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1 Einleitung

Sekundare Pflanzenstoffe, einschlielflich Inhaltsstoffe des Hopfens, sind hinsichtlich der
Préavention von Krankheiten zunehmend in den Fokus der Forschung geriuickt und stellen
eine potenzielle Erganzung in der Behandlung chronischer und entziindlicher Krankheiten
dar [1,2].

1.1 Iso-a-Saure: Vorkommen, Bioverfugbarkeit und physiologische Effekte

1.1.1 Vorkommen von Iso-a-Sdure im Hopfen und Bioverfligbarkeit

Hopfen (Humulus lupulus L.) ist eine mehrjahrige Schlingpflanze [3] aus der Familie der
Hanfgewdachse (Cannabaceae), die weltweit kultiviert wird [4], vor allem aber in Europa,
Deutschland und den USA. Die weiblichen Hopfenpflanzen produzieren Blitenstande, die
sogenannten Dolden, in denen Lupulin gebildet wird [3]. Lupulin enthalt Bittersauren,
Flavonoide und atherische Ole, die teilweise geschmacksgebend sind und konservierend
wirken [5,6]. Fir einige Inhaltsstoffe des Hopfens, wie die Bittersauren und das Flavonoid
Xanthohumol, wurden physiologische Wirkungen in Zellen, Nagern und beim Menschen

nachgewiesen [3].

Basierend auf der chemischen Struktur wird bei den Bittersauren zwischen a-Séuren (AA)
und B-Sduren differenziert, wobei beide Bittersduren Derivate des Phloroglucinols sind.
Den Hauptanteil der Bittersauren im Hopfen stellen die AA, auch Humulone genannt, dar.
Diese liegen in einem Gemisch aus den Kongeneren Cohumulon, Adhumulon und n-
Humulon vor [3]. Die AA werden wahrend des Brauvorgangs von Bier in sehr hydrophile
Iso-a-Sduren (IAA) umgewandelt, wobei jeweils cis- und trans-lsomere entstehen
(Abbildung 1) [7]. Hopfenbittersdauren machen etwa ein Viertel des Trockengewichts einer
Hopfendolde aus [8].
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a-Acids
(AA /humulones)
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Abbildung 1: Chemische Struktur der a-Sdure und der transformierten Iso-a-Sdure. Kongenere
unterscheiden sich in der Seitenkette R. Es entstehen jeweils die Diastereomere (cis / trans). Luke N. Rodda
and others, Pharmacokinetics of Iso-a-Acids in Volunteers Following the Consumption of Beer, Journal of
Analytical ~ Toxicology, Volume 38, Issue 6, July/August 2014, Pages 354-359,
https://doi.org/10.1093/jat/bku038 [9] by Permission of Oxford University Press.

Die Aufnahme, Metabolisierung und Ausscheidung von IAA ist bislang nicht vollstandig
geklart [7,9]. In Caco-2 Zellen, die haufig als Modell fur die intestinale Barriere [10]
verwendet werden, wurde eine lineare, zeitabhangige IAA-Aufnahme ohne einem
Sattigungseffekt nachgewiesen, was darauf hinweist, dass IAA durch passive Diffusion
transzellular aufgenommen wird. Im Tierversuch mit New Zealand Kaninchen, denen oral
oder intravends 25mg/kg IAA verabreicht wurde, wurde eine Bioverfugbarkeit von unter
15% ermittelt. Minimale Mengen an intakter IAA konnten im Urin und F&zes der Tiere
nachgewiesen werden, was auf starke Verstoffwechselung bzw. erheblichen Abbau als
Ausscheidungsweg von IAA hinweist und so die Bioverfligharkeit maRgeblich beeinflusst
[11]. Untersuchungen zum Metabolismus von IAA, in denen IAA mit humanen
Lebermikrosomen sowie Mikrosomen, isoliert aus dem Lebergewebe von Kaninchen, 2h
inkubiert wurde, zeigten eine erhebliche Verstoffwechselung der IAA (ca. 50% der

applizierten 20uM 1AA) [7]. Die Analyse der Metabolite deutete weiters darauf hin, dass



die Oxidation in der Leber durch CYP450-Enzyme einen Schritt in der Metabolisierung
von IAA darstellen konnte, was Hinweise auf einen First-Pass-Effekt gibt [7]. Insgesamt
weisen die Studienergebnisse der Autoren auf einen starken Einfluss der Phase-I/I1-
Enzyme in der Leber und dem Gastrointestinaltrakt auf die Bioverfligbarkeit der IAA hin
[7,11].

Eine Studie mit 5 mannlichen Teilnehmern konnte nachweisen, dass die IAA-
Konzentration im Blut zweier Diastereomere nach Konsum von Bier einen Peak nach 30
Minuten erreicht, was im Einklang mit anderen Untersuchungen die rasche Absorption der
IAA demonstriert [9]. Hall et al. konnten zeigen, dass nach oraler Aufnahme von 1000mg
rho-1so-a-Séure die Plasmakonzentration zweier n-Diastereomere 4h nach der Aufnahme
1,3ug/ml bzw. 3,3ug/ml betrug [12]. Nach Aufnahme von 940mg METAO060 (definierte
Mischung aus Tetrahydroiso-a-S&ure (THIAA) Verbindungen, die am 1,3-Cyclopentadion
unterschiedlich substituiert sind) war dieses im Plasma von Probanden mindestens 6h
nachweisbar; die gemessenen Konzentrationen im Plasma korrelierten mit den
Konzentrationen, die im RAW 264.7 Zellmodell fiir den Nachweis einer

antiinflammatorischen Aktivitat des Extrakts verwendet wurden [13].

1.1.2 Physiologische Effekte der Iso-a-Sdure

In Studien wurde bislang ein Effekt von IAA auf das Korpergewicht und die
Glukosespiegel im Blut [14,15] sowie den Blutdruck nachgewiesen [15]. Unverdffentliche
Daten der Arbeitsgruppe Bergheim weisen auf eine antiinflammatorische Wirkung von
15mg IAA, die in Form eines IAA-reichen Extrakts aufgenommen wurden, in gesunden
Personen hin. Die Bakterien-vermittelte Freisetzung entziindlicher Zytokine ex vivo war
dabei in Peripheral blood mononuclear cells (PBMCs), die nach der Aufnahme des I1AA-
reichen Extrakts aus dem Vollblut der Personen isoliert wurden, reduziert, verglichen mit
der Feisetzung nach Aufnahme des Placebos. Studien deuten weiters darauf hin, dass
Hopfenbittersduren antimikrobiell durch die Zerstérung des Membranpotentials der

Zellwand grampositiver Bakterien wirken [8,16].

IAA zeigte auBerdem in mehreren in vitro und Tierstudien ein antiinflammatorisches
Potential [2,12,13,17,18]. Versuche in der murinen Zelllinie L929sA zeigten, dass 50uM
IAA die Expression des proinflammatorischen Zytokins Interleukin-6 (IL-6) dosisabhéngig
nach einer Tumornekrosefaktor-a (TNF-a)-Stimulation abschwaécht [2]. Die Inkubation

von J774A.1 Zellen mit 25ug/ml IAA in Form eines IAA-reichen Extrakts sowie die
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Behandlung von RAW 264.7 Zellen mit 10-20ug/ml reduzierter 1AA bzw. 1-20ug/ml
METAO060 (definierte Mischung aus THIAA Verbindungen), senkte die Lipopolysaccharid
(LPS)-vermittelte Stickstoffmonoxid (NO) Freisetzung in mehreren Studien [13,17,18].
Weiters  konnte in  Zellexperimenten eine  verminderte  Aktivierung  der
Transkriptionsfaktoren Nuklear factor kappa B (NFxB) [13,18] und activator protein-1
(AP-1) [2] durch die Inkubation von IAA (5-20ug/ml METAO060 bzw. 20ug/ml rho-1AA
bzw. 10-200uM TAA bzw.) ermittelt werden, die eine Schlisselrolle in der Antwort auf
entziindliche Signale wie bakterielle Zellwandbestandteile oder proinflammorische
Zytokine haben [2]. In M&usen reduzierte eine vorherige intraperitoneale Applikation von

250ug bzw. 1mg IAA die Schwellung nach subkutaner Zymosan Injektion [2].

1.2 Das angeborene Immunsystem des Menschen und bakterielle
Infektionskrankheiten

1.2.1 Pravalenz von bakteriellen Infektionskrankheiten und Aufbau grampositiver
Bakterien

Bakterien spielen in der humanen Gesundheit eine ambivalente Rolle. Einerseits ist die

Besiedlung des menschlichen Darms durch kommensale Bakterien wichtig, um intestinales

Gleichgewicht zu erhalten [19]. Andererseits kdnnen pathogene Bakterien den

menschlichen Organismus infizieren und zu ernsthaften Erkrankungen fiihren [20].

Pravalenz bakterieller Infektionskrankheiten

Bakterielle Infektionen sind ein globales Gesundheitsproblem; 2019 stellten Infektionen
mit 33 bakteriellen Krankheitserregern die zweithdufigste Todesursache weltweit dar. Die
altersstandardisierte Sterblichkeitsrate ist in einkommensschwachen Regionen wie Landern
stidlich der Sahara am hdchsten (230 Todesfalle / 100 000 Einwohner), in Landern mit
hohem Einkommen, beispielsweise Osterreich (35 - <50 Todesfalle / 100 000 Einwohner),
am niedrigsten. Ein Grofiteil der Infektionen sind dabei auf Staphylococcus aureus, ein
grampositives Bakterium, zurtickzufuhren [21]. Die Behandlung bakterieller Infektionen
erfolgt nach wie vor hauptsachlich mit Antibiotika [20]. Etwa 49 Millionen Menschen
weltweit erlitten 2017 den schwerwiegenden Verlauf einer Infektion, eine Sepsis, die in
vielen Fallen zum Tod fuhrt [22]. Eine Sepsis entsteht durch die fehlregulierte
Immunreaktion im Falle einer bakteriellen Infektion [23]. Eine (Uberschielende

Immunantwort des Organismus &ulert sich unter anderem in einer exorbitanten Produktion



proinflammatorischer Faktoren, die weitere entzlindliche Mechanismen auslésen und die
Immunreaktion so selbst verstarken. Der entziindliche Zustand schadigt Gewebe und kann

zu Organversagen und zum Tod fuhren [24].

Aufbau grampositiver Bakterien

Die Gramféarbung lasst eine Unterscheidung in grampositive und gramnegative Bakterien
zu. [25]. Zu den grampositiven Bakterien z&hlen beispielsweise Staphylokokken und
Enterokokken [26].

Die Basis der Bakterienzellwand bildet das Peptidoglykan, auch Murein genannt, Gber der
zytoplasmatischen Membran, welches aus Einheiten des Disaccharids N-Acetylglukosamin
verbunden mit N-Acetylmuraminséure besteht. Die daran anknlpfenden Aminosaureketten
bilden ein netzartiges Geflecht zwischen den Einheiten des Peptidoglykans. Grampositive
Bakterien bilden eine dicke Schicht des Peptidoglykans. Darin eingelagert sind wesentliche
Bestandteile der Zellwand, die Teichonsduren, bestehend aus Polymeren aus
Glyerolphosphat oder Ribitolphosphat. Es wird zwischen Lipoteichonsdure (LTA) und
Wandteichonsdure differenziert: LTA ist mittels Glykolipid-Anker an die innere Membran
fixiert, Wandteichonsduren hingegen sind kovalent an das Peptidoglykan gebunden. [25].
LTA gilt als ein signifikanter Ligand flir Rezeptoren des angeborenen Immunsystems und
somit als wesentlicher Aktivator einer Entziindungsreaktion im Organismus [27].

Im Gegensatz dazu produzieren gramnegative Bakterien keine LTA [26], haben eine sehr

dunne Peptidoglykanschicht und lagern auf einer &uReren Membran LPS auf [25].

1.2.2 Das angeborene Immunsystem und die Toll-like Rezeptoren

Das angeborene Immunsystem stellt die erste Verteidigungsstrategie des menschlichen
Organismus gegen Pathogene dar. Zellen des angeborenen Immunsystems wie Monozyten,
Makrophagen, Granulozyten, dendritische Zellen und natirliche Killerzellen, reagieren
schnell und unspezifisch auf korperfremde Strukturmuster, die sogenannten Pathogen-
associated molecular patterns (PAMP) [28], beispielsweise Zellwandkomponenten. Die
PAMP werden durch Mustererkennungsrezeptoren (Pattern recognition receptors, PRR)
detektiert, welche auf den Zellen des angeborenen Immunsystems exprimiert werden [26].
Eine Untergruppe der PRR stellen die Toll-like Rezeptoren (TLR) als Sensoren fir
pathogene Signale an der Plasma- und endosomalen Membran von Zellen des angeborenen
Immunssytems dar. Die Erkennung von PAMP durch TLR induziert eine intrazellulére

Signalkaskade in Immunzellen, die in der Synthese proinflammatorischer Zytokine und
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Chemokine resultiert und eine entziindliche Immunantwort hervorruft, die eingedrungene
Erreger abtoten soll [29]. Makrophagen werden durch Pathogene wie bakterielle
Zellwandbestandteile  aktiviert und tragen neben der  Ausschittung von
proinflammatorischen Zytokinen durch die Produktion von NO zu einer inflammatorischen
Immunantwort bei [30]. Die TLR-Signalweiterleitung ist somit ein wichtiger Teil des
angeborenen Immunsytems [26].

Toll-like Rezeptor 2

Bisher werden 10 TLR im Menschen unterschieden [26]. In der vorliegenden Arbeit wird
in  Versuchen zur Zellstimulation LTA verwendet; zahlreiche wissenschaftliche
Untersuchungen weisen auf LTA, ein Zellwandbestandteil grampositiver Bakterien, als
Ligand des Toll-like Rezeptor 2 (TLR2) hin [26,27,31]. Weitere prominente Liganden des
TLR2 sind bakterielle Peptidoglykane und Lipoproteine, die in der Membran aller
Bakterien zu finden sind [26].

TLR2 wird auf Immun-, Epithel- und Endothelzellen exprimiert. Die spezifische
Ligandenbindung und die Signalweiterleitung erfolgt durch die Bildung eines
Heterodimers von TLR2 mit TLR1 oder TLR6. Das Zusammenwirken von TLR2, der bei
der LTA-Aktivierung als Heterodimer mit TLR6 vorkommt, mit Korezeptoren garantiert
die Erkennung einer Vielzahl an PAMP [26].

Korezeptoren

Cluster of Differentiation 14 (CD14) fungiert als Korezeptor in der Zellantwort auf LTA.
Membrangebunden Ubermittelt er die LTA-Bindung an TLR2 und steigert dessen
Aktivierung, indem er die Ligandenbindung fordert und die Heterodimerisierung des
TLR2/TLR6 erleichtert [31,32]. Als weitere Korezeptoren werden LPS-bindendes Protein
(LBP) [33] und Cluster of Differentiation 36 (CD36) diskutiert [31].

LTA-induzierte Signalkaskade

Durch die Bindung von LTA an TLR2 wird eine MyD88-abhédngige intrazellulére
Signalkaskade induziert, die eine Aktivierung mehrerer Transkriptionsfaktoren, unter
anderem NFkB und AP-1, auslost und damit die Genexpression proinflammatorischer
Mediatoren bewirkt (Abbildung 2) [26,34,35].
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Abbildung 2: Intrazellularer Signalweg des TLR2 nach Bindung eines Liganden (LTA). Farbliche
Hervorhebung der fur die vorliegende Arbeit relevanten Faktoren im TLR2 Signalweg. In Anlehnung an:
Abbildung (Figure 1) aus Oliveira-Nascimento L, Massari P and Wetzler LM (2012) The role of TLR2 in
infection and  immunity.  Front. Immun. 3:79. doi:  10.3389/fimmu.2012.00079  [26]
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fimmu.2012.00079/full. ~ Copyright: © 2012  Oliveira-
Nascimento, Massari and Wetzler. Diese Abbildung ist lizenziert unter Creative Commons Attribution Non
Commercial License (CC BY-NC 3.0). https://creativecommons.org/licenses/by-nc/3.0/.

Nach Ligandenbindung interagiert das TIR-Adapterprotein (TIRAP) mit der
zytoplasmatischen TIR-Ddmane des TLR2, wodurch MyD88, ein weiteres Adapterprotein,
bindet. Die MyD88-abhangige Anschaltung diverser Interleukin-1 Rezeptor assozierten
Kinasen (IRAK) I6st die Aktiverung der Adapterproteine TNF receptor associated factor 6
(TRAF6) und TAK1-binding protein 2 (TAB2) sowie folglich transforming growth factor
beta-activated kinase 1 (TAK1) aus. Dies bewirkt tber den IKK Komplex (IkB-Kinasen
Komplex) den Abbau von IkB (Inhibitor des NFxB) und die nukleare Translokation des
Transkriptionsfaktors NFkB, was zur erhohten Transkription proinflammatorischer
Zytokine flhrt. TAKL1 aktiviert nicht nur IKK, sondern interagiert auch mit einer Mitogen-
aktvierten Protein Kinase (MAPK), MKK®6. Uber die Phosphorylierung von MKK6 und



p38 wird der Transkriptionsfaktor AP-1 aktiviert, was eine vermehrte Gentranskription
entzlndlicher Zytokine hervorruft [26,34,36].

Der MAPK-Signalweg stellt einen wichtigen Mechanismus von Zellen zur Reaktion auf
Stimuli wie Stressfaktoren, Hormone und Zytokine dar und wird in p38 Kinasen, c-Jun-N-
terminalen Kinasen (JNK) und extrazellular regulierte Kinasen unterteilt. Die p38
Signalubertragung verlduft in drei Stufen: MAPK Kinasen Kinasen, u.a. TAK1, MAPK
Kinasen, u.a. Mitogen-aktivierte Kinase Kinase 6 (MKK6) und MAPK, u.a p38a, B, 7.
Die Phosphorylierung der p38 Kinase flhrt zur Aktivierung weiterer Kinasen bzw. auch
zur Aktivierung von Transkriptionsfaktoren wie AP-1 [37]. AP-1 stellt eine Gruppe von
Transkriptionsfaktoren dar, die aus homo- und heterodimeren Komplexen bestehen [38].
Sowohl AP-1 als auch NFkB sind in die Genexpression von proinflammatorischen
Mediatoren [2], beispielsweise Zytokine wie TNF-o und IL-6 [39,40], Enzyme wie die
induzierbare Stickstoffmonoxid Synthase (iNOS) [30] oder Chemokine [38]. involviert.
Die Transkriptionsfaktoren werden wiederrum von proinflammatorischen Signalen
aktiviert [2,38].

1.3 Hopfeninhaltsstoffe und das Immunsystem des Menschen

Hopfeninhaltsstoffe, konkret IAA, zeigen in in vitro Studien ein antiinflammatorisches
Potential [2,17]; ob antienziindliche Effekte auch im Mensch durch die Aufnahme von
erndhrungsphysiologisch relevanten Dosen der 1AA auftreten, ist bislang nicht gekléart.
Mitglieder der Arbeitsgruppe Bergheim konnten in einer einfach verblindeten,
randomisiert, placebokontrollierten Studie einen protektiven Effekt auf eine Bakterien-
vermittelte Immunantwort ex vivo in humanen PBMCs nach einmaliger Aufnahme eines
IAA-reichen Extrakts (15mg IAA) zeigen (Daten nicht veroffentlicht). In einer weiteren
Studie wurde eine verminderte LPS-induzierte 1L-6- und TNF-a-Freisetzung ex vivo in
PBMCs, isoliert aus dem Blut eines Probanden nach Aufnahme von 940mg METAO060

(Mischung von unterschiedlich substiuierten THIAA Verbindungen), nachgewiesen [13].

Die immunmodulierende Aktivitat der IAA konnte bisher auf die reduzierte Aktivierung
der induzierbaren Cyclooxygenase 2 (iCOX-2) [12,13], die reduzierte Genexpression
profinflammatorischer Faktoren durch die Hemmung der Transkriptionsfaktoren NFxB
und AP-1 in vitro [2,13,18], sowie der Dampfung des JNK-Signalwegs in murinen
Hepatozyten [41] zurlickgefuhrt werden.



1.4 Zielsetzung und Fragestellungen der Arbeit

Bakterielle Infektionen und die schwerwiegende Folgerscheinung Sepsis stellen ein
globales Gesundheitsproblem dar, das jahrlich ca. 13,7 Millionen Todesfalle zur Folge hat
[21].

Eine UberschieRende Immunreaktion, die mit bakteriellen Infektionen assoziiert werden
kann, resuliert in andauernden enzlindlichen Bedingungen, die korpereigenes Gewebe
schadigen [24]. Ein potenzieller Ansatzpunkt in Therapie und Krankheitspravention ist die
Modulation des menschlichen Immunsystems und eine wirksame Senkung von
inflammtorischen Mediatoren, moglicherweise durch sekundére Pflanzenstoffe [1,42].

Die Ergebnisser vieler in vitro und Tierstudien weisen auf eine antiinflammatorische
Aktivitdt der IAA in hohen Dosen hin [2,12,13,17,18]. Bisher sind die genauen
molekularen Mechanismen und die Frage, ob &hnliche Effekte auch bei der Aufnahme
erndhrungsphysiologisch relevanter Dosen auftreten, weitgehend ungeklart. Ziel der
vorliegenden Arbeit war es, zu untersuchen, ob IAA in unterschiedlichen
ernahrungsphysiologsich relevanten Konzentrationen in vivo und im Zellmodell protektive
Wirkungen auf die LTA-abhangige Stimulation immunkompetenter Zellen hat und welche

molekularen Mechanismen dabei von Bedeutung sind.

Ausgehend von diesem Hintergrund werden folgende Fragestellungen in der vorliegenden
Arbeit bearbeitet: 1) Welchen Einfluss hat die orale Aufnahme von IAA in verschiedenen
Dosen auf die LTA-vermittelte Zytokinfreisetzung in humanen Monozyten ex vivo und wie
verlauft die Wirkung im Zeitraum nach der Aufnahme? 2) Welcher molekulare

Mechanismus liegt dem immunsuppressiven Potential der IAA zugrunde?



2 Materialien

2.1 Humanstudie

2.1.1 Studiengetrank

Chemikalien

Isohop®

Stilles Wasser

Staubzucker

Bindino, pflanzliches Bindemittel

Zitronensirup zuckerfrei, naturtriib

Zitronensaure

Geréte und Verbrauchsmaterial

Analysenwaage

Zentrifugenrohren, 50ml

Pipettierhilfe macro

Serologische Pipette, 25ml

2.1.2 Blutabnahme
Geréte und Verbrauchsmaterial
Multifly® Kanile 21G 200 mm lang

Fixierverband fir i. v. Kanulen, Cosmor®
1.V.

BD Vacutainer®(Blutsammelréhren)

Herstellfirma

BarthHaas GmbH & Co. KG, Nirnberg,
Deutschland

Voslauer Mineralwasser GmbH, Wien,
Osterreich

Wiener Zucker, AGRANA Sales &
Marketing GmbH, Wien, Osterreich
Gewtirzmuhle Brecht GmbH, Eggenstein,
Deutschland

SodaStream Osterreich GmbH,
Leopoldsdorf, Osterreich

Haas Austria GmbH, Traun, Osterreich

Herstellfirma

VWR International GmbH, Radnor, USA
Sarstedt AG & Co. KG, Niimbrecht,
Deutschland

BRAND GMBH + CO KG, Wertheim,
Deutschland

Sarstedt AG & Co. KG, Niimbrecht,
Deutschland

Herstellfirma

Sarstedt AG & Co. KG, Niimbrecht,
Deutschland

Paul Hartmann AG, Heidenheim,
Deutschland

Becton Dickinson GmbH, Heidelberg,

Deutschland
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BD Venflon™ Pro Safety
(Venenverweilkanulle mit Nadelschutz)
Luer-Lock-Kappe

BD Posiflush™ SP

BD Vacutainer® Luer Adapter

Zentrifuge Z446 K/Z216MK

Becton Dickinson GmbH, Heidelberg,
Deutschland

Becton Dickinson GmbH, Heidelberg,
Deutschland

Becton Dickinson GmbH, Heidelberg,
Deutschland

Becton Dickinson GmbH, Heidelberg,
Deutschland

Hermle Labortechnik GmbH, Wehingen,
Deutschland

2.1.3 Isolation und Stimulation humaner Monozyten

Chemikalien

Monocyte Spin Medium

Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline
(DPBS),

w/o: calcium chloride and magnesium
chloride

RPMI-1640 Medium, w: L-glutamine and
sodium bicarbonate

FBS Good

Penicillin-Streptomoycin

TRItidy G ™ Trizol
Lipoteichonsédure (LTA)

Gerate und Verbrauchsmaterialen
Zentrifuge Z 446 K/Z216MK

pluriMate® Il Zentrifugenrohren, 15ml

Herstellfirma

pluriSelect Life Science UG & Co. KG,
Leipzig, Deutschland

Merck Life Science UK Limited,
Gillingham, Vereinigtes Konigreich

Merck Life Science UK Limited,
Gillingham, Vereinigtes Konigreich
PAN-Biotech GmbH, Aidenbach,
Deutschland

PAN-Biotech GmbH, Aidenbach,
Deutschland

AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland

Merck Life Science UK Limited,

Gillingham, Vereinigtes Konigreich

Herstellfirma

Hermle Labortechnik GmbH, Wehingen,
Deutschland

pluriSelect Life Science UG & Co. KG,
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Leipzig, Deutschland

Serologische Pipette, 10ml Sarstedt AG & Co. KG, Numbrecht,
Deutschland

Pipettierhilfe macro BRAND GMBH + CO KG, Wertheim,
Deutschland

96-Well Platte mit Deckel BRAND GMBH + CO KG, Wertheim,
Deutschland

CO2 Incubator MCO-17AIC-PE PHC Holdings Corporation, Tokyo, Japan
(zuvor: Panasonic Healthcare Holdings
Co., Ltd)

HERAsafe Sicherheitswerkbank Heraeus Holding GmbH, Hanau,

Deutschland

2.2 Zellkulturmodell J774A.1

Chemikalien Herstellfirma

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium Merck Life Science UK Limited,
(DMEM), (w: glucose, L-glutamine, sodium  Gillingham, Vereinigtes Konigreich

pyruvate, sodium bicarbonate)

FBS Good PAN-Biotech GmbH, Aidenbach,
Deutschland
Penicillin-Streptomoycin PAN-Biotech GmbH, Aidenbach,

Deutschland
Isohop® BarthHaas GmbH & Co. KG, Nirnberg,
Deutschland
Anisomycin Biomol GmbH, Hamburg, Deutschland
Dimethylsulfoxid (DMSO) Merck Life Science UK Limited,
Gillingham, Vereinigtes Konigreich
Lipoteichonséure Merck Life Science UK Limited,
Gillingham, Vereinigtes Konigreich

Gerate und Verbrauchsmaterial Herstellfirma

TC-Zellkulturflasche, T-75, T-25 Sarstedt AG & Co. KG, Numbrecht,
Deutschland

TC-Platte 6-Well Sarstedt AG & Co. KG, Numbrecht,

12



Levo ME Elektrische Pipette

Serologische Pipette, 10ml

Vakuumpumpe SafeVac

Pasteurpipetten Glas

Zellschaber

Deckglaser

Zahlkammer

Handzahler

Inverses Lichtmikroskop

Woasserbad
CO: Incubator MCO-17AIC-PE

Scanlaf Mars Safety Bench

perform® Flachendesinfektion

Akasolv Wasserbadkonservierer

Zentrifuge Z446 K/Z216MK

2.3 Nitrit Messung/Griess Assay
Chemikalien
Nitrit Standard (0,1M Natriumnitrit)

Deutschland

DLAB Scientific Co., Ltd. DLAB Scientific
Inc., Peking, China

Sarstedt AG & Co. KG, Numbrecht,
Deutschland

DLAB Scientific Co., Ltd. DLAB Scientific
Inc., Peking, China

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen,
Deutschland

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Paul Marienfeld GmbH & Co. KG, Lauda-
Kdnigshofen, Deutschland

Tamaco Industrial, Taichung, Taiwan

Carl Zeiss Microscopy Deutschland GmbH,
Oberkochen, Deutschland

Kottermann GmbH, Uetze, Deutschland
PHC Holdings Corporation, Tokyo, Japan
(zuvor: Panasonic Healthcare Holdings
Co., Ltd)

LaboGene A/S, Allergd, Ddnemark
Schiilke & Mayr GmbH, Norderstedt,
Deutschland

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Hermle Labortechnik GmbH, Wehingen,
Deutschland

Herstellfirma

Promega Corporation, Madison, USA
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Sulfanilamid Lésung

NED Lésung

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (w:
glucose, L-glutamine, sodium pyruvate,
sodium bicarbonate)

FBS Good

Penicillin-Streptomoycin

Gerate und Verbrauchsmaterial
96-Well Platte

Pufferwanne

Eppendorf Pipette Research plus, 8-Kanal,
100pl

Pipettenspitzen, 100pl

SpectraMax M3® Microplate Reader

Promega Corporation, Madison, USA
Promega Corporation, Madison, USA
Merck Life Science UK Limited,

Gillingham, Vereinigtes Konigreich

PAN-Biotech GmbH, Aidenbach,
Deutschland
PAN-Biotech GmbH, Aidenbach,
Deutschland

Herstellfirma

BRAND GMBH + CO KG, Wertheim,
Deutschland

Laborbestand

Eppendorf SE, Hamburg, Deutschland

Sarstedt AG & Co. KG, NUmbrecht,
Deutschland
Molecular Devices, LLC., San Jose, USA

2.4 Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA)

Chemikalien
Natriumchlorid (NaCl)

di-Natriumhydrogenphosphat (NazHPO4)

Kaliumchlorid (KCI)

Kaliumdihydrogenphosphat (KH2PO4)

Tween® 20

Albumin Fraktion V (BSA)

Herstellfirma

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
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Goat Anti-Mouse Capture Antibody (TNF-
o)

Rat Anti-Mouse Capture Antibody (IL-6)
Biotinylated Goat Anti-Mouse Detection
Antibody (TNF-a, IL-6)

Recombinant Mouse Standard (TNF-a,, IL-
6)

Mouse Anti-Human Capture Antibody
(TNF-a, IL-6)

Biotinylated Goat Anti-Human Detection
Antibody (TNF-a, IL-6)

Recombinant Human Standard (TNF-a, IL-
6)

Streptavidin conjugated to horseradish-
peroxidase (Streptavidin-HRP)
Stabilisierte Peroxid (H202) Losung (Color
Reagent A)

Tetramethylbenzidin (Color Reagent B)
2N Schwefelsaure (H2S04)

Gerate und Verbrauchsmaterial
Mikrotestplatte 96-Well
Rotilabo®-Abdeckfolie fur Mikrotestplatten
(SealPlate)

Pufferwanne

Eppendorf Research® plus, 8-Kanal Pipette,
100ul, 300ul

Pipettenspitzen, 100pl, 300ul

SpectraMax M3® Microplate Reader

Deutschland
R&D Systems, Inc., Minneapolis, USA

R&D Systems, Inc., Minneapolis, USA
R&D Systems, Inc., Minneapolis, USA

R&D Systems, Inc., Minneapolis, USA
R&D Systems, Inc., Minneapolis, USA
R&D Systems, Inc., Minneapolis, USA
R&D Systems, Inc., Minneapolis, USA
R&D Systems, Inc., Minneapolis, USA
R&D Systems, Inc., Minneapolis, USA
R&D Systems, Inc., Minneapolis, USA
Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Herstellfirma

R&D Systems, Inc., Minneapolis, USA
Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Laborbestand

Eppendorf SE, Hamburg, Deutschland

Sarstedt AG & Co. KG, NUimbrecht,
Deutschland

Molecular Devices, LLC., San Jose, USA
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2.5 Allgemeine Chemikalien, Gerate und Verbrauchsmaterial

Ultratiefkthlgerat CryoCube F570h
Kihlschrank/Tiefkiihler Liebherr ProfiLine

Kihlschrank Liebherr Premium

Natronlauge (NaOH, 2N)

Salzséure (HCI, 37% rauchend, reinst)

Labormarker

Labortiicher

Papierhandtucher Tork H3

Rotiprotect® Nitril-Handschuhe

StarGuard® Nitril-Handschuhe

Glasflasche Simax

Becherglas

Magnetruher PCE-MSR 100

Magnetrihrstabchen

Magnetstab

pH Meter Orion Model 420A

Omnifix Luer Lock Solo

Syringe Filter, 0,22um

Messzylinder

Eppendorf Research® plus, 1-Kanal Pipette,
10ul, 100ul, 1000ul

Eppendorf SE, Hamburg, Deutschland
Liebherr-International Deutschland GmbH,
Biberach an der Ri3, Deutschland
Liebherr-International Deutschland GmbH,
Biberach an der Ri, Deutschland

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Sarstedt AG & Co. KG, Numbrecht,
Deutschland

KIMBERLY-CLARK GmbH, Koblenz,
Deutschland

Essity Aktiebolag (publ), Stockholm,
Schweden

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Starlab GmbH, Hamburg, Deutschland
Zeller GmbH, Hohenems, Osterreich
Laborbestand

PCE Deutschland GmbH, Meschede,
Deutschland

Laborbestand

Laborbestand

Thermo Fisher Scientific Inc, Waltham,
USA

B. Braun Austria GmbH, Maria Enzersdorf,
Osterreich

Starlab GmbH, Hamburg, Deutschland
BRAND GMBH + CO KG, Wertheim,
Deutschland

Eppendorf SE, Hamburg, Deutschland
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Pipettenspitzen, 1000pl, 200ul, 100pul, 20pl,
10pl

Vortex Laborschittler

Eppistander
Raéhrchengestell

Zentrifugenréhren, 15ml, 50ml (Falcon)

Mikroreagiergefall SafeSeal 0,5ml, 1,5ml,
2ml
Biosphere® SafeSeal Réhrchen 0,5ml, 2ml

Eisbereiter FM-120KE-50-HC
Zentrifuge Z446 K

Ethanol 99,8% vergéllt (Ethanol 70%
Reinigung des Arbeitsplatzes)
Stoppuhr

Analysenwaage

Loffel zum Einwiegen der Substanzen
Schalchen Plastik

Sarstedt AG & Co. KG, Numbrecht,
Deutschland

Phoenix Instrument GmbH, Garbsen,
Deutschland

Laborbestand

Laborbestand

Sarstedt AG & Co. KG, Numbrecht,
Deutschland

Sarstedt AG & Co. KG, Numbrecht,
Deutschland

Sarstedt AG & Co. KG, Numbrecht,
Deutschland

Hoshizaki Europe B.V. — HQ, Amsterdam,
Niederlande

Hermle Labortechnik GmbH, Wehingen,
Deutschland

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

VWR International GmbH, Radnor, USA
Laborbestand

Laborbestand

2.6 Statistische Auswertung, sonstige Software

Graphpad Prism 7
Microsoftt Office 365
SoftMax Pro 7.0

GraphPad Software, San Diego, USA
Microsoft Cooperation, Redmond, USA
Molecular Devices, LLC., San Jose, USA
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3 Methoden

Fur die Bearbeitung der Fragestellungen der vorliegenden Arbeit wurde eine Humanstudie
durchgefihrt, im Rahmen derer Monozyten aus humanem Vollblut isoliert und stimuliert
wurden. Weiters wurden Methoden der Zellkultur, Griess Assay und Enzyme-linked

Immunosorbent Assay herangezogen.

3.1 Humanstudie

Die Studie (00848) wurde von der Ethikkomission der Universitdt Wien positiv
begutachtet und ist im Einklang mit den in der medizinischen Forschung aktuell geltenden
ethischen Grundsétzen (Deklaration von Helsinki) [43] durchgefihrt worden. Im Rahmen
der vorliegenden Arbeit werden die Effekte von IAA auf die durch positive Bakterien -und
hierbei vor allem LTA- vermittelte Immunantwort von Monozyten dargestellt; es wurde

nur ein Teil des eigentlichen Studienprotokolls bearbeitet.

3.1.1 Studiendesign

Proband:innen der einfach verblindeten, placebokontrollierten Studie waren gesunde
Personen (mannlich, weiblich) zwischen 18-70 Jahren. Ausschlusskriterien fur eine
Teilnahme an der Studie stellten Fruktosemalabsorption,
Nahrungsmittelunvertraglichkeiten und/oder -intoleranzen sowie Lebensmittelallergien,
besondere Ernahrungsformen (beispielsweise vegane Ern&hrungsweise), instabiles
Korpergewicht innerhalb der letzten 6 Monate (Schwankungen > 5%), BMI <18,5 kg/m?
oder >30 kg/m? bariatrische Operationen, chronische Erkrankungen des
Gastrointestinaltrakts (beispielsweise Morbus Crohn), Lebererkrankungen,
Niereninsuffizienz, rheumatoide Arthritis, COPD mit > 2 Exazerbationen pro Jahr,
chronische oder wiederkehrende akute Pankreatitis, Alkoholkonsum (ber 10g pro Tag
(Frauen) oder 20g pro Tag (Ménner), Schwangerschaft, Stillzeit, und virale oder bakterielle
Infekte, die nicht langer als drei Wochen zurtick liegen, dar.

Die Teilnehmer:innen wurden angehalten, zwei Wochen vor Studienbeginn sowie wéhrend
der gesamten Studiendauer keine hopfenhaltigen Lebensmittel zu konsumieren. Vor
Beginn der Studie wurden die Teilnehmer:innen durch den Studienarzt tber Ziele der
Studie und mogliche Risiken aufgekléart, sowie schriftliche Einverstandniserklarungen der
Teilnehmer:innen eingeholt.

Am Studientag wurden die niichternen Proband:innen nach einer initialen Blutabnahme

gebeten, das Studiengetrénk zu trinken und ein standardisiertes Frihstick (Laugenbreze +
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10g Butter) innerhalb von 15 Minuten einzunehmen. Weitere Blutabnahmen erfolgten 1h,
2h, 3h und 6h nach Aufnahme des Studiengetranks. Wéhrend dieses Zeitraums erhielten
die Teilnehmer:innen eine weitere standardisierte Mahlzeit (Pizza). Die Interventionen
(Placebogetrank, Getrdnk + 15mg I1AA / + 45mg IAA/ + 90mg IAA) erfolgten einmalig,
einfach verblindet und randomisiert im Cross-over Design, wobei die Wash-Out Phase
zwischen den Interventionen mindestens eine Woche betrug. Der Studienablauf sowie der

Ablauf eines Studientages sind in Abbildung 3 dargestellt.

Run-In Phase W Wash-Out Phase Intervention 2-4

2 Wochen et —-- i Woche

e
. -

* """-l.__

!" II..'I

Nlchternblutabnahme
e
[ 1

Studiengetrdnk

1AA/Placebo
+ Frihstiick

|
2h 3h Mahlzeil &h

Abbildung 3: Grafische Darstellung des Studienablaufs und des Ablaufs eines Studientages.
Interventionen 1-4 stellen die orale Aufnahme eines Studiengetrank mit 15mg, 45mg, 90mg IAA, Placebo
dar und wurden in randomisierter Reihenfolge durchgefiihrt. IAA... Iso-a-Séure (verwendet in Form eines
Iso-a-reichen Extrakts). Created with BioRender.com.

Zusétzlich wurden am ersten Interventionstag Geburtsdatum und anthropometrische
Parameter (Gewicht, GroRe, Bauchumfang) der Proband:innen erhoben (Tabelle 1). Zur
Bestimmung klinisch-chemischer Parameter der Teilnehmer:innen wurden aus dem
Vollblut Plasma und Serum gewonnen und ins Routinelabor Dr. Greiner (Wien,
Osterreich) Ubermittelt (Tabelle 1). Anhand der Charakteristika und der Klinischen
Parameter werden Ausschlusskriterien sowie der Gesundheitsstatus der Proband:innen
Uberprift. In der vorliegenden Arbeit werden die Ergebnisse zweier Probandinnen
analysiert. Die anonymisierte Bezeichnung Probandin A bzw. Probandin B wurde von der
Verfasserin dieser Arbeit selbst gewahlt und soll zur Ubersichtlichen Darstellung der

Ergebnisse dienen.
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Tabelle 1: Charakteristika und klinische Parameter der Studienteilnehmer:innen

Probandin A Probandin B

Alter [Jahre] 26 25
Gewicht [kg] 55 59
GroRe [cm] 170 171
BMI* [kg/m?] 19 20,2
Bauchumfang [cm] 66 65
Blutzucker [mg/dl] 97 91
Harnséure [mg/dl] 3,7 2,9
SGOT [U/l] 15 16
SGPT [U/] 7 18
Gamma-GT [U/] 10 8
Cholesterin [mg/dl] 133 160
HDL-Cholesterin [mg/dI] 57 63
LDL-Cholesterin [mg/dl] 63 74
Triglyceride [mg/dl] 66 115
Cholesterin/HDL 2,3 2,5
C-reaktives Protein [mg/dl] | 0,16 0,07

3.1.2 Isolation humaner Monozyten

Die Isolation der humanen  Monozyten aus Vollblut wurde  mittels
Dichtegradientenzentrifugation und pluriSelect System durchgefiihrt. Das PluriSelect
System besteht aus speziellen Zentrifugenrohrchen (pluriMate I1) mit einer netzartigen
Barriere im unteren Drittel des Rohrchens, die eine Vermischung des Blutmaterials und
des Trennmediums verhindert und wurde entsprechend den Empfehlungen des Herstellers
verwendet. Die Isolation von humanen Monozyten aus dem Vollblut wurde auf der
Sicherheitswerkbank durchgefiihrt. Die benétigten Substanzen wurden vor Verwendung
auf Raumtemperatur (RT) gebracht. Aufgereinigte Monozyten wurden in RPMI-1640
Medium kultiviert, welches sich entsprechend Tabelle 2 zusammensetzt.

Tabelle 2: Zusammensetzung des Zellkulturmediums RPMI-1640 zur Kultivierung der isolierten
humanen Monozyten

Substanz Volumen [ml] % Volumen
RPMI-1640 Medium 445 89

FBS 50 10
Penicillin/Streptomycin | 5 1

1 BMI wurde durch BMI= Korpergewicht [kg]/KdrpergroRe”2 [m] ermittelt; gerundet auf eine
Nachkommastelle
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Ein pluriMate Zentrifugenrohrchen wurde mit 4,5ml Trennmedium (Monocyte Spin
Medium) beftllt und bei 1000rcf, acell 9, decell 9, RT 10 Sekunden zentrifugiert, um das
Trennmedium durch die netzartige Barriere an den Boden des Zentrifugenréhrchens zu
beférdern. 4ml Vollblut wurden vorsichtig aufgelagert. Nach Zentrifugation bei 800rcf,
acell 9, decell 9, RT 15 Minuten konnte eine Trennung des Vollbluts in unterschiedliche
Phasen bzw. Zellfraktionen gesehen werden (Abbildung 4); die netzartige Barriere
verhindert dabei eine Rekontamination der angereicherten Zellen mit dem Trennmedium.
500ul Plasma wurden abgenommen, die flr weitere Untersuchungen bei -80°C gelagert
wurde. Die Monozyten als helle Phase unter dem Plasma wurden in ein neues Falcon
uberfuhrt und mit DPBS auf 10ml aufgefullt. Die Zellen wurden bei 300rcf, acell 9, decell
9, RT 10 Minuten abzentrifugiert und der Uberstand verworfen. Das Falcon wurde erneut
mit DPBS auf 10ml aufgefullt, abzentrifugiert (300rcf, acell 9, decell 9, RT 10 Minuten)
und der Uberstand nocheinmal abgenommen. Das entstandene Zellpellet wurde in 2ml
DPBS resuspendiert und 500l davon in ein endotoxinfreies Mikroreagiergefal
abgenommen, die bei -80°C fir weitere immunologische Untersuchungen gelagert wurden.
Es folgte ein weiterer Zentrifugationsschritt bei 300rcf, acell 9, decell 9, RT 10 Minuten
sowie die Abnahme des DPBS Uberstands. Das Zellpellet wurde in 1280ul RPMI-1640
Zellkulturmedium resuspendiert und 160l der Zellsuspension wurden pro Well in eine 96-
Well TC Platte gegeben.

3.1.3 Stimulation humaner Monozyten

Die Monozyten wurden vor der Stimulation fiir eine Stunde auf der 96-Well Platte bei
37°C und 5% CO> inkubiert, um sie ruhen zu lassen. Um die Zellen zu stimulieren, wurden
40ul LTA (50pg/ml RPMI-1640 Medium) pro Well hinzugefugt. In die Wells, die
unstimuliert (US) blieben, wurden 40ul RPMI-1640 Medium pipettiert (Abbildung 4).
Nach der Inkubationszeit (6h) wurde der Zelliberstand abgenommen. Hierbei wurde der
Zellkulturtberstand in ein Mikroreagiergefa® abgenommen und bei 4°C und maximaler
Geschwindigkeit 15 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurde dann in ein neues
Mikroreagiergefal3 tberfuhrt und bis zur Durchfiihrung weiterer Analysen bei -80°C
gelagert. Wahrend des Zentrifugationsschritt wurden 300ul Trizol in jedes Well auf die
Zellen pipettiert. Das Trizol wurde dann auf das entstandende Zellpellet des Uberstandes

uberflhrt, abgenommen und bei -80°C gelagert.
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Abbildung 4: Isolation und Stimulation von Monozyten aus humanem Vollblut: Unterschiedliche
Phasen und Zellfraktionen des Blutes nach der Zentrifugation mit Trennmedium (Monocyte Spin Medium)
im Zentrifugenréhrchen mit netzartiger Barriere. Zentrifugation bei Raumtemperatur: 300rcf, acell 9, decell
9. DPBS...Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline, LTA... Lipoteichonsiure. Created with BioRender.com.

3.2 Zellkulturmodell J774A.1
J774A.1 Zellen stellen eine murine Makrophagen-ahnliche Zelllinie dar, die zum ersten
Mal 1968 aus dem Aszites einer weiblichen BALB/c Maus mit Knochentumor isoliert
wurde [42,44]. Nach Aktivierung durch Pathogene zeigen J774A.1 Zellen Makrophagen-
typische Eigenschaften wie die Produktion von NO und Zytokinen, Phagozytose [42] und
die Ausschittung von Lysozym [44], weshalb sie h&ufig als Modellorganismus in
Untersuchungen zu immunologischen Fragestellungen eingesetzt werden [42].
Die semi-adhérenten Zellen [42] wurden fur die hier angefuhrten Experimente bei
American Type Culture Collection (ATTC) erworben.
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Zellkulturmedium

J774A.1 wurden in Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) mit bovinem Serum
(FBS) und Penicillin/Streptomycin kultiviert. Das Zellkulturmedium wurde an der
Sicherheitswerkbank unter sterilen Bedingungen hergestellt und bei 4°C gelagert. Die
Zusammensetzung des Zellkulturmediums ist in Tabelle 3 angefuhrt. Vor Verwendung
wurde das Zellkulturmedium im Wasserbad auf 37°C erwdrmt sowie makroskopisch auf

Verunreinigungen oder Farbveréanderungen Gberpruft.

Tabelle 3: Zusammensetzung des Zellkulturmediums im J774A.1 Zellkulturmodell

Substanz Volumen [ml] % Volumen
Dulbecco’s Modified | 445 89

Eagle’s Medium - high

glucose

FBS 50 10
Penicillin/Streptomycin | 5 1

Auftauen der J774A.1 und Kultivierung von J774A.1

Fur das Auftauen der Zellen wurden die Kryovials, in denen die Zellen bei -196°C gelagert
wurden, kurz erwarmt (Wasserbad 37°C) und die Zellen dann vosichtig in das Falcon
gekippt, in dem 10ml vorgewarmtes Zellmedium vorgelegt wurden. Die Zellen wurden bei
1200 rpm, RT 5 Minuten zentrifugiert, um das Einfriermedium abzutrennen. Nach dem
Zentrifugationsschritt wurde der Uberstand mit einer Pipette abgenommen, ohne dabei das
Zellpellet zu beruhren. Erst danach wurde das Zellpellet mit 5ml Zellkulturmedium einige
Male resuspendiert. Die Zellsuspension wurde in eine Zellflasche (T-25) Uberfiihrt und
eine Stunde inkubiert. Um besseres Wachstum der Zellen nach dem Auftauen zu
ermoglichen, wurde fiir die erste langere Inkubation ein 35% Vol. FBS Zellkulturmedium
verwendet. Daflr wurde in ein Falcon 3,6ml Medium pipettiert, mit 1,4ml FBS
supplementiert und geschwenkt. Das Zellkulturmedium wurde mittels Vakuumpumpe aus
der Zellflasche abgesaugt sowie 35% Vol. FBS Medium in die Zellflasche Gberfiihrt.
J774A.1 wurden bei 37°C und 5% CO- bis zur 80-85%-igen Konfluenz inkubiert.

Subkultivierung von J774A.1

Alle 2-3 Tage wurde ein Medienwechsel vorgenommen. Die Zelldichte in den Zellflaschen
wurde jeden zweiten Tag mittels Lichtmikroskop Uberprift. Sobald die Zellen eine
Konfluenz von 80-85% erreicht haben (alle 3-4 Tage), wurden die Zellen passagiert. Bei

Subkultivierung der J774A.1 Zellen wurden T-75 Zellkulturflasche verwendet und die
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initale Aussaat betrug 0,1*107 Zellen pro Zellkulturflasche. Beim Passagieren wurde das
Medium abgesaugt und 10ml frisches Medium in die Zellflasche pipettiert. Mit einem
Zellschaber wurden die Zellen vorsichtig vom Boden der Zellflasche gel6st und nach
mehrmaligen Resuspendieren in ein Zentrifugenréhrchen abgenommen. Die Zellzéhlung
erfolgte unter dem Mikroskop mit einer Z&hlkammer: Die Zellsuspension wurde 1:5 mit
Zellkulturmedium in einem SafeSeal Reagiergefal verdunnt und 10ul davon auf die
Zahlkammer aufgetragen. Im nédchsten Schritt wurden 10ml frisches Medium in eine neue
Zellflasche vorgelegt und die entsprechende Menge Zellsuspension (siehe Formel (1),(2))
transferriert. Durch vorsichtiges Schwenken wurde eine gleichméRige Zellverteilung
sichergestellt. Alle Zellarbeiten wurden an der Sicherheitswerkbank durchgefihrt und

samtliche Medien vorab auf 37°C im Wasserbad erwarmt.

Zellen
relative Zellzahl [ ]
ml

Mittelwert der Zellzahl pro Eckquadrat * Verdiinnungsfaktor 5 * Faktor fiir Kammervolumen 104

1)

1

relative Zellzahl

Zellsuspension bei Aussaat [ml] = * initiale Zellzahl (@)

3.2.1 J774A.1 Zellstimulation

Als Vorbereitung fir eine Zellstimulation wurde prinzipiell ident zur Subkultivierung
(siehe 3.2 Subkultivierung von J774A.1) verfahren; nach Auszédhlen der Zellen mit einer
Zahlkammer wurden 2ml Zellkulturmedium pro Well sowie die entsprechende Menge
Zellsuspension (siehe 3.2 Formel (1),(2)) in eine 6-Well Zellkulturplatte transferriert. Fir
eine Zellstimulation wurden 0,3*10° Zellen pro Well ausgesat. Nach mikroskopischer
Begutachtung der Zelldichte in den Zellkulturplatten konnte im néchsten Schritt eine
Stimulation der Zellen ausgefiihrt werden (Abbildung 5) — daftir musste eine Zellkonfluenz
von 90-95% gegeben sein. Das Zellkulturmedium aus den Wells der 6-Well
Zellkulturplatte wurde mittels Vakuumpumpe abgesaugt und durch 800ul frisches Medium
ersetzt. Je nach Versuchsprotokoll wurde im ersten Schritt entweder a) ein 1AA-reicher
Extrakt (Isohop® 30% w/w, BarthHaas GmbH & Co. KG) mit Zellmedium 1:100 verdinnt
und in unterschiedlichen Konzentrationen (50ug/ml, 25ug/ml, 12,5ug/ml, 6,25ug/ml 1AA)
den Zellen appliziert oder b) zunédchst Anisomycin in Dimethylsulfoxid (DMSO)
(10mg/ml) im Verhaltnis 1:2000 mit Zellkulturmedium verdunnt und in unterschiedlichen
Konzentrationen (5ng/ml bzw. 1ng/ml) den Zellen hinzugegeben; zusatzlich wurde die

Kontrolle - DMSO in Zellmedium (Verdinnung 1:2000) mitgefiihrt (Abbildung 6). Die
24



Behandlung von J774A.1 mit Anisomycin vor der Inkubation mit einem 1AA-reichen
Extrakt stellt ein Pilotexperiment dar, um mogliche Auswirkungen von Anisomycin, ein
Aktivator der p38 Kinase, auf den Effekt eines IAA-reichen Extrakts in einer LTA-
vermittelten Entziindungsreaktion zu untersuchen. Erst im ndchsten Schritt wurde hier
nach einstundiger Inkubationszeit zu bereits genannten Standardbedingunen ein IAA-
reicher Extrakt (Isohop® 30% w/w, BarthHaas GmbH & Co. KG; 1,562ug/ml bzw.
6,25ug/ml 1AA) den Zellen appliziert. Dafur wurde der Extrakt 1:100 mit Zellmedium
verdinnt.

Um die Zellen zu aktivieren wurde nach einer weiteren Stunde Inkubationszeit zu
Standardbedingungen eine Stimulation mit LTA durchgefuhrt. Hierbei wurde LTA
zunachst in DMEM geldst und bei -20°C gelagert. Fir eine Stimulation der Zellen wurden
200ul LTA (50ug/ml in DMEM) auf die Zellen pipettiert; auf die unstimulierten Zellen
wurden 200ul Zellkulturmedium hinzugegeben. Die Zellen wurden unter den bereits
genannten Bedingungen inkubiert. Nach 6h und 24h bzw. 48h wurden je 200ul bzw. 600ul
Zelluberstand in ein Mikroreagiergefa abgenommen und bei -20°C bis zu Durchfiihrung
weiterer Analysen gelagert.

@ Zellmedium absaugen
1 2 3

A

B o,

v

@ Frisches Zellmedium zugeben
! : E »
N W

Sooul/Well
. |

» a) b) 'y
@ Zellstimulation // ) /)

% 1
|~ 1AA 6,25 pg/ml - | Anisomycin in DMSO

1h Inkubarion bei 37°C, 5%C0, ¢ v 50ng/ml | ing/mlbzw. 5ng/ml
. )
(n | ‘ LTA 10pg/ml | 1AA1,562 bzw. 6,25
th Inkubation bei 37°C, 5%C0, * ug/ml
!
mno—

7] LTA10pg/ml

v

@ Abnahme des Zellkulturiiberstands
nach 6h/24h/z8h

Abbildung 5: Zellstimulation im J774A.1 Zellkulturmodell. Je nach Versuchsprotokoll wurden die Zellen
mit a) IAA oder b) Anisomycin und IAA inkubiert und LTA stimuliert. Konzentrationsangaben der
Substanzen jeweils pro Well. DMSO... Dimethylsulfoxid, IAA... Iso-a-Séure (verwendet in Form eines Iso-
a-Sdure-reichen Extrakts), LTA... Lipoteichonséure. Created with BioRender.com.
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Abbildung 6: Plattenbelegung im J774A.1 Zellkulturmodell bei einer Zellstimulation: Die Zellen
wurden mit Zellkulturmedium (unstimulierte Kontrolle), TAA (1,562pug/ml bzw. 6,25ug/ml), LTA
(stimulierte Kontrolle; 10pg/ml), IAA + LTA, IAA + Anisomycin (1ng/ml bzw. 5ng/ml), IAA + LTA +
Anisomycin, LTA + Anisomycin behandelt. Die LTA-Stimulation wurde fiir 6h und 24h durchgefihrt.
A...Anisomycin, [AA... Iso-a-Sdure (verwendet in Form eines Iso-a-Séure-reichen Extrakts), LTA...
Lipoteichonsaure.

3.3 Nitrit Messung/Griess Assay

Fur die Nitrit Messung in den Zellkulturiberstdnden wurde ein kommerziell erhéltliches
Griess Assay Kit (Griess Reagent System, Promega Corporation) verwendet, welches
entsprechend der Anleitung des Herstellers durchgefuhrt wurde. Basierend auf Bildung
einer Azoreaktion im letzten Schritt der Griess Reaktion wird Nitrit durch eine Rosa-
Rotfarbung identifizierbar gemacht [42].

In eine 96-Well Platte wurden in B1-3 bis H1-3 je 50ul Zellkulturmedium vorgelegt. Fur
Standard A wurde der Nitrit Standard 1:1000 mit Zellmedium verdinnt und in
Dreifachbestimmung in Al-3 pipettiert (100pl pro Well). Die Standardverdinnungsreihe
wurde durch serielle Verdinnung direkt in den Wells hergestellt (Tabelle 4). Je 50ul der
Proben wurden in Einfachbestimmung auf die Platte aufgetragen; Unmittelbar danach
werden 50ul Sulfanilamid Lésung pro Well zugegeben. Die Platte wurde 10 Minuten im
Dunkeln inkubiert. Im letzten Schritt wurden 50ul der NED Losung in jedes Well gegeben
und lichtgeschitzt 10 Minuten inkubiert (Rosa-Rot Farbung erkennbar). Die Absorption

wurde im Photometer bei einer Wellenldnge von 530-550nm gemessen.
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Tabelle 4: Herstellung der Nitrit Standardverdiinnungsreihe

0,1M Nitrit Standard | Zellkulturmedium Konzentration Nitrit
[pl] [pl] [pl]

Standard A 1 1999 100

Standard B 50 aus Standard A 50 50

Standard C 50 aus Standard B 50 25

Standard D 50 aus Standard C 50 12,5

Standard E 50 aus Standard D 50 6,25

Standard F 50 aus Standard E 50 3,125

Standard G 50 aus Standard F 50 1,563

Standard H (Blank) - 50 0

3.4 Enzyme-linked Immunsorbent Assay (ELISA)

ELISA stellt eine routineméRige Labormethode zum qualitativen und quantitativen
Nachweis von Proteinen dar. Dabei wird die spezifische Antigen-Antikérper Bindung
sowie die Kkatalytische Aktivitat eines Antikdrper gebundenen Enzyms genutzt, um
Proteine in Losung sichtbar zu machen. [45]

Die Konzentrationen von TNF-a und IL-6 in den Zellliberstanden der humanen Monozyten
sowie in den Zelltberstanden der J774A.1 wurden in der vorliegenden Arbeit mittels eines
kommerziell erhéltlichen ELISA ermittelt, der nach Anleitung des Herstellers durchgefiihrt
wurde (Duoset® ELISA Development System Kit, R&D Systems). Die zusétzlich
bendtigten Chemikalien Phosphate buffered saline (PBS), Waschpuffer und Reagent
Diluent (RD) wurden vor Durchfuhrung des ELISA hergestellt (siehe Anhang | ELISA: A
Herstellung des PBS, B Herstellung des Waschpuffers, C Herstellung des Reagent
Diluent). Capture Antibody, Detection Antibody, Streptavidin-HRP und Standard wurden
gemal beiliegendem Certificate of Analysis (COA) mit PBS bzw. RD bzw. destilliertem
Wasser verdunnt (siehe Anhang | ELISA: D Verdiinnung des Capture Antibody und des
Detection Antibody, E Verdiinnung des Standards).

Die Zelllberstande der LTA-stimulierten humanen Monozyten wurden vor dem Auftragen
auf die 96-Well Mikrotestplatte entsprechend Tabelle 5 mit RD verdinnt. Die
Verdunnungsverhaltnisse wurden aus vorigen Messungen der Arbeitsgruppe Bergheim

Ubernommen.
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Tabelle 5: Verdiinnungen der humanen Monozyten Zelliberstdnde nach 6-stiindiger

LTA-Stimulation fiir den ELISA

Probe | ELISA ‘ TNF-a IL-6
us 1:2 1:2
LTA 1:10 1:25

Stimulierte J774A.1 Uberstande wurden vor der Durchfiihrung des ELISA mit RD

verdunnt; die Verdunnungen sind in Tabelle 6 dargestellt.

Tabelle 6: Verdinnungen der J774A.1 Zellliberstande nach 6- bzw. 24-stlindiger

LTA-Stimulation fiir den ELISA

Probe | ELISA ‘ TNF-a IL-6

unverdunnt bzw. 1:3 unverdinnt bzw. 1:3
LTA 6h 1:50 1:8
LTA 24h 1:20 1:15

Zur Vorbereitung der ELISA Platte wurden 100ul des mit PBS verdinnten Capture
Antibody in jedes Well pipettiert und Uber Nacht bei RT im Dunkel inkubiert. Nach
Waschen der Platte mit Waschpuffer fand eine 1-stundige Blockierung der Wells mit
300ul RD pro Well im Dunkeln, bei RT statt. Nach einem zweiten Waschschritt wurden
die Standards sowie die Proben (mit RD verdinnt bzw. unverdiinnt; siehe Tabelle 5,
Tabelle 6) fiir 2h aufgetragen (Einfachbestimmung, je 100ul pro Well). Die Platte wurde
erneut gewaschen und 100ul Detection Antibody, verdiinnt in RD, in jedes Well
hinzugegeben. Nach 2h Inkubation im Dunkeln, bei RT folgte ein weiterer Waschschritt
und die Applikation von Streptavidin-HRP fiir 20 Minuten (100ul pro Well; 1:40 mit RD
verdiinnt). Die Platte wurde noch einmal gewaschen und danach mit 100ul Substrat
Losung pro Well im Dunkeln, bei RT inkubiert. Nach 20 Minuten wurde pro Well 50pl 2N
Schwefelsdure hinzugefugt und die Reaktion somit gestoppt; durch vorsichtiges Klopfen
der Platte auf die Arbeitsfliche wurde die adaquate Vermischung der reagierenden
Substanzen gewéhrt. Die Messung der Absorption im Photometer bei 450nm erfolgte

unmittelbar danach.

3.5 Statistische Auswertung
Die statistische Verarbeitung und Auswertung der Daten sowie deren grafische Darstellung
wurde mit Graphpad Prism 7 und Microsoft Excel durchgefiihrt. Die Daten wurden mittels
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Grubbs Test auf Ausreiller gepruft und gegebenenfalls aus der weiteren Verarbeitung
exkludiert. Es erfolgte eine Uberpriifung der Daten auf Normalverteilung mittels Shapiro-
Wilk Test sowie auf Varianzhomogenitat mittels One-way ANOVA. Bei signifikant
unterschiedlichen Varianzen wurden die Werte durch Logarithmieren transformiert. In den
J774A.1 Versuchen wurden die Gruppen (Stimulationsbedingungen) mittels einer One-
way ANOVA (multipler Mittelwertvergleich, Tukey-Test) verglichen. Das Niveau fur
signifikante Unterschiede wurde mit einem p-Wert <0,05 festgelegt. Werte in den
Abbildungen werden als Mittelwert + Standardfehler (SEM, abgebildet als Fehlerbalken)
dargestellt.
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4 Ergebnisse

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss verschiedener Dosen eines I1AA-
reichen Extrakts auf eine LTA-vermittelten Entzindungsreaktion beim Menschen und im
Zellkulturmodell (J774A.1) untersucht. Hierfur wurde ein Teil des Studienprotokolls einer

Humanstudie durchgefihrt; es wurden die Ergebnisse zweier Probandinnen ausgewertet.

4.1 Einfluss der einmaligen oralen Aufnahme eines IAA-reichen Extrakts in
verschiedenen Dosen auf die LTA-vermittelte Stimulation von humanen
Monozyten ex vivo zu verschiedenen Zeitpunkten nach der oralen
Aufnahme: Konzentration von TNF-a und IL-6

Die folgenden Untersuchungen fanden im Rahmen einer groReren Humanstudie (siehe

3.1.1 Studiendesign) statt und umfassten zwei Probandinnen. Die Aufnahme von IAA

erfolgte in Form eines IAA-reichen Extrakts in verschiedenen Dosen (15mg IAA, 45mg

IAA, 90mg IAA, siehe Anhang |. Herstellung des Studiengetranks), die auch durch

moderaten Konsum von Bier aufgenommen werden kdnnen. Die Blutabnahmen fanden

nlchtern vor (TO), sowie 1h, 2h, 3h und 6h nach der jeweiligen Intervention statt (T1, T2,

T3, T6). Nach der Zellisolation aus dem Vollblut wurden die Monozyten 6h mit LTA

stimuliert und anschlieend die Zytokinkonzentrationen in den Zelluberstanden mittels

ELISA gemessen. Die Werte werden jeweils im Vergleich zum Ausgangswert

(Konzentration zum Zeitpunkt TO = 100%) der jeweiligen Intervention dargestellt.

Aufgrund technischer Schwierigkeiten in den ELISA Messungen konnten bei der Placebo-

Intervention der Probandin B zwei Konzentrationen (TO, T1) nicht ermittelt werden,

weswegen die Behandlung mit Placebo bei dieser Probandin nicht gezeigt wird; es werden

somit alle Werte in % Uber TO dargestellt.

TNF-a

Wie in Abbildung 7 zusammengefasst, hatte die Aufnahme von 15mg den groRten Effekt
auf die Freisetzung von TNF-a bei Probandin A. 1h nach Aufnahme von 15mg IAA sank
die TNF-a-Freisetzung der LTA-stimulierten Zellen auf 33% der initialen Konzentration.
2h bis 6h nach der 1AA-Aufnahme war eine kontinuierliche Zunahme der TNF-a-
Freisetzung feststellbar, wobei die TNF-a-Konzentration 6h nach der Aufnahme niedriger
als der Ausgangswert war (69% von T0), was einen immunsuppressiven Effekt auch 6h
nach einer IAA-Aufnahme zeigt. Nach der Aufnahme der hdchsten IAA-Dosis (90mg
IAA) wurde eine Senkung der TNF-a-Konzentration in LTA-stimulierten Zellen 1h nach
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der IAA-Aufnahme auf 70% des Ausgangswerts erreicht. Auch bei dieser Intervention
wurde ab diesem Zeitpunkt eine steigenden LTA-induzierte TNF-o-Freisetzung
festgestellt. Nach der Aufnahme von 45mg IAA kam es zu keiner Verminderung der LTA-

induzierten TNF-a-Freisetzung im Vergleich zum Ausgangswert.

Bei Probandin B (Abbildung 7B) konnte kein dampfender Effekt auf die TNF-o-
Freisetzung in Monozyten nach der Aufnahme von 90mg IAA bzw. 15mg IAA festgestellt
werden. Ein vergleichsweise hoher Ausgangswert der TNF-a-Freisetzung wurde vor der
Aufnahme von 45mg IAA gemessen; die Betrachtung der Messwerte in % (ber TO sind in

dieser Intervention moglicherweise nicht aussagekréftig.
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Abbildung 7: Einfluss der oralen Aufnahme eines IAA-reichen Extrakts in unterschiedlichen Dosen
und zu verschiedenen Zeitpunkten auf die TNF-a-Freisetzung im Zelliberstand isolierter humaner
Monozyten nach LTA-Stimulation ex vivo bei Probandin A (7A) und Probandin B (7B). Die Zellen
wurden aus Vollblut isoliert und 6h mit LTA stimuliert. 7B: Die TNF-a-Konzentration in der 45mg IAA-
Intervention konnte zum Zeitpunkt 6 aufgrund einer technischen Schwierigkeit nicht detektiert werden.
Werte dargestellt in % Uber TO (Ausgangswert - Blutabnahme niichtern), Interventionen der Humanstudie:
Placebo, 15mg IAA, 45mg IAA, 90mg IAA. 1AA: Iso-a-Sdure, LTA: Lipoteichonsdure, TNF-a:
Tumornekrosefaktor-a

IL-6

Nach der Aufnahme von 15mg IAA war die LTA-vermittelte Freisetzung von IL-6
deutlich geringer als zum Zeitpunkt 0 (Abbildung 8A). Der Effekt war auch nach 2h noch
nachweisbar. Die IL-6-Konzentration im Uberstand nahm bis 6h nach der IAA-Aufnahme
zu, blieb jedoch zu jedem gemessenen Zeitpunkt unter dem Ausgangsniveau (80% bzw.
90% von T0). Durch die Aufnahme der hdchsten IAA-Dosis wurde ebenfalls 1h nach der
Aufnahme eine Abschwéchung der LTA-induzierten IL-6-Freisetzung festgestellt (56%
von T0). Die IL-6-Konzentration erreichte zu keinem Zeitpunkt das Ausgangsnhiveau.
Durch die Aufnahme der hochsten sowie der niedrigsten IAA-Dosis konnte bei Probandin

A somit ein immunmodulierender Effekt zu verschiedenen Zeitpunkten in der LTA-
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induzierten IL-6 sowie TNF-a-Freisetzung ermittelt werden (Abbildung 7A und Abbildung
8A). Die mittlere IAA-Dosis zeigte keinen suppressiven Effekt auf die IL-6-Freisetzung

humaner Monozyten bei Probandin A.

Bei Probandin B (Abbildung 8B) war die IL-6-Freisetzung in LTA-stimulierten Zellen 2h
nach der Aufnahme von 45mg IAA bzw. 90mg IAA vermindert. Dieser Effekt war im
Zeitraum 3h bis 6h nicht mehr nachweisbar. Die niedrigste IAA-Dosis reduzierte die I1L-6-
Konzentration im Zelliberstand bei Probandin B zum Zeitpunkt 6 auf 69% des
Ausgangswerts. Zu den Zeitpunkten davor zeigte IAA (15mg) keinen wesentlichen

Einfluss auf die LTA-vermittelte IL-6-Freisetzung in Monozyten.
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Abbildung 8: Einfluss der oralen Aufnahme eines IAA-reichen Extrakts in unterschiedlichen Dosen
und zu verschiedenen Zeitpunkten auf die IL-6-Freisetzung im Zelliberstand isolierter humaner
Monozyten nach LTA-Stimulation ex vivo bei Probandin A (8A) und Probandin B (8B). Die Zellen
wurden aus Vollblut isoliert und 6h mit LTA stimuliert. 8B: Die IL-6-Konzentration in der 45mg IAA-
Intervention konnte zum Zeitpunkt 6 aufgrund einer technischen Schwierigkeit nicht detektiert werden.
Werte dargestellt in % Uber TO (Ausgangswert - Blutabnahme niichtern), Interventionen der Humanstudie:
Placebo, 15mg IAA, 45mg IAA, 90mg IAA. IAA: Iso-a-Séure, IL-6: Interleukin-6, LTA: Lipoteichonséure

4.2 Effekte unterschiedlicher Konzentrationen eines IAA-reichen Extrakts
auf die LTA-induzierte Freisetzung von TNF-a und IL-6 sowie NOx im
Zellkulturtberstand von J774A.1

Um zu untersuchen, ob ein IAA-reicher Extrakt auch in vitro die LTA-vermittelte

Stimulation beeinflusst, wurde zundchst eine Dose-Response Studie durchgefinhrt.

TNF-a

Die Inkubation mit einem IAA-reichen Extrakt senkte die TNF-a-Konzentration im
Uberstand der Zellen verglichen mit LTA-stimulierten Zellen dosisabhingig 6h nach der
LTA-Behandlung, wohingegen nach 24h die Konzentration bei allen 1AA-Dosen gleich
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um ca. 40% vermindert war. Aufgrund der Streuung innerhalb der Gruppen erreichte nur
die Konzentration 25ug/ml (6h) und 6,25ug/ml (24h) das Signifikanzniveau (Abbildung
9A/B).
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Abbildung 9: Einfluss eines 1AA-reichen Extrakts auf die TNF-a-Konzentration im
Zellkulturiberstand von J774A.1, die 6h bzw. 24h mit LTA stimuliert wurden. Die Vorbehandlung mit
dem IAA-reichen Extrakt fand eine Stunde vor der Stimulation mit LTA statt. Werte dargestellt als
Mittelwerte £ SEM und in % tber Kontrolle; a: p<0,05 im Vergleich zu LTA-stimulierten Zellen; n=3

IAA: Iso-a0-Sdure, LTA: Lipoteichonsdure, TNF-a.: Tumornekrosefaktor-a

IL-6

Die Inkubation mit einem 1AA-reichen Extrakt reduzierte die IL-6-Freisetzung der Zellen
im Vergleich zu LTA-stimulierten Zellen dosisabhéngig 6h und 24h nach der LTA-
Behandlung. Augrund der Streuung innerhalb der Gruppen erreichten nur die
Konzentrationen 25 pg/ml bzw. 50 ug/ml das Signifikanzniveau. Nach 24-stiindiger LTA-
Stimulation konnte zusétzlich ein signifikanter Effekt auf die IL-6-Freisetzung bei
Applikation von 12,5ug/ml TAA festgestellt werden (Abbildung 10A,B).
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Abbildung 10: Einfluss eines 1AA-reichen Extrakts auf die IL-6-Konzentration im
Zellkulturiberstand von J774A.1, die 6h bzw. 24h mit LTA stimuliert wurden. Die Vorbehandlung mit
dem IAA-reichem Extrakt fand eine Stunde vor der Stimulation mit LTA statt. Werte dargestellt als
Mittelwerte = SEM und in % Uber Kontrolle; a: p<0,05 im Vergleich zu LTA-stimulierten Zellen, b: p<0,05
im Vergleich zu 6,25ug/ml IAA inkubierten, LTA-stimulierten Zellen, c: p<0,05 im Vergleich zu 12,5ug/ml
IAA inkubierten, LTA-stimulierten Zellen; n=4 bzw. 3

IAA: Iso-a-Séure, IL-6: Interleukin-6, LTA: Lipoteichonséure

Nitrit

Es konnte kein Effekt eines IAA-reichen Extrakts (6,25ug/ml 1AA - 50ug/ml 1AA) auf die
NOx-Freisetzung in J774A.1 Zellen festgestellt werden, die 6h mit LTA stimuliert wurden
(Daten nicht gezeigt). Aufgrund der geringen Anzahl an Versuchsdurchfiihrungen kénnen
keine statistischen Aussagen zu den Nitrit-Konzentrationen nach 24-stiindiger LTA-
Stimulation getroffen werden. Es ist jedoch eine Tendenz zur Verminderung der NOXx-
Freisetzung in Zellen durch IAA ist erkennbar (Abbildung 11).
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Abbildung 11: Einfluss eines 1AA-reichen Extrakts auf die Nitrit-Konzentration im
Zellkulturiiberstand von J774A.1, die 24h mit LTA stimuliert wurden. Die Vorbehandlung mit dem
IAA-reichen Extrakt fand eine Stunde vor der Stimulation mit LTA statt. Werte dargestellt als Mittelwerte +
SEM und in % tber Kontrolle; n=2

IAA: Is0-a-Séure, LTA: Lipoteichonséure, NO»-: Nitrit

In Abbildung 12 sind die Nitrit-Konzentrationen in J774A.1 Zelliberstdnden nach 48-
stundiger LTA-Stimulation dargestellt. Es konnte eine dosisabhéngige Reduktion der LTA-
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vermittelten NOx-Freisetzung in J774A.1 Zellen, denen ein IAA-reicher Extrakt in
steigenden Konzentrationen (12 bzw. 25 bzw. 50ug/ml IAA) appliziert wurde, festgestellt
werden, wobei die Inkubation mit der niedrigsten Konzentration des IAA-reichen Extrakts
(6,25ug/ml IAA) die NOx-Freisetzung auf etwa ein Drittel der LTA-stimulierten Kontrolle
(35,75%) reduzierte. Eine signifikante Abnahme der Nitrit-Konzentration konnte durch die
Inkubation mit 1AA-reichen Extrakt der beiden hochsten Konzentrationen (25ug/ml bzw.
50ug/ml 1AA) ermittelt werden, verglichen mit LTA-stimulierten Zellen bzw. LTA-
stimulierten, 12,5ug/ml IAA-inkubierten Zellen.

48h

1501
100 A

50 a

NO,
(% Uber Kontrolle)

o

IAA (mg/m 1) o 6,25 12,5 25 50

+LTA (10@g/ml)

Abbildung 12: Einfluss eines 1AA-reichen Extrakts auf die Nitrit-Konzentration im
Zellkulturiberstand von J774A.1, die 48h mit LTA stimuliert wurden. Die Vorbehandlung mit dem
IAA-reichen Extrakt fand eine Stunde vor der Stimulation mit LTA statt. Werte dargestellt als Mittelwerte +
SEM und in % Uber Kontrolle; a: p<0,05 im Vergleich zu LTA-stimulierten Zellen, c: p<0,05 im Vergleich
zu LTA-stimulierten, 12,5ug/ml IAA inkubierten Zellen; n= 4

IAA: Iso-a-Séure, LTA: Lipoteichonsdure, NO»-: Nitrit

4.3 Effekte unterschiedlicher Konzentrationen des p38 Aktivators
Anisomycin und eines IAA-reichen Extrakts auf die LTA-induzierte
Zytokin- und NOx-Synthese im Zellkulturtberstand von J774A.1

Um den molekularen Mechanismus, der dem immunmodulierenden Potential der IAA

zugrundeliege konnte, naher zu untersuchen, wurden die Zellen vor der Behandlung mit

einem IAA-reichen Extrakt und LTA mit dem p38 Aktivator Anisomycin behandelt.

Basierend auf den in Abbildung 9B dargestellten Ergebnissen wurde 1,562pug/ml und

6,25pg/ml 1AA als Dosis gewahlt.

TNF-a
Die Inkubation mit einem IAA-reichen Extrakt (1,56pg/ml bzw. 6,25ug/ml 1AA) resultiert
nach 6-stiindiger LTA-Stimulation in einer verminderten TNF-a-Expression im Vergleich
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zu LTA-stimulierten Zellen, jedoch konnte hier das Signifkanzniveau von 0,05 nicht
erreicht werden (Abbildung 13A,B).

Die TNF-a-Konzentration ist nach priméarer Inkubation der Zellen mit 1ng/ml Anisomycin
geringfugig hoher als bei Zellen, die mit LTA und IAA-reichem Extrakt (6,25ug/ml 1AA)
behandelt wurden (Abbildung 13B). Dieser Effekt konnte nicht bei einer Inkubation mit
einer geringeren 1AA-Konzentration (1,56pg/ml) gezeigt werden. Eine Inkubation mit
5ng/ml Anisomycin steigerte die TNF-a-Expression signfikant im Vergleich zu den Zellen,

die nicht oder mit 1ng/ml Anisomycin inkubiert wurden.
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Abbildung 13: Einfluss eines IAA-reichen Extrakts (1,562ug/ml (A) bzw. 6,25pg/ml (B)) auf die TNF-a-
Konzentration im Zellkulturuberstand von J774A.1, die mit Anisomycin (1 ng/ml bzw. 5ng/ml)
vorbehandelt und 6h mit LTA stimuliert wurden. Die Vorbehandlung mit Anisomycin und dem IAA-
reichen Extrakt fand eine Stunde vor der Stimulation mit LTA statt. Werte dargestellt als Mittelwerte + SEM
und in % Uber Kontrolle. a: p<0,05 im Vergleich zu LTA- stimulierten Zellen, b: p<0,05 im Vergleich zu
IAA inkubierten, LTA-stimulierten Zellen c: p<0,05 im Vergleich zu IAA + 1 ng/ml Anisomycin
inkubierten, LTA-stimulierten Zellen; n=4

IAA: Iso-a-Sédure, LTA: Lipoteichonsdure, TNF-a: Tumornekrosefaktor-a

Nach 24-stiindiger LTA-Stimulation war die TNF-o-Konzentration im Uberstand der
Zellen, die mit IAA-reichem Extrakt und LTA behandelt wurden, im Trend niedriger als
bei Zellen, die nur mit LTA aktiviert wurden (p=0,093, Abbildung 14A). Bei einer IAA-
Konzentration von 6,25ug/ml (Abbildung 14B) war eine signifikante TNF-a Reduktion
nachzuweisen, die in mit Anisomycin vorbehandelten Zellen nicht nachweisbar war. Eine
weitere Steigerung der TNF-a-Proteinkonzentration im Uberstand durch eine héhere
Anisomycin Konzentration (5ng/ml) konnte nach 24h nicht beobachtet werden (Daten

nicht gezeigt).
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Abbildung 14: Einfluss eines IAA-reichen Extrakts (1,562pg/ml (A) bzw. 6,25pg/ml (B)) auf die TNF-a-
Konzentration im Zellkulturiiberstand J774A.1, die mit Anisomycin (1ng/ml) vorbehandelt und 24h
mit LTA stimuliert wurden. Die Vorbehandlung mit Anisomycin und dem 1AA-reichen Extrakt fand eine
Stunde vor der Stimulation mit LTA statt. Werte dargestellt als Mittelwerte + SEM und in % Uber Kontrolle;
a: p<0,05 im Vergleich zu LTA-stimulierten Zellen; n=4 bzw. 5

IAA: Iso-a-Séure, LTA: Lipoteichonséure, TNF-a: Tumornekrosefaktor-a

IL-6

Die IL-6-Konzentration im Uberstand war nach 6-stiindiger LTA-Stimulation tendenziell
verringert in Zellen, die zuvor mit IAA-reichem Extrakt inkubiert wurden, verglichen mit
Zellen, die lediglich mit LTA stimuliert wurden. Diese Tendenz ist bei beiden 1AA-
Konzentrationen sichtbar (Abbildung 15A,B); das Signifikanzniveau von p<0,05 wird im
statistischen Vergleich jedoch nicht erreicht. Die Inkubation mit Anisomycin vor
Behandlung mit einer niedrigen IAA-Konzentration erhoht die IL-6-Freisetzung in den
Zelliiberstand gegentiber Zellen, die keiner Anisomycin Inkubation unterlaufen sind. Diese
Zunahme ist sowohl bei geringerer als auch héherer Anisomycin Konzentration (1ng/ml
bzw. 5ng/ml) zu sehen (Abbildung 15A). Aufgrund einer niedrigen Anzahl an
Versuchswiederholungen (n=2) besteht eine relativ hohe Streuung der Werte, weswegen
eine Trenderkennung hier nicht aussagekraftig ware.

Die Inkubation von Zellen mit 1ng/ml Anisomycin und 6,25ug/ml IAA zeigte nur eine
minimale Erhéhung der IL-6-Konzentration im Zellkulturiberstand nach 6-stiindiger LTA
Stimulation. Bei Erhéhung der Anisomycin Konzentration (5ng/ml) war eine signfikante
Zunahme der IL-6-Konzentration feststellbar, verglichen mit Zellen, denen ein IAA-
reicher Extrakt und LTA appliziert wurde (Abbildung 15B).
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Abbildung 15: Einfluss eines 1AA-reichen Extrakts (1,562pg/ml (A) bzw. 6,25pg/ml (B)) auf die 1L-6-
Konzentration im Zellkulturtberstand J774A.1, die mit Anisomycin (1ng/ml bzw. 5ng/ml)
vorbehandelt und 6h mit LTA stimuliert wurden. Die Vorbehandlung mit Anisomycin und dem IAA-
reichen Extrakt fand eine Stunde vor der Stimulation mit LTA statt. Werte dargestellt als Mittelwerte £ SEM
und in % Uber Kontrolle; b: p<0,05 im Vergleich zu 6,25ug/ml 1AA-inkubierten, LTA-stimulierten Zellen;

n=2 bzw.4
IAA: Iso-a-Sdure, IL-6: Interleukin-6, LTA: Lipoteichonsdure

Nach 24-stiindiger LTA-Stimulation ist nur eine minimale Abnahme der IL-6-
Konzentration im Uberstand von Zellen, die mit einem IAA-reichen Extrakt (1,56pg/ml
IAA) inkubiert wurden, verglichen mit Zellen, die lediglich mit LTA aktiviert wurden,
festzustellen (Abbildung 16). Die Inkubation mit Anisomycin zeigte keinen Einfluss auf
die IL-6-Konzentration in den Zelluberstanden verglichen mit der alleinigen IAA-Extrakt
Inkubation. Eine hohere 1AA-Konzentration (6,25ug/ml) sowie eine eine hohere

Anisomycin Konzentration (5ng/ml) zeigten keinen Effekt auf die IL-6-Konzentration im

Zelluberstand (Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 16: Einfluss eines IAA-reichen Extrakts (1,562pg/ml) auf die IL-6-Konzentration im
Zellkulturiiberstand von J774A.1, die mit Anisomycin (1ng/ml) vorbehandelt und 24h mit LTA
stimuliert wurden. Die Vorbehandlung mit Anisomycin und dem IAA-reichen Extrakt fand eine Stunde vor
der Stimulation mit LTA statt. Werte dargestellt als Mittelwerte + SEM und in % Uber Kontrolle; n=5

IAA: Iso-a-Séure, IL-6: Interleukin-6, LTA: Lipoteichonséure
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Nitrit

Die Behandlung der Zellen mit einem IAA-reichem Extrakt (1,562ul bzw. 6,25ug/ml I1AA)
resultierte in einer verminderten LTA-vermittelten NOXx-Freisetzung, wobei bei einer
Inkubation mit der héheren IAA-Konzentration eine signifikante Reduktion beobachtet
wurde (Abbildung 17A,B). Die Behandlung mit Anisomycin hob den ddmpfenden Effekt
des IAA-reichen Extrakts auf: die Nitrit- Konzentration erreichte bzw. Uberstieg das
Niveau der Kontrolle. Die Zunahme der Nitrit-Konzentration durch die Anisomycin

Behandlung verglichen mit den LTA-stimulierten Zellen konnte als signifikant beurteilt

werden (Abbildung 17B).
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Abbildung 17: Einfluss eines IAA-reichen Extrakts (1,562ug/ml (A) bzw. 6,25ug/ml (B)) auf die Nitrit-
Konzentration im Zellkulturiiberstand von J774A.1, die mit Anisomycin (1ng/ml) vorbehandelt und
24h mit LTA stimuliert wurden. Die Vorbehandlung mit Anisomycin und IAA-reichem Extrakt fand eine
Stunde vor der Stimulation mit LTA statt. Werte dargestellt als Mittelwerte + SEM und in % Uber Kontrolle;
a: p<0,05 im Vergleich zu LTA-stimulierten Zellen, b: p<0,05 im Vergleich zu 6,25ug/ml IAA-inkubierten,
LTA-stimulierten Zellen; n=5 bzw. 4

IAA: Iso-0-Sdure, LTA: Lipoteichonséure, NO2.: Nitrit
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5 Diskussion

Die Senkung der globalen Krankheitslast bakterieller Infektionen stellt ein elementares
Ziel der Gesundheitssysteme dar. 2019 konnten ber 7 Millionen Todesfalle weltweit auf
Infektionen mit 33 bakteriellen Krankheitserregern zuriickgefuhrt werden, wobei die
Mortalitatsrate in einkommensschwachen Regionen der Welt am hdchsten ist [21]. Als
Komplikation der Infektion kann eine Sepsis auftreten, in deren Anfangsphase sich eine
hyperinflammatorische Immunantwort einstellt [46] und die im weiteren Verlauf oftmals
todlich endet [22]. Die BehandlungsmaBnahme der Wahl bei bakteriellen Infektionen
sowie einer Sepsis ist nach wie vor der Einsatz von Antibiotika, welcher jedoch auf die
Eliminierung des Erregers abzielt [21,24] und sich hinsichtlich entwickelnder Resistenzen
der Bakterienstimme als problematisch herausstellen konnte [47]. LTA, ein
Zellwandbestandteil grampositiver Bakterien, induziert als Ligand von TLR2 und CD14
intrazelluldare Signalkaskaden, die Transkriptionsfaktoren aktivieren und dadurch eine
verstéarkte Produktion von proinflammatorischen Zytokinen und NO auslésen [27]. LTA ist
als wichtiger Ligand des TLR2 durch Studien bereits etabliert [33,48], jedoch gibt es auch
Untersuchungen, die dies in Frage stellen [49,50].

Die Modulation einer Bakterien-vermittelten  Entzindungsreaktion, ohne die
Immunantwort zur Bek&mpfung des Krankheitserregers zu beeintrachtigen, kdnnte eine
erganzende Behandlungsmaoglichkeit  darstellen [27,46], wofur bioaktive
Pflanzeninhaltsstoffe mehr in den Fokus geraten sind [2]. Die Ergebnisse zahlreicher
Studien zeigen ein antiinflammatorisches Potential von Hopfeninhaltsstoffen wie der IAA
[2,12,13,17,18]. IAA entsteht durch Isomerisierung der AA wéhrend des
Bierbrauprozesses. Die Bioverfugbarkeit der AA konnte relevant sein, da der
Isomerisierungsschritt zu 1AA auch durch mikrosomale Enzyme katalysiert werden kénnte
[7].

Untersuchungen zu immunmodulierenden Eigenschaften von Hopfeninhaltsstoffen im
menschlichen Organismus zeigten bislang einen suppressiven Effekt auf die Bakterien-
vermittelte  Freisetzung proinflammatorischer ~ Parameter in  Immunzellen [13,

unveroffentlichte Daten].

In der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss von IAA in Form eines 1AA-reichen
Extrakts auf die LTA-induzierte Immunreaktion in Monozyten, isoliert aus dem Vollblut
von gesunden Personen, die zuvor IAA aufgenommen haben, ex vivo sowie auf die LTA-

vermittelte Entzindungsreaktion im J774A.1 Zellkulturmodell untersucht. In allen
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Versuchen, die im Rahmen der vorliegenden Arbeit durchgefuhrt wurden, wurde 1AA in
Form eines IAA-reichen Extrakts (Isohop® 30% w/w) verwendet.

5.1 Einfluss der einmaligen oralen Aufnahme eines IAA-reichen Extrakts auf
die LTA-vermittelte Stimulation von humanen Monozyten ex vivo
In der vorliegenden Masterarbeit fiihrt die einmalige, orale Aufnahme eines 1AA-reichen
Extrakts zu einer verminderten Freisetzung von proinflammatorischen Zytokinen in mit
LTA-stimulierten Monozyten ex vivo. Durch die Aufnahme von 15mg bzw. 90mg 1AA,
was auch durch moderaten Konsum von gangigen Biersorten (250ml - 1000ml) erreicht
wird, wurde sowohl die TNF-a als auch die IL-6-Freisetzung in einer Probandin reduziert.
Ein immunsuppressiver Effekt von 15mg bzw. 90mg IAA konnte auch nach 6h noch

nachgewiesen werden.

Unverdffentliche Daten der Arbeitsgruppe Bergheim zeigten ebenfalls eine verminderte
Synthese profinflammatorischer Zytokine in isolierten, humanen Immunzellen ex vivo nach
einer einmaligen, oralen Aufnahme eines IAA-reichen Extrakts und LTA bzw. LPS-
Stimulation. Nach Aufnahme von 15mg IAA in Form eines IAA-reichen Extrakts wurde
eine gesenkte LTA bzw- LPS-vermittelte IL-6 und Interleukin-1p-Freisetzung in isolierten
PBMCs gesunder Proband:innen ermittelt, verglichen mit der Freisetzung nach Aufnahme
des Placebos. Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass bereits eine einmalige Aufnahme
eines IAA-reichen Extrakts die Bakterien-vermittelte Immunantwort in isolierten PBMCs

abschwacht.

Weiters zeigten Ergebnisse von Desai et al. eine immunsuppressive Wirkung von
METAO60 in PBMCs eines Probanden [13]. METAOGO ist eine definierte Mischung aus
THIAA Verbindungen, die am 1,3-Cyclopentadion unterschiedlich substituiert sind. 2h, 4h
und 6h nach der Aufnahme von 940mg METAO060 wurde eine reduzierte LPS-vermittelte
TNF-o und IL-6-Synthese ex vivo in isolierten PBMC eines Probanden festgestellt [13]. In
der Interpretation des Studienergebnis von Desai et al. im vorliegenden Kontext muss der
Unterschied in der Studienintervention - IAA-reicher Extrakt und METAOQ060 -
beriicksichtigt werden. Im Unterschied zu eigenen Untersuchungen wurde LPS als
Zellstimulans verwendet; LTA und LPS zeigen jedoch ahnliche pathogene Eigenschaften
[27] und teilen sich bis auf den TLR den Signalweg [36].
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Insgesamt geben die vorliegenden Ergebnisse weitere Hinweise auf einen Teil der
immunsuppressiven Wirkung von IAA im menschlichen Organismus. Zwar kann die
ubermélige Hemmung einer Immunantwort die Krankheitsschwere bzw. den
Genesungsverlauf mdglicherweise negativ beeinflussen [51], jedoch kdnnte eine gezielte
Verminderung der Immunreaktion als Ansatzpunkt in der Prévention und Behandlung

inflammatorischer Erkrankungen genutzt werden [42].

Basierend auf den eigenen Ergebnissen lasst sich eine mehrstindige Wirkung des 1AA-
reichen Extrakts im menschlichen Organismus vermuten; die Wirkungsdauer muss in
weiteren Studien mit einer groBeren Teilnehmer:innenanzahl weiter untersucht werden.
Der immunsuppressive Effekt konnte in der zweiten Probandin nur teilweise gezeigt
werden. Der Einfluss von oraler IAA-Aufnahme in verschiedenen Dosen auf eine LTA-
vermittelte Immunantwort in Monozyten zu verschiedenen Zeitpunkten nach der
Aufnahme sollte mit einer groferen Teilnehmer:innenanzahl wiederholt werden, um
genauere Aussagen treffen zu konnen sowie Hinweise zu unterschiedlich starken
protektiven Wirkungen der verschiedenen 1AA-Dosen zu untersuchen. Weiters sollte der
Effekt von wiederholtem Konsum des IAA-reichen Extrakts ermittelt werden. Die
Stimulation mit bakteriellen Bestandteilen fand in der durchgefuhrten Humanstudie ex vivo
statt; inwiefern sich ein protektiver Effekt von IAA in der Immunreaktion auch in
Personen, die bereits an einer (grampositiven) bakteriellen Infektion leiden, zeigt, sollte in

weiteren Studien untersucht werden.

5.2 Antiinflammatorischer Effekt eines IAA-reichen Extrakts auf die LTA-

induzierte Freisetzung von inflammatorischen Mediatoren in J774A.1
Ausgehend von der ermittelten antiinflammatorischen Aktivitat der IAA in humanen
Immunzellen ex vivo nach Aufnahme von IAA in Form eines IAA-reichen Extrakts (15mg,
45mg, 90mg IAA), wurde Uberprift, ob eine antientziindliche Wirkung auch in vitro
feststellbar ist. Die Ergebnisse eigener Untersuchungen im J774A.1 Zellkulturmodell
zeigten groRtenteils eine dosisabhéngige Senkung der LTA-vermittelten Freisetzung der
proinflammatorischen Zytokine TNF-o und IL-6 durch eine Behandlung mit 6,25ug/ml-
50ug/ml TAA. Neben der verminderten LTA-induzierten Freisetzung der Zytokine TNF-a
und IL-6 konnte in den eigenen Untersuchungen eine reduzierte NOx-Produktion in
J774A.1 Zellen nach 1AA-Behandlung und 48-stundiger LTA-Stimulation festgestellt

werden.
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Die reduzierte Synthese von IL-6 nach Behandlung von Zellen mit IAA konnte bereits in
einer Studie von van Cleemput et al. nachgewiesen werden. L929sA Fibroblasten
sezernierten nach einer 1-stindigen Behandlung mit 50uM IAA und Stimulation mit TNF-
a weniger IL-6 verglichen mit Zellen, die nur mit TNF-a stimuliert wurden [2]. Van
Cleemput et al. konnten weiters zeigen, dass die Reduktion inflammatorischer Parameter
auf Ebene der Transkription stattfindet; die mMRNA Expression von IL-6 sowie TNF-a
wurde nach 1AA-Inkubation in L929sA Fibroblasten dosisabhangig inhibiert [2].

Die verminderte NOx-Freisetzung in J774A.1 Zellen gibt Hinweise auf eine reduzierte
Aktivierung der murinen Makrophagen durch LTA nach einer IAA-Behandlung [30]. Die
Reduktion der NOx-Freisetzung in J774A.1 Zellen nach Inkubation mit einem IAA-
reichen Extrakt wurde bereits in Hege et al., allerdings fur LPS, beschrieben [17].
Ergebnisse von Hege et al. zeigten geringere Nitritkonzentrationen in den Zellliberstdnden
von J774A.1 nach Inkubation mit einem IAA-reichen Extrakt (25ug/ml 1AA) und 18-
stindiger LPS-Stimulation im Vergleich zu Zellen, die nur mit LPS stimuliert wurden [17].
Zwar wurde als Zellstimulans dabei LPS und nicht - wie in der vorliegenden Arbeit LTA —
verwendet, jedoch zeigen LPS und LTA &hnliche pathogene Eigenschaften [27] und teilen
sich bis auf den TLR den Signalweg [36]. Untersuchungen von Desai et al. [13] sowie
Konda et al. [18] zeigten eine Reduktion der Nitritkonzentration in Zelluberstanden auch
mit reduzierter IAA. Nach einer 1-stindigen Inkubation mit 1-20pug/ml METAOQ6G0, einer
definierten Mischung unterschiedlich substituierten THIAA Verbindungen, und LPS-
Stimulation, konnte eine dosisabhangige, signifikante Reduktion der Nitritkonzentration in
Zelluberstanden von RAW 264.7 Makrophagen gemessen werden [13]. Auch die 1-
stindige Inkubation mit 10pg/ml bzw. 20ug/ml reduzierter IAA und LPS-Stimulation von
RAW 264.7 Makrophagen senkte die Nitritkonzentration dosisabhangig und signifikant
[18].

Bisherige Untersuchungen [2,12,13,17,18] und eigene Versuchsergebnisse deuten
insgesamt auf einen antiinflammatorischen Effekt der IAA, hier verwendet in Form eines
IAA-reichen Extrakts, in einer Bakterien-vermittelten Entzliindungsreaktion im
Zellkulturmodell hin.
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5.3 Effekte des p38 Aktivators Anisomycin und eines IAA-reichen Extrakts
auf die LTA-induzierte Zytokin- und NOx-Synthese in J774A.1

Um den zugrundeliegenden molekularen Mechanismus, durch den die I1AA
antiinflammatorische Aktivitat bewirkt, zu untersuchen, wurde der Effekt einer priméaren
Anisomycin Behandlung vor IAA-Inkubation und LTA-Stimulation auf die Immunantwort
im J774A.1 Zellkulturmodell ermittelt. Anisomycin ist ein Aktivator der p38 Kinase im
MAPK-Signalweg. MAPK, inklusive p38, sind in die Expression proinflammatorischer
Mediatoren, u.a. durch Aktivierung des Transkriptionsfaktor AP-1, involviert [26]; ein
antiinflammatorischer Effekt der IAA durch Beeinflussung der MAPK-Kaskade wurde
bislang nur wenig untersucht.

Die antiinflammatorische Aktivitat der IAA konnte in Studien bisher auf die Hemmung
einer NFkB-abhdngigen sowie AP-1-abh&ngigen Genexpression zuriickgefuhrt werden
[2,13]. Die Transkriptionsfaktoren NFxB und AP-1 aktivieren eine Vielzahl an Genen, die
in einer Immunreaktion integriert sind. NFkB beeinflusst die Genexpression
proinflammatorischer Parameter wie die Zytokine TNF-a, IL-6 und die Enzyme iNOS und
COX-2 [52-54]. AP-1 wird durch die MAPK-Kaskade aktiviert und reguliert die
Expression zahlreicher Gene, unter anderem die Expression von Chemokinen und
Zytokinen [38] wie IL-6 [40]. Durch Stimuli wie bakterielle Toxine, oxidativen Stress und
proinflammatorische ~ Zytokine  werden  die  Transkriptionsfaktoren  aktiviert;
proinflammatorische Mediatoren haben wiederrum Einfluss auf die Translokation
ebendieser Transkriptionsfaktoren [2,38]. Madglicherweise gibt es eine gegenseitige
Beeinflussung von NFxB und AP-1 [38]. Weitere Mechanismen, die im Zusammenhang
mit einer antiinflammatorischen Aktivitat der IAA beschrieben wurden, sind die Hemmung
der iCOX-2 [12,13] sowie die Inhibition des JNK-Signalwegs [41].

Desai et al. konnten zeigen, dass die METAOG0, eine definierte Mischung unterschiedlich
substituierter THIAA Verbindungen, die Aktivierung des Transkriptionsfaktor NF«xB
hemmt, was eine inhibierte Expression NFxB-abhéngiger Gene, zur Folge hat [13].
Weiters wurde gezeigt, dass METAQ060 keinen Einfluss auf Kinasen (IRAK1, IRAK4,
TAK1, TAB), die mit dem NF«B Signalweg assoziiert sind, hat, jedoch Kinasen der
Phosphoinositid-3-Kinase (PI3K)-Kaskade, die ebenfalls in der Aktivierung von NFkB
resultiert, dosisabhéngig hemmt [13]. Hinweise flr die Reduktion proinflammatorischer
Parameter aufgrund der Hemmung NFxB-abhangiger Genexpression  durch

Hopfenbitterséduren werden auch in einer Studie von van Cleemput et al. dargestellt [2].
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Die Involvierung des Transkriptionsfaktor AP-1 im Wirkmechanismus der IAA konnte in
einer Studie von van Cleemput et al. nachgewiesen werden. Durch Behandlung von Zellen
mit IAA konnte eine dosisabhangige Hemmung der Genexpression AP-1-gesteuerter Gene
gezeigt werden [2]. Weiters konnte im THP-1 Zellmodell eine Aktivierung der
Transkriptionsfaktoren AP-1 und NFxB durch Stimulation mit LPS bzw. TNF-a
nachgewiesen werden; die Aktivierung der Transkriptionsfaktoren war nach einer
Vorbehandlung der Zellen mit 20ug/ml METAO60 vergleichsweise reduziert [55]. In einer
weiteren Studie wurde nach Inkubation mit Humulon eine stark gehemmte DNA-Bindung
von AP-1 sowie eine dosisabhéngige Reduktion der p38 Phosphorylierung in Hautzellen

von Mausen gezeigt [56].

Die Ergebnisse eigener Untersuchungen zeigen die Aufhebung des antiinflammatorischen
Effekts der IAA durch die Vorbehandlung der Zellen mit einem p38 Aktivator. Die
Vorbehandlung von J774A.1 Zellen mit 5ng/ml Anisomycin machte den Effekt von IAA
(1,562pg/ml; 6,25ug/ml) auf die TNF-o-Freisetzung nach 6-stiindiger LTA-Stimulation
rickgangig. Ahnliche Ergebnisse konnten auch in der Freisetzung von IL-6 ermittelt
werden. Anisomycin in niedriger Konzentration hob weiters den dampfenden Effekt von
IAA (6,25pg/ml) auf die NO-Synthese auf. Diese Ergebnisse konnten als Hinweis fur
einen antiinflammatorischen Effekt der IAA durch die Beeinflussung der p38-Kinase im
MAPK-Signalweg, unabhingig der NFkB Kaskade, gesehen werden. Die Suppression der
Transkriptionsfaktoren AP-1 [38], NFkB sowie der MAPK konnte ein sinnvoller Ansatz in
der Therapie inflammatorischer Prozesse sein, da dadurch eine Senkung entziindlicher
Zytokinen erreicht werden konnte [54,57]. Durch welche konkreten Mechanismen eine p38
Aktivierung moglicherweise den antiinflammatorischen Effekt der IAA aufheben kann,

sollte in weiteren Studien untersucht werden.

Insgesamt weisen die Ergebnisse der Humanstudie sowie Untersuchungen im J774A.1
Zellkulturmodell ~— auf  eine  immunsuppressive ~ Wirkung  von IAA  in
erndhrungsphysiologisch relevanten Dosen hin. Ergebnisse der Humanstudie geben
Hinweise auf die Wirkung der IAA fir einige Stunden. Ein antiinflammatorischer Effekt
der IAA, der die LTA-vermittelte Freisetzung proinflammatorischer Zytokine und NOx
reduzierte, wurde in J774A.1 Zellen nachgewiesen; der ddmpfende Effekt wurde durch

Anisomycin, ein Aktivator der MAPK p38, weitgehend aufgehoben.
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6 Zusammenfassung

Bakterielle Infektionen und die schwerwiegende Komplikation Sepsis zdhlen zu den
haufigsten Todesursachen weltweit. Die Pathogenese einer Sepsis konnte zwar bisher nicht
vollstandig geklart werden, bekannt ist jedoch, dass es zu einer Fehlregulation der
Immunantwort und einem sogenannten Zytokinsturm (UbermaRige Produktion wvon
Zytokinen) kommt, was zur Schadigung des korpereigenen Gewebes fuhren kann.
Grampositive Bakterien I6sen eine Entziindungsreaktion aus, indem Toll-like Rezeptoren 2
auf den Zellen des angeborenen Immunsystems einen Zellwandbestandteil der Bakterien,
die Lipoteichonséure (LTA), detektieren. Die Modulation einer Immunreaktion stellt einen
Angriffspunkt in der Behandlung und Pravention inflammatorischer Erkrankungen dar.
Iso-a-Séure (IAA), eine aus dem Hopfen gewonnene Bittersaure, zeigte in Studien eine
antiinflammatorische  Wirkung, wobei bislang nur wenige Untersuchungen im
menschlichen Organismus, vor allem mit erndhrungsphysiologisch relevanten Mengen,
durchgefuhrt wurden. Der molekulare Wirkmechanismus von IAA sowie die
Wirkungsdauer sind bislang ebenfalls nicht vollstandig gekléart.

Ziel der Arbeit war es zu untersuchen, ob IAA in Dosen, wie sie auch in 250ml — 1000ml
Bier vorkommen, einen Einfluss auf eine LTA-induzierte Entzindungsreaktion hat und
welche Mechanismen hierbei von Bedeutung sein konnten. Hierzu wurde eine Pilotstudie
bei gesunden, jungen Personen durchgefihrt, die einmalig IAA in Form eines IAA-reichen
Extrakts aufnahmen (15mg IAA, 45mg IAA, 90mg IAA, Placebo) und aus deren Vollblut
anschlieBend Monozyten isoliert und mit LTA stimuliert wurden. Der Einfluss eines IAA-
reichen Extrakts in der LTA-vermittelten Entziindungsreaktion wurde dariiber hinaus im
J774A.1 Zellkulturmodell untersucht.

Effekte des IAA-reichen Extrakts auf eine Entzindungsreaktion wurden durch die
Messung der proinflammatorischen Zytokine Tumornekrosefaktor-o (TNF-a) und
Interleukin-6 (IL-6) sowie Nitrit in den Zelllberstdnden der humanen Monozyten und der
J774A.1 Zellen mittels ELISA bzw. Griess Assay beurteilt.

Insgesamt weisen die Ergebnisse der Humanstudie darauf hin, dass eine einmalige orale
Aufnahme von IAA (15mg bzw. 90mg) in Form eines IAA-reichen Extrakts die LTA-
induzierte TNF-o und IL-6-Freisetzung in Monozyten fiir einige Stunden mindern kann,
was Hinweise fur eine immunsuppressive Wirkung Uber einige Stunden bei gesunden
Probandinnen gibt. Weiters wurde in J774A.1 Zellen eine verminderte LTA-induzierte

TNF-a, IL-6 sowie NOXx-Freisetzung nach der Inkubation mit 6,25-50pg/ml IAA
46



nachgewiesen. Durch die VVorbehandlung der J774A.1 Zellen mit einem Aktivator der p38
Kinase konnte der antiinflammatorische Effekt der IAA teilweise aufgehoben werden.

Im Rahmen weiterer Untersuchungen sollte die Wirkung einer langerfristigen bzw.
wiederholten oralen Aufnahme von IAA auf inflammatorische Mediatoren ermittelt sowie

weitere Untersuchungen zum molekularen Mechanismus der IAA durchgefihrt werden.
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Summary

Bacterial infections and sepsis, a severe complication of bacterial infections, are still
leading causes in regard to mortality worldwide. It is known that sepsis is a dysregulation
of the immune response, but its pathogenesis has not yet been elucidated thoroughly. Due
to this dysregulation, there is a so-called cytokine storm, an excessive release of
proinflammatory cytokines, which possibly leads to tissue damage. Gram-positive bacteria
trigger an inflammatory response by Toll-like receptors 2 on cells of the innate immune
system binding a cell wall component, lipoteichoic acid (LTA). A modulation of the
immune response could impose new results to treat or even prevent inflammatory diseases.
Iso-a-acid (IAA), a hop-derived bitter acid, is considered to show anti-inflammatory
effects, although only a few investigations, especially with nutritionally relevant quantities,
have been carried out in the human organism to date. The underlying molecular

mechanism and the duration of action have also not been fully clarified.

The aim of the present work was to investigate whether IAA in doses such as those found
in 250ml — 1000ml beer, affect an LTA-induced inflammatory response and which
mechanisms might be of importance. For this purpose, a pilot study was conducted in
healthy, young subjects who ingested a single dose of IAA in the form of an IAA-rich
extract (15mg IAA, 45mg IAA, 90mg IAA, placebo) and from whose whole blood
monocytes were subsequently isolated and stimulated with LTA. The influence of an IAA-
rich extract in the LTA-mediated inflammatory response was further investigated in the
J774A.1 cell culture model.

Effects of an IAA-rich extract on the inflammatory response were assessed by measuring
the proinflammatory cytokines tumor necrosis factor-o (TNF-a) and interleukin-6 (IL-6) as
well as NOx in cell supernatants of human monocytes and J774A.1 cells by ELISA and

Griess assay, respectively.

Overall, the results of the human study indicate that a single oral intake of IAA (15mg or
90mg) in the form of an IAA-rich extract can attenuate LTA-induced TNF-o and IL-6
release in monocytes for several hours, providing evidence for an immunosuppressive
effect for several hours in healthy subjects. Furthermore, decreased LTA-induced TNF-a,
IL-6 and NOX release was detected in J774A.1 cells after an incubation with 6,25-50pg/ml
IAA. Pretreatment of J774A.1 cells with an activator of p38 kinase partially abrogated the
anti-inflammatory effect of IAA.
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Further studies should determine the effect of prolonged or repeated oral ingestion of IAA
on inflammatory mediators. Additional inquiries into the molecular mechanism of IAA are

needed.
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Anhang

Herstellung des Studiengetranks

Materialen: siehe auch 2.1. Studiengetrank

500ml stillem Wasser wurden 10ml Zitronensirup beigefiigt. Fur das Placebogetrank
wurden 16g Staubzucker, 1g Zitronensaure eingewogen, sowie mit 2 Loffeln Bindino
erganzt. Das Gemenge wurde grindlich vermischt; davon wurden 2,45¢g in ein Falcon
uberfihrt. Im néchsten Schritt wurden 50ml stilles Wasser hinzugefugt und das Falcon
geschwenkt, bis sich die Substanzen in Ldsung befanden. Fur die Interventionen mit IAA

wurden je nach Intervention 47ul, 139ul, 279ul TAA-reicher Extrakt (Isohop®) zum

Isohop®

Stilles Wasser

Staubzucker

Bindino, pflanzliches Bindemittel
Zitronensirup zuckerfrei, naturtriib
Zitronensaure

Analysenwaage
Zentrifugenrohren,

Pipettierhilfe macro

Serologische Pipette, 25ml

Placebogetrank supplementiert.
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1. ELISA
A. Herstellung des PBS (1L)
1,1498769g NaxHPO4(di-Natriumhydrogenphosphat)
0,2013g KCI (Kaliumchlorid)
8,00628g NaCl (Natriumchlorid)
0,204135g KH2PO4 (Kaliumdihydrogenphosphat)

Samtliche Substanzen werden an der Analysenwaage in ein Becherglas eingewogen. Das

Becherglas wird mit destilliertem Wasser unter das Endvolumen befullt und mit einem
Magnetrihrstabchen auf den Magnetriihrer gestellt, bis die Substanzen vollstandig gel6st
sind. Die Losung wird mit destilliertem Wasser auf das Endvolumen gebracht. Mittels pH-
Meter wird der pH-Wert der Ldsung (7,2 — 7,4) Uberprift und gegebenenfalls mit
Salzsdure (HCI) bzw. Natriumlauge (NaOH) adjustiert. AnschlieRend wird die Losung auf
der Sicherheitswerkbank unter sterilen Bedingungen gefiltert (0,22um). PBS wird bei 4°C
gelagert.

B. Herstellung des Waschpuffers

Fur die Herstellung des Waschpuffers werden einer gegebenen Menge PBS 0,05% Vol.
Tween®20 hinzugefligt und der Puffer dann geschwenkt. Der Waschpuffer wird bei 4°C
gelagert.

C. Herstellung des RD

Fur die Herstellung des RD werden einer gegebenen Menge PBS 1% Vol. BSA
hinzugefugt. Die Losung wird mit einem Magnetrihrstdbchen auf den Magnetriihrer bis

zur vollstandigen Losung des BSA in PBS gestellt. RD wird bei 4°C gelagert.

D. Verdiinnungen des Capture Antibody und des Detection Antibody

Der jeweilige Capture Antibody wird in 0,5ml PBS gel6st und zu je 50ul aliquotiert.
Capture Antibody Aliquots lagern bei -20°C. Fur die Durchfuhrung eines ELISA wird die
Stocklésung des Capture Antibody auf die Arbeitskonzentration (laut COA) verdlnnt
(Tabelle 7/Tabelle 8).
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Tabelle 7: ELISA human: Verdiinnungen und Konzentrationen des Capture Antibody

Arbeitskonzentration Verdinnung

[ng/mi] Stocklésung
TNF-a 4 1:120
IL-6 2 1:120

Tabelle 8: ELISA mouse: Verdinnungen und Konzentrationen des Capture Antibody

Arbeitskonzentration Verdinnung

[ng/ml] Stocklésung
TNF-a 0,8 1:125
IL-6 2 1:120

Der jeweilige Detection Antibody wird in 1ml RD geldst und zu je 100ul aliquotiert.
Detection Antibody Aliquots lagern bei -20°C. Fir die Dirchfihrung eines ELISA wird
die Stockldésung des Detection Antibody auf die Arbeitskonzentration laut COA (1:60)

verdinnt.

E. Verdiinnung des Standards

Der jeweilige Standard wird in 0,5ml RD bzw. destilliertem Wasser geldst und zu je 50ul
aliquotiert. Standard Aliquots lagern bei -80°C. Fur 1ml Standard A wird die Stockldsung
auf die Arbeitskonzentration (laut COA) verdinnt. Fir die Standards B-G werden je 500ul
RD bzw. destilliertes Wasser in Mikroreagiergefalie vorgelegt und Standard A seriell 1:2
weiter verdinnt. Die Verdinnung und Konzentrationen der Standards sind Tabelle
9/Tabelle 10 aufgelistet.

Tabelle 9: ELISA human: Verdiinnungen und Konzentrationen des Standards

Verdunnung Konzentrationen Standard [pg/ml]
Stocklosung
TNF-a 1:220 A 5 C D £ 5 G v
1000 | 500 | 250 | 125 | 62,5 | 31,3 | 15,6 0
IL-6 1:333 A B[ C]JD]E F [ G | H
600 | 300 | 150 | 75 | 37,5 | 18,75 | 9,38 0
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Tabelle 10: ELISA mouse: Verdiinnungen und Konzentrationen des Standards

Verdinnung Konzentrationen Standard [pg/ml]
Stocklésung
TNF-a 1:130 A B C D £ = G v
2000 | 1000 | 500 | 250 | 125 | 625 | 31,2 0
IL-6 1:85 Al BJ|]CJ|DIJ]ETI]FI]GIH
1000 | 500 | 250 | 125 | 625 | 31,1 | 156 0
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