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1 Einleitung

1.1 Fragestellung

Dendritische Zellen spielen nach heutigen Erkenntnissen eine zentrale Rolle in
der Modulation von Immunantworten (Banchereau et al., 1998). Als effiziente
Antigen-prasentierende Zellen (Steinman, 1991) sind sie fur die Initierung der
spezifischen Immunantwort entscheidend (Banchereau et al., 1998). Diese
Eigenschaft dendritischer Zellen haben sich Tumorimmunologen zunutze
gemacht. In ersten klinischen Studien (Nestle et al., 1998, Murphy et al., 1999)
profitierten bereits einige Patienten von Therapieversuchen mit Tumorantigen-
beladenen dendritischen Zellen.

Andererseits kdnnen dendritische Zellen auch das Gegenteil, namlich eine
Toleranz von Effektorzellen gegenuber ihrem Antigen, induzieren (Matzinger et
al., 1989, Kronin et al., 1996). Die Rahmenbedingungen, unter denen
dendritische Zellen immunogen beziehungsweise tolerogen wirken, sind erst
teilweise verstanden und Gegenstand intensiver Forschung. Sie hangen aber
wohl entscheidend von der Anwesenheit von Gefahrensignalen wie zum
Beispiel Entzindungsmediatoren oder aus geschadigten Zellen freigesetzten
Substanzen ab (Gallucci et al., 1999, Thurner et al., 1999).

FiUr das ubiquitar vorkommende Adeninnukleotid Adenosin-5"triphosphat (ATP)
wurde schon vor Jahren eine Mediatorfunktion im Immunsystem nachgewiesen
(Abbracchio et al., 1994, Di Virgilio et al., 1996). Rezeptoren fur extrazellulare
Nukleotide — sogenannte P2-Rezeptoren — wurden unter anderem auf
humanen und murinen Makrophagen, B-Lymphozyten und T-Lymphozyten,
neutrophilen Granulozyten, sowie Mastzellen gefunden (Humphreys et al., 1996,
Clifford et al., 1997, Rassendren et al, 1997). Dem Nachweis dieses
Rezeptortyps auf murinen dendritischen Zellen (Marriott et al., 1999, Mutini et
al., 1999) folgte bald auch deren Beschreibung auf humanen dendritischen
Zellen (Berchtold et al., 1999).

In  der vorliegenden Arbeit werden funktionelle Auswirkungen von
extrazelluldarem ATP auf humane Monozyten-abgeleitete dendritische Zellen
(MoDC) untersucht. Berucksichtigt wurde hierfur die Morphologie dieser Zellen
bezlglich der Expression bestimmter Oberflachenmolekile, ihre Fahigkeit,
T-Zellen zur Proliferation anzuregen, die Zytokinproduktion, sowie die
Bereitschaft, extrazellulare Substanzen durch Endozytose aufzunehmen.



Des Weiteren wurde untersucht, inwiefern die beobachteten Effekte tatsachlich
P2-Rezeptor-vermittelt sind. Hierfur wurden Substanzen eingesetzt, die P2-
Rezeptoren blockieren.

SchlieRBlich wurden neben ATP verschiedene chemisch modifizierte ATP-
Derivate eingesetzt, deren Wirkprofil bezuglich der verschiedenen Unterklassen
von P2-Rezeptoren bekannt ist. So wurde versucht, die an der Aktivierung von
dendritschen Zellen beteiligten Rezeptor-Subtypen zu identifizieren.

1.2 Physiologie der dendritischen Zellen

Die nach ihrem Entdecker Paul Langerhans benannten, durch verzweigte
Zytoplasmaauslaufer charakterisierten Langerhans-Zellen der Epidermis sind
bereits seit 1868 bekannt. Durch die Beschreibung morphologisch ahnlicher
Zellen in der Milz von Mausen im Jahre 1973 (Steinman et al., 1973) ruckten
diese in ihrer Funktion bislang nicht verstandenen Zellen vermehrt in den
Blickpunkt der Wissenschaft. Die fortan als "dendritisch® bezeichneten Zellen
wurden als potente Stimulatoren der primaren Immunantwort identifiziert
(Steinman et al., 1978, Inaba et al., 1984, Witmer et al., 1984). Zehn Jahre nach
ihrer Entdeckung durch Steinman waren sie bereits in vielen nicht-
lymphatischen Geweben sowohl muriner (Hart et al., 1981, Hart et al., 1983) als
auch menschlicher Herkunft (Hart et al., 1981, Daar et al., 1983) gefunden
worden. Erste Hinweise, dass dendritische Zellen eine wichtige Rolle bei der
TransplantatabstoBung spielen (Hart et al., 1981, McKenzie et al., 1984),
stammen ebenfalls aus dieser Zeit.

Heute gilt als gesichert, dass dendritische Zellen umschriebene
Leukozytenpopulationen darstellen, die vor allem durch ihre Fahigkeit, eine
potente T-Zell-Antwort des Immunsystems zu initiieren, gekennzeichnet sind
(Steinman, 1991, Hart, 1997). Sicher scheint auch, dass — ausgehend von einer
CD34-positiven  (CD34+) pluripotenten  Stammzelle —  verschiedene
Differenzierungswege zur Entstehung von dendritischen Zellen fuhren (Hart,
1997). Zu Unterscheiden ist grundsatzlich eine lymphoide von einer myeloiden
Linie. Nur die Abkdmmlinge der myeloiden Linie fungieren als professionelle
Antigen-prasentierende Zellen, welche in der Lage sind, T-Zell-Proliferation und
T-Zell-Aktivierung zu generieren (Steinman, 1991, Schuler et al., 1993, Williams
et al., 1994).



Anfangs war die geringe Frequenz dendritischer Zellen im peripheren Blut
beziehungsweise die Schwierigkeit, sie aus solidem Gewebe zu isolieren,
limitierend fur die genauere Typisierung. Inzwischen ist es moglich, die Zellen in
grol3er Zahl zu generieren (Inaba et al., 1992, Romani et al., 1994). Besonders
die Madglichkeit, Monozyten des peripheren Blutes mittels der Zytokine
Granulocyte-macrophage-colony stimulating factor (GM-CSF) und Interleukin
(IL)-4 zu dendritischen Zellen auszudifferenzieren (Sallusto et al., 1994), hat
ihrer Erforschung Vorschub geleistet. Monozyten-abgeleitete dendritische
Zellen stehen bezlglich ihrer Charakteristika der myeloiden Reihe nahe. Sie
sind Gegenstand der vorliegenden Arbeit.

Dendritische Zellen spielen im Immunsystem eine zentrale Rolle. In peripheren
Geweben lokalisiert, besteht ihre Aufgabe darin, Material aus ihrer
unmittelbaren Umgebung aufzunehmen, zu prozessieren und als MHC-Peptid-
Komplexe zu prasentieren. Bei Anwesenheit bestimmter Gefahrensignale stellt
die Zelle die Phagozytose ein und wandert in Lymphknoten ein, um das als
abzuwehrendes Antigen identifizierte Material spezifischen T-Zellen zu
prasentieren (Steinman, 1991). Funktion und damit auch Morphologie der
dendritischen Zellen unterliegen also einem Wandel, der als ,Aktivierung“ und
.Reifung“ bezeichnet wird.

Far unreife dendritische Zellen konnte bislang kein spezifischer Marker
gefunden werden. Die Lineage-spezifischen Marker CD3 (T-Lymphozyten),
CD14 (Monozyten und Makrophagen), CD19 (B-Lymphozyten) und CD16
(naturliche Killerzellen) kénnen auf der Oberflache dendritischer Zellen nicht
nachgewiesen werden. Typischerweise exprimiert werden dagegen
Mannoserezeptoren (Sallusto et al., 1995) und die Fcy-Rezeptoren CD32 und
CD64 (Fanger et al., 1996) sowie der Marker DEC-205 (Jiang et al., 1995).
Auch MHC I- und MHC II-Moleklle werden exprimiert, ebenso die Adhasions-
molekile CD11, CD54 und CD58 sowie die kostimulatorischen Molekule CD40,
CD80 und CD86 (Scheeren et al., 1991, Steinman, 1991). Phagozytose
(Matsuno et al., 1996) und Endozytose (Albert et al., 1998) dienen der
Inkorporierung von umgebendem Material, welches dann prozessiert und im
Sinne eines ,Cross-priming“ sowohl auf MHC |- wie auch MHC lI-Molekulen
prasentiert wird. Die Reifung dendritischer Zellen kann durch unterschiedliche
Substanzen angestoflen werden: Bakterielles Lipopolysacharid (LPS),
Prostaglandin E; (PGEz), Tumornekrosefaktor-a. (TNF-a), die Zytokine IL-1p
und IL-6, sowie CD-40 Ligand (Cella et al., 1996) wurden in dieser Funktion
beschrieben.



Die aktivierte dendritische Zelle stellt die Antigenaufnahme ein, prasentiert die
zuvor prozessierten immunogenen Peptide stabil auf ihren jetzt deutlich
hochregulierten MHC-Molekulen (Cella et al.,, 1997) und tritt in die afferente
Lymphe ein, um schliellich einen drainierenden Lymphknoten zu erreichen
(Austyn et al., 1990). Die Adhasionsmolekile CD11, CD54, und CD58 werden
vermehrt exprimiert; ebenso die kostimulatorischen Molekule CD80 (B7.1)
CD86 (B7.2) und CD40. Als spezifische ,Reifemarker” lassen sich nun CD83
und CMRF 44 (Zhou et al., 1992, Hock et al., 1994) auf den Zellen nachweisen.

Die dendritische Zelle sezerniert im aktivierten Zustand das Zytokin [L-12,
welches die Immunantwort in Richtung Ty1, das heif3t in Richtung einer durch
zytotoxische T-Zellen vermittelten Antwort, lenkt (Cella et al., 1996). Die
Migration der dendritischen Zellen wird durch die Expression der Chemokin-
rezeptoren CCR-7 und CXC-4 reguliert, als chemotaktische Stimuli dienen unter
anderem die Chemokine CXCL 12 und CCL19/CCL21 (Robbiani et al., 2000,
Idzko et al., 2002, la Sala et al., 2002).

Eine solchermal3en aktivierte dendritische Zelle kann nun im Lymphknoten mit
bis zu 3000 naiven T-Zellen in Interaktion treten (Banchereau et al., 1998) und
diese aktivieren und zur Proliferation anregen. Abb. 1 skizziert die Expression
von Oberflachenmolekilen und die funktionellen Eigenschaften unreifer versus
aktivierter, reifer dendritischer Zellen.
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1.3 ATP als Mediatorsubstanz

Das Trinukleotid ATP wurde erstmals von Lipmann und Kalckas in seiner
Funktion als Trager chemisch gebundener Energie beschrieben (Lipmann,
1941). Wahrend fur Adenosin sehr frih eine Wirkung als Transmitter im
kardiovaskularen System offenkundig wurde (Drury et al., 1929), konnten
ahnliche Phanomene fir ATP erstmals 1950 (Green et al., 1950) gezeigt
werden. In den folgenden Jahren kumulierten Befunde, die letztlich die Existenz
spezifischer ATP-Rezeptoren nahelegten (Burnstock, 1972). Inzwischen
konnten die Rezeptoren geklont und auf molekularer Ebene erfal3t werden
(Lustig et al., 1993, Webb et al., 1993). Mit Hilfe funktioneller Studien, fur die
eine Vielzahl chemisch modifizierter ATP-Derivate synthetisiert wurde, sowie
Erkenntnissen aus der Molekulargenetik wurde inzwischen eine ganze Familie
von ATP-sensitiven Rezeptoren identifiziert, die nach der derzeit gultigen
Nomenklatur als P2-Rezeptoren bezeichnet werden.

1.3.1 Nomenklatur und Charakterisierung der P2-Rezeptoren

Historisch wurden anfangs alle Rezeptoren, an denen durch Adenosin oder
seine Nukleotide vermittelte Wirkungen beobachtet werden konnten, als
Purinozeptoren bezeichnet. Da die unter dieser Bezeichnung zusammen-
gefassten Rezeptoren sich sowohl funktionell als auch strukturell als aulierst
heterogene Gruppe von membrangebundenen Oberflachenmolektlen erwiesen,
schlug Burnstock 1978 (Burnstock, 1978) eine grundsatzliche Unterteilung in
P1-Purinozeptoren, die weitgehend spezifisch fur Adenosin sind, und
P2-Purinozeptoren, welche auf ATP und verwandte Substanzen ansprechen,
vor. Nachdem jedoch von mehreren Autoren gezeigt werden konnte, dass auch
Pyrimidinderivate, zum Beispiel Uridinnukleotide, Effekte an diesen Rezeptoren
vermitteln kénnen (Communi et al., 1997, Harden et al., 1997) musste diese
Nomenklatur im Jahre 1997 revidiert werden (Fredholm et al., 1997). Heute ist
die Benennung als P1-Rezeptoren bzw. P2-Rezeptoren ublich.

Adenosin- oder P1-Rezeptoren regulieren Uber gekoppelte G-Proteine den
intrazellularen Spiegel von zyklischem Adenosin-3°5°'monophosphat (cAMP)
(Sattin et al., 1970). Je nach Subtyp kann sowohl eine Erhdhung als auch eine
Erniedrigung der cAMP-Konzentration beobachtet werden.



Ferner sind Wirkungen auf die Leitfahigkeit fur Kaliumionen, Kalziumionen
(Ca™), sowie auf die Aktivitdt von Phospholipase C und Proteinkinase C
bekannt (Trussell et al., 1985, Scholz et al., 1991, Gerwins et al., 1992, 1995).
Die Effekte sind typischerweise, jedoch nicht immer, durch Methylxanthine
blockierbar (Ramkumar et al., 1993). Da die P1-Rezeptoren im eigentlichen
Sinne nicht Gegenstand der vorliegenden Arbeit sind, sind sie hier in stark
vereinfachter Form abgehandelt.

Vergleichsweise vielgestaltiger ist die Gruppe der P2-Rezeptoren. Aufgrund
divergierender funktioneller Effekte in Studien mit verschiedenen ATP-Analoga
postulierte Burnstock zwei grundsatzlich verschiedene P2-Rezeptorfamilien und
benannten diese als P2X respektive P2Y (Burnstock, 1978). Letztere wurden
als G-Protein-gekoppelte Rezeptoren identifiziert (O'Connor et al., 1991,
Fredholm et al., 1994). Sie weisen zu den ebenfalls G-Protein-gekoppelten P1-
Rezeptoren allerdings keine grofleren Homologien auf als zu beliebigen
anderen Verwandten aus der gofRen Familie der Rhodopsinahnlichen, G-
Protein-gekoppelten Rezeptoren (Fredholm et al., 1994).

P2Y-Rezeptoren

Aufgrund von Sequenzhomologien auf DNA-Ebene wurden 12 unterschiedliche
P2Y-Rezeptoren identifiziert, die Nomenklatur erfolgte nach fortlaufenden
Nummern (P2Y4, P2Y,, ..., P2Y12). Diese Aufstellung weist allerdings Licken
und Ausnahmen auf: P2Ys, P2Y7, P2Yg und P2Y4o, wurden in funktionellen
Studien nicht als Nukleotidrezeptoren bestatigt, weshalb sie aktuell nicht mehr
als P2Y-Rezeptoren gewertet werden (Di Virgilio et al., 2001). Der p2y3-
Rezeptor konnte bislang aus Saugerzellen nicht geklont werden; die
Kleinschreibung verweist konventionsgemaly auf diesen Umstand. Es wird
vemutet, dass er homolog zum menschlichen P2Ys-Rezeptor sein konnte
(Ralevic et al., 1998). Gemeinsam ist den verbleibenden sieben in Saugern
bekannten P2Y-Rezeptoren (P2Y,, P2Y,, P2Y,, P2Ys, P2Ys, P2Y44 P2Y ;) die
typische Struktur der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren: Sieben trans-
membrandse Domanen durchspannen das Plasmalemm; das carboxyterminale
Ende ist auf der zytoplasmatischen Seite lokalisiert. Sie erreichen bei einer
Lange von 328 bis 379 Aminosauren molekulare Massen zwischen 41 und 53
kDa (Lustig et al., 1993, Webb et al., 1993).
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Der P2Y,-Rezeptor als funktioneller ADP-Rezeptor auf Thrombozyten ist
durch den erfolgreichen  Einsatz von  P2Yq-Antagonisten  zur
Gerinnungshemmung inzwischen auch klinisch relevant geworden (Nicholas,
2001, Andre et al., 2003). Kurzlich wurde ein weiterer Vertreter der P2Y-Familie
identifiziert, er wird bis zu seiner endgulltigen pharmakologischen
Charakterisierung als P2Y (13)-Rezeptor bezeichnet (Zhang et al., 2002).

Die Signaltransduktion erfolgt Uber verschiedene Wege: Stimulation von
Phospholipase C, Inhibition oder auch Aktivierung von Adenylatcyclase,
Aktivierung von Phospholipase D sowie Auswirkungen auf den Phosphoinositol-
Stoffwechsel konnen je nach Rezeptor beobachtet werden, ohne jedoch bis
heute in ihren genauen Mechanismen vollig verstanden zu sein (Purkiss et al.,
1992, Ralevic et al., 1998, Wilkin et al., 2001).

P2X-Rezeptoren

Die P2X-Rezeptoren hingegen reprasentieren nach dem gegenwartigen
Erkenntnisstand eine Gruppe ligandengesteuerter Kationenkanale (Abbracchio
et al., 1994). Sie wurden zuerst in erregbaren Zellen gefunden (Brake et al.,
1994, Valera et al., 1994), bald wurde jedoch eine sehr weite Verbreitung auch
in nicht erregbaren Geweben gezeigt (Buell et al., 1996, Soto et al., 1997, Di
Virgilio et al., 1998).

P2X-Rezeptoren besitzen zwei transmembrandse hydrophobe Domanen.
C-Terminus und N-Terminus liegen auf der zytoplasmatischen Seite. Sie sind
aus 379 bis 595 Aminosauren aufgebaut (Brake et al., 1994, Valera et al., 1994).
Mit dieser Struktur ahneln sie anderen lonenkanalen wie dem Amilorid-
sensitiven Natriumkanal oder dem einwarts gleichrichtenden Kaliumkanal (North,
1996). Bislang konnten sieben solcher Peptide geklont werden, woraus sich
definitionsgemal die Nomenklatur P2X4, P2X5, ..., bis hin zu P2X7, ableitet.

Bei diesen handelt es sich jedoch nur um Untereinheiten des jeweiligen
funktionellen Rezeptors. Es wird vermutet, dass erst ein Multimer aus mehreren
Untereinheiten einen nicht-selektiven lonenkanal fur einwertige und zweiwertige
Kationen zu bilden imstande ist. Trimer- und Hexamerbildung konnte fur
einzelne P2X-Einheiten gezeigt werden (Nicke et al., 1998).
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In mindestens einem Fall ist erwiesen, das auch verschiedene Untereinheiten,
namlich P2X,; und P2X3;, zusammentreten konnen, um einen funktionellen
lonenkanal zu bilden (Lewis et al., 1995). Die Signaltransduktion erfolgt durch
schnellen Einstrom von Natriumionen und Kalziumionen bei gleichzeitigem
Aulstrom von Kaliumionen.

Die resultierende Depolarisierung in Verbindung mit einem erhohten
intrazellularen Kalziumspiegel aktiviert wahrscheinlich eine Reihe weiterer
intrazellularer Signalkaskaden, wobei hierzu aber bislang nur sehr wenige
detaillierte Studien verfugbar sind (Di Virgilio et al., 2001).

Der P2X7 und der P2Z -Rezeptor

Unter den oben beschriebenen P2X-Rezeptoren wartet ein Mitglied, der
P2X7-Subtyp, mit grundlegend anderen funktionellen Eigenschaften auf: Seine
Stimulation fuhrt zur Bildung einer Membranpore, durch die Molekule bis zu
einer molekularen Masse von 900 Da nicht-selektiv permeieren konnen (Di
Virgilio, 1995, Collo et al., 1997). Bis heute ist parallel zur P2X7-Nomenklatur
auch noch die altere Bezeichnung als P2Z anzutreffen, da bislang nicht
eindeutig gezeigt werden konnte, dass die Porenbildung einzig auf der
Multimerisierung von P2X7-Untereinheiten beruht.

Strukturell unterscheidet sich der P2X7;-Rezeptor durch eine deutlich langere
intrazellulare carboxyterminale Domane von den anderen P2X-Familien-
mitgliedern. Gegenwartig dominiert in der Literatur die Vorstellung, dass der
P2X7-Rezeptor bei steigender Konzentration seines Agonisten von einem
geschlossenen Kanal durch Rekrutierung immer weiterer Untereinheiten zuerst
in einen lonenkanal und schlieBlich in die erwahnte nichtselektive Pore
uberfuhrt wird (Di Virgilio, 1995). Dieser Vorgang ist in Abb.2 skizziert.
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Der P2X;-Rezeptor nimmt ferner in der P2-Rezeptorforschung eine
Sonderposition ein, da fur ihn sowohl spezifische blockierende Antikorper als
auch ein spezifischer Antagonist zur Verfugung stehen. Dementsprechend
wurde die Expression von P2X;-Rezeptoren auf Monozyten-abgeleiteten
dendritischen Zellen bereits frih nachgewiesen (Rassendren et al., 1997, Mutini
et al., 1999). Apoptose von Monozyten-abgeleiteten dendritischen Zellen wird
durch diesen Rezeptor vermittelt (Coutinho-Silva et al., 1999), zudem koénnte
uber eine Aktivierung von ICE die Freisetzung von bioaktivem IL-1 und IL-18
bedingt sein (Mehta et al., 2001).

Geschlossener Offener Nichtselektive
Kanal Kanal Pore

o @)
'0) @)

0° o0 ¢ o ©O
es °
—p O —
O o 8?8
o O
o ° 9 %

ATP ATP

Abb. 2. Vermutlich besteht der P2X;-Rezeptor aus einer unbekannten
Anzahl von P2X7-Untereinheiten, die dosisabhangig unter Einwirkung von
ATP zuerst einen lonenkanal, dann eine Membranpore bilden (Nach
Di Virgilio et al. 1996).
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Klassifikation und Struktur der P-Rezeptoren:

P-Rezeptoren
P1-Rezeptoren P2-Rezeptoren
(Adenosin als Agonist) (ATP als Agonist)
P2X7
(P2Z) P2X P2Y

nicht-
selektiv
900 Da

Zytoplasma J’L

Phospholipase C || Arachnidonsiure- cAMPT!

/ l metabolismus!

P51 DAGT

/ ¢ A 4

Ca™ Proteinkinase C1! Proteinkinase Afl

Abb. 3. Schematischer Uberblick tber die Klassifikation der Purinozeptoren.
Molekulare Struktur und funktionelle Eigenschaften der P-Rezeptoren sind
dargestellt.
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1.3.2 Funktionelle Eigenschaften von P2-Rezeptoren

Bevor die P2-Rezeptoren geklont und in ihrer molekularen Struktur erfasst
werden konnten, war ihre Erforschung nur mittels funktioneller Studien maoglich.
Der am besten bekannte physiologische Agonist ATP hat den Nachteil, von
ubiquitar vorkommenden ecto-Nukleotidasen und ecto-Apyrasen rasch
abgebaut zu werden. Sowohl die Zwischenprodukte ADP und Adenosin-
5’'monophosphat (AMP) als auch das Endprodukt Adenosin sind dabei an
verschiedenen P-Rezeptoren wirksam, so dass beobachtete Effekte schwer zu
interpretieren sind. Ferner sind prinzipiell Antagonisten als Werkzeuge fur
jedwede pharmakologische Rezeptorklassifikation vorzuziehen, da nicht
auszuschliel3en ist, dass eine beobachtete agonistische Aktivitat nicht durch
Interaktion mit dem Rezeptor, sondern mit der sich anschlieRenden
Signaltransduktionskaskade zustande kommt (Kenakin et al., 1992).
Grundsatzlich mul® betont werden, dass weder die bisher verwendeten
Agonisten noch die Antagonisten fur P2-Rezeptoren die wuinschenswerte
Spezifitat fur ihre Rezeptoren aufweisen.

1.3.3 P2-Agonisten

Neben den naturlichen Liganden ATP, ADP und Uridin-5"triphosphat (UTP) ist
eine Vielzahl von chemisch modifizierten Derivaten verwendet worden, von
denen in der vorliegenden Arbeit nur die gebrauchlichsten Erwahnung finden
sollen. Die Strukturformeln von ATP, UTP und von einigen Derivaten sind in
Abb. 4 wiedergegeben.

Adenosin-5"triphosphat (ATP)

ATP ist physiologischer Agonist an allen P2-Rezeptoren. Aufgrund seiner
geringeren Stabilitdt gegenlber Ektonukleotidasen und Ektoapyrasen besitzt
ATP in Dbiologischen Systemen eine kurze Halbwertszeit. Die
Degradierungsprodukte ADP, AMP und Adenosin sind ebenfalls an Rezeptoren
aktiv. Gegenwartig ist unklar, ob die P2-Rezeptoren die bianionische (ATP2)
oder die tetraanionische Form (ATP4") des Nukleotids erkennen (Cockcroft et
al., 1979, 1980), auf alle Falle spielt jedoch der pH-Wert des Systems eine
wesentliche Rolle in funktionellen Studien. Grundsatzlich ist davon auszugehen,
dass in physiologischen Lésungen nur 1% bis 10% des eingesetzten ATP in
rezeptorwirksamer Form vorliegt. Der grofdte Teil ist an divalente Kationen
komplex gebunden (Di Virgilio et al., 2001).
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Uridin-5"triphosphat

Fir die Rezeptor-Subtypen P2Y4 und P2Y; ist UTP eine groflere Wirksamkeit
als fur ATP beschrieben (Chang et al., 1995, Charlton et al., 1996, Communi et
al., 1996). An P2Y,- und P2Yg-Rezeptoren wirken ATP und UTP gleichermalien
(Lustig et al., 1993, Communi et al., 1999). Auch an P2X;- und P2X-
Rezeptoren wirkt UTP agonistisch (Chen et al., 1995, Hashimoto et al., 1995).

Adenin-Dinukleotide

Neben ATP kommen auch Adenin-Dinukleotide als physiologische Agonisten an
P2-Rezeptoren in Betracht. Sie wurden bereits 1982 in synaptischen Vesikeln
gefunden (Flodgaard et al., 1982). Spater untersuchten Pintor et al
Ausschuittung, Rezeptorligation und biologische Wirkungen dieser Molekile
(Pintor et al., 1991, Pintor et al., 1991). Bekannte Dinukleotide sind P’ P*-
Diadenosin-tetraphosphat (AP4A), P’ P°-Diadenosin-pentaphosphat (APsA),
und P’ P°-Diadenosin-hexaphosphat (APsA). Die Diadenosinpolyphosphate
wirken vor allem an P2X;-Rezeptoren (Ralevic et al., 1998).

Methylierte Adenosin-5"triphospat-Derivate

Die  Derivate  «,B-methylen-Adenosin-5triphosphat  (apmeATP)  und
B,y-methylen-Adenosin-5"triphosphat (BymeATP) verfugen in a,p-Stellung
beziehungsweise B,y-Stellung Uber je eine Methylengruppe, die das Molekil
resistent gegenuber ATP-degradierenden Nukleasen macht. Ferner weist
afmeATP eine partielle Spezifitat auf, da es an P2X,- und P2X4-Rezeptoren
sowie an P2Y-Rezeptoren als unwirksam beschrieben ist (Fredholm et al., 1994,
MacKenzie et al., 1999). Auch eine desensitierende Wirkung an P2X-
Rezeptoren bei langerer Applikation ist fur apmeATP bekannt (Kasakov et al.,
1982).
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2-methylthio-Adenosin-5"triphosphat

Das Derivat 2-methylthio-Adenosin-5"triphosphat (2MeSATP) galt lange Zeit als
nicht-hydrolysierbar. Cusack konnte zwar eine Degradierung durch
ecto-Nukleotidasen zeigen (Welford et al., 1987), das Derivat zahlt aber nach
wie vor zu den langwirksamen Agonisten an P2-Rezeptoren. Eine Spezifitat fur
einzelne Rezeptoren konnte flr dieses Derivat bislang nicht Uberzeugend belegt
werden, es wird jedoch eingesetzt, um die Auswirkungen einer starken und
anhaltenden Rezeptorstimulation zu beobachten.

Adenosin-5"-0-(3-thio)triphosphat

Die haufige Verwendung des Phosphothioats Adenosin-5"-O-(3-thio)triphosphat
(ATPyS) grundet in einer relativen Spezifitat fur P2Y-Rezeptoren (Fredholm et
al.,, 1994). Somit eignet sich MeSATP zur Unterscheidung P2X- und P2Y-
vermittelter Wirkungen in funktionellen Studien. 2MeSATP gilt als im Vergleich
zum physiologischen Liganden ATP starkerer Agonist an P2Y-Rezeptoren. Es
wird in der aktuellen Literatur als Agonist an P2Y-Rezeptoren verwendet (Wilkin
et al., 2002).

2’,3’-0-(4-benzoylbenzoyl)- Adenosin-5"triphosphat

2’,3’-0O-(4-benzoylbenzoyl)-Adenosin-5"triphosphat (BzATP) ist ein starker
Agonist am P2X7-Rezeptor und wird aus diesem Grund fur Untersuchungen
dieses porenbildenden Rezeptors eingesetzt (Humphreys et al, 1996,
Rassendren et al., 1997). Durch seine Wirkung am P2X7-Rezeptor kann dieses
Derivat in relativ geringen Konzentrationen die Apoptose dendritischer Zellen
herbeifihren (Coutinho-Silva et al., 1999).
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Abb. 4. Strukturformeln von physiologischen und chemisch modifizierten
Agonisten an P2-Rezeptoren. Die methylierten Derivate gelten ebenso wie die
schwefelhaltigen Derivate als weitgehend resistent gegentber einem Abbau
durch ecto-5"-Nukleotidasen beziehungsweise ecto-ATPasen. Daruber hinaus
besitzen die Agonisten unterschiedliche Affinitaten bezuglich einzelner
Rezeptor-Subtypen und kénnen so herangezogen werden, um beobachtete
Effekte bestimmten P,-Rezeptor-Subtypen zuzuordnen.
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1.3.4 P2-Antagonisten

Der Mangel an spezifischen P2-Antagonisten stellt die Forschung seit jeher vor
Probleme. Bislang sind keine Substanzen bekannt, die mit zufriedenstellender
Sicherheit nur mit P2-Rezeptoren interagieren. Ebenso ist die Unterscheidung
einzelner P2-Rezeptor-Subtypen mittels Antagonisten aufgrund mangelnder
Spezifitat nicht zuverlassig maoglich.

Verbreitet ist die Verwendung von Pyridoxalphosphat-6-azophenyl-2°,4°-
disulfonsaure (PPADS), mit welcher sich ATP-vermittelte Effekte blockieren
lassen. Die Blockade erfolgt uber einen nicht-kompetitiven Mechanismus und
kann, abhangig vom Versuchsaufbau, irreversibel sein (Di Virgilio et al., 2001).
Vermutet wird, dass PPADS als Trager einer Aldehydgruppe beispielsweise mit
unprotonierten Lysin-Residuen nahe der ATP-Bindungsstelle der P2-
Rezeptoren reagiert. Der Beweis fur diese Hypothese steht noch aus.

Ein ahnlicher Wirkmechanismus wird fur das ATP-Derivat Adenosin-
5’triphosphat-2°,3"dialdenhyd (oxyATP) postuliert. OxyATP wurde in vielen
Studien zur irreversiblen Blockade des P2X7-Rezeptors benutzt (Murgia et al.,
1993, Wiley et al., 1994, Falzoni et al., 1995). Das Derivat wird in der Literatur
vielfach mit dem Attribut ,selektiv® versehen; Daten, die eine fehlende
Wirksamkeit an anderen als dem P2X;-Rezeptor belegen, existieren jedoch
derzeit nicht.

Schlielich ist mit dem Trypanosid Suramin (Dunn et al., 1988) eine weitere
Substanz in Gebrauch, die bezuglich ihrer Spezifitdt zu winschen Ubrig laf3t:
Suramin  blockiert —auller den P2-Rezeptoren auch nikotinische
Acetylcholin-Rezeptoren, Glutamat- und y-Amino-Buttersdure-Rezeptoren,
5-Hydroxytryptamin-Rezeptoren, und inhibiert schliellich eine Reihe von
Wachstumsfaktoren (Fredholm et al., 1994, Ralevic et al., 1998). Dennoch ist
Suramin das derzeit gebrauchlichste Werkzeug, um experimentell ATP-
vermittelte Wirkungen zu inhibieren. Die Strukturformeln der in dieser Arbeit
verwendeten Antagonisten sind in Abb. 5 wiedergegeben.
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Abb. 5. Strukturformeln von Adenosin-5"triphosphat-2°,3 dialdehyd (oxyATP)
und Suramin. Beide Substanzen wirken antagonistisch an P2-Rezeptoren.
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1.4 Nukleotide als Mediatoren im Immunsystem

1.4.1 Verbreitung von P2-Rezeptoren auf immunkompetenten Zellen

Die Entdeckung von Cockcroft und Gomperts, dass ATP an Mastzellen eine
Permeabilisierung der Membran bewirkt, war der erste Hinweis, dass
Nukleotide als Effektormolekiile im Immunsystem eine Rolle spielen kdénnten
(Cockcroft et al., 1979, 1980). Inzwischen wurden funktionelle P2-Rezeptoren
auf einer Reihe anderer immunkompetenter Zellen gefunden, beispielsweise auf
B-Lymphozyten und T-Lymphozyten (Padeh et al., 1991, Koshiba et al., 1997),
Makrophagen (Hagenlocker et al., 1990), Monozyten (Cowen et al., 1989, Altieri
et al., 1990), und neutrophilen Granulozyten (Kuhns et al., 1988, Kuroki et al.,
1989).

Entsprechend der weiten Verbreitung verschiedener P2-Rezeptoren sind auch
die durch extrazellulare Nukleotide hervorgerufenen Wirkungen auf
Immunzellen sehr vielgestaltig. Beispielsweise wurde bei lymphoiden Zellen
sowohl Stimulation als auch Hemmung der Proliferation beobachtet (Gregory et
al., 1978, Fishman et al., 1980, Baricordi et al., 1999). Nach der Applikation von
gegen T-Zell-Rezeptoren gerichteten Antikorpern konnte in T-Zellen eine
erhdhte Produktion von P2Y-messenger-RNA nachgewiesen werden (Koshiba
et al., 1997), ein Befund, der eine Rolle dieser Rezeptoren in der Aktivierung
von T-Zellen wahrscheinlich macht. Abhangig vom Differenzierungsgrad kann
ATP bei lymphoiden Zellen Apoptose induzieren (Chused et al., 1996).

In neutrophilen Granulozyten fihren ATP und UTP zur Bildung von Superoxid-
Anionen und zur Exozytose zytoplamatischer Granula (Cockcroft et al., 1989,
Balazovich et al., 1990). Auch Adhasionsmolekile werden nach Kontakt mit
diesen Signalnukleotiden hochreguliert (Cowen et al., 1990, Dichmann et al.,
2000) mit einer daraus resultierenden verstarkten Interaktion der Granulozyten
beispielsweise mit Endothelzellen (Dawicki et al., 1995, Rounds et al., 1999).
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Bei Makrophagen wird durch extrazellulare Nukleotide die Prozessierung und
Freisetzung von IL-1p angestoRen (Hogquist et al., 1991). Die Produktion von
Superoxiden wid ebenso erhdht (Schmid-Antomarchi et al., 1997) wie diejenige
von TNF-a. (Tonetti et al., 1995). Auch die Aktivitdt der induzierbaren
Stickstoffmonoxid-Synthetase sowie die Bildung multinuklearer Riesenzellen
unterliegen einer Regulation durch extrazellulare Nukleotide (Tonetti et al., 1994,
Denlinger et al., 1996, Fais et al., 1997, Hu et al., 1998). ATP wirkt Uber den
oben  beschriebenen  porenbildenden P2X7;-Rezeptor in  hoheren
Konzentrationen ferner zytotoxisch auf Makrophagen (Steinberg et al., 1987).

1.4.2 Wirkung von P2-Agonisten auf dendritische Zellen

Insgesamt zeichnet sich fur in den Extrazellularraum freigesetzte Nukleotide
eine Funktionalitat als Klasse vornehmlich proinflammatorisch wirksamer
Botenstoffe ab, die geeignet sind, Zellen des Immunsystems zu aktivieren. Wie
eingangs erwahnt unterliegen die funktionellen Eigenschaften dendritischer
Zellen durch aktivierende Stimuli besonders ausgepragten Veranderungen.
Damit liegt es nahe, die Auswirkungen von Nukleotiden auch auf diese
zentralen Zellen des Immunsystems zu untersuchen. Da die Forschung an
dendritischen Zellen ein verhaltnismaRig junges Gebiet ist, liegen dazu jedoch
bisher nur wenige Ergebnisse vor.

Erst 1999 wiesen verschiedene Publikationen darauf hin, dass extrazellulare
Nukleotide in Experimenten mit murinen dendritischen Zellen zu erhodhter
Zytokinproduktion fuhren (Marriott et al., 1999). Die Beobachtung, dass ATP bei
diesen Zellen apoptoseinduzierend wirken kann (Coutinho-Silva et al., 1999), ist
konsistent mit der Beschreibung des P2X7-Rezeptors auf selbigen Zellen
(Mutini et al., 1999). Auch auf humanen dendritischen Zellen konnten in der
Folgezeit funktionelle P2-Rezeptoren nachgewiesen werden (Berchtold et al.,
1999, Liu et al., 1999). Erste funktionelle Studien weisen auch hier auf eine
Rolle in der Zytokinproduktion und der Zellmotilitat hin. Die Tatsache, dass
dendritische Zellen die Oberflachenmolekile CD39, eine ecto-ATPase, und
CD73, eine ecto-5"-Nukleotidase, exprimieren (Girolomoni et al., 1995,
Berchtold et al., 1999), deutet darauf hin, dass die Konzentration von
Adeninnukleotiden an der Zelloberflache der dendritischen Zelle einer strengen
Regulation unterliegt.
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Ungeklart ist bislang, welche Auswirkungen extrazellulare Nukleotide auf
humane dendritische Zellen und deren Funktion innerhalb des zellularen
Immunsystems haben. Ein eventueller Einfluss auf die Antigenaufnahme wurde
ebenso wenig untersucht wie spater auftretende Effekte bei der Interaktion von
dendritischen Zellen mit den Effektorzellen des Immunsystems, den T-Zellen.
Die bisher verfugbaren Daten sprechen fur die Hypothese, dass Nukleotide
proinflammatorische und aktivierende Wirkungen zeitigen konnen.

Im Hinblick auf die Verwendung von dendritischen Zellen in der Anti-Tumor-
Therapie sind Strategien, dendritische Zellen zu maximaler T-Zell-
stimulierender Potenz auszureifen, von groRem Interesse. Das Potential der
P2-Rezeptor-vermittelten  Aktivierung auch in Synergie mit anderen
proinflammatorischen Substanzen ist bislang nicht untersucht worden.

Die vorliegende Arbeit widmet sich diesen Fragen mit Hilfe eines in vitro-
Modells unter Verwendung humaner, Monozyten-abgeleiteter dendritischer
Zellen.
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2 Material und Methoden

2.1 Isolierung und Kultur Monozyten-abgeleiteter dendritischer Zellen

2.1.1 Kulturmedium

Als Kulturmedium wurde RPMI 1640 (Biochrom, Berlin), versetzt mit 50 U/ml
Penizillin, (Sigma, Mlnchen), 2 mM L-Glutamin (Life Technologies, Paisley,
U.K.) und 2% (v/v) humanem AB-Serum (BioWhittaker, Walkersville, USA),
verwendet. Zur Vermeidung unspezifischer Stimulation wurden ausschlief3lich
endotoxinarme Medien und Substanzen eingesetzt. Auf das hier beschriebene
supplementierte Medium wird weiter unten wunter der Bezeichnung
Kulturmedium Bezug genommen.

2.1.2 Isolierung von Monozyten aus Mononuklearen Zellen

Mononukleare Zellen wurden aus dem peripheren Blut gesunder Probanden
uber Standard-Dichtezentrifugation (Béyum, 1968) gewonnen. Das unter
sterilen Kautelen enthommene Vollblut wurde mit 50 |.E. Natrium-Heparin pro
ml Blut (Boehringer, Mannheim) als Antikoagulans versetzt und in vorgefertigte
Leukosep-Trennréhrchen (Greiner, Frickenhausen) mit Ficoll-Hypaque-Ldsung
(spezifische Dichte 1.077 g/ml) Uberfuhrt und anschlieRend bei 1000 g und
20°C fuar 15 min zentrifugiert (Omnifuge 2.0 RS, Heraeus, Minchen). Die
Fraktion der mononuklearen Zellen wurde abgenommen und in drei
Waschschritten mit Phosphat-gepufferter physiologischer Kochsalzlésung (PBS)
(Boehringer, Mannheim) mittels Zentrifugation (400 g, 4°C, 10 min) von
Thrombozyten und Plasmabestandteilen gereinigt.

Die so isolierten Zellen wurden in Kulturmedium resuspendiert und in einer
Konzentration von 5X10° Zellen pro ml in 75-cm?-Zellkulturflaschen (Becton
Dickinson, New Jersey, USA) Uberfuhrt und fir eine Stunde bei 37°C und 5%
CO; inkubiert. Aufgrund der Eigenschaft von Monozyten, auf Plastikflachen
anzuhaften, konnten nach dieser Zeit Monozyten durch Entfernen nicht-
adhéarenter Zellen im Uberstand und zweimaliges Spilen der Kulturflaschen mit
PBS als adharente Zellpopulation isoliert werden. AnschlielRend wurden die
Kulturflaschen wieder mit Medium befullt und Uber Nacht bei 37°C und 5% CO,
inkubiert, um ein spontanes Abldsen der initial adharenten Monozyten zu
ermdglichen.
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2.1.3 Kultur Monozyten-abgeleiteter dendritischer Zellen

Die so gewonnenen Zellen wurden am nachsten Tag geerntet und Zellzahl
sowie Viabilitdt der Zellen mittels Trypanblau-Farbung wunter dem
Phasenkontrastmikroskop (Carl Zeiss, Jena) bestimmt. Die Zelldichte wurde auf
0,75X10° Zellen/ml Kulturmedium eingestellt und die Zellsuspension auf Sechs-
Loch-Zellkulturplatten (Becton Dickinson, New Jersey, USA) ausgetragen. Je
Vertiefung der Kulturplatten wurden zwei ml der Zellsuspension eingesetzt und
anschlieend 1000 U/ml rekombinanter humaner GM-CSF (Novartis, Basel,
Schweiz) und 500 U/ml IL-4 (Promega, Madison, USA) supplementiert. Unter
diesen Bedingungen entwickelten sich die initial adharenten Zellen binnen funf
Tagen zu unreifen dendritischen Zellen.

2.1.4 Stimulation von Monozyten-abgeleiteten dendritischen Zellen

Um die Auswirkungen von extrazellularen Nukleotiden zu untersuchen, wurden
die Monozyten-abgeleiteten dendritischen Zellen am sechsten Tag der Kultur
mit ATP, UTP, opfmeATP, BymeATP, MeSATP, ATPyS oder APsA in
unterschiedlichen Konzentrationen stimuliert. Als Antagonisten fanden oxyATP
(100 uM) beziehungsweise Suramin (30 uM) Verwendung. Suramin wurde den
Zellkulturen beigemengt und fur die Dauer der Kultur im Kulturmedium belassen.
OxyATP als kovalent bindender irreversibler Antagonist wurde vor der
Stimulation mit P2-Agonisten fur 1 h zugegeben. Erst nach einem Waschschritt
mit Kulturmedium, um Uberschussiges oxyATP zu entfernen, erfolgte dann die
Stimulation.

Alle Reagenzien wurden von Sigma-Aldrich, Steinheim, bezogen. Um
eventuelle synergistische Effekte ausfindig zu machen, wurde bei einem Teil
der Experimente TNF-o (R&D Systems, Wiesbaden) in einer Aktivitat von
1000 U/ml eingesetzt. Die dendritischen Zellen wurden den jeweiligen Stimuli
fur 48 h ohne weitere Manipulation ausgesetzt.

Alle genannten Substanzen wurden in Vorversuchen mittels eines kommerziell
erhaltlichen Limulus Amebocyte Lysate Assay (LAL assay, BioWhittacker,
Walkersville, USA) auf Endotoxin-Kontamination gepruft. Der Endotoxingehalt
betrug bei allen eingesetzten Substanzen weniger als 1 pg/ml.
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2.2 Durchflusszytometrie

Alle Messungen wurden mit dem Durchflusszytometer FACS-Calibur, (Becton
Dickinson, Heidelberg) durchgefuhrt. Die Auswertung der Daten erfolgte mit
Hilfe des Computerprogrammes FlowJo, Version 2.7.8.

2.2.1 Antikorper

Alle Antikorper und die entsprechenden Isotypen wurden von PharMingen (San
Diego, USA) bezogen. Verwendung fanden sowohl R-Phycoerythrin (PE)- als
auch Fluoresceinisothiocyanat (FITC)-konjugierte Produkte. Folgende Klone
wurden eingesetzt:

TU36 (IgG2b, anti-HLA-DR, PE-konjugiert)
G46-2.6 (IgG1, anti-HLA-ABC, FITC-konjugiert)
BB1 (IgM, anti-CD80, PE-konjugiert)
2331/FUN-1 (IgG1, anti-CD86, PE-konjugiert)
HB15e (IgG1, anti-CD83, FITC-konjugiert)
MSE2 (lgG2a, anti-CD14, FITC-konjugiert)
HAS58 (IgG1, anti-CD54, PE-konjugiert).

2.2.2 Immunphanotypisierung Monozyten-abgeleiteter dendritischer
Zellen

Fir die durchflusszytometrischen Analysen wurden je 10° Zellen in 100 ul PBS
suspendiert und mit 10 ul eines Fluorochrom-markierten monoklonalen
Antikorpers auf Eis und bei Dunkelheit fir 20 min inkubiert. Nach einem
Waschschritt in PBS wurden die Messungen unverzuglich vorgenommen. Fur
jeden Ansatz wurden mindestens 7000 Ereignisse im interessierenden
Zielbereich gemessen. Dieser wurde durch ,Forwardscatter und
~oldewardscatter Parameter festgelegt, wie sie fur vitale dendritische Zellen
charakteristisch sind (,lifegate®).
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2.2.3 Bestimmung der Zellvitalitat

Bei allen Versuchen wurde der Anteil abgestorbener Zellen
durchflusszytometrisch quantifiziert. Dazu wurde der Farbstoff Propidium lodid
(Pl, Sigma-Aldrich, Steinheim), von dem bekannt ist, dass er passiv durch
permeabilisierte Membranen toter Zellen diffundieren kann, wahrend vitale
Zellen ihn ausschlieBen, benutzt. 100 ul Zellsuspension wurden mit 3 pul
Pl [1mg/ml] versetzt und sofort im Durchflusszytometer analysiert. Tote Zellen
erschienen im Lichtkanal 3 als deutlich abgrenzbare Pl-positive Population.

2.3 Beurteilung der Endozytosefahigkeit

Um endozytotische Aktivitat von Monozyten-abgeleiteten dendritischen Zellen
beurteilen zu koénnen, wurden diese mit 0,5mg/ml FITC-markierten
Dextranmolekilen (MW 40 kDa, Sigma, St. Louis, USA) inkubiert.

Als Negativkontrolle wurden Ansatze parallel auf Eis durchgefuhrt, um eine
aktive Aufnahme zu unterbinden. Die Inkubationszeit betrug einheitlich 30 min.
AnschlieBend wurden die Zellen viermal in PBS gewaschen und
aufgenommenes FITC-Dextran sofort Durchflusszytometrisch semiquantitativ
bestimmt.

Die Aufnahme von FITC-Dextran unter den Versuchsbedingungen wurde auf
die Aufnahme von FITC-Dextran unaktivierter Monozyten-abgeleiteter
dendritischer Zellen bezogen, welche als 100% festgelegt wurde.

24 Zytokinnachweis

Die IL-12-Produktion von Monozyten-abgeleiteten dendritischen Zellen wurde
im Uberstand der Zellkulturen gemessen. Zur Anwendung kam ein kommerziell
erhaltlicher Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay (ELISA)- Kit (Endogen,
Woburn, USA), welcher sowohl die p40-Untereinheit als auch das bioaktive
p70-Heterodimer erkennt. Die Messungen wurden gemal} den Anleitungen des
Herstellers und in Doppelbestimmungen ausgefuhrt. Die Zytokinkonzentrationen
wurden uber Eichkurven bestimmit.
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2.5 Bestimmung der T-Zell-stimulatorischen Kapazitat

In einer gemischten Lymphozytenkultur (,mixed lymphozyte reaction“, MLR)
wurde der Einfluss von Monozyten-abgeleiteten dendritischen Zellen auf die
Proliferation allogener T-Zellen bestimmt. T-Zellen wurden aus den im Laufe
der Generierung von Monozyten-abgeleiteten dendritischen Zellen anfallenden
nichtadharenten Zellen gewonnen (siehe 2.1.2).

Monozyten-abgeleitete  dendritische Zellen wurden geerntet und in
Verhaltnissen von 1:20 bis 1:320 mit allogenen nichtadharenten mononuklearen
Zellen (MNC) in Triplikaten in 96-Loch Rundbodenplatten (Becton Dickinson,
New Jersey, USA) kokultiviert. Pro Ansatz wurden 2 x 10° MNC in 200 pl
Kulturmedium eingesetzt. Am flnften Tag der Kokultur wurde pro Kulturansatz
1 uCi [PH]-Thymidin (Amersham, Freiburg) zugegeben. Nach weiteren 18 h
wurden die Zellen mittels eines 96 MicroCell Harvesters (Skatron, Transby,
Danemark) auf Filtermatten gefallt, gewaschen und luftgetrocknet. Nach
Zugabe von Szintillationsflissigkeit wurde die in die Zellen inkorporierte
Radioaktivitat mit einem 1205 Betaplate Liquid Scintillation Beta Counter
(Wallac Oy, Turku, Finnland) quantifiziert. Als Kontrolle dienten Ansatze
mononuklearer Zellen ohne Zugabe von Monozyten-abgeleiteten dendritischen
Zellen.

2.6 Statistik

Die Ergebnisse wurden als arithmetische Mittelwerte angegeben. Die Streuung
wird als Standardfehler des Mittelwertes (standard error of mean, SEM)
dargestellt. Zum Vergleich der Mittelwerte wurde der zweiseitige Student t-Test
fur verbundene Stichproben angewendet. Statistische Signifikanz wurde fir
p <0.05 angenommen und in Abbildungen mit einem Stern (*) verdeutlicht.
Alle statistischen Untersuchungen wurden mit dem Programm Stat-View 512
von Abacus Concepts (Calabasas, USA) durchgeflhrt.
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3 Ergebnisse

3.1 Generierung von Monozyten-abgeleiteten dendritischen Zellen aus
mononuklearen Zellen

Das unter 2.1.1 und 2.1.2 beschriebene Prozedere zur Generierung
Monozyten-abgeleiteter dendritischer Zellen entspricht dem in der Literatur
beschriebenen (Sallusto et al., 1994) mit leichten Modifikationen. Eine
Adharenzzeit von 1 h erwies sich in Vorversuchen als optimal bezuglich
Reinheit und Ausbeute der dadurch gewonnenen CD14+ Monozyten. Die
Ausbeute schwankte zwischen 4% und 10% der eingesetzten mononuklearen
Zellen. Die Reinheit der CD14+ Zellen betrug in durchflusszytomerischen
Messungen stets Uber 60-80%. An Verunreinigungen fanden sich bei
Kulturbeginn regelhaft 10-20% CD3+ T-Zellen sowie 5-15% CD19+ B-
Lymphozyten und 5-10% CD16+ NK-Zellen.

Im Laufe der Kultur in mit IL-4 und GM-CSF versetztem Medium lie3en sich im
Phasenkontrastmikroskop typische morphologische Veranderungen beobachten.
Schon am ersten Tag bildeten sich zunachst Zellagregate, die sich vom Boden
der Kulturschalen ablésten. Diese waren am vierten Tag wieder aufgeldst, und
die Einzelzellen hatten ihre urspringliche Monozytenmorphologie verloren. Die
Zellen zeigten jetzt eine unregelmaflige Form mit plumpen, lichtmikoskopisch
gut erkennbaren Zytoplasmaauslaufern. Die am Tag 6 fur die Experimente
eingesetzten dendritischen Zellen lieRen sich im Durchflusszytometer
morphologisch aufgrund ihrer Vorwarts- und Seitwartsstreueigenschaften
(,Forwardscatter® und ,Sidewardscatter) als distinkte Population abgrenzen.
Durchflusszytometrisch liel3 sich die Expression von CD11c, CD40, CD54,
CD58, CD80, CD86, MHC I, und HLA-DR nachweisen.

Der Monozytenmarker CD14 war zu diesem Zeitpunkt stark bis vollstandig
herabreguliert. Die T-Zell-Marker CD4 und CD8, sowie der B-Zell-Marker CD19
wurden nicht exprimiert. Somit ergab sich ein Profil von Oberflachenmarkern,
wie es fur unreife Monozyten-abgeleitete dendritische Zellen charakteristisch ist.
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3.2 Einfluss von ATP auf die Endozytosefahigkeit von Monozyten-
abgeleiteten dendritischen Zellen

Unreife Monozyten-abgeleitete dendritische Zellen zeichnen sich durch eine
hohe endozytotische Aktivitat aus. Um einen eventuellen Einfluss von
extrazelluldarem ATP auf die Endozytose zu untersuchen, wurden Monozyten-
abgeleitete dendritische Zellen mit 100 uM ATP inkubiert und FITC-Dextran zu
verschiedenen Zeitpunkten fur 30 min zugegeben.

Als Positivkontrolle diente ein Ansatz ohne ATP. Als Negativkontrolle diente ein
weiterer Ansatz auf Eis, da bei Temperaturen um 4°C keine aktive Endozytose
stattfinden kann. Es zeigte sich, dass Monozyten-abgeleitete dendritische
Zellen unmittelbar nach ATP-Exposition die Endozytoserate signifikant erhéhen.

Zellen, bei denen die ATP-Exposition schon 48 h zurlcklag, nahmen dagegen
signifikant weniger FITC-Dextran auf als nicht-exponierte Monozyten-
abgeleitete dendritische Zellen, die weiterhin nur in GM-CSF und IL-4 kultiviert
worden waren (Abb. 6).
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Abb. 6. ATP-Exposition erhoht vorubergehend die endozytotische Aktivitat
Monozyten-abgeleiteter dendritischer Zellen. Monozyten-abgeleitete
dendritische Zellen wurden in Anwesenheit oder in Abwesenheit von 100 uM
ATP inkubiert. FITC-Dextran wurde entweder gleichzeitig mit ATP oder erst
48 h spater fur 30 min zugegeben. Die FITC-Dextran-Aufnahme wurde
anschlielend Durchflusszytometrisch anhand der mittleren Fluoreszenz-
Intensitat (MFI) der Zellen bestimmt. Gezeigt sind die Ergebnisse von sechs
unabhangigen Experimenten +SEM (p=0.008 fir den Zeitpunkt Oh und p=0.007
fur den Zeitpunkt 40h).

Als nachstes wurde die Kinetik des ATP-Effektes auf die Endozytosefahigkeit
bestimmt. Ferner wurde neben 100 uM auch eine hohere ATP-Konzentration
eingesetzt (500 uM). Dabei zeigte sich, dass die Endozytosefahigkeit nach
Exposition mit 100 uM ATP schon nach 4 h unter den Ausgangswert zuruckfiel.
Bei 500 uM ATP kam es zu keinem mefRbaren Anstieg, sondern zu einem
sofortigen nachhaltigen Abfall dieses funktionellen Parameters (Abb.7). Der
Endozytose-erhohende Effekt von ATP trat also nur vorubergehend (innerhalb
der ersten zwei Stunden) und konzentrationsabhangig auf.
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Abb. 7. Unmittelbar nach ATP-Stimulation erhéhen Monozyten-abgeleitete
dendritische Zellen vorubergehend die Endozytoseaktivitat. Der Wert der
mittleren  Fluoreszenz-Intensitat (MFI) von unstimulierten Monozyten-
abgeleiteten dendritischen Zellen wurde als Bezugswert mit 100% festgelegt
und alle anderen gemessenen MFI-Werte auf diesen bezogen. Gezeigt sind die
Ergebnisse von sechs unabhangigen Experimenten + SEM.
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3.3 Auswirkungen von P2-Agonisten auf die Oberflaichenmarker-
Expression von Monozyten-abgeleiteten dendritischen Zellen

Um den Einfluss von P2-Agonisten auf die Expression von
Oberflachenmolekulen beurteilen zu konnen, die eine Aktivierung von
Monozyten-abgeleiteten dendritischen Zellen reflektieren, wurden Monozyten-
abgeleitete dendritische Zellen mit 100 uM ATP, UTP oder ATP-Derivaten fur
48 h inkubiert und anschlieRend Durchflusszytometrisch in Hinsicht auf die
Expression von CD54, CD83, CD86, und MHC Il analysiert. UTP zeigte unter
diesen Bedingungen keinen Effekt (Daten nicht dargestellt). Da ATP einem
raschen Abbau durch ecto-ATP/ADPase (CD39) unterliegen kann, wurden die
metabolisch stabilen ATP-Derivate BymeATP, ofmeATP, ATPyS und APsA
eingesetzt.

Alle diese Derivate fuhrten ebenfalls zu einer deutlichen Hochregulation von
CD54, CD86, und MHC II. Bei einer Subpopulation von < 10% der mit den ATP-
Derivaten BymeATP, opmeATP, ATPyS aktivierten Monozyten-abgeleiteten
dendritischen Zellen fand sich eine Expression des Reifemarkers CD83.

ATP hingegen fuhrte nur zu einer deutlichen Hochregulation von CD54, CD86,
und zu einer mafligen Hochregulation von MHC Il (Abb.8).
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Abb. 8. Effekte von P2-Agonisten auf die Expression der Aktivitatsmarker CD86,
CD54, MHC Il und CD83. Monozyten-abgeleitete dendritische Zellen wurden
mit ATP (schattierte Integrale) oder ohne ATP (weile Integrale),
beziehungsweise P2-Agonisten (Konzentration je 100 yM) fur 48 h inkubiert und
anschlieend Durchflusszytometrisch analysiert. Die MFI-Werte unstimulierter
Zellen sind in den linken oberen Ecken der ersten Reihe angegeben, die der
stimulierten Zellen in den rechten oberen Ecken. Dargestellt ist ein
reprasentatives von insgesamt vier Experimenten.
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CD86 CD54 MHC II CcD83
unstimuliert 1 1 1 1

ATP 1,47 (+0,17) [1,14 (+0,07) |1,34 (+0,27) [1,17 (+0,12)
BymeATP 1,92 (+0,11) [1,41 (+0,15) |1,56 (+0,37) [2,90 (+1,34)
apmeATP 1,92 (+0,23) [1,39 (+0,19) |1,50 (+0,58) [2,63 (+0,60)
ATPyS 1,81 (+0,46) [2,06 (+0,64) |1,20 (+0,18) |[1,24 (+0,39)
APsA 1,26 (+0,35) [1,22 (+0,20) |1,15 (+0,18) |[1,14 (+0,10)
UTP 1,01 (+0,07) [1,11 (+0,11) |1,04 (+0,09) [0,98 (+0,40)

Tabelle 2. Gemittelte Werte der mittleren Fluoreszenz-Intensitat (+SEM) nach
Stimulation von Monozyten-abgeleiteten dendritischen Zellen mit je 100 uM
ATP oder andern P2-Agonisten fur 48 h. Zur besseren Vergleichbarkeit wurden
die MFI-Werte der unstimulierten Zellen jedes Versuchs mit 1 festgelegt und
alle anderen Werte auf diesen Wert bezogen. Gezeigt sind Daten aus vier
unabhangigen Experimenten.

3.4 Einfluss von ATP auf die
abgeleiteten dendritischen Zellen

IL-12-Synthese von Monozyten-

Die Fahigkeit zur Produktion des heterodimeren Zytokins IL-12 ist ein wichtiges
funktionelles Merkmal von Monozyten-abgeleiteten dendritischen Zellen,
welches die Induktion von T-Helfer 1 (Th1) Immunantworten erlaubt. IL-12 wird
bekanntermallen nach Stimulation mit einer Vielzahl von aktivierenden
Substanzen, wie LPS, TNF-a oder PGE; sezerniert. Um einen moglichen
Einfluss von Nukleotiden auf die Sekretion dieses Zytokins zu untersuchen,
wurden Monozyten-abgeleitete dendritische Zellen fur 48 h mit verschiedenen
Konzentrationen von ATP, ATP-Derivaten, oder UTP inkubiert. Anschlie3end
wurde der IL-12-Gehalt in den Uberstanden mittels ELISA bestimmt, der sowohl
IL-12p40 als auch IL-12p70 erfasst. Wahrend UTP keine Wirkung hatte (Daten
nicht gezeigt), konnte durch ATP und BymeATP sowie afpmeATP eine Induktion
der IL-12 Synthese nachgewiesen werden. Bereits bei einer Konzentration von
100 uM ATP konnten signifikant erhéhte Gehalte von IL-12 im Uberstand
gemessen werden (n=11, p=0.006). Die sezernierte Menge stieg mit der
eingesetzten ATP-Konzentration zunachst an (Abb.9). Nach einem Gipfel bei
etwa 500 uM ATP von durchschnittlich 530 pg/ml IL-12 fielen die Werte wieder
ab. Konzentrationen dber 500 uM waren mit einer erheblichen Toxizitat
verbunden, was sich in einem Anteil von Pl-positiven Monozyten-abgeleiteten
dendritischen Zellen von Uber 30% zeigte.
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Abb. 9. Exposition von Monozyten-abgeleiteten dendritischen Zellen mit
extrazellularem ATP induziert dosisabhangig die Produktion von IL-12.
Monozyten-abgeleitete dendritische Zellen wurden fir 48 h mit ATP in den
angegebenen Konzentrationen inkubiert. Die Uberstande der Zellkulturen
wurden mittels ELISA auf ihren Gehalt an IL-12 untersucht. Gezeigt sind
Mittelwerte aus vier unabhangigen Experimenten +SEM.

Auch fur die IL-12-Sekretion erwiesen sich BymeATP, afmeATP und ATPyS als
starkere Stimuli im Vergleich zu nativem ATP, wahrend UTP, MeSATP und
APsA keine signifikante Wirksamkeit hatten (Daten nicht gezeigt). Um
sicherzustellen, dass die beobachteten Effekte tatsachlich rezeptorvermittelt
und nicht unspezifischer Natur sind, wurde der P2-Antagonist Suramin
eingesetzt. In einer Konzentration von 30 uM blockierte Suramin sowohl den
Effekt von ATP als auch von ATP-Derivaten auf die IL-12-Synthese (Abb.10).
Der P2X7-Antagonist oxyATP hatte keinen signifikanten Effekt auf die ATP-
induzierte IL-12-Synthese.
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Abb. 10. Die ATP-induzierte |L-12-Produktion wird durch den P2-Rezeptor-
Antagonisten Suramin blockiert. Monozyten-abgeleitete dendritische Zellen
wurden fur 48 h mit 100 uM ATP oder 100 uM BymeATP in Anwesenheit bzw.
Abwesenheit von 30 uM Suramin inkubiert. Anschliefend wurde der IL-12-
Gehalt in den Uberstdnden gemessen. Gezeigt sind Mittelwerte aus vier
unabhangigen Experimenten + SEM.
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3.5 Einfluss von ATP auf die T-Zell-stimulatorische Kapazitit von
Monozyten-abgeleiteten dendritischen Zellen

Dendritische Zellen zeichnen sich durch die Fahigkeit aus, T-Zellen zu
aktivieren und zur Proliferation anzuregen. Mittels MLR (siehe 2.5) wurde der
Einfluss von Nukleotiden auf die T-Zell-proliferationsfordernde Wirkung
dendritischer Zellen untersucht.

250
A ATP 500 uM
B ATP 100 pM
200 1 @ Kontolle
genormte O f'lép 500 uM
[*H]Thymidin- 150 1 ; uramin
Aufnahme
in %
100 1
50 -
0

1:20 1:40 1:80 1:160 1:320
Verhaltnis MoDC : T-Zellen

Abb. 11. Aktivierung von Monozyten-abgeleiteten dendritischen Zellen (MoDC)
mit ATP erhdht dosisabhangig die Kapazitat, T-Zellen zur Proliferation
anzuregen. Monozyten-abgeleitete dendritische Zellen wurden mit 100 uM bzw.
500 uM ATP in Anwesenheit oder Abwesenheit von 30 uM Suramin inkubiert.
Nach 48 h wurden die Monozyten-abgeleiteten dendritischen Zellen mit nicht-
adharenten mononuklearen Zellen in den angegebenen Verhaltnissen
kokultiviert. An Tag 5 wurde den Kokulturen [°’H]Thymidin zugegeben. Nach
weiteren 18 h wurde die inkorporierte Radioaktivitat bestimmt. Als Bezugspunkt
wurde die [°H]Thymidin-Aufnahme unstimulierter Monozyten-abgeleiteter
dendritischer Zellen bei einem Verhaltnis von 1:20 gewahlt und auf 100%
festgelegt. Alle anderen Werte wurden prozentual auf diesen Wert bezogen.
Gezeigt sind Mittelwerte (+SEM) von drei unabhangigen Experimenten.
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In der MLR wurden die Monozyten-abgeleiteten dendritischen Zellen in
Verhaltnissen von 1:20 bis 1:320 mit allogenen mononukledren Zellen
kokultiviert. Monozyten-abgeleitete dendritische Zellen, die 48 h vor der
Kokultur mit 500 uM ATP behandelt worden waren, waren als Stimulatoren der
T-Zellproliferation bis zu viermal potenter als unbehandelte Monozyten-
abgeleitete dendritische Zellen (bezogen auf die Zellzahl, die bendtigt wird, um
eine bestimmte T-Zell-Proliferationsrate zu induzieren). ATP in niedrigerer
Konzentration (100 uM) hatte keinen signifikanten Effekt. Der Einfluss von ATP
auf die T-Zell-Proliferation lie® sich durch Suramin vollstandig antagonisieren
(Abb.11).

3.6 Synergistische Effekte von ATP und TNF-o in Bezug auf die
Aktivierung von Monozyten-abgeleiteten dendritischen Zellen

Die oben beschriebenen Versuche zeigten, dass ATP auf Monozyten-
abgeleitete dendritische Zellen einen aktivierenden Einfluss austbt. Fir das
Zytokin TNF-a ist eine solche Wirkung schon langere Zeit bekannt. Sowohl fur
ATP als auch fur TNF-a ist dieser Effekt jedoch nur maRiggradig ausgepragt. Im
Hinblick auf TNF-o ist bekannt, dass seine Wirkung von durch andere
proinflammatorische Stimuli, wie IL-1p, IL-6, und PGE,, verstarkt werden kann
(Bender et al., 1996, Rieser et al., 1997). Um herauszufinden, ob ATP ahnliche
synergistische Effekte mit TNF-a zeigt, wurden in den folgenden Versuchen
Monozyten-abgeleitete dendritische Zellen mit ATP oder ATP-Derivaten und
TNF-a inkubiert. AnschlieRend wurden Oberflachenmarkerexpression, IL-12-
Synthese und die Fahigkeit, allogene T-Zellen zu stimulieren, untersucht.

Monozyten-abgeleitete dendritische Zellen, die nur mit TNF-a stimuliert wurden,
produzierten lediglich geringe Mengen an IL-12, vergleichbar mit einer
Aktivierung mit 100 uM ATP alleine. Wenn Monozyten-abgeleitete dendritische
Zellen mit 100 uM ATP und TNF-a aktiviert wurden, zeigte sich ein deutlicher
synergistischer Effekt. Fur 500 uM ATP war dieser Effekt nochmals starker
ausgepragt (Abb.12).
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Abb. 12. ATP und TNF-a wirken synergistisch auf die Sekretion von IL-12
durch Monozyten-abgeleitete dendritische Zellen. Monozyten-abgeleitete

dendritische Zellen wurden mit ATP, TNF-o oder einer Kombination aus beiden
in den angegebenen Konzentrationen inkubiert. Nach 48 h wurde die
Konzentration von IL-12 im Uberstand gemessen. Gezeigt sind Mittelwerte
(+SEM) aus drei unabhangigen Experimenten.

Auch die kombinierte Wirkung von ATP und TNF-a auf die IL-12-Synthese
wurde durch Suramin deutlich antagonisiert. Um auszuschliel3en, dass Suramin
einen unspezifisch hemmenden Einfluss auf die Aktivierung dendritischer Zellen
hat, wurden diese mit der etablierten Kombination TNF-a und PGE; in
Anwesenheit oder Abwesenheit von Suramin inkubiert. Bei solchermalien
stimulierten Monozyten-abgeleiteten dendritischen Zellen war durch Suramin
keine signifikante Inhibition der IL-12-Synthese zu erzielen (Abb.13).
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Abb. 13. Der P2R-Antagonist Suramin reduziert den synergistischen Effekt von
ATP und TNF-a. Der Effekt von TNF-o in Kombination mit PGE, wird dagegen
von Suramin nicht beeinflusst. Monozyten-abgeleitete dendritische Zellen
wurden mit 1000 U/ml TNF-a. und 500 uM ATP oder 1 uM PGE;in Anwesenheit
oder Abwesenheit von Suramin (30uM) inkubiert. Nach 48 h wurde der Gehalt
an IL-12 im Zelliberstand gemessen. Gezeigt sind Mittelwerte aus drei
unabhangigen Experimenten (+SEM).

Zudem konnte eine synergistische Wirkung von P2-Rezeptoragonisten und
TNF-o auf die Ausbildung eines aktivierten Phanotyps von Monozyten-
abgeleiteten dendritischen Zellen beobachtet werden. Das ATP-Derivat
afmeATP fuhrte in einer Konzentration von 100 uM zu den oben (Abschnitt 3.3)
beschriebenen Veranderungen des Phanotyps von Monozyten-abgeleiteten
dendritischen Zellen sowie zu einer Neuexpression des Reifemarkers CD83 bei
einer kleinen Subpopulation (maximal 10%) der Zellen.
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Ahnlich wie das ATP-Derivat fiihrte TNF-a. in einer Konzentration von 1000 U/ml
zu einer Hochregulierung von CD86, CD54, und MHC I, sowie zu einer
geringen Zunahme der Expression von CD83 (Abb.14). Monozyten-abgeleitete
dendritische Zellen, die mit einer Kombination aus beiden Stimuli inkubiert
wurden, exprimierten nach 48 h zu mehr als 80% CD83. Die Expression von
CD86, CD54 und MHCII wurde ebenfalls deutlich hochreguliert (Abb.14).

CD86 CD54 MHC Il CD83
47 — o1 363—»665|4 —» 7
TNF-a
B . 9
apmeATP
— 27
apmeATP
+ TNF-a

Abb. 14. P2-Rezeptor-Agonisten wirken mit TNF-o synergistisch bei der
Aktivierung von dendritischen Zellen. Dendritische Zellen wurden mit 1000 U/ml
TNF-a, 100 yM ofmeATP, oder einer Kombination aus beiden fur 48 h inkubiert.
AnschlieBend wurde die Expression von CD86, CD54, MHC Il und CD83
Durchflusszytometrisch untersucht. Die MFI-Werte der unstimulierten Zellen
sind in den linken Ecken auf den Tafeln der oberen Reihe angegeben. Die MFI-
Werte der stimulierten Zellen finden sich jeweils in den rechten oberen Ecken
der jeweiligen Tafeln. Gezeigt ist ein reprasentatives von insgesamt drei
Experimenten.
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Die verstarkte Aktivierung der Monozyten-abgeleiteten dendritischen Zellen
spiegelte sich in der Beobachtung wider, dass dendritische Zellen, die mit ATP
und TNF-o stimuliert wurden, ebenfalls potente Stimulatoren der T-Zell-
Proliferation in der MLR waren (Abb.15).

Monozyten-abgeleitete dendritische Zellen wurden mit 1000 U/ml TNF-a oder
100 uM  ATP oder einer Kombination aus beiden flir 48 h inkubiert.
AnschlieRend wurde wie oben beschrieben, die Fahigkeit zur T-Zell-Aktivierung
in der MLR untersucht. Es zeigte sich ein ausgepragter synergistischer Effekt
von ATP und TNF-a bezuglich der T-Zell-Proliferation.
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Abb. 15. ATP und TNF-a erhdhen synergistisch die Potenz Monozyten-
abgeleiteter dendritischer Zellen (MoDC), T-Zellen zur Proliferation anzuregen.
Monozyten-abgeleitete dendritische Zellen wurden mit 1000 U/ml TNF-a oder
100 uM  ATP, oder einer Kombination aus beiden fir 48 h inkubiert.
AnschlieRend wurden die Monozyten-abgeleiteten dendritischen Zellen mit
nicht-adharenten mononuklearen Zellen in den angegebenen Verhaltnissen
kokultiviert. An Tag 5 wurde den Kokulturen [3H]-Thymidin zugegeben. Nach
weiteren 18 h wurde die inkorporierte Radioaktivitat bestimmt. Als Bezugspunkt
wurde die [*H]-Thymidin-Aufnahme bei Kokultivierung von unstimulierten
Monozyten-abgeleiteten dendritischen Zellen mit T-Zellen bei einem Verhaltnis
von 1:20 gesetzt. Alle anderen Werte wurden prozentual auf diesen Wert
bezogen. Gezeigt sind Mittelwerte (+SEM) dreier unabhangiger Experimente.
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4 Diskussion

4.1 Uberblick liber die Ergebnisse

In dieser Arbeit konnte erstmals gezeigt werden, dass extrazellulare Nukleotide
eine Aktivierung von humanen Monozyten-abgeleiteten dendritischen Zellen
induzieren konnen, die sich in einem veranderten Phanotyp und in veranderten
funktionellen Eigenschaften der Zellen widerspiegelt.

Monozyten-abgeleitete dendritische Zellen, die mit ATP stimuliert wurden,
erhdhten initial ihre Endozytoserate. Dieser Effekt dauerte ein bis zwei Stunden
an und wurde gefolgt von einer anhaltenden Phase stark verminderter
endozytotischer Aktivitat, wie sie flr aktivierte Monozyten-abgeleitete
dendritische Zellen typisch ist. Ferner regulierten Monozyten-abgeleitete
dendritische Zellen in Folge einer Exposition mit extrazellularen Nukleotiden
kostimulatorische Molekule, Adhasionsmolekile, und MHC II-Molekule hoch.
Nicht-hydrolysierbare ATP-Derivate induzierten bei einer Subpopulation der
Zellen den Reifemarker CD83. Zudem wurde die Synthese von IL-12
dosisabhangig durch ATP induziert. Schliel3lich steigerte eine Aktivierung von
Monozyten-abgeleiteten dendritischen Zellen mit ATP deren Fahigkeit, allogene
T-Zellen zur Proliferation anzuregen. Somit wurde erstmals ein Einfluss von
ATP auf diese zentrale physiologische Funktion dendritischer Zellen gezeigt.

Alle beobachteten Effekte lieRen sich bei gleichzeitiger Inkubation mit TNF-a
synergistisch  verstarken. P2-Rezeptor-Agonisten und TNF-a zeigten
supraadditive Effekte bezlglich der Auswirkung auf die Endozytoserate, den
Phanotyp, die IL-12-Produktion und das Vermdgen, T-Zellen zur Proliferation
anzuregen.

Durch Verwendung von Suramin, eines P2-Rezeptor-Antagonisten, konnten die
oben beschriebenen Wirkungen von Nukleotiden blockiert werden. Dies legt
nahe, dass ATP seine Wirkung Uber P2-Rezeptoren vermittelt und die Effekte
nicht unspezifischer Natur sind (siehe auch 4.2.3).
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Insgesamt legen die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit nahe, dass
extrazellulares ATP, welches unter Bedingungen wie Zellstress, Ischamie und
Nekrose extrazellular im Gewebe akkumulieren kann, allein oder im Konzert mit
anderen proinflammatorischen Substanzen wie TNF-a eine richtungsweisende
Rolle bei der Aktivierung von dendritischen Zellen und somit allgemein bei der
Initiierung einer Immunantwort spielen konnte.

4.2 Methodendiskussion

4.2.1 Monozyten-abgeleitete dendritische Zellen als Modell fiir
physiologisch vorkommende dendritische Zellen

Dendritische Zellen lassen sich aus unterschiedlichen Vorlauferzellen
generieren oder auch direkt aus Blut und Geweben isolieren (siehe auch 1.2).
Mehrere Grunde sprechen daflur, wie in der vorliegenden Arbeit Monozyten-
abgeleitete dendritische Zellen zum Gegenstand der Experimente zu machen.

Zum einen sind Monozyten-abgeleitete dendritische Zellen relativ einfach in
grolien Mengen innerhalb von nur 5 bis 7 Tagen aus Monozyten des peripheren
Blutes zu gewinnen. Eine Vorbehandlung der Probanden mit Substanzen wie
G-CSF oder flt3-Ligand, um dendritische Zellen im Blut in vivo zu expandieren,
ist bei diesem Protokoll nicht erforderlich. Alternativ konnen dendritische Zellen
von CD34+ Stammzellen abgeleitet werden. Diese Methode ist aber wesentlich
langwieriger und kostspieliger, ohne klare Vorteile gegenuber den Monozyten-
abgeleiteten dendritischen Zellen zu bieten.

Aus diesen Grunden handelt es sich bei den Monozyten-abgeleiteten
dendritischen Zellen um die in der Forschung am haufigsten verwendeten und
am besten charakterisierten dendritischen Zellen, so dass die eigenen
Ergebnisse vor dem Hintergrund einer gro3en Anzahl von Publikationen
interpretiert und auf ihre Plausibilitdt hin Uberprift werden konnen. Die
Protokolle zu Generierung und Kultur der Zellen sind gut etabliert (Romani et al.,
1994, Sallusto et al., 1994, Bender et al., 1996, Romani et al., 1996, Thurner et
al., 1999) und lassen eine reproduzierbare Gewinnung von Monozyten-
abgeleiteten dendritischen Zellen aus mononukledren Zellen des peripheren
Blutes mit einer Ausbeute von 5-10% der Ausgangszellzahl zu. Erforderlich ist
die Zugabe von GM-CSF, einem Wachstumsfaktor fur alle dendritischen Zellen
der myeloiden Abstammungsreihe (Reid et al., 1992) und IL-4, welches die
Entwicklung der Monozyten zu Makrophagen unterdrickt (Jansen et al., 1989).
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Zudem spricht fur den Einsatz von Monozyten-abgeleiteten dendritischen Zellen
ihre zunehmende Verwendung in klinischen Studien. Die ersten dieser Studien
(Nestle et al., 1998, Murphy et al., 1999, Thurner et al., 1999) zeigten bei
Malignompatienten ein immunologisches, in einigen Fallen auch klinisches
Ansprechen auf eine Vakzinierung mit dendritischen Zellen, die auf vielfaltige
Weise mit Tumorantigenen beladen wurden. Somit ist davon auszugehen, dass
neue Erkenntnisse Uber die Charakteristika dieser Zellen klinische Relevanz
besitzen.

An dieser Stelle mul® aber auch erwahnt werden, dass eine physiologische
Differenzierung von Monozyten zu dendritischen Zellen in vivo bislang nicht
eindeutig identifiziert werden konnte. Eventuell stellt nur eine bestimmte
Fraktion der Monozyten dendritische Vorlauferzellen dar (Crawford et al., 1999).
Andere Autoren postulieren, dass die Differenzierung von CD16+ Monozyten zu
dendritischen Zellen in vivo durch transendotheliale Migration induziert werden
kann (Randolph et al., 2002).

Die in dieser Arbeit verwendeten Monozyten-abgeleiteten dendritischen Zellen
zeigten die von anderen Autoren Dbeschriebenen charakteristischen
phanotypischen und funktionellen Eigenschaften. Sie wiesen sich durch die
typische Morphologie mit multiplen Zytoplasmaauslaufern aus und exprimierten
Adhasionsmolekile (CD11c, CD54, CD58), kostimulatorische Molekule (CD80,
CD86) und antigenprasentierende Molekule (MHC | und MHC Il). Sie zeigten
eine hohe endozytotische Aktivitat und die Kapazitat, allogene T-Zellen zur
Proliferation anzuregen. Somit entsprachen die Zellen den in vivo
beschriebenen unreifen gewebestandigen dendritischen Zellen.

4.2.2 Aktivierung der dendritischen Zellen durch Nukleotide

In der vorliegenden Arbeit wurden ATP-Konzentrationen zwischen 50 uM und
1 mM eingesetzt. Da lebende Zellen im Zytosol oder Zellkompartimenten ATP
in Konzentrationen von bis zu 10 mM enthalten, ist davon auszugehen, dass die
von uns verwendeten Konzentrationen im Bereich einer physiologisch
auftretenden ATP-Exposition dendritischer Zellen, beispielsweise bei
Gewebsschaden oder entzindlichen Prozessen, liegen.
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Die Expression von ecto-ATPase (CD39) und ecto-5"-Nukleotidase (CD73) auf
dendritischen Zellen (Berchtold et al., 1999) ware dementsprechend als
physiologischer Schutz gegen anhaltend hohe und schliel3lich toxische ATP-
Konzentrationen zu interpretieren. Die toxische Wirkung wird durch die
Aktivierung des porenbildenden P2X7-Rezeptors durch ATP im millimolaren
Bereich vermittelt (Collo et al., 1997, Di Virgilio et al., 1998). Ekto-Nukleotidasen
werden jedoch auch von einer Vielzahl von anderen Zellen und Geweben
exprimiert.

Die in dieser Arbeit eingesetzten chemisch modifizierten ATP-Derivate wurden
entweder mit dem Ziel eingesetzt, die Grenzen einer maximalen P2-Rezeptor-
vermittelten Stimulation auszuloten, oder unter dem Aspekt, moglichst
Ruckschlusse auf die Relevanz einzelner Rezeptor-Subtypen bezuglich der
ATP-induzierten Aktivierung dendritischer Zellen zu ziehen. Alle Derivate
wurden 1994 oder friher als Werkzeuge der P2-Rezeptorforschung
beschrieben (Fredholm et al, 1994) und gelten als pharmakologisch
hinreichend charakterisiert und in der Forschung etabliert.

4.2.3 Bestimmung von IL-12 mittels ELISA

Der in der vorliegenden Arbeit eingesetzte kommerziell verfugbare ELISA-Kit
erkennt ein Epitop des IL-12 p40 Monomers. Gemessen wird somit nicht nur
das p70 Heterodimer, sodern auch singulares p40 bzw. p40 Homodimer. Bis
vor kurzem galt das p70-Heterodimer als die biologisch aktive Form des IL-12.
Neue Untersuchungen haben aber gezeigt, dass die p40-Untereinheit mit
verschiedenen anderen Unterheiten in Verbindung treten kann und mehrere
Interleukine mit distinkten Eigenschaften bilden kann. Es zeichnet sich das Bild
einer IL-12-Familie ab mit den Untereinheiten p40, p35, p19, und EBI3, die zu
IL-12, aber auch zu den kurzlich beschriebenen Zytokinen IL-23 und IL-27
zusammentreten konnen (Oppmann et al.,, 2000, van Seventer et al., 2002,
Cordoba-Rodriguez et al., 2003).
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4.3 Ergebnisinterpretation vor dem Hintergrund aktueller Literatur

Die immunregulatorischen Eigenschaften von extrazellularem ATP sind schon
seit geraumer Zeit bekannt (siehe auch 1.4), jedoch sind die Auswirkungen von
Nukleotiden auf Monozyten-abgeleitete dendritische Zellen erst in jungster Zeit
Gegenstand der Forschung. Erst 1999 verdffentlichte eine Arbeitsgruppe die
Entdeckung, dass murine dendritische Zellen P2X7;-Rezeptoren exprimieren.
Klone, die diesen Rezeptor nicht aufwiesen, wurden als vergleichsweise
schwache Stimulatoren antigenspezifischer T-Helfer-Lymphozyten identifiziert
(Mutini et al., 1999). Marriott et al. zeigten, dass mit UTP aktivierte murine
dendritische Zellen IL-1B, IL-6, IL-10, und IL-12 sezernieren (Marriott et al.,
1999).

Untersuchungen intrazellularer ATP-induzierter Kalziumstrome von humanen
Monozyten-abgeleiteten dendritische Zellen ergaben erste Hinweise auf das
Vorhandensein funktioneller P2-Rezeptoren auf diesen Zellen (Liu et al., 1999).
In dieser Arbeit wurde auch beschrieben, dass die Zellen ihre Dendriten auf
einen ATP-Gradienten hin ausrichten, was einen chemotaktischen Effekt von
ATP nahelegt. Die Neuexpression von CD83 weist auf eine Reifeinduktion hin.

Die Freisetzung von IL-12 legt nahe, dass die durch ATP-aktivierte Monozyten-
abgeleitete dendritische Zellen induzierte Immunantwort durch eine Induktion
von Ty1-Zellen gekennzeichnet und somit zytotoxischer Natur ist. Die
Hypothese, dass ATP eine proinflammatorische Substanz sein konnte, wird
durch den auf allen Ebenen beobachteten Synergismus mit dem bekannten
proinflammatorischen Zytokin TNF-a weiter unterstutzt.

Nach neueren Erkenntnissen wird jedoch durch ATP vorrangig die Produktion
der IL-12 p40 Untereinheit stimuliert, nicht jedoch bioaktives IL-12 p70. Zudem
wurde gezeigt, dass ATP die Produktion des antiinflammatorischen Zytokins
IL-10 induziert (la Sala et al., 2001). Interessanter Weise scheint ATP sogar
die durch LPS oder CD40 Ligand induzierte Synthese von TNF-a und IL-12 p70
zu hemmen und die Aktivierung von Ty2-Zellen zu fordern (la Sala et al., 2002).

Diesen Untersuchungen zu Folge konnte ATP ebenfalls eine antiinflamatorische
Wirkung besitzen, z.B. als negativer Ruckkopplungsmechanismus bei stark
ausgepragten inflammatorischen Prozessen.
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Eine solche Funktion wird auch dem Adenosinrereptor A2a zugeschrieben
(Ohta et al., 2001, Sitkovsky, 2003). In den oben beschriebenen Studien wurde
ATP als P2-Rezeptoragonist eingesetzt, welches rasch degradiert wird. Es ist
daher nicht auszuschlieRen, dass die beobachteten antiinflammatorischen
Wirkungen durch das ATP-Hydrolyseprodukt Adenosin, vermittelt durch den
A2a Rezeptor, bedingt wurde. Weitere Untersuchungen, z.B. unter Verwendung
von A2a-Rezeptorantagonisten, sind zur Klarung dieser Frage notig.

4.4 ATP als physiologisches endogenes Gefahrensignal

Bekanntlich erfordert die Initiierung spezifischer Immunreaktionen in der Regel
die vorausgehende Aktivierung dendritischer Zellen. Nach dem Modell von
Janeway unterscheidet das menschliche Immunsystem dabei primar
,selbst” von ,nicht-selbst um in den Korper eindringende Mikroorganismen zu
bekampfen (Janeway, 1992). Die auslésenden Signale konnen dabei bakterielle
Produkte wie LPS, nichtmethylierte CpG-DNA-Motive, wie sie im Genom von
Bakterien und Viren zu finden sind, oder virale doppelstrangige RNA sein
(Hartmann et al., 1999).

In den letzten Jahren hat dieses Konzept eine entscheidende Erweiterung
erfahren. Das sogenannte Gefahrenmodell (,danger model) postuliert, dass
dendritische Zellen auch von endogenen Mediatoren aktiviert werden, die bei
Schadigung oder Stress korpereigener Zellen unmittelbar frei werden (lbrahim
et al., 1995, Matzinger, 1998). Neuere Studien haben gezeigt, dass dendritische
Zellen durch nekrotische, mechanisch gestresste oder virusinfizierte Zellen in
der Nachbarschaft aktiviert werden, wahrend gesunde oder apoptotische Zellen
keine derartigen Effekte haben (Gallucci et al., 1999, Sauter et al., 2000).

Die oben beschriebenen Studien legen die Existenz induzierbarer oder
praformierter Molekule nahe, die von vital bedrohten oder geschadigten Zelle in
den Extrazellularraum freigesetzt werden und von Zellen des Immunsystems
als Gefahrensignal interpretiert werden. Ein Beispiel sind stress-induzierbare
Hitzeschock-Proteine, die eine Aktivierung von dendritischen Zellen bewirken
konnen (Singh-Jasuja et al., 2001, Bethke et al., 2002, Feng et al., 2002).
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In der Zusammenschau der Literatur und unserer Ergebnisse scheint plausibel,
dass auch das ubiquitar vorkommende Molekul ATP eine solche Rolle als
Gefahrensignal innehaben konnte. ATP liegt im Zytosol in Konzentrationen von
5mM bis 10mM vor, in praformierten Vesikeln sogar in molaren
Konzentrationen. Es entsprache damit einem praformierten Signalstoff, der bei
Membran- oder Zellschaden etwa durch Trauma, Entzindung oder
unkoordiniertes Tumorwachstum in relevanten Konzentrationen im Interstitium
auftreten wirde.

Tatsachlich wird ATP von aktivierten T-Zellen (Filippini et al., 1990),
Makrophagen (Sperlagh et al., 1998), Mikroglia-Zellen (Ferrari et al., 1997) und
einigen Tumorzelllinien (Pedersen et al., 1999) auch aktiv sezerniert. Unter
physiologischen Bedingungen wird ATP rasch durch ecto-Nukleotidasen zu
Adenosin degradiert. In entzundlich verandertem Gewebe kommt es jedoch zu
einer Herunterregulierung von ecto-ATP/ADPase, wodurch in diesen Regionen
durchaus ATP akkumulieren kann (Robson et al., 1997). Dies ware unserer
Hypothese entsprechend der Unterhaltung einer Immunreaktion forderlich.

Beim Untergang von Zellen werden ferner Protein-Vorlaufer freigesetzt, die als
mannosylierte Molekule Liganden fur Mannoserezeptoren darstellen. Somit fugt
sich auch die oben beschriebene Hochregulierung der mannoserezeptor-
vermittelten Endozytose sinnvoll in das Modell. Nach dieser ersten, kurz
anhaltenden funktionellen Antwort auf die ATP-Stimulation wirden dendritische
Zellen demnach in einer zweiten Phase Uber den Lymphweg in drainierenden
Lymphknoten einwandern, um dort mit T-Zellen zu interagieren.

4.5 Beteiligte Rezeptor-Subtypen

Die Vielzahl von verschiedenen P2-Rezeptoren und das Fehlen spezifischer
pharmakologischer Werkzeuge, etwa monoklonaler Antikdrper gegen
Rezeptoren, spezifischer Agonisten und Antagonisten, haben es bisher
unmoglich gemacht definitiv nachzuvollziehen, welcher P2-Rezeptorsubtyp die
Aktivierung von Monozyten-abgeleiteten dendritischen Zellen vermittelt. Es gibt
jedoch zahlreiche indirekte Hinweise, die Ruckschliusse zulassen.

Auf RNA-Ebene wurden bisher folgende P2-Rezeptorsubtypen auf Monozyten-
abgeleiteten dendritischen Zellen nachgewiesen: P2Y, P2Y4, P2Ys, P2Y44 und
P2Y 13) sowie P2X;, P2X4, P2Xs, und P2X; (Berchtold et al., 1999, Ferrari et al.,
2000, Zhang et al., 2002, Schnurr et al., 2003).
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Funktionell wurden durch Patch-clamp-Untersuchungen und Studien zur
Signaltransduktion sowohl lonenkanal-bildende P2X- als auch G-Protein-
gekoppelte P2Y-Rezeptoren nachgewiesen (Valera et al., 1994, Liu et al., 1999).
In Kalzium-Flussbestimmungen lie3 sich eindeutig die Expression von
Pertussis-Toxin-sensitiven G-Protein-gekoppelten P2Y-Rezeptoren nachweisen,
die Uber eine Aktivierung von Phospholipase C und IP3 Kalzium aus
intrazellularen Speichern freisetzen (Idzko et al., 2002, Schnurr et al., 2003).

Auch die pharmakologischen Eigenschaften der Rezeptoren lassen
Ruckschlusse auf funktionell beteiligte Subtypen zu. In ihrem Ansprechen auf
unterschiedliche Agonisten zeigen viele dieser Subtypen ein charakteristisches
Profil (Dubyak et al., 1993, Abbracchio et al., 1994, Fredholm et al., 1994).

Beispielsweise kommen von den sieben bekannten P2X-Rezeptoren die
Subtypen P2X,, P2X4, und P2Xs nicht als verantwortlich fur die von uns
beobachteten Effekte in Betracht, da sie nicht auf apmeATP ansprechen
(MacKenzie et al., 1999). P2X7, der bei Stimulation mit ATP im millimolaren
Bereich nicht-selektive Poren bildet (siehe 1.3.1 sowie Abb. 3), spielt
bekanntermallen bei der Antigenprasentation und Apoptose von murinen
dendritischen Zellen eine Rolle (Coutinho-Silva et al., 1999, Mutini et al., 1999).
Eine Beteiligung dieses Rezeptors in unserem Modell lie3e aber erwarten, dass
beobachtete Effekte durch oxyATP, einen P2X7-Blocker, inhibierbar sind. Da
dies in unseren Experimenten nicht der Fall war, bleiben P2X; und P2X3, als
maogliche Mediatoren der oben beschriebenen Phanomene.

Die P2Y-Familie beinhaltet die Purin-selektiven Rezeptoren P2Y; und P2Y,
die bevorzugt von ATP und ADP aktiviert werden. Daneben existieren reine
Pyrimidin-Rezeptoren (P2Y4, P2Yg) und solche, die sowohl von Adenin- als
auch von Uracilnukleotiden aktiviert werden (P2Y,, P2Ysg) (Communi et al.,
1999). P2Y4, und P2Y43; konnten kurzlich als neuere Mitglieder der P2Y-
Rezeptorfamilie identifiziert werden. Sie gelten als ADP-spezifische Rezeptoren
(Zhang et al., 2002, Andre et al., 2003). Es ist bekannt, dass, anders als bei
murinen dendritischen Zellen, humane monozyten-abgeleitete dendritische
Zellen nicht durch UTP aktiviert werden (Marriott et al., 1999).

Was die Potenz unterschiedlicher P2-Agonisten anbelangt, gilt der P2Y4-
Rezeptor als nicht reaktiv gegenuber methylierten ATP-Derivaten, die sich aber
in unseren Experimenten als starke Agonisten erwiesen.
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Der P2Y1-Rezeptor wurde bislang unter diesem Aspekt nicht untersucht.
Jedoch ist fur den P2Yqi-Rezeptor bekannt, dass ATPyS starker, 2MeSATP
dagegen schwacher wirksam ist als der physiologische Ligand ATP (Communi
et al., 1999). Diese Rangfolge bezuglich der Potenz der schwefelhaltigen ATP-
Derivate konnten wir in unseren Experimenten ebenfalls beobachten (siehe
auch 3.3). Folglich ist in der Zusammenschau unserer Ergebnisse P2Y i das
am wahrscheinlichsten involvierte Mitglied der P2Y-Familie.

Inzwischen wurde die Rolle des P2Y1-Rezeptors in mehreren Studien genauer
untersucht und seine wichtige Rolle bei der Aktivierung Monozyten-abgeleiteter
dentritischer Zellen bestatigt. Wilkin und Mitarbeiter (Wilkin et al., 2001).
konnten zeigen, dass der ATP-Effekt auf die Reifeinduktion von Monzyten-
abgeleiteten dendritischen Zellen durch Proteinkinase A vermittelt wird. Dieser
Signaltransduktionsweg wird auch vom P2Y4-Rezeptor genutzt. Zudem wurde
in diesen Versuchen die Substanz 2-propylthio-3,y-dichlormethylene-D-
Adenosine-5'triphosphat (AR-C67085) mit besonders hoher Affinitat zum P2Y 4-
Rezeptor eingesetzt und zeigte eine starkere Wirkung auf Monozyten-
abgeleitete dendritische Zellen als alle bisher verwendeten ATP-Derivate.

Eine weitere aktuelle Studie (Schnurr et al., 2003) konnte belegen, dass die
Rangfolge von P2-Rezeptoragonisten bezuglich der Aktivierung von
Monozyten-abgeleiteten dendritischen Zellen gut mit der Rangfolge
ubereinstimmte, die fur den isolierten P2Y 11-Rezeptor ermittelt wurde (Communi
et al., 1999). Schnurr und Mitarbeiter konnten auch zeigen, dass der P2Y ;-
Rezeptor nach Aktivierung der Monozyten-abgeleiteten dendritischen Zellen
herabreguliert wird, was ein weiterer indirekter Hinweis auf eine funktionlle Rolle
des Rezeptors ist.

Fasst man die Ergebnisse unserer Arbeit und die neueste Literatur zusammen,
so ist es wahrscheinlich, dass der P2Y 11-Rezeptor eine entscheidende Rolle bei
der Aktivierung von Monozyten-abgeleiteten dendritischen Zellen spielt. Eine
Beteiligung anderer P2-Rezeptorsubtypen kann jedoch nicht ausgeschlossen
werden.
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4.6 Klinische Relevanz

Eingang in die klinische Forschung konnten die Ergebnisse der vorliegenden
Arbeit moglicherweise auf dem Gebiet der Tumor-Immuntherapie finden. Einige
klinische Studien mit Tumorvakzinen auf der Basis von Monozyten-abgeleiteten
dendritischen Zellen zeigten ermutigende, wenn auch bei weitem noch nicht
zufriedenstellende Ergebnisse (Nestle et al., 1998, Murphy et al., 1999, Thurner
et al., 1999, Pecher et al., 2002, Slingluff et al., 2003, Yamanaka et al., 2003).

Eine zentrale Frage in all diesen Studien ist die optimale Stimulation der
Monozyten-abgeleiteten dendritischen Zellen, um sie zu moglichst potenten
Initiatoren einer Immunantwort zu machen. Der Weg einer P2-Rezeptor-
vermittelten Aktivierung wurde bisher nicht beschritten. Moglicherweise konnte
eine exvivo Stimulation Monozyten-abgeleiteter dendritischer Zellen mit
P2-Agonisten allein oder in Kombination mit anderen derzeit verwendeten
proinflammatorischen Substanzen hier erweiterte Optionen bieten.

Erste Ergebnisse unserer Arbeitsgruppe aus einem in vitro ,cross-priming“-
Modell, in dem T-Zell-Aktivitdt gegen Antigene auf Pankreaskarzinomzellen
bestimmt wurde, zeigten interessante Ergebnisse: Monozyten-abgeleitete
dendritische Zellen, die mit ATP, TNF-a und CD40 Ligand aktiviert wurden und
mit Fragmenten apoptotischer Tumorzellen beladen waren, induzierten eine
starke zytotoxische Reaktion gegen Tumorzellen (Manuskript in Vorbereitung).

Denkbar ist zudem, dass P2-Rezeptor-Agonisten als Adjuvantien fur Impfstoffe
auch invivo zu einem verbesserten Ansprechen des Immunsystems auf die
applizierten Antigene fuhren konnten.
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5 Zusammenfassung

Im Mittelpunkt der vorliegenden Arbeit steht die Untersuchung der
rezeptorvermittelten Effekte extrazellularer Nukleotide auf humane Monozyten-
abgeleitete dendritische Zellen. Hintergrund der Arbeit sind die bekannten
Effekte von Nukleotiden auf viele Zellen des Immunsystems einerseits und das
Wissen um die zentrale Rolle dendritischer Zellen in immunologischen Ablaufen
andererseits. Daraus ergibt sich ein wissenschaftliches Interesse an moglichen
Wirkungen von Nukleotiden auf diese Zellpopulation. Monozyten-abgeleitete
dendritische Zellen sind durch den Einsatz in Vakzinierungsprotokollen in
klinischen Studien besonders relevant. Daher ist es wichtig, Einflussfaktoren fur
die Funktion dieser Zellen moglichst genau zu definieren, weshalb die
vorliegende Arbeit ausschlieBlich diese Zellpopulation zum Gegenstand der
Untersuchungen hat.

In dieser experimentellen Arbeit zur Untersuchung von rezeptorvermittelten
Effekten von extrazellularen Nukleotiden auf humane Monozyten-abgeleitete
dendritische Zellen wurden sowohl physiologische Agonisten wie ATP, UTP
oder APsA, als auch chemisch modifizierte ATP-Derivate verwendet. Sie alle
sind Agonisten an P2-Rezeptoren, unterscheiden sich jedoch deutlich in ihrer
Affinitat zu bestimmten Rezeptor-Subtypen sowie in ihrer Stabilitdt gegenltber
ecto-Nukleotidasen.

Die folgenden Befunde wurden erhoben:

Humane Monozyten-abgeleitete dendritische Zellen erhéhen nach ATP-
Stimulation vorubergehend ihre Endozytoserate. Dieser Vorgang ist durch
Mannoserezeptoren vermittelt und reprasentiert wahrscheinlich eine erhdhte
Fahigkeit zur Antigenaufnahme nach ATP-Exposition.

Bezogen auf den Phanotyp der Zellen fuhrt die Stimulation mit ATP und einigen
anderen P2-Rezeptoragonisten zu einer vermehrten Expression von
kostimulatorischen Molekulen, Adhasionsmolekulen, und antigen-
prasentierenden Molekulen. Bei Verwendung Hydrolyse-resistenter ATP-
Derivate kann eine P2-Rezeptor-vermittelte Neuexpression des Reifmarkers
CD83 bei einer Subpopulation der Zellen beobachtet werden.
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Ferner induzieren extrazellulares ATP und ATP-Derivate die Freisetzung von
IL-12. Dieser Effekt ist dosisabhangig und erreicht fur den physiologischen
Liganden ATP ein Maximum bei 500 pM. Mit hoheren Konzentrationen lasst
sich aufgrund dann einsetzender toxischer Effekte keine weitere Steigerung der
IL-12-Sekretion mehr erzielen. Der nichtselektive P2-Rezeptorantagonist
Suramin blockiert die IL-12-Freisetzung.

In der Interaktion mit T-Zellen erweisen sich mit ATP aktivierte Monozyten-
abgeleitete dendritische Zellen als potente Stimulatoren der T-Zell-Proliferation.
Auch diese Funktion zeigt die oben beschriebene Dosisabhangigkeit und laft
sich mit vielen P2-Rezeptorangonisten erzielen, mit P2-Rezeptorantagonisten
dagegen hemmen.

SchlieRlich zeigte sich, dass eine Aktivierung von Monozyten-abgeleiteten
dendritischen Zellen mit TNF-a, bezlglich aller oben beschriebenen Parameter
synergistisch mit ATP oder dessen Derivaten wirkt. Gleichzeitige Verwendung
von TNF-a und P2-Rezeptor-Agonisten aktiviert Monozyten-abgeleitete
dendritische Zellen, fuhrt zur Ausbildung eines ausgereiften Phanotyps, starker
Erhéhung der IL-12-Sekretion, und macht die Zellen zu potenteren Stimulatoren
der T-Zell-Proliferation.

Zusammenfassend erlauben die Ergebnisse den Schluss, das extrazellulares
ATP rezeptorvermittelt eine aktivierende Wirkung auf humane Monozyten-
abgeleitete dendritische Zellen ausibt. Demnach ist ATP in diesem Kontext als
proinflammatorisch wirksame Substanz anzusehen. Eine klinische Relevanz der
Ergebnisse konnte sich auf dem Gebiet der Tumorimmunologie finden, die sich
zunehmend Monozyten-abgeleiteter dendritischer Zellen als Werkzeug zur
Initierung einer gegen Malignome gerichteten Immunantwort bedient. Die in
vielen Protokollen vorgesehene in vitro-Stimulation der Zellen wirft die Frage
nach optimalen aktivierenden Stimuli auf und macht die Erkenntnisse dieser
Arbeit auch fur die klinisch-experimentelle Tumorforschung relevant.
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