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1. Einleitung

A.  Monozyten

L. Charakterisierung

Monozyten sind im peripheren Blut zirkulierende weil3e Blutzellen des Immunsystems
(Leukozyten), die vor allem Vorlaufer von dendritischen Zellen sowie von Makrophagen
darstellen. Sie sind die Schnittstelle zwischen unspezifischer und spezifischer Immunabwehr.
Dendritische Zellen (DC) sind dabei fur die Présentation von (Fremd-) Antigenen zustandig
(und damit ein afferenter Schenkel der spezifischen Immunabwehr), wahrend die Aufgabe der
Makrophagen die Zerstorung korperfremder und nekrotischer Strukturen durch Phagozytose
ist. Die Lebensdauer der Monozyten betrégt ein bis drei Tage, danach erfolgt die
Differenzierung zu Makrophagen oder dendritischen Zellen,(Lulmann-Rauch, 2006), (Schmidt, Lang etal.
2005)

Alle Monozyten besitzen den immunphanotypischen Oberflachenmarker CD (cluster of
differenciation) 14,00onas Schuettetal., 1990) ¢ gipt allerdings drei Immunphénotypen der
Monozyten mit weiteren Subtypen, die sich anhand der Expression ihrer CD-Molekdile

charakterisieren |assen(Ziegler-Heitbrock, Ancuta et al., 2010).

o CD14™ CD16 (klassischer Monozyt)
o CD14"* CD16™ (nicht-klassischer Monozyt)
o CD14™ CD16" (intermediérer Monozyt)

I1. Aktivierung und Differenzierung

Die Aktivierung und Polarisation der heterogenen Gruppe der mononukleéren
phagozytdren Zellen spielt eine entscheidende Rolle in der Funktion des Immunsystems und
in der Pathophysiologie vieler verschiedener Erkrankungen. Die Ausrichtung des erworbenen
Immunsystems entweder zu einer Th1l (T-Helferzelle Typ 1)- oder einer Th2 (T-Helferzelle
Typ 2)-Zell-Antwort wird durch Monozyten, Makrophagen und vor allem durch dendritische
Zellen bestimmt. Zusatzlich sind Makrophagen Teil dieser Polarisation durch die
verschiedenartige Ausrichtung der Zellen als M1- oder als M2-Makrophagen. (Gerdon. 2003),

(Mantovani, Sica et al., 2004)



Im Rahmen der funktionellen Polarisation, die ursachlich der hohen Plastizitat
mononukledrer Zellen zuzuschreiben ist, kbnnen zwei verschiedene Makrophagen-
Populationen unterschieden werden: M1- oder klassisch aktivierte Makrophagen, die sich
typischerweise entwickeln, nachdem die Monozyten dem Zytokin Interferon (IFN) oder dem
Bestandteil von Bakterienmembranen Lipopolysaccharid (LPS) ausgesetzt waren, stehen
alternativ aktivierten oder M2-Makrophagen gegentber. Beide Entitaten verkorpern Extreme
eines Kontinuums, welche durch vielgestaltige Veranderungen der Gen-Expression
hervorgerufen Werden'(Gordon, 2003), (Martinez, Gordon et al., 2006), (Mantovani, Sica et al., 2004)

Im Allgemeinen kénnen M1-Makrophagen als potente Effektorzellen beschrieben
werden, die Molekile wie reaktive Sauerstoffspezies (ROS) und proinflammatorische
Zytokine, z.B. Tumor-Nekrose-Faktor-o (TNF-a), Interleukin 1p (IL-1f) und Interleukin 6
(1L-6) produzieren. Sie werden durch Th1-Zellen aktiviert und induzieren umgekehrt
ihrerseits eine Th1-Zell-Antwort. Zudem entstehen die klassisch aktivierten Makrophagen
durch den Einfluss von ,,danger signals*, welche auf pathologische Zustdnde im Rahmen von
Erkrankung und Nekrose hinweisen; diese Induktoren sind unter anderem bakterielle
Endotoxine, Lipopolysaccharid und auch extrazellulares Adenosintriphosphat. M1-Zellen
zeigen proinflammatorische und antimikrobielle Charakteristika und foérdern starke IL-12-
mediierte Th1-Zell-Antworten. Sie sind Teil der Abwehrreaktion gegen parasitare Infektionen
und von gegen Tumorzellen gerichteten Immunantworten, (Martinez, Gordon etal, 2006)

Demgegenuber produzieren M2-Zellen ein breites Spektrum an Zytokinen abhéngig
vom Signalweg, der die Aktivierung induziert. M2-Makrophagen produzieren hauptsachlich
grol’e Mengen von Interleukin 1-Rezeptorantagonist (IL-1Ra) und nur sehr wenig aktives IL-
1 B.(Mantovani, Sica etal., 2005) \12-Makrophagen befordern die Progression von Tumorzellen (als
Tumor-associated macrophages TAM) sowie die Reparatur, Regeneration und Umbauprozesse
von Gewebe.(DinareIIo, 2005), (Mantovani, Sozzani et al., 2002), (Sica, Schioppa et al., 2006) M2-polarisierte
Makrophagen generieren Th2-assozierte Effektorfunktionen, die sich hauptséchlich in anti-
inflammatorischen Eigenschaften zeigen, die mit einer erhdhten Bildung trophischer und pro-
fibrotischer Faktoren bei gleichzeitig reduzierten Sekretion pro-inflammatorischer Zytokine
einhergehen. Tumor-assoziierte Makrophagen (TAM) sind typische M2-Makrophagen.

Die M2-Subpopulation zeigt eine grof3e Vielfalt von Signalwegen, die zu dieser Art der
Aktivierung von Makrophagen fiihren, sodass diese Untergruppe am besten durch das
Ausbleiben einer Differenzierung zu M1-Makrophagen definiert ist. Diese Aktivierung
geschieht typischerweise durch IL-4, IL-10 oder 1L-13, durch Immunkomplexe und

verschiedenste andere Mechanismen, (Gordon. 2003), (Sica, Schioppa et al., 2006) hannoch kénnen auch



Kollagen und von Fibroblasten und Tumorzellen produzierte Produkte eine M2-Aktivierung
induzieren.(Sica' Schioppa et al., 2006), (Wynn, 2004), (Muller-Quernheim, Potthast et al., 2012)

Die verschiedenartige Aktivierung der Makrophagen zeigt sich dann in der Expression
unterschiedlicher Zytokine — pro-inflammatorische Zytokine wie IL-1B und TNF-o kénnen
dabei als Marker fur eine M1-Aktivierung angesehen werden, wohingegen beispielsweise

CCL18 und IL-1Ra auf eine alternative M2-Differenzierung hinweisen.
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Abb. 1: Wie T-Helferzellen polarisieren sich Monozyten zu verschiedenen Makrophagen-
Phénotypen mit typischen Oberflachenmolekilen und sezernierten Zytokinen. Der klassisch
aktivierte M1-Phéanotyp unterstiitzt pro-inflammatorische Th1-Antworten, wohingegen
alternativ aktivierte M2-Makrophagen an anti-inflammatorischen Prozessen beteiligt sind. Auf
Grund der unterschiedlichen Stimulationen und der folgenden Expression von
Oberflachenmolekiilen und Zytokinen werden M2-Makrophagen in die Subtypen M2a, b und ¢
unterteilt. IRF5 und IRF4 sind typische Transkriptionsfaktoren der Typen.

Quelle Abb. 1: Biolegend, The path to legendary discovery — Macrophage polarization: M1 vs
M2, https://www.biolegend.com/NewsLegend/022311/index.htm (Stand 01.02.2013, 15.00 Uhr)
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B. CC-Ligand 18

L. Charakterisierung

CCL18 ist ein hom@ostatisches Chemokin, das vor allem in der Lunge in grof3en
Mengen exprimiert wird (woher sich der friihere Name PARC — pulmonary and activation-
regulated chemokine — ableitet). CCL18 zeigt seine chemoattraktive Wirkung hauptsachlich
auf aktivierte T-Zellen und nicht-aktivierte Lymphozyten. Exprimiert wird CCL18 dabei
insbesondere von M2-aktivierten Makrophagen (unter anderem von Alveolarmakrophagen
AM (den ortsstandigen Makrophagen der Lunge)) und von Monozyten des peripheren Blutes
nach Beginn der Reifung.(Hieshima, Imaietal,, 1997), (Rostene, Kitabgi et al., 2016) pyja Produktion von CCL18
durch unreife DC kann tber eine Rekrutierung naiver T-Zellen Toleranz via IL-10-
produzierender regulatorischer T-Zellen induzieren. Diese CCL18-Sekretion kann zusétzlich
B-Zellen néher an potentielle Antigene fuhren und Th2-Zellen dazu bringen, B-Zellen zur
Proliferation anzuregen, die sich zu Plasmazellen mit entsprechender Antikdrperproduktion
differenzieren.(Stahl Schuppetal., 2013) Nach Schutyser et al. kdnnte CCL18 auch als ein Lockstoff
fur DC, Lymphozyten und Monozyten in die Peripherie dienen, wo diese sich an Th1- oder
Th2-vermittelten Immunantworten und in der Herstellung immunologischer Toleranz
beteiligen, wie beispielsweise in der Bekdmpfung von Infektionen, in der Heilung von
Gewebedefekten und im Ausgleich tiberschieRender Immunreaktionen. (Sl Schupp etal, 2013)

Die Produktion von CCL18 ist ein typischer Marker fur alternativ aktivierte
Makrophagen(Gustafsson. Mjosberg etal., 2008) '\yohingegen Monozyten, welche selbst mit CCL18

stimuliert wurden, morphologische Ahnlichkeiten zu IL-4 stimulierten M2-Makrophagen
aufweisen.(Schraufstatter, Zhao et al., 2012)

I1. CCL18 bei pulmonalen und anderen Erkrankungen

Die Produktion von CCL18 ist mit vielen verschiedenen Erkrankungen und den damit
verbunden Immunprozessen assoziiert.

So finden sich im Aszites bei Patientinnen mit Ovarialkarzinomen signifikant hthere
Konzentrationen von CCL18 als in Aszites anderer Pathogenese, und es konnte aul3erdem die
Expression von CCL18 in Tumor- infiltrierenden Zellen nachgewiesen werden, die eine

Makrophagen-ahnliche Morphologie aufweisen, (Schutyser, Stuyfetal, 2002) Baj Magen-karzinomen
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wird das CCL18 ebenfalls hauptsachlich von Tumor-assoziierten Makrophagen im
Invasionbereich des Tumors exprimiert.(-eung. Yuen etal, 2004) | Serym von Patienten mit
Lungentumoren findet sich ein erhéhter CCL18 Spiegel. Dieser CCL18 Serumspiegel
korreliert invers mit der Uberlebenszeit der Patienten mit Adenokarzinom der Lunge.®> CCL18
ist also ein charakteristisches Zytokin von Tumor-assoziierten Makrophagen, welche typische
M2-Makrophagen sind.

Daneben zeigt sich eine erh6hte Konzentration von CCL18 systemisch oder lokalisiert
bei anderen Erkrankungen, wie z.B. bei akuter lymphatischer Leukamie der T-Zell-Reihe, bei
Morbus Gaucher, bei septischer und rheumatischer Arthritis, chronischer Hepatitis C, bei der

Riesenzellarteriitis und atopischer Dermatitis.(S””Vf' Schutyser et al., 2003), (Boot, Verhoek et al., 2004), (Schutyser,
Struyf et al., 2001), (Radstake, van der Voort et al., 2005), (Kusano, Tanaka et al., 2000), (Krupa, Dewan et al., 2002), (Goebeler, Trautmann

et al., 2001)

Eine erhdhte Expression von CCL18 wird also bei verschiedensten Erkrankungen
gefunden, spielt aber auch bei unterschiedlichen pulmonalen Krankheiten eine wichtige Rolle,
wie der exogen allergischen Alveolitis und Erkrankungen mit einem fibrotischen Umbau der
Lunge, wie Pneumokoniosen, bei welchen es nach der Inhalation anorganischer (oder seltener
organischer) Stdube zu einer chronischen Entziindungen kommt und bei der idiopathischen
pulmonalen Fibrose IPF, sowie in geringem Mal3e bei der chronisch obstruktiven
Lungenerkrankung.(Pardo, Smith et al., 2001), (Sin, Miller et al., 2011), (Prasse, Pechkovsky et al., 2006) CCL18 ist auch
in der bronchoalveolaren Lavage-Flissigkeit (BALF) von an Asthma bronchiale Erkrankten
deutlich erhéht.(de Nadai, Charbonnier et al., 2006)

Die exogen allergische Alveolitis ist eine Erkrankung der Lunge, die durch die
Inhalation von organischen Partikeln zu einer diffusen Entzindung mit starker Akkumulation
von T-Lymphozyten (v.a. Thl) in den bronchoalveolédren Strukturen fiihrt. Diese
Lymphozyten-Anhdufung ist wahrscheinlich auf die sehr starke Erhéhung der CCL18-
Expression durch Makrophagen zurtickzufiihren, die sich v.a. in der subakuten Phase
zeigte, (Pardo, Smith etal,, 2001), (Schutyser, 2005) Dyapej scheint v.a. eine durch alveolire M1-
Makrophagen vermittelte TNF-a-Erhéhung eine wichtige Rolle in der Pathogenese der
Erkrankung zu spielen, (Pen's Cormier etal., 1991), (Dai, Guzman etal., 2005) A\ch bej der exogen
allergischen Alveolitis zeigten sich in der BALF erhéhte CCL18-Werte, (Ca! Bonellaetal, 2013)

Beim allergischen Asthma zeigt sich eine Th2-Lymphozyten-gesteuerte Entziindung mit
basophilen und eosinophilen Infiltraten. Die vermehrte CCL18-Produktion durch

Makrophagen wird dabei durch spezifische Allergene unter Vermittlung von T-Lymphozyten
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induziert. Dies wiederum fihrt zu einer vermehrten Rekrutierung von v.a. Th2 und
Basophilen und fiinrt so zu einer Amplifikation der Immunantwort,(de Nadai, Charbonnier et al., 2006)
Insbesondere bei der Lungenfibrose ist die spontane CCL18-Produktion in Zellen in der
BALF erhoht. Die Produktion korreliert dabei negativ mit der Lungenfunktion und die Héhe
der CCL18-Level im Serum haben sogar einen pradiktiven Wert bei Patienten mit IPF. Die
verstarkte Synthese von CCL18 kann dabei in normalen Alveolarmakrophagen durch Th2-
Zytokin-Stimulation (z.B. 1L-4, IL-13, IL-10) oder die Ko-Kultivierung mit pulmonalen
Fibroblasten hervorgerufen werden. Es konnte auBerdem gezeigt werden, dass es zu einer
deutlich erhéhten Produktion von CCL18 in Th2-Zytokin-aktivierten Makrophagen kommt,
wenn diese iiber 32-Integrin-/ Scavenger-Rezeptoren mit Kollagen stimuliert werden.
Seinerseits fuhrt das durch die Alveolarmakrophagen von IPF-Patienten vermehrt
synthetisierte CCL18 zu einer vermehrten Kollagen-Produktion durch normale pulmonale
Fibroblasten sowie zu einer Infiltration des perivaskuléren und peribronchialen Gewebes
durch T-Lymphozyten. Die Infiltrate flihrten ebenfalls zur Akkumulation von Kollagen, einer
lokal vermehrten Synthese von transforming growth factor-p (TGF-) und einer gestorten
alveolaren Architektur. Es muss also davon ausgegangen werden, dass eine positive
Rickkopplung zwischen Alveolarmakrophagen und Fibroblasten besteht, in der durch
Alveolarmakrophagen produziertes CCL18 die Bildung von Kollagen induziert und dieses

durch Fibroblasten synthetisierte Kollagen zur vermehrten Bildung von CCL18 durch
Alveolarmakrophagen fuhrt. (Stahl, Schupp et al., 2013), (Prasse, Pechkovsky et al., 2006), (Luzina, Papadimitriou et al.,

2006), (Prasse, Probst et al., 2009)

C. Weitere relevante Zytokine

L. Interleukin-1

IL-1p ist ein 17,5kDa grofles Protein, welches zur Interleukin-1-Zytokin-Familie gehort.
Es wird von aktivierten Makrophagen als Pro-IL-1p synthetisiert, das nach proteolytischer
Spaltung durch die Protease Caspase 1 in seine aktive, pro-inflammatorische Form berfiihrt
Wird.(The National Center for Biotechnology Information, n.d.), (Lopez-Castejon & Brough, 2011)

Eine Entziindungsreaktion wird ausgeldst, wenn Immunzellen eine Infektion oder einen
Gewebeschaden feststellen. An der Zelloberflache und intrazelluldr liegende pattern
recognition receptors (PRRs) dienen der Uberwachung, indem sie pathogen-associated
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molecular patterns (PAMPs) wie fremde Lipoproteine, Kohlenhydrate u.a. oder kérpereigene
damage-associated molecular patterns (DAMPs), die von geschadigten Zellen freigesetzt
werden (z.B. Adenosintriphosphat ATP, IL-1a, u.v.m.), erkennen. Dadurch kommt es zur
Oligomerisierung mehrerer PRRs, die dann Signalkaskaden in Gang setzen. Dies flhrt zu
einer Aktivierung von Transkriptionsfaktoren wie nuclear factor NF-xB, cAMP response
element binding protein CREB, Interferon regulatory factor IRF, CCAAT/enhancer binding
proteins ¢/EBP. Die Induktion der Transkription von Genen fiir Enzyme, Chemokine,
Cytokine, Adhédsionsmolekile und Regulatoren der extrazelluldaren Matrix fuhrt zur
Rekrutierung und Aktivierung von Leukozyten, welche fremde Pathogene und
Gewebetriimmer beseitigen sollen.(Newton & Dixit, 2012) Fin hesonders starker Stimulus zur
Ausbildung von Pro-IL-1 ist Lipopolysaccharid LPS der bakteriellen Zellwand. Nach der
Synthese von Pro-1L-1 ist allerdings ein zweiter Stimulus durch DAMPs (haufig ATP) oder
PAMPs notig, der die Prozessierung zu reifem IL-1 beschleunigt. Ein Subtyp der PRRs fiihrt
uber die Ausbildung des Multiprotein-Komplexes Inflammasom zur Aktivierung der Caspase
1, die dann das Pro-1L-1 B zu reifem IL-1p spaltet,(Lopez-Castejon & Brough, 2011)

IL-1p ist ein sehr wichtiger Mediator von Entziindungsreaktionen und ist an vielen
Zellfunktionen wie Proliferation, Differenzierung und Apoptose beteiligt. Die Bindung von
IL-1pB an den IL-1-Rezeptor (IL-1-R I) Typ I fuhrt zur Bildung von anti-apoptotischen und
anti-proliferativen second messengern, was wiederum die Bildung von Mediatoren (z.B. IFN-
B, IL-1B, TNF), Zell-Adhéasionsmolekilen der Selektin-Familie und Tumornekrosefaktor
(TNF) induziert.(Hayden & Ghosh, 2012) ey 1|_-1-R Typ |1 dient dabei nur einer Abschwéachung des
biologischen Signals von IL-1-R | als negativer Regulator.(Si™s: Girietal. 1994) |nshesondere ist

IL-1 also an der Aufrechterhaltung und Verstirkung der Entziindungsreaktion beteiligt.(Newton
& Dixit, 2012)

II. Interleukin-1 Rezeptorantagonist

IL-1Ra gehort ebenfalls zur IL-1-Zytokin-Familie, bindet ohne biologische Aktivitat an
die gleichen Rezeptoren wie IL-1p, mit dem es um die Bindung konkurriert und ist damit der
erste beschriebene natlrlich vorkommende spezifische Rezeptorantagonist. Dieser Mediator
inhibiert somit die Aktivitat von IL-1B (und auch von IL-1a) und moduliert daher die
verbundenen Immun- und Entziindungsreaktionen. Es wird von verschiedenen Zelltypen in
zwei unterschiedliche groRRen Isoformen (eine sekretorische Form, die andere intrazellulér,

welche durch alternatives Splei3en entstehen) gebildet, u.a. von Makrophagen, Natural Killer-
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Zellen (NK-Zellen), epithelialen Zellen, Hepatozyten und Adipozyten,(Arend. Malyak etal., 1998) ) _
1RA scheint dabei die Funktion eines Akut-Phase-Proteins wahrzunehmen mit erhéhten
Spiegeln unter anderem bei rheumatischen Erkrankungen wie juveniler chronischer Arthritis
und dem systemischen Lupus erythematodes, bei Infektionen, z.B. bei Sepsis, bei chronischen
Entzindungen wie z.B. in BALF bei idiopathischer Lungenfibrose und bei Fiebern unklarer
Ursache. Die Produktion von IL-1Ra wird durch adhdrentes 1gG, verschiedene Zytokine wie
IL-4 oder GM-CSF und bakterielle und virale Bestandteile, beispielsweise LPS, stimuliert.

Rekombinanter IL-1Ra wird in der Therapie der rheumatoiden Arthritis eingesetzt,Arend. Malyak
et al., 1998), (Arend, 2002)

[II.  Tumornekrosefaktor-alpha

TNF-a ist ein Signalstoff, welcher an systemischen und lokalen Entziindungen beteiligt
ist und die Akut-Phase-Reaktion stimuliert. Es wird hauptsachlich von M1-Makrophagen,
aber auch von T-Helferzellen, NK-Zellen, Mastzellen, Endothelzellen und vielen weiteren
Zelltypen synthetisiert, (Hehlgans & Pfeffer, 2005)

TNF-o kann an zwei unterschiedliche Rezeptoren binden: TNF-R1 (CD120a), welcher
in vielen Geweben vorhanden ist, und TNF-R2 (CD120b), der nur auf Immunzellen
vorkommt. Nach der Aktivierung des Rezeptors kommt es zur Aktivierung entweder
proliferativer, pro-inflammatorischer und anti-apoptotischer Transkriptionsfaktoren oder
solcher Transkriptionsfaktoren, welche eher eine Differenzierung oder Apoptose bewirken,
oder (iber Proteasen zur AUtOlySG.(Wajam’ Pfizenmaier et al., 2003), (Chen, 2002), (Gaur & Aggarwal, 2003)

Die physiologischen Wirkungen von TNF-a sind ebenso vielféltig wie die
Signalkaskaden. So bewirkt TNF-a die Ausschittung von Corticotropin releasing hormone
CRH; in der Leber wird eine Akut-Phase-Reaktion stimuliert und die Produktion von C-
reaktivem Protein CRP und anderen Mediatoren gesteigert; es ist ein Chemoattractant fir
Leukozyten und erhoht die Expression von Adhdsionsmolekilen im Rahmen ihrer Migration;
es stimuliert die Phagozytoseféhigkeit von Makrophagen und erhoht deren Synthese von IL-
1B und PGE2. TNF-a ist also ein potentes endogenes Pyrogen, das Fieber und Kachexie

hervorrufen kann, Entziindung und Sepsis induziert und die Tumorgenese inhibiert,(Henlgans &
Pfeffer, 2005)
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D. Adenosintriphosphat

L. Charakterisierung

Adenosintriphosphat (ATP) ist ein Nukleotid bestehend aus Adenosin (welches aus
einem Adeninrest und dem Zucker Ribose gebildet wird) und drei Phosphatgruppen. Es ist
hauptséchlich der universelle zelluldre Energietrdger und reguliert zugleich die wichtigsten
Prozesse, die mit einer Bereitstellung von Energie einhergehen. Es ist gleichsam das
Endprodukt vieler Stoffwechselwege, wie der 3-Oxidation von Fettsduren und der Glykolyse
von Zucker, welche tber den Citratcyklus und die Atmungskette zur Synthese von ATP
fUhren.(Rassow, Deutzmann et al., 2006)

Die Bindung der Phosphatgruppen zum Adenosin ist sehr energiereich, sodass bei der
hydrolytischen Spaltung zu Adenosindiphosphat (ADP) und inorganischem Phosphat (Pi) und
der weiteren Hydrolyse zu Adenosinmonophosphat (AMP) und Pi Energie frei wird, welche
dazu genutzt werden kann, Arbeit zu verrichten. Pro gespaltener Bindung betragt dabei die
freigewordene Energie ca. 30,5 kJ/mol, welche als Grundlage fir alle energieverbrauchenden
Prozesse genutzt werden kann, von Bewegungen, wie z.B. der Muskelkontraktion oder
Zellteilung, Gber die Synthese organischer Molekiile, wie z.B. der Bildung der Aminoacyl-
tRNA in der Translation der Proteinbiosynthese, bis hin zur Aufrechterhaltung chemischer
Konzentrationsgradienten bzw. dem aktiven Stofftransport, z.B. der Na*/K*-ATPase am
Myokard. Das Verhaltnis zwischen ATP und AMP dient der Zelle dazu festzustellen, wie viele
Energietrager vorhanden sind und um Stoffwechselwege, die ATP produzieren oder
verbrauchen, zu regulieren. (Hardie & Hawley, 2001) Trotz der vielfaltigen Aufgaben und des hohen
Verbrauchs betragt das gesamte Gewicht von ATP im menschlichen Korper nur 50-250g, was
die Bedeutung der standigen Resynthese verdeutlicht, sodass an jedem Tag das Aquivalent

des Kdrpergewichts an ATP umgesetzt wird (Rassow, Deutzmann et al., 2006), (University of Leeds, n.d.), (Tornroth-
Horsefield, Neutze, 2008)

II. ATP als Messenger-Molekiil, seine Rezeptoren und seine Rolle im Immunsystem

ATP kann als Signalmolekil sowohl intrazellulér als auch extrazellular wirken. Im
Bereich der intrazelluldren Signaliibertragung dient ATP als Substrat von Kinasen, welche als

Enzyme Phosphatgruppen des ATP auf andere Molekiile tibertragen und damit eine wichtige
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Rolle in der Regulation von Stoffwechselprozessen spielen. Wichtige Schliisselenzyme sind
dabei unter anderem die cyclisches AMP (cAMP)-abhangigen Proteinkinasen (PK) A,
Calcium-abhéngige PK C und Calmodulin-abhdngige Kinasen CaMK. Die Kinase-Aktivitat
auf Substrate wie Proteine oder Lipide der Zellmembran sind dabei eine wichtige Form der
Signaltransduktion. Zudem wird ATP durch die Adenylatcyclase zur Produktion des second
messengers CAMP verwendet, welches unter anderem an der Freisetzung von Calcium aus
intrazelluldren Speichern beteiligt ist,(Kamenetsky, Middelhaue et al., 2006)

AulRerhalb der Zelle ist ATP (ebenso wie ADP, AMP und Adenosin) ein Agonist an
purinergen Rezeptoren. Die Konzentration extrazelluldren ATPs (eATP) wird durch
Ectonucleotidasen wie CD39 und CD73, die ATP zu ADP, AMP und als Endprodukt Adenosin
dephosphorylieren, eng reguliert, sodass die Konzentration von eATP konstant um 10nM
liegt, (Zeiser, Penack etal, 2011), (Zzimmermann, 2000) D rch das verbreitete Vorkommen der purinergen
Rezeptoren beispielsweise im peripheren und zentralen Nervensystem, auf Immunzellen, im
Gastrointestinaltrakt, in Herz-, Skelett- und glatter Muskulatur, in GeféRen und vielen
weiteren Geweben ergeben sich pleiotrope Effekte dieser Rezeptor-Agonisten. Die
Purinozeptoren werden in metabotrope (d.h. G-Protein-gekoppelte (GPCR)) P2Y-Rezeptoren
und in ionotrope (d.h. als lonenkanal fungierende) P2X-Rezeptoren unterteilt. Die
Wirkungsstérke der Agonisten auf diese Rezeptoren lasst sich dabei absteigend in der
folgenden Reihenfolge angeben: ATP > ADP > AMP > Adenosin.

Wie alle GPCR bestehen die P2Y-Rezeptoren aus sieben transmembranen Helices, die
durch Schleifen verbunden sind, wobei zwei der extrazelluldren Schleifen durch
hochkonservierte Cystein-Reste gekennzeichnet sind, welche Disulfidbriicken bilden und so
die Struktur stabilisieren,(Gever. Cockayne etal,, 2006), (Ferrari, Chiozzi et al., 1997) poy_Rezeptoren sind
hauptséchlich an der Modulation intrazellularer Calcium-Spiegel und seltener auch an der
Regulation von cAMP-Spiegeln beteiligt. Bislang konnten zwdlf Rezeptoren dieser Familie
geklont werden, von denen einige nur eine sehr schwache Homologie aufweisen. Neben den
oben erwahnten Nukleotiden kénnen diese Rezeptoren auch durch Uridintriphosphat UTP,
Uridindiphosphat UDP und UDP-Glucose aktiviert werden. (Abbracehio, Burnstock et al., 2006), (Khakh,
Bumstock etal., 2001) Nach der Bindung eines Liganden an die GPCR kommt es zu einer
Konformationsédnderung, welche zu einer Aktivierung des G-Proteins (im inaktiven Zustand
aufgebaut als Trimer aus a-, -, y-Untereinheit) fuhrt. Das G-Protein 16st sich dabei nach dem
Austausch von Guanosindiphosphat (GDP) an der a-Untereinheit durch Guanosintriphosphat
(GTP) vom Rezeptor und die Untereinheiten des Trimers dissoziieren voneinander. Der

Rezeptor kann daraufhin wieder in einen inaktiven Zustand zuriickkehren oder weitere G-
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Proteine aktivieren. Das aktivierte G-Protein besteht dann aus einem Ga-GTP-Monomer und
einem Gy-Dimer, welche daraufhin die Aktivitat intrazellularer Proteine modulieren kénnen.
Nach der Hydrolyse von GTP zu GDP durch die a-Untereinheit kommt es zu ihrer
Inaktivierung und der Reassoziation der Untereinheiten zum inaktiven Trimer. Die weitere
Signaltransduktion eines aktivierten G-Proteins ist abhéngig vom jeweiligen Typ; so aktiviert
ein Gs-Protein die Adenylatcyclase, ein Gi-Protein inaktiviert die Adenylatcyclase und Gg-
Proteine aktivieren die Phospholipase C.(Schmidt, Lang etal.,, 2005), (Rassow, Deutzmann, et al., 2006)

Inhibitoren von P2Y-Rezeptoren haben eine herausragende klinische Bedeutung
beispielsweise im Sinne einer Thrombozytenaggregationshemmung via P2Y 1>-Rezeptor
(Clopidogrel, Prasugrel, Ticagrelor) bei der Therapie des Myokardinfarktes.

Die Subgruppe der P2X-Rezeptoren besteht aus sieben Mitgliedern (P2X1 bis P2X7),
und bildet sog. Liganden-gesteuerte Calcium-Kanéle. Diese Rezeptoren zeigen alle einen
ahnlichen Aufbau mit jeweils zwei transmembran Doménen TM1 und TM2, einer groRen
extra-zellularen Schleife und intrazelluldaren N- bzw. C-terminalen Enden. Mit Ausnahme der
P2Xs-Untereinheit kdnnen alle anderen Untereinheiten homologe Rezeptoren aus zwei
identischen Untereinheiten sowie heterologe Rezeptoren aus zwei verschiedenen
Untereinheiten bilden; die P2Xs-Untereinheit ist nicht in der Lage einen funktionsféhigen
homologen Rezeptor zu bilden, kann aber mit anderen Untereinheiten einen heterologen
Rezeptor bilden.(Gever, Cockayne et al., 2006), (Abbracchio, Burnstock, et al., 2006), (Khakh, Burnstock et al., 2001) Nach der
Bindung von ATP an die extrazelluldre Schleife kommt es zu einer Konformationsanderung
mit Ausbildung einer lonen-permeablen Pore. Daraufhin kénnen Kationen wie Natrium und
v.a. Calcium in die Zelle strdmen und so eine Depolarisation der Zellmembran hervorrufen
sowie calciumsensitive intrazelluldre Prozesse aktivieren. Die Offnungszeiten des Kanals sind
dabei stark von der Zusammensetzung aus den verschiedenen Untereinheiten abhangig. Die
Sensitivitat der Rezeptoren gegenuber Agonisten kann durch die Anwesenheit von
Schwermetallen oder durch eine Anderung des extrazellularen pH stark verandert werden.
Unterschiedliche Untereinheiten zeigen zudem eine unterschiedliche Affinitat zu purinergen
Agonisten wie ATP, ADP oder Dibenzoyl-ATP (BzATP) und zu Antagonisten wie
Pyridoxalphosphat-6-azophenyl-2',4'-disulfonsdaure (PPADS), Suramin oder 1-[N,O-bis(5-
isoquinolinsulfonyl)-N-methyl-L-tyrosyl]-4- phenylpiperazin (KN-62).(Gever, Cockayne etal., 2006)

Die dritte Gruppe der purinergen Rezeptoren, die P1-Rezeptoren, werden dagegen
hauptséchlich durch Adenosin aktiviert; ADP, AMP und v.a. ATP sind dort nur schwache
Agonisten. Hier gibt es die Subtypen A1, A2A, A2B und A3, welche alle metabotrope GPCR

sind. Alle Adenosinrezeptoren fiihren zu einer Aktivierung von mitogen-activated protein
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(MAP)-Kinasen, welche an der Steuerung von Zellantworten auf eine ganze Reihe von
Stimuli wie beispielsweise proinflammatorische Zytokine, aber auch Mitogene, osmotischen
oder thermischen Stress, beteiligt sind. Die Wirkung von Adenosin ist dabei oft entweder
antagonistisch oder synergistisch zu der Wirkung von AT P, (APbracchio, Burnstock, et al., 2006)

Bei Zellen aus der Reihe der Monozyten/ Makrophagen sind die P2Y-Rezeptoren der
uberwiegende Subtyp. So findet man P2Y1-, P2Ys-, P2Y11- und P2Y12-Rezeptoren vor allem
auf Alveolarmakrophagen exprimiert und die Rezeptoren P2Y1, P2Y2, P2Y4, P2Ye
vorwiegend bei Monozyten.(Noth 2002) |n Bezug auf liganden-gesteuerte lonenkénale ist der
Rezeptor P2X7 der wichtigste Subtyp in Makrophagen und Monozyten, neben P2X; und
P2X4.(Myrtek, Muller et al., 2008)

ATP spielt auch in der Signaltransduktion des Immmunsystems eine wichtige Rolle.
Primadr ist eine Erhéhung des extrazelluldren ATP-Spiegels tber die physiologischen Grenzen
ein ,,danger signal*, also Folge einer Freisetzung durch Gewebe, welches Bedingungen wie
Hypoxie, Ischdmie, Entziindungen oder mechanischem Stress ausgesetzt ist, Schadigungen
aufweist oder bei dem im Rahmen eines pathologischen Prozesses Zellverbande
untergehen.(Ga"”CCi & Matzinger, 2001), (Van Furth, 1982)

Der bei monozytaren Zellen beschriebene Rezeptor P2X7 wirkt bei der Prozessierung
und Freisetzung des pro-inflammatorischen Zytokins 1L-1p mit(Ferrar Chiozzietal. 1997) ynqg erfijllt
weitere Aufgaben, unter anderem in der Erregerabwehr(Shemon Sluyteretal. 2006) sq\yie bej der
Modulation von Autoimmunerkrankungen(Labasi. Petrushovaetal, 2002) ynd generell in einer
Schlisselrolle bei der Signaltransduktion, Porenbildung und Produktion von Zytokinen in
Monozyten, (Aga Johnson etal, 2002) 7, dem fijhrt eine langere Aktivierung des P2X7-R zu der
Ausbildung einer unselektiven Pore, die einen bidirektionalen Durchtritt kleinerer Molekiile
ermdglicht, welcher dann zu einer Leckage von Metaboliten (Pseudoapoptose) und
letztendlich Uiber Ausbildung groRer lonenstrome und zur Apoptose fiihrt, (Pubyak & El-Moatassim,
1993) Ein weiterer Signalweg des P2X7-R ist die Stimulation von verschiedenen MAP-Kinasen,
welche auch in der Reaktion auf inflammatorische Stimuli und dem Umbau von Geweben
eine bedeutende Rolle spielen(©armington & Johnson, 1999) sqyyje der Translokation des
Transkriptionsfaktors nuclear factor NF-kB und nuclear factor of activated T-cells NF-AT in
Mikroglia, den Immunzellen des zentralen Nervensystems, (Feran. Stroh etal., 1999) NF_B verstirkt
dann die Transkription verschiedener Ziel-Gene, was zur Synthese von Produkten wie der
Cyclooxygenase-2 (COX-2) oder IL-6 fiihrt.(Rivest, Lacroixetal, 2000) Ayf der einen Seite kann iber
den P2X7-Rezeptor ruhendes mitochondriales Potential, mitochondriales Calcium und der

intrazellulare ATP-Gehalt erh6ht werden und der Rezeptor so zur Proliferation beitragen
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(physiologisch durch auto-/parakrine Sekretion von ATP). Auf der anderen Seite fiihrt eine
starke Stimulation des P2X7 zu einem Uberfluss des basalen mitochondrialen Calciums, zu
einem Kollaps des Potentials der Mitochondrien und letztendlich zu der Fragmentation der
Mitochondrien (pathologischer Weg durch Gewebeschédigung).(Adinolfi. Callegari etal., 2005) Eq \yjrd
angenommen, das P2X7 als ,,danger sensor* fur hohe Dosen ATP aus geschédigten Zellen bei

Entziindungsreaktionen dient, (Ga!lucci & Matzinger, 2001)

E. Interstitielle Lungenerkrankungen

Lungenfibrosen sind der Endpunkt verschiedener Erkrankungen, die mit einem
fibrotischen Umbau des Interstitiums und der Alveolen und damit einer ,,\ernarbung* der
Lunge einhergehen. Dabei kann die Erkrankung in eine primére Form und sekundare Fibrosen
unterteilt werden, die im Rahmen anderer Erkrankungen entstehen. Die Krankheitsbilder, die
zur Lungenfibrose fuhren, werden unter dem Begriff interstitielle Lungenerkrankungen ILD
oder diffuse parenchymatdse Lungenerkrankung DPLD zusammengefasst. Die Klassifikation

erfolgt meist nach der Ursache, wobei Uber 200 Ausldser bekannt sind.

Diffuse Lungenparenchymerkrankungen DPLD

DPLD bekannter Atiologie Idiopathische interstitielle Granulomatose
(z.B. Pneumokoniosen, Pneumonien IIP DPLD
Kollagenosen, ...) (z.B. Sarkoidose)
Idiopathische pulmonale andere Fibrosen als IPF
Fibrose IPF

—|nicht—spezifische interstitielle Pneumonie NSIP|

—{Kryptogen organisierende Pneumonie COP|

—‘Akute interstitielle Pneumonie AiP|

_|Respiratorische Bronchiolitis mit ILD RB-ILD|

_|Desquamative interstitielle Pneumonie DIP|

_‘Lymphoide interstitielle Pneumonie LIP|
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Die Pathogenese vieler interstitieller Lungenerkrankungen ist noch ungeklart und
Gegenstand momentaner Forschung. Neben dem Interstitium sind auch die Alveolarsepten
und die Alveolarlumina von den fibrotischen Umbauprozessen betroffen. Im gemeinsamen
Endpunkt der Lungenfibrose zeigt sich das Bild einer Destruktion der alveolokapillaren
Funktionseinheiten und Ersatz derselben durch Bindegewebe. Die Schadigung kann dabei
toxisch, infektios oder immunologisch bedingt sein und die Noxe inhalativ oder systemisch
auf hamatogenem Wege in die Lunge gelangen.

Alle diese Erkrankungen gelten als seltene Erkrankungen (weniger als 50 Patienten/
100.000 Einwohner), am haufigsten findet man im klinischen Alltag die Sarkoidose, die
idiopathische Lungenfibrose (IPF) und die exogen-allergische Alveolitis.

In der klinischen Untersuchung zeigen sich v.a. Dyspnoe und ein lange bestehender trockener
Husten; seltener fallen auch Hamoptysen, unklares Fieber, Gelenkschwellungen und
Arthralgien, Trommelschlegelfinger und Uhrglasnégel und in der Auskultation ein Giemen
oder bilaterales basales Knisterrasseln auf. Bei Patienten mit ILD besteht ein 10-fach hoheres

Risiko fiir das Auftreten eines Lungenkarzinomes. (Gi!lies, 2010), (Costabel & Guzman, 2003), (Demedts &
Costabel, 2002)

F. Idiopathische Lungenfibrose

L. Definition

Die idiopathische Lungenfibrose IPF ist eine Sonderform der chronisch-fibrosierenden
interstitiellen Pneumonie mit unklarer Atiologie. Die Erkrankung ist auf die Lunge begrenzt
und zeigt das histologische Bild einer usual interstitial pneumonia U 1P, (Pardo & Selman, 20022) 154
durchschnittliche Patientenalter bei Diagnosestellung liegt bei 66 Jahren. Die Pravalenz der
IPF liegt bei 20,2/100.000 Personen fir Ménner und 13,2/100.000 Personen bei Frauen. Die
Inzidenz stieg in den letzten 40 Jahren um 35% und wird mit 7,44-10,7 F&lle/100.000
Personen/Jahr angegeben, die Mortalitatsrate liegt bei 5,1 Fallen/100.000 Personenjahre (auch
hier war eine deutliche Zunahme in den letzten Jahrzehnten zu verzeichnen),(Navaramam, Fleming et
al., 2011), (Coultas, Zumwalt et al., 1994)

Die Prognose der IPF ist schlecht; so betragt das mittlere Uberleben ab dem Zeitpunkt
der Diagnosestellung 2,8-3 Jahre und die Mortalitat 70-90%. Negative prognostische Faktoren

sind unter anderem mannliches Geschlecht, hoheres Lebensalter, starke Belastungsdyspnoe,
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starke Einschréankung in der Lungenfunktionsdiagnostik, ausgeprégte
Neutrophilie/Eosinophilie in der BAL, hoher Anteil an retikularen Verdichtungen und
Honigwabenmustern in der High Resolution-Computertomographie, fehlendes Ansprechen

auf Corticosteroide und an hoher Anteil an fibroblastiren Foci,(Costabel & Guzman, 2003)

II. Pathogenese und alternative Immunantwort

Die IPF zeichnet sich priméar durch Fibroblastenproliferation und Umbau der
extrazellularen Matrix aus, was zur irreversiblen Zerstérung der Lungenarchitektur fihrt. Es
zeigt sich ein heterogenes Bild wenig oder gar nicht betroffener Areale, welche direkt an
Gebiete angrenzen, die alveolare Epithelzellsch&dden und -hyperplasien aufweisen.
Charakteristisch ist die Ausbildung von multiplen, v.a. subpleuralen fibroblastaren Herden; an
diesen Foci, die wahrscheinlich das Korrelat der vorausgegangenen Schadigung darstellen,
findet offenbar die aktive Kollagensynthese durch hochproliferative Myofibroblasten statt.
Neben den fibroblastaren Foci sind verdickte Septen und die zystische Honigwabenlunge
charakteristisch. Der primare Ausloser scheint eine Epithelschéddigung mit einer Stérung der
normalen Wundheilung zu sein, in deren Folge das physiologische Gleichgewicht zwischen
Auf- und Abbau von Kollagen, einhergehend mit der erhdhten Anwesenheit von pro-
fibrotischen Wachstumsfaktoren und der folgenden Anh&aufung von Kollagen, gestort
ist, (Antoniades, Bravo et al., 1990), (Kapanci, Desmouliere et al., 1995), (Pan, Yamauchi et al., 2001), (Wallace & Howie, 1999), (Pardo &
Selman, 2002a), (Pardo & Selman, 2002b) Dyje {jberschieBende Wundheilung und Fibrose kann entweder
auf eine Schadigung, bei der eine Restitutio nicht mit normalen Mechanismen zu erreichen ist,
auf das Persistieren der Noxe oder auf einen genetischen Defekt zurlickgefiihrt werden. Nach
und nach fuhrt die Summe der kleineren Schadigungen zur Fibrose des Areals und dem
Remodeling mit Veranderungen der Homdostase der epithelial-mesenchymalen Einheit
grolRerer Gebiete. Das Auftreten entziindlicher Veranderungen ist vermutlich ein sekundéres
Geschehen. Die Entziindungsreaktion zeigt sich v.a. durch interstitielle Lymphozyten und
Plasmazellen sowie intraalveoldre Makrophagen, (Antoniades, Bravo etal., 1990), (Kapanci, Desmouliere et al.,
1995), (Pan, Yamauchi et al., 2001), (Wallace & Howie, 1999), (Pardo & Selman, 2002a), (Pardo & Selman, 2002b) \.a. durch diese
Immunzellen und die Pneumozyten werden in der Folge pro-fibrotische Zytokine gebildet, die
den Prozess unterhalten, (Fernandez & Eickelberg, 2012) Dyapey st die Expression und Produktion von
CCL18 durch die Alveolarmakrophagen erhéht, welche sich vermutlich nach Aktivierung
durch IL-4 und 1L-13 als alternativ aktivierte Makrophagen présentieren, (akubzick, Choi etal., 2003)

Dabei fuihrt der Kontakt von Fibroblasten mit Kollagen zu einer Erhéhung der CCL18-
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Freisetzung durch Alveolarmakrophagen; durch den alternativ aktivierten Phénotyp der
Makrophagen mit hoher CCL18-Produktion wird seinerseits die Synthese von Kollagen durch
die Fibroblasten geférdert, sodass diese positive Ruckkopplung fiir das Fortschreiten der
Fibrose verantwortlich ist.

Proliferierende und migrierende Myofibroblasten spielen eine gro3e Rolle bei der IPF,
da sie zur vermehrten Ablagerung von Extrazellularmatrix fiihren. Sie zeigen bei der IPF im
\ergleich zu gesunden Normalpersonen ein aggressiveres Migrations- und
Invasionsverhalten. (" Jiang etal. 2011) Nehen den durch epithelial-mesenchymale Transformation
entstehenden Fibroblasten dienen Perizyten(Rock. Barkauskasetal,, 2011) nq Mesothelzellen(™ubarak
Montes-Worboys etal., 2012) (\yas auch die haufige subpleurale Lage der Foci erklart) als Quelle
aktivierter Myofibroblasten.

Es hat sich gezeigt, dass die Foci zwar die Frontlinien der Fibrose darstellen, diese Foci
aber Uber ein retikuldres Netz verbunden sind, das sich von der Pleura nach innen zieht,
sodass ein fokales Geschehen unwahrscheinlich ist. AuBerdem scheint sich eine diffuse
Schadigung der Lunge in den subpleural gelegenen Foci auszuwirken; dies geschieht vor
allem bei Patienten, die eine noch unbekannte Empfanglichkeit aufweisen, (eingeschrénkte
Fahigkeit zur Reexpansion oder Reparatur nach der Schadigung).(unhn & McDonald, 1891), (King,
Schwarz et al., 2001), (Cool, Groshong et al., 2006), (Souza, Milller et al., 2005), (Katzenstein & Myers, 1998)

Es besteht eine deutliche Assoziation zwischen dem Auftreten der IPF und dem Konsum
von Zigaretten als eine typische Noxe, obwohl ein Drittel der Patienten mit IPF Nicht-
Raucher sind und die Zusammenhénge wie z.B. das Auftreten bei Ex-Rauchern nicht
abschl ieBend geklért Sind.(Baumgartner, Samet et al., 1997), (Steele, Speer et al., 2005), (Selman, 2003), (Fraig, Shreesha et al.,
2002) Interessanterweise konnte gezeigt werden, dass die CCL18-Produktion in BAL-Zellen bei
Rauchern vermindert war, was nach Meinung der Autoren auf eine chronische LPS-
Exposition und ein einzigartiges Aktivierungsmuster der Makrophagen durch Zigarettenrauch
zuriickzufiihren sei,(Kollert, Probstetal., 2009 panepen spielen auch Alterungsprozesse(Faner Rojes etal.
2012) Vfirusinfektionen(Lasithiotaki, Antoniou etal., 2011) g gastro-gsophagealer Reflux(Reghy, Freudenberger
etal., 2006) g5 qusldsende Schadigungsmechanismen eine Rolle.

Die durch Fibroblasten, natives Kollagen und Th2-Zytokin-Stimulation aktivierten
alveoldren und interstitiellen M2-Makrophagen sind dabei fir eine bis zu 10-100-fach erhdhte
Produktion von CCL18 bei der IPF verantwortlich (sowohl durch eine prozentuale Steigerung
des Anteils von CCL18-produzierenden Makrophagen, als auch durch eine erhdhte CCL18-

Produktion durch individuelle Makrophagen).(Prasse. Pechkovsky etal., 2006)
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Es ist also wahrscheinlich, dass die Erkrankung bei Patienten auftritt, die einer Vielzahl
verschiedener Schadigungen wie subklinischen Aspirationen, Virusinfektionen, Staub- oder
Medikamentenexposition ausgesetzt sind und die eine genetische Vulnerabilitdt mit gestorten
Reparaturmechanismen aufweisen. Fur diese Annahme sprechen wiirde der oft stufenweise
Verlauf der Erkrankung und das haufige Auftreten bei Ex-Rauchern. (Cottin. 2006), (Hunninghake &
Schwarz, 2007)

Das Vorhandensein pro-fibrotischer Faktoren kann als Ausdruck des fibrotischen
Prozesses angesehen werden, oder selbst Ursache der progredienten Vernarbung sein oder
beides als Bestandteil einer sich selbst erhaltenden positiven Riickkopplung (s.u.).(t" L etal,
2011), (Khalil, 0*Connor et al., 1991), (Keane, Strieter et al., 2005) TGF-B als wichtigster dieser Zytokine 16st dabei
unter anderem eine epithelial-mesenchymale Transformation der Pneumozyten aus.(Kim Kugler et
al. 2006) Daneben spielt unter anderem auch CCL18 eine bedeutende Rolle in diesem Umbau,
da es im Rahmen eines ,,circulus vitiosus* zwischen alveolaren M2-Makrophagen und
Kollagen-produzierenden Fibroblasten die fibrotische Umwandlung fordert. Die erhdhte
Produktion von CCL18 bei der IPF ist ein Hinweis auf das Ungleichgewicht in der Regulation
zwischen Thl- und Th2-Zytokinen in der IPF, vor allem sind die M2-Chemokine
(insbesondere CCL18) im Rahmen einer akuten Exazerbation der IPF deutlich erhoht.®rasse
Pechkovsky et al., 2006)

In der fibrotisch veranderten Lunge dominiert ein Th2-Zytokin-Milieu, charakterisiert
durch die vermehrte Produktion von IL-4, IL-10 und IL-13. Dabei sind AM bei der
Produktion der pro-fibrotischen Zytokine wesentlich beteiligt, (. 2004), (Wallace, Ramage et al., 1995),
(Martinez, King et al., 1997), (Hancock, Armstrong et al., 1998), (Nagaoka, Trapnell et al., 1990) Diese M2-Makr0phagen
sind an Wundheilungs- und fibrotischen Prozessen beteiligt.(Shearen Richards etal., 1997) pgpei
besteht eine Assoziation zwischen dem M2-typischen Expressionsmuster der AM und der IPF
mit einer erhdhten Expression von CCL18. (Pechkovsky, Prasse etal., 2010), (Prasse, Pechkovsky et al., 2007) Eg
scheint aulRerdem ein feedback-Mechanismus zwischen Fibroblasten und
Alveolarmakrophagen zu existieren, aufgrund dessen die erhohte CCL18-Produktion durch
die Makrophagen zu einer vermehrten Produktion von Kollagen durch Fibroblasten fuhrt.
Dieses neu synthetisierte Kollagen oder dessen Bruchstlicke steigern wiederum die CCL18-
Synthese. (Stanh Schuppeetal., 2013) Pyadyrch wiirde sich durch das vorherrschende Th2-Zytokin-
Milieu ein Teufelskreis mit Aufrechterhaltung des fibrotischen Prozesses ergeben. Prasse:
Pechkovsky et al., 2006)

Die interstitiellen und intraalveolaren Makrophagen, welche die fibroblastére Foci

umgeben, produzieren dabei CCL18. In Endothelzellen, bronchialen Zellen, fibroblastaren



24

Foci und der Zelllinie A 549 hingegen wurde weder CCL18-mRNA noch -Protein gefunden.
Daher sind Alveolarmakrophagen die Hauptquelle von CCL18 in der fibrotischen Lunge. Die
CCL18- und IL-1Ra-Produktion sind also Marker fur alternativ aktivierte Makrophagen im
Rahmen der |PF.(Prasse, Pechkovsky et al., 2006)

Die erhdhte Synthese von CCL18 durch Th2-Zytokine durch Alveolarmakrophagen
betreffend zeigte sich ein synergistischer Effekt durch die Anwesenheit von Fibroblasten.
Diese Beobachtung ist wahrscheinlich nicht auf eine Membran-abhéngige Rezeptor-
Interaktion zurtickzufuhren, sondern das Resultat 16slicher Mediatoren. Zudem erhéht der
Kontakt von AM Uber Scavenger-Rezeptoren und f2-Integrin mit Kollagen (produziert durch
die pulmonalen Fibroblasten) die Synthese von CCL18 (insbesondere in Kombination mit IL-
4 und IL-10; hier lasst sich eine Synergie beobachten, wodurch sich erkléren lieRe, dass auch
eine geringe T-Zell-Inflammation weitreichende Folgen auf die Fibrogenese haben kdnnte).
Die Produktion von Kollagen Typ I durch die Fibroblasten wiederum wird durch 16sliche
Mediatoren der AM gesteigert. Insbesondere konnte dieser Effekt durch CCL18 nachgewiesen
werden, (Prasse, Pechkovsky etal, 2006) pyja Pathogenese der IPF betreffend gibt es Hinweise, dass die
epithelial-mesenchymale Transformation (EMT) von Alveolarepithelzellen als Reaktion auf
Stress (neben der Proliferation von vorhandenen Fibroblasten und neben der Transition von
\organgerzellen aus Knochenmark und Peripherie) eine Rolle in der Fibroblasten-
Akkumulation und folgenden Kollagenbildung spielen kénnte. Urséachlich konnten Stressoren
(unter anderem Zigarettenrauch, Strahlung und diverse exogene Proteine) wie auch Zytokine
und Wachstumsfaktoren fiir die EMT verantwortlich sein,(Kalluri & Neilson, 2003), (Kage & Borok, 2012)
Auch im Rahmen der Tumorprogression und Metastasierung kommt es zu diesem
Phéanotypwechsel (z.B. bei der Tumorzelllinie A549, die von humanen alveoldren
Epithelzellen abgeleitet ist und als in vitro Modell fir Typ Il Alveolarzellen dienen), wobei in
diesem Fall EMT wahrscheinlich durch hohe Konzentrationen von CCL18 (produziert durch

TAM, also M2-Makrophagen) induziert werden kann, (Ploenes, Scholtes etal., 2013)



25

Healthy

A A I

Abb. 2: Gesunde und fibrotisch verénderte Lunge. Normale makroskopische und mikroskopische Architektur
der gesunden Lunge, Lunge mit IPF mit heterogenem Muster normaler und fibrotischer Areale,
Honigwabenmuster mit subpleuralen, v.a. basal gelegenen Verdickungen. A: VergréRerte normale
Alveolararchitektur. B. Geschéadigtes Epithel mit apoptotischen und hyperplastischen Verédnderungen des
Epithels, epithelial-mesenchymaler Transformation, Unterbrechungen der Basalmembran, kapillaren
Leckagen, Fibrinablagerungen, subepithelialen Ablagerungen von Myofibroblasten. Verstarkte Proliferation
mesothelialer Zellen (subpleurale Verdickung) und von Perizyten der GeféRe. Quelle Abb. 2: Fernandez, I. E.,
and O. Eickelberg. 2012. New cellular and molecular mechanisms of lung injury and fibrosis in idiopathic
pulmonary fibrosis. Lancet 380:680-688.
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G. Sarkoidose

L. Definition

Die Sarkoidose ist eine idiopathische, granulomattse Systemerkrankung des
Bindegewebes, die mit einer Inflammation einhergeht. Dabei ist die Ausbildung von
Granulomen in allen Organen maoglich.

Die pulmonale Sarkoidose, die einen Grofteil der Falle ausmacht, wird in 30-50% der
Falle durch trockenen Reizhusten, Dyspnoe und Pleurodynie symptomatisch. Uber 60% der
Félle werden im radiologischen Stadium | diagnostiziert, das oftmals spontan ausheilt. Bei
immerhin 10-30% der Patienten zeigt sich allerdings ein chronischer Verlauf mit potentiell
lebensbedrohlichen Folgeerscheinungen wie einer Lungenfibrose oder einer
pulmonalarteriellen Hypertonie. Die Lungenfibrose mit einer massiven Expansion der
Granulome ohne Ansprechen auf Therapie stellt in westlichen Landern die Haupttodesursache
bei Sarkoidose-Patienten dar. Bei % der Patienten zeigt sich das klassische Bild einer bihilaren
Lymphadenopathie in der Rontgen-Thorax-Aufnahme,(Anon. 1999), (Pietinalho, Ohmichi et al., 1999), (Judson,
2008), (Nunes, Bouvry et al., 2007), (Semenzato, Bortoli et al., 2005)

Die BAL wird zur Diagnosestellung, Verlaufskontrolle und Aktivitatsbestimmung
eingesetzt. Man findet erhdhte Lymphozytenzahlen bei normal-niedrigen
Granulozytenkonzentrationen. Sehr spezifisch (besser noch als transbronchiale Biopsien) aber
wenig sensitiv ist eine Erhéhung der CD4*/CD8"-Ratio auf tiber 3,5 (Normalwert unter 2),
wobei dieser Quotient mit fortschreitender Sarkoidose immer weniger geeignet ist. Durch die

geringe Sensitivitat sollten radiologisch interstitielle Lungenerkrankungen ausgeschlossen
werden (Costabel, Guzman et al., 2005), (Kantrow, Meyer et al., 1997), (Winterbauer, Lammert et al., 1993), (Ziegenhagen, Rothe et al.,

2003), (Costabel, Guzman et al., 2007)

I1. Pathogenese und klassische Immunantwort

Die Exposition einer genetisch empfanglichen Person gegentiber einem Antigen fuhrt
zur typisch nicht-einschmelzenden granulomattsen Entziindung mit einer starken Th1-Zell-
mediierten Immunitéat gegen das Antigen. Dieser Verlauf ist auf ein Ungleichgewicht
regulatorischer und pro-inflammatorischer Faktoren zuriickzufiihren. Es kommt zu einer
Akkumulation von Lymphozyten und Makrophagen in den Alveolen mit T-Zell-Immunitat

gegen das Antigen, die von den Antigen-prasentierenden Makrophagen vermittelt wird.
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Aullerdem ist das Zytokin-Milieu v.a. im Bereich der Granulome bei der Sarkoidose zu einem
Th1-typischen verschoben, unter Beteiligung von Zytokinen wie Interleukinen (v.a. IL2),
TNF-o und IFN-y und angiogenetischen Faktoren wie vascular endothelial growth factor
VEGF. Nach der Aktivierung der Makrophagen bilden sich Granulome aus. (fannuzzi, Rybicki etal.,
2007) Beij genetisch suszeptiblen Patienten kommt es zu einer Persistenz der inflammatorischen
Reaktion und damit zur chronischen Sarkoidose mit begleitender progressiver Fibrose und
dann moglicherweise im Verlauf der Sarkoidose dominierender Th2-Antwort (1L-13, IL-
10).(Bingisser, Speich et a., 2000), (Hauber, Gholami et a., 2003), (Rybicki, Hirst et al., 2005)

Fur die Ausbildung von Granulomen ist die Aktivierung von T-Zellen notwendig. Es
gibt Anzeichen dafir, dass die T-Zellen physiologisch durch ein persistierendes Antigen via T-
Zell-Rezeptor TCR aktiviert werden und mit der Bildung von IL-2, IL-6 und IFN-y
reagieren, (Pevergne, Emilie et al., 1992), (du Bois, Kirby etal., 1992) Nehen der klonalen Expansion
akkumulieren die T-Zellen durch von Makrophagen, epithelialen und endothelialen Zellen
sezernierte Mediatoren, deren Konzentrationen mit dem Auspragungsgrad der Alveolitis und
dem Verlauf korre|ieren.(Rothkrantz—Kos, Van Dieijen-Visser et al., 2003), (Capelli, Di Stefano et al., 2002) Im Bereich
der Granulome dominiert die Th1-Subpopulation, wéhrend in den Alveolen die
Differenzierung sowohl zu Th1 als auch Th2 (welche aber wahrscheinlich supprimiert sind)
auseinandergeht, (Baumen Zisseletal, 1997) pyje Sarkoidose geht dabei mit einer Expansion
regulatorischer T-regulatorischer Zellen Treg einher, welche potente antiproliferative
Eigenschaften aufweisen, deren Funktion aber insuffizient ist.(Mivara Amouraetal, 2006) prch die
Sekretion von IL-4 durch diese Treg kommt es zur Proliferation von Fibroblasten und
Aktivierung von Mastzellen mit konsekutiver fibrotischer Reaktion. (Taflin. Mivara etal., 2009), (Rappl,
Pabst etal., 2011), (Prasse, Zissel et al., 2010) |nteressanterweise besteht bei der Sarkoidose eine periphere
Anergie bei Hyperreaktivitdt im Bereich der Granulome, hervorgerufen durch die
Umverteilung der Treg.(Miyara Amoura et al., 2006)
Makrophagen spielen eine essentielle Rolle bei der Sarkoidose. Zum einen bilden sie die
vielkernigen Riesenzellen des Granulom-Zentrums, zum anderen ist die Zahl der
Alveolarmakrophagen erhoht und diese zeigen Anzeichen einer Aktivierung mit
einhergehender Bildung von Zytokinen (v.a. TNF-a). Sie dienen der Rekrutierung der o.g. T-
Zellen als APC, mit Aufnahme, Prozessierung und Présentation des unbekannten Antigens
uber Major histocompability complexes MHC-Molekiile an der Zelloberflache, zusammen
mit co-stimulatorischen Signalen. Dabei gibt es Hinweise, dass bei der Sarkoidose die AM
einen verénderten Phanotyp aufweisen, wodurch sie in Arealen der aktiven Erkrankung

Antigene mit hoher Effizienz und Kapazitét prasentieren kénnen (wohingegen bei gesunden
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Probanden die Zugabe von AM zu proliferierenden T-Zellen zu einer Reduktion der

Prol iferation fUhrt).('-em' Lipscomb et al., 1985), (Venet, Hance et al., 1985), (Ettensohn, Lalor et al., 1986), (Ina, Takada et al.,
1990) Digse hoch-effizienten AM exprimieren als Zeichen ihrer Aktivierung vermehrt MHC 1I-
Molekdile auf ihrer Oberflache und diese sind insbesondere HLA-Subtypen, welche mit einem
groleren Risiko fir das Auftreten einer bestimmten Erkrankung verbunden sind
(beispielsweise ist der HLA-DR3-Haplotyp mit dem Auftreten des Lofgren-Syndroms

assozi iert).(ROSSi' Zocchi et al., 1986), (Martinetti, Luisetti et al., 2002), (Berlin, Fogdell-Hahn et al., 1997) Zudem sind auf
den AM vermehrt co-stimulatorischer Molekile wie CD72, CD80, CD86, CD153 und CD154
sowie Molekiile wie CD11a,b,c und CD54, die eigentlich der Zelladhasion dienen, aber auch
Antigene prasentieren kdnnen, exprimiert, (#issel, Emstetal, 1997), (Nicod & Isler, 1997), (Kaneko, Kuwano et al.
1999), (Agostini, Trentin et al., 1999), (Wahlstrom, Berlin et al., 1999) Dle Makrophagen, dle in der BALF in frUhen
Stadien I-111 der Sarkoidose gefunden wurden, waren dabei v.a. durch das Vorhandensein von
CD40-Molekilen und ein Fehlen von CD163-Molekiilen sowie durch eine geringere CCL18-
Produktion charakterisiert, was auf eine M1-Polarisation schlieBen lasst, (Prasse. Pechkovsky etal., 2006),
(Wojtan, Mierzejewski et al., 2016) \fjt Fortschreiten der Sarkoidose steigen die durch die BALF-Zellen
produzierten CCL18-Level, was auf ein Shift der M1- zu einer M2-Differenzierung im

Verlauf des fibrotischen Umbaus hinweist, (Prasse. Pechkovsky et al., 2006)
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2. Fragestellung

A. Grundannahmen

Die Konzentration von extrazelluldrem ATP ist in den BALF bei der IPF erhoht. (Riteau.
Gasse etal, 2010) ATP jst auRerdem ein ,,danger signal®, das im Milieu von Entziindungen erhdht
jst(Gallucct & Matzinger, 2001), (vVan Furth, 1982) nd| daher eine M1-Aktivierung von Makrophagen
ausldsen sollte.

Demgegenuber ist die IPF durch eine Dominanz von M2-Makrophagen/ TAM
gekennzeichnet und CCL18 kann als typischer Marker flr diese Makrophagen betrachtet
Werden'(Mantovani, Sica et al., 2005), (Mantovani, Sozzani et al., 2002), (Wynn, 2004), (Stahl, Schupp et al., 2013)

Dieser scheinbare Widerspruch sollte in der vorliegenden Arbeit untersucht werden.
Daher lautete die These, die in dieser Dissertation untersucht werden sollte, dass durch den
Einfluss hoher extrazellularer ATP-Spiegel die Aktivierung und Differenzierung von
Makrophagen hin zu klassisch aktivierten M1-Makrophagen beeinflusst wird, was sich
wiederum in der Produktion bestimmter Zytokine und der Expression verschiedener
Rezeptoren niederschlagen muss. Dagegen muss es bereits differenzierte M2-Populationen

geben, die gegentiber dem Stimulus ATP inert sind.

B. Fragen

1. Welchen Einfluss haben ATP, der spezifische P2X7-Rezeptor-Agonist BzATP und
das Nukleosidtriphosphat- und -diphosphat-verdauende Enzym Apyrase auf die
Aktivierung und Differenzierung von Monozyten (interpretiert anhand einer
Anderung der Synthese der Marker-Zytokine CCL18, IL-1Ra, IL-18 und TNF-a)?

2. Wie wirkt sich die Ko-Kultivierung von Monozyten mit der Tumorzelllinie A549
auf die Differenzierung aus und wie wird die Wirkung vermittelt? Zeigt sich eine
Aktivierung zu Tumor-associated macrophages (M2-Makrophagen, vergleichbar der
Aktivierung durch Fibroblasten)?

3. Welchen zeitlichen Einfluss gibt es auf die Polarisation und Differenzierung?

4, Welchen Einfluss haben bakterielle Produkte wie LPS (v.a. in Kombination mit ATP
bzw. Apyrase oder Produkten der Tumorzellen) auf die Differenzierung der

Monozyten?
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5. Haben Purin-Rezeptor-Antagonisten einen Effekt auf die Polarisierung der
Makrophagen?

6. Andert sich die Expression bestimmter Purinozeptoren im zeitlichen Verlauf?
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3. Materialien und Methoden

A. Materialien

L Gerate

Analysewaage Handy H51-D
Begasungsbrutschrank

ELISA-Reader

iCycler

USA

LaminAir HB2448

Mikroskop Axiolab

Mikroskop CK2

Multichannel Pipetten 12-Kanal (100, 200 pl)
Spektralphotometer NanoDrop ND2000

Neubauer-Zahlkammer (verbessert)
PCR-Cycler T-Gradient

Pipetten Pipetta 2 (10, 50, 200, 1000 ul)
Pipetten (20, 100, 1000 pl)
Préazisionswaage Scaltec SBC52

Software

VarioMACS Permanentmagnet
\ortexer Mixer

Sartorius. Gottingen, D
Heraeus, Stuttgart, D
Bio-Tek Instruments Inc., Gédenstorf, D

Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA,

Heraeus, Stuttgart, D

Carl Zeiss, Oberkochem, D
Olympus, Hamburg, D

Brand, Wertheim/Main, D
ThermoFisher Scientific, Waltham, MA,
USA

Brand, Wertheim/Main, D

Biometra, Gottingen, D

Ratiolab, Dreieich, D

Labsystems, Helsinki, FIN

Scaltec, Heiligenstadt, D

Revelation SOFTWARE, Dynex
Technologies — Auswertung ELISA
iCycler 3.0 software, Bio-Rad
Laboratories — Auswertung PCR
GraphPad Prism version 5.01/

6.01 for Windows, GraphPad
Software — statistische und gaphische
Auswertung der Ergebnisse

AmplifX version 1.44 by Nicolas
Jullien — Design der Primer

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, D
neolLab, Heidelberg, D



Werkbank Hera Safe Typ HS18
Zentrifuge Centrifuge 5415 C
Zentrifuge LaboFuge 400R
Zentrifuge Rotixa/RP

II. Verbrauchsmaterialien

Adhéasionsobjekttrager
Deckglaser 24x60
EDTA-Serum-Réhrchen

Kulturflaschen 50ml Advanced Filter Top

Handschuhe Sensiclean Latex/Nitratex
Kulturplatten Costar 24 Well Culture
Kulturplatten Costar 12 Well Culture
MACS LS Columns

PCR-Platten 96-Well Nunc

PCR Softtubes 0,2 ml

Pipettenspitzen

Reagenzrohrchen Falcon 2052 (15; 50 ml)

ReaktionsgefaRe (0,5; 1,5; 2 ml)
Rundbodenplatten 96 Well

[II.  Chemikalien, Biochemikalien und Medien
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Absolute SYBR Green Fluorescein
Aceton
Bovine serum albumin (BSA)

Chloroform

Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM)
Dulbecco's Phosphate-Buffered Saline (DPBS)

Duo-Set fiir ELISA (CCL18, IL18, TNFa, IL1Ra)

Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)
Ethanol 99,9%
Fetal Calf Serum (FCS)

Heraeus, Stuttgart, D
Eppendorf, Hamburg, D
Heraeus, Stuttgart, D
Hettich, Tuttlingen, D

Marienfeld, Bad Mergentheim, D
Engelbrecht, Edermiinde, D

Sarstedt, Nimbrecht, D

Greiner Bio-One, Kremsmiinster, AT
Ansell, Minchen, D

ClusterComing Inc., Corning, NY, USA
ClusterComing Inc., Corning, NY, USA
Miltenyi Biotech, Bergisch-Gladbach, D
Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA
Biozym Scientific GmbH, Hessisch
Oldendorf, D

Ratiolab, Dreieich, D

Becton Dickinson Labware, Franklin
Lakes, NJ, USA

Eppendorf, Hamburg, D

NUNC Brand Products, DK

ABgene, Apsom, UK

Merck, Darmstadt, D

Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA
Merck, Darmstadt, D

Gibco Life Technologies, Paisley, GB
Gibco Life Technologies, Paisley, GB
R&D Systems, Minneapolis, MN, USA
BioWhittaker, Lonza, Basel, CH

Baker, Dventer, NL

Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA



Ficoll Separating Solution

1Q Supermix

iScript cDNA synthesis Kit

Isopropanol

MACS CD14 MicroBeads
Penicillin/Streptomycin Seromed
Propanol

RPMI 1640 Medium + L-Glutamine
Schwefelsdure (H2S04)

Stratascript, RT-Kit

Trizol-Reagent

Trypsin

Turk-Losung

IV.  Stimulanzien
Adenosintriphosphat (ATP)
Adenosindiphosphat (ADP)
Adenosinmonophosphat (AMP)
Adenosin
Apyrase
Benzoyladenosintriphosphat (BzATP)
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Biochrom, Berlin, D

Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA,
USA

Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA,
USA

Merck, Darmstadt, D

Miltenyi Biotech, Bergisch-Gladbach, D

Biochrom, Berlin, D

Merck, Darmstadt, D

Gibco, Paisley, UK

Merck, Darmstadt, D
Stratagene, La Jolla, CA, USA
Gibco, Paisley, UK

Gibco, Paisley, UK

Merck, Darmstadt, D

Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA
Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA
Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA
Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA
Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA
Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA

1-[N,O-bis-(5-1soquinolinsulfonyl)-N-methyl-L-tyrosyl]-4-phenylpiperazin (KN62)

Lipopolysaccharid LPS E. coli

Tocris Bioscience, Bristol, GB
Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA

Pyridoxalphosphatazophenyldisulfonsiure (PPADS)

Suramin

Tocris Bioscience, Bristol, GB

Tocris Bioscience, Bristol, GB

V. Puffer und L&sungen fiir Monozyten-lsolation

MACS-Puffer
500mI DPBS

25ml BSA (10%)

2ml EDTA (0,5M)
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Puffer und Loésungen fir ELISA

a) ELISA-Waschpuffer

100ml 10x DPBS

0,5ml Tween 20

b) ELISA-Blockpuffer

DPBS

1% BSA

5% Sucrose
c) ELISA-Substratpuffer

500 ml H20 bidest.

Einstellen mit 1 N NaOH auf pH 4,5
d) Tetramethyl-Benzidine-Ldsung fur ELISA

480 mg TMB

10 ml Aceton

200 pl H202

VIIL

Primer fir PCR

OligoDT-Primer

900ml demineralisiertes H,O

0,05% Natriumazid

3.15g Zitronensaure-Monohydrat

90 ml Ethanol

biomers.net GmbH, Ulm, D

Tabelle 1: Rt-PCR Ziele mit forward- und reverse-Primern

Target Forward Reverse
P2Y> GCCCCTGGAATGACACCATCAAT CGTACTTGAAGTCCTCGTTGAAGC
P2Y4 GCTGACTGCCGAGTACTGAACATT | GACGGAGCTGACGTCGATATTTGT
P2Y11 AAGTCCTGCCCTGCCAACTTCT TTCCGGATGCTGAAGCGGTACA
P2Y12 |ATCTGGGCATTCATGTTCTTACTC |TGCCAGACTAGACCGAACTCT
P2X7 AGATCGTGGAGAATGGAGTG TTCTCGTGGTGTAGTTGTGG
CCL18 |CCCTCCTTGTCCTCGTCTG GCTTCAGGTCGCTGATGTATT
GAPDH [ CACCAGGGCTGCTTTTAACT GATCTCGCTCCTGGAAGATG

B. Methoden

L. Probandeneinschluss

Fur die Arbeit wurde peripher-vendses Blut von gesunden, freiwilligen Spendern

entnommen. Insgesamt wurden die Proben von neun verschiedenen Probanden verwendet, die

wiederholt (zwischen ein und funf Mal) Blut spendeten. Unter den Probanden sind drei
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weibliche und sechs ménnliche Personen. Das durchschnittliche Alter betragt 24 Jahre mit
einer Spanne zwischen 22 und 28 Jahren (Mean 24,05 Jahre, SD £ 1,39 Jahre).
Ausschlusskriterien waren aktive Infektionen in den vorausgehenden sieben Tagen, operative
Eingriffe kurz zuvor und jegliche chronischen Erkrankungen. Die Rekrutierung der
Probanden erfolgte hauptséchlich aus Mitarbeitern der medizinischen Universitatsklinik
Freiburg und externen Freiwilligen. Die Blutentnahme erfolgte nach Aufklarung und

Einwilligung.

I1. Gewinnung der Serumproben und Monozytenisolation

Den Probanden werden zwischen 80 und 180 ml Blut aus der Vena mediana cubiti
entnommen und sofort weiterverarbeitet. Das Blut aus zwei bis drei EDTA-Entnahme-
rohrchen wird in ein 50ml Falcon-Réhrchen Uberfiihrt und mit DPBS bis auf 50ml aufgefullt.
In weiteren Réhrchen werden 20ml Ficoll Separationsmedium mit einer Dichte von 1,077g/ml
vorgelegt und mit 25ml des verdiinnten Vollblutes vorsichtig tiberschichtet. Wéhrend der
anschlieBenden 20-minttigen Zentrifugation bei 4°C passieren Granulozyten und
Erythrozyten auf Grund ihres groReren spezifischen Gewichtes das Separationsmedium und
sedimentieren auf dem Boden des Réhrchens, wohingegen sich Monozyten und Lymphozyten,
welche ein spezifisches Gewicht <1,077g/ml haben, an der Interphase zwischen Medium und
Plasma ansammeln (Abb. 3).

Danach kodnnen die peripheral blood mononuclear cells (PBMC) aus der Interphase in
die Pipette abgenommen werden. Es folgt das Waschen der Zellen mit DPBS und die
Uberfiihrung der Pellets aus PBMC in ein Falcon-Réhrchen. Die verdichteten Zellen werden
in 10ml MACS-Puffer resuspendiert und wahrend der folgenden Z&hlung kiihl gelagert.
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Abb. 3: Ficoll-Dichtegradientenzentrifugation, links Zustand vor, rechts nach
Zentrifugation. 1: Vollblut 2: Separationsmedium 3: Serumiiberstand 4: Pellet aus
Erythrozyten und Granulozyten 5: Interphase mit Lymphozyten und Monozyten. Quelle
Abb. 3: PECSI TUDOMANYEGYETEM - KLINIKAI KOZPONT, Immunolégiai és
Biotechnoldgiai Intézet (Klinisches Zentrum der Universitat Pécs, Institut fur Immunologie
und Biotechnologie, deutsche Version), Separation der Blutzellen,
http://www.immbio.hu/de/edu/pr_ficoll_de09.pdf (Stand 17.01.2013, 16.00 Uhr)

Die isolierten Zellen werden zur Z&hlung in 10 ml DPBS aufgenommen. Die
Gesamtzahl der isolierten Zellen wird aus der nun bestimmten Zelldichte bestimmt. Dazu
werden 10 pl der Zellsuspension mit 90 ul Tiirk scher Losung vermischt (1:10-Verdinnung).
Nachfolgend errechnet man die Zellzahl mit Hilfe einer Z&hlkammer im Lichtmikroskop,
wobei vier gro3e Quadranten der Neubauer Kammer von je 0,1 pl Volumen ausgezéhlt
wurden. Die durchschnittliche Zellzahl je GroBquadrant wird mit 10° multipliziert, woraus
sich die Zelldichte als Anzahl pro ml ergibt (Zellzahl pro ml = 10 (bei vorheriger Verdinnung)
x Zellzahl pro Quadrat x 10%).

Zur Isolierung bestimmter Zellen anhand von Oberflachenstrukturen aus dem
Zellgemisch der PBMC dient die ,,magnetic cell separation” (MACS). Daflr werden die
Zellen an paramagnetische MicroBeads gebunden. An diese 50nm groRen Magnetpartikeln
sind Antikorper gegen bestimmte Oberflachenmolekiile der Zellen gekoppelt. Zellen, die den
entsprechenden Marker tragen, binden dann diese Partikel. Beim Fluss durch eine Séule,
welche einem starken magnetischen Feld ausgesetzt ist, wird daher gewéhrleistet, dass nur der
markierte Zelltyp zurtickgehalten wird. Nachdem das Magnetfeld entfernt ist, konnen die

markierten Zellen dann ausgewaschen und so gewonnen werden.
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Magnetic labeling Magnetic separation Elution of the labeled cells

2

QL

Abb. 4: Zellseparation mit MACS. Nach der Bindung der paramagnetischen Partikel (,,Beads®) an
spezifische Oberflachenmolekille bestimmter Zellen, werden diese im magnetischen Feld
zuriickgehalten. Ohne Einwirkung des Magnetfeldes kdnnen die zuvor gekennzeichneten Zellen
ausgewaschen werden. Quelle Abb. 4: MACS technology — the basic principle, Miltenyi Biotec,
https://www.miltenyibiotec.com/Products-and-ServicessMACS-Cell-Separation/MACS-
Technology/Basic-principle.aspx (Stand 17.01.2013, 21.00 Uhr)

Zum Markieren werden die via Ficoll-isolierten Zellen erneut zentrifugiert, die Pellets
in 80l MACS-Puffer pro 107 Zellen aufgenommen und die anti-CD14*-MicroBeads in der
entsprechenden Menge zugegeben (20ul anti-CD14*-MicroBeads pro 107 Zellen). Nach einer
Inkubation im Kihlschrank fur 15 min folgt ein erneuter Waschschritt mit MACS-Puffer. Die
PBMC werden danach in 500ul MACS-Puffer pro 108 Zellen aufgenommen. Die LS-
Separationssaule fur die Positiv-Selektion wird am Magneten des VarioMACS-Separators
angebracht und mit 3ml MACS-Puffer gespilt. Die Zellsuspension wird daraufhin auf die
Séaule gegeben, danach wird noch dreimal mit jeweils 3ml MACS-Puffer gespdilt und die
CD14-negativen Zellen werden aufgefangen. Zur Gewinnung der CD14-positiven Zellen wird
die Sdule vom Separator entfernt, 5ml MACS-Puffer werden auf die Séule gegeben und
mittels eines Stempels werden die CD14%-Zellen herausgespiilt. Die Zellzahl wird erneut
mittels Neubauer-Zahlkammer bestimmt (bei vorherigen Arbeiten konnten mittels dieser

Methode in unserem Labor eine Reinheit von 97% erreicht werden).

I11. Kokultur mit A549 und konditioniertem Medium

A549-Zellen sind humane alveolére basale Epithelzellen eines Adenokarzinoms, die oft
als Modell fur Typ 11-Pneumozyten dienen. Die einschichtig in Gewebekulturflaschen
wachsenden Zellen werden in DMEM mit 10% FCS und 1% Penicillin/Streptomycin
kultiviert. Nach einer ausreichenden Zeit zur Proliferation werden die Zellen mittels Trypsin
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abgeldst und nach dem Waschen mit DPBS wird ihre Zahl in der Neubauer-Zahlkammer
bestimmt. Die A549-Zellen selbst oder das aus ihrer Kultur gewonnene konditionierte
Medium werden zu den zuvor isolierten Monozyten gegeben.

Um das konditionierte Medium CM der A549 zu erhalten, wurden die Zellen mit einer
Dichte von 1,1 x 10%/ml in 1ml Medium (DMEM + 10% FCS + 1% Pen/Strep) in einer 24-
Well-Platte Gber Nacht bei 37°C und 5% CO; kultiviert, um eine vollstandige Adhdrenz zu
ermdglichen. Nach dieser initialen Periode wurden die Zellen fur drei Stunden mit ATP in den
Konzentrationen 10pM oder 100uM stimuliert beziehungsweise blieben die Zellen
unstimuliert. Nach einem Austausch des Mediums und einer Kultivierung fur zusatzliche 24
Stunden wurden die nach Zentrifugation zellfreien Uberstinde abgenommen und in Aliquots
bei -80°C aufbewahrt.

IV.  Zellkulturen

Die isolierten Monozyten werden resuspendiert und in einer Konzentration von 1 x 10°
Zellen pro ml (bzw. 4 x 10° Zellen pro ml fiir die spatere Durchfiihrung einer PCR) und Well
in RPMI-1640 mit 10% FCS und 1% Pen/Strep in 24- (fur ELISA) oder 6- (fir PCR) Well-
Kulturplatten in einer angefeuchteten Atmosphére mit 5% CO, und 37°C (iber 24, 48 oder 72
Stunden kultiviert. Die Monozyten werden zu den Zeitpunkten Oh und 48h mit ATP, dem
spezifischen P2X7-Agonisten BzATP, mit ADP, AMP, Adenosin und/ oder LPS mit den
angegebenen Konzentrationen stimuliert. Um den Einfluss von endogen freigesetztem ATP zu
bestimmen, wird in einigen Versuchsansétzen die ATPase Apyrase hinzugefigt. Die
Purinorezeptor-Antagonisten PPADS (nicht-selektiver P2-Antagonist, Blockade von P2X1,
P2X2, P2X3, P2X5 (IC50 = 1 - 2.6 uM), nativem P2Y2-like (1C50 ~ 0.9 mM), und
rekombinantem P2Y4 (IC50 ~ 15 mM)), KN62 (nicht-kompetitiver Antagonist an P2X7
receptor (IC50 = 15 nM)) oder Suramin (nicht-selektiver P2-Antagonist) allein oder in
Kombinationen mit 0.g. Stimulantien (Antagonisten werden 30 min vor den Stimulantien
zugegeben) werden in den angezeigten Konzentrationen zu der Kultur gegeben um den
Einfluss verschiedener Rezeptoren zu bestimmen. Die Monozyten werden allein oder in Ko-
Kultur mit der Lungenkarzinom-Zelllinie A549 zur Induktion einer M2-Differenzierung
Kultiviert, (Maller-Quernheim, Potthast etal., 2012) pyje Ze||-freien Uberstande, welche nach der jeweiligen
Dauer der Kultur gewonnen werden konnten, werden bei -70°C fir die spatere Analyse
mittels ELISA aufbewahrt und die Zellen werden mit Hilfe von 200ul TRIzol fur die RNA-

Isolation und die anschlieRende PCR lysiert.
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Tabelle 2: Verwendete Stimulantien

Stimulans Hersteller Konzentrationen
ATP Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA 10puM
100uM
BzATP Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA 10pM
100pM
ADP Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA 10puM
100uM
AMP Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA 10pM
100pM
Adenosin Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA 1uM
10pM
50uM
Apyrase Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA 5U
LPS Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA 0,1pg/ml
1pg/ml
PPADS Tocris Bioscience, Bristol, GB 10puM
Suramin Tocris Bioscience, Bristol, GB 10puM
KN62 Tocris Bioscience, Bristol, GB 250nM

Tabelle 3: durchgefiihrte Versuchsansatze

Protokoll | Stimulation mit Zeitpunkt der Dauer der Kultur
Nr. Stimulation
1 - ohne Stimulantien Oh 72 h
- ATP 10/100uM
- BzATP 10/100uM
- Apyrase 5 U
2 - ohne Stimulantien 48 h 72h
- ATP 10/100uM
- BzATP 10/100uM
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- Apyrase 5 U

- ohne Stimulantien

- konditioniertes Medium CM

- konditioniertes Medium nach A549-
Stimulation mit 10uM ATP CM10

- konditioniertes Medium nach A549-
Stimulation mit 200uM ATP CM100

Oh

24h, 72 h

- ohne Stimulantien

- LPS 0,1pg/ml

- LPS 1pg/ml

- ATP 100puM

- Apyrase 5U

- LPS 0,1ug/ml + ATP 100uM

- LPS 0,1ug/ml + ATP 10uM

- LPS 1pg/ml + ATP 100uM

- LPS 1pg/ml + ATP 10uM

- LPS 0,1pg/ml + Apyrase 5U

- LPS 1pg/ml + Apyrase 5U

-CM

-LPS 0,1ug/ml + CM

- LPS 1pg/ml + CM

- ATP 100uM + CM

- Apyrase 5U + CM

- LPS 0,1pg/ml + ATP 100puM + CM
- LPS 0,1pg/ml + ATP 10uM + CM
- LPS 1ug/ml + ATP 100uM + CM
- LPS 1ug/ml + ATP 10uM + CM

- LPS 0,1pg/ml + Apyrase 5U + CM
- LPS 1ug/ml + Apyrase 5U + CM

Oh

72h

- ohne Stimulantien

- LPS 0,1pg/ml

- LPS 1pg/ml

- ATP 100puM

- Apyrase 5U

- LPS 0,1ug/ml + ATP 100uM
- LPS 0,1ug/ml + ATP 10uM
- LPS 1pg/ml + ATP 100uM

- LPS 1pg/ml + ATP 10uM

- LPS 0,1pg/ml + Apyrase 5U

48 h

72h
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- LPS 1pg/ml + Apyrase 5U

-CM

-LPS 0,1pg/ml + CM

- LPS 1pg/ml + CM

- ATP 100pM + CM

- Apyrase 5U + CM

- LPS 0,1ug/ml + ATP 100uM + CM
- LPS 0,1ug/ml + ATP 10uM + CM
- LPS 1pg/ml + ATP 100uM + CM
- LPS 1pg/ml + ATP 10puM + CM

- LPS 0,1pg/ml + Apyrase 5U + CM
- LPS 1ug/ml + Apyrase 5U + CM

- ohne Stimulantien

- Suramin 10uM

- PPADS 10uM

- KN62 250nM

- ATP 100puM

- ATP 10pM

- Suramin 10uM + ATP 100uM
- PPADS 10uM + ATP 100puM
- KN62 250nM + ATP 100uM
- Suramin 10uM + ATP 10uM
- PPADS 10uM + ATP 10uM
- KN62 250nM + ATP 10uM

- ADP 100uM

- ADP 10puM

- AMP 100puM

- AMP 10pM

- Adenosin 50uM

- Adenosin 10uM

- Adenosin 1uM

Ohbzw. 0,5h
(fiir die Antagonisten
nach vorheriger
Zugabe der

Stimulantien)

72h

- ohne Stimulantien
- ATP 100puM

Oh

48
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V. Enyzme-linked immunosorbent assay ELISA

1. Hintergrund
Das Prinzip des ELISA beruht auf einer Antigen-Antikorper-Bindungsreaktion. Der

primére ,,Capture- oder ,,Fanger*“-Antikorper bindet mit seinem Fc-Teil an den Boden der
Platte (feste Phase). Um ubriggebliebene unspezifische Protein-Bindungsstellen der Platte zu
blockieren wird der Blockpuffer zugegeben. Danach wird der zu untersuchende Analyt in der
fliissigen Phase (in dem Fall der Uberstand der Zellkulturen) in die Wells der Platte gegeben.
Das zu untersuchende Antigen bindet dann an den Capture-Antikorper. AnschlieRend wird der
zweite ,,Detection“-Antikorper dazugegeben, welcher an Biotin gekoppelt ist. Der sekundére
Antikdrper bindet dann an das gebundene Antigen und bildet so einen Immunkomplex. Es
wird der Streptavidin-Peroxidase-Komplex zugegeben, der an Biotin bindet und unter
Substratzugabe eine Farbreaktion auslost. Die Starke der Farbreaktion wird photometrisch
mittels ELISA-Reader gemessen und gibt damit die entsprechende Antigenkonzentration in
der zu untersuchenden Flissigkeit wieder. Um die Farbreaktion zu quantifizieren, werden
parallel standardisierte Losungen mit definierten Konzentrationen des Antigens untersucht

und ausgelesen.

TMB-Substrat

Biotin-gekoppelter Streptavidin
Detection AK @ Y of"'

Antigen

Capture AK y _:""::".' i ,

Abb. 5: Coating mit Capture-Antikorper. Zugabe der Probe, vorhandene Antigene werden an
den primaren AK gebunden. Bindung des Biotin-gekoppelten Detection-AK an das Antigen.
Bindung von Streptavidin an den Detection-AK. Zugabe von TMB (Farbsubstrat) und
Konvertierung in farbige Form. Quelle Abb. 5: Madifiziert nach Leinco technologies,
Sandwich ELISA Step by Step Diagram, http://blog.leinco.com/2010/sandwich-elisa-step-by-
step-diagram/ (Stand: 21.01.2013, 13.00 Uhr)

2. \ersuchsanleitung
Fur TNF-a, CCL18, IL-1p und IL-1Ra werden 50l des Capture-Antikorper (Anti-
TNF-0, Anti-CCL18, Anti-IL-1p und Anti-1L-1Ra, unkonjugiert, R&D, USA) in der
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Konzentration 1:220 in PBS in jedes Well einer Rundbodenplatte pipettiert und bei
Raumtemperatur tber Nacht inkubiert. Anschliellend werden die Wells aspiriert und die
ELISA-Platte viermal mit Waschpuffer (jeweils 4 x 400ul Waschpuffer) gewaschen und der
Puffer durch Umwenden der Platte und anschlieRendes Abldschen mit sauberen Papiertiichern
komplett entfernt. Um unspezifische Bindungen zu vermeiden, werden in jedes Well 300ul
Blockpuffer pipettiert und fiir mindestens eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Nun
wird erneut viermal mit Waschpuffer gewaschen. Nach dem Waschen werden 50l der
teilweise unverdiinnten, teils 1:2 bis 1:100 mit PBS/BSA verdlnnten Seren in Duplets
(jeweils zwei Wells) aufgetragen sowie die absteigenden Verdiinnungen der Standardlésung
und der Leerwert (PBS/BSA [1%]) zugegeben und fir zwei Stunden mit Klebefolie abgedeckt
inkubiert. Nachdem viermal mit Waschpuffer gewaschen wurde, wird der
Detektionsantikorper (Anti-TNF-a, Anti-CCL18, Anti-IL-1p und Anti-IL-1Ra, biotinyliert,
R&D, USA) (Konzentration 1:200 in PBS/1% BSA) in die Wells pipettiert, die
Rundbodenplatte wiederum abgedeckt fiir zwei Stunden bei Raumtemperatur inkubiert und
danach viermal mit Waschpuffer gewaschen. Daraufhin wird 50pl des Streptavidin-
Peroxidase-Komplexes 1:200 mit PBS verdinnt und in jedes Well aufgetragen, 20 min bei
Raumtemperatur in Dunkelheit inkubiert und erneut viermal mit Waschpuffer gewaschen. Im
néchsten Schritt wird in jedes Well 50 ul TMB-Substratlésung (6 ml Citrat-Substratpuffer mit
300 pl TMB-L6sung) gegeben. Auch hier wird fur 20 min im Dunkeln inkubiert. Nach Ablauf
der Zeit wird der ELISA durch die Zugabe von 50 pl 4N Schwefelsdure pro Well abgestoppt
und sofort im ELISA-Reader bei einer Wellenldnge von 450 nm ausgemessen. Die
Auswertung mit Ausgabe der relativen Konzentrationen (zur Standardlésung) erfolgt mit
Hilfe der mitgelieferten Software des ELISA-Readers.

VL. Polymerase chain reaction PCR

1. Hintergrund
Die PCR ist die Methode der Wahl, um DNA-Fragmente zu vervielfaltigen und diese

damit nachweisen zu kénnen. Insgesamt lauft die PCR in drei Teilschritten ab, welche sich
beliebig wiederholen lassen (bis zum Uberschreiten der Nachweisgrenze):
- Denaturierung der DNA- Doppelstrange bei 95° C, bei dieser Temperatur dann als
Einzelstrange vorliegend
- Hybridisierung spezifischer komplementérer Oligonukleotide (Primer) mit der

Einzelstrang-DNA (Festlegung des zu vervielfaltigenden DNA-Abschnitts durch die
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Basensequenz der Primer), daftir Absenkung der Temperatur (Annealing-Temperatur
spezifisch flr das verwendete Oligonukleotid; Bestimmung durch
Schmelzkurvenanalysen)

- Amplifikation des gewtinschten Abschnittes durch die DNA-Polymerase bei 72° C

Danach kann der PCR-Zyklus wieder von vorn beginnen. Die zu amplifizierende DNA wird
dabei exponentiell vervielfaltigt.

Ll =
] Ziel-Sequenz

genomische 3 =5
DNA / \
&' 3

Denaturierung bei 95°
C. Einzelstrang -DNA

=
g

/ Primerhybridisierung an
primde | Zielsequenz nach
: Abkiithlen

e
-
——

Thene Amplifikation, Hinzufiigen

Nuklzo- i |

tide von Nukleotiden an 3'-
Ende des Primers durch

1. Zyklus: ! _
7 Molekiile + hitzestabile Polymerase
A T
2. Zvklus: E E
4 Nulrhiilr/’/./ \ \ :
' \\

3. Zyklus: é

8 Molekiile é :

Abb. 6: Ablauf der PCR; Denaturierung, Hybridisierung, Amplifikation,
exponentielle Zunahme der Molekiile in jedem Zyklus. Quelle Abb. 6: Modifiziert
nach Schoolworkhelper - St. Rosemary Educational Institution, PCR: Uses, Steps,
Purpose, http://schoolworkhelper.net/pcr-uses-steps-purpose/ (Stand 21.01.2013,
16.00 Uhr)
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2. Versuchsanleitung

Zuerst muss die RNA der Zellen isoliert werden. Die zuvor mit TRIzol lysierten Zellen
werden zur Phasenseparation 5 min bei 30°C inkubiert, anschliefend 50ul Chloroform
zugegeben und die ReaktionsgefaRe fir 15 sec geschuttelt. Es folgt die erneute Inkubation bei
30°C fiir 3 min. Danach werden die Reaktionsgefalie fir 15 min bei 4°C mit 13.000 U/min
zentrifugiert. Nach der Zentrifugation zeigen sich drei Phasen: zuunterst eine rotliche
phenolhaltige Phase, in der Mitte eine weildliche Interphase und zuoberst eine wassrige, klare
Phase. Die oberste Phase wird abgenommen und in ein neues Reaktionsgefal3 tberflhrt, der
Rest wird verworfen. Nun folgt die Prézipitation der RNA mittels 100pul Isopropylalkohol.
AnschlieRend wird das Gefal wieder fir 10 min bei 30°C inkubiert und daraufhin fir 10 min
bei 4°C und 13.000 U/min zentrifugiert. Die ausgeféallte RNA liegt nun als Pellet am Boden
des ReaktionsgefaRes, der Uberstand kann abgekippt werden. Zur Reinigung der RNA werden
200ul 75% Ethanol zugegeben, das Gefal} gevortext und anschlielend eine Zentrifugation bei
7500 U/min und 4°C fiir 5 min durchgefiihrt. Der Uberstand wird anschlieBend vorsichtig
abgekippt und das RNA-Pellet am Boden des ReaktionsgeféalRes wird fur 10-30 min an der
Luft getrocknet, bis das Ethanol fast komplett verdunstet ist. Zum L6ésen der RNA werden
30p!l DEPC-H20 zugegeben und eine Inkubation fur 10 min bei 60°C durchgefihrt. Die
Konzentration der RNA wurde anschlieRend mittels Spektralphotometer NanoDrop bestimmt
und die Proben bei -80°C aufbewahrt.

Die Reverse Transkription ermdglicht es, aus RNA-Einzelstrangen doppelstrangige
RNA-DNA-Hybride zu synthetisieren. Diese Hybride komplementérer cDNA ermdglichen im
Gegensatz zur RNA die Amplifikation mittels PCR. Es wurde nach der 0.g. Bestimmung der
jeweiligen RNA-Konzentration das Volumen zugegeben, welches 1ug in DEPC-H20 gel6ster
RNA entspricht. Dieses Volumen in pl wird zusammen mit 4l 5x iScript Reaction Mix und
1ul iScript Reverse Transcriptase und die Differenz zum Totalvolumen von 20ul mit
Nuklease-freiem Wasser aufgefullt (Tab. 4). Der Ansatz wird im PCR-Cycler inkubiert bei
aufeinanderfolgend 5 min bei 25°C, 30 min bei 42°C (cDNA-Synthese) und 5 min bei 85°C
(Inaktivierungsphase). Die cDNA wird danach direkt in der PCR verwendet.

Tabelle 4: Reaktionsansatz cDNA-Synthese

5x iScript Reaction Mix (oligo d(T) Primer (komplementéar 4ul
zum poly-A-Schwanz der mMRNA) und random Hexamer-

Primer)

iScript Reverse Transcriptase 1l
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RNA-Probe Xul (2 1ug)
Nuklease-freies H,O (DEPC-H20) (20-4-1) - xul
Gesamtvolumen 20yl

Mit der synthetisierten cDNA kann nun die Real-Time-PCR durchgefuhrt werden. Zur
relativen Quantifizierung der mMRNA-Menge nutzt man die Eigenschaft von SYBR-Green, bei
Interkalierung in doppelstrangige DNA (dsDNA) zu fluoreszieren, wobei die Starke der
Fluoreszenz mit der Menge an dsDNA korreliert. Die Fluoreszenz wird dabei wéhrend der
Polymerase-Kettenreaktion vom RT-PCR-Gerat iCycler mittels Photoeinheit bestimmt. Eine
Zunahme der Fluoreszenz entspricht dann also der Amplifikation spezifischer DNA.
Abhangig von der verwendeten cDNA-Menge Uberschreitet die emittierte Fluoreszenz ab
einer bestimmten Zykluszahl (Ct, threshold Cycle, Schwellen-Zyklus) die
Hintergrundfluoreszenz. Je niedriger der Ct-Wert (je schneller der Schwellenwert erreicht
wird), umso hoher der Gehalt an spezifischer DNA. Um den Gehalt an DNA zwischen
unterschiedlichen Proben vergleichen zu kénnen, wird der Ct-Wert der Proben auf den Ct-
Wert eines konstitutiv exprimierten, nicht regulierten Reportergens (in diesem Fall
Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase GAPDH) bezogen. Das Verhaltnis vom Zielgen
zu dem dauerhaft exprimierten Housekeeping-Gen fur GAPDH dient dann der relativen
Quantifizierung. Die relative Expression des Zielgens wird mit Hilfe der ,,Delta-Delta-
Methode* bestimmt und mit der folgenden Formel berechnet: ~ rE = 2CUGAPDH) - Ct(Zielgen)
10.000.

Der Reaktionsansatz fir die PCR wird, wie in der Tabelle einzusehen, vorbereitet und in
jeweils ein Well pipettiert, wobei flr jede Probe und Standardlésung je ein Triplet (drei Wells)

verwendet wird.

Tabelle 5: Reaktionsansatz RT-PCR pro Well

H20 Master 9,3l

- . mix
Forward Primer (L-Primer, Sequenz s. 0.) 0,63ul
Reverse Primer (R-Primer, Sequenz s. 0.) 0,63ul
iQ SYBR-Green Supermix 12,5ul
cDNA 2ul
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Nachdem die 96-Well-Platte mit Klebefolie versiegelt ist und die Platte mit dem Inhalt
der Wells gemischt wurde, werden die Proben kurz zentrifugiert. Im iCycler erfolgt die
initiale Denaturierung bei 95°C flr 15 min mit Aktivierung der tag-Polymerase. Daran
schliel3t sich die Amplifikationsphase an, welche insgesamt 45 Mal wiederholt wird und aus
Denaturierung (95°C fur 10 sec), Annealing (57°C fir 15 sec) und Amplifikation (72°C fur 20
sec) besteht. Danach wird die Temperatur in 0,2°C-Schritten von 55°C bis auf 95°C erhoht
und nach jedem Schritt die Fluoreszenz des Produktes gemessen. Durch die
Temperaturerh6hung wird die dSDNA wieder in einzelstrangige DNA aufgeschmolzen und
die Fluoreszenz nimmt ebenso schrittweise ab. Bei der Amplifikation von spezifischen
Abschnitten (typisch fir das Zielgen) hat das entstehende Produkt eine einheitliche Grofi3e und
wird damit an einer spezifischen Temperatur aufgeschmolzen. Daher ist die Abnahme der
Fluoreszenz bei dieser Temperatur dann maximal, die aufgetragene Temperatur-Fluoreszenz-
Kurve hat dort ihren Wendepunkt und die erste Ableitung der Kurve demnach dort ihr
Maximum. Liegen diese Maxima immer stabil an derselben Stelle und stimmt die
gelelektrophoretisch bestimmte GroRte des Produkts mit der erwarteten Grol3e iberein, so
kann von der Spezifitat des Produktes ausgegangen werden. Daher wird die
Schmelzkurvenanalyse durchgefiihrt, um zu Gberprifen, ob das Produkt spezifisch ist. Die
Primer fir humanes GAPDH, CCL18, P2Y>, P2Y4, P2Y11, P2Y12und P2X7 wurden mittels
AmplifX Version 1.44 by Nicolas Jullien (CNRS, Aix-Marseille Université -
http://crn2m.univ-mrs.fr/pub/amplifx-dist) unter Verwendung von Sequenzen (s.0.) der
GenBank Database (National Center for Biotechnology Information -
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) hergestellt. Die Primer fur P2Y> und P2Y 1> wurden
fur die ubereinstimmende Region aller Isoformen designed. Die Primer wurden durch

biomers.net GmbH, Ulm, D synthetisiert. Die Primer-Sequenzen finden sich in Tab. 1.

VII.  Statistische Auswertung

Die Datensatze werden als Mittelwert £ SEM (Standardfehler des Mittelwertes)
dargestellt. Nicht-parametrische Kruskal-Wallis-Tests fir mehr als zwei Gruppen im Vergleich
und gepaarte Wilcoxon-Tests fir den Vergleich von zwei Gruppen wurden unter Verwendung
von GraphPad Prism (www.graphpad.com) durchgefiihrt, um die statistische Signifikanz zu
ermitteln. Ein p-Wert < 0.05 wurde als statistisch signifikant angesehen.
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4. Resultate

A. Zytokin-Level nach der Stimulation mit ATP, BzZATP und Apyrase (Protokoll

1 und 2; siehe Material und Methoden Tab. 3)
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Abb. 7a-f: Zytokinspiegel von CCL18 und IL1-Ra nach 72-stlindiger
Kultur frisch isolierter Monozyten mit sofortiger Stimulation durch ATP
(a, ¢), BZATP (b, d) und Apyrase (e, f). Dosisabhéngige Reduktion von
CCL18 (a, b) und IL1-Ra (c, d) durch ATP und BzATP. Apyrase erhéht
die Freisetzung von CCL18 (e), wéhrend die Freisetzung von IL-1Ra (f)
gesenkt wird.

Die Monozyten
wurden sofort nach
Initiierung der
Zellkultur mit 10uM
oder 100uM ATP
respektive BzATP
(einem selektiven
P2X-Rezeptor-
Agonisten, der v.a. am
P2X7-Rezeptor eine
potentere Wirkung
entfaltet als ATP)
stimuliert bzw. 5U des
ATP-abbauenden
Enzyms Apyrase
wurden zugegeben
(Zeitpunkt 0 h). Wie
in Abb. 7aund b
ersichtlich,
reduzierten sowohl
ATP (links) als auch
BzATP (rechts)
Dosis-abhangig die
Produktion des anti-

inflammatorischen

Zytokins CCL18. \Die Reduktion war sowohl fur ATP (p = 0.01 fir 10puM, p < 0.001 fiir
100uM) als auch fiir BzZATP in der Konzentration von 100uM (p = 0.03) statistisch signifikant.
Ahnlich Effekte zeigten sich auf die Synthese von IL-1Ra fiir ATP als auch fiir BzZATP (Abb.
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7c, d). Allerdings erreichen diese Effekte kein signifikantes Niveau. Im Gegensatz dazu
erhohte das ATP-abbauende Enzym Apyrase die Produktion von CCL18 wie erwartet und
reduzierte Uberraschenderweise signifikant die IL-1Ra-Synthese (Abb. 7e, f, p = 0.03).

Die Ko-Kultur der Monozyten mit der Zelllinie A549 erhohte die CCL18-Freisetzung
(Abb. 8a), wohingegen IL-1Ra davon unbeeinflusst blieb (Abb. 8b). Die Erhéhung des
CCL18 wurde nicht durch die A549-Zellen selbst verursacht, da sie kein CCL18 freisetzen.
Auch in der Ko-Kultur fihrte die Stimulation mit ATP (p = 0.03 fiir 20uM und 100uM) und
BzATP (p = 0.03 fur 100uM) zu einer signifikanten, Dosis-abhéngigen Verminderung der
CCL18-Sekretion (Abb. 8a). Durch die Stimulation der Ko-Kultur von Monozyten und A549
mit ATP wurde sogar der Ausgangswert von CCL18 ohne Ko-Kultur und ohne Stimulation
unterschritten. Unter diesen Bedingungen zeigte sich kein steigernder Effekt von Apyrase auf
die Konzentration von CCL18 (Abb. 8c). Die Produktion von IL-1Ra zeigte ein der
Monokultur vergleichbares Muster in der Ko-Kultur mit A549 bei Stimulation mit ATP und
BzATP: beide reduzierten Dosis-abhéngig IL-1Ra (Abb. 8b), wohingegen die IL-1Ra-Spiegel
durch die Zugabe von Apyrase unveréndert blieb (Abb. 8d).
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Abb. 8a-d: Zytokinspiegel von CCL18 und IL1-Ra nach 72-stindiger Kultur frisch isolierter Monozyten mit
sofortiger Stimulation durch ATP (a, b), und Apyrase (c, d) in Ko-Kultur mit der Tumorzelllinie A549.
Erhéhtes CCL18 durch die Ko-Kultur (a, ), dagegen Stagnation der IL1-Ra-Level (b, d). Dosisabhangige
Reduktion von CCL18 und IL1-Ra durch ATP auch in Ko-Kultur mit A549. Apyrase verandert weder die
Freisetzung von CCL18 noch von IL-1Ra.
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Sowohl ATP als auch BzATP erhéhten die IL-1B-Produktion marginal bei Stimulation
direkt nach Beginn der Kultur; dabei kam es v.a. bei htheren Konzentrationen von BzATP zu
einem Anstieg von IL-1p, der aber sehr gering war (Abb. 9a und b). Interessanterweise liel3
die direkte Zugabe von Apyrase die IL-1B-Konzentration stark ansteigen (Abb. 9c, p < 0.001).

Die Ko-Kultur mit A549 fiihrt zu einer Verdopplung der Synthese von IL-1p und die
Stimulation der Monozyten mit ATP und BzATP in der Ko-Kultur zeigte einen ahnlichen
Effekt wie bereits in der Monokultur beschrieben mit einem leichten Anstieg der IL-1p3-Level
(Abb. 9d und e); dagegen kam es nach der Beigabe von Apyrase zu einem ausgepréagten

Zuwachs der IL-1B-Synthese (Abb. 9f).
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Monozyten allein oder zusammen mit A549 kultiviert wurden (Abb. 10a und b, exemplarische

Daten fur CCL18).
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Abb. 10a, b: Zytokinspiegel von CCL18 nach 72-stiindiger Kultur frisch isolierter Monozyten mit
Stimulation nach 48 Stunden durch ATP, in Monokultur (a) und in Ko-Kultur mit der Tumorzelllinie A549
(b). Die CCL18-Spiegel bleiben durch die Stimulation nach 48 Stunden alleine und in Ko-Kultur
unverandert zu den Leveln ohne Stimulation.

B.  Einfluss von konditioniertem Medium auf Monozyten (Protokoll 3, 4 und 5)

Um weiterhin zu analysieren, ob die durch Ko-Kultur mit A549 gezeigten Resultate das
Ergebnis einer direkten Interaktion zwischen den Zellen sind oder der Effekt einer 16slichen
Substanz und um den direkten Einfluss der A549-Zellen zu reduzieren, wurden zellfreie
Uberstande aus A549-Kulturen gewonnen (CM, sieche M&M, Seite 40), und die Monozyten
wurden fir 24 h bzw. 72 h in diesem Medium kultiviert. Dieses konditionierte Medium
regulierte die CCL18-Produktion nach 24 h (Abb. 11a) und 72 h (Abb. 11 b) deutlich hoch,
hingegen wurde die Synthese von IL-1R zu beiden Zeitpunkten unterdriickt (Abb. 11a, b).
Dieser Effekt von CM auf Monozyten ist unabhangig davon, ob die A549-Zellen unstimuliert
waren (CM) oder zuvor mit 10uM (CM10) oder 100puM (CM100) ATP stimuliert wurden,
beobachtbar (Abb. 113, b).
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Abb. 11a, b: Zytokinspiegel von CCL18 und IL-1p nach 24- (a) und 72- (b) stiindiger Kultur frisch isolierter
Monozyten in konditioniertem Medium. Die CCL18-Produktion wird durch das konditionierte Medium nach
24h und 72h Kultur erhéht, die Synthese von IL-1B sowohl nach 24h als auch nach 72h vermindert.

Dieses Ergebnis zeigt, dass die Zugabe von extrazellularem ATP keinen Einfluss auf
stimulatorische oder hemmende Wirkung der Zelllinie A549 hat. Der Mechanismus oder
Mediator, der die Produktion von CCL18 und IL-1B durch Monozyten bei der Kultivierung in
CM oder mit A549 veréndert, wird nicht via ATP reguliert.

Um das AusmaR der Effekte von ATP in Relation zu denen von CM abschétzen zu
koénnen, wurden zu den in CM kultivierten Monozyten entweder ATP oder Apyrase
hinzugefiigt (Protokoll 4). Die Stimulation der Monozyten mit ATP senkte die Produktion des
CM-induzierten CCL18 unter die Baseline-Synthese des Zytokins ohne jegliche Stimulation;
selbst die Levels von durch unstimulierten Monozyten ohne CM produziertem CCL18 wurden
noch unterschritten (Abb. 12a). Dagegen erreichte die Konzentration von IL-1f unter diesen
\oraussetzungen nicht einmal den Ausgangsspiegel (Abb. 12b).

Die zusétzliche Gabe von Apyrase zum CM steigerte die Produktion von CCL18 noch
weiter und Apyrase trieb auch die Synthese von IL-1 ausgehend von den niedrigen
Konzentrationen mit CM als Kulturmedium in die H6he (etwa auf Baseline-Levels,
vergleichbar mit Effekten von Apyrase ohne CM) (Abb. 12c, d).



53
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Abb. 12a-d: Zytokinspiegel von CCL18 und IL-1f nach 72-stlindiger Kultur frisch isolierter Monozyten in
konditioniertem Medium und zusatzlich direkter Stimulation mit ATP (a, b) oder zusétzlich direkter Zugabe
von Apyrase (c, d). Die CCL18-Produktion wird durch die Zugabe von ATP trotz Kultur in CM (a) reduziert
(sogar unter die Baseline-Synthese ohne Stimulation). Die durch die Kultur in CM stark reduzierte 1L-1p-
Produktion wird durch ATP leicht erhéht, erreicht aber nicht die Ausgangswerte ohne Stimulation (b).

Die CCL18-Produktion wird durch die Zugabe von Apyrase noch (ber die Zytokinspiegel allein in CM
erhéht (c). Apyrase erhoht die durch die Kultur in CM stark reduzierte I1L-1B-Produktion wieder aus das
Baseline-Niveau ohne Stimulation (d).

Auch in diesem Ansatz mit CM (Protokoll 5, siehe Material und Methoden) flhrte eine
zusétzliche Stimulation der in CM kultivierten Monozyten mit ATP nach 48 h zu keiner
Anderung der Konzentrationen von CCL18 oder IL-1B gegeniiber der jeweiligen
Ausgangskonzentration in den Kulturen mit CM allein (Abb. 13a, b).

Demgegenuber fuhrt konditioniertes Medium zu deutlich erhohten CCL18- und
verminderten IL-1B-Konzentrationen bei direkter Zugabe (s.0.). Weiterhin hat nach 48 h
hinzugefiigte Apyrase keinen Einfluss auf die IL-1p-Konzentration, wohingegen die Spiegel

von CCL18 minimal und nicht-signifikant erhoht wurden (Daten nicht gezeigt).



54

Abb. 13a Abb. 13b
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Abb. 13a, b: Zytokinspiegel von CCL18 und IL-1 nach 72-stindiger Kultur frisch isolierter Monozyten in
konditioniertem Medium und zusatzlich Stimulation mit ATP nach 48h. Nach Zugabe von ATP nach 48h
zeigt sich auch hier keine Veranderung der bereits durch CM erhéhten CCL18-Spiegel (a) bzw. verminderten

IL-1pB-Produktion (b).

C. CCL18- und IL-/p-Konzentrationen nach kombinierter Stimulation mit
ATP oder Apyrase und LPS (Protokoll 4 und 5)

Die sofortige Stimulation (0 h) von Monozyten mit 0,1ug/ml oder 1pg/ml LPS
resultierte in keiner signifikanten Reduktion der CCL18-Produktion. Allerdings steigerte diese
Stimulation signifikant die Freisetzung von IL-1p. Abb. 14a veranschaulicht, dass die
gleichzeitige Stimulation mit LPS und ATP die Produktion von CCL18 senkt, die Synthese
von IL-1f verharrt dagegen unverdndert bei den hohen Levels, die mit der einfachen
Stimulation mit LPS allein vergleichbar sind (Abb. 14b). Die simultane Stimulation der
Monozyten mit LPS und Apyrase hob die Konzentrationen von CCL18 und IL-1p auf Werte

an, die nach der alleinigen Zugabe von Apyrase beobachtet werden konnten. (Abb. 14c).
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Abb. 14a, b: Zytokinspiegel von CCL18 und IL-1 nach 72-stindiger Kultur frisch isolierter Monozyten
nach direkter Stimulation mit LPS und ATP. Die CCL18-Produktion wird durch die Zugabe von LPS nur
gering beeinflusst, durch Zugabe von ATP aber vermindert (a). Die IL-1B-Synthese wird durch LPS deutlich
erhdht und bleibt auch nach Stimulation mit ATP auf diesem hohen Niveau (b).
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Abb. 14c
150001

100004

E
o
£
«©
-
-l
O
o
5000
0 -

N T T
ohne Stimulation 5U Apyrase  0,1pg/mlLPS  1ug/mILPS 5U Apyrase mit 5U Apyrase mit
0,1pg/mILPS  1ug/ml LPS

n=6
400017

30004

20004

II-18 (pg/ml)

10004

0= 1 T
ohne Stimulation 5U Apyrase  0,1ug/ml LPS  1ug/ml LPS 5U Apyrase mit5U Apyrase mit
0,7pg/ml LPS  1pg/ml LPS

n=6

Abb. 14c: Zytokinspiegel von CCL18 und IL-1p nach 72-stlindiger Kultur frisch isolierter Monozyten und
direkter Stimulation mit LPS und Apyrase. Die CCL18-Produktion wird erneut durch LPS nur gering
verdndert und durch die Zugabe von Apyrase zusétzlich zu LPS deutlich erhdht (vergleichbar zur alleinigen
Stimulation mit Apyrase). Die Stimulation mit Apyrase und LPS zeigt auf die durch LPS bzw. Apyrase
bereits in alleiniger Stimulation erhdhte IL-1B-Produktion keinen zusétzlichen Effekt.

Wie zuvor gezeigt, fihrt die Kultivierung der Monozyten in CM zu erhéhten CCL18-
und reduzierten IL-1B-Konzentrationen. Allerdings erhoht eine Stimulation mit LPS
zusétzlich zum CM sowohl CCL18 als auch IL-1 iiber die Ausgangskonzentration (Abb. 15a,
b).

Dagegen kam es zu einem Abfall von CCL18 bei der Stimulation von in CM
kultivierten Monozyten mit LPS und ATP (Abb. 15a). Interessanterweise erhohte sich der
Spiegel an IL-1p nicht Uber das Level, das bereits durch die Zugabe von LPS und CM allein

erreicht wurde, wenn die CM-kultivierten Monozyten mit LPS und zusatzlich ATP stimuliert
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wurden (Abb. 15b). Ein vergleichbares Muster zeigten die Zytokine bei der Stimulation von
CM-kultivierten Monozyten mit LPS und der Zugabe von Apyrase. Die CCL18-Freisetzung
fiel nicht unter das Level, das mit Apyrase allein erreicht wurde (Abb. 15c¢). Nach der
Kombination von Apyrase mit LPS und CM (Uberstieg auch die IL-1p-Konzentration nicht den

mit LPS in Kombination mit CM erreichten Spiegel (Abb. 15¢).
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Abb. 153, b: Zytokinspiegel von CCL18 (a) und von IL-1p (b) nach 72-stiindiger Kultur frisch isolierter
Monozyten ohne Stimulation bzw. in CM und mit direkter Stimulation mit LPS und ATP. Die CCL 18-
Produktion wird durch die Kultur in CM erhoht. Durch zusatzliche Stimulation mit LPS steigt der Spiegel
von CCL18 (a) noch weiter. Eine Zugabe von ATP und LPS senkt die Synthese von CCL18 wieder auf das

Die von IL-1B-Produktion wird durch die Kultur in CM vermindert. Durch zusatzliche Stimulation mit LPS
steigt der Spiegel von IL-1 tiber das Baseline-Niveau ohne Stimulation (b). Eine zusétzliche Stimulation
mit ATP verandert die Synthese von IL-1p nur unwesentlich im Vergleich zur Stimulation mit LPS allein.
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Abb. 15¢
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Abb. 15c¢: Zytokinspiegel von CCL18 und IL-1B nach 72-stiindiger Kultur frisch isolierter Monozyten ohne
Stimulation bzw. in CM und mit direkter Stimulation mit LPS und Apyrase. Die CCL18-Produktion wird
erneut durch CM leicht erh6ht und durch die Zugabe von Apyrase zusétzlich zur Kultur in CM deutlich
erhoht. Durch Kultur in CM und Stimulation mit LPS wird die CCL18-Produktion im Vergleich zu CM
allein erhéht. Durch Kultur in CM und Stimulation mit LPS und Apyrase wird die CCL18-Synthese auf
Werte vergleichbar mit denen der Kultur in CM und Stimulation mit Apyrase alleine erhoht.

Die IL-1B-Produktion wird erneut durch CM deutlich vermindert und durch die Zugabe von Apyrase
zusétzlich zur Kultur in CM werden wieder die Baseline-Level der Kultur ohne Stimulation erreicht. Durch
Kultur in CM und Stimulation mit LPS wird die IL-1p-Produktion im Vergleich zu CM allein sehr deutlich
erhoéht. Durch Kultur in CM und Stimulation mit LPS und Apyrase wird die IL-1B-Synthese auf Werte
vergleichbar mit denen der Kultur in CM und Stimulation mit LPS alleine erhoht.

Des Weiteren veranderte eine Stimulation der in CM kultivierten Monozyten mit LPS
nach 48 h die Freisetzung von CCL18 oder IL-1p nicht iiber die Ausgangslevel, die mit CM
als Medium sowieso erreicht wurden. Auch die kombinierte Stimulation der Monozyten mit
ATP und LPS nach 48 h hatte keinen Einfluss auf die Zytokinproduktion. Dartber hinaus
hatte die Zugabe von Apyrase zusammen mit LPS nach 48 h Kulturdauer keine Auswirkungen
auf die IL-1B-Konzentration, wahrend der Spiegel von CCL18 durch diese Stimulation

marginal erhdht wurde (alle p-Werte > 0.05, Daten nicht abgebildet).
D. Blockade der purinergen Rezeptoren mit Antagonisten (Protokoll 6)

Der Breitspektrum-P2X- und -P2Y-Rezeptor-Antagonist Suramin als auch der selektive
P2X7-Antagonist KN62 alleine zeigten keinen Effekt auf die CCL18- und IL-1B-Produktion
der Monozyten; dagegen erhdhte PPADS, ein unselektiver P2-Rezeptor-Inihibitor, sowohl die
CCL18- als auch IL-1B-Konzentration (Abb. 16a).

AuBer KN62, welches zu einer statistisch signifikanten zusatzlichen Reduktion der
Konzentration von CCL18 flihrte, hatte keiner der anderen Antagonisten einen signifikanten

Einfluss auf die Auswirkungen der ATP-Stimulation, noch konnte einer der erwéhnten
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Antagonisten auch nur annahernd die Effekte von ATP auf die Synthese von CCL18

supprimieren (Abb. 16b).
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Abb. 16a, b: Zytokinspiegel von CCL18 und IL-1p nach 72-stiindiger Kultur frisch isolierter Monozyten
ohne Stimulation bzw. nach Zugabe der Inhibitoren Suramin, PPADS und KN62 (a). Die CCL18- und die
IL-1pB-Produktion wird durch die Zugabe von PPADS erhoht und bleiben durch die Gabe von Suramin und
KN62 unverdndert (a). Zytokinspiegel von CCL18 nach 72-stiindiger Kultur frisch isolierter Monozyten
ohne Stimulation bzw. nach Stimulation mit ATP allein und nach Stimulation mit ATP und Zugabe der
Inhibitoren Suramin, PPADS und KN62 (b). ATP vermindert dosisabhangig die Produktion von CCL18.
Suramin zeigt keinen Einfluss auf diese Reduktion. Bei Zugabe von PPADS zeigt sich ein geringer Anstieg
der CCL18-Produktion vergleichbar zur Wirkung von PPADS ohne zusétzliche ATP-Stimulation. KN62
verringert zusatzlich zur Stimulation mit ATP die CCL18-Synthese noch weiter (b).

Aus Abb. 16¢ wird ersichtlich, dass sich die Effekte der Antagonisten auf die

Produktion von IL-1p dhnlich darstellten und keiner der Hemmstoffe den Effekt von ATP

inhibieren konnte. Allein Suramin hatte einen leicht antagonistischen Effekt auf
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niedrigdosiertes ATP. PPADS hingegen verstarkte den Effekt von hochdosiertem ATP sogar
noch leicht.
Abb. 16¢

25004

20004

sogsssset:

10001

II-18 (pg/ml)

5001

ohne 10 pM ATP100 pM ATP Suramin  PPADS KNB2 Suramin  PPADS KNB2

Stimulation 10pM mit  10pM mit  250nM mit  10pM mit  10pM mit  250nM mit
10uM ATP 10pM ATP 10uM ATP 100pM ATP100uM ATP100uM ATP
n=3

Abb. 16c: Zytokinspiegel von IL-1p nach 72-stiindiger Kultur frisch isolierter Monozyten ohne Stimulation
bzw. nach Stimulation mit ATP allein und nach Stimulation mit ATP und Zugabe der Inhibitoren Suramin,
PPADS und KN62. ATP erhoht dosisabhéngig die Produktion von IL-1p. Suramin inhibiert die durch ATP
erhéhte IL-1B-Produktion bei niedriger ATP-Dosierung, nicht bei hoher ATP-Dosis. PPADS und KN62
zeigen bei Stimulation mit niedrigdosiertem ATP keinen Effekt, KN62 auch nicht bei einer Stimulation mit
hoher ATP-Dosis. PPADS erhoht die IL-1B-Synthese noch bei Stimulation mit hochdosiertem ATP.

E. ADP, AMP und Adenosin zeigen vergleichbare Effekte auf CCL18- und IL-
1-Spiegel wie ATP (Protokoll 6)

ADP und AMP sind Produkte der ATP-Hydrolyse durch Apyrase und andere Nukleasen.
Daher sollte auch der Einfluss dieser Intermediate untersucht werden. Die Monozyten wurden
hierzu mit 10uM oder 100uM ADP, AMP respektive 1uM, 10uM oder 50pM Adenosin
stimuliert. ADP und AMP reduzierten beide die Konzentrationen von CCL18 auf ein Level,
vergleichbar zu den Spiegeln nach ATP-Stimulationen (Abb. 17a, b). Adenosin zeigte eine
Dosis-abhangige Reduktion von CCL18 in niedrigeren Konzentrationen, wéhrend der Effekt
mit hoheren Konzentrationen weniger ausgepragt war (Fig. 17c¢). Im Gegensatz dazu erhohte
es die Konzentration von IL-1f in einer eindeutig Dosis-abhangigen Weise (Abb. 17d).
Sowohl ADP als auch AMP hatten einen zu der Stimulation mit ATP vergleichbaren Effekt auf
die Synthese von IL-1B mit einer Erhéhung der Konzentrationen (Abb. 17a, b).
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ADP und AMP zeigten also beide ahnliche Effekte auf die Synthese von CCL18,
vergleichbar mit denen von ATP, wenngleich bei den verwendeten Konzentrationen keine

Dosisabhangigkeit des Effekts zu beobachten war.
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Abb. 17a, b: Zytokinspiegel von CCL18 und IL-1p nach 72-stiindiger Kultur frisch isolierter Monozyten
nach Stimulation mit ATP (a, b) im Vergleich zu Stimulation mit ADP (a) oder AMP (b). ADP und AMP
reduzieren die CCL18-Produktion vergleichbar zur Reduktion durch ATP. ADP und AMP erhéhen die IL-1B-
Synthese dosisabhangig vergleichbar zur Steigerung der Produktion durch ATP.
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Abb. 17c
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Abb. 17c¢, d: Zytokinspiegel von CCL18 und IL-1pB nach 72-stindiger Kultur frisch isolierter Monozyten
nach Stimulation mit ATP im Vergleich zu Adenosin. Adenosin reduziert die CCL18-Produktion (c).

Adenosin steigert die IL-1B-Synthese dosisabhéngig (d).

F.  P2X; vermittelt den Effekt von ATP auf CCL18 (Protokoll 7)

Da die bisherigen Ergebnisse der Arbeit gezeigt hatten, dass die Stimulation mit ATP
nach 48 h Kulturdauer keinen Einfluss auf die Produktion von Zytokinen mehr hat, war es
vorstellbar, dass der/die Rezeptor/en, der/die fir die Vermittlung der Effekte des ATP
verantwortlich ist/sind, wahrend der Differenzierung verloren geht/gehen. Um diese
Hypothese zu tberprifen, untersuchte ich die Gen-Expression verschiedener purinerger

Rezeptoren (P2Y1, P2Y4, P2Y 11, P2Y12 und P2X7) im Vergleich zur CCL18-Expression tber
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die Zeit, um den Rezeptor zu ermitteln, dessen Synthese wahrend fortschreitender
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Abb. 18a, b: Expression von CCL18 sowie der
Rezeptoren P2Y2, P2Y4, P2Y11, P2Y12 und P2X7
frisch isolierter Monozyten ohne Stimulation direkt
nach der Isolation sowie nach 48h (a). Die Expression
des Rezeptors P2X7 nimmt nach 48h deutlich ab, die
Expression von CCL18 sowie der anderen Rezeptoren

Expression von P2X; frisch isolierter Monozyten direkt
nach der Isolation sowie nach Stimulation mit ATP nach
48h (a). Die Expression des Rezeptors P2X7 nimmt
auch nach Stimulation nach 48h deutlich ab

CCL18
pPay2
P2Y4
P2Y11

P2Y12

Kulturdauer abféllt.

Die durchgefuhrte quantitative
Reverse-Transkriptase Polymerase-
Kettenreaktion gRT-PCR der
Monozyten nach 24 h und 48 h
Kultur zeigte, dass die Expression
der purinergen Rezeptoren P2Y >,
P2Y4, P2Y11und P2Y12 stabil blieb
oder mit fortschreitender Zeit sogar
noch zunahm. Im Gegensatz dazu
fiel die Expression von P2X7 als
einziger der untersuchten
Rezeptoren mit der Zeit
ab (Abb. 18a).

Auch bei Stimulation der
Monozyten mit ATP zu Beginn der
Kultur kommt es zu einer
Herunterregulierung von P2X7 nach
48h Kulturdauer (Abb. 18b).
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5. Diskussion

Abhéngig vom verwendeten Stimulus fuhrt die Aktivierung von Monozyten und
Makrophagen zu einem sehr bunten Bild an Phanotypen, die sich in den beiden Extremen der
M1- und M2-Makrophagen auspragen, (Schraufstatter, Zhaoetal,, 2012) pyar klassisch aktivierte M1-
Phénotyp zeigt entziindungsfordernde Makrophagen, die durch IFN-y und/oder LPS aktiviert
werden. Sie lassen sich durch eine hohe Expression pro-inflammatorischer Zytokine, der
iNOS und die Produktion von ROS charakterisieren, (Gordon. 2003), (Grage-Griebenow, Flad et al., 2001)
Alternativ aktivierte M2-Makrophagen durchlaufen eine Zellaktivierung als Antwort auf Th2-
Zytokine wie 1L-4, IL-13 (M2a-Makrophagen), Immunkomplexe mit LPS oder IL-1p (M2b-
Makrophagen), IL-10, TGF-pB, Glukokortikoiden (M2c-Makrophagen) oder auf bislang
unbekannte Stimuli, die von Tumorzellen und Fibroblasten stammen,(Gerdon. 2003), (Miller-Quernheim,
Potthast et al., 2012), (Prasse, Pechkovsky et al., 2006), (Pechkovsky, Prasse et al., 2010), (Grage-Griebenow, Flad et al., 2001)

Die Produktion von CCL18 ist ein typischer Marker fir alternativ aktivierte
Makrophagen(Gustafsson, Mjosberg etal., 2008) \yahrend mit CCL18 stimulierte Monozyten selbst
morphologisch IL-4-stimulierten M2-Makrophagen dhneln, (Schraufstatier, Zhao etal., 2012) |nz\yjschen
ist klar, dass CCL18 nicht nur ein chemischer Lockstoff ist, sondern auch die Generation
regulatorischer T-Zellen Treg(Chang. de Nadaietal., 2010) nq dje Produktion von Kollagen durch
Fibroblasten induziert,(Atamas, Luzina etal,, 2003), (Luzina, Tsymbalyuk et al., 2006) CC|_18 spielt daher eine

wichtige Rolle in der Immunopathogenese von fibrotischen Erkrankungen wie der IPF®rase.
Probst et al., 2009), (Prasse, Pechkovsky et al., 2007) und bei Malignomen (Schutyser, Struyf et al., 2002), (Leung, Yuen et al.,

2004), (Struyf, Schutyser et al., 2003), (Ploenes, Scholtes et al., 2013)

Extrazellulare ATP-Level werden physiologisch durch ein Gleichgewicht aus
Freisetzung und Abbau gesteuert. In gesunden Geweben ist die Konzentration von ATP durch
die eng regulierte Freisetzung niedrig. Bei dem Umbau der Lunge im Rahmen der
Lungenfibrose oder der Tumorentstehung wird die Gewebearchitektur zerstort, wodurch ATP
in den extrazelluldaren Raum freigesetzt wird. Forschungsergebnisse konnten zuvor zeigen,
dass die Konzentration von ATP in den BALF von Patienten mit IPF im \Vergleich zu
gesunden Personen deutlich erhoht ist. (Riteau. Gasseetal., 2010) 7,,dem wurden erhohte ATP-Spiegel
in Gebieten mit Tumorwachstum nachgewiesen. (Pellegatti, Raffaghelio et al., 2008) ATP jst also ein
»danger signal®, welches zu einer Aktivierung im Sinne des M1-Phénotyps der Makrophagen
fihren musste, trotzdem zeigt sich wie oben beschrieben eine M2-Polarisation.
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In dieser Arbeit wurde daher untersucht, inwieweit eATP die M1/M2-Aktivierung von
Makrophagen beeinflusst und in welchem Umfang dieser Einfluss eine zeitliche Komponente
aufweist.

A. M1-Aktivierung durch ATP

ATP fuhrt in seiner Funktion als ,,danger signal* zu einer Aktivierung von
antigenprasentierenden Zellen (APC), welche dendritische Zellen, B-Lymphozyten,
Makrophagen und Monozyten umfassen, wodurch es wiederum zu einer Aktivierung von T-
Lymphozyten kommt, (Gallucei & Matzinger, 2001) Bej Entziindungen als Ergebnis von Zelluntergang
zeigen sich sehr hohe Konzentration von ATP in der Umgebung der entziindeten Region bis in
den millimolaren-Bereich.(Va" Furth. 1982) Djese hohen ATP-Spiegel scheinen entziindlichen
Kaskaden anzustof3en, welche zur Produktion inflammatorischer Mediatoren, wie
Eikosanoide (z.B. Prostaglandin E2 via COX-2) und Thromboplastin, durch monozytare
Zellen filhren, (ubois, Abramson et al., 1998), (Neary, Rathbone et al., 1996), (Penglis, Cleland et al., 2000, (Bolego, Ceruti et al.,
1997), (Lwaleed, Bass etal., 2001) Stimylation mit LPS und ATP fiihrt zur Reifung und Freisetzung von
|L-1p.(Ferrari, Chiozzietal. 1997) Bagonders die kontinuierliche Stimulation mit ATP in hoheren
Konzentrationen tber Stunden hinweg fihrt zur Apoptose mit DNA-Fragmentierung und
letztendlich dem Zusammenbruch des Zellkerns, (Schulze-Lonoff, Hugo et al., 1998), (Zheng, Zychlinsky etal.,
1991) Wichtig ist in diesem Zusammenhang auch die Balance zwischen ATP und den P2-
Rezeptoren, deren Aktivierung eher pro-inflammatorisch wirkt, und Adenosin mit seinen
immunsuppressiven P1-Rezeptoren. Dieses Verhaltnis, hauptsachlich bedingt durch die
Nukleotidasen CD39 und CD73, gerét bei vielen Erkrankungen aus dem Gleichgewicht. So
fuhrt bei Tumorerkrankungen beispielsweise die Induktion von Ektonukleotidasen zur
Inhibition von T-Lymphozyten, wéhrend sich demgegentber bei der akuten Lungenverletzung
ein erhdhter ATP-Spiegel mit einer Aktivierung von P2-Rezeptoren zeigt, welche zu einer
verstarkten Inflammation und GefaRleckage fiihrt,(Deagtio, Dwyer etal, 2007), (Jin, Fan etal, 2010), (Eckle,
Fullbier et al., 2007)

Wir analysierten beispielhaft die Produktion der Zytokine CCL18 und IL-1Ra auf der
einen und IL-1p und TNF-a auf der anderen Seite, um die extremen Endpunkte der
Makrophagen-Aktivierung zwischen M1 und M2 widerzuspiegeln. Wie erwartet erhéhte die
Stimulation mit dem Danger-Signal ATP die Freisetzung von IL-1f leicht und zeigte damit

eine M1-Aktivierung an, was auf bekannte Effekte zuriickzufiihren ist,(Ferrari. Chiozzietal, 1997),
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(Griffiths, Stam et al., 1995) Djeser Anstieg war gering, da die Ko-Stimulation mit LPS, welche nach
derzeitigem Stand der Forschung wahrscheinlich zusammen mit ATP zur Reifung von IL-1
notwendig ist - LPS induziert pro-IL-1p, welches im durch ATP aktivierten Inflammasom
durch die Caspase zu reifem IL-1p prozessiert wird - in diesem Versuchsaufbau ausgeblieben
war. In diesem Aufbau kam es zu einem nur geringen Anstieg von IL-1p, da fiir die
Prozessierung von IL-1f durch die alleinige Simulation mit ATP schon ein steady state von
pro-IL-1pB vorhanden sein muss. Hingegen fiel die CCL18-Konzentration bestdndig mit
steigender ATP-Stimulation. Ein &hnlicher Effekt der Reduktion auch auf pro-
inflammatorische, anti-fibrotische Zytokine wie CCL2 und CCL3 wurde bereits fur
dendritische Zellen beschrieben. Auch die Spiegel von IL-1Ra fielen mit steigender ATP-
Konzentration, was kongruent mit den anderen Ergebnissen ist und ebenfalls auf eine M1-
Aktivierung hindeutet, allerdings im Widerspruch zu Beobachtungen an dendritischen Zellen
und deren Stimulation mit ATP steht, (1@ Sala Ferrari etal., 2001)

Im Gegensatz zu diesen Ergebnissen erhohte sich die Freisetzung von CCL18 durch die
Ko-Kultivierung der Monozyten mit der Tumorzelllinie A549, was als Modell fir die
Aktivierung der Monozyten zu Tumor-assoziierten Makrophagen stellvertretend fur die M2-
Seite der Makrophagen-Aktivierungsmuster dient. ATP kann unter bestimmten Umsténden
sowohl von A549 (unter anderem durch Stress infolge einer hypotonen Umgebung)(Tatur Groulx
etal. 2007) gls auch durch autokrine Stimulation von Monozyten freigesetzt werden, (Ficeini. Cartaet
al 2008) Djese ATP-Freisetzung miisste zu einer Verminderung von CCL18 fihren. Gleichzeitig
exprimiert die Tumorzelllinie A549 Ectonucleotidasen wie z.B. CD73, sodass sich durch die
Kokultur mit A549 und den Abbau von Nukleotiden durch Ectonukleotidasen ein &hnlicher
Effekt wie durch die Zugabe von Apyrase mit einer erhéhten CCL18-Freisetzung zeigen
konnte, (Grozio, Sociali etal, 2013) Apgesehen von dieser Wirkung von Nukleotidasen ist es moglich,
dass durch die Tumorzelllinie A549 ein Zellprodukt freigesetzt wird, welches die Bildung von
CCL18 induziert. Die Wirkung des Zellproduktes musste eine hohere Potenz haben als das
ebenfalls zugegebene ATP, welchem es entgegenwirkt. Zu beachten ist dabei allerdings, dass
die Hohe von IL-1Ra durch die A549-Zellen unbeeinflusst blieb, was gegen eine typische
Aktivierung im Sinne von TAM spricht,(Mantovani, Sozzani etal., 2002)

Die erarbeiteten Daten zeigen weiterhin, dass naive Monozyten dazu in der Lage sind,
intrinsisch und ohne weitere Stimulation zu CCL18- und IL-1Ra-produzierenden,
phanotypisch alternativ aktivierten dhnelnden Makrophagen zu differenzieren. Diese

Féahigkeit wird deutlich verringert durch die Anwesenheit von extrazellularem ATP.
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Dariiber hinaus demonstriert der Anstieg an CCL18 in Anwesenheit des ATP-
abbauenden Enzyms Apyrase, dass die intrinsische M2-Differenzierung moglicherweise durch
extrazelluldres ATP, das wahrscheinlich durch die Monozyten selbst freigesetzt wird,
kontrolliert wird.

Die Steigerung der CCL18-Freisetzung in der Ko-Kultivierung mit A549 scheint eher
das Resultat eines l6slichen Produktes der Tumorzellen zu sein als die Konsequenz einer
direkten Zell-Zell-Interaktion, da der Effekt mit A549-konditioniertem Medium
reproduzierbar war. Mosser et al. hatten vorgeschlagen, dass von Tumorzellen stammende
Substanzen wie Prostaglandine, Hyaluron-Fragmente und auch extrazelluldre Nukleotide eine
spezifische M2-Makrophagen-Subpopulation, die TAM, induzieren kénnen,(Mosser & Edwards, 2008)
Die hier verwendete Zelllinie A549 ist dazu in der Lage, sowohl Hyaluron als auch
Prostaglandine zu produzieren,(Mulshine, Chow etal., 2010), (Thorén & Jakobsson, 2000) Gegen die Induktion
des M2-Phénotyps in der Ko-Kultur mit A549 durch Prostaglandine spricht allerdings, dass
durch die Stimulation von A549-Zellen mit ATP die Expression von Cyclooxygenase-2 und
Prostaglandin E2 verstarkt wird. (- teeetal, 2012) 1n den 0.g. Experimenten hatte die Stimulation
der Adenokarzinomzellen mit ATP allerdings keinen Einfluss auf die Differenzierung der
Monozyten. Es ergab sich kein Einfluss auf die CCL18-Konzentration durch das
konditionierte Medium, wenn die A549 zuvor mit ATP stimuliert wurden (CM10, CM100).
Gegentiiber dem unbekannten Produkt der A549 scheint ATP ein starker Stimulus zu sein, da
es auch die Fahigkeiten zur Induktion einer M2-Polarisation durch A549 verringert und die
CCL18-Produktion signifikant herunterreguliert. Das bedeutet auch, dass in der Ko-Kultur
von A549 und Monozyten das beigegebene ATP eine Wirkung auf die Monozyten entfaltet,
nicht aber auf die A549, mit einem Uberwiegen der Stimulation durch ATP gegeniiber dem
unbekannten Produkt der A549 auf die Monozyten. Der Wirkungsverlust von Apyrase in der
Ko-Kultur kénnte durch den ATP-Verbrauch durch A549-Zellen hervorgerufen sein, wobei
ATP nicht die Stimulationsféhigkeit der A549-Zelllinie verandert, da ATP-stimulierte A549
eine vergleichbare CCL18-Antwort der Monozyten induzieren wie native A549-Zellen.
Madglicherweise haben auch die ATP-Abbauprodukte ADP, AMP und Adenosin, die durch die
Zugabe von Apyrase entstehen, noch eine zusatzliche Wirkung auf die A549-Zellen, sodass es
zu einer Hemmung der Freisetzung des unbekannten, l16slichen Faktors kommt. AuRerdem
konnte bereits gezeigt werden, dass Adenosin einen apoptotischen Effekt auf A549 entfalten
kann(©tsuki. Kannoetal., 2012)- a5 kann daher durch Entstehung von Adenosin nach Zugabe von
Apyrase einfach zu einer Apoptose von A549 kommen, wodurch die Konzentration des

unbekannten Faktors der A549 im Verlauf abnimmt und die Monozyten in geringerem
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Ausmal stimuliert werden. Fir diesen Effekt sprechen wiirden auch die hier gezeigten
Ergebnisse, dass das konditionierte Medium eine synergistische Wirkung zusammen mit
Apyrase auf die CCL18-Produktion der Monozyten herbeifiihrt, da bei der Zugabe von CM
der oben postulierte, unbekannte, durch A549 produzierte Faktor bereits enthalten ist. In
diesem Fall sind der Faktor und der durch ihn hervorgerufene Effekt von einer eventuellen
Apoptose der A549-Zellen durch Adenosin nach Zugabe von Apyrase unabhangig.

ATP und der spezifische P2X7-Agonist BzZATP zeigen ein praktisch identisches Muster
bei der Verminderung der CCL18-Ausschittung, was darauf hinweist, dass P2X7 eine
wichtige Rolle in der Vermittlung der Differenzierungs-Verschiebung hin zu M1-
Makrophagen spielen kdnnte. Zuvor konnte bereits gezeigt werden, dass eine Subpopulation
der Monozyten (ca. 70%) P2X7-Rezeptoren aufweisen, die hinsichtlich Porenbildung,
Signaltransduktion und der Produktion von Mediatoren funktionell waren und somit eine
Schluisselrolle einnehmen, (Ag2 Johnson etal, 2002) Eq ergab sich allerdings kein Unterschied
zwischen ATP und BzATP in ihrer Wirkung auf die Zytokinproduktion, wie dies in zuvor
durchgefiihrten Arbeiten berichtet wurde, (Grahames, Michel etal., 1999)

In der Zusammenschau der Ergebnisse scheint nun eine Erklarung gefunden, fur den
scheinbaren Widerspruch zwischen erhohten extrazellularen ATP-Spiegeln als ,,danger signal*
bei der Lungenfibrose®iteau, Gasseetal, 2010) '\ye|che zu einer pro-inflammatorischen M1-
Polarisation der Makrophagen flhrt, und erhéhten CCL18-Leveln, welche ebenfalls bei der
Lungenfibrose beobachtet wurden(Prasse. Probstetal,, 2009) nq typischerweise im Rahmen einer
anti-inflammatorischen M2-Differenzierung der Makrophagen auftritt, (Schraufstatter, Zhao etal., 2012)
So findet nach einer gewissen Zeit ohne Stimulation eine endogene Differenzierung der
Monozyten hin zu M2-Makrophagen statt. Wenn nach Ablauf des Zeitfensters diese
Polarisation stattgefunden hat, andern auch hohe Konzentrationen extrazelluldaren ATPs nichts
mehr an der Makrophagen-Differenzierung. Damit ist das gleichzeitige Auftreten hoher ATP-
Spiegel und von CCL18-produzierenden M2-Makrophagen bei der Lungenfibrose zu

erklaren.

B. Zeitliche Limitation der Monozyten-Differenzierung

Aus immunologischer Sicht spielt bei der Vermittlung der Wirkung von ATP
hauptsachlich der P2X7-Rezeptor (P2X7-R) eine wichtige Rolle, wie bereits in der Einleitung

erwahnt wurde.



69

Die Verlagerung von einem M2- zu einem M1-Aktivierungsmuster ist abhangig von der
Zeitdauer der Kultur, wie die oben genannten Ergebnisse zeigen. ATP muss zu Beginn der
Kultur vorhanden sein, um eine Wirkung zu entfalten. Wenn ATP zu spéteren Zeitpunkten
zugegeben wird (hier nach 48h), hat die endogene Makrophagen-Differenzierung bereits
eingesetzt und die Zytokin-Freisetzung kann nicht mehr beeinflusst werden. Dieses Ergebnis
weist ebenfalls darauf hin, dass P2X7 ein wichtiger Rezeptor in der M2/M1-Polarisation durch
ATP ist, da P2X7 wahrend der in-vitro Makrophagen-Differenzierung beachtlich
herunterreguliert wird, wahrend die Expression anderer analysierter P2-Rezeptoren stabil
bleibt.

Ein &hnliches Ergebnis konnte die Arbeitsgruppe um Adrian et al. bereits im Jahr 2000
nachweisen; allerdings diente ihnen die pro-myeloische Leuk&mie-Zelllinie HL60 als Modell,
bei dem sie einen Monozyten-/ Makrophagen-ahnlichen Phénotyp induzierten, um dann den
Verlauf der Rezeptorexpression von purinergen Rezeptoren zu ermitteln. Auch hier war nach
24 h eine 10-fache Herunterregulierung des P2X7-Rezeptors zu verzeichnen; allerdings
konnte in diesem Modell auch eine Verminderung der P2Y>-Rezeptors festgestellt werden, der
bei unseren Untersuchungen mit naiven Monozyten nicht feststellbar war, (Adrian. Bernhard et al., 2000)

Die CCL18-Konzentration fiel bestdndig mit steigender ATP-Stimulation. Ein ahnlicher
Effekt der Reduktion auch auf pro-inflammatorische, anti-fibrotische Zytokine wie CCL2 und
CCL3 wurde bereits flr dendritische Zellen beschrieben; erstaunlicherweise scheint diese
Wirkung auf einer Beteiligung der Rezeptoren P2Y1 und P2Y11 zu beruhen, (Horckmans, Marcet et al.,
2006)

Pelegrin et al. konnten zeigen, dass der Mechanismus, der den Wechsel von einem pro-
inflammatorischen zu einem anti-inflammatorischen Phanotyp bewirkt, nicht durch einen
Verlust des P2X7-Rezeptors bedingt war, sondern durch eine Entkopplung des Rezeptors von
der Aktivierung des Inflammasoms. (Pelegrin & Surprenant, 2009) 1 demn in dieser Arbeit verwendeten
Modell konnte gezeigt werden, dass naive Monozyten, die keiner Stimulation ausgesetzt
waren und somit keine Polarisierung erfuhren, zwar letztendlich ebenfalls einen M2-Phanotyp
aufwiesen, aber die M2-Differenzierung ging im Vergleich zu den Ergebnissen von Pelegrin et
al. in dem hier verwendeten Versuchsaufbau mit einem Verlust des P2X7-Rezeptors einher.

Das Phanomen einer fluktuierenden Expression von Levels der Rezeptoren wurde auch
schon fir andere Rezeptoren beschrieben. Die P2-Rezeptoren betreffend wurden &hnliche

Eigenschaften fiir den P2Y,-Rezeptor in frihen Differenzierungsstadien von Thymozyten
beschrieben.(KOShiba' Apasov et al., 1997)
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Die Regulation der P2X7-Expression wird positiv reguliert durch die pro-
inflammatorischen Zytokine TNF-o und IFN-y und durch LPS (synergistisch mit [FN-
y).(Humphreys & Dubyak, 1998), (Humphreys & Dubyak, 199) Djeser Zusammenhang passt sehr gut zu dem
Ergebnis dieser Arbeit, dass durch den Verlust von P2X7 tiber die Zeit alternativ aktivierte,
anti-inflammatorische M2-Makrophagen entstehen. Die Konzentration von intrazellularem
cyclischen AMP hingegen wirkt immunsuppressiv und korreliert negativ mit der Expression
von P2X7, ebenso verhindert die Zugabe von TGF-f die Hochregulierung von P2X7 nach

Stimulation mit LPS und ”:N_Y.(Humphreys& Dubyak, 1998), (Gadeock, Tran et al., 2010)

C. Wirkung purinerger Antagonisten

Die unspezifischen Antagonisten PPADS und Suramin zeigten keinen Effekt bezogen
auf die Wirkung der ATP-Stimulation. Dieses Ergebnis stimmt mit der 0.g. Hypothese
uberein, dass ATP seine Wirkung tiber die Aktivierung des P2X7-Rezeptors vermittelt, da
diese Antagonisten keinen Einfluss auf P2X7 haben. Im Gegensatz dazu ist die Ineffektivitat
des spezifischen P2X7-Inhibitors KN62 auf die Stimulation mit ATP nicht einfach zu erklaren.
Obwohl die Ergebnisse nicht signifikant sind, so weisen sie doch darauf hin, dass KN62 die
Effekte von ATP auf die Verringerung der CCL18-Produktion sogar verstérkt. Dies steht im
Gegensatz zu der Annahme, dass P2X7 das Hauptziel fiir ATP ist, das zu der beobachteten
Wirkung flhrt. Allerdings bindet KN62 auch an die Calmodulin-dependent protein-kinase
CaMK Il und inhibiert ihre Aktivierung mit einer 1C50 von 0,9uM. Es konnte gezeigt werden,
dass die Blockade der CaMK 11 die Freisetzung von CCL3 (MIP-1a) reduziert(Matsumoto, Murao et
al 2008) \welches eine starke Homologie zu CCL18 aufweist. Es ist daher denkbar, dass die
CaMK Il auch bei der Freisetzung von CCL18 eine Rolle spielt und ihre Inhibition durch
KNG62 zu einer weiteren Reduktion der CCL18-Konzentration fihrt.

In der Arbeit von Grahames et al. wurde gezeigt, dass sowohl KN62 als auch PPADS
die ATP-induzierte Steigerungen der IL-1B-Konzentration verhindern konnte. Die dabei
verwendeten Konzentrationen lagen allerdings deutlich Giber den der in dieser Arbeit
eingesetzten Antagonisten: fur KN62 1uM und damit viermal so hoch wie die hier
verwendete Dosis, respektive 100pM PPADS (zehnfach uber der hier gewéahlten
Konzentration).(Grahames, Michel etal., 1999) pyje yon uns gewahlten Mengen der Inhibitoren wurden
mit Hinblick auf die 1C50 und eventuell auftretende Nebeneffekte ausgewahlt. So ist fur

KNG62 eine 1C50 von 15nM angegeben fiir die Inhibition von P2X7 und die oben erwéhnten
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Nebenerscheinungen der CaMK Il-Inhibition werden mit einer IC50 von 0,9uM angegeben.
Fur PPADS mit einer vom Hersteller angegebenen I1C50 fir P2X-Rezeptoren von 1-2,6puM
und fiir Suramin mit der 1IC50 von 150-310nM(King. Dacquetetal. 1996) (mijt den Nebenwirkungen
einer Blockade der Topoisomerase I, Inhibition von Wachstumsfaktoren wie FGFa, FGFb
und PGDF) musste bei den hier verwendeten Konzentrationen der Agenzien ein
beobachtbarer Effekt nachzuweisen sein. Leider konnten fur die Bedingungen im Rahmen
dieser Arbeit keine Halbwertszeit der Antagonisten gefunden werden; denkbar wére also auch,
dass die Wirkung der Inhibitoren zu kurz andauert im Vergleich zur Persistenz der ATP-Level
und ihre Gabe zu Beginn keine Folgen hatte, sodass ATP bzw. seine Abbauprodukte bei einer
Kulturdauer tber 72 h dann nach dem Wirkverlust dieser Inhibitoren den zuvor beschriebenen
Effekt zeigen konnte.

Die wichtige und vielseitige Rolle von P2X7 im Immunsystem und speziell bei
Monozyten wurde schon zuvor beschrieben, beispielsweise fuhrt eine loss-of-function-
Mutation im Gen fur den P2X7-Rezeptor zu einer beeintrachtigten ATP-induzierten Apoptose,
die Funktion des P2X7-Rezeptors geht auRerdem mit antimikrobiellen Eigenschaften von
Makrophagen einher(Shemon Sluyter etal., 2006), (Aga, Johnson etal., 2002) ynq pro-inflammatorische

Zytokine konnen selbst die Expression von P2X7 verstérken, (Gt Zhang etal., 2000)

D. Einfluss der Stimulation mit LPS

Hinsichtlich der Synthese von CCL18 scheint ATP ein sehr starkes Warnsignal
darzustellen, das die CCL18-Produktion tiefgreifend vermindert, wohingegen LPS nur einen
geringen Einfluss auf die Freisetzung von CCL18 hat. Der Einfluss von LPS auf die
Konzentration von CCL18 wurde schon zuvor Alveolarmakrophagen und Monozyten
betreffend diskutiert. Bei AM konnte gezeigt werden, dass die Gabe von LPS zu einer
Verminderung der CCL18-Freisetzung fiihrt,(ollert, Probstetal., 2009) |y anderen Untersuchungen
wurde hingegen gezeigt, dass in bestimmten monozytéren Subpopulationen und in
dendritischen Zellen die Stimulation mit LPS die Freisetzung von CCL18 erhéht, in reifenden
dendritischen Zellen wird CCL18 durch LPS dagegen reduziert,(Hieshima, imai etal., 1997), (Pivarcs,
Gombert et al., 2004), (Vulcano, Struyfetal., 2003) ¢ jst mgglich, dass die pro-inflammatorische Wirkung
von LPS, welche eine Reduktion von CCL18 erwarten lie3e, durch das LPS-induzierte
Zytokin IL-10 maskiert wird, welches seinerseits wiederum die Synthese von CCL18

erhoht (Prasse, Pechkovsky et al., 2006), (Prasse, Germann et al., 2007) Die hier dargestellten Ergebnisse
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unterstiitzen die Erkenntnisse von Laliberte et al. und Sanz et al., dass ein Priming mit LPS
nicht essentiell notwendig ist flr die IL-1B-Freisetzung als Reaktion auf eine Stimulation mit
AT (Laliberte, Eggler et al., 1999), (Sanz & Di Virgilio, 2000) ymgekehrt kdnnen Monozyten IL-1p unabhangig
von P2X5 (iber eine Stimulation von Toll-like-Rezeptoren TLR mit LPS freisetzen(Ward Westetal.
2010) sehr wahrscheinlich da Monozyten in der Lage sind, selbst ATP nach Stimulation ihrer
Pathogen-erkennenden Rezeptoren freizusetzen und damit die IL-1B-Sekretion auf einem
autokrinen Weg zu induzieren, (Piccini. Cartaetal. 2008) Ajlerdings war in diesem Versuchsaufbau die
Sekretion von IL-1B wie in der Literatur zuvor beschrieben mit am héchsten unter
kombinierter Stimulation mit ATP und LPS; ATP allein zeigte keinen grof3en Einfluss auf die
Freisetzung von IL-1p.

Bei der Kultur in konditioniertem Medium zeigte sich, dass das CM die Wirkung von
LPS auf die Monozyten deutlich verandert. CM alleine erhéht die Konzentrationen von
CCL18 und senkt jene von IL-1B. Durch die Stimulation mit LPS und CM hingegen steigen
die Spiegel von CCL18 noch weiter stark an. Diese Interaktion zwischen bakteriellen
Endotoxinen wie LPS als PAMPs und CM mit noch unbekannten Substanzen als DAMPs
konnte als Erklarung fiir die bisher unklaren Mechanismen der akuten Exazerbation der IPF
dienen, bei der auch deutlich erhohte CCL18-Konzentrationen gefunden werden
konnen, (Schupp, Binder etal, 2015) Danehen werden bei der akuten Exazerbation der IPF auch einige,
ganz bestimmte pro-inflammatorische Zytokine wie IL-1p vermehrt gebildet. (Schupp: Binder etal,
2015) Dies stimmt mit den hier gefundenen Ergebnissen tiberein, bei denen auch die 1L-1p-
Konzentrationen zwar durch CM vermindert werden, aber durch die Stimulation mit CM und
LPS gemeinsam deutlich erhoht werden. Dieser Zusammenhang erklért, warum die akute
Exazerbation der IPF nicht allein durch einen exogenen Trigger wie LPS bedingt zu sein
scheint, sondern durch eine Kombination endogener, bereits vorliegender Pathomechanismen

zusammen mit einem exogenen Trigger.

E. Effekte der ATP-Abbauprodukte

In Anwesenheit des ATP-abbauenden Enzyms Apyrase kommt es zu einem Anstieg von
CCL18, was darauf hinweist, dass die intrinsische M2-Differenzierung durch extrazellul&res
ATP, das wahrscheinlich durch die Monozyten selbst freigesetzt wird, kontrolliert wird. Die
Steigerung der CCL18-Freisetzung nach der Zugabe von Apyrase lasst sich auch durch eine

weitere Degradation von AMP zu Adenosin durch monozytare 5'-Nukleotidasen erklaren
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(CD39).(Sunderman, 1990) Adenpsin hat im Gegensatz zu ATP eine eher immunsuppressive
Wirkung und reguliert Gberaktive Immunantworten herunter, vor allem in einer subakuten
Phase nach der akuten Inflammation um die Immunreaktion zu begrenzen. Insbesondere
konnte in der Literatur eine Reduktion von TNF-a- und Interleukin IL-12-Spiegeln und eine
erleichterte Freisetzung von IL-10 gezeigt werden, welche eher fur eine alternative
Aktivierung der Makrophagen sprechen wiirde, (Hasko. Pacher etal., 2007), (Sitkovsky & Ohta, 2005)
Allerdings zeigen die hier aufgefiihrten Ergebnisse, dass die Zugabe von Adenosin ebenso wie
ADP und AMP ebenfalls die Produktion von CCL18 vermindert und die Synthese von IL-1
steigert. Diese Abbauprodukte von ATP stellen also scheinbar wie ATP selbst ,,danger signals*
dar. Allerdings wurde durch die Aktivierung des Adenosin-Rezeptors A2B auch eine
vermehrte pro-inflammatorische 1L-6-Synthese durch Makrophagen und dendritische Zellen
nachgewiesen.(w“s"”' Kurtz et al., 2011), (Ryzhov, Zaynagetdinov et al., 2007), (Cekic & Linden, 2016) Ein vergleichbarer
Mechanismus ist auch hier denkbar, sodass die Monozyten in pro-inflammatorische
Makrophagen differenzieren und die Produktion von CCL18 vermindert wird. Zudem konnte
gezeigt werden, dass nach ATP-Priming ADP und AMP in der Lage sind, in Mikroglia-Zellen
eine P2X7-Aktivierung zu bewirken und konsekutiv die 1L-1p-Spiegel zu erhdhen, (Chakfe Seguin
et al., 2002)

Der Widerspruch zwischen der erhéhten Synthese von CCL18 durch die Zugabe von
Apyrase und die verminderte CCL18-Produktion durch Adenosin direkt lasst sich am ehesten
dadurch erklaren, dass das Substrat der zugegebenen Apyrase nur das durch die Monozyten
selbst freigesetzte ATP ist, welches in geringeren Konzentrationen vorliegt als bei der
exogenen Stimulation in dieser Arbeit.

Zudem kommt es bei der Zugabe von Apyrase kontinuierlich zu einem Abbau von ATP
zu AMP und danach zu einem Abbau von AMP zu Adenosin nur durch monozytare 5'-
Nukleotidasen (CD39)(Sunderman, 19%0) '\ye|cher den geschwindigkeitshestimmenden Schritt
darstellen durfte. Somit ist in diesem Fall durch Zugabe von Apyrase mit einer
kontinuierlichen, geringfligigen Stimulation durch Adenosin zu rechnen, wéhrend die direkte
Stimulation durch Adenosin im Rahmen dieser Arbeit einmalig zu Beginn der Kultur mit
hohen Konzentrationen erfolgte. Durch die kontinuierliche Stimulation niedriger
Konzentrationen mit Adenosin durch Apyrase erhoht sich die CCL18-Konzentration und es
findet eine Differenzierung zu M2-Makrophagen statt. Durch eine Stimulation mit hohen
Konzentrationen nur zu Beginn der Kultur scheint dagegen eine M1-Polarisierung zu
erfolgen. Hohe Konzentrationen exogenen Adenosins scheinen die Reifung von Monozyten

zu Makrophagen hin zu Zellen dhnlich dendritischen Zellen zu verdndern und auch endogenes
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Adenosin scheint die Reifung von Monozyten zu unterbinden, (Haské. Pacher etal, 2007) pyjege
Unterschiede in Kinetik und Hohe der Stimulation mittels Adenosin scheinen von grofRer
Bedeutung fir die Differenzierung zu sein und kénnten auch in diesem Fall eine Rolle
spielen.

Zusammenfassend fuhrt das Hinzuftigen von Apyrase zu einer Differenzierung zu M2-
Makrophagen genauso wie es Hinweise auf eine M1-Aktivierung gibt, obwohl die
Mechanismen, die zu den verschiedenen Typen der Polarisation fiihren, noch unklar sind.

Die beiden ATP-Degradationsprodukte ADP und AMP, die durch die Einwirkung von
Apyrase entstehen, zeigen eine ahnliche Wirkung auf die Zytokinproduktion der Monozyten
wie das Ausgangsprodukt ATP, was auf die Induktion eines M1-Phénotyps hinweist. Dieser
Effekt ist bei der Zugabe von Apyrase so zu erwarten gewesen, da bereits gezeigt werden
konnte, dass nach vorausgehendem ATP-Priming sowohl ADP als auch AMP in der Lage sind,
eine P2X7-Aktivierung in Mikroglia zu bewirken und so die Konzentration von IL-1p zu
erhdhen, (Chakfe, Seguin etal., 2002) Djese Beobachtung konnte in dieser Arbeit ebenfalls
nachgewiesen werden, interessanterweise flhrte die Zugabe von Apyrase auch zu einer
Erhéhung der CCL18-Antwort (siehe oben).

Im Gegensatz zu diesen 0.g. Beobachtungen zeigte sich bei dieser Arbeit allerdings auch
ohne Priming ein Anstieg der Konzentration von IL-1 nach Stimulation mit ADP und AMP.
Im Vergleich zur Apyrase fiel die Freisetzung von CCL18 allerdings ab und die beiden
Produkte ADP und AMP zeigten ein ahnliches Verhalten wie ATP. Insgesamt l&sst sich sagen,
dass in dieser Arbeit beobachtet wurde, dass entweder ein Priming mit ATP bei Monozyten im
Gegensatz zu Mikroglia keine relevante Rolle spielt, um den Effekt von ADP und AMP lber
P2X7 zu vermitteln, oder dass wahrscheinlich ein Priming mit ATP durch das von den
Monozyten selbst freigesetzte ATP stattfinden kann.

Adenosin zeigte im Hinblick auf IL-1 das gleiche Verhalten wie ATP, beziiglich
CCL18 kam es bei niedrigen Konzentrationen von Adenosin zuerst zu einem Abfall (&hnlich
wie bei ATP), bei hoheren Konzentrationen allerdings zu einem Anstieg der CCL 18-
Konzentration. Diese Beobachtung kénnte die Zunahme des CCL18-Spiegels bei der Zugabe
von Apyrase erklaren; Adenosin als Endprodukt der kombinierten Degradation von ATP durch
Apyrase zu AMP und dann via CD39 zu Adenosin flhrt zu einer vermehrten Freisetzung von
CCL18.

In Untersuchungen von Link et al. und Bouma et al. konnte gezeigt werden, dass
Adenosin generell eher eine anti-inflammatorische Wirkung aufweist. Dazu passt die

Erhoéhung der CCL18-Spiegel nach Stimulation. Neben einer Reduktion von der pro-
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entzlindlichen Zytokine IL-6, IL-8, TNF-a und IL-12 konnte durch die Stimulation von
Monozyten mit Adenosin auch die Produktion von IL-10 induziert werden,(-ink. Kino etal, 2000),
(Bouma, Stad et al., 1994) \yig|ches als anti-inflammatorisches Zytokin eine M2-Aktivierung in
Monozyten initiiert. Dies konnte ebenfalls eine Erklarung fur den CCL18-Anstieg bei héheren
Konzentrationen zugegebenen Adenosins und der Apyrase sein; die Adenosin-vermittelte
Steigerung der IL-10-Synthese wirde somit eine M2-Differenzierung der Monozyten
hervorrufen und dadurch die Produktion von CCL18 erhthen.

F.  Ausblick

Die aktuellen Therapieoptionen sind im Rahmen der fibrotischen Erkrankungen der
Lunge wie auch bei pulmonalen Malignomen noch unbefriedigend. Die Mortalitat von
Lungenkarzinomen und der IPF ist auch unter Ausschépfung aller therapeutischen
MafRnahmen sehr hoch.

Pathogenetisch spielt die Differenzierung von Monozyten zu M2-Makrophagen mit der
Generation eines pro-fibrotischen Zytokin-Milieus und der Rekrutierung kollagenbildender
Fibroblasten bei der IPF eine wichtige Rolle. Auf der anderen Seite ist eine Reihe von
Krankheiten mit tiberschielenden M1-Antworten assoziiert, beispielsweise die Sarkoidose,
aber auch die COPD, die rheumatoide Arthritis und die Osteoarthritis, die Psoriasis, die
allergische Dermatitis, der M. Crohn und das Asthma bronchiale. Aus der vorliegenden Arbeit
wird der Zusammenhang zwischen erhohten e ATP-Konzentrationen und einer eindeutigen
Differenzierung von Monozyten zu M1-Makrophagen, vermittelt Giber den purinergen P2X7-
Rezeptor, ersichtlich. Dieser Rezeptor kdnnte damit aufgrund seiner wichtigen Rolle im
Rahmen der Makrophagen-Differenzierung ein pharmakologisches Ziel darstellen. Eine
pharmakologische Intervention konnte dabei entweder auf eine agonistische Wirkung abzielen
und damit eine M1-Differenzierung beglinstigen, beispielsweise um die tberschiellende M2-
Antwort bei der IPF einzuddmmen. Auf der anderen Seite kdnnte auch die Induktion der M2-
Differenzierung ein interessantes Ziel darstellen, um mit spezifischen Antagonisten des P2X7-
Rezeptors eine Ubermélige Inflammation zum Stillstand zu bringen. Neben KN62 selbst
stehen mit den von KNG62 abgeleiteten Substanzen MRS 2306, MRS 2464, MRS 2447,
AZ11645373, A-740003, A-438079 sowie weiteren Derivaten weitere funktionelle
Antagonisten zur Verfiigung.(Romagnoli, Baraldi etal., 2008) Nehen dem hier verwendeten spezifischen

Agonisten BzATP stehen keine weiteren Substanzen dieser Klasse zur Verfligung, die gezielt
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am P2X7-Rezeptor wirken, sodass weitere Studien mit dem Ziel, Alternativen fir BzZATP als
spezifischen P2X7-Agonisten zu ermitteln, von Nutzen sein kdnnten. Neben weiteren
Erkrankungen zeigt die folgende Tabelle mogliche Pathologien, deren Patienten potentiell von
einer Therapie mit einer Beeinflussung der Makrophagen-Polarisation profitieren kbnnten

(Tabelle modifiziert nach Sica et al. (Sic2 & Mantovani, 2012)).

Tabelle 6: Prototypische therapeutische Strategien mit Ziel der Makrophagen-Polarisation

Funktion Agens Erkrankungen

M1-Induktion P2X7-Agonisten Atopische Dermatitis, Ovarialkarzinom, Asthma
bronchiale, Mammakarzinom, Pankreaskarzinom, malignes
Melanom, Fibrosarkom, kutanes B-Zell-Lymphom

M2-Induktion P2X7-Antagonisten Diabetes mellitus, Atherosklerose, Glomerulonephritis

Zudem wurden durch die Arbeit eine Reihe weiterer Fragen aufgezeigt. Von grofiem
Interesse ist dabei die weitere Bestimmung des I6slichen Produktes der Tumorzelllinie A549,
die zur Induktion einer M2-Differenzierung aus den Monozyten fiihrt. Dies wirde einen
tieferen Einblick in die pathogenetischen Abléufe der Tumorprogression und die malignom-
bedingten Veranderungen der Immunreaktionen ermdglichen.

Erstaunlicherweise hat sich der spezifische P2X7-Antagonist KN62 in unseren
Versuchen als wirkungslos erwiesen. Dieser Zusammenhang und die mogliche Interaktion mit
der CaMK Il im Speziellen sollten weiter beleuchtet werden. Zudem ware ein zu den in dieser
Arbeit mit ATP-Rezeptor-Antagonisten durchgefiihrten Experimenten vergleichbarer
\ersuchsaufbau winschenswert, bei dem weitere spezifischen P2X7-Rezeptor-Antagonisten
(auRer KN62) und deren Einfluss auf die Zytokin-Expression untersucht werden.

Eine Limitation dieser Arbeit ergibt sich aus den teilweise geringen Probandenzahlen.
Sinnvollerweise sollte eine Validierung der Daten durch Versuche an einem gréRReren
Kollektiv erfolgen, gegebenenfalls mit einer Kontrolle durch Stimulationsreihen mit von
Patienten mit IPF und Sarkoidose gespendeten Monozyten. Diese Durchfiihrung der
Experimente mit Monozyten von erkrankten Patienten sollte auch durchgefiihrt werden, da in
dieser Arbeit nur Proben gesunder, junger Probanden eingeschlossen sind, deren Zellen in
ihren Mechanismen und Verhalten von denen erkrankter Patienten abweichen kdnnen. Das

hier erforschte grundlegende Reaktionsmuster dient dabei als Basis fur weitere Arbeiten.



7

6. Zusammenfassung

Physiologische Konzentrationen von extrazellularem ATP sind streng durch ein
Gleichgewicht aus Freisetzung und Abbau reguliert. Pathologisch erhéhte ATP-Level werden
im Zusammenhang mit Gewebeschadigung als Danger-Signal bei Entziindung, Lungenfibrose
oder Krebserkrankungen beobachtet und kénnen immunologische Signalwege modulieren.

Darum wurde in dieser Arbeit der Einfluss von ATP auf die Aktivierung von naiven
humanen Monozyten mit besonderem Fokus auf die Produktion der typischen Zytokine durch
M1- und M2-Makrophagen untersucht. Monozyten allein, in Ko-Kultur mit der
Tumorzelllinie A549 oder in A549-konditioniertem Medium wurden mit ATP bzw.
verschiedenen ATP-Derivaten (BzATP, ADP, AMP, Adenosin), dem ATP-abbauenden Enzym
Apyrase, LPS und purinergen Rezeptorantagonisten (Suramin, PPADS, KN62) fiir 72 h
kultiviert.

Extrazellulares ATP und BzATP verschieben die Differenzierung der Monozyten in eine
pro-inflammatorische Richtung hin zu klassisch aktivierten M1-Makrophagen, wenn die
Stimulation zu Beginn der Kultur stattfindet. Diese Verlagerung zu einem M1-Phanotyp zeigt
sich in der Dosis-abh&ngigen Reduktion der CCL18-Konzentration bei gleichzeitigem Anstieg
von IL-1B. Dieser Effekt scheint durch P2X7 vermittelt zu werden, da es keinen Unterschied
in der Effektivitat der Stimulation zwischen ATP und BzATP, einem spezifischen P2X7-
Agonisten, gibt. Ohne Stimulation differenzieren sich die kultivierten naiven Monozyten zu
M2-dhnlichen Makrophagen, was sich durch einen erhéhten CCL18-Spiegel zeigt. Werden die
Stimulanzien erst 48 h nach Beginn der Kultur zugegeben, haben diese keinen Einfluss mehr
auf die Freisetzung der Zytokine. Die Reifung der Monozyten zu M2-ahnlichen Makrophagen
reduziert die Expression von P2X7 und macht sie damit unempfindlich gegentiber
Stimulationen mit ATP. Die M2-Aktivierung der Makrophagen bei der IPF ist trotz hoher
ATP-Spiegel dominierend, da auch diese hohen Spiegel auf den bereits differenzierten M2-
Makrophagen keinen Einfluss mehr haben.

Zusammenfassend fuhrt ATP zu einer Reifung von Monozyten zu M1-Makrophagen,
vermittelt Uber den P2X7-Rezeptor. Der Verlust des P2X7-Rezeptors wahrend der Reifung zu

M2-Makrophagen ohne Stimulation macht die Makrophagen inert gegen ATP-Stimuli.
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