +
Nad 1pM

Iso 10nM
Iso 10nM +
Nad 1pM

Iso 1pM
Iso 1pM +
Nad 1pM

n MRang Mdn. IQA n MRang Mdn. IQA
159 114,06 0,05 13,29  Kontrolle 159 98,22 0,05 13,29
28 187,36 12,52 37,15  Nad 100nM 32 146,39 19,60 45,21
31 182,69 9,74 35770 Nad 1pM 32 146,08 12,68 32,26
31 212,35 25,63 48,55
31 228,85 31,57 51,01
31 186,89 14,97 38.98
n MRang Mdn. IQA n MRang Mdn. IQA
159 123,89 0,05 13,29 Nad 1pM 32 72,06 12,68 32,26
Iso 10nM +

29 124,95  -3,36 31,48 Nad 1uM 29 56,64 -3,36 31,48
Iso 100nM +

30 127,05  -2,66 44,47 Nad 1uM 30 57,95 -2,66 44,47
Iso 1uM +

30 124,73 0,75 46,28 Nad 1uM 30 56,47 0,75 46,28

N Mgramg Mdn. IQA N Mgramg Mdn. IQA
31 35,06 9,74 35,70 1Iso 100nM 31 37,52 25,63 48,55
20 2562 336 3148 Lo lOMME g o007 266 4447

’ ’ ’ Nad 1pM ’ ’ ’

n MRang  Mdn. IQA
31 38,84 31,57 51,01
30 22,90 0,75 46,28

Tabelle 29: Deskriptive Statistik der relativ zur Kontrolle angegebenen IL-10-Konzentrationen
Iso= Isoproterenol;

IL= Interleukin;

IQA= Interquartilsabstand,

n= Stichprobengrdfie; Nad= Nadolol

Im KW-Test und MWU-Test

Mdn.= Median;

MRang= Mittlerer

miteinander verglichenen Gruppen

Kontrolle

Iso 1 nM

Iso 10 nM

Iso 100 nM

Iso 1 pM

Iso 10 pM

Kontrolle

Nad 100 nM

Nad 1 pM

Kontrolle

Iso 10 nM + Nad 1 pM
Iso 100 nM + Nad 1 pM
Iso 1 uM + Nad 1 pM
Iso 10 nM

Iso 10 nM + Nad 1 pM
Iso 100 nM

Iso 100 nM + Nad 1 uM
Iso 1 pM

Iso 1 uM + Nad 1 pM
Nad 1 pM

Iso 10 nM + Nad 1 pM
Iso 100 nM + Nad 1 pM
Iso 1 uM + Nad 1 pM

Ergebnisse fiir die Vergleiche
der IL-6-Konzentrationen

H(5)=9,71; p= 0,084

H(2)= 0,89; p= 0,640

H(3)=1,31; p=0,726

U=412,00; z= 0,56; p= 0,587
U= 397,00; z= 0,98; p= 0,330

U=415,00; z= 0,72; p= 0,478

H(3)= 1,69; p= 0,640

Rang;

Ergebnisse fiir die Vergleiche
der IL-10-Konzentrationen

H(5)= 76,91; p< 0,001

H(2)= 25,27; p< 0,001

H(3)=0,051; p= 0,997

U= 308,00; z= 2,09; p= 0,036;

r= 0,27 [0,02; 0,49]

U=263,00; z= 2,91; p= 0,003

r=0,37[0,13; 0,57]

U=222,00; z= 3,51; p< 0,001,

r= 0,45 [0,22; 0,63]

H(3)=4,36; p= 0,225

Tabelle 30: Durchgefiihrten KW-Tests und MWU-Tests und deren Ergebnisse

IL= Interleukin;

Iso= Isoproterenol;

KW-Test= Kruskal-Wallis-Test;

Nad= Nadolol; p= p-Wert; r= Pearson-Korrelationskoeffizient; z= z-Statistik

>

MWU-Test= Mann-Whitney-U-Test;
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Gruppe 1 Gruppe 2 z-Score  p-Wert r 95% KI (r)
Kontrolle Iso 1nM -3,98 0,001 -0,29  -042;-0,15
Kontrolle Iso 10nM -3,89 0,002 -0,28  -041;-0,15
Kontrolle Iso 100nM -5,57 <0,001 -0,40 -0,52;-0,28
Kontrolle Iso 1uM -6,50 <0,001  -0,47 @ -0,58;-0,35
Kontrolle Iso 10uM -4,13 0,001 -0,30 | -0,42;-0,17
Iso InM Iso 10nM 0,20 >0,999 - -

Iso InM Iso 100nM -1,07 >(0,999 - -
Iso 1InM Iso 1uM -1,77 >0,999 @ - -
Iso InM Iso 10pM 0,02 >0,999 - -
Iso 10nM Iso 100nM -1,3 >(0,999 - -
Iso 10nM Iso 1pM -2,02 0,649 - -
Iso 10nM Iso 10uM -0,18 >0,999 @ - -
Iso 100nM Iso 1pM -0,77 >0,999 - -
Iso 100nM Iso 10uM 1,12 >0,999 @ - -
Iso 1uM Iso 10uM 1,84 0,992 - -
Kontrolle Nad 100nM  -3,85 <0,001 -0,28 -0,41;-0,14
Kontrolle Nad 1uM -3,83 <0,001  -0,28  -0,40;-0,14
Nad 100nM  Nad 1uM 0,02 >0,999 - -

Tabelle 31: Paarweiser Vergleich der im signifikanten Kruskal-Wallis-Test fiir die IL-10-Konzentrationen
eingesetzten Gruppen

Der p-Wert stellt den Bonferroni-korrigierten p-Wert fiir den paarweisen Vergleich dar.

IL= Interleukin; Iso= Isoproterenol; KI= Konfidenzintervall, Nad= Nadolol; 7= Pearson-Korrelationskoeffizient

n MRang Mdn. IQA n MRang Mdn. IQA
Kontrolle 158 109,77 -0,17 14,23 Kontrolle 158 115,94  -0,17 14,23
Iso 10nM + Iso 10nM +
Phen 1M 28 112929 1322 3199 ppoqoum 28 13036 956 5334
Iso 100nM + Iso 100nM +
Phen 1uM 28 15225 1270 4736 ppoojgem 28 14050 951 4157
Iso 1pM + Iso 1pM +
Phen 1uM 28 149,14 13,04 4005 o Coum 28 12504 150 3233
n MRang Mdn. IQA n MRang Mdn. IQA
Phen 1pM 32 51,13 -2,12 36,78 Phen 10pM 32 56,59 -1,36 31,27
Iso 10nM + Iso 10nM +
Phen 1uM 28 5432322 3199 pponjopm 28 5882 956 53,34
Iso 100nM + Iso 100nM +
Phen 1uM 28 | 6511 | 12,70 | 47,36 | o jgum | 28 | 6246 | 951 4157
Iso 1uM + Iso 1uM +
Phen 1uM 28 16450 1304 14005 o ioum 28 5639 15O 3233
n MRang  Mdn. IQA n MRang  Mdn. IQA
Iso 10nM 31 39,90 -4,79 21,02  Iso 100nM 31 37,71 -3,86 3061
Iso 10nM + Iso 100nM +
Phen 1uM 284629 322 3199 b 1aM 28 4411 12,70 4736
Iso 10nM + Iso 100nM +
Phen10pM 28 | 4625 956 5334 p i joum | 28 5086 951 4157
n MRang Mdn. IQA
Iso 1pM 31 43,36 15,88 44,10
Iso 1pM +
Phen 1M 28 39,93 13,04 40,05
Iso 1pM +
Phen 10uM 28 48,79 1,50 32,33

Tabelle 32: Deskriptive Statistik der relativ zur Kontrolle angegebenen IL-6-Konzentrationen
IL= Interleukin; IQA= Interquartilsabstand; Iso= Isoproterenol; Madn.= Median; Mgang= Mittlerer
n= Stichprobengrofle; Phen= Phenylephrine

Rang;
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Kontrolle
Iso 10nM +
Phen 1pM
Iso 100nM +
Phen 1pM
Iso 1pM +
Phen 1pM

Phen 1pM
Iso 10nM +
Phen 1pM
Iso 100nM +
Phen 1pM
Iso 1pM +
Phen 1pM

Iso 10nM
Iso 10nM +
Phen 1pM
Iso 10nM +
Phen 10pM

Iso 1pM
Iso 1pM +
Phen 1pM
Iso 1pM +
Phen 10pM

159
28

28

28

n
32

28
28
28
n
31
28

28

n
31

29

28

MRang
103,77

159,11
157,46

152,96

MRang
59,28

60,75
59,61

54,25

MRang
41,84

46,04

44,36

MRang
52,42

38,68

41,66

Mdn.

0,05
23,49

20,99

13,51

Mdn.

17,68
23,49

20,99

13,51

Mdn.

9,74
23,49

13,83

Mdn.

31,57
13,51

20,20

IQA
13,29

46,89
44,76

40,93

IQA
38,07

46,89
44,76

40,93

IQA
35,7

46,89

48,13

IQA
51,01

40,93

68,50

Kontrolle
Iso 10nM +
Phen 10pM
Iso 100nM +
Phen 10pM
Iso 1pM +
Phen 10pM

Phen 10pM
Iso 10nM +
Phen 10pM
Iso 100nM +
Phen 10pM
Iso 1uM +
Phen 10pM

Iso 100nM
Iso 100nM +
Phen 1pM
Iso 100nM +
Phen 10pM

n MRang
159 107,41
28 152,04
29 157,17
29 146,28

n MRang
32 71,91
28 52,86
29 57,21
29 54,52

n MRang
31 47,45
29 41,79
28 43,97

Mdn.

0,05
13,83

18,44

20,20

Mdn.

36,12
13,83

18,44

20,20

Mdn.

25,63
20,99

18,44

IQA
13,29

48,13
57,98

68,50

IQA
30,25

48,13
57,98

68,50

IQA
48,55

44,76

57,98

Tabelle 33: Deskriptive Statistik der relativ zur Kontrolle angegebenen IL-10-Konzentrationen
Iso= Isoproterenol;

IL= Interleukin;

IQA= Interquartilsabstand,
n= Stichprobengrofle; Phen= Phenylephrine

Mdn.= Median;

Mgang= Mittlerer

Rang;
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Im KW-Test miteinander Ergebnisse fiir die Vergleiche Ergebnisse fiir die Vergleiche
verglichenen Gruppen der IL-6-Konzentrationen der IL-10-Konzentrationen
Kontrolle
Iso 10 nM + Phen 1 pM
Iso 100 nM + Phen 1 pM
Iso 1 pM + Phen 1 pM
Kontrolle
Iso 10 nM + Phen 10 pM
Iso 100 nM + Phen H(3)=3,58; p=0,311 H(3)=22,27; p< 0,001
10 pM
Iso 1 pM + Phen 10 pM
Iso 10 nM
Iso 10 nM + Phen 1 pM H(2)=1,27; p= 0,531 H(2)=0,41; p=0,813
Iso 10 nM + Phen 10 pM
Iso 100 nM
Iso 100 nM + Phen 1 pM
Iso 100 nM + Phen
10 utM
Iso 1 pM
Iso 1 uM + Phen 1 pM H(2)=1,75; p=0,416 H(2)=4,97; p= 0,091
Iso 1 pM + Phen 10 pM
Phen 1 pM
Iso 10 nM + Phen 1 pM
Iso 100 nM + Phen 1 uM
Iso 1 pM + Phen 1 pM
Phen 10 pM
Iso 10 nM + Phen 10 pM
Iso 100 nM + Phen H(3)=0,60; p= 0,895 H3)=6,01; p=0,111
10 utM
Iso 1 uM + Phen 10 pM
Tabelle 34: Durchgefiihrte KW-Tests und deren Ergebnisse
IL= Interleukin; Iso= Isoproterenol; KW-Test= Kruskal-Wallis-Test; p=p-Wert; Phen= Phenylepinephrin;
= Pearson-Korrelationskoeffizient; z= z-Statistik

H(3)= 14,55; p= 0,002 H(3)=31,06; p< 0,001

H(2)=3,99; p= 0,136 H(2)=0,74; p= 0,690

H(3)=3.94; p= 0,268 H(3)=0,62; p= 0,892

Gruppe 1 Gruppe 2 z-Score  p-Wert r 95% KI (r)
Kontrolle Iso 10nM + Phen 1uM -1,36 >0,999 - -
Kontrolle Iso 100nM + Phen 1uM -2,96 0,018 -0,22  -0,35;-0,08
Kontrolle Iso 1uM + Phen 1uM -2,74 0,037 -0,20  -0,33;-0,06
Iso 10nM + Phen 1uM Iso 100nM + Phen 1uM  -1,23 >0,999 - -
Iso 10nM + Phen 1uM Iso 1uM + Phen 1uM -1,06 >0,999 - -

Iso 100nM + Phen 1uM  Iso IuM + Phen 1uM 0,17 >0,999 - -
Tabelle 35: Paarweiser Vergleich der im signifikanten Kruskal-Wallis-Test fiir die IL-6-Konzentrationen
eingesetzten Gruppen
Der p-Wert stellt den Bonferroni-korrigierten p-Wert fiir den paarweisen Vergleich dar.
IL= Interleukin Iso= Isoproterenol; KI= Konfidenzintervall; Phen= Phenylephrine;
r= Pearson-Korrelationskoeffizient
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Gruppe 1
Kontrolle
Kontrolle
Kontrolle
Iso 10nM + Phen 1uM
Iso 10nM + Phen 1uM
Iso 100nM + Phen 1pM

Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

Iso 10nM + Phen 10pM
Iso 10nM + Phen 10uM
Iso 100nM + Phen 10uM

Gruppe 2
Iso 10nM + Phen 1uM
Iso 100nM + Phen 1uM
Iso 1uM + Phen 1pM
Iso 100nM + Phen 1uM
Iso 1uM + Phen 1pM
Iso 1uM + Phen 1pM

Iso 10nM + Phen 10pM
Iso 100nM + Phen 10puM
Iso 1uM + Phen 10uM
Iso 100nM + Phen 10uM
Iso 1uM + Phen 10uM
Iso 1uM + Phen 10uM

z-Score
-3,84
-3,73
-3,42
0,09
0,33
0,24

3,07
3,48
2,72
0,27
0,31
0,59

p-Wert

0,001
0,001
0,004
>0,999
>0,999
>0,999

0,013
0,003
0,040
>0,999
>0,999
>0,999

r
-0,28
-0,27
-0,25

0,23
0,25
-0,20

95% KI (r)
0,41;-0,14
-0,40; -0,14
-0,38; -0,11

-0,36; -0,08
-0,38; -0,12
-0,33; -0,06

Tabelle 36: Paarweiser Vergleich der im signifikanten Kruskal-Wallis-Test fiir die IL-10-Konzentrationen

eingesetzten Gruppen

Der p-Wert stellt den Bonferroni-korrigierten p-Wert flir den paarweisen Vergleich dar.
Iso= Isoproterenol;

IL= Interleukin;

= Pearson-Korrelationskoeffizient

n
Kontrolle 158
Iso 1pM + 29
Doxa 100nM
Iso 1pM + 28
RS 100nM
Iso 1pM +
Doxa 100nM + 25
RS 100nM

n
Doxa 100nM 28
Iso 1pM + 29
Doxa 100nM
Iso 1pM +
Doxa 100nM + 25
RS 100nM

MRang Mdn. IQA
113,60 -0,17 14,23
123,74 6,76 57,71
116,96  -0,22 28,62
164,32 17,37 24,70

MRang Mdn. IQA
36,75 -3,51 45,12
40,45 6,76 57,71
48,04 17,37 24,70

KI= Konfidenzintervall,

Iso 1pM
Iso 1pM +

Doxa 100nM

Iso 1pM +
RS 100nM
Iso 1pM +

Doxa 100nM +

RS 100nM

RS 100nM
Iso 1pM +
RS 100nM
Iso 1pM +

Doxa 100nM +

RS 100nM

25

n
31

28

25

MRang
57,71

54,02

51,20

66,08

MRang
29,42

44,57

56,40

Phen= Phenylephrine;

Tabelle 37: Deskriptive Statistik der relativ zur Kontrolle angegebenen IL-6-Konzentrationen

Doxa= Doxazosin;

IL= Interleukin;

IQA= Interquartilsabstand;

Mrang= Mittlerer Rang; n= Stichprobengrofle; RS= RS-79948

n
Kontrolle 159
Iso 1pM + 29
Doxa 100nM
Iso 1pM + 23
RS 100nM
Iso 1pM +
Doxa 100nM + 28
RS 100nM

n
Doxa 100nM 28
Iso 1pM + 29
Doxa 100nM
Iso 1pM +
Doxa 100nM + 28
RS 100nM

MRang Mdn. IQA
94,19 0,05 13,29
170,64 23,10 32,28
180,48 26,67 35,94
175,43 25,61 22,88

MRang Mdn. IQA
28,29 4,88 22,14
49,34 23,10 32,28
51,14 25,61 22,88

Iso 1pM
Iso 1pM +

Doxa 100nM

Iso 1pM +
RS 100nM
Iso 1pM +

Doxa 100nM +

RS 100nM

RS 100nM
Iso 1pM +
RS 100nM
Iso 1pM +

Doxa 100nM +

RS 100nM

n
31

29

28

28

n
31

28

28

Iso= Isoproterenol;

MRang
64,13

52,95

61,48

55,04

MRang
38,36

49,75

44,50

Mdn. IQA
15,88 44,10
6,76 57,71
-0,22 28,62
17,37 24,70

Mdn. IQA
-14,35 17,94
-0,22 28,62
17,37 24,70

Mdn.= Median;
Mdn. IQA
31,57 51,01
23,10 32,28
26,67 35,94
25,61 22,88
Mdn. IQA
13,77 41,11
26,67 35,94
25,61 22,88

Tabelle 38: Deskriptive Statistik der relativ zur Kontrolle angegebenen IL-10-Konzentrationen

Doxa= Doxazosin;

IL= Interleukin;

IQA= Interquartilsabstand;

Mrang= Mittlerer Rang; n= Stichprobengréfie; RS= RS-79948

Iso= Isoproterenol;

Mdn.= Median;

101



Anhang

Im KW-Test miteinander Ergebnisse fiir die Vergleiche = Ergebnisse fiir die Vergleiche
verglichenen Gruppen der IL-6-Konzentrationen der IL-10-Konzentrationen
Kontrolle
Iso 1 pM +Doxa 100 nM
Iso 1 pM +RS 100 nM
Iso 1 pM +Doxa 100 nM +RS 100 nM
Iso 1 uM
Iso 1 pnM +Doxa 100 nM
Iso 1 pM +RS 100 nM
Iso 1 pM +Doxa 100 nM +RS 100 nM
Doxa 100 nM
Iso 1 puM +Doxa 100 nM H(2)=3,06; p=0,217 H(2)=14,92; p< 0,001
Iso 1 pM +Doxa 100 nM +RS 100 nM
RS 100 nM
Iso 1 pM +RS 100 nM H(2)=17,24; p< 0,001 H(2)=30,10; p= 0,222
Iso 1 pM + Doxa 100 nM + RS 100 nM
Tabelle 39: Durchgefiihrte KW-Tests und deren Ergebnisse
Doxa= Doxazosin;  IL= Interleukin;  Iso= Isoproterenol;  KW-Test= Kruskal-Wallis-Test;  p=p-Wert;
RS=RS-79948;

H(3)= 11,66; p= 0,009 H(3)=73,71; p< 0,001

H(3)= 30,50; p= 0,383 H(3)= 2,18; p=0,537

Gruppe 1 Gruppe 2 z-Score | p-Wert r 95% KI (r)
Kontrolle Iso 1uM +Doxa 100nM -0,72 >0,999 - -
Kontrolle Iso 1uM +RS 100nM -0,27 >(0,999 @ - -
Kontrolle Iso IuM +Doxa 100nM +RS 100nM  -3,39 0,003 -0,25  -0,38;-0,11
Iso 1uM +Doxa 100nM Iso IuM +Doxa 100nM +RS 100nM  -2,14 0,193 - -
Iso 1uM +RS 100nM Iso 1uM +Doxa 100nM +RS 100nM  -2,48 0,079 - -
RS 100nM Iso 1uM +RS 100nM -2,38 0,052 - -
RS 100nM Iso 1uM +Doxa 100nM +RS 100nM | -4,12 <0,001  -0,55 @ -0,71;-0,34

Tabelle 40: Paarweiser Vergleich der im signifikanten Kruskal-Wallis-Test fiir die IL-6-Konzentrationen
eingesetzten Gruppen

Der p-Wert stellt den Bonferroni-korrigierten p-Wert fiir den paarweisen Vergleich dar.

Doxa= Doxazosin; IL= Interleukin; Iso= Isoproterenol; KI= Konfidenzintervall;
= Pearson-Korrelationskoeffizient; RS= RS-79948

Gruppe 1 Gruppe 2 z-Score  p-Wert r 95% KI (r)
Kontrolle Iso 1uM +Doxa 100nM -5,36 <0,001  -0,39 @ -0,51;-0,26
Kontrolle Iso 1uM +RS 100nM -5,97 <0,001 -0,44 -0,55;-0,31
Kontrolle Iso 1uM +Doxa 100nM +RS 100nM  -5,62 <0,001 -0,41 @ -0,52;-0,28
Iso 1uM +Doxa 100nM Iso 1uM +Doxa 100nM +RS 100nM  -0,26 >0,999 - -

Iso 1uM +RS 100nM Iso 1uM +Doxa 100nM +RS 100nM 0,27 >0,999 - -
Doxa 100nM Iso 1uM +Doxa 100nM -3,22 0,004 -0,79  -0,87;-0,67
Doxa 100nM Iso 1uM +Doxa 100nM +RS 100nM | -3,47 0,002 -0,72 | -0,82;-0,56

Tabelle 41: Paarweiser Vergleich der im signifikanten Kruskal-Wallis-Test fiir die IL-10-Konzentrationen
eingesetzten Gruppen.

Der p-Wert stellt den Bonferroni-korrigierten p-Wert flir den paarweisen Vergleich dar.

Doxa= Doxazosin; IL= Interleukin; Iso= Isoproterenol; KI= Konfidenzintervall,
= Pearson-Korrelationskoeffizient; RS= RS-79948
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n MRang Mdn. IQA n MRang Mdn. IQA
Kontrolle 158 152,80 -0,17 14,23  Kontrolle 158 103,07 -0,17 14,23
L 0,1nM 24 132,06  -5,93 14,96 ICI 10nM 22 101,46 -1,57 20,21
L InM 24 133,48 -4,26 14,39 ICI 100nM 22 90,27 -5,03 29,17
L 10nM 23 139,78  -4,84 21,25
L 100nM 24 121,58 -5,53 9,22
L 1pM 24 7729  -15,35 25,70
n MRang Mdn. IQA n MRang Mdn. IQA
Kontrolle 158 95,65 -0,17 14,23  ICI 10nM 22 27,86 -1,57 20,21
Iso 10nM + Iso 10nM +
ICI 10nM 17 138,77 20,34 48,29 ICI 10nM 17 44,94 20,34 48,29
Iso 100nM + Iso 100nM +
ICI 10nM 20 148,70 19,81 38,05 ICI 10nM 20 48,00 19,81 38,05
Iso 1pM + Iso 1pM +
ICI 10nM 20 138,75 12,39 24,85 ICI 10nM 20 | 41,15 12,39 24,85
n MRang Mdn. IQA n MRang Mdn. IQA
Iso 10nM 31 21,42 -4,79 21,02  Iso 100nM 31 22,42 -3,86 30,61
Iso 10nM + Iso 100nM +
ICI 10nM 17 30,12 20,34 48,29 ICI 10nM 20 | 31,55 19,81 38,05
n MRang Mdn. IQA
Iso 1pM 31 25,00 15,88 44,10
Iso 1pM +
ICI 10nM 20 27,55 12,39 24,85
n MRang Mdn. IQA n MRang Mdn. IQA
Kontrolle 158 110,73 -0,17 14,23 L 10nM 23 40,78 -4,84 21,25
Iso 10nM + Iso 10nM +
L 50nM 31 144,00 9,77 34,73 L 50nM 31 59,68 9,77 34,73
Iso 100nM + Iso 100nM +
L 50nM 31 156,81 9,16 41,22 L 50nM 31 66,16 9,16 41,22
Iso 1pM + Iso 1pM +
L 50nM 30 151,80 4,99 21,45 L 50nM 30 61,03 4,99 21,45
n MRang Mdn. IQA n MRang Mdn. IQA
L 100nM 24 38,00 @ -5,53 9,22 Iso 10nM 31 27,61 -4,79 21,02
Iso 10nM + Iso 10nM +
L 50nM 31 60,81 9,77 34,73 L 50nM 31 35,39 9,77 34,73
Iso 100nM +
L 50nM 31 67,68 9,16 41,22
Iso 1pM +
L 50nM 30 | 63,03 4,99 21,45
n MRang ~ Mdn. IQA n MRrang  Mdn. IQA
Iso 100nM 31 27,29  -3,86 3061 Iso 1pnM 31 30,35 15,88 44,10
Iso 100nM + Iso 1pM +
L 50nM 31 35,71 9,16 41,22 L 50nM 30 31,67 4,99 21,45

Tabelle 42: Deskriptive Statistik der relativ zur Kontrolle angegebenen IL-6-Konzentrationen

ICI=ICI-118,551; IL= Interleukin; Iso= Isoproterenol; IQA= Interquartilsabstand; L= L-748,337; Mdn.= Median;
Mrang= Mittlerer Rang; n= Stichprobengrofie
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Kontrolle
L 0,1nM
L InM

L 10nM
L 100nM
L 1pM

Kontrolle
Iso 10nM +
ICI 10nM
Iso 100nM +
ICI 10nM
Iso 1pM +
ICI 10nM

Iso 10nM
Iso 10nM +
ICI 10nM

Iso 1pM
Iso 1pM +
ICI 10nM

Kontrolle
Iso 10nM +
L 50nM

Iso 100nM +
L 50nM

Iso 1pM +

L 50nM

L 100nM
Iso 10nM +
L 50nM

Iso 100nM +
L 50nM

Iso 1pM +

L 50nM

Iso 100nM
Iso 100nM +
L 50nM

159
24
24
24
24
24
159

18
20

20

159
31

31

31

n
24

31
31
31

n
31
31

MRang
125,73
178,50
165,29
176,58
156,04
118,13
MRang
88,93

162,56
157,50

171,90

MRang
23,55

27,50

MRang
28,68

21,85

MRang
116,49

148,82
151,40

130,61

MRang
56,92

61,40
63,15

54,07

MRang
37,68

25,32

Mdn.
0,05
10,09
6,91
9,11
5,40
-2,44
Mdn.
0,05

18,35
16,95

17,28

Mdn.
9,74

18,35

Mdn.
31,57

17,28

Mdn.
0,05

3,47
9,31

2,59

Mdn.
5,40

3,47
9,31

2,59

Mdn.
25,63

9,31

IQA
13,29
17,23
22,97
17,85
18,48
27,25
IQA
13,29

14,45
28,52

13,46

IQA
35,70

14,45

IQA
51,01

13,46

IQA
13,29

29,76
34,94

24,43

IQA
18,48

29,76
34,94

24,43

IQA
48,55

34,94

Kontrolle
ICI 10nM
ICI 100nM

ICI 10nM
Iso 10nM +
ICI 10nM
Iso 100nM +
ICI 10nM
Iso 1pM +
ICI 10nM

Iso 100nM
Iso 100nM +
ICI 10nM

L 10nM

Iso 10nM +
L 50nM

Iso 100nM +
L 50nM

Iso 1pM +

L 50nM

Iso 10nM
Iso 10nM +
L 50nM

Iso 1pM
Iso 1pM +
L 50nM

159
22
22

24
31

n
31

31

MRang
101,58
112,27
94,77

MRang
24,14

45,94
46,25

47,85

MRang
26,81

24,75

MRang
62,29

60,47
61,73

52,26

MRang
34,55

28,45

MRang
40,48

22,52

Mdn.

0,049
5,85
1,26

Mdn.

5,85
18,35

16,95

17,28

Mdn.

25,63
16,95

Mdn.

9,11
3,47

9,31

2,59

Mdn.

9,74
3,47

Mdn.

31,57
2,59

IQA
13,29
18,03
20,34

IQA
18,03

14,45
28,52

13,46

IQA
48,55

28,52

IQA
17,85

29,76
34,94

24,43

IQA
35,70

29,76

IQA
51,01

24,43

Tabelle 43: Deskriptive Statistik der relativ zur Kontrolle angegebenen I1L-10-Konzentrationen

ICI=ICI-118,551; IL= Interleukin; IQA= Interquartilsabstand; Iso= Isoproterenol; L= 1.-748,337; Mdn.= Median;

Mrang= Mittlerer Rang; n= Stichprobengrofie
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Im KW-Test und MWU-Test
miteinander verglichenen Gruppen
Kontrolle
ICI 10 nM
ICI 100 nM
Kontrolle
L 0,1 nM
L1nM
L 10 nM
L 100 nM
L1pM
Kontrolle
Iso 10 nM + ICI 10 nM
Iso 100 nM + ICI 10 nM
Iso 1 pM + ICI 10 nM
ICI 10 nM
Iso 10 nM + ICI 10 nM
Iso 100 nM + ICI 10 nM
Iso 1 pM + ICI 10 nM
Iso 10 nM
Iso 10 nM + ICI 10 nM
Iso 100 nM
Iso 100 nM + ICI 10 nM
Iso 1 pM
Iso 1 pM + ICI 10 nM
Kontrolle
Iso 10 nM + L 50 nM
Iso 100 nM + L 50 nM
Iso 1 pM + L 50 nM
L 10 nM
Iso 10 nM + L 50 nM
Iso 100 nM + L 50 nM
Iso 1 pM + L 50 nM
L 100 nM
Iso 10 nM + L 50 nM
Iso 100 nM + L 50 nM
Iso 1 pM + L 50 nM
Iso 10 nM
Iso 10 nM + L 50 nM
Iso 100 nM
Iso 100 nM + L 50 nM
Iso 1 pM
Iso 1 pM + L 50 nM

Ergebnisse fiir die Vergleiche
der IL-6-Konzentrationen

H(2)=0,93; p= 0,630

H(5)= 20,36; p= 0,001

H(3)= 23,84; p< 0,001

H(3)=9,42; p=0,024
U= 1,00; z= - 2,06; p=0,040;
r=-0,30[-0,54; - 0,01]

U=199,00; z= - 2,14; p= 0,032;
r=-0,30[- 0,53; - 0,03]

U= 179,00; z= - 0,60; p= 0,560

H(3)= 18,40; p< 0,001

H(3)= 8,32; p= 0,040

H(3)= 11,92; p= 0,008

U=360,00; z= - 1,70; p= 0,091
U= 350,00; z= - 1,84; p= 0,067

U= 445,00; z= - 0,29; p= 0,777

Ergebnisse fiir die Vergleiche
der IL-10-Konzentrationen

H(2)= 1,01; p= 0,602

H(5)= 20,44; p= 0,001

H(3)= 61,36; p< 0,001

H(3)= 15,12; p= 0,002

U= 234,00; z= - 0,93; p= 0,360
U= 285,00; z= 0,48; p= 0,639

U=227,00; z= 1,60; p= 0,112

H(3)=9.62; p= 0,022

H3)=1,71; p= 0,635

H(3)=1,37; p=0,714

U= 386,00; z= 1,33; p= 0,187

U= 289,00; z= 2,70; p= 0,007;
= 0,34 [0,10; 0,55]
U= 202,00; z= 3,92; p< 0,001;
= 0,50; [0,28; 0,67]

Tabelle 44: Durchgefithrte KW-Tests und MWU-Tests und deren Ergebnisse
ICI=1CI-118,551; IL=Interleukin; Iso= Isoproterenol; KW-Test= Kruskal-Wallis-Test; L= 1-748,337;
MWU-Test= Mann-Whitney-U-Test; p= p-Wert; r= Pearson-Korrelationskoeffizient; z= z-Statistik
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Gruppe 1

Kontrolle
Kontrolle
Kontrolle
Kontrolle
Kontrolle
L 0,InM
L 0,1nM
L 0,InM
L 0,1nM
L InM

L InM

L InM

L 10nM

L 10nM

L 100nM

Kontrolle
Kontrolle
Kontrolle

Iso 10nM + ICI 10nM
Iso 10nM + ICI 10nM
Iso 100nM + ICI 10nM

ICI 10nM
ICI 10nM
ICI 10nM

Kontrolle
Kontrolle
Kontrolle

Iso 10nM + L 50nM
Iso 10nM + L 50nM
Iso 100nM + L 50nM

L 10nM
L 10nM
L 10nM

L 100nM
L 100nM
L 100nM

Tabelle 45: Paarweiser Vergleich der im signifikanten Kruskal-Wallis-Test fiir die IL-6-Konzentrationen
eingesetzten Gruppen

Gruppe 2

L 0,1nM
L InM

L 10nM
L 100nM
L 1uM
L InM

L 10nM
L 100nM
L 1uM
L 10nM
L 100nM
L 1uM
L 100nM
L 1uM
L 1uM

Iso 10nM + ICI 10nM
Iso 100nM + ICI 10nM
Iso 1uM + ICI 10nM
Iso 100nM + ICI 10nM
Iso 1uM + ICI 10nM
Iso 1uM + ICI 10nM

Iso 10nM + ICI 10nM
Iso 100nM + ICI 10nM
Iso 1uM + ICI 10nM

Iso 10nM + L 50nM
Iso 100nM + L 50nM
Iso 1uM + L 50nM
Iso 100nM + L 50nM
Iso 1uM + L 50nM
Iso IuM + L 50nM

Iso 10nM + L 50nM
Iso 100nM + L 50nM
Iso IuM + L 50nM

Iso 10nM + L 50nM
Iso 100nM + L 50nM
Iso IuM + L 50nM

z-Score
1,18
1,10
0,73
1,78
4,30
-0,06
-0,33
0,45
2,37
-0,27
0,78
2,43
0,78
2,67
1,92

2,72
-3,59
2,02
-0,48
0,001
0,51

2,30
-2,84
-1,87

-2,34
-3,24
-2,85
-0,70
-0,42
0,27

-2,06
-2,77
-2,19

2,50
3,25
2,72

p-Wert
>0,999
>0,999
>0,999
>0,999
<0,001
>0,999
>0,999
>0,999
0,268
>0,999
>0,999
0,227
>0,999
0,113
0,832

0,040
0,002
0,021
>0,999
>0,999
>0,999

0,127
0,027
0,366

0,115
0,007
0,026
>0,999
>0,999
>0,999

0,237
0,034
0,170

0,076
0,007
0,039

r

0,21
0,27
0,15

0,44
0,37

95% KI (r)

0,18; 0,44

-0,34; -0,06
-0,40; -0,13
-0,29; -0,004

-0,66; -0,16

-0,37; -0,10-
-0,34; -0,07

-0,59; -0,12

-0,63; -0,20
-0,58;-0,11

Der p-Wert stellt den Bonferroni-korrigierten p-Wert fiir den paarweisen Vergleich dar.
KI= Konfidenzintervall;

ICI=1CI-118,551;

IL= Interleukin;

r= Pearson-Korrelationskoeffizient

Iso= Isoproterenol;
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Gruppe 1
Kontrolle
Kontrolle
Kontrolle
Kontrolle
Kontrolle
L 0,InM
L 0,1nM
L 0,InM
L 0,1nM
L InM
L InM
L InM
L 10nM
L 10nM
L 100nM

Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

Iso 10nM + ICI 10nM
Iso 10nM + ICI 10nM
Iso 100nM + ICI 10nM

ICI 10nM
ICI 10nM
ICI 10nM

Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

Iso 10nM + L 50nM
Iso 10nM + L 50nM
Iso 100nM + L 50nM

Gruppe 2

L 0,1nM
L InM

L 10nM
L 100nM
L 1uM
L InM

L 10nM
L 100nM
L 1uM
L 10nM
L 100nM
L 1uM
L 100nM
L 1uM
L 1uM

Iso 10nM + ICI 10nM
Iso 100nM + ICI 10nM
Iso 1uM + ICI 10nM
Iso 100nM + ICI 10nM
Iso 1uM + ICI 10nM
Iso 1uM + ICI 10nM

Iso 10nM + ICI 10nM
Iso 100nM + ICI 10nM
Iso 1uM + ICI 10nM

Iso 10nM + L 50nM
Iso 100nM + L 50nM
Iso 1uM + L 50nM
Iso 100nM + L 50nM
Iso 1uM + L 50nM
Iso IuM + L 50nM

z-Score
-2,99
-2,24
-2,89
-1,72
0,43
0,57
0,08
0,96
2,59
-0,49
0,40
2,03
0,88
2,51
1,63

-4,72
-4,60
-5,57
0,25

-0,46
-0,73

-2,95
-3,08
-3,30

-2,26
-2,44
-0,99
-1,12
0,98
0,14

p-Wert
0,042
0,377
0,060
>0,999
>0,999
>0,999
>0,999
>0,999
0,143
>0,999
>0,999
0,643
>0,999
0,181
>0,999

<0,001
<0,001
<0,001
>0,999
>0,999
>0,999

0,019
0,012
0,006

0,143
0,088
>0,999
>0,999
>0,999
>0,999

r

0,36
0,34
0,42

-0,46
-0,46
-0,50

95% KI (r)

-0,36; -0,08

-0,48; -0,22
-0,47; -0,21
-0,53; -0,29

-0,67; -0,18
-0,67; -0,19
-0,69; -0,24

Tabelle 46: Paarweiser Vergleich der im signifikanten Kruskal-Wallis-Test fiir die IL-10-Konzentrationen

eingesetzten Gruppen

Der p-Wert stellt den Bonferroni-korrigierten p-Wert fiir den paarweisen Vergleich dar.
KI= Konfidenzintervall;

ICI= ICI-118,551;

IL= Interleukin;

r= Pearson-Korrelationskoeffizient

Iso= Isoproterenol;

L=L-748,337;
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Kontrolle
BRL 0,1nM

BRL 1nM

BRL 10nM

BRL 100nM
BRL 1pM

ICI 10nM
BRL 10nM +
ICI 10nM
BRL 100nM +
ICI 10nM
BRL 1pM +
ICI 10nM

BRL 100nM

BRL 100nM +
ICI 10nM

Kontrolle
BRL 10nM +
L 50nM

BRL 100nM +
L 50nM

BRL 1uM +

L 50nM

L 100nM
BRL 10nM +
L 50nM

BRL 100nM +
L 50nM
BRL1puM +

L 50nM

BRL 100nM

BRL 100nM +
L 50nM

n MRang Mdn. IQA
158 157,69 -0,17 14,23 Kontrolle

BRL 10nM +
24 11285 970 18,56 | ~rionwm

BRL100nM +
2412271 -804 16,52 1o oM

BRL 1M +
24 11458 978 1945 | ~1lonM

24 118.67 -6,78 14,59
24 108,96 -8,70 @ 24,17
n MRang  Mdn. IQA
22 33,05 -1,57 20,21 BRL 10nM

BRL 10nM +

20 48,05 15,01 28,21 ICI 10nM

20 42,45 10,65 31,01

20 43,30 7,79 29,05

n MRang Mdn. IQA
24 18,17 -6,78 14,59 BRL 1pM
BRL 1pM +

20 27,70 10,65 31,01 ICI 10nM

n MRang Mdn. IQA
158 119,72 -0,17 1423 L 10nM

BRL 10nM +
31 14258 597 3892

BRL100nM +
31 13616 571 3975 [0

BRL 1pM +
3113126633 3630 [

n MRang Mdn. IQA
24 46,83 -5,53 9,22 BRL 10nM

BRL 10nM +

31 65,36 597 38,92 L 50nM

31 62,61 5,71 39,75

31 58,45 6,33 36,30

n MRang Mdn. IQA
24 2321 -6,78 14,59 BRL 1pM
BRL 1pM +

31 31,71 5,71 39,75 L 50nM

158
20

20

20

24
20

24
20

23
31

31

31

24
31

n
24

31

MRang
101,80

136,35
124,20

128,75

MRang
17,38

28,65

MRang
17,38

28,65

MRang
49,65

63,90
60,90

57,26

MRang
22,00

31,65

MRang
22,88

31,97

Mdn.

-0,17
15,01

10,65

7,79

Mdn.

-9,78
15,01

Mdn.

-8,70
7,79

Mdn.

4,84
5,97

5,71

6,33

Mdn.

-9,78
5,97

Mdn.

-8,70
6,33

IQA
14,23

28,21
31,01

29,05

IQA
19,45

28,21

IQA
24,17

29,05

IQA
21,25

38,92
39,75

36,30

IQA
19,45

38,92

IQA
24,17

36,30

Tabelle 47: Deskriptive Statistik der relativ zur Kontrolle angegebenen IL-6-Konzentrationen

BRL= BRL-37344; ICI=ICI-118,551; IL= Interleukin; IQA= Interquartilsabstand; L= 748,337; Mdn.= Median;

Mrang= Mittlerer Rang; n= Stichprobengrofie
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n MRrang Mdn. IQA n MRgrang  Mdn. IQA
Kontrolle 159 123,59 0,049 13,29 Kontrolle 159 95,98 -0,17 14,23
BRL 10nM +
BRL 0,1nM 24 143,33 4,47 16,54 ICI 10nM 20 151,90 15,51 19,59
BRL100nM +
BRL 1nM 24 164,25 4,55 20,02 ICI 10nM 20 146,80 7,30 21,49
BRL 1uM +
BRL 10nM 24 151,15 3,07 13,70 ICI 10nM 20 142,80 11,83 22,30
BRL 100nM 24 170,04 5,25 14,06
BRL 1pM 24 179,04 8,11 16,29
n MRang Mdn. IQA n MRang Mdn. IQA
ICI 10nM 22 31,59 5,85 18,03 BRL 10nM 24 18,96 3,07 13,70
BRL 10nM + BRL 10nM +
ICI 10nM 20 48,00 15,51 19,59 [CI 10nM 20 26,75 15,51 19,59
BRL 100nM +
ICI 10nM 20 43,85 7,30 21,49
BRL 1uM +
ICI 10nM 20 43,55 11,83 22,30
n MRang  Mdn. IQA n MRrang Mdn. IQA
BRL 100nM 24 21,17 5,25 14,06 BRL 1pM 24 21,67 8,11 16,29
BRL 100nM + BRL 1uM +
ICT 10nM 20 24,10 7,30 21,49 ICI 10nM 20 23,50 11,83 22,30
n MRang Mdn. IQA n MRang Mdn. IQA
Kontrolle 159 121,68 -0,17 14,23 L 10nM 24 69,25 9,11 17,85
BRL 10nM + BRL 10nM +
L 50nM 31 154,61 6,74 16,44 L 50nM 31 63,81 6,74 16,44
BRL 100nM + BRL100nM +
L 50nM 31 129,07 4,79 35,48 L 50nM 31 55,26 4,79 35,48
BRL 1uM + BRL 1uM +
L 50nM 31 120,55 1,56 20,73 L 50nM 31 50,00 1,56 20,73
n MRrang  Mdn. IQA n MRrang Mdn. IQA
L 100nM 24 62,58 5,40 18,48 BRL 10nM 24 26,63 3,07 13,70
BRL 10nM + BRL 10nM +
L 50nM 31 65,48 6,74 16,44 L 50nM 31 29,07 6,74 16,44
BRL 100nM +
L 50nM 31 57,23 4,79 35,48
BRL1pM +
L 50nM 31 51,52 1,56 20,73
n MRang Mdn. IQA n MRang Mdn. IQA
BRL 100nM 24 30,71 5,25 14,06 BRL 1pM 24 33,50 8,11 16,29
BRL 100nM + BRL 1pM +
L 50nM 31 25,90 4,79 35,48 L 50nM 31 23,74 1,56 20,73

Tabelle 48: Deskriptive Statistik der relativ zur Kontrolle angegebenen IL-10-Konzentrationen

BRL= BRL-37344; ICI=ICI-118,551; IL= Interleukin; IQA= Interquartilsabstand; L= 748,337; Mdn.= Median;
Mrang= Mittlerer Rang; n= Stichprobengrofie
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Im KW-Test und MWU-Test
miteinander verglichenen Gruppen

Kontrolle

BRL 0,1 nM

BRL 1 nM

BRL 10 nM

BRL 100 nM

BRL 1 pM

Kontrolle

BRL 10 nM + ICI 10 nM
BRL 100 nM + ICI 10 nM
BRL 1 pM +ICI 10 nM
ICI 10 nM

BRL 10 nM + ICI 10 nM
BRL 100 nM + ICI 10 nM
BRL 1 pM + ICI 10 nM
BRL 10 nM

BRL 10 nM + ICI 10 nM
BRL100 nM

BRL 100 nM + ICI 10 nM
BRL 1 upM

BRL 1 uM + ICI 10 nM
Kontrolle

BRL 10 nM + L 50 nM
BRL 100 nM + L 50 nM
BRL 1 pM + L 50 nM

L 10 nM

BRL 10 nM + L 50 nM
BRL 100 nM + L 50 nM
BRL 1 uM + L 50 nM

L 100 nM

BRL 10 nM + L 50 nM
BRL 100 nM + L 50 nM
BRL 1 uM + L 50 nM
BRL 10 nM

BRL 10 nM + L 50 nM
BRL 100 nM

BRL 100 nM + L 50 nM
BRL 1 pM

BRL 1 pM + L 50 nM

Ergebnisse fiir die Vergleiche
der IL-6-Konzentrationen

H(5)= 19,16; p= 0,002

H(3)=8,93; p= 0,030

H(3)=4,43; p= 0,218

U= 117,00; z= - 2,90; p= 0,003;
= - 0,44 [- 0,65; - 0,16]
U= 136,00; z= - 2,45; p=0,014;
r=-0,37 [- 0,60; - 0,08]
U= 117,00; z= - 2,90; p= 0,003;
r=-0,44[- 0,65; - 0,16]

H(3)=3,57; p= 0,312

H(3)=2,59; p= 0,459

H(3)=4,54; p= 0,209

U=228,00; z= - 2,44; p=0,014;
=-0,33[-0,55;-0,07]

U=257,00; z= - 1,95; p= 0,051

U= 249,00; z= - 2,09; p= 0,037;
r=-0,28[-0,51; - 0,02])

Ergebnisse fiir die Vergleiche
der IL-10-Konzentrationen

H(5)= 18,39; p= 0,002

H(3)= 28,64; p< 0,001

H(3)= 5,64; p= 0,130
U= 115,00; z= - 2,00; p= 0,046;
7= -0,30 [ 0,55; - 0,01]

U= 208,00; z= - 0,75; p= 0,462

U=220,00; z= - 0,47; p= 0,649

H(3)=5,55; p=0,136

H(3)=H(3)=5,37; p= 0,146

H(3)= H(3)= 3,00; p= 0,392

U= 339,00; z= - 0,56; p= 0,584

U=307,00; z= 1,10; p= 0,276

U= 240,00; z= 2,24; p=0,025;
= 0,30 [0,04; 0,53]

Tabelle 49: Durchgefiihrte KW-Tests und MWU-Tests und deren Ergebnisse

BRL=BRL-37344; ICI=ICI-118,551;

IL= Interleukin;, KW-Test= Kruskal-Wallis-Test;

MWU-Test= Mann-Whitney-U-Test; p= p-Wert; 7= Pearson-Korrelationskoeffizient; z= z-Statistik
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Gruppe 1 Gruppe 2 z-Score  p-Wert r 95% KI (r)
Kontrolle BRL 0,1nM 2,55 0,163 -
Kontrolle BRL 1nM 1,99 0,705 -
Kontrolle BRL 10nM 2,45 0,216 -
Kontrolle BRL 100nM 2,22 0,401 -
Kontrolle BRL 1pM 2,77 0,085 -

BRL 0,1nM BRL InM -0,43 >(0,999 @ -
BRL 0,1nM BRL 10nM -0,08 >(0,999 -
BRL 0,1nM BRL 100nM -0,25 >(0,999 -
BRL 0,1nM BRL 1uM 0,17 >0,999 -
BRL InM BRL 10nM 0,35 >0,999 -
BRL 1nM BRL 100nM 0,17 >0,999 -
BRL 1InM BRL 1uM 0,59 >0,999 @ -
BRL 10nM BRL 100nM -0,18 >0,999 -
BRL 10nM BRL 1uM 0,24 >0,999 @ -
BRL 100nM BRL 1uM 0,42 >0,999 -
Kontrolle BRL 10nM + ICI 10nM -2,31 0,126 -
Kontrolle BRL100nM + ICI 10nM  -1,50 0,808 -
Kontrolle BRL 1uM + ICI 10nM -1,80 0,431 -
BRL 10nM +ICI 10nM  BRL100nM + ICI 10nM | 0,61 >0,999 - -
BRL 10nM +ICI 10nM  BRL 1M + ICI 10nM 0,38 >0,999 - -
BRL100nM + ICI 10nM = BRL 1uM + ICI 10nM -0,23 >0,999 - -

Tabelle 50: Paarweiser Vergleich der im signifikanten Kruskal-Wallis-Test fiir die IL-6-Konzentrationen
eingesetzten Gruppen

Der p-Wert stellt den Bonferroni-korrigierten p-Wert fiir den paarweisen Vergleich dar.
BRL= BRL-37344; ICI=ICI-118,551; IL= Interleukin;

r= Pearson-Korrelationskoeffizient

KI= Konfidenzintervall;

Gruppe 1 Gruppe 2 z-Score  p-Wert r 95% KI (r)
Kontrolle BRL 0,1nM -1,12 >(0,999 - -
Kontrolle BRL 1nM -2,30 0,321 - -
Kontrolle BRL 10nM -1,56 >(0,999 - -
Kontrolle BRL 100nM -2,68 0,111 - -
Kontrolle BRL 1uM -3,14 0,025 -0,23  -0,37;-0,09
BRL 0,InM BRL InM -0,90 >0,999 - -
BRL 0,1nM BRL 10nM -0,34 >0,999 - -
BRL 0,InM BRL 100nM -1,19 >0,999 @ - -
BRL 0,1nM BRL 1uM -1,53 >0,999 - -
BRL 1nM BRL 10nM 0,56 >0,999 - -
BRL 1nM BRL 100nM -0,29 >(0,999 - -
BRL 1nM BRL 1uM -0,64 >0,999 - -
BRL 10nM BRL 100nM -0,85 >0,999 - -
BRL 10nM BRL 1uM -1,20 >0,999 @ - -
BRL 100nM BRL 1uM -0,35 >0,999 - -
Kontrolle BRL 10nM + ICI 10nM -3,72 0,001 -0,28  -0,41;-0,14
Kontrolle BRL100nM + ICI 10nM  -3,38 0,004 -0,25  -0,39;-0,11
Kontrolle BRL 1uM + ICI 10nM -3.12 0,011 -0,23  -0,37;-0,09
BRL 10nM + ICI 10nM BRL100nM + ICI 10nM | 0,26 >0,999 - -
BRL 10nM + ICI 10nM BRL 1uM + ICI 10nM 0,45 >0,999 - -
BRL100nM + ICT 10nM  BRL 1uM + ICI 10nM 0,20 >0,999 - -

Tabelle 51: Paarweiser Vergleich der im signifikanten Kruskal-Wallis-Test fiir die IL-10-Konzentrationen
eingesetzten Gruppen

Der p-Wert stellt den Bonferroni-korrigierten p-Wert fiir den paarweisen Vergleich dar.
BRL= BRL-37344; ICI=ICI-118,551; IL= Interleukin;

r= Pearson-Korrelationskoeffizient

KI= Konfidenzintervall;
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Kontrolle
CL 0,inM

CL InM

CL 10nM

CL 100nM
CL 1pM

ICI 10nM
CL 10nM +
ICI 10nM
CL 100nM +
ICI 10nM
CL 1uM +
ICI 10nM

CL 100nM

CL 100nM +
ICI 10nM

Kontrolle
CL 10nM +
L 50nM

CL 100nM +
L 50nM

CL 1pM +

L 50nM

L 100nM
CL 10nM +
L 50nM

CL 100nM +
L 50nM
CL1puM +

L 50nM

CL 100nM

CL 100nM +
L 50nM

158
23

20

20

24
20

158
31

31

31

24
31

31

MRang
154,87

118,00
108,00

124,65

132,29
93,38
MRang
35,27

45,55
42,10

43,70

MRang
20,17

25,30

MRang
129,38

132,29
133,84

94,65

MRang
56,83

64,87
64,55

49,26

MRang
25,83

29,68

Mdn.
-0,17

-5,59
-10,32

-9,62

-5,54
-11,66
Mdn.
-1,57

11,79
1,71

8,41

Mdn.
-5,54

1,71

Mdn.
-0,17

0,28
2,98

-12,96

Mdn.
-5,53

0,28
2,98

-12,96

Mdn.
-5,54

2,98

IQA
14,23

30,34
20,99

16,94

27,29
16,63
IQA
20,21

46,09
47,12

30,25

IQA
27,29

47,12

IQA
14,23

29,62
36,43

30,78

IQA
9,22

29,62
36,43

30,78

IQA
27,29

36,43

Kontrolle
CL 10nM +
ICI 10nM
CL100nM +
ICI 10nM
CL 1uM +
ICI 10nM

CL 10nM
CL 10nM +
ICI 10nM

CL 1pM
CL 1pM +
ICI 10nM

L 10nM

CL 10nM +
L 50nM
CL100nM +
L 50nM

CL 1pM +
L 50nM

CL 10nM
CL 10nM +
L 50nM

CL 1pM
CL 1uM +
L 50nM

23

n
24

31

MRang
103,32

130,45
117,90

128,95

MRang
18,13

26,45

MRang
17,38

28,65

MRang
59,87

63,26
63,10

48,13

MRang
25,22

29,19

MRang
27,13

28,68

Mdn.
-0,17

11,79
1,71

8,41

Mdn.

-9,62
11,79

Mdn.

-11,66
8,41

Mdn.

4,84
0,28

2,98

-12,96

Mdn.

-9,62
0,28

Mdn.

-11,66
-12,96

IQA
14,23

46,09
47,12

30,25

IQA
16,94

46,09

IQA
16,63

30,25

IQA
21,25

29,62
36,43

30,78

IQA
16,94

29,62

IQA
16,63

30,78

Tabelle 52: Deskriptive Statistik der relativ zur Kontrolle angegebenen IL-6-Konzentrationen

CL=CL-316,243; ICI=ICI-118,551; IL= Interleukin; IQA= Interquartilsabstand; L= 748,337, Mdn.= Median;

Mrang= Mittlerer Rang; n= Stichprobengrofie
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n MRrang Mdn. IQA n MRrang Mdn. IQA
Kontrolle 159 131,39 0,05 13,29 Kontrolle 159 100,19 0,05 13,29
CL 10nM +
CL 0,1nM 23 133,91  -1,63 17,10 ICI 10nM 20 136,25 6,71 23,58
CL100nM +
CL 1nM 23 137,83  -1,06 11,00 ICI 10nM 20 135,80 7,05 30,38
CL 1uM +
CL 10nM 24 169,35 6,37 15,47 ICI 10nM 20 13595 7,44 18,96
CL 100nM 24 151,50 4,63 15,95
CL 1pM 24 152,56 2,56 17,17
n MRang Mdn. IQA n MRang Mdn. IQA
ICI 10nM 22 34,96 5,85 18,03 CL 10nM 24 21,42 6,37 15,47
CL 10nM + CL 10nM +
ICI 10nM 20 43,75 6,71 23,58 ICI 10nM 20 23,80 6,71 23,58
CL 100nM +
ICI 10nM 20 44,45 7,05 30,38
CL 1uM +
ICI 10nM 20 43,50 7,44 18,96
n MRang Mdn. IQA n MRang Mdn. IQA
CL 100nM 24 20,50 4,63 15,95 CL1uM 24 20,83 2,56 17,17
CL 100nM + CL 1uM +
ICI 10nM 20 24,90 7,05 30,38 ICI 10nM 20 24,50 7,44 18,96
n MRrang  Mdn. IQA n MRrang Mdn. IQA
Kontrolle 159 121,62 0,05 13,29 L 10nM 24 67,96 9,11 17,85
CL 10nM + CL 10nM +
L 50nM 31 149,29 3,87 25,86 L 50nM 31 63,07 3,87 25,86
CL 100nM + CL100nM +
L 50nM 31 137,81 592 35,49 L 50nM 31 58,13 5,92 35,49
CL 1pM + CL 1pM + i
L 50nM 31 117,42 -1,29 25,15 L 50nM 31 48,87 1,29 25,15
n MRrang  Mdn. IQA n MRrang Mdn. IQA
L 100nM 24 61,88 5,40 18,48 CL 10nM 24 27,46 6,37 15,47
CL 10nM + CL 10nM +
L 50nM 31 64,32 3,87 25,86 L 50nM 31 28,42 3,87 25,86
CL 100nM +
L 50nM 31 59,48 5,92 35,49
CL1puM +
L 50nM 31 50,97 -1,29 25,15
n MRang Mdn. IQA n MRang Mdn. IQA
CL 100nM 24 27,54 4,63 15,95 CL1puM 24 30,63 2,56 17,17
CL 100nM + CL 1uM + i
L 50nM 31 28,36 5,92 35,49 L 50nM 31 25,97 1,29 25,15

Tabelle 53: Deskriptive Statistik der relativ zur Kontrolle angegebenen IL-10-Konzentrationen
CL=CL-316,243; ICI=ICI-118,551; IL= Interleukin; IQA= Interquartilsabstand; L= 748,337, Mdn.= Median;
Mrang= Mittlerer Rang; n= Stichprobengrofie
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Im KW-Test und MWU-Test
miteinander verglichenen Gruppen

Kontrolle

CL 0,1 nM

CL1nM

CL 10 nM

CL 100 nM

CL1pM

Kontrolle

CL 10 n M +ICI 10 nM
CL 100 nM + ICI 10 nM
CL 1 puM +ICI 10 nM
ICI 10 nM

CL10 nM +ICI 10 nM
CL 100 nM +ICI 10 nM
CL1pM+ICI10 nM
CL 10 nM

CL 10 nM +ICI 10 nM
CL 100 nM

CL 100 nM + ICI 10 nM
CL1pM

CL1puM +ICI 10 nM
Kontrolle

CL 10 nM + L 50 nM
CL 100 nM + L 50 nM
CL1puM + L 50 nM

L 10 nM

CL 10 nM + L 50 nM
CL 100 nM + L 50 nM
CL1puM + L 50 nM

L 100 nM

CL 10 nM + L 50 nM
CL 100 nM + L 50 nM
CL 1 uM + L 50 nM
CL 10 nM

CL 10 nM + L 50 nM
CL 100 nM

CL 100 nM + L 50 nM
CL1pM

CL1pM+L 50 nM

Ergebnisse fiir die Vergleiche

der IL-6-Konzentrationen

H(5)= 20,16; p= 0,001

H(3)=5,98; p=0,113

H(3)=2,27; p= 0,519

U= 141,00; z= - 2,17; p= 0,030;
r=-0,33 [- 0,57; - 0,03]

U= 184,00; z= - 1,32; p= 0,193

U= 117,00; z= - 2,90; p= 0,003;
r=- 0,44 [- 0,65; - 0,16]

H(3)= 6,72; p= 0,081

H(3)=4,19; p= 0,242

H(3)=4,41; p= 0,220

U=304,00; z= - 0,92; p= 0,366
U=320,00; z= - 0,88; p= 0,385

U= 351,00; z= - 0,36; p= 0,730

Ergebnisse fiir die Vergleiche
der IL-10-Konzentrationen

H(5)=6,25; p=0,2

H(3)= 13,92; p= 0,003

H(3)=2,29; p= 0,515

U=214,00; z= - 0,61; p= 0,552
U= 192,00; z= - 1,13; p= 0,226

U=200,00; z= - 0,94; p= 0,335

H(3)=4,97; p=0,174

H(3)=4,90; p=0,179

H(3)=2,68; p= 0,444

U= 359,00; z= - 0,22; p= 0,833
U=361,00; z= - 0,19; p= 0,860

U=309,00; z= 1,07; p= 0,291

Tabelle 54: Durchgefiihrten KW-Tests und MWU-Tests und deren Ergebnisse

CL=CL-316,243; ICI=ICI-118,551;

IL= Interleukin; KW-Test= Kruskal-Wallis-Test;

MWU-Test= Mann-Whitney-U-Test; p= p-Wert; 7= Pearson-Korrelationskoeffizient; z= z-Statistik
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Gruppe 1 Gruppe 2 z-Score | p-Wert r 95% KI (r)
Kontrolle CL 0,1nM 2,08 0,567 - -
Kontrolle CL 1nM 2,64 0,124 - -
Kontrolle CL 10nM 1,70 >(0,999 - -
Kontrolle CL 100nM 1,30 >0,999 - -
Kontrolle CL IuM 3,53 0,006 0,26 0,12; 0,39
CL 0,1nM CL InM 0,43 >0,999 @ - -

CL 0,1nM CL 10nM -0,28 >0,999 - -
CL 0,1nM CL 100nM -0,62 >0,999 @ - -
CL 0,1nM CL 1uM 1,06 >0,999 - -
CL InM CL 10nM -0,71 >0,999 @ - -
CL InM CL 100nM -1,05 >0,999 - -
CL InM CL 1uM 0,63 >0,999 @ - -
CL 10nM CL 100nM -0,33 >0,999 @ - -
CL 10nM CL 1pM 1,35 >0,999 @ - -
CL 100nM CL 1uM 1,70 >0,999 @ - -

Tabelle 55: Paarweiser Vergleich der im signifikanten Kruskal-Wallis-Test fiir die IL-6-Konzentrationen
eingesetzten Gruppen

Der p-Wert stellt den Bonferroni-korrigierten p-Wert fiir den paarweisen Vergleich dar.

CL=CL-316,243; ICI=1ICI-118,551; IL= Interleukin; KI= Konfidenzintervall;
= Pearson-Korrelationskoeffizient

Gruppe 1 Gruppe 2 z-Score  p-Wert r  95% KI (r)
Kontrolle CL 10nM + ICI 10nM -2,40 0,099 - -
Kontrolle CL100nM + ICI 10nM  -2,37 0,107 - -
Kontrolle CL 1uM + ICI 10nM -2,38 0,104 - -

CL 10nM + ICI 10nM CL100nM +ICI 10nM 0,02 >0,999 - -

CL 10nM + ICI 10nM CL 1puM + ICI 10nM 0,02 >0,999 - -

CL100nM + ICI 10nM CL 1uM + ICI 10nM -0,01  >0,999 - -
Tabelle 56: Paarweiser Vergleich der im signifikanten Kruskal-Wallis-Test fiir die IL-10-Konzentrationen
eingesetzten Gruppen
Der p-Wert stellt den Bonferroni-korrigierten p-Wert fiir den paarweisen Vergleich dar.
CL=CL-316,243; ICI=ICI-118,551; IL= Interleukin; KI= Konfidenzintervall;
r= Pearson-Korrelationskoeffizient

n MRang Mdn. IQA

Kontrolle 158 161,72 -0,17 14,23

NE 10nM 38 192,76 5,74 | 55,78

NE 100nM 39 203,41 8,44 43,90

NE 1uM 38 204,61 13,80 43,62

NE 10pM 38 178,55 7,59 38,64

NE 100pM 39 155,28 0,42 34,83
Tabelle 57: Deskriptive Statistik der relativ zur Kontrolle angegebenen IL-6-Konzentrationen
IL= Interleukin; IQA= Interquartilsabstand; Mdn.= Median; Mgane= Mittlerer Rang; n= Stichprobengrofe;
NE= Norepinephrin

n MRrang  Mdn. IQA

Kontrolle 159 149,06 0,05 13,29

NE 10nM 38 195,76 6,52 30,09

NE 100nM 39 210,000 13,01 30,23

NE 1pM 38 235,66 17,75 32,55

NE 10pM 38 248,84 18,57 31,16

NE 100pM 39 103,49  -8,94 34,79
Tabelle 58: Deskriptive Statistik der relativ zur Kontrolle angegebenen IL-10-Konzentrationen
IL= Interleukin; IQA= Interquartilsabstand; Mdn.= Median; Mgane= Mittlerer Rang; n= Stichprobengrofie;
NA= Norepinephrin
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Im KW-Test miteinander
verglichenen Gruppen
Kontrolle
NE 10 nM
NE 100 nM
NE 1 uM
NE 10 pM
NE 100 pM
Tabelle 59: Durchgefiihrte KW-Tests und deren Ergebnisse
IL= Interleukin; KW-Test= Kruskal-Wallis-Test; NE= Norepinephrin; p= p-Wert

Ergebnisse fiir die Vergleiche
der IL-6-Konzentrationen

Ergebnisse fiir die Vergleiche
der IL-10-Konzentrationen

H(5)= 11,74; p= 0,038 H(5)= 69,67; p< 0,001

Gruppe 1 Gruppe 2 z-Score  p-Wert
Kontrolle NE 10nM -1,70 >(0,999
Kontrolle NE 100nM -2,31 0,318
Kontrolle NE 1uM -2,35 0,285
Kontrolle NE 10uM -0,92 >(0,999
Kontrolle NE 100uM 0,36 >(0,999
NE 10nM NE 100nM -0,46 >(,999
NE 10nM NE 1uM -0,51 >(,999
NE 10nM NE 10uM 0,61 >(,999
NE 10nM NE 100uM 1,63 >(,999
NE 100nM NE 1uM -0,05 >(,999
NE 100nM NE 10uM 1,08 >(,999
NE 100nM NE 100uM 2,10 0,535
NE 1uM NE 10uM 1,12 >(,999
NE 1uM NE 100uM 2,14 0,487
NE 10uM NE 100uM 1,01 >(,999

Tabelle 60: Paarweiser Vergleich der im signifikante Kruskal-Wallis-Test fiir die IL-6-Konzentrationen
eingesetzten Gruppen

Der p-Wert stellt den Bonferroni-korrigierten p-Wert fiir den paarweisen Vergleich dar.

IL= Interleukin; NE: Norepinephrin

Gruppe 1 Gruppe 2 z-Score | p-Wert r 95% KI (r)
Kontrolle NE 10nM -2,55 0,162 - -
Kontrolle NE 100nM -3,36 0,012 -0,24 | -0,37;-0,10
Kontrolle NE 1uM -4,73 <0,001 -0,34 -0,46;-0,21
Kontrolle NE 10uM -5,45 <0,001  -0,39 | -0,50;-0,26
Kontrolle NE 100uM 2,51 0,179 - -
NE 10nM NE 100nM -0,62 >0,999 | - -
NE 10nM NE 1uM -1,71 >0,999 @ - -
NE 10nM NE 10uM -2,28 0,339 - -
NE 10nM NE 100uM 3,99 0,001 0,46 9,26; 0,62
NE 100nM NE 1uM -1,11 >0,999 - -
NE 100nM NE 10uM -1,68 >0,999 @ - -
NE 100nM NE 100uM 4,64 <0,001 0,53 0,34; 0,67
NE 1uM NE 10uM -0,57 >0,999 - -
NE 1uM NE 100uM 5,72 <0,001 0,65 0,50; 0,76
NE 10uM NE 100uM 6,29 <0,001 0,72 0,59; 0,81

Tabelle 61: Paarweiser Vergleich der im signifikanten Kruskal-Wallis-Test fiir die IL-10-Konzentrationen

eingesetzten Gruppen
Der p-Wert stellt den Bonferroni-korrigierten p-Wert fiir den paarweisen Vergleich dar.
IL= Interleukin; KI= Konfidenzintervall; NE: Norepinephrin, = Pearson-Korrelationskoeffizient
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Abb. 27: Western Blot zum Nachweis des Norepinephrin-Transporters (NET)
A) Detektion des NET im Zelllysat aus humanem Hirntumor (Positivkontrolle, Spur 2) sowie Lysaten von naiven
(Spur 3) und 48h CpG-stimulierten BZ (Spur 4). Spezifische Banden wurden bei 53 kDa und 65 kDa detektiert.
Detektion der GAPDH derselben Proben bei 37 kDa.
BZ= B-Zellen, GAPDH= Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase; NET= Norepinephrin-Transporter
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1: Proteinmarker

2: Positivkontrolle

3: Naive B-Zellen

4: CpG stimulierte B-Zellen

Abb. 28: Western Blot zum Nachweis des Dopamin-Transporter (DAT)

A) Detektion des DAT im Zelllysat aus humanem Hirntumor (Positivkontrolle, Spur 2) sowie Lysaten von
naiven (Spur 3) und 48h CpG-stimulierten BZ (Spur 4). Spezifische Banden wurden nur in der Positivkontrolle
bei 68 kDa detektiert.

B) Detektion der GAPDH derselben Proben bei 37 kDa.

BZ= B-Zellen; DAT= Dopamin-Transporter; GAPDH= Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase

117



200kDa
150kDa
100kDa
80kDa
60kDa

50kDa
40kDa

30kDa
20kDa
15kDa

1: Proteinmarker
2: Positivkontrolle
3: Naive B-Zellen
- . 4: CpG stimulierte B-Zellen
Abb. 29: Western Blot zum Nachweis der Monoaminooxidase A (MAQO-A)
A) Detektion der MAO-A im Zelllysat aus humanem Hirntumor (Positivkontrolle, Spur 2) sowie Lysaten von
naiven (Spur 3) und 48h CpG-stimulierten BZ (Spur 4). Spezifische Banden wurden in der Positivkontrolle und in
naiven BZ bei 60 kDa detektiert. B) Detektion der GAPDH derselben Proben bei 37 kDa.
BZ= B-Zellen; GAPDH= Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase; MAO-A= Monoaminooxidase A

A 1 2 3 4 B 1 2 3 4

200kDa ==
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30kDa

20kDa 1: Proteinmarker
2: Positivkontrolle
3: Naive B-Zellen

15kDa D
4: CpG stimulierte B-Zellen

Abb. 30: Western Blot zum Nachweis der Monoaminooxidase B (MAO-B)

A) Detektion der MAO-B im Zelllysat aus humanem Hirntumor (Positivkontrolle, Spur 2) sowie Lysaten von
naiven (Spur 3) und 48h CpG-stimulierten BZ (Spur 4). Spezifische Banden wurden bei 60 kDa detektiert. B)
Detektion der GAPDH derselben Proben bei 37 kDa.

BZ= B-Zellen; GAPDH= Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase; MAO-B= Monoaminooxidase B
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