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1 Einleitung

1.1 Das Immunsystem

Zum Schutz vor Pathogenen wie Bakterien, Virenzdpil und Parasiten besitzen
Organismen ein Abwehrsystem, das als Immunsystereidieet wird. In Vertebraten

wird dieses komplexe System in angeborenes undtisdagmmunsystem unterteilt.

Das angeborene Immunsystem umfasst neben zelluBestandteilen, wie Makro-

phagen (1) und neutrophilen Granulozyten (2) alsgphytierende Zellen und

Naturlichen Killer Zellen (3) als zytotoxische Zail, auch |6sliche Faktoren, wie das
Komplementsystem (4), Akut-Phase-Proteine (5), idyi® und aggressive Sauerstoff-
und Stickstoffverbindungen. Die angeborene Immumiéhtet sich vor allem gegen

entwicklungsgeschichtlich konservierte Merkmale Rathogenen.

Zu dem Immunsystem gehoéren auch die lymphatischegar@, die eine grol3e Anzahl
Lymphozyten in einem Gerist aus nicht-lymphatischelten enthalten und in priméare
und sekundare lymphatische Organe unterteilt werBe&m Bildung und Reifung der
Zellen des Immunsystems aus hamatopoetischen Stilemindet in den priméren
lymphatischen Organen statt, zu denen das Knoch&nnmma der Thymus zahlen. Die
sekundaren lymphatischen Organe, welche die Miig, ldymphknoten und die
lymphatischen Gewebe der Schleimhaute umfassememi® erster Linie der Initiation
von Immunantworten und der Ubermittlung von Ubegledsignalen (6).

1.1.1 Das adaptive Immunsystem

Die adaptive Immunitat wird durch antigenspezifeschr und B-Zellen vermittelt, die
jede einen Rezeptor einzigartiger Spezifitat expien. Die Erkennung definierter
Strukturen, sogenannter Antigene, durch den Rerdptot zur klonalen Expansion
spezifischer T- und B-Zellen, wodurch eine effe&tivnmunantwort ermdglicht wird
(7). Im Rahmen dieser Immunantwort entstehen Gedéazellen, die bei einer
erneuten Infektion mit demselben Erreger eine ddmeeund effektivere Immun-
antwort auslésen (8).

Das adaptive Immunsystem lasst sich in die zekuldnd die humorale Immunitéat
unterteilen. Unter der humoralen Immunantwort \edrstman die Effektorfunktionen,
die von den durch B-Zellen produzierten antigensigehen Antikdrpern vermittelt

werden. Die Antikdrper dienen der Markierung (Opsaimg) von Pathogenen und
Fremdkorpern flr phagozytierende Zellen, der Néisteaung oder der Aktivierung des
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Komplementsystems. Die zellulare Immunitat umfadist von T-Zellen vermittelten
Regulator- und Effektorfunktionen.

Die T-Zellen werden anhand des exprimierten Korexepin CD8-positive zyto-
toxische T-Zellen und CD4-positive Helfer-T-Zellemterteilt. T-Zellen erkennen ihr
spezifisches Antigen nur in Zusammenhang mit Hasfmkompatibilitatskomplex-
Molektlen (MHC, major histocompatibility complgéxvon denen es zwei Klassen,
MHC-1 und MHC-II, gibt. Zytotoxische T-Zellen erkean Peptide, die von MHC-I
Molekulen prasentiert werden, wahrend Helfer-T-ZellPeptide erkennen, die von
MHC-1I Molekulen préasentiert werden. MHC-I MoleklUMerden von jeder kern-
haltigen Zelle exprimiert, MHC-II Molekile hingegemur von sogenannten
professionellen antigenpréasentierenden Zellen (APXisf MHC-11 Molekllen werden
Peptide préasentiert, die von durch Phagozytose &ieozytose aufgenommenen
Proteinen stammen. Zu den professionellen APZsendBlZellen, Makrophagen und
dendritische Zellen, wobei reife dendritische Zeltie effizientesten Aktivatoren von
T-Zellen sind (6).

1.1.2 Die Reifung dendritischer Zellen

Unreife dendritische Zellen exprimieren eine Vidlzan Rezeptoren (PRRpattern-
recognition receptofs mit deren Hilfe sie entwicklungsgeschichtlich nkervierte
Merkmale von Pathogenen (PAMBsthogen associated molecular pattgraskennen
konnen. Die prominentesten Vertreter dieser PRRg siie sogenannteiioll-like
Rezeptoren (TLRs). Die Aktivierung der unreifen detischen Zelle erfolgt, wenn sie
in der Peripherie durch Phagozytose oder Pinozyofgenommene Antigene mit Hilfe
der PRRs als solche erkennt. Eine Aktivierung deredendritischer Zellen kann auch
durch Zytokine erfolgen, die im Verlauf einer Emdiangsreaktion von aktivierten
Makrophagen sezerniert werden. Die dadurch auggel@ignaltransduktionsprozesse
innerhalb der Zelle fihren zu ihrer Reifung und da@nhergehend zu einer veran-
derten Expression von Oberflachenmolektlen und Sgkretion von Zytokinen und
Chemokinen (9). So wird die Expression von MHC-Iblgkilen, die der Prasentation
von Peptiden dienen, und von kostimulatorischendWiglen der B7-Familie CD80
(B7.1) und CD86 (B7.2) verstarkt. Gleichzeitig widie Expression von Rezeptoren,
die der Phagozytose dienen, minimiert. Die reifadigische Zelle wandert in den
nachstgelegenen Lymphknoten ein, um dort das aafgerene Antigen zu prasentieren
und antigenspezifische T-Zellen zu aktivieren (10).

Am Ende ihrer Lebensdauer wandern nicht aktiviertgeife dendritische Zellen eben-
falls in die lymphatischen Organe ein, wo sie Tl&elSelbst-Peptid/ MHC-Komplexe
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prasentieren. Erkennt eine naive T-Zelle diesedssé#leptid, kommt es aufgrund
fehlender kostimulatorischer Signale nur zu eirgetigllen Aktivierung der T-Zelle, die
letztendlich zur Apoptose oder Anergie der T-Zélilert. Anerge T-Zellen kdnnen auch
bei optimaler Stimulation nicht mehr durch ihr sfiszhes Antigen aktiviert werden
(11). Dies tragt zur peripheren Toleranz gegenedlost-Antigenen bei.

1.1.3 Die Aktivierung von T-Zellen

T-Zellen verlassen den Thymus nach ihrer Reifuisgnaive, einfach CD4- oder CD8-
positive T-Zellen und zirkulieren tber die Blut-dubymphgefale durch die sekundaren
Lymphorgane (12). Der Eintritt in die peripherenniyghknoten wird durch von den
T-Zellen exprimierte Oberflachenmolekile, wie demSélektin CD62L und dem
Chemokinrezeptor CCR7, vermittelt (13-15). In deiZéll-Zonen der lymphatischen
Gewebe kommt es zur Interaktion zwischen naiverelled und APZs. Der Kontakt
zwischen APZ und T-Zelle wird zunachst Gber Adhésmolekile (LFA-1, CD2,
ICAM-1, LFA-3) hergestellt, bevor es zu einer Iatietion zwischen Peptid/MHC-
Komplex und T-Zell-Rezeptor kommt (16). Durch nieféne Interaktionen des
T-Zell-Rezeptors mit Selbst-Peptid/ MHC-Komplexenf #APZs werden den naiven
T-Zellen Uberlebenssignale vermittelt (17, 18).

Erkennt eine naive T-Zelle wahrend ihrer Wanderdagch die lymphatischen Gewebe
ihr spezifisches Antigen auf einer aktivierten deisthen Zelle, so bildet sich
zunachst ein stabiler Kontakt zwischen dem T-Ze@€ptor und dem Korezeptor CD4
bzw. CD8 der T-Zelle und dem Peptid/ MHC-Komplex &dPZ. Zur vollstandigen
Aktivierung der T-Zelle wird ein weiteres Signalndgigt, das Uber die von der APZ
exprimierten, kostimulatorischen Molekile CD80 ubB®86 vermittelt wird (19, 20).
Stimulatorische Signale werden Uber die Interaktrom CD80 und CD86 mit dem
CD28-Molekil auf naiven T-Zellen ins Zellinnere vezgeleitet. Die Aktivierung der
T-Zelle fuhrt zur Expression weiterer Molekile dias kostimulatorische Signal modi-
fizieren konnen. So wird von aktivierten T-ZelleiT52, ein mit CD28 verwandter
Rezeptor fur CD80 und CD86 exprimiert, der inhibgohe Signale weiterleitet und so
die Proliferation der aktivierten T-Zelle begre(&bb. 1.1).
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T-Zell ".‘ L APZ

CD4/CD8

Peptid/MHC-Komplex

Abb. 1.1: Schematische Darstellung einer immunoisechen Synapsémodifiziert nach Huppa et al
(21)). Im Zentrum steht der Kontakt des Peptid/MKi@nplexes der APZ mit dem T-Zell-
Rezeptor und dem Korezeptor der T-Zelle. Die Iitgsa von CD80 bzw. CD86 mit C28
oder CD152 vermittelt zusatzliche stimulatorisclieminhibitorische Signale. Adhasions-
molekule wie LFA-1, ICAM1, LFA-3 und CD2 dienen Aesbildung und Stabilisierung des
Zell-Zell-Kontaktes. LFA (leukocyte functional @etn), ICAM (intercellular cell adhesion
molecule), LCK (Tyrosinkinase der Src-Familie), ZAP ({-chain-associated protein 70),
PI3K (Phosphatidylinositol 3-kinase), SHP2 (Src lotmgy 2-domain containing protein
tyrosine phosphatase 2).

Die vollstandige Aktivierung der T-Zelle fuhrt z&xpression des sowohl autokrin als
auch parakrin wirkenden Zytokins und Wachstumsfakid-2 und des funktionellen

IL-2 Rezeptors, wodurch die Proliferation der Ti€eausgeldst wird (22). Bedingt
durch Veranderungen in der Expression ihrer Obgrdamolekile verlassen aktivierte
T-Zellen nach der klonalen Expansion die lymphaisc Gewebe und wandern zum
Inflammationsort. Nach dem Abklingen der Entzindiregktion wird der grofite Tell

der aktivierten T-Zellen mittels Apoptose eliminjenur ein kleiner Teil bleibt als

Gedachtnis T-Zellen erhalten.
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1.2 Purinrezeptoren

Die Existenz von Rezeptoren fur extrazellulare mNukleotide wurde erstmals 1976
postuliert. Hierbei wurde zunachst zwischen Rezeptéir Adenosin und Adenosin-5'-
triphosphat (ATP) unterschieden, die heute als B4eBtoren (Adenosin) und P2-
Rezeptoren (ATP) bekannt sind (23). Aufgrund molathiologischer und pharmako-
logischer Untersuchungen wurden die P2-Rezeptoreitevin P2X- und P2Y-
Rezeptoren unterteilt. Die P2X-Rezeptoren sind hdlgmn-gesteuerte lonenkanéle,
wéahrend es sich bei den P2Y-Rezeptoren um G-Prgknppelte 7-Transmembran-
Rezeptoren handelt (24, 25). Bis heute sind beg&#eren sieben Mitglieder der P2X-
Familie und acht Mitglieder der P2Y-Familie ideixiért, die Purin- und teilweise auch
Pyrimidin-Nukleotide erkennen (26, 27).

9000000000000 Y I 19000000000

AL

8000000000000, 10000000000

P2X P2Y

Abb. 1.2: Schematische Darstellung der P2X- und YRRezeptoren Der lonenkanal der P2X-
Rezeptoren wird aus drei Untereinheiten gebildeRYfRezeptoren sind G-Protein-
gekoppelte 7-Trans-membranrezeptoren.

1.2.1 Die Familie der P2X-Rezeptoren

Die Familie der P2X-Rezeptoren umfasst sieben hdglr, P2X1 bis P2X7, die als

Untereinheiten ATP-gesteuerte lonenkanale bildegr. IPDnenkanal ist fir mono- und

divalente Kationen (NaK*, C&*) permeabel und besteht aus drei Untereinheiteb.(Ab
1.2), wobei die Bildung homo- und heterotrimerez&soren nachgewiesen werden
konnte (27). P2X-Rezeptoren werden in nahezu allmweben exprimiert, unter

anderem auch auf hamatopoetischen Zellen (26, 28).



Einleitung

Die Untereinheiten haben eine GrofR3e von 384 (PB¥A%95 Aminosauren (P2X7) und
besitzen auf Proteinebene eine 30 bis 50%ige Sedlemitat. Neben eines kurzen
intrazellularen N- und C-Terminus und zweier Traesmrandoménen besteht der
Hauptteil einer jeden Untereinheit aus einer groBemazellularen Schleife, die die
ATP-Bindungsstelle beinhaltet. Im extrazellularesil Sind neben zehn konservierten
Cysteinresten, die durch die Ausbildung von Dislidfiicken die Tertiarstruktur
stabilisieren, zwei bis sechs KonsensussequenzetidliN-Glykosylierung lokalisiert
(26, 29).

Die Bindung von ATP an den Rezeptor fihrt zur Offgudes lonenkanals durch
Konformationsanderungen. Hierbei gibt es deutlidnéerschiede in der Sensitivitat der
einzelnen Rezeptoren gegeniber ihrem Liganden. i&g Hie mittlere effektive
Konzentration (EG) fur den Ratten-P2X3 bei 1 uM und fir den Ratt@XP bei
100 uM ATP. Die Offnung des lonenkanals hat eirgfmsllen Einstrom von Naund
Cd*-lonen, sowie einen Ausstrom von'-konen zur Folge, wodurch es zu einer
Depolarisierung der Zellmembran und einem Anstiegr dhtrazellularen Ca-
Konzentration kommt. Dies fuhrt zur Aktivierung natellularer Signaltransduktions-
prozesse, die noch nicht vollstandig aufgeklard $80).

1.2.2 Der P2X7-Rezeptor

P2X7 unterscheidet sich von den anderen MitgliedEnnP2X-Familie in mehrfacher
Hinsicht. So besitzt P2X7 einen mit 244 Aminosaudentlich l&angeren intrazellularen
C-Terminus und galt lange Zeit als die einzige Ukiténeit, die ausschlie3lich
homotrimere Rezeptoren bildet. Neueste Untersuadmundeuten jedoch auf die
Existenz funktioneller P2X4/P2X7 Heteromere hin )(3Der homotrimere P2X7-
Rezeptor benétigt zur Aktivierung hohe ATP-Konzatitmen von tber 100 uM. Die
Aktivierung des Rezeptors fuhrt, wie bei den andeR2X-Rezeptoren auch, zur
Offnung eines lonenkanals, der fiir NaK*- und C&*-lonen permeabel ist. Da der
P2X7-Rezeptor nicht desensitiviert wird, bleibt denenkanal geotffnet, solange ATP
als Ligand gebunden ist (27). Der Offnung des l&aeals innerhalb von Milli-
sekunden folgt die Exposition von Phosphatidylsenr der Aul3enseite der Plasma-
membran sowie der Verlust von CD23 und CD62L auf deloberflache durch die
Aktivitat von Metalloproteasen (32). Eine langedanernde Aktivierung des Rezeptors
hat die Bildung einer Pore zur Folge, die fur Mallekbis zu einer Gré3e von 900 Da
durchlassig ist. Diese Pore kann durch die Diffudiooreszierender Farbstoffe in die
Zelle nachgewiesen werden. Einige Mausstamme leesgme Punktmutation an der
Aminosaureposition 451 des intrazellularen C-Tewmir{P451L), die zu einer stark
reduzierten Sensitivitat gegeniber der ATP-vertigite Porenbildung fihrt (33). Die
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Frage, ob die Pore von P2X7 selbst oder von einerteren Protein gebildet wird, das
durch den P2X7-Rezeptor aktiviert wird, wurde la@g# kontrovers diskutiert. Neuere
Untersuchungen zeigten, dass Pannexin-1, ein Maptotein, das strukturelle Ahn-
lichkeiten mit den Connexinen aufweist, fur diedsihg der Pore verantwortlich ist.
Der genaue Mechanismus, der zur Bildung der Padne,fist jedoch noch ungeklart
(34).

Die dauerhafte Aktivierung des P2X7-Rezeptors kttténdlich den Tod der Zelle
durch Apoptose zur Folge (35). Auf murinen T-Zellemn der Zelltod nicht nur durch
ATP, sondern auch durdB-Nikotinamidadenindinukleotid (NAD) ausgeltst wenge
ein Mechanismus der als NAD-induzierter Zelltod @, NAD induced cell deajh

bezeichnet wird (36). Beim NICD wird der P2X7-Retepdurch die ebenfalls auf
murinen T-Zellen exprimierte ADP-Ribosyltransfera#gRT2.2 modifiziert. Dabei wird

die ADP-Ribosegruppe des NAD auf den P2X7-Rezepbartragen und fungiert als
kovalent gebundener Ligand, der den Rezeptor dafieahtiviert und somit zum Zell-
tod fuhrt (37).

Der P2X7-Rezeptor ist insbesondere auf Makrophagensiv untersucht worden, wo
seine Aktivierung die Prozessierung und Freisetzudgs proinflammatorischen
Zytokins IL-13 zur Folge hat (Abb. 1.3). Das Il31gehort wie IL-In, IL-1Ra und
IL-18 zur IL-1 Familie und wird als inaktive Vordauohne Leaderpeptid synthetisiert
und im Zytosol gespeichert. Die Aktivierung des F2Rezeptors durch ATP fuhrt Gber
noch nicht genau geklarte Mechanismen zur Aktivigrder Caspase-1, die die inaktive
33 kDa Vorform des IL-ff zur biologisch aktiven 17 kDa Form spaltet (38).
Pannexin-1, das die durch Aktivierung des P2X7-Rexe vermittelte Pore bildet, ist
auch an der Signaltransduktion beteiligt, die vo2XPRezeptor zur Aktivierung des
Inflammasoms und damit der Caspase-1 fuhrt (345 DHammasom ist ein Multi-
proteinkomplex, der aus Mitgliedern der intrazeélheilh NLR-NOD-like receptors
Familie (NALP1, NALP3, IPAF, NAIP), dem Adaptorpeat ASC @poptosis-
associated speck-like protein containing a CARfdwie inflammatorischen Caspasen
gebildet wird (39, 40). Fur die Freisetzung deszpssierten IL-f werden mehrere
Mechanismen vorgeschlagen. Erste Hypothesen fertalie Freisetzung von ILB1
durch apoptotische Zelllyse (41) und den direkteqpdt Gber Membrantransporter
(42). Weitere Modelle enthalten die Prozessierumg @rreisetzung des ILBLin
Mikrovesikeln und sekretorischen Lysosomen, in deder Verringerung der intra-
zellularen K-Konzentration durch die Aktivierung des P2X7-Repep eine zentrale
Rolle zukommt (43, 44).
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Abb. 1.3: Schematische Darstellung zur SynthesepZ@ssierung und Freisetzung von ILAL Das

erste Signal, die Stimulation der Zelle Uber Lipigpaccharid (LPS) und Toll-like receptor 4
(TLR4), fuhrt zur Synthese des pro-IB-tHas im Zytosol akkumuliert (1). Das zweite Signal
die Aktivierung des P2X7-Rezeptors durch ATP-Bigdufiihrt Uber Pannexin-1 zur
Aktivierung des Inflammasoms (2). Das Inflammasost dlie Aktivierung der Caspase-1
aus, die pro-IL-B zu aktivem IL-g spaltet. Fur die Freisetzung des I|3Werden mehrere
Wege vorgeschlagen. NALP (NACHT-, LRR- and pyrmaio-containing protein), ASC
(apoptosis-associated speck-like protein containiegy CARD), MyD88 (myeloid
differentiation primary-response protein 88), k& (nuclear factoxB).

Neuere Untersuchungen deuten darauf hin, dass rdiee$sierung des pro-ILB1lim
Zytosol erfolgt (45). Die Frage nach dem Mechanisrdar Sekretion ist noch immer
ungeklart. Ein weiterer Sekretionsweg der in dieZasammenhang diskutiert wird, ist
die Freisetzung des ILBLuber multivesikulare Strukturen, sogenannte MVBwli-
vesicular bodies Dabei kommt es zur Akkumulation des Inflammasonnrsd
unprozessierten ILA in der N&he von rezirkulierenden Endosomercy(cling
endosom@saus denen sich MVBs bilden. Diese enthalten Ex&sg in denen neben
IL-13 auch Bestandteile des Inflammasoms und Membragipetokalisiert sind und
die durch Fusion der MVBs mit der Plasmamembradein extrazellularen Raum frei-
gesetzt werden (46). Exosomen sind kleine Membiakekemit einem Durchmesser
von 50 bis 100 nm und werden unter anderem vonrdisotien Zellen abgegeben.
Exosomen dendritischer Zellen enthalten in ihremMdean auch MHC-1I Molekile und
konnen so eine Rolle in der Aktivierung naiver Ti&e Ubernehmen (47, 48).
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1.3 ADP-Ribosyltransferasen

Als ADP-Ribosyltransferasen bezeichnet man Enzyareedie ADP-Ribosegruppe von
B-Nikotinamidadenindinukleotid (NAD) unter Abspalwirvon Nikotinamid auf eine

spezifische Zielaminosaure Ubertragen (Abb. 1.4prb¢i handelt es sich um eine
reversible posttranslationale Modifikation, ahnlider Phosphorylierung. Man unter-
scheidet Mono-ADP-Ribosyltransferasen (ARTSs), dieeeADP-Ribosegruppe Uber-
tragen und Poly-ADP-Ribosylpolymerasen (PARPS), bi® zu 400 untereinander
verzweigte ADP-Ribosegruppen auf das Zielproteiertibgen (49). Als Zielamino-
sauren koénnen Arginin, Cystein, Asparagin, Diphtithifein modifiziertes Histidin)

und Glutamat fungieren. Die Spezifitat ist von @@P-Ribosyltransferase abhangig,
die meisten ARTs der Vertebraten sind Arginin-spgzn (50). Einige ARTSs, wie die
Ratten-ART2, kénnen die ADP-Ribosegruppe zusatzéioh Wasser Ubertragen und
besitzen somit eine NAD-Glykohydrolaseaktivitat (51

N
Yon
N
Zielprotein Mono-ADP-
. (0]
Ribosyltransferase N\%N P g
N
| OHOH
HN =
| + (‘) o]
N o 0—P=0 NH,
w = NN
OHOH \ e > 0—P=0
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!
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Abb. 1.4: Arginin-spezifische ADP-Ribosylierung cih eine Mono-ADP-Ribosyltransferase (ART)
Die ADP-Ribosegruppe des Nikotinamidadenindinuidsof{NAD) wird unter Abspaltung
von Nikotinamid auf ein Arginin des Zielproteinseitbagen. In Anlehnung an die 3D-
Struktur der Ratten-ART2 wird die ART durch einBagman” symbolisiert.

Die prominentesten Vertreter der ARTs sind baklleri€oxine, die in Saugetierzellen
durch Mono-ADP-Ribosylierung heterotrimerer G-Pnoge (Choleratoxin aud/ibrio
cholerg Pertussistoxin auBordatella pertussis GTP-bindender Proteine wie Ras und
Rho (Exotoxin S au®seudomonas aerugings@3 Exotoxin ausClostridium botuli-
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num) oder ATP-bindender Proteine wie Aktin (SpvB &amonella entericaC2 Toxin
aus Clostridium botulinur die Signaltransduktion inhibieren oder die Zytiskt-
Organisation beeinflussen (52, 53).

1.3.1 Mono-ADP-Ribosyltransferasen bei Mensch und Maus

Die erste in Vertebraten nachgewiesene Mono-ADRRIlransferase war die ART1
aus dem Skelettmuskel des Kaninchens (54). Seiwderde eine ganze Familie ver-
wandter, Arginin-spezifischer ARTs kloniert, dieilneMenschen vier (ART1, ARTS3,
ART4, ART5) und bei der Maus sechs (ART1, ART2.RTR.2, ART3, ART4, ART5)
Mitglieder umfasst (55). Mit Ausnahme der ART5, dezerniert wird, handelt es sich
bei den ARTs um membranstandige Ektoenzyme, dier tgiaen Glykosyl-
Phosphatidyl-Inositol-(GPI)-Anker in der Zellmembraerankert sind. Die enzyma-
tische Aktivitat der ARTs ist somit auf Oberflacipeoteine im extrazellularen Raum
fokussiert. So wurde die ADP-Ribosylierung da$,-Integrins LFA-1 und weiterer
Oberflachenproteine durch die Maus-ART2.2 nachgesvig56-58).

1.3.2 Die murine ART2

Die ADP-Ribosyltransferase ART2 wurde erstmals unem Namen RT6 als Ober-
flachenprotein auf T-Zellen der Ratte beschriel&).(Im Mausgenom sind durch Gen-
duplikation zwei ART2 Gene entstandéri2a und Art2b. Diese Paraloge weisen auf
DNA-Ebene eine 80%ige Sequenzidentitat auf. Beinmddben enthalt das ART2 Gen
drei vorzeitige Stopcodons, wodurch es zu einenersagnten Pseudogen wird (60).

Die ART2.1 und ART2.2 der Maus werden auf naive@€ellen exprimiert, wobei es
deutliche Unterschiede in der Expression der belgeformen in verschiedenen Maus-
stammen gibt. C57BL/6 Mause tragen eine Punktnaraitn ART2.1 Gen, die zu
einem verfrihten Stopcodon in der mRNA und somir ZAbwesenheit des
funktionellen Proteins fuhrt (61). Im Gegensatz Wazt das ART2.2 Gen in NZW
Mausen inaktiv, so dass nur die ART2.1 funktionetprimiert wird (62, 63). In
BALB/c Mausen werden sowohl ART2.1, als auch ARTRuBktionell auf naiven
T-Zellen exprimiert (64). Bei der Untersuchung &&T2 muss daher dem genetischen
Hintergrund der Mause besondere Beachtung geschekien. Des weiteren unter-
scheiden sich ART2.1 und ART2.2 in ihrer enzyméiest Aktivitat. Die ART2.1
besitzt im Vergleich zur ART2.2 eine zusatzlicheswiidbriicke zwischen den
Cysteinen 80 und 201, wodurch sie nur unter redezden Bedingungen die ADP-
Ribosylierung katalysiert (65, 66). Die ART2 wirdifanaiven T-Zellen exprimiert.
Kommt es durch Kontakt mit ihrem spezifischen Aatigin Gegenwart der ent-
sprechenden, durch APZs vermittelten, kostimulatbien Signale zur Aktivierung der
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T-Zelle, wird ART2 durch die Metalloprotease TACENF-a converting enzymeder
eine verwandte Metalloprotease von der Oberflatigespalten (67).

Bei extrazellularen NAD-Konzentrationen im mikroran Bereich kommt es, ver-
mittelt durch ART2, zur ADP-Ribosylierung einer \aahl von Oberflachenmolekilen
der T-Zelle, wie z. B. CD8, CD43, CD44 und CD45eldiurch werden das Adhasions-
vermodgen und die Signaltransduktion der T-Zelleirfeesst (58). Auch T-Zellen
exprimieren den P2X7-Rezeptor, der, wie bereitemuit2.2 beschrieben, ein Ziel-
protein der ART2.2 ist. Durch die ADP-Ribosylierudgs P2X7-Rezeptors wird der
Tod der T-Zelle (NICD) eingeleitet (36).

Die Expression von ART2 galt lange Zeit als auf @ll&n beschrankt (64). Erste Hin-
weise auf die Expression der ART2.1 auf untersditieeh Populationen von APZs,
kamen vor kurzem aus der Arbeitsgruppe von Georgey8k in Cleveland (68).

1.4 ATP und NAD

Die Nukleotide ATP und NAD sind seit langem alsrazellulare Molekile mit

zentraler Rolle im Energiestoffwechsel der Zell&amnt. Die bei der ATP-Hydrolyse
frei werdende Energie wird unter anderem fur demeidransport, Muskelarbeit und
endergonische Biosynthesen genutzt. Zahlreiche d€émakonnen die terminale
Phosphatgruppe des ATP auf Zielproteine Ubertraggme als Phosphorylierung
bezeichnete posttranslationale Modifikation. Diekent der Regulation von Enzym-
aktivitaten und ist ein zentraler Mechanismus dgn&8transduktion (69).

NAD wurde bereits 1935 als Koenzym flr Redoxrealdio beschrieben (70). Man
unterscheidet zwischen der oxidierten Form N@Db. 1.4) und der reduzierten Form
NADH. Das Redoxpaar NAD/NADH fungiert als Oxidatsmittel in katabolen Stoff-
wechselwegen (69).

1.4.1 Signaltransduktion von ATP und NAD

Neben seiner Rolle im Elektronentransfer dientargtlulares NAD auch als Substrat
fur die Synthese von Botenstoffen, sogenanséeond messengdenzyme mit NAD-
Glykohydrolaseaktivitat fihren zur Bildung von Nikamid und ADP-Ribose
(ADPR). Einige NAD-Glykohydrolasen konnen daribenaus die Bildung von
zyklischer ADP-Ribose (cCADPR) katalysieren. Zusgatrlgibt es NAD-Glykohydro-
lasen, die in Nikotinamidadenindinukleotidphospi{&ADP) den Austausch von
Nikotinamid durch Nikotinsédure katalysieren, woduidikotinsdureadenindinukleotid-
2’-phosphat (NAADP) gebildet wird. Die so gebildet®otenstoffe bewirken auf unter-
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schiedliche Weise die Auslosung oder Verstarkumiaaellularer Calciumsignale (71).
Zusatzlich wird intrazellulares NAD von PARPs undBnen als Substrat genutzt, die
wichtige Rollen bei der DNA-Reparatur und der Ratjoh der Transkription spielen
(72).

Der Grol3teil des ATP und NAD ist intrazellular ldkgert mit Konzentrationen von
etwa 5 bis 10 mM fur ATP (30) und 400 bis 500 uM KAD (72). Im extrazellularen
Raum werden ATP und NAD schnell durch zahlreich@quitéar exprimierte Ekto-

enzyme abgebaut (Abb. 1.5). Die Degradation des NMADBIgt hauptsachlich durch die
NAD-Glykohydrolasen CD38 und CD157, die NAD in ADP#&der cADPR und

Nikotinamid umwandeln (73). ATP wird in erster Lleni durch Ekto-

Nukleosidtriphosphatdiphosphohydrolasen (E-NTPDg CD39 (E-NTPD 1), zu

Adenosin-5’-diphosphat (ADP) und weiter zu Adenesimonophosphat (AMP)

hydrolysiert. Das AMP wird von Ekto-5’-Nukleotidagsewie CD73, zu Adenosin
abgebaut (74). Sowohl NAD als auch ATP kdnnen dariitinaus auch durch Ekto-
Nukleotidpyrophosphatasen/phosphodiesterasen (EsNP3, wie CD203 (E-NPP 3),
zu ADP bzw. AMP hydrolysiert werden (75).

o]
= NH,
| | S
E-NTPDs (CD39) T M N
NH, —I/u\/ NAD-Glykohydrolasen
ﬁ¢ c},& o & D E-NPPs (CD203) dn o Gl chia i ld
HO—P—0—P—0—P—0 N N o
PaRna X
OH <!)H ATP </N ‘ \j
E-NPPs (CD203) RN i
W& NAD

Abb. 1.5:  Strukturformeln von ATP und NAD mit Andse mdglicher Spaltstellen durch Ektoenzyme
(modifiziert nach Haag et al (76)). Mogliche Sptiten von ATP und NAD durch NAD-
Glykohydrolasen, ADP-Ribosyltransferasen (ARTs)toflukleosidtriphosphatdiphospho-
hydrolasen (E-NTPDs) und Ekto-Nukleotidpyrophosasen/phosphodiesterasen (E-NPPs).

Fur die Signaltransduktion durch ATP und NAD ergilith somit ein komplexes Bild
(Abb. 1.6). NAD dient den ARTs als Substrat flie dvlodifikation extrazellularer
Proteine und wird gleichzeitig von NAD-Glykohydreen zu ADPR und cADPR
abgebaut. Die cADPR kann €donen aus intrazellularen Speichern mobilisieren,
wobei die Frage, wie und ob cADPR aus dem extraZedin Raum ins Zellinnere
gelangen kann, noch ungeklart ist (76). ATP wirch R2X- und P2Y-Rezeptoren als
Ligand gebunden. Zuséatzlich kénnen die bei der blyde von ATP und NAD
gebildeten Abbauprodukte selbst Signalfunktioneartiehmen. Einige Rezeptoren der

12



Einleitung

P2Y-Familie erkennen neben ATP auch ADP und AMPYE2P2Y12), wahrend
Adenosin als Ligand fiir die Rezeptoren der P1-Harfuhgiert (26).

Zytoplasma

0000000000N0000000000000REAN000000

LdGA0RbABOBAIA0000E0E0GANC00HNE00000

Adenosin

extrazellulérer
Raum

[

ADP-Ribosyltransferasen P2X-Rezeptoren P2Y-Rezeptoren P1-Rezeptoren
Zytoplasma

Abb. 1.6: Schematische Ubersicht der extrazell@darEnzyme und Rezeptoren die ATP, NAD und
deren Abbauprodukte als Substrat oder Ligand bindéhAD dient als Substrat der ADP-
Ribosyltransferasen und wird von CD38 und CD15Zyklischer ADP-Ribose (cCADPR) und
ADP-Ribose (ADPR) hydrolysiert. ADPR kann von B¥tddeosidtriphosphatdiphospho-
hydrolasen (E-NTPDs) und Ekto-Nukleotidpyrophosabe/phosphodiesterasen (E-NPPs)
zu Adenosin-5-monophosphat (AMP) abgebaut werddi® ist ein Ligand der P2X- und
P2Y-Rezeptoren. ATP wird von E-NTPDs und E-NPP#&drnosin-5'-diphosphat (ADP)
und weiter zu AMP hydrolysiert. ADP und AMP kdnwvem P2Y-Rezeptoren als Ligand
gebunden werden. AMP wird durch CD73 weiter zu Adenabgebaut, das als Ligand der
P1-Rezeptoren fungiert.

1.4.2 ATP und NAD im Immunsystem

Die Rolle von ATP und NAD im Stoffwechsel der Zelldedingt ihre vorwiegend
intrazellulare Lokalisation. Ein Teil des in derllBevorhandenen ATPs und NADs kann
allerdings auf unterschiedlichen Wegen in den eettalaren Raum gelangen, sei es
durch aktive Exozytose, Diffusion Uber Transmembearsporter oder passives Ent-
weichen Uber die beschadigte Plasmamembran stebé&iellen (77, 78). Die Frei-
setzung von ATP und NAD durch beschadigte oderbetete Zellen kann als
Gefahrensignal fir das Immunsystem dienen (79).

Eine Reihe von Rezeptoren und Ekto-Enzymen, dienfMNuikleotide erkennen, werden
auf den Zellen des Immunsystems exprimiert. Deisdhe Zellen exprimieren neben
dem P2X7- auch den P2Y11-Rezeptor flir ATP, sowieeB®ren der P1-Familie (Al,
A2A, A2B, A3) fir Adenosin. Uber den P2X7-Rezeptoird die Prozessierung und
Freisetzung der pro-inflammatorischen Zytokine [L-Und IL-18 ausgeldst, wahrend
Uber den empfindlicheren P2Y11-Rezeptor die Syetives IL-12 inhibiert und IL-10

13



Einleitung

gesteigert wird (44, 80). Die AdenosinrezeptorerAAINd A2B werden von reifen
dendritischen Zellen exprimiert und inhibieren &gnthese von IL-12 und somit die
Differenzierung naiver CD4-positiver T-Zellen zuyIFZellen, wodurch ein anti-
inflammatorischer Effekt ausgetbt wird.

Auch T-Zellen exprimieren den P2X7-Rezeptor, dessammerhafte Aktivierung durch
ATP oder vermittelt Gber die ART2.2 durch NAD |eztlich zum Tod der Zelle fiihrt
(NICD). Da der P2X7-Rezeptor relativ hohe Konzeiravon mehr als 100 uM ATP
zu seiner Aktivierung benoétigt, ist unter physiokapjen Bedingungen insbesondere
seine Aktivierung durch NAD-Konzentrationen im nokmolaren Bereich interessant.
Diese Aktivierung und der damit einhergehende deélbetrifft nur naive T-Zellen, da
die ART2.2 nach der Aktvierung der T-Zelle durcht®M®proteasen von der Zellober-
flache abgespalten wird (67). Zur Rolle des NICDKontext einer Immunantwort gibt
es mehrere Hypothesen. Eine Hypothese beinhadtes, durch die am Entzindungsherd
vorliegenden hohen NAD-Konzentrationen naive, amtigspezifische T-Zellen durch
Apoptose eliminiert werden. Dies dient zum Schudeder Aktivierung potentiell auto-
reaktiver T-Zellen (76). Eine weitere Hypothesedmtsdass die Eliminierung antigen-
unspezifischer, naiver T-Zellen Raum fir prolifeeiede aktivierte T-Zellen schafft,
und so zur Aufrechterhaltung der T-Zell Homoostasiragt (81).

1.5 Zielsetzung der Arbeit

Im Rahmen dieser Arbeit sollte die Rolle des P2Xéz¢ptors wahrend der Interaktion
zwischen APZs und T-Zellen n&her untersucht werders. der Literatur ist bekannt,
dass fur die Sekretion von I1durch Makrophagen ein Signal Uber den P2X7-
Rezeptor bendtigt wird (38). In diesem Zusammenlsuilge der Frage nachgegangen
werden, ob der P2X7-Rezeptor auf den APZs durchadfenaiven murinen T-Zellen
exprimierte ART2.2 trans-ADP-ribosyliert und somdktiviert werden kann.
Weiterfihrend sollte untersucht werden inwiefera Bktivierung oder Inhibition des
P2X7-Rezeptors auf den APZs oder den T-Zellen dietiganabhangige
Zytokinsekretion beim Zellkontakt und damit den gasg der Immunantwort
moduliert. Zu diesem Zweck wurden T-Zellen mit @m&ansgenen T-Zell-Rezeptor
eingesetzt, der spezifisch fur ein Peptid des Quralbs ist.

Im zweiten Teil dieser Arbeit sollte die Expressiomd Funktion der ART2.1 auf APZs
naher untersucht werden. Hier war insbesonderd-idige nach den Zielproteinen der
ART2.1 von Interesse. Im Hinblick auf die Aktivieny des P2X7-Rezeptors auf
T-Zellen durch die ART2.2, sollte einer mdglichelktikierung des P2X7-Rezeptors
auf den APZs durch die ART2.1 nachgegangen werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Chemikalien

Chemikalien wurden, sofern nicht anders angegebem,den Firmen Sigma-Aldrich
(Deisenhofen), Merck (Darmstadt), Fluka (Neu Ulm@iiRoth (Karlsruhe) bezogen.

2.1.2 Antikorper

Antikorper wurden von den Firmen BD Pharmingen ueBioscience bezogen.
Insbesondere fur den Nachweis des P2X7-RezeptarslenADP-Ribosyltransferasen
wurden die unten aufgefuhrten durch DNA-Immunisigrun der Arbeitsgruppe her-
gestellten Antikdrper eingesetzt (64, 82).

Spezifitat Klon Herkunft

Ratte anti-MausP2X7-Alexa488 RH23A44 AG Nolte, UKBmburg
Kaninchen anti-MausP2X7 K1G, polyklonales Serum MN@te, UKE Hamburg
Ratte anti-MausART2.1-Alexa488 R18B54 AG Nolte, UKEMburg
Ratte anti-MausART2.2-FITC R8A106 AG Nolte, UKE Haumng
Maus anti-eNAD-Alexa488 1G4 AG Nolte, UKE Hamburg
2.1.3 Zelllinien

Bezeichnung Beschreibung Herkunft

A20 BALB/c B-Lymphomzelllinie (83) AG Nolte, UKE Haburg
DO11.10 Hyb BALB/c T-Hybridomzelllinie, die einen AG Nolte, UKE Hamburg

transgenen T-Zell-Rezeptor tragt, der
einen Komplex aus I-Aund dem aus
Huhner-Ovalbumin stammenden Peptid
OVA3s3.330€rkennt (84)

GM-CSF Zellen Ag8653 Myelomzelllinie transfizieritm AG Ritter, BNI Hamburg
cDNA fur murines GM-CSF (85)
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2.1.4 Mausstamme

Die verwendeten Mauslinien wurden in der zentral@rsuchstierhaltung des UKE
oder des BNI gezlchtet.

Bezeichnung Beschreibung Herkunft

BALB/c H-2° UKE Hamburg
C57BL/6 H-2 UKE Hamburg
DO11.10 H-3; T-Zell-Rezeptor-transgene Maus, derenBNI Hamburg

T-Zell-Rezeptor einen Komplex aus f-and
dem aus Hihner-Ovalbumin stammenden
Peptid OV Az, 330€rkennt (86)

OT-lI H-2° T-Zell-Rezeptor-transgene Maus, derenBNI Hamburg
T-Zell-Rezeptor einen Komplex aus F-and
dem aus Huhner-Ovalbumin stammenden
Peptid OVA:»3 330erkennt (87)

C57BL/6 P2X7KO H-2: knockoutMaus in der ein Teil des fiir Christopher Gabel
den carboxyterminalen Teil des P2X7- Pfizer Inc.
Rezeptors kodierenden Exons mittels homo- Groton, Conneticut
loger Rekombination durch die Neomycin-
Resistenzkassette ersetzt wurde (88)

BALB/c ART2.1KO H-Z" knockoutMaus in der das hauptsachlich UKE Hamburg
kodierende Exon der ART2.1 mittels homo-
loger Rekombination durch die Neomycin-
Resistenzkassette ersetzt wurde (89)

BALB/c ART2.2KO H-Z" knockoutMaus in der das hauptsachlich UKE Hamburg
kodierender Exon der ART2.2 mittels homo-
loger Rekombination durch die Hygromycin-
Resistenzkassette ersetzt wurde (89)

BALB/c ART2KO H-2"; zweifacheknockoutMaus in der die fir UKE Hamburg
ART2.1 und ART2.2 kodierenden Exons durch
die Neomycin- bzw. Hygromycin-Resistenz-
kassette ersetzt wurden (89)

NZW H-2° UKE Hamburg

2.1.5 Materialien fur zellbiologische Arbeiten
Medien und Zusatze fur die Zellkultur stammen venlgéirma Gibco (Karlsruhe).

Biogel P100 BioRad (Miinchen)

Cell Strainer (70 pum) BD Biosciences (Heidelberg)
Dynabeads, sheep anti-mouselgG Dynal (Hamburg)

FCS Biochrom AG (Berlin)

LPS Sigma-Aldrich (Deisenhofen)
murines IFNy PeproTech GmbH (Hamburg)
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murines IL-2 PeproTech GmbH (Hamburg)
murines M-CSF PeproTech GmbH (Hamburg)
murines TNFe PeproTech GmbH (Hamburg)
Nitex-Membran (80 pum) Cadisch Precision Meshes ¢loon UK)
OVA3,3.4330Peptid: Innovagen (Lund, Schweden)

(NH2-) ISQAVHAAHAEINEAGR (-COOH)

u0126 Calbiochem (Darmstadt)

2.1.6 Materialien fur molekularbiologische Arbeiten

RNeasy Mini Kit Qiagen (Hilden)

100 mM dNTP Set PCR Grade Invitrogen (Karlsruhe)

5x First Strand Buffer Invitrogen (Karlsruhe)

50x TAE Buffer Invitrogen (Karlsruhe)

6x Loading Dye Solution Fermentas (St. Leon-Rot)

GeneRule! 1kb DNA Ladder Fermentas (St. Leon-Rot)

Enzyme:

AmpliTaq Gold" Applied Biosystems (Foster City, CA, USA)
M-MLV Reverse Transkriptase Invitrogen (Karlsruhe)

Oligonukleotid-Primer:

RH6 (randomisierte Hexamerprimer) Invitrogen (Kaute)
P2X7 sense: 5 TAC ATT GGATCC ACCCTG TCC
P2X7 antisense: 5' CCT CAG ATT GTC CAG GAG TCG
elF2o sense: 5 CAA GAG ACCTGG ATATGG TGC C

elF2a antisense: S TTC AAG CTT ATCTTC AGC TTT GGC TTC CATTTC

Die zur Amplifikation des P2X7 und des etFZerwendeten Primer wurden von der
Firma MWG (Ebersberg) synthetisiert.

2.1.7 Materialien fur proteinchemische Arbeiten

ECL Western blotting detection reagents Amershaos&ences (Freiburg)
Gel-Dry™ Drying Solution Invitrogen (Karlsruhe)
MultiMark® Multi-Colored Standard Invitrogen (Karlsruhe)
NC-Membran Hybond-C, 0.45 pm Pharmacia Biotechilfrg)
NOVEX® Colloidal Blue stain kit Invitrogen (Karlsruhe)

Novex® Sharp Pre-Stained Protein Standards InvitrogemngKdne)
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NuPAGE® Antioxidans

NuPAGE® LDS Probenpuffer 4x
NUuPAGE® MES Laufpuffer 20x
NuPAGE® precast Gele, 10% Bis-Tris
NuPAGE® Transferpuffer 20x
PVDF-Membran ImmobilonP
Re-Blot Plus

Destaining Bags

Invitrogen (Karlsruhe)
Invitrogen (Karlsruhe)
Invitrogen (Karlsruhe)
Invitrogen (Karlsruhe)
Invitrogen (Karlsruhe)
Boehringer Ingelheim (Irigein)
Chemicon (Billerica, MA, USA)
Amresco (Solon, Ohio, USA)

2.1.8 Materialien fur immunologische Arbeiten

BSA
Celltrackef™ Green CMFDA

PAA (Pasching, Osterreich)
Molecular Probes (Karlsruhe)

DuoSe? ELISA Development Kits fiir IL-f, IL-2, IL-4, R&D Systems (Wiesbaden)

IL-10, IL-12, IFN+y und TNFa
ELISA-Reader

Protein G Sepharo8é4 Fast Flow
SNARF®-1

TMB-Substratlésung

Tecan (Crailsheim)
GE Healthcare (Miinchen)
Molecular Probes (Karlsruhe)

Sweden Diagnostics (Freiburg)

2.1.9 Materialien fur Aktivitatsuntersuchungen

¥P-NAD
Ethidiumbromid
Fluo-4, AM
Pluroni® F-127
YO-PRC-1

2.2 Puffer und Medien

2.2.1 Puffer

PerkinElmer (Rodgau-Jigesheim)
Sigma (Deisenhofen)

Molecular Probes (Karlsruhe)
Molecular Probes (Karlsruhe)

Molecular Probes (Karlsruhe)

Alle Puffer und Lésungen wurden mit deionisiertenaddfer angesetzt. Fur die Verwen-
dung in der Zellkultur wurden die Puffer sterilfiéirt (Porengrof3e 0,22 pum).

AnnexinV-Bindepuffer:

140 mM Natriumchlorid

2,5 mM Calciumchlorid
10 mM HEPES

pH 7,4

Gey's Puffer zur Erythrozytenlyse:

Der Puffer setzt sich aus 20% Ldsung A, je 5% LgdBiund C und 70% Losung D zusammen.
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LOsung A:

LOsung B:

Ldsung C:

LOsung D:
Lysispuffer:

NaCl-Puffer:

PBS:

TBS 10x:

TBS-T:

Blotpuffer:

2.2.2 Medien

35 g Ammoniumchlorid

1,85 g Kaliumchlorid

1,5 g Di-Natriumhydrogenphosphat
0,119 g Kaliumdihydrogenphosphat
5 g Glukose

0,05 g Phenolrot

ad 11 HO

0,42 g Magnesiumchlorid
0,14 g Magnesiumsulfat
0,34 g Calciumchlorid
ad 100 ml HO

2,25 g Natriumhydrogencarbonat
ad 100 ml HO

HO

1% (v/v) TritonX-100
1 mM AEBSF

5 mM EDTA

in PBS

140 mM Natriumchlorid
5 mM Kaliumchlorid

10 mM Glukose

10 mM HEPES

2,67 mM Kaliumchlorid

1,47 mM Kaliumdihydrogenphosphat
138 mM Natriumchlorid

8 mM Di-Natriumhydrogenphosphat

80 g Natriumchlorid

2 g Kaliumchlorid

30 g TrisHCI

ad 11 HO pH 7,4

0,05% (v/v) Tween-20
in TBS

50 ml 20x Transferpuffer
100 ml Methanol

1 ml Antioxidans
ad11HO

Die fur die Medien verwendeten Zusatze wurden I§terert (PorengrofRe 0,22 um).
Fotales Kalberserum (FCS) und Pferdeserum wurderdeo Verwendung zur Inakti-
vierung von Komplementfaktoren fur 30 min bei 56&@itzt.

RPMI Komplettmedium:

RPMI 1640
10% (v/v) FCS
2 mM Glutamin
1 mM Natriumpyruvat
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DMEM Komplettmedium: DMEM
10% (v/v) FCS
2 mM Glutamin
1 mM Natriumpyruvat
100 mM HEPES
MEM

BMDC-Medium: RPMI 1640
10% (v/v) FCS
10 bis 20% (v/v) GM-CSF Uberstand
2 mM Glutamin
1 mM Natriumpyruvat
50 uMB-Mercaptoethanol
Gentamycin

BMM-Medium: DMEM
10% (v/v) FCS
5% (v/v) Pferdeserum
2 mM Glutamin
1 mM Natriumpyruvat
100 mM HEPES
10 ng/ml M-CSF
Gentamycin

2.3 Zellbiologische Methoden

2.3.1 Kultur von adharenten und Suspensionszellen

Adharente eukaryotische Zellen wurden in DMEM Koethedium in Zellkultur-
flaschen bei 37 °C und 5% G einem Brutschrank kultiviert. Die Zellen wurdalhe

3 bis 4 Tage umgesetzt. Dazu wurde das alte Medibgpenommen, die Zellen einmal
mit PBS gewaschen und durch Zugabe von TryBSLExpress und kurze Inkubation bei
Raumtemperatur (RT) abgeldst. Das Trypl'EExpress wurde durch Medienzugabe
inaktiviert, die Zellen bei 300 x g fir 5 min abméfugiert und der Uberstand
verworfen. Die Zellen wurden in frischem Medium usgendiert und 1:10 in neuen
Flaschen ausgesat.

Eukaryotische Suspensionszellen wurden in RPMI Kettrpedium in 10-cm-Petri-
schalen bei 37 °C und 5% GQuiltiviert. Alle 3 bis 4 Tage wurden die Zellen ge3
setzt. Dazu wurden die Zellen resuspendiert un@® tlér Zellen auf eine neue Petri-
schale mit neuem Medium Uberfuhrt.

Sofern nicht anders angegeben wurden alle Wasdatiechei 300 x g und 4 °C fir
5 min durchgefuhrt.
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2.3.2 Herstellung GM-CSF-haltiger Uberstande

Zur Produktion GM-CSF-haltiger Uberstande fiur diéfédenzierung dendritischer
Zellen aus dem Knochenmark von Mausen wurde die mmirinem GM-CSF

transfizierte Myelom-Zelllinie Ag8653 (85) verwerid®ie Zellen wurden in 20-cm-
Petrischalen in RPMI Komplettmedium herangezichied 6 bis 9 Tage bei 37 °C
inkubiert. Die Zellen wurden anschlieRend abzemgidrt, der Uberstand steril filtriert,
aliquotiert und bei 4 °C gelagert. Der optimale éihtJberstand im BMDC-Medium

wurde experimentell bestimmt.

2.3.3 Praparation muriner Lymphozyten aus Lymphknoten

8 bis 12 Wochen alte Mause wurden mit einem Gasggm(30% Q, 70% CQ)
betaubt und anschliel3end durch 100%,@@totet. Die oberflachlichen zervikalen,
axiliaren, brachialen und inguinalen LymphknoterlfA2.1) wurden prapariert und in
35-mm-Petrischalen mit eiskaltem RPMI gegeben. @phknoten wurden mit Hilfe
einer Pinzette zwischen zwei Nitex-Membranen (80 Maschengréf3e) zerdrickt, um
die Lymphozyten in das Medium freizusetzen. Dielefelwurden zweimal mit RPMI
1640 gewaschen und nach Bestimmung der ZellzaMdisuche eingesetzt.

e T — o I
& Z—J‘T —— oberflachliche zervikale Lymphknoten
Je.

tiefe zervikale Lymphknoten
T 17 mediastinaler Lymphknoten

o, __— 1L — axiliarer Lymphknoten
A SRR e m— -

brachialer Lymphknoten

: ﬂ — Thymus

/€7 Milz
%ﬁ pankreatische Lymphknoten

1 renale Lymphknoten

- \ 1} —— mesenteriale Lymphknoten
i ——inguinaler Lymphknoten
lumbale Lymphknoten
O -|schias assoziierter Lymphknoten
B caudaler Lymphknoten
\]

Abb. 2.1: Lymphatische Organe der MauSchematische Darstellung der Lage der lymphatisch
Organe der Maus (modifiziert nach: http://feulep.pdm.ac.uk/Necropsy_of the Mouse/
index.php?file=Chapter_3.html).
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2.3.4 Praparation muriner Milzzellen

8 bis 12 Wochen alten, getdteten Mausen wurde die &mtnommen und in eine 35-
mm-Petrischale mit eiskaltem RPMI 1640 gegeben.cAles3end wurde die Milz mit
einer Pinzette zwischen zwei Nitex-Membranen zektriwodurch die Zellen frei-
gesetzt wurden. Nach zweimaligem Waschen mit dmkalRPMI 1640 wurden die
Zellen in Gey’s Puffer (25 ml pro Milz) resuspermtliend 10 min auf Eis inkubiert, um
die Erythrozyten zu lysieren. Die Zellen wurden earin zweimal mit RPMI 1640
gewaschen und nach Bestimmung der Zellzahl fir\é4krs eingesetzt.

2.3.5 Depletion einzelner Zellpopulationen

Zur Depletion einzelner Zellpopulationen aus zMiizzellen, wurden Dynabeads ein-
gesetzt. Dabei handelt es sich um Magnetkigelotienmit Antikdrpern beschichtet
sind. Zur Depletion von B-Zellen wurden mit anti-nselgG beschichtete Dynabeads
eingesetzt. Die Beads wurden zweimal durch 10nge&tiRollern bei RT mit RPMI
Komplettmedium gewaschen. Der Uberstand wurde entfaachdem sich die Beads
iIm Magneten abgesetzt hatten.

Die gewaschenen Beads wurden mit der Zellsusperi@ioabenfalls 10 min bei RT
gerollert, das Rohrchen in einen Magneten gestatltder Uberstand nach 2 min abge-
nommen. Dieser Vorgang wurde einmal mit neuen, geln@nen Beads wiederholt, um
eine quantitative Depletion zu gewahrleisten.

2.3.6 Praparation muriner Knochenmarkszellen

Die Ober- und Unterschenkelknochen von 8 bis 12 Mgncalten, getdoteten Mausen
wurden préapariert und das Muskelgewebe entferne Bmochen wurden kurz in
70%igem Ethanol sterilisiert, die Knochenenden ablgeitten und das Knochenmark
mit RPMI 1640 herausgespilt. Die Zellen wurden eihmit RPMI 1640 gewaschen
und Uber eine Membran gegeben, um vorhandene HaareKnochensplitter zu ent-
fernen. Nach der Bestimmung der Zellzahl wurdenZifen zu dendritischen Zellen
oder Makrophagen ausdifferenziert.

2.3.7 Differenzierung von Knochenmarkszellen zu dendritishen Zellen (BMDCSs)
Die Praparation der Zellen (Tag 0) erfolgte wieemn2.3.6 beschrieben. Die Zellen
wurden in BMDC-Medium resuspendiert und 2 ¥ Z@llen in einem Gesamtvolumen
von 10 ml auf einer 10-cm-Petrischale ausplattiént. Tag 3 erfolgte die Zugabe von
weiteren 10 ml BMDC-Medium, an Tag 6 wurden 10 rak dMediums durch 10 ml
frisches Medium ersetzt. Je nach Versuchsaufbalgezfan Tag 7 eine Stimulation der
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Zellen, bevor diese an Tag 8 fur Versuche eingesetmen. Fur Versuche wurden die
l6slichen Zellen verwendet, die zu 65 bis 80% CDpdsitiv waren.

2.3.8 Differenzierung von Knochenmarkszellen zu Makrophagn (BMMs)

Die Praparation der Zellen (Tag 0) erfolgte wieeurn2.3.6 beschrieben. Die Zellen
wurden in BMM-Medium resuspendiert und 5 ¢ Iellen in einem Gesamtvolumen
von 10 ml auf einer 10 cm Petrischale ausplattient.Tag 3 erfolgte die Zugabe von
5 ml BMM-Medium. An Tag 6 wurde das Medium komplatisgetauscht; je nach Ver-
suchsaufbau durch BMM-Medium mit oder ohne M-CS&.n&ch Versuchsaufbau
erfolgte an Tag 7 ein Stimulation der Zellen, bedw Zellen an Tag 8 fur Versuche
verwendet wurden. Das Ablésen der Zellen erfolgtechkl kaltes PBS mit 0,5 mM
EDTA mittels eines Zellschabers.

2.3.9 Praparation von Peritonealmakrophagen

Das Peritoneum getoteter Mause wurde mit 5 ml RR&8#0 ausgespilt. Die Zellen
wurden zweimal mit RPMI 1640 gewaschen, die Zellzsstimmt und die Zellen fir
Versuche eingesetzt.

2.3.10 Vorstimulation antigenprasentierender Zellen

Je nach Versuchsanordnung wurden BMDCs, BMMs und$”Z4 Stunden vor Beginn
des Versuches mit unterschiedlichen Substanzertimoitgert. Zum Einsatz kamen
folgende Substanzen:

- LPS in einer Konzentration von 1 pg/ml oder 190w

- TNF-a in einer Konzentration von 50 ng/mi

- IFN-yin einer Konzentration von 100 U/ml

- IFN-B in einer Konzentration von 100 U/ml

- LPS in einer Konzentration von 100 ng/ml zusammé&nl0 uM U0126

Vor der Verwendung der Zellen in den jeweiligen &ethen wurden die Zellen dreimal
mit RPMI 1640 gewaschen.

2.3.11 Gewinnung von Zellen aus dem Biogel-Modell

Beim sogenannten Biogel-Modell handelt es sich unAdislésung einer sterilen Ent-
zundungsreaktion durch das subkutane, dorsalez8priton Polyacrylamidkiigelchen
(Biogel P100). Die Mause wurden am Rucken rasiad mit Ethanol abgespult. Es
wurden 800 pul einer sterilen 67%igen Biogelsuspemnsi PBS (53 mg Trockengewicht
pro ml) subkutan, beginnend an der Schwanzspijeaeri. Nach zwei bis drei Tagen
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wurden die Mause getotet, die Haut am Rucken adfggisen und die Biogelmatrix
mit einem Spatel entfernt und in zuvor gewogener&ign mit PBS Uberfihrt. Die
Rohrchen wurden erneut gewogen und bei 300 x § fiin abzentrifugiert. Der Uber-
stand wurde abgenommen, die Biogelmatrix in 2 mERBsuspendiert und das Rohr-
chen fur ca. 5 min auf Eis stehen gelassen, bls d¢&s Biogel abgesetzt hatte. Der
Uberstand mit den Zellen wurde in ein neues Rohrdigerfihrt, die Zellen gezahit
und fur Versuche eingesetzt. Aus der Zellzahl ueidBlogelmasse, konnte die Zellzahl
pro Milligramm Biogel berechnet werden.

2.3.12 Vorstimulation primarer T-Zellen

Die Lymphozyten wurden wie unter 2.3.4 beschrietnes der Milz isoliert und auf eine
Zellzahl von 2 x 1&ml in RPMI Komplettmedium resuspendiert. Von dellguspen-
sion wurde 1 ml in jeden Napf einer 24-well-Plagegeben und 1 ml einer O\¥A 33g
Losung zugefugt (Endkonzentration O¥As3g 1 uM). Die Zellen wurden bei 37 °C
und 5% CQ inkubiert. An den Tagen 2, 5 und 6 wurden die efelbei 300 x g fur
5 min abzentrifugiert, das Medium maoglichst volistidy entfernt und 2 ml neues RPMI
Komplettmedium mit 100 U/ml IL-2 zugefugt. An Tagwurden die Zellen abge-
nommen, einmal mit RPMI Komplettmedium gewaschegzaplt und fir Versuche
eingesetzt.

2.4 Molekularbiologische Methoden

2.4.1 RNA-Praparation aus murinen Zellen

Die Praparation der Gesamt-RNA aus murinen Zelleah Zelllinien erfolgte mit dem
RNeasy Mini Kit von Qiagen nach den Angaben des Herstell&ur Praparation der
RNA wurden 4 x 10 Zellen eingesetzt, die in 200 pl Lysispuffer remrdiert wurden.
Fur die Homogenisierung wurde eine RNase-freiet8pmit Kantle [l 0,9 mm) ver-
wendet. Die Elution erfolgte mit 50 pul RNase-freiéifasser. Die Konzentration der
praparierten RNA wurde photometrisch bestimmt uiedRNA bei -80 °C gelagert.

2.4.2 Herstellung von cDNA durch reverse Transkription

Zur Herstellung komplementérer DNA (cDNéomplementary DNPaus Gesamt-RNA

wurden an 1,5 pg der RNA randomisierte Hexamerpriamgelagert. Dazu wurde die
RNA fur 10 min bei 70 °C mit 3 pl der Hexamerprin{800 ng/ul) in einem Gesamt-
volumen von 16,8 ul inkubiert. Mit dieser ,Hexan®NA' wurde die reverse

Transkriptions-PCR (RT-PCR) wie unten aufgefuhrrctigefihrt. Ein Aliquot der
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,Hexamer-RNA’ wurde mittels Agarose-Gelelektrophs®eanalysiert, um die Qualitat
der isolierten RNA zu beurteilen.

Ansatz fir die RT-PCR: PCR-Programm:

11,5 pl ,Hexamer-RNA’ Schritt: Dauer:  Temperatur:
1,0 uI dNTPs (10 mM) 1 10 min 24 °C
2,5ul DTT (0,1 M) 2 20 min 42 °C
4,0 ul 5x First Strand Buffer 3 2 min 95 °C
1,0 pI M-MLV Reverse Transkriptase (200 U/ul) 4 00 4°C

Die hergestellte cDNA wurde bei -20 °C gelagert atglMatrize fur die Amplifikation
der gesuchten Gene mittels PCR eingesetzt.

2.4.3 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die PCR ist eine etablierte Methode zur Amplifikativon DNA-Fragmenten (90). Die
PCR wurde zur Amplifikation eines fur den P2X7-Ratpe kodierenden DNA-Frag-
mentes und eines flr den etFRodierenden DNA-Fragmentes aus kauflich erworbener
oder aus murinen Zellen, wie unter 2.4.1 und 2bk&chrieben, hergestellter cDNA
eingesetzt. Die zur Amplifikation verwendeten Prirad unter 2.1.6 angegeben.

Ansatz fur die PCR: PCR-Programm:

1,0 ul cDNA Schritt: Dauer:  Temperatur:
2,5 pul 10x Puffer 1 5 min 94 °C
1,0 I Primer 1 (10 uM) 2 30s 94 °C
1,0 I Primer 2 (10 uM) 32X 3 30s 60 °C
0,6 pl dNTPs (10 mM) 4 45 s 72 °C
0,2 pul AmpliTaq Gold (5 U/ul) 5 10 min 72 °C

ad 25,0 pl H,O 6 ) 4°C

2.4.4 Agarose-Gelelektrophorese

Zur Analyse von DNA und RNA wurde die Agarose-Gel@tophorese eingesetzt. Es
wurden Gele mit 1% (w/v) Agarose und 0,5 pg/ml &itlmnbromid in 1x TAE-Puffer
verwendet. Die DNA- bzw. RNA-Proben wurden vor déoftragen mit 1/6 Volumen
Ladepuffer versetzt. Die Elektrophorese erfolgte8@ebis 100 V. Nukleinsdurebanden
wurden nach der Elektrophorese durch UV-Strahluoltlsar gemacht und mit Hilfe
einer digitalen Kamera dokumentiert. Zur GroReribesung wurde die GeneRufét
1kb DNA Ladder mit auf das Gel aufgetragen.
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2.5 Proteinchemische Methoden

2.5.1 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die Auftrennung von Proteinen erfolgte mittels SBAGE. Die Gele, bestehend aus
einem Trenn- und einem Sammelgel, wurden kauflietogoen. Zum Einsatz kamen
10%ige Bis-Tris Gele von Invitrogen. Vor dem Aufies wurden die Proben mit einem
entsprechenden Volumen an 4x LDS-Puffer und 10x DéiBetzt und fir 10 min bei
80 °C denaturiert. Zur Grofenbestimmung wurden Bipgs Protein-Markers (Multi-
Mark® oder NOVEX® Sharp) eingesetzt. Die Elektrophorese erfolgtel86i V firr ca.
20 min.

2.5.2 Coomassie-Farbung

Die Anfarbung von Proteinen in Polyacrylamidgelexim der SDS-PAGE erfolgte mit
dem NOVEX® Colloidal Blue Stain Kit von Invitrogen. Das Gelumde mindestens
zwei Stunden in der Farbelosung (55 miOH 20 ml Methanol, 20 mbtain A 5 ml
Stain B geschwenkt. Nach der Entfarbung in Wasser mierainAktivkohlebeutel
wurde das Gel fir etwa zehn Minuten in d¥ying Solutiongeschwenkt, zwischen
zwei Blatter Zellophanfolie in einen Trockenrahmaingespannt und tber Nacht ge-
trocknet.

2.5.3 Western-Blotting und Antikérpernachweis

Proteine aus Polyacrylamidgelen wurden durch Eb&kbtting bei 30 V und 300 mA
fur 1,5 h auf PVDF-Membranen ubertragen. Zuséatzielrde durch Auflegen einer
Nitrozellulosemembran (NC-Membran) auf der dem pdlizugewandten Seite ein
Abdruck erzeugt. Die gleichmal3ige Beladung der Gelente anschliel3end durch eine
Silberfarbung der NC-Membran (siehe 2.5.4) Gbetpxiéirden.

Die PVDF-Membran wurde kurz in TBS-T gewaschen diind ca. 20 min bei RT
blockiert (Blocklosung: 5% (w/v) Magermilchpulver TBS). Es folgte die Inkubation
mit dem primaren Antikoérper (Verdinnung zwisched0D0 und 1:5000 in Block-
l6sung) fur 1 h bei RT. Die Membran wurde dreimalm® mit TBS-T bei RT
gewaschen und anschlieend mit dem sekundéaren,kdRBgierten Antikorper (Ver-
dinnung zwischen 1:1000 und 1:5000 in Blocklosuiig)l h bei RT inkubiert. Nach
dreimaligem Waschen fir 3 min mit TBS-T erfolgter dNachweis mit dem ECL-
System von Amersham.
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2.5.4 Silberfarbung

Die NC-Membran wurde kurz mit Wasser gewaschenpbeie Farbeldsung auf die
Membran gegeben wurde. Die Féarbeldosung wurde jdtisfrisch angesetzt: 80 mg
Eisen-1I-Sulfat wurden in 400 pl ) gel6st (geséttigte Losung) und in 9 mjCH
gegeben, unter starkem Rihren wurden langsam 5@%lge (w/v) Natriumcitrat-
l6sung und 100 pl 20%ige (w/v) Silbernitratlésungziipipettiert, um die Bildung von
Aggregaten zu vermeiden. Die fertige Farbeldosungdeuauf die NC-Membran
gegeben und diese so lange geschwenkt, bis Banclaihas wurden. Die Membran
wurde grundlich mit HO gewaschen, getrocknet, eingeschweidt und zur
Dokumentation eingescannt.

2.5.5 Acetonfallung von Proteinen

Zur Prazipitation von Proteinen aus einem gro3®i@nmen wurde das Probevolumen
mit der vierfachen Menge Aceton versetzt und mitetes eine Stunde bei -20 °C
inkubiert. Nach 20miniitiger Zentrifugation bei 1600 g und 4 °C wurde der Uber-
stand abgenommen und die Pellets bei Raumtempegatwocknet. Anschliel3end
wurden die Pellets in 1x LDS-Puffer resuspendiad fiir die SDS-PAGE vorbereitet.

2.6 Immunologische Methoden

2.6.1 ELISA

Fur den Nachweis der verschiedenen Zytokine miIkSA wurden die DuoSet Kits

der Firma R&D verwendet. Die Antikdrper wurden natdn Angaben des Herstellers
geldst, aliquotiert und bei -20 °C gelagert. Dies@@chtung von 96-well-Platten

erfolgte mit 50 pl Antikdrperlosung pro Napf bei°@ Uber Nacht. AnschlieRend
wurden die Platten dreimal mit PBS + 0,1% (v/v) Bwe&0 (Waschpuffer) gewaschen
und mit 150 ul PBS + 1% (w/v) BSA (Blocklosung) pxapf fir 4 bis 6 h bei 4 °C

blockiert. Die Platten wurden mit der Blocklésungj E20 °C eingefroren und bis zu 6
Monate gelagert.

Fur den Zytokinnachweis wurden die entsprechendhiasteten Platten aufgetaut und
die Blocklésung herausgeschlagen. AnschlieBend emub® ul Zellkulturiiberstand in

die jeweiligen Né&pfe gegeben und eine doppelte daraineihe zur spateren Quanti-
fizierung pipettiert. Die Platte wurde Uber Nachkt B °C inkubiert und danach dreimal
mit Waschpuffer gewaschen. Der biotinylierte Nacisametikorper wurde entsprechend
den Angaben des Herstellers verdinnt und 50 plkArmgerlésung in die jeweiligen

Néapfe pipettiert. Nach 2 h Inkubation bei RT wurd#ie Platten erneut dreimal mit
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Waschpuffer gewaschen. Es folgte die Zugabe vorub@erdinnter Streptavidin-
Peroxidase-L6sung und 30 min Inkubation bei RT. Blatten wurden finfmal mit
Waschpuffer gewaschen. Fir die Nachweisreaktiondemumpro Napf 100 pul TMB-
Enzymsubstratlosung pipettiert und die Farbreaktiach ca. 5-10 Minuten mit jeweils
50 pl 0.5 M Schwefelsaure gestoppt. Zur Auswertwngde die Extinktion bei 450 nm
gemessen und die Daten mit Excel und Graphpad Piiwarbeitet.

2.6.2 Antikorperanfarbung von Zellen und Analyse am Durchlusszytometer

Um die Expression verschiedener Oberflachenmolelkiiie unterschiedlichen Zell-

populationen zu untersuchen, wurden diese mit Figpo-konjugierten Antikdrpern

markiert und anschlieBend am Durchflusszytometenegsen. Der Nachweis erfolgte
entweder mit direkt an ein Fluochrom gekoppeltertikdmpern oder ungekoppelten
Antikorpern, die durch einen sekundaren, Fluochkamjugierten Antikorper nach-

gewiesen wurden.

Die Zellen wurden auf 70Zellen pro ml in PBS resuspendiert und pro Anfagu
100 pl Zellsuspension (i@ellen) eingesetzt. Die Zellen wurden mit je 100Amti-
korperlésung (Verdinnung zwischen 1:100 und 1:50BBS) versetzt und ca. 30 min
bei 4 °C inkubiert. Die Zellen wurden einmal mit Bewaschen und je nach einge-
setztem Antikoérper direkt am Durchflusszytometemgssen oder fir 30 min bei 4 °C
mit einem Fluochrom-konjugierten sekundaren Antigirinkubiert. Die Analyse der
angefarbten Zellen erfolgte an einem FACSCalibur ltiife der Software Cellquest
Pro.

2.6.3 Immunprazipitation

Fur die Immunpréazipitation wurden Zelllysate veisdener Zellpopulationen einge-
setzt. Die Zellen (10Zellen pro Ansatz) wurden zweimal mit PBS gewasched das
Zellpellet in 100 pl Lysispuffer resuspendiert. Na80minutiger Inkubation auf Eis
wurden die Zellkerne fir 5 min bei 800 x g in eifiéschzentrifuge abzentrifugiert und
der Uberstand erneut 10 min bei 16000 x g zentefigDer Uberstand (Zelllysat)
wurde abgenommen und entweder direkt fir die Immémipitation eingesetzt oder bei
-20 °C gelagert.

Zur Prazipitation der gewlnschten Proteine wurdenedtsprechenden Antikorper an
ProteinG Sepharose gekoppelt. Die Sepharose wuwdéichst dreimal mit PBS
gewaschen, bevor 20 pl Sepharose pro Ansatz mg Antikérper in einem Gesamt-
volumen von 200 pl fur 1 h bei 4 °C gerollert wurd&lach der Kopplung des Anti-
korpers wurde die Sepharose dreimal mit je 1 midprdfer gewaschen. Zwischen den
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Waschungen wurde die Sepharose durch 5Sminttigei#gyation mit 600 x g in einer
Tischzentrifuge prazipitiert. Vor der Inkubationtndier gekoppelten Sepharose wurde
das Zelllysat fir 1 h bei 4 °C mit gewaschener ekiogpelter Sepharose (20 pl pro An-
satz) inkubiert, um unspezifisch an die Sepharaséende Proteine zu entfernen. Die
Sepharose wurde durch Zentrifugation pelletiert, deerstand (vorgeklartes Zelllysat)
zu der gekoppelten Sepharose gegeben und 1 h°egédrollert. Nach erneuter Zentri-
fugation wurde der Uberstand abgenommen und dieha@epe (Immunprazipitat)
dreimal mit Lysispuffer gewaschen. Ein Aliquot daslllysats, die Sepharose aus der
Vorklarung und das Immunprazipitat wurden anscleinel3 auf ein SDS-
Polyacrylamidgel aufgetragen.

2.6.4 Sekretion von IL-1f3
Versuche mit BMDCs

Es wurden 5 x 10Zellen pro Napf auf einer 24-well-Platte in RPMbtidplettmedium
ausplattiert und ein Teil der Zellen Gber Nacht injtg/ml LPS stimuliert. Die Zellen
wurden 5 min bei 300 x g abzentrifugiert und nadinéhme des Mediums einmal mit
RPMI 1640 und einmal mit PBS gewaschen. Die ZeNerden fiir 30 min bei 37 °C in
PBS mit ATP inkubiert. Der Uberstand wurde abgen@mmnd die darin enthaltenen
Proteine mittels Acetonféllung prazipitiert. Die Ilé@a wurden einmal mit PBS

gewaschen, das Zellpellet in Lysispuffer resuspamdind fir 30 min auf Eis inkubiert.
Nach 15minitiger Zentrifugation bei 16000 x g und°@ wurde der Uberstand
(Zelllysat) abgenommen. Die Pellets der Acetonfi@lwnd die Zelllysate wurden mit
LDS-Puffer versetzt und die Proteine mittels SDSaEAaufgetrennt. Der Nachweis
von IL-1(3 erfolgte im Westernblot.

Versuche mit PEMs

Fur Untersuchungen zur ILB1Sekretion wurden die Zellen awllture slidesaus-

plattiert (2 x 18 Zellen pro Napf) und bei 37 °C und 5% £kubiert. Nach 24

Stunden wurden die Lymphozyten mit RPMI 1640 wepgksund die abgesetzten
PEMs mit neuem RPMI Komplettmedium versetzt. Egtoleine Stimulation der
Zellen mit 1 pg/ml LPS tber Nacht. AnschlieRend deur die PEMs erneut mit RPMI
1640 gewaschen und in PBS fiir 30 min bei 37 °CAifiP inkubiert. Der Uberstand
wurde abgenommen und die Proteine mittels Acetlumf@l prazipitiert. Die Zellen

wurden mit kaltem PBS mit 0,5 mM EDTA von deulture slidesabgelost und das
Zellpellet nach dreiminutiger Zentrifugation bei®B& g in Lysispuffer resuspendiert.
Die Lyse erfolgte fur 30 min auf Eis. Nach 15migeéti Zentrifugation bei 16000 x g
und 4 °C wurde der Uberstand (Zelllysat) abgenomriéa Pellets der Acetonfallung
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und die Zelllysate wurden mit LDS-Puffer versetatidie Proteine mittels SDS-PAGE
aufgetrennt. Der Nachweis von I3 Eerfolgte im Westernblot.

2.6.5 Interaktion zwischen APZ und T-Zelle
Im Durchflusszytometer

Um die Interaktion von APZs und T-Zellen im Duralgszytometer sichtbar zu machen
wurden die APZs und die T-Zellen vor der Koinkubatigetrennt mit SNARF-1 und
Celltracker green beladen. Die APZs wurden einmaRRMI 1640 gewaschen und auf
5 x 1¢ Zellen/ml in RPMI 1640 resuspendiert. Die Zellearden im Verhéltnis 1:1 mit
einer 10 uM SNARF-1 Losung in RPMI 1640 versetzidkonzentration SNARF-1:
5 uM) und 45 min bei 37 °C und 5% g@kubiert. Die Zellen wurden einmal mit
RPMI 1640 gewaschen und in RPMI Komplettmedium &uk 16 Zellen/ml
resuspendiert. Die T-Zellen wurden einmal mit RRMmplettmedium gewaschen und
auf eine Zellzahl von 5 x 20nl resuspendiert. Die T-Zellen wurden im Verhatai1
mit einer 4 pM Celltracker green LOsung in RPMI Kaettmedium versetzt
(Endkonzentration Celltracker green: 1 pM) und 3nnbei 37 °C und 5% CO
inkubiert. Die Zellen wurden einmal mit RPMI Komtiteedium gewaschen, auf eine
Zellzahl von 5x 10ml resuspendiert und 45 min bei 37 °C und 5% ,CO
weiterinkubiert. Die erfolgreiche Beladung der Zallmit den jeweiligen Farbstoffen
wurde im Mikroskop kontrolliert.

Jeweils 5 x 10APZs und T-Zellen wurden anschlieBend in Gegenoder Abwesen-
heit von 10 pM OVA,3.339fur 3 h bei 37 °C und 5% GOn RPMI Komplettmedium
koinkubiert. Die Zellen wurden einmal mit PBS gewlan und in 500 pl 2%igem
(w/v) PFA in PBS resuspendiert (Fixierung der ZelleDie Zellen wurden an-
schlieBend durchflusszytometrisch analysiert.

Im ELISA

Fiur die Koinkubation von APZs und T-Zellen zur dngfienden Zytokinbestimmung
im Uberstand wurden £0APZs und 5 x 10 T-Zellen pro Napf in einer 96-well-Platte
ausgesat. Je nach Versuchsaufbau wurden die APZs\@t der Koinkubation mit
50 ng/ml TNFe oder 100 ng/ml bzw. 1 pg/ml LPS vorstimuliert odestimuliert ein-
gesetzt. Die Zellen wurden in einem Gesamtvolumen 200 pl RPMI Komplett-
medium fir 24 h bei 37 °C und 5% €0n Gegenwart unterschiedlicher O¥Aszg
Konzentrationen koinkubiert. Nach 24 h wurden deleh fir 5 min bei 300 x g
anzentrifugiert und 100 pl des Uberstandes fiir Bestimmung der sezernierten
Zytokine im ELISA (siehe 2.6.1) abgenommen. Firejatersuchsbedingung wurden
drei Parallelansatze durchgefuhrt.
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2.7 Aktivitdtsuntersuchungen des P2X7-Rezeptors und deARTs

2.7.1 PS-Externalisierung — Anfarbung mit AnnexinV

Phosphatidylserin, das durch Aktivierung des P2Xzdptors von der Innenseite der
Zellmembran auf die AuRenseite transloziert wiiiddbt in Gegenwart von €alonen
AnnexinV und kann so nachgewiesen werden. Die Zellerden auf 10Zellen pro ml

in PBS resuspendiert und pro Ansatz 100 pf @@llen) eingesetzt. Zu den Anséatzen
wurden 100 pl ATP-L6sung gegeben und die Zellen3flirmin bei 4 °C inkubiert.
Anschlie3end wurden die Zellen zweimal mit je 1Anhexinpuffer gewaschen und in
100 pl Annexinpuffer resuspendiert. Pro Ansatz war@,5 pl AnnexinV-FITC hinzu-
gegeben und die Zellen erneut 30 min bei 4 °C imktibDas Gesamtvolumen pro
Ansatz wurde mit Annexinpuffer auf 500 pl erhoht durdie Zellen am
Durchflusszytometer gemessen.

2.7.2 Porenbildung — Anfarbung mit YO-PRO-1 oder Ethidiumbromid

Die Aktivierung des P2X7-Rezeptors fihrt zur Bilduginer Pore, durch die Molekiile
bis zu einem Molekulargewicht von 900 Da ins Zelére gelangen kénnen. Die
Bildung dieser Pore kann durch die Aufnahme von RRO-1 (629 Da) oder
Ethidiumbromid (394 Da) nachgewiesen werden. DideAewurden auf 10ml in
NaCl-Puffer resuspendiert und 100 pl {1Zellen) pro Ansatz eingesetzt. Nach der
Zugabe von 100 pl ATP-Losung und 1 pM YOPRO-1 bEthidiumbromid wurden
die Zellen 30 min bei 37 °C inkubiert, zweimal riitml NaCl-Puffer gewaschen und
am Durchflusszytometer gemessen.

2.7.3 Calcium-Flux

Um den Einstrom von G&lonen in Zellen zu messen, wurden diese zuvordain
Calcium-sensitiven Farbstoff Fluo4 AM beladen. Biellen wurden auf 4 xfml in
RPMI 1640 resuspendiert und mit einem 1:1 Gemisch Fluo4 AM und Pluronic
F-127 versetzt, so dass eine Konzentration von 1 KHikb4 AM vorlag. Nach
30mindtiger Inkubation bei 37 °C wurden die Zellemeimal mit RPMI Komplett-
medium gewaschen und auf eine Zellzahl von 4 %lon RPMI 1640 resuspendiert.
In FACS-R6hrchen wurden 500 pl NaCl-Medium mit 1 n@MCh vorgelegt und auf
37 °C erwarmt. Pro Rohrchen wurden 20 pl Zellsusipen zugegeben und am
Durchflusszytometer fur etwa 20 s der Nullwert gesem. Das Réhrchen wurde kurz
entfernt, 50 pul ATP- oder BzATP-LOsung hinzugegelgevortext und das Rohrchen
bis zu einer Gesamtdauer von 2 min weitergemesSen.Auswertung der Daten
erfolgte mit Hilfe der Programme WinMDI 2.9 und Ekc
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2.7.4 Messung der ART-Aktivitat — 1G4-Assay

Die Messung der ART-Aktivitat erfolgte mit Hilfe deNAD-Analogons etheno-NAD
(eNAD), das von der ART ebenso wie NAD als Subspetutzt werden kann. Die
etheno-ADP-Ribosylierung von Proteinen kann daraufhit dem monoklonalen Anti-
korper 1G4 nachgewiesen werden, der gegen die @héenosin-Gruppe gerichtet ist
(Abb. 2.2). Die Zellen wurden auf 1@ellen pro ml in PBS resuspendiert und 100 pl
(10° Zellen) pro Ansatz eingesetzt. Die Zellen wurdeit umterschiedlichen eNAD-
Konzentrationen bei 4 °C oder 37 °C fur den angegeb Zeitraum in Gegenwart oder
Abwesenheit von 2 mM DTT inkubiert und zweimal hABS gewaschen. Die An-
farbung mit dem 1G4-Antikdrper erfolgte wie unte.2 beschrieben.
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Abb. 2.2:  Nachweis der etheno-ADP-Ribosylierungrdin den 1G4-AssayAls Substrat dient etheno-
NAD (eNAD), das eine zuséatzliche etheno-Gruppe aendsin tragt (roter Kreis). Der
Nachweis erfolgt mit Hilfe des 1G4-Antikdrpers, degen etheno-Adenosin gerichtet ist.

2.7.5 Autoradiographie

Die unstimulierten und vorstimulierten BMMs (sieRe3.8) wurden auf eine Zellzahl
von 5 x 16/ml in PBS resuspendiert und pro Ansatz 200 plszisiension (Zellen)
eingesetzt. Die Zellen wurden mit einer NAD-L6subgstehend aus NAD, ADPR,
DTT und®P-NAD versetzt, so dass Endkonzentrationen von 2¥A®d, 1 mM ADPR
und 2 mM DTT erreicht wurden. Von dem radioaktivéR-NAD wurden 2 pCi pro
Ansatz eingesetzt. Die Zellen wurden mit der NADsudg 15 min auf Eis inkubiert
und anschlie3end finfmal mit PBS mit 1 mM ADPR geet®n. Das Zellpellet wurde
in 200 pl Lysispuffer resuspendiert und 30 min &ig inkubiert. Nach 5minitiger
Zentrifugation bei 800 x g (Prazipitation der Zellke) wurde der Uberstand abgenom-
men und erneut fir 15 min bei 16000 x g zentrifttgiBer Uberstand (das Zelllysat)
wurde abgenommen und bei -20 °C gelagert. Am néohkag wurde das Zelllysat auf-
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getaut und eine Immunpréazipitation mit anschliel@er8DS-PAGE durchgefuhrt. Das
Gel wurde mit Coomassie gefarbt, getrocknet undemgn Rontgenfilm aufgelegt, der
bis zu 14 Tage bei -80 °C belichtet wurde. Samglidinbeiten wurden im Isotopenlabor
unter den entsprechenden Sicherheitsvorkehrungehgtfihrt.
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3 Ergebnisse

Die Ergebnisse dieser Arbeit sind in zwei Bereigheerteilt. Unter 3.1 wird die Rolle
des P2X7-Rezeptors wahrend der Interaktion zwisdmgigenprasentierender Zelle
(APZ) und T-Zelle beschrieben. Zunéchst wird dalaeif die Expression und
Funktionalitdt des Rezeptors auf APZs und T-Zeke#mgegangen. Es folgen Experi-
mente zur Zytokinsekretion wahrend der Interaktzenschen APZs und T-Zellen und
Untersuchungen zum Einfluss von Inhibitoren des RR¢zeptors auf diese Zytokin-
sekretion. Ein besonderer Schwerpunkt wird dabeda Sekretion von IL-ff gelegt,
da eine Rolle fir den P2X7-Rezeptor bei der Pragmessy und Sekretion von ILAL
bereits beschrieben ist (38).

Der Abschnitt 3.2 behandelt die ADP-Ribosyltrana$er ART2.1. Es werden Unter-
suchungen zur Expression und Aktivitdt der ART2UE anterschiedlichen Popula-
tionen APZs gezeigt. Im weiteren Verlauf werden &xpente zur Identifikation ihrer
Zielproteine gezeigt. Dabei wird der Frage nacleeModifikation des P2X7-Rezeptors
und der daraus folgenden Auswirkungen auf dessaktiem nachgegangen.

3.1 Die Rolle des P2X7-Rezeptors auf antigenprasentiarden Zellen

3.1.1 Charakterisierung der antigenprasentierenden Zellen

Als APZs wurden aus dem Knochenmark verschiedenausihien ausdifferenzierte
dendritische Zellen (BMDCdyone marrow derived dendritic cellsiehe 2.3.7) und
Makrophagen (BMMsbone marrow derived macrophagesehe 2.3.8) verwendet.
Bevor die Zellen fir Versuche eingesetzt wurdenrden sie durch Anfarbung ver-
schiedener Oberflachenmolekiile im Durchflusszyteme#iher charakterisiert. In Abb.
3.1 ist diese Charakterisierung fir BMDCs, in ABI2 fir BMMs aus BALB/c Mausen
zu sehen.

Die BMDCs wurden in der Regel an Tag 8 nach depd&dtion der Knochenmarks-
zellen fir Versuche eingesetzt. Zu diesem Zeitpexktimierten 65 bis 80% der Zellen
CD11c auf ihrer Oberflache, doe-Kette desox.-Integrins CR4, die charakteristisch
fur dendritische Zellen ist. Des weiteren wurdes kbbstimulatorischen Molekille CD80
und CD86 exprimiert, sowie fur die Antigenprasentatvichtige MHC-I1I Molekile.
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Abb. 3.1:  Expression charakteristischer Oberflaairaolekile dendritischer ZellenDie Anfarbung
der unstimulierten BMDCs erfolgte an Tag 8 nach Beiparation der Knochenmarkszellen
aus BALB/c Mausen. Jeweils®1ellen wurden mit einem spezifischen Antikdrpenygirze
Linie) oder einer Isotypkontrolle (graue Flache¥arbt.

Die BMMs wurden ebenfalls an Tag 8 nach der Prdjperaler Knochenmarkszellen
fur Versuche eingesetzt. Die Zellen exprimiertendzesem Zeitpunkt die kostimula-
torischen Molekile CD80, CD86 sowie MHC-II MolekiilBie Makrophagen expri-
mierten zuséatzlich CD14, einen flur Makrophagen akigristischen Rezeptor, der zur
Erkennung von Lipopolysaccharid (LPS), einem Bedtih der Zellwand gram-
negativer Bakterien, dient. Im unstimulierten Zastaxprimierten weder dendritische
Zellen noch Makrophagen CD40, einen Rezeptor fgtikalatorische Signale.
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Abb. 3.2:  Expression charakteristischer Oberflaatraolekile von MakrophagenDie Anfarbung der
unstimulierten BMMs erfolgte an Tag 8 nach der Rud@ion der Knochenmarkszellen aus
BALB/c Mausen. Jeweils 1@ellen wurden mit einem spezifischen Antikérpehygrze
Linie) oder einer Isotypkontrolle (graue Flache¥arbt.
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3.1.2 Expression und Funktion des P2X7-Rezeptors auf armgenprasentierenden
Zellen und T-Zellen

Die Oberflachenexpression des P2X7-Rezeptors kanittélilfe von im Institut durch
DNA-Immunisierung hergestellten monoklonalen Antp@&rn (RH23A44, RH24A43)
und polyklonalen Antiseren (K1G) nachgewiesen wer@82). In Abb. 3.3 ist die
Expression des P2X7-Rezeptors auf APZs und primB+Zellen zu sehen.

BMDCs BMMs T-Zellen

ARIE

T A
P2X7

[ ] Isotypkontrolle
—— Antikérper

Zellzahl

Abb. 3.3: Oberflachenexpression des P2X7-Rezeptédnfarbung von unstimulierten BMDCs und
BMMs an Tag 8 nach der Praparation der Knochenmaghsn und T-Zellen aus der Milz
von BALB/c Méausen. Jeweils ®1Bellen wurden mit dem Alexa488-konjugierten RH2BA4
Antikdrper (schwarze Linie) oder einer Isotypkotitrdgraue Flache) gefarbt.

Sowohl APZs als auch T-Zellen exprimierten den RPREZeptor in vergleichbarer
Starke auf ihrer Oberflache. Die Anfarbung von BMDGlie mit Tumornekrosis-
faktor-a (TNF-0) oder LPS vorstimuliert wurden, zeigte auf demnstierten, CD86-

positiven BMDCs eine im Vergleich zu den unstimiuée BMDCs reduzierte P2X7-
Expression (Abb. 3.4).

BMDCs BMDCs BMDCs
unstimuliert 50 ng/ml TNFa 1 pg/ml LPS

A
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g M M —— Antikérper
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Abb. 3.4: Oberflachenexpression des P2X7-Rezeptars BMDCs Anféarbung von unstimulierten,
mit 50 ng/ml TNFe oder mit 1 pg/ml LPS vorstimulierten BMDCs an Tagach der
Praparation der Knochenmarkszellen aus BALB/c Mauseweils 10 Zellen wurden mit
einem APC-konjugierten Antikbrper gegen CD86 unuh ddexa488-konjugierten RH23A44
Antikdrper (schwarze Linie) oder einer Isotypkotitrdgraue Flache) gefarbt.
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Die Untersuchung der P2X7-Expression auf RNA-Ebergab, dass die verringerte
Oberflachenexpression des P2X7-Rezeptors auf denlgrten BMDCs zumindest
teilweise mit einem reduzierten Vorkommen der P2XRNA einherging. In Abb. 3.5
ist die Amplifikation der P2X7-DNA aus der mittdR-PCR transkribierten cDNA von
der Gesamt-RNA unstimulierter, mit LPS oder TbiRrorstimulierter BMDCs, sowie
von der Gesamt-RNA der untransfizierten bzw. ddrP2iX7-transfizierten B-Zelllinie
A20 zu sehen. Um das Vorhandensein der P2X7-mRNabhingig von einer unter-
schiedlich starken Translationsaktivitat in denzelnen Zellen zu untersuchen, wurde
zusatzlich die DNA des ubiquitar exprimierten ewkdischen Initiationsfaktors 2
(elF2n) als sogenanntesipusekeeping Gehamplifiziert.
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Abb. 3.5:  Amplifikation der P2X7-DNA aus der Ges&RNA unterschiedlicher ZellenUntersucht
wurde mittels RT-PCR transkribierte cDNA aus des&w»t-RNA von unstimulierten, mit
50 ng/ml TNFer bzw. mit 1 pg/ml LPS vorstimulierten BMDCs, dezdHinie A20, mit dem
P2X7-Rezeptor transfizierten A20-Zellen, sowie licluérworbene cDNA aus murinen Milz-
zellen. Amplifikation der murinen P2X7-DNA mit elbergreifenden Primern und des
eukaryotischen Initiationsfaktors@AelF2a) als ,Housekeeping Gene".

Um die Funktionalitat des P2X7-Rezeptors auf denscleedenen Zellpopulationen zu
untersuchen, wurden die im folgenden beschriebéhtinitéatstests durchgefihrt. Die
Aktivierung des P2X7-Rezeptors hat eine Reihe nassb/eranderungen zur Folge.
Die Bindung von ATP an den Rezeptor fihrt einesseitr Offnung des lonenkanals,
der von drei P2X7-Molekilen gebildet wird. Dadurkbmmt es zum Einstrom von
Na'- und C&"-lonen, sowie zum Ausstrom voriHonen (30). Der Einstrom von &a
lonen kann durch vorherige Beladung der Zellen emem Calcium-sensitiven Farb-
stoff, wie z. B. Fluo4 AM, und der Messung von Angtegen in dessen Fluoreszenz am
Durchflusszytometer nachgewiesen werden. Die Bidund Offnung des lonenkanals
erfolgt innerhalb von Millisekunden nach Aktiviemiides P2X7-Rezeptors (27). Aus
diesem Grund wurde der Einstrom von’G®nen wie unter 2.7.3 beschrieben mittels
Echtzeitmessung analysiert.
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Abb. 3.6:  Einstrom von C&-lonen nach Zugabe von ATPDarstellung der mittleren Fluoreszenz-

intensitat (MFI) des Calcium-sensitiven Farbstoffdgso4 AM Uber die Zeit. Der Einbruch

der Kurven markiert die ATP-Zugabe zum Erreichenathgegebenen ATP-Konzentrationen.
Untersucht wurden unstimulierte BMDCs und BMMs ag B nach der Préparation der

Knochenmarkszellen aus BALB/c Mausen und primazelilen aus der Milz von BALB/c

Mausen.

Der P2X7-Rezeptor bendtigt zu seiner Aktivieruntatie hohe ATP-Konzentrationen

von Uber

100 uM (91). Makrophagen und dendritistbken zeigten keinen Einstrom

von C&*-lonen nach Zugabe selbst hoher Mengen ATP (Abg). Bn Gegensatz zu
dendritischen Zellen und Makrophagen war in T-Zels& einer ATP-Konzentration

von 250 puM ein deutlicher Einstrom von ‘Géonen messbar. APZs und T-Zellen
reagierten somit unterschiedlich auf ATP, obwohl &nnliches Expressionsniveau des
P2X7-Rezeptors auf der Oberflache vorlag.
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Abb. 3.7: Einstrom von C&-lonen nach der Zugabe von BzATPDarstellung der mittleren

Fluoreszenzintensitat (MFI) des Calcium-sensitiFanbstoffes Fluo4 AM uber die Zeit. Der
Einbruch der Kurven markiert die BzZATP-Zugabe zumeiEhen der angegebenen BzATP-
Konzentrationen. Untersucht wurden unstimulierte B34 und BMMs an Tag 8 nach der
Préaparation der Knochenmarkszellen aus BALB/c MAuse
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Neben der Reaktion auf ATP wurde auch die RealdidrBzATP, einen Agonisten des
P2X7-Rezeptors mit etwa zehnfach hdherer agonisiseotenz, getestet (91). Wie in
Abb. 3.7 zu sehen ist, reagierten die dendritisctellen nach der Zugabe von 300 uM
BzATP mit einem Einstrom von €&lonen.

Eine andauernde Aktivierung des P2X7-Rezeptors letinderungen in der Zell-

membran zur Folge. Phosphatidylserin, das sich alemveise nur auf der zytoplasma-
tischen Seite der Zellmembran befindet, wird nagBea gekehrt und kann dort Gber
die Bindung von Fluochrom-konjugiertem AnnexinV Durchflusszytometer nachge-
wiesen werden. Die Exposition von Phosphatidylsediant zugleich als frihes

Anzeichen der Apoptose, die bei langer andauerAd@vierung des P2X7-Rezeptors

eintritt (35). Des weiteren fuhrt die andauernddgii&rung des P2X7-Rezeptors zur
Bildung einer Pore, durch die Molekile mit einedGe von bis zu 900 Da ins Zell-
innere gelangen kdnnen. Diese Pore wird von Panfiegiebildet (34) und kann durch
die Aufnahme von Ethidiumbromid (394 Da) oder YO@RR (629 Da) und die damit

einhergehende Anfarbung der Zellen im Durchflussmgter nachgewiesen werden.

Exposition von

Phosphatidylserin
100 -8-BMDCs
i —A— primare T-Zellen
80 —o— BMMs

% AnnexinV-
negativer Zellen

I\
T

I

L L L) L
0 250 500 750 1000
uM ATP

Abb. 3.8: Exposition von Phosphatidylserin nachknbation mit ATP. Dargestellt ist der prozentuale
Anteil AnnexinV-negativer Zellen an der Gesamtpatporh in Abhéngigkeit von der ATP-
Konzentration nach 30minitiger ATP-Inkubation beiCl Untersucht wurden unstimulierte
BMDCs und BMMs an Tag 8 nach der Praparation deo¢renmarkszellen aus BALB/c
M&usen und priméare T-Zellen aus der Milz von BALUB&usen.

Fur die Exposition von Phosphatidylserin als Reak@uf Inkubation mit ATP ergab
sich ein &hnliches Bild wie bei der Messung de$"Einstroms. Die T-Zellen zeigten
bereits bei einer Konzentration von 100 pM ATP enheutliche Anfarbung mit
AnnexinV und somit eine Exposition von Phosphasdyin, wéhrend die Inkubation
von Makrophagen und dendritischen Zellen selbst moihen Konzentrationen von
1 mM ATP nicht zu einer AnnexinV-Anfarbung fuhrtéhbb. 3.8).
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Ethidiumbromid-Aufnahme
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Abb. 3.9:  Ethidiumbromid-Aufnahme nach Inkubatiormit ATP. Dargestellt ist der prozentuale
Anteil Ethidiumbromid-negativer Zellen in Abhangg von der ATP-Konzentration nach
30minutiger Inkubation mit ATP bei 37 °C. Untersulurden unstimulierte BMMs an Tag 8
nach der Praparation der Knochenmarkszellen aus BalM&ausen und primére T-Zellen
aus der Milz von BALB/c Méausen.

Auch in Bezug auf die Bildung der Pore als FolgeAldivierung des P2X7-Rezeptors
durch ATP zeigten sich deutliche Unterschiede zwascT-Zellen und APZs (Abb.
3.9). Die T-Zellen reagierten ab einer Konzentration 50 uM ATP mit der Aufnahme
von Ethidiumbromid, wéahrend bei den Makrophagen Imeir hohen Konzentrationen
von 1 mM ATP eine leichte Ethidiumbromid-Aufnahme beobachten war. Ein
vergleichbares Bild ergab sich auch, wenn statidittimbromid der DNA-Farbstoff
YO-PRO-1 als Indikator fur die Porenbildung verwendurde (Abb. 3.10).

YO-PRO-1-Aufnahme
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Abb. 3.10: YO-PRO-1-Aufnahme nach Inkubation mit AT Dargestellt ist der prozentuale Anteil
YO-PRO-1-negativer Zellen in Abhangigkeit von d&PA<Konzentration nach 30minutiger
Inkubation mit ATP bei 37 °C. Untersucht wurdentimglierte BMDCs an Tag 8 nach der
Praparation der Knochenmarkszellen aus BALB/c Maused primare T-Zellen aus der
Milz von BALB/c M&usen.
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3.1.3 Die Abhangigkeit der IL-13 Sekretion von ATP

Wie bereits beschrieben wurde, ist der P2X7-Rezeptoder Sekretion von ILBL
durch Makrophagen beteiligt. Die durch die ATP-vitteite Aktivierung des P2X7-
Rezeptors ausgeldste Signalkaskade fuhrt zur Asktimig der Caspase-1, die wiederum
die Vorform des IL-B zur biologisch aktiven 17 kDa Form prozessier)(88n dies zu
bestéatigen, wurden zunachst BMDCs bzw. Peritondalophagen (PEMsperitoneal
excudate macrophagemit LPS stimuliert, wodurch die Synthese der wapssierten
IL-1B-Vorform (33 kDa) induziert wurde. Die Zellen wurdemit unterschiedlichen
ATP-Konzentrationen inkubiert, die Proteine aus dmmschlielend hergestellten
Zelllysaten und dem Kulturiberstand gefallt undmader Auftrennung mittels SDS-
PAGE das IL-B im Westernblot nachgewiesen. Der Mechanismus detfp| Frei-
setzung ist noch nicht genau geklart. Nach eingradthese erfolgt die Freisetzung des
IL-1B Uber Mikrovesikel, die von den Zellen in den Ubansl abgegeben werden (44).
In diesem Versuch wurde zusatzlich getestet, oh derartige Mikrovesikel durch
Filtration aus dem Uberstand entfernen lassenTEihder Uberstande wurde daher vor
der Fallung der Proteine durch einen Filter mieeiRorengrof3e von 0,22 um filtriert.

Lysate Ubersténde

kDa] 4 1 - 4 1 - mMATP 4 1 <~ 4 1 - mMATP

185—
— — — 185—
a ’g-—-—- 98—
M 52—

98—

52— .
- _*— < IL1pvorfom
4 - 1—

17—

s e < |L-1p Vorform

17— <& prozessiertes IL-1p

stimuliert unstimuliert —— —
1 yg/ml LPS stimuliert unstimuliert

1 pg/ml LPS

Abb. 3.11: Nachweis von IL aus BMDCs im WesternblotZelllysate und Uberstiande von 5 xX° 10
BMDCs nach 30minutiger ATP-Inkubation bei 37 °Ctédsucht wurden unstimulierte bzw.
fur 24 h mit 1 pg/ml LPS vorstimulierte BMDCs angT& nach der Praparation der
Knochenmarkszellen aus BALB/c Mausen. Ein Teilltmrstande wurde nach der Abnahme
filtriert, jeweils in der zweiten Spur zu sehen.

In den Uberstanden der mit ATP behandelten BMDGsit@die prozessierte Form des
IL-13 (17 kDa) eindeutig nachgewiesen werden (Abb. 3.D&p weiteren ist erkenn-
bar, dass eine starke Synthese der f3tvbrform (33 kDa) nur in LPS-stimulierten
Zellen stattfand. In den Uberstanden wurde auchudigrozessierte Form des I3-1

nachgewiesen. Diese stammte vermutlich aus waltendTP-Inkubation gestorbenen
Zellen. Eine Filtration der Uberstande fuihrte nizhteiner Verringerung der messbaren
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Menge an prozessiertem Il31Eine mogliche Ursache hierfir ist die Zerstorutey
Mikrovesikel durch die Filtration.

Neben dendritischen Zellen, gaben auch LPS-stimeliend mit ATP behandelte PEMs
IL-1B in den Uberstand ab (Abb. 3.12). Die AktivierungsdP2X7-Rezeptors mit
BzATP fuhrte jedoch nicht zur Prozessierung vorifi-

[kDa]

Lysate Ubersténde
185 —
98 —
52 —

31 WBSSERES  SERER e <— |L-1p Vorform

17 — <& prozessiertes IL-1p

4 1 o - 4 1 - -- mMATP
- - +4- 03 - -- -- 0,3 mM BzATP

Abb. 3.12: Nachweis von IL£ aus PEMs im WesternblotUntersucht wurden PEMs aus BALB/c
Méausen 48h nach der Préparation und nach Stimutatioit 1 pg/ml LPS Uber Nacht.
Zelllysate und Uberstande von 2 x> Morstimulierten PEMs nach 30miniitiger Inkubation
mit den angegebenen Konzentrationen ATP bzw. Bbair®7 °C.

3.1.4 Modellsystem fir die Interaktion zwischen antigenpéasentierenden Zellen
und T-Zellen

Um die Interaktion zwischen APZs und T-Zellen urdefinierten Bedingungen unter-
suchen zu kdnnen, wurde das DO11.10-Modellsystemtge Eingesetzt wurden zum
einen Zellen der T-Hybridomzelllinie DO11.10 (DO1A.Hyb) und zum anderen aus
DO11.10 Mausen isolierte T-Zellen (DO11.10 Pri)r ransgene T-Zell-Rezeptor, den
diese Zellen mehrheitlich tragen, ist fur ein Pepiies Hihner-Ovalbumins, das aus den
Aminosauren 323 bis 339 (O\&.339 besteht, in Zusammenhang mit MHC-II
Molektlen spezifisch (86). Die im Labor vorhanderm®@11.10 Hyb wurden zunéachst
im Durchflusszytometer auf die Expression charastischer Oberflachenmolekiile von
T-Zellen naher untersucht. Die Zellen zeigten nacheine sehr schwache Expression
von CD3, einem Bestandteil des T-Zell-Rezeptorsl, des Korezeptors CD4 (DO11.10
Hyb unsortiert). Wie in Abb. 3.13 zu sehen ist kiendurch eine mehrfache Selektion
der CD3- und CD4-positiven Zellen mit Hilfe des Dhiflusszytometers der Anteil an
CD3- aber nicht der an CD4-hochexprimierenden HAeflesteigert werden (D0O11.10
Hyb sortiert).
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[ Isotypkontrolle
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Abb. 3.13: Oberflachenexpression von CD3, CD4 unB&auf DO11.10 Hyb ZellenAnfarbung von
jeweils 16 Zellen mit einem spezifischen Antikérper (Liniggioeiner Isotypkontrolle (graue
Flache). Vergleich zwischen DO11.10 Hyb Zellen(idaiue Linie) und nach (rote Linie) der
Selektion auf CD3- und CD4-positive Zellen.

In ersten Versuchen die Interaktion zwischen APZd T-Zellen sichtbar zu machen,
wurden die Zellpopulationen getrennt mit Farbstoffearkiert. Die BMDCs wurden
mit dem roten Fluoreszenzfarbstoff SNARF-1, die QD Hyb mit dem griinen
Fluoreszenzfarbstoff Celltracker green beladen diedZellen anschlie3end in Gegen-
wart oder Abwesenheit des Antigens O¥#As39 koinkubiert. Nach der Fixierung der
Zellen mit Paraformaldehyd folgte die Analyse imrEnflusszytometer.

A 10 pM OVA3,4 339 ohne OVA;53 439

BMDCs
j unstimuliert

| BMDCs
/ 50 ng/ml TNF-o
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SNARF-1

Y
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- DO11.10 Hyb
w sortiert
® ]
At
FSC Celltracker green

Abb. 3.14: APZ-T-Zell-Interaktion A: Analyse der Zellaggregate nach Koinkubation BMDCs und
DO11.10 Hyb. Koinkubation unstimulierter, TNF-stliatter und LPS-stimulierter BMDCs
Tag 8 (markiert mit dem Farbstoff SNARF-1) mit DADIHyb sortiert (markiert mit dem
Farbstoff Celltracker green) fir 3 h bei 37 °C ire@&nwart oder Abwesenheit von 10 uM
OVAsr3.339 B: Analyse der mit SNARF-1(BMDCs) bzw. Celltracgeeen (DO11.10 Hyb
sortiert) markierten Einzelpopulationen.
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In Abb. 3.14 ist deutlich zu erkennen, dass sidleiteenach drei Stunden Koinkubation
Aggregate zwischen dendritischen Zellen und T-Zeldldeten, erkennbar an dem
Erscheinen einer SNARF-1 und Celltracker green diggositiven Population (Abb.

3.14A grin dargestellt). Diese Aggregate tratenstéekt bei der Koinkubation der
Zellen in Gegenwart des Antigens auf, insbesondeemn die BMDCs durch

Inkubation mit TNFe oder LPS voraktiviert wurden.

Um die Interaktion zwischen APZs und T-Zellen gesraau untersuchen, wurden
BMDCs zusammen mit DO11.10 Hyb T-Zellen in Gegernwaaterschiedlicher Anti-

genkonzentrationen inkubiert. Nach 24 Stunden wuile in den Zellkulturiberstand
sezernierten Zytokine mittels ELISA bestimmt.

Antigenabhéangigkeit der
IL-2 Sekretion
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Abb. 3.15: Antigenabhéngige IL-2 SekretioBestimmung der IL-2 Menge im Uberstand von unstim
lierten BMDCs Tag 8 (BALB/c) und DO11.10 Hyb T-&elihach 24 h Koinkubation in
Gegenwart der angegebenen Q¥AsgKonzentrationen. Vergleich der Koinkubation un-
stimulierter BMDCs mit DO11.10 Hyb sortiert (graBalken) und unsortiert (wei3e Balken).

In Abb. 3.15 ist zu sehen, dass die Sekretion nterleukin-(IL)-2 mit steigender Anti-

genkonzentration zunahm. Des weiteren war zu béwdacdass die Koinkubation mit
DO11.10 Hyb sortiert zu einer deutlich hoheren IlS2kretion fuhrte. Vermutlich

wurde dies durch die starkere Expression von CBdie damit einhergehende bessere
intrazellulare Weiterleitung stimulatorischer Signéber den T-Zell-Rezeptor bedingt.
Um diese Hypothese zu Uberprifen, wurden T-Zelle Milz und Lymphknoten von

DO11.10 Méausen isoliert (DO11.10 Pri) und mit de@11.10 Hyb sortiert hinsichtlich

der Oberflachenexpression T-Zell-spezifischer Molekund der Fahigkeit zur IL-2

Sekretion verglichen.
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Abb. 3.16: Oberflachenexpression charakteristisch&rZell-Molekille auf DO11.10 T-Zellen An-
farbung von jeweils f0Zellen mit einem spezifischen Antikérper (Linidgioeiner Isotyp-
kontrolle (graue Flache). Vergleich zwischen DOD1Hyb sortiert (blaue Linie) und aus
Milz und Lymphknoten von DO11.10 Mausen isolieftefellen (DO11.10 Pri, rote Linie).

Die DO11.10 Pri zeigten im Vergleich mit den DO Hyb sortiert eine deutlich
hohere CD3- und CD4-Expression. Auch der transde#ell-Rezeptor, der spezifisch
fur das OVAgs3339 Peptid ist, wurde starker exprimiert (Abb. 3.16es weiteren
wurden von den DO11.10 Pri im Vergleich zu den DQQ@IHyb sortiert wesentlich
mehr IL-2 sezerniert, insbesondere bei niedrigetigénkonzentrationen (Abb. 3.17).
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Abb. 3.17: Antigenabhéngige IL-2 SekretioBestimmung der IL-2 Menge im Uberstand von unstim
lierten BMDCs und DO11.10 T-Zellen nach 24 h Kob#ion in Gegenwart unterschied-
licher OVA»s.3sgKonzentrationen. Vergleich der Koinkubation unstierter BMDCs mit
DO11.10 Hyb sortiert (graue Balken) und DO11.10 @dhwarze Balken).

3.1.5 Antigenabhangige Sekretion von Interleukinen

Im vorherigen Abschnitt wurde gezeigt, dass wahratel Koinkubation von
dendritischen Zellen und DO11.10 T-Zellen in Gegerivdes Antigens (OV#3.339
IL-2 in den Zellkulturiberstand sezerniert wurdea Bereits im Westernblot gezeigt
werden konnte, dass LPS-stimulierte BMDCs und PHEdsh Inkubation mit ATP
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IL-1B in den Uberstand abgeben (Abb. 3.11, Abb. 3.12yde im ELISA untersucht,
ob neben IL-2 weitere Zytokine antigenabhangig seed werden.

Die Koinkubation unstimulierter und mit TNévorstimulierter BMDCs mit DO11.10
Hyb fuhrte zur antigenabhangigen Sekretion von L(Abb. 3.18). Durch eine Vor-
stimulation der BMDCs mit LPS wurde wahrend derriaibation deutlich mehr ILA
gebildet, jedoch unabh&ngig von dem Vorhandens&s Antigens. Eine Unter-
scheidung zwischen der biologisch inaktiven 33-Kam und der biologisch aktiven
17-kDa-Form des ILf3 war im ELISA nicht moglich.

Antigenabhangigkeit der
IL-1pB Sekretion
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Abb. 3.18: Antigenabhangige IL,8 Sekretion Bestimmung der ILA Menge im Uberstand von
BMDCs und DO11.10 Hyb nach 24 h Koinkubation in &weart unterschiedlicher O\44.
ssgKonzentrationen. DO11.10 Hyb wurden mit unstimitdie (schwarze Balken), TN&
stimulierten (gepunktete Balken) oder LPS-stimtdier(weiRe Balken) BMDCs Tag 8
(BALB/c) koinkubiert.

Neben IL-PB und IL-2 wurde auch die Sekretion der Zytokinedll H.-10, IL-12 und
Interferon-(IFN)y getestet, wobei erneut die DO11.10 Hyb sortiert unit den
DO11.10 Pri verglichen wurden. Wie in Abb. 3.19sahen ist, gab es deutliche Unter-
schiede zwischen DO11.10 Hyb sortiert und DO11.40rPBezug auf die Sekretion
verschiedener Zytokine. Nach Koinkubation unstienér BMDCs mit DO11.10 Pri
konnte keine antigenabhangige Freisetzung vonfllidd IL-4 nachgewiesen werden.
Eine Sekretion von IFNy-konnte nur nach Koinkubation der BMDCs mit DO11R®
gezeigt werden. Die ebenfalls getesteten Zytokin&O und IL-12 konnten gar nicht
nachgewiesen werden. Somit bestanden deutlicherds¢hiede in der Funktionalitat
von Hybridomzellen und primaren T-Zellen.
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Antigenabhéangigkeit der Antigenabhangigkeit der
IL-1p Sekretion IL-4 Sekretion
300~ 300+
1
= I -
_g_ 2004 £ 2004
g 2
= ¥
Ao 1
= 100+ = 1004
0 ._- 0<
5000 2500 1250 625 312 156 78 0 5000 2500 1250 625 312 156 78 0
NM OVA;23.339 nM OVA3;3 339
Antigenabhéngigkeit der
IFN-y Sekretion
700~
600~
T 5001
D 400 [ 1DO11.10 Hyb sortiert
= Il 0O 11.10 Pri
T 300+
-4
£ 2004
100+
5000 2500 1250 625 312 156 78 0
nM OVA333.339

Abb. 3.19: Antigenabhéngige Sekretion von ILBLIL-4 und IFN- y Nachweis von IL& IL-4 und
IFN-y im Uberstand nach Koinkubation unstimulierter BB¥ Tag 8 (BALB/c) mit
DO11.10 Hyb sortiert (graue Balken) oder DO11.10 @chwarze Balken) in Gegenwart
unterschiedlicher OVAs.33gKonzentrationen flir 24 h.

Eine Immunantwort wird initiiert, wenn naive, argiggpezifische T-Zellen in den
lymphatischen Organen ihr Antigen auf APZs erkenoed von diesen weitere ko-
stimulatorische Signale erhalten. Die T-Zellen wesrddaraufhin aktiviert und

sezernieren, in Abhangigkeit von der Art der T-Zetlie entsprechenden Zytokine. Um
diese Situation in den Untersuchungen besser sneuali zu kdonnen, wurden die
DO11.10 Pri wie unter 2.3.12 beschrieben mit denAg}V 339 Peptid vorstimuliert und

die Zytokinsekretion zwischen naiven und vorstiradén DO11.10 Pri verglichen. In
Abb. 3.20 ist zum Nachweis der erfolgten Aktiviegurine Analyse verschiedener
Oberflachenmolekile, deren Expressionsstarke sittdem Aktivierungszustand von
T-Zellen andert, auf naiven und vorstimulierten AD Pri zu sehen.
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Abb. 3.20: Expression von Oberflachenmolekilen apfiméren DO11.10 T-Zellen Anfarbung von
jeweils 16 Zellen mit einem spezifischen Antikérper (Liniggioeiner Isotypkontrolle (graue
Flache). Vergleich zwischen naiven (schwarze LiniaJl vorstimulierten (griine Linie)
DO11.10 Pri.

Die Vorstimulation der T-Zellen flhrte zur Oberft@mexpression von CD2%&Kette
des IL-2 Rezeptors) und CD69, die nach der Aktung von T-Zellen verstarkt
exprimiert werden (92). Das Expressionsniveau d&glektins CD62L, das von naiven
Zellen exprimiert wird, nahm hingegen ab.
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Abb. 3.21: Antigenabh&ngige Sekretion von ILBLIL-2, IL-4, IL-10 und IFN- y Nachweis von IL£,
IL-2, IL-4, IL-10 und IFNy im Uberstand nach Koinkubation von BMDCs Tag 8L(B/c)
und DO11.10 Pri fir 24h in Gegenwart unterschieudic OVA,;.z3gKonzentrationen. Ver-
gleich zwischen naiven (schwarze Balken) und votgierten (weiRe Balken) DO11.10 Pri.

Auch beziglich der Zytokinsekretion zeigten sichuttiehe Unterschiede zwischen
naiven und vorstimulierten DO11.10 Pri. Wie in AB21 zu sehen ist, konnte die anti-
genabhéngige Sekretion von I3;1IL-4 und IL-10 mit vorstimulierten DO11.10 Pri
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nachgewiesen werden. Die freigesetzte Menge IL-@ lN-y wurde durch Koinku-
bation der BMDCs mit vorstimulierten im Vergleickh naiven DO11.10 Pri ebenfalls
erhoht.

3.1.6 Einfluss von P2X7-Inhibitoren auf die Interleukin-Sekretion

Zur Untersuchung der Rolle des P2X7-Rezeptors vmdher Interaktion zwischen
APZs und T-Zellen wurden die Zellen in Gegenwarterschiedlicher Inhibitoren des
P2X7-Rezeptors koinkubiert und anschlieRend dieokdge im Uberstand mittels
ELISA bestimmt. Zum Einsatz kamen die P2X7-Inhileto KN62 und oxidiertes ATP
(0ATP). Bei KN62 handelt es sich um einen reveesibhhibitor des P2X7-Rezeptors
(93), wahrend die Wirkung von oATP irreversibel (@4). Es wurde daher getestet, ob
die Vorinkubation der dendritischen Zellen bzw. deZellen mit 100 uM oATP fur
drei Stunden einen Einfluss auf die Zytokinsekretiwahrend einer anschlieRenden
Koinkubation hat, und inwiefern die Gegenwart voN&2 wahrend der Koinkubation
unbehandelter BMDCs und DO11.10 Hyb die Zytokineg&n modifiziert.

EinfluB von P2X7-Inhibitoren
auf die IL-1B Sekretion
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E=1BMDCs 100 uM oATP
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Abb. 3.22: Modifizierung der IL-B Sekretion durch die P2X7-Inhibitoren KN62 und oATRNach-
weis von IL-B im Uberstand nach 24stiindiger Koinkubation unslienter BMDCs Tag 8
(BALB/c) mit DO11.10 Hyb sortiert. Untersucht wurdee Koinkubation unbehandelter
BMDCs und T-Zellen in Gegenwart des P2X7-Inhibitél62 (weiRe Balken), die Koinku-
bation mit oATP vorbehandelter BMDCs und unbeharddl-Zellen (gepunktete Balken),
die Koinkubation unbehandelter BMDCs und mit oADFbehandelter T-Zellen (gekreuzte
Balken) und die Koinkubation ohne Gegenwart bzwb&twandlung mit P2X7-Inhibitoren
(schwarze Balken). Koinkubation in Gegenwart odewésenheit des Antigens bzw. der
antigenunspezifischen Stimuli PMA und lonomycid. (A nicht durchgefiuhrt).

In Abb. 3.22 ist zu sehen, dass eine VorinkubatienBMDCs oder der DO11.10 Hyb
sortiert mit 100 puM oATP bei hohen Antigenkonzetdr@en im Vergleich zu den un-
behandelten Zellen einen geringen reduzierendegkEHuf die IL-J3 Sekretion hatte.
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Die Koinkubation der Zellen in Gegenwart von KNGthite hingegen zu einer deut-
lichen, dosisabhé&ngigen Reduktion des sezernidrtéfd (Abb. 3.23).

IL-1B Sekretion in Gegenwart
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Abb. 3.23: Modifizierung der IL-BB Sekretion durch KN62 Nachweis von IL im Uberstand nach
Koinkubation von unstimulierten BMDCs Tag 8 (BAD)Bénd DO11.10 Hyb sortiert in
Gegenwart von 10 uM (weiBe Balken), 1 uM (gepualBatken), 0,1 uM (gekreuzte Balken)
oder Abwesenheit (schwarze Balken) von KN62. Kbiatien in Gegenwart oder Abwesen-
heit des Antigens bzw. der antigenunspezifischeruBPMA und lonomycin.

Auch die durch die Koinkubation in Gegenwart von rigml PMA und 500 ng/ml

lonomycin ausgeloste, antigenunabhangige BLFteisetzung wurde durch KN62 und
OATP beeinflusst. Dies wirft Fragen nach der Spiitler P2X7-Inhibitoren auf (95).
Um diesen unbekannten Faktor auszuschalten, wuwtdber Versuche mit P2X7KO
Mausen im Vergleich zu Wildtyp Mausen durchgefihrt.

3.1.7 Einfluss des P2X7-Rezeptors auf die Interleukin-Setktion

Da die P2X7KO Méause zum Zeitpunkt der Experimenteauf dem C57BL/6 Hinter-
grund verfigbar waren, wurden die Versuche mit ARds P2X7KO und C57BL/6
Mausen und T-Zellen aus OT-Il Mausen durchgefibig. T-Zellen der OT-1l Mause
tragen, wie die T-Zellen der DO11.10 Mé&ause, eimamdgenen T-Zell-Rezeptor, der
dasselbe Peptid aus dem Ovalbumin (@)As9 in Zusammenhang mit MHC-II
Molekulen erkennt. Einziger Unterschied ist derejesthe Hintergrund der Méause.

Um den Einfluss des P2X7-Rezeptors auf die Int&ne&ekretion zu untersuchen
wurden LPS-stimulierte BMDCs und PEMs aus C57BLMI iP2X7KO Mausen mit
vorstimulierten OT-Il T-Zellen in Gegenwart oder wWbsenheit von OV4vs 339
koinkubiert und die in den Uberstand sezerniertgiokine im ELISA bestimmt.

50



Ergebnisse

A IL-1B Sekretion B IL-1p Sekretion
durch LPS-stimulierte BMDCs durch LPS-stimulierte PEMs
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Abb. 3.24: IL-18 Sekretion durch BMDCs und PEMsVergleich zwischen LPS-stimulierten BMDCs
(A) bzw. PEMs (B) aus C57BL/6 (graue Balken) un&X'®D (schwarze Balken) Mausen
nach 24stiindiger Koinkubation mit vorstimulierteringiren OT-1l T-Zellen ohne Antigen
bzw. mit 1 HM OVAs.339

Versuche mit LPS-stimulierten BMDCs und vorstimetke OT-1l T-Zellen zeigten,
dass die BMDCs unabhangig vom P2X7-Rezeptor kanistitL-1[3 sezernierten. Die
freigesetzte IL-B Menge konnte in der Gegenwart des Antigens gesteigerden
(Abb. 3.24A). Mit LPS-stimulierten PEMs als APZgab sich ein anderes Bild. Auch
hier kam es zu einer konstitutiven I[3-1Sekretion, die jedoch in den PEMs aus
C57BL/6 Méausen deutlich hoher als in den PEMs a2X7RO Mausen und somit
abhangig vom P2X7-Rezeptor war (Abb. 3.24B). Dig&wvart des Antigens wahrend
der Koinkubation fiihrte insbesondere in den PEMs BRX7KO Mausen zu einem
Anstieg der IL-B Sekretion. Durch eine antigenabhangige Interakiaschen den
LPS-stimulierten PEMs und vorstimulierten OT-1l EBien liel3 sich die Abhangigkeit
der IL-13 Sekretion von der Expression des P2X7-Rezeptiveeise aufheben.

A IL-2 Sekretion nach Koinkubtion B IL-2 Sekretion nach Koinkubation
LPS-stimulierter BMDCs mit OT-II T-Zellen LPS-stimulierter PEMs mit OT-Il T-Zellen
50004 5000+
4000 4000- [JcseLe
= = Il P2x7x0
£ 3000 £ 30004
-4 2
o4 20001 o 20004
= =
1000 1000+
0 —— - . 0 e N -
0 1 0 1
1M OVAj333 339 1M OVA3;3 339

Abb. 3.25: IL-2 Sekretion nach Koinkubation LPS-stulierter BMDCs oder PEMs mit vorstimu-
lierten OT-Il T-Zellen. Vergleich zwischen LPS-stimulierten BMDCs (A) tlR&Ms (B) aus
C57BL/6 (graue Balken) und P2X7KO (schwarze Balké#)sen nach 24stiindiger Koinku-
bation mit vorstimulierten priméaren OT-Il T-Zellehne Antigen bzw. mit 1 M O¥As39
(n. n. — nicht nachweisbar).
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Die Koinkubation vorstimulierter OT-1l T-Zellen mitPS-stimulierten BMDCs oder
PEMs fuhrte zu einer P2X7-unabhéngigen aber ardigsingigen IL-2 Sekretion in
den Uberstand (Abb. 3.25). Die IL-2 Menge untersdhisich dabei deutlich in
Abhangigkeit der verwendeten APZs. Wahrend es beikainkubation von BMDCs
und T-Zellen zu einer starken IL-2 Sekretion kanbljA3.25A), fuhrte die Koinkuba-
tion von PEMs und T-Zellen zu einer wesentlich ggeren IL-2 Sekretion (Abb.
3.25B). Dies deutet auf einen Unterschied in dehigkit zur Aktivierung von
T-Zellen zwischen dendritischen Zellen und Makragrahin.

3.1.8 Zusammenfassung der Untersuchungen zum P2X7-Rezepto

Die durchgefiihrten Experimente zeigten, dass det7HRezeptor auf T-Zellen und
APZs in vergleichbarer Starke auf der Zelloberf&@&xprimiert wurde. Auf BMDCs
nahm die Oberflachenexpression des P2X7-Rezeptiordemdurch TNFat bzw. LPS
induzierten Reifung der Zellen ab. Die T-Zellengieaten auf eine Aktivierung des
P2X7-Rezeptors durch ATP mit einem Einstrom vori"@anen, der Exposition von
Phosphatidylserin auf der Aul3enseite der Plasmamaemind der Bildung der fur den
P2X7-Rezeptor charakteristischen Pore. Die als ARdsrsuchten BMDCs und BMMs
reagierten auf hohe ATP-Konzentrationen sehr schw&cgar nicht. Der Einsatz hoher
Konzentrationen des P2X7-Agonisten BzATP konnte deni BMDCs den Einstrom
von C&*-lonen auslésen. Die Abhangigkeit der IR-Sekretion aus LPS-stimulierten
BMDCs und PEMs von ATP konnte nachgewiesen werden.

Die Koinkubation von APZs und DO11.10 T-Zellen figheu einer antigenabhéngigen
Interaktion und zur Sekretion verschiedener ZytekiDie Menge und Art der Zytokine
erwies sich unter anderem als abhangig vom Akiivigszustand der eingesetzten
T-Zellen. Die Inhibitoren des P2X7-Rezeptors KNG®I wATP waren in der Lage die
IL-13 Sekretion zu reduzieren, wobei Fragen Uber dieifd dieser Inhibitoren offen
blieben. Daraufhin durchgefuhrte Experimente mitldtyp und P2X7KO Mausen
zeigten, dass LPS-stimulierte PEMs in Abhangigketn P2X7-Rezeptor konstitutiv
IL-13 sezernierten, wahrend dieser Vorgang in LPS-sterteh BMDCs unabhangig
vom P2X7-Rezeptor war. Durch die Gegenwart von dgentiwurde die IL-f Sekretion
erhoht und die Abhangigkeit dieser Sekretion vonXRRezeptor aufgehoben. Die
antigenabhangige IL-2 Sekretion erwies sich alsbbaagig vom P2X7-Rezeptor,
deutete jedoch auf einen Unterschied in der Faftigke T-Zell-Aktivierung zwischen
Makrophagen und dendritischen Zellen hin.
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3.2 Charakterisierung der ART-Aktivitat auf unterschied lichen
Populationen antigenprasentierender Zellen

Die murine ART2 kommt in zwei Isoformen vor, ART2ihd ART2.2, die sich unter
anderem durch eine zusatzliche Disulfidbricke imTAR-Molekll unterscheiden.
Diese zusétzliche Disulfidbriicke beschrankt dieyaratische Aktivitat der ART2.1 auf
reduzierende Milieus. Die Expression von ART2.1 ARIT2.2 auf murinen T-Zellen
ist seit langerem bekannt und gut untersucht uitidogener als auf T-Zellen beschrankt
(64). Neuere Untersuchungen zeigten jedoch, das#\RiT2.1 auch auf APZs expri-
miert wird (68). Im zweiten Teil dieser Arbeit wialif die darauf aufbauenden Experi-
mente zur Expression und Funktion der ART2.1 auZé&\Bingegangen. Auch werden
erste Versuche zur Identifikation ihrer Zielproeworgestellt.

3.2.1 Expression und Aktivitat von ART2.1 auf Knochenmarksmakrophagen
Experimente mit BMMs aus BALB/c Mausen zeigten,sdde ART2.1 nicht nur auf
T-Zellen sondern auch auf APZs exprimiert wird. Eetpressionsgrad erwies sich
hierbei als abhangig von einer vorherigen Stimafater Zellen.

unstimuliert J i\ “’\
i I { i A
\ ' A k.
100 ngimiLPS | Jﬁ ,An |
f h /i
I \. L‘ i ‘\
' b = [__] Isotypkontrolle
] Antikérper
100 ng/ml LPS A A m\
10 M U0126 A ;\ A i
I \_ { L\ L \
100 Uml IFN-y 5[] A h f
NI I ('\\ I
AN A ‘
CD14 CD40 CD80 MHC-II

Abb. 3.26: Expression charakteristischer Oberflactraolekille auf BMMs Vergleich zwischen un-
stimulierten, LPS-stimulierten, in Gegenwart von 126 LPS-stimulierten und IFy-
stimulierten BMMs Tag 8 (BALB/c). Anfarbung vor? Zellen mit einem spezifischen Anti-
korper (schwarze Linie) oder einer Isotypkontrofgraue Flache). U0126 (Inhibitor der
MAPK-Kinasen MEK 1/2).
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In Abb. 3.26 ist zun&chst die Expression verschied®berflachenmolekile in Abhan-
gigkeit von der vorherigen Stimulation der BMMs glestellt. CD14 und CD40 wurden
insbesondere durch eine vorherige Stimulation RS Lverstarkt exprimiert, wahrend
die Expression von MHC-II Molekllen durch Stimutati mit IFNy stark gesteigert
wurde.

Der Nachweis von ART2.1 auf der Zelloberflache kgt® mit Hilfe monoklonaler
Antikorper. Die Aktivitat der ART2.1 wurde durchedinkubation der Zellen mit 50 uM
etheno-NAD (eNAD), einem NAD-Analogon mit einer atdichen etheno-Gruppe am
Adenosin, als Substrat getestet. Die etheno-ADR®RIlerung von Oberflachen-
proteinen konnte im Durchflusszytometer mit dengagedie etheno-Adenosin-Gruppe
gerichteten, monoklonalen Antikorper 1G4 gezeigtdea (siehe 2.7.4).

100 ng/ml LPS
unstimuliert 100 U/ml IFN-y 100 U/ml IFN-B 100 ng/ml LPS 10 pM U0126
l‘ \J, | | \I&,l JH
\ A i
3 ‘fl' \ ’J' ) I \ I
- [] Isotypkontrolle
ART2.1
] Antikérper
|
\ A\
ART2.2
] 2mMDTT

iy " ! M (= 50 uMeNAD
- X / F— 50 uM eNAD + 2 mM DTT

Abb. 3.27: ART-Expression und -Aktivitdt auf BMMsUntersucht wurden unstimulierte, 1FNX-
stimulierte, IFNS-stimulierte, LPS-stimulierte und in Gegenwart \ddi126 LPS-stimulierte
BMMs Tag 8. Anfarbung von ART2.1 mit dem monokéon&intikérper R18B54 und von
ART2.2 mit dem monoklonalen Antikérper R8A106. rhnfég etheno-ADP-ribosylierter
Proteine mit dem 1G4 Antikdrper nach 15mindtigeulmation bei 37 °C mit 50 puM eNAD
+ 2 mM DTT (rote Linie), 50 pM eNAD (blaue Lini®,mM DTT (graue Flache). U0126
(Inhibitor der MAPK-Kinasen MEK1/2).

Zellzahl

—_—
1G4

Wie in Abb. 3.27 zu sehen ist, wurde die minimaRT&.1 Oberflachenexpression auf
unstimulierten BMMs durch die Vorstimulation der [[Ba stark gesteigert. Einen
besonders deutlichen Effekt hatte die vorherigen@ation der Zellen mit LPS in
Gegenwart von U0126, einem Inhibitor der Mitogetra&rten Proteinkinasen-
(MAPK)-Kinasen MEK1 und MEK2. Das Expressionsniveam ART2.1 auf der Zell-
oberflache korrelierte mit der ART-Aktivitat. Digheno-ADP-Ribosylierung war auf
den mit 100 ng/ml LPS in Gegenwart von 10 uM UOi®Bstimulierten Zellen am
hochsten. Auf diesen Zellen wurde auch eine et#ddB-Ribosylierung in Abwesen-
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heit des Reduktionsmittels DTT nachgewiesen, obwdid ART2.1 nur unter
reduzierenden Bedingungen aktiv ist. Hierbei konsith um eine, durch die hohe
Substratkonzentration bedingte, Restaktivitat deTA.1 handeln (Abb. 3.33) oder auf
die Aktivitat von ART2.2 hindeuten, obwohl sich eirDberflachenexpression von
ART2.2 auf den BMMs auch nach Stimulation der Zehécht nachweisen liel3.

Die Aktivitat der ART2.1 lief3 sich auch in Zelllyigm mit eNAD inkubierter BMMs im
Westernblot nachweisen. Auffallig war hierbei, dasden Zelllysaten LPS-stimulierter
BMMs die etheno-ADP-Ribosylierung im Vergleich zandZelllysaten unstimulierter,
IFN-y-stimulierter oder in Gegenwart von U0126 LPS-stietter BMMs deutlich
schwacher war (Abb. 3.28). Bei den Untersuchunggtels) Durchflusszytometrie hin-
gegen wurde fir die LPS-stimulierten BMMs eine teht starkere etheno-ADP-
Ribosylierung als fur die unstimulierten BMMs beobget. Diese war mit der etheno-
ADP-Ribosylierung der IFN~stimulierten BMMs vergleichbar (Abb. 3.27).

100 ng/ml 100 ng/ml LPS 100 U/mli

unstimuliert  LPS 10 uM U0126 IFN-y
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Abb. 3.28: ART-Aktivitdt im WesternblotUntersuchung von unstimulierten, LPS-stimuligrtém
Gegenwart von U0126 LPS-stimulierten und IFNstimulierten BMMs Tag 8 (BALB/c).
Aufgetragen wurden Zelllysate der BMMs nach 15nieiitnkubation mit den angegebenen
Mengen eNAD, DTT und ADPR bei 37 °C. Nachweis etiddP-ribosylierter Proteine im
Westernblot mit dem 1G4-Antikdrper. Die Silberfargweigt eine gleichméRige Beladung
der Gele. U0126 (Inhibitor der MAPK-Kinasen MEK1/2)
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3.2.2 Expression und Aktivitat von ART2.1 auf weiteren arnligenprasentierenden
Zellen

Neben BMMs wurden weitere APZs auf ART-Aktivitattgstet: BMDCs, PEMs,
B-Zellen und Makrophagen aus der Milz und sog. Bigllen (s.u.). BMDCs und
PEMs wurden wie unter 2.3.7 und 2.3.9 beschriel@mwmognen. Fur die Untersuchung
von B-Zellen wurden diese durch Depletion der Tietelaus Milzzellen aufgereinigt
oder, wie die Makrophagen, durch Anfarbung spedifes Oberflachenmarker aus der
gesamten Milzzellpopulation identifiziert. Die BelgZellen wurden wie unter 2.3.10
beschrieben gewonnen. Es handelt sich um Zellen,irdieine subkutan gespritzte
Polyacrylamidmatrix (Biogel) einwanderten, und dieser nach 2 bis 3 Tagen isoliert
wurden. Durch die Polyacrylamidmatrix wurde eirgrigg¢ Entztindung induziert, in die
u. a. neutrophile Granulozyten einwanderten. Die TARKtivitdt wurde wie im
Abschnitt 3.2.1 nach der Inkubation mit 50 uM eNADrch Anfarbung mit dem 1G4-
Antikdrper nachgewiesen.

Die BMDCs zeigten nur eine sehr schwache ART-AKilyidie sich durch die Vor-
stimulation der Zellen mit 100 ng/ml LPS in Gegenwean 10 uM U0126 nur gering-
fugig steigern lie3 (Abb. 3.29A). Die unstimuliertPEMs zeigten eine schwache aber
deutliche ART-Aktivitat in Abh&ngigkeit von DTT, ehso wie aus der Milz isolierte B-
Zellen. Die deutlichste etheno-ADP-RibosylierunghvOberflachenmolekilen wurde
bei den Makrophagen aus der Milz beobachtet. BeiMiz-Makrophagen trat, ebenso
wie bei den aus der Milz stammenden B-Zellen, esnbwache ART-Aktivitat in
Abwesenheit des Reduktionsmittels DTT auf (Abb.9BR Die Analyse von Ober-
flachenmolekilen der aus der Biogelmatrix isolierfellen zeigte, dass es sich bei den
Biogel-Zellen hauptsachlich um Granulozyten hardeihd nur ein geringer Teil der
Zellen Makrophagen waren (Abb. 3.29C). Auf den Riegellen konnte keine ART-
Aktivitat nachgewiesen werden. Dies war auch danchtnder Fall, wenn die
Biogelmatrix zusammen mit hitzeinaktivierteMycobacterium TuberculosifMTB)
gespritzt wurde, um durch das Einbringen von TLBanden eine Entzindung mit
infektioser Komponente zu simulieren.
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Abb. 3.29: ART-Aktivitat auf unterschiedlichen APZsA: ART-Aktivitat auf unstimulierten und in
Gegenwart von U0126 mit LPS stimulierten CD11c4pasi BMDCs, B: ART-Aktivitat auf
Makrophagen und B-Zellen aus der Milz, sowie auMBEC: ART-Aktivitat auf Biogel-
Zellen. Alle Zellen stammen aus BALB/c Mausen.haton fir 15 min bei 4 °C mit 50 uM
eNAD +2 mM DTT (rote Linie), 50 uM eNAD (blaue Eli2 mM DTT (graue Flache). An-
farbung etheno-ADP-ribosylierter Proteine mit de@4LAntikérper. MTB (Mycobacterium
Tuberculosis), U0126 (Inhibitor der MAPK-Kinasen KIH?2).
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3.2.3 Vergleich der ART2.1-Expression und Aktivitat zwisten verschiedenen
Mausstammen

Die beiden Isoformen der ART2, ART2.1 und ART2.2rden in verschiedenen Maus-
stammen unterschiedlich stark exprimiert. Die higjesn Untersuchungen fanden in
BALB/c Mausen statt, die sowohl ART2.2 als auch ARITexprimieren. In C57BL/6
Mausen hingegen wird nur die ART2.2 exprimiert, vegidd NZW Mause wiederum nur
die ART2.1 exprimieren. C57BL/6 und NZW Mause stellaufgrund von Punkt-
mutationen bzw. Gendeletionen natirlickeockoutsfir ART2.1 bzw. ART2.2 dar
(63). Aus diesem Grund wurde die ART2.1-, die ARZFExpression und die ART-
Aktivitat in diesen drei Wildtyp-Mausstammen, sowre auf konventionelle Weise
erzeugten ART2.1KO, ART2.2KO und ART2KO Mé&usen defn BALB/c Hinter-
grund untersucht.
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Abb. 3.30: Vergleich der ART-Aktivitat in BALB/c, 7BL/6 und NZW Mausen A: Milzzellen aus
BALB/c Mausen, B: Milzzellen aus C57BL/6 MausenM@zzellen aus NZW Mausen. An-
farbung von ART2.1 mit R18B54, ART2.2 mit RBA1@&rBung etheno-ADP-ribosylierter
Proteine mit dem 1G4 Antikérper nach 15minutigequlbation bei 4 °C mit 50 puM eNAD +
2 mM DTT (rote Linie), 50 puM eNAD (blaue Linie), @M DTT (graue Flache).
Differenzierung der einzelnen Zellpopulationen amhader Oberflachenexpression von
F4/80 (Makrophagen) und MHC-II (Makrophagen, B-g).
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In Abb. 3.30 sind die unterschiedlichen Expressioreaus fur die beiden Isoformen
ART2.1 und ART2.2, sowie die ART-Aktivitat auf Miellen der verschiedenen Maus-
stamme zu sehen. Die Unterteilung in T-Zellen, Befeund Makrophagen erfolgte
anhand der Anfarbung der Oberflachenmolekile F4é&@rimiert auf Makrophagen,

und MHC-II, exprimiert auf Makrophagen und B-Zell&irZellen aus BALB/c Mausen

exprimierten beide ART2-Isoformen, T-Zellen aus BE/6 Mausen nur ART2.2 und

T-Zellen aus NZW Mausen nur ART2.1. Aufgrund dehwachen Oberflachen-

expression der ART2.1 auf Makrophagen und B-Zdtl@mten die Unterschiede in der
ART2.1-Expression auf diesen Zellen in den getestdausstdmmen nicht eindeutig
gezeigt werden. Eine weitere Schwierigkeit bei Bewrteilung der ART2.1 Ober-

flachenexpression ist die Tatsache, dass der AmpiEtdgegen ART2.1, R18B54, eine
gewisse Unspezifitat aufwies, wie die Anfarbung Wwiizzellen aus ART2KO Méausen,

die weder ART2.1 noch ART2.2 exprimieren, zeigt®l§A3.31). In BALB/c Mausen

zeigten T-Zellen, Makrophagen und B-Zellen sowankeeDTT-abhéngige, als auch
eine DTT-unabhangige ART-Aktivitat (Abb. 3.30A). AMakrophagen und B-Zellen,

konnte keine ARTZ2.2-Expression nachgewiesen werden,eine DTT-unabhéngige
ART-Aktivitat erklaren wirde. Es besteht allerdirdie Moglichkeit, dass die ART2.2-
Expression zu gering ist, um sie im Durchflusszyeten nachzuweisen. In C57BL/6
Mausen, die keine ART2.1 exprimieren, konnte aukiphagen und B-Zellen eine
DTT-unabhéangige ART-Aktivitat nachgewiesen werdBies deutet auf eine geringe
ART2.2 Expression auf Makrophagen und B-Zellen ime These, die durch den
Nachweis von ART2.2-mRNA in BMMs aus C57BL/6 Mauggstitzt wird (68).

Makrophagen

T-Zellen Makrophagen B-Zellen
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|

[
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/ ; = Antikérper
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T-Zellen B-Zellen A A
i \
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8 = 50 uMeNAD + 2 mMDTT
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Abb. 3.31: ART-Expression und -Aktivitdt auf ART2K®™ausen Anfarbung mit spezifischen Anti-
korpern (schwarze Linie) gegen ART2.1 (R18B54-@)lerd ART2.2 (R8A106-FITC) oder
einer Isotypkontrolle (graue Flache) von Milzzelkums ART2KO Mausen. Anfarbung ethno-
ADP-ribosylierter Proteine mit dem 1G4 Antikdérpeach 15mintiger Inkubation bei 4 °C
mit 50 UM eNAD + 2 mM DTT (rote Linie), 50 uM eNgidaue Linie), 2 mM DTT (graue
Flache). Differenzierung der einzelnen Zellpopwa&n anhand der Oberflachenexpression
von F4/80 (Makrophagen) und MHC-II (Makrophagen/&ien).
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In Abb. 3.31 ist ebenfalls zu sehen, dass auf dézzMlen aus ART2KO M&ausen nach
Inkubation mit eNAD weder eine DTT-abhangige noaleeDTT-unabhangige ART-
Aktivitat nachgewiesen werden konnte.

Abb. 3.32 zeigt die ART-Expression und -AktivitatfaMilzzellen aus ART2.1KO und
ART2.2KO Mausen auf BALB/c Hintergrund. Als Negatntrolle wurden hier mit
dem ART2.1- (R18B54) bzw. ART2.2-Antikorper (R8AJ)0O&ngefarbte ART2KO-
Milzzellen eingesetzt, um die Unspezifitat des ARIFAntikorpers zu umgehen.
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Abb. 3.32: Vergleich der ART-Expression und -Akt&t in Wildtyp, ART2.1KO und ART2.2KO
Mausen A: Milzzellen aus BALB/c Mausen, B: Milzzellers #ART2.1KO Mausen (BALBI/c),
C: Milzzellen aus ART2.2KO Mausen (BALB/c). Anfacbwon ART2.1 mit R18B54 und
ART2.2 mit R8A106 auf Milzzellen aus Wildtyp urmz&FKO Mausen (schwarze Linie) im
Vergleich zu ART2KO Mausen (graue Flache). Anfagouetheno-ADP-ribosylierter
Proteine mit dem 1G4 Antikérper nach 15minutigequlbation bei 4 °C mit 50 uM eNAD +
2 mM DTT (rote Linie), 50 puM eNAD (blaue Linie), @M DTT (graue Flache).
Differenzierung der einzelnen Zellpopulationen amhader Oberflachenexpression von
F4/80 (Makrophagen) und MHC-II (Makrophagen, B-gl).

Auf Makrophagen aus der Milz von ART2.1KO Mausemiie eine deutliche ART-
Aktivitat nachgewiesen werden (Abb. 3.32B). Didsis Hinweis darauf, dass ART2.2
nicht nur von T-Zellen sondern auch von Makrophag&primiert wurde, obwohl
ART2.2 nicht auf der Oberflache der Makrophagerhgawiesen werden konnte. Die
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B-Zellen aus ART2.1KO Mausen zeigten keine ART-®i#t. Die DTT-unabhangige
ART-Aktivitat auf Makrophagen aus Wildtyp Mausenrdidgte somit zumindest teil-
weise auf der Expression von ART2.2 (Abb. 3.32Aje uf Makrophagen, T- und
B-Zellen aus ART2.2KO Mausen zu beobachtende DTabbéngige ART-Aktivitat
(Abb. 3.32C) konnte auf eine Restaktivitat der ARITBedingt durch die hohe Substrat-
konzentration hindeuten (Abb. 3.33).

3.2.4 Konzentrationsabhangigkeit der ART2.1-Aktivitat

Neben der Aktivitat der ART2.1 auf verschiedeneripopulationen und in unter-
schiedlichen Mausstammen wurde auch die AbhandigkeeiART2.1-Aktivitat von der
Substratkonzentration untersucht. Wie in Abb. 3Z83sehen ist, konnte, unabhangig
von einer vorherigen Stimulation der BMMs, eine DBadhangige etheno-ADP-
Ribosylierung von Oberflachenproteinen bereits @eer eNAD-Konzentration von
2 UM nachgewiesen werden. Bei Inkubation mit 5 pMAB wurde in Gegenwart von
DTT bereits ein halbmaximaler bis maximaler Rib@syngsgrad erreicht. Lagen
wahrend der Ribosylierungsreaktion keine reduzeeanBedingungen vor, kam es bei
hohen eNAD-Konzentrationen von 20 und 50 pM zuremaehweisbaren etheno-ADP-
Ribosylierung. Dies deutete auf eine Restaktivitét ART2.1 in Gegenwart hoher
Substratkonzentrationen hin.

Konzentrationsabhangigkeit der ART2.1-Aktivitat auf BMMs
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Abb. 3.33: Aktivitdt der ART2.1 bei unterschiedlieh eNAD-Konzentrationen Darstellung der
mittleren Fluoreszenzintensitat (MFI) des 1G4 Adnilers in Abhéngigkeit von der eNAD-
Konzentration. Untersucht wurden unstimulierte, tfigulierte, in Gegenwart von U0126
LPS-stimulierte und mit IFNsstimulierte BMMs Tag 8 (BALB/c). Inkubation mit A
1 mM ADPR und +/- 2 mM DTT fir 15 min bei 4 °C. gbfing etheno-ADP-ribosylierter
Proteine mit 1G4-Alexa647. U0126 (Inhibitor der M&Rinasen MEK1/2).
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3.2.5 Zielproteine der ART2.1

Zur ldentifizierung moglicher Zielproteine der ART2auf APZs wurden BMMs wie
unter 2.7.5 beschrieben niiP-NAD inkubiert und anschlieBend aus den Zelllysate
maogliche Zielproteine immunprézipitiert. Nach eirf@DS-PAGE konnten radioaktiv
markierte, immunprazipitierte Proteine mittels Awatdiographie nachgewiesen werden.
Von der murinen ART2.2 auf T-Zellen ist bekanntsslagie unter anderem den P2X7-
Rezeptor ADP-ribosyliert wodurch der Zelltod eiregedt wird (36). Des weiteren
kommt es zu einer auto-ADP-Ribosylierung der ART2ARs diesem Grund wurde
zunachst untersucht, ob zu den Zielproteinen deinein ART2.1 ebenfalls der P2X7-
Rezeptor und die ART2.1 selbst zahlen. Des weitarerde getestet, ob CD11a, die
a-Kette desa.-Integrins LFA-1, und CD11b, dia-Kette desayf3,-Integrins CR3,
ebenfalls zu den Zielproteinen gehéren.

j=)] — (=]
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Abb. 3.34: Autoradiographie von Immunpréazipitatened potentiellen Zielproteine P2X7, ART2.1,
CD11a und CD11b Aufgetragen wurde ein Aliquot des Gesamtzellfygaysat), unge-
koppelte, mit dem Lysat inkubierte Sepharose (darkig) und die Immunprazipitate der mit
Antikérpern gegen P2X7, ART2.1, CDlla bzw. CD1llkogpmelten Sepharose (IP).
Untersucht wurden in Gegenwart von 10 uM U01261®@ ng/ml LPS vorstimulierte BMMs
Tag 8 (BALB/c) nach 15miniitiger Inkubation mit 2 (\WAD, 2 pCi*P-NAD, 2 mM DTT,
1 mM ADPR.

In Abb. 3.34 konnten mehrere Zielproteine der ARTZ2rfolgreich nachgewiesen
werden. Im Immunpréazipitat des P2X7-Rezeptorsustder Hohe von ca. 90 kDa eine
schwache aber deutlich erkennbare Bande zu seleemidder vorhergesagten Groélie
des P2X7-Rezeptors von 83 kDa ubereinstimmt. DieimauART2.1 hat eine GrélRe

von etwa 34 kDa, was gut mit der Bande im Prasipibareliert. Sowohl fir den P2X7-

Rezeptor als auch fir die ART2.1 konnte somit &ib#-Ribosylierung nachgewiesen
werden. Im Immunprazipitat von CD11a sind zwei Bamcerkennbar, eine starke
Bande bei ca. 120 kDa und eine schwachere Bandsab200 kDa, die wahrscheinlich
dera-Kette (CD11a) ung-Kette (CD18) des Integrins LFA-1 entsprechen. CDl&
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sowohl diep-Kette des Integrins LFA-1, als auch ¢li&kette des Integrins CR3 bildet,
hat eine Gro3e von etwa 100 kDa. Im Heterodimer 13D02D18 (LFA-1) schien CD18
deutlich starker ADP-ribosyliert zu werden als CB1Ruch bei der Immunprazipi-
tation von CD11b waren zwei Banden zu sehen, diexegette (CD11b) und defs-
Kette (CD18) des Integrins CR3 entsprechen. Im tddimer CD11b/CD18 scheint
CD11b (170 kDa) etwas starker ADP-ribosyliert wardel sein als CD18. Anhand des
Bandenmusters im Zelllysat ist erkennbar, dass e#ewe Zielproteine fiur die
MART2.1 gibt. Deren Identifikation sowie Untersualgen zur Funktion der ADP-
Ribosylierung dieser Proteine sind Ziel weiterfiiftter Experimente.

3.2.6 Aktivierung des P2X7-Rezeptors durch ART2.1

Auf T-Zellen fuhrt die ADP-Ribosylierung des P2X2&#eptors durch die ART2.2 zur
Aktivierung des Rezeptors. Zur Untersuchung, ob AR 2.1 auf APZs durch ADP-
Ribosylierung den P2X7-Rezeptor aktivieren kannrden PEMs mit NAD und dem
P2X7-Agonisten BzATP inkubiert und anhand der Atima von YO-PRO-1 die
Porenbildung am Durchflusszytometer analysiert.

[ ohne NAD
- 100 uM NAD
— 100 uMNAD + DTT
YO-PRO1 >
[ ] ohne BzATP
g1 A \ | 3250 umBzATP
g F w \\,,
YOPROT >
B Al o 31 M 62 uM 125 pM
[] BzATP
5 ) I [——] BzATP + 100 uM NAD + DTT
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YO-PRO-T >
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[ Isotypkontrolle
E M ] Antikérper
- \
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flipfacsesmn e

P2X7

Abb. 3.35: YO-PRO-1-Aufnahme in PEM®: Inkubation der PEMs mit 100 uM NAD + 2 mM DTT
(rote Linie), 100 uM NAD (blaue Linie), ohne NADgge Flache) oder mit 250 uM BzATP
(schwarze Linie), ohne BzATP (graue Flache). Bubgtion der PEMs mit den angegeben
Konzentrationen BzATP allein (graue Flache) oder BEATP + 100 uM NAD und 2 mM
DTT schwarze Linie. Anfarbung des P2X7-Rezeptotsdarn polyklonalen K1G Serum
(schwarze Linie) oder einer Isotypkontrolle (grétléche).
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Wie in Abb. 3.35A zu sehen ist, reagierten die PENM&t auf eine alleinige Inkubation
mit NAD. Die Inkubation mit BZATP fuhrte hingegem ziner deutlichen Aufnahme
von YO-PRO-1. Ein Teil der PEMs war bereits ohne ldikubation mit BzATP oder
NAD positiv fir YO-PRO-1. Die Inkubation der PEMstmnterschiedlichen Konzen-
trationen BzATP in Gegenwart oder Abwesenheit vé&fDNund DTT zeigte, dass NAD
nicht ausreichend war, um eine Aufnahme von YO-PR@d damit die Porenbildung
zu induzieren, aber den Effekt von BzATP verstarkennte. So kam es bei einer
Konzentration von 31 uM BzATP in Gegenwart von 108 NAD und 2 mM DTT zu
einer deutlichen YO-PRO-1 Aufnahme, wéahrend die BEMr mit 31 uM BzATP
negativ fur YO-PRO-1 blieben (Abb. 3.35B). Eine rmdiér Aktivierung des P2X7-
Rezeptors durch die ART2.2 auf T-Zellen vergleigBb&eaktion wurde durch die
ART2.1-vermittelte ADP-Ribosylierung nicht ausgeldsie ADP-Ribosylierung durch
die ART2.1 schien einen eher modulierenden Einflusisdie Aktivierung des P2X7-
Rezeptors zu haben.

3.2.7 Zusammenfassung der Untersuchungen der ART2.1

Es konnte gezeigt werden, dass die ART2.1 auf kexdenen APZ-Populationen
funktionell exprimiert wird. Insbesondere auf BMMsennte die ART2.1-Expression
und -Aktivitat durch eine vorherige Stimulation d&llen mit LPS, IFNy oder IFNf
gesteigert werden. Experimente mit ART2.1KO und RRKO Mausen deuteten
darauf hin, dass Makrophagen zusatzlich zur ARBudh ART2.2 exprimieren. Als
Zielproteine der ART2.1 auf BMMs konnten neben dé&¥&X7-Rezeptor und der
ART2.1 diea- und B-Kette deso 3, Integrins (LFA-1, CD11a/CD18) und des[3,-
Integrins (CR3, CD11b/CD18) identifiziert werdenrste Untersuchungen einer
maoglichen Aktivierung des P2X7-Rezeptors durch &RT2.1-vermittelte ADP-
Ribosylierung deuteten auf einen modulierenden|&ssfder ADP-Ribosylierung auf
die Aktivierung des P2X7-Rezeptors hin.
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4 Diskussion

4.1 Die Rolle des P2X7-Rezeptors auf antigenpréasentiarden Zellen

4.1.1 Vergleich der Expression und Funktionalitat des P2X-Rezeptors auf
antigenprasentierenden Zellen und T-Zellen

Im Rahmen dieser Arbeit konnte mit Hilfe der dugdgnetische Immunisierung her-
gestellten Antikorper gegen den murinen P2X7-Rexepum ersten Mal ein direkter
Vergleich zwischen der Expression und der Funktiiitades P2X7-Rezeptors auf
Mauszellen angestellt werden. Dabei wurde gezalgss der P2X7-Rezeptor auf
T-Zellen und APZs in vergleichbarer Starke auf @derflache exprimiert wird (Abb.
3.3). In verschiedenen Untersuchungen zur Funkitihaes P2X7-Rezeptors ergaben
sich jedoch deutliche Unterschiede zwischen T-Zalied APZs. Wahrend die T-Zellen
ab einer Konzentration von 100 bis 250 uM ATP ma@tdEinstrom von Cé-lonen
(Abb. 3.6), der Aufnahme von Ethidiumbromid oder-P&0-1 (Abb. 3.9, Abb. 3.10)
und der Exposition von Phosphatidylserin (Abb. 3g&igierten, zeigten die APZs nur in
einigen Féllen bei Konzentrationen von 1 mM ATPeesthwache Reaktion. Dies war
unerwartet, da bei humanen Blutmonozyten eine idbetlYO-PRO-1-Aufnahme als
Reaktion auf extrazellulares ATP beschrieben wy@f). Dieser scheinbare Wider-
spruch lasst sich vermutlich dadurch erklaren, disshier untersuchten APZs vor
allem durchn vitro Differenzierung aus Knochenmarksstammzellen gewonvurden,
und daher funktionell nicht den in anderen Untensmgen verwendeten humanen
Blutmonozyten entsprechen. Auch in anderer Hinsighb es einen Unterschied
zwischen humanen Blutmonozyten und den hier untbtsn BMDCs. So konnte eine
erhohte Expression des P2X7-Rezeptors nach deulation der BMDCs mit LPS, wie
dies fur humane Monozyten beschrieben wurde (9iht machgewiesen werden.
Vielmehr zeigte sich unter diesen Bedingungen é&ibheahme der P2X7-Expression.
Dies wurde besonders bei gleichzeitiger Anfarbueg B2X7-Rezeptors und des, nach
Aktvierung verstarkt exprimierten, kostimulatorisch Molekiils CD86 auf BMDCs
deutlich. Dabei zeigte sich, dass nach einer forgaition mit LPS oder TNIe- ins-
besondere die stark CD86-positiven BMDCs eine gweingere P2X7-Oberflachen-
expression aufwiesen als unstimulierte BMDCs (AhH). Dieser Befund wurde durch
die Untersuchung dep2rx7-Transkription in stimulierten und unstimuliertetMBCs
zusatzlich untermauert. Durch reverse TranskrigiB€R (RT-PCR) konnte gezeigt
werden, dass die verringerte Oberflachenexpresdam P2X7-Rezeptors mit einem
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geringeren Vorkommen von P2X7-mRNA einherging (AlB5). Vermutlich wird,
zumindest in denn vitro erzeugten BMDCs, im Verlauf der durch LPS oder &NF
induzierten Reifung die Transkription des P2X7-Gdmesunterreguliert. Insgesamt
zeigen diese Untersuchungen klare UnterschiedeemRblle des P2X7-Rezeptors
zwischen T-Zellen und APZs, aber auch zwischenchégdenen Populationen von
APZs aus Maus und Mensch auf.

Der von T-Zellen exprimierte P2X7-Rezeptor kanncluATP oder NAD aktiviert
werden. Die ART2.2-vermittelte ADP-Ribosylierungsd®2X7-Rezeptors fuhrt zur
Bereitstellung eines kovalent gebundenen Ligand#ar, den Rezeptor dauerhaft
aktiviert und so den NAD-induzierten Zelltod (NICB)islOst (36). Da die ART2.2 kurz
nach der Aktivierung der T-Zelle von der Zellobédhe abgespalten wird, sind
aktivierte T-Zellen vor dem NICD geschutzt. Einegh¢he Funktion dieses Mechanis-
mus ist die Aufrechterhaltung der T-Zell-Homd6ostasdarch die Eliminierung naiver
T-Zellen im Falle einer Entziindung wird Raum fUe &roliferation aktivierter T-Zellen
geschaffen (81). Im Unterschied dazu sollen AP¥sadh Ort einer Entzindungsreak-
tion hohen ATP- und NAD-Konzentrationen durch diesé infizierter oder beschadig-
ter Zellen ausgesetzt sind (79), Antigene aufnehmenT-Zellen zu aktivieren oder im
Fall der Makrophagen, selbst die Infektion zu begém. Ein durch die Aktivierung
des P2X7-Rezeptors ausgeldster Zelltod ware iredhiedusammenhang nur hinderlich.
Die Tatsache, dass in Makrophagen die Aktivierueg E2X7-Rezeptors zur Sekretion
von biologisch aktivem IL-ff fuhrt (Abb. 3.12, (38)) und zur Abtotung intrazédirer
Pathogene wie Mykobakterien und Chlamydien beitr@®, 99), unterstreicht die
unterschiedliche Rolle des P2X7-Rezeptors auf AlRKkT-Zellen.

4.1.2 Einfluss des P2X7-Rezeptors auf die Interaktion zvechen antigenprasen-
tierender Zelle und T-Zelle

Ein wesentlicher Impuls fir die dieser Arbeit zugpte liegende Fragestellung ging von
der Beobachtung aus, dass dendritische Zellen geeart von T-Zellen und spezi-
fischem Antigen IL-B sezernierten (100). In diesen Untersuchungen wmunck-
schiedene immortalisierte dendritische Zellliniemmwendet, die sich in ihrer Fahigkeit,
auf die Stimulation durch ATP mit der Aufnahme ddsoreszenzfarbstoff YO-PRO-1
zu reagieren, unterschieden. Auf eine Beteiliguag B2X7-Rezeptors an der antigen-
abhangigen IL-f Sekretion wurde indirekt aus der Beobachtung, daéssZelllinien,
die besonders gut YO-PRO-1 aufnahmen auch besondelrsiL-1[3 sezernierten,
geschlossen. Die Rolle des P2X7-Rezeptors bei miegergang konnte jedoch nicht
direkt definiert werden. Die Beobachtung unsergyeeen Arbeitsgruppe, dass der
P2X7-Rezeptor auch Uber ART2.2-vermittelte ADP-Riderung durch NAD aktiviert
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werden kann, fuhrte zu der Hypothese, dass die ARaaf der T-Zelle wahrend einer
antigenabhangigen Interaktion mit der APZ deren RR¢zeptor durch ADP-
Ribosylierung aktivieren konnte und so die Sekretimn IL-13 ausgelést werden
konnte.

Bei der antigenspezifischen Interaktion zwischenZAlhd T-Zelle bildet sich ein
stabiler, strukturierter Kontakt aus, in dem dieeragierenden Molekile lokalisiert sind,
die sogenannte immunologische Synapse (16). Uleetakalisation der ART2.2 oder
des P2X7-Rezeptor in diesem Signalkomplex ist mochts bekannt. Allerdings ist die
ART2.2, ebenso wie viele Signalmolekile der immog@chen Synapse in
cholesterolreichen Membranarealen, sogenanig&hrafts, lokalisiert, vermutlich um
sie auf bestimmte Zielproteine zu fokussieren (&#e Modifikation von CD8, CD43,
CD44 und CD45 durch die murine ART2.2 und eine da&mihergehende Inhibition der
Signaltransduktion Uber den T-Zell-Rezeptor wurdwelis gezeigt (57, 58). Eine
Lokalisation der ART2.2 im Bereich der immunolodiiso Synapse ist somit durchaus
denkbar (Abb. 4.1).

T-Zeligf ) -

Peptid/MHC-Komplex

Abb. 4.1: Mdbgliche Lokalisation von ART2.2 und PZXin der immunologischen Synapseine
Lokalisation der ART2.2 und des P2X7-RezeptorsamiBh der immunologischen Synapse,
kénnte zur trans-ADP-Ribosylierung und somit zutiidrung des P2X7-Rezeptors durch
die ART2.2 fuhren.
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Um die antigenabhangige Interaktion zwischen APHd @i-Zellen zu untersuchen,
wurden T-Zellen aus Mausen verwendet, die einemstyenen T-Zell-Rezeptor tragen.
Es wurden Zellen aus den zwei T-Zell-Rezeptor-ganen Mauslinien DO11.10 und
OT-Il verwendet, die sich in ihrem genetischen Eiigtund (BALB/c bzw. C57BL/6)
unterscheiden. Die T-Zellen beider Mauslinien erleandasselbe Peptid des Huhner-
Ovalbumins, OVA,z.335 im Kontext des jeweils passenden MHC-II Molekgits2? fur
DO11.10, H-2 fiir OT-1l). Die Mehrzahl der Versuche wurde mit 28aus BALB/c
Méausen und DO11.10 T-Zellen durchgefiihrt. Bei dén1l.10 T-Zellen handelte es
sich entweder um primére T-Zellen, die aus Lymphénound Milz von DO11.10
Mausen isoliert wurden, oder um Zellen einer auslD@0 Mausen entwickelten T-
Hybridomzelllinie. In spateren Versuchen wurde ®ierwendung der OT-Il Mause
notwendig, da die P2X7KO Mause nur auf dem C57BHiGtergrund vorhanden
waren.

Die produktive antigenspezifische Interaktion dezdll-Rezeptor-transgenen DO11.10
T-Zellen mit BMDCs aus BALB/c Mausen wurde dadunathgewiesen, dass die Ko-
inkubation beider Zellarten in Gegenwart des spmchen Antigens zur Zelladhasion
(Abb. 3.14), sowie zur Sekretion von IL-2 durch di&ellen (Abb. 3.15) und IL{3
durch die BMDCs fiihrte (Abb. 3.18). Dabei zeigteaohsUnterschiede zwischen
Hybridomzellen (DO11.10 Hyb) und primaren T-Zell@®O11.10 Pri). Wahrend die
DO11.10 Hyb als besonders gute Stimulatoren vodfilund Produzenten von IL-4
fungierten, waren die DO11.10 Pri gute Produzentam IFN-+y, aber schlechte Induk-
toren der IL-PB Sekretion (Abb. 3.19). Die schlechte Induktion dlerl Sekretion
durch naive DO11.10 Pri wurde durch eine Vorstirtiatg ein sogenannte3riming,
der primaren Zellen deutlich gesteigert (Abb. 3.2D)e Tatsache, dass die 31
Sekretion in BMDCs vorzugsweise durch T-Zellen mdu werden konnte, die einen
aktivierten Phanotyp aufwiesen (Hybridomzellen wmaistimulierte primare Zellen),
deutet darauf hin, dass ein Signalsystem, welaimeRahmen der Differenzierung von
naiven T-Zellen zu Effektorzellen induziert wirdne Rolle bei der Auslésung der
IL-13 Sekretion durch BMDCs spielt.

In den oben beschriebenen Untersuchungen wurdedigrantigenabhangige Induktion
der IL-13 Sekretion in BMDCs durch T-Zellen belegt, die Ralles P2X7-Rezeptors in

diesem Prozess blieb jedoch unklar. Um den EinfllessP2X7-Rezeptors auf die Inter-
aktion zwischen APZs und T-Zellen naher zu charaen, wurden zwei Heran-

gehensweisen gewahlt: der Einsatz spezifischebilioinen, sowie der Einsatz der erst
gegen Ende der Arbeit verfigbaren P2X7KO Mause.d@eHerangehensweisen
brachten dabei ihre spezifischen Probleme mit sich.
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Zunachst wurden zwei Inhibitoren des P2X7-Rezeptifd62 und oxidiertes ATP
(0ATP), eingesetzt. Der Inhibitor oATP besetzt, ®hgine Aktivierung auszuldsen,
irreversibel die ATP-Bindungsstelle des P2X7-Reaeptund verhindert dadurch die
Aktivierung des Rezeptors durch seinen Liganden A94). Die Selektivitat dieses
Antagonisten fur den P2X7-Rezeptor ist jedoch uihestr, da er vermutlich auf die
gleiche Weise die ATP-Bindungsstellen anderer P2eBiren blockieren kann.
Studien mit P2X7KO Mausen und humanen, P2X7-negatiZellen zeigten, dass
OATP unabh&ngig von der Expression des P2X7-Remeplie Weiterleitung inflam-
matorischer Signale inhibieren kann (95). Die Vhkuibation sowohl von APZs, als
auch von T-Zellen mit oATP vor einer Koinkubatioar@ellen fiihrte jeweils zu einer
geringen Abnahme der im Uberstand gemessenefs Mdnge, wobei die Wirkung auf
die BMDCs grofRer war, als die auf die T-Zellen (AB22). Aufgrund des geringen
Effektes und der zweifelhaften Spezifitat des litbils konnten aus diesem Experiment
jedoch keine eindeutigen Schlussfolgerungen gezogeden.

Die Koinkubation von APZs und T-Zellen in Gegenwal¢s reversiblen P2X7-
Inhibitors KN62 fiihrte zu einer deutlichen Reduktider im Uberstand gemessenen
IL-13 Menge, in Abhangigkeit von der eingesetzten KNG#fxgentration (Abb. 3.23).
Unerwarteterweise kam es jedoch auch bei der P2¥Bhangigen, als Negativ-
kontrolle fur die Wirkung von KN-62 gedachten, Stiation der Zellen mit PMA und
lonomycin zu einer dosisabhangigen Hemmung der fiLSEkretion durch KN-62
(Abb. 3.23). Durch diesen unerwarteten Effekt, veunie Interpretation der beob-
achteten Hemmung der IL31Sekretion durch KN62, als Folge der Inhibition ezin
P2X7-abhangigen, antigenspezifischen Interaktiors@dwen APZ und T-Zelle, in Frage
gestellt. Eine mdgliche Ursache fur dieses Ergeltieigt auch hier in einer unge-
nigenden Spezifitat des verwendeten Inhibitorsibetgt. Von KN62 ist bekannt, dass
es neben dem P2X7-Rezeptor auch dié*/Calmodulinabhéngige Proteinkinase I
inhibiert (101). Es ist daher denkbar, dass KN-GRwéelfache Weise in die Prozesse
der T-Zell-Aktivierung oder der SignaltransduktiosnAPZs eingreifen kann. In Anbe-
tracht der ungeklarten Spezifitdt der InhibitoreAT® und KN-62, konnten aus den
Experimenten keine Rickschliisse auf eine mogliatite Rles P2X7-Rezeptors bei der
Interaktion zwischen APZ und T-Zelle gezogen werden

Um die Frage zu klaren, ob die T-Zell-induzierteki@gon von IL-P3 abhangig von

einer Aktivierung des P2X7-Rezeptors ist, wurdehedan weiteren Untersuchungen
APZs aus P2X7KO Mausen verwendet. Dabei ist zulieacdass die P2X7KO Méause
nur auf dem C57BL/6 Hintergrund verfigbar wareneWh friheren Versuchen der
Arbeitsgruppe beschrieben wurde, enthélt der iethalare C-Terminus des P2X7-
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Rezeptors der C57BL/6 Maus eine Mutation an derrséure 451 (P451L), die die
Funktionalitdt des Rezeptors einschrankt (33). Daled die durchgefihrten Experi-
mente unter der Einschrankung zu betrachten, dasgle hierbei um einen Vergleich
zwischen Zellen ohne P2X7-Rezeptor und Zellen mmiéra mutierten P2X7-Rezeptor
handelt. Die P2X7KO Mause werden zur Zeit auf dekLB/c Hintergrund rick-
gekreuzt, standen allerdings fiir die in dieser Arbdaerchgefihrten Experimente noch
nicht zur Verfigung. Da die Mehrzahl der bisherigémersuchungen zur Bedeutung
des P2X7-Rezeptors fur die I31Sekretion an Makrophagen durchgeflhrt wurden
(38), wurden in den hier durchgefuhrten Versucheritéhealmakrophagen (PEMs) mit
BMDCs in Bezug auf die Sekretion von lI31als Reaktion auf die Interaktion mit
T-Zellen verglichen. Dazu wurden sowohl PEMs alehalBMDCs aus P2X7KO
Mausen isoliert, mit LPS stimuliert und in Gegentwa@der Abwesenheit des Antigens
mit OVAsz3.33gspezifischen OT-II T-Zellen koinkubiert.

Eine durch LPS induzierte Reifung der PEMs fuhee der Koinkubation der Makro-
phagen mit OT-IlI T-Zellen in der Abwesenheit dedigens zu einer konstitutiven IL-
1B Sekretion, die in P2X7KO Mausen deutlich geringky in Wildtyp Méausen war
(Abb. 3.24B). In Gegenwart des Antigens kam es éwdén Mauslinien zu einer
Steigerung der ILf3 Sekretion. Die LPS-induzierte, antigenunabhangkgastitutive
IL-13 Sekretion erwies sich somit als P2X7-abhangigddieh den spezifischen Anti-
genkontakt der Makrophagen mit T-Zellen induzieBtigerung jedoch als P2X7-
unabhangig.

Fur die Interaktion zwischen LPS-vorstimulierten BMs und OT-Il T-Zellen ergab
sich ein anderes Bild. Sowohl die konstitutive algch die antigenabhéngige 13-1
Sekretion waren unabhangig von der Expression @& iRezeptors (Abb. 3.24A),
obwohl im Westernblot nachgewiesen wurde, dass rzaest LPS-stimulierte BALB/c
BMDCs grundsétzlich in der Lage sind, auf exogeA&® mit der Freisetzung von
biologisch aktivem IL-B zu reagieren (Abb. 3.11).

Zusammenfassend zeigte sich, dass der Mechanisenugutch die antigenabhangige
Interaktion mit T-Zellen induzierten, ILBLSekretion unabhangig vom P2X7-Rezeptor
ist. Bei der, durch die Reifung mit LPS induzierteantigenunabhangigen IL31
Sekretion zeigte sich jedoch ein grundlegender tdokeed zwischen PEMs und
BMDCs. Diese war bei PEMs auf den P2X7-Rezeptoeamgsen, bei BMDCs jedoch
nicht. Die Frage, ob es sich hier um einen grumdishen Unterschied im Mechanis-
mus der IL-PB Sekretion zwischen Makrophagen und dendritischedle@ handelt, oder
ob dieser Unterschied auch auf dem Vergleich vamgren Gewebsmakrophagen mit
in vitro herangezogenen dendritischen Zellen beruht, &sistanhand der hier durch-
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gefuhrten Experimente nicht beantworten. Sowohl idpkagen als auch dendritische
Zellen sind APZs, die sich dennoch in ihrer Roleuttich unterscheiden. Die Haupt-
aufgabe der dendritischen Zellen ist die Aufnahme Brasentation von Antigenen und
im Falle einer Infektion, die Aktivierung antigersgfischer T-Zellen. Im Gegensatz zu
dendritischen Zellen Gbernehmen Makrophagen nebeer iRolle als APZs auch
Effektorfunktionen. Die Aktivierung durch T-Zellerersetzt Makrophagen in die Lage
intrazellulare Bakterien abzuttten (6). Diese wstkiedlichen Rollen von dendritischen
Zellen und Makrophagen werden auch in ihrer Fahigkei der Koinkubation mit
T-Zellen eine antigenabhangige IL-2 Sekretion zlumeren reflektiert. Bei einer Koin-
kubation mit T-Zellen induzierten BMDCs, gemald ihiRolle als Initiatoren einer
spezifischen Immunantwort, eine starke, antigenagpigé IL-2 Sekretion, wéahrend
PEMs eine deutlich geringere IL-2 Sekretion ausidgAbb. 3.25). Es ist daher durch-
aus denkbar, dass sich Makrophagen und dendritigetien auch bezlglich des
Mechanismus der ILfA Sekretion unterscheiden.

Dieser Mechanismus ist noch nicht vollstandig gekl&-1(3 ist ein Zytokin, welches
als inaktive Vorstufe (pro-ILf1) ohne ein konventionelles Leaderpeptid synthatisie
wird und somit zunachst im Zytosol akkumuliert. 88dnaktive Vorstufe muss erst von
der ebenfalls intrazellular lokalisierten Proted&3aspase-1 gespalten werden, damit
biologisch aktives IL-B sezerniert werden kann (38). Dabei ist der Medmus,
durch den das prozessierte I3-aus der Zelle gelangt noch nicht geklart. Es wurde
gezeigt, dass die Ausbildung eines sogenannteanimflasoms die Voraussetzung fur
die Prozessierung und Freisetzung von B.idt (39). Das Inflammasom ist ein Multi-
proteinkomplex, der sich aus Mitgliedern der indladaren NLR-NOD-
like receptory-Familie (NALP1, NALP3, IPAF, NAIP), dem Adaptogiein ASC
(apoptosis-associated speck-like protein contai@r@ARD, sowie inflammatorischen
Caspasen bildet. Die Zusammenlagerung erfolgt ddmemotypische Proteininter-
aktionen zwischen Pyrindomanen (PYD) und CaspatetRerungsdomanen (CARD)
der Proteine (39, 40). Fur die Synthese, Prozessjeund Sekretion von ILAList die
Zwei-Signal-Hypothese weitgehend akzeptiert. Hierliist das erste Signal die
Synthese der IL{1 Vorform und deren Akkumulation im Zytosol aus. §8e erste
Signal wird durch die Aktivierung vomoll-like Rezeptoren (TLRS), z. B. durch LPS,
vermittelt. Das zweite Signal induziert die Aushiid) des Inflammasoms und 16st die
Prozessierung und Sekretion des [L-dus. Die Stimuli, die dieses zweite Signal dar-
stellen kénnten, sind zur Zeit noch unzureichendraikterisiert. Der einzige bisher
molekular charakterisierte Mechanismus der Induktges Inflammasoms stellt die
Gegenwart von extrazellularem ATP und die darawsiltierende Aktivierung des
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P2X7-Rezeptors dar (88). Der entscheidende Fagtdrerbei, die auf die Aktivierung
des P2X7-Rezeptors folgende Offnung des lonenkamalder damit verbundene Aus-
strom von K-lonen. Substanzen wie Nigericin, ein Antibiotikumuis Streptomyces
hygroscopiusund Maitotoxin, ein Gift aus der Alggambierdiscus toxicyslie auch zu
einem K-Ausstrom fiihren, kénnen ebenfalls die Aktivierutgr Caspase-1 auslosen
(102-104). Der Ausstrom von *Konen resultiert in der Aktivierung der €a
unabhangigen Phospholipase A2 (iRL,Aderen Hemmung die Sekretion von IB-1
blockiert (105).

R = ~ aktive
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Abb. 4.2:  Ausbildung des Inflammasoms und Aktivieng der Caspase{inodifiziert nach
Mariathasan 2007 (106)). Das erste Signal, die #&kting des TLR4 durch LPS lést die
Synthese und Akkumulation von IB-tm Zytosol aus (1). Das zweite Signal induzieg di
Ausbildung des Inflammasoms und fuhrt zur Aktivigruder Caspase-1, sowie der
Prozessierung und Sekretion von IBR). Die Aktivierung des P2X7-Rezeptors durch ATP
und Substanzen wie Nigericin und Maitotoxin kénderch Ausldsen eines K+-Ausstroms
die Ausbildung des Inflammasoms induzieren. Inthalzee Pathogene kdnnen Bestandteile
des Inflammasoms direkt aktivieren und so dessebiljung induzieren. NALP3 (NACHT-,
LRR- and pyrin-domain-containing protein 3), LRRBugine-rich repeat), NAD (NACHT-
associated domain), PYD (pyrin domain), CARD (casp&cruitment domain), ASC
(apoptosis-associated speck-like protein contai@n@ARD), NkB (nuclear factoxB).

Die in dieser und anderen Arbeiten gemachte Bedbagh dass APZs aus P2X7KO
Mausen grundséatzlich in der Lage sind IB-zu sezernieren, dass sie jedoch eine
Hemmung in der ATP-induzierten ILB1Sekretion aufweisen (88), deutet darauf hin,
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dass es auch andere, bisher nicht im Detail cheniaidrte Ausloser der Inflammasom-
Bildung geben muss. In den in dieser Arbeit duréiigeéen Experimenten wurde
gezeigt, dass im Rahmen einer antigenabhangigerakiton von APZs und T-Zellen
das zur IL-B Sekretion notige zweite Signal ein anderes alsAdlievierung des P2X7-
Rezeptors ist. Auch in anderen biologischen Komstexiwie z. B. Infektionen mit
verschiedenen bakteriellen Pathogenen, kommt esrar Sekretion von ILf3, ohne
dass ein bisher charakterisiertes zweites Signdiego (102). Die Induktion der IL{
Sekretion im Rahmen einer akuten Infektion geschielermutlich Uber
charakteristische, Pathogen-assoziierte Mustelintti@zellular von den Mitgliedern der
NLR-Familie erkannt werden (Abb. 4.2, (107)).

Ein entsprechender Mechanismus, Uber den im Raldmeantigenspezifischen Inter-
aktion von Makrophagen und T-Zellen ein ausléserigsal fur die Ausbildung des
Inflammasoms induziert werden kénnte, ist bishehts bekannt. Denkbar ware, dass z.
B. die Interaktion von CD40 (auf APZs) mit CD40Lufar-Zellen), die zur Weiter-
leitung kostimulatorischer Signale dient, auch dwsbildung eines Inflammasoms
induzieren kdnnte. Ein in dieser Arbeit durchgetéhiVersuch, die antigenabhangige
IL-13 Sekretion durch einen blockierenden Antikérperegye@D40 zu inhibieren war
jedoch erfolglos. Um diesen Mechanismus zu charigiteen werden weitere Experi-
mente erforderlich sein.

4.2 Expression und Funktion der murinen ART2.1 auf antgen-
prasentierenden Zellen

4.2.1 Expression der ART2.1 auf unterschiedlichen Populanen antigenprasen-
tierender Zellen

Die Expression von ART2.2 und ART2.1 auf T-Zellsh seit langem bekannt und gut
untersucht (55). Im Rahmen dieser Arbeit konnteemgzwerden, dass die ART2.1
nicht nur auf T-Zellen sondern auch auf untersdhliedn Populationen antigen-
prasentierender Zellen funktionell exprimiert w{gdbb. 3.27, Abb. 3.29). Auf BMMs
konnte die Oberflachenexpression der ART2.1 duiicke ®orherige Stimulation der
Zellen insbesondere mit LPS in Gegenwart von UQ4dt268k gesteigert werden (Abb.
3.27). Bei U0126 handelt es sich um einen Inhibitler Mitogen-aktivierten
Proteinkinase-(MAPK)-Kinasen MEK 1/2 (68). Die Akigrung von TLR4 durch LPS
setzt mehrere intrazellulare Signaltransduktionsgsee in Gang. Vermittelt Gber die
Adaptorproteine TRIF TIR-domain-containing adaptor protein inducing IFH-und
TRAM (TRIF-related adaptor molecylekommt es Uber den MyD88-unabhangigen
Signalweg zur Aktivierung des Interferon-regulieden Faktors 3 (IRF3) und somit zur
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Sekretion von IFN3. Des weiteren kommt es Uber den MyD88-abhangiggnaveg
zur Aktivierung des Transkriptionsfaktors KB und der MAPK-Kaskade. IFI8-und
von T-Zellen sezerniertes IFN-konnen dber den JAK/STAT-Signalweg die
Transkription zahlreicher Proteine regulieren (1(B)perimente mit Inhibitoren der
verschiedenen Signalwege deuten darauf hin, dasdAklivierung des JAK/STAT-
Signalweges die Expression von ART2.1 induziert.r e ART2.1-Expression
steigernde Effekt von LPS wird vermutlich tber digch LPS ausgeldste Synthese von
IFN-B vermittelt. Des weiteren scheint die AktivierungrdMAPK ERK1 und ERK2
einen inhibitorischen Effekt auf die ART2.1 Expliesszu haben, der durch den In-
hibitor der MAPK-Kinasen MEK1 und MEK2, U0126, aefgpben wird (68). In Abb.
4.3 sind diese Zusammenhénge schematisch dargestelgenau die einzelnen Signal-
wege zusammenspielen ist noch nicht im Detail bekamd bedarf weiterfihrender
Untersuchungen. In dieser Arbeit konnte gezeigtdesy dass sowohl eine Vorstimu-
lation der Makrophagen mit Typ-I und Typ-Il Interd@en, als auch mit LPS zu einer
gesteigerten Oberflachenexpression der ART2.1 {iétiob. 3.27).

Abb. 4.3:

( >

\,'S ART2.1
Schematische Darstellung der Signaltraogtionswege, die zur Induktion der ART2.1-
Expression fuhren Aktivierung von TLR4 Uber LPS aktiviert Uber Aaptorproteine TRIF
und TRAM den IRF3, wodurch die Synthese von SRhduziert wird. Zusatzlich wird tber
den MyD88-abhangigen Signalweg der TranskriptiokislaNF«B und die MAPK-Kaskade
aktiviert. Uber eine antigenspezifische Interaktiaktivierte T-Zellen sezernieren IF-
IFN-8 und IFN+/aktivieren den JAK/STAT-Signalweg, wodurch dier&gion von ART2.1
induziert wird. Die MAPK ERK1/2 haben einen inhieieden Einflud auf den JAK/STAT-
Signalweg, der durch die Hemmung von MEK1/2 mitté0d 26 aufgehoben wird. TRIF
(TIR-domain-containing adaptor protein inducing ) TRAM (TRIF-related adaptor
molecule) IRF3 (Interferon-regulierender Faktor 3), MyD88 \eloid differentiation
primary-response protein 88), TRAF6 (tumor-necrdaigor-receptor-associated factor 6)
NF&B (nuclear factorsB), JAK (Januskinasen), STAT (signal transducers aativators of
transcription), MAPK (Mitogen-aktivierte Proteinkige).
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Im Gegensatz zu BMMs, Makrophagen aus der Milz,elen aus der Milz und PEMs
konnte auf unstimulierten und LPS-stimulierten BMDKzine ART2.1-Aktivitat nach-
gewiesen werden (Abb. 3.29A).

Ein wesentlicher Unterschied zwischen ART2.1 undl2R ist, dass die ART2.1 auf-
grund einer zusatzlichen Disulfidbriicke nur untexduzierenden Bedingungen
enzymatisch aktiv ist (65). Aus diesem Grund wudlde ART-Aktivitat in Gegenwart
von exogen zugefuhrtem DTT als Reduktionsmitteetsucht. Auf der Oberflache von
BMMs kam es unter reduzierenden Bedingungen bereés geringen eNAD-
Konzentrationen von 2 uM zu einer halbmaximalereethADP-Ribosylierung (Abb.
3.33). Bei hohen eNAD-Konzentrationen von 50 pM rien auch eine DTT-
unabhangige ART-Aktivitat auf den BMMs nachgewieserden, insbesondere wenn
diese zuvor mit LPS in Gegenwart von U0126 vorshienuwaren (Abb. 3.27). Fur
dieses Phdnomen gibt es mehrere moglich Erklarurfyen einen ist es moglich, dass
durch die Stimulation der Zellen in einem geringaimsmald auch die Expression der
ART2.2 auf der Oberflache induziert wurde, so didwe Enzymaktivitdt gemessen
werden konnte, obwohl ein direkter Nachweis der 2RTdurch Antikdrperanfarbung
nicht gelang. Diese Hypothese wird durch RT-PCRetdnichungen gestutzt, die fur die
verwendeten Stimulationsbedingungen auch eine geriSteigerung der ART2.2-
Transkription zeigen (68). Des weiteren ist es netigldass die BMMs in der Lage sind
eigene, endogene Reduktionsaquivalente zu produgziedie eine enzymatische
Aktivitat der ART2.1 ermdglichen wirden. Diese Hyfpese wird durch die Tatsache
gestutzt, dass Makrophagen in der Lage sind endoBeduktionsaquivalente in Form
von Cystein oder Glutathion bereitzustellen (109odurch deren geringe
Konzentration im Plasma (110) deutlich erhdht wiiiesatzlich konnten vornehmlich
intrazellular lokalisierte Proteine wie Thioredoximd die Protein Disulfid Isomerase
(PDI) als extrazellulare Sulfhydryl-Oxidoreduktasé&mngieren (111) und so eine
Aktivierung der ART2.1 im Kontext einer inflammaigechen Reaktion auslésen.
Schliel3lich ist es mdglich, dass bei hohen Sulkstraentrationen eine Restaktivitat der
ART2.1 zur etheno-ADP-Ribosylierung von Oberflagheteinen unter nicht-
reduzierenden Bedingungen ausreicht. Um diese Mlidgiten genauer zu untersuchen
wurden Versuche mit Milzzellen aus Mausen durchigefidie fur ART2.1, ART2.2
oder beide Isoformen defizient waren.

Zunachst wurden Milzzellen aus BALB/c Mausen micken aus C57BL/6 und NZW
Mausen verglichen. Aufgrund von Punktmutationen bzZBendeletionen stellen
C57BL/6 und NZW Mause naturlichenockoutsfir ART2.1 bzw. ART2.2 dar (63).
Dabei zeigte sich, dass auf Makrophagen und B-Zedles C57BL/6 Mausen, die
genetisch nicht in der Lage sind ART2.1 zu expriemne eine DTT-unabhéangige ART-
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Aktivitdt beobachtet werden konnte (Abb. 3.30B)e®deutet auf eine geringe, durch
den gegen ART2.2 gerichteten Antikorper R8A106 hiwdchweisbare, Expression von
ART2.2 auf diesen Zellen hin. Auf B-Zellen aus NAWausen, die genetisch bedingt
keine ART2.2 exprimieren koénnen, konnte eine ARTilt ausschliel3lich in
Gegenwart von DTT nachgewiesen werden. Auf Makrgphaund insbesondere auf
T-Zellen aus diesen Mausen war auch eine DTT-umapbé ART-Aktivitat zu beob-
achten. Diese war deutlich geringer als die ARTMAKit in Gegenwart von DTT und
die starkere DTT-unabhangige ART-Aktivitat auf défZellen im Vergleich zu den
Makrophagen korrelierte mit einer starkeren Expogssler ART2.1 auf den T-Zellen
(Abb. 3.30C). Diese Beobachtung ist vermutlichlginweis darauf, dass bei den einge-
setzten hohen Substratkonzentrationen von 50 uMDOeNAe ART2.1 auch in Ab-
wesenheit von Reduktionsaquivalenten noch eineaRigtat aufweist.

Die drei untersuchten Mausstamme weisen unterdathedgenetische Hintergrinde
auf. Da bekannt ist, dass sich u. a. auch das Esipresniveau von ART2.1 und
ART2.1 von Stamm zu Stamm stark unterscheidet, gurdie gemachten Beob-
achtungen durch Versuche mit auf konventionelles&/@ergestellteknockoutMausen
Uberprift. Bei den eingesetzt&nockoutMausen handelt es sich um Mause auf dem
BALB/c Hintergrund, in denen gezielt das Gen fur BRL (ART2.1KO), ART2.2
(ART2.2KO) oder die Gene fur ART2.1 und ART2.2 (ARJO) inaktiviert wurden
(89). Die Untersuchung der Milzzellen &rsockoutMausen bestatigte im wesentlichen
die an den naturlichen Defektvarianten gemachteab8&ehtungen (Abb. 3.32). Im
Unterschied zu den B-Zellen aus C57BL/6 Mausen teoanf B-Zellen aus ART2.1KO
Mausen keine ART-Aktivitdt nachgewiesen werden.sDikeutet darauf hin, dass im
Unterschied zu den C57BL/6 Mausen auf B-ZellenB&kB/c Mausen ausschliel3lich
ART2.1 exprimiert wird. In ahnlicher Weise konntei ber ART2.2KO Maus im Unter-
schied zur ART2.2-defizienten NZW Maus auf T-ZellRT-Aktivitat in Abwesenheit
von DTT nachgewiesen werden. Auch hier ist diesski@panz vermutlich auf Unter-
schiede im ART2.1-Expressionsniveau zwischen NZ\W BALB/c Mausen zurtickzu-
fuhren.

Die Expression der ART2.1 auf BMMs konnte durcheeworherige Stimulation der
Zellen mit LPS oder IFNrstark gesteigert werden. Dies deutet auf eine ictigiRolle
der ART2.1 im Verlauf einer Infektion oder Entzinduhin. Da die ART2.1 nur unter
reduzierenden Bedingungen enzymatisch aktiv istlt ich die Frage, ob und wann
reduzierende Bedingungen vivo vorliegen. Makrophagen sind nach Aktivierung in
der Lage selbst reduzierende Substanzen, wie @lWBathion, freizusetzen und so die
Voraussetzung fur die Aktivitat der ART2rivivo zu schaffen (109).
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Bemerkenswerterweise blieb jedoch der Versuch &R&-Aktivitat in vivo unter
inflammatorischen Bedingungem Biogel-Modell nachzuweisen ohne Erfolg (Abb.
3.29C). Beim Hauptteil der nach zwei bis drei Tagerie Biogelmatrix eingewan-
derten Zellen handelte es sich jedoch um Granuwozydie keinerlei ART-Aktivitat
zeigten. Weiterfuhrende Experimente mit langerenwéddauern des Biogels kdnnten
besseren Aufschluss lber die Reaktion von Makrogihag diesem Modell bringen.
Um die Frage nach der Bedeutung der ART2.1-Exprasaif aktivierten Makrophagen
zu beantworten, wurde zunachst der Frage nach d#pra@einen der ART2.1 nach-
gegangen.

4.2.2 Zielproteine und mdgliche Funktion der ART2.1 auf aatigenprasentierenden
Zellen

Durch Inkubation mit radioaktiv markiertem NAD umghschlieRende Immunprazipi-
tation konnten mittels Autoradiographie der P2X7&w#or, die ART2.1 und dia-
und-Ketten der Integrine 3, (LFA-1, CD11a/CD18) undyf3; (CR3, CD11b/CD18)
als Zielproteine der ART2.1 identifiziert werden bi®A 3.34). Die Analyse des
Gesamtzelllysates zeigte weiterhin, dass es nodhrare bisher nicht identifizierte
Zielproteine der ART2.1 gibt. Ausgehend von der iiktung des P2X7-Rezeptors
durch ART2.2-vermittelte ADP-Ribosylierung auf Ti&a wurde untersucht, ob der
P2X7-Rezeptor auf Makrophagen durch eine ART2.nittelte ADP-Ribosylierung
ebenfalls aktiviert werden kann. Bei in unserer édgruppe durchgefuhrten Experi-
menten mit HEK293-Zellen, die mit dem P2X7-Rezeptod der ART2.1 transfiziert
wurden, konnte gezeigt werden, dass ART2.1 grumligatin der Lage ist, den P2X7-
Rezeptor in Anwesenheit von extrazellularem NADaktivieren. Zellen, die mit P2X7
und ART2.1 kotransfiziert wurden, aber nicht solctie mit P2X7 alleine transfiziert
wurden, reagierten auf extrazellulares NAD mit Beposition von Phosphatidylserin
auf der AuRRenseite der Plasmamembran und der Aof@alon YO-PRO-1. In den in
dieser Arbeit durchgefuhrten Untersuchungen mitmparen Makrophagen konnte
jedoch keine Aufnahme von YO-PRO-1 nach Inkubatien Zellen mit NAD gezeigt
werden (Abb. 3.35A). Es konnte allerdings gezeigtden, dass durch die Inkubation
der PEMs mit NAD bei gleichzeitiger Inkubation rdigm P2X7-Agonisten BzATP zu
einer Verringerung der fur die Porenbildung notiggaATP-Konzentration fuhrt (Abb.
3.35B). Der Effekt der ART2.1-abhangigen ADP-Ridesyng des P2X7-Rezeptors
auf Makrophagen scheint somit eher in der Modutatier Sensitivitdt des Rezeptors
gegenuber extrazellularem ATP als in seiner voAdtivierung zu liegen. So kdnnte
die ADP-Ribosylierung des P2X7-Rezeptors auf a&tiein Makrophagen dazu fihren,
dass dieser bei geringen Mengen von ATP, die atanmhationsort durch die Lyse

77



Diskussion

beschadigter und infizierter Zellen vorliegen kémnaktiviert wird, wodurch u. a. die
Sekretion von IL-B ausgeldst bzw. gesteigert werden kann.

Auf T-Zellen beeintrachtigt die ADP-Ribosylierungrvy LFA-1 die homotypische Zell-

adhasion und inhibiert die Gber LFA-1 vermitteltgraltransduktion (57). Inwiefern

die ADP-Ribosylierung der Integrine LFA-1 und CRE Makrophagen das Adhasions-
und Wanderungsverhalten der Zellen beeinflusst alilerintrazellulare Signaltrans-
duktion modifiziert, bedarf weiterfihrender Unteziungen.

Abschlie3end lasst sich sagen, dass sowohl der R&%éptor als auch die ART2 auf
T-Zellen und antigenprasentierenden Zellen untéedtibhe Funktionen austben. Die
Aktivierung des P2X7-Rezeptors 16st in Makrophagik® Sekretion von ILf aus,
wéahrend die Aktivierung des Rezeptors auf T-Zelldarch ATP oder ADP-
Ribosylierung letztendlich zum Zelltod fuhrt. Dieb@flachenexpression von ART2.1
wird auf Makrophagen durch eine vorherige Stimolatder Zellen stark gesteigert,
wahrend die ART2.2 nach Aktivierung der T-Zelle vdar Oberflache abgespalten
wird. Dies deutet darauf hin, dass die Wirkung @&n Ort einer Entzindung
freigesetzten Nukleotide NAD und ATP durch die ustliedliche Expression ihrer
Liganden bzw. der sie nutzenden Enzyme spezifiachgenau reguliert werden.

4.3 Ausblick

Durch die mittlerweile erfolgte Riickkreuzung derX?Z Mutation auf den BALB/c
Hintergrund werden Moglichkeiten fur weitergehedlgersuchungen eroffnet, da erst
in dieser Konstellation die P2X7-Defektvariante mihem voll funktionstlichtigen
Wildtyp verglichen werden kann. Um den Einfluss ®&X7-Rezeptors auf die Inter-
aktion zwischen T-Zellen und APZs genauer zu uotdrsn, ware des weiteren eine
Kreuzung der DO11.10 Mause mit P2X7KO Mausen auh dALB/c Hintergrund
hilfreich. Dies wirde gezielte Experimente mit ARZsd antigenspezifischen T-Zellen
ermoglichen, in denen entweder die APZs, die Tefelbder beide Zellpopulationen
keinen P2X7-Rezeptor aufweisen. In dieser Hinsiskite es auch interessant das
Priming von Wildtyp T-Zellen durch P2X7-positive und -n&dga APZs zu ver-
gleichen. Erste, in dieser Arbeit nicht gezeigtesvdiehe mit einer P2X7-transfizierten
B-Zelllinie als APZs ergaben Hinweise auf einen twbgn Einfluss von extra-
zellularem ATP auf die Polarisation der vorstimabe T-Zellen. Die Verwendung von
APZs aus P2X7KO Méausen konnte hier neue Erkenmtigagen.

Ein weiteres Aufgabengebiet ist die ldentifizierungiterer Zielproteine der ART2.1.
Neben der gezielten Immunprézipitation putativeel@ioteine konnten auch die
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Gesamtheit der, nach einer etheno-ADP-Ribosyliemodifizierten Proteine, mit dem
1G4-Antikorper prazipitiert werden und eine weitéreftrennung bzw. Identifikation
mit Hilfe der 2D-Gelelektrophorese oder der Maspekometrie versucht werden.
Auch die funktionellen Auswirkungen der ADP-Ribdsyling auf die Zielproteine
missen ndher untersucht werden. So bedarf die Foagdie ADP-Ribosylierung der
Integrine LFA-1 und CR3 das Adhasionsvermodgen deakdgphagen oder ihre
Interaktion mit anderen Zellen beeinflusst weitetgperimente zu ihrer Klarung. Das
amB2-Integrin (CR3) ist sowohl ein Adhasionsmolekul #ell-Zell- und Zell-Matrix-
Interaktionen, als auch ein Rezeptor fir die Kom@etkomponente C3b, und in dieser
Funktion an der Phagozytose Komplement-beschightdi&roorganismen beteiligt
(112). Ob eine oder beide dieser Funktionen durehADP-Ribosylierung beeinflusst
wird, ist eine interessante Frage.
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5 Zusammenfassung

Die Erkenntnis, dass ATP und NAD neben ihrer irgatdren Rolle im Energiestoff-
wechsel auch extrazellular eine Rolle als Signadkidle spielen, ist relativ neu und
noch nicht ausgiebig untersucht. Beide Nukleotikieveeren auf unterschiedliche Art
den Purinrezeptor P2X7, der auf vielen hAmatopd®is Zellen exprimiert wird und an
der Regulation von Entziindungsvorgangen betetiigtDer P2X7-Rezeptor wird ent-
weder direkt durch Bindung von ATP aktiviert, odedirekt durch eine ADP-
Ribosyltransferase (ART), die NAD nutzt um den Reae zu modifizieren (ADP-
ribosylieren). Die Aktivierung des P2X7-Rezeptoihrt u. a. zu Veranderungen der
Zellmembran (z. B. Externalisierung von Phosphdsielyn) und zur Prozessierung und
Sekretion von Interleukin-(IL-& In dieser Arbeit wurden die Wirkungen von NAD
und ATP auf antigenprasentierende Zellen (APZs) Tvzebllen untersucht.

Neben der Expression wurde die Funktion des P2X7A&Zs und T-Zellen anhand
einer Reihe messbarer, durch die Aktivierung dexeR®rs ausgeldsten Veranderungen
analysiert. Dabei zeigten die T-Zellen, abgeselhmm der IL-B-Sekretion, eine deut-
lich starkere Reaktion als die APZs, obwohl die &ehenexpression des Rezeptors
auf beiden Zellarten vergleichbar war.

Sowohl Makrophagen als auch dendritische Zellendererdurch den Kontakt mit
T-Zellen in Gegenwart von Antigen zur Sekretion Jbrl3 angeregt. Diese antigen-
abhangige IL-B Sekretion erwies sich in beiden Zellarten als R2ZK@bhangig.
Dagegen zeigten Makrophagen und dendritische Zélleterschiede in der antigen-
unabhangigen, durch LPS induzierten [B-3ekretion. Diese war in Makrophagen
P2X7-abhangig, in dendritischen Zellen jedoch P2X@bhangig. Die Unterschiede im
Mechanismus der ILf1 Sekretion weisen auf eine unterschiedliche Ratle R2X7 in
diesen beiden Typen von APZs gemald ihrer untemdiatien Rolle in der Immun-
antwort hin.

Die Aktivierung von P2X7 durch NAD ist von der Gegert einer ART abhangig. Im
Kontext des Immunsystems wurden bisher nur dieofseén ART2.1 und ART2.2 aus-
schlie3lich auf T-Zellen nachgewiesen. In diesebedtr wurde nun erstmals gezeigt,
dass ART2.1 auch auf verschiedenen Populationen AlAs exprimiert wird und
enzymatisch aktiv ist. Die Expression von ART2.1rdes auf Makrophagen durch
Stimulation mit LPS oder Interferonen gesteigert.
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Die ADP-Ribosylierung des P2X7-Rezeptors durch ARTauf Makrophagen flhrte
nicht zu einer vollstdndigen Aktivierung des Repept wie dies bei der ART2.2-ver-
mittelten ADP-Ribosylierung von P2X7 auf T-Zelleerdrall ist, sondern senkte die
Schwelle fur die Aktivierung von P2X7 durch ATP.hBef3lich wurden neben dem
P2X7-Rezeptor beide Ketten der Integriog, (LFA-1, CD11a/CD18) unduyf:
(CR3, CD11b/CD18) als Zielproteine der ART2.1 aufKvbphagen identifiziert.
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6 Abstract

The nucleotides NAD and ATP play a major role ia thtracellular energy metabolism
of cells. The knowledge of their function as ex#dadar signalling molecules is
relatively new and far from being exhaustively s&ad Both nucleotides activate, via
different means, the P2X7 purinergic receptor, Whi expressed on a wide range of
hematopoietic cells and participates in the reguiadf inflammatory responses. The
P2X7 receptor is activated either directly by bigdits ligand ATP or indirectly by an
ADP-ribosyltransferase (ART) using NAD as a sulistt@ modify (ADP-ribosylate)
the receptor. Activation of the P2X7 receptor leadsongst others to changes in the
plasma membrane (i. e. externalisation of phosgylagrine) and to the processing and
secretion of interleukin-(IL-)3. In the course of this study the effects of NARI &P

on antigen-presenting cells (APCs) and T cells vesgmined.

Experiments examining the expression and functiath@ P2X7 receptor on APCs and
T cells showed a stronger reaction of T cells thdCs in most assays of P2X7
receptor activation, except for the secretion ofiff, although P2X7 surface expression
on the two cell types was comparable.

Both macrophages and dendritic cells (DCs) secrdétet3 upon interaction with
T cells in the presence of antigen. This antiggpedéent IL-B secretion proved to be
independent of the P2X7 receptor. In contrast theexe differences between
macrophages and DCs regarding the antigen-indepenidel3 secretion induced by
incubation with LPS. While the antigen-independénl 3 secretion was dependent on
P2X7 in macrophages, it was independent of P2X7D{s. Differences in the
mechanism of IL-f secretion point to a different role of the P2X¢€apgtor on these
two types of APCs according to their different sole the course of an immune
response.

Activation of the P2X7 receptor by NAD depends be presence of an ART. In the
context of the immune system, only the ART2 isofeRT2.1 and ART2.2 have been
described so far, and their expression is thouglbietrestricted to T cells. In this study
it was shown for the first time that ART2.1 is alpressed and enzymatically active
on different populations of APCs. On macrophages élpression of ART2.1 on
macrophages was increased upon stimulation withdrR&terferones.

ADP-ribosylation of the P2X7 receptor on T-cellsART2.2 leads to full activation of
the receptor. In contrast NAD-dependent ADP-ribasgh of the P2X7 receptor on
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macrophages by ART2.1 does not activate the recdpyoitself, but lowers the
threshold for ATP-mediated activation. Finally,addition to the P2X7 receptor, both
chains of the integring 3, (LFA-1, CD11a/CD18) and theyf, (CR3, CD11b/CD18)
could be identified as novel target proteins of ZRITon macrophages.

83



10.

11.
12.

13.

14.

15.

Literaturverzeichnis

Aderem, A., and Underhill, D. M. (1999) Mechans of phagocytosis in
macrophagesAnnual review of immunolodly7, 593-623

Lee, W. L., Harrison, R. E., and Grinstein, ZQ3) Phagocytosis by neutrophils.
Microbes and infection / Institut Pastebir1299-1306

Kirwan, S. E., and Burshtyn, D. N. (2007) Regola of natural killer cell
activity. Current opinion in immunology9, 46-54

Fearon, D. T. (1998) The complement system dagtave immunitySeminars in
immunologyl0, 355-361

Ramadori, G., and Christ, B. (1999) Cytokinesl dhe hepatic acute-phase
responseSeminars in liver diseasd, 141-155

Janeway, C. A., Travers, P., Walport, M., ShibikcM. (2002) Immunologie
Spektrum Akademischer Verlag

Cohn, M., Mitchison, N. A., Paul, W. E., Silves, A. M., Talmage, D. W., and
Weigert, M. (2007) Reflections on the clonal-setatttheory. Nat Rev
Immunol7, 823-830

Fazilleau, N., McHeyzer-Williams, L. J., and Meyzer-Williams, M. G. (2007)
Local development of effector and memory T helpgtscCurrent opinion in
immunologyl9, 259-267

Granucci, F., Castagnoli, P. R., Rogge, L., &udigaglia, F. (2001) Gene
expression profiling in immune cells using micr@grrinternational archives
of allergy and immunolog¥26, 257-266

Banchereau, J., and Steinman, R. M. (1998) ftendells and the control of
immunity. Nature392, 245-252

Schwartz, R. H. (1993) T cell aner@gientific Americar269, 62-63, 66-71

Mackay, C. R. (1993) Homing of naive, memoryd affector lymphocytes.
Current opinion in immunology, 423-427

Arbones, M. L., Ord, D. C., Ley, K., Ratech, Naynard-Curry, C., Otten, G.,
Capon, D. J., and Tedder, T. F. (1994) Lymphocyisihg and leukocyte
rolling and migration are impaired in L-selectinfideent mice. Immunity 1,
247-260

Campbell, J. J., Bowman, E. P., Murphy, K., Ngman, K. R., Siani, M. A,
Thompson, D. A., Wu, L., Zlotnik, A., and Butchdéf, C. (1998) 6-C-kine
(SLC), a lymphocyte adhesion-triggering chemokinegpressed by high
endothelium, is an agonist for the MIP-3beta reme@CR7.The Journal of
cell biology141, 1053-1059

Forster, R., Schubel, A., Breitfeld, D., Kremmie., Renner-Muller, 1., Wolf, E.,
and Lipp, M. (1999) CCR7 coordinates the primarymuame response by
establishing functional microenvironments in se@gdymphoid organsCell
99, 23-33

84



Literaturverzeichnis

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

Friedl, P., den Boer, A. T., and Gunzer, M.O20Tuning immune responses:
diversity and adaptation of the immunological sys@Nat Rev Immunab,
532-545

Ernst, B., Lee, D. S., Chang, J. M., Sprentadd Surh, C. D. (1999) The peptide
ligands mediating positive selection in the thyneostrol T cell survival and
homeostatic proliferation in the periphelypnmunityl1, 173-181

Link, A., Vogt, T. K., Favre, S., Britschgi, MR., Acha-Orbea, H., Hinz, B.,
Cyster, J. G., and Luther, S. A. (2007) Fibrobtassticular cells in lymph
nodes regulate the homeostasis of naive T dddsure immunolog, 1255-
1265

Croft, M., and Dubey, C. (1997) Accessory molecand costimulation
requirements for CD4 T cell responsxitical reviews in immunolog$7, 89-
118

Lenschow, D. J., Walunas, T. L., and Bluestdné,. (1996) CD28/B7 system of
T cell costimulationAnnual review of immunolodh4, 233-258

Huppa, J. B., and Davis, M. M. (2003) T-celtigen recognition and the
immunological synaps@&lat Rev Immund, 973-983

Schorle, H., Holtschke, T., Hunig, T., Schimgl,, and Horak, I. (1991)
Development and function of T cells in mice render@erleukin-2 deficient
by gene targetindNature352, 621-624

Burnstock, G. (1976) Purinergic receptdmurnal of theoretical biologg2, 491-
503

Abbracchio, M. P., and Burnstock, G. (1994)ikageptors: are there families of
P2X and P2Y purinoceptor$harmacology & therapeutic®®4, 445-475

Burnstock, G., and Kennedy, C. (1985) Is theereasis for distinguishing two
types of P2-purinoceptoGeneral pharmacolog¥6, 433-440

Burnstock, G. (2007) Purine and pyrimidine peoes.Cell Mol Life Sci64, 1471-
1483

North, R. A. (2002) Molecular physiology of P2X¢ceptors.Physiological
reviews82, 1013-1067

Di Virgilio, F., Ferrari, D., Falzoni, S., Clapi, P., Munerati, M., Steinberg, T.
H., and Baricordi, O. R. (1996) P2 purinoceptorsh@ immune systenCiba
Foundation symposiud®8 290-302; discussion 302-295

Khakh, B. S., and North, R. A. (2006) P2X reoepas cell-surface ATP sensors
in health and diseasBature442 527-532

Di Virgilio, F., Chiozzi, P., Ferrari, D., Faai, S., Sanz, J. M., Morelli, A,
Torboli, M., Bolognesi, G., and Baricordi, O. RO(®) Nucleotide receptors:
an emerging family of regulatory molecules in blagdls.Blood97, 587-600

Guo, C., Masin, M., Qureshi, O. S., and Mustelgnado, R. D. (2007) Evidence
for functional P2X4/P2X7 heteromeric receptdvglecular pharmacology2,
1447-1456

Gu, B., Bendall, L. J., and Wiley, J. S. (199&)enosine triphosphate-induced
shedding of CD23 and L-selectin (CD62L) from lympiies is mediated by
the same receptor but different metalloproteaBEmd 92, 946-951

85



Literaturverzeichnis

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,

45.

46.

Adriouch, S., Dox, C., Welge, V., Seman, M.,ckeNolte, F., and Haag, F.
(2002) Cutting edge: a natural P451L mutation ia ttytoplasmic domain
impairs the function of the mouse P2X7 recepiddmmunol169, 4108-4112

Pelegrin, P., and Surprenant, A. (2006) Pamagxnediates large pore formation
and interleukin-1lbeta release by the ATP-gated PB€éptor.The EMBO
journal 25, 5071-5082

Di Virgilio, F., Chiozzi, P., Falzoni, S., Farr, D., Sanz, J. M., Venketaraman,
V., and Baricordi, O. R. (1998) Cytolytic P2X puwireptors.Cell death and
differentiation5, 191-199

Seman, M., Adriouch, S., Scheuplein, F., Krebs, Freese, D., Glowacki, G.,
Deterre, P., Haag, F., and Koch-Nolte, F. (2003)DNAduced T cell death:
ADP-ribosylation of cell surface proteins by ARTZ2tigates the cytolytic
P2X7 purinoceptotmmunity19, 571-582

Adriouch, S., Bannas, P., Schwarz, N., Fliegert Guse, A. H., Seman, M.,
Haag, F., and Koch-Nolte, F. (2008) ADP-ribosylatat R125 gates the P2X7
ion channel by presenting a covalent ligand tonileotide binding site.
Faseb 122, 861-869

Ferrari, D., Pizzirani, C., Adinolfi, E., LemolR. M., Curti, A., Idzko, M.,
Panther, E., and Di Virgilio, F. (2006) The P2Xteptor: a key player in IL-1
processing and releasklmmunoll76, 3877-3883

Martinon, F., Burns, K., and Tschopp, J. (200B¢ inflammasome: a molecular
platform triggering activation of inflammatory cases and processing of
prolL-beta.Molecular cell10, 417-426

Martinon, F., and Tschopp, J. (2007) Inflammatmaspases and inflammasomes:
master switches of inflammatio@ell death and differentiatioh4, 10-22

Hogquist, K. A., Nett, M. A., Unanue, E. R.,daiChaplin, D. D. (1991)
Interleukin 1 is processed and released during tapProceedings of the
National Academy of Sciences of the United Stdtésnerica88, 8485-8489

Singer, Il, Scott, S., Chin, J., Bayne, E. ldmjuco, G., Weidner, J., Miller, D.
K., Chapman, K., and Kostura, M. J. (1995) Therlatkin-1 beta-converting
enzyme (ICE) is localized on the external cell acef membranes and in the
cytoplasmic ground substance of human monocytesintoyjuno-electron
microscopy.The Journal of experimental medicib@2 1447-1459

Andrei, C., Margiocco, P., Poggi, A., Lotti, \Z., Torrisi, M. R., and Rubartelli,
A. (2004) Phospholipases C and A2 control lysosomeeiated IL-1 beta
secretion: Implications for inflammatory processd¥oceedings of the
National Academy of Sciences of the United Stdtésnerical01, 9745-9750

MacKenzie, A., Wilson, H. L., Kiss-Toth, E., Wer, S. K., North, R. A., and
Surprenant, A. (2001) Rapid secretion of interlatidbeta by microvesicle
sheddinglmmunity15, 825-835

Brough, D., and Rothwell, N. J. (2007) Casphskependent processing of pro-
interleukin-1beta is cytosolic and precedes ceditllelournal of cell science
120, 772-781

Qu, Y., Franchi, L., Nunez, G., and Dubyak,R5(2007) Nonclassical IL-1 beta
secretion stimulated by P2X7 receptors is dependentinflammasome

86



Literaturverzeichnis

47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

54.

55.

56.

57.

58.

59.

activation and correlated with exosome release urima macrophagesl]
Immunol179 1913-1925

Hwang, ., Shen, X., and Sprent, J. (2003) @istimulation of naive T cells by
membrane vesicles from antigen-presenting celindit roles for CD54 and
B7 moleculesProceedings of the National Academy of SciencéiseoUnited
States of America00 6670-6675

Thery, C., Duban, L., Segura, E., Veron, PnttaO., and Amigorena, S. (2002)
Indirect activation of naive CD4+ T cells by dertidricell-derived exosomes.
Nature immunolog®, 1156-1162

Hassa, P. O., Haenni, S. S., Elser, M., andigéot M. O. (2006) Nuclear ADP-
ribosylation reactions in mammalian cells: where we today and where are
we going”Microbiol Mol Biol Rev70, 789-829

Koch-Nolte, F., and Haag, F. (1997) Mono(ADBbgayl)transferases and related
enzymes in animal tissues. Emerging gene famifdsances in experimental
medicine and biolog$19, 1-13

Haag, F., Koch-Nolte, F., Gerber, A., Schroderand Thiele, H. G. (1997) Rat T
cell differentiation alloantigens RT6.1 and RT612 &NAD(+)-metabolizing
ecto-enzymes that differ in their enzymatic adigt Transplantation
proceeding9, 1699-1700

Aktories, K., and Barbieri, J. T. (2005) Ba@kcytotoxins: targeting eukaryotic
switchesNature reviews, 397-410

Corda, D., and Di Girolamo, M. (2003) Functibaspects of protein mono-ADP-
ribosylation.The EMBO journaR2, 1953-1958

Zolkiewska, A., Nightingale, M. S., and Moss, {1992) Molecular
characterization of NAD:arginine ADP-ribosyltransfee from rabbit skeletal
muscle.Proceedings of the National Academy of SciencéiseoUnited States
of America89, 11352-11356

Glowacki, G., Braren, R., Firner, K., Nissen, Muhl, M., Reche, P., Bazan, F.,
Cetkovic-Cvrlje, M., Leiter, E., Haag, F., and Kedblte, F. (2002) The
family of toxin-related ecto-ADP-ribosyltransferasa humans and the mouse.
Protein Scill, 1657-1670

Bannas, P., Adriouch, S., Kahl, S., Braasch,Haag, F., and Koch-Nolte, F.
(2005) Activity and specificity of toxin-related mse T cell ecto-ADP-
ribosyltransferase ART2.2 depends on its assoaiatiith lipid rafts. Blood
105 3663-3670

Nemoto, E., Yu, Y., and Dennert, G. (1996) Geliface ADP-ribosyltransferase
regulates lymphocyte function-associated molecu(@HA-1) function in T
cells.J Immunol157, 3341-3349

Okamoto, S., Azhipa, O., Yu, Y., Russo, E., Bednert, G. (1998) Expression of
ADP-ribosyltransferase on normal T lymphocytes affdcts of nicotinamide
adenine dinucleotide on their functiaqhimmunol160, 4190-4198

Koch-Nolte, F., Petersen, D., BalasubramarianHaag, F., Kahlke, D., Willer,
T., Kastelein, R., Bazan, F., and Thiele, H. G9@)9Mouse T cell membrane
proteins Rt6-1 and Rt6-2 are arginine/protein mAmKribosyl)transferases

87



Literaturverzeichnis

60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

71.

and share secondary structure motifs with ADP-gltadgg bacterial toxins.
The Journal of biological chemistB71, 7686-7693

Haag, F., Koch-Nolte, F., Kuhl, M., Lorenzen, &nd Thiele, H. G. (1994)
Premature stop codons inactivate the RT6 gendsediiman and chimpanzee
speciesJournal of molecular biolog®243 537-546

Kanaitsuka, T., Bortell, R., Stevens, L. A.,9pJ., Sardinha, D., Rajan, T. V.,
Zipris, D., Mordes, J. P., Greiner, D. L., and RoisA. A. (1997) Expression
in BALB/c and C57BL/6 mice of Rt6-1 and Rt6-2 ADPasyltransferases
that differ in enzymatic activity: C57BL/6 Rt6-1 ia natural transferase
knockout.J Immunoll59 2741-2749

Koch-Nolte, F., Klein, J., Hollmann, C., KulN., Haag, F., Gaskins, H. R.,
Leiter, E., and Thiele, H. G. (1995) Defects in #teicture and expression of
the genes for the T cell marker Rt6 in NZW and (NXBNZW)F1 mice.
International immunology, 883-890

Matthes, M., Hollmann, C., Bertuleit, H., KuM,, Thiele, H. G., Haag, F., and
Koch-Nolte, F. (1997) "Natural® RT6-1 and RT6-2 tak-out" mice.
Advances in experimental medicine and bioléy)g, 271-274

Koch-Nolte, F., Duffy, T., Nissen, M., Kahl,,Xilleen, N., Ablamunits, V.,
Haag, F., and Leiter, E. H. (1999) A new monocloaatibody detects a
developmentally regulated mouse ecto-ADP-ribosyliferase on T cells:
subset distribution, inbred strain variation, ancduoiation upon T cell
activation.J Immunoll63 6014-6022

Hara, N., Badruzzaman, M., Sugae, T., Shimoy&maand Tsuchiya, M. (1999)
Mouse Rt6.1 is a thiol-dependent arginine-specKbP-ribosyltransferase.
European journal of biochemistry / FERSS, 289-294

Hara, N., Terashima, M., Shimoyama, M., andchsw@, M. (2000) Mouse T-cell
antigen rt6.1 has thiol-dependent NAD glycohydrelactivity. Journal of
biochemistryl28 601-607

Kahl, S., Nissen, M., Girisch, R., Duffy, T.eiter, E. H., Haag, F., and Koch-
Nolte, F. (2000) Metalloprotease-mediated sheddih@nzymatically active
mouse ecto-ADP-ribosyltransferase ART2.2 upon Taivation.J Immunol
165 4463-4469

Hong, S., Brass, A., Seman, M., Haag, F., Kholte, F., and Dubyak, G. R.
(2007) Lipopolysaccharide, IFN-gamma, and IFN-be@duce expression of
the thiol-sensitive ART2.1 Ecto-ADP-ribosyltransfee in  murine
macrophagesl Immunoll79, 6215-6227

Stryer, L., Tymoczko, J. L., Berg, J. M. (200Bjochemie Spektrum
Akademischer Verlag

Warburg, O., Christian, W. and Griese, A. (1)98fsserstoffiibertragendes Co-
Ferment, seine Zusammensetzung und WirkungswBisehemische Zeitung
282 157-165

Lee, H. C. (1997) Mechanisms of calcium sigmalby cyclic ADP-ribose and
NAADP. Physiological review37, 1133-1164

88



Literaturverzeichnis

72.

73.

74.

75.

76.

7.

78.

79.

80.

81.

82.

83.

84.

85.

D'Amours, D., Desnoyers, S., D'Silva, I., ardrier, G. G. (1999) Poly(ADP-
ribosyl)ation reactions in the regulation of nucléanctions.The Biochemical
journal 342 ( Pt 2) 249-268

Berthelier, V., Tixier, J. M., Muller-SteffneH., Schuber, F., and Deterre, P.
(1998) Human CD38 is an authentic NAD(P)+ glycolnjase. The
Biochemical journaB30 ( Pt 3) 1383-1390

Robson, S. C., Sevigny, J., and Zimmermanr(26006) The E-NTPDase family
of ectonucleotidases: Structure function relatigmshand pathophysiological
significance Purinergic signalling2, 409-430

Stefan, C., Jansen, S., and Bollen, M. (200BP{type ectophosphodiesterases:
unity in diversity.Trends in biochemical scienc&8, 542-550

Haag, F., Adriouch, S., Brass, A., Jung, C.lI&1pS., Scheuplein, F., Bannas, P.,
Seman, M., and Koch-Nolte, F. (2007) ExtracelllNskD and ATP: Partners
in immune cell modulatiorRPurinergic signalling3, 71-81

Bruzzone, S., Guida, L., Zocchi, E., Francoahnd De Flora, A. (2001) Connexin
43 hemi channels mediate Ca2+-regulated transmembBAD+ fluxes in
intact cells Faseb J15, 10-12

Schwiebert, E. M., and Zsembery, A. (2003) &cetlular ATP as a signaling
molecule for epithelial cell8iochimica et biophysica acte615 7-32

la Sala, A., Ferrari, D., Di Virgilio, F., Idak M., Norgauer, J., and Girolomoni,
G. (2003) Alerting and tuning the immune responsg dxtracellular
nucleotidesJournal of leukocyte biolog¥3, 339-343

Wilkin, F., Stordeur, P., Goldman, M., Boeynaeh M., and Robaye, B. (2002)
Extracellular adenine nucleotides modulate cytokpmeduction by human
monocyte-derived dendritic cells: dual effect onll2 and stimulation of IL-
10. European journal of immunolo@2, 2409-2417

Adriouch, S., Hubert, S., Pechberty, S., Kodit®y F., Haag, F., and Seman, M.
(2007) NAD+ released during inflammation particgmin T cell homeostasis
by inducing ART2-mediated death of naive T cellsvino. J Immunol179,
186-194

Moller, S., Jung, C., Adriouch, S., Dubberke, &eyfried, F., Seman, M., Haag,
F., and Koch-Nolte, F. (2007) Monitoring the exies of purinoceptors and
nucleotide-metabolizing ecto-enzymes with antibsdigected against proteins
in native conformationPurinergic signalling3, 359-366

Kim, K. J., Kanellopoulos-Langevin, C., MerwiR. M., Sachs, D. H., and
Asofsky, R. (1979) Establishment and characteonatf BALB/c lymphoma
lines with B cell propertiesl Immunoll22 549-554

Haskins, K., Kubo, R., White, J., Pigeon, Mapler, J., and Marrack, P. (1983)
The major histocompatibility complex-restrictedigah receptor on T cells. |.
Isolation with a monoclonal antibody¥he Journal of experimental medicine
157, 1149-1169

Svensson, M., Stockinger, B., and Wick, M. 1B97) Bone marrow-derived
dendritic cells can process bacteria for MHC-I &fidC-11 presentation to T
cells.J Immunol158 4229-4236

89



Literaturverzeichnis

86.

87.

88.

89.

90.

91.

92.

93.

94.

95.

96.

97.

98.

Murphy, K. M., Heimberger, A. B., and Loh, D. (1990) Induction by antigen of
intrathymic apoptosis of CD4+CD8+TCRIo thymocytasvivo. Science (New
York, N.Y250 1720-1723

Barnden, M. J., Allison, J., Heath, W. R., @akrbone, F. R. (1998) Defective
TCR expression in transgenic mice constructed usibigA-based alpha- and
beta-chain genes under the control of heterologmgilatory elements.
Immunology and cell biolog¥6, 34-40

Solle, M., Labasi, J., Perregaux, D. G., Stem,Petrushova, N., Koller, B. H.,
Griffiths, R. J., and Gabel, C. A. (2001) Alteregtakine production in mice
lacking P2X(7) receptord.he Journal of biological chemist@76 125-132

Ohlrogge, W., Haag, F., Lohler, J., Seman, IMtman, D. R., Killeen, N., and
Koch-Nolte, F. (2002) Generation and charactewratiof ecto-ADP-
ribosyltransferase ART2.1/ART2.2-deficient mic®lolecular and cellular
biology22, 7535-7542

Saiki, R. K., Gelfand, D. H., Stoffel, S., Sdh&. J., Higuchi, R., Horn, G. T.,
Mullis, K. B., and Erlich, H. A. (1988) Primer-docted enzymatic
amplification of DNA with a thermostable DNA polymase. Science (New
York, N.Y239, 487-491

Volonte, C., Amadio, S., D'Ambrosi, N., Colp,, and Burnstock, G. (2006) P2
receptor web: complexity and fine-tunirigharmacology & therapeutick12,
264-280

Sagerstrom, C. G., Kerr, E. M., Allison, J.&hd Davis, M. M. (1993) Activation
and differentiation requirements of primary T céflsvitro. Proceedings of the
National Academy of Sciences of the United Stdt@snerica90, 8987-8991

Gargett, C. E., and Wiley, J. S. (1997) Theusaoline derivative KN-62 a potent
antagonist of the P2Z-receptor of human lymphocy&sstish journal of
pharmacologyl20, 1483-1490

Murgia, M., Hanau, S., Pizzo, P., Rippa, Mg @ Virgilio, F. (1993) Oxidized
ATP. An irreversible inhibitor of the macrophageipargic P2Z receptoilhe
Journal of biological chemistr68 8199-8203

Beigi, R. D., Kertesy, S. B., Aquilina, G., abdbyak, G. R. (2003) Oxidized
ATP (0ATP) attenuates proinflammatory signaling vid2 receptor-
independent mechanisniitish journal of pharmacolog$40, 507-519

Denlinger, L. C., Angelini, G., Schell, K., @re D. N., Guadarrama, A. G.,
Prabhu, U., Coursin, D. B., Bertics, P. J., and &pdK. (2005) Detection of
human P2X7 nucleotide receptor polymorphisms byoeehmonocyte pore
assay predictive of alterations in lipopolysacateinduced cytokine
production.J Immunoll74, 4424-4431

Humphreys, B. D., and Dubyak, G. R. (1996) bimun of the P2z/P2X7
nucleotide receptor and associated phospholipase aflvity by
lipopolysaccharide and IFN-gamma in the human THRehocytic cell lineJ
Immunoll57, 5627-5637

Coutinho-Silva, R., Stahl, L., Raymond, M. Nwngas, T., Verbeke, P.,
Burnstock, G., Darville, T., and Ojcius, D. M. (Z)Anhibition of chlamydial
infectious activity due to P2X7R-dependent phosiplage D activation.
Immunity19, 403-412

90



Literaturverzeichnis

99.

100.

101.

102.

103.

104.

105.

106.

107.

108.

109.

110.

111.

112.

Lammas, D. A., Stober, C., Harvey, C. J., KahdrN., Panchalingam, S., and
Kumararatne, D. S. (1997) ATP-induced killing of ecopacteria by human
macrophages is mediated by purinergic P2Z(P2X®ptecs.Immunity7, 433-
444

Mutini, C., Falzoni, S., Ferrari, D., Chioz#,, Morelli, A., Baricordi, O. R.,
Collo, G., Ricciardi-Castagnoli, P., and Di VirgiJiF. (1999) Mouse dendritic
cells express the P2X7 purinergic receptor: chareettion and possible
participation in antigen presentatiaghlmmunoll63 1958-1965

Communi, D., Dewaste, V., and Erneux, C. (}9@alcium-calmodulin-
dependent protein kinase Il and protein kinase @tated phosphorylation and
activation of D-myo-inositol 1,4, 5-trisphosphaté&i8ase B in astrocyte3.he
Journal of biological chemistr@74, 14734-14742

Mariathasan, S., and Monack, D. M. (2007)aminasome adaptors and sensors:
intracellular regulators of infection and inflamnoat Nat Rev Immunof, 31-
40

Perregaux, D., and Gabel, C. A. (1994) Intdkile 1 beta maturation and release
in response to ATP and nigericin. Evidence thaagsiim depletion mediated
by these agents is a necessary and common featutteeio activity. The
Journal of biological chemistr69, 15195-15203

Verhoef, P. A., Kertesy, S. B., Estacion, Bthilling, W. P., and Dubyak, G. R.
(2004) Maitotoxin induces biphasic interleukin-ldgesecretion and membrane
blebbing in murine macrophagégolecular pharmacologg6, 909-920

Walev, 1., Klein, J., Husmann, M., Valeva, 8trauch, S., Wirtz, H., Weichel, O.,
and Bhakdi, S. (2000) Potassium regulates IL-1 pet@essing via calcium-
independent phospholipase ARZImmunoll64, 5120-5124

Mariathasan, S. (2007) ASC, Ipaf and Cryopiatp3: bona fide intracellular
adapters of the caspase-1 inflammasoM&robes and infection / Institut
Pasteur9, 664-671

Martinon, F., and Tschopp, J. (2005) NLRs jdibRs as innate sensors of
pathogensTrends in immunolog®6, 447-454

Akira, S., and Takeda, K. (2004) Toll-like eptor signallingNat Rev Immunol
4,499-511

Gmunder, H., Eck, H. P., Benninghoff, B., Ro$), and Droge, W. (1990)
Macrophages regulate intracellular glutathione Ilevef Iymphocytes.
Evidence for an immunoregulatory role of cystei@ellular immunologyl 29,
32-46

Moriarty-Craige, S. E., and Jones, D. P. (20&ktracellular thiols and
thiol/disulfide redox in metabolisrnnual review of nutritior24, 481-509

Hogg, P. J. (2003) Disulfide bonds as switdoesprotein function.Trends in
biochemical science28, 210-214

Griffin, F. M., Jr., and Mullinax, P. J. (1988 vivo activation of macrophage C3
receptors for phagocytosihe Journal of experimental medicihé2 352-357

91



