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1. Einleitung

1.1  Makrophagen

Makrophagen sind eine stark heterogene Zellpopulation mit unterschiedlichsten Aufgaben und
Funktionen'. Von Nobelpreistrager Elie Metchnikoff 1883 erstmals in ihrer Funktion als Phagozyten
beschrieben?, sind sie neben dendritischen Zellen, Granulozyten und natirlichen Killerzellen ein
wichtiges Element der angeborenen Immunabwehr. Als gewebsstandige Makrophagen sind sie dartiber
hinaus aber auch ein wichtiger Faktor fir den Erhalt der Hom&ostase verschiedener Gewebe'. Aus in-
vitro- und in-vivo-Differenzierungsstudien von Monozyten, entstand in den 70er-Jahren des
vergangenen Jahrhunderts das Konzept des mononuklear-phagozytaren Systems (MPS)3. Hiernach
werden die in der Blutbahn zirkulierenden Monozyten aus myeloiden Vorlauferzellen des
Knochenmarks gebildet, wandern auf inflammatorische Stimuli hin in verschiedene Gewebe aus und
differenzieren dort zu Makrophagen*. Wahrend dies fiir einen Teil der gewebsstandigen Makrophagen,
insbesondere im inflammatorischen Kontext zutrifft, so stellt es fiir einen grofien Anteil dieses Zelltypus
dennoch eine Gbermafige Vereinfachung der biologischen Vorgange dar. Seit der Entdeckung von
Makrophagen-spezifischen Oberflachenmarkern wie F4/80 in der Maus und CD68 im Menschen wurde
die weite Verbreitung und Heterogenitat der unterschiedlichen Makrophagen-Unterarten mehr und
mehr offenkundig®’. Neuere Untersuchungsmethoden wie Einzelzell-RNA-Sequenzierungen (scRNA-
seq) und Transkriptionsfaktor-basiertes Fate-Mapping im Maus-Modell zeigen in nahezu allen
Gewebearten die Koexistenz verschiedener Makrophagen-Unterpopulationen unterschiedlichen
ontogenetischen Ursprungs.

1.1.1 Entstehung und Verteilung

Wahrend der Embryonalentwicklung gehéren Makrophagen neben den Erythrozyten zu den ersten
hamatopoetischen Zellen, beginnend bereits mit der Bildung primitiver Makrophagen in den Blutinseln
des Dottersacks®. Im weiteren Verlauf durch erythromyeloide Progenitorzellen (EMP)° gebildet,
wandern diese pra-Makrophagen (pMacs) schon ab Tag 9 der Embryonalentwicklung C-X3-C motif
chemokine receptor (CX3CR1)-vermittelt in nahezu alle Organanlagen ein und orchestrieren die
jeweilige Organogenese als differenzierte, gewebsstandige Makrophagen mit'°. Diese Differenzierung
findet bereits frGth durch den Colony stimulating factor 1-Rezeptor (CSF1R) vermittelt statt,
gewebeabhangig ausgeldst durch die Agonisten Macrophage-colony stimulating factor (MCSF) oder
Interleukin-34 (IL-34) (s. Tab. 1) ". Nach Ubernahme der definitiven H&amatopoese durch
hamatopoetische Stammzellen (HSC), zunachst in der aorto-gonadalen-mesonephrischen Region,
dann zunehmend abgeldst durch die fetale Leber, werden im weiteren Verlauf auch Monozyten gebildet,
welche sich als ausgewanderte, gewebsstandige Makrophagen an der Kolonisation der Organe
beteiligen (fMDM; fetal monozytic-derived macrophages) '2. Dieser Vorgang persistiert auch nach der
Geburt und im adulten Organismus weiter (aMDM, adult monocytic-derived macrophages).
Urspriinglich dem Dottersack entstammende Makrophagen (DS-M®), fMDM und aMDM bilden eng
miteinander in wechselseitiger Beziehung stehende Unterpopulationen der Gesamtheit der
Makrophagen des jeweiligen Gewebes® 13 14, Ausgehend von der Homoostase des jeweiligen
Organismus, findet sich dabei ein jeweils organspezifisches Aufteilungsverhaltnis dieser Zellen'*. So
sind beispielsweise Mikroglia des ZNS nahezu ausschlief3lich aus Makrophagen des Dottersacks
hervorgegangen und kdnnen sich nach Depletion auch ohne Unterstitzung durch einwandernde
Monozyten innerhalb weniger Tage eigenstandig rekonstituieren'® 6. Dagegen werden intestinale
Makrophagen der Darmwand und die des Uterus kontinuierlich durch einwandernde Monozyten
erneuert'”. 8. Eine kirzlich veréffentlichte Studie konnte drei Giber diverse Gewebe der Maus — inklusive
Leber, Gehirn, Niere, Herz und Lunge — konservierte Expressionsklassen von Makrophagen feststellen:
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Abb. 1 — Schematische Darstellung des zeitlichen Verlaufs der Makrophagen-Ontogenese in der Maus und der
Expression der zur Abstammungsverfolgung (Lineage Tracing) herangezogenen Promoter Runx1 (Runt-related
transcription factor 1) und Tie2 (Tyrosine-Protein Kinase Receptor TIE-2). Nach McGrath et al. (2015)

TLF* (TIM4* und/oder LYVE-1* und/oder FOLR2*) Makrophagen-Populationen erhielten sich
eigenstandig mit nur minimaler Monozyten-Einwanderung, wohingegen CCR2* (TIM4-LYVE1-FOLR2")
Makrophagen nahezu vollstdndig durch zirkulierende Makrophagen ersetzt wurden. Als dritte
Untergruppe identifizierten die Forscher MHC-1I" (TIM4-LYVE1-FOLR2-CCR2") Makrophagen, die nur
einen moderaten Zustrom von aMDM erhielten™. Auch wenn lokal anséssige Makrophagen-
Populationen der meisten Gewebe sich in physiologischem Zustand durch Proliferation selbst erhalten,
so kénnen sie dennoch durch auswandernde adulte Monozyten in Fallen ersetzt werden, in denen
durch Gewebeuntergang oder gezielte Makrophagen-Depletion diese Regeneration eingeschrankt ist.
Diese Re-Kolonisation ist dabei ein meist dauerhafter Ersatz und von dem auf inflammatorische Stimuli
hin eher kurzweiligen Verbleib von zu Makrophagen differenzierten Monozyten abzugrenzen'®.

Die grol3e Diversitat der gewebsstandigen Makrophagen ist dabei nicht ausschlieRlich anhand onto-
genetischer Faktoren zu erklaren. Vielmehr ist zusatzlich von einer Vielzahl unterschiedlicher Stimuli
aus der jeweiligen Mikroumgebung auszugehen, die auf transkriptorischer, epigenetischer und/oder
metabolischer Ebene Wirkung zeigen?°. So konnte unter anderem gezeigt werden, dass sich Mono-
zyten und Makrophagen an vergangene Begegnungen mit mikrobiellen als auch nicht-mikrobiellen
Einflissen ,erinnern“ kénnen?!. Zudem ist neben den Makrophagen auch bei den Monozyten eine
grolRe Heterogenitat zu beobachten. Diese werden anhand diverser Expressionsmarker in klassische
oder inflammatorische (Ly6C*CCR2*CX3CR1~ in der Maus, CD14*CD16" im Menschen) und nicht-
klassische oder patrouillierende Monozyten (Ly6C-CCR2- CX3CR1* in der Maus, CD14- CD16* im
Menschen) eingeteilt?2. Klassische Monozyten haben dabei eine eher geringe Lebensspanne,
zirkulieren in der Blutbahn, bis sie auf inflammatorische Stimuli hin auswandern und zu Makrophagen
oder dendritische Zellen (DC) differenzieren® 23, Nicht-klassische Monozyten kdnnen aus Klassischen
hervorgehen und sind mafigeblich am Erhalt der endothelialen Homdostase der BlutgefalRe beteiligt?2.

2
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Hierbei patrouillieren diese Monozyten LFA1/ICAM1-vermittelt mit oder auch gegen den Blutstrom am
Endothel entlang, vermitteln die Nekrose alter oder strukturschwacher Endothelzellen durch neutrophile
Granulozyten und phagozytieren die Zellreste?*. Auch wenn diese Zellen unter physiologischen
Bedingungen vor allem durch ihre prohomoostatischen und antiinflammatorischen Eigenschaften
auffallen, so gibt es eine zunehmende Zahl an Studien, die auf eine Beteiligung an der Pathophysiologie
meist autoimmun gepragter Erkrankungen wie der rheumatoiden Arthritis, Atherosklerose oder dem
systemischen Lupus erythematodes schlieRen lassen2®. Obschon diese Heterogenitat von Monozyten
und Makrophagen die Erforschung populationsspezifischer Funktionsprofile erschwert, so ist doch von
gewissen funktionellen Synergien in dem jeweiligen Gewebe auszugehen. Zusatzlich dazu bedingen
die proliferative Kapazitat einzelner Unterpopulationen sowie die Regeneration Gber die Einwanderung
und Ausdifferenzierung adulter Monozyten die hohe Plastizitat des Systems.

1.1.2 Funktionen

Die nahezu ubiquitare Verbreitung und groRe Heterogenitat der Makrophagen bilden den Hintergrund
fiir eine Vielzahl unterschiedlicher Funktionen. Grob kdnnen hierbei zwei Hauptfunktionen voneinander
abgegrenzt werden: gewebsspezifische — meist homdostatische — und inflammatorische Funktionen.
Letztere umfassen Reaktionen als Teil des angeborenen Immunsystems, ausgeldst beispielsweise
durch mikrobielle Infektionen oder Gewebeuntergang. Auf zelluldarer Ebene greifen Makrophagen
hierflr auf eine Reihe konservierter, durch Transkriptom-Analysen bereits in pMacs nachgewiesener
Kernfunktionen zuriick: Efferozytose mittels TIM4, MERTK und/oder SIRPa, opsonierungsabhangige
Phagozytose tber CD64, CD16, CD16.2 und/oder CD11b, opsonierungs-unabhangige Phagozytose
mittels der Rezeptoren CD14, CD36, Dektin-1 und/oder CD206 sowie Komplement-vermittelte
Immunreaktionen mittels C1gB, C1qC und dem C3a-Rezeptor 1% 2. Diese zellularen Kompetenzen
spielen eine zentrale Rolle im Erhalt der jeweiligen Gewebehomdostase, da sie u. a. die Entfernung
abgestorbener Zellreste, die Reinigung und den Erhalt der extrazelluldren Matrix sowie die
Wiederverwertung kérperwichtiger Substanzen wie Eisen in der Milz oder Calcium im Knochen
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Abb. 2 — Schematische Darstellung der wichtigsten Oberflachenrezeptoren auf Makrophagen und ihren
Unterarten. Nach Gordon et al. (2017)
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ermoglichen. Einen Uberblick Gber die prominentesten Makrophagen-Unterarten und ihre jeweiligen
Funktionen gibt hierbei Tabelle 1.

Diese Kernfunktionen und ihre weite Verbreitung machen Makrophagen aber auch zu einem wichtigen
Teil des angeborenen Immunsystems und bilden eine erste Barriere, die es fiir eindringende Erreger
zu Uberwinden gilt. Durch die Expression einer groRen Zahl von ,Pattern recognition receptors” (PRR)
werden Makrophagen einerseits mittels Erkennung von pathogen-assoziierten Molekilmustern (,patho-
gen-associated molecular patterns, PAMP) aktiviert — Molekile, die nicht von héheren Eukaryoten
produziert werden, aber etwa typische Bestandteile viraler Nukleinsduren oder der Zellmembran von
Bakterien oder Pilzen sind — andererseits auch von Zellschaden-assoziierten Molekilmustern
(,damage-associated molecular patterns®; DAMP) — typischerweise intrazellular vorkommende
Molekile, deren extrazellulares Vorkommen damit als Warnsignal eines nahegelegenen Zelluntergangs
interpretiert wird?”. PRRs werden von allen Zellen in unterschiedlichem AusmalR exprimiert. Zu ihnen
zahlen die groRe Familie der Toll-like Rezeptoren (TLR), die nucleotide-binding oligomerization domain
(NOD)- Leucin Rich Repeats (LRR)-containing receptors (NLR), die retinoic acid-inducible gene 1 (RIG-
1) -like receptors (RLR) und die C-Typ Lektinrezeptoren (CLR)?”. Die Aktivierung von PRRs in
Makrophagen zieht dabei unterschiedliche Zellreaktionen nach sich, dazu zahlen die parakrin
vermittelte Chemotaxis, oxidative Bursts Uber reaktive Sauerstoff- und Stickstoffspezies sowie
Phagozytose mit anschlieBender Antigen-prozessierung und -prasentation mit dariber vermittelter
Aktivierung der adaptiven Immunabwehr.

1.1.3 Aktivierung und Polarisation

Makrophagen besitzen die Fahigkeit, sich durch einen charakteristischen Wechsel ihres
Expressionsprofils dynamisch an verschiedene Stimuli in ihrer Umgebung anzupassen, um so teils sehr
unterschiedliche Aufgaben erflllen zu kénnen. Dieser Vorgang wird im Allgemeinen als Polarisation
bezeichnet und ist als eher kurzfristiger und reversibler Vorgang von der weitgehend unumkehrbaren
Zelldifferenzierung abzugrenzen. In Anlehnung an die Th1/Th2-Dichotomie findet das Modell der
M1/M2-Polarisation breite Verwendung in der Literatur. Dieses beschreibt ein Kontinuum
unterschiedlicher Makrophagen-Phanotypen mit M1 und M2 als sich gegenuberliegende Extreme.
Hierbei beschreiben M1-Makrophagen einen Uberwiegend proinflammatorischen Makrophagentyp
nach Aktivierung durch Lipopolysaccharide (LPS) und Interferon-y (IFN-y) oder Tumor Nekrose Faktor
alpha (TNF-a). M1-Makrophagen waren lange Zeit der einzig bekannte Phanotyp von Makrophagen,
so dass sie auch als klassisch-aktivierte Makrophagen bezeichnet werden. Auf Aktivierung produzieren
diese Zellen, hauptsachlich NF-kB und STAT 1-vermittelt, groRe Mengen proinflammatorischer Zytokine
wie IL-1a, IL-1B8, TNF-a, IL-23 und IL-12 und exprimieren vermehrt MHC-Il, CD80 und CDG68. In
Mausexperimenten konnte zudem gezeigt werden, dass diese Zellen eine vermehrte Expression der
induzierbaren Stickstoffmonoxid-Synthase (iINOS) aufweisen, die Uber die Bildung von Stickstoff-
monoxid (NO) einen Immunmechanismus gegen Pathogene darstellt?® 2°. Mit diesem Expressionsprofil
und der erhéhten Endozytosekapazitat stellen M1-Makrophagen Schlisselfiguren in der Abwehr
mikrobieller Bedrohungen dar. M2-Makrophagen dagegen werden auch als alternativ-aktivierte
Makrophagen bezeichnet und beschreiben einen liberwiegend antiinflammatorischen Subtyp nach
Aktivierung durch die Th2-Zytokine IL-4 oder IL-132% 30, Der M2-Phanotyp wird dabei tiber die Induktion
der Transkriptionsfaktoren STAT6, IRF4, JMJD3, PPARY, und PPARYy vermittelt?® und ist charakterisiert
durch eine vermehrte Expression antiinflammatorischer Zytokine wie Transforming growth factor beta
(TGF-B) und IL-10 sowie Matrix-Metalloproteinasen (MMP). Uberdies exprimieren diese Zellen
geringere Mengen MHC-II, dafiir finden sich vermehrt CD206, CD163 und Stabilin-128. Funktionell sind
M2-Makrophagen an der Bekdmpfung von Parasiten und Pilzen beteiligt, aber auch an Angiogenese
und Matrix-Umbau und werden haufig als Schlusselfiguren zum Erhalt der Gewebeintegritat und
Wundheilung angesehen. Uber die héhere Expression von Arginase 1 (Arg-1) beteiligen sich M2-
Makrophagen zudem an der Immunsuppression von T-Zellen. Ein M2-ahnlicher Phanotyp wurde auch



M® Unterart

Lokalisation

Tabelle 1: Makrophagen-Unterarten und ihre Funktionen

Typische Marker

Funktion

Ontogenese

Kupffer-Zellen

Rote Pulpa-M®

Marginalzonen-M®

Metallophile M®

Alveolar-Mo®

Interstitielle M®

Langerhans-Zellen

Osteoklasten

Intestinale-M®

Mikroglia

ZNS-assoziierte M®

("Border-associated
macrophages")

Leber / Sinusoide

Milz / Rote Pulpa

Milz / Marginalzone

Milz / Marginalzone

Lunge / Alveolen

Lunge / Interstitium

Haut / Epidermis

Knochen

Darm / Lamina Propria

ZNS / Parenchym

ZNS / perivaskular,
meningeal, Plexus
choroideus

F4/80, CD169, CLECA4F

F4/80, VCAM1, SIRPa

SIGNR1, MARCO

CD169

Siglec-F, MARCO

CD68, F4/80, CD11c

CD11c, MHC-II, EpCAM

RANK

F4/80, CX3CR1

CX3CR1, CD45, FCRLS,
Siglec-H, P2Y12, HEXB,
TMEM119, ANXA3, SALL1

CD206, CD38, LYVET1,
CD36, CD163, CD169

Phagozytose von Pathogenen und
blutstandigen Partikeln, Beteiligung am
Lipidmetabolismus

Phagozytose alter Erythrozyten, Ham-
Abbau und Eisenrecycling

Immunfunktion, enge funktionelle
Verflechtung mit Marginalzonen B-Zellen

Phagozytose von Pathogenen, indirekte T
Zell-Aktivierung

Surfactant Homoostase

Immunfunktion, Toleranzentwicklung ggu.
Allergenen der Luft durch DC-Modulation

Immunfunktion, Toleranzentwicklung ggu.
Kontaktallergenen

Mehrkernige Zellen, Knochenresorption

Immunfunktion, Toleranzentwicklung ggu.
endoluminalen Allergenen

Immunfunktion, Férderung von
Gehirnentwicklung und neuronaler
Funktion, beteiligt an synaptischem

Remodeling
Immunfunktion, Antigenprasentation,
perivaskulare Md an Regulation der Blut-
Hirn-Schranken Permeabilitat beteiligt.

Uberwiegend DS-M®

gemischt, Gberwiegend DS-
Mo

monozytar

monozytar

fetal monozytar

gemischt

fetal monozytar; 1L34-
vermittelt

Myeloide Progenitorzellen,
Monozyten, Fusion
differenzierter Makrophagen;
MCSF+RANK-L-vermittelt

monozytar

DS-M® ; IL-34-abhangig

monozytar

Quellen: 31-34
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nach Stimulation der Makrophagen mit TGF-3, Glukokortikoiden (GC), IL-6 und IL-10 beobachtet. Um
der steigenden Zahl beschriebener Makrophagen-Subtypen Rechnung zu tragen, wurde das M1/M2-
Modell um eine zusatzliche Unterteilung der M2 Makrophagen in M2a, M2b, M2c und M2d erweitert (s.
Abb. 3) 3. 36 Einen weiteren Versuch zur Unterteilung von Makrophagen erarbeiteten Mosser und
Edwards. Sie unterschieden dabei klassisch-aktivierte, regulatorische und Wundheilungs-
Makrophagen und betrachteten diese als Ankerpunkte eines mehrdimensionalen Modells, das eine
Fille von Hybridformen ermdglicht®’. Die bislang entwickelten theoretischen Modelle und insbesondere
das M1/M2-Schema konnen dabei allerdings die grofte Diversitat der in vivo vorgefundenen
Expressionsformen von Makrophagen?3® nur unzureichend abbilden, so dass eine enge Limitation des
Modells auf definierte in-vitro-Versuchsumgebungen festzustellen ist3°.

M2d M2c M2b M2a M1
induced by Induced by: Induced by: Induced by: Induced by:
-6 IL-10+TGF-B IC+TLR/IL1-R ligands IL-d+iL-13 LPS#IFN-y or TNF
) Produce:
EL&S:EE‘ Produce: Produce: ﬁﬂiﬂil-lﬂ‘ Mitric oxide
IL-10 -1 IL-10 Reactive oxygen species
IL-10 TGF- IL-6 TGF-8 IL-12 high
12
iL-10 IL-1ra iL-23
THNF-a
TGF-B TNF-a IL-10 low
TNF-a
Function: Eunction: Function: Eunction: Function:
Tumor associated macrophage Immunoregulation Control metastasis Induce Th2 response Control metastasis
Promote angiogenesis Tissue remodeling Suppress tumor growth  Promotes type Il inflammation Supprass tumor growth
Matrix deposition Induce Thl response Killing parasites Induce Thi response

Abb. 3 — M1/M2-Polarisations-Modell zur Unterteilung unterschiedlicher Expressionsformen von Makrophagen.
Nach Curren Smith et al. (2015)

1.1.4 Makrophagen im Kontext verschiedener Erkrankungen

Die grofle Diversitat im Kontext von Ontogenese und Polarisation sowie die nahezu ubiquitare
Verbreitung und funktionelle Beteiligung von Makrophagen an unterschiedlichsten Kdrperprozessen
bedingen ihre groRe Bedeutsamkeit fir eine Reihe von Erkrankungen. Dies erstreckt sich nicht nur auf
primar infektidse Erkrankungen, sondern auch auf chronisch-entzindliche Erkrankungen, die
charakteristisch durch eine Dysregulation immunmodulatorischer Mechanismen gekennzeichnet sind.
Da es nicht dem Rahmen dieser Arbeit entsprechen wirde, alle hierzu zdhlenden Erkrankungen
vorzustellen, ist der folgende Abschnitt nur als eine Auswahl zu betrachten.

Atherosklerose und metabolisches Syndrom

Folgeerkrankungen einer Atherosklerose wie die koronare Herzkrankheit, Myokardinfarkte und
ischamisch bedingte Schlaganfille zéhlen weiterhin zu den Haupttodesursachen in Deutschland“®. Im
Entstehungsprozess der Atherosklerose dringen erhéhte Mengen von low-density Lipoprotein (LDL) im
Blut durch Intimaldsionen in die BlutgefaBwand ein, oxidieren und fiihren dort zu einem sterilen
Entzindungsprozess durch die Induktion und Rekrutierung patrouillierender Monozyten und
Makrophagen. Durch die UbermaRige Phagozytose des oxidierten LDL immobilisieren diese Zellen und
tragen durch Akkumulation zur Plaquebildung bei*'. TLR4-Aktivierung durch das oxidierte LDL
polarisiert diese zu M1 Makrophagen, die u. a. durch Sekretion von IL-1B den fortschreitenden
Entziindungsprozess fordern, der durch nekrotisierende Prozesse und die Aktivitat von MMPs zur
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Plaqueinstabilitdt und schlussendlich Plaqueruptur fuhrt. Klinische Versuche eines IL-13 Antikdrpers
fihrten entsprechend zu einer geringeren Rate kardiovaskularer Ereignisse*'. Nach Plaqueruptur und
hieraus folgendem kardialen GefaRverschluss sind M1-Makrophagen daruber hinaus an der
Aufrechterhaltung der Inflammation und dem fibrotischen Umbau des Myokards nach einem
ischamischen Ereignis beteiligt*2. Zu den Risikofaktoren fiir die Entstehung einer Atherosklerose zéhlen
u. a. die arterielle Hypertonie, Stérungen des Kohlenhydratstoffwechsels wie Diabetes mellitus Typ II,
Dyslipoproteindmie und Adipositas — haufig auch zusammengefasst zum metabolischen Syndrom.
Diesem liegt eine chronisch-systemische Inflammation zugrunde, mit charakteristischer,
niederschwelliger Erhéhung zirkulierender inflammatorischer Zytokine oder Akut-Phase-Proteine wie
IL-6, TNF-a, C-reaktivem Protein (CRP) und Fibrinogen. Dies korreliert mit einer héheren Anzahl M1-
polarisierter Makrophagen im Fettgewebe adipdser Erwachsener sowie einer mit dem Body-Mass-
Index (BMI) steigenden Anzahl an Makrophagen pro 100 Adipozyten*3. Diese M1-Makrophagen
produzieren proinflammatorische Zytokine wie IL-1f3, IL-6, TNF-a und iNOS und unterhalten somit einen
chronischen Entziindungszustand des Fettgewebes, der mit einer Reduktion der mitochondrialen
oxidativen Kapazitat sowie einer Zunahme der peripheren Insulinresistenz in Verbindung gebracht
werden konnte*4. In normal-gewichtigen Individuen ist dagegen ein M2-Phanotyp vorherrschend, mit
Sekretion antiinflammatorischer Molekiile wie IL-4, IL-5, und IL-104446, Der Phanotypwechsel und die
erhohte Makrophagenanzahl im Fettgewebe sind dabei durch Gewichtsabnahme (z. B. nach
Magenbypass), aber auch durch regelmaRige sportliche Betatigung reversible Vorgange*3 47

COPD und Asthma bronchiale

Ebenfalls eine Erkrankung, die Folge einer chronischen Entziindungsreaktion darstellt und bei der
Makrophagen eine Schliisselrolle in der Pathophysiologie spielen, ist die chronisch-obstruktive
Lungenerkrankung (COPD). Hauptrisikofaktor fur die Entstehung dieser Erkrankung ist die
Langzeitexposition gegeniiber inhalativen Noxen, vor allem Zigarettenrauch. Sie ist maRgeblich durch
die Obstruktion der chronisch entziindeten Bronchialwege sowie durch Ausbildung eines Emphysems
infolge der fortschreitenden Gewebezerstérung im Lungenparenchym gekennzeichnet. Makrophagen
sind in ihrer Barrierefunktion friih durch die Inhalation gesundheitsschadlicher Partikel betroffen4s. Im
Sputum und Lungenbiopsaten von COPD-Patienten findet sich eine bis zu 20-fach héhere Zahl an
Makrophagen, die mit fortschreitender Erkrankung jedoch deutlich in ihren Fahigkeiten zur
Phagozytose bakterieller Erreger und Efferozytose abgestorbener Zellen beeintrachtigt sind*e.
Gleichzeitig sezernieren diese Makrophagen hohe Mengen an IL-1(3, IL-6, IL-8, TNF-a, GM-CSF und
MMPs und unterhalten damit die pathologischen Prozesse durch Rekrutierung neutrophiler
Granulozyten und Zerstérung oder Umbau der extrazellularen Matrix (ECM) mit daraus folgender
Gewebedestruktion*®. Hierbei finden sich interessanterweise Makrophagen, die M1-, M2-, beide oder
keine Markermolekile aufweisen, weshalb es derzeit die Auffassung gibt, dass moglicherweise die
dauerhaft unterschwellige Inflammation, die zur Entstehung und Aufrechterhaltung der COPD fuhrt, als
Folge dieser Koexistenz pro- und antiinflammatorischer Einflisse angesehen werden kann*°. Neben
der COPD zahlt auch das allergische Asthma bronchiale zu den obstruktiven Lungenerkrankungen.
Hierbei kommt es hauptsachlich Immunglobulin-E (IgE)-vermittelt zu einer Mastzelldegranulation mit
Ausschittung von Histamin, Bradykinin und Leukotrienen und anschlieRender Rekrutierung von
Makrophagen, eosinophiler Granulozyten und Th2-Lymphozyten ins Lungenparenchym. Die
vorherrschenden antiinflammatorischen Zytokine IL-4 und IL-13 polarisieren Makrophagen in Richtung
eines M2-Phanotyps, der durch Expression weiterer Zytokine und Chemokine die Rekrutierung
zusatzlicher Th2-Zellen und eosinophiler Granulozyten positiv verstarkt0. 51,

Chronisch entziindliche Darmerkrankungen und Leberfibrose

Intestinale Makrophagen sind im physiologischen Zustand an der Erkennung und Diskriminierung
potenziell pathogener Partikel und Bakterien, der Beseitigung abgestorbener Endothelzellen und der
intestinalen Wundheilung beteiligt. Dabei sind PRRs — insbesondere TLRs — mechanistisch zentral fur
die Unterscheidung probiotischer von schadlichen Mikrobiota%2. Durch die erhéhte Sekretion von IL-10
kommt es dabei jedoch zu einer verringerten TLR-vermittelten proinflammatorischen Reaktion als in
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anderen Geweben. Dieser leicht antiinflammatorische Phanotyp von intestinalen Makrophagen
vermeidet somit eine bakteriell induzierte Entziindungsreaktion im physiologischen Zustand53.
Patienten mit einer chronisch-entziindlichen Darmerkrankung (CED) zeigen dagegen eine hdhere
Anzahl  proinflammatorischer intestinaler = Makrophagen, die eine erhéhte Sekretion
proinflammatorischer Zytokine wie TNF-a, IL-1B, IL-6, und iNOS aufweisen5* %5, Eine Beteiligung des
IL-10-IL10R-Signalwegs ist hierbei anzunehmen, angesichts der schweren bereits im Kindesalter
einsetzenden CED bei ererbtem Funktionsverlust dieses Signalwegs®? %. Eine haufige Komplikation
im Rahmen einer CED stellen auferdem intestinale Strikturen dar, die auf dem Boden einer
Uberschiellenden Fibrosierung entstehen. Dies entsteht hauptsachlich durch die inadaquate
Aktivierung von Makrophagen im Rahmen der chronischen Inflammation, die dadurch mittels Sekretion
von TGF-B, Connective tissue growth factor (CTGF) und Fibroblast activation protein (FAP) zur
Akkumulation und Ubermafigen Aktivierung von intestinalen Myofibroblasten fuhren oder selbst zu
Myofibroblasten umdifferenzieren (macrophage-to-myofibroblast transition, MMT)>52.57. 58 |m gesunden
Zustand dagegen kontrollieren Makrophagen die ECM-Produktion durch Induktion der zellularen
Seneszenz von Myofibroblasten und ECM-Degradierung mittels MMPs5°. Ebenfalls durch
Uberschieflende ECM-Produktion gekennzeichnet ist die Leberfibrose (LF). Hierbei handelt es sich
hauptsachlich um einen komplexen, Uberschieend-reparativen Prozess auf dem Boden einer
chronischen Schadigung des Lebergewebes durch verschiedene Pathogene. Zentrale Schliisselfiguren
im Entstehungsprozess einer LF sind die hepatischen Sternzellen (lto-Zellen), die nach Aktivierung
hauptséachlich fiir die Uberschiefende ECM-Produktion verantwortlich zeichnen®0 ', Hepatische
Makrophagen und Ito-Zellen zeigen sich dabei funktionell eng verstrickt. Durch Einflussnahme auf Ito-
Zellen kbnnen Makrophagen die Produktion oder Degradation von ECM und damit die Aggravation oder
Regression einer LF direkt beeinflussen®2 63, Umgekehrt induzieren Ito-Zellen mittels des CCL2/CCR2-
Signalweges die Rekrutierung und M2-Polarisation von Makrophagen und damit die Exazerbation der
LF®4 65 Eine M1-Polarisation der Makrophagen konnte dagegen mit der Regression einer LF in
Verbindung gebracht werden®s.

Neben den dargestellten Erkrankungen wird eine nachgewiesene oder vermutete Beteiligung von
Makrophagen aktuell ebenfalls bei der Entstehung oder Unterhaltung von Atemwegs- oder
Nahrungsmittelallergien, chronischer Nierenerkrankungen, Sepsis, Synovalitiden u.a. aktiv
untersucht®0. 53, 6669 |nsbesondere aber Tumor-assoziierte Makrophagen (TAM) im Rahmen solider
Tumorerkrankungen sind aufgrund ihrer vielfaltigen tumor-férdernden Eigenschaften und damit als
potenzieller therapeutischer Ansatzpunkt von zentraler Bedeutung fir die Forschung.

1.2 Tumor-assoziierte Makrophagen (TAM)

1.2.1 Tumor-assoziierte Makrophagen im Tumor Microenvironment solider Tumore

Nach kardiovaskularen Ereignissen stellen Krebserkrankungen die haufigste Todesursache in
Deutschland dar%0. Aufgrund der enormen Heterogenitdt in Bezug auf Ursprungsgewebe,
Zellzusammensetzung, Risikofaktoren, zugrundeliegender genetischer, epigenetischer und meta-
bolischer Mechanismen, Immunogenitat, Metastasierungstendenz, Suszeptibilitat gegentber unter-
schiedlichen Therapieformen u. a. bleibt ihre Erforschung nach wie vor eine schwierige Aufgabe. In den
vergangenen Jahrzehnten zunehmend in den Fokus der Aufmerksamkeit gertickte Faktoren bilden die
tumor-induzierte Immunsuppression und Immunevasion von Tumorzellen, spatestens jedoch seit ihrer
Aufnahme in die ,Hallmarks of Cancer“ 7°. Dabei konzentriert sich ein groRer Teil der Arbeit auf die
tumor-induzierte Suppression von T-Zellen, vorwiegend CD8* zytotoxischer T-Zellen als den
hauptverantwortlichen Wachtern zur Erkennung und Zerstérung entarteter oder infizierter Zellen. Mit
der klinischen Anwendung der daraus entwickelten ,Checkpoint-Inhibitoren“ konnte ein grof3er Erfolg
im Kampf gegen verschiedene Krebsformen verzeichnet werden. Im Kontext dieser Forschungen fand
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die in jedem Tumor einzigartig vorherrschende Mikroumgebung (Tumor microenvironment; TME) mehr
und mehr Beachtung. Je nach Zusammensetzung kann von einem tumor-begunstigenden oder tumor-
supprimierenden TME gesprochen werden’!. Charakteristisch fiir ein tumor-begiinstigendes TME sind
eine hohe Anzahl M2 oder M2-ahnlicher tumor-assoziierter Makrophagen, Th2-Zellen, Myeloid-derived
suppressor cells (MDSC), N2 neutrophile Granulozyten, tolerogene dendritische Zellen und
regulatorische T-Zellen (Tregs) sowie erhohte Konzentrationen der Zytokine und Chemokine IL-4, IL-6,
IL-10, TGF-B, CCL2, angiogener Faktoren wie vascular endothelial growth factor (VEGF) und
verschiedener Wachstumsfaktoren, darunter epidermal growth factor (EGF), hepatocyte growth factor
(HGF) und fibroblast growth factor (FGF) 2. Innerhalb eines tumor-supprimierenden TMEs dagegen
sind Th1-Zellen, M1 Makrophagen, N1 neutrophile Granulozyten, CD8* zytotoxische T-Zellen, NK-
Zellen und dendritische Zellen sowie bioaktive Moleklle wie IL-2, IL-12, CXCL9 und CXCL10
vorherrschend’. IFN-y und GM-CSF werden sowohl férdernde wie supprimierende Eigenschaften im
TME zugeordnet und demonstrieren damit die Komplexitat der unterschiedlichen TME?2. Wichtig ist
zudem festzustellen, dass hierbei nicht von einer bindren Gegensatzlichkeit tumor-férdernder und
tumor-supprimierender TME’s ausgegangen werden kann, sondern dass tumor-individuelle
Phanotypkombinationen und die daraus resultierenden Immunzellinteraktionen und Immunzell-Stroma-
Interaktionen das jeweilige Gesamtbild determinieren?'.Hierbei spielen insbesondere die Tumor- und
Stromazellen eine wichtige Rolle bei der Festlegung der Immunzellkomposition, insbesondere in Bezug
auf Rekrutierung, Polarisation und Funktion der einzelnen Zelltypen'.

Tumor-assoziierte Makrophagen spiegeln die in Abschnitt 1.1 dargelegte Heterogenitat des
makrophagozytaren Systems wider. Analog zu den funktionellen Unterschieden von Makrophagen in
verschiedenen gesunden Geweben, findet sich eine gro3e Bandbreite von Expressionsformen von TAM
zwischen den unterschiedlichen Tumorentitaten. Im Vergleich zum gesunden Gewebe weisen entartete
Gewebe haufig eine deutlich héhere Zahl tumor-infiltrierender Makrophagen auf, wobei diese in vielen
Tumorentitaten in Korrelation mit einer schlechteren Prognose der Tumorerkrankung steht?. Je nach
Tumor werden diese dabei aus rekrutierten zirkulierenden Monozyten und/oder der Expansion
gewebsstandiger Makrophagen gebildet’? 73, Beispielsweise konnte so in einem Mausmodell des
duktalen Pankreasadenokarzinoms die Expansion der gewebsstandigen Makrophagen um das 29-
fache beobachtet werden’. Dagegen waren in einer weiteren Studie 85 % der TAM im Glioblastom
monozytaren Ursprungs’®. Zentrale Rollen in der TAM-Rekrutierung, -Differenzierung und -Polarisation
spielen dabei die Signalwege der Ligand/Rezeptor-Konstellationen MCSF/CSF1R, CCL2/CCR2,
CCL3/CCR1, CCL3/CCR5, CCL5/CCR5 und CX3CL1/ CX3CR172. Diese Zytokine werden dabei
entweder durch die Tumorzellen selbst oder infiltrierende Immunzellen sezerniert und vermitteln die
Rekrutierung, Differenzierung und Polarisation von TAM. Einen weiteren Faktor bildet eine durch
schnelles Tumorwachstum begunstigte Hypoxie des TME, in deren Folge durch die hohe Sekretion von
VEGF-A, endothelin-2 und EMAPII ebenfalls TAM rekrutiert werden. So aktiviert, bilden diese die
Hypoxie-induzierten Faktoren (HIF)-1a und -2a, die als positive Feedback-Schleife die weitere TAM-
Infiltration und die TAM-induzierte Angiogenese vorantreiben.

1.2.2 Polarisation und Funktionen Tumor-assoziierter Makrophagen

Die Polarisation und damit auch die Funktion tumor-infiltrierender Makrophagen unterliegt einem
merklichen Wandel im Laufe der Entwicklung eines Tumors. In der Initiationsphase und haufig auch
dariber hinaus ist Tumorgewebe durch einen chronischen Entziindungszustand des Gewebes
gekennzeichnet. Dies kann entweder Folge von Mutationen in Onkogenen wie RET, RES oder cMYC,
(Uber-)Aktivierung von NF-kB- oder STAT3-involvierender Signalwege, aber auch Ursache der
Tumorentstehung selbst sein — beispielsweise durch die chronische Irritation/Inflammation, die durch
Zigarettenrauch in der Lunge ausgelost wird?8. Als Folge davon finden sich in friihen Tumorphasen
vermehrt M1- bzw. M1-dhnliche tumor-assoziierte Makrophagen mit Uberwiegend tumor-
supprimierenden Eigenschaften. Dies geschieht hauptsachlich durch die Rekrutierung und Aktivierung
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zytotoxischer T-Zellen und NK-Zellen, aber auch durch die gesteigerte Expression von IL-12, IL-13 und
iINOS78. Ferner bewirken M1-ahnliche tumor-assoziierte Makrophagen direkt die Apoptose-Induktion
von Tumorzellen und sind Haupteffektorzellen der anschlieBenden Phagozytose. Mittels
Antigenprasentation durch die Makrophagen selbst und der IL-12 vermittelten Maturation antigen-
prasentierender dendritischer Zellen werden zytotoxische T-Zellen aktiviert und entfalten dariiber ihre
tumor-supprimierende Wirkung. Ein erhdhtes Verhaltnis von M1- zu M2-Makrophagen konnte mit einer
langeren Uberlebensrate und einem besseren Patienten-Outcome im Ovarialkarzinom, kolorektalen
Karzinom, kleinzelligen Lungenkarzinom, nicht-kleinzelligen Lungenkarzinom, Mammakarzinom und
weiteren Tumorentitdten in Verbindung gebracht werden’”. Mit fortschreitendem Tumorwachstum
beginnen die Tumorzellen vermehrt Zytokine wie MCSF, IL-10, CCL2, CCL3, CCL5, CXCL12, VEGF
und platelet-derived growth factor (PDGF) zu sezernieren und bedingen damit einen Ubergang zu einer
Uberwiegend M2 bzw. M2-ahnlichen Polarisation der TAM?8. In entwickelten Tumoren herrscht daher
haufig ein M2-ahnlicher Phanotyp vor, entsprechend in Verbindung mit einer schlechteren Prognose®
79, Dieser Zusammenhang setzt sich aus einer Anzahl von Effekten zusammen, deren gemeinsame
Basis in den prohomoostatischen und wundheilenden Attributen von M2- oder M2-ahnlichen
Makrophagen zu finden ist: Férderung von Tumorwachstum, Invasivitat, Metastasierungstendenz,
Immunsuppression, Angiogenese, Therapieresistenz und Rezidivitat’2.
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Abb. 4 — Schematische Gegenuberstellung der tumor-supprimierenden Eigenschaften M1-&hnlicher
Makrophagen und der tumor-férdernden Eigenschaften M2-ahnlicher Makrrophagen. Links: Tumor-Suppression
M1-ahnlicher TAM durch Immunaktivierung mittels Sekretion proinflammatorischer Zytokine wie TNF-a, IL-23, IL-
18, CXCL10, IFN-y oder Antigenprasentation tber hdhere Expression von MHC-II, direkte Zellschadigung durch
die Freisetzung reaktiver Sauerstoffspezies (ROS), Apoptoseinduktion von Tumorzellen tGiber ROS, NO und TNF-
a, Phagozytose von Tumorzellen sowie Aktivierung weiterer Antigen-prasentierender Zellen (APCs) mittels der
Sekretion von IL-12. Rechts: Tumor-Promotion M2-ahnlicher TAM durch Immunsuppression mittels Sekretion von
IL-10, TGF-B oder Expression von PD1/PDL-1, Férderung von Tumorzellinvasion und Metastasierung mittels TGF-
B, Matrix-Ummodellierung durch die Sekretion von MMPs und Cathepsine, Foérderung von Proliferation und
Zelluberleben tber Sekretion von EGF, FGF und PDGF sowie Angiogenese mittels VEGF, FGF und CXCL8. Nach
Belgiovine et al (2020).
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Im Rahmen der Wundheilung férdern MZ2-ahnliche Makrophagen die Proliferation umgebender
Fibroblasten und Epithelzellen durch die Sekretion von Wachstumsfaktoren wie EGF, FGF und PDGF
bei eingetretenem Gewebeschaden. Im TME fiihrt die Sekretion dieser Faktoren durch diese Zellen
dagegen zur Proliferation der Tumorzellen und steigert deren Resistenz gegeniber
Apoptosesignalen’. In manchen Tumorentitadten konnte zudem ein proliferativer Effekt des u. a. durch
TAM sezernierten TGF-B nachgewiesen werden, das unter reguldren Bedingungen eigentlich
Ubermafiges Wachstum hemmt. Ein wichtiger Baustein zur Versorgung eines wachsenden Tumors ist
die Neubildung von Blutgefalten. TAM konnten als Schlisselfiguren der Angiogenese im Tumor in
Mausmodellen des Ovarial-, Zervix-, Prostata-, Mammakarzinom und des malignen Melanoms
identifiziert werden’®. Eine hypoxische Umgebung regt TAM zur Produktion von VEGF-A, HIF-1a und
HIF-2a an, welche die Einwanderung vaskularer Endothelzellen, weiterer Makrophagen sowie deren
erhohte Expression von MMP9 und damit den zur Angiogenese erforderlichen Matrix-Umbau zur Folge
haben. Eine gesonderte Stellung nehmen hier Angiopoetin-Rezeptor Tie2 (Tek-Tyorinkinase-
Rezeptor)-exprimierende TAM ein. Hierbei handelt es sich um eine Tie2*CD11b* Unterpopulation von
TAM, die durch die massenhafte Ausschittung von IL-10 und VEGF-A ein hochgradig angiogenes
Potenzial aufweisen und dadurch haufig in stark vaskularisierten Tumorgegenden zu finden sind’8.
Neovaskularisation ist jedoch nicht nur fir die Versorgung des Primarius, sondern auch ein fiir die
Evasion, Migration und damit Metastasierung von Tumorzellen entscheidender Vorgang. TAM fordern
dabei die Invasivitdt und Metastasierungstendenz des infiltrierten Tumors durch mehrere zentrale
Vorgange. Sie orchestrieren einerseits die Umgestaltung der umgebenden Matrix durch MMPs,
Cathepsine und Serinproteasen, andererseits die sogenannte epithelial to mesenchymal transition
(EMT)8, Wahrend der EMT von Tumorzellen kommt es zu einem weitestgehenden Verlust epithelialer
Marker und Attribute und zur vermehrten Expression mesenchymaler Proteine wie Vimentin oder
Fibronektin. Dies fiihrt zu einer deutlichen Reduktion interzellularer Bindungen und einer gesteigerten
Motilitat der Tumorzellen. TAM foérdern diesen Prozess Uber die TLR4/IL-10, TGF-B/Smad2 und miR-
30a/NF-kB/Snail Signalwege™. Insbesondere eine hohe CD68-Expression von TAM konnte mit einer
verringerten Tumorzellexpression von E-Cadherin, einem zentralen epithelialen Markerprotein, in
Verbindung gebracht werden’8. Durch die zuvor genannten Proteasen erleichtern sie darliber hinaus
das Lésen von Zell-Zell-Junktionen und férdern damit die Evasion der Tumorzellen. Einen weiteren
Faktor stellen die bereits angesprochenen aberrant gebildeten GefalRe dar, die sich unter dem Einfluss
TAM-sezernierter proangiogener Faktoren im hypoxischen Tumorgewebe bilden. Diese Gefalle weisen
haufig eine stark aufgelockerte Struktur mit unzureichend ausgebildeten interzellularen Verbindungen
im Vergleich zu regularen Gefalten auf und férdern damit ebenfalls die Tumormetastasierung.

M2-ahnliche TAM gehdren zu den Schlisselfiguren bei der Entstehung und Aufrechterhaltung eines
immunsuppressiven Milieus im TME. Einerseits geschieht dies durch Expression von TGF-3, IL-10,
human leukocyte antigen G (HLA-G), Arginase -1 oder PD-L1, andererseits durch direkte Interaktionen
und Rekrutierung weiterer immunsuppressiver Zellen wie MDSCs und Tregs’® 8'. 82, TAM sezernieren
hierflir die Chemokine CCL17 und CCL22, die zur Rekrutierung weiterer Forkhead-Box-Protein P3
(FoxP3) positiver Tregs mittels CCR4-Aktivierung beitragen83. Uber die Expression von PD-L1 und
cytotoxic T-lymphocyte Antigen 4 (CTLA4)-Ligand sind sie dariber hinaus an der direkten Zell-Zell-
Inhibition zytotoxischer T-Zellen beteiligt?+®. Hierbei handelt es sich um sogenannte Immun-
Checkpoints, da diese unter physiologischen Bedingungen eine Uberschieflende Immunreaktion
verhindern sollen. Checkpoint-Inhibitoren wie die anti-PD1-Antikorper Pembrolizumab und Nivolumab
oder der anti-CTLA4-Antikérper Ipilimumab I6sen diese ,Bremse“ des Immunsystems und waren
entscheidende Meilensteine in der Therapie einiger Tumorentitaten wie die des malignen Melanoms
und des nicht-kleinzelligen Lungenkarzinoms. Jedoch sprechen nicht alle Patienten auf diese Form der
Therapie an und TAM scheinen eine Schlisselrolle bei der Entwicklung einer solchen Therapieresistenz
zu spielen. Die Expression verschiedener Checkpoint-Proteine durch TAM wie PD-L1/2, PD-1, CD80,
CD86 und V-domain immunoglobulin suppressor of T cell activation (VISTA) sowie die Inhibition
zytotoxischer T-Zellen durch Zytokine wie IL-10, TGF-8, Cathepsin-K u. a. konnten mit den geringeren
Ansprechraten auf die Therapie mit Checkpoint-Inhibitoren in Verbindung gebracht werden®!. Durch die
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Uberexpression von PD-L1 auf TAM werden beispielsweise anti-PD1 Antikdrper unspezifisch gebunden
und die Effizienz der Therapie verringert®”. Die Vielfaltigkeit dieser tumor-féordernden Eigenschaften, die
hohe Anzahl an infiltrierenden Zellen, ihr Vorkommen und ihre Bedeutsamkeit in den meisten
Tumorentitaten machen TAM zu einem entscheidenden Ansatzpunkt bestehender und zukiinftiger
Therapiestrategien.

1.2.3 Therapeutische Implikationen

Aus den in den vorigen Abschnitten dargelegten Eigenschaften von TAM kénnen mehrere Strategien
zur therapeutischen Nutzung dieser Zellen gefolgert werden: Zellzahlreduktion, Repolarisation,
spezifische Minderung/Blockade tumor-férdernder und Verstarkung tumor-supprimierender Funktionen
von TAM. Im Folgenden werden einige sich derzeit in Erprobung befindende Strategien vorgestellt. Ein
Ansatzpunkt stellt die Reduktion der tumor-infiltrierenden Makrophagen durch Blockade ihrer
Rekrutierung oder Differenzierung dar. Gezielte Blockade der MCSF/CSF1R-Signalachse durch
molekulare Inhibitoren oder Antikdrper flihren zu einer verminderten Rekrutierung und Differenzierung
von Monozyten ins Tumorgewebe und verringern die Lebensspanne bereits vorhandener TAM®,
Uberdies kommt es unter CSF1R-Blockade zu einem Phéanotypwechsel in Richtung M1-&hnlicher
Makrophagen. D2923, Pexidartinib (PLX-3397), Cabiralizumab und Emactuzumab befinden sich als
CSF1R-Inhibitoren derzeit bereits in klinischer Erprobung. Insbesondere unter Anwendung von PLX-
3379 und D2923 konnten eine deutliche Reduktion tumor-infiltrierender Makrophagen in praklinischen
Versuchen erreicht werden8® 8, CSF1R-Blockade steigerte zudem die Effektivitdt anderer
Immuntherapien®. Jedoch blieben auch in Kombinationsstudien (Pexidartinib + Pembrolizumab im
Melanom; Cabiralizumab + Nivolumab im Pankreaskarzinom) signifikante Verbesserungen im
Patienten-Outcome aus®. Im Hinblick auf die ebenfalls beobachtete Reduktion gewebsstandiger
Makrophagen in anderen Geweben und die daraus resultierenden Nebenwirkungen einer CSF1R-
blockierenden Therapie, sind hier weitere Untersuchungen erforderlich. Daneben erwies sich die
Blockade des CCL2/CCR2-Signalwegs als wirkungsvolle Alternative zur Reduktion tumor-infiltrierender
Monozyten und M2-ahnlicher Makrophagen und fuhrte in der Folge zu einer gesteigerten Infiltration
durch zytotoxische T-Zellen und verringertem Tumorwachstum in préklinischen Modellen8®. Obwonhl
sich CCL2/CCR2-Inhibitoren in klinischen Versuchen als nebenwirkungsarme und sichere adjuvante
Therapie erwiesen, blieb die zu erwartende Effektivitdtssteigerung der Therapie bislang jedoch aus®8.
Modellrechnungen von Fetterly et al. deuten darauf hin, dass dies auf Kompensationsmechanismen
durch die gesteigerte Expression anderer Chemokine im TME in vivo zurlickzufiihren sein kann®!. In
praklinischen Modellen ebenfalls als erfolgreiche Ansatze zur Reduktion infiltrierender TAM,
reduziertem Tumorwachstum und/oder verringerter Metastasierungstendenz erwiesen sich die
Blockade der Signalwege CCL5/CCRS5, IL8/CXCR2 und CXCL12/CXCRA488, Eine klinische Evaluation
der dazugehdrigen Substanzen steht hier jedoch noch aus. Angesichts der vielen Redundanzen und
der Vielschichtigkeit im chemotaktischen System, mag sich eine effektive Blockade der Infiltration von
TAM in vivo nur mit multimodal konzipierten Kombinationsansatzen realisieren lassen. Eine alternative
Strategie zur Zellzahlreduktion von TAM stellt ihre gezielte Depletion dar. Insbesondere fir
Bisphosphonate wie Clodronat und Zoledronsaure, die bereits regelhaft bei ossar metastasierten
Tumoren zum Einsatz kommen, konnte eine zytotoxische Wirkung auf TAM nachgewiesen werden’2.
Ein auf TAM abzielender Transport (iber nano-basierte Technologien verspricht dabei eine Reduktion
systemischer Nebenwirkungen und damit eine Ausweitung der Indikationskriterien. Cao et al. konnten
beispielsweise Zoledronsaure-geladene Nanoliposomen mit der auf M2-ahnliche TAM abzielenden
Peptidsequenz M2pep versehen und erreichten damit eine TAM-Depletion, eine Minderung der
intratumoralen Hypoxie durch Normalisierung der TumorgefalRe und verbesserter Perfusion, verringerte
Konzentrationen immun-suppressiver sowie hdhere Konzentrationen inflammatorischer Zytokine®2. Als
weiteres Beispiel nutzten Zang et al. lipid-Uberzogene Calcium-Zoledronat Nanopartikel. Mittels
konjugierter Mannose zielten diese dabei spezifisch auf den Mannose-Rezeptor CD206 — einen
klassischen Marker von M2-Makrophagen — und erreichten darlber eine gezielte TAM-Depletion,
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verringerte Tumorangiogenese und ein reduziertes Tumorwachstum®. Einen weiteren Ansatz zur TAM-
Depletion stellen die strukturell verwandten Chemotherapeutika Trabectedin und Lurbinectedin dar.
Insbesondere in Kombination mit Gemcitabin konnte in praklinischen Modellen eine TAM-Depletion und
eine Reduktion der Tumormasse erreicht werden?2.

Auch die Repolarisation von TAM von einem M2-ahnlichen, tumor-férdernden zu einem M1-ahnlichen,
tumor-supprimierenden Phanotyp stellt eine vielversprechende Therapieoption dar. Die sich bereits in
klinischer Anwendung befindenden Chemotherapeutika Paclitaxel und Sorafenib kdénnen eine
Repolarisation von TAM bewirken% 9, ebenso wie die zuvor angesprochenen Substanzen zur
Blockade des MCSF/CSF1R Signalwegs®. Als weiterer Signalweg bietet sich die CD47/SIRPa-Achse
an. Tumorzellen tberexprimieren den extrazellularen CD47, der im Normalzustand in Kombination mit
dem von Makrophagen exprimierten SIRPa als ,Iss-mich-nicht“-Signal fungiert, und vermeiden somit,
phagozytiert zu werden’2 89, Auf die Blockade dieses Mechanismus abzielende Substanzen bewirken
in vivo neben einer gesteigerten Phagozytose von Tumorzellen eine Repolarisation von TAM in
Richtung eines M1-ahnlichen Phanotyps, eine gesteigerte Antigen-Prasentation durch dendritische
Zellen, eine Steigerung Antikorper-vermittelter NK-Zell-Zytotoxitat und eine hohere Caspase-
unabhangige Apoptose von Tumorzellen’2. Eine weitere Strategie zur Reprogrammierung von TAM
setzt an der Aktivierung proinflammatorischer Oberflachenrezeptoren an. Aktivierung von TLRs zeigte
sich in verschiedenen Mausmodellen effektiv in der Repolarisation von TAM in Richtung eines M1-
ahnlichen Phanotyps. Topische Applikation des TLR7-Agonisten Imiquimod auf Brustkrebsmetastasen
der Haut fUhrten zu einer 20%igen Tumorregression mit veranderter Infiltration durch Lymphozyten®®.
Ebenfalls in klinischer Erprobung befindet sich der TLR8-Agonist Motolimod. Versuche mit CD-40
Agonisten in der Maus lieferten vielversprechende Ergebnisse durch die gesteigerte Infiltration des
Tumors mit T-Zellen und tumoriziden Makrophagen®®. In einer Phase 1b-Studie erwies sich der
agonistische CD40 Antikérper Sotigalimab in Kombination mit Gemcitabin und Paclitaxel, mit oder ohne
Nivolumab bei Patienten mit einem metastasierten Adenokarzinom des Pankreas als vertragliche und
potenziell vorteilhafte Therapieoption®”. Daneben befinden sich die CD40-Agonisten RO7009789, SEA-
CD40 und CP-870893 derzeit ebenfalls in klinischer Erprobung®. Inhibition der Phosphatidyl-3-Kinase
(PI3K) in TAM verringert deren Expression immunsuppressiver Molekule wie IL-10 und Arginase. In
Kombination mit Checkpoint-Inhibitoren zeigten sich synergistische Effekte des dualen PI3K- und mTor-
Inhibitors NVP-BEZ235 auf die Reduktion von Tumorwachstum und Metastasierung in verschiedenen
Mausmodellen durch die Repolarisation von Makrophagen®. Ein weites Feld an Mdglichkeiten erdffnen
die bereits angesprochenen gezielten, nano-basierten Technologien, die ebenfalls zur zielgenauen
Umprogrammierung von TAM in Richtung eines antitumoralen Phanotyps genutzt werden. Hierzu
zahlen beispielsweise Mannose- oder Peptid-konjugierte siRNA Nanopartikel, mit denen eine
signifikante Reduktion von M2-3hnlichen TAM, eine antitumorale Immunantwort und verbesserte
Uberlebensraten von Versuchstieren erreicht werden konnten. Ahnliche Daten konnten unter Einsatz
von IncRNAs (long ncRNAs), circRNAs (circular RNAs) und miRNAs (microRNAs), darunter miR-1155,
miR-23b-3p, INcRNA-0243 erzielt werden?®. Dieser Uberblick tber die verschiedenen Strategien erhebt
dabei keinen Anspruch auf Vollstandigkeit, verdeutlicht jedoch die groRe Bandbreite an Moglichkeiten
einer auf TAM abzielenden Tumortherapie. Insbesondere im Hinblick auf die gro3e Bedeutsamkeit von
TAM beim Auftreten von Therapieresistenzen bergen Kombinationsansatze ein erhebliches Potenzial.

1.3 P2Y14

1.3.1 Purinerge Signaltransduktion

Purine, Pyrimidine und deren Nukleotide — allen voran Adenosin-Triphosphat (ATP) — sind zentrale
Molekule flr Speicherung, Weiterverarbeitung und Transport genetischer Informationen sowie fur den
Energiehaushalt von Organismen. Dass sie jedoch auch wichtige Funktionen in der extrazellularen
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SignalUbertragung erflllen, blieb lange Zeit unentdeckt. Erstmals wurde dieser Verdacht 1929 durch
Szent-Gyorgyi und Drury geadufiert, nachdem sie kardiale Arrhythmien nach intravendser Appilkation
von Adenosin beobachtet hatten®. Mehr als 40 Jahre spater wurde erstmals durch Geoffrey Burnstock
die Hypothese einer purinergen neuronalen Signallibertragung aufgestellt'®. Spatestens jedoch nach
der Entdeckung und Klonierung von immer mehr durch Purin- und Pyrimidin-Derivate aktivierbare
Rezeptoren, ist ihre Bedeutsamkeit fiir die interzellulare Kommunikation offenkundig. Bei der Familie
der purinergen Rezeptoren handelt es sich darlber hinaus um eine evolutionar hoch konservierte
Klasse zellularer Molekiile. So finden sich diese Rezeptoren in Bakterien, Algen, Nematoden, Amében,
Pilzen, Pflanzen, Tieren u.v. m. 191, Urspriinglich in durch Adenosin aktivierte P1- und Adenosin-
Nukleotide (ADP/ATP) aktivierte P2-Rezeptoren aufgeteilt, findet diese Einteilung auch heute noch
Anwendung, nachdem die Klassifizierung der P2-Rezeptoren auch auf Nukleotide anderer Purine und
Pyrimidine erweitert wurde'%2. Sowohl bei P1- als auch P2-Rezeptoren handelt es sich dabei um
zellmembranstandige Rezeptoren. Zur P1-Familie zahlen die G-Protein gekoppelten Rezeptoren A1,
A2a, A2s und As. Diese finden sich nahezu ubiquitéar im menschlichen Organismus, so sind sie
beispielsweise im Herzen an der Regulation der Herzfrequenz und Erregungsweiterleitung beteiligt,
steuern in den NierengefaRen den renalen Blutflull, bewirken eine Bronchokonstriktion in der Lunge
und wirken im ZNS sedativ, anxiolytisch, antikonvulsiv und sind an der Schmerzwahrnehmung
beteiligt'03. 104, Bekanntester Antagonist ist Koffein, dessen tiberwiegend erregenden Effekte aus einer
Antagonisierung der schlafférdernden Wirkung des Adenosins an den Ai-Rezeptoren des Nucleus
praeopticus ventrolateralis im Hypothalamus resultieren'93, Insbesondere der A2a und der As-Rezeptor
vermitteln eine immun-suppressive Wirkung durch die verringerte Sekretion inflammatorischer Zytokine
sowie der Hemmung der Reifung von Makrophagen, T-Zellen und NK-Zellen%4.

P2 werden weiter in die Gruppe der Liganden-aktivierten lonenkanale P2X und die ebenfalls G-protein
gekoppelten P2Y-Rezeptoren unterteilt. P2X-Rezeptoren bestehen aus homo- oder heterotrimeren
Kanalstrukturen, die nach Bindung ihres Agonisten ATP eine Konformationsanderung durchlaufen und
hiermit einen Kanal fiir Kationen wie Na* und Ca?* bilden'%. Der Einstrom dieser lonen fiihrt in Folge
zu einer Depolarisation der Zelle. Die unterschiedliche Verbreitung der Mitglieder dieser Rezeptoren-
Familie sowie ihre variierende Sensitivitdt gegeniiber ATP bedingen eine Fillle verschiedener
Funktionen. Beispielhaft aufgefuhrt seien hier die Regulierung der Hérschwelle im Innenohr durch P2X2
oder die Beteiligung am Geschmackssinn durch P2X2/3195, ATP ist als Co-Transmitter an der

Purinerge
Rezeptoren

P2X, P2X; P2X,

P2Xs P2X;

P2Y, P2Y, P2Ys

P2Y;, P2Y;3 P2Yy,

Abb. 5 — Schematische Ubersicht tiber die Familie der purinergen Rezeptoren
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SignalUbertragung im vegetativen Nervensystem durch Aktivierung von P2X1 beteiligt und spielt hier
eine wichtige Rolle in der Innervation der Vas deferens, der glatten Detrusormuskulatur sowie der
sympathisch vermittelten arteriellen Vasokonstriktion'95. P2X1, P2X2, P2Y4, P2Y6 und P2Y7 erfiillen
weiterhin die Funktion von DAMP-Rezeptoren durch die Expression auf Makrophagen und neutrophilen
Granulozyten und deren Aktivierung bei steigendem extrazellularen ATP-Spiegel'08.

P2Y,-like subtamily P2Y,.-like subfamily

UDP ATP
uTP l l A.DP
ATP/ UTP l ADP UDP
ADP J e 1 UDP-glucose

| eq € i 1 c P2Y

| 2207 T poy P2Y, | | 1 ,4! Pt 1

""ﬂ".'? - LI R ey w-h Pz‘rm Lo

Abb. 6 — Unterschiede der P2Y-Rezeptoren hinsichtlich Liganden und Affinitat zu verschiedenen Formen von Ga-
Untereinheiten. Links: Die P2Y1-ahnliche Unterfamilie bestehend aus P2Y1/2/4/6 und 11 mit vorwiegender
Bindung an Gaq und Signaltransduktion mittels Phospholipase C-beta (PLC-f). P2Y11 kann ebenfalls an Gas
binden und hiertiber die Adenylylcyclase (AC) aktivieren. Rechts: P2Y12/13 und 14 bilden die P2Y12-ahnliche
Unterfamilie. Gaio -vermittelt wird die AC gehemmt. Nach Harden et al. (2010)

Die metabotropen P2Y-Rezeptoren sind als G-Protein gekoppelte Rezeptoren charakterisiert durch die
extrazellulare Lage des N-Terminus, die insgesamt sieben transmembranaren Sequenzregionen, die
drei extrazellularen Schleifen, die durch diese gemeinsam gebildete Liganden-Bindungstasche, die drei
intrazellularen Schleifen, die die Bindung an die verschiedenen G-Proteine vermitteln und das
intrazellular gelegene C-terminale Ende, das diverse Phosphorylierungs-/Bindungsstellen fir
verschiedene Kinasen enthalt'?’. Unterschiede zwischen den Rezeptoren finden sich in ihrer jeweiligen
Affinitat zu verschiedenen Ga-Untereinheiten und Liganden (s. Abb. 6). P2Y2 und P2Y11 werden durch
Bindung von ATP aktiviert, P2Y1, P2Y12 und P2Y13 durch ADP, P2Y2 und P2Y4 durch UTP und P2Y6
und P2Y14 durch UDP. P2Y 14 ist dariiber hinaus der einzige Rezeptor dieser Familie, der durch diverse
Zucker-Konjugate von UDP aktiviert wird, am prominentesten von UDP-Glucose (s. 1.3.2). Anhand der
jeweils bevorzugt assoziierten Ga-Untereinheit lassen sich die P2Y-Rezeptoren weiter in zwei
Unterfamilien aufteilen: die P2Y1-ahnlichen, bestehend aus den Rezeptoren P2Y1/2/4/6 und 11, binden
bevorzugt an Gqg und Ubertragen ihr Signal in der Folge tUber die Aktivierung der Phospholipase C beta
(PLC-B), Inositol-1,4,5-trisphosphat (IP3) und die Freisetzung von Ca%* aus dem endoplasmatischen
Retikulum (ER). Wie P2Y12 binden P2Y13 und P2Y14 dagegen bevorzugt Gio mit subsequenter
Signalkaskade Uber die Hemmung der Adenylylcyclase (AC) sowie der GRy-vermittelten Aktivierung
von Effektor-Enzymen wie der Phosphatidylinositol-3-Kinase gamma (PI3Ky). Allerdings ist eine solche
Einteilung mit Bedacht zu verwenden, da mehrere dieser Rezeptoren ebenfalls Bindungen zu weiteren
Ga-Untereinheiten eingehen kénnen. Als Beispiel dient hier P2Y11, das gleichermalien an Gq und Gs
binden kann'%?, Ferner gibt es Nachweise (iber G-Protein unabhangige Signaltransduktion durch P2Y-
Rezeptoren — beispielsweise Uber B-arrestin — und deren Beeinflussung von Zellproliferation und -
Uberleben tiber den MAP(mithogen-activated protein)-Kinase-Signalweg'8. Anhaltende Aktivierung der
P2Y-Rezeptoren flhrt zu deren Desensibilisierung durch Rezeptor-Internalisierung oder -
Endozytose'%’. Dieser Vorgang wird durch die Phosphorylierung intrazellularer Doméanen durch GPCR-
Kinasen (GRK 1-7) und die subsequente Bindung von B-Arrestinen vermittelt. P2Y-Rezeptoren finden
sich in nahezu jedem Zelltyp und erfiillen eine entsprechende Vielzahl unterschiedlicher Funktionen.
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So findet sich eine Beteiligung an der Regulation der Thrombozyten-Aggregation, der Sekretion von
Insulin aus pankreatischen -Zellen, als chemotaktisches Signal fir Mikroglia, Makrophagen und
andere Immunzellen, Beeinflussung der Herzkontraktilitdt und -frequenz, Regulierung des Gefalitonus
u. v. m, 108,109,

Ahnlich wie P2X- vermitteln auch P2Y-Rezeptoren (iberwiegend proinflammatorische Effekte und
spielen dabei ebenfalls eine wichtige Rolle in der Entstehung und Unterhaltung unterschiedlicher
chronisch-entziindlicher Erkrankungen sowie der Inflammation im TME verschiedener solider
Tumore'%. Eine tendenziell tumorférdernde Wirkung entfaltet Adenosin, das insbesondere durch die
von Makrophagen, Tregs oder Tumorzellen selbst exprimierten Ektonukleotidasen beim Abbau von
AMP gebildet wird, durch eine hauptsachlich A2a-vermittelte Immunsuppression'. Hypoxische
Bedingungen steigern dabei nachweislich die Expression dieser Ektonukleotidasen. Aza-Rezeptor
Aktivierung zytotoxischer T-Zellen und NK-Zellen hemmt dabei deren zytotoxische Aktivitat direkt, aber
auch indirekt tGber die gesteigerte IL-10 Produktion von Tregs und von durch Az2a-Aktivierung in Richtung
M2 polarisierter Makrophagen°. Uberdies férdert Adenosin (iber Aktivierung von Azs-Rezeptoren auf
Makrophagen deren Expression proangiogener Faktoren wie VEGF und IL-6 und reduziert gleichsam
deren Produktion proinflammatorischer Zytokine wie IL-12 und TNF-a'0. Hohe Spiegel an
extrazellularem ATP und anderen Nukleotiden dagegen zeigen einen zytotoxischen Effekt auf
Tumorzellen in verschiedenen Tumoren und steigern die Proliferation und zytotoxische Aktivitat von
CD8* T-Zellen durch NF-kB-Aktivierung'?. Geringere Nukleotidkonzentrationen, wie sie spontan durch
nicht lytische Vorgange nahezu aller Zellen in den extrazelluldren Raum abgegeben werden, sind
wiederum mit einem gesteigerten Tumorwachstum assoziiert''. Aktivierung von P2 Rezeptoren auf
TAM durch ATP resultiert in einem proinflammatorischen M1 Phanotyp dieser Zellen. Insbesondere
Aktivierung des P2X7-Rezeptors in TAM flhrt durch NLRP3-Inflammasom-Aktivierung zu gesteigerter
Freisetzung von IL-1B, der Aktivierung zytotoxischer T-Zellen und Rekrutierung und Maturation
dendritischer Zellen2. 113, P2X7 erfiillt jedoch je nach exprimierender Zellart teils sehr gegensatzliche
Funktionen in der Tumorumgebung. Zytotoxisch bei sehr hohen extrazellularen ATP-Konzentrationen,
wirkt er unter passenden Konditionen ebenfalls wachstumsférdernd auf Tumorzellen und T-Zellen. Eine
weitere Studie fand eine durch P2X7-Rezeptor-Aktivierung induzierte Hemmung der antitumoralen
Aktivitat von T-Zellen und Forderung ihrer Seneszenz'2. Angesichts der Komplexitat der purinergen
Signaltransduktion im Kontext des TME sind hierzu weitere Untersuchungen erforderlich. Jedoch
zeigen klinische Versuche speziell zur gezielten Beeinflussung von P2X7 und Aza bereits ermutigende
Ergebnisse und wecken speziell in multimodalen Anwendungsszenarien Hoffnungen auf eine effektive
Ergénzung der bisherigen Tumortherapien.

1.3.2 Struktur und Signalweg von P2Y 14

P2Y14 (Synonyme: GPR105, KIAAOOO1) zahlt zu den erst kirzlich entdeckten Mitgliedern der P2Y-
Familie und teilt sich in Struktur und Signaltransduktion viele Gemeinsamkeiten mit P2Y12 und P2Y13.
Wie die anderen P2Y-Rezeptoren besteht P2Y14 aus sieben transmembranaren Regionen, drei
extrazellularen Schleifen mit Bildung der Liganden-Bindungstasche, drei intrazelluldren Regionen zur
Bindung der G-Proteine, einem extrazellularen N-Terminus und einem intrazellularen C-Terminus. In
der Primarsequenz besteht P2Y14 aus 338 Aminosauren und erreicht eine molekulare Masse von
38,97 kDa. Zu den natirlichen Agonisten zahlen UDP-Glucose (ECso = 132 nM), UDP (ECso = 33 nM),
UDP-Galaktose, UDP-N-Acetyl-Glukosamin (UDP-NAG) sowie die teils potenteren, synthetischen
Agonisten MRS2690 (2-thio-UDP-glucose; ECso = 49 nM), MRS2802 und MRS2905 (a,3-methylene-2-
thio-UDP; ECso = 0,92 nM) 108 14 Bekannte Antagonisten umfassen PPTN, die neueren synthetischen
Molekile MRS4458 und MRS4478 sowie den partiell antagonisierenden, fluoreszierenden Liganden
MRS41741%, Die Signaltransduktion nach Bindung eines der zugehorigen Agonisten erfolgt Uber
Dissoziation des angelagerten heterotrimeren Gi-Proteins (s. Abb. 7). Die Gai -Untereinheit hemmt in
Folge die Adenylylcyclase (AC), wodurch die intrazellularen Spiegel des second messengers cAMP
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Abb. 7 - Schematische Darstellung des P2Y14 Rezeptors und des dazugehdrigen Signalwegs. Strukturelles
Vorhersagemodell abgerufen von AlphaFold DB prediction. Abbildung adaptiert nach Lazarowski et al (2015)

(zyklisches Adenosinmonophosphat) absinken'S. P2Y14-abhiangige MAPK/ERK-Phosphorylierung
sowie Aktivierung von Rho Kinase und PI3K erfolgt Uber die GRy-Untereinheit und ist gut dokumentiert.
Aufgrund des vielfach beobachteten intrazelluldren Calcium-Anstiegs nach P2Y14-Aktivierung, gilt
ebenfalls eine PLC-B-vermittelte |IP3/DAG-Signalkaskade mit nachgeschalteter Aktivierung der
Proteinkinase C als wahrscheinlich14.

1.3.3 Verteilung und Funktion von P2Y14

Wie die anderen P2Y-Rezeptoren findet sich P2Y14 in nahezu allen Geweben des menschlichen
Organismus. RNA-Expressionsstudien zeigten eine hohe P2Y14-Expression in Plazenta, Fettgewebe,
Magen und Darm sowie intermediare Expressionen in Gehirn (hohe Expression im Plexus choroideus),
Milz, Lunge und Herzmuskelgewebe''6. Auf Einzelzell-Ebene findet sich der Rezeptor vornehmlich auf
dendritischen Zellen, Makrophagen, Langerhans-Zellen, Neuronen, Astrozyten, Granulozyten, glatten
Muskelzellen, B-Zellen, Adipozyten u.a. "6 "7 Eine starke P2Y14-Expression findet sich in
neutrophilen Granulozyten. P2Y14-Aktivierung mittels UDP-Glucose resultiert in diesen Zellen in
verringerten cAMP Konzentrationen und vermehrter ERK1/2 Phosphorylierung'® und agiert in Folge
als chemotaktisches Signal. In mit DMSO behandelten HL60 Zellen — ein in vitro Modell neutrophiler
Granulozyten — zeigte sich die P2Y14-vermittelte Chemotaxis durch einen Inhibitor der Rho-Kinase
blockierbar'®. In Patienten mit einer zystischen Fibrose konnte eine neutrophile Inflammation durch
Sesma et al. mit erhdhten Konzentrationen von UDP-Glukose im Lungenparenchym in Verbindung
gebracht und in Mausversuchen die neutrophile Chemotaxis mittels PPTN inhibiert werden'20. 121 Diese
P2Y14-vermittelte chemotaktische Wirkung von UDP-Glukose konnte ebenfalls in eosinophilen
Granuolzyten beobachtet werden. In Allergen-sensibilisierten Mausen konnten Karcz et al. eine hohe
Expression von P2Y14 in lungenstandigen Eosinophilen sowie eine vermehrte Rekrutierung weiterer
eosinophiler Granulozyten feststellen, die ihrerseits wiederum eine vermehrte Freisetzung von UDP-
Glukose triggerten. Dieser positive Feedback-Loop zeigte sich unter Anwendung von PPTN
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inhibierbar'?2, Als weiterer inflammatorischer Mechanismus stimuliete UDP-Glukose die
Mastzelldegranulation in einer Zelllinie von Ratten-Mastzellen, die effektiv mittels des unspezifischen
P2Y-Antagonisten TMPS gehemmt werden konnte'23. In einer Folgestudie konnte diese Arbeitsgruppe
ebenfalls eine P2Y14-vermittelte Mastzelldegranulation in der menschlichen Zelllinie LAD2
beobachten'?*. Lintzmeier und Kollegen regten vor diesem Hintergrund an, eine niedrig dosierte
Verabreichung von PPTN zur Verringerung der systemischen Inflammation infolge neutrophiler
Chemotaxis und Mastzelldegranulation durch P2Y14 zur Therapie schwerer Covid-19 Erkrankungen
zu nutzen'®. Vermehrte Rekrutierung von Neutrophilen und Monozyten sowie eine gesteigerte
Freisetzung proinflammatorischer Zytokine durch interkalierende Tubuluszellen der Niere ist auch im
Rahmen eines ischamisch bedingten akuten Nierenversagens mit einer UDP-Glukose-vermittelten
P2Y14-Aktivierung assoziiert'?6. Dies konnte mit einer Aktivierung des MEK1/2-ERK1/2 Signalwegs in
interkalierenden Zellen in Verbindung gebracht werden und zeigte sich durch PPTN Applikation
inhibierbar?7,

Glatte Muskelzellen zeigen ebenfalls eine hohe Expression von P2Y14 auf ihrer Oberflache.
Anwendung von P2Y14 Agonisten entfalten eine durch PPTN inhibierbare, cAMP-abhangige,
vasokontraktile Funktion auf isolierte Pankreasarterien vom Schwein. Alsagati et al. konnten dabei
erhohte intrazellulare Calcium-Konzentrationen, RhoA/ROCK Aktivierung und in Folge MLC2(myosin
light chain 2)-Phosphorylierung sowie die vermehrte Freisetzung von Thromboxan A2, PGF2-a und
Endothelin-1 feststellen'?8. Eine vasokontraktile Wirkung einer P2Y14-Aktivierung konnte ebenfalls in
Koronar- und Basilararterien der Maus beobachtet werden'?. Meister et al. nutzten P2Y14-defiziente
Mause und konnten mittels LacZ-Reportergen eine detaillierte Ubersicht iiber die verbreitete
Expression von P2Y14 in der Maus erzielen. Hierbei stellten sie eine verzogerte gastrointestinale
Passagezeit sowie eine gestorte Glukosetoleranz im Vergleich zu Wildtyp-Mausen fest. Dies konnte mit
einer beeintrachtigten Freisetzung von Insulin aus pankreatischen Inselzellen in Verbindung gebracht
werden’0. In weiteren Versuchen mit einem Adipozyten-spezifischen, P2Y 14 Knock-out Mausmodell
zeigte sich eine Resistenz dieser Mause gegenuber den negativen Effekten einer hochkalorischen
Erndhrung. Sie zeigten eine verminderte Insulinresistenz, Fettgewebeinflammation, geringere Raten
an Steatosis hepatis sowie eine starkere Lipolyse und einen héheren Energieumsatz als die Wildtyp-
Kontrollen. Zeitgleich fanden die Forscher eine positive Korrelation zwischen dem BMI und einer damit
steigenden P2Y14-Expression in menschlichem Fettgewebe'3'. Weiterhin ist P2Y14-Aktivierung in der
Regulation der regenerativen Kapazitdt hamatologischer Stamm- und Progenitorzellen nach
Stresssituationen involviert und schiitzt diese vor vorzeitiger Zellseneszenz'$? 133, Daneben
beobachteten Lee et al. eine chemoattraktive Wirkung von P2Y14 knochenmarkstandiger,
hamatopoetischer Stammzellen, hierbei jedoch unter Verwendung eines anti-P2Y 14 Antikérpers'34. Im
gleichen Gewebe beheimatet fand eine andere Arbeitsgruppe P2Y14-Aktivierung durch UDP-Zucker
als wichtiges co-stimulatorisches Signal in der RANKL-induzierten Osteoklastendifferenzierung und
deren Hemmung in P2Y14-defizienten Vorgangerzellen'3®. Anwendung eines P2Y14-Antagonisten
zeigten sich effektiv in der Behandlung neuropathischer Schmerzen nach peripherem Nerventrauma
im Mausmodell'3¢. In einer weiteren Studie konnte eine gesteigerte, p38/MAPK-vermittelte P2Y14
Expression in spinalen Mikroglia nach peripherem Nerventrauma beobachtet werden und ebenfalls eine
Reduktion der neuropathischen Allodynie durch die Verabreichung eines P2Y 14 Antagonistens’.

Obwohl erst seit wenigen Jahren im Blick der Forschung, sammeln sich mehr und mehr Hinweise auf
die Rolle von P2Y 14 und seinen Agonisten in physiologischen und pathologischen Prozessen. Kohéarent
mit den anderen Mitgliedern der P2Y-Familie zeichnet sich zunehmend eine proinflammatorische Rolle
von UDP-Zuckern im Zusammenhang mit einer P2Y14-vermittelten Signaltransduktion ab. UDP-Zucker
werden einerseits als interzelluldres Signalmolekil aus ER und Golgi-Apparat vesikular sezerniert,
dienen jedoch auch als DAMP-Molekdle bei zellularem Untergang und Gewebetrauma?38-140, Aufgrund
der natirlichen Resistenz von UDP-Zuckern gegeniiber Ektonukleosidasen, finden sich diese in hohen
Konzentrationen im extrazelluldren Raum, insbesondere im Tumorgewebe'38 141 |n diesem
Zusammenhang spielen UDP-Zucker und P2Y14 auch eine wichtige Rolle fiir Makrophagen und TAM.
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Auch wenn P2Y14-Expression bereits in verschiedenen Makrophagen-Populationen nachgewiesen
werden konnte — hierzu zahlen Alveolarmakrophagen, Kupffer-Zellen und Makrophagen der
Synovialmembran'42144 — st hier eine weitergehende Forschung notwendig. Auch lber die Funktion
einer P2Y14-Aktivierung in Makrophagen ist bisher noch zu wenig bekannt. Xu et al. konnten bislang
zeigen, dass UDP-Glukose als Lockstoff fiir Monozyten und Makrophagen dient und mdéglicherweise
einen Mediator fir die Entwicklung einer peripheren Insulinresistenz und hepatische Inflammation in
hochkalorisch erndhrten Mausen darstellt'®. Ma et al. konnten in M1 Makrophagen eine STAT1-
Aktivierung durch UDP-Glukose nachweisen'#¢ und Klaver et al. mutmalften sogar bereits, dass P2Y 14-
vermittelte Glykogenolyse und das so bereitgestellte Substrat Glukose-6-Phosphat zur Auffrischung der
NADPH-Reserven als protektiver Mechanismus von M1-Makrophagen vor oxidativem Stress dienen
konnte'7. Merz et al. fanden P2Y14 ebenfalls in M1-Makrophagen Uberexprimiert. Daneben konnte
P2Y14 ebenfalls in isolierten Knochenmark-Makrophagen der Maus sowie in MCSF-behandelten
peripheren Blutmonozyten aus dem Menschen nachgewiesen werden'#5 148, Diese stellen dabei einen
idealen Ansatzpunkt fiir eine funktionelle Erforschung von P2Y 14 in Makrophagen dar.

1.4 Vorarbeiten

Die Arbeitsgruppe, in deren Umfeld diese Arbeit entstand, beschaftigt sich mit der Identifizierung neuer
Marker und beeinflussbarer Signalwege Tumor-assoziierter Makrophagen im Melanom. Aufgrund der
fir gewohnlich geringen Tumormasse und der teils schwierigen, histopathologischen Diagnosestellung
ist die direkte Isolation von humanen TAM aus diesen Tumoren zum Zweck der Durchfihrung
funktioneller Testungen nicht moglich. Aus diesem Grund wurde bereits in vorherigen Arbeiten ein in
vitro Modell entwickelt, das die Eigenschaften von TAM méglichst nah abbilden soll'4. Hierbei konnte
gezeigt werden, dass typische in vivo TAM-Marker wie Stabilin-1 oder Lyve-1 durch eine Stimulation
von isolierten peripheren CD14* Blutmonozyten (pBMC) mit MCSF, Dexametason und IL-4 (MDI) in
vitro induzierbar sind'50-152 Im direkten Vergleich zu ausschlieRlich mit MCSF stimulierten pBMC konnte
fur diese Zellen eine signifikante Hochregulation vieler M2-Marker wie CD163, CD206 oder CD73
festgestellt werden, so dass von einer M2-ahnlichen Polarisation dieser Zellen ausgegangen werden
kann. Zur Ildentifikation weiterer moglicher Marker zur Nutzung in vivo wurden diese Zellen mittels
Microarray auf Unterschiede in ihrer Genexpression hin untersucht. Die zehn Gene mit der starksten
Hochregulation sind in nachfolgender Tabelle aufgefliihrt. Hierbei zeigten P2Y12 und P2Y14 eine um
etwa das 40-fach erhdhte mRNA-Expression in MDI-behandelten Zellen. Die Relevanz des P2Y12
Rezeptors wurde in einer parallel laufenden Arbeit untersucht, die zeigen konnte, dass P2Y12-
Aktivierung durch von Melanomzellen freigesetztes ADP als chemotaktisches Signal fir M2-
Makrophagen dient und so die TAM-Infiltration des Melanoms vorantreibt'0°,

Gensymbol  Name Anderungsfaktor
P2RY12 purinergic receptor P2Y, G-protein coupled, 12 44 4
P2RY14 purinergic receptor P2Y, G-protein coupled, 14 40.8
CCL13 chemokine (C-C motif) ligand 13 33.9
F13A1 coagulation factor XllI, A1 polypeptide 31.6
FCER2 Fc fragment of IgE, low affinity I, receptor for (CD23) 30.8
PDK4 pyruvate dehydrogenase kinase, isozyme 4 28.8
GLDN gliomedin 229
ADORA3 adenosine A3 receptor 21.3
CD200R1 CD200 receptor 1 20.1
LYVEA1 lymphatic vessel endothelial hyaluronan receptor 1 15.0
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1.5 Ziele der Arbeit

Eine therapeutische Nutzung von TAM, insbesondere eine Umprogrammierung in einen tumor-
supprimierenden Phanotyp birgt ein groRes Potenzial. Daher ist die griindliche Untersuchung aller
infrage kommenden Marker, die sich als therapeutisches Ziel nutzen lassen konnten, eine wichtige
Aufgabe. Vorarbeiten unserer Arbeitsgruppe konnten zeigen, dass in vitro mit MCSF, Dexamethason
und IL-4 differenzierte periphere CD14* Blutmonozyten ein typisches M2-Genexpressionsprofil
aufweisen, wie man es auch in vivo in TAM findet. Dabei waren insbesondere die beiden G-Protein
gekoppelten Rezeptoren P2Y12 und P2Y14 hochreguliert.

Das Ziel dieser Arbeit ist es, die Induktion und Funktion von P2Y14 in humanen Makrophagen genauer
zu untersuchen. Hierzu wurden folgende Zwischenziele definiert:

1. Verifizierung der Genexpressionsdaten und Charakterisierung der Faktoren, die P2Y14 in vitro in
humanen pBMC und U937-Zellen hochregulieren.

2. Herstellung und Charakterisierung eines gegen P2Y14 gerichteten Antikérpers.
3. Charakterisierung der Proteinexpression von P2Y14 in humanen pBMC

4. Funktionelle Untersuchung einer P2Y14-Aktivierung in transgenen U937 und humanen pBMC
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2. Methoden

2.1 Zellkultur

Fir die verschiedenen in vitro Experimente wurden unterschiedliche Zelllinien verwendet (s. 2.1.1). Alle
Zelllinien wurden bei 37 °C und in einer mit 5 % Kohlenstoffdioxid angereicherten Atmosphare kultiviert.
Kontrollen hinsichtlich morphologischer Veranderungen und Zellvermehrung wurden mittels inversen
Mikroskops in regelmafiigen Abstanden durchgefihrt. Der regelmaRige Ausschluss einer
Mykoplasmen-Kontamination erfolgte mittels PCR.

2.1.1 Verwendete Zelllinien

U937

U937 (ATCC® CRL -1593.2™) bezeichnet eine humane, monozytare Zelllinie und wurde von ATCC
erworben. Die Zellen wurden in RPMI-1640 Medium kultiviert, welches mit 10 % fetalem Kalberserum
(FCS), 100 U Penicillin und 100 ug/ml Streptomycin (Pen/Strep) angereichert wurde (RPMI Complete).
Die Zellsuspension dieser nicht adharierenden Zelllinie wurde regelmalig durch Zugabe von frischem
Medium oder durch vollstandigen Austausch des Mediums aufgefrischt. Fir einen vollstandigen
Austausch erfolgte eine Zentrifugation der Zellen fiir 5 Min. bei 300 g. Nach Verwerfen des flissigen
Uberstands wurden die Zellen in PBS resuspendiert, erneut zentrifugiert und nach erneutem Verwerfen
des PBS wurden die gewaschenen Zellen in frischem Medium in einer Konzentration von ca. 1 x 105
Zellen/ml in einer frischen T175 cm? Zellkulturflasche ausgesat.

HEK 293 + HEK 293/T17

HEK 293/T17 (ATCC® CRL -11268™) bezeichnet den hochgradig transfizierbaren Klon T17 der
Zelllinie HEK 293, welche urspringlich aus fetalen Nierenzellen isoliert worden waren. Beide Zelllinien
wurden ebenfalls bei ATCC erworben. Die adharierenden Zellen wurden in Dulbecco’s Modified Eagle’s
Medium (DMEM) kultiviert, welches mit 10 % FCS, 100 U Penicillin und 100 pg/ml Streptomycin
(Pen/Strep) angereichert wurde (DMEM Complete) in Kombination mit 10 mM Natriumpyruvat. Zur
weiteren Subkultivierung wurden die Zellen mittels Trypsin-Behandlung abgeldst. Hierfur wurde das
Medium entfernt und der Zellrasen durch Zugabe von PBS einmalig gewaschen. AnschlieRend wurden
die Zellen mittels Zugabe von Trypsin/EDTA mehrere Minuten unter Beobachtung unter einem inversen
Mikroskop geldst. Nachdem mehr als 90 % der Zellen in Suspension gegangen waren, wurde die
Trypsin-Aktivitat durch Zugabe von frischem Medium gestoppt und die Zellen umgehend bei 300 g fir
5 Min. zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Zellpellet in frischem Medium
resuspendiert. Die Zellen wurden auf diese Weise regelmafig mit einem Aufteilungsverhaltnis von 1:4
bis 1:8 ausgeduinnt.

2.1.2 Kryokonservierung von Zellen

Zur Kryokonservierung der verwendeten Zelllinien wurde ein an die Zelllinie angepasstes Einfrier-
Medium hergestellt. Hierfir wurde das jeweilige Complete-Medium der Zelllinie (s. 2.1.1) mit 10 %
DMSO versetzt. Die Zellen wurden, falls erforderlich, in Suspension Uberfluhrt, gewaschen und in
Einfrier-Medium resuspendiert. Nach Uberfiihren der Zellsuspension in 2 ml Kryordhrchen wurden
diese in mittels Isopropanol isolierte Einfrier-Container verbracht, um die Bildung gréRerer Eiskristalle
durch eine maximale Einfriergeschwindigkeit von 1 °C/Min. zu vermeiden. Die Einfrier-Container
wurden flir eine kurzzeitige Kryokonservierung in - 80 °C Gefrierschranken gelagert. Fir eine
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langfristige Lagerung wurden die gefrorenen Roéhrchen nach mindestens 24 h bei - 80 °C in
Flussigstickstoff-Tanks Uberfuhrt. Zur Wiederverwendung wurden die gefrorenen Zellen schnell in
einem 37 °C warmen Wasserbad aufgetaut. Dann wurde die Zellsuspension rasch in frisches,
angewarmtes Nahrmedium Uberfiihrt und bei 300 g fir 5 Min. zentrifugiert. Nach Verwerfen des
Uberstands wurden die Zellen in frischem Medium resuspendiert und wie zuvor beschrieben ausgesét.
Am Folgetag wurden die Zellen auf Vitalitdt und Zellzahl kontrolliert und das Medium gewechselt.

2.1.3 lIsolation von CD14* Zellen aus humanen peripheren Blutproben

Die Isolation der CD14* Zellen erfolgte aus Buffy-Coat-Anteilen von Vollblutspenden gesunder
Blutspenderinnen. Diese wurden uns taggleich vom Deutschen Roten Kreuz, Baden-Wirttemberg zur
Verfligung gestellt. Die gekuhlten Proben wurden unter Zellkulturbedingungen gedffnet und 1:1 mit PBS
verdunnt. Die verdiinnten Proben wurden in 50 ml Zellkultur R6hrchen tberfuhrt und hierbei vorsichtig
Uber eine Schicht mit 15 ml Biocoll Trennlésung geschichtet. AnschlieRend erfolgte eine Gradient-
Zentrifugation bei 1200 g und 20 °C fur 30 Min. ohne abschlieRende Bremsung. Die Biocoll Trennlésung
enthalt Polysucrose, ein Polymer mit einem Molekulargewicht von etwa 400 kD und einem spezifischen
Gewicht von 1077 g/ml. Durch die Gradient-Zentrifugation kann eine Auftrennung der im Blut
vorhandenen Zelltypen durch die unterschiedliche molekulare Dichte erreicht werden. Nach der
Auftrennung findet man mehrere, gut abgrenzbare Schichten. In der untersten Schicht befinden sich
die restlichen Erythrozyten, welche sich in Verbindung mit der Polysucrose zu Aggregaten
zusammenlagern. Daruber befindet sich eine Schicht mit Granulozyten. Im Gegensatz zu den
vorgenannten Zelltypen penetrieren Monozyten, Lymphozyten und Thrombozyten die hiertber liegende
Biocoll-Schicht nicht, so dass diese Zellen eine gut abgrenzbare Schicht zwischen Biocoll und der
obersten Schicht, dem Blutplasma, bilden. Nach der Zentrifugation wurde die Schicht mit den
Monozyten, Lymphozyten und Thrombozyten vorsichtig mit einer sterilen Pasteur-Pipette in ein neues
50 ml Zellkultur Réhrchen Uberfuhrt und dieses mit PBS bis auf 50 ml aufgeflllt. Die Zellsuspension
wurde fir 10 Min. bei 300 g und 20 °C zentrifugiert, der Uberstand verworfen und das resultierende
Zellpellet erneut mit 50 ml PBS resuspendiert. Dieser Waschschritt wurde insgesamt dreimal wiederholt
und die Zellen zwischen der zweiten und dritten Waschung durchflusszytometrisch gezahlt.
AnschlieRend erfolgte die zweite Gradient-Zentrifugation mittels Percoll-Gradienten. Zur Herstellung
der Percoll-Trennldsung wurden 15 ml Minimum essential complete (Minimum essential medium + 1 %
Pen/Strep + 1 % L-Glutamin. + 1 % Nicht-essenzielle Aminosauren) mit 13,5 ml Percoll und 1,5 ml Earls
Balanced Salt Solution vermengt und fur 10 Min. bei 10.670 g ohne abschlieRende Bremsung
zentrifugiert. Das aus der letzten Waschung resultierende Zellpellet wurde in 3 ml PBS resuspendiert
und langsam Uber die vorbereitete Percoll-Trennlésung geschichtet, wobei auf eine maximale Zellzahl
von 8 x 108 pro Gradient geachtet wurde. Es erfolgte nun eine Zentrifugation bei 1200 g und 20 °C fir
30 Min. ohne abschlieRende Bremsung. Die schmale resultierende Schicht zwischen den Percoll-
Anteilen, welche inzwischen aus Monozyten und Thrombozyten bestand, wurde erneut vorsichtig mit
einer Pasteur-Pipette abgezogen und in ein neues 50 ml Zellkultur-Réhrchen Gberfihrt und mit 50 ml
PBS verdiinnt. Hiernach wurde die Probe bei 300 g fiir 10 Min. bei 20 °C zentrifugiert, der Uberstand
verworfen und das Zellpellet in 10 ml PBS resuspendiert und in ein 15 ml Zellkultur-Réhrchen tberfuhrt.
Anschliefend wurden die Zellen maschinell gezahlt und erneut bei 300 g fir 10 Min. bei 20 °C
zentrifugiert. Nach Verwerfen des Uberstands wurde das resultierende Zellpellet in 95 ul MACS-Puffer
+ 5 ul CD14-MACS-Beads pro 107 Zellen resuspendiert. Die anschlieBende magnetische Zellseparation
(MACS = magnetic associated cell sorting) beruht auf dem Konzept magnetischer Kiigelchen in
Nanometergrélie, welche mit gegen CD14 gerichteten Antikérpern beschichtet wurden. CD14 ist ein
Co-Rezeptor des LPS-Rezeptor-Komplexes und wird gemeinhin als ein Marker fir Monozyten und
Makrophagen anerkannt. Durch Zu- und Wegnahme einer magnetischen Kraft kann somit eine
hochgradig spezifische Zellseparation erreicht werden. Hierzu wurde die vorbereitete Probe fir 20 Min.
bei 4° inkubiert, anschliefend die Probenréhrchen bis auf 10 ml mit MACS-Puffer aufgefillt und bei 200
g fir 10 Min. bei 10 °C zentrifugiert. Nach Verwerfen des Uberstands, wurde das resultierende Zellpellet
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in 1 ml MACS-Puffer resuspendiert und anschlieRend auf eine zuvor mit 5 ml MACS-Puffer hydrierte
und in die magnetische Halterung eingesetzte LS-MACS-Saule aufgebracht. Nun wurde die Saule mit
3 ml MACS-Puffer gewaschen und dies insgesamt dreimal wiederholt. Nach der dritten Waschung
wurde die Saule aus der magnetischen Halterung entfernt und Uber einem frischen 15 ml Zellkultur
Roéhrchen positioniert. Die jetzt nicht mehr durch magnetische Krafte gehaltenen CD14* Zellen wurden
mittels 5 ml MACS-Puffer und unter vorsichtiger Zuhilfenahme des zur Saule passenden Kolbens aus
dieser geldst. AnschlieRend wurden die Zellen erneut maschinell gezahlt und bei 200 g fir 10 Min. bei
10 °C zentrifugiert und darauffolgend einmalig mit PBS gewaschen. AbschlieRend wurden die Zellen in
einer Konzentration von 1 x 108 Zellen/ml in X-Vivo Medium resuspendiert und in 6-Well-Platten zur
weiteren Stimulation ausgesat. Die Stimulation erfolgte zu den unter 2.1 beschriebenen Brut-
bedingungen. Die Konzentrationen der zugegebenen Stimulanzien finden sich in folgender Tabelle:

Stimulus Konzentration
MCSF 100 ng/ml
Dexamethason 1x 107 M (1000 U/ml)
IL-4 10 ng/ml

LPS 1 pug/ml

IFN-y 50 ng/ml

TNF-a 10 ng/ml

Mifepriston 100 nM

PMA 200 nM

2.1.4 Lentivirus-Herstellung zur Transduktion eukaryoter Zellen

Zur Herstellung einer transgenen, eukaryoten Zelllinie mit Uberexprimierung von P2Y14 wurde
zunachst ein Vektor tragender Lentivirus in HEK293/T17 Zellen produziert. Hierzu wurden die Zellen in
T175 cm? Zellkulturflaschen ausgesét und bis 80 % Konfluenz kultiviert. Im Anschluss wurden die Zellen
mit dem vorbereiteten ADR6/hsP2Y 14-Vektor oder ADRG/EV (s. 3.2.2) und lentiviralen Plasmiden der
dritten Generation (pMD2.G L1, pRSV rev L2, pMDLg / pRRE L3 und pCDNA3.1/p 35 E 71) mittels X-
treme GENE 9 DNA Transfektions-Reagenz transfiziert. Zusatzlich wurden zur Steigerung der
Plasmidaufnahme 100 nM Natriumpyruvat in das Medium gegeben. Am Folgetag wurde das Medium
gewechselt und mit 10 mM Natriumbutyrat versetzt, um die Virusproduktion zu stimulieren. Am Folgetag
wurde das Medium verworfen, die Zellen einmalig mit PBS gewaschen und im Anschluss mit
Erntemedium (DMEM Complete + 1 % Pen/Strep) bedeckt. Nach 8 h Inkubation wurde das
Erntemedium gesammelt und mittels eines 0,22 uym Filters von Zellresten befreit. Dieser Vorgang wurde
zur Steigerung der Virusausbeute insgesamt dreimal wiederholt. Das gesammelte Erntemedium wurde
mittels Vivaspin-Sdulen aufkonzentriert, aliquotiert und bis zur weiteren Verwendung bei — 80 °C
gelagert.

2.1.5 Herstellung transgener Zelllinien

Zur experimentellen Verwendung P2Y14-iberexprimierender Zellen wurden die eukaryoten Zelllinien
U937 und HEK 293 mittels Lentivirus (s. 2.1.4) transduziert. Hierzu wurden die genannten Zellen zu
1 x 10% in 10 ml Complete Medium (s. 2.1.1) in 6-Well-Platten ausgesat und jeweils 100 pl Viruslosung
(s. 2.1.4) tropfenweise hinzugefugt. Nach 48 h wurde das Medium gewechselt und 2 pg/ml Puromycin
zur Selektion hinzugegeben. Jeweils zwei Wells mit unbehandelten Zellen wurden als Negativkontrolle
genutzt. Nachdem die Zellen der Negativkontrolle verstorben waren, wurden die transduzierten Zellen
geerntet und in Ublicher Weise kultiviert. Die Transgen-Expression von P2Y 14 wurde mittels PCR, qRT-
PCR, Western Blot und ICC verifiziert.
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2.2 Molekularbiologische Methoden

2.2.1 RNA-Isolation und cDNA-Synthese

Zur Gewinnung von RNA aus eukaryoten Zellen wurden die infrage kommenden Zellen geerntet,
einmalig in PBS gewaschen, zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Die RNA-Isolation erfolgte
unter Verwendung des RNeasy Kits (Qiagen) oder des innuPREP RNA Mini Kit (Jena Analytik), jeweils
unter Befolgung des Hersteller-Protokolls. Im Gegensatz zu dem innuPREP Kit, welches bereits im
Abschlussschritt kontaminierende, genomische DNA herausfiltert, fehlt bei dem RNeasy Kit ein solcher
Schritt. Daher wurde die hieraus gewonnene Probe fiir 1h bei 37 °C mit DNasel inkubiert. Abschlieltend
wurde die RNA-Konzentration fotometrisch mittels Nanodrop bestimmt und die RNA bis zur weiteren
Verwendung bei — 80 °C gelagert. Fur die weitere experimentelle Verwendung und zur Stabilisierung
der genetischen Information wurde die gewonnene RNA in cDNA transkribiert. Dies wurde mittels
Maxima Reverse Transkriptase in zwei Schritten erreicht. Erst wurde eine Vormischung hergestellt:

Komponente Menge

RNA 1 Mg

Oligo(dT)-Primer (100 uM) 0.5 ug

RNase freies Wasser auffillen bis auf 12,5 ul

Diese wurde sanft vermischt und anschlie®end fiir 4 Min. bei 65 °C inkubiert. Daraufhin wurde die
Mischung kurz auf Eis abgekuhlt und folgende Komponenten hinzugefugt:

Komponente Menge

5 x RT Puffer 4 ul
RiboLock RNase Inhibitor 0.5yl (20 V)
dNTP-Mix (10 mM) 2 ul

Maxima Reverse Transkriptase 1 ul (200 U)

Die anschlieRende reverse Transkription fand bei 50 °C fir 30 Min. statt, das Enzym wurde hiernach
bei 85 °C fur 5 Min. inaktiviert. Die Lagerung der gewonnenen cDNA erfolgte bei —20 °C.

2.2.2 Klonierung von P2Y14 und Herstellung eines Expressionsvektors

Die Klonierung des humanen P2Y14-Gens (hsP2Y14) erfolgte in einen ADRG6-Expressionsvektor.
Dieser enthalt eine EF1a-Promoter-Sequenz, eine Multiple Cloning Site (MCS) mit Flag-Tag
Markierung, eine Internal Ribosomal Entry Site (IRES), eine Puromycin-Resistenz und eine Red
Fluorescent Protein (RFP)-Sequenz zur Selektion und Identifikation erfolgreich klonierter Gene.
Zunachst wurde cDNA von hsP2Y14 (IRATp970D0531D) mittels PCR vermehrt und die
Schnittsequenzen der Restriktionsenzyme Xba1 und Mlu1 in die Sequenz eingebracht unter
Verwendung der in Tab. 7 aufgefihrten Primer. Diese PCR wurde unter Zuhilfenahme und nach
Protokoll der k-HiFi HotStart DNA Polymerase durchgefihrt:

Komponente Menge
5 x k-HiFi Puffer 10 i
10 mM dNTP 1,5 pl
Forward Primer (10 pM) 1,5 pl
Reverse Primer (10 yM) 1,5 ul
K-Polymerase (1 U/ul) 1,5 ul
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cDNA 0,5 pl
Nuklease-freies Wasser 34 ul

Geréate-Einstellungen des Thermo-Cyclers:

Schritt Temperatur Zeit Zyklen
Start 95 °C 3 Min. 1
Denaturierung 98 °C 20 Sek.

Anlagerung 55,7 oder 58 °C 15 Sek. 17 oder 22
Elongation 72 °C 60 Sek.

Abschluss 72 °C 5 Min. 1

Mit 10 % des PCR-Produkts wurde eine Agarose-Elektrophorese in tblicher Weise durchgefiihrt (s.
2.2.3) und die Probe mit der starksten Bande und ohne sichtbare unspezifische Reaktionen (Tm 58 °C,
17 Zyklen) unter Verwendung des Omnipure-OLS Purification Kit nach Hersteller-Protokoll aufgereinigt.
Im Folgenden wurden das aufgereinigte PCR-Produkt und der ADR6 Vektor der enzymatischen
Restriktion mit Xba1 und Mlu1 zugefiihrt:

Komponente hsP2Y14 ADR6
PCR-Produkt/ADR6 20 pl 2 ul
Xba1 1 ul 1 ul
Miu1 1 ul 1 ul
10x Tango-Puffer 10 pl 10 pl
Nuklease-freies Wasser 18 ul 36 ul

Die Verdauungslésungen wurden fur 1,5 h bei 37 °C inkubiert, hiernach wurde 1 pl Calf-Intestinal-
Alkalinphosphatase (CIAP) zur ADR6-L6sung hinzugefiigt und beide Proben fir weitere 30 Min. bei
37 °C inkubiert. Bei ADR6 handelt es sich um einen ringférmigen Vektor, der durch die Restriktion
linearisiert und nach Aufreinigung spontan religieren wirde. Dies wird durch die Zugabe von CIAP
verhindert, da diese die 5-Phosphatgruppe des Vektors entfernt. Nach Abschluss des Restriktions-
schrittes wurden beide Proben erneut einer Aufreinigung mittels des Omnipure-OLS Purification Kit
zugefuhrt. Die aufgereinigten Produkte wurden im nachsten Schritt fir 1 h bei Raumtemperatur oder
Uber Nacht bei 4 °C ligiert:

Komponente Menge

PCR-Produkt 2 ul

Linearisierter ADRG-Vektor 3 ul

Nuklease-freies Wasser 5 ul

= Mischung fur 10 Min. auf 42 °C erhitzt, dann erst Zugabe der restlichen Komponenten
T4 10 x Puffer 2yl

Nuklease-freies Wasser 7,5 ul

T4 Ligase 0,5 pl

Der nun ligierte ADR6/hsP2Y14-Vektor wurde mittels Heat Shock Transformation in einen DH5a-
kompetenten E.coli Stamm inseriert. Hierzu wurden die E.coli Bakterien aufgetaut und jeweils mit 2 pl
ADRG6/hsP2Y14 oder unbehandeltem ADR6 (ADRG6/EV) vermengt und 20 Min. auf Eis inkubiert. Die
Heat Shock Transformation geschah dann bei 42 °C fur 45 Sek., hiernach wurden die Zellen erneut auf
Eis fir 2 Min. auf Raumtemperatur gebracht und 200 pyl SOC-Medium zur Steigerung der Trans-
formationseffizienz beigefligt. Die Proben wurden anschliefend bei 800 rpom und 37 °C fir 30 Min.
geschittelt und anschlieBend je 200 ul auf LB-Agarplatten aufgetragen, welche zuvor mit 100 ug/mi
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Ampicillin versetzt worden waren. Nach Lagerung der Platten bei 37 °C Gber Nacht wurden am Folgetag
mehrere einzeln liegende Kolonien geerntet und nach PCR-Kontrolle auf koharente Bandenmuster die
beiden vielversprechendsten Kolonien in 100 pg/ml Ampicillinhaltigem Flissig-LB-Medium bei 37 °C
und 120 rpm Uber Nacht propagiert. Am Folgetag wurden die Zellen mittels Zentrifugation geerntet und
mittels Endofree Plasmid Maxi Kit nach Hersteller-Protokoll aufgereinigt. Die Nukleinkonzentration des
so aufgereinigten Plasmids wurde mittels Nanodrop 2000 bestimmt, auf 100 ng/ul eingestellt und ein
Teil zur Sequenzierung durch LGC Genomics versandt. Nach Erhalt der Sequenzierungsdaten wurden
diese mittels FinchTV und in Abgleich mit der NCBI-Datenbank auf Koharenz geprift und zur weiteren
Verwendung freigegeben.

2.2.3 Polymerase Chain Reaction (PCR)

Die aus Punkt 2.2.1 gewonnene cDNA wurde mittels PCR auf Vorhandensein durch Primer definierter
Nukleinsdure-Fragmente Uberprift. Die cDNA-Proben wurden hierzu 1:10 mit Nuklease-freiem Wasser
verdinnt und die PCR pro Probe wie folgt angesetzt:

Komponente Menge
Nuklease-freies Wasser 6,1 pl
cDNA-Probe 1l

10 x TAQ PCR-Puffer 1,2 pl
dNTP’s 0,6 pl
Primer Forward 10 uM 0,5 pl
Primer Reverse 10 yM 0,5 ul
DFS-TAQ DNA Polymerase 0,1 pl

Gerate-Einstellungen des Thermo-Cyclers:

Schritt Temperatur Zeit Zyklen
Start 95 °C 3 Min. 1
Denaturierung 95 °C 30s

Anlagerung Tm des Primers 30s 34
Elongation 72°C 45 s

Abschluss 72 °C 5 Min. 1
Haltefunkton 4°C °° 1

Zwischenzeitlich wurden die Agarose-Gele vorbereitet. Hierzu wurde 1 g/100 ml Agarose in TAE-Puffer
geldst. Nach Erwarmen und kurzem Abkihlen der Mischung wurden 7 pl Nancy 520 DNA-
interkalierender Fluoreszenzfarbstoff hinzugefligt und die Gele nach Gielten und Aushartung bis zur
weiteren Verwendung in TAE-Puffer gelagert. 10 ul, der mit 6 x Beschwereldsung (Loading Dye)
vermengten PCR-Produkte sowie ein DNA-Marker-Mix wurden in die Taschen der vorbereiteten
Agarose-Gele aufgetragen. Die anschliefende Elektrophorese fand bei 100V fir 20—25 Min. statt. Die
fertigen Gele wurden abschliefend mit dem Azure c400 Gel Imaging System visualisiert.

2.2.4 Quantitative Real-Time PCR (qRT-PCR)

Zur Durchfiihrung einer qRT-PCR wurden die aus 2.2.1 gewonnenen cDNA-Proben 1:50 in Nuklease-
freiem Wasser verdiinnt und mit Primern und dem kauflich erworbenen SYBR® Green PCR Master Mix
vermengt:
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Komponente Menge
cDNA-Probe (1:50 verdiinnt) 10 ul
Primer Forward 2 uM 3,5 ul
Primer Reverse 2 uM 3,5 ul
SYBR® Green PCR Master Mix 17 ul

Die Proben wurden in Triplikaten zu jeweils 10 pl auf eine 96-Well-Platte pipettiert und mittels MX3000P
Detection System unter Standardbedingungen ausgewertet. Jede Probe wurde jeweils gegen ein oder
zwei Referenzgene normalisiert, welche zuvor mittels NormFinder Excel-Plug-in zu den spezifischen
Zell- und Versuchsumgebungen passend festgelegt wurden (s. jeweilige Ergebnisse). Pro Versuch und
Primer wurden die Effizienzkurven der Primer mittels LinRegPCR ermittelt und zur analytischen
Auswertung einbezogen. Berechnung des Anderungsfaktors (AF) erfolgte geméaR Pfaffl-Methode nach
folgender Formel:

E (Zielgen)“t Zielgen (Kontrolle—Behandlung)

AF = E (Referenzgen)“t Referenzgen (Kontrolle—Behandlung)

Die Adressierung der Fehlerfortpflanzung der Standarddeviation der Primer-Effizienzen (SD(Egen))
mittels Taylorreihe erfolgte entsprechend nachstehender Formel:

2
(Ctzielgen,Kontrolle - CtZielgen,Behandlung)

2
EZielgen

SD(AF) = AF { SD(Eziergen)®

2
(CtReferenzgen,Kontrolle - CtReferenzgen,Behandlung)
EZ

Referenzgen

2 2
+ (lOge EZielgen)2 (SD(CtZielgen,Kontrolle) +SD (CtZielgen,Behandlung) )

SD (EReferenzgen)2

1
) 2 2\ |2
+ (lOge EReferenzgen) (SD (CtReferenzgen,I(ontrolle) + SD(CtReferenzgen,Behandlung) )

Im Falle mehrerer Referenzgene wurde zunachst der geometrische Mittelwert aus den Einzeleffizienzen
(Ecen) sowie den SD(Ecen) errechnet und fortan verwendet. Die weitere statistische Auswertung erfolgte
wie in 2.4 erlautert.

2.2.5 Microarrays

Die wie in 2.2.1 beschrieben isolierte RNA von drei Proben je Kondition wurde mittels Nanodrop 2000
auf eine Nukleinsaurekonzentration von 100 ng/ul eingestellt. Insgesamt 1 pg pro Probe wurden
verwendet und zur Anfertigung der Microarrays versandt. Die Durchflhrung und statistische
Vorauswertung der erhobenen Daten wurde durch die Affymetrix Core Facility der Universitdtsmedizin
Mannheim Ubernommen. Die vorprozessierten Daten wurden im Weiteren mittels im Rahmen einer
Gensatzanreicherungsanalyse (GSEA; Gene Set Enrichment Analysis) mittels GSEA 4.3.2 Software
anhand der im Folgenden aufgefiihrten Parameter auf eine Gensatzanreicherung hin analysiert:

Name Wert
Enrichment statstic classic
Normalization Mode meandiv
Collapsing Mode Max_probe
Max. Set Size 500
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Min. Set Size 15

Number of Permutations 1000

Gene List Ordering Mode descending
Seed for Permutation timestamp
Gene List Sorting Mode real

Metric for Ranked Genes Signal2Noise
Randomization Mode no_balance
Permutation Type gene_set
Collapse/Remap to gene symbols No_Collapse

2.3 Biochemische Methoden

2.3.1 Proteinisolation und -quantifizierung

Zur Proteingewinnung aus Zellen wurden die geernteten Zellproben zunachst in zwei Schritten mit PBS
gewaschen und die Zellpellets anschlieBend in RIPA-Lyse-Puffer resuspendiert und fur 20 Min. auf Eis
inkubiert. Anschlielend erfolgte eine Zentrifugation bei 14.000 g und 4 °C fur 10 Min. Der proteinhaltige
Uberstand wurde in ein neues Versuchsréhrchen transferiert und die Proteinkonzentration mittels DC™
Protein Assay bestimmt. Die daraus erhaltenen Proben wurden in Duplikaten auf eine 96 Well-Platte
pipettiert und die Absorption bei 655 nm mittels Tecan Infinite 200Pro bestimmt. Zur Berechnung der
Proteinkonzentration aus den Absorptionswerten wurde eine Standardkurve aus sieben Punkten mittels
in RIPA-Lyse-Puffer geléstem BSA in absteigender Konzentration von 10 mg/ml bis 0,16 mg/ml
angefertigt.

2.3.2 SDS-Polyacrylamid-Gel-Elektrophorese (SDS-PAGE)

Die SDS-PAGE wurde zur Auftrennung von Proteinlysaten (s. 2.3.1) nach MolekllgroRe verwendet.
Das Prinzip hierbei beruht auf der unterschiedlichen Laufgeschwindigkeit verschieden grof3er Proteine
durch ein polymerisiertes Polyacrylamid-Gel entlang eines elektrischen Feldes. Aufgrund der
schlechten Haltbarkeit der Gele wurden diese taggleich gegossen. Fir die angestrebte
Groflenauflosung wurde eine 10-prozentige Trenngellésung wie folgt hergestellt:

Trenngellésung

dH20 5,9 mi
30 % Bisacrylamid 5ml
1,5 M Tris, pH 8,8 3,8 ml
10 % SDS 0,15 ml
10 % APS 0,15 ml
TEMED 6 ul

Um eine Austrocknung der oberen Gelrdnder zu vermeiden, wurde das Gel mit Isopropanol
Uberschichtet, welches nach abgeschlossener Polymerisation abgegossen und die Sammelgelldsung
aufgebracht wurde. Ein Probenkamm wurde bis zum Abschluss der Polymerisation der
Sammelgellésung eingebracht.
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Sammelgellésung

dH20 1,72 ml
30 % Bisacrylamid 0,5 ml
0,5 M Tris, pH 6,8 0,76 ml
10 % SDS 0,03 ml
10 % APS 0,03 ml
TEMED 3ul

Die fertigen Gele wurden in die Elektrophorese-Kammer transferiert, der Probenkamm entfernt und mit
TAE-Puffer bedeckt. 40 ug der zuvor 1:1 mit Lammli-Puffer vermengten Proteinproben wurden bei
95 °C fir 5 Min. gekocht. Dies dient der Denaturierung der Proteine, so dass die Auftrennung nach
Molekilgrofte ermdoglicht wird. Zusatzlich erreicht wird dies durch das im Lammli-Puffer enthaltene -
Mercaptoethanol, welches die Tertidrstruktur der Proteine durch die Spaltung von Disulfidbriicken
auflést und das SDS, welches sich als negativ geladenes Molekil an die Proteine anlagert und so die
Eigenladung der Proteine uberlagert. Nach kurzem Abkuhlen wurden die Proben sowie der Marker
PageRuler Prestained in die vorgeformten Vertiefungen gegeben und die Elektrophorese mit 20 mA bei
Raumtemperatur durchgefuhrt. AbschlieRend wurden die Gele mittels verdiunnter Coomassie-Lésung
gefarbt oder wie unter 2.3.3 beschrieben weiterverarbeitet.

2.3.3 Western Blot (WB)

Zur verbesserten Darstellung, Stabilisierung der Ergebnisse und Immundetektion einzelner Proteine
des mittels 2.3.2 erreichten Auftrennungsergebnisses wurden die Polyacrylamid-Gele per Western-
Blot-Methode weiterverarbeitet. Der Proteintransfer erfolgte auf Nitrozellulose- und PVDF-Membranen,
entweder Uber Nacht bei 4 °C und 180 mA im Rahmen eines Nasskammer-Transfers (Wet-Chamber-
Blot) oder mittels Trans Blot Turbo fir 35 Min. bei 0,45 A (max. 25 V) im Semi-Dry-Verfahren. Die
geblotteten Membranen wurden nach dem Transfer mit 5 % Magermilchpulver enthaltendem PBS-
Puffer (PBS-5M) fir 1 h geblockt, um weitere unspezifische Proteinanlagerungen an die Membran zu
unterbinden. Im nachsten Schritt wurden die Membranen mit dem zur Anwendung kommenden Primar-
antikérper in PBS-5M verdunnt inkubiert. Die jeweiligen Verdiinnungsfaktoren finden sich in Tab. 8. Dies
geschah fur mindestens 2 h bei Raumtemperatur oder bei 4 °C Gber Nacht. Im Anschluss wurde die
Lésung abgekippt und die Membranen mindestens dreimal in PBS gewaschen. Nun erfolgte die zweite
Inkubation mit einem HRP-konjugierten (horseradish peroxidase, Meerrettichperoxidase) Zweit-
Antikérper in PBS-5M verdinnt fir 1 h bei Raumtemperatur. Hiernach wurden die Membranen erneut
dreimal fir 10 Min. in PBS gewaschen und das HRP-Substrat Luminol, Luminate Forte Western HRP-
Substrat, fiir 3 Min. aufgetragen. Das durch die Umwandlung des Substrats durch die HRP vermittelte
chemilumineszente Signal wurde mittels lichtsensitiver Filme (High Performance Chemiluminescence
Films) detektiert und die Filme mittels Agfa Autoprocessor Curx 60 entwickelt.

2.3.4 Immunzytochemie (ICC)

Zur Darstellung von Zellproteinen unter Verwendung jeweils proteinspezifischer Antikdrper an
kultivierten Zellen kam die Fixation und Farbung mittels Immunzytochemie zur Anwendung. Je nach
Wachstumsverhalten wurden die infrage kommenden Zellen auf Coverslips kultiviert oder Cytospins
angefertigt. Je nach Anforderungen des jeweiligen Antikbrpers wurden die Zellen in — 20 °C kaltem
Aceton oder PFA fixiert. Zur Fixierung in PFA wurden die Zell-beschichteten Objekttrdger zunachst
vorsichtig in PBS gewaschen und anschlieRend fir 10 Min. in 2 % PFA getaucht. Hieraufhin schloss
sich eine 15-minutige Inkubation in 0,5 % Triton-X haltigem PBS und in Folge erneut fir 10 Min. in 4 %
PFA an. AbschlieRend wurden die Objekttrager dreimalig fir 10 Min. auf dem Schdittler in PBS
gewaschen. Die Farbung wurde zunachst fir 2 Min. in 0,1 % Tween-20 haltigem PBS (PBST)
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vorbereitet und die Coverslips oder Cytospins jeweils mit Fettstift umfahren, um einem Verlaufen der
Antikérperldsungen vorzubeugen. Im nachsten Schritt wurden die zu behandelnden Stellen fir 10 Min.
mit Wasserstoffperoxidase vorbehandelt, um ggf. endogen vorhandene HRP zu inaktivieren. Im
Anschluss wurden die Objekttrager je fir 2 Min. dreimal in PBS und einmal in PBST gewaschen. Als
Nachstes wurden die Objekttrager fir 30 Min. mit 3 % BSA in PBS geblockt, um so unspezifischen
Antikdrperbindungen vorzubeugen. Nun wurden die in Antibody Diluent verdinnten Primarantikdrper
aufgetragen, die Inkubation fand fiir 2 h bei Raumtemperatur statt. Nach erneut viermaliger (3 x PBS +
1 x PBST) Waschung wurde der ebenfalls in Antibody Diluent verdiinnte, HRP-konjugierte,
speziesspezifische Zweitantikdrper aufgetragen und fir 1 h bei Raumtemperatur inkubiert. Danach
wurden die Objekttrager erneut viermal (3 x PBS + 1 x PBST) gewaschen, fur 10-20 Min. mit dem
DAKO AEC HS HRP Substrat inkubiert und anschlieRend fir 30—60 Sek. in gefiltertes Hamalaun
getaucht. Das Hamalaun dient hierbei als blaulich-violette Gegenfarbung zur besseren Kontrastierung
des rétlich ausfallenden, unldslichen HRP-Produkts. AbschlieRend wurden die Objekttrager grindlich
mit Wasser von Hamalaun-Resten gereinigt, Deckglasmedium und Deckglas aufgebracht und bis zur
mikroskopischen Auswertung luftgetrocknet. Digitale Bilder der gefarbten Proben wurden mittels CCD-
Kamera Clara (Andor) und Nikon Eclipse N1 Mikroskop angefertigt und die erhobenen Daten mithilfe
der NIS-Elements Software (Nikon), Adobe Photoshop 24.7.0 oder GIMP 2.10.32 weiterverarbeitet.

2.3.5 Immunhistochemie (IHC)

Die Anfertigung von Gewebeschnittfarbungen im Rahmen einer Immunhistochemie erfolgte mit Proben
der Gewebebanken der Klinik fir Dermatologie und der Klinik fir Pathologie der Universitadtsmedizin
Mannheim, welche uns freundlicherweise zur Verfiigung gestellt wurden. Hierzu wurden sowohl
Kryostat-Schnitte an zuvor in FlUssigstickstoff gelagerten, als auch Schnitte von zuvor in Paraffin
eingebetteten Gewebeproben angefertigt. Nach Anfertigung der Schnitte wurden diese zunachst Uber
Nacht luftgetrocknet. Die Kryoschnitte wurden fir 10 Min. in eiskaltem Aceton fixiert und hiernach erneut
luftgetrocknet und der Farbung zugeflhrt (s. 2.3.4). Die Paraffinschnitte wurden zunachst in Xylol und
einer absteigenden Alkoholreihe (100 % - 70 % EtOH) entparaffiniert. Anschliefiend folgte die Antigen-
demaskierung bei 95 °C in EDTA (pH 9) oder Citrat-Puffer (pH 6) fur jeweils 20 Min. je nach zu
verwendendem Antikérper. Nach Lufttrocknung wurden die Schnitte wie in 2.3.4 gefarbt.

2.3.6 Fluorescence-Activated Cell Sorting (FACS)

Das Fluorescence-Activated Cell Sorting (FACS) ist eine durchflusszytometrische Methode zur
Auftrennung der verschiedenen Zellen einer Probe nach physikalischen Charakteristika (Grole,
Transparenz, u.a.) und nach mittels Fluoreszenz-konjugierter Antikdrper markierten Epitopen
bestimmter Zellproteine. Zur Anwendung dieser Methode wurden die infrage kommenden Zellproben
zunachst in FACS-Surface-Puffer (FSB) gewaschen. Bei intrazellular gelegenen Epitopen wurde das
Foxp3/Transcription Factor Staining Kit unter Befolgung des Hersteller-Protokolls verwendet. Durch die
anschlieBende Zugabe von 1,5 ul / 1 x 108 Zellen Fc-Block (BD Biosciences) in den Puffer wurden die
auf Monozyten, Makrophagen, Dendritischen Zellen oder B-Zellen vorkommenden Fc-Rezeptoren
geblockt, um somit unspezifische Bindungen der Farbe-Antikérper zu vermeiden. Nach 10 Min. und
zweimaliger Waschung der Zellen in FSB wurden die jeweiligen Antikdrper hinzugefiigt und fir weitere
20 Min. bei Raumtemperatur inkubiert. Dieser Schritt entfiel, wenn kein sekundarer Fluoreszenz-
konjugierter Antikdrper bendtigt wurde. AnschlieBend wurden die Zellen zweimalig in FSB gewaschen
und erneut fir 20 Min. bei Raumtemperatur mit den Fluoreszenz-konjugierten (sekundaren) Antikérpern
inkubiert. Nach erneut zweimaliger Waschung wurden die Zellen anschlielfend in 300 pyl FSB
resuspendiert und mittels FACS Canto Il gemessen. Je Experiment wurde eine ungefarbte Kontrolle
(Unstained Control), eine mit 7AAD gefarbte Viabilitdts-Kontrolle (Viability Control), bei Verwendung
eines sekundaren Antikérpers eine SO-Kontrolle (Secondary-only Control) und bei mehreren
verschiedenen Antikérpern, je eine FMO-Kontrolle (Fluorescence minus one) inkludiert. Die
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Auswertung erfolgte unter Verwendung der Flow-Jo Software V10.1. Die Gatingstrategie ist
exemplarisch in Abb. 16 dargestellt. Die Geratekompensation wurde zu jedem Experiment unter
Nutzung der BD CompBeads nach Hersteller-Protokoll durchgefiihrt. Aufgrund der technisch bedingten,
schlechten Vergleichbarkeit von zu verschiedenen Zeitpunkten erhobenen FACS-Daten, erfolgte die
statistische Auswertung ausschliellich intraexperimentell. Die Angabe der StichprobengréRe n ist
hierbei als Kumulation der Probenzahlen der getrennt ausgewerteten Experimente angegeben.

2.3.7 Herstellung eines anti-hsP2Y 14 Antikorpers

Nach ausfihrlicher Testung mehrerer kommerziell verfiigbarer Antikorper gegen P2Y14 mit teils
unzufriedenstellenden Spezifitaten in den jeweiligen Anwendungsfallen, wurde der Entschluss gefasst,
einen eigenen gegen P2Y14 gerichteten Antikdrper herzustellen. Hierzu wurde ein polyklonaler
Antikérper gegen die Peptidsequenz AQNDLDISRIKRGNTTLESTDTL konstruiert, welche der
intrazellular gelegenen Region 316 bis 338 des C-Terminus der P2Y14-Primarsequenz (NCBI
Reference Sequence: NP_001074924.1) entspricht. Das synthetisierte Peptid wurde mittels KLH-
Trager-Protein als immunogenes Antigen kommerziell durch die Peptide Specialty Laboratories,
Heidelberg verwendet (Tragerspezies: Rabbit). Die Aufreinigung des erhaltenen Serums wurde mittels
Affinitdtschromatografie mithilfe der dazu mitgelieferten Peptid-Saulen nach deren Protokoll
durchgefihrt.

2.3.8 Calcium-Influx-Assay

Der Calcium-Einstrom als KenngréRe fiir die Aktivierung des G-Protein-gekoppelten Rezeptors P2Y14
wurde mittels Calcium-Influx-Assay bestimmt. Die hierfir verwendeten Zellen wurden zunachst in einer
schwarzen 96-Well-Platte mit transparentem Boden in 10 % FCS haltigem PBS ausgesat und bis zum
Folgetag unter Standardbrutbedingungen kultiviert. Am zweiten Tag, mindestens 24 h vor
Versuchsdurchfihrung, wurden die Zellen auf Viabilitdt kontrolliert und auf 0 % FCS gewechselt. Am
dritten Tag erfolgte die Versuchsdurchfiihrung. Hierzu wurde das Calcium NoWashPWWS Assay Kit
verwendet und nach Hersteller-Protokoll verfahren. Zur Messung wurde mittels 12-Tip-Multipipette max.
10 pl der Agonistenlésung, PBS als Negativkontrolle oder der lonophore A23187 als Positivkontrolle
1:10 zu einer vertikalen Plattenreihe pro Messdurchgang unmittelbar vor Start hinzugegeben. Die
Messung der Fluoreszenz (Exzitation 494 nm, Emission 516 nm) erfolgte unter Verwendung des Tecan
infinite 200Pro und der dazugehérigen Software Tecan i-control V1.11.1.0. Zur Normalisierung der
Messwerte wurde der Mittelwert einer vierfachen Leermessung der Platte herangezogen.

2.4 Statistik

Die statistische Auswertung der experimentell erhobenen Daten erfolgte unter Verwendung von
GraphPad Prism 10. Mittels unpaired student’s t-test, one-way ANOVA oder two-way ANOVA mit
Bonferroni-Test wurde die statistische Signifikanz ermittelt und mittels Sternchen grafisch dargestellt
(*=p=<0,05, **=p<0,01, ***=p<0,001). Die grafisch dargestellten Fehlerbalken entsprechen den
errechneten SEM (Standard error of mean, Standardfehler des Mittelwerts) oder SD
(Standarddeviation).
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3. Materialien

Tabelle 2: Verbrauchsgliter

Artikel

Hersteller

12-well plates

24-well plates

6-well plates

96-well plates

Cell scraper

Cell strainer 100 pym

Cellculture flask 175 cm? (T175)
Cellculture flask 25 cm? (T25)
Cellculture flask 75 cm? (T75)
Eppendorf Safe-Lock Tubes 0.5 ml
Eppendorf Safe-Lock Tubes 1.5 ml
Eppendorf Safe-Lock Tubes 2.0 ml
High-Performance Chemiluminescence Film
Hyperfim™ ECL

Immune-Blot PVDF Membrane

Greiner bio-one
Greiner bio-one
Greiner bio-one
Greiner bio-one
Greiner bio-one
BD Falcon
Greiner bio-one
Greiner bio-one
Greiner bio-one
Eppendorf
Eppendorf
Eppendorf
Amersham

GE Healthcare
BioRad

LS Columns Miltenyi
Micro-Assay-Platte, 96-well black, clear bottom (GB655097) Greiner bio-one
Vivaspin Columns (MWCO=100,000 PES) Sartorius
Tabelle 3: Zellkultur
Medium / Reagenz Hersteller
Dulbeccos’s Modified Eagle Medium (DMEM) Gibco
Earl’s balanced salt solution (EBSS) Gibco
Fetal calf serum (FCS) Biochrom
Minimum Essential Medium Sigma
Nicht-Essenzielle Aminosauren Biochrom
Opti-MEM | reduced serum media Gibco
Penicillin / Streptomycin Biochrom
Puromycin Invitrogen
RPMI-1640 Gibco
Trypsin / EDTA Gibco
X-treme Gene 9 DNA transfection reagent Roche
X-Vivo Lonza
Tabelle 4:Chemikalien und Reagenzien
Artikel Hersteller
0.5 M Tris (pH 6,8) Bio-Rad
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Artikel Hersteller

1.5 M Tris (pH 8,8) Bio-Rad

10 x Tris Glycine Buffer (TGS) Bio-Rad

30 % Acrylamide Mix Bio-Rad
4-Aminophenylmercuric acetate (APMA) Sigma Aldrich
7-AAD (559925) BD Biosciences
A23187 (Calcimycin), Ca?* lonophore (ab120287) Abcam

Aceton (CsHeO) Carl Roth

AEC Chromogen Substrate Dako

Agarose Sigma Aldrich
Ammonium persulfate (APS) Sigma Aldrich
Ampicillin Sigma Aldrich
Antibody Diluent Dako

Antigen Retrieval Solution pH 6 Leica

Antigen Retrieval Solution pH 9 Leica

Biocoll Biochrom
Bovine Serum Albumin (BSA) Sigma Aldrich
Calf-Intestinal-Alkalinphosphatase Fermentas

Cell Dissociation Solution non-enzymatic 1x Sigma Aldrich
Collagenase IV Genaxxon
Coomassie Brilliant Blue Serva

Crystal violet Carl Roth
Dexamethason Sigma Aldrich
DFS-TAQ DNA Polymerase Bioron

DH5 a kompetente E. coli Invitrogen
DMSO Sigma Aldrich
DNA Ladder Thermo Fisher Scientific
DNase | Fermentas
dNTP Fermentas
dNTP Thermo Fisher Scientific
DPBS Gibco
EcoMount Biocare Medical
Essigsaure / Acetic Acid (C2H402) Carl Roth
Ethanol Carl Roth
Ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) Sigma Aldrich
Eukitt Kindler
Faramount Aqueous Mounting Medium Dako

Fc-Block BD Biosciences
Fetal Calf Serum (FCS) Biochrom
Gelatine Sigma Aldrich
Heparin Sigma Aldrich
Hydrochloric acid (HCI) Merck
Hydrogen peroxide (H202) Merck
Interferon-y (IFN-y) Peprotech
Interleukin-4 Peprotech
Isopropanol Carl Roth
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Artikel Hersteller
Kappa Polymerase Invitrogen
Laemmli Buffer Bio-Rad
Lipopolysaccharide (LPS) Invitrogen
Luminate Forte Western HRP Substrat Millipore
Lysogeny broth (LB) Agar Carl Roth
Lysogeny broth (LB) Medium Carl Roth
Macrophage colony-stimulating factor (MCSF) Peprotech
Magermilchpulver Carl Roth
Mayer’s Haematoxylin / Hamalaun Merck
Methanol Sigma Aldrich
Mifepriston Sigma Aldrich
Miu | Thermo Fisher Scientific
MRS 2690 (CAS 15039-58-4) Santa Cruz Biotechnology
Nancy 520 Sigma Aldrich
Natriumazid (NaNs) Sigma Aldrich
Natriumbutyrat (C4H7NaO2) Sigma Aldrich
Natriumchlorid (NaCl) Sigma Aldrich
Natriumdeoxycholat (C24H3904Na) Sigma Aldrich
Natriumdodecylsulfat (SDS, C12H2sNa04S) Bio-Rad
Natriumfluorid (NaF) Sigma Aldrich
Natriumpyruvat (C3HsNaOs) Sigma Aldrich

NP-40

Oligo(dT)18 Primer

PageRuler Prestained Protein Ladder
Paraformaldehyde (PFA)

Penicillin / Streptomycin

Percoll

Peroxidase Blocking Solution
Phosphatase Inhibitor Cocktail
Phosphate buffered saline (PBS)
PMA

Protease Inhibitor Cocktail

Protein G Agarose

Proteinase K

Puromycin

RiboLock RNase inhibitor

RIPA Buffer

RNAscope® Hydrogen Peroxide Reagent
RNAscope® Protease Plus Reagent
RNAscope® Target Retrieval Reagent
Rotiophorese Puffer TAE

SOC Medium

SYBR® Green PCR Master Mix

T4 DNA Ligase

T4 DNA Ligase Puffer
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Thermo Fisher Scientific
Thermo Fisher Scientific
Carl Roth

Biochrom

GE Healthcare

Dako

Roche

Invitrogen

Sigma Aldrich

Roche

Roche (Sigma)

Dako

Invivogen

Thermo Fisher Scientific
Sigma Aldrich

ACDbio

ACDbio

ACDbio

Carl Roth

Invitrogen

Applied Biosystems
Thermo Fisher Scientific
Thermo Fisher Scientific
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Artikel Hersteller
Tetramethylethylenediamine (TEMED) GenAxxon
Tris / HCI Sigma Aldrich
Triton X-100 Sigma Aldrich
Trypsin / EDTA Gibco
Tumour necrosis factor-a (TNF-a) Peprotech
Tween 20 Sigma Aldrich
UDP-Glukose (ab120384) Abcam
Xba | Thermo Scientific
Xylol / Xylene Carl Roth
B-Mercaptoethanol Sigma Aldrich
Tabelle 5:Kits
Artikelname Hersteller
Calcium NoWashPLUS Assay Kit DiscoverX
CD14 Microbeads Miltenyi

CompBead Anti-Mouse Ig, k/NC Compensation Particles (552843)
CompBeadP'us Anti-Rat Ig, k/NC Compensation Particles (560499)
DC™ Protein Assay

Endofree Plasmid Maxi Kit

GeneChip™ Human Gene 2.0 ST Array

innuPREP RNA Mini Kit

Maxima Reverse Transcriptase

Omnipure-OLS Purification Kit (2700911)

BD Biosciences

BD Biosciences

Bio Rad

Qiagen

Applied Biosystems
Analytik Jena

Thermo Fisher Scientific
Omni Life Science

RNeasy Kit Qiagen

k-HiFi HotStart PCR Kit VWR / Peqglab

Foxp3/Transcription Factor Staining Buffer Set (00-5523-00) eBioscience
Tabelle 6:Puffer-Rezepte

Tris Buffered Saline (TBS)

Tris 20 mM

NaCl 150 mM

pH 7,6

RIPA-Lyse-Puffer

Natriumchlorid (NaCl) 150 mM

NP-40 1%

Natriumdeoxycholat 0,50 %

SDS 0,10 %

Tris / HCI (pH 8,0) 50 mM

Natriumfluorid (NaF) 10 mM

EDTA 2mM

Protease Inhibitor Cocktail 4%
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MACS-Puffer
PBS 1x
BSA 0,50 %
EDTA 2mM
Western-Blot-Puffer (Wet-Chamber)
TGS 1 x
Methanol 20 %
Western-Blot-Puffer (Semi-Dry)
TGS 3
Methanol 20 %
SDS 0,10 %
FACS-Surface-Puffer (FSB)
PBS 1 x
BSA 10 %
Natriumazid (NaNs) 0,05 %

Tabelle 7:Primer
Gen Forward Reverse
hsP2Y1 AGAATGACCGAGGTGCTGTG ACGTACAAGAAGTCGGCCAG
hsP2Y2 TCCTGTTTCCCGCAGAGTTC CAAGCTCTGGAACCTGACCA
hsP2Y4 TTATGCAGCCCACAACCACT GCTACGACCAACCAAACTGC
hsP2Y6 ACACGGTCCCCTCATTTGAC TGTGCCATTGTCCCATTCCAT
hsP2Y8 AAGGTTGCTGGACAGATGGAAC CCCACAGAGAGAAGAGGTTGC
hsP2Y10 ACTCACCAACATACCCTTCTTTC CCACAAGGCTGCACTGTTAG
hsP2Y11 GGCACAATGAGGAAGGAAACGT CCCTGGAACCCACTGAGTTTG
hsP2Y13 ACTGCCGCCATAAGAAGACA ATCAAGTCGGCCACCAAAGT
hsP2Y14 gRT-PCR  AGCCGTGCTAATCTGTAACCC AACTTCTGAAGGCAGAGGCCTTTTA
hsP2Y14_PCR CTCACTGGGCAAAACACCTT CTCTTAGAGCTGGGCACGTA
hsLyve-1 CTTGCAGCTATGGCTGGGTT TAAGGGGATGCCACCGAGTA
hsRPII CTCATCGAGGGTCATACTATTGG CCTCTATTACGTCCTGCTTGG
hsGAPDH TTCGTCATGGGTGTGAACC CTGTGGTCATGAGTCCTTCC
hsB-actin GGCACCACACCTTCTACAATGA TCTCCTTAATGTCACGCACGAT
hsTNF-a AGCCCATGTTGTAGCAAACC CAGACTCGGCAAAGTCGAGA
hsCD206 TGGTTTCCATTGAAAGTGCTGC TTCCTGGGCTTGACTGACTGTTA

hsP2Y14_Xba1
hsP2Y14_adr6_Miu1

Antikorper

AATTTCTAGACGCAGGATCTTTAATGA
GTAACGCGTGCCAAAGTATCTGTGCTTTCAAGTG

Tabelle 8:Antikbrper

Anwendung in Verdiinnung Hersteller

anti-hsP2Y14
anti-hsP2Y14
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1/500(WB),
anti-hsP2Y 14 WB, ICC, IHC, FACS 1:100-1:300
(IHC)
anti-hsP2Y14 WB, ICC, IHC, FACS 1/100 (IHC))
1/200 (WB)
anti-hsP2Y 14 1/200 (ICC
CT316 WB, ICC, IHC, FACS 1/200 EIHCi
1/100 (FACS)
anti-hsStab1 ICC 1/200
anti-Flag M2 WB, ICC, IHC, FACS 1/500
anti-mm / hs GAPDH WB 1/2500
anti-mouse IgG HRP IHC 1:1
anti-mouse IgG HRP WB 1/5000
anti-rabbit IgG HRP IHC 1:1
anti-rabbit IgG HRP WB 1/5000
APC anti-hs CD11b FACS 1/100
APC-Cy7 anti-hs HLA-Dr FACS 1/100
PE-Cy7 anti-hs CD86 FACS 1/100
FITC anti-rabbit IgG FACS 1/400
FITC anti-mouse IgG FACS 1/400
PE anti-hs CD163 FACS 1/100
PE-Cy5 anti-hs CD206 FACS 1/5

Tabelle 9:Instrumente

Assay Biotechnology (G120)
Alomone Labs (APR-018)

eigene Herstellung
(PSL Heidelberg)

eigene Herstellung

(PSL Heidelberg)

Sigma Aldrich (F1804)
Santa Cruz (SC25778)
Dako (K4005)

GE Healthcare (NXA931V)
Dako (K4009)

GE Healthcare (NA934V)
BD Bioscience (550019)
BD Bioscience (561358)
BD Bioscience (561128)
Dianova (711-486-152)
Dianova (115-095-068)
BD Bioscience (556018)
BD Bioscience (551136)

Instrument Hersteller
Autoprocessor Curx 60 Agfa

Axio VERT.A1 Microscope Zeiss

Azure c400 Azure Biosystems
Centrifuge 5417R Eppendorf
Centrifuge 5810R Eppendorf

Clara CCD Kamera

Cryotome CM3050S

Cytospin 3

DS-U3 Digital Camera Control Unit
FACS Canto™ |l

Freezer MDF U743V

HeraSafe KS Laminar Flow
Incubator Heracell L50i

Infinite M 200 Pro

Kelvitron T

Microtome RM2065

Mupid-One Electrophorese Kammer
Nanodrop 2000

pH Meter FG2 / EL2

PowerPac Basic

Andor / Oxford Instruments
Leica

Shandon

Nikon

BD Biosciences

Sanyo

Thermo Fisher Scientific
Thermo Fisher Scientific
Tecan

Heraeus

Leica

Biozym

Thermo Fisher Scientific
Mettler Toledo

Bio-Rad



Quadro MACS™ Separator

Rotator SB2

Shaker DRS12

Stratagene Mx3005P

TC20™ Automated Cell Counter
Thermoblock Thermomixer

Thermocycler T100

Trans-Blot Turbo Device

Upright motorized Microsope Eclipse Ni-E
UV Systems N-90 m

Vortex Genie-2

Wasserbad

Z2 Coulter Particle Count & Size Analyzer

Tabelle 10: Software

Name

Materialien

Miltenyi

Stuart

Peqlab

Agilent Technologies
Bio-Rad

Eppendorf
Bio-Rad

Bio-Rad

Nikon

Intas

Scientific Industries
Memmet

Beckman Coulter

Adobe Photoshop 6.0

FinchTV 1.4.0

FlowCytomix Pro Software (ebioscience)
FlowJo V 10.1

GraphPad Prism 8

Image J

LinRegPCR Version 2014

Microsoft Office 2019

MxPro QPCR Software (Agilent)
NIS-Elements Advanced Software (Nikon)
NormFinder Excel Plug-in

Tecan i-control V1.11.1.0

Zeiss Software System

GSEA4.3.2

GenePattern Webanwendung _ HeatMapViewer Modul
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4. Ergebnisse

4.1 Charakterisierung der P2Y14 Expression in pBMC und U937 Zellen

4.1.1 Stimulation von pBMC mit MDI fihrt zur Hochregulation der P2Y14-
Genexpression

Die in 1.4 beschriebene Hochregulation der mRNA-Expression von P2Y14 in mittels MCSF, IL-4 und
Dexamethason (MDI) behandelten pBMC im Vergleich zu ausschlief3lich mit MCSF (M) stimulierten
pBMC wurde im Rahmen dieser Arbeit eingangs verifiziert und detaillierter untersucht. Hierzu erfolgte
zunachst die Etablierung eines PCR-Primers und sukzessive Darstellung mittels Agarose-
Gelelektrophorese. In Abb. 8 ist eine solche exemplarisch dargestellt. Es zeigte sich eine jeweils
deutliche Genexpression von P2Y14 in mit MDI behandelten pBMC. Dagegen fand sich keine — oder
in vereinzelten Proben eine nur schwache Expression (s. Abb. 9) — in solchen pBMC, welche
ausschlieBBlich mit MCSF stimuliert worden waren. Dies zeigte sich dquivalent zur Genexpression von
LYVE-1, welcher zur Kontrolle einer M2-ahnlichen Differenzierung der pBMC herangezogen wurde. Um
den zeitlichen Verlauf der durch die Stimulation hervorgerufenen Genexpression besser zu verstehen,
wurden die Zellen in einem weiteren Experiment jeweils nach 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 oder 8 Tagen Stimulation

geerntet und das Expressionsprofil im Rahmen
einer gemeinsamen PCR untersucht (s. Abb. 9).
Eine Uber dieses Mal} hinausgehende Stimulation
zeigte sich in der Vergangenheit als nicht
zielfihrend, da die Vitalitat der Zellen nach 8 Tagen
rapide abnimmt. Die P2Y14 Genexpression zeigte
sich hierbei in den MDI-behandelten Zellen rasch
zunehmend, mit der visuell gréten Bande an Tag 5
der Stimulation und hiernach erneut leichtem
Ruckgang bis Tag 8. Ebenso konnte bei den
ausschliellich mit MCSF behandelten Zellen eine
sichtbare Zu- und Abnahme der Genexpression
verzeichnet werden, allerdings mit dem Hohepunkt
an Tag 2 der Stimulation und bei zu allen
Zeitpunkten deutlich geringerer Auspragung als in
den MDI-behandelten Zellen. Aufgrund der
schlechten Vergleichbarkeit und unzureichender
Quantifizierbarkeit dieser PCR-Daten wurden beide
Experimente im Rahmen einer gRT-PCR wiederholt
(s. Abb. 10). In Abb. 10a ist der Anderungsfaktor in
der P2Y14 mRNA-Expression der MDI-behandelten
Zellen nach 7 Tagen Stimulation dargestellt. Im
Vergleich zu den ausschlieBlich mit MCSF
behandelten Zellen zeigte sich diese um das 11,50
- fache (£ 3,142) hochsignifikant erhoht
(p=0,00005). Dieses Ergebnis zeigte sich konsistent
zu der Wiederholung des Zeitverlauf-Experiments
(s. Abb. 10b). Hierbei wurden die AF der P2Y14
mRNA-Expression beider Gruppen gegen Tag 0 —
also undifferenzierte pBMC — berechnet. Wahrend
die P2Y 14 Expression in der MCSF — Gruppe zuerst

=== ==
P2Y14
Lyve-1
R-actin

Abb. 8 - Exemplarische Fotodokumentation eines
Agarose-Gels nach PCR. Aufgetragen wurden
Proben von vier gesunden Spendern, jeweils fur 7
Tage mit MCSF (M) oder MCSF + Dexamethason
+ IL-4 (MDI) stimuliert. Primer gegen P2Y14, Lyve-
1 und B-actin als Referenzgen.

MCSF - Tag

P2Y14

R-actin

P2Y14

R-actin

Abb. 9 — Exemplarische Fotodokumentation eines
Argarose-Gels nach PCR. Dargestellt ist die Probe
eines Spenders, welche fir jeweils einen bis 8
Tage mit MCSF (M) oder MCSF + Dexamethason
+ IL-4 (MDI) stimuliert wurde. Primer gegen P2Y14
und B-actin als Referenzgen.
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Abb. 11 — a) Darstellung der relativen P2Y14 mRNA-Expression von MDI-behandelten pBMC im Vergleich zu
Zellen, welche ausschlieflich mit MCSF stimuliert wurden; n=11 b) P2Y 14 mRNA-Expression von MSCF- und MDI-
behandelten Zellen im Zeitverlauf, aufgetragen an Tag 0, 3, 5 und 7 nach Beginn der Stimulation. Anderungsfaktor
je Stimulation zu Tag 0; n=9. Primer gegen P2Y14, normalisiert gegen RPIl und B-actin. Anderungsfaktor E<44CT |
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Abb. 11 — Darstellung der relativen mRNA-Expression von MDI-behandelten Zellen im Vergleich zu Zellen, welche
ausschlief3lich mit MCSF stimuliert wurden. Die Stimulation erfolgte jeweils fur 7 Tage; n=3; Primer wie angegeben,
normalisiert gegen B-actin; dargestellt als Anderungsfaktor, berechnet als E4CT zy MCSF. Fehlerbalken
kennzeichnen die SD.
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Ergebnisse

abfiel, um dann bis Tag 7 wieder nahezu das Ausgangsniveau zu erreichen (Tag 3: 0,23 £ 1,468; Tag
5: 0,68 £ 2,932; Tag 7: 0,98 £ 3,437) — wobei keines dieser Ergebnisse Signifikanz erreichte —, stieg
die P2Y14-Expression in den MDI-behandelten Zellen bereits ab Tag 3 signifikant an (Tag 3: 32,77
8,64; Tag 5: 123,40 + 10,448; Tag 7: 93,71 + 10,062). In Ubereinstimmung mit den PCR-Ergebnissen
konnte hierbei die starkste Auspragung an Tag 5 beobachtet werden. Neben P2Y14 zeigte sich in
diesen Untersuchungsbedingungen auch P2Y12 signifikant hochreguliert, ein Ergebnis, das parallel in
einer separaten Arbeit verifiziert wurde (s. 1.4). Um die Bedeutung der restlichen Mitglieder der P2Y-
Familie in diesem Setting zu beleuchten, wurden diese ebenfalls mittels gRT-PCR untersucht. Nach 7
Tagen Stimulation mit MDI im Vergleich zu MCSF allein wiesen die untersuchten Zellen eine signifikante
Hochregulierung der Genexpression von P2Y1 (AF: 5,08 + 1,78) und P2Y13 (AF: 11,62 + 3,07) auf. Bei
den restlichen Mitgliedern der Rezeptorfamilie konnte keine signifikante Hochregulierung
nachgewiesen werden.

4.1.2 Dexamethason, IFN-y, TNF-a und LPS sind Induktoren der P2Y14-
Genexpression in pBMC

Da aus den bisherigen Daten zur P2Y14-
Genexpression bislang keine Aussagen darlber
getroffen werden konnten, welcher der Bestandteile
der MDI-Stimulation fir den starken Anstieg
verantwortlich ist und um die Bedeutung flir andere
Untergruppen der Makrophagen-Population weiter zu
beleuchten, wurden im nachsten Schritt die
Auswirkungen unterschiedlicher Stimulationen auf die
isolierten pBMC untersucht. Hierbei erfolgte zunachst
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§§ 15- + IL-4 (MIL), MCSF + Dexamethason + IL-4 (MDI), MCSF +
&u{ Interferon-y (MIF), MCSF + TNF-a (MIT), MCSF +
Yy Interferon-y + TNF-a (MIFT) und MCSF + LPS (MLPS); n=7
Z 2107 b) P2Y14 mRNA-Expression von MSCF- und MDI-
E 5 behandelten Zellen mit Zugabe von Mifepriston (MP) an Tag
S 54 0 (7t) oder Tag 5 (2t), Negativkontrolle von EtOH als
%5 Lésungsmittel von Mifepriston. n=7. ¢) P2Y14 mRNA-
(14 Expression von MCSF, MIL und MDI sowie Zugabe von
0- C & O 9 NI Dexamethason zu MIL-behandelten Zellen jeweils an Tag 1,
F N A W a &S 2, 3, 4, und 5; n=4.Analyse mittels gqRT-PCR. Primer gegen
c N YV oSS P2Y14, normalisiert gegen pB-actin. Anderungsfaktor
S S SS berechnet als E<%CT zu MCSF. SD abgebildet
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Makrophagen, zeigten sich imstande, die mRNA-Expression von P2Y14 signifikant zu erhdéhen. Die
alleinige Stimulation jeweils mit Interferon-y (MIF; 5,87 + 1,968) oder TNF-a (MT; 2,84 + 1,188) wiesen
ebenfalls eine Tendenz zur Hochregulierung von P2Y14 auf. Diese Ergebnisse erreichten jedoch keine
statistische Signifikanz. Mittels Suppressionsversuch sollte im nachsten Schritt Dexamethason als
entscheidende Substanz innerhalb der MDI-Kombination zur Hochregulation der P2Y14-
Genexpression verifiziert werden. Hierzu wurde der sich auch im klinischen Gebrauch, beispielsweise
zur Behandlung des Cushing-Syndroms, befindliche Glukokortikoid-Rezeptorantagonist Mifepriston
verwendet (s. Abb. 12b). Nach Isolation der Zellen wurden diese hierfir entweder mit MCSF oder MDI
stimuliert. Zur Kontrolle wurde einem Teil der MDI-behandelten Zellen bereits am Tag der Isolation
Mifepriston (MDI + 7t MP) oder nur das Ldsungsmittel EtOH (MDI + EtOH) zugesetzt. Bei einem
weiteren Teil der Zellen wurde das Mifepriston erst an Tag 5 der Stimulation hinzugefiigt (MDI + 2t MP).
Hierbei zeigte sich, dass eine zeitgleiche Zugabe von Mifepriston und Dexamethason imstande war,
die Hochregulation von P2Y 14 vollstdndig zu unterbinden. Die spate Zugabe von Mifepriston an Tag 5
und EtOH allein verfehlten diesen Effekt. Mit Dexamethason als hauptverantwortlicher Substanz der
MDI-Stimulation zur Hochregulierung der P2Y14-Genexpression, galt es im nachsten Schritt, den
zeitlichen Zusammenhang zwischen der Zugabe von MCSF, IL-4 und Dexamethason zu ergriinden.
Hierzu wurden die Zellen nach Isolation erneut mit MCSF, MIL und MDI stimuliert. Zu jeweils einem Teil
der MIL-behandelten Zellen wurde nun an jedem folgenden Tag Dexamethason hinzugeflgt (s. Abb.
12c¢). Es zeigte sich, dass nur die zeitgleiche Stimulation fiir 7 Tage (MDI, AF: 15,03 + 4,161) zu einer
signifikanten Steigerung der Genexpression von P2Y 14 fiihrte. Die vorab erfolgte Stimulation mit [L-4
fuhrte dagegen zu einer vollstandigen Aufhebung des Dexamethason-vermittelten Effekts.

4.1.3 P2Y14 Genexpression kann in PMA-differenzierten U937-Zellen durch
Dexamethason und IL-4 induziert werden

Die menschliche, monozytare Zelllinie U937 findet weithin Verwendung als In-vitro-Modell monozytarer
Zellen in diversen zellbiologischen Untersuchungen. Durch Stimulation mit dem Phorbolester Phorbol-
12-myristat-13-acetat (PMA) differenzieren diese Zellen zu einer Makrophagen-ahnlichen
Zellpopulation. Zur Untersuchung der bisherigen Ergebnisse auf eine mdgliche Ubertragbarkeit wurden

P2Y14 Abb. 13 — a) Darstellung der relativen P2Y14 mRNA-Expression von
PMA-differenzierten U937 nach Zugabe von PMA, PMA + IL-4 (PIL),

§ 25 . PMA+ Dexamethason + IL-4 (PDI) oder PMA + Dexamethason + IL-4 +
%201 Mifepriston (PDI + M). Anderungsfaktor zu PMA berechnet; n=3 b-d)
o Relative mRNA-Expression von P2Y14, TNF-a und CD206, jeweils 0, 24
%15' und 48 h nach Differenzierung mit PDI oder PMA+ Interferon-y + TNF-a
ul 101 (PIFT). Anderungsfaktor je Stimulation zu Stunde 0 berechnet; n=3.
‘zt Primer gegen P2Y14, TNF-a und CD206, normalisiert gegen RPIl und
x 5 GAPDH. Anderungsfaktor berechnet als E9CT.  Fehlerbalken
E 0 kennzeichnen die SD.
a
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kommerziell erworbene U937 Zellen einem Stimulationsexperiment zugefiihrt (s. Abb. 13a) Hierzu
wurden die Zellen fur 24 h mit entweder PMA, PMA + IL-4 (PIL), PMA + Dexamethason + IL-4 (PDI)
oder PDI + Mifepriston (PDI + M) inkubiert und mittels qRT-PCR untersucht. Hierbei zeigte sich eine
signifikante Hochregulierung von P2Y 14 in PDI-behandelten Zellen (AF: 14,28 + 6,487), nicht jedoch in
PIL-behandelten Zellen oder nach Antagonisierung der Dexamethason-Wirkung mittels Mifepriston.
Zur Klarung, ob sich U937 Zellen ahnlich wie humane pBMC im Zeitverlauf verhalten, wurden die Zellen
im folgenden Experiment fir jeweils 24 und 48 h mit PDI oder PMA + IFN-y + TNF-a (PIFT) stimuliert
und das Expressionsprofil von P2Y14 im Vergleich zu unstimulierten U937-Zellen bestimmt (Abb. 13b).
Hierbei fand sich eine Hochregulierung von P2Y14 in PDI- und PIFT-stimulierten Zellen nach 24 h
Stimulation mit sukzessivem Abfall nach 48h. Hierbei stellte sich jedoch nur die PDI-induzierte
Expressionssteigerung als statistisch signifikant dar. Dies zeigte sich in Ubereinstimmung mit einer PDI-
induzierten, signifikanten Hochregulierung des Mannose-Rezeptors CD206, der weithin als Marker fur
M2-Makrophagen anerkannt ist (Abb. 13d). Die Expression des proinflammatorischen Zytokins TNF-q,
zeigte sich in den PIFT-stimulierten Zellen tendenziell hochreguliert, in den PDI-behandelten Zellen
dagegen herunterreguliert (Abb. 13c).

4.2 Charakterisierung der Proteinexpression von P2Y14

4.2.1 Herstellung eines polyklonalen Antikorpers gegen P2Y14 und
Spezifitatstestung mittels transfizierten U937 und HEK 293

Im weiteren Verlauf der Experimente sollten die bisherigen Ergebnisse in Bezug auf lhre
Ubertragbarkeit auf die Proteinexpression der pBMC hin untersucht werden. Hierbei zeigte sich, dass
die getesteten, kommerziell erhaltlichen Antikorper gegen P2Y 14 sich teilweise als nicht spezifisch oder
fur die geplanten Anwendungen als ungeeignet erwiesen. Angesichts dessen wurde die Herstellung
eines eigenen, gegen die Peptidsequenz AQNDLDISRIKRGNTTLESTDTL am intrazellularen C-
terminalen Ende des P2Y14-Proteins gerichteten Antikdrpers (CT316) in Auftrag gegeben. Zusatzlich
wurden mittels Transfektion die beiden P2Y14-Uberexprimierenden Zelllinien U937 ADR6/hsP2Y14 und
HEK 293 ADRG6/hsP2Y14 generiert (s. Abb. 14a+b). Nach Erhalt und Aufreinigung des Antikdrpers
CT316 erfolgte die Spezifitdtsbestimmung unter Nutzung dieser Zelllinien, wobei sich der Antikdrper in
WB, FACS, ICC und IHC als spezifisch erwies (s. Abb. 14c-f).

4.2.2 MDI-stimulierte pPBMC weisen eine hohere Proteinexpression von P2Y14 auf

Zur weiteren Charakterisierung des Expressionsprofils wurden im Folgenden die P2Y14
Proteinmengen in behandelten pBMC untersucht. In Abb. 15 sind die exemplarischen
Fotodokumentationen von insgesamt vier mittels Westernblot untersuchten Spenderproben nach
Behandlung mit MCSF oder MDI, nach 7 Tagen Stimulation (Abb. 15a, drei Spender) oder im Rahmen
eines Zeitverlauf-Experiments (Abb. 15b, ein Spender) dargestellt. Unter Verwendung eines gegen
P2Y14 gerichteten Antik6rpers finden sich in beiden Zellstimulationen geringe Mengen von P2Y14 auf
der anhand der Proteingréfe zu erwartenden Hohe. Gegen GAPDH als Referenzprotein normalisiert,
sind hierbei die beobachteten Proteinbanden in MDI-stimulierten Zellen geringfligig bis deutlich
ausgepragter, mit einer gewissen interindividuellen Varianz (vgl. Abb. 15a+b). Aufgrund der schlechten
Quantifizierbarkeit dieser Daten und zur besseren statistischen Auswertung wurden daraufhin die
Zellen mittels FACS unter Anwendung fluoreszenz-konjugierter Zweitantikbrper untersucht. Zum
Zeitpunkt der Durchfihrung der Experimente war ein fluoreszenz-konjugierter Primarantikorper gegen
P2Y 14 nicht kommerziell erhaltlich. Die mittels FACS untersuchten Zellen wurden zunachst anhand der
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Abb. 14 — a) Exemplarische Fotodokumentation einer Agarose-Gelelektrophorese nach PCR. cDNA von U937
ADRG6/hsP2Y14 und ADRG6/EV, Primer gegen P2Y14, Flag-Tag und B-actin. b) Darstellung der relativen P2Y14
mRNA-Expression mittels qRT-PCR von U937 ADR6/hsP2Y 14 gegen ADR6/EV, Anderungsfaktor als E<94%t gegen
EV berechnet, Primer gegen P2Y 14, Referenzgene: RPII + B-actin; n=9. ¢) Westernblot-Analyse nach SDS-PAGE
von Proteinlysaten von HEK 293 ADR6/hsP2Y14 und ADR6/EV, Verwendete Antikérper: anti-P2Y 14 (kommerziell,
Alomone, APR-018), anti-P2Y14 (eigene Herstellung, CT316), anti-Flag, anti-GAPDH; d) Singlecolor FACS-
Experiment von U937 ADR6/hsP2Y14 und ADRG6/EV, Primarantikérper gegen P2Y14 (CT316) und Flag-Tag,
Sekundarantikdrper FITC-anti-rabbit; Gating mittels Unstained und SO-Kontrolle, MFI von FITC; n=3. e + f)
Cytospins (e) und Coverslips (f) von U937 und HEK 293 ADR6/hsP2Y14 und ADRG6/EV, Primarantikorper gegen
P2Y14 (CT316) und Flag-Tag, SO-Kontrolle.
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in Abb. 16 beispielhaft dargestellten Gatingstrategie sortiert und anschlieBend die Signalstarke des
entsprechenden Fluoreszenzfarbstoffs ermittelt (MFI; median of fluorescence intensity). Im Rahmen
dieses Experiments fand sich ein signifikant starkeres Fluoreszenzsignal in MDI-stimulierten (103.9 +
2.263, n=4) im Vergleich zu MCSF-stimulierten pBMC (58.08 + 8.627, n=4)(s. Abb. 16). Dies zeigte sich
konkordant zur ebenfalls erhdhten Proteinexpression von CD206 in MDI-stimulierten Zellen. Ebenso
Ubereinstimmend dazu zeigten sich die in Abb. 15c dargestellten Cytospin-Farbungen von stimulierten
pBMC. Unter Verwendung von gegen P2Y14 oder Stab-1 gerichteter Antikdrper fanden sich
ausschlielich die MDI-stimulierten Zellen gefarbt. Als Differenzierungskontrolle diente hierbei CD68,
dessen Expression in beiden Zellstimulationen nachgewiesen werden konnte.
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4.2.3 Sowohl M1- als auch M2-ahnliche Makrophagen weisen eine erhohte P2Y14
Proteinexpression auf

Wie in 4.1.2 dargestellt, konnte eine erhdhte P2Y14 Genexpression
auch nach Stimulation mit klassischen Induktoren einer M1-
Polarisation von Makrophagen wie TNF-a und IFN-y beobachtet
werden. Mit der Frage, ob dies ebenfalls auf Proteinebene zu
beobachten ist, wurden im Folgenden MCSF-, MDI- und MIFT-
stimulierte Zellen nach 7 Tagen Stimulation mittels FACS auf die
Expression von P2Y 14 sowie einiger M1- und M2-typischer Marker hin
untersucht (s. Abb. 17). HLA-DR (MHCII) und CD86 dienten hierbei als
Marker fir eine M1-, CD163 und CD206 als Marker fir eine M2-
Polarisation der Zellen. Es fand sich die starkste Expression von HLA-
DR in MIFT-stimulierten Zellen, kein Unterschied fand sich dagegen in
den Expressionen zwischen MCSF und MDI. Das starkste Signal fir
CD86 fand sich bei MDI, mit signifikantem Unterschied zu den nahezu
identischen Expressionen der MCSF- und MIFT-stimulierten Zellen.
CD163 war sowohl bei MCSF als auch MDI am starksten exprimiert,
mit einer signifikanten Herunterregulation in den MIFT-behandelten
Zellen. Der M2-Marker CD206 fand sich hochsignifikant hochreguliert
in den MDI-stimulierten Zellen im Vergleich zu den beiden anderen
Stimulationen. In Einklang mit den Ergebnissen der mMRNA-Expression
zeigten sich die P2Y14 Oberflachenproteine dagegen sowohl in den
MDI- (13000 £ 1389) als auch den MIFT-(12160 + 1266) im Vergleich
zu den MSCF-(5682 + 340,4) behandelten Zellen signifikant erhoht.

4.2.4 Charakterisierung des Antikorpers in [HC-
Farbungen dermatoonkologischer Pathologien

Zur weiteren Charakterisierung der P2Y14 Proteinexpression und des
diesbeziglich noch unbekannten Antikérpers CT316 wurden im
Folgenden immunhistologische Farbungen angefertigt. Aus der
Literatur ist bekannt, dass sich P2Y 14 in mittlerem bis hohem Male in
Zellen der Epidermis findet, hauptsachlich jungen Keratinozyten, aber
auch Melanozyten und Langerhans-Zellen. Dies bestatigte sich auch
in den im Rahmen dieser Arbeit angefertigten Farbungen (s. Abb. 18)
verschiedener dermatoonkologischer Pathologien, darunter die
abgebildeten Farbungen eines malignen Melanoms, eines
Plattenepithelkarzinoms und eines Basalzellkarzinoms. Uber alle
Gewebeschnitte hinweg fand sich die bereits beschriebene Farbung
der unteren epidermalen Schichten, aber auch eine konsistente ey
Farbung der vaskularen Strukturen sowie vereinzelte Zellen im
Weichgewebe. Insbesondere im Fall des Basalzellkarzinoms zeigte
sich eine breitflachige Farbung der Tumorzellen. Sowohl in den
Farbungen des Melanoms als auch des Basalzellkarzinoms zeigt sich
eine Anfarbung der infiltrierenden Immunzellen. Ausgewertet nach den 0

5000 o=

MFI

2500

>
& & ¢
Abb. 15 — Multicolor FACS Experiment von mit MCSF, MDI oder MIFT sieben Tage stimulierten pBMC. Gating
mittels 7AAD und FMO-Kontrollen wie beispielhaft in Abb. 9 abgebildet. Darstellung als MFI (median of
fluorescence intensity) von 7AADneg/Singlets/CD117°s-Zellen des jeweils konjugierten Fluoreszenzfarbstoffs;
n=10. Verwendete Antikorper: anti-hsP2Y14 (P0119) + FITC anti-rabbit IgG (sek.), APC anti-hs CD11b, APC-Cy7
anti-hs HLA-Dr, PE-Cy7 anti-hs CD86, PE anti-hs CD163, PE-Cy5 anti-hs CD206

46



Ergebnisse

ffingewebeschnitte.

Antikorper (CT316) angefarbter Para

Mikroskop-Aufnahmen von mittels P2Y14

16

Abb.

; Kontrolle: SO

c) Basalzellkarzinom. VergréRerung wie angegeben;

b) Plattenepthelkarzinom;

a) Melanom pT4a;

47



Ergebnisse

erkennbaren morphologischen Kriterien handelt es sich hierbei hauptsachlich um dermale
Makrophagen. Im Fall des Melanoms sind hier jedoch nur oberflachliche Auslaufer des Tumorgewebes
dargestellt. Als Artefakt ist weiterhin die Anfarbung der angeschnittenen Hornperlen des
Plattenepithelkarzinoms zu werten.

4.3 Funktionelle Charakterisierung von P2Y14 in U937 und MDI-behandelten pBMC

4.3.1 Stimulation mit P2Y14-Agonisten fihrt zu einem intrazellularen Calcium-
Anstieg in transgenen U937 und MDI-stimulierten pBMC

Um Hinweise auf die Funktion des erhdht exprimierten P2Y 14 Rezeptors in MDI-behandelten pBMC zu
erhalten, galt es zunachst, die Reaktion des durch den Rezeptor vermittelten Signalwegs durch
Stimulation mit UDP-konjugierten Zuckermolekulen zu untersuchen. Zu den bekannten Agonisten des
P2Y14 Rezeptors zahlen u.a. neben unkonjugiertem UDP, UDP-Galaktose und UDP-N-Acetyl-
glukosamin auch UDP-Glukose. Nach Bindung von UDP-Glukose an P2Y14 kommt es zur Dissoziation
des intrazellulér gelegenen heterotrimeren Gi-Proteins und tber mehrere Zwischenschritte (s. 1.3.2)
zur subsequenten Ausschiittung von Calcium aus dem Golgi-Apparat der betreffenden Zelle. Diesen
Mechanismus und die generelle Stimulierbarkeit und Funktionstiichtigkeit des P2Y14-Rezeptors in
unserem in-vitro-Setting zu testen, war Ziel einer fluoreszenzbasierten, intrazellularen Calcium-
Messung. Da es sich sowohl bei U937 als auch bei den pBMC um nicht-adharierende oder im Fall der
MDI-stimulierten pBMC nur um sehr schwach adharierende Zellen handelt, wurde hierzu ein
kommerziell erhaltliches Kit ohne erforderliche Waschschritte verwendet. Das Prinzip hierbei beruht auf
der hochsensitiven Bindung des membranpermeablen Fluorochroms FLUO-2 AM an Calcium und die
hierdurch verursachte Fluoreszenzanderung, welche mittels Fotodetektor ermittelt wird. Das Verhaltnis
der Fluoreszenzanderung F zum gemittelten Ausgangswert FO (Fluoreszenz-Quotient) ist hierbei als
analog zum intrazellularen Calcium-Anstieg der Probe zu betrachten. Als Positivkontrolle wurde in den
nachfolgenden Experimenten der lonophor A23187 (Calcimycin) verwendet, der Zellmembranen fur
divalente Kationen wie Calcium und Magnesium durchldssig macht und somit ebenfalls zu einem
Anstieg der intrazelluldren Calciumkonzentration fuhrt (s. Abb. 19). Zu Beginn erfolgten die Messungen
an transfizierten, P2Y14-uberexprimierenden U937 Zellen (s. Abb. 19a). Nach Zugabe von 1 mM UDP-
Glukose kam es hierbei nach wenigen Sekunden zu einem Anstieg des Fluoreszenzsignals um 41,8 %
(Plateau; 95%-Cl: 41,3-42,3 %), wohingegen die Zugaben von UDP-Glukose zu U937 ADRG6/EV oder

=
~

& MDI + 1mM UDP-Glc
+ MDI + PBS
1,61 = VDI + A23187

7 * ADR6/hP2Y14 + 1mM UDP-Glc
+ ADR6/hP2Y14 + PBS
"l ® ADR6/hP2Y14 + A23187

P e G §
w A~ O O
" 1 r
-
H
1

-
N
h
-
N
1

Fluoreszenz Quotient (F/F)
Fluoreszenz Quotient (F/F)

-
-
1

] prid itk 101
-201 0 20 40 60 80 100 120 140 160 ’-20T 0 20 40 60 80 100 120 140 160
Zeit [Sek.] b Zeit [Sek.]

’

a

Abb. 17 — Calcium-Influx-Assay von stimulierten U937 (a) und pBMC (b). Darstellung des Fluoreszenz-Quotienten
F/FO im Zeitverlauf nach Zugabe des jeweils angegebenen Stimulus. Der rote Indikatorpfeil kennzeichnet den
Zeitpunkt der Zugabe des Stimulus, Start der Messung bei Sek. 0. Verwendete Stimuli: Rezeptoragonist UDP-
Glukose, PBS als Negativkontrolle, lonophor A23187 als Positivkontrolle. Dargestellte Kurve als Ergebnis einer
nicht-linearen Regressionsanalyse (One-Phase-Association; Y=Y0 + (Plateau-Y0)*(1-exp(-K*x)))
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des Lésungsmittels PBS keine detektierbare Fluoreszenzveranderung zur Folge hatten. Das gleiche
Experiment wurde nun mit MCSF- oder MDI-stimulierten pBMC wiederholt (s. Abb. 19b). Hierbei konnte
ebenfalls ein Anstieg der Calciumkonzentration, hier in den mit UDP-Glukose stimulierten MDI-Zellen
beobachtet werden. Im Plateau betrug der Anstieg 26,3 % (95%-Cl: 25,9 -26,7 %). Die Zugabe von
UDP-Glukose zu MCSF-Zellen flihrte dabei zu keiner detektierbaren Signaldnderung. Als
Negativkontrolle diente hier erneut PBS.

4.3.2 Microarray-Analysen von mit P2Y14-Agonisten stimulierten MDI-pBMC

Nach Bestatigung einer Calcium-involvierenden Signalkaskade in MDI-stimulierten pBMC nach
Exposition mit UDP-Glukose, galt es zum Abschluss dieser Arbeit, einen breiteren Uberblick (iber die
P2Y14 vermittelte Genexpression dieser Zellen zu erhalten. Hierzu sollten Microarray-Analysen nach
P2Y14-Stimulation durchgefihrt werden unter Verwendung der Agonisten UDP-Glukose und
MRS2690, einem synthetischen Agonisten, der eine bis zu 7-fach héhere Affinitat in den Etablierungs-
studien gezeigt hatte. Zur Durchfiihrung des Experiments wurden dem Medium der isolierten pBMC am
sechsten Tag der MDI-Stimulation 1 mM UDP-Glukose, 100 yM MRS2690 oder PBS hinzugefligt und
die Zellen nach weiteren 24 h geerntet. Die hieraus isolierte RNA wurde daraufhin mittels Microarray-
Analyse (Applied Biosystems; durchgefiihrt durch die Affymetrix Core Facility der Universitatsmedizin
Mannheim) untersucht. In Abb. 20 findet sich ein Uberblick (iber die hierbei signifikanten Unterschiede
in der Genexpression zwischen MDI + 24 h UDP-Glukose gegen MDI + 24 h PBS und MDI + 24 h
MRS2690 gegen MDI + 24 h PBS. Auffallend ist hierbei die deckungsgleiche Herunterregulation von
Chemokin (C-C Motiv)-Ligand 8 (CCL8) — dem chemotaktisch wirksamen Ligand der Chemokin-
Rezeptoren CCR1, CCR2B und CCR5 — sowie von RPL7, dem kodierenden Gen fir die 60S
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Abb. 18 — Mikroarray-Analysen von fir 7 Tage mit MDI und 24h mit 1 mM UDP-Glukose oder 100 yM MRS2690
oder PBS stimulierten pBMC. Darstellung der Top 30 signifikant (One-Way-ANOVA, adjust.-p-Wert <0,05)
unterschiedlich exprimierter Gene. Anderungsfaktoren in Prozent des Quotienten der Gruppen-Mittelwerte.
Gensymbole folgend der NCBI Entrez Gen-Datenbank; n=3.
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Ribosomen-Untereinheit L7. Am starksten hochreguliert zeigte sich in beiden Untersuchungen die am
Lipidmetabolismus beteiligte microRNA 33B (MIR33B). Weiter hochreguliert zeigten sich u. a. auch die
Matrix-Metalloproteinase 15 (MMP15), der Oberflachenrezeptor und Marker maligner Plasmazellen im
Multiplen Myelom SLAMF7 und die an der lysosomalen Degradierung von Thioestern beteiligte
Palmitoyl-Protein-Thioesterase-2 (PPT2).

Um einen genaueren Uberblick tiber die durch die Rezeptoraktivierung am stérksten beeinflussten
Regelkreise und Gengruppen zu erhalten, erfolgte eine Gensatzanreicherungsanalyse (GSEA) unter
Verwendung definierter Gensatze der KEGG-Datenbank (Kyoto enzyclopedia of genes and genomes).
In Abb. 21 findet sich eine Auflistung und die dazugehérigen Heatmaps der signifikanten Ergebnisse
dieser Analyse. Als signifikant galt hierbei nur ein Ergebnis mit einer false discovery rate (FDR) < 0,25
und einem nominalen p-Wert < 0,05. Es zeigte sich insbesondere in den Gengruppen, welche zur
Regulation von Phago- und Endozytose sowie Proteinabbau im endoplasmatischen Retikulum
beitragen, eine hohe Anreicherung. Gene, deren Produkte unmittelbar an der Ubiquitinierung und am
Abbau von Proteinen beteiligt sind, wie die ubiquitin-conjugating enzymes (UBE) E2D1 und E2D3 sowie
Ubiquilin 4 zahlten zu den Genen mit den hochsten Rangwerten. Unter den Genen mit den hochsten
Rangwerten im Endozytose-Genset befinden sich der Thrombin-Rezeptor F2R, der Interleukin-2-
Rezeptor beta (IL2RB) und die Chemokinrezeptoren CCR5 und CXCR2. Im Phagosom-Gensatz unter
den ranghdchsten Genen finden sich der macrophage scavenger receptor 1 (MSR1) sowie Toll-Like
Rezeptor 6 (TLR6) — beide zentrale Molekile in der Erkennung von PAMP — sowie eine Reihe von
major histocompatibility Komplexen (HLA-A, HLA-B, HLA-DQB1, HLA-G, HLA-C). Ebenfalls
Uberexprimiert zeigten sich Gene des Phosphatidylinositol Signalwegs und PI3K/Akt-Signalwegs,
hierunter insbesondere Gene zur Codierung von Phospholipase C und Phosphatidylinositol-3-Kinase.

KEGG Gensatz ES NES NOM-p FDR (q)
04141 — Protein Processing in Endoplasmatic Reticulum 0,15 2,19 0,000 0,226
04145 — Phagosom 0,15 2,09 0,002 0,215
04070 — Phosphatidylinositol Signaling System 0,18 1,87 0,010 0,247
04151 — PIBK-AKT Signaling Pathway 0,09 1,85 0,008 0,236
04144 — Endocytosis 0,11 1,84 0,014 0,219

Abb. 19 — oben) Gensatzanreicherungsanalyse (GSEA) von Microarray-Daten von mit fiir 7 Tage mit MDI und 24h
mit 1 mM UDP-Glukose oder 100 yM MRS2690 oder PBS stimulierten pBMC unter Verwendung von Gensatzen
der KEGG Datenbank (Classic). Dargestellt sind die 5 Ergebnisse mit FDR < 0,25 und nominalem p-Wert < 0,05;
n=3. ES = Enrichment Score, NES = Normalisierter Enrichment Score.

Néachste Seite a-e) Heatmaps der oben tabellarisch aufgefiihrten Gensatze. Aus Platzgriinden wurden hierbei nur
die jeweils fihrenden Gene (Leading Edge Subsets) dargestellt. Blaue Farbung als Indikator flr eine geringere
relative Expression, rote Farbung als Indikator fir eine hohere relative Expression des jeweiligen Gens.
Gensymbole folgend der NCBI Entrez Gene Datenbank und absteigend nach Rangwert sortiert.

a) Protein Processing in Endoplasmatic Reticulum b) Phagosom ¢) Phosphatidylinositol Signaling System d) PI3K-

AKT Signaling Pathway f) Endocytosis
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5. Diskussion

5.1 P2Y14 Genexpression in humanen Makrophagen in vitro

Die Arbeitsgruppe, in deren Umfeld diese Arbeit entstand, konnte in der Vergangenheit bereits zeigen,
dass eine Stimulation peripherer CD14* Blutmonozyten mit einer Mischung aus MCSF, Dexamethason
und IL-4 einen M2-ahnlichen Makrophagen-Phanotyp hervorbringt. Hierbei konnten bereits Ms4a8a,
SLAMF9 und Lyve-1 als neue TAM Marker etabliert und ihre Relevanz in vivo nachgewiesen werden?%%
151, 186, 157 - Zur Identifikation weiterer TAM-Marker und Evaluation ihrer in vivo-Relevanz wurden
Transkriptionsanalysen dieser Zellen angefertigt und der purinerge Rezeptor P2Y14 als ein
vielversprechender Kandidat identifiziert. Neben einigen wenigen Nachweisen, dass dieser Rezeptor
sich auf verschiedenen Makrophagen-Populationen exprimiert findet, ist bislang kaum etwas Uber seine
funktionelle Bedeutsamkeit fir Makrophagen im Allgemeinen und TAM im Speziellen bekannt.
Angesichts dessen galt es zu Beginn dieser Studie zunachst die Faktoren zu identifizieren, die eine
P2Y14 Expression in Makrophagen induzieren kénnen.

Zuerst galt es, die Ergebnisse der Microarray-Daten, die die Basis fiir diese Studie darstellten, zu
verifizieren. Hierbei konnte in mehreren unabhangigen Versuchen sowohl mittels PCR als auch gqRT-
PCR gezeigt werden, dass eine Stimulation von pBMC mit MDI zu einer deutlich hoheren
Genexpression von P2Y14 fiihrt als eine ausschlieBliche Stimulation mit MCSF und eine signifikante
Expressionssteigerung bereits ab Tag 3 der Stimulation vorliegt. Zu ahnlichen Ergebnissen kamen
Martinez et al, die in Microarray-Analysen von mit IL-4 stimulierten pBMC eine deutliche Hochregulation
von P2Y12 und P2Y14 feststellen konnten'%8, Hierbei ist jedoch festzustellen, dass die Forscher ihre
statistische Auswertung gegen IFN-y und LPS-stimulierte M1-Makrophagen als Kontrolle berechneten,
bei denen im Rahmen dieser Arbeit ebenfalls eine deutliche Hochregulation von P2Y14 festgestellt
werden konnte. Diese Diskrepanz kann in Unterschieden in der Spenderpopulation oder in der
unterschiedlichen Methodenwahl begriindet sein. Sowohl auf MRNA- als auch Proteinebene zeigen die
Daten dieser Arbeit eine gesteigerte P2Y14-Expression nach Stimulation der Zellen mit MCSF und
entweder LPS, IFN-y + TNF-a, Dexamethason oder Dexamethason + IL-4. IL-4 allein konnte dagegen
in den Versuchen keine statistische Signifikanz erreichen. Dies deckt sich mit Daten von Merz et al. aus
Knochenmark-Makrophagen (BMDM = bone marrow-derived macrophages) von C57BI6/J-Mausen, die
eine starke Hochregulation von P2Y14 nach Stimulation dieser Makrophagen fir 5h mit IFN-y und LPS
aufzeigten und keine signifikante Expressionssteigerung nach Stimulation mit IL-4. Eine Stimulation mit
Dexamethason erfolgte hierbei jedoch nicht'®®. Auch Ma et al. und Lattin et al. konnten bereits eine
gesteigerte P2Y14-Expression in Maus-Makrophagen nach Stimulation mit LPS/IFN-y feststellen46. 160,
Die Kombination aus MCSF, Dexamethason und IL-4 verwendeten auch Gratchev et al. und fuhrten
Microarray-Analysen von pBMC durch, die fir 5 Tage entweder mit dieser Kombination oder IL-4 allein
stimuliert worden waren'®'. In den dazugehdérigen, 6ffentlich zur Verfligung gestellten Daten fand sich
P2Y14 in MDI 5,2-fach starker exprimiert als in MIL-stimulierten Zellen'®2, Auch in den vorliegenden
Ergebnissen zeigte Dexamethason den starksten Effekt auf die P2Y14-Expression der untersuchten
Zellen, der sich durch Anwendung des Glucocorticoid-Rezeptor-Antagonisten Mifepriston vollstandig
aufheben lieR. Aber auch die Vorbehandlung der pBMC mit MCSF und IL-4 konnte den Dexamethason-
vermittelten Effekt auf die P2Y14-Expression vollstandig autheben. Um diese Ergebnisse in einer
weiteren Zelllinie auf ihre Reproduzierbarkeit zu tGberpriifen, wurde die monozytare Zelllinie U937, die
breite Anwendung in der Erforschung von Monozyten und Makrophagen findet, herangezogen. Diese
Zelllinie differenziert zu einem Makrophagen-ahnlichen Phanotyp unter der Stimulation mit PMA183,
Nascimiento et al. beschrieben weiterhin erst kirzlich im Detail die Polarisierbarkeit der resultierenden
Zellen in Richtung eines M1- oder M2-Phanotyps'64. Kombination von PMA mit Dexamethason und IL-
4 I8sten — in Einklang mit den Ergebnissen in den pBMC — auch in den U937 Zellen eine durch
Mifepriston blockierbare Expressionssteigerung von P2Y14 aus. Auch in diesen Zellen war IL-4 allein
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dagegen nicht ausreichend, eine gesteigerte P2Y14-Expression zu induzieren. Obwohl die
Kombination aus PMA + IFN-y + TNF-a eine statistische Signifikanz verfehlte, zeigte sich ein zu den
restlichen Ergebnissen passender Trend einer ebenfalls gesteigerten P2Y14-Genexpression. Die unter
PDI verstarkte Genexpression von CD206 kann als weitere Bestatigung eines M2-adhnlichen
Makrophagen-Phanotyps gesehen werden, die auch Taniguchi et al. bereits in PMA + IL-4 behandelten
U937 beobachten und mit einem M2-ahnlichen Phanotyp dieser Zellen assoziieren konnten?65.
Vergleichbare Versuche zur Untersuchung der P2Y14-Genexpression in diesen Zellen sind bislang
nicht veroffentlicht, jedoch konnten Mamedova et al. in mittels DMSO differenzierten U937-Zellen eine
P2Y14-, daneben aber auch eine P2Y2/4/6/11- und 13-Expression feststellen'66. Neben P2Y12 und
P2Y14 zeigten sich auch P2Y1 und P2Y13 in MDI pBMC signifikant hochreguliert. Wie P2Y12 werden
auch P2Y1 und 13 durch ADP aktiviert und beide konnten bereits in Lymphozyten und Monozyten
nachgewiesen werden'®”. AuRerdem fanden auch Martinez et al. im Rahmen der bereits vorgestellten
Transkriptomanalysen eine Hochregulation von P2Y13 in IL-4-stimulierten pBMC1%8,

5.2 P2Y14 Proteinexpression in humanen Makrophagen in vitro

Zur Charakterisierung der Proteinexpression von P2Y14 in den stimulierten pBMC wurden zunachst
eine Reihe kommerziell erhaltlicher Antikorper getestet, die gegen verschiedene extrazellulare Epitope
von P2Y14 gerichtet sind. Da deren Verwendung, in vielen der von mir genutzten Methoden,
unzuverlassige, sich teilweise widersprechende oder einfach keine Ergebnisse lieferten, wurde
beschlossen, einen eigenen Antikdrper gegen die intrazellular gelegene Peptidsequenz AQNDLDISRIK
RGNTTLESTDTL am C-Terminus von P2Y 14 herstellen zu lassen. Um alle in Verwendung stehenden
Antikorper auf ihre Spezifitat hin zu tGberprifen, wurden im Rahmen dieser Arbeit zudem zwei P2Y14-
Uberexprimierende, transgene Zelllinien mit einer Flag-Tag-Kontrolimdglichkeit generiert. Alle
verwendeten Antikdrper wurden daraufhin in den angewendeten Methoden auf ihre Ubereinstimmung
mit den Ergebnissen des anti-Flag M2 Antikérpers hin untersucht und die fur die jeweiligen Methoden
passenden Antikérper weiterverwendet.

Mittels Western Blot lielRen sich der molukaren Masse entsprechende Banden mit einer tendenziell
starkeren Ausprdgung bei den MDI-behandelten Zellen verifizieren, die jedoch eine hohe
interindividuelle Varianz zwischen den Spenderproben aufwiesen. Auch in den FACS-Analysen konnte
die gesteigerte P2Y14 Proteinexpression von MDI- im Vergleich zu MCSF-behandelten pBMC
nachgewiesen werden, die sich zusatzlich konkordant zu einer starkeren CD206-Expression in diesen
Zellen zeigte. Merz et al. fanden im Rahmen ihrer bereits vorgestellten Studien in BMDM ebenfalls eine
P2Y14-Proteinexpression, wenn sie diese Zellen mittels FACS untersuchten'®. Zudem liel sich die
hdhere Proteinexpression von P2Y14 in MDI pBMC auch in den angefertigten Cytospins nachweisen.
In den weiteren FACS-Experimenten konnte dieses Ergebnis konstant reproduziert werden. Zudem
zeigte sich ebenfalls eine signifikant erhdhte Proteinexpression von P2Y14 nach Stimulation der pPBMC
mit MIFT, ein Ergebnis, das vor dem Hintergrund der induzierten P2Y14-Genexpression durch
proinflammatorische Zytokine in den gPCR-Daten diese zuséatzlich bestatigte. In Vereinbarkeit zu den
friheren Ergebnissen unserer Arbeitsgruppe konnte hierbei auch gezeigt werden, dass die Stimulation
mit MDI die pBMC zu einem CD11b*CD206*CD163*CD86*HLA-DR™ed M2-dhnlichen Phanotyp
polarisiert. Die Stimulation der pBMC mittels MIFT dagegen resultierte in einem CD11b*CD206-CD163-
CD86*HLA-DR" M1-ahnlichen Phanotyp. CD206 und CD163 sind klassische Marker einer M2
Polarisation von Makrophagen, die auch haufig auf TAM exprimiert werden und sich ebenfalls in den
MDI-stimulierten pBMC hochreguliert zeigten. In immunhistochemischen Untersuchungen werden
beide Marker haufig zur Detektion M2-ahnlicher TAM genutzt und korrelieren dartber hinaus mit einer
schlechteren Prognose vieler Tumorarten'®8, HLA-DR als klassischer Marker einer M1 Polarisation
zeigte im Vergleich eine signifikante Expressionssteigerung in den MIFT-stimulierten pBMC, in denen
sich CD163 und CD206 signifikant herunterreguliert zeigten. Im Gegensatz dazu zeigte sich CD86
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ebenfalls bei den MDI-stimulierten pBMC signifikant starker exprimiert als in den beiden anderen
Stimulationen. Bei CD86 handelt es sich um ein Oberflachenmolekiil, das sich in Kombination mit CD80
auf antigenprasentierenden Zellen findet'®®. CD80/86 fungieren als Liganden fiir die auf T-Zellen
exprimierten CD28 und CTLA-4, wobei CD28-Aktivierung eine aktivierende und CTLA-4-Aktivierung
eine inhibierende Wirkung auf die T-Zell Antwort ausiiben'’. CD80/86 wird als zusatzliches Signal
neben dem Antigen-beladenen HLA-DR zur endgiltigen Aktivierung der T-Zelle durch die antigen-
prasentierende Zelle benttigt!’®. Daher gilt eine intermedidre bis hohe Expression von CD86 als
klassischer M1-Marker. Allerdings wird es auch auf M2b-Makrophagen starker exprimiert’”! und ist
darum nicht zur Differenzierung zwischen diesen beiden Phanotypen geeignet'”2. Als klassische
Induktoren einer M2b Polarisation gelten jedoch LPS/IL-13 und die Aktivierung von TLR oder Fc-
Rezeptoren auf Makrophagen'72. Auch wenn sich die beobachtete signifikante Expressionssteigerung
von CD86 auf MDI-behandelten pBMC mehrfach reproduzieren liel3, ist dies ein unerwartetes Ergebnis
und sollte in weiteren Arbeiten untersucht werden. Neben der gesteigerten Expression von CD163 und
CD206, fand Kloss et al in den MDI-behandelten pBMC eine verringerte Expression der Zytokin-
Rezeptoren CXCR4 und CCR2, sowie eine gesteigerte Expression der Ektonukleotidase CD731%,
Weiterhin konnten in den MDI pBMC eine gesteigerte Expression und Sekretion der
antiinflammatorischen Zytokine TGF- und IL-10 sowie eine verringerte Sekretion proinflammatorischer
Zytokine wie IL-1B, TNF-a und CCL-2 gemessen werden',

Im Zuge der Charakterisierung des neu hergestellten Antikérpers CT316 erfolgten immun-
histochemische Farbungen von Hauttumoren, um das Farbeverhalten des Antikdrpers zu
dokumentieren. Dieses deckte sich mit der von kommerziell erhaltlichen Antikérpern mit starker
Farbung von epidermalen und vaskularen Strukturen, der o&ffentlich abrufbaren P2Y14-
Expressionsverteilung entsprechend'®. Weiterhin zeigte sich eine Anfarbung verschiedener
Stromazellen der jeweiligen Tumore, insbesondere infiltrierender Immunzellen. Eine grofere Anzahl
dieser stark angefarbten, infiltrierenden Zellen wies morphologische Charakteristika von Makrophagen
auf. Durch die fehlende zusatzliche Anfarbung Makrophagen-spezifischer Marker, kann hier jedoch
keine abschlieRende Aussage getroffen werden und ist Gegenstand zukunftiger Untersuchungen.
Diese Farbungen geben jedoch einen ersten Hinweis, dass P2Y14 in TAM und anderen infiltrierenden
Immunzellen unterschiedlicher dermatologischer Tumore exprimiert ist und werfen die Frage nach der
funktionellen Bedeutung von P2Y 14 fiir diese Zellen auf.

5.3 Funktionelle Charakterisierung von P2Y 14-Agonisten in humanen Makrophagen

Zur weiteren funktionellen Charakterisierung des P2Y14-Rezeptors, war es zunachst notwendig, die
generelle Aktivierbarkeit des Rezeptors, insbesondere in den transgenen U937 Zellen sicherzustellen.
Hierzu wurde ein Calcium-Influx-Assay durchgefihrt, der mittels FLUO-2AM und dessen spezifischem
Fluoreszenzverhalten nach Bindung an Calcium einen Rickschluss auf die Calcium-Menge im
Zytoplasma erlaubt. Das hierzu verwendete Messinstrument verflgte nicht Uber die Méglichkeit einer
automatischen Hinzugabe der Agonistenlésung unter fortlaufender Messung, so dass der eigentliche
Beginn der Messung erst ca. 5 -10 Sek. nach der Zugabe der Agonistenldsung erfolgen konnte.
Dennoch konnte ein deutlicher Calcium-Anstieg in den P2Y14* U937-Zellen nach Zugabe von UDP-
Glukose und des synthetischen P2Y14-Agonisten MRS2690 beobachtet werden, wohingegen kein
Anstieg in den U937 Zellen beobachtet wurde, die ausschliellich den ADR6 ohne das P2Y 14 Transkript
trugen. Hiervon ermutigt, erfolgte im Anschluss dieselbe Messung in den pBMC. Bei den MDI pBMC
fand sich ein intrazelluldrer Calcium-Anstieg nach Zugabe der Agonistenldsung, wahrend der Anstieg
bei den MCSF pBMC ausblieb. Interessanterweise fiel der errechnete Fluoreszenzquotient bei den
pBMC geringer aus als bei den P2Y14* U937 Zellen. Dies lasst sich mdglicherweise auf die starkere
Expression und damit die hdhere Rezeptorendichte auf den transgenen Zellen zurtckfuhren. Der
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beobachtete intrazelluldre Calcium-Anstieg deckt sich mit einer Vielzahl von Publikationen, die einen
intrazellularen Calcium-Anstieg nach P2Y14-Aktivierung beschreiben?34 173-176,

Nachdem die Funktionalitat sichergestellt und die notwendigen Agonistenkonzentrationen bekannt
waren, galt es im letzten Schritt dieser Arbeit, Unterschiede in der Genexpression nach Stimulation mit
P2Y14-Agonisten durch Anfertigung von Microarrays aufzuzeigen. Die statistische Vorauswertung
wurde freundlicherweise durch die Affymetrix Core Facility der Universitdtsmedizin Mannheim
Ubernommen. Hierbei zeigte sich insbesondere CCL8, sowohl nach der Stimulation mit UDP-Glukose
als auch mit MRS2690, herunterreguliert. Bei CCL8 handelt es sich um ein fur Leukozyten
chemotaktisch wirkendes Molekdl, das Uber Aktivierung von CCR2 an der Rekrutierung von TAM und
Tregs in das Tumorstroma beteiligt ist'””. Auch wenn die prognostische Relevanz von CCL8 im
Tumorkontext aktuell noch diskutiert wird, konnte bereits fir einige Tumorentitaten eine Steigerung der
Invasivitat und Metastasierungstendenz durch CCL8 gezeigt werden'’8. Dagegen fanden Yang et al.
eine positive Korrelation zwischen CCL8 und dem Auftreten von M1-Makrophagen im Melanom und
mutmaften hierbei einen positiven Effekt auf deren antitumorale Aktivitat'”®. Als weitere deckungsgleich
durch die beiden P2Y14 Agonisten veranderte Genexpression fand sich die mikroRNA 33B (MIR33B)
am starksten hochreguliert. Bei mikroRNA handelt es sich um kurze, etwa 19 - 25 Basen lange,
evolutionar hoch konservierte, nicht-kodierende RNAs, die an der Regulation vieler metabolischer
Prozesse beteiligt sind'®. MIR33B ist dabei an der Regulation der Cholesterolaufnahme in
Makrophagen beteiligt und spielt insbesondere bei der Entwicklung atherosklerotischer Plaques eine
wichtige Rolle'®. 182 Bezogen auf den Tumorkontext ist es Moradi-Caleshtori et al. in
Mausexperimenten gelungen, mithilfe MIR33B beladener Exosomen TAM zu M1 Makrophagen zu
repolarisieren und hierlGber einen antitumoralen Effekt auf 4T1 Brustkrebszellen zu induzieren?83,
Neben CCL8 und MIR33B fand sich noch RPL7, das kodierende Gen fir die 70S Ribosomen-
Untereinheit durch UDP-Glukose als auch MRS2690 herunterreguliert. Kritisch sind allerdings die
insgesamt geringen Unterschiede zwischen den stimulierten und unstimulierten Zellen zu sehen. Auch
wenn es sich bei den aufgefiihrten Daten ausschlief3lich um statistisch signifikante Ergebnisse handelt,
wird dabei Ublicherweise ein unterer Grenzwert von 2 in Bezug auf den Anderungsfaktor angewendet,
den in den vorliegenden Daten keines der Gene erreichte. An dieser Stelle sei darum darauf
hingewiesen, dass es sich bei den genannten Genen um erste Hinweise handelt, die in weiteren
Arbeiten bestatigt oder widerlegt werden miissen. Um dennoch weitere Hinweise aus den vorhandenen
Daten zur Identifikation potenzieller Effekte einer P2Y 14-Aktivierung in MDI pBMC zu erhalten, wurden
diese mithilfe einer Gensatzanreicherungsanalyse auf dominante Muster in der Genexpression hin
untersucht. Auffallend zeigte sich dabei eine enge thematische Zusammengehdrigkeit der am starksten
betroffenen Gensatze: Hierbei zeigten sich insbesondere die Genséatze signifikant hochreguliert, die zur
Phagozytose und Antigenprozessierung der Zellen beitragen. Dazu zahlten der Thrombin-Rezeptor
F2R, IL-2-Rezeptor, CCR5, CXCR2, MSR1 und TLR6 zu den Genen mit den héchsten Rangwerten. In
der derzeit verfugbaren Literatur findet sich kein Zusammenhang zwischen P2Y14 und diesen
Molekilen, so dass diese, nach Bestatigung der bisher nur als Hinweis dienenden Daten, auf einen
weiteren Zusammenhang hin untersucht werden sollten. Ebenfalls tberexprimiert zeigten sich Gene
des Phosphatidylinositol Signalwegs und PI3K/Akt-Signalwegs, hierunter vornehmlich Gene zur
Codierung von Phospholipase C und Phosphatidylinositol-3-Kinase. Beide Signalwege sind
bedeutende Zweige der Signaltransduktion extrazellularer Stimuli und in verschiedene zellulare
Prozesse involviert. Im Falle des PI3K/Akt-Signalwegs handelt es sich darlber hinaus um einen
sogenannten ,prosurvival-Pathway“ durch den hauptsachlich Wachstumssignale, Signale zur
Forderung der Zellproliferation und Verringerung apoptotischer Einfliisse Ubermittelt werden'8 185 |n
Zusammenschau der Daten zeichnet sich eine mutmaflich proinflammatorische Wirkung der P2Y14-
Agonisten auf die MDI pBMC ab.
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5.4 AbschlieRende Bemerkungen

Zusammenfassend konnte in dieser Studie gezeigt werden, dass P2Y14 und die dazugehdrigen
Liganden eine funktionelle Relevanz fir Makrophagen aufweisen. Die Aussagekraft der vorliegenden
Studie ist dabei durch die enge Limitation auf die definierte in vitro Versuchsumgebung eingegrenzt.
Auch handelte es sich bei dem verwendeten Material um Zellen gesunder Individuen. Systemische
Abweichungen, wie sie haufig in Infektions- oder Krebserkrankungen vorzufinden sind, sind demnach
nicht miterfasst worden. Zeitgleich war aus Griinden der Spenderanonymitat keine Abgleichung mit
interindividuellen Variablen wie Alter, Geschlecht oder ethnischer Zugehérigkeit moglich, so dass keine
Aussage Uber einen mdglicherweise bestehenden, systematischen Stérfaktor getroffen werden kann.

Das urspriingliche Forschungsziel, mit P2Y14 einen neuen Marker fir eine bestimmte Makrophagen-
Polarisation/Population zu finden, wurde verworfen. Vielmehr erwies sich P2Y14 als ein relevanter,
noch nicht ausreichend untersuchter Rezeptor auf Makrophagen, der im Zusammenhang mit
verschiedenen pathophysiologischen Prozessen weiter untersucht werden sollte. Die breite Expression
Uber Phanotypgrenzen hinweg deutet auf eine groRere funktionelle Bedeutung fir UDP-Glukose und
andere Liganden von P2Y14 fiir Makrophagen hin. Die Charakterisierung der in vivo Relevanz und die
genauere Beschreibung der mechanistischen Hintergriinde ist daher ein logischer nachster Schritt und
bietet eine vielversprechende Perspektive aufgrund der bereits jetzt breit verfiigbaren Agonisten und
Antagonisten dieses Rezeptors.
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6. Zusammenfassung

Makrophagen stellen eine hochgradig heterogene Zellpopulation dar, mit zeitgleich groRer Adaptations-
fahigkeit zu den Erfordernissen und Einflissen der jeweiligen Mikroumgebung. Diese Plastizitat von
Makrophagen bedingt die grofe Anzahl verschiedener Funktionen, die sie als Teil des angeborenen
Immunsystems und als Wachter der Homdostase, Gewebeintegritat und Wundheilung erfiillen missen.
Angelehnt an die Th1/Th2-Dichotomie, findet eine Einteilung dieser teils sehr unterschiedlichen
Polarisationsformen in der M1/M2-Klassifikation breite Verwendung in der Literatur. Hierbei beschreibt
M1 einen durch Interferon-y (IFN-y) induzierten, proinflammatorischen Phanotyp mit Ausrichtung auf
direkte Erregerabwehr und Aktivierung des adaptiven Immunsystems. M2-Makrophagen dagegen
werden typischerweise durch Interleukin-4 (IL-4) induziert und sind durch die Sekretion vorwiegend
immunsuppressiver Molekiile sowie ihre gewebemodellierenden und proangiogenen Eigenschaften
gekennzeichnet. Diese M2- oder M2-ahnlichen Makrophagen spielen insbesondere im Kontext solider
Tumore als Tumor-assoziierte Makrophagen (TAM) eine grofRe Rolle, da sie mit einer schlechteren
Prognose der tiberwiegenden Anzahl an Tumorentitaten vergesellschaftet sind. Hierbei fand sich, dass
dies in der vielfaltigen direkten oder auch indirekten Férderung von Tumorwachstum, Immunevasion,
Neovaskularisation und Metastasierung durch TAM begriindet liegt. Aus diesem Grund ist die
Etablierung neuer Marker zur Erkennung und Beeinflussung dieser Zellen ein vielversprechender
Ansatzpunkt zur Entwicklung neuer Therapiestrategien. Unsere Arbeitsgruppe konnte in friheren
Arbeiten nachweisen, dass eine Stimulation von peripheren CD14+ Blutmonozyten (pBMC) mit
Macrophage colony-stimulating factor (MCSF), Dexamethason und IL-4 fir 7 Tage (MDI) in einem M2-
ahnlichen Makrophagen-Phanotyp resultiert und als In-vitro-Modell Anwendung finden kann.
Microarray-Analysen dieser Zellen fanden den purinergen Rezeptor P2Y 14 stark hochreguliert. Dieser
Gi-Protein-gekoppelte Rezeptor wird durch Uridin-Diphosphat (UDP) und UDP-Zucker wie UDP-
Glukose aktiviert und wird in vielen Geweben und Zelltypen exprimiert, hierunter auch neutrophile
Granulozyten und Makrophagen. Auch wenn es erste Hinweise gibt, dass P2Y14-Agonisten in
Immunzellen chemotaktische Signale vermitteln, ist dennoch wenig Uber das Expressionsprofil und die
Funktionsweise von P2Y14 in Makrophagen bekannt. Das Ziel dieser Studie war es daher, die
zugrundeliegenden Faktoren und die funktionelle Relevanz des P2Y14-Rezeptors in M2-dhnlichen
Makrophagen in vitro zu charakterisieren.

Die Charakterisierung erfolgte mittels Polymerase chain reaction (PCR), quantitativer real-time PCR,
Western Blot, Fluorescence activated cell sorting (FACS), Immunhistochemie, Immunzytochemie,
Calcium-Influx-Messungen und Microarrays. Da die getesteten kommerziell erhaltlichen Antikérper
gegen P2Y 14 unzuverlassige Ergebnisse lieferten, wurde die Herstellung eines eigenen gegen P2Y14-
gerichteten Peptid-Antikdrpers in Auftrag gegeben und alle verwendeten Antikdrper auf Spezifitat
mithilfe einer lentiviral hergestellten, P2Y 14+ transgenen U937-Zelllinie getestet.

Die P2Y14-Genexpression findet sich in MDI-stimulierten pBMC im Vergleich zu undifferenzierten
pBMC und ausschlief3lich mit MCSF-behandelten pBMC deutlich hochreguliert. Diese Hochregulation
der mRNA-Expression zeigt sich ab Tag 3 der Stimulation signifikant und an Tag 5 ihre starkste
Auspragung. Diese Arbeit zeigt auBerdem, dass die Expressionssteigerung von P2Y14 in MDI-
behandelten Zellen hauptsachlich von Dexamethason vermittelt wird und durch den Glukokortikoid-
Rezeptor-Antagonisten Mifepriston vollstandig inhibiert werden kann. Eine ausschlief3liche Behandlung
mit MCSF und IL-4 ist dagegen nicht ausreichend und kann bei vorgeschalteter Behandlung den
Dexamethason-vermittelten Effekt aufheben. Daneben kann auch die Stimulation mit MCSF +
Lipopolysaccharide (LPS), MCSF + IFN-y + Tumor necrosis factor alpha (TNF-a) (MIFT) eine
gesteigerte P2Y14-Genexpression in pBMC ausldsen. Eine Hochregulation der P2Y14-Genexpression
durch Dexamethason + IL-4 und IFN-y + TNF-a findet darlber hinaus auch in mittels Phorbol-12-
myristat-13-acetat (PMA) differenzierten U937 Zellen statt, wobei auch in diesen Zellen die Zugabe von
Mifepriston zu der Stimulation mit Dexamethason + IL-4 geeignet ist, die Expressionssteigerung zu
unterbinden. Die im Rahmen dieser Arbeit generierten FACS-Daten zeigen, dass MDI pBMC eine
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starke Expression der M2-Marker CD206 und CD163 aufweisen. Diese M2-Marker sind in MIFT-
stimulierten pBMC stark herunterreguliert, daflir weisen diese Zellen eine hohe Expression des
hauptsachlich in M1 exprimierten Major histocompatibility complex Il (MHCII) auf. In Vereinbarkeit mit
den mRNA-Expressionsdaten findet sich P2Y14 in beiden Zellpopulationen hochreguliert.
Stimulationen von P2Y14+ transgenen U937 Zellen und pBMC mit UDP-Glukose und dem
synthetischen P2Y14-Agonisten MRS2690 bewirken einen intrazellularen Calcium-Anstieg in diesen
Zellen. Abschliel3end zeigen die in dieser Arbeit generierten Microarray-Daten von flr 24 h mit P2Y14-
Agonisten stimulierten MDI-pBMC eine signifikante Gensatzanreicherung der in Endozytose,
Antigenprozessierung und dem  Phosphatidylinositol-3-Kinase/AKT-Signalweg  involvierten
Genexpressionen. Die beobachteten Expressionssteigerungen von P2Y14 decken sich hierbei mit den
Ergebnissen anderer Arbeitsgruppen unter ahnlichen Versuchsumgebungen. Hierbei bietet diese Arbeit
allerdings die erste Beschreibung einer vorwiegend Glukokortikoid-induzierten P2Y14-Expression in
Makrophagen. Angesichts der Limitation der Aussagekraft dieser Studie auf definierte in vitro
Versuchsumgebungen ist eine Erweiterung der Untersuchungen auf die in vivo Situation und die
dazugehdrige funktionelle Charakterisierung ein notwendiger nachster Schritt. Zusammengefasst
deuten die Ergebnisse dieser Studie auf eine Relevanz des P2Y14-Rezeptors sowohl fir M1- als auch
M2-Makrophagen und eine immunmodulatorische Dimension der dazugehérigen Liganden hin.
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