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1. Einleitung 

 

1.1 Vorwort 

 

Die Modifikation des Immunsystems zur Behandlung von Krankheitszuständen ist ein 

etabliertes therapeutisches Werkzeug, welches stetiger Weiterentwicklung unterliegt. 

Seitdem KENDALL, REICHSTEIN und HENCH 1950 für die Entdeckung des Cortisols den Nobelpreis 

für Medizin erhalten haben, wurden die Möglichkeiten der Immunsuppression oder  

-Modifikation stetig weiterentwickelt. Das in der heutigen Zeit vorliegende Verständnis der 

molekularbiologischen Grundlagen des Phänomens „Entzündung“ hat zu der Entwicklung 

von sogenannten „targeted therapies“ geführt. So stellt die selektive Neutralisierung des 

Zytokins TNF-α durch den Antikörer Adalimumab in der Behandlung zahlreicher 

entzündlicher Systemerkrankungen, wie zum Beispiel des Morbus CROHN, derzeit eine der 

effektivsten Behandlungsmöglichkeiten dar [1]. 

Diesen Erfolgen zum Trotz versagen diese Therapien bei den hochakuten und 

lebensbedrohlichen Verläufen einer Vielzahl unterschiedlichster Grunderkrankungen, die in 

der Intensivmedizin als severe inflammatory response syndrom (SIRS) bezeichnet werden [2]. 

Dies ist neben zahlreichen anderen ein Grund für die nach wie vor ausgesprochen hohe 

Mortalität intensivmedizinischer SIRS-Patienten und Anlass genug, neue Therapieoptionen 

zu ergründen. 

In dieser Arbeit soll das murine Knockout-Modell für das Gen Prdx4, welches für das Protein 

Peroxiredoxin-4 codiert, charakterisiert werden. Diesem Protein konnte in einer Vorarbeit 

ein antientzündlicher Effekt nachgewiesen werden und von daher soll untersucht werden, 

welche Rolle es in Zuständen hoher systemischer Entzündungsaktivität spielt [3]. 

In dieser Einleitung wird zunächst das Krankheitsbild des SIRS kursorisch dargestellt, des 

Weiteren wird kurz der zelluläre Signalkomplex, der den Entzündungsbotenstoff  

Interleukin-1β produziert, erläutert: das Inflammasom. Diesem wird im Verlauf dieser Arbeit 

große Bedeutung zukommen. Abschließend wird der aktuelle Kenntnisstand bezüglich des 

Proteins Peroxiredoxin-4 zusammengefasst und die detaillierte Zielsetzung formuliert. 
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1.2 severe inflammatory response syndrom (SIRS) 

 

Der Begriff des SIRS beschreibt prinzipiell einen Zustand, der durch einen fulminanten 

Verlauf einer Vielzahl, ätiologisch höchst inhomogener Erkrankungen induziert werden kann. 

Klinisch manifest werden hierbei die außerordentliche Störung der Homöostase des 

Patienten und die reaktive Aktivierung des Immunsystems. Ein SIRS kann einerseits durch 

physikalische Noxen ausgelöst werden, wie zum Beispiel ausgedehnte Verbrennungen solche 

sind; andererseits können auch generalisierte Infektionen, wie zum Beispiel eine 

Endokarditis oder exazerbierte Systemerkrankungen, wie die Colitis ulcerosa, Auslöser eines 

SIRS sein. Tritt ein SIRS auf und wird ein als kausal anzusehender Krankheitserreger 

nachgewiesen, ist im Allgemeinen der Begriff „Sepsis“ üblich. Diese Vielzahl möglicher 

Ursachen erklärt, warum ein SIRS mit einem breiten Spektrum von Symptomen einhergehen 

kann. 

Das körpereigene Immunsystem führt allerdings regelhaft zu charakteristischen Symptomen, 

die zur Diagnosestellung eines SIRS herangezogen werden. Die Herzfrequenz eines Patienten 

ist häufig erhöht, wobei ein Grenzwert von 90 Schlägen pro Minute definiert wurde. Parallel 

dazu liegt häufig ein gesteigerter Atemantrieb vor, der sich in einer Atemfrequenz von mehr 

als 20 Zügen pro Minute oder einer durch Hyperventilation bedingten Hypokapnie äußert. 

Die Körpertemperatur wird durch die systemische Entzündungsreaktion auf Werte von 

(deutlich) über 38,0°C gesteigert, paradoxerweise können auch hypotherme Zustände mit 

Werten von unter 36,5°C vorkommen. Ein weiterer, vielbeachteter Parameter ist die 

Leukozytenzahl im peripheren Blut. Hier können meist Leukozytosen mit Werten von über 

12.000 Zellen pro Kubikmillimeter gesehen werden, allerdings kann es auch zu Leukopenien 

mit unter 4000 Zellen pro Kubikmillimeter kommen. Gemäß der ACCP/SCCM-Konsensus-

Kriterien müssen zwei dieser vier Kriterien erfüllt sein, um die Diagnose SIRS stellen zu 

dürfen. 

Treten zusätzlich Zeichen manifester Organdysfunktionen auf, wie zum Beispiel Kreislauf- 

oder Niereninsuffizenz (in Form einer Oligurie), wird von einer „schweren Sepsis“ 

gesprochen. Lässt sich eine aufgetretene Kreislaufinsuffizienz nicht durch adäquate 

Intensivtherapie beheben und besteht weiterhin eine Hypotonie mit Hypoperfusion der 

Organe, wird von einem „septischen Schock“ gesprochen [4]. 
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1.2.1 Epidemiologie 

 

Bezüglich der Inzidenz und Mortalität des SIRS beziehungsweise der Sepsis sind auf 

nationaler und internationaler Ebene zahlreiche Studien durchgeführt worden.  

So sind für die Inzidenz einer Sepsis innerhalb der ersten 24 Stunden eines Aufenthaltes auf 

der Intensivstation Werte von 51 bis 300 Fällen pro 100.000 Einwohnern und Jahr ermittelt 

worden [5, 6]. ENGEL und Kollegen prognostizieren 2007 aufgrund einer deutschlandweit 

durchgeführten Studie, die 3.877 Patienten einschloss, eine Inzidenz von 76 bis 110 Fällen 

pro 100.000 Einwohnern und Jahr; die Mortalität lag in dieser Studie bei 55,2% [7]. Andere 

Studien kommen in Bezug auf die Mortalität auf Werte von 38 bis 59% [8, 9]. 

Zusammenfassend lässt sich feststellen, dass – laut den Ergebnissen der meisten Studien – 

mehr als die Hälfte der Patienten an einer Sepsis/einem SIRS versterben. 

 

1.2.2 Die Frühphase des SIRS: „cytokine storm“ 

 

Ein etabliertes Modell, auf dessen Grundlage zahlreiche Erkenntnisse über die 

Pathophysiologie der Sepsis gewonnen wurden, ist die Applikation des in gramnegativen 

Bakterien vorkommenden Endotoxins Lipopolysaccharid (LPS). Systemisch appliziert, vermag 

es die Plasmakonzentrationen zahlreicher proinflammatorischer Zytokine, insbesondere der 

Proteine Interleukin-1β (IL-1β) und Tumornekrose-Faktor-α (TNF-α), erheblich zu steigern. 

Vermittelt wird dieser Effekt durch den toll like-Rezeptor 4 (TLR4), der vornehmlich auf der 

Oberfläche monozytärer Zellen des Immunsystems exprimiert wird. Zirkulierendes LPS wird 

an das in der Leber synthetisierte LPS-binding protein (LBP) gebunden und dieser Komplex 

tritt wiederum unter Zuhilfenahme weiterer Proteine mit dem TLR-4 in Wechselwirkung [10]. 

 

Die Injektion von Lipopolysaccharid erzeugt bei gesunden Patienten eine Konstellation 

proinflammatorischer Zytokine im Plasma, die dem von SIRS-Patienten weitgehend gleicht 

[11]. Darüber hinaus kann die Injektion dieser gemessenen Zytokine, insbesondere der oben 

bereits genannten Substanzen TNF-α und IL-1β klassische Symptome des SIRS, wie zum 

Beispiel Hypotension, Fieber oder Tachykardie, auslösen [12]. 
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Diese Annahmen führten zu der Hoffnung, dass die Neutralisation entweder des 

Lipopolysaccharids, oder aber der freigesetzten Entzündungsmediatoren zu einer deutlichen 

Besserung des klinischen Zustandes führen würden. Die daraufhin durchgeführten klinischen 

Studien konnten allerdings in der größten Zahl der Fälle keine Besserung dokumentieren 

[13].  

Die grundlegende Berechtigung dieser Therapieversuche wurde daraufhin nicht gänzlich in 

Frage gestellt, jedoch änderte sich das Verständnis des SIRS dahingehend, dass nicht bloß 

eine gesteigerte Aktivität des angeborenen Immunsystems vorliegt, sondern dass die 

massive Freisetzung von Zytokinen („cytokine storm“) lediglich eine Frühphase des SIRS 

darstellt, die in der klinischen Situation verpasst wird. Darüber hinaus setzte sich auch die 

Erkenntnis durch, dass nicht ein einzelner Entzündungsmediator für die Gesamtheit der 

Symptome verantwortlich sein kann [14]. 

 

1.2.3 Die Spätphase des SIRS: „immune paralysis“ 

 

Die in klinischen Studien gemachte Beobachtung, dass der Großteil der an einem SIRS oder 

einer Sepsis erkrankten Patienten nicht in der Frühphase dieser Erkrankung, in der 

typischerweise die stark erhöhten Plasmaspiegel der oben genannten Zytokine 

nachgewiesen werden können, versterben, führte zu der Abgrenzung eines Spätstadiums 

des SIRS. Tatsächlich treten die letztendlich tödlichen Verläufe gehäuft in einer Spätphase 

der Erkrankung auf, in der das Immunsystem eher supprimiert zu sein scheint [15]. Diese 

Immunsuppression wird einerseits durch ein massives Absterben von Immunzellen 

verursacht. So geht eine Großzahl von dendritischen Zellen und Lymphozyten im Rahmen 

des SIRS unter, während Makrophagen sich als resistent gegen dieses Phänomen erwiesen 

[16, 17]. Letztere werden durch dieses Phänomen aber insofern betroffen, als dass Zelltod zu 

einer Verminderung der Freisetzung von Zytokinen, die die Makrophagen unterstützen, 

führt. 

Andererseits konnte beobachtet werden, dass das erworbene Immunsystem sich 

dahingehend wandelt, als dass die TH1-Zellen-basierte Immunantwort zu einer TH2-Zellen-

basierten Form wandelt.  
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Während TH1-Zellen typischerweise Zytokine wie Interferon-γ (IFN-γ) und Interleukin-12 

freisetzen, die zu einer hohen Aktivität des angeborenen Immunsystems führen, scheinen 

TH2-Zellen durch die Freisetzung von Interleukin-4 und -10 (IL-4, IL-10) zu einer 

Immunsuppression zu führen [18]. 

Klinisch gewinnen diese Beobachtungen insofern Relevanz, als dass Therapien, die das 

Immunsystem aktivieren, einen positiven Einfluss auf das Krankheitsgeschehen haben 

können. Diese Beobachtung konnte dadurch unterstützt werden, dass die Behandlung mit 

Interferon-γ (IFN-γ) den klinischen Verlauf eines SIRS bessern kann [19]. 

 

1.2.4 Aktuelle Therapieansätze 

 

Es besteht Einigkeit darüber, dass neue Therapieansätze, die die frühe Phase des SIRS 

betreffen, nur dann erfolgreich sein werden, wenn das therapeutische Fenster groß genug 

ist, um im klinischen Alltag sicher eingehalten werden zu können. Die zuvor beschriebenen 

Therapiekonzepte sind mit hoher Wahrscheinlichkeit (auch) hieran gescheitert. Aktuell ist 

unter anderem das Protein „high mobility group box-1“ (HMGB1) als therapeutische 

Zielstruktur in der Diskussion [20]. Dieses Zytokin wird vorranging durch Makrophagen und 

neutrophile Granulozyten freigesetzt, wobei der Kontakt zu nekrotischen Zellen oder aber 

die Anwesenheit proinflammatorischer Zytokine entscheidende Stimuli darstellen [21]. Die 

Anwesenheit von HMGB1 bewirkt wiederum eine erhebliche Potenzierung der Wirkung 

dieser Zytokine (insbesondere der von IL-1β) [22]. Die Plasmaspiegel von HMGB1 sind nach 

sechs Tagen noch stark erhöht, sie fallen allerdings auch nach der Rekonvaleszenz nicht 

zwangsläufig ab [23]. Im Tiermodell konnte die Inhibition dieses Proteins zu einer deutlichen 

Steigerung der Überlebensrate führen [24]. 

Neben der Verbesserung der intensivmedizinischen Möglichkeiten hat sich für die 

Behandlung der späten Phase des SIRS die bereits beschriebene Behandlung mit IFN-γ als 

mögliche Therapieoption dargestellt. 
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1.3 Das Inflammasom 

 

Das Zytokin Interleukin-1β ist bereits mehrmals im Zusammenhang mit dem Begriff des SIRS 

in diesem Kapitel erwähnt worden. Aufgrund der Relevanz des Proteins für diese Studie soll 

an dieser Stelle auf die Produktion dieses Mediators durch das Inflammasom eingegangen 

werden. Darüber hinaus soll die Regulation des Inflammasoms durch bekannte 

Interaktionspartner dargestellt werden. 

 

1.3.1 Aufbau und Funktion des Inflammasoms 

 

Reifes Interleukin-1β wird in zwei Schritten synthetisiert: zunächst wird das 35kDa schwere 

Pro-Interleukin-1β (pro-IL-1β) an freien Ribosomen hergestellt. Die Expression der 

zugehörigen mRNA steht hierbei im Wesentlichen unter der Kontrolle des 

Transkriptionsfaktors NF-κB. Pro-IL-1β wird anschließend proteolytisch zu reifem IL-1β 

umgesetzt [25]. Dieser Prozess findet in der Regel an zytosolisch lokalisierten 

Proteinkomplexen statt, die als Inflammasomen bezeichnet werden und in einer Vielzahl von 

Geweben, insbesondere aber in Zellen der angeborenen Immunität vorkommen. Diese 

werden in aller Regel durch drei unterschiedliche Proteine aufgebaut: das Adapterprotein 

ASC verbindet die Caspase-1 mit einem Sensormolekül [26]. Die letztgenannte Rolle können 

zahlreiche Proteine einnehmen, wobei sich in dieser Arbeit auf die Mitglieder der Pyrin-

Domänen-tragenden-NOD-like-Rezeptoren (NLRP) konzentriert werden wird. Diese weisen in 

aller Regel drei Domänen auf: eine NACHT-Domäne (nucleotide-binding domain also found in 

NAIP, CIITA, HET-E and TP1), eine Pyrin-Domäne und eine LRR-Domäne (leucine-rich repeat 

domain). Der NLRP und ASC treten über ihre jeweiligen Pyrin-Domänen in Wechselwirkung, 

ASC bindet zusätzlich durch seine CARD-Domäne (caspase-activation and recruitment 

domain) die Procaspase-1. Diese kann sich hierdurch proteolytisch autoaktivieren und die 

heterotetramere reife Caspase-1 formen [27]. Der LRR-Domäne werden Funktionen in der 

Ligandenerkennung und Bindung zugeschrieben und die NACHT-Domäne scheint durch ihre 

ATPase-Aktivität eine Rolle für die Dimerisierung der NLR zu spielen, die Voraussetzung für 

die Formung des Inflammasoms ist [28]. 
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Die unterschiedlichen NLR erkennen eine Vielzahl strukturell und biologisch äußerst 

inhomogener molekularer Strukturen, deren größte Gemeinsamkeit zu sein scheint, dass 

ihre Anwesenheit eine potenzielle Gefahr für die zelluläre Homöostase darstellt. So bindet 

NLRP1 den Bakterienwandbestandteil Muramyldipeptid (MDP) [29], NLRP7 erkennt 

bakterielle Lipopeptide [30] und für NLRP3 ist eine Vielzahl von Stimuli identifiziert worden, 

wozu unter anderem extrazelluläres Adenosintriphosphat (ATP), welches im Rahmen des 

Zellzerfalls freigesetzt werden kann, Harnsäure-Kristalle (MSU), β-Amyloid oder auch Silikate 

zählen [31]. Der Abfall der intrazellulären Kalium-Ionen-Konzentration führt ebenfalls zu 

einer Aktivierung des Inflammasoms. Dieser in der Natur im Rahmen der Nekrose 

vorkommende Prozess kann durch Ionophore wie zum Beispiel Nigericin, aber auch durch 

antimikrobielle Peptide, wie zum Beispiel das Cathlecidin LL-37 hervorgerufen werden [32, 

33]. Über den Mechanismus, der die Erkennung strukturell so heterogener Stoffe durch ein 

einzelnes Protein ermöglicht, herrscht derzeit keine Einigkeit, es gibt allerdings Hinweise 

darauf, dass die Erkennung verschiedener Stimuli, die keinen kristallinen Charakter besitzen, 

durch Adapterproteine, wie zum Beispiel GBP5 (guanylate-binding protein) unterstützt wird 

[34]. Die Aktivierung des NLRP3-Inflammasoms durch Adenosintriphosphat wird 

offensichtlich durch den P2X7-Purinorezeptor vermittelt [35]. Darüber hinaus scheint die 

Anwesenheit reaktiver Sauerstoffspezies für die Erkennung insbesondere von Asbest, 

Silikaten und Harnsäurekristallen eine besondere Rolle zu spielen. Diese werden im Rahmen 

der Phagozytose durch aktivierte NADPH-Oxidasen erzeugt [36]. 

NLRP3 unterscheidet sich von den weiteren NLR insbesondere dadurch, als dass seine 

Expression in ruhenden Zellen zu niedrig ist, um einen relevanten Beitrag zur 

Entzündungsantwort leisten zu können. Die Bildung von NLRP3 wird allerdings unter 

inflammatorischen Bedingungen, zum Beispiel der Anwesenheit von LPS, NF-κB-abhängig 

gesteigert [37]. Hierdurch wird deutlich, dass für die Bildung von IL-1β durch das NLRP3-

Inflammasom zwei Stimuli notwendig sind: Einerseits müssen pro-IL-1β (wie bereits zuvor 

beschrieben) und NLRP3 durch einen ersten Stimulus exprimiert werden („priming“) und 

andererseits muss ein definitiver Stimulus NLRP3 und damit das Inflammasom aktivieren, 

eine Ausnahme scheint das β-Amyloid zu bilden [38]. Es sei an dieser Stelle erwähnt, dass 

Interleukin-1β nicht das einzige Zytokin ist, dass durch das Inflammasom gereift wird; unter 

anderem wird auch das konstitutiv exprimierte pro-Interleukin-18 (pro-IL-18) in seine aktive 

Form überführt, welche wiederum T-Zellen zur Produktion von Interferon-γ anregt [39].  
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Die Sekretion beider Zytokine erfolgt anschließend über eine „nicht-klassische“ Sekretion, 

deren Mechanismus nach wie vor ungeklärt ist [25]. 

Die Reifung von Interleukin-1β scheint in vivo nicht vollständig von der Aktivität des 

Inflammasoms abzuhängen, da unter anderem auch die Caspase-8 in der Lage ist, pro-IL-1β 

zu spalten [40]. Auf diese „nicht-kanonischen“ Wege der IL-1β-Produktion soll hier jedoch 

nicht weiter eingegangen werden. 

Das NLRP3-Inflammasom spielt neben seiner herausragenden Bedeutung für die angeborene 

Immunität im Generellen bei zahlreichen Erkrankungen eine spezielle und sehr zentrale 

Rolle. So ist zum Beispiel die Erkennung von Harnsäurekristallen durch das angeborene 

Immunsystem ist ursächlich für das Krankheitsbild der Arthritis urica (Gicht) [41]. 

Mutationen im NLRP3-Gen sind darüber hinaus mit den autosomal-dominanten vererbten 

Leiden, wie zum Beispiel dem Familiären Mittelmeerfieber oder dem MUCKLE-WELLS-Syndrom 

assoziiert. Diese Erkrankungen, die durch rezidivierende sterile Entzündungen der 

Schleimhäute und Gelenke und im Falle des MUCKLE-WELLS-Syndroms einen progredienten 

Hörverlust auffallen, führen aufgrund einer sich entwickelnden Amyloidose vom Typ AA zu 

einer verkürzten Lebenserwartung [42]. 

 

1.3.2 Regulatoren des NLRP3-Inflammasoms 

 

Zahlreiche Protein-artige und nicht-Protein-artige Regulatoren des NLRP3-Inflammasoms 

sind identifiziert worden (Übersicht bei [43]). Im Folgenden sollen einige ausgewählte 

dargestellt werden, wobei der Fokus auf die Negativ-Regulatoren gelegt wird. Als nicht-

proteinartige Regulatoren wurden unter anderem die micro-RNA miR-223 und das kleine 

Molekül Stickstoffmonoxid (NO) identifiziert. miR-223 vermittelt über die Bindung an die 

NLRP3-mRNA deren vorzeitigen Abbau und reduziert damit die Menge an verfügbarem 

NLRP3. Die Expression dieser micro-RNA erfolgt in Abhängigkeit des Zelltyps, so weisen im 

Bereich der myeloiden Zellen dendritische Zellen die niedrigste Expression auf, neutrophile 

Granulozyten hingegen die höchste. Dies erklärt wahrscheinlich die erheblichen 

Unterschiede in der Sensibilität bezüglich Inflammasom-abhängiger Stimuli in diesen Zellen 

[44]. 
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Stickstoffmonoxid, das in Immunzellen vorrangig durch die induzierbare Stickstoffmonoxid-

Synthetase (NOS2) unter Verwendung von Arginin als Substrat gebildet wird und aufgrund 

seines bakteriziden Charakters eine wesentliche Rolle in der antimikrobiellen Abwehr spielt, 

scheint die Aktivität von NLRP3 durch die Nitrosylierung von Cystein-Resten zu hemmen 

[45].  

Des Weiteren wurden die Proteine superoxide-dismutase 1 (SOD1) und thioredoxin-

interacting protein (TXNIP) als Interaktionspartner identifiziert. SOD1 ist üblicherweise an 

der Neutralisation reaktiver Sauerstoffspezies, die im Rahmen der Immunantwort gebildet 

werden, beteiligt. Der Knockout dieses Proteins führt ebenfalls zu einer Modifikation der 

Cystein-Reste, wobei in diesem Fall die katalytisch aktiven Mercapto-Gruppen der Caspase-1 

betroffen sind. Hieraus resultiert eine reduzierte Bildung der Inflammasom-abhängigen 

Zytokine IL-1β und IL-18 [46]. 

Auch wenn diese Ergebnisse zeigen, dass ROS – sofern sie bei mangelnder Elimination in 

großer Menge anfallen – das Inflammasom hemmen, gelten sie in physiologischen Mengen 

als notwendiger Aktivator von NLRP3 [47]. In Abwesenheit von ROS geht das Protein TXNIP 

einen Komplex mit reduziertem Thioredoxin, einer Cystein-haltigen Oxidoreduktase, ein. 

Steigende Konzentrationen reaktiver Sauerstoffspezies führen allerdings zu einer Oxidation 

von Thioredoxin und einer Freisetzung von TXNIP, welches anschließend an NLRP3 bindet 

und dieses aktiviert [48]. 

 

1.4 Peroxiredoxin-4 

 

Dieser Abschnitt soll sich dem bisherigen Wissensstand bezüglich des Aufbaus und der 

bekannten Funktionen des Proteins Peroxiredoxin-4, welches im Mittelpunkt dieser Arbeit 

stehen wird, widmen. 

 

1.4.1 Die Familie der Peroxiredoxine 

 

Die Familie der humanen Peroxiredoxine umfasst derzeit sechs Mitglieder, die fortlaufend 

nummeriert wurden. Die Einteilung erfolgte in der Reihenfolge der Entdeckung, allerdings 

ergibt sich hieraus auch auf dem Ablauf des katalytischen Zyklus resultierende Einteilung in 

drei Gruppen.  
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Die Vertreter Prdx1-4 gehören in die Familie der typischen 2C-Peroxiredoxine, die jeweils 

einen reduzierenden (Cp) und einen regenerierenden (Cr) Cystein-Rest tragen [49, 50]. Im 

Rahmen der katalytischen Neutralisierung reaktiver Sauerstoffspezies, zu welcher alle 

Mitglieder dieser Gruppe zu einem Homodimer zusammentreten interagiert ein Cp mit dem 

Cr des jeweils anderen Monomers. Prdx5 wird als „atypisches“ 2C-Peroxiredoxin bezeichnet, 

da es nicht dimerisiert, sondern seine Cystein-Reste durch interne Interaktion regeneriert 

[51]. Prdx6 trägt nur einen Cystein-Rest (1C-Peroxiredoxin), es bildet ähnlich der ersten 

Gruppe üblicherweise ein Homodimer [52]. 

 

Die Katalyse eines 2C-Peroxiredoxins soll kurz skizziert werden: Im Dimer (αβ) liegen sich 

Cp(α) und Cr(β) jeweils direkt gegenüber. Reaktive Sauerstoffspezies reagieren exemplarisch 

nach folgendem Schema: 

 

  (1) H2O2 + Cp–SH      H2O + Cp–SOH 

  (2) Cr–SH + Cp–SOH     Cr–S–S–Cp + H2O 

  (3) Cr–S–S–Cp + 2H+ + 2e-    Cr–SH + Cp–SH 

 

Elektronendonator ist in aller Regel das Protein Thioredoxin, dessen Mercapto-Gruppen 

anschließend NADPH-abhängig durch eine Thioredoxin-Reduktase regeneriert werden [53]. 

Diese Reaktion zeigt für die 2C-Peroxiredoxine eine katalytische Effizienz (gemessen an der 

Neutralisierung von Wasserstoffperoxid pro Zeiteinheit), die mindestens zwei 

Zehnerpotenzen unter den Werten für die Katalase liegen [54]. Es gibt zwei weitere 

Beobachtungen, die die Bedeutung der Peroxiredoxine – insbesondere von Prdx4 – für die 

Aufrechterhaltung des physiologischen Redoxstatus der Zelle in Frage stellen: einerseits 

verändert sich das zelluläre ROS-Niveau nach Ausschaltung von Prdx4 nicht signifikant [55], 

andererseits setzt bei der Exposition von Zellen gegenüber steigen ROS-Konzentrationen 

relativ schnell eine stabile Oxidation der reduzierenden Mercapto-Gruppen zu 

Sulfonsäuregruppen ein [56, 57]. Diese kann nicht mehr durch Thioredoxin, jedoch noch 

durch die Proteine Sulfiredoxin und Sestrin regeneriert werden [58, 59]. 
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1.4.2 Bedeutung von Prdx4 für die ER-basierte Proteinsynthese 

 

Prdx4 hat innerhalb der Peroxiredoxin-Familie eine besondere Stellung. So ist es der einzige 

Vertreter, der aufgrund eines entsprechenden Signalpeptides in das Lumen des 

endoplasmatischen Retikulums gelangt und damit prinzipiellen Zugang zum sekretorischen 

System erhält. Auch wenn bisherige Arbeiten nahe legen, dass trotz des Fehlens eines 

Retentionsmotives die Sekretion von Prdx4 selbst ausbleibt, erlangt dieses Protein damit die 

Möglichkeit zur Interaktion mit Proteinen innerhalb des ER. Scheinbar existieren zwei Wege 

der Interaktion mit dem für die korrekte Ausbildung der Cystin-Brücken entscheidenden 

Enzym protein-disulfide isomerase (PDI): einerseits kann dies durch das Enzym endoplasmic-

oxidoredoxin 1 (ERO1) regeneriert werden, wobei Prdx4 die entstehenden ROS neutralisiert 

[55], andererseits kann oxidiertes Prdx4 direkt PDI regenerieren, wobei das reduzierte Prdx4 

in diesem Fall durch ERO1 erneut oxidiert wird [60]. Bemerkenswerterweise verfügt keines 

der hieran beteiligten Proteine über ein Retentionsmotiv; der Ausschluss vom sekretorischen 

System erfolgt durch die Aktivität des Proteins ERp44 (ER-protein of 44kDa) [61, 62]. 

Allerdings wurde auch in verschiedenen Publikationen der Nachweis von Prdx4 im Cytosol 

erbracht, wobei in diesem Zusammenhang von einer unreifen Vorläuferform ausgegangen 

wurde [63]. 

Es existieren weitere Arbeiten, in denen gezeigt werden konnte, dass Prdx4 auf mehreren 

Ebenen in die Faltung von sekretorischen Proteinen eingreift. So führt die zuvor bereits 

beschriebene vollständige Oxidation der Cystein-Reste scheinbar zu einer Veränderung der 

Quartärstruktur, in deren Rahmen fünf (αβ)-Dimere zu einem (αβ)5-Tetramer 

zusammentreten. Diesem wird eine Funktion als Faltungshelfer („chaperone“) zugeschrieben 

[55, 64]. Diese geschilderten Befunde basierten auf in vitro-Studien, da bisher davon 

ausgegangen wurde, dass sich die Zucht einer konstitutiven Knockout-Maus aufgrund einer 

eingeschränkten Fertilität als schwierig gestaltet [65]. In einer Studie wurde allerdings der 

Versuch unternommen, sowohl PDI und ERO1, als auch Prdx4 in vivo auszuschalten.  

Die resultierende Triple-Knockout-Maus präsentierte einen Phänotyp, der als „atypischer 

Skorbut“ bezeichnet wurde, da es zu einer ausgeprägten Störung der Kollagen-Synthese zu 

kommen scheint [66]. 
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1.4.3 Regulation der Entzündungsantwort 

 

Die Erkenntnis, dass Prdx4 einen Einfluss auf die Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-κB 

hat, ist inzwischen fast 20 Jahre bekannt – die initiale Beschreibung von Prdx4 (unter dem 

Namen antioxidative protein 372 (AOE372)) zeigte dieses Protein primär als Regulator des 

Proteins inhibiting factor of NF-κB-α (IκBα), welches dessen Phosphorylierung und in der 

Folge die Aktivierung des eigentlichen Transkriptionsfaktors hemmt [50]. Interessanterweise 

wurde kurze Zeit später die gegensätzliche Rolle für Prdx4 beschrieben, als es unter dem 

Namen TRANK als sezernierter NF-κB-Aktivator beschrieben wurde [67].  

Weitere Publikationen bestätigten aber überwiegend die Rolle des Inhibitors von NF-κB [3, 

68], wobei stets angenommen wurde, dass die Neutralisierung von ROS, welche für die NF-

κB-Aktivierung notwendig sind, den zu Grunde liegenden Mechanismus darstellt, auch wenn 

zuvor bereits dargestellt wurde, dass es keinen messbaren Unterschied der zellulären ROS-

Exposition gibt. 

Diese Auffassung, dass Prdx4 seinen biologischen Effekt über die Neutralisierung von ROS 

ausübt, findet sich auch in der zunehmenden Anzahl klinischer Studien, die auf eine 

Korrelation von Prdx4 zu entzündlichen Krankheitsbildern zielen, ihre Mehrheit. So konnte in 

einer Studie die gesteigerte Expression von PRDX4 in der Synovia von Patienten, die an 

rheumatoider Arthritis erkrankt sind, demonstriert werden [69]. 

Des Weiteren wurde gezeigt, dass die Bestimmung von Prdx4 im Serum von Patienten, die 

an einem SIRS erkrankt sind, hochsignifikant mit etablierten Serumparametern, die eine 

Entzündung anzeigen, wie zum Beispiel Procalcitonin oder Interleukin-6, korreliert. Hohe 

Serumspiegel von Prxd4 korrelieren dabei mit einer deutlich höheren Krankheitsaktivität und 

einer schlechteren Prognose [70]. Darüber hinaus korreliert ein erhöhter Serumspiegel von 

Prdx4 scheinbar auch mit einer gesteigerten Mortalität durch kardiovaskuläre Ereignisse 

[71], insbesondere bei Vorliegen eines Diabetes mellitus Typ 2 [72]. 
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1.5 Ziele dieser Arbeit 

 

In diesem Kapitel wurde zunächst die Bedeutung des Krankheitsbildes SIRS dargestellt und 

mit dem Inflammasom (sofern nicht anders definiert, wird hiermit stets das NLRP3-

Inflammasom gemeint) über einen Signalkomplex, der für die Synthese eines der zentralen 

Mediatoren dieser Erkrankung verantwortlich ist, berichtet. Abschließend wurde gezeigt, 

dass das Protein Prdx4 einerseits offensichtlich antiinflammatorische Eigenschaften besitzt 

und außerdem zu dem vormals beschriebenen Krankheitsbild in Beziehung gesetzt werden 

konnte. Aufgrund dessen soll diese Arbeit nun im Wesentlichen der Klärung dreier Fragen 

dienen: 

 

1. Lässt sich in einem murinen Knockout-Modell für Peroxiredoxin-4 im Rahmen eines 

 SIRS-Modells ein signifikanter Einfluss des Proteins auf die Schwere der Erkrankung 

 nachweisen? 

 

2. Welchen Einfluss hat Peroxiredoxin-4 auf die Aktivierung proinflammatorischer 

 Signalwege in Makrophagen und die daraus resultierende Freisetzung von Zytokinen? 

 

3. Ist ein eventuell gefundener Phänotyp durch die gesteigerte Produktion reaktiver 

 Sauerstoffspezies bedingt oder existiert ein bisher unbekannter Mechanismus, durch 

 den Peroxiredoxin-4 die Entzündungsreaktion hemmt? 
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2. Material und Methoden 

 

2.1 In-vivo-Untersuchungen der Prdx4-/Y- und Prdx4ΔMΦ/Y-Maus 

 

2.1.1 Verwendete Versuchstiere 

 

Prdx4-/--Mäuse (konstitutiver, d.h. alle Zellen des Körpers betreffender Knockout) wurden 

unter der Zuhilfenahme eines kommerziellen Anbieters (genOway (Lyon, F) bezogen und 

entsprechende Weibchen mit Männchen der Rasse C57Bl/6N (Charles River Laboratories, 

Wilmington, USA) über zehn Generationen zurückgekreuzt. Zur Generation des 

konditionalen Knockouts (Prdx4-Defizienz lediglich in den myeloiden Zellen) wurden 

Weibchen, deren Exon-1 des Prdx4-Gens von LoxP-detection-sites flankiert wurde, mit 

Männchen, die eine an die Aktivität des Lysozym2-Promotors gekoppelte cre-Recombinase 

exprimierten, verpaart [73]. Die aufgrund der Promotoraktivität nur in den myeloiden Zellen 

aktive Recombinase bindet hierbei an die LoxP-detection-sites und entfernt die flankierte 

Sequenz selektiv aus dem Genom [74]. 

Für die Versuche wurden anschließend sechs bis acht Wochen alte Männchen, die unter SPF-

Bedingungen gemäß den FELASA-Richtlinien in isoliert ventilierten Käfigen gehalten wurden, 

verwendet. Aufgrund der X-chromosomalen Lokalisation des murinen Prdx4-Gens wird bei 

den Ergebnissen stets der hemizygote Genotyp notiert. In allen Versuchen wurden 

Geschwistertiere der jeweiligen Genotypen eingesetzt. Es wurde eine für Nagetiere übliche 

Standard-Diät gefüttert. Alle Versuche fanden unter Einhaltung der jeweils geltenden 

Gesetze und nach Genehmigung durch die Tierschutzkommission des zuständigen 

Landesministeriums statt. 

Zur Genotypisierung der Versuchstiere wurde den drei Wochen alten Tieren im Rahmen der 

Markierung zur späteren zweifelsfreien Identifikation eine Gewebeprobe aus der 

Ohrmuschel entnommen und die darin enthaltene genomische DNA unter Verwendung des 

Dneasy Blood and Tissue Kit (QIAGEN, NL) gemäß des Herstellerprotokolls isoliert. Die 

gewonnene DNA wurde im Rahmen einer Polymerase-Kettenreaktion (für eine kursorische 

Erläuterung siehe Kapitel 2.3.3) amplifiziert, wobei die PCR-Produkte anschließend auf einem 

einprozentigen Agarosegel aufgetrennt wurden.  
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Anschließend wurden diese unter einer UV-Lampe durch einen dem Gel zugesetzten 

interkalierenden Farbstoff (SYBR Safe, Invitrogen, USA) sichtbar gemacht. Die Sequenzen der 

verwendeten Primer sind den Anhängen zu entnehmen. 

Die verwendeten Primer wurden im Falle des konstitutiven Knockouts um und in das Exon-1 

(welches im Knockout entfernt wurde), so dass in einer ersten Reaktion der Nachweis einer 

etwaigen Deletion und in einer zweiten Reaktion der Nachweis eines etwaigen Erhalts des 

Exons möglich war. Diese Reaktionen konnten erfolgreich in einem Ansatz durchgeführt 

werden, da sich beide Reaktionen den gleichen reverse-Primer teilen. In der Zusammenschau 

konnte anschließend der Genotyp (Weibchen: homozygoter/heterozygoter Knockout oder 

Wildtyp, Männchen: hemizygoter Knockout oder Wildtyp) bestimmt werden. 

Der Nachweis des konditionalen LysM-cre-Knockouts erfolgte ebenfalls über zwei 

Reaktionen, wobei in der ersten Reaktion die Anwesenheit von LoxP-detection-sites im 

Prdx4-Gen (ebenfalls das Exon-1 flankierend) nachgewiesen wurde und in einer zweiten 

Reaktion die Anwesenheit der unter dem Lysozym2-Promotor stehenden Cre-Recombinase 

untersucht wurde. Der konditionale Knockout (Genotyp: Prdx4ΔMΦ/Y) wurde angenommen, 

sobald die Tiere homozygot (Weibchen) oder hemizygot (Männchen) für LoxP-detection-sites 

waren und die cre-Recombinase nachgewiesen wurde. 

 

 

Abbildung 1: Bestimmung des Genotyps der Versuchstiere. Länge der PCR-Produkte in Basenpaaren 
angegeben. Konstitutiver Knockout: von links nach rechts betrachtet ergibt sich folgendes Bild der Genotypen 
für Prdx4: +/+ (Wildtyp homozygot), -/- (Knockout homozygot), +/- (Wildtyp, heterozygot). Konditionaler 
Knockout: von links nach rechts betrachtet zeigt sich in der oberen Reihe (Nachweis der LoxP-Schnittstellen): 
+/+ (homozygot die Schnittstelle tragend), -/- (homozygoter Wildtyp), +/- (heterozygot die Schnittstelle 
tragend). In der unteren Reihe ergibt sich: +/? (Cre-positiv), -/? (Cre-negativ), +/? (Cre-positiv). Daraus 
resultierend ist Tier 1 (links) ein konditionaler KO, Tier 2 (Mitte) ein Wildtyp und Tier 3 aufgrund des 
verbleibenden Wildtyp-Prdx4-Allels trotz Anwesenheit von Cre phänotypisch ein Wildtyp (Expression von Prdx4 
durch das Wildtyp-Allel). Tiere des letztgenannten Genotyps wurden nicht in Versuche einbezogen. 
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2.1.2 Induktion des Endotoxin-Schocks durch Gabe von LPS 

 

Für die Induktion des Lipopolysaccharid-abhängigen Endotoxin-Schocks wurde sich an dem 

Protokoll von SCHNEIDER und Kollegen orientiert, obgleich eine Vielzahl von etablierten 

Protokollen existiert [75]. Prinzipiell beruht der Mechanismus dieses Tiermodells auf einer 

TLR4-abhängigen Aktivierung von intraperitonealen Makrophagen mit starker Ausschüttung 

proinflammatorischer Zytokine, wie zum Beispiel IL-1β, IL-6 und TNF-α und nachfolgendem 

SIRS, welches je nach gewählter Dosis (LD50(LPS)=50µg/g) üblicherweise zum Tod von 

Wildtyp-Tieren führt („high-dose“) [76].  

In dieser Arbeit wurde ein „low-dose“-Modell eingesetzt, bei dem die mittlere Letalitätsdosis 

um den Faktor Zehn unterschritten wurde. Hierzu wurde den Versuchstieren aufgereinigtes 

Lipopolysaccharid (aus E. coli, LFI Borstel, DE) in einer Dosierung von 4,5µg pro Gramm 

Körpergewicht intraperitoneal injiziert, wobei die entsprechende Menge LPS in einem 

Volumen von 250µL phosphate balanced solution (PBS; PAA, Österreich) aufgenommen 

wurde. Kontrolltiere erhielten eine Injektion mit PBS von ebenfalls 250µL. Anschließend 

wurden die Tiere alle sechs Stunden gewogen und nach Ablauf der Versuchsdauer von 72 

Stunden im Falle des konstitutiven Knockouts und von 48 Stunden im Falle des konditionalen 

Knockouts mittels zervikaler Dyslokation euthanasiert.  

Direkt hiernach wurde das Blut der Tiere über eine Herzpunktion gewonnen und in 500µL 

Lithium-Heparin-Gel-Röhrchen (Sarstedt, DE) bei Raumtemperatur für 5 Minuten bei 

10.000rpm zentrifugiert. Das gewonnene Plasma wurde abgenommen, in Polypropylen-

Tubes gelagert und zur weiteren Untersuchung in flüssigem Stickstoff schockgefroren. 

Zusätzlich wurden den Tieren Leber und Milz entnommen, indem die Bauchhöhle nach 

zweimaliger Desinfektion longitudinal eröffnet und Milz und Leber dann stumpf an ihrem 

jeweiligen Hilus abgesetzt wurden. Das Gewicht der Milz wurde bestimmt, die Organe 

anschließend in flüssigem Stickstoff asserviert. 

Für die Behandlung mit dem rekombinanten Interleukin-1β-Rezeptor-Antagonist Anakinra 

wurde den Tieren erstmals eine halbe Stunde vor Beginn der LPS-Behandlung und 

anschließend alle 12 Stunden bis zum Versuchsende Anakinra (Kineret®, Swedish Orphan 

Biovitrum, Schweden) in einer Dosierung von 200µg pro Tier intraperitoneal injiziert.  
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Das Injektionsvolumen betrug hierbei stets 100µL, wobei die fertige Injektionslösung des 

Herstellers unter Verwendung von PBS (PAA, Österreich) auf die Zielkonzentration von 

2µg/µL eingestellt wurde. 

 

2.2 Isolation von bone marrow-dependent macrophages (BMDM) 

 

Die Isolation von Makrophagen basiert auf der Isolation der im roten Knochenmark der Tiere 

vorhandenen Progenitor-Zellen, die in Kultur anschließend durch den Einsatz des 

Makrophagen-Kolonie stimulierenden Faktors M-CSF in reife Makrophagen ausdifferenziert 

wurden. 

Hierfür wurden die Mäuse mittels zervikaler Dyslokation euthanasiert und anschließend die 

Ober- und Unterschenkelknochen beidseits vom Hüftkopf bis zum Sprunggelenk entnommen 

und von Muskulatur und Sehnen befreit. Hierzu wurde nach zweimaliger Hautdesinfektion 

die Haut bis auf das Peritoneum hin eröffnet und anschließend der Schnitt über den 

Schenkel bis zum Sprunggelenk erweitert. Die Muskulatur wurde an den Ansätzen von den 

Knochen entfernt und in situ belassen. Der Hüftkopf wurde dann stumpf exartikuliert und 

das Sprunggelenk mit der der Schere gespalten. Das Kniegelenk wurde vorerst intakt 

belassen. Die entnommenen Knochenpaare wurden dann bis zur weiteren Verarbeitung in 

RPMI 1640-Medium (Gibco, Carlsbad, USA) bei +4°C gelagert. 

Nach dem Transfer unter die sterile Werkbank wurden die Beine entlang der Epiphysen 

eröffnet und die Markhöhle mit Makrophagen-Nährmedium (48% Macrophage-SFM-

Medium, 48% Dulbeccos Modified Eagle Medium (beide von Gibco), 10% fetal calf serum 

((FCS), PAA, Österreich), 1% Amphotericin, 1% Penicillin/Streptomycin (beide von Gibco)) 

gespült. Das extrahierte Mark aller vier Knochen eines Tieres wurde in einem 50mL-Tube 

aufgefangen und resuspendiert. Anschließend wurde das Volumen auf zwei Tubes aufgeteilt 

und jeweils auf 40mL mit Nährmedium aufgefüllt. Der Inhalt eines Tubes wurde durch ein 

70µm-Zellsieb hindurch in eine unbeschichtete 15cm Petrischale ausgesät und die 

Zellsuspension dann mit rmM-CSF (ImmunoTools, DE) in einer Konzentration von 20ng/mL 

versetzt.  

Die Zellkulturschalen wurden anschließend für sieben Tage bei 37°C und 5% CO2 kultiviert, 

wobei nach 3 Tagen weitere 20mL Medium pro Schale zugegeben wurden. 
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Die Zellen wurden geerntet, indem nach Entfernung des Nährmediums und einmaliger 

Spülung mit 5mL auf 37°C angewärmtem PBS 20mL eiskaltes PBS auf die Zellen pipettiert 

wurden.  

Anschließend wurden die Zellen mittels Zellschaber gesammelt und die Zellsuspension 

beider Schalen eines Tieres in einem 50mL-Tube gesammelt und danach bei 4°C für 10 

Minuten mit 300g zentrifugiert. Der Überstand wurde sodann abgenommen und das 

sedimentierte Zellpellet in 10mL Makrophagen-Nährmedium resuspendiert. Die Zellzahl 

wurde anschließend unter Verwendung des cell-o-meters (Nexcelom Biosciences, USA) 

bestimmt. Anschließend wurden 1x106 Zellen in 2mL Medium pro Well in einer 6-Well Platte 

ausgesät (sofern nicht anders beschrieben). Die Zellen wurden anschließend für 24 Stunden 

inkubiert, bevor sie in Experimente einbezogen wurden. 

Zur Stimulation wurden die jeweiligen Stimulantien in 2mL neuen Nährmediums 

aufgenommen und dieses nach Entfernung des alten Mediums in die Kulturschale gegeben. 

Sofern nicht anders angegeben, wurden alle Stimulationsversuche in Anwesenheit von 

Phenolrot und FCS durchgeführt. 

 

2.3 Auswertung von Expressionsmustern auf Nukleinsäureebene 

 

2.3.1 Isolation von RNA aus Zellkulturen und Gewebeproben 

 

Die Aufreinigung von RNA erfolgte unter Verwendung des RNeasy Mini Kits (QIAGEN, NL), 

welches sich grundsätzlich dem Verfahren von CHOMCZYNSKI und SACCHI bedient [77]. Hierbei 

werden die Proben durch das stark chaotrop wirksame Guanidiumthiocyanat lysiert und 

anschließend auf einer Silikat-Säule gereinigt, wobei unter Einsatz von alkoholischen 

Waschpuffern die RNA mit hoher Selektivität auf der Säule gebunden wird, während 

Proteine und DNA entfernt werden. Durch den Einsatz von wässrigen Lösungen kann die 

RNA anschließend eluiert werden. 

Zur Isolation von RNA aus Zellkultur-Proben wurden die Zellen mit 500µL warmem PBS 

gewaschen und anschließend mit 350µL RLT-Lysepuffer (im Kit enthalten, Zugabe von 10µL 

2-Mercaptoethanol pro mL Lysepuffer; 2-Mercaptoethanol von Merck, DE) in der 

Kulturschale lysiert. Das Lysat wurde anschließend mit dem Zellschaber gesammelt und in 

der QIAShredder-Säule bei 12.000rpm für eine Minute zentrifugiert.  
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Der Durchfluss wurde mit 350µL 70% Ethanol p.a. (Merck, DE, mit DEPC-H20 verdünnt) 

versetzt und auf eine RNeasy Mini-Säule gegeben und bei 10.000rpm für 30 Sekunden 

zentrifugiert.  

Der Durchfluss wurde anschließend verworfen und die Säule dann zunächst einmal mit 

700µL RW1-Waschpuffer und anschließend zweimal mit jeweils 500µL RPE-Waschpuffer bei 

10.000rpm für 30 Sekunden zentrifugiert. Nach einmaliger Zentrifugation bei 12.000rpm für 

eine Minute wurden die Säulen in RNase-freie 1,5mL Tubes eingesetzt und anschließend mit 

50µL RNase-freiem Wasser (Ambion, USA) versetzt. Nach fünfminütiger Inkubation bei 

Raumtemperatur wurden die Säulen dann bei 12.000rpm für eine Minute zentrifugiert und 

der Durchfluss in dem RNase-freien Tube aufgefangen. Dieses wurde sogleich auf Eis 

gelagert bis zur weiteren Verwendung. 

Die Isolation von RNA aus Gewebeproben wurde unter Verwendung des gleichen Kits 

durchgeführt, die Gewebeproben wurden vorher unter Verwendung des TissueLyser2-

Systems (QIAGEN, NL) homogenisiert. Hierzu wurden 30mg tiefgefrorenen Gewebes in 

350µL RLT-Lysepuffer (2-Mercaptoethanol wurde zuvor zugesetzt) aufgenommen und eine 

5mm Stahlkugel (QIAGEN, NL) in das Tube gegeben. Die Proben wurden im TissueLyser II 

(QIAGEN, NL) bei 25Hz für zweimal für jeweils eine Minute homogenisiert und die Lysate 

anschließend wie oben bereits beschrieben aufgeschlossen. 

 

2.3.2 Reverse Transkription 

 

Die Synthese von cDNA wurde mittels des Maxima-H-Minus Kits (Thermo Scientific, USA) 

durchgeführt, welches sich den Einsatz von Oligo-(dT)16-Primern zu Nutze macht, um durch 

Bindung an die 3’Poly-(A)-Regionen der mRNA die Transkripte faktisch vollständig zu 

erfassen. Hierzu wurde zunächst die RNA-Konzentration in den vorher aufgereinigten Proben 

mittels des ND-1000 Spektrofotometers bestimmt (Thermo Scientific, USA). Nach 

Kalibrierung des Geräts gegen 1,5µL RNase-freies Wasser wurden je 1,5µL Probe gemessen, 

wobei eine optische Dichte bei λ=260nm näherungsweise einer Konzentration von 40ng/µL 

einzelsträngiger RNA entspricht. Zur Bestimmung der Reinheit wurde das Verhältnis der 

Absorptionswerte bei 260 und 280nm gebildet und nur jene Proben verwendet, bei denen 

dieser Quotienten zwischen 1,8 und 2,1 lag. 
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Die reverse Transkription wurde anschließend gemäß der Empfehlungen des Herstellers 

durchgeführt. Hierzu wurde 1µg RNA auf ein Volumen von 6,875µL mit RNase-freiem Wasser 

eingestellt und anschließend mit 0,125µL Oligo-(dT)16-Primer und 0,5µL dNTP-Mix (jeweils im 

Kit enthalten) versetzt.  

Dieses Volumen wurde in einem PCR-Tube mittels Thermocycler (Applied Biosystems, USA) 

für 5 Minuten auf 65°C erhitzt. Danach wurden 2µL Reaktionspuffer und 0,5µL reverse 

Transkriptase-Lösung hinzugegeben und mittels Thermocycler folgende Reaktions-

bedingungen eingestellt: 25°C für 10 Minuten, 50°C für 15 Minuten, 85°C für 5 Minuten. 

Nach Ablauf der Reaktion wurde die Probe auf ein Volumen von 100µL aufgefüllt. Die 

Lagerung erfolgte bei -20°C. 

 

2.3.3 Transkriptlevelbestimmung mittels vollquantitativer real-time PCR 

 

Die Quantifizierung der Genexpression in zuvor generierten cDNA-Proben wurde mittels der 

polymerase chain reaction (PCR) durchgeführt. Bei diesem Verfahren kommt eine 

hitzebeständige DNA-Polymerase bakteriellen Ursprungs zum Einsatz, um spezifische DNA-

Abschnitte zu vervielfältigen [78]. Hierzu wird die Probe mit kurzen DNA-Fragmenten, den 

sog. Primern, welche spezifisch komplementäre Sequenzen der zu vervielfältigenden DNA 

binden und der DNA-Polymerase ein 3‘-Ende zur Elongation anbieten, inkubiert 

(hybridisiert). Anschließend wird durch die zugegebene DNA-Polymerase unter Verbrauch 

bereitgestellter desoxy-Nukleotidtriphosphate ein neuer DNA-Strang synthetisiert. Nach 

Abschluss der Elongation wird die Probe kurzzeitig so stark erhitzt, dass der neu gebildetete 

DNA-Doppelstrang in seine Einzelstränge denaturiert und nach Absenkung der Temperatur 

erneut Primer binden kann. Dieser Prozess kann aufgrund der Hitzebeständigkeit des Enzyms 

solange wiederholt werden, bis Primer und Nukleotidtriphosphate verbraucht wurden, 

wobei die Kopienanzahl der DNA zu diesem Zeitpunkt näherungsweise 2Zyklenzahl beträgt; d.h. 

nach 30 Zyklen wurde die DNA um den Faktor 230≈108 vervielfältigt. Dieser Prozess kann in 

einem Thermocycler, der definierte Temperaturen für festgelegte Zeiträume erzeugen kann, 

vollautomatisch erfolgen. 

 

 



31 
 

Um den ursprünglich vorhandenen Gehalt einer spezifischen cDNA zu bestimmen, wird der 

klassische Aufbau des Thermocyclers um eine UV-Lichtquelle und einen charge-coupled-

device Sensor (CCD) erweitert und dem PCR-Reaktionsgemisch ein Fluoreszenzfarbstoff, 

welcher in doppelsträngige DNA interkaliert (in diesem Fall SYBR-Green; Life Technologies, 

USA), hinzugefügt. Erstbeschreiber dieses Verfahrens, welches als real-time PCR bekannt 

wurde, waren HIGUCHI und Kollegen [79].  

Da nach jedem Zyklus der Gehalt an doppelsträngiger DNA zunimmt, steigt auch die 

Intensität der Fluoreszenz an. Vereinbarungsgemäß werden so viele Zyklen durchlaufen, wie 

benötigt werden, um das messbare Fluoreszenzsignal über eine Nachweisgrenze, bei der es 

sicher gegen das Hintergrundsignal zu differenzieren ist, anzuheben. Diese als Ct-Wert (cycle 

threshold) bezeichnete Größe fällt mit zunehmender Ausgangsmenge ab und erlaubt von 

daher eine präzise Aussage über die ursprünglich vorhandene Kopienzahl. 

Als alternatives Verfahren kam das von LIVAK und Kollegen erstmals beschriebene TaqMan-

Prinzip zum Einsatz [80].  Hierbei werden spezielle, mit Fluoreszenz-Sonden markierte Primer 

eingesetzt, deren Farbstoff während der Elongation durch die 5‘-Exonuclease-Aktivität der 

Polymerase aktiviert wird. Die zunehmende Intensität der Fluoreszenz lässt sich nun 

spezifisch auf die Anzahl synthetisierter Kopien zurückführen und ist nicht für 

Kontaminationen durch doppelsträngige DNA, wie zum Beispiel durch Dimerisierung von 

Primern, anfällig. 

Für die Durchführung der SYBR-Green-basierten real-time PCR (im Folgenden als qRT-PCR 

bezeichnet) wurde folgendes Reaktionsgemisch angesetzt (die Primer wurden unter 

Zuhilfename der PrimerBLAST-Software (NIH, USA) entwickelt und über die Firma 

Microsynth (Schweiz) bezogen – die Sequenzen sind den Anhängen zu entnehmen): 

 

Komponente Volumen Konzentration 

SybrSelect-Mastermix 4,5µL Ø 

Primer-Mischung 0,5µL 5µmol/L pro Primer 

Probe 5,0µL 1ng/µL 

Tabelle 1: Reaktionsansatz für die SYBR-Green-basierte real-time PCR 

 

Die Proben wurden anschließend nach folgendem Temperaturschema in die PCR 

eingebracht: 1) 50°C für 2 Minuten, 2) 95°C für 2 Minuten, 3) 95°C für 15 Sekunden und 60°C 

für 1 Minute. Für Schritt 3 wurden pro Versuch 45 Zyklen durchgeführt. 
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Für das TaqMan-basierte System wurden vorgefertigte Sonden und kommerziell erhältlicher 

Master-Mix eingesetzt (Life Technologies, USA). Folgender Reaktionsansatz wurde gewählt: 

 

Komponente Volumen Konzentration 

GeneExpression Mastermix 4,5µL Ø 

TaqMan Gene Detection Assay 0,5µL Ø 

Probe 5,0µL 1ng/µL 

Tabelle 2: Reaktionsansatz für die TaqMan-basierte real-time PCR  

 

2.4 Auswertung von Signalantworten auf Proteinebene 

 

2.4.1 Isolation von Proteinen aus Zellkulturen und Gewebeproben 

 

Zur Isolation von Proteinen aus Zellkulturproben wurden die Zellen zunächst mit 500µL 

warmem PBS gewaschen und anschließend mit 100µL denaturierendem Lysepuffer (im 

Folgenden als DLB bezeichnet, 1% SDS, 1mM Na3VO4, 10mM Tris, pH=7,4, 1% Protease 

Inhibitor (Roche, DE)) überschichtet. Nach Sammeln mit dem Zellschaber wurden die Proben 

in einem 1,5mL-Tube aufgenommen und für 5 Minuten bei 95°C gekocht. Anschließend 

wurden die Proben zweimal mittels Ultraschall-Elektrode bei 20kHz bei einem Pulsintervall 

für 0,1s insgesamt für 5s homogenisiert (Sonopuls HD 200, Bandelin, DE). Die Tubes wurden 

danach bei +4°C für 15 Minuten bei 16.000g zentrifugiert, der Überstand wurde 

abgenommen und das Pellet verworfen. 

Zur Isolation von Proteinen aus Gewebeproben wurden tiefgefrorene Gewebeproben (mit 

eine Kantenlänge von ungefähr 3mm) mit Mörser und Pistill zunächst zerkleinert, wobei 

dieser Arbeitsschritt in einem Bad aus flüssigem Stickstoff stattfand. Das pulverisierte 

Gewebe wurde dann in 120µL DLB-Puffer aufgenommen und wie oben beschrieben weiter 

verarbeitet. 

Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte unter Verwendung des detergent 

compatible protein assay (Bio-Rad, USA), welcher auf dem System nach LOWRY basiert. 

Hierbei bildet sich zunächst ein Farbkomplex aus Cu(II)-Ionen und den Peptidbindungen von 

Proteinen (sog. BIURET-Reaktion).  
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Anschließend werden die Cu(II)-Ionen zu Cu(I)-Ionen reduziert und diese reduzieren 

wiederum Folin. Dieses bildet eine kräftige Blaufärbung aus, die bei λ=650nm quantifiziert 

werden kann [81]. 

Zur Durchführung des Assays wurde zunächst die eine Verdünnungsreihe mit bovinem 

Serum-Albumin (BSA; Merck, DE) angesetzt. Hierzu wurden 68µL aqua bidest mit 12µL BSA-

Lösung (1mg/mL) gemischt und anschließend 6 Verdünnungen von jeweils 50µL in 20µL 

aqua bidest angelegt.  

 

Verdünnungsstufe Konzentration in mg/mL 

1 1,500 

2 1,071 

3 0,765 

4 0,547 

5 0,390 

6 0,279 

7 0,199 

Tabelle 3: Standardreihe für den LOWRY-Assay 

 

Die Standardreihe wurde inklusive einer Wasser-Kontrolle in einer transparenten 96-Well 

Mikrotiterplatte mit rundem Boden aufgetragen (5µL/Well). Anschließend wurden die 

Proben ebenfalls in Duplikaten mit gleichem Volumen in die Platte pipettiert. Zu jeder Probe 

wurden nun 24,5µL der Reagenz A (im Kit enthalten) und 0,5µL der Reagenz S gegeben. 

Abschließend wurden 200µL von Lösung B hinzugegeben und die Platte für 15 Minuten auf 

dem Orbitalschüttler inkubiert. Die Messung der Absorption erfolgte im Infinite Pro 2000 

Plattenfotometer (Tecan, Schweiz) bei 650nm. Die Bestimmung der Proteinkonzentration 

erfolgte unter Verwendung einer linearen Eichgerade. Proben, die mehr als 1,5mg/mL 

Protein enthielten, wurden verdünnt und erneut vermessen. 

Die Proteinlysate wurden anschließend mit PBS und 5x-SDS-Ladepuffer (250mM Tris 

(pH=6,8), 10% SDS, 50% Glyerol, 500mM DTT) auf eine Konzentration von 1,5µg/µL 

eingestellt. Die Lagerung erfolgte bei -20°C. 
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2.4.2 Durchführung von SDS-Polyacrylamid-Gelektrophorese und Western-Blotting 

 

Zur Durchführung der SDS-Polyacrylamid-Gelektrophorese (im Folgenden als SDS-PAGE 

abgekürzt) wurden zunächst die entsprechenden Gele hergestellt.  

Hierzu wurde das diskontinuierliche System nach LÄMMLI verwendet, bei dem ein Tris-Glycin-

gepuffertes Sammelgel (pH=6,8; Acrylamid-Gehalt=3%) ein Trenngel (pH=8,8; Acrylamid-

Gehalt=12%) überschichtet [82].  

Die Proteine binden nach vorheriger Reduktion durch das im Ladepuffer enthaltene DTT an 

das Detergenz SDS (Natrium-Dodecylsulfat) und bilden dadurch stark negativ geladene 

Komplexe, deren Laufeigenschaften aufgrund des konstanten Masse-Ladungs-Verhältnisses 

nur noch von der Größe des jeweiligen Proteins abhängen. Die poröse Polyacrylamid-Matrix 

trennt die Proteine nach Anlegen einer Spannung in Richtung der Anode auf. 

Zwischen zwei Glasplatten wurde zunächst das Trenngel in einer Höhe von 5cm gegossen, 

wobei die in der Tabelle angegebenen Reagenzien gemischt und anschließend durch die 

Zugabe von Ammoniumpersulfat zur Polymerisation angeregt werden. 

 

Reagenz Volumen 

aqua bidest 3,5mL 

4x-Trennpuffer  (1,5mmol/L Tris, pH=8,8; 0,4% SDS) 2,5mL 

(Bis)-Acrylamid (30%)  4,0mL 

TEMED  10µL 

Ammoniumpersulfat (10%) 100µL 

Tabelle 4: Zusammensetzung des Trenngels. 

 

Das Trenngel wurde während der Polymerisation mit Ethanol p.a. (Merck, DE) überschichtet. 

Nach 30-Minütiger Inkubation wurde darauf nach Entfernung des Alkohols das Sammelgel 

angelegt und der Kamm für die Taschen in das noch flüssige Gel eingesetzt. 

 

Reagenz Volumen 

aqua bidest 1,95mL 

4x-Sammelpuffer (0,5mmol/L Tris, pH=6,8; 0,4% SDS) 0,75mL 

(Bis)-Acrylamid (30%)  0,5mL 

TEMED  3µL 

Ammoniumpersulfat (10%) 30µL 

Tabelle 5: Zusammensetzung des Sammelgels. 

 



35 
 

Nach erfolgter Aushärtung des Gels wurde dieses in die Laufkammer eingespannt, mit Tris-

Glycin-Laufpuffer (Bio-Rad, USA) umspült und der Kamm entfernt. Die Laufkammern wurden 

nach Spülung mit Laufpuffer mit den kurz zuvor aufgekochten Proben (95°C für fünf 

Minuten) geladen (20µg pro Kammer), als Marker wurde die PageRuler Prestained Protein 

Ladder Plus verwendet (Thermo Scientific, USA). 

 

Die Elektrophorese wurde in zwei Phasen durchgeführt: während der ersten 30 Minuten 

wurde mit einer Stromstärke von 30mA und unbegrenzter Spannung gearbeitet, 

anschließend wurde die Auftrennung eine Stunde mit einer Stromstärke von 60mA bei 

unbegrenzter Spannung fortgeführt.  

Nach Abschluss der SDS-PAGE wurde der Laufpuffer verworfen, die Glasplatten voneinander 

getrennt, wobei das Gel auf einer Platte in toto zu liegen kam und anschließend das 

Western-Blotting vorbereitet. 

 

Das Western-Blotting wurde im semi-dry-Verfahren unter Verwendung von 

Polyvinylidendifluorid (PVDF)-Membranen durchgeführt (Amersham Hybond P®, GE, USA). 

Prinzipiell wird hierbei das Protein elekrophoretisch aus dem Gel auf die PVDF-Membran 

übertragen und durch nicht-kovalente Bindung immobilisiert, um der immunologischen 

Detektion zugänglich zu sein. Hierzu wurden zunächst Baumwoll-Filterpapiere (Bio-Rad, USA) 

und PVDF-Membran von der Größe des Trenngels zugeschnitten und in den jeweiligen 

Blotting-Puffern für mindestens fünf Minuten inkubiert (für die Puffer siehe Anhang). Die 

PVDF-Membran wurde vorher in Methanol (Merck, DE) 30s aktiviert und anschließend fünf 

Minuten in aqua bidest gewaschen. Das Western-Blotting-Sandwich wurde wie folgt 

aufgebaut: 

 

Anode 

Anodenpuffer 2 (300mM Tris, 20% Methanol) Filterpapier 

Anodenpuffer 1 (30mM Tris, 20% Methanol) Filterpapier 

Anodenpuffer 1 PVDF-Membran 

 Elektrophorese-Gel 

Kathodenpuffer (25mM Tris, 40mM 6-Aminocapronsäure, 20% Methanol) Filterpapier 

Kathode 

Tabelle 6: Aufbau des Western-Blotting-Sandwiches 
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Das Western-Blotting wurde in der Trans-Blot Turbo Kammer (Bio-Rad, USA) über 20 

Minuten mit einer Stromstärke von 100mA und einer Spannung von maximal 25 Volt 

durchgeführt. Anschließend wurde die Membran entnommen, für 5 Minuten in Tween-Tris-

buffered solution (im Folgenden TTBS genannt; 1% Tween20, 20mM Tris, 137mM NaCl, 

pH=7,6) gewaschen und anschließend für eine Stunde bei Raumtemperatur mit 

fünfprozentiger Magermilchpulver-TTBS-Lösung (im Folgenden als MMP bezeichnet; Bio-

Rad, USA) geblockt.  

Die Immunfärbung wurde anschließend in zwei Schritten durchgeführt, wobei zunächst ein 

Primärantikörper gegen das zu untersuchende Protein eingesetzt wurde (sofern nicht anders 

angegeben, in fünfprozentigem MMP angesetzt), welcher für eine Stunde bei 

Raumtemperatur auf der Membran inkubierte, die anschließend dreimalig für fünf Minuten 

mit TTBS gewaschen wurde. 

Danach wurde die Membran mit einem zweiten Antikörper, welcher spezifisch die Fc-Region 

des Primärantikörpers bindet und zusätzlich an eine Meerrettichperoxidase (horseraddish 

peroxidase, HRP) gebunden ist, für eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Nach 

erneuter dreimaliger Waschung für jeweils zehn Minuten in TTBS wurde die 

Detektionsreaktion gestartet, bei der mittels der gekoppelten HRP die „enhanced 

chemiluminescence reaction“ (ECL) katalysiert wurde. Als Kit wurde das Amersham ECL 

Western blotting reagent Kit verwendet (GE, USA). Im Rahmen dieser Reaktion kommt es in 

alkalischem Milieu zu einer Oxidation von Luminol durch Wasserstoffperoxid. Die 

resultierende Chemolumineszenz (λ=428nm) wird durch die Zugabe nicht näher 

veröffentlichter Phenole deutlich verstärkt und anschließend unter Verwendung von 

Autoradiografie-Filmen (Amersham Hyperfilm ECL, GE, USA) aufgezeichnet. Die geeignete 

Belichtungsdauer der Filme war für die verschiedenen Färbungen stets unterschiedlich und 

wurde empirisch bestimmt. 

 

2.5 Untersuchung von Plasma und Zellkulturüberstand via ELISA 

 

Zur quantitativen Bestimmung der Konzentration von Zytokinen oder Peroxiredoxin-4 in 

Zellkulturüberstand oder murinem Plasma wurde die Technik des enzyme-linked 

immunosorbent assay (im Folgenden kurz als ELISA bezeichnet), welche erstmals durch 

AVRAMEAS und GUILBERT beschrieben wurde, angewandt [83]. 
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Hierbei wird in einer Mikrotiterplatte aus Polystyrol (Sigma-Aldrich, USA) ein Antikörper 

nichtkovalent adsorbiert (Fängerantikörper), die Platte anschließend durch Einsatz einer 

Albumin-haltigen Lösung gesättigt und anschließend mit den Proben oder Standardlösungen 

inkubiert. Nach Bindung der Antigene an den Fängerantikörper und Entfernung der Proben 

kann nach anschließender Waschung der Proben die Detektion des gebundenen Antigens 

erfolgen.  

Hierzu wird ein zweiter, gegen ein weiteres Epitop des Antigens gerichteter Antikörper 

(Detektionsantikörper) verwendet. Nach Inkubation und weiterer Waschung kann durch 

Einsatz einer an Streptavidin gekoppelten Meerrettich-Peroxidase die Antigenkonzentration 

ermittelt werden (da Streptavidin zuverlässig die Biotin-Tags der Detektionsantikörper 

bindet). Als Substrat der Peroxidase kommt Tetramethylbenzidin (TMB; Life Systems, USA) 

zum Einsatz; dieses wird nach Zugabe enzymatisch in Tetramethylbenzidindiimin umgesetzt, 

welches eine kräftige Blaufärbung zeigt. Nach Unterbrechung der Reaktion durch Senkung 

des pH-Wertes kann die Absorption bei λ=450nm bestimmt werden. Die gleichzeitige 

Messung von Standardreihen ermöglicht anschließend die quantitative Bestimmung der in 

der Probe vorhandenen Zytokin-Konzentration. 

In dieser Arbeit wurden für die Bestimmung von Cxcl1 und Tnf-α ELISA-Kits von Invitrogen 

(USA), für Il-1β Kits von R&D Systems (USA) und für Peroxiredoxin-4 Kits von antibodies-

online (USA) verwendet. Die Konzentrationen von Antikörpern und Peroxidasen schwankten 

chargenabhängig und wurden entsprechend der jeweiligen Empfehlungen eingestellt. 

Nach 24-stündiger Inkubation der Polystrol-Mikrotiterplatten mit 100µL des in PBS (PAA, 

Österreich) gelösten Fängerantikörpers bei +4°C wurden die Wells anschließend mit 300µL 

Reaktionspuffer (2,5g BSA + 0,5mL Tween20 ad 500mL PBS, pH = 7,4) abgeblockt. Die Proben 

und die gemäß den Herstellerangaben vorbereitete Standardreihe wurden anschließend in 

Duplikaten in einem Volumen von 100µL pro Well aufgetragen. Direkt hiernach wurden zu 

jeder Probe 50µL des in Reaktionspuffer angesetzten Detektionsantikörpers gegeben und 

anschließend die Mikrotiterplatte für zwei Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. 

Anschließend wurde die Platte fünfmal mit 400µL Waschpuffer (0,5mL Tween20 ad 500mL 

PBS, pH=7,4) gewaschen und nach Entfernung des Waschpuffers 100µL der in 

Reaktionspuffer angesetzten Streptavidin-HRP in jedes Well pipettiert.  
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Nach 30-minütiger Inkubation und anschließender erneuter fünfmaliger Waschung unter 

oben genannten Bedingungen wurden 100µL Tetramethylbenzidin-Lösung (Life Systems, 

USA) zu jeder Probe pipettiert und die Platte unter Lichtabschluss inkubiert. Die Beendigung 

der Reaktion durch Zugabe von 100µL 0,9-molarer Schwefelsäure (Merck, DE) erfolgte, 

sobald sich in den Wells, welche die am höchsten konzentrierten Standardproben 

enthielten, ein blauer Niederschlag zu entwickeln begann. 

Die Adsorption wurde im Plattenfotometer bei λ1=450nm und λ2=650nm gemessen und der 

Quotient λ1/λ2 für die weitere Berechnung genutzt. 

 

2.6 Messung der Entwicklung reaktiver Sauerstoffspezies mittels Durchflusszytometrie 

 

Zur Messung der Entwicklung reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) in Reaktion auf 

inflammatorische Stimuli durch Makrophagen wurden diese zunächst in einer 96-Well 

Mikrotiterplatte ausgesät (2x105 Zellen/Well) und anschließend nach 24-stündiger Kultur im 

Brutschrank mit dem ROS-sensitiven Farbstoff Dichlorofluorescin-diacetat (DCFH-DA) 

gefärbt. Diese Substanz wird durch die Zellen aufgenommen und hydrolysiert, wobei das 

polare Dichlorofluorescin (DCFH), welches die Zellen nicht mehr verlassen kann, entsteht. In 

Gegenwart reaktiver Sauerstoffspezies, wie sie zum Beispiel im Rahmen des oxidative burst 

phagozytotisch aktiver Zellen gebildet werden, wird die oxidierte Form des 

Dichlorofluorescins (DCF) gebildet, welche aufgrund ihrer Fluoreszenz detektiert werden 

kann, wobei die resultierende Fluoreszenz der gebildeten Menge reaktiver Sauerstoffspezies 

proportional ist [84].  

Nach einstündiger Inkubation der Zellen mit 20µM DCFH-DA wurden die Zellen gewaschen 

und anschließend in farblosem Medium weiter inkubiert. Nach einer einstündigen Pause 

wurde die basale Fluoreszenz der Proben gemessen und anschließend entweder 

Lipopolysaccharid oder PBS zugegeben. Des Weiteren wurden sowohl ungefärbte Zellen 

untersucht und eine Positiv-Kontrolle in Form einer Behandlung mit Wasserstoffperoxid 

(10mM) durchgeführt. Die Fluoreszenz wurde sofort und nach 30-minütiger Stimulation 

mittels Durchflusszytometer erfasst. Hierzu wurden die Zellen im FACSCalibur-

Durchflusszytometer (BD Biosciences, USA) gescannt. Die Fluoreszenzintensität wurde bei 

einer Exzitationswellenlänge von λ=485nm und einer Emissionswellenlänge von λ=530nm 

gemessen. 
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2.7 Untersuchung der Ko-Lokalisation von Proteinen mittels CLSM 

 

Das Prinzip „confocal laser-scanning microscopy“ (CLSM) stellt im Wesentlichen eine 

Erweiterung der indirekten Immunfluoreszenz-Mikroskopie dar. Antigene fixierter Zellen 

oder Gewebeproben werden hierbei mit Antikörpern markiert, welche wiederum durch den 

Einsatz von Sekundärantikörpern, die an Fluorophore konjugiert sind, sichtbar gemacht 

werden. Die Betrachtung erfolgt unter einem Fluoreszenzmikroskop, welches im 

Auflichtverfahren die Proben mit Licht einer definierten Exzitationswellenlänge bestrahlt und 

die emittierte Fluoreszenz mittels einer CCD-Kamera auffängt. 

Prdx-/Y-Makrophagen wurden kultiviert und anschließend in einer Zellzahl von 25.000/Well 

auf Objektträgern mit Zellkulturaufsatz (lab-tek chamber slides (NUNC, USA)). Nach 

Stimulation wurde das Medium entfernt, die Zellen mit 37°C warmem PBS gewaschen und 

anschließend für 30 Minuten in vierprozentiger para-Formaldehyd-Lösung (pH=7,4, Merck, 

DE) fixiert. Hiernach erfolgte die Blockade der Fc-Rezeptoren der Makrophagen mittels 

Applikation von 100µL anti-CD-16/32-Antikörper (CD16/32-Fc-blocking solution (BD, USA)). 

100µL der Primärantikörper-Lösung wurden anschließend für eine Stunde auf die Proben 

gegeben (1/100 verdünnt in 0,75% BSA + 0,1% Triton-X (Sigma-Aldrich, USA)). Nach 

dreimaligem Waschen in PBS für jeweils 5 Minuten wurde anschließend der 

Sekundärantikörper unter gleichen Bedingungen (jedoch 1/500 verdünnt) hinzugegeben.  

Nach abschließender einmaliger Waschung wurden die Deckgläschen unter Zugabe des 

semipermanent fluorescence mounting medium (DAKO, Dänemark) aufgelegt. Für die 

Auswertung wurde das TCS SP5 AOBS von Leica (DE) eingesetzt. 
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2.8 Statistische Auswertung 

 

Die statistische Auswertung erfolgte unter Zuhilfenahme der Software PRISM 5 (GraphPad 

Software, USA). Zur Bestimmung der Signifikanz wurde der ungepaarte Student's-t-Test 

inklusive Welch-Korrektur eingesetzt. Ein p-Wert < 0,05 wurde als statistisch signifikant 

angesehen. 
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3. Ergebnisse 

 

3.1 Phänotypisierung der Prdx4-/Y und der Prdx4ΔMΦ/Y Maus 

 

Im Rahmen der Phänotypisierung der Peroxiredoxin-4 Knockout-Maus wurde zunächst nach 

einem geeigneten in vivo-Krankheitsmodell gesucht, in welchem sich der Einfluss von 

Peroxiredoxin-4 untersuchen ließ. Nachdem zuvor ein Colitis-Modell unter Verwendung von 

Dextrannatriumsulfat (DSS) durchgeführt wurde, in welchem sich ein signifikanter Phänotyp 

zeigte, und zusätzlich durchgeführte in vitro-Studien ergeben haben, dass die Expression von 

Peroxiredoxin-4 in RAW246.7-Zellen (murine, virus-immortalisierte Makrophagen) in 

Anwesenheit von proinflammatorischen Stimuli, wie zum Beispiel LPS, Tnf-α oder Ifn-γ 

gesteigert wird (nicht in dieser Arbeit gezeigt), wurde die Durchführung eines LPS-

vermittelten Endotoxin-Schocks als sinnvoll angesehen. In diesem Modell sollten die 

Alterationen der Aktivierung von myeloiden Immunzellen und die Auswirkung auf die 

systemische Immunreaktion der Versuchstiere studiert werden. 

 

3.1.1 LPS-Endotoxin-Schock im konstitutiven Knockout-Modell 

 

Zunächst wurden sechs bis acht Wochen alte Prdx4-/Y und Prdx4+/Y-Mäuse in vier 

Versuchsgruppen aufgeteilt und entweder einer intraperitonealen Injektion mit 4,5µg/g LPS 

in einem Volumen von 250µL PBS oder aber einer Injektion von 250µL PBS unterzogen. 

 

Gruppe 1. Injektion von LPS 2. Injektion von PBS 

Genotyp Prdx4+/Y Prdx4-/Y Prdx4+/Y Prdx4-/Y 

Anzahl Tiere 7 7 7 7 

Tabelle 7: Versuchsgruppen für die intraperitoneale LPS-Injektion 

 

Nach Versuchsbeginn wurden die Tiere engmaschig überwacht und das Körpergewicht 

mindestens alle sechs Stunden erfasst. Auf die Darstellung der Gewichtsentwicklung der mit 

PBS behandelten Kontrolltiere wurde aus Gründen der Übersicht verzichtet, es sei jedoch 

erwähnt, dass es zu keinem signifikanten Unterschied zwischen Wildtyp- und Knockout-

Tieren in dieser Kohorte kam und innerhalb der Kohorten keine relevante 

Gewichtsveränderung während der Versuchsdauer festgestellt wurde. 
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In der Versuchsgruppe der Wildtyp-Tiere begann sich eine negative Entwicklung des 

Körpergewichtes erstmals nach 8 Stunden zu manifestieren. Dieser Trend ließ sich bis zu 

einem Zeitpunkt von 40 Stunden post injectionem verfolgen, zu welchem dann der Nadir (im 

Mittel 90,34% des ursprünglichen Körpergewichtes) erreicht wurde. Im weiteren Verlauf des 

Versuchs nahm das Körpergewicht der Wildtyp-Tiere kontinuierlich zu, so dass zum 

Abbruchzeitpunkt ein mittleres Körpergewicht von 98,14% des ursprünglichen Wertes 

erreicht wurde. 

Im Gegensatz hierzu setzte der messbare Gewichtsverlust der Knockout-Tiere bereits nach 

vier Stunden ein und erreichte nach 32 Stunden Versuchsdauer eine statistische Signifikanz 

gegenüber den Wildtyp-Tieren (p=0,0175). Hiernach hielt sich das Körpergewicht für eine 

Dauer von 28 Stunden auf einem weitgehend unveränderten Niveau von minimal 86,38% 

des ursprünglichen Wertes, um anschließend erneut anzusteigen. Bei Versuchsende wurde 

ein durchschnittliches relatives Körpergewicht von 90,6% des ursprünglichen Wertes 

erreicht. Der Unterschied zwischen Wildtyp- und Knockout-Tieren war ab dem Zeitpunkt von 

32 Stunden post injectionem stets statistisch signifikant, wobei das Signifikanzniveau ab dem 

Zeitpunkt von 44 Stunden einen Wert von p<0,01 und ab 60 Stunden einen Wert von 

p<0,001 erreichte. 

 

 

Abbildung 2: Entwicklung des relativen Körpergewichts nach LPS-Injektion. WT: Wildtyp (Prdx4
+/Y

). *: p<0,05; 
**: p<0,01; ***: p<0,001.  
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Zusätzlich wurde einer weiteren Kohorte von jeweils vier Versuchstieren Lipopolysaccharid 

intraperitoneal injiziert und diese dann nach einer Beobachtungszeit von 24 Stunden mittels 

cervicaler Dyslokation euthanasiert. Anschließend wurde den Tieren Blut mittels 

Herzpunktion entnommen und aus diesem ein Heparinat-Plasma durch Zentrifugation in 

Lithium-Heparinat-Microvetten erzeugt. Die Proben wurden anschließend mittels ELISA auf 

die Konzentration der Zytokine Interleukin-1β, Tumornekrosefaktor-α und des Chemokins 

Cxcl1 hin untersucht. Eine Probe aus der Kohorte der Knockout-Tiere wurde aufgrund einer 

Hämolyse des Probenmaterials ausgeschlossen. 

Die Analyse ergab, dass nach 24 Stunden die Plasmaspiegel von allen untersuchten 

Botenstoffen in den Knockout-Mäusen signifikant erhöht waren. Für Interleukin-1β wurde 

ein mittlerer Plasmaspiegel von 102,25pg/mL (Wildtyp) und 263pg/mL (Knockout) gemessen 

(p<0,0001). Für Tnf-α ergaben sich Mittelwerte von 56,5pg/mL (Wildtyp) und 207pg/mL 

(Knockout) (p=0,0021) und für Cxcl1 von 8274,25pg/mL (Wildtyp) und 13115pg/mL 

(Knockout) (p=0,0038). 

 

 

Abbildung 3: Bestimmung der Plasmakonzentration inflammatorischer Zytokine. Entnahme des Proben-
materials nach 24 Stunden durch Herzpunktion. 

 

3.1.2 LPS-Endotoxin-Schock im konstitutiven Knockout-Modell unter Gabe von Anakinra 

 

Nachdem die Injektion von LPS einen ausgeprägten Phänotyp in Prdx4-/Y-Mäusen ergeben 

hatte, wurde nun zur Klärung der Frage, inwiefern Interleukin-1β hierfür in vivo eine Rolle 

spielt, der vorherige Versuch erweitert. 
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Zusätzlich zu einer Kohorte von Tieren, die mit Lipopolysaccharid intraperitoneal behandelt 

wurden, wurde eine weitere Versuchsgruppe mit dem kommerziell erhältlichen 

rekombinanten Interleukin1-Rezeptorantagonist Anakinra behandelt. Dieser bindet an die 

extrazelluläre Domäne des Interleukin1-Rezeptors und verhindert dadurch die Bindung der 

beiden Liganden IL-1α und IL-1β [85]. Hierdurch sollten die Mäuse vor der Wirkung der 

nachgewiesenen, stark erhöhten Plasmaspiegel des Interleukin-1β geschützt werden, um zu 

evaluieren, inwiefern diese für den Phänotyp ursächlich sind. 

 

Gruppe 1. Injektion von LPS 2. Injektion von LPS und Anakinra 

Genotyp Prdx4+/Y Prdx4-/Y Prdx4+/Y Prdx4-/Y 

Anzahl Tiere 7 7 7 7 

Tabelle 8: Versuchsgruppen für die intraperitoneale LPS-Injektion unter Anakinra-Therapie 

 

30 Minuten nach der erstmaligen Injektion von Anakinra wurde den Versuchstieren 

Lipopolysaccharid injiziert. Hiernach setzte in allen Gruppen bereits nach 6 Stunden ein 

messbarer Gewichtsverlust ein. Nach achtzehn Stunden zeigte sich erstmals ein stärkerer 

Gewichtsverlust der nur mit LPS behandelten Prdx4-/Y-Tiere (p=0,054), nach 24 Stunden 

erreichte diese Versuchskohorte einen signifikanten Gewichtsverlust im Vergleich zu den 

restlichen Kohorten (mittlerer relativer Gewichtsverlust: 88,52%, p=0,0004). Dieses 

Signifikanzniveau wurde anschließend über den gesamten weiteren Beobachtungszeitraum 

hinweg erhalten, zusätzlich zeigte sich bis zuletzt ein progredienter Gewichtsverlust mit 

einem mittleren relativen Körpergewicht von 83,78% (p<0,0001). Unter Anakinra-

Behandlung zeigte sich in den Knockout-Tieren zu keinem Zeitpunkt ein signifikanter 

Unterschied zu den Wildtyp-Tieren, unabhängig ob hier eine Behandlung mit Anakinra 

stattgefunden hat; für das mittlere relative Körpergewicht wurde nach 36 Stunden ein Wert 

von 93,5% ermittelt.  

 

Die übrigen Versuchsgruppen durschritten ebenfalls nach einer Versuchsdauer von 36 

Stunden den Nadir des relativen Körpergewichtes und nahmen bis zum Ende des Versuchs 

anschließend zu, wobei im Mittel ein relatives Körpergewicht von 94,9% (Wildtyp) und 96,0% 

(Wildtyp unter Anakinra-Behandlung) gemessen wurde. 
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Abbildung 4: Entwicklung des relativen Körpergewichts nach LPS- und Anakinra-Injektion. Die Entwicklung der 
unbehandelten Prdx4

-/Y
-Tiere ist der des Vorversuches vergleichbar. rhIL1Ra: Anakinra. 

 

Nach durchgeführter cervikaler Dyslokation der Tiere und anschließender Blutentnahme 

wurde den Tieren die Milz entnommen und das Gewicht erfasst. Das mittlere Milzgewicht 

der mit LPS behandelten Wildtyp-Tiere lag bei 129,4mg. Die entsprechenden Knockout-Tiere 

präsentierten vergrößerte Organe, hier lag das mittlere Gewicht bei 230mg (p=0,0002). 

Unter Anakinra-Therapie konnte für das Milzgewicht ein Mittelwert von 103,8mg (Wildtyp) 

und von 124,8mg (Knockout) ermittelt werden (p=0,070). 

 

 

Abbildung 5: Untersuchung des Milzgewichtes nach LPS- und Anakinra-Injektion. 
 

Das Ausmaß der Milzvergrößerung korrelierte in diesem Experiment gut mit dem relativen 

Gewichtsverlust, dies spiegelte sich insbesondere im Vergleich der mit Anakinra behandelten 

und der unbehandelten Knockout-Tiere wider. Durch die Anakinra-Therapie konnte das 

Milzgewicht signifikant reduziert werden (p<0,0001). 
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Auch in diesem Experiment wurde aus dem gewonnenen Blut ein Heparinat-Plasma 

generiert und anschließend mittels ELISA untersucht. Im Vergleich zwischen den 

Versuchstieren, die nicht der Anakinra-Therapie unterzogen wurden, zeigten sich zu der 

oben geschilderten Untersuchung vergleichbare Ergebnisse. Aus diesem Grund wird an 

dieser Stelle auf eine erneute ausführliche Beschreibung verzichtet. In den behandelten 

Mäusen wurden für Interleukin-1β mittlere Plasmaspiegel von 149pg/mL (Wildtyp) und 

240,6pg/mL (Knockout) gemessen (p=0,037). Für Tnf-α ergaben sich Werte von 122,4pg/mL 

(Wildtyp) und 183,2pg/mL (Knockout) (p=0,049) und für Cxcl1 wurden Mittelwerte von 

3391,8pg/mL (Wildtyp) und 4883pg/mL (Knockout) erfasst (p=0,029). Interessant ist hierbei 

auch der Vergleich zwischen den Therapiegruppen: während sich in den Wildtyp-Tieren 

keine statistisch signifikante Reduktion der Zytokinproduktion nachweisen ließ, führte die 

Behandlung durch den Rezeptorantagonisten in den Knockout-Tieren zu einer 

hochsignifikanten Minderung der Produktion aller gemessenen Botenstoffe  

(p(Interleukin-1β)<0,0001; p(Tnf-α)=0,027; p(Cxcl1)=0,0003). 

 

 

Abbildung 6: Bestimmung der Plasmakonzentration inflammatorischer Zytokine. 

 

3.1.3 LPS-Endotoxin-Schock im konditionalen Knockout-Modell 

 

Auch das in Kapitel 2.1.2 beschriebene konditionale Knockout-Maus-Modell, in welchem sich 

der genetische Knockout von Peroxiredoxin-4 auf myeloide Zellen beschränkt, wurde mittels 

intraperitonealer LPS-Injektion charakterisiert. Hierzu wurden die in der folgenden Tabelle 

beschriebenen Versuchsgruppen gebildet. 
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Genotyp Prdx4fl/Y Prdx4ΔMΦ/Y 

Anzahl Tiere 7 7 

Tabelle 9: Versuchsgruppen für die intraperitoneale LPS-Injektion im konditionalen Knockout. 

 

Nach intraperitonealer Applikation von Lipopolysaccharid entwickelte sich das mittlere 

relative Körpergewicht in beiden Versuchsgruppen mit Ausnahme eines als Messfehler 

betrachteten Ausreißers der Knockout-Tiere nach achtzehn Stunden weitgehend gleichartig. 

Während die Wildtyp-Tiere nach 30 Stunden aber bereits wieder zunehmende 

Körpergewichte präsentierten, fielen die gemessenen Werte in der Knockout-Kohorte weiter 

deutlich ab und erreichten nach 36 Stunden einen Wert von 86,45% des Ausgangswertes 

(Wildtyp-Tiere: 94,71% (p=0,0074). Dieser Trend setzte sich bis zum Ende des Versuchs fort, 

nach 48 Stunden wurde für die Knockout-Tiere ein mittleres relatives Gewicht von 84,69% 

bestimmt (Wildtyp-Tiere: 96,34% (p=0,0001)). 

 

 

Abbildung 7: Entwicklung des relativen Körpergewichts in Prdx4
ΔMφ/Y

-Mäusen. 

 

Postmortal wurde auch hier das Gewicht der entnommenen Milzen bestimmt, der 

Mittelwert innerhalb der Wildtyp-Tiere lag bei 138mg, in der Knockout-Gruppe wurde ein 

Mittelwert von 101,857mg erhoben (p=0,152). Auffällig war, dass – obgleich keine 

statistische Signifikanz erreicht wurde – die Prdx4ΔMΦ/Y-Tiere tendenziell leichtere Milzen 

aufwiesen. 
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Abbildung 8: Untersuchung des Milzgewichtes nach LPS-Injektion in Prdx4
ΔMφ/Y

-Mäusen. 

 

In der durchgeführten Untersuchung der Zytokinspiegel im Plasma präsentierten sich den 

Beobachtungen aus den Untersuchungen des konstitutiven Knockouts vergleichbare 

Ergebnisse. Die Prdx4ΔMΦ/Y-Tiere produzierten alle untersuchten Zytokine in signifikant 

höherem Maßstab. Für Interleukin-1β wurde im Knockout ein mittlerer Spiegel von 

692,3pg/mL gemessen (Wildtyp: 375,43pg/mL (p=0,0004)), für Tnf-α ergab sich ein 

Durchschnitt von 226,8pg/mL (Wildtyp: 149,3pg/mL (p=0,011)) und für Cxcl1 konnte ein 

mittlerer Spiegel von 8226pg/mL bestimmt werden (Wildtyp: 6358,3pg/mL (p=0,024)). 

 

 

Abbildung 9: Bestimmung der Plasmakonzentration inflammatorischer Zytokine in Prdx4
ΔMφ/Y

-Mäusen. 

 

3.2 Charakterisierung des Einflusses von Prdx4 auf murine Makrophagen 

 

Nachdem die durchgeführten in vivo-Endotoxin-Modelle einen ausgeprägten Phänotyp der 

Peroxiredoxin-4-defizienten Mäuse aufgezeigt haben, wurde nun zur Klärung der zu Grunde 

liegenden Mechanismen der deutlich gesteigerten Entzündungsantwort und der 

resultierenden relativ stärkeren klinischen Beeinträchtigung ein in vitro-Modell etabliert. 
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Wie bereits in Kapitel 1.2 beschrieben, gelten Makrophagen als zentrale Mediatoren der 

Immunantwort im Rahmen der intraperitonealen Lipopolysaccharid-Injektion und des daraus 

resultierenden SIRS, da diese die Zytokinproduktion nach Bindung des Endotoxins initiieren. 

Aufgrund der hohen Ausbeute und Qualität wurden für die folgenden Experimente 

Makrophagenkulturen durch Ausdifferenzierung von Vorläuferzellen des Knochenmarks 

mittels des Wachstumsfaktors rmM-CSF erzeugt. 

 

3.2.1 Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-κB 

 

Da der Transkriptionsfaktor NF-κB als ein Ziel des TLR4-Signalweges relevanten Einfluss auf 

die Entzündungsantwort von Makrophagen, die mit Lipopolysaccharid in Berührung 

kommen, hat, wurde zunächst untersucht, inwiefern sich die Aktivierung dieses Signalweges 

in Abwesenheit von Peroxiredoxin-4 verändert. Hierzu wurden Prdx4-/Y-Makrophagen und 

entsprechende Wildtyp-Kontrollen mit 100ng/mL Lipopolysaccharid stimuliert und die Zellen 

nach unterschiedlichen Zeitpunkten geerntet. Nach der Herstellung von Proteinlysaten und 

anschließendem Western-Blotting wurde die Aktivierung von NF-κB mittels der 

Phosphorylierung der p65-Untereinheit und der Degradation des Inhibitorproteins IκBα 

untersucht. Zusätzlich wurde der Knockout auf Protein-Ebene validiert. 

 

 

Abbildung 10: WB-Untersuchung der NF-κB-Aktivierung in BMDM. Die Stimulationszeitpunkte sind in Stunden 
angegeben. 
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Es war zu erkennen, dass die defizienten Makrophagen im Vergleich zu den Wildtyp-

Kontrollen eine gesteigerte Aktivierung des NF-κB-Signalweges, gemessen an der einerseits 

früher einsetzenden und andererseits stärker ausgeprägten Phosphorylierung von p65 und 

an der gesteigerten Degradation von IκBα, aufwiesen. Während Prdx4+/Y-Zellen nach 24 

Stunden bereits eine Abnahme des phospho-p65-Levels präsentierten, war dieses in Prdx4-/Y-

Zellen auch zu diesem Zeitpunkt weiterhin stark erhöht. Des Weiteren zeigte sich in den 

Wildtyp-Proben, dass Peroxiredoxin-4 von den Zellen im Rahmen der Entzündungsantwort 

selbst erst in größeren Mengen gebildet wird. In den Proben der Knockout-Makrophagen 

ließ sich erwartungsgemäß kein Peroxiredoxin-4 nachweisen, was die Vollständigkeit des 

genetischen Knockouts demonstriert. 

 

3.2.2 Aktivierung der Caspase-1 

 

Nachdem im in vivo-Modell die Abwesenheit von Peroxiredoxin-4 zu stark erhöhten Spiegeln 

von Interleukin-1β im Plasma der Versuchstiere führte und der Phänotyp der Tiere 

zuverlässig durch die Blockade der Wirkung dieses Zytokins durch Anakinra gebessert 

werden konnte, wurde auf zellulärer Ebene untersucht, inwiefern die Prdx4-/Y-Makrophagen 

zu einer gesteigerten Aktivierung der Caspase-1 durch das Inflammasom neigen. Hierzu 

wurden die Makrophagen wieder mit 100ng/mL LPS stimuliert und zu den gleichen 

Zeitpunkten Proben geerntet. Die Aufarbeitung der Proben erfolgt analog zu dem vorherigen 

Versuch. Anschließend wurde die proteolytische Aktivierung der 45kDa großen Procaspase-1 

mittels des Nachweises der freien p10-Untereinheit untersucht.  

 

 

Abbildung 11: WB-Untersuchung der Caspase-1-Aktivierung in BMDM. Die Stimulationszeitpunkte sind in 
Stunden angegeben. 
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Bei vergleichbarem Niveau der Procaspase-1 (p45) zeigte sich nach Stimulation mit 

Lipopolysaccharid ein Unterschied in der Aktivierung der Caspase-1 zwischen Wildtyp- und 

Knockout-Zellen. In Abwesenheit von Peroxiredoxin-4 befand sich diese bereits nach 30 

Minuten auf einem starken Niveau. Dieses wurde auch über 24 Stunden hinweg 

aufrechterhalten. Die Wildtyp-Zellen hingegen zeigten eine relativ schwächere Aktivierung 

und darüber hinaus auch ein Sistieren der Signalantwort nach 24 Stunden. Die Induktion von 

Peroxiredoxin-4 nach der Stimulation wurde ebenfalls erkennbar. 

 

3.2.3 Einfluss von Prdx4 auf die Sekretion proinflammatorischer Mediatoren 

 

Die Zytokinproduktion der Makrophagen-Kulturen, die in den zuvor beschriebenen 

Experimenten Verwendung fanden, wurde mittels ELISA quantifiziert. Hierzu wurden die 

Überstände von mindestens 4 wiederholten, unabhängigen Experimenten pro Gruppe 

zunächst für 10 Minuten bei 4°C und 300g zentrifugiert, um eventuell aufgenommene Zellen 

zu entfernen und anschließend der Analyse zugeführt.  

 

 

Abbildung 12: ELISA-Untersuchung der Zytokin-Freisetzung in BMDM nach LPS-Stimulation (n=4). 

 

Die Untersuchung der Überstände ergab bereits unter basalen Bedingungen einen 

signifikanten Unterschied der Konzentrationen von Interleukin-1β (p=0,008) und Cxcl1 

(p=0,0073), während sich für Tnf-α keine signifikanten Differenzen ergaben. Bereits nach 

halbstündiger Stimulation mit Lipopolysaccharid konnte im Knockout ein hochsignifikanter 

Anstieg der Interleukin-1β-Konzentration im Vergleich zur Kontrollgruppe gemessen werden 

(p<0,0001).  
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Dieser Effekt war auf dieses Zytokin limitiert und fand sich darüber hinaus nicht in den 

Wildtyp-Proben, obgleich die Cxcl1-Spiegel in Knockout und Wildtyp nach halbstündiger 

Inkubation signifikant unterschiedlich waren (p=0,0031). Im weiteren Zeitverlauf erreichte 

der Unterschied der Tnf-α-Konzentrationen nach zwei Stunden ebenfalls Signifikanz 

(p=0,0211). Bis zum Zeitpunkt von 24 Stunden zeigten sich signifikant erhöhte Zytokinspiegel 

in Abwesenheit von Peroxiredoxin-4, am deutlichsten unterschieden sich die Werte zwischen 

den Genotypen für Il-1β (Prdx4+/Y=24,5pg/mL, Prdx4-/Y=75,25pg/mL; p=0,003). 

Die gewonnen Erkenntnisse führten zu einer Modifikation des Experiments dahingehend, 

dass nach einer 24-stündigen Behandlung mit Lipopolysaccharid (100ng/mL) eine 

Stimulation mit Adenosintriphosphat (ATP) angeschlossen wurde (100µmol/L). Der Einfluss 

von ATP, welches das Inflammasom mittels des P2X7-Purinorezeptors aktiviert, wurde in 

Kapitel 1.3.1 bereits erläutert. 

Zusätzlich zu den drei bisher stets durchgeführten ELISA für die Proteine Il-1β, Tnf-α und 

Cxcl1 wurde zusätzlich die extrazelluläre Prdx4-Konzentration gemessen. „Ctrl“ bezeichnet in 

dieser Abbildung unbehandelte Zellen, „0h“ steht für Makrophagen, die lediglich mit 

Lipopolysaccharid behandelt wurden und alle weiteren Zeitangaben beziehen sich auf die 

Dauer der zusätzlich durchgeführten ATP-Stimulation.  

Die Ergebnisse der beiden erstgenannten Versuchsgruppen werden nicht erneut 

beschrieben. Nach einstündiger Behandlung mit ATP kam es in den Knockout-Zellen im 

Gegensatz zu den Wildtyp-Kontrollen bereits zu einer Signifikanten Erhöhung der 

Interleukin-1β-Sekretion (p=0,0089), ein derartiger Anstieg war für Tnf-α und Cxcl1 nicht zu 

verzeichnen.  

Für alle weiteren Zeitpunkte und Zytokine wurde zwischen den Gruppen eine Signifikanz 

erhalten, nach sechsstündiger Stimulation konnten deutliche Unterschiede in den 

Konzentrationen der freigesetzten Entzündungsmediatoren gesehen werden: für Il-1β 

wurden im Wildtyp Mittelwerte von 133pg/mL erfasst, im Knockout von 390,75pg/mL 

(p=0,0007), Tnf-α konnte im Wildtyp im Mittel auf 62,75pg/mL bestimmt werden, der 

Knockout ergab hier 209,5pg/mL (p=0,0067). Die Messung von Cxcl1 zeigte durchschnittlich 

2953pg/mL, in Abwesenheit von Prdx4 lag dieser Wert bei 10243,5pg/mL (p=0,0287).  

Die Quantifizierung von Peroxiredoxin-4 ergab in den Knockout-Proben erwartungsgemäß 

Werte, die unterhalb der vom Hersteller empfohlenen Nachweisgrenze von 30pg/mL lagen. 
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In den Wildtyp-Proben zeigte sich allerdings eine hochsignifikante Steigerung der Sekretion 

von Peroxiredoxin-4 durch LPS-Stimulation: während die unstimulierten Zellen nach 24 

Stunden im Mittel 400,25pg/mL in das Medium abgaben, ergab sich nach LPS-Stimulation 

eine Steigerung auf durchschnittlich 1499,5pg/mL (p=0,0008).  

Durch Zugabe von Adenosintriphosphat konnte die Freisetzung abermals gesteigert werden, 

bereits nach einstündiger Stimulation wurden im Mittel 2657pg/mL bestimmt (p=0,0374). 

Nach sechsstündiger ATP-Behandlung waren Werte von 3983,75pg/mL zu messen (das 

Signifikanzniveau für drei und sechs Stunden ATP-Behandlung wird nicht dargestellt). 

 

 

Abbildung 13: ELISA-Untersuchung der Zytokin-Freisetzung in BMDM nach LPS- und ATP-Stimulation (n=4). 
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3.2.4 Expression des NLRP3-Inflammasoms nach Stimulation mit Lipopolysaccharid 

 

Die Expression der hauptsächlich am Aufbau des NLRP3-Inflammasoms beteiligten Gene 

wurde mittels vollquantitativer real-time PCR unter Verwendung der SYBR-Green 

Technologie ausgewertet. Hierzu wurden Makrophagen für 24 Stunden mit 100ng/mL LPS 

stimuliert und anschließend die RNA isoliert und eine cDNA generiert. 

 

 

Abbildung 14: Untersuchung der Genexpression von Nlrp3, Asc und Casp1 in BMDM (n=4). 

 

Hier werden aus Gründen der Übersicht lediglich die Ergebnisse für die Komponenten des 

NLRP3-Inflammasoms gezeigt, es sei jedoch erwähnt, dass auch die Expressionsanalyse 

weiterer NLR, die üblicherweise an der Bildung von Inflammasomen beteiligt sind, 

vergleichbare Ergebnisse erbrachte. 

Die Expression der entsprechenden mRNA wurde auf die des konstitutiv exprimierten 

„housekeeping“-Enzyms glycerine-3-aldehyde dehydrogenase (Gapdh) normiert und als 

relative Expression dargestellt. 

Auch wenn dies aufgrund der vormals gezeigten, stärkeren Aktivierung des 

Transkriptionsfaktors NF-κB vielleicht zu erwarten gewesen wäre, unterschied sich die 

Expression der NLRP3-Inflammasom-Komponenten nicht signifikant (p(Nlrp3)=0,8174; 

p(Casp1)=0,0542; p(Asc)=0,0726). Der Phänotyp des Prdx4-Knockouts scheint sich also nicht 

auf eine veränderte transkriptionelle Regulation zu gründen, wahrscheinlicher erscheint 

angesichts dieser Ergebnisse eine direkte Beeinflussung des Proteinkomplexes. 
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3.3 Charakterisierung der Regulation des Inflammasoms durch Peroxiredoxin-4 

 

3.3.1 Hemmung der Caspase-1 

 

Die vorangegangenen Versuche zeigten einen Einfluss von Peroxredoxin-4 auf die Sekretion 

von zumindest drei Zytokinen. Während Interleukin-1β durch die aktivierte Caspase-1 des 

Inflammasoms gebildet wird, wird (lösliches) Tnf-α durch die Abspaltung aus dem 

membrangebundenen Trimer gebildet – unter anderem als Antwort auf die Aktivierung von 

NF-κB. Cxcl1 wird ebenfalls NF-κB-abhängig freigesetzt [86, 87].  

Die nun zu klärende Frage war, ob diese beiden Signalwege gleichermaßen durch 

Peroxiredoxin-4 beeinflusst werden, oder ob die massive Dysregulation eines dieser 

Signalwege konsekutiv zu einer Überaktivierung des jeweils anderen führt.  

Hierzu wurde Inflammasom funktionell inaktiviert, indem durch die Zugabe des Tetrapeptid-

Inhibitors zYVAD-FMK (im Folgenden als YVAD bezeichnet) die Funktion der Caspase-1 

gehemmt wurde. Der Inhibitor YVAD (YVAD steht für die Sequenz der vier Aminosäuren 

Tyrosin-Valin-Alanin-Asparaginsäure, die das Grundgerüst des Inhibitors bilden) bindet 

weitgehend selektiv und irreversibel an das aktive Zentrum der Protease und verhindert 

dadurch die Proteolyse von pro-Il-1β zu Il-1β [88]. 

Für die Untersuchung wurden erneut Makrophagen kultiviert und anschließend entweder 

mit YVAD (20µmol/L; in Dimethylsulfoxid (DMSO) gelöst) oder mit einem entsprechenden 

Volumen DMSO behandelt. Nach zweistündiger Inkubation wurde anschließend mit 

Lipopolysaccharid für 24 Stunden stimuliert. Zusätzlich wurden Proben nach Ablauf dieser 

Zeit für 3 Stunden mit ATP behandelt. YVAD wurde alle 12 Stunden erneut zugegeben. Die 

Stimulationszeitpunkte wurden so organisiert, dass alle Zellen für die gleiche Zeit inkubiert 

wurden und zur gleichen Zeit geerntet werden konnten. Nach Herstellung von Proteinlysaten 

wurde mittels Western-Blotting die Aktivierung von NF-κB, gemessen an der 

Phosphorylierung von p65, untersucht. 
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Abbildung 15: WB-Untersuchung der NF-κB-Aktivierung nach YVAD-Behandlung in BMDM. 

 

Es zeigte sich, dass die Phosphorylierung von p65 durch die Zugabe von LPS und ATP 

gesteigert werden konnte, wobei zusätzlich ein Unterschied zwischen Prdx4+/Y und Prdx4-/Y-

Makrophagen dahingehend, dass in Abwesenheit von Peroxiredoxin-4 die Phosphorylierung 

gesteigert wurde, erkennbar war. Durch die Zugabe des Inhibitors konnten diese Aktivierung 

des Transkriptionsfaktors reduziert werden, wobei nur noch marginale Differenzen zwischen 

den Genotypen zu erkennen waren. Die Induktion von Prdx4 erscheint ebenfalls durch die 

Behandlung mit YVAD reduziert zu werden. 

Die Kulturüberstände wurden wieder mittels ELISA untersucht, die gezeigten Ergebnisse sind 

für mindestens vier unabhängige Untersuchungen pro Gruppe repräsentativ. Da die 

Ergebnisse der DMSO-behandelten Kulturen weitgehend mit den Ergebnissen aus den 

Vorversuchen identisch sind, soll nicht im Detail darauf eingegangen werden. Kurz sei gesagt, 

dass die Unterschiede zwischen Wildtyp und Knockout in bekanntem Maße signifikant sind 

zugunsten höherer Werte der Prdx4-defizienten Proben; der ELISA bestätigt darüber hinaus 

die im Western-Blotting bereits gesehene Vollständigkeit des Knockouts. 

Die Behandlung mit YVAD erbrachte erwartungsgemäß einen drastischen Abfall der  

Il-1β-Konzentrationen, des Weiteren wurde zwischen den Genotypen kein signifikanter 

Unterschied in den Spiegeln mehr gesehen. Bemerkenswerterweise wurden Tnf-α und Cxcl1, 

die nicht von der Caspase-1 abhängig sind, im Wildtyp nicht signifikant reduziert. Im 

Knockout führte die Behandlung jedoch zu einer Reduktion der Konzentrationen von Tnf-α 

und Cxcl1 in die Dimensionen des Wildtyps: nach „maximaler“ Stimulation mit LPS und ATP 

wurden für YVAD für Tnf-α Werte von 75,25pg/mL (WT) und 216,3pg/mL gemessen 

(p=0,0015), nach Behandlung zeigten sich 4725pg/mL (WT) und 41pg/mL (KO) (p=0,6124). 
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Selbiges ergab sich für Cxcl1: Vor Behandlung wurden hier im Mittel 2709pg/mL (WT) und 

9296pg/mL (KO) bestimmt (p=0,021), nach YVAD-Stimulation fielen diese Werte auf 

1577pg/mL (WT) und 1378pg/mL (KO) ab (p=0,3315).  

Die Sekretion von Peroxiredoxin-4 zeigte sich durch die Behandlung mit YVAD im Wildtyp 

ebenfalls rückläufig; wurden zuvor nach Ko-Stimulation mit LPS und ATP noch 2987pg/mL 

gemessen, lag der Durchschnitt in der YVAD-Gruppe danach bei 1146pg/mL (p=0,0073). 

 

 

Abbildung 16: ELISA-Untersuchung der Zytokin-Freisetzung in BMDM nach YVAD-Behandlung (n=4). 

 

3.3.2 Beeinflussung der Immunantwort durch exogene Zufuhr von Prdx4 

 

Nachdem sich in den zuvor gezeigten Ergebnissen gezeigt hat, dass mit stärker werdender 

oder länger andauernder inflammatorischer Stimulation der Makrophagen die Produktion 

und vor allem die Sekretion von Prdx4 zunahm, sollte nun der Versuch unternommen 

werden, die Signalantwort der Makrophagen durch die Zugabe von rekombinantem 

Peroxiredoxin-4 dahingehend zu modulieren, dass die Produktion von Interleukin-1β 

reduziert würde.  
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Hierzu wurden Makrophagen beider Genotypen kultiviert und ein Teil der Zellen zusätzlich 

zur Behandlung mit LPS (und ATP) eine halbe Stunde vor Beginn der Behandlung mit LPS mit 

rekombinantem humanen Prdx4, welches zusätzlich mit einem 6xHis-Tag versehen war, 

inkubiert. Nach Ablauf der Stimulation wurden die Zellen mit Trypsin behandelt, um 

sämtliche extrazellulär gebundenen Proteine zu entfernen. Humanes Prdx4 weist eine 

Sequenzhomologie von über 90% auf, die katalytischen Zentren sind vollständig identisch. 

Die Zellen wurden nach Entfernung des Kulturmediums für 5 Minuten mit 2mL  

0,5-prozentiger Trypsin-EDTA-Lösung pro Well behandelt und anschließend 5mL 

Kulturmedium hinzugegeben. Die Zellen wurden dann für 10 Minuten bei 300g zentrifugiert 

und das Zellpellet wie in Kapitel 2 beschrieben weiter verarbeitet. 

 

 

Abbildung 17: WB-Untersuchung der Caspase-1-Aktivierung nach Behandlung mit rh-PRDX4. Das rekombinante 
Peroxiredoxin-4 kann von endogenem Protein trotz des identischen Verhaltens gegenüber dem Antikörper 
aufgrund des unterschiedlichen Molekulargewichts unterschieden werden (zusätzlich vorhandener His-Tag). 

 

In den Ergebnissen ist zu erkennen, dass Zellen das im Überstand angebotene Prdx4 

offensichtlich in großer Menge aufnehmen. Interessanterweise scheint das exogen 

zugeführte Protein zusätzlich die Produktion des endogenen Prdx4 zu unterdrücken, da in 

den Wildtyp-Proben trotz ausreichender Separation des Gels keine Bande auf der Höhe, auf 

der das natürliche Prdx4 zu erwarten wäre, sichtbar wird.  

Sowohl Prdx4-/Y- als auch Prdx4+/Y-Makrophagen reagierten darüber hinaus mit einer 

deutlich reduzierten Aktivierung der Caspase-1 auf die Zugabe; auch nach Stimulation bleibt 

die Menge der freien p10-Untereinheit in beiden Genotypen auf einem niedrigen Niveau. 
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3.3.3 Untersuchung des Einflusses reaktiver Sauerstoffspezies 

 

Auch wenn bisher gezeigt werden konnte, dass die Zugabe von exogenem, gar xenogenem 

Peroxiredoxin-4 im Stande ist, den Phänotyp der Knockout-Makrophagen zu bessern, war die 

Frage zu klären, welcher Mechanismus diesem Effekt zu Grunde liegt. In der Einleitung dieser 

Arbeit wurde bereits kursorisch auf die Peroxidase-Aktivität von Prdx4 hingewiesen, darüber 

hinaus wurde auch der Einfluss reaktiver Sauerstoffspezies (reactive oxygen species (ROS)) 

auf die Aktivierung des Inflammasoms dargestellt.  

Aus diesem Grund wurde nun evaluiert, inwiefern die antioxidative Funktion von Prdx4 für 

die beobachteten Effekte verantwortlich ist und ob der Phänotyp der Prdx4-defizienten 

Makrophagen durch Zugabe einer anderen, stark antioxidativ wirkenden Substanz ebenfalls 

beeinflusst werden kann. 

Dafür sollte zunächst geklärt werden, ob in Prdx4-/Y-Makrophagen die Bildung von ROS 

signifikant gesteigert ist. Hierzu wurden Makrophagen gemäß des in Kapitel Zwei 

beschriebenen Verfahrens mit dem Farbstoff cDCFH-DA gefärbt und anschließend entweder 

mit Lipopolysaccharid (100ng/mL) oder PBS behandelt. Die Auswertung erfolgte am 

Durchflusszytometer. 

 

 

Abbildung 18: Untersuchung der Bildung von ROS in BMDM nach LPS-Stimulation mittels cDCFH-DA-Assay. Auf 
die Darstellung der (durchgeführten) Positiv- und Negativ-Kontrollen wurde verzichtet. Die Stimulation erfolgte 
über einen Zeitraum 0,5 Stunden. (n=6) 
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In den Prdx4-defizienten Makrophagen zeigte sich sowohl unter basalen (p=0,0352) als auch 

unter proinflammatorischen (p=0,0069) Bedingungen eine signifikant gesteigerte Produktion 

reaktiver Sauerstoffspezies. 

Für die Überprüfung der Frage, inwiefern die antioxidative Wirkung von Prdx4 für die 

Regulation der Immunantwort relevant ist, wurden Prdx4-/Y-Makrophagen entweder ohne 

zusätzliche Behandlung oder aber unter Inkubation von entweder rekombinantem 

Peroxiredoxin-4 (5ng/mL) oder N-Acetylcystein (NAC; 10mmol/L, pH=7,4) mit LPS (und ATP) 

stimuliert. Anschließend wurden die Kulturüberstände mittels ELISA auf den Gehalt von 

Interleukin-1β hin untersucht.  

Die unbehandelten Zellen zeigten nach Stimulation das bereits bekannte Verhalten. Durch 

die Behandlung mit NAC konnten unter basalen Bedingungen und unter Stimulation mit LPS 

keine signifikanten Veränderungen der Il-1β-Spiegel erwirkt werden. Die Zytokinproduktion 

nach Stimulation mit ATP konnte jedoch auf einen Mittelwert von 779,5pg/mL reduziert 

werden (Kontrolle: 872,75pg/mL (p=0,0113)). Die zusätzliche Behandlung mit rh-PRDX4 

hingegen vermochte die Interleukin-1β-Produktion nach Stimulation mit LPS (und ATP) 

bereits deutlich reduzieren. So wurden in der mit lediglich mit LPS behandelten Kohorte 

Spiegel von 99,25pg/mL nach Prdx4-Gabe bestimmt (Kontrolle: 251,5pg/mL (p=0,0273)). Für 

die Zellen, die zusätzlich noch ATP erhielten, war der Effekt noch deutlich ausgeprägter: hier 

wurden nach Prdx4-Gabe durchschnittlich 176,5pg/mL gemessen (Kontrolle: 872,75pg/mL 

(p<0,0001)). 
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Abbildung 19: ELISA-Untersuchung der Zytokin-Freisetzung in BMDM nach Behandlung mit NAC und rh-PRDX4 
(n=4). 

 

3.4 Untersuchungen zur Lokalisation von Peroxiredoxin-4 

 

3.4.1 Hemmung der Endocytose extrazellulärer Substanzen 

 

Die bisherigen Experimente deuteten an, dass Peroxiredoxin-4 seine Wirkung nicht im 

Extrazellularraum entfaltet, sondern durch die Zellen aufgenommen wird.  

Um zu untersuchen, inwiefern es sich hier um einen Prozess aktiver Endocytose handelt, 

wurden Prdx4-/Y-Makrophagen kultiviert und anschließend entweder für 24 Stunden mit 

Lipopolysaccharid (100ng/mL) stimuliert oder im  ursprünglichen Medium belassen. Nach 

Ablauf dieses Zeitraumes erhielten die Zellen neues Medium; die bereits mit LPS 

vorbehandelten Zellen erhielten hiermit zusätzlich ATP (100µmol/L), während die 

unbehandelten Zellen keine weitere Behandlung erhielten. Zusätzlich wurden die Kulturen in 

vier Gruppen aufgeteilt: mit Ausnahme einer Gruppe erhielten alle Zellen 5ng/mL rh-PRDX4. 

Hiervon wiederum wurde eine Gruppe zusätzlich mit 100µM Monodansylcadaverin (DCD) 

behandelt und eine weitere Gruppe wurde für 30 Minuten bei +4°C und für weitere 30 

Minuten bei +37°C inkubiert. 
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Monodansylcadaverin (DCD) ist als potenter Inhibitor der Clathrin-abhängigen Endocytose 

bekannt, wobei dies offensichtlich über eine Hemmung der zellulären Transglutaminase 

vermittelt wird [89]. Die Senkung der Temperatur ist ebenfalls ein etabliertes Mittel zur 

Hemmung der Endocytose, da unterhalb einer Temperatur von 10°C keine Bildung 

endocytotischer Vesikel erfolgt [90]. 

Nach Ablauf einer Stunde wurden die Überstände asserviert, die Zellen gewaschen, mit 

Trypsin behandelt (wie zuvor beschrieben) und anschließend Proteinlysate für Western-

Blotting erzeugt. Die Ergebnisse sind für mindestens drei unabhängige Experimente 

repräsentativ. 

 

 

Abbildung 20: WB-Untersuchung der Resorption von rh-PRDX4 in BMDM nach Cadaverin-Behandlung. 

 

Erwartungsgemäß ließ sich in den Kontrollen kein Nachweis von  endogenem Peroxiredoxin-

4 erbringen.  

Die Zugabe des rekombinanten Prdx4 führte sowohl unter basalen als auch unter 

stimulierten Bedingungen zu einer starken Aufnahme. Dieser Effekt konnte erfolgreich 

sowohl durch die Absenkung der Temperatur als auch durch die Zugabe von 

Monodansylcadaverin behindert werden. Hierbei zeigte sich, dass die Aufnahme von Prdx4 

unter proinflammatorischen Bedingungen immer noch gesteigert zu sein scheint im 

Vergleich zu basalen Umständen. Dieser Effekt ließ sich bisher aufgrund der hohen 

Signalstärke der Proben, die ohne Inhibitor mit Prdx4 behandelt wurden, nicht erkennen. 

 

Die Überstände wurden mittels ELISA auf ihren Gehalt an Interleukin-1β und Prdx4 hin 

untersucht, wobei die vorherige Zentrifugation bei 300g und +4°C für 10 Minuten der 

Abscheidung ungewollt mitgenommenen Zeller dienen sollte. 
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Abbildung 21: ELISA-Untersuchung der Aufnahme von rh-PRDX4 und der Freisetzung von IL-1β in BMDM. (n=4) 

 

Nach einstündiger Inkubation fanden sich in den unstimulierten Kontrollen im Mittel 

35pg/mL Interleukin-1β, durch Stimulation mit LPS und ATP konnte dieser Wert auf 

durchschnittlich 579,67pg/mL gesteigert werden. Die Zugabe von rekombinantem 

Peroxiredoxin-4 konnte auch in diesem Versuch die Menge des freigesetzten Zytokins 

deutlich reduzieren; in den Proben, die sowohl LPS und ATP als auch Peroxiredoxin-4 

erhielten, fiel der mittlere Il-1β-Spiegel auf 71pg/mL ab (p=0,0003). Die weitere Zugabe von 

Dansylcadaverin war hingegen im Stande, den durch Prdx4 vermittelten anti-

inflammatorischen Effekt fast vollständig aufzuheben. In den stimulierten Proben konnten 

erneut hohe Zytokinkonzentrationen von im Mittel 512,67pg/mL nachgewiesen werden. 

Dies führte dazu, dass zu den Proben, die mit PRDX4 behandelt wurden, erneut ein 

hochsignifikanter Unterschied bestand (p=0,0002) und darüber hinaus die ursprünglichen 

Verhältnisse faktisch wiederhergestellt wurden (p=0,2724). 

War Prdx4 mittels ELISA in den Kontrollen nicht nachweisbar, zeigte sich nach Zugabe des 

rekombinanten Proteins in den unstimulierten Proben nach einer Stunde noch eine 

Konzentration von 4014,67pg/mL. Dieser Wert fiel nach Stimulation auf 3152pg/mL, was sich 

als signifikant erwies (p=0,0011). Der Einsatz von Danyslcadaverin führte hingegen dazu, dass 

nach einer Stunde noch durchschnittlich 4802,33pg/mL in den unstimulierten Proben 

(p=0,0013) und 4637,67pg/mL in den stimulierten Proben (p<0,0001) nachweisbar waren.  
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Unter der Annahme, dass die Degradation des exogen zugeführten Peroxiredoxin-4 im 

Überstand zu vernachlässigen sei und darüber hinaus in allen Proben in vergleichbarem 

Rahmen ablaufen würde, konnte die Abnahme der extrazellulären Konzentration als Korrelat 

zur zellulären Aufnahme des Proteins betrachtet werden. In der Zusammenschau der 

Befunde ergab sich damit einerseits, dass Peroxiredoxin-4 für die Entfaltung seiner 

antiinflammatorischen in das Zellinnere gelangen muss und andererseits, dass die Aufnahme 

mittels Endozytose geschieht, wobei diese mit hoher Wahrscheinlichkeit Clathrin-abhängig 

verläuft. 

 

3.4.2 Hemmung der Freisetzung von Prdx4 durch Hemmung des ER-Golgi-Transportes 

 

Nachdem die vorherigen Experimente gezeigt haben, dass Peroxiredoxin-4 insbesondere in 

Abhängigkeit proinflammatorischer Stimuli aktiv sezerniert wird, sollte an dieser Stelle die 

Frage gestellt werden, auf welchem Wege dies geschieht. Der nahe liegende Mechanismus 

der klassischen Sekretion wurde insbesondere in zwei Arbeiten untersucht und dort 

ausgeschlossen: Einerseits konnten TAVENDER und BULLEID eine erfolgreiche Retention des 

Proteins im endoplasmatischen Retikulum nachweisen, andererseits identifizierten KAKIHANA 

und Kollegen mit dem Protein ERp44 einen möglichen Mediator der Retention von PRDX4 

und anderen Proteinen, die kein klassisches Retentionsmotiv aufweisen, identifizieren [61, 

64]. Da beide Arbeiten allerdings weder auf Makrophagen noch auf andere primäre 

Zellkulturen zurückgriffen, wurde in dieser Arbeit trotzdem untersucht, ob die 

nachgewiesene Freisetzung von Peroxiredoxin-4 mittels klassischer Sekretion erfolgt.  

Hierzu wurden Makrophagen untersucht, die zusätzlich zu der Stimulation mit LPS 

(100ng/mL für 24 Stunden) und ATP (100µM für 3 Stunden) mit dem Antibiotikum Brefeldin 

A (in DMSO gelöst) oder DMSO behandelt wurden. Brefeldin A bindet an Arf-Proteine ("ADP-

ribosylation factor") und verhindert dadurch die Abschnürung von Vesikeln, welche dem 

Transport von Proteinen aus dem endoplasmatischen Retikulum zum Golgi-Apparat dienen. 

Hierdurch wird die Sekretion von Proteinen effektiv unterbunden, allerdings nach einer 

gewissen Zeit auch eine erhebliche Zytotoxizität erwirkt [91]. 

Nach Abschluss des Versuches wurden Überstände und Zellen zu Proteinlysaten 

aufgeschlossen und anschließend mittels Western-Blotting untersucht. 
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Abbildung 22: WB-Untersuchung der Prdx4-Freisetzung in BMDM nach Brefeldin-A-Behandlung. SN: Überstand; 
cells: Zellen; β2-MG: beta2-Mikroglobulin. 

 

Während sich im Wildtyp im Gegensatz zum Knockout Peroxiredoxin-4 jederzeit nachweisen 

ließ und die Induktion durch Stimulation ungestört ablief, zeigte sich in den Überständen 

nach Einsatz von Brefeldin A eine Abnahme der Prdx4-Menge. Das überwiegend konstitutiv 

sezernierte beta2-Mikroglobulin, welches auch über das ER-Golgi-System freigesetzt wird, 

findet sich nach Behandlung mit Brefeldin A ebenfalls vermindert im Überstand. Diese 

Ergebnisse legen eine klassische, vom Golgi-Apparat abhängige Form der Sekretion nahe. 

 

3.4.3 Dynamische Regulation von ERp44 in Makrophagen 

 

Um den Widerspruch zur bekannten Datenlage zu klären, wurde untersucht, inwiefern 

Erp44, welches die Retention verantworten soll, unter entzündlichen Bedingungen 

beeinflusst wird. Zunächst wurde hierzu die Expression des Proteins mittels vollquantitativer 

real-time PCR untersucht. Wildtyp-Makrophagen wurden kultiviert und anschließend 

entweder unstimuliert belassen, oder mit Lipopolysaccharid (100ng/mL) behandelt. Des 

Weiteren wurde ein Teil der Zellen nach 24-stündiger LPS-Behandlung mit ATP (100µmol/L) 

für 3 Stunden inkubiert. 

Anschließend wurde die RNA isoliert und eine cDNA generiert. Die Analyse fand unter 

Verwendung der TaqMan-Technologie statt. 
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Abbildung 23: Untersuchung der Genexpression von Erp44 in BMDM nach Stimulation mit LPS und ATP (n=4). 

 

Bereits nach Zugabe von Lipopolysaccharid konnte eine signifikante Abnahme der Erp44-

Expression beobachtet werden (p=0,0044), wobei eine zusätzliche Stimulation mit 

Adenosintriphosphat keinen zusätzlichen Effekt im Vergleich zur alleinigen LPS-Behandlung 

ergab (p=0,0615).  

 

3.4.4 Ko-Lokalisation von Caspase-1 und Peroxiredoxin-4 

 

Abschließend sollte in dieser Studie geklärt werden, in welchem Kompartiment Prdx4 

letztendlich verbleibt. Üblicherweise verschmelzen Endosomen nach erfolgter Phagozytose 

mit Lysosomen und dieser Prozess führt zu einem Abbau der aufgenommenen Proteine 

durch lysosomale Proteasen [92]. Angesichts der bisherigen Ergebnisse, die eine 

Beeinflussung des NLRP3-Inflammasoms nahe legen, sollte jedoch untersucht werden, ob 

Peroxiredoxin-4 nicht eventuell im Stande ist, die endosomale Membran zu überwinden und 

in das Cytosol überzutreten, da hier eine direkte Einwirkung auf das streng zytosolisch 

lokalisierte Inflammasom möglich wäre. 

Prdx4-/Y-Makrophagen wurden hierzu für 24 Stunden mit Lipopolysaccharid (100ng/mL) und 

anschließend für drei Stunden mit Adenosintriphosphat (100µM) behandelt. Zeitgleich zur 

Gabe von LPS wurde einem Teil der Zellen zusätzlich rh-PRDX4 zugesetzt (5ng/mL). Nach 

Ablauf der Zeit wurden die Zellen wie in Kapitel 2.7 beschrieben fixiert und mit den in der 

Tabelle aufgeführten Antikörpern gefärbt. 
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Antigen Primärantikörper Sekundärantikörper Fluorophor (Darstellung) 

Prdx4 anti-Prdx4 anti-rabbit-IgG Alexa 488 (grün) 

Caspase-1 anti-Caspase1 anti-mouse-IgG Alexa 555 (rot) 

Tabelle 10: Übersicht über die verwendeten Antikörper zur Immunfluoreszenzfärbung. 

 

Sowohl die behandelten als auch die unbehandelten Makrophagen exprimierten Caspase-1. 

Während sich jedoch in den unbehandelten Zellen kein Prdx4 nachweisen ließ, zeigte sich 

nach 27 Stunden nach Zugabe des rekombinanten Proteins ein deutliches Signal, welches 

sich über die gesamte Zelle verteilt und einen etwas inhomogenen Charakter besitzt, was für 

eine Speicherung des Proteins in Vesikeln sprechen könnte. Darüber hinaus lassen sich in der 

weiteren Analyse (Leica Application Suite, Leica Microsystems) deutliche Signalüber-

lagerungen feststellen, welche für eine Ko-Lokalisation beider Proteine sprechen. 

 

 

Abbildung 24: Untersuchung der Ko-Lokalisation von rh-PRDX4 und Casp1 in BMDM. 

 

Diese Befunde legen nahe, dass Prdx4 zumindest teilweise im Stande ist, das endosomale 

Kompartiment zu verlassen und sich im Zytosol der Makrophagen in direkte räumliche Nähe 

zur Caspase-1 und damit höchstwahrscheinlich dem Inflammasom zu begeben. 
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4. Diskussion 

 

Peroxiredoxin-4 wurde in der jüngeren Vergangenheit als möglicher Einflussfaktor auf die 

Aktivierung des angeborenen Immunsystems diskutiert und darüber hinaus mit zahlreichen 

Krankheitsbildern, einschließlich des SIRS, assoziiert. In dieser Arbeit wurde unter 

Zuhilfenahme verschiedener Knockout-Mäuse der zugrundeliegende Mechanismus, über 

den Prdx4 seinen Einfluss auf das Entzündungsgeschehen ausübt, untersucht.  

 

4.1 Begründung der Wahl des LPS-Endotoxin-Modells und dessen Limitationen 

 

Murine Endotoxin-Versuche stellen in jedem Fall eine Vereinfachung des Krankheitsbildes 

„SIRS“ dar. Der solitäre Einsatz potenter Noxen zur Auslösung einer systemischen 

Immunreaktion bildet typischerweise nicht das multifaktorielle Geschehen, dass zur 

Manifestation eines SIRS führt, ab.  

Jedoch können durch die Behandlung mit starken proinflammatorischen Stimuli, wie zum 

Beispiel Lipopolysaccharid, zahlreiche Symptome eines SIRS erzeugt werden. Hierzu gehören 

unter anderem Hypo- oder Hyperthermie, Gewichtsverlust und Hypotonie [93]. Dies liegt 

darin begründet, dass unterschiedliche Noxen im Bereich des angeborenen Immunsystems 

konservierte Signalwege ansprechen und die gleichen Zytokine ausgeschüttet werden, 

welche schließlich die klinische Symptomatik diktieren. 

So spielen zum Beispiel Signalwege wie die TLR4-NF-κB-Achse oder die NLRP3-Caspase-1-

Achse sowohl im klinischen Setting als auch im Versuchsmodell tragende Rollen [94]. Die 

Bedeutung des TLR4 im Rahmen der Endotoxinämie wird zum Beispiel an der ausgeprägten 

Resistenz von C3H/HeJ-Mäusen, die einen genetischen Defekt in diesem Rezeptor 

aufweisen, gegenüber diesem Modell deutlich [10]. 

Um auch die Ätiologie des SIRS besser abzubilden, wurden ferner Modelle etabliert, in denen 

eine gezielte systemische Infektion mit Bakterien eine Immunreaktion auslöst, oder aber 

durch die chirurgische Zerstörung der Darmbarriere eine endogene Infektion der Bauchhöhle 

provoziert werden kann [93]. Der Phänotyp einer Maus kann sich für die jeweiligen Modelle 

stark voneinander unterscheiden, so ist die vormals genannte C3H/HeJ-Maus hochgradig 

anfällig für die letztgenannten Modelle, was im deutlichen Widerspruch zu der Resistenz 

gegenüber LPS steht [95]. 
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Da zahlreiche Studien der jüngeren Vergangenheit, die sich mit dem Einfluss von NF-κB [96] 

oder des NLRP3-Inflammasoms [46] beschäftigten, das LPS-Endotoxin-Modell angewandt 

haben und dieses schnell und unkompliziert durchzuführende Modell sich als geeignet 

erwiesen hat, die Makrophagenfunktion in vivo abzubilden, wurde es für diese Studie 

ausgewählt. 

 

4.2 Prdx4 schützt vor einer überschießenden Immunreaktion nach LPS-Applikation in vivo 

 

Nach der Applikation von Lipopolysaccharid zeigten Prdx4-/Y-Mäuse sowohl einen signifikant 

stärkeren und prolongierten relativen Gewichtsverlust, als auch eine deutliche stärkere 

systemische Freisetzung zahlreicher proinflammatorischer Zytokine. Diese Beobachtung 

stützt bereits die initial aufgestellte Hypothese, dass Prdx4 im Rahmen einer systemischen 

Entzündung einen protektiven Einfluss ausübt. Derartige Untersuchungen haben für 

zahlreiche Negativ-Regulatoren der angeborenen Immunität, wie zum Beispiel NLRC3 oder 

CD44, welche die NF-κB-Signalantwort beeinflussen sollen, ähnliche Phänotypen ergeben  

[96, 97]. 

Da sowohl die Sekretion von Zytokinen wie Cxcl1 und TNF-α, welche vorrangig unter der 

Kontrolle von NF-κB stehen, als auch die Produktion von IL-1β, welches durch das 

Inflammasom gebildet wird, im Knockout gesteigert sind, sind an dieser Stelle vorrangig zwei 

Erklärungen zu diskutieren: einerseits könnten beide „Stützen“ der Immunantwort durch 

Prdx4 beeinflusst werden. Andererseits könnte es aufgrund der gesteigerten Aktivität eines 

der beiden Signalwege zu einer konsekutiven Aktivierung des jeweils anderen Systems 

kommen. Letzteres wäre allerdings nicht die Regel, da zum Beispiel für die Nos2-/-- und die 

Sod1-/--Maus gezeigt wurde, dass in ihnen nach LPS-Injektion lediglich Il-1β, nicht jedoch  

Tnf-α signifikant erhöht ist [46, 98]. Umgekehrt weist die Nlrc3-/--Maus im LPS-Modell 

erhöhte Tnf-α und Il-6-Spiegel auf, jedoch der Kontrollgruppe vergleichbare IL-1β-Level [96]. 

Da die Interleukine IL-1α und IL-1β jedoch über den IL-1-Rezeptor klassische Aktivatoren von 

NF-κB darstellen [99], wurde mittels des IL-1-Rezeptorantagonisten Anakinra untersucht, 

inwiefern der Phänotyp der Prdx4-/Y-Mäuse IL-1(β)-abhängig ist. Erwartungsgemäß führte 

der Einsatz von Anakinra generell zu einem milderen klinischen Verlauf, Prdx4-/Y-Tiere 

profitierten allerdings erheblich stärker von dieser Behandlung als die Kontrolltiere.  
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So konnte nicht nur der Gewichtsverlust hochgradig abgeschwächt werden, sondern auch 

die Sekretion aller beteiligten Zytokine gesenkt und das zuvor deutlich unterschiedliche 

Milzgewicht reduziert werden. Diese Möglichkeit zur Besserung des Phänotyps der Prdx4-/Y-

Maus zeigt dessen deutliche Abhängigkeit von Interleukin-1β. 

Um zu untersuchen, inwiefern der beobachtete Phänotyp durch eine alterierte 

Makrophagenfunktion verursacht wird, wurden unter Verwendung des LysMcre-Systems 

Prdx4ΔMφ/Y-Mäuse generiert. Derartige Verfahren wurden bereits in der Vergangenheit 

erfolgreich zur Charakterisierung der Makrophagenfunktion in vivo im Rahmen von LPS-

Schock-Modellen eingesetzt, so zum Beispiel durch SACHITHANANDAN und Kollegen. [100].  

Die Prdx4ΔMφ/Y-Mäuse wiesen einen den Prdx4-/Y-Tieren vergleichbaren Phänotyp aus 

gesteigerter Zytokinproduktion und stärkerem Gewichtsverlust auf, zeigten jedoch keine 

vergrößerte Milz. 

Zusammenfassend kann aus diesen Versuchen die Schlussfolgerung gezogen werden, dass 

Prdx4 antientzündliche Eigenschaften im Rahmen des Endotoxin-Schock-Modells offenbart 

und dass diese Effekte offensichtlich im Zusammenhang mit Makrophagen und der 

Interleukin-1β-Produktion stehen. 

 

4.3 Prdx4 hemmt die LPS-abhängige Signalantwort in Makrophagen 

 

Die bisherige Datenlage, die besagt, dass Prdx4 die NF-κB-Aktivierung hemmt, sollte 

zunächst in primären Makrophagen verifiziert werden. Hierzu wurde untersucht, wie sowohl 

die Degradation von IκBα, als auch die Phosphorylierung von p65 durch den Knockout 

beeinflusst werden. Die Prdx4-/Y-Makrophagen bestätigten die Erwartungen und wiesen eine 

verstärkte NF-κB-Aktivierung auf, die darüber hinaus auch bis zu 24 Stunden anhielt. 

Zusätzlich hierzu wurde ebenfalls die Aktivierung der Caspase-1, die als Maß für die 

Aktivierung des Nlrp3-Inflammasoms angesehen werden kann, untersucht. Die Zugabe von 

Lipopolysaccharid führte zu einer gesteigerten proteolytischen Aktivierung der Caspase in 

Knockout-Makrophagen. Dieser Befund ist insofern bemerkenswert, als dass bisher 

angenommen wurde, dass ein solitärer Stimulus wie LPS zwar mittels der Induktion der 

Genexpression aller beteiligten Inflammasom-Komponenten im Sinne eines primings 

bedeutend sei, eine suffiziente Aktivierung des NLRP3-Inflammasoms, die in einer 

messbaren IL-1β-Produktion mündet aber zwingend eines weiteren Stimulus bedürfe [37].  
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In jedem Falle scheinen die Prdx4-/Y-Makrophagen eine gesteigerte Sensitivität der NLRP3-

abhängigen Immunantwort zu besitzen. 

Da sich in einer durchgeführten real-time PCR-Analyse kein signifikanter Unterschied in der 

Expression der gemeinhin am Aufbau des NLRP3-Inflammasoms beteiligten Proteine zeigte, 

ist nicht davon auszugehen, dass eine NF-κB-vermittelte Überexpression diesen Phänotyp 

begründet. Vielmehr scheint eine Störung der Interaktion dieser Signalwege durch die 

Abwesenheit von Prdx4 bewirkt zu werden. Dies äußert sich darin, dass die Aktivierung des 

Inflammasoms in Knockout-Makrophagen auch zu einer Form von NF-κB-Aktivierung führt, 

die in Wildtyp-Zellen nicht nachzuweisen ist. Nicht nur, dass Il-1β sowohl nach solitärer LPS-

Stimulation als auch nach zusätzlichem Einsatz von ATP signifikant innerhalb der ersten 

Messzeitpunkte ansteigt, bewirkt die ATP-Zugabe in Prdx4-/Y-Zellen einen weiteren Anstieg 

von Tnf-α und Cxcl1. Dieser Effekt wird im Wildtyp nicht beobachtet, genauso wenig ein 

signifikanter Anstieg der IL-1β-Sekretion zum frühesten Messzeitpunkt nach Stimulation. Die 

gegenwärtig verfügbare Literatur weist zwar auch ATP als potenten NF-κB-Aktivator aus, 

aber eine ausgeprägte Inflammasom-Aktivität soll die NF-KB-Aktivität teilweise sogar 

hemmen – ein hier vollständig fehlender Effekt [101, 102]. 

Die Expression von Peroxiredoxin-4 wurde in allen Versuchen untersucht und mittels 

Western-Blotting konnte während der Versuche eine Zunahme der intrazellulären Menge 

nachgewiesen werden. Darüber hinaus neigen Wildtyp-Makrophagen zu einer Sekretion von 

Prdx4, welche durch proinflammatorische Stimulation signifikant gesteigert werden kann. 

Diese Beobachtungen widersprechen Studien, die eine Sekretion von Prdx4 ausschlossen 

[61, 64]. Dieser Punkt soll an späterer Stelle erneut aufgegriffen werden. 

Um nachzuweisen, dass die NF-κB-Aktivierung in Prdx4-/Y-Makrophagen Inflammasom-

abhängig ist, wurde die Aktivität dieses Proteinkomplexes durch den Einsatz von YVAD 

gehemmt. Nachdem die Aktivität des Inflammasoms, gemessen an der Freisetzung von IL-1β 

nach Stimulation, durch YVAD ausreichend reduziert wurde, konnte die Produktion von  

Tnf-α und Cxcl1 auf ein Wildtyp-Maß gesenkt werden. Dieser Effekt betraf sowohl die 

solitäre LPS-Stimulation als auch die Ko-Stimulation mit Adenosintriphosphat. Die Sekretion 

von Prdx4 nahm durch die Hemmung des Inflammasoms ebenfalls ab. Im Western-Blotting 

wurde darüber hinaus eine geringere Phosphorylierung von p65 nach YVAD-Behandlung 

sichtbar. 
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Diese Ergebnisse unterstreichen, dass die Abwesenheit von Prdx4 offensichtlich primär die 

Aktivität des Inflammasoms betrifft und dass NF-κB als Konsequenz hieraus sekundär 

aktiviert wird. Eine direkte Beeinflussung von NF-κB durch Peroxiredoxin-4 wird 

unwahrscheinlicher, da diese nicht durch YVAD hätte beeinflusst werden sollen. 

YVAD gilt als relativ spezifisch für die Caspase-1, lediglich die Caspase-4 zusätzlich 

beeinträchtigt [103]. Letztere scheint insbesondere im Bereich der ER-Stress-induzierten 

Apoptose eine Rolle zu spielen, jedoch keinen direkten Einfluss auf die IL-1β-Sekretion zu 

besitzen [104]. Das eingesetzte Lösungsmittel Dimethylsulfoxid wurde vor kurzem als 

Inhibitor von NLRP3 beschrieben [105], dieser Effekt konnte hier nicht beobachtet werden, 

da in den Kontrollversuchen, in denen ebenfalls DMSO eingesetzt wurde, eine regelrechte IL-

1β-Produktion zu beobachten war. 

Diese Ergebnisse zeigen, dass das unter inflammatorischen Bedingungen vermehrt gebildete 

und freigesetzte Prdx4 offensichtlich ein Negativ-Regulator des Inflammasoms darstellt und 

die Abwesenheit nicht nur zu einer verstärkten und verlängerten Immunantwort, sondern 

auch zu einer sekundären Steigerung der NF-κB-Aktivierung führt.  

 

4.4 Prdx4 moduliert das Inflammasom nicht über die Neutralisation von ROS 

 

Nachdem sich gezeigt hat, dass Peroxiredoxin-4 durch die Makrophagen im Rahmen der 

zellulären Entzündungsreaktion sezerniert wird, sollte untersucht werden, inwiefern die 

Zugabe von extrazellulärem Prdx4 einen Einfluss auf dieses Geschehen nehmen kann. In 

diesem Versuch zeigte sich nicht nur, dass Prdx4 die Aktivierung der Caspase-1 deutlich zu 

reduzieren vermochte, es wurde darüber hinaus auch innerhalb der Zellen mittels Western-

Blotting nachweisbar. Da die Zellen mit Trypsin-EDTA behandelt wurden und im Rahmen der 

Aufarbeitung mehrmals gewaschen wurden, ist eine Kontamination der Proben durch an den 

Zellmembranen adhärentes Peroxiredoxin-4 unwahrscheinlich. Viel wahrscheinlicher ist eine 

aktive Aufnahme des Proteins. Die Tatsache, dass die Expression des endogenen Prdx4 in 

Wildtyp-Makrophagen durch exogene Zufuhr unterdrückt werden konnte, ist vermutlich 

Konsequenz einer allgemein unterdrückten Immunantwort, welche an sich die Expression 

von Prdx4 in Makrophagen erst induziert. 
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Reaktive Sauerstoffspezies spielen aus zahlreichen Gründen eine zentrale Rolle für diese 

Arbeit. Einerseits ist Peroxiredoxin-4 als zunächst als Peroxidase beschrieben worden, auch 

wenn die Bedeutung dieser Eigenschaft bereits in Frage gestellt wurde [57]. Andererseits 

stellen reaktive Sauerstoffspezies relevante Einflussfaktoren auf die Entzündungsantwort 

dar, wobei sie für die Aktivierung sowohl von NF-κB als auch des NLRP3-Inflamasoms 

Bedeutung besitzen. So ist die Phosphorylierung und Degradation von IκB-α ROS-abhängig 

und eine reduzierte Fähigkeit, ROS abzubauen, führt zu einer stärkeren Entzündungsantwort 

[106]. Die Aktivierung des Inflammasoms durch ROS scheint unter anderem durch das 

Protein TXNIP vermittelt zu sein [48]. 

Die Messung der Bildung reaktiver Sauerstoffspezies in Makrophagen und Verwendung von 

DCFH-DA zeigte eine deutlich gesteigerte Bildung reaktiver Sauerstoffspezies sowohl unter 

basalen als auch unter inflammatorischen Bedingungen. Hierbei ist stets zu diskutieren, 

inwiefern eine gesteigerte Bildung reaktiver Sauerstoffspezies Ursache einer Immunantwort 

oder deren Resultat ist, da die Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies durch NADPH-

Oxidasen ein wesentlicher Mechanismus der antimikrobiellen Abwehr ist [107]. 

Wäre Peroxiredoxin-4 an der Modulation der Immunantwort durch seine ROS-

neutralisierende Funktion beteiligt, so sollte der Phänotyp der Monozyten durch die Zugabe 

alternativer reduzierender Substanzen zu beheben sein. Neben anderen wurde in dieser 

Arbeit hauptsächlich N-Acetylcystein (NAC) zur Inaktivierung von ROS eingesetzt [108]. 

Weitere Substanzen wurden untersucht, aber aus Gründen der Übersicht nicht dargestellt, 

die Ergebnisse waren stets vergleichbar (Daten nicht gezeigt). 

NAC war in diesen Versuchen im Stande, die Immunantwort nach Ko-Stimulation mit ATP 

und LPS signifikant zu reduzieren, allerdings war der beobachtete Effekt im Vergleich zu der 

durch rekombinantes Prdx4 ausgelösten Reduktion der IL-1β-Produktion marginal. Dies legt 

nahe, dass Peroxiredoxin-4 nicht aufgrund seiner Peroxidase-Aktivität antiinflammatorisch 

wirksam ist. Stattdessen scheinen andere Effekte hierfür eine Rolle zu spielen. Zu diskutieren 

wäre an dieser Stelle insbesondere in Zusammenschau mit der Tatsache, dass Prdx4 in den 

Intrazellularraum aufgenommen wird, eine direkte Interaktion mit einem der am Aufbau des 

Inflammasoms beteiligten Proteine, wie dies zum Beispiel für TXNIP beschrieben wurde [48]. 
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4.5 Sekretion und Phagocytose stellen Bedingungen für die Wirkung von Prdx4 dar 

 

Es wurde bereits mehrmals auf die Kontroverse die Sekretion von Peroxiredoxin-4 

betreffend hingewiesen. Da in dieser Arbeit bisher gesehen wurde, dass exogen zugeführtes 

Peroxiredoxin-4 in seinem Effekt dem endogenen Protein gleichwertig ist, wurde untersucht, 

auf welchem Weg es in das Zellinnere gelangt. Aufgrund der Größe von Prdx4 wurde 

zunächst Phagozytose als verantwortlicher Mechanismus vermutet.  

Durch die Applikation von Kälte nach Exposition der Zellen gegenüber Prdx4 oder die 

Anwendung von Dansylcadaverin konnte die Menge des intrazellulär nachweisbaren 

Peroxiredoxin-4 deutlich reduziert werden. Dementsprechend war nach Behandlung mit 

diesen bekannten Inhibitoren der Endozytose die extrazelluläre Konzentration von Prdx4 

höher. Das im Überstand „gefangene“ Prdx4 führte jedoch nicht zu einer sichtbaren 

Reduktion der IL-1β-Produktion. Parallel zu der gesteigerten Produktion von Prdx4 unter 

inflammatorischen Bedingungen schien auch die Aufnahme nach Stimulation gesteigert. Dies 

war angesichts der unter entzündlichen Bedingungen generell gesteigerten 

phagozytotischen Aktivität von Immunzellen jedoch zu erwarten [109]. 

Auf welche Art und Weise die Aufnahme von Prdx4 initiiert wird und welcher Rezeptor 

hierfür verantwortlich ist, ist nach wie vor unklar, allerdings wurde erkannt, dass 

extrazelluläres Peroxiredoxin-1 im Stande ist, die Internalisierung von TLR4 auszulösen, 

hierbei könnte es in den entsprechenden Vesikeln aufgenommen werden [110] Die 

Internalisierung von TLR4 findet üblicherweise in Abhängigkeit von Clathrin statt [111]. Dies 

wäre mit dem Befund, dass die Aufnahme von Prdx4 durch Dansylcadaverin gehemmt 

werden kann, vereinbar. 

Die Sekretion von Peroxiredoxin-4 durch Wildtyp-Makrophagen wurde bereits dargestellt. 

Auch wenn in zahlreichen Publikationen die Sekretion abgestritten wurde, konnte in dieser 

Arbeit gezeigt werden, dass Prdx4 mittels klassischer Sekretion freigesetzt wird. Da  

KAKIHANA und Kollegen mit ERp44 den Mediator der von ihnen beobachteten Retention 

identifizieren konnten [61], wurde mittels quantitativer real-time PCR untersucht, ob 

eventuell eine reduzierte Expression dieses Proteins die Sekretion von Peroxiredoxin-4 

ermöglicht.  
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Nachdem die Transkription von Erp44 tatsächlich negativ durch die entzündliche Stimulation 

beeinflusst werden konnte, scheint dies neben einer gesteigerten Expression der Prdx4-

mRNA die Ursache für die Freisetzung dieses Proteins zu sein. Ob weitere Proteine, die durch 

Erp44 retiniert werden, an der antiinflammatorischen Wirkung beteiligt sind, ist allerdings 

unklar. 

Aufgrund der Kombination aus Sekretion und anschließender Phagozytose führt 

erwartungsgemäß zu einem Verbleib von Prdx4 im endosomalen Kompartiment, welches 

durch die Anwesenheit von RAS-related protein Rab-7 (Rab7) gekennzeichnet ist [92]. Dieses 

konnte mittels der Kolokalisation von Prdx4 und Rab7 in der konfokalen Lasermikroskopie 

nachgewiesen werden (in dieser Arbeit nicht dargestellt). 

Allerdings konnte im weiteren Verlauf auch gezeigt werden, dass exogen zugeführtes, 

rekombinantes Peroxiredoxin-4 nach Stimulation mit Lipopolysaccharid und 

Adenosintriphosphat in Prdx4-/Y-Makrophagen mit der Caspase-1 kolokalisiert. Dies ist 

insofern bemerkenswert, als das die Caspase-1 (beziehungsweise das NLRP3-Inflammasom) 

im Zytosol lokalisiert ist und keine Assoziation zu Zellorganellen bekannt ist [112]. 

Die Kolokalisation gibt insofern Anlass zu der Annahme, dass Prdx4 im Stande ist, das 

Endosom zu verlassen und in das Zytosol zu gelangen. Dies ist bisher lediglich für Di- oder 

Tripeptide wie zum Beispiel den Bakterienbestandteil Muramyldipeptid (MDP) bekannt. Hier 

übernehmen spezialisierte Transportproteine, maßgeblich SLC15A3 und SLC15A4 den 

Transfer über die endosomale Membran [113].  

Für einige Proteine des endoplasmatischen Retikulums ist jedoch ein retrograder Transfer in 

das Cytosol beschrieben, unter anderem für Calreticulin [114]. Dieser Weg scheint für Prdx4 

allerdings weniger wahrscheinlich zu sein, als dass die biologischen Effekte dann nicht 

derartig von einer intakten Phagozytose abhängig sein sollten. 

Neben der Caspase-1 existieren weitere Proteine des Zellplasmas, die als mögliche 

Interaktionspartner von Peroxiredoxin-4 identifiziert wurden. So besteht zwischen der  

C-terminalen Domäne des granulocyte-colony stimulating factor-receptor (G-CSFR) und 

Peroxiredoxin-4 die Möglichkeit zur Interaktion mit der Konsequenz, dass die Wirkung des 

Rezeptors hierdurch abgeschwächt wird [115]. Dieser Befund legt nahe, dass zytosolisch 

lokalisiertes Prdx4 auf vielfältige Art und Weise eine antientzündliche Funktion ausübt und 

dass dieser Effekt nicht auf reife Makrophagen limitiert zu sein scheint, sondern 

möglicherweise weitere Zellen des angeborenen Immunsystems einschließt. 
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4.6 Ausblick 

 

Ziel dieser Arbeit war die Charakterisierung des Einflusses der Oxidoreduktase 

Peroxiredoxin-4 (Prdx4) auf die Reaktion des angeborenen Immunsystems der Maus im 

Rahmen des LPS-vermittelten Endotoxinschocks und die Untersuchung der molekularen 

Grundlagen. 

Die durchgeführten in vivo-Studien zeigten eine erhebliche Beeinträchtigung der Prdx4-/Y-

Mäuse im Vergleich zu Wildtyp-Geschwistern, beziehungsweise von Prdx4ΔMφ/Y-Tieren und 

den entsprechenden Kontrolltieren. Der Phänotyp der Prdx4-/Y-Maus konnte hierbei durch 

die Blockade des IL-1-Rezeptorantagonisten Anakinra deutlich gemildert werden. 

Die durchgeführten in vitro-Studien zeigten, dass Makrophagen in Abwesenheit von Prdx4 zu 

einer beeindruckenden Freisetzung von Zytokinen neigen. Peroxiredoxin-4 selbst wurde in 

Wildtypmakrophagen im Rahmen der Entzündung ebenfalls sezerniert. Die weitergehenden 

Untersuchungen zeigten, dass für den biologischen Effekt von Prdx4 ein komplexes 

Zusammenspiel aus Sekretion, Phagozytose und einem bisher ungeklärten Endosom-Zytosol-

Transport notwendig ist. Die biologischen Effekte von Prdx4 scheinen dabei nicht im 

Zusammenhang mit seiner antioxidativen Fähigkeit zu stehen. 

Die antiinflammatorische Potenz von Prdx4 wurde bereits erfolgreich in weiteren 

Tiermodellen, die aufgrund des Umfanges nicht in dieser Arbeit dargestellt wurden, 

insbesondere der DSS-induzierten Colitis, bewiesen. Hierbei konnte ebenfalls gezeigt 

werden, dass offensichtlich das angeborene Immunsystem eine entscheidende Rolle spielt 

(Daten nicht gezeigt). 

Unklar ist allerdings, ob Prdx4 durch eine direkte Interaktion mit einem der am Aufbau des 

Inflammasoms beteiligten Proteine die Interleukin-1β-Bildung beeinflusst, oder ob weitere 

Proteine daran beteiligt sind. 

Darüber hinaus erwächst aus der Tatsache, dass Prdx4 möglicherweise parakrin oder gar 

endokrin wirksam ist und damit selbst den Charakter eines antiinflammatorisch wirksamen 

Zytokins zeigt, die Frage, inwiefern die Applikation des rekombinanten Proteins im Stande 

ist, Entzündungsreaktion in vivo zu mildern und ob Prdx4 möglicherweise eine  

therapeutische Rolle im Rahmen des SIRS oder anderen Krankheitsbildern annehmen kann. 
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5. Zusammenfassung 

 

Peroxiredoxine stellen eine Familie hochgradig konservierter, antioxidativer Enzyme dar. Die 

Höhe der Serumspiegel von Peroxiredoxin-4 (Prdx4) wurde kürzlich mit dem Schweregrad 

einer Sepsis beziehungsweise des septischen Schocks assoziiert. Die antiinflammatorische 

Wirkung dieses Proteins in vitro wurde bereits in früheren Studien demonstriert. Gegenstand 

dieser Arbeit war die Evaluation dieser Funktion in vivo. 

Hierzu wurden Prdx4-/Y- und Prdx4ΔMφ/Y-Mäuse im Rahmen von Lipopolysaccharid-

induzierten Endotoxinämie-Modellen bezüglich des klinischen Verlaufes und der Bildung von 

Entzündungsmediatoren charakterisiert. Darüber hinaus wurden Makrophagen aus Prdx4-

defizienten Mäusen isoliert und unter Verwendung verschiedener molekularbiologischer 

Techniken (ELISA, RT-PCR, Western-Blotting, Konfokale Laser-mikroskopie) untersucht. 

Prdx4-/Y- und Prdx4ΔMφ/Y-Mäuse zeigten eine erheblich stärkere Beeinträchtigung mit 

stärkerem Gewichtsverlust und signifikant höherer Zytokin-Freisetzung. Dieser Phänotyp 

konnte durch Behandlung mit dem IL1-Rezeptorantagonist Anakinra deutlich gebessert 

werden. Isolierte Makrophagen zeigten ebenfalls eine stark gesteigerte Zytokin-Produktion. 

Darüber hinaus zeigten Wildtyp-Makrophagen unter inflammatorischen Bedingungen eine 

Sekretion von Prdx4 in das umgebende Medium. Das sezernierte Protein wies eine starke 

anti-inflammatorische Wirkung auf, welche sich nicht durch die antioxidative Wirkung 

erklären ließ. Die Sekretion von Peroxiredoxin-4 wurde durch eine verminderte Expression 

des Proteins Erp44 ausgelöst. Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass Prdx4 nach 

erfolgter Endozytose die endosomale Membran überwindet. 

Diese Ergebnisse zeigen, dass Peroxiredoxin-4 eine starke anti-inflammatorische Wirkung 

besitzt. Im Widerspruch zur gängigen Literatur wird dies nicht über die antioxidative 

Kapazität des Proteins vermittelt. Vielmehr scheint der bisher unbekannte Mechanismus aus 

Sekretion und Phagozytose, der zu einer Lokalisation des Proteins im Zytosol der 

Makrophagen führt, ursächlich zu sein. Die nachgewiesene Ko-Lokalisation mit dem Protein 

Caspase-1 scheint hierbei eine zentrale Rolle zu spielen. Da Peroxiredoxin-4 nach dieser 

Studie ein sezerniertes Protein mit der Fähigkeit zur Beeinflussung von Immunzellen 

darstellt, erfüllt es zumindest in der Theorie wichtige Kriterien, um als Zytokin bezeichnet zu 

werden. Für ein umfassenderes Verständnis der zu Grunde liegenden molekularen 

Mechanismen sind jedoch weitere Studien nötig. 
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Verwendete Materialien 

 

Antikörper 

 

Primärantikörper 

 

Antigen Ursprung Hersteller Verdünnung 

β-Actin Maus Sigma-Aldrich, USA 1/10.000 in 5% MMP (WB) 

β2-Mikroglobulin Maus SCBT, USA 1/1.000 in 5% MMP (WB) 

Caspase1 (p10+p45) Maus SCBT 1/1.000 in 5% MMP (WB) 

1/100 in BSA/Triton-X (IIF) 

IκBα Kaninchen CST, USA 1/2.000 in 5% MMP (WB) 

NF-κB p65 Kaninchen CST 1/2.000 in 5% MMP (WB) 

NF-κB phospho-p65 Kaninchen CST 1/1.000 in 5% BSA (WB) 

Peroxiredoxin-4 Kaninchen AbCam, UK 1/5.000 in 5% MMP (WB) 

1/100 in BSA/Triton-X (IIF) 

WB: Western-Blotting, IIF: indirekte Immunfluoreszenz 

 

Sekundärantikörper 

 

Antigen Ursprung Hersteller Farbstoff Verdünnung 

Maus-IgG Ziege GE, USA HRP 1/5.000 in 5% MMP (WB) 

Kaninchen-IgG Schaf GE, USA HRP 1/5.000 in 5% MMP (WB) 

Maus-IgG Esel Invitrogen, USA Alexa 555 1/500 in BSA/Triton-X (IIF) 

Kaninchen-IgG Ziege Invitrogen, USA Alexa 488 1/500 in BSA/Triton-X (IIF) 

HRP: horseraddish peroxidase 
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Primer 

 

Name Sequenz TAnneal (°C) Verwendung 

Prdx4KO_1 CTA CGG ACC TCC AGA AAG CG 

60 

Genotypisierung 

Prdx4KO_2 GAT TTC GGG AGA GGT AGC GG Genotypisierung 

Prdx4KO_3 TAC CAC CAA CCC AAC TGT GC Genotypisierung 

Prdx4floxed_f TCT CTG AAC AGA TTT CGG GAG AGG TAGC 
59 

Genotypisierung 

Prdx4floxed_r CAA GAT TTA CCA ACC CAA CTG TGC Genotypisierung 

LysMcre_f CCC AGA AAT GCC AGA TTA CG 
62 

Genotypisierung 

LysMcre_r CTT GGG CTG CCA GAA TTT CTC Genotypisierung 

 

Name Sequenz TAnneal (°C) Verwendung 

NLRP3_f GGC GAG ACC TCT GGG AAA AA 60 SYBR-Green 

NLRP3_r CGT GTA GCG ACT GTT GAG GT 60 SYBR-Green 

ASC_f TGA GCA GCT GCA AAC GAC TA 60 SYBR-Green 

ASC_r CAC GAA CTG CCT GGT ACT GT 60 SYBR-Green 

Caspase-1_f TGT ATT CAC GCC CTG TTG GA 60 SYBR-Green 

Caspase-1_r GTC CCG TGC CTT GTC CAT AG 60 SYBR-Green 

 

Für die TaqMan-basierte Expressionsanalyse der ERp44-mRNA wurden folgende Sonden von 

der Firma Applied Biosystems (USA) bezogen: 

 

Gen Genprodukt Referenznummer Länge des Produktes 

Erp44 Erp44 Mm00466483_m1 82bp 

Gapdh Gapdh Mm99999915_g1 107bp 
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Verwendete Chemikalien, sofern nicht anderswo beschrieben 

 

Substanz Hersteller 

6-Aminocapronsäure Merck 

Ammoniumpersulfat Merck 

Adenosintriphosphat Sigma-Aldrich 

Brefeldin A Enzo Lifesciences 

Monodansylcadaverin Sigma-Aldrich 

DCFH-DA Invitrogen 

DEPC-H2O Ambion 

Dimethylsulfoxid Merck 

dNTP-Mix Thermo Fischer 

DTT Merck 

Methanol Merck 

Na3VO4 Merck 

N-Acestylcystein Sigma-Aldrich 

NaCl Merck 

rh-Prdx4 Abcam 

SDS Sigma-Aldrich 

TEMED Sigma-Aldrich 

Tris Merck 

Trypsin-EDTA Gibco 

zYVAD-FMK Enzo Lifesciences 
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