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Einleitung

A. EINLEITUNG

Toxoplasma gondii (T. gondii) ist ein weltweit verbreiteter, intrazelluldr lebender,
apikomplexer Parasit, der alle warmbliitigen Tiere, wie auch den Menschen, infizieren
kann. Nach Einschitzung des Robert Koch-Instituts hat etwa ein Drittel der
Weltbevolkerung eine Infektion mit 7. gondii durchlaufen, wodurch diese Infektion zu
den bedeutendsten parasitdren Erkrankungen des Menschen zihlt [1]. Endwirte sind
ausschlieBlich Feliden, welche dariiber hinaus auch als Zwischenwirte fungieren konnen.
Von den Endwirten werden unsporulierte Oozysten mit dem Kot ausgeschieden, welche
in der AuBlenwelt zu infektiésen, sporulierten Oozysten heranreifen. Werden diese
sporulierten Oozysten von Zwischenwirten aufgenommen, kann sich der Parasit in diesen
asexuell vermehren [2,3]. Das Spektrum der Zwischenwirte ist extrem breit und umfasst
Land- und Meeressdugetiere sowie Vogel. Nach der oralen Aufnahme sporulierter
Oozysten werden im Darm der Wirte Sporozoiten freigesetzt. Diese dringen in die
Darmzellen des Wirtes ein und entwickeln sich dort in der akuten Infektionsphase rasch
zu schnell teilenden Tachyzoiten und breiten sich tiber das Gefd3- und Lymphsystem im
gesamten Organismus aus. Das Immunsystem reagiert unmittelbar auf die zirkulierenden
Tachyzoiten, indem es eine Immunreaktion ausldst. Um der Immunabwehr zu entgehen,
entwickelt sich ein Teil der Tachyzoiten im chronischen Infektionsverlauf zu
Bradyzoiten, welche durch eine niedrige Teilungsfahigkeit gekennzeichnet sind und in
Gewebezysten iiber mehrere Jahre im Wirt persistieren konnen [2,3]. Als bedeutendste
Infektionsquellen fiir den Menschen gelten der Verzehr von unzureichend gegartem
Fleisch, das infektiose Gewebezysten enthilt, sowie der Verzehr von Lebensmitteln

(einschlieBlich Wasser), welche mit infektiosen, sporulierten Oozysten kontaminiert sind

[1].

Im Rahmen der angeborenen Immunantwort von Sdugetieren sind Monozyten und
Makrophagen Teil der ersten Verteidigungslinie gegen eindringende Pathogene im
GefaBsystem sowie im Gewebe und spielen dabei eine zentrale Rolle in der Aktivierung
der adaptiven Immunantwort [4,5]. Monozyten und Makrophagen besitzen auf ihrer
Zelloberfliche charakteristische Immunrezeptoren, darunter Toll-like Rezeptoren
(TLRs; z.B. TLR2, TLR4) sowie purinerge Rezeptoren wie den P2X7-Rezeptor.

Uber diese Rezeptoren erkennen Immunzellen die molekularen Strukturen von
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Pathogenen, die als pathogen-associated molecular patterns (PAMPs) bezeichnet
werden, sowie die molekularen Strukturen von geschidigten Zellen, die als damage-
associated molecular patterns (DAMPs) bekannt sind. Die Aktivierung dieser
Rezeptoren 16st in  Monozyten und Makrophagen intrazelluldr spezifische
Signalkaskaden aus, die in verschiedenen Effektormechanismen miinden. Zu den
Effektormechanismen der Monozyten und Makrophagen zdhlen die Phagozytose von
Pathogenen, die Prdsentation von Antigenen, die Sekretion pro-inflammatorischer
Zytokine  (z.B. Interleukin  [IL]-1B, IL-6) und  Chemokinen (z.B.
CC-Chemokin Ligand 2 [CCL2]) sowie die Produktion von antimikrobiellen Molekiilen
(z. B. reaktive Sauerstoffspezies [ROS, englisch (engl.) = reactive oxygen species])

[6-11].

Ein weiterer wichtiger Effektormechanismus des angeborenen Immunsystems ist die bei
neutrophilen Granulozyten erstmals beschriebene Freisetzung von extracellular traps
(ETs) [12]. Neben neutrophilen Granulozyten konnen weitere Immunzellen wie
Mastzellen [13], basophile, eosinophile oder heterophile Granulozyten [14-16],
Monozyten [17-23] und Makrophagen [17,24-26] ETs freisetzen. Die ETs von
Monozyten und Makrophagen werden als monocyte bzw. macrophage extracellular traps
(METs) bezeichnet. Zu Beginn der vorliegenden Arbeit war in der Literatur lediglich eine
Veroffentlichung bekannt, in der die Freisetzung von METs aus Monozyten nach der
Konfrontation mit 7. gondii-Tachyzoiten beschrieben wurde. Diese Monozyten

stammten von Seehunden (Phoca vitulina) [19].

Die humane THP-1-Zelllinie, welche aus dem Blut eines einjdhrigen Patienten mit akuter
myeloischer Leukdmie (AML) im namensgebenden Tohoku Hospital Pediatrics isoliert
wurde, ist ein  weitgenutztes in vitro-Zellkulturmodell —zur  Untersuchung
immunologischer Prozesse, insbesondere der Phagozytose, der Freisetzung von METs
sowie der Sekretion von Zytokinen [11,27,28]. Monozytdre THP-1-Zellen kénnen in
Zellkultur in M0/M1/M2-dhnliche Makrophagen (THP-1-M0/M1/M2-Makrophagen)
differenziert bzw. polarisiert werden (MO = unspezifischer Typ, M1 = pro-
inflammatorischer Typ, M2 = anti-inflammatorischer Typ) [27]. Dies ermoglicht
parallele, vergleichende in vitro-Untersuchungen zwischen Monozyten und
Makrophagen, mit dem Ziel, verschiedene in vivo-dhnliche Immunreaktionen
(z. B. pro- und anti-inflammatorische) bestmoglich nachzuahmen [27,29]. Obwohl es

zahlreiche Protokolle zur Differenzierung und Polarisierung von THP-1-Makrophagen

2
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(MO/M1/M2) in der Literatur gibt, unterscheiden sich diese stark voneinander, je
nachdem, welche Stimuli in welcher Konzentration und Inkubationsdauer eingesetzt
werden. Durch die Verwendung unterschiedlicher Stimuli entsteht eine hohe
Heterogenitét der in vitro-generierten THP-1-Makrophagen [29-31]. Daher wurden von
unseren Kooperationspartnern gingige Differenzierungs- und Polarisierungsstimuli
hinsichtlich ihrer Konzentration und Inkubationszeit auf Basis experimenteller
Vortestungen optimiert, um ein modifiziertes in vitro-Differenzierungs- und
Polarisierungsprotokoll zu etablieren [11,32,33]. Da sich die Reaktionsmuster und das
Reaktionsspektrum von permanenten Zelllinien aufgrund ihrer Immortalisierung von
denen der entsprechenden primdren Zelltypen unterscheiden konnen, wurden die
phénotypischen Merkmale der in vitro-generierten THP-1-Makrophagen (M0/M1/M2)
im Rahmen dieser Arbeit mit den Befunden aus der Literatur abgeglichen. Ziel war es,
die korrekte in vitro-Differenzierung und Polarisierung hinsichtlich folgender Parameter

zu validieren:

» Morphologie

» Oberflichenexpression von pro-inflammatorischen =~ Markern  Cluster of
Differentiation [CD]38, CD83, CD80 und CD86) und anti-inflammatorischen
Markern (CD163, CD206 und CD209)

» Funktionelle Sekretion von IL-13

» Metabolisches Profil von Umsatzraten der Glykolyse, Glutaminolyse und

Serinolyse

Nach Validierung der differenzierten und polarisierten THP-1-Zellen wurde in der
vorliegenden Arbeit erstmals untersucht, ob auch bei primidren humanen und bovinen
Monozyten eine MET-Freisetzung als Antwort auf eine Konfrontation mit
T. gondii-Tachyzoiten auftritt. Dariliber hinaus wurden in dieser Arbeit erstmals weitere
wichtige Effektormechanismen untersucht, darunter die Effekte der Konfrontation mit
T. gondii-Tachyzoiten auf die Morphologie, die pro-inflammatorische Zytokinsekretion
(IL-1B, IL-6) sowie die Expression der Immunrezeptoren TLR2 und TLR4, des
Zytoskelett-assoziierten Markers F-Aktin und des Migrations-assoziierten Markers
CD11b in denselben primiren Zellpopulationen. Um die Frage der Ubertragbarkeit von
Ergebnissen aus immunologischen Zellkulturversuchen auf in vivo-Bedingungen zu
beantworten, wurden die oben genannten Effektormechanismen parallel auch in

T. gondii-Tachyzoiten-konfrontierten THP-1-Zellkulturen, getrennt nach monozytédren

3
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THP-1-Zellen,  differenzierten = THP-1-M0O-Makrophagen = und  polarisierten
THP-1-M1- und M2-Makrophagen, untersucht. Erginzend wurde der Effekt der
Konfrontation mit 7. gondii-Tachyzoiten auf die Stoffwechselsignaturen von
monozytiren =~ THP-1-Zellen = und  THP-1-Makrophagen = (M0/M1/M2) in
Zellkulturiiberstinden analysiert, wobei insbesondere die Glykolyse, Glutaminolyse und

Serinolyse beriicksichtigt wurden.

Fiir die Anfertigung dieser Dissertation wurden kiinstliche Intelligenz (KI)-basierte
Systeme wie DeepL Write, das Justus-Liebig-Universitdt (JLU)-Tool ,kiChat* und
Perplexity Al ausschliefSlich zur grammatikalischen und sprachlichen Optimierung

einzelner Textabschnitte verwendet.



Literaturiibersicht

B. LITERATURUBERSICHT

1. Toxoplasma gondii

1.1. Taxonomische Einordnung von Toxoplasma

Die Gattung Toxoplasma ist taxonomisch in die Familie Sarcocystidae, die Ordnung
Eimeriida, in die Klasse der Apicomplexa einzuordnen und umfasst mit der im Jahr 1908
entdeckten Art Toxoplasma gondii (T. gondii) nur eine einzige Spezies [34—36]. Zum
Stamm Apicomplexa gehdren mehr als 6.000 obligat intrazelluldr lebende Arten, die in
unterschiedlichsten Habitaten, wie Boden-, SiiBwasser- und Meeresokosystemen,
vorkommen [37]. In Europa, Nordamerika und Afrika weist 7. gondii drei
Hauptgenotypen (Typ-I, -II und -III) auf, wéhrend sich die Isolate aus Siidamerika
(Brasilien, Kolumbien) biologisch und genetisch davon unterscheiden [38,39].
Die drei klonalen Linien entstanden vor etwa 10.000 Jahren, parallel zur Ausbreitung der
Landwirtschaft und der Domestizierung der Katze, wodurch sich im Laufe der Zeit die
orale Infektiositét steigerte und die Ausbreitung durch asexuelle Vermehrung erleichterte
[36,40]. Es wird angenommen, dass die drei dominanten klonalen Linien durch begrenzte,
iiberwiegend asexuelle Rekombination aus wenigen urspriinglichen Linien entstanden,
was die heutige, geografisch begrenzte genetische Vielfalt erklirt [39]. Klonale Linien
dominieren anthropogen geprigte Lebensrdume, die durch landwirtschaftliche Nutzung
und Urbanisierung beeinflusst sind, wihrend divergente Stimme {iberwiegend in
sylvatischen Lebensrdumen und damit in vom Menschen weitestgehend unbeeinflussten
Habitaten vorkommen [41,42]. Die unterschiedlichen Verteilungsmuster der klonalen
Linien und divergenten Stamme weisen auf die Koexistenz von zwei unabhingigen,

Okologischen Lebenszyklen von 7. gondii hin [36].

Natiirliche Barrieren gegen eine 7. gondii-Infektion stellen das Darmepithel, die
Blut-Hirn-Schranke und die Plazenta dar [43]. Die Pathogenitit des jeweiligen
Parasitenstammes hédngt mafigeblich von seiner Proliferationsrate ab und wird
wissenschaftlich im Mausmodell anhand der mittleren letalen Dosis (LDso) nach

intraperitonealer (i.p.) Inokulation einer definierten Anzahl von Tachyzoiten bewertet
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[43—45]: Typ-I-Isolate sind hochvirulent und fithren innerhalb von < 10 Tagen zum Tod
der Méuse bei i.p.-Inokulation von < 10 Tachyzoiten (LDioo~ 1), wéhrend die
avirulenten Stimme Typ-I/III das Uberleben nach i.p.-Verabreichung von

> 103 Tachyzoiten ermdglichen (LDso > 103) [43—45].

Systematische Genotypisierungen zwischen den Jahren 1995 und 2024 belegen, dass der
Typ-II-Stamm der vorherrschende Genotyp der humanen Toxoplasmose ist [46,47]. Die
Pravalenz von T. gondii-Genotypen variiert je nach Kontinent [46]: Typ-I-Stimme zeigen
die hochste Privalenz (19,6 %) in Amerika und die niedrigste Pravalenz (6,3 %) in
Afrika. Typ-II-Stimme dominieren in Europa (69,4 %), Typ-1II-Stimme in Amerika
(12,4 %), wihrend letztere in Europa am seltensten vorkommen (6,9 %). Atypische
Typ-I-Isolate oder Typ-I-dhnliche Stimme verursachen beim Menschen meist eine
schwere Retinochoroiditis und konnen bei immungeschwichten Personen akute oder
disseminierte lebensbedrohliche Formen der Toxoplasmose auslosen [46]. Eine Studie
aus dem Jahr 2019 identifizierte bei immungeschwichten Personen am haufigsten
Stimme vom Typ-II (64,3 %), gefolgt von Typ-I mit 21,4 %, Typ-III mit 10,7 % und
gemischten/rekombinanten Typen mit 3,6 % [46]. Die Dominanz von Typ-II-Stimmen
in der immungeschwichten Personengruppe spiegelt moglicherweise deren hohe
Priavalenz in der Allgemeinbevolkerung wider [46]. Im Laufe der Zeit wurden in den
beiden grofften wissenschaftlichen Sammlungen fiir 7. gondii-Stamme, der genetischen
Datenbank ToxoDB (verwaltet in den Vereinigten Staaten von Amerika [USA,
englisch (engl.) = United States of Americal) und der Stamm-Biobank ToxoCRB
(verwaltet in Frankreich), ca. 1400-1500 T. gondii-Stimme charakterisiert
bzw. hinterlegt, darunter Typ-I (ToxoDB#10), Typ-II (ToxoDB#1 klonal,
ToxoDB#3 Variante) und Typ-III (ToxoDB#2) sowie atypische/exotische Varianten wie
Chinese 1 (ToxoDB#9, 10), Typ-Br-1 (ToxoDB#6), Typ-Br-II (ToxoDB#11), Typ-Br-I11
(ToxoDB#8), Typ-IV  (ToxoDB#17) und Typ-12 (ToxoDB#4,5) [46,48].
Die Genotypisierung der 7. gondii-Stimme erfolgt mit zwei etablierten Verfahren: einer
multiplex-nested  Polymerase-Kettenreaktion mit Restriktions-Fragment-Langen-
Polymorphismus (RFLP)-Analyse  sowie einer  Mikrosatelliten (MS)-gestiitzten
Typisierung. Beide Methoden identifizieren Typ-I/II/III-Genotypen zuverléssig, jedoch
ermoglicht ausschlieBlich die MS-Typisierung die Differenzierung eng verwandter

Stamme innerhalb eines Typs [48].
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Die Genotypen im murinen System unterscheiden sich wie folgt: Typ-I-Stimme wie
RH oder GT1 sind hochvirulent, verursachen akute, letale Infektionen bei Méusen, und
weisen ein geringes Potenzial zur Gewebezystenbildung auf. Typ-II-Stimme wie
ME49 oder Prugniaud gelten als mehr oder weniger avirulent, fithren iiberwiegend zu
chronischen Infektionen und besitzen ein hohes Zystenbildungspotenzial.
Typ-1lI-Stimme wie CTG oder VEG zeigen eine etwas hohere Pathogenitit als
Typ-II-Stimme, sind aber ebenfalls in der Lage Gewebezysten zu bilden [36,49].

Genotypisierungen von Toxoplasma-Isolaten aus Schweinen, Limmern und Ziegen
belegen, dass bei Nutztieren in den USA Typ-II-Stimme am hiufigsten vorkommen,
gefolgt von Typ-III- und atypischen Stimmen, wéhrend Typ-I-Stimme nur selten

nachgewiesen wurden [39,50-53].

Die genetische Divergenz zwischen europdischen und nordamerikanischen Stammen ist
auf DNA-Ebene gering [38]. Im Gegensatz zu den genetisch homogenen Toxoplasma-
Stdimmen in Europa und Nordamerika weisen Toxoplasma-Isolate aus Siidamerika,
Afrika und Asien eine groBere genetische Vielfalt auf [36,54]. Insbesondere in Brasilien
gibt es zahlreiche atypische Genotypen, die sich biologisch und genetisch von den
Typ-I/I/II-Stdimmen unterscheiden [36,55,56]. In T. gondii-Isolaten von Hiihnern,
Katzen, Hunden, Ziegen, Schafen und Capybaras aus unterschiedlichsten geografischen
Regionen Brasiliens, wurden am haufigsten die Genotypen Typ-Br-1 (ToxoDB#6; 11 %),
Typ-Br-1I (ToxoDB#11; 5,5 %) und Typ-Br-III (ToxoDB#8; 3 %) nachgewiesen [56,57].
Stidamerikanische Stimme &hneln in ihrer Pathogenitit den Typ-I-Stdmmen, besitzen
jedoch ein erhohtes Zystenbildungspotenzial und eine verringerte orale Infektiositét

[36,58].
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1.2. Lebenszyklus von 7. gondii

T. gondii zeichnet sich durch ein extrem breites Zwischenwirtsspektrum aus, darunter
Land- und Meeressdugetiere sowie Vogel, bei denen ausschlieflich die asexuelle
Entwicklung stattfindet. Katzen sowie andere Mitglieder der Familie Felidae fungieren
als Endwirte, bei denen sich auch sexuelle Stadien entwickeln [59,60]. Der Lebenszyklus
von T. gondii entspricht dem typischen Muster von Kokzidien und umfasst die
Entwicklung von drei infektiosen Stadien (Abb.1 und Abb.2) [2,35,59,61]:
Tachyzoiten (griechisch [gr.] = fachos, deutsch [dt.] = schnell, Abb. 1A) stellen sich als
schnell teilende Stadien dar, die charakteristischerweise bei akuten Infektionen auftreten.
Bradyzoiten (gr. = brady, dt. = langsam, Abb. 1B) sind sich langsam teilende Stadien,
die sich in Gewebezysten entwickeln und typischerweise bei chronischen Infektionen
vorkommen. Sporozoiten (gr. = sporos, dt. = Keim, Abb. 1C) entstehen ausschlieBlich
im Endwirt — den Feliden — wéhrend der Sporogonie im Oozysten-Stadium und werden

tiber den Kot der Feliden in die Umwelt ausgeschieden.

Tachvzoit BradEoiten Sporozoiten
y (in Gewebezyste) (in sporulierter Oozyste)

Abb. 1: Entwicklungsstadien von Toxoplasma gondii (eigene Abb., modifiziert nach
Dubey et al. 1998 und Fernandez-Escobar et al. 2022)

Gezeigt werden (A) die sich schnell teilenden, sichelféormigen Tachyzoiten (2 x 6 pm),
(B) die sich langsam teilenden Bradyzoiten (1,5 x 7 um) in Gewebezysten (& 5-100 pm)
sowie (C) die in einer sporulierten Oozyste (10 x 12 um) enthaltenen Sporozoiten (2 x 6-8 um).
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Abb. 2: Vereinfachter Entwicklungszyklus von Toxoplasma gondii

Schematische Darstellung des komplexen Entwicklungszyklus von 7. gondii mit der Katze als
Endwirt und verschiedenen warmbliitigen Zwischenwirten (Mensch, Rind, Schwein, Huhn,
Schaf, Ziege und Nagetiere). Nach Aufnahme infektioser, sporulierter Oozysten oder
Gewebezysten (mit darin enthaltenen Bradyzoiten) durch den Endwirt findet die sexuelle
Vermehrung (Gamogonie) im Darmepithel der Katze statt, was zur Ausscheidung unsporulierter
Oozysten mit dem Kot fiihrt. In der Aulenwelt sporulieren die Oozysten zum infektiosen Stadium
und konnen Ackerflichen und Oberflichengewidsser kontaminieren. Eine Infektion des
Menschen erfolgt typischerweise durch den Verzehr von unzureichend gegartem, zystenhaltigem
Fleisch, den Verzehr bzw. das Trinken von mit sporulierten Oozysten kontaminierten
Lebensmitteln oder Wasser sowie durch die direkte Aufnahme von sporulierten Oozysten aus der
Umwelt. Nach peroraler Aufnahme sporulierter Oozysten oder Gewebezysten mit Bradyzoiten
durch Zwischenwirte werden Sporozoiten bzw. Bradyzoiten freigesetzt, die sich in Wirtszellen
zu Tachyzoiten entwickeln und sich schnell asexuell in Wirtszellen vermehren.
Durch Wirtszelllyse werden Tachyzoiten freigesetzt, die sich hdmatogen und lymphogen in
verschiedene Organe ausbreiten. Nach FEinsetzen der Immunantwort kommt es zur
Stadiumkonversion von Tachyzoiten zu Bradyzoiten, die Gewebezysten bilden in welchen
T. gondii iiber Jahre persistieren kann. Weitere Ubertragungswege beim Menschen umfassen die
transplazentare Transmission nach Erstinfektion wéhrend der Schwangerschaft sowie
Bluttransfusionen und Organtransplantationen, bei denen Tachyzoiten oder Gewebezysten direkt
auf den Fotus bzw. Empfanger tibertragen werden konnen (erstellt mit BioRender).
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Werden infektiose Oozysten vom End- oder Zwischenwirt oral aufgenommen, kommt es
zunichst zur Exzystierung, wobei Sporozoiten freigesetzt werden, die in Zellen der
Lamina propria eindringen und sich dort in Tachyzoiten umwandeln. Innerhalb des Wirts
vermehren sich die Tachyzoiten in der akuten Infektionsphase asexuell durch
Endodyogenie (Merogonie) in nahezu allen kernhaltigen Zelltypen in parasitophoren
Vakuolen (PV), wodurch es infolge wiederholter Merogoniezyklen zu einer ausgepragten
Wirtszelllyse kommt. Nach einer Prdpatenz von 3-10 Tagen fiihrt die sexuelle
Entwicklung (Gamogonie) im Endwirt zur Bildung unsporulierter Oozysten, die sich bei
ausreichender Feuchtigkeit und Temperaturen von 10-30°C innerhalb von
1-5 Tagen zu infektisen, sporulierten Oozysten mit jeweils acht enthaltenen Sporozoiten
entwickeln [2,35,62]. Innerhalb der Endwirte kann ein Teil der Tachyzoiten in das
Darmepithel zuriickkehren und erneut die Gamogonie durchlaufen, sodass nach einer
Prapatenz  von 18-36 Tagen weitere Oozysten gebildet werden koénnen.
Uber das Blut- und LymphgefiBsystem breiten sich Tachyzoiten im gesamten
Wirtsorganismus aus und dringen wu.a. tiber infizierte Monozyten, die als

,»Irojanisches Pferd fungieren, in das zentrale Nervensystem (ZNS) ein [35,63].

In der chronischen Infektionsphase findet die Stadiumkonversion statt, in der sich
Tachyzoiten unter Einfluss der =zelluliren Immunantwort, insbesondere durch
Interferon-y (IFN-y) aus T-Helfer-Zellen-Subtyp 1 (TH1-Zellen) und natiirlichen
Killerzellen (NK-Zellen), zu Bradyzoiten umwandeln [35]. Die Stadiumkonversion zu
Bradyzoiten wird durch die IFN-y-vermittelte Induktion von Stickoxiden (NO) iiber
induzierbare Stickstoffmonoxid-Synthase (iNOS) sowie von Indolamin-2,3-Dioxygenase
(IDO) initiiert. Letztere fordert den Tryptophan-Abbau und 16st so eine Reduktion des
Tryptophans im Zytoplasma der Wirtzellen aus, wodurch das Wachstum des
Tryptophan-auxotrophen Parasiten (Stoffwechsel-bedingt abhédngig von externem
Tryptophan) gehemmt wird [35,64,65]. Bradyzoiten bilden langlebige, meist wenig
pathogene Gewebezysten, welche bevorzugt in Muskulatur, Gehirn, Auge aber seltener
in Leber, Lunge und Niere lokalisiert sein konnen [2]. Bei oraler Aufnahme von
zystenhaltigem Gewebe werden wihrend der Magen-Darm-Trakt-Passage Bradyzoiten
aus den Zysten freigesetzt, welche daraufhin das Diinndarmepithel (Jejunum, Ileum)
infizieren. Dort wandeln sich Bradyzoiten in Tachyzoiten um, die sich schnell vermehren

und anschlieend im gesamten Organismus ausbreiten [35].
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1.3. T. gondii-Infektionen bei Mensch und Tier

T. gondii zéhlt weltweit zu den héufigsten Zoonose-Parasiten: Etwa ein Drittel der
Weltbevolkerung hat eine Infektion durchlaufen, wobei die Seropriavalenzraten regional
von <10 % bis >70 % variieren [1,66]. Die klinische Bedeutung fiir den Menschen
wurde erstmals im Jahr 1939 deutlich, als nach einer prianatalen Infektion im Gewebe
eines Neugeborenen in New York (USA) T. gondii als Erreger nachgewiesen wurde
[67,68]. Erst im Jahr 1957 bestitigte sich die veterinirmedizinische Relevanz von
T. gondii als Ursache gehdufter Fehlgeburten bei Schafen in Neuseeland und gilt seither

als einer der wichtigsten Aborterreger dieser Spezies [68—70].

Eine 7. gondii-Infektion beim Menschen erfolgt hauptsichlich oral iiber den Verzehr von
unzureichend erhitzten, mit sporulierten Oozysten kontaminierten Nahrungsmitteln
(Wasser, Gemiise und Obst) oder zystenhaltigem Fleisch (Rind, Huhn und Schwein)
sowie, wenn auch seltener, von mit Tachyzoiten kontaminierter Rohmilch bzw. Kése
(Schaf, Ziege und Rind), wobei die Héufigkeit der Infektion naturgemiB von
individuellen und regionalen Verbrauchergewohnheiten beeinflusst wird (Abb. 2)
[68,71-73]. Ebenso ist eine kongenitale Ubertragung von Tachyzoiten iiber die Plazenta
sowie eine Ubertragung von Gewebezysten und Tachyzoiten iiber Organtransplantation
oder Bluttransfusion mdglich (Abb. 2) [74]. Feliden infizieren sich primér durch die orale
Aufnahme von Beutetieren, wie Nagetiere und Vogel, die Gewebezysten enthalten
(Abb. 2) [39]. Ahnlich wie der Parasit Dicrocoelium dendriticum (Trematode) das
Ameisenverhalten manipuliert, um seinen Lebenszyklus zu sichern, kann 7. gondii die
angeborene Katzenurin-Abneigung von chronisch infizierten Nagetieren in Anziehung
umwandeln. Diese Verhaltensmanipulation erhoht die Pradationswahrscheinlichkeit
durch den Endwirt [63,75]. Bereits nach Aufnahme nur eines Bradyzoiten oder einer
Gewebezyste kann eine Katze im Verlauf der Infektion 100 Millionen unsporulierte
Oozysten mit dem Kot ausscheiden [39]. Ahnlich wie Feliden infizieren sich wildlebende,
fleischfressende Zwischenwirte wie z. B. Schwein, Béar, Fuchs, Waschbar und Stinktier
iiber Gewebezysten oder sporulierte Oozysten [76]. Das Auftreten von 7. gondii-
Infektionen bei Meeressdugetieren deutet darauf hin, dass 7. gondii liber kontaminiertes
Oberfldchenwasser in die Meeresumwelt gelangen kann und dort im Oozysten-Stadium
iberlebt [39]. Die perorale Aufnahme von Oozysten gilt insgesamt als vorherrschender

Ubertragungsweg fiir 7. gondii-Infektionen. Entsprechend lassen sich Infektionen bei
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nicht-fleischfressenden Wiederkduern, Vogeln, wildlebenden Pflanzenfressern sowie
restriktiv gehaltenen Schweinen sehr wahrscheinlich auf Umweltkontamination mit

Oozysten zurilickfiihren [39,76].

Die klinischen Symptome der Toxoplasmose resultieren primir aus der Lyse-bedingten
Zerstorung infizierter Wirtszellen wéihrend der akuten Infektionsphase, ausgelost durch
schnelle, intrazellulire Tachyzoiten-Vermehrung sowie den daraus resultierenden
Gewebeschadigungen, welche bis zur Nekrose flihren konnen [77]. Die systemische
Dissemination wéhrend der 7. gondii-Infektion korreliert mit der Vielfalt klinischer
Symptome [63]. Im Falle einer Primérinfektion wihrend der Schwangerschaft bzw.
Trachtigkeit seronegativer Individuen (Mensch, Schaf, Ziege und Nagetier) ist eine
transplazentare Ubertragung auf den Fétus moglich (Abb. 2) [35,63]. Mogliche Folgen
einer kongenitalen Infektion sind Retinochoroiditis, Hydrozephalus, zerebrale
Verkalkung und Abort des Fotus sowie nach der Geburt auftretende geistige
Behinderung, Krampfantfille etc. [78]. Kongenital infizierte Kinder sind nach der Geburt
oft asymptomatisch, entwickeln jedoch spater hdufig Sehbeeintrachtigungen [79].
Der Zeitpunkt der Infektion wihrend der Schwangerschaft bestimmt die Schwere
des Verlaufs, wobei 7. gondii-Infektionen in der Frithschwangerschaft (bis zur
12. Schwangerschaftswoche) 1. d. R. gravierendere Auswirkungen haben als spétere
Infektionen [78]. Eine Primérinfektion verlduft bei immunkompetenten Personen meist
asymptomatisch. Gelegentlich treten unspezifische, grippedhnliche Symptome wie
Lymphadenopathie oder Fieber, Kopf- und Gliederschmerzen auf [78]. Obwohl T. gondii
eine Vielzahl von Geweben befillt, betreffen die meisten klinischen Manifestationen der
Toxoplasmose das Gehirn und das Auge. Insbesondere bei Erwachsenen kann es bei
Primérinfektion zu einer okuldren Toxoplasmose kommen, welche weltweit die
haufigste Ursache einer posterioren Uveitis darstellt und zur Erblindung der
betroffenen Patienten fithren kann [80]. Neben Feten gehdren immungeschwichte
Personen wie Acquired Immunodeficiency Syndrome (AIDS)-, Chemotherapie- oder
Humane Immundefizienz-Virus (HIV)-Patienten sowie Organtransplantatempfanger
ebenfalls zu Risikogruppen, bei denen 7. gondii als opportunistischer Erreger klinisch
bedeutsam ist. Bleibt ecine latente Infektion hier unentdeckt, kann es durch die
beeintrichtigte T-Zell-Funktion in diesen Personengruppen zu einer Reaktivierung von
Gewebezysten im Gehirn kommen und im unbehandelten Fall eine lebensbedrohliche

Toxoplasma-Enzephalitis (TE) verursachen [63,78,81]. Ebenso besteht eine statistische
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Assoziation zwischen latenter 7. gondii-Infektion und psychiatrischen Erkrankungen
wie Schizophrenie sowie bipolaren Stérungen, mdglicherweise vermittelt durch
parasiteninduzierte Verdnderungen im Gehirn mit Dysregulation von Neurotransmittern

wie Dopamin und Serotonin [82—84].

Bei Rindern wurde die Toxoplasmose erstmals im Jahr 1953 in Ohio (USA) dokumentiert
[72,85,86]. In der Schweiz wurde T.gondii aus Rindern genotypisiert, wobei
hauptsdchlich Allele des Typ-II-Stamms sowie vereinzelt Typ-I- und Typ-III-Stimme
nachgewiesen wurden, was auf eine genetische Vielfalt des Parasiten in dieser
Tierpopulation hinweist [87]. Die T. gondii-Seroprdvalenz betrdgt bei Rindern in
Mitteleuropa meist unter 10 % [35] und weltweit durchschnittlich 18 % [88].
Rinder gelten als suboptimale Wirte, da der Parasit nach der Infektion entweder eliminiert
oder nur in geringen, schwer nachweisbaren Mengen im Gewebe verbleibt [68,89].
Dennoch stellt der Verzehr von rohem oder nicht ausreichend gegartem Rindfleisch ein
Infektionsrisiko dar, sofern infektiose Gewebezysten vorhanden sind [72,88,90].
Der Nachweis von 7. gondii-DNA im Rindergewebe bestitigt dieses Infektionsrisiko
[91], wobei Gewebezysten in der Skelettmuskulatur selten sind [92,93].

In Privalenzstudien zu Lammern aus den USA, die fiir den menschlichen Verzehr
vorgesehen waren, wurden in 27,1 % von 383 getesteten Tieren AntikOrper gegen
T. gondii nachgewiesen, was auf eine hohe Pravalenz in dieser Spezies hinweist [39,51].
Hithner konnen in der 7. gondii-Epidemiologie als Infektionsquelle fiir Feliden und
Menschen eine bedeutende Rolle spielen, was die hohen Prévalenzraten bei privat
gehaltenen Hiihnern (bis zu 100 %) sowie bei Freilandhiihnern (30-50 %) bestétigen
[94]. Klinische und subklinische Toxoplasmose wurden bei wildlebenden Huftieren,
Beuteltieren, Affen und Meeressdugern, insbesondere bei Populationen stidlicher

Seeotter, beobachtet [76].

Schweine-, Hiihner- und Rindfleisch sind in Deutschland die am hiufigsten konsumierten
Fleischsorten und stellen ein potenzielles Ubertragungsrisiko fiir 7. gondii dar [95].
Eine Untersuchung aus dem Jahr 2005 von 2.094 Schweinefleischproben aus dem
US-Einzelhandel ergab, dass 0,5 % der Proben lebensfihige 7. gondii-Gewebezysten
enthielten und dass Schweinefleisch das hochste Infektionsrisiko im Vergleich zu
Hiihner- oder Rindfleisch darstellte [93]. Freiland-Schweine weisen deutlich héhere

Infektionsraten auf (50-90 %) als konventionell gehaltene Mastschweine [96,97].
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Insbesondere bei Bio-Schweinen in den USA wurde eine hohe Pravalenz nachgewiesen,
wodurch ein erhdhtes Gesundheitsrisiko beim Verzehr 6kologischer Schweineprodukte
besteht [39,97]. Im Laufe der vergangenen 20 Jahre sank jedoch die 7. gondii-Pravalenz
bei Stallschweinen in den USA vor allem durch verbesserte Biosicherheitsmallnahmen

(Zutrittsbeschrankung, Nagetierkontrolle, kontrollierte Fiitterung und Katzenausschluss)

von 23 % auf 2,7 % [39].
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2. Monozyten und Makrophagen

2.1. Monozyten: Charakterisierung und Bedeutung

Monozyten (gr. = monos, dt. = allein/einzeln; gr. = kytos, dt. = Zelle; auch ,,Fresszellen*
genannt) sind neben neutrophilen Granulozyten die wichtigsten Leukozyten des
angeborenen Immunsystems und zirkulieren im Blut, im Knochenmark oder in der Milz
[98]. Monozyten verbleiben etwa 1-2 Tage im Blutkreislauf, bevor sie entweder in das
Gewebe migrieren oder durch Apoptose eliminiert werden [98]. Beim Menschen machen
Monozyten etwa 10 % und bei Rindern rund 4 % der Gesamtzahl der Leukozyten aus
[98-100]. Morphologisch sind Monozyten durch einen ovalen oder nierenférmigen
Zellkern sowie durch ein hohes Zytoplasma-Zellkern-Verhéltnis charakterisiert [98].
Die Differenzierung zu Monozyten erfolgt im Knochenmark aus hdmatopoetischen
Stammzellen (HSCs) iiber verschiedene Zwischenstufen wie myeloische Vorldufer
(CMP, engl. = common myeloid progenitor), Granulozyten-Makrophagen-Vorlaufer
(GMP, engl. = Granulocyte-Macrophage Progenitor), Makrophagen-dendritische
Zellen-Vorldufer (MDP, engl. = common macrophage and dendritic cell precursor) und

Monozyten-Vorlaufer (cMoP, engl. = committed monocyte progenitor) [98].

Monozyten zdhlen mit Makrophagen und dendritischen Zellen (DCs, engl. =
dendritic cells) zum mononukledren Phagozytensystem (MPS) und zeichnen sich durch
eine schnelle Rekrutierung bei Infektionen oder Gewebeschdadigungen aus [100,101].
Zu den klassischen Effektorfunktionen von Monozyten zdhlen die Phagozytose von
Pathogenen oder Fremdkorpern, die Sekretion von Zytokinen (z. B. Interleukin [IL]-1,
IL-6) und Chemokinen (z. B. CC-Chemokin-Ligand [CCL]2), die Produktion von
antimikrobiellen Molekiilen wie NO, reaktiven Sauerstoffspezies (ROS, engl. =
reactive oxygen species) und Myeloperoxidase (MPO) sowie die Freisetzung von
extracellular  traps (ETs). Dariiber hinaus exprimieren sie verschiedene
Pattern Recognition Receptors (PRRs) wie Toll-like Rezeptoren (TLRs; z. B. TLR2,
TLR4), welche auf ihrer Zelloberfliche zur Erkennung von z. B. Pathogenen dienen

sowie purinerge Rezeptoren (z. B. P2X7-Rezeptor), die u.a. durch extrazelluldres

15



Literaturiibersicht

Adenosintriphosphat (ATP) aktiviert werden und Gefahrensignale detektieren (Abb. 3)

[6-11,21,98].
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Abb. 3: Klassische Funktionen von Monozyten

Monozyten eliminieren Pathogene durch Phagozytose (1-4), sezernieren pro-inflammatorische
Zytokine (Interleukin [IL]-1B, IL-6) und Chemokine (CC-Chemokin Ligand [CCL]2),
produzieren antimikrobielle Substanzen wie Stickoxide (NO), reactive oxygen species (ROS)
sowie Myeloperoxidase (MPO) und exprimieren zur Pathogenerkennung verschiedene
Pattern Recognition Receptors (PRRs) wie Toll-like Rezeptor (TLR)2 und TLR4 sowie zur
Erkennung von Gefahrensignalen wie Adenosintriphosphat (ATP) purinerge Rezeptoren wie den
P2X7-Rezeptor (erstellt mit BioRender).

Beim Menschen werden zirkulierende Monozyten iiber die Oberflichenmarker Cluster of

Differentiation (CD)14 und CD16 in drei Subpopulationen eingeteilt [98,102,103]:

e klassische Monozyten (cM, engl. = classical monocytes):
CD147"CD16™ (hohe CD14-, keine CD16-Expression)

e intermedidre Monozyten (intM, engl. = intermediate monocytes):
CD147"CD16" (hohe CD14-, niedrige CD16-Expression)

e nicht-klassische Monozyten (ncM, engl. = non-classical monocytes):

CDI14'CD16"" (niedrige CD14-, hohe CD16-Expression)
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Bei Rindern erfolgt eine vergleichbare Einteilung [103]:

e cM:CDI14""CD16 (hohe CDI14-, keine CD16-Expression)
e intM: CD147'CD16" (hohe CD14-, niedrige CD16-Expression)
e ncM: CD14 CD16™" (keine CD14-, hohe CD16-Expression)

Die Verteilung der Monozyten-Subpopulationen ist bei Menschen und Rindern dhnlich:
cM machen etwa 90 % der zirkulierenden Monozyten aus, intM und ncM jeweils 5-10 %
[98,103]. Beide Spezies zeigen vergleichbare Phénotypen mit &hnlichen
Expressionsdichten von CD14, CD16, Haupthistokompatibilitdtskomplex II (MHC-II,
engl. = major histocompatibility complex) und CD163 [104]. Funktionell dhneln sich die
Spezies in der Phagozytosekapazitit von cM und in der Produktion von ROS und
pro-inflammatorischen Zytokinen (Tumornekrosefaktor-o [TNF-a], IL-1p) von intM.
Bovine ncM zeigen im Vergleich zu humanen ncM eine geringere Phagozytosekapazitit,
reduzierte Produktion von ROS und pro-inflammatorischen Zytokinen sowie eine
fehlende Messenger RNA-Expression von neutrophilen Granulozyten anlockenden

Chemokinen [104].
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2.2. Makrophagen: Charakterisierung und Bedeutung

Makrophagen (gr. = makros, dt. = groB3; auch ,,Riesenfresszellen* genannt) zeichnen sich
durch eine auBergewohnliche Plastizitit aus, die es thnen ermdglicht, je nach Stimuli, der
Mikroumgebung sowie funktionellen Anforderungen des Gewebes unterschiedliche
Phianotypen anzunehmen [105,106]. Zu Beginn einer angeborenen Immunantwort
erkennen, phagozytieren und prisentieren Makrophagen Pathogene oder Fremdkorper. In
spateren Phasen sind sie an der Entziindungsauflosung, Wundheilung, Gewebereparatur
und Immunsuppression beteiligt [107-109]. Die sogenannten M0-Makrophagen sind
inaktive Vorstufen, aus denen je nach Stimulus durch Polarisierung unterschiedlich

funktionelle Phanotypen (M1 oder M2) entstehen konnen (Abb. 4) [106,110].

TNF-a
IFN'V ﬁ
LPS
M1-Makrophagen
(pro-inflammatorisch)
- : ! TGF-B
—— 2\‘ 5 /) » CCL17
== ccL18
M2a ccL22
Immunkomplexe
M((J-Makro!c;haﬁ)en TLR]t'ﬂaﬁnden A TFBG
unspezifsc — 3 -1

P - s
\ M2b IL-10
L4 Gukokortikoide £ IL-10
”__13 —— ‘\ * TGF’B
M2-Makrophagen Nt CCL16
(anti-inflammatorisch) M2c CCL1S
TLR-Agonisten P | 110
— : __w. » VEGF

M2d

Abb. 4: Phinotypische M1- und M2-Makrophagen-Polarisierung und Mediatoren

Polarisierung von MO-Makrophagen durch verschiedene Stimuli zu pro-inflammatorischen
MI1-Makrophagen und anti-inflammatorischen M2-Makrophagen sowie deren Subtypen
(M2a—d) mit der jeweils charakteristischen Freisetzung von Zytokinen, Chemokinen und
weiterer Mediatoren. CCL = CC-Chemokin-Ligand; CXCL = C-X-C-Chemokin-Ligand;
IFN-y = Interferon-y; IL = Interleukin, LPS = Lipopolysaccharid; TGF-p =
transforming growth factor-f; TLR = Toll-like Rezeptor; TNF-o = Tumornekrosefaktor-o;
VEGF = vascular endothelial growth factor (erstellt mit BioRender).
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Die klassisch aktivierten, pro-inflammatorischen M1-Makrophagen vermitteln die
Immunabwehr gegen eine Vielzahl von Bakterien, Viren, Pilzen sowie Parasiten und
spielen eine wichtige Rolle in der anti-tumoralen Immunitdt [107]. M1-Makrophagen
werden u. a. liber PRRs wie TLRs aktiviert, insbesondere durch Lipopolysaccharid
(LPS), direkt als mikrobieller PAMP (PAMP, engl. = pathogen-associated molecular
pattern) oder durch IFN-y und TNF-a, wobei letztere von THI1- und NK-Zellen
freigesetzt werden. M1-Makrophagen sezernieren pro-inflammatorische Zytokine
(TNF-a, IL-10/B, IL-6, IL-12 und IL-23) sowie Chemokine (C-X-C-Chemokin-Ligand
[CXCL]9, CXCL10) zur Verstirkung der Immunantwort und Rekrutierung von
Immunzellen (z. B. TH-1-Zellen, NK-Zellen und neutrophile Granulozyten), produzieren
ROS zur mikrobiziden Abwehr und exprimieren iNOS zur Produktion von
antimikrobiellen NO (Abb. 4) [107,109,111,112]. Eine langanhaltende Aktivierung von
MI1-Makrophagen kann aufgrund der andauernden pro-inflammatorischen Wirkung

Gewebeschiaden verursachen und dadurch die Wundheilung verzégern [113—115].

M2-Makrophagen lassen sich in vier Subtypen (M2a, M2b, M2c und M2d) (Abb. 4)
unterteilen, die auch als ,,regulatorische Makrophagen* bezeichnet werden. Im Gegensatz
zu M1-Makrophagen fordern sie primér die Entziindungsauflésung, Gewebereparatur,
Wundheilung sowie Immunsuppression [107,109,112]. Die Subtypen werden durch
spezifische Stimuli aktiviert und erfiillen verschiedene Funktionen innerhalb des
regulatorischen Spektrums [107,109,111,112,116,117]: M2a-Makrophagen werden
durch IL-4 und IL-13, welche vorwiegend von Mastzellen, basophilen Granulozyten und
TH2-Zellen freigesetzt werden, aktiviert und setzen IL-10, transforming growth factor-f
(TGF-B), CCL17, CCL18 und CCL22 frei. Der M2b-Subtyp wird durch
Immunkomplexe, TLR-Liganden oder IL-1B stimuliert und produziert sowohl
pro- als auch anti-inflammatorische Zytokine (TNF-a, IL-1B, IL-6 und IL-10).
Der M2c-Subtyp ist ein stark anti-inflammatorischer Typ, wird aktiviert durch
Glukokortikoide und setzt IL-10, TGF-p, CCL16 und CCL18 frei. M2d-Makrophagen,
auch als ,tumorassoziierte Makrophagen (TAM) bezeichnet, werden durch
TLR-Antagonisten aktiviert, setzen IL-10 und vascular endothelial growth factor
(VEGF) frei und fordern sowohl das Tumorwachstum, die Angiogenese als auch die

Metastasierung.
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Die Expression der iber Makrophagen produzierten Zytokine und Chemokine wird durch
spezifische Transkriptionsfaktoren gesteuert: Bei MI1-Makrophagen dominieren
nuclear factor k-light-chain-enhancer of activated B cells (NF-xB), signal transducer
and activator of transcription 1/3 (STAT1/3), hypoxia-inducible factor-1o (HIF-1a) und
Activator Protein-1 (AP-1), widhrend bei M2-Makrophagen vor allem STATS6,
GATA-Binding Protein 3 (GATA3), suppressor of cytokine signaling 1 (SOCS1) und
Peroxisome proliferator-activated receptor-y (PPAR-y) die Expression regulieren
[109,112].
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2.3. Die THP-1-Zelllinie als in vitro-Modell fiir mononukleire

Phagozyten

Monozyten und Makrophagen sind essentielle Komponenten des angeborenen
Immunsystems und spielen eine entscheidende Rolle bei der Regulation von
Entziindungs- und Reparaturprozessen [118]. Als primére Zelltypen von begrenzter
Lebensdauer miissen Monozyten und Makrophagen fiir ex vivo-Untersuchungen immer
kurz vor der Analyse aus dem Blut oder Gewebe (z. B. Knochenmark) der jeweiligen
Individuen isoliert werden. Die Isolation ist mit einem erheblichen arbeits- und
organisationstechnischen Aufwand verbunden. Zudem zeigen Primérzellen vielfache
Donor-typische Variationen in ihren zelluldren Reaktionsmustern, wodurch sich die
Vergleichbarkeit — experimenteller ~Daten  erschwert. Um die  komplexen
Effektormechanismen von Monozyten und Makrophagen unter geringem Aufwand und
standardisierten Bedingungen zu erforschen, sind in vitro-Modelle von zentraler
Bedeutung. Der Einsatz eines solchen Modells {iberwindet die Limitierungen isolierter
Primérzellen, ermoglicht reproduzierbare Experimente und tragt zur Vergleichbarkeit der
Daten bei. Allerdings spiegeln diese nur eingeschréinkt die natiirliche sowie individuelle
Variationsbreite biologischer Systeme wider. In vitro-Zellkulturmodelle sind somit ein

vielseitiges Instrument fiir grundlegende und translationale Fragestellungen [119].

Die kommerziell erhiltliche, humane, monozytire THP-1-Zelllinie wurde im Jahr 1980
aus dem Blut eines einjdhrigen Patienten mit akuter myeloischer Leukdmie (AML) im
namensgebenden Tohoku Hospital Pediatrics isoliert [120] und wird seitdem in der
Wissenschaft als in vitro-Modell zur Untersuchung verschiedenster immunologischer
Fragestellungen eingesetzt [11,27,29]. Aus monozytidren THP-1-Zellkulturen lassen sich
unter geeigneten Zellkulturbedingungen THP-1-M0-Makrophagen differenzieren,
welche ihrerseits sowohl zu pro-inflammatorischen THP-1-M1-Makrophagen als auch zu
anti-inflammatorischen =~ THP-1-M2-Makrophagen  polarisiert ~ werden  konnen
[11,27,107,121,122]. Da es bislang jedoch kein standardisiertes und reproduzierbares
Protokoll zur Differenzierung und Polarisierung von THP-1-Makrophagen gibt, variieren
die in vitro-generierten THP-1-Makrophagen je nach Art, Konzentration und
Inkubationszeit der verwendeten Stimuli erheblich [29-31]. Neben der THP-1-Zelllinie
werden auch die weiteren humanen monozytdren Zelllinien U937, ML-2, HL-60 und

Mono-Mac-6 als Modell fiir biomedizinische Fragestellungen eingesetzt [27].
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Aufgrund ihres gemeinsamen neoplastischen Ursprungs (Leukdmie) konnen sie
unbegrenzt proliferieren und sind resistent gegen Apoptose [123]. Die humane
U937-Zelllinie wurde aus dem Pleuraerguss eines 37-jdhrigen minnlichen Patienten mit
generalisiertem histiozytirem Lymphom isoliert [124] und zeigte im direkten Vergleich
zu den THP-1-Zellen einen unreiferen Differenzierungsstatus, einen weniger
ausgeprigten pro-inflammatorischen M1-Phénotyp sowie eine geringere Effizienz in der
Differenzierung, Phagozytose-Aktivitit und Produktion von ROS [27,123].
Die ML-2-Zellinie wurde zwei Jahre vor der THP-1-Zelllinie isoliert (1978 gegeniiber
1980), wird jedoch deutlich seltener in immunologischen Untersuchungen eingesetzt als
das THP-1-Zellmodell [27,125]. Im Vergleich zu THP-1-Zellen zeigen die
monoblastischen Mono-Mac-6-Zellen einen reiferen Monozytenstatus und eignen sich
daher primdr als robustes Monozytenmodell [27,126,127]. Die HL-60-Zellen sind
dagegen promyelozytische Zellen, die sich je nach Stimulation zu Granulozyten,
Monozyten oder Makrophagen differenzieren lassen [128]. Aufgrund dieser
funktionellen Vorteile gegeniiber den genannten alternativen Leukdmie-Zelllinien sowie
der Mboglichkeit, THP-1-Makrophagen als niitzliche Alternative zu priméren
Makrophagen zu generieren, ist die THP-1-Zelllinie ein vielseitig einsetzbares Modell fiir

in vitro-generierte mononukledre Phagozyten [29,129].
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2.4. Extracellular traps: Funktion wund Relevanz in der

Immunabwehr

ETs wurden erstmals im Jahr 2004 bei neutrophilen Granulozyten beschrieben [12] und
sind netzartige Strukturen aus dekondensierter DNA, die mit Histonen, MPO und
weiteren antimikrobiellen Proteinen bestiickt sind. Sie dienen dazu, Pathogene wie
Bakterien, Viren, Pilze oder Parasiten einzufangen, zu immobilisieren und in manchen
Féllen abzutéten (Abb. S) [12,130,131]. Der Prozess der Freisetzung von ETs wird als

,,ETose* bezeichnet.
DNA
/

‘ MPO

~L«—Histon

Abb. 5: Freisetzung von extracellular traps durch eine Immunzelle nach Stimulation

Schematische Darstellung der ETose: Freisetzung von DNA, Histon und Myeloperoxidase
(MPO) aus einer aktivierten Immunzelle als Reaktion auf z. B. Pathogene wie Bakterien und
Parasiten oder ET-Induktoren wie das Calcium-lonophor A23187 oder das porenbildende

Natriumsalz Nigericin (erstellt mit BioRender).

Die Freisetzung von monocyte bzw. macrophage extracellular traps (METs), ein Prozess
der als METose bezeichnet wird, stellt einen weiteren Effektormechanismus von
Monozyten und Makrophagen dar [21,26]. Aufgrund der bislang noch begrenzten
Literaturlage zur METose werden die molekularen und funktionellen Abldufe der
in der Literatur sehr gut untersuchten und charakteristisch vergleichbaren NETose,
also dem Prozess der Freisetzung von neutrophil extracellular traps (NETSs),

als Referenz dargestellt.

Die NETose wird iiber G-Protein-gekoppelte Rezeptoren, Fcy-Rezeptoren, TLR4 und
CDI18 auf der Zelloberfliche der neutrophilen Granulozyten aktiviert [132].
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Darauf folgt ein Anstieg der intrazelluldren Calciumkonzentration, welcher entweder
durch Freisetzung aus intrazelluldren Calciumspeichern oder iiber Calcium-Aufnahme
aus der extrazelluldiren Umgebung erreicht wird. Durch den Calcium-Anstieg werden
zahlreiche Calcium-abhéngige zelluldre Prozesse aktiviert, die fiir die NETose benotigt
werden [132]. Der intrazelluldre Calcium-Anstieg fiihrt zusammen mit Zytokinen wie
IL-8 (aus Monozyten/Makrophagen) zur Aktivierung von Signal-Kinasen wie der
Proteinkinase C (PKC), der Cyclin-abhingigen Kinase 6 (CDK6) oder der
Janus-Kinase 2 (JAK2) [132—134]. Des Weiteren werden ROS, welche in neutrophilen
Granulozyten hauptsédchlich in der Nicotinamidadenindinukleotidphosphat (NADPH)-
Oxidase (NOX)-Reaktion und den Mitochondrien produziert werden, mit der
NETose-Signaliibertragung in Verbindung gebracht. Die ROS-abhingigen Mechanismen
sind jedoch noch weitestgehend ungeklart [132].

Fir die Einleitung der umfangreich untersuchten NETose sind in der Literatur
tiefgreifende zellulire Umstrukturierungen beschrieben, wobei unklar ist, ob alle
beobachteten morphologischen Verdnderungen zwingend fiir den Prozess der NETose
erforderlich sind [132]. Nach den Literaturbeschreibungen kommt es bei der Einleitung
der NETose zunichst zu einer Zellausbreitung, die womdglich durch die Aktivierung von
extrazelluliren Matrix-Rezeptoren, wie z. B. Integrinen, induziert wird. Es folgt eine
Freisetzung von Annexin V-positiven Plasmamembran-Mikrovesikeln, die zytosolische
Komponenten einschlieBlich Granula, enthalten. Nach anfénglicher zelluldrer
Ausbreitung runden sich neutrophile Granulozyten ab, dhnlich wie adhédrente Zellen in

der Mitose, und verringern damit ihre effektive Zelloberflache [132].

Das Hauptmerkmal der NETose ist die Dekondensation des Chromatins, die mit
einem Verlust der Chromatinheterogenitit und einer Ausdehnung des von DNA
eingenommenen  Zellraums einhergeht. Ein  bekannter Calcium-vermittelter
Signalweg, der zur Dekondensation des Chromatins fiihrt, verlduft {ber die
Peptidyl-Arginin-Deiminase 4 (PAD4). PAD4 katalysiert die Citrullinierung spezifischer
Histone an Argininresten, worauthin es zur Dissoziation der DNA kommt und die
Dekondensation des Chromatins erfolgt [132]. Ergdnzend konnen Proteasen, wie die
neutrophile Elastase (NE), die Proteinase 3 (PR3) und Cathepsin G (CG) (alle sind in
Primédrgranula lokalisiert), sowie die zytosolische Protease Calpain, den proteolytischen
Abbau von Histonen férdern und somit die Dekondensation des Chromatins begiinstigen.

Die ebenfalls in der Primérgranula lokalisierte MPO kann zur Dekondensation des

24



Literaturiibersicht

Chromatins beitragen, indem sie eine Wasserstoffperoxid-vermittelte Oxidation von

Chloridionen vermittelt [132].

Da das Chromatin durch die Kernmembran vom Zytosol getrennten Zellkern liegt, ist fiir
die Freisetzung des dekondensierten Chromatins eine Kernhiillenruptur erforderlich.
Die Ruptur wird durch Umstrukturierungen der Kernmembran, die Bildung von Poren
sowie dem Abbau des Lamin-Netzwerks unter der inneren Kernmembran ausgelost.
Nach Ubertritt in das Zytosol muss von dem dekondensierten Chromatin zunichst
das dichte Netzwerk aus Zytoskelettkomponenten (Aktin, Mikrotubuli und
Vimentin-Intermedidrfilamenten) und membrandsen Zellorganellen iiberwunden werden,
bevor die Plasmamembran erreicht werden kann. Es gibt Hinweise darauf, dass sich
intrazellulire Kompartimente wie das endoplasmatische Retikulum, die Granula und die
Mitochondrien wéhrend der NETose tiefgreifend strukturell verdndern [132].
Insbesondere Mitochondrien scheinen eine wichtige Rolle bei der NETose einzunehmen.
Einerseits sind sie an der ROS-Produktion beteiligt, die neben der traditionellen
Pathogenabtdtung auch eine Stimulus-spezifische Signaliibertragung bei der NETose

vermitteln. Andererseits konnen sie mitochondriale DNA (mtDNA) freisetzen [132,135].

Im weiteren Prozess der NETose wird die Plasmamembran zunehmend fiir groBere
Molekiile permeabel, hilt das in das Zytosol freigesetzte dekondensierte Chromatin aber
zundchst zuriick. Der vollstindige Zerfall des Zytoskeletts ermdglicht schlieBlich
die extrazelluldre Freisetzung des dekondensierten Chromatins und damit die
NET-Freisetzung [132]. Die NETose ist meist ein zelllytischer Prozess
(suizidale NETose), kann aber auch ohne einen Zelltod der neutrophilen Granulozyten

erfolgen (vitale NETose) [131,136].

Neben der NETose bei primdren neutrophilen Granulozyten wurde die ET-Freisetzung
auch bei basophilen, eosinophilen und heterophilen Granulozyten sowie bei Mastzellen
beschrieben [13—-16]. In der Literatur wurde die Freisetzung von METs bereits bei
primdren Monozyten [17-23] sowie bei primdren Makrophagen [17,25,26,137—-141]
beschrieben. MET-Freisetzung von primdren Monozyten ist in der Literatur durch
verschiedene Stimuli wie das Calcium-lonophor A23187, Paraformaldehyd (PFA),
Phorbol-Myristat-Acetat (PMA) [21,142], Zymosan [18-21,143], Goldnanopartikel [17]
sowie durch humane Spermien [22] beschrieben. In primdren Makrophagen wurde

MET-Freisetzung unter dem Einfluss von PMA [25], hypochlorige Sdure (HOCI),
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IL-8, TNF-a [140,144], Zymosan [139,141], Mannheimia haemolytica,
Mannheimia Leukotoxin [25], Escherichia coli (E. coli), Candida albicans [138],
Strongyloides stercoralis Larven [137] und  Mycobacterium tuberculosis  [139]
beschrieben. Ebenso wurde MET-Freisetzung in primiren Monozyten und Makrophagen
durch  Konfrontation @ mit  Apikomplexa  wie  Besnoitia besnoiti  [18],
Cryptosporidium parvum [145], Eimeria ninakohlyakimovae [20] und
Neospora caninum [141,143] beobachtet.

Als Alternative zu den Untersuchungen der MET-Freisetzung an Primérzellen sind in der
Literatur Studien mit verschiedenen permanenten Zelllinien, wie die murinen
RAW 264.7- und J774A.1-Zelllinien sowie die humane THP-1-Zelllinie, vorhanden
[146]. Speziell fiir die in der hier vorliegenden Arbeit eingesetzten THP-1-Zellen ist die
Induzierbarkeit einer MET-Freisetzung i. in monozytiren THP-1-Zellen durch
Tunicamycin [147], PMA [148], Trichomonas vaginalis oder Zymosan [149],
ii. in THP-1-MO0-Makrophagen durch A23187, HOCI, Nigericin, TNF-a [28],
extracellular cold inducible RNA binding protein (eCIRP) [150], Aflatoxin B1 [151],
E. coli Hamolysin [25], Streptococcus agalactiae [152] oder Mycobacterium massiliense
[153], sowie iii. in THP-1-M1-Makrophagen durch HOCI, Nigericin oder TNF-a [28],

beschrieben.
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2.5. Zytokin-Sekretion mit Fokus auf IL-1f und IL-6: Funktion

und Relevanz in der Immunabwehr

Zytokine wurden in den 1960er- und 1970er-Jahren erstmals als potente Signalmolekiile
neben den damals bereits bekannten Hormonen und Neurotransmittern beschrieben.
Heute umfasst die Gruppe der bekannten Zytokine iiber 100 verschiedene Proteine,
darunter Interferone, Interleukine, Chemokine, mesenchymale Wachstumsfaktoren, die
TNF-Familie sowie die Adipokine [154—156]. Zytokine sind an der Immunregulation
zahlreicher biologischer Prozesse beteiligt, fungieren als Botenstoffe zur Kommunikation
zwischen Immunzellen und steuern vielfiltige Mechanismen, die von der
Infektionsabwehr bis zur Pathogenese verschiedenster Erkrankungen reichen. Aufgrund
threr komplexen Wirkungen gelten Zytokine als zentrale Regulatoren in der angeborenen
und adaptiven Immunantwort [154]. Die Sekretion von Zytokinen wird u. a. durch
spezifische molekulare Signale stimuliert, die von molekularen Strukturen von
Pathogenen (pathogen-associated molecular patterns; PAMPs) sowie von molekularen
Strukturen geschidigter Zellen (damage-associated molecular patterns; DAMPs)
ausgelost werden. PAMPs sind hochkonservierte molekulare Strukturen von
Mikroorganismen wie LPS aus der duBleren Membran Gram-negativer Bakterien. DAMPs
sind endogene Molekiile wie extrazelluldres Adenosintriphosphat (ATP) oder
High-Mobility-Group-Protein BI (HMGB1) [157-160]. PAMPs und DAMPs werden
von den Immunzellen, insbesondere von Monozyten und Makrophagen, iiber sogenannte
Mustererkennungsrezeptoren (PRRs) erkannt, welche zellmembranstindig (z. B.
TLR2/4), endosomal (z. B. TLR3/7) oder zytosolisch (z. B. NLR family pyrin domain
containing 3 inflammasome [NLRP3-Inflammasom]) lokalisiert sind. Nach Bindung der
PAMPs und DAMPs l6sen diese Rezeptoren komplexe intrazelluldre Signalkaskaden aus,
welche u. a. die Genexpression steuern und die Zytokinsekretion regulieren (Abb. 6)

[155,161].
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Abb. 6: Sekretion von IL-1p und IL-6

Die Sekretion von IL-1B und IL-6 aus mononukledren Phagozyten erfolgt nach Erkennung
spezifischer molekularer Signale, den pathogen-associated molecular patterns (PAMPs), wie
Lipopolysaccharid (LPS) von Bakterien und 7. gondii-Tachyzoiten sowie damage-associated
molecular patterns (DAMPs) aus geschiadigten Zellen. PAMPs und DAMPs werden von
Pattern Recognition Receptors (PRRs) in der Zellmembran der Phagozyten erfasst und fithren
zur Aktivierung pro-inflammatorischer Signalwege, welche in der Produktion von
Interleukin (IL)-1p oder IL-6 miinden. Extrazellulires Adenosintriphosphat (ATP) wird tiber
den P2X7-Rezeptor (P2X7R) gebunden und vermittelt die Aktivierung des NLRP3-
Inflammasoms, wodurch es zur Caspase-1-vermittelten, proteolytischen Spaltung von
Pro-IL-1pB zu reifem IL-1B kommt, welches dann sezerniert wird (erstellt mit BioRender).

Das von mononukledren Phagozyten produzierte IL-1pB ist, neben IL-la und
IL-1 Rezeptorantagonist (IL-1Ra), ein zentral wirkendes pro-inflammatorisches Zytokin,
welches die angeborene Immunantwort zu einem fritheren Zeitpunkt aktiviert.
IL-1B vermittelt Fieber, die Ausschiittung von Prostaglandin E2 (PGE2) und Histamin,
die Chemotaxis, die Synthese von Akute-Phase-Proteinen (APPs) und die Proliferation
und  Differenzierung von  CD4-T-Zellen sowie die  Expression von
Zelladhdsionsmolekiilen [155,159]. Fiir die Sekretion von IL-1p miissen zwei externe

Signale auf mononukleédre Phagozyten einwirken. Signal 1 (PAMPs/DAMPs) wird iiber
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PRRs erkannt und induziert die Synthese der bioinaktiven Vorstufe Pro-IL-1p3 [159].
Signal 2 (z. B. extrazellulires ATP von geschiadigten Zellen) aktiviert den
ATP-sensitiven P2X7-Rezeptor, wodurch ein Kalium-Efflux ausgelost wird, welcher die
NLRP3-Inflammasom-Aktivierung im Zytosol induziert [32,159,162]. Das NLRP3-
Inflammasom aktiviert die Caspase-1, welche proteolytisch das Pro-IL-1f zu reifem
IL-1p spaltet und gleichzeitig Gasdermin-D aktiviert. Gasdermin-D bildet Poren in der
Plasmamembran, wodurch IL-1p hauptsidchlich sezerniert wird. Alternativ kann die
IL-1B-Sekretion auch Gasdermin-D-unabhingig iiber Mikrovesikel oder Exosomen
erfolgen (Abb. 6) [159,162]. Die Zweistufigkeit (Signal 1+2) des Prozesses schiitzt vor
einer iberschieBenden IL-1B-Sekretion und vermeidet damit {ibermiBige
Entziindungsreaktionen. Neben dem ATP und P2X7-Rezeptor-abhdngigen Weg kann
z. B. Nigericin, ein porenbildendes Natriumsalz, einen Kalium-Efflux auslosen, welcher
unabhéngig von Signal 2 eine Aktivierung des NLRP3-Inflammasoms (bei vorhandenem

Pro-IL-1p) induzieren kann [163-166].

Neben IL-1f ist IL-6 ein weiteres pro-inflammatorisches Zytokin, welches von
mononukledren Phagozyten nach Erkennung von PAMPs und DAMPs iiber PRRs
synthetisiert und freigesetzt wird (Abb. 6). Am intrazelluldren Transport und der
Exozytose von IL-6 sind neben klassischen sekretorischen Vesikeln auch Recycling-
Endosome beteiligt [155,159,162]. IL-6 fordert die Entstehung von Fieber,
die Produktion von APPs, die Differenzierung von B-Zellen zu Plasmazellen,
die Aktivierung zytotoxischer T-Zellen, die Rekrutierung von Monozyten sowie
die Balance zwischen pro- und anti-inflammatorischen Immunreaktionen [155].
Die abgestimmte Sekretion von IL-1fB, welche stark pro-inflammatorisch wirkt, und
IL-6, welche eine balancierende Funktion zwischen pro- und anti-inflammatorischen
Prozessen erfiillt, ermoglicht mononukledren Phagozyten, eine optimale Regulation und

Anpassung der Immunantwort auf verschiedene Bedrohungen [157-160,162].

Nikotinische Acetylcholinrezeptoren (nAChRs) sind membranstidndige, pentamere,
Liganden gesteuerte Ionenkandle [167,168]. Waihrend die nAChRs urspriinglich
hauptsdchlich aus dem Nervensystem bekannt sind, konnen sie in Form von
verschiedenen Subtypen neben Nervenzellen auch in nicht-neuronalen Zellen wie
Endothelzellen, Bronchialepithelzellen, Hautkeratinozyten, glatten GefaBmuskelzellen
sowie verschiedenen Immunzellen vorkommen [169,170]. Als pentamere Proteine

konnen nAChRs aus neun verschiedenen Subtypen von a-Untereinheiten (02—010) und
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drei verschiedenen Subtypen von B-Untereinheiten (B2—f4) in unterschiedlichen
Kombinationen zusammengesetzt sein, wie z.B. als Homopentamere (a7- oder
a9-Untereinheiten), Heteropentamere (a7- und B2 oder a9- und a10-Untereinheiten) oder
Mischformen mit zwei oder drei o-Untereinheiten (02—04 oder o6) und
2 oder 3 B-Untereinheiten (B2 oder fp4) [170,171]. Das Vorkommen und
die Dominanz von a7-, a9- oder B2-Untereinheiten in pentameren nAChRs fiihrt
zu einer transkriptionellen und post-transkriptionellen Hemmung der Synthese
pro-inflammatorischer Zytokine (z. B. IL-1B, IL-6 und TNF-a) [167,168,172—178].
Aufgrund ihrer hemmenden Wirkung auf die pro-inflammatorische Zytokinsynthese gilt
die Aktivierung von nAChRs der Makrophagen und DCs als vielversprechender
therapeutischer Ansatz [172,178,179]. Ergidnzend konnte gezeigt werden, dass die
Aktivierung von unkonventionellen, nicht-neuronalen, nAChRs mit den evolutionér hoch
konservierten Untereinheiten a7 und 09 und/oder ol0 die NLRP3-Inflammasom-
vermittelte IL-1B-Sekretion aus humanen mononukleidren Phagozyten durch Blockade
des ATP-sensitiven P2X7-Rezeptors hemmt [163,180—-183]. Diese cholinerge Hemmung
der ATP-induzierten Zytokin-Sekretion der unkonventionellen nAChRs kann {iiber
klassische endogene und exogene Agonisten wie Acetylcholin (ACh), Nikotin und Cholin
oder iiber endogene Liganden wie Phosphocholin (PC) erfolgen [163,180—183].
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2.6. Metabolische Signatur von Makrophagen

Die in den vorherigen Kapiteln beschriebene Aktivierung der mononukledren Phagozyten
und ihre Antworten auf korperfremde Molekiile sowie molekulare Strukturen von
Pathogenen und geschiadigten Zellen sind an bestimmte Stoffwechselleistungen
gebunden. Somit sind diese Immunzellen sowohl vom Néhrstoffangebot als auch von der
Verstoffwechslung der Néhrstoffe abhingig. Bei den in dieser Arbeit untersuchten
pro-inflammatorischen M1- und anti-inflammatorischen M2-Makrophagen spielt die
metabolische Reprogrammierung bei der Energiebereitstellung fiir die jeweiligen
immunologischen Funktionen eine entscheidende Rolle. Hierzu gehdren z. B.
die Phagozytose, die ROS-Produktion und die Zytokin-Sekretion, insbesondere IL-1p
[112,184-186].

In der Literatur liegen Beschreibungen der charakteristischen Stoffwechseleigenschaften
von M1- und M2-Makrophagen fiir humane und murine Primédrzellen (bone marrow-
derived macrophages [BMDMs], human monocyte-derived macrophages [MoDMs],
Peritonealmakrophagen und Primdrmakrophagen) sowie fiir M1- und M2-Makrophagen
vor, welche unter in vitro-Bedingungen aus verschiedenen Zelllinien (J774A.1, THP-1,

RAW264.7 und U937) differenziert und polarisiert wurden [112,114,187-189].

Aus diesen Stoffwechselcharakterisierungen ergeben sich nach dem gegenwértigen
Kenntnisstand die folgenden Stoffwechselprofile fiir M1- und MZ2-Makrophagen
(zusammengefasst in Abb. 7A,B):
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Abb. 7: Gegeniiberstellung der veroffentlichten Stoffwechselcharakteristika von M1- (A)
und M2-Makrophagen (B) (eigene Abb., modifiziert nach Wolf et al. 2025)

Es werden die Erkenntnisse aus den Ubersichtsartikeln von Viola et al. (2019) und Liu et al.
(2021) sowie des Artikels von Rodriguez et al. (2019) schematisch dargestellt. Fettgedruckte
Pfeile = erhohte Stoffwechselumwandlungsraten im Vergleich zum anderen Zelltyp; gepunktete
Pfeile = verringerte Stoffwechselumwandlungsraten im Vergleich zum anderen Zelltyp; griine
Pfeile und Enzym-/Proteinnamen = Aktivierung oder Erh6hung des jeweiligen Enzyms/Proteins
oder der jeweiligen Reaktion; rote Pfeile, T-Formen oder Enzym-/Proteinnamen = Hemmung
oder Herunterregulierung des jeweiligen Enzyms/Proteins oder der jeweiligen Reaktion;
Acetyl-CoA = Acetyl-Coenzym A; ACLY = Adenosintriphosphat-Citrat-Lyase; ACODI1 =
Aconitat-Decarboxylase 1; ASL = Argininosuccinat-Lyase; ASS = Argininosuccinat-Synthetase;
CARKL = Carbohydrate Kinase-Like Protein; CIC = Citrate Carrier; F-1,6-BP = Fruktose-1,6-
bisphosphat; F-2,6-BP = Fruktose-2,6-bisphosphat; F-6-P = Fruktose-6-phosphat; G-3-P =
Glycerinaldehyd-3-phosphat; G-6-P = Glukose-6-phosphat; GABA= y-Aminobuttersiure;
GLS = Glutaminase; GLUT1 = Glukosetransporter I; GPD = Glukose-6-phosphat-
Dehydrogenase; GS = Glutaminsynthetase; GSH = Glutathion; HIF-loa = hypoxia-inducible
factor-1o; HK = Hexokinase; IDH = Isocitrat-Dehydrogenase; IL-1 = Interleukin-1;
iNOS = induzierbare Stickstoffmonoxid-Synthase; LDH = Laktat-Dehydrogenase; NADPH =
Nicotinamidadenindinucleotidphosphat; NO = Stickstoffmonoxid;  non-ox. PPP =
nicht-oxidativer Pentosephosphatweg; NOX = NADPH-Oxidase; ox. PPP = oxidativer
Pentosephosphatweg; PDH = Pyruvat-Dehydrogenase; PDK1 = Pyruvat-Dehydrogenase-
Kinase 1; PEP = Phosphoenolpyruvat;  PFK1/2 = Phosphofruktokinase 1/2;
PFKB1/3 = 6-Phosphofrukto-2-Kinase/Frutose-2,6-Bisphosphatase-Isoenzym 1/3; PGD =
6-Phosphoglukonat-Dehydrogenase; PGE2 = Prostaglandin E2; PHD = Prolylhydroxylase;
PKM2 = Pyruvatkinase-Isoenzym Typ M2; R-5-P = Ribose-5-phosphat; ROS =
reactive oxygen species; SDH = Succinat-Dehydrogenase

Ein besonders auffdlliger metabolischer Unterschied zwischen MI1- und
M2-Makrophagen betrifft die Art der Energiegewinnung. M2-Makrophagen nutzen den
intakten Tricarbonséurezyklus (TCA-Zyklus, engl. = tricarboxylic acid cycle) sowie die
oxidative Phosphorylierung (OXPHOS). Unter Einbeziehung der im Vergleich zu
MI1-Makrophagen niedrigeren Glykolyse-Aktivitdit wird Glukose vollstindig zu
Kohlenstoffdioxid (CO2) und Wasser (H20) abgebaut, wobei 32 Mole ATP pro 1 Mol
Glukose generiert werden. Im Unterschied zu den M2-Makrophagen ist der TCA-Zyklus
in den M1-Makrophagen sowohl auf Ebene der Isocitrat-Dehydrogenase (IDH)-Reaktion
als auch auf der Stufe der Succinat-Dehydrogenase (SDH)-Reaktion unterbrochen
(trunkiert). In Folge dieser beiden Unterbrechungen kommt es zu den fiir
M1-Makrophagen charakteristischen hohen intrazelluldren Citrat- und Succinat-

Konzentrationen (Abb. 7A,B) [112,114,188,189].
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Uber den in den MI1-Makrophagen hochregulierten Citrattransporter (CIC, engl. =
Citrate Carrier) wird das Citrat in das Zytosol transportiert. Infolgedessen wird tiber die
ebenfalls hochregulierte ATP-Citrat-Lyase (ACLY) Acetyl-Coenzym A (Acetyl-CoA)
freigesetzt. Das Acetyl-CoA spielt in den M1-Makrophagen eine wichtige Rolle fiir
die Synthese von Fettsduren und Prostaglandin E2 (PGE2) [114,188,190].
Das von den MI-Makrophagen freigesetzte PGE2 verhindert eine {iberschieBende
pro-inflammatorische Reaktion, indem es die Expression von TNF-a in den
M1-Makrophagen reduziert und die Expression von anti-inflammatorischen Genen, wie
z. B. IL-10, fordert. Auf diese Weise wird iiber den zweifach trunkierten TCA-Zyklus
sowie die Fettsiuren- und PGE2-Synthese in den M1-Makrophagen der Ubergang von
einer pro-inflammatorischen M1-Antwort zu einer anti-inflammatorischen M2-Antwort

eingeleitet (Abb. 7A) [191,192].

Dariiber hinaus ist das in den M1-Makrophagen akkumulierende, mitochondriale und
zytosolische Citrat Ausgangssubstrat fiir die Itaconat-Synthese. Itaconat hemmt die SDH
und ist somit fiir die zweite Unterbrechung des TCA-Zyklus in M1-Makrophagen auf der
Stufe der SDH-Reaktion verantwortlich. In der Folge der SDH-Hemmung kommt es in
M1-Makrophagen zu einem Anstieg des Succinat-Spiegels. Succinat wird vermehrt in die
extrazelluldre Matrix freigesetzt, wo es den membranstindigen, G-Protein-gekoppelten
Rezeptor 91 (GPRI1) auf der Zelloberfliche von Makrophagen aktiviert. Dadurch
werden autokrine und parakrine Signalwege induziert, welche die Produktion von IL-13
fordern. Die fiir MI1-Makrophagen charakteristischen, hohen intrazelluldren
Succinat-Spiegel stabilisieren die hypoxia-inducible factor (HIF)-1a-Untereinheit des
Transkriptionsfaktors HIF-1, indem Succinat den Abbau der HIF-1a-Untereinheit durch
Hemmung der Prolylhydroxylase (PHD) verhindert. Durch die Stabilisierung von HIF-
la ist der Transkriptionsfaktor HIF-1 in den M1-Makrophagen aktiv. Dieser ist ein
wichtiger Aktivator fiir die Expression verschiedener Glykolyse-Enzyme (s. u.) und
bildet einen Komplex mit der im Zellkern lokalisierten, inaktiven, Dimer-Form des
Glykolyse-Enzyms Pyruvatkinase-Isoenzym Typ M2 (PKM2). Der HIF-1/PKM2-
Komplex bindet im Zellkern an den IL-1B-Promotor und induziert so die Expression von
IL-1pB, wodurch die M1-Polarisierung sowie die HIF-1a-vermittelte Glykolyse-Aktivitit
gefordert wird (Abb. 7 A) [112,114,189,193-196].

Trotz der zweifachen Trunkierung des TCA-Zyklus in den M1-Makrophagen ist dieser

nicht vollstindig ausgeschaltet. Verantwortlich dafiir ist der Arginin-Succinat-Shunt,

35



Literaturiibersicht

welcher in den M1-Makrophagen aus Citrullin und Aspartat Fumarat synthetisiert, sodass
Fumarat in den TCA-Zyklus eingespeist werden kann [194]. Fumarat wird iiber Malat zu
Pyruvat decarboxyliert. Bei der Malat-Enzym katalysierten Decarboxylierung von Malat
entsteht NADPH + H, welches als Redoxpartner fiir die in M1-Makrophagen wichtigen
NO- und ROS-Synthese iiber die Enzyme NOX und iNOS dient (Abb. 7A)
[112,114,190].

Die fiir M1-Makrophagen charakteristisch hohe aerobe Glykolyse (die Umsetzung von
Glukose zu Laktat, auch in Gegenwart von Sauerstoff) ist mit einer verringerten
Umsetzung des glykolytischen Pyruvats in Acetyl-CoA (s.u.) sowie einer
Hochregulierung der Expression von Glukosetransporters 1 (GLUT1) sowie den
Glykolyse-Enzymen Hexokinase (HK), PKM2 (dynamische, inaktive Dimer-/aktive
Tetramer-Form) und Laktat-Dehydrogenase (LDH) sowie des regulatorischen Enzyms
6-Phosphofrukto-2-Kinase/Fruktose-2,6-Bisphosphatase-Isoenzym 3 (PFKB3) in den
M1-Makrophagen im Vergleich zu den M2-Makrophagen verbunden [112,114,189,197—
199]. Sowohl die Hemmung der Pyruvat-Dehydrogenase (PDH) als auch die
Hochregulierung des GLUT1, der PKM2 und der LDH erfolgen in den M 1-Makrophagen
unter der Kontrolle des stabilisierten Transkriptionsfaktors HIF (s. 0.). Die PFKB3 ist
eines von vier PFKB-Isoenzymen, welche als bifunktionelle Enzyme sowohl eine
6-Phosphofruktokinase 2 (PFK2)-Doméne als auch eine Fruktose-2,6-bisphosphatase
(FBPase2)-Doméne besitzen. Wiahrend die PFK2-Doméne die Umwandlung von
Fruktose-6-phosphat (Fruktose-6-P) zu Fruktose-2,6-bisphosphat (Fruktose-2,6-BP)
katalysiert, wird durch die FBPase2-Domine die umgekehrte Reaktion von
Fruktose-2,6-BP zu Fruktose-6-P katalysiert. In den in M1-Makrophagen exprimierten
PFKB3-Isoenzym dominiert die PFK2-Aktivitidt, wodurch vermehrt Fruktose-2,6-BP
synthetisiert wird. Hohe Konzentrationen von Fruktose-2,6-BP aktivieren die PFKI,
welche die Phosphorylierung von Fruktose-6-P zu Fruktose-1,6-bisphosphat
(Fruktose-1,6-BP) katalysiert, und die FBPasel hemmt, welche fiir die umgekehrte
Reaktion von Fruktose-1,6-BP zu Fruktose-6-P verantwortlich ist. Im Gegensatz zu den
M1-Makrophagen exprimieren M2-Makrophagen das PFKBI1-Isoenzym,
in welchem die Phosphatase-Aktivitit des bifunktionellen Enzyms dominiert.
Die Folge ist eine Abnahme des Fruktose-2,6-BP-Spiegels, eine Inaktivierung der PFK1
sowie das Entfallen der FBPasel-Hemmung (Abb. 7A,B) [112,114].
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Studien zufolge korrelieren die hohen Umsatzraten der M1-Makrophagen im oxidativen
Pentosephosphatweg  (ox. PPP) mit hohen 6-Phosphogluconat-Dehydrogenase
(PGD)-Aktivititen und einer Abnahme der Expression des Kohlenhydratkinase-like
Proteins (CARKL, engl. = Carbohydrate Kinase-Like Protein) im Vergleich zu den
M2-Makrophagen. In M2-Makrophagen ist eine Dominanz des nicht-oxidativen PPP
(non-ox. PPP) beschrieben [112,200]. Uber die hohen Umsatzraten im ox. PPP
besitzen M1-Makrophagen in der Glukose-6-Phosphat-Dehydrogenase (GPD)- und
PGD-Reaktion eine zweite wichtige Quelle zur Produktion von NADPH + H", welches
der NOX und iNOS zur Generierung von NO und ROS zur Verfiigung steht. CARKL
katalysiert die Phosphorylierung von Sedoheptulose zu Sedoheptulose-7-phosphat
(Seduheptulose-7-P). Die fiir M1-Makrophagen typische geringe CARKL-Aktivitét fiihrt
zu niedrigen Seduheptulose-7-P-Konzentrationen und ist mit einer verminderten
Umwandlung im non-ox. PPP verbunden. M2-Makrophagen hingegen, in welchen die
Expression von CARKL hochreguliert ist, profitieren von einer erhohten Riickfiihrung
von Ribose-5-phosphat (Ribose-5-P) zu den Glykolyse-Zwischenprodukten
Fruktose-6-P und Glycerinaldehyd-3-phosphat (G-3-P) iiber den non-ox. PPP
(Abb. 7A,B) [112,114,188,200].

Die oben erwihnte geringe Umsetzung des zytosolischen Pyruvats in Acetyl-CoA wird
in den M1-Makrophagen iiber den Succinat-stabilisierten Transkriptionsfaktor HIF-1
reguliert. HIF-1 induziert die Expression der Pyruvat-Dehydrogenase Kinase 1 (PDK1),
welche die Expression der PDH phosphoryliert und damit inaktiviert [114,201].
Die PDH ist fiir die Umwandlung von Pyruvat in Acetyl-CoA verantwortlich.

Die ausschlielliche zytosolische Umsetzung von Glukose zu Laktat, die in den
pro-inflammatorischen M1-Makrophagen dominiert, ist hinsichtlich der Energieausbeute
mit 2 Molen ATP pro 1Mol Glukose deutlich ineffizienter als die in den
anti-inflammatorischen M2-Makrophagen dominierende komplette Umsetzung von
Glukose zu CO; und H>O iiber den TCA-Zyklus und die OXPHOS mit 32 Molen ATP
pro 1 Mol Glukose. Allerdings lduft die kiirzere Umsetzung von Glukose zu Laktat
deutlich schneller ab. Zudem liefern Zwischenprodukte der Glykolyse Ausgangstoffe fiir
die Synthese von Zytokinen sowie von Zellbausteinen fiir die Zellproliferation.
Im Unterschied zu den MI-Makrophagen sind in den anti-inflammatorischen

M2-Makrophagen hohere Aktivititen der PDH in der Literatur belegt.
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Zusammen mit den Enzymen des TCA-Zyklus und der OXPHOS ermoglicht die
hohe PDH-Aktivitit eine sehr effiziente Energieregeneration (Abb. 7A,B)
[112,114,188,189,192].

Ein weiterer wichtiger energieregenerierender Stoffwechselweg, welcher wie die
Glykolyse mit dem TCA-Zyklus verkniipft ist, ist die Glutaminolyse (= Abbau der
Aminosdure Glutamin zu Pyruvat, Laktat und Citrat). Die Glutaminolyse startet in den
Mitochondrien mit der Desaminierung von Glutamin zu Glutamat iiber die Glutaminase
(GLS). Das gebildete Glutamat kann anschlieend iiber drei verschiedene Reaktionen zu
a-Ketoglutarat (a-KG) umgewandelt und als solches in den TCA-Zyklus eingespeist
werden. Die drei Reaktionen sind i. eine oxidative Desaminierung, katalysiert von der
Glutamat-Dehydrogenase (GLDH), sowie ii. eine Transaminierung, katalysiert von der
Alanin-Aminotransferase (ALT), und #ii. eine Transaminierung, katalysiert von der
Aspartat-Aminotransferase (AST). In M1-Makrophagen ist dariiber hinaus der Abbau
von Glutamat iiber den y-Aminobuttersdure (GABA)-Shunt zu Succinat (Umwandlung
von Glutamat zu Succinat-Semialdehyd, GABA und Succinat) von besonderer
Bedeutung [112,114,193]. M2-Makrophagen sind durch eine ausgeprigte Glutaminolyse
charakterisiert. Durch eine hohe Expression des Enzyms Glutaminsynthetase (GS),
welches in M2-Makrophagen deutlich héher ist als in M1-Makrophagen, kénnen die
M2-Makrophagen zytosolisches Glutamat in Glutamin umwandeln und damit der
mitochondrialen Glutaminolyse zur Verfligung stellen. Glutamin liefert in
M2-Makrophagen iiber 50 % der Stickstoffatome fiir die Uridindiphosphat-N-
Acetylglukosamin (UDP-GIcNAc) sowie etwa 30 % der Kohlenstoffatome zur
Versorgung des TCA-Zyklus. UDP-GIcNAc spielt eine wichtige Rolle bei der
Glykosylierung von Proteinen, zu denen auch der Mannose-Rezeptor CD206 gehort,
welcher ein zentraler Oberflaichenmarker auf alternativ aktivierten M2-Makrophagen ist

(Abb. 7A,B) [112,114,189,194,202,203].

Die Aminosdure Serin kann einerseits im Zytosol aus dem Glykolyse-Zwischenprodukt
3-Phosphoglycerat (3-PG) synthetisiert und andererseits aus der extrazelluliren Matrix
aufgenommen werden. Aus Serin konnen wiederum die Aminosduren Glycin und Cystein
synthetisiert werden. Zusammen mit Glutamat sind diese die Bausteine des Tripeptids
Glutathion (GSH). GSH spielt eine wichtige Rolle bei der Entgiftung von
Sauerstoffradikalen und dem Schutz vor oxidativem Stress in der Zelle [187].

In MIl-Makrophagen fordert GSH die Sekretion von IL-1B, indem es
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immunmodulatorische Signalwege wie NF-kB aktiviert. Gleichzeitig erhdlt GSH die
zelluldre Redoxbalance, indem es ROS unter der Katalyse der GSH-Peroxidase
neutralisiert. Dadurch wird oxidativer Stress reduziert und der Transkriptionsfaktor
nuclear factor erythroid 2-related factor 2 (Nrf2) stabilisiert. Nrf2 induziert die
Expression von Enzymen wie der Himoxygenase-1 (HO-1), welche antioxidativ wirken

und ROS ebenfalls neutralisieren konnen (Abb. 7A) [187,204].

Zu hohen ROS-Produktionsraten kommt es in den MI-Makrophagen durch
Funktionsstorungen in der OXPHOS. Hohe ROS-Konzentrationen aktivieren das
NLRP3-Inflammasom und fordern auf diese Weise die Sekretion von IL-13 (Abb. 7A)
[114,205]. Neben ROS kann dariiber hinaus das Glykolyse-Enzym HK in seiner
Funktion als Mustererkennungsrezeptor fiir Peptidoglykane eine Aktivierung des

NLRP3-Inflammasoms mit nachfolgender IL-1p-Sekretion induzieren [114,206].

Speziell zum Stoffwechsel der in dieser Arbeit untersuchten THP-1-Makrophagen
(M1/M2) gab es zum Zeitpunkt der Abfassung dieser Arbeit in der Literatur nur eine
einzige Studie von Abuwad et al. (2020) [207]. In dieser Studie wurden die
intrazelluliren Konzentrationen einzelner Metaboliten aus der Glykolyse (D-Glucose,
D-Glyceraldehyd-3-phosphat), der Glutaminolyse (L-Glutamin), der Serinolyse
(D-Serin), dem TCA-Zyklus (S-Malat, 2-Oxoglutarat, Citrat, Itaconat und Succinat)
sowie der Aminosduren L-Alanin und L-Aspartat iiber Fliissigchromatographie und
Massenspektrometrie (LC-MS; LC, engl. = liquid chromatography) bestimmt.
Im Vergleich zu den THP-1-M0-Makrophagen wurden signifikante Unterschiede in den
Metaboliten von THP-1-M1- und THP-1-M2-Makrophagen festgestellt. Diese zeigten
sich bei THP-1-M1-Makrophagen in einem Anstieg von L-Citrullin und einem Abfall
von D-Serin, und bei THP-1-M2-Makrophagen hingegen in einem Anstieg von
D-Glucose und L-Citrullin sowie einem Abfall von L-Aspartat und L-Glutamin [207].
Als mogliche Erkldrung fiir die Abweichung der von Abuwad et al. (2020)
gemessenen Stoffwechselcharakteristika der in vifro-generierten THP-1-M1 und
THP-1-M2-Makrophagen von den typischen Stoffwechselmustern der MI- und
M2-Makrophagen (s.0.) werden Unterschiede in Differenzierungs- und
Polarisierungsprotokollen diskutiert [112,114,188,189,207].
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2.7. Reaktion von Monozyten und Makrophagen auf
T. gondii-Stadien

Als zentrale Komponenten des angeborenen Immunsystems werden Monozyten und
Makrophagen wéhrend einer 7. gondii-Infektion unmittelbar zu Infektionsherden
rekrutiert und tiibernehmen dort Schliisselfunktionen in der parasitiren Abwehr.
Dazu zéhlen u. a. die Freisetzung von pro-inflammatorischen Zytokinen (z. B. IL-1J,
IL-6) und ETs, die Phagozytose sowie die Aktivierung weiterer antimikrobieller
Mechanismen [5,19,66,208-210]. Fiir die frithe Kontrolle der parasitidren Infektion ist
eine effektive Immunantwort gegen 7. gondii entscheidend. So kann die Parasitenlast

begrenzt und der Parasiten-induzierte Zelltod verringert werden [66].

Die T. gondii induzierte IL-1B-Sekretion wird tliber die Aktivierung des NLRP3-
Inflammasoms gesteuert, welches die Caspase-1-abhédngige Spaltung von Pro-IL-1f in
seine reife, biologisch aktive Form katalysiert [159,162]. Bekannt ist, dass 7. gondii mit
dem NLRP3-Inflammasom gezielt interagieren und in humanen Primérzellen in
Abhéngigkeit vom Immunzelltyp unterschiedliche Immunantworten induzieren kann
[66]. So wurde eine Aktivierung des NLRP3-Inflammasoms in Monozyten [211] sowie
eine Hemmung des NLRP3-Inflammasoms in neutrophilen Granulozyten nach
T. gondii-Infektion beschrieben [212], widhrend das NLRP3-Inflammasom in
Makrophagen nicht signifikant verdndert war [213]. Neben dem NLRP3-Inflammasom
ist auch das NLRPI1-Inflammasom an der aktiven Immunantwort gegen 7. gondii
beteiligt, um die Vermehrung des Parasiten zu begrenzen und zu kontrollieren [66].
Insbesondere in Rattenmakrophagen fiihrte eine 7. gondii-Infektion zur Aktivierung bzw.
Hochregulierung des NLRP1-Inflammasoms, wodurch moglicherweise die NLRPI-
Inflammasom-induzierte Pyroptose der infizierten Zellen gefordert wird [5,214].
Witola et al. (2011) induzierten durch RNA-Interferenz die NLRPI-Inflammasom-
Expression in der humanen monoblastischen Mono-Mac-6-Zelllinie und beobachteten
eine Abschwichung des Fortschreitens der 7. gondii-Infektion, die zu beschleunigtem
Zelltod und Zellzerfall fiihrte sowie die Hochregulation der pro-inflammatorischen

Zytokine IL-1p, IL-12 und IL-18 unterdriickte [215].

Fir primdre humane Monozyten, monozytire THP-1-Zellen und THP-1-MO-
Makrophagen sind die IL-1B- und IL-6-Antworten auf die 7. gondii-Infektionen gut
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dokumentiert [209,211,213,216]. IL-1B fungiert als frither Regulator wéhrend der
T. gondii-Infektion. Bereits 1 Stunde nach der Konfrontation mit 7. gondii-Tachyzoiten
war eine Hochregulation der IL-1 mRNA nachweisbar, gefolgt von einer erhéhten
Sekretion von IL-1PB nach 4, 16 und 24 Stunden [209,211,213,217]. Eine 16-stiindige
LPS-Behandlung von primédren humanen Monozyten bewirkte im Zusammenspiel mit
T. gondii-Tachyzoiten keine erhohte Sekretion von IL-1B gegeniiber der alleinigen
LPS-Behandlung [212]. Hinsichtlich der IL-6-Sekretion in primdren humanen
Monozyten ist die Datenlage uneinheitlich. Die IL-6-Sekretion blieb in priméren
humanen Monozyten nach 24-stiindiger Konfrontation mit 7. gondii-Tachyzoiten aus
[218], wihrend eine Behandlung der Zellen mit dem parasitiren Oberflichenmolekiil
Profilin, einem immunaktivierenden, Aktin-bindenden Protein, einen Anstieg induzieren
konnte [219], teils aber keinen Effekt zeigte [220]. In monozytdren THP-1-Zellen und
THP-1-M0-Makrophagen fiihrte die Konfrontation mit 7. gondii-Tachyzoiten nach 4, 8§,
12 und 24 Stunden zur Sekretion von IL-1p [209,213,216] und IL-6 [208,221].

IFN-y und IL-18 sind zentrale Mediatoren der Immunabwehr gegen 7. gondii-
Infektionen, wobei IL-18 von Monozyten und Makrophagen stammt und IFN-y innerhalb
weniger Stunden nach der Infektion von NK-und TH1-Zellen freigesetzt wird [5,66,222].
Bei Méusen hemmt insbesondere IL-18 die Parasitenvermehrung und steigert deren
Uberlebensrate entscheidend [66]. Uber IFN-y-vermittelte Signalwege werden
verschiedene antiparasitire Mechanismen u. a. in Phagozyten aktiviert, darunter die
verstiarkte Antigenprdsentation, die Induktion der IL-12-Produktion (essenziell fiir die
protektive Immunabwehr gegen 7. gondii), die Aktivierung antimikrobieller Signalwege
sowie die Hochregulation von IDO (essenziell fiir den Tryptophanabbau),
immunvermittelten GTPasen (IRGs, engl. = immunity-related GTPases) und
Guanylat-bindenden Proteinen (GBPs, letztere essenziell fiir die Phagolyse der PV)
[5,223-226]. Die Phagozytose von T. gondii durch Monozyten und Makrophagen
stimuliert die IL-12-Produktion, wodurch THI1- und NK-Zellen aktiviert werden,
vermehrt IFN-y freisetzen und die THI-typische zellvermittelte Immunantwort
vorantreiben [5,226]. Ergdnzend induziert IFN-y in Monozyten eine vermehrte
Expression von iNOS, wodurch die Produktion von antimikrobiellen NO gesteigert und

die Replikation des Parasiten reduziert wird [5,227].

Bisher gibt es nur eine Verdffentlichung, in der eine durch 7. gondii-induzierte

MET-Freisetzung aus Monozyten beschrieben wurde: In Seehunden (Phoca vitulina), die
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wie andere Meeressduger iiber ein komplexes, hochentwickeltes Immunsystem verfiigen

[228], 16sten T. gondii-Tachyzoiten die Freisetzung von METs aus [19].

42



Veroffentlichungen

C. VEROFFENTLICHUNGEN

1. Publikation:
“The ATP-mediated cytokine release by macrophages is
down-modulated by unconventional a9* nicotinic

acetylcholine receptors”

Wolf PM.K.", Hanke D.", Singh V.K.T, Keller H.L.", Ettischer L.J., Teppe L.,
Amati A.-L., Hecker A., Husain-Syed F., Rohde M., Nuber U.A., Biittner K.,
MclIntosh J.M., Liese J., Mazurek S., Grau V. and Richter K. Front. Immunol., 27
October 2025 Sec. Multiple Sclerosis and Neuroimmunology Volume 16 — 2025
https://doi.org/10.3389/fimmu.2025.1661114

"These authors have contributed equally to this work.

43



Veroffentlichungen

& frontiers | Frontiers in Immunology

‘ @ Check for updates

OPEN ACCESS

EDITED BY
Zhe Jin,
Uppsala University, Sweden

REVIEWED BY

Maria F. Cano-Abad,

Autonomeus University of Madrid, Spain
Javier k. Irazoqui,

Universily of Massachusells Medical School,
United States

Franziska Dengler,

University of Hehenheim, Germany

“CORRESPONDENCE
Katrin Richter
Katrin Richter@chirumed.uni-giessen.de

"These authors have contributed equally to
this work

RECEVED OF July 2025
accerten 13 Octoker 2025
PUBLISHED 27 October 2025

CITATION

Woll PMK, Hanke D, Singh VK, Keller HL,
Ettischer L), Teppe L, Amati A-L, Hecker A,
Husain-Syed F, Rohde M, Nuber UA,
Blttner K, Mclntosh JM, Liese J, Mazurek S,
Grau V and Richter K (2025) The ATP-
mediated cytckine release by macrophages is
down-modulated by uncenventional a&*
hicolinic acelylcholine receplors

Front, Jmmunol 16:1661114.

doi: 10.5389/fimmu 20251661114

COPYRIGHT

@ 2025 Wolf, Hanke, Singh, Keller, Ettischer,
Teppe, Amati, Hecker, Husain-Syed, Rehde,
Nuper, Bittner, Mcintosh, Liese, Mazurek, Grau
and Richter. This is an open-access arlicle
clistributed under the terms of the Creative
Comrmons Attribution License {CC BY). The
use, distribution or reproduction in other
forums is permitted, provided the original
author(s) and Lhe copyrighl owner{s) are
crediled and Lhal lhe criginal publicalion in
this journal is cited, in accordance with
accepted academic practice. No use.
distribution or reproduction is permitted
which does nat comply with these terms.

Frontiers in Immunology

Tvpe Original Research
pueLIsHED 27 October 2025
001103389/ fimmu. 2025 1661114

The ATP-mediated cytokine
release by macrophages is
down-modulated by
unconventional a9* nicotinic
acetylcholine receptors

Philipp M. K. Wolf", Dominik Hanke®, Vijay K. Singh*',
Hanno L. Keller®, Luca J. Ettischer®, Laura Teppe™”,
Anca-Laura Amati’, Andreas Hecker', Faeq Husain-Syed”,
Marius Rohde®, Ulrike A. Nuber®, Kathrin Blttner®,

J. Michael Mcintosh”®°, Juliane Liese’, Sybille Mazurek?,
Veronika Grau® and Katrin Richter*®

Laboralory of Experimenlal Surgery, Deparlmenl of General and Theracic Surgery, German Cenler
for Lung Research {DZL), Justus Liebig University Giessen, Giessen, Germany, 2Institute of Veterinary
Physiology and Biochemistry, Justus Liebig University of Giessen, Giessen, Germany, *Department of
Pedialric Hemalology and Oncology, Justus-Liebig-Universily, Giessen, Giessen, Germany, 'Stem Cell
and Developmental Biclogy, Technical University of Darmstadt, Darmstadt, Germany, :Department of
Internal Medicine I, University Hospital Giessen and Marburg, Justus- Liebig-University Giessen,
Giessen, Germany, *Unit for Biemathematics and Data Processing. Justus Liebig University of Giessen,
Giessen, Germany, 'School of Biological Sciences, University of Utah, Salt Lake City, UT, United

States, *Department of Psychiatry, University of Utah, Salt Lake City, UT, United States, *George E
Whalen Veterans Affairs Medical Center, Salt Lake City, U1, Uniled States, **Department of Natural
Sciences, Bonn-Rhein-Sieg Universily of Applied Sciences, Rheinbach, Germany

Objective: The clinical interest in mechanisms controlling the biosynthesis and
release of the pro-inflammatory cytokine interleukin {IL}-1p is outstanding, as IL-
1B is associated with life-threatening inflammatory diseases including
hyperinflammation caused by extracellular ATP originating from damaged cells.
Previously, we identified a cholinergic mechanism controlling ATP-dependent
IL-1B release via metabotropic signaling of unconventional nicotinic
acetylcholine receptors {(nAChRs) containing subunits o/ and «9* {denoting
homomeric or heteromeric «9) in monocytes. This study examines whether
this mechanism is active in human macrophages (THP-1 cell-derived, peripheral
blood menonuclear cell-derived, and peritoneal macrophages).

Methods: Expression of hAChR subtypes (CHRNAYZ, CHRFAMZA, CHRNAS,
CHRNALQ) was analyzed using real-time RT-PCR. The efficiency of the
differentiation protocols used was assessed by surface markers and metabolic
conversion rate analysis. Cholinergic control of ATP-induced IL-1B, IL-18, and IL-
1o release was tested using nAChR agonists and conopeptides antagonizing 7
and 09* nAChRs.

Results: All nAChR subunits were expressed by all cells analyzed. Activation of
nAChRs efficiently inhibited the ATP-mediated |L-1p release by macrophages,
while ATP-independent release remained unaffected. Moreover, the nAChR
agonhists inhibited the release of IL-18 and IL-1x. The inhibitory effect was
reversed by subunit-specific concpeptides, indicating the invelvement of
unconventional NAChRs containing subunits o7 and «9*.
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Conclusion: We conclude that the cholinergic control of ATP-mediated [L-1p
release is active in human monocytes and in macrophages and that nAChR
agonists can also regulate the release of |L-18 and IL-1e. This mechanism
specifically regulates the ATP-induced cytokine release, without suppressing
ATP-independent cytokine release. Thus, uncenventional a9* nAChRs are
promising therapeutic targets for ATP-induced inflammatory diseases,
including sterile hyperinflammation.

KEYWORDS

nicotinic acetylcholine receptors, non-neuronal cholinergic system, inflammation,
interleukin-1f, monocytes, macrophages

1 Introduction

Monocytes and macrophages play an important role in the innate
immune defense against a variety of pathogens (1). The pro-
inflammatory cytokine intetleukin (1L)-1ff importantly contributes to
the acute phase response, a systemic reaction to infections, autoimmune
reactions, and tissue damage (2 4). Due to this potent, ubiquitous
function, the synthesis and release of IL-1f} must be strictly regulated
and wsually depends on two “danger signals”. Unlike constitutively
expressed IL-1ct and IL-18, the bio-inactive pro-form of IL-1p (pro-IL-
1B) requires a priming phase for induction (5, 6). This priming can be
induced by pathogen-associated molecular patterns (PAMPs) tha are
perceived by dilferent pattern recognition receplors (PRRs), eg. Loll-like
receptors (I'LRs) of immune cells (1, 6-8). For the release, pro-11-1p
must first be proteolytically cleaved, which requires a second “danger
signal”. A special subgroup of intracellular NOD-like receptors
(nucleotide-binding oligomerization domain and leucine-rich repeat-
containing receplors, NLRs) play an important role in this process (5, 7,
8). ‘I'he activation of these NLRs initially leads to the formation of
cytoselic multiprotein complexes, the so-called inflammasomes (5, 7, 8).
The best studied inflammasome Lo date is the NLRP3 inflammasome. 1t
is activated by a variety of different stimuli, from bacterial and viral
nucleic acids and lipopolysaccharide (LPS) to various damage-
associated molecular patterns (DAMPs) such as extracellular ATP (7,
9). The inflammasome then serves as a platform to activate caspase-1.
Activated caspase-1 promotes proteclytically cleavage of pro-IL-1B into
mature IL-1f, which is then released (1, 8).

Inflammatory reactions induced by trauma, ischemia-reperfusion
damage or burns usually occur independent of infectious factors and
are therefore referred to as “sterile inflammation” {10). Despite
extensive research, polytrauma and major surgeries still result in life-
threatening systemic hyperinflammation with high mortality, where
sterile inflammation, the DAMP extracellular ATP and IL-1B play a
central role (10, 11). ATP released from activated or damaged cells is
sensed by the ATP-sensitive P2X7 receplor (P2RX7) (5, 8, 12). The
A'l'P-induced activation of the ionotropic P2RX7 then leads to changes
in intracellular ion concentrations, formation of the NLRP3
inflammasome, activation of caspase-1 and finally release of IL-1B (5,

Frontiers in Immunology

8, 10, 12, 13). Several “biclogicals” have been developed that target the
IL-1 system to prevent an excessive inflammatory response, such as the
recombinant IL-1 receptor antagonist Anakinra, anti-cytokine
therapies such as antibodies to IL-1§ (Canakinumab) or
recombinant 1L-1 receptor fusion proteins (Rilonacept) (4, 10, 12—
15). 'These therapies are used to treat inflammatory diseases such as
gout, rheumatoid arthritis and cryopyrin-associated periodic
syndromes (CAPS) (10, 13, 16). The use of these biologicals is
however a double-edged sword, as while suppressing sterile
inflammation, they potentially weaken the defense against infection.

Ton channels might represent attractive targets for the development
of new ant-inflammatory therapies. The importance of nicotinic
acetylcholine receplors (nAChR) in immune regulation was [irst
bighlighted over two decades ago. nAChRs were identified in the
“anti-inflammatory cholinergic reflex” to be crucial targets for the
attenuation of the synthesis of pro-inflammatory cytokines (e.g. IL-1B,
IL-18 and IL-6) by macrophages and dendritic cells (17-19). Almost in
parallel, a new chapler in cholinergic research was wrillen by the
identification of the non-neurcnal cholinergic system in humans (20).
All components of the cholinergic system and receptor subtypes (high-
allinity choline transporters, choline acelyllransferase, acelylcholine
(ACh), nicotinic- and muscarinic AChR subtypes, esterases) used by
cholinergic neurons have been demonstrated to be also used in
mammalian non-neuronal cells to communicate among each other
and to maintain their phenotypic functions and thus organ
homoeostasis (20). nAChR are involved in regulation of the immune
system and their activation by ligands like ACh and nicoline can
protect against inflammatory diseases such as inflammatory bowel
disease or rheumatoid arthritis (18). Several studies have provided
compelling evidence that nAChRs composed of subunit &7 but also 09
and B2 control the synthesis of pro-inflammatory cylokines on the
transcriptional and post-transcriptional level (17, 19, 21-26). The
dupor? protein (gene CHRFAMZA), a negative regulator of the o7
nAChRs, has emerged as a potential modulator of immune responses
(18), adding another layer of complexily Lo the cholinergic regulation
of inflammation.

Beside the cholinergic control of cytokines on the
transcriptional and post-transcriptional level, a cholinergic
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mechanism was identified that inhibits the NLRP3 inflammasome-
mediated release of 1L-1B by human monocytes by activation of
nAChRs containing the evolutionary highly conserved subunits o7
and 9% (*denotes homomeric o9 or 9 co-assembled with 10
subunits) (27 29). This cholinergic mechanism depends on
activation of nAChRs by classical agonists like ACh, nicotine and
choline that specifically inhibit the ATP-sensitive P2RX7 and thus,
the inflammasome-medialed release of 1L-1f (27, 28). Interestingly,
nAChRs of monocytic cells containing the subunits «7 and @9
may be considered “noncanonical nicotinic receptors” as they seem
Lo [unction as melabolropic receplors {30). 1L is, however, an open
question whether the nAChR subunits &7, &9 and/or «10 interact,
form a classical pentameric receptor (homomeric or heteromeric)
or if they independently trigger anti-inflammatory mechanisms. A
panel of novel endogenous ligands of these monocytic nAChRs
were identified such as phosphocholine (PC) and several molecules
bearing a PC-head group, such as glycerophosphocholine (GPC),
lysophosphatidylcholine (L-PC), dipalmitoylphosphatidylcholine
(DPPC; main component of surfactant) (27 29, 31, 32). Notably,
the ATP-independent mechanism of inflammasome activation
remains unaffected by the cholinergic mechanism (27). Thus, the
identified cholinergic mechanism is unlikely to down-modulate all
aspects of immunily against infections, while at the same time may
effectively protect the host against sterile hyperinflammation.
Moreover, it was demonstrated that the acule-phase proteins C-
reactive protein (CRPY (32), alpha-1 antitrypsin (AAT) (33), and
secretory leukocyte protease inhibitor (SLP1) (34), potently activate
nAChRs containing the subunits a7 andfor «9”, thereby efficiently
inhibiting the ATP-mediated, inflaimmasome-dependent IL-1p
release by human monocytic cells. Therefore, apart from other
functions, CRP, AAT, and SLPI seem (o be central elements of
systemic negative feedback loops to protect the host against
systemic hyperinflammation, barrier dysfunction, and death by
multiple organ damage (35).

While most of our previous studies focused on monocytic cells,
we investigate here whether this anti-inflammatory cholinergic
mechanism is active in human macrophages. A general problem
in nAChR research and investigations of their function in immune
cells is the lack of powerful nAChR subunit specific tools (30, 36,
37). Many antibodies o nAChRs have a questionable reliability (30,
37-39). In addition, well-characterized and standardized in viiro
systems are needed to investigate nAChR functions in monenuclear
phagocytes. Here, we developed a protocol to differentiate human
macrophages in vifro from monocytic THP-1 cells. The
differentiated THP-1 cell-derived macrophage subtypes (MO-,
M1- and M2-like} were characterized by flow cytometry,
measurements of the metabolic conversion rates and cytokine
release. The expression of nAChR subunits @7, a9, «l0 and
dupa? was Lested by real-lime reverse transcription PCR (real-
time RT-PCR). The involvement of unconventional nAChRs
containing subunits o7 and 09" was investigated using the
specific conopeptides [VI11L;V16D]ArIE (specifically antagonizing
07 nACh) (10-12) and RgIA1 (antagonizing nAChRs composed of
subunits @9 and wl®) (36, 13, 11). To substantiate the results
obtained in the THP-1 cell-derived macrophages, we used
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macrophages differentiated from human peripheral blood
mononuclear cells (PBMCs), as well as primary peritoneal
macrophages. We provide evidence that the cholinergic control of
the A'I'P-mediated 1L-1B3-release is active in both human monocytes
and macrophages. Additionally, we show for the first time that this
mechanism also controls the ATP-induced release of IL-1ct and
IL-18.

2 Materials & methods
2.1 Chemicals and reagents

o-Ketoglutaric acid sodium salt (Cat# K1875), ACh chloride
(Cat# A6625), apyrase (Cat# A6410), adenosine 5-triphosphate
disodium salt hydrate (Cat# A2383), bovine serum albumin (BSA,
Cal# A9418), choline chloride (Cawg C7017), CRP (Cal¥ AG723-
M), dimethyl sulfoxide (DMSO, Cat# 132650), glutamate-pyruvate
transaminase (GPT, Cat# 10737127001}, glutamic-oxalacetic
transaminase (GOT, Cat# 10105554001), glutaminase grade V
(Cat# G880), hydroxylamin hydrochloride (Cat# 159417), L-
glutamic dehydrogenase (GLDH, Cat# G2626), L-lactate
dehydrogenase (LDH, Catz 10107085001), L-malate
dehydrogenase (L-MDH, Cat# LMDH-RO), LPS (E. coli O111:B1,
Cat¥# 12630; E. coli 026:B6, Cat# 12654), recombinant human
macrophage colony-stimulating factor (M-CSF, Cat# SRP3110),
mecamylamine hydrochloride (Cat# M9020), {meta)periodate
(Cat# S1878), nicotine hydrogen tartrate salt {(Cat# N5260),
nigericin sodium salt (Cat# N7143), phorbol 12-myristate 13-
acetate (PMA, Cat# P1585), PC chloride calcium salt tetrahydrate
(Cat# P0378), polassium hydroxide (KOH, Cal# 1.05033), and
recombinant mouse interferon-y (INF-y, Cat# LF003) were
purchased from Merck {Darmstadt, Germany). Gibco penicillin-
streptomycin solution (Cat# 151401222) and L-glutamine solution
were purchased from Thermo Fisher Scientific (Dreieich,
Germany). Glycine (Cat# 3908.2), glycerol (Cat# 3783.2),
hydrazinium sulphate (Cat# HN96.2), hydrochloric acid (HCI,
Cat# P074.4), L-alanine (Cat# 3076.1), L-aspartic acid (Cat#
1690.1), L-glutamic acid (Cat# 1743.1), L-glutamine (Cat#
HNO08.1), ortho-phosphoric acid (HiPOs, Cal# 6366.1), pyruvic
acid sodium salt (Cat# 8793.1), sodium hydroxide (NaOH, Cat#
6771.2), sodium L-serine {Cat# 1714.1) and TRIS (Cat# 4855.2)
were from Carl Roth, Karlsruhe, Germany. Glucose hexokinase FS§
(Cat# 125119910920), TruCal U (Cat# 591009910064), TruLab
N (Cat# 590009910061), TruLab P {Cat# 590509910061}, Cleaner
(Cat# 188309910885), Cleaner A (Cat# 186109910923), Cleaner
B (Cat# 186509910923) were purchased from Diasys, Flacht,
Germany. Acelic acid (Cat# 0820), B-nicoline amide adenine
dinucleotide (NAD, Cat# A1124), RB-nicoline amide adenine
dinucleotide disodium salt {NADH, Cat# A1393), di-potassium
bydrogen phosphate anhydrous (Cat# A1042), potassium di-
hydrogen phosphate (Cat# A1043), and sodium acetate
anhydrous (Cat# A1522), were purchased from AppliChem
GmbH, Darmstadl, Germany. Adenosine 5-diphosphate (ADP,
Catz BDI18698) was obtained from BLDPharm, Reinbeck,
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Germany. BzATP (2'(3")-0-(4-benzoyl-benzoyl)ATP
trieethylammonium salt) was purchased from Jena Bioscience
(Jena, Germany), 0.5 M pyrogen-free ethylenediaminetetraacetic
acid (EDTA) solution from bioWORLD (Dublin, OH, United
States, Cat# 40520000), recombinant human INP-y from R&D
Systems (Minneapolis, MN, United States; Cat# 285-IF-100), and
PNU-282987 (N-{3R}-l-azabicyclo[2.2.2]0ct-3-yl-1-
chlorobenzamide, Cat# 2303) [rom Tocris (Bio-Techne GmbH,
Wieshaden-Nordenstadt, Germany). 11.-4 (Cat#200-04) and 11.-13
(Cat#200-13) were purchased from Preprotec, Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA USA. PMA and PNU-282987 were
dissolved in DMSO. Nigericin was dissolved in ethanol (EtOH).
When appropriate, control experiments were pcrfnrmcd with the
corresponding concentrations of DMSO/EBtOH without drugs. The
conopeptides [V11L;V16D]ArIB {specifically antagonizing o7
nACh) (10-12) and RglA4 (antagonizing nAChRs composed of
subunits 29 and «10) (36, 43, 44) were produced and characterized
as described previously (44, 45).

2.2 Monocytic THP-1 cells and THP-1 cell-
derived macrophages

THP-1 cells (German Collection of Microorganisms and Cell
Cultures, Cat# ACCI6) were cultured for a maximum of 20 passages
under 5% CO, almosphere al 37°C using RPMI 1640 medium from
Sigma {Merck, Cat# R8758) supplemented with 10% fetal bovine
serum (FBS) from Capricorn (Ebsdorfergrund, Germany, Cat# FBS-
16A). For IL-1p release experiments, monocytic THP-1 cells were spun
down (500 g, 8 min, room temperature (RT})) and the cell pellet was
resuspended in FBS-free RPMI medium. 0.5 x 10° cells/05 ml/well
were seeded into 48-well plates (Greiner Bio-One Frickenhausen,
Germany). Cells were left untreated or primed for 5 h with 1 pg/ml
LPS (L. coli O26:B6) (16 48). After priming, BzATP (100 pM) (49, 50)
or nigericin (50 uM; added together with 0.5 U/ml apyrase) (51) was
added for 40 min in the presence or absence of cholinergic agonists and
antagonists. At the end of the experiments, cells were spun down (500
g, 8 min, 4°C) and the cell-free supernatants were collected and stored
al  20°C for later cytokine measurements.

For generating THP-1 cell-derived macrophages, either 0.3 x
107 cells/ml and per well were seeded in 12-well plates (Greiner) or
6 x 10° cells were seeded in 175 cell culture flasks (Sarstedt,
Niimbrecht, Germany) and incubated with 50 nM PMA for 24 h.
Thereafter, a 24 h resting phase in fresh complete medium without
PMA followed. To induce cell differentiation into M1-like
macrophages, cells were cultured in fresh complete medium
supplemented with 10 ng/ml human 1FN-y and 10 ng/ml LPS
(E. coli O111:B4) for 48 h. Differentiation inte M2-like
macrophages was induced by culturing the cells in [resh complete
medium supplemented with 20 ng/ml 11-4 and 20 ng/ml 11.-13 for
48 h, M0-like macrophages were differentiated with PMA in parallel
to M1-like and M2-like macrophages followed by a 72 h resting
phase in fresh complete medium without PMA.

To investigate 1L-1[ release on day 5, the medium was replaced
by fresh RPMI 1640 medium (Sigma) supplemented with 10% FBS.
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The cells were stimulated with 1 pg/ml LPS (E. coli 026:B6) for 5 h
and handled as described for monocytic THP-1 cells. The identity of
MO-like, M1-like and M2-like macrophages on day 5 was evaluated
by flow cytometry (see below). Cells were washed once with
Dulbecco’s phosphate buffered saline without calcium and
magnesium (PBS; Merck Cat# D8537) and detached using
TrprE'M Express (Thermo Fisher Scientific, Cat# 12605010}
according (o (he manufacturer’s protocol. The cell number was
determined, and cells were stored on ice untl llow cytometry.

2.3 Human peripheral blood mononuclear
cell-derived macrophages

Human PBMC were obtained from self-reported healthy non-
smoking adult volunteers (male and female). All procedures were
approved by (he local ethics commiltee at the Universily of Giessen
(approval No. 90/18 and No. 98/23). Blood was drawn into sterile
syringes containing LDTA (final concentration 1 mM). PBMCs
were separated on Leucosep gradients (Greiner Bio-One, Cat#
227261). Isolated PBMCs were washed twice with PBS + 1% BSA
and finally resuspended in monocyte attachment medium
(PromoCell, Heidelberg, Germany, Cai# C-28051). 0.5 x 10° cells
per well were seeded in a 48-well plate and cultured for 2 h. Non-
adherent cells were removed, and cell culture medium was replaced
by RPMI 1640-medium (Sigma) + 10% FBS (Capricorn) + 50 U
penicillin/ml + 50 pg streptomycin/ml + 10 ng/ml M-CSF. 'The cells
were cultured at 37°C, 5% CO.. After 72 h, the medium was
replaced by fresh RPMI 1640-Medium (Sigma) + 10% EBS
(Capricorn) + 50 U penicillin/ml + 50 pg streptomycin/ml + 10
ngfml M-CSF 1o obtain a M0-like phenotype. To obtain a M1-like
phenotype, 50 pg/ml LPS (K. coli 026:86) + 20 ng/ml IFN-y were
added, or 40 ng/ml 11.-4 for a M2-like phenotype and cultured for a
further incubation time of 72 h. On day 6 of differentiation, cells
were washed with and cultured in fresh RPMI 1640 medium + 10%
FBS and used for IL-13 release experiments as described above. For
flow cytometry (see below), differentiated cells were washed once
with PBS (Merck Cat# D8537) and detached using TrprElM
Express (Thermo Fisher Scientific, Cat# 12605010) according to
the manulacturer’s protocol. The cell number was determined, and

cells were stored on ice until flow cytometry.

2.4 Human peritoneal macrophages

For the isolation of peritoneal macrophages, peritoneal dialysate
from female and male patients (above the age of 18 years) admitted
Lo the Universily hospital Giessen was used. All experiments were
approved by the local ethics commiltee at the University of Giessen,
Germany {approval No. AZ251/20). ‘The privacy rights of the
patients have been observed and written informed consent was
given by each patient. Peritoneal dialysates were collected during
planned peritoneal dialysis training 14 days after implantation of
the peritoneal dialysis catheter required due (o chronic renal

insufliciency requiring dialysis. Exclusion criteria were chronic or
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acute infectious diseases, increased inflammatory parameters
(leukocytosis, CRP above 10 mg/l, procalcitonin levels above 0.5
ngfml, fever), ongoing antibiotic therapy, immunosuppressive
therapy, chemotherapy within the last 3 months, pregnancy, or
lack of consent.

Dialysates were stored on ice and all isolation procedures were
performed on ice or at 4°C. Cells were isolated by centrifugation at
200 x g 20 min. The cell pellets were washed with cold PBS/
0.1% BSA.

Contamination with erythrocytes were removed by using RBC
lysis buffer (Biolegend, San Ldiego CA USA, Cat# 420301)
according to the manufacturer’s protocol. Isolated cells were
resuspended in RPMI medium {(Merck) plus 10% FBS
(Capricorn) and 50 U penicillin/ml, 50 pg streplomycin/ml.

For cytokine release experiments, 1 x 10° cells per ml were
seeded per well in a 12-well plate and cultured overnight at 37°C
and 5% CO,. On the next day, macrophages were enriched by
adherence seleclion. Periloneal macrophages were lell untrealed or
primed for 5 h with 0.1 or 1 pg/ml LPS (£ coli 026:B6). After
priming, BzATP (100 pM) was added for 40 min in the presence or
absence of cholinergic agonists and antagonists. At the end of the
experiments, cells were spun down (500 x g 8 min, 4°C) and the
cell-free supernatants were collected and stored at —20°C for later
cylokine measurements.

‘T'o analyze the cell types present in the peritoneal dialysates
Dbefore and after adherence selection, cytospots were generated using
the Cellspin T centrifuge (28 x g, 4 min, RT). Cytospots were air
dried and fixed using BD Cylopermm for 20 min on ice. Moreover,
0.1 x 10° cells were seeded in 10-well chamber-view slides {(Greiner,
Cat# 543079) and cultured overnight. On the next day, the RPMI
medium was discarded, and cells were fixed using BD Cy'toperm-rM
as described above. For immunocylochemical staining, cylospols
and chamber-view slides were incubated with PBS plus 1%
hydrogen peroxide on ice for 30 min, washed three times with
PBS, and incubated with BD Perm Wash' ™ plus 1% BSA for 30 min
at RT. Samples were stained with murine monoclonal antibodies to
human CD14 (BioLegend, Cat# 325602) and CD68 (Agilent Dako,
Cat# GA613) for 1 h [ollowed by 1 h incubalion with horseradish-
peroxidase {HRP)-conjugated anti-mouse lg antibodies (from
Agilent Dako, Cat# P0260 and Cat# K400311-2). Thereafter, all
samples were washed three times with TBS-buffer (0.5 M TRIS, 1.54
mM NaCl, 5% (v/v) HCL; pH 7.6) lollowed by incubation with 3,3'-
diaminobenzidine tetrahydrochloride (DAB; Merck, Cat# 125905)
in PBS/0.015% hydrogen peroxide (0.5 mg/ml) for 10 min at RT. At
the end, samples were stained with Mayer’s Haematoxylin for 6 min
and then cover-slipped with Glycergel mounting medium (Agilent
Dako, Cat# C0563). Stained cells of 6-9 randomly selected areas per
sample were counted using the microscope Leica DMLS (20 x
objective) and the ZEN (blue edition) software (Zeiss). Cells were
categorized in CD14", CD14, CD68", and CD68 ™ cells.
Granulocytes were identified by their endogenous
myeloperoxidase aclivity resulting in dark-brown stained granules
and their typical polymorphic nuclei. After counting, percentages of
CD14" and CD68" macrophages before and after adherence
selection were calculated and compared.
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2.5 RNA isolation, cDNA synthesis and real-
time reverse transcription PCR

Total RNA was isolated from monocytic THP-1 cells, THP-1
cell-derived M0- and Ml-like macrophages, and periloneal
macrophages using the RNeasy Plus Mini Kit (Qiagen, Hilden,
Germany Cat#74134) in combination with the RNase-Iree DNase
Set (Qiagen; Cat#79256) according to the manufacturer’s
instructions. The quantity and quality of the RNA were assessed
using the NanoDrop2000 (Therme Fisher Scientific). Ratios of
absorbance at 260/280 (acceplable value range: 1.8 - 2.0) and
260/230 (acceptable value range: 2.0 - 2.2) were determined to
confirm that all samples were suitable for further analysis. The
obtained RNA (1 pg) was reversely transcribed using QuantiTect®
Reverse Transcriplion Kil Qiagen; Cat# 205311) according Lo the
manufacturer’s instructions. Universal Human Reference RNA
(Thermo Fisher Scientific; Cat# QS50639) was included as a
positive control. Thereafter, real-time RT-PCR was performed (n
=5-6 biological replicates per experimental group, each sample was
assessed in technical duplicates) using the Real-'I'ime PCR Cycler
StepOne Plus® (Applied Biosystems, Carlsbad, CA, USA) and
SsoAdvanced Universal SYBR Green Supermix (Bio Rad,
Hercules, CA, USA). Primers were obtained from Thermo Fisher
Scientific (Table 1). As a negative control, samples were run under
the same conditions, using nuclease-free waler instead of ¢cDNA.
For each cIXNA sample and each primer pair, duplicate reactions
were performed. The PCR protocol consisted of an initial activation
of the polymerase at 95°C for 5 min, followed by 40 cycles of a
denaturation step at 95°C for 5 § and an annealing step at 61°C for
1 s and extension step at 72°C for 30 5, followed by a melting curve
analysis. The mRNA expression is given as cycle threshold (Ct)
values. For mRNAs that were undetectable in these experiments, the
Ct value was artificially set to the cut of value Ct = 40 and this value
was included in further analyses. The mean Ct value of technical
duplicates was further used (o calculate the fold change gene
expression level based on the 27" method (52) Lo compare the
expression of the genes of interest (CHRNA7, CHRNAS, CHRNA 10,
CHRFAM7A; see Table 1) after normalization by geometric
averaging of the three reference genes glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase (GAPDH), peptidylprolyl isomerase A (PPIA), and
ribosomal protein L37a (RPL37A) (53 57).

The specificity of the RT-PCR was confirmed by separation of
the PCR products in a 1.5% agarose gel and sequencing (Eurofins
Genemics, Ebersberg, Germany). The sequencing results were then
analyzed using the public interface of BLAST, http://
www.nebinlm.nib.gov/blast, at the NCBI website at the
NCBI website.

2.6 Pappenheim staining of THP-1 cell-
derived macrophages and peritoneal
macrophages

T'or assess the morphology of THP-1 cell-derived macrophages,
0.1 x 10° monocytic cells/0.5 ml RPMI 1640 medium (Merck)
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TABLE1 List of oligonucleotides (primers) used for real-time RT-PCR.

10.3389/fimmu.2025.1661114

Gene Gene accession number Primer ( "} Reference/source
Twid: CAATTGCTAATCCAGCATTTGT
AMZ. : 7
CHREAMZA NM_L4831LE Rev: CAATTGCTAATCCAGCATTTGT @7
Fwd: CAATGACTCGCAACCACTCA
CHRNAZ NM_000746.5 P, e (124)
Rev: GTGATCTGTCCAAGACATTTGC
Fwd: CLAATGCTCTTOGTICCAGIGGAA
CHRNAS NM_175814 il AR TR T LA L LAL TS Primer3 (125)
Rev: GIGAGATAGGCATCGIGCCAGA
Fwd: GACTCAGGOGAGAAGGTGIC
G V. NI B 12 & 5
CHRNAT! NM_020402.4 Rev: GOATAGTOAGTGCTATTGAG Primer3 (125)
. Fwd: TCTCCTCTGACTTCAACAGCGAC
GAPDH NM_o02046 Rev: COCTGTTGCTGTAGCCAAATTC G3)
i M 0211305 Fwd: TCCTGGCATCTTGTCCAT 6
B i . Rev: TGCTGGTCTTGCCATTCCT
Fwd: AGCTGIGGGGATCTGGCACT .
RPL37A NNM_000998.5 54
- 3 Rev: CGTGACAGCGGAAGTGGTATTGTA | )

All pairs were received from Thermo Tisher Scientific. Fwd, forward; Tev, reverse.

supplemented with 10% FBS (Capricorn) were cultured in 8-well
cell culture chambers (Sarstedt, Cat# 94.6170.802). THP-1 cell-
derived M0-like, M1-like and M2-like macrophages were
differentiated as described above. On day 5, cells were washed
once with PBS, followed by fixation with BD Cytopermn' (BD,
Tranklin Lakes, NJ, USA, Cat# 554722) for 20 min on ice.
Thereafter, cells were washed with PBS and chambers were air-
dried. Macrophages were stained with May-Grinwald’s dye for 1-2
min, then incubated in double distilled water {ddH,0) for 5 min,
followed by Giemsa’s staining for 4 10 min. After the staining, the
chamber frames were removed, slides cleaned thoroughly with
ddH; 0, dried and cover-slipped with Neo-Mount® (Merck, Cat#
1.09016) belore microscopy (Leica DMLS, Leica Microsystems).

2.7 Flow cytometry

Flow cytometry was performed to evaluate the presence of cell
surface markers of THP-1 cell-derived macrophages (M0-, M1- and
M2-like) and hPBMC-derived macrophages using a panel of
antibodies against cluster of differentiation (CD)38, CD80, CD83,
CD8s, CD163, CD206, CD209 and HLA-DR (see Supplementary
Table S1). Macrophages were detached using TrypLE (see above)
and resuspended in flow cytometry buffer (PBS, 2 mM ED'TA, 5%
FBS). Thereafter, 1 - 2 x 10° cells were incubated with appropriate
antibodies for 30 min on ice. All antibodies (Supplementary Table
51} were used al the manufacturer’s recommended dilution or
titrated to determine the optimal staining concentrations
(belween 1:20 and 1:100). Cells were also incubated with the
cantrol isotype antibody corresponding o each primary antibody.
Thereafter, cells were washed twice in flow cytometry buffer. Then,
the cells were fixed with 1% freshly dissociated paraformaldehyde
(PFA) before flow cytometry analysis. Cells were analyzed on a BD
FACSVerse ™ System (B Biosciences) using the BL FACSuite ™
software, recording at least 10,000 events for each sample. Forward
scatter (FSC) files were exported and analyzed in Flow]o software
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version 10.8.1 (FlowJo, LLC). First, macrophages were gated by
FSC-area (FSC-A) and side scatler-area (S5C-A), followed by
single cell gating by SSC-A and side scatter-width (SSC-w).
Surface marker-positive cells were gated based on Fluorescence
Minus One {FMQ) or isotype controls and percentage of surface
markers positive cells was measured and exported.

2.8 Quantification of metabolic conversion
rates in the cell culture supernatants of
monocytic THP-1 cells and THP-1 cell-
derived macrophages

5x 10° monocytic THP-1 cells were seeded in 12-well plates and
divided inte 4 groups. The monocytic THP-1 cell group was
cultivated for 5 days without differentiation supplements. The
three other cell groups were treated with differentiation factors as
described above to yield M0-, M1- and M2-like macrophages. On
day 5 of cultivation, the monocylic THP-1 cells were centrifuged
and resuspended in fresh medium while in the wells of the adherent
growing MO-, M1- and M2-like macrophages the medium was
exchanged to fresh medium without supplementation of
differentiation factors. Aller 6 h the supernatants of the individual
wells were collected and stored at -80°C. In parallel, the number of
cells were counted in the corresponding wells. The frozen medium
supernatants were heated for 15 min at 95°C and subsequently
centrifuged al 8000 x g for 5 min. Glucose, laclate, glutamine,
glutamate, pyruvate, aspartate, alanine and serine concentrations
were determined photometrically using a Respnns® 920 bench top
analyzer (1)aSys Diagnostic Systems GmbH, Holzheim, Germany),
as previously described (58). The conversion rates of the metabolites
were calculated in [n.mol/(h‘lO5 cells)] relative to the respective
metabolite concentrations in control medium samples without cells
which were cultivated for & hours in parallel to the wells with cells.
Medium used for the metabolic conversion rates: Dulbecco’s
modified Eagle’s medium (DMEM) without glucose, glutamine
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and phenol red (GimeM, Thermo Fisher Scientific, Cat#
A1443001) supplemented with 10% FBS Xtra {Capricorn, Cat#
FBS-16A), 11 mM D-glucose (Carl Roth, Karlsruhe, Germany,
Cat# X997.1), 2 mM L-glutamine (Merck, Cat# G3126), 50 U/ml
penicillin, and 50 pg/ml streptomycin (Gibeo ™, Thermo Fisher
Scientific, Cat# 151401222).

2.9 Measurements of cytokine
concentration and LDH activity

Cytokine concentrations of IL-1B, IL-1o0 and IL-18 were
measured in the above-described cell-free supernatants using the
human IL-1 beta/IL-1F2 DuoSel ensyme-linked immunosorbent
assay (ELISA) from R&D Systems (Cat# DY201), human 11-1
alpha/IL-1F1 DuoSet ELISA (Cat# DY200-05), and human Total
IL-18 DuoSet ELISA (Cat# DY318-05) according to the
supplier’s instructions.

T'o measure LIYH aclivity, the Cyto'l'ox 962 Non-Radioactive
Cytotoxicity Assay (Promega, Madison, WI, United States; Cat#
G1780) was performed according to the manufacturer’s
instructions. LDH activites determined in cell-free supernatants
are given as percentage of 100% cell lysis control.

2.10 Statistical analyses and data
processing

With exception of the data oblained in metabolic conversion
rate measurements, all data were analyzed using 5pss® (Version 29,
IBM®, Armonk, NY, USA). Multiple independent data sets were
first analyzed by the non-parametric Kruskal-Wallis test. In case of
a p < 005, the non-parametric Mann-Whilney U lest was
performed and again, a p < 0.05 was considered as evidence for
statistical significance. Dependent data sets were analyzed first by
the Friedman test followed by the Wilcoxon signed-rank test.

All numbers (n) of the individual experiments (biological
replicates) are indicated in the Results section and in the Figures.
No outliers were excluded from the analyses. The [ree and open-
source software Inkscape version 0.48.5 r10040 (licensed under the
GPL) was used for visualization of the data.

Data obtained in metabolic conversion rate measurements are
presented as mean + standard deviation (S1)) using GraphPad
Prism® {version 10.2.3, GraphPad Software, Boston,
Massachusetts, USA). Data analysis was performed using 5A5%
statistical software (version 9.4, Statistical Analysis System
Institute, Cary, North Carolina, USA). A (wo-way analysis of
variance {ANOVA) was conducted to quantify metabolic
conversion rates of the mean values of 5 biological replicates of
glucose, pyruvate, lactate, glutamine, glutamate, aspartate, alanine
and serine, including interaction effects between monocytic THP-1
cells, THP-1 cell-derived M0-, M1- and M2-like macrophages. The
normality of residuals was assessed o validate the model
assumplions. Posi-hoc pairwise comparisons were performed and
adjusted for multiple testing using the Bonferroni correction.
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3 Results

3.1 Characterization of THP-1 cell-derived
macrophages

THP-1 cells develop a macrophage-like phenotype resembling
primary human macrophages when exposed lo PMA (59). A
PubMed search in August 2025 using the search terms “THP-1”
“macrophage” “differentiation” resulted in 1,211 hits. The published
differentiation and characterization protocols of THP-1 cell-derived
macrophages, however, vary largely between these publications and
thus, may unknowingly affect the relevance of research output
across research groups (60). In this study, THP-1 cell-derived
macrophages were used to investigate the cholinergic control of
the BzATP-mediated release of IL-1B. To test the efficiency of the
differentiation protocols used, first the morphology of stained
macrophages was assessed (Figure 1A). MO-like macrophages
depicted a rounded or a spindle-shaped morphology, whereas a
fibroblast-like, spindle-shaped morphology dominated in M1- and
M2-like macrophages (Figure 1A). Moreover, M0-like macrophages
appeared Lo be smaller compared to M1-like macrophages and
THP-1 cell-derived M1-like macrophages possessed
amoeboid protrusions.

Flow cytometry was performed on differentiated 'I'HP-1 cells to
assess cell surface markers Lypical for polarized macrophages {59,
61-63). A panel of antibodies was used against the following
matkers: (he pro-inflammatory phenotype markers CD38 (64,
65), CD80, CD83 (66, 67) and CD86 (68, 69), the anti-
inflammatory phenotype markers CD163 (61, 70) CD206 and
CD209 (71, 72), and the human leukocyte antigen DR (HLA-DR)
which 1s known Lo be abundantly expressed on human monocyles
and macrophages (73). In comparison to THP-1 cell-derived M0-
like macrophages, the MI-like differentiation protocal (Figure 1)
resulted in an upregulation of CD38, CD80, and CD86 (p < 0.05;
n =5 each; Figure 1B,C). The typical cell surlace markers of M2-like
macrophages CD206 and CD209 were increased in the THP-1 cell-
derived M2-like macrophages when compared Lo the MO-like (p <
0.05; n = 5 each; Figures 1B, C). Of note, CD83 was weakly
expressed by all three macrophage populations and, thus, not
useful to distinguish between the M0-, MI- and M2-like
macrophages (n = 5; dala not shown). In addition, the known
M2-like macrophage surface marker C13163 was not upregulated by
the used differentiation protocel for M2-like macrophages (n = 5;
data not shown).

To further characterize the THP-1 cell-derived macrophages,
metabolic conversion rates were analyzed (Figure 2). Even if cell
passage-dependent minimal variations were detected within the 5
different cell batches used (Supplementary Figure S1), a direct
comparison of the general metabolic conversion rates revealed
phenotype-specific differences. In M1-like macrophages glucose
consumplion was 4-fold higher in comparison Lo monocylic
THP-1 cells and 2-fold higher in comparison to M- and M2-like
macrophages. Lactate production was 3-fold higher in M1-like
macrophages in comparison to monocytic THP-1 cells, M0-like
as well as M2-like macrophages (p < 0.05; n = 5; Figures 2A-C). The
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correlation analysis of glucose consumption and lactate production
showed that in M1-like macrophages at least 25% of the glucose
consumed was converted to lactate, while in monocytic THP-1 cells,
MO-like and M2-like macrophages the conversion of glucose Lo
lactate was nol of greal importance {(Supplementary Figure 52
Supplementary Table 52). Aspartate conversion changed from

10.3389/fimmu.2025.1661114

conversion rates close to the detection limit in monocytic 'THP-1
cells and spread conversion between consumption and production
in M2-like macrophages te prenounced consumption in M1-like
macrophages which was in addition 5-fold higher in comparison o
M0-like macrophages (p < 0.05; n = 5; Figures 24, G). In terms of
serine conversion, M1- and M2-like macrophages were
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FIGURE 1

Merphological and surface marker characterization of THP-1 cell-derived macrophages. (A) May-Grinwald and Giemsa staining of THP-1 cell-
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arrows = MO-like macrophages; red arrows = M1-like macrophages; blue arrows = M2-like macrophages. The Lhickness of the arrows represents
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characterized by 5-fold higher serine consumption rates compared
to monocytic THP-1 cells (p < 0.05; n = 5; Figures 2A, 1). Glutamine
consumption and glutamate production were higher in all THP-1
cell-derived macrophages compared to monocytic THP-1 cells.
However, only the difference in glutamate production between
M2-like macrophages and monocytic THE-1 cells reached a
significant level (p < 0.05; n = 5; Figures 24, D, E). In M0- and
M2-like macrophages, strong posilive correlations belween
glutamine consumption and both lactate and glutamate
production indicate a high glutaminaolytic capacity with glutamate
being released as part of the glutamine, whereas MI-like
macrophages show inverse correlations (Supplementary Table 52).
Alanine was consumed in M0- and M2-like macrophages while in
monocytic THP-1 cells and M1-like macrophages alanine
conversion spread between consumption and production
(Figures 2A, H).

Next, the release of IL-1f by LPS-primed THP-1 cell-derived
M0-, M1- and M2-like macrophages in response (o BzATP (100
uM), AP (2 mM) and nigericin {50 pM) were compared
(Supplementary Figure 53). Phenotype-specific responses were
revealed. LPS-primed MO-like macrophages were found to release
IL-1B in response to BzATP [rom 71 to 282 pg/ml, ATP from 188 to
492 pg/ml, and nigericin from 20 to 1081 pg/ml (n = & p < 0.05
Supplementary Figure S3A). LPS-primed MIl-like macrophages
were found to release the highest amount of 1L-1( in response to
BzATP (478 to 2351 pg/ml), ATP (577 to 1936 pg/ml) and nigericin
(96 to 482 pg/ml; n = &; p < 0.05; Supplementary Figure S3B). No
BzATP- and ATP-medialed 1L-1B release was detected by LPS-
primed THP-1 cell-derived M2-like macrophages (n = 7 — 115
Supplementary Figure S3C). In response to nigericin, however, LPS-
primed THP-1 cell-derived M2-like macrophages released
significant amounts of 1L-1B ranging from 4 (o 181 pg/ml (n =
105 p < 0.05; Supplementary Figure $3C). Without LPS-priming, the
cells did not release 1L-1f in response to nigericin (n = 4
Supplementary Figure $3C).

3.2 The nAChR subunits o7, 009 and 010 are
expressed by monocytic cells and
macrophages

First, transcript levels of human CHRNA7Z, CHRNA9 and
CHRNAIO were determined in monocytic THP-1 cells (n = 6),
THP-1 cell-derived M0- and M1-like macrophages (n = 6 each} and
human periteneal macrophages (n = 5). Moreover, the expression
of the Dupc7 nAChR (CHRFAM7A), known as a dominant
negative regulator of o7 nAChR functions, was analyzed. The
cells were left untreated or primed with LPS for 5 h. The
specificity of all primers used was validated by agarose gel
electrophoresis (Supplementary Figure 84) and sequencing the
PCR products. Transcripts of all genes of interest (CHRNAZ,
CHRNA9, CHRNAIOQ and CHRFAMZA)} were obtained
{Supplementary Fgure $4). The Ct values of all nAChR subunit
genes of interest were above 30 (Supplementary Table §3;
Supplementary Table S4). CHRNAY was often undetected (Ct =

Frontiers in Immunology

10.3389/fimmu.2025.1661114

40), for example in three out of five biological human peritoneal
macrophages samples (Supplementary Table $4).

The relative expression of the genes of interest in LPS-primed
THP-1 cells (monocylic, M0O-like and MI1-like) were further
calculated by normalization to the three reference genes (GAPDH,
PPIA, RPL37A) via the 2" method (Figure 3). Apart from
CHRFAM7A in THP-1 cell-derived M0-like macrophages (n = &
p < 0.05), no diflerences between the genes of interest in untreated
and LPS-primed cells were found (Figure 3).

3.3 Cholinergic inhibition of the BzATP-
mediated release of IL-1 by monocytic
THP-1 cells and THP-1 cell-derived M1-like
macrophages

To test if classical and unconventional nAChR agonists inhibit
the ATP-induced IL-1B release, human monocytic THP-1 cells
were primed for 5 h with LPS (1 pg/ml) (Figure 4). 'I'hereafter, 100
puM BzATP, a P2RX7 agonist (74), was applied for 40 min in
presence and absence of the cholinergic agonists (ACh, choline,
nicotine, PC, CRP). To test for the involvement of nAChRs, the
antagonist conopeptides [V11L;V16D]ArIB (antagonizing o7
nAChRs (10-12)) and RgIA4 (anlagonizing nAChRs conlaining
subunits 9 and/or «l0 (36, 43, 44)) were used. IL-1§
concentrations were measured in cell culture supernatants. As
expected (16, 47), priming with LPS alone did not induce the
release of relevant amounts of IL-1§ by monocytic THP-1 cells
(untreated 1.8 = 3.4 pg/ml; LPS 5.4 = 10.2 pg/ml; n = 34).
Stimulation of LPS-primed cells with BzATP resulted in elevated
IL-1PB levels in supernatants of monocytic THP-1 cells in the range
of 15 to 156 pg/ml (n = 34). The classical nAChR agonists ACh
(Figure 4A; n = 6), choline and nicotine {Figure 4B; n = 5)
significantly (p < 0.05) inhibited the BzATP-induced release of
IL-1B. Similar results were found for the unconventional
endogenous agonists PC (Figure 4C; n = 7) and CRP in
concentrations of 10 and 20 pg/ml (Figure 4D; n = 6 - 9). The
viability of the cells was nol allected by (he agonists as measured by
LIYH release {Supplementary Table 55). ‘The inhibitory effect of all
tested nAChR agonists was reverted by the conopeptides [V11L;
V16D]ArIB and RglA4, suggesting that nAChR subunits ¢7 and
9* are involved in the cholinergic signaling (Figure ).

Next, we tested if the BzA'T'P-induced release of 11-1B by LPS-
primed THP-1 cell-derived M0-like and M1-like macrophages is
controlled by nAChR agonists (Figure 5). Stimulation of LPS-
primed THP-1 M0-like macrophages with BzATP resulted in
elevated IL-1P levels ranging from 75 to 397 pg/ml (Figure 5A; n
= 6), whereas the BzATP-induced release of IL-1B by Ml-like
macrophages was in the range of 110 to 1732.5 pg/ml
(Figures 5B 1; n = 17), Similar to experiments with monocytic
THP-1 cells (Figure 4), the classical nAChR agonists ACh, choline
and nicotine as well as CRP significantly (p < 0.05) inhibited the
BzA'TP-induced release of IL-1f by both M0-like and M1-like
macrophages (Figure 5). The inhibitory effect of PC on the
BzATP-induced release of IL-1p by THP-1 cell-derived M1-like
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The relative expression of nicolinic acetylcholine receptors subunit genes in monocytic THP-1 cells and THP-1 cell-derived macrophages. Total RNA
was isolated from monocytic THP-1 cells, and THP-1 cell-derived MO- and Ml-like macrophages that were left untreated or treated for 5 h with
lipopolysaccharide {LPS; 1 pg/ml). Real-time reverse transcription PCR {real-time R | -PCR) was performed to determine the mean cycle threshold
{Cl values. |he relalive expression in |HP-1 cells (monocylic, MO-like and M1-like), compared Lo lhe unlrealed conlrel, was calculaled after
normalizing the nicotinic subunit gene expression data of the genes of interest (CHRANAZ, CHRNAS, CHRNAIO, CHRFAMZA) using geometric
averaging of three reference genes (GAPDH, PPIA, RPL37A) via the 2 442 method. Data are presented as individual peints [h = 6 biological replicates,
each sample assessed in technical duplicates); boxes represent the interquartile range {25' to 75" percentilel, the horizontal line within each box
indicates the median, and whiskers extend to the minimum and maximum values. *p < 0.05, different from LPS-primed cells. Friedman test followed
by lhe Wilcoxon signed-rank lesl. GAPDH, diyceraldenyde-3-phosphale dehydrogenase; PRIA, peplidylprolyl isomerase A; RPLS/A, ribosomal prolein
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The inhibitory potential of nicotinic agonists on the BzATP-induced release of interleukin (IL)-1p by human monocytic THP-1 cells depends on
nACHR subunits o7 and @3* As shown in the experimental protocol, monocytic THP-1 cells were primed with LPS {1 ug/ml) for 5 h, and BzATP (100
pM) was added for another 40 min Lo trigger IL-1 release. IL-1f concentralions in cell cullure supermalants were measured by ELISA | he inhibilory

polential of acelylcholine {ACh, 10 uM), choline {Cho, 100 pM), n
10 pg/ml) on the BzATP-induced release of IL-1ff was investigated in a

coline (Nic, 100 pM), phosphocholine (PC, 200 pM) and C-reaclive prolein (CRP;
nce and presence of the conopeptides RglA4 (200 nM) or [V1LLV16D]ArB

{500 nM) or the nAChR antageonist mecamylamine (Mec, 100 pM). Data are presented as individual points (n = 3 — 7); boxes reprasent the
interquartile range (25" to 75" percentile). the horizontal line within each box indicates the median, and whiskers extend te the minimum and

maximum values. *p
Friecman Lest lcllowed by Lhe Wilcoxon signed-rank Lest

macrophages has been shown before (46}, Again, the inhibitory
effect of all tested nAChR agonists was reverted by mecamylamine
(Figure 5B; n =3) and the conopeptides [V11L; V16D|ArIB and
RglA4 (Figures 5C, Dy n =5
nAChR subunits o7 and @9* (Figure 5). When using the selective
a7 nAChR agonist PNU-282987 (75, 76), the same results were
observed, PNU-282987 inhibiled the BzA'TP-induced release of 1L.-
1B by monocytic THP-1 cells and THP-1 cell-derived M1-like
macrophages, and the inhibitory effect was reverted by the
conopeptides [V111; VI6D|ArIB and RglA4 {p £ 0.05 n = &
Supplementary Figure 55). The viability of the cells was not affected
by the agonists, conopeptides, and mecamylamine as measured by

6}, suggesting the involvement of

LDH activity in cell culture supernatants (Supplementary Table 54).
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05 significantly different from samples treated with BzATP only, #p < 0.05 significantly different from BzATP + agonist.

‘While LDH values of LPS-primed MO0-like macrophages treated
with BzATP were 82 + 3.7% (n = &), LPS-primed M1-like
macrophages showed higher LDH values of 28.7 + 13.7% in
response to BzATP (n = 18; Supplementary ‘Table $6).

To investigate if this cholinergic mechanism inhibits other
pathways of NLRP3 inflammasome activation, we next tested for
an ATP-independent mechanisms of inflammasome activation and
IL-1B secretion. For this purpose, LPS-primed monacytic THP-1
cells (n = 5; Figure 6A) and THP-1 cell-derived MI1-like
macrophages {(n = 5; Figure 6B) were treated with the pore-
forming bacterial toxin nigericin (50 pM) instead of BzATP. In
these experiments, the ATP-degrading enzyme apyrase (0.5 U/ml),
was added Logether with nigericin o ensure that only ATP-
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FIGURE 5

Nicotinic agonists inhibit the BzATP-mediated release of interleukin (IL)-1p by THP-1 cell-derived macrophages via nAChRs. As shown in the
experimental protocol, differentiated THP-1 cell-derived MO-like (A) or M1-like (B=D) macrophages were primed for 5 h with LPS ILPS; 1 ug/ml). The
P2X7 receptor agonist BzATP {100 uM) was added for ancther 40 min to trigger IL-1[} release. IL-1j} concentrations in cell culture supernatants were
measured by ELISA. The BzATP induced release of IL-1[ was investigated in the presence and absence of acetylcholine {ACh, 10 pM), choline {Cho,
100 uM), nicoline {Nic, 100 uM) and C-reaclive prelein [CRP, 10 pg/mil] and the general nACHR anlagonisl mecamylamine (Mec, 100 uM] and
conepeplides RglA4 (RglA; 200 nM; specific for ¢S¢10 nAChR subunits) or [VI1LV16DIArIE (500 nM; specific for ¢/ nACHR subunit). The amount of
IL-1p released in response to BzA |P was calculated by subtracting the IL-1f concentrations measured in supernatants of cell cultures treated with
LPS alone. In each experiment, the IL-1p concenlralions oblained afler slimulalion wilth BzA 1P were sel Lo 100% and all olher values were
normalized accordingly. Data are presented as individual paints (n = 5 — 61; boxes represent the interquartile range (25" to 75" percentile), the
horizontal line within each box indicates the median, and whiskers extend to the minimum and maximum values. *p = 0.05, different from LPS-
primed cells stimulated with BzATP alone; #p < 0.05, different from LPS-primed cells stimulated with BzATP plus an agonist. Friedman test followed
by the Wilcoxon signed-rank test.

independent mechanisms are investigated. When 1L-1B secretion
was triggered by nigericin, the nAChR agonists ACh, choline, PC
and nicotine had no impact on the release of IL-1f (p 2
0.05; Figure 6).

3.4 The cholinergic control of IL-1p release
is active in primary human macrophages
To confirm that the cholinergic mechanism inhibiting the

BzA'I'P-mediated release of IL-1f is active in primary human
macrophages, freshly isolated PBMCs from blood samples of

Frontiers in Immunology

healthy human volunteers were used. The PBMCs were
differentiated into hPBMC-derived M0-like and M1-like
macrophages. Differences in the levels of surface markers on day
6 of diflerentiation were delecled when comparing the hPBMC-
derived M0-like and M1-like macrophages by flow cytometry (n =
3; Supplementary Figare $6). On day 6 of differentiation, the cells
were primed with LPS (1 pg/ml). Thereafter, BzATP {100 uM), was
applied in presence and absence of the nAChR agonists (Figure 7).
Priming with LPS alone did not induce the release of relevant
amounts of IL-1p by hPBMC-derived M-like (1 to § pg/ml) and
M1-like macrophages (2 to 15 pg/ml). Stimulation of LPS-primed
cells with BzATP resulted in elevated 11-1f levels in cell culture
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Cholinergic agonisis have no impacl on the nigencin-induced release
of inlerleukin {IL}-1p by human monocylic 1HP-1 cells and THP-1
cell-derived macrophages. As shown in the experimental protocal,
monocytic THP-1 cells (A) and differentiated THP-1 cell-derived
M1-like macrophages (B) were primed with LPS {1 pg/ml) for 5 h, and
nigericin {50 uM) was added for ancther 40 min to trigger IL-1
release. [L-1f concenlralions in cell cullure supernalanls were
measured by ELISA. The nicolinic agonists acelylcholine (ACh, 10 piM),
choline (Cho, 100 LM), phosphochaline {PC, 200 [IM), nicatine (Nie,
100 uM) and C-reactive prolein {CRP, 10 ug/ml) had no impacl on the
nigericin-induced release of IL-1p. Data are presented as individual
points in = 5 each); boxes raprasent the interquartile range (25" to
75" percentile), the horizontal line within each box indicates the
median, and whiskers extend to the minimum and maximum values.
Friediman Lesl followed by the Wilcoxon signed-rank Lest

supernataits of hPBMC-derived Mo-like macrophages in the range
ol 10 (o 48 pg/ml and by hPBMC-derived MI-like in the range of 21
to 90 pg/ml. While hPBMC-derived M0-like macrophages showed
mixed responses to the nAChR agonists PC, ACh and nicotine
(Figure 7A), the agonists significantly inhibited the BzA'I'P-induced
release of IL-1B by hPBMC-derived M1-like macrophages
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(Figure 7B). In control experiments, PC, ACh and nicotine
showed no impact on the LPS-induced release of IL-1B in the
absence of BzATP (Figure 7B). The viability of the cells was not
affected by the agonists as measured by LDH activity in cell culture
supernatants (Supplementary l'able §7).

We further investigated human peritoneal macrophages {Figure 8)
isolated from peritoneal dialysates. Macrophages were enriched via
adherence selection and characterized by anti-CD14 and anti-CD68
staining {Supplementary Figure 7). Quantification of the CD14" and
CD68" cells revealed a significant increase in the proportion of
7 each, p < 0.05

macrophages by adherence selection (n =
Supplementary Figure §7). The cells were primed with either (.1 pg/
ml (Figure 8A) or 1 pg/ml (Figure 8B) LPS for 5 h. Thereafter, BzATP
(100 M), was applied for 40 min in presence and absence of the
nAChR agonists (Figure 8). Priming with 0.1 pg/ml LPS alone did not
induce the release of relevant amounts of 1L-1f by peritoneal
macrophages {17 to 78 pg/ml), while additional stimulation with
BzATP resulted in IL-1B levels in cell culture supernatants ranging
[rom 768 Lo 3390 pg/ml (n = 7). Cell priming with 1 pg/ml LPS resulted
in 1L-1B levels ranging from 16 to 321 pg/ml, that were increased by
BzATP to the range of 133 to 2898 pg/ml (n = 7). Interestingly, we
detected nAChR agonist-specific responses of human peritoneal
macrophages. The BzATP-induced release of IL-1 by periloneal
macrophages was insensitive to ACh (10 M and 100 uM) and only
slightly sensitive Lo CRP, whereas nicotine was efllective in both, cells
primed with 0.1 pgfml or 1 pg/ml LPS (Figure 8). PC inhibited the
BzATP-induced release of IL-1p in peritoneal macrophages primed
with 0.1 pg/ml LPS (p < 0.05; Figure 8A) while a tendency of inhibition
was seen in peritoneal macrophages primed with 1 pg/ml (p = 0.063;
Figure 8B). ‘The LDH activity remained below 5% independent of the
treatment (Supplementary Table $8).

3.5 nAChR agonists control the BzATP-
mediated release of IL-1, IL-10 and IL-18

In addition to IL-1B, the cytokines IL-lct and IL-18 were
studied. In these experiments the cytokine concentrations of
supernatants from Lhe same samples were analyzed in parallel for
all three cytokines by ELISA, with [L-10 levels serving as internal
controls for the efficiency of the cholinergic agonists (PC, ACh,
nicotine, choline) to contrel the BzATP-mediated IL-1[ release. In
LPS-primed monocytic THP-1 cells stimulation with BzATP
resulted in elevated levels of IL-1B (ranging from 72 to 168 pg/
ml; n = 6) and 1L-18 {ranging from 67 Lo 199 pg/ml; n = &), whereas
the concentrations of 1L-10t were below the detection levels of the
LLISA (7.8 pg/ml). All tested nAChR ligands significantly (p < 0.05;
n = 6) reduced the BzATP-induced release of IL-1f and IL-18
(Figures 9A, B). LPS-primed THP-1 cell-derived M1-like
macrophages responded to BzA'T'P with elevated levels of IL-1p
(ranging from 882 to 1621pg/ml), IL-1at (ranging from 14 to 25 pg/
ml), and IL-18 (ranging from 35 to 67 pg/mk n = 6 each). The
BzATP-induced release of IL-1B, IL-1ct and IL-18 by THP-1 cell-
derived M1-like macrophages was significantly reduced by all tested
nAChR ligands (p < 0.05; n = 6; Figures 9C L),
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Ihe impact of nicotinic agenists on the BzA T P-mediated release of interleukin {IL)-1 by human peripheral mononuclear cell (hWPBMC)-derived

macrophages. hPBMCs were differentiated into MO-like and M1-like macrephages. On day 6, macrophages were primed for 5 h with
lipopolysaccharide (LPS: 1 pg/ml). The P2X7 receptor agonist BzATP was added for another 40 min te trigger IL-1P release. IL-1P concentrations in
cell cullure supernalanls were measured by ELISA. The BzATP (100 pi) induced release of IL-1p was invesligaled in Lhe presence and absence of

phosphacholine (PC, 200 uM), acetylcholine (ACh, 10 uM) or nicotine (Nic, 100 uM). In control experiments, PC

Ch and Nic were applied to LPS

primed cells in the absence of BZATP. The amount of IL-1f released in response to BzA TP was calculated by subtracting the IL-1f} concentrations
measured in supernatants of cells reated wilh LPS alone. In each experiment, the IL-1} concentralions oblained after stimulation with BzA 1P were
set to 100% and all other values were normalized accordingly. Data are presented as individual points {n = 2 — 8); boxes represent the interquartile
range (25" to 75" percentile), the horizontal line within each box indicates the median, and whiskers extend to the minimurm and maximurm values
*o = 0.05, different from LPS-primed cells stimulated with BzATP alone. Friedman test followed by the Wilcoxon signed-rank test,

4 Discussion

Several studies have provided compelling evidence that nAChRs
are prominent players in the modulation of the synthesis of pro-
inflammatory cytokines by immune cells (18, 19). We demonstrated
before, that activation of a subset of nAChRs containing subunits
o7, @9, and/or .10 in monocytic cells and epithelial cells down-
regulates the response of the ATP-sensitive P2RX7, reduces NLRP3
inflammasome assembly and, consequently, the maturation as well
as the release of 1L-1f (27-29, 31-34, 16-48, 77). Interestingly, the
activation of these nAChRs induces a metabotropic signaling to
inhibit the ionotropic function of the P2RX7 and, thus, the ATP-
mediated release of 1L-1B (27, 28, 31 23, 48). In this study we
developed and characterized protocols to generate human M0, M1
and M2 macrophages from different sources (o investigate if the
cholinergic mechanism is also exhibited by human macrophages.
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It is already known that the expression of nAChRs in leukocytes
in general is often weak, shows a high interindividual variety, and
that there is no good correlation belween mRNA and the respective
expression of functional proteins (30, 78-83). Using the generated
macrophage types, we established that transcripts of the nAChR
subunits o7, 9, and w10 are expressed by human monocytic THP-
1 cells, THP-1 cell-derived M0- and M1-like macrophages, and
peritoneal macrophages. All used primer pairs and detected PCR
products were carefully verified by primer efficiency tests,
verification of the expected amplicon size in agarose gels and
sequencing of the PCR products. When comparing unprimed and
LPS-primed cells, there were no significant differences observed in
the detection levels of all three subunits. We further investigated the
expression levels of CHREAMZA, a [usion gene thal combines parts
of the CHRNA7Z gene (which encodes the 7 nAChR subunit) and
the FAMZA gene (84-86). Dupa7 can form heteromers with o7
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nAChR subunits, thereby negatively modulating the o7 activity
(18). Lven if the exact role of dupo7 in immune cells is still not
completely understood, the CHRPAMZA gene is only expressed by
humans and has been implicated in various neurological and
immune disorders {87 92). Some studies suggest that dupw?
modulates the activity of ©7 nAChRs, affecting their role in

Experimental isolation protocol:

10.3389/fimmu.2025.1661114

inflammation and immune regulation {18, 86, 92). Here, the
nAChR subunit o7 and its negative regulator dupa7 were almost
equally detected in all tested THP-1 cells and peritoneal
macrophages. The CHRFAM7ZA expression was slighlly increased
in LPS-primed THP-1 cell-derived M0-like macrophages. ‘I'his is in
contrast to a previous publication showing in monocytic THP-1
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FIGURE 8

The impacl of nicolinic agonisls on Lhe BzATP-medialed release of inlerleukin {IL)-1f by human periloneal macrophages. Human perileneal
macrophages were primed with 0.1 ug/ml (&) or 1 ug/ml (B) lipopolysaccharide (LPS) for 5 {h) Thereafler, the P2X7 receplor agonist was added for
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Data are presented as individual points (n = 3 — 7); boxes represent the interquartile range (25" to 75" percentilel, the horizontal line

within each box indicates the median, and whiskers extend to the minimum and maximum values. *p < 0.05, different from LPS-primed cells
stimulated with BzATP alone. Friedman test fellewed by the Wilcoxon signed-rank test
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FIGURE 9

The effect of NACHR agonists on the BzATP-mediated release of interleukin {IL)-1p, IL-18 and |L-1a. Monecytic THP-L cells (A, B) and differentiated
THP-1 cell-derived M1-like macrophages (C-E) were primed for 5 h with lipopalysaccharide (LPS; 1 ug/mll. The P2X7 receptor agonist BzATP (100
uM) was added for another 40 min to trigger BzA | P-mediated release of the cytokines IL-1f3 (A, C), IL-18 (B, D) and IL-1c (E). Cytokine
concentrations in cell culture supernatants were measured by ELISA. The BzATP induced cytokine-release was investigated in the presence and
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horizontal line within each box indicates the median, and whiskers extend te the minimum and maximum values. *p < 0.05, different from LPS-
primed cells stimulated with BzATP alone. Friedman test followed by the Wilcoxon signed-rank test.

cells and human PBMC-derived macrophages challenged with LPS
a decreased expression of dupo7 on both mRNA and protein levels
(82). In the study of Benfante et al. monocytic U937 and THP-1
cells were, however, completely devoid of the CHRNAZ transcript
(82). The reason for this might be the use of LPS from a dillerent E.
coli strain (053:B3) and the use of anti-a7 nAChR-antibodies that
are still debated (30, 38, 39). These contradicting findings suggest
that the expression of these nAChRs might differ among different
states of differentiation of cells belonging (o the family of
dence

mononuclear phagocytes. Later the same group provided e
that the acetylcholinesterase inhibitor donepezil upregulates
CHRNA7 and CHRFAMZ7A expression in human macrophages
(91). Tt was suggested that the immunomodulatory potential of
the donepezil may be exerted by regulaling the activation of
cholinergic anti-inflammatory pathways through the modulation
of the expression of CHRNAZ and CHRFAM7A al transcriptional
level {91). How changes in the expression level of CHRFAMZA may
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modulate the cholinergic control of the ATP-induced release of 1L-
1B is unknown and remains to be investigated.

Over the last years, various macrophage subtypes have been
identified, attributed to their remarkable plasticity and functional
versatility (93, 91). However, a streamlined and commonly adopled
madel conceptualizes macrophage polarization into two primary
and opposing subtypes: the classically pro-inflammatory MI
macrophages and the alternatively anti-inflammatory M2
macrophages {91). THP-1 cells, a cell line that was derived from a
patient suffering from acute monacvlic leukemia, can be stimulated
to differentiate into macrophages (61, 63, 95). There are countless
differentiation protocols available to obtain a macrophage-like
phenotype of THP-1 cells. The use of PMA al concentrations of
5-200 ng/ml for 24-72 h, lollowed by a culture in a dillerentiation
medium with different additional stimuli for 2-5 days are the most
common lechniques (62, 96-99). However, various dilferentiation
conditions, such as the concentration of stimulants and incubation
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time are certainly critical factors causing a high heterogeneity
among THP-1 derived macrophages used in different laboratories
as nicely shown by Pinot et al. (62). We developed a THP-1 cell-
derived M0-, M1- and M2-like macrophage differentiation protocol
and characterized the cell phenotypes by combining cell staining,
analysis of surface markers and measurements of the metabolic
conversion rates. Typical surface markers of M0-, M1- and M2-like
macrophages (59, 61-63) were detected in the generated
macrophage types. Following previous research, a set of
antibodies to target specific markers on pro-inflammatory MI-
like macrophages were used. These markers include CD38 (64, 65),
CD83 (66), and the two markers CD80 and CD86 that are typically
found on activated antigen presenting cells (68, 69). While the
precise role of CD38 in macrophages is not fully understood, it can
serve as an inflammatory marker in macrophages (65). We
observed that CD38, CD80 and CD86 were more abundant in
THP-1 cell-derived M1-like macrophages compared to M0-like
cells. CD83, a marker of activation typically transiently expressed
upon stimulation with LPS or other activating agents (66, 67) was
not useful in our hands to distinguish between the THP-1 cell-
derived macrophage phenotypes. Furthermore, the known M2-like
macrophage surface markers CD163, a member of the scavenger
receptor cysteine-rich superfamily restricted to the monocyte/
macrophage lineage (61, 70}, CD206 (mannose receptor MRC1)
and CD209 (C-type lectin receptor 4) (71, 72) were tested. While
increased levels of CD206 and CD209 were found in the THP-1
cell-derived M2-like macrophages compared to the M0-like, CD163
was not useful to distinguish between the different THP-1-cell
derived macrophage phenotypes. This is likely due to the
differentiation protocol used, as CD163 is only increased in M2-
like macrophages differentiated with 1L-10, but not IL-4 (61, 100).

We further analyzed to which extent the metabolic
characteristics of the generated THP-1 cell-derived macrophages
match the published metabolic patterns of other monocytes and
macrophages. A metabolic scheme summarizing the published
metabolic characteristics of M1- and M2-like macrophages was
created for a simplified illustration (Supplementary Figure 59)
based on publications by Viola et al,, 2019, Rodriguez et al,, 2019
and Liu at al. 2021 (101-103). In the overall comparison of all
examined cells, the THP-1-cell derived M1-like macrophages were
characterized by the highest glucose consumption, lactate
production and aspartate consumption rates. This metabolic
pattern is consistent with the multiple activating enzyme
regulations within glycolysis (glucose to lactate) and the
metabolism of aspartate as well as the different inhibitory enzyme
regulations in mitochondrial pyruvate dehydrogenase and the
enzymes of the tricarboxylic acid (TCA) cycle described in the
literature for various MI-like macrophages (101, 103)
(Supplementary Figure S8A). In the M2-like macrophages, the
significantly lower conversion rates of aspartate as well as glucose
to lactate in comparison to the M1-like macrophages are consistent
with published high importance of the TCA cycle for glucose
degradation in M2-like macrophages (101, 103) (Supplementary
Figure $8B). In both M0- and M2-like macrophages, the positive
correlation between glutamine consumption and glutamate
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production which was not detectable in monocytic THP-1 cells
indicates that a part of the glutamine consumed was immediately
released as glutamate as found in many proliferating cells, e.g.
tumor cells (104). In contrast, in M1-like macrophages the negative
correlations between glutamine consumption and glutamate
production as well as between glutamine consumption and lactate
production are consistent with the favored conversion of glutamate
to succinate via the truncated TCA cycle or the GABA shunt
described in the literature for various M1-like macrophages (101,
103). In MI-like macrophages, high succinate levels induce the
stabilization of HIF-1a, a key transcription factor for increasing the
glycolytic conversion rate (101, 103). The increase in serine
consumption measured in M1- and M2-like macrophages
compared to monocytic THP-1 cells corresponds to the key role
of serine for glutathione synthesis and thus the induction of 1L-18
production in LPS-stimulated murine peritoneal macrophages
(102). Contradictory data come from a study of Abuawad et al. in
which no significant differences between THP-1 cell-derived M1-
and M2-like macrophages were found in glycolysis and the TCA
cycle (98). These findings from Abuawad et al., however, differ from
other studies (101, 103) and our own data (Supplementary Figure
58). An explanation for the different observations might be the
variations in the differentiation protocol used. In summary, the
assessment of cell morphology, subtype-specific surface markers,
changes in metabolic conversion rates and potency to release the IL-
1B, underpin the efficiency of the developed differentiation
protocols for THP-1 cell-derived macrophages. We provide
evidence that THP-1 cell-derived macrophages are useful tools for
research on nAChR functions in immune cells and could be also
suitable for future research on their function in metabolism.

The present study also used two types of primary human
macrophages: PBMC-derived and peritoneal macrophages. The
successful differentiation towards M0O-, M1-, and M2-like
phenotypes of PBMC-derived macrophages was supported by
differences in the surface markers detected by flow cytometry.
Peritoneal macrophages were purified from peritoneal dialysate
fluids by centrifugation, incubation with RBC lysis buffer to
eliminate erythrocytes, and an overnight adherence.
Immunocytochemical staining of the well-established macrophage
markers CD14 and CD68 (105-108) showed a significant increase
in the proportion of macrophages (CD14" and CD68") after
macrophage enrichment, although the samples still contained
around 10% of granulocytes and other unidentified cell types. We
found donor-dependent variations in the BzATP-induced 1L-1B
release by LPS-primed peritoneal macrophages. However, LPS
alone did not induce relevant amounts of IL-1B secretion
suggesting that the cells were not pre-activated. Since using
primary macrophages from healthy donors presents ethical
challenges, the protocol developed in this study is a good option
to investigate primary human macrophages.

While most research on the cholinergic anti-inflammatory
system focused on the nAChR subunit &7 and modulation of
cytokine release on the transcriptional level, we provide evidence
that o9* nAChRs are important to control the ATP-induced
NLRP3 inflammasome-mediated release of IL-1(. Moreover, this
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cholinergic control seems to be active in human macrophages. The
nAChR agonists ACh, choline, nicotine, and PC signiﬁcant]y
inhibited the BzATP-induced release of IL-1B by LPS-primed
THP-1 cell- and PBMC-derived macrophages. Based on our
current results, the inhibition of BzATP-induced IL-1P release
was specifically mediated through nAChRs containing the
subunits o7 and a9, since the specific conopeptides [V11L;
V16D]ArIB and RglA4 reversed this effect. Similar results were
obtained using the selective &7 nAChR agonist PNU-282987. While
immunohistochemistry is a common tool used to sort out the
expression of specific receptor subtypes, the use of antibodies
against nAChRs in general and the subunits o7 and @9 in
particular is difficult. The use of «7 knockout mice revealed that
anti-07 antibodies detect putative o7 protein signals in knockout
animals (37, 38, 109). To the best of our knowledge no speciﬁc
antibodies are available. To overcome this problem, we used the
antagonistic conopeptides [V11L; V16D]ArIB and RglA4 that are
powerful and sensitive tools in the research on nAChR subunits o7
and @9* (30, 36, 37). RglA4 shows a high potency (ICs, 1.5 nM) and
selectivity for 9010 with a 1200-fold lesser potency on the a7
nAChRs (IC5, 1.8 pM) and lacks activity on GABA receptors (36,
37, 44, 110). This study indicates that the cholinergic mechanism
has the potential to modulate ATP-induced pro-inflammatory
cytokine release by Ml-like macrophages derived from the
human THP-1 cells, PBMCs of healthy volunteers and peritoneal
macrophages. We demonstrated before by using PBMCs from
nAChR gene-deficient mice and siRNA to silence the expression
of single subunits @7, o9 or ©l0 that the inhibition of ATP-
dependent release of IL-1f by ACh, PC, choline and nicotine
essentially depends on the presence of all three subunits o7, a9
and 010 (27-29). Here, the inhibitory effect of PNU-282987 was
sensitive to both conopeptides [VI1L; V16D]JArIB and RglA4.
These findings support our previous results and provide evidence
for the involvement of o7 and a9* nAChR subunits in the
cholinergic control mechanism in mononuclear phagocytes.

We observed differences in the sensitivity of peritoneal
macrophages regarding their response to different nAChR agonists.
‘While ACh (10 pM and 100 uM) failed to inhibit the BzA'TP-mediated
1L-1B release, it was efficiently inhibited by nicotine. PC inhibited the
BzATP-mediated cytokine-release by peritoneal macrophages primed
with 0.1 pg/ml LPS, whereas the effects of CRP were concentration-
dependent. These variations in the obtained effects might be due to the
above-mentioned differences in the expression of nAChR subunits in
mononuclear phagocytes. It is not surprising that nAChR expression
levels are varying between different volunteers and patients. The intake
of stimulants and addictive substances such as coffee and cigarettes
(111) and diet (112-114) can have an influence on the cholinergic
system, enzyme (e.g. cholinesterase) activity, and modulate the
expression of nAChRs or other components of the cholinergic
system. This also applies to phosphatidylcholines and their
metabolites, which can be ingested (115) and which we identified
before to function as endogenous agonists of monocytic nAChRs
containing the subunits 07 and 09 (27-29, 31).

Importantly, the results obtained in the present study suggest
that the cholinergic mechanism described here is not limited to
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monocytic cells. While previous studies have established the role of
the o7 nAChR in regulating the gene expression of pro-
inflammatory cytokines by macrophages (17, 18, 116), the
involvement of the w9* nAChR in the maturation of
inflammasome-dependent cytokines is novel and of particular
interest for the development of novel therapeutic options for
inflammatory diseases including sterile hyperinflammation. The
question remained if the here identified cholinergic mechanism
inhibits either the function of the P2RX7 or down-stream
mechanisms including the NLRP3 inflammasome. Therefore, we
performed experiments, in which the pore-forming bacterial toxin
nigericin (51) was given as an ATP-independent stimulus for
inflammasome activation. Apyrase was added in these
experiments to exclude possible effects of endogenous ATP. We
here demonstrated that the ATP-independent NLRP3
inflammasome activation via nigericin is not under cholinergic
control. This is in line with previous data on the monocytic U937
cell line, where nAChR agonists efficiently inhibited the ionotropic
function of the P2RX7 (27). Like in monocytes, short term
stimulation of nAChRs presumably inhibits the ATP-induced
inflammasome activation that is typical for damage-induced
inflammation. Activation of nAChRs expressed by monocytes and
macrophages might spare other pathogen-induced mechanisms of
inflammasome activation and thus enable a specific inhibition of
damage-induced hyperinflammation without suppressing host
defense against infection.

The question of whether other members of the IL-1 family
might be controlled by this cholinergic mechanism remained
underexplored. In previous studies on human PBMCs Western
blotting revealed that BzZATP reduced the cellular content of pro
IL-1B and induced the activation of caspase-1 and this was
attenuated by nicotinic agonists {27). Inflammasome activation
can lead to the formation of large aggregates, so-called specks or
pyroptosomes, that can be detected with antibodies directed to
apoptosis-associated speck-like protein containing a caspase
activation and recruitment domain {ASC) (8). The increase in
ASC speck formation in response to BzATP was largely
suppressed by concomitant application of nicotinic agonists (32).
Here, we provide for the first time evidence that the unconventional
nAChR agonists PC and a panel of classical agonists (ACh, nicotine
and choline) in addition to IL-1B can also control the BzATP-
induced release of the NLRP3-dependent cytokine I1L-18 and,
interestingly, IL-1o.. The pathophysiological role of IL-1ot has
remained relatively overlooked (117). In contrast to IL-1B, both
the precursor (pro-IL-1et) and the cleaved form of IL-lo are
biologically active 1L-1R1 ligands (117). Moreover, while some
stimuli induce IL-1ct release via an NLRP3-dependent pathway,
others trigger its release through NLRP3-independent mechanisms
(117-119). However, since all three cytokines play an important
role in host defense against infection as well as in the pathogenesis
of autoimmune and inflammatory diseases (4, 12, 117, 120), a
therapy that concomitantly targets the release of IL-1ct, 1L-1p and
1L-18 is of high clinical interest. The selective cholinergic control by
unconventional @9* nAChRs with no apparent impact on the
nigericin-triggered response has crucial implications for
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developing novel anti-inflammatory therapies. 'The development of
aY-selective ligands could be potentially useful for the cholinergic
management of inflammatory diseases including damage-mediated
sterile hyperinfllammation and inflammatory pain (47, 121-123).

Our study has several limitations. Due to the lack of suitable
antibodies, the nAChR subunits were only analyzed on the mRNA
level. The metabolic characterization of THP-1 cells and the
generaled macrophage lypes was based on metabolite conversion
rates of the respective nutrients and metabolic products in the cell
culture supernatants. This initial approach provides a valuable
overview of the metabolic pathways affected during T'HP-1
differentiation into macrophages. However, to obtain a more
comprehensive understanding of glucose or glutamine
metabolism, future studies should employ isolopically labelled
glucose and glutamine in conjunction with mass spectrometric
measurements, We did not investigate the signaling pathway(s)
that links nAChR activation to the inhibition of the ATP-sensitive
P2RX7 in macrophages. We previously provided evidence that
agonists of unconventional nAChRs containing subunits @7 and
9" do not induce ion current changes in monocytic cells, but
strongly inhibited the ionetropic function of the ATP-sensitive
P2RX7 (27, 28, 32). We [urther demonstrated that this
metabotropic mechanism invelves the activation of endothelial
NO synthases, which most probably resulls in the nitrosylation of
the P2RX7 (48). These aspect needs to be investigated in future
studies using techniques such as electrophysiological patch-camp
measurements. In addition, to substantiate our findings on the
cholinergic control of the ATP-mediated, NLRP3 inflammasome-
dependent release of 1L-Ta, 11-10 and 11.-18, other techniques like
ASC speck formation assays and immunchistechemistry
approaches need to be performed. Moreover, we still do not know
the structure of nAChRs containing the subunits ¢7 and @9
subunits in mononuclear phagocytes. 'I'he findings provided here
that all tested nAChR agonists were sensitive to [V111;V16D]ArlB
and RglA4 indicate the involvement of an unconventional subset of
nAChRs containing subunits &7, &9, and/or 10, Do these subunits
form heteromeric pentamers, or homomers and do the subunits
form classical pentameric ion channels al all? It is also unclear, il
dupe? can modulate the cholinergic control of the BzA'I'P-induced
release of IL-1P. Obviously more experiments are needed including
experiments on monocytes and macrophages from nAChR subunit
gene-deficient mice and using the CRISPR-Cas 9 gene editing
technique to generate single, double and triple nAChR subunit
knockout THP-1 cells. The cholinergic control of the damage-
mediated cytokine-release needs to be proven in vivo. We are just
Dbeginning to understand how cholinergic signaling in general and
the role of the tt9* nAChR subunit in particular impact the immune
system. This study could serve as a basis to generale new hypotheses
and to design future studies exploring the mysteries of the non-
neuronal cholinergic system.

In conclusion, this study provides compelling evidence that the
cholinergic anti-inflammatory system, mediated by nAChRs, plays
a crucial role in modulating the NLRP3 inflammasome activation
and the subsequent release of pro-inflammatory cytokines by
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human macrophages. Our findings demonstrate that the nAChR
subunits 07, @9, and 10 are expressed by human monocytic THP-
1 cells, THP-1 cell-derived macrophages, and primary human
periloneal macrophages. Activation of these nAChRs, particularly
those containing the &9 subunit, inhibits the ATP-induced,
P2RX7-mediated release of IL-1f, IL-18, and IL-10, suggesting a
specific cholinergic control over damage-associated cytokine
release. Qur study contribules Lo the growing body ol evidence
supporting the important role of the non-neuromal cholinergic
system and ¢29* nAChRs for immune cells. The developed THP-1
cell differentiation protocol, and the use of primary human
macrophages allowed us to investigate the cholinergic mechanism
in macrophages of different origins. Our results indicate that
cholinergic control is aclive in macrophages and is (ailored Lo
dampen damage-associated, but not A'I'P-independent cytokine
release. This selective control has important implications for
developing novel therapies against damage-mediated systemic
hyperinflammation. Fulure research should further investigale the
potential of the cholinergic control of the release of 11-1a, 1L-1f
and IL-18 by unconventional 0:9* nAChRs for clinical use in
preventing sterile inflammation.
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Supplementary Figure S1: Heatmap calculation reflecting the single biological replicates of the
metabolic conversion rates from monocytic THP-1 cells and THP-1 cell-derived macrophages.
Monocytic THP-1 cells (Mono) and THP-1 cell-derived MO-, M1- and M2-like macrophages (MO-,
M1-, M2-like) were cultured for 6 h (n = 5). The conversion rates of glucose, lactate, pyruvate,
glutamine, glutamate, aspartate, alanine and serine were quantified in nmol/ (h x 10° cells) and
determined in cell culture supernatants. A — E = X of the individual biological replicates which
consisted of 3 - 6 technical replicates each. Red color = consumption of the respective metabolite; blue
color = production of the respective metabolite. These data complement the experiments shown in
Figure 2.
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Supplementary Figure S2: Correlation of
glucose consumption and lactate production
in monocytic THP-1 cells and THP-1 cell-
derived macrophages. For these calculations
glucose consumption (abscissa, [nmol/(h*10°
cells)]) of all technical replicates within the 5
independent biclogical approaches was plotted
versus lactate production (ordinate, [nmol/(h*10°
cells)]) of the same samples (compare
Supplementary Table S$2). The regression
analysis was performed using Microsoft Excel
(version Microsoft 365, Microsoft Corporation,
Redmond, Washington, USA), and the graphs
were created using GraphPad Prism® (version
1023, GraphPad Software, Boston,
Massachusetts, USA). The slopes of the
regression line reflect the ratio between glucose
consumption and lactate production. In
glycolysis, one mole of glucose is converted into
two moles of lactate. Accordingly, a slope of
nearly two indicates that all lactate produced
must be derived from glucose. A slope of 0.5 as
calculated for  Ml-like macrophages
(Supplementary Table S2) indicates that about
25% of the glucose consumed were released as
lactate. The intercept of the regression line
specifies lactate production without glucose
consumption.
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Supplementary Figure S3: Comparison of interleukin (IL)-1p release levels induced by BzATP,
ATP, and nigericin by THP-1 cell-derived MO0- vs. M1- vs. M2-like macrophages. Monocytic THP-
| cells were differentiated into a M0O-, M 1- and M2-like macrophage phenotype. Thereafter, the cells
were primed with LPS (1 pg/ml) for 5 h, followed by stimulation with BZATP (100 uM), ATP {2 mM)
or nigericin (50 pM) for another 40 min to trigger IL-1p release. IL.-1p concentrations in cell culture
supernatants were measured by ELISA. Data are presented as individual points (n = 4 — 14); boxes
represent the interquartile range (25" to 75" percentile), the horizontal line within each box indicates
the median, and whiskers extend to the minimum and maximum values. *p < 0.05, different from LPS-
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Supplementary Figure S4: ¢cDNA amplicons of nicotinic acetylcholine receptor (nAChR)
subtypes CHRNA7, CHRFAM7A, CHRNA9 and CHRNAI10 by human monocytic THP-1 cells,
THP-1 cell-derived M0-like and M1-like macrophages, and human peritoneal macrophages.
Real-time reverse transcription PCR (real-time RT-PCR) products from untreated and
lipopolysaccharide (LPS)-primed monocytic THP-1 cells (A), THP-1 cell-derived macrophages (B-C;
n =6 each) and human peritoneal macrophages (D; n= 5) were separated in agarose gels. The efficiency
of RNA isolation and cDNA synthesis was verified by using peptidylprolyl isomerase A (PPIA)-
specific primers. As positive control, Universal Human Reference RNA was used (R.), and water
control without template cDNA as a negative control (N.).

Experimental protocol:

THP- 1 cells Sh 40 min
- monocytic I iy IL-1p
- M1-like r 1 T ELISA
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50+ 504
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Supplementary Figure S5: The effect of the ¢7 nAChR agonists PNU-282987 (PNU) on the
BzATP-mediated release of interleukin-1p (IL-1B) is sensitive to the conopeptides
|V11L,V16D|ArIB and RglA4. Monocytic THP-1 cells and THP-1 cell-derived MI-like
macrophages were primed for 5 h with LPS (LPS; 1 pg/ml). The P2X7 receptor agonist BZATP was
added for another 40 min to trigger IL-1p release, which was measured by ELISA. The BzATP (100
uM) induced release of 1L-1p was investigated in the presence and absence of the a7 nAChR agonist
PNU (10 uM). To test for the involvement of nAChR subunits the conopeptides [V11L,V16D]JArIB
(500 nM) or RglA4 (RglA; 200 nM) were co-applied. The amount of IL-1f released in response to
BzATP was calculated by subtracting the IL-1p concentrations measured in supernatants of cells
treated with LPS alone. In each experiment, the IL-1[ concentrations obtained after stimulation with
BzATP were set to 100% and all other values were calculated accordingly. Data are presented as
individual points {n = 6); boxes represent the interquartile range (25 to 75" percentile), the horizontal
line within each box indicates the median, and whiskers extend to the minimum and maximum values.
*p < 0,05, different from LPS-primed cells stimulated with BzATP alone; #p < 0.05, different from
LPS-primed cells stimulated with BzATP plus PNU. Friedman test followed by the Wilcoxon signed-
rank test.
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Supplementary Figure S6: Levels of surface proteins of human peripheral mononuclear cell
(hPBMC)-derived macrophages analyzed by flow cytometry. hPBMCs were differentiated into
MO-, M1-, and M2-like macrophages. On day 6, levels of cell surface markers was analyzed by flow
cytometry. A) Each panel displays the relative mean fluorescence intensity (MF1) compared to MO
macrophages of antibody-labeled CD38, CD80, CD86, CD206, CD209, and HLA-DR. B) Validation
of distinct phenotypic polarization in M1 and M2 macrophage populations, characterized by the
presence of M1- or M2-specific surface markers. Each panel displays the percentages of cells with M 1-
or M2-associated markers. Data represent results from three independent experiments.
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Supplementary Figure S7: Immunocytochemical staining of human peritoneal cells.
Immunocytochemical detection of macrophage markers CD14 and CD68 before and after macrophage
enrichment. A) Representative staining with anti-CD14 antibodies of the original crude peritoneal
dialysate samples and the composition of adherent cell types. B) Percentages of CD14™ macrophages
in the peritoneal dialysate and in the adherent cell populations (n = 7). C) Representative staining with
anti-CD68 antibodies of the crude peritoneal dialysate and the composition of adherent cell types. D)
Percentages of CD68 macrophages in the peritoneal dialysate and in the adherent cell populations (n
= 7). Scale bar: 50 um. All pictures were taken from one representative experiment out of 7. Data are
presented as individual data points; data from the same patients are connected. Friedman test followed
by Wilcoxon signed-rank test. *p < 0.05 significantly different from original composition.
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Supplementary Figure S8: Metabolic scheme summarizing the published metabolic
characteristics of M1-like (A) and M2-like (B) macrophages. The schemes were created based on
publications summarized in the article by Rodriguez et al. 2019 [100] and the review articles by Viola
etal. 2019[99] and Liu at al. 2021 [101]. Bold arrows = increased metabolic conversion rates in relation
to the other cell types; dotted arrows = decreased metabolic conversion rates in comparison to the other
cell types; green arrows and enzyme/protein names = activation or increase of the respective
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enzyme/protein or reaction; red arrows, T-shapes or enzyme/protein names = inhibition or
downregulation of the respective enzyme/protein or reaction. Acetyl-CoA = acetyl coenzyme A;
ACLY = adenosine triphosphate citrate lyase; ACOD1 = aconitate decarboxylase 1; ASL =
argininosuccinate lyase; ASS = argininosuccinate synthetase; CARKL = carbohydrate kinase like
protein; CIC = citrate carrier; F-1,6-BP = fructose-1,6-bisphosphate; F-2,6-BP = fructose-2,6-
bisphosphate; F-6-P = fructose-6-phosphate; G-3-P = glyceraldehyde-3-phosphate; G-6-P = glucose-
6-phosphate; GABA shunt = y-aminobutyric acid shunt; GLS = glutaminase; GLUT1 = glucose
transporter 1; GPD = glucose-6-phosphate dehydrogenase; GS = glutamine synthetase; GSH =
glutathione; HIF-la = hypoxia inducible factor-1 alpha; HK = hexokinase; IDH = isocitrate
dehydrogenase; IL = interleukin; iNOS = inducible nitric oxide synthase, LDH = lactate
dehydrogenase; NADP/H = nicotinamide adenine dinucleotide phosphate; NO = nitric oxide; non.-ox.
PPP = non-oxidative pentose phosphate pathway, NOX = NADPH oxidase; ox. PPP = oxidative
pentose phosphate pathway; PDH = pyruvate dehydrogenase; PDK1 = pyruvate dehydrogenase kinase
isozyme 1; PEP = phosphoenolpyruvate; PFK1 = phosphofructokinase isozyme 1, PFK2 = 6-
phosphofructo-2-kinase; PFKB1 = 6-phosphofructo-2-kinase/fructose-2,6-bisphosphatase 1, PFKB3 =
6-phosphofructo-2-kinase/fructose-2,6-bisphosphatase 3; PGD = 6-phosphogluconate dehydrogenase;
PGE2 = prostaglandin E2; PHD = prolyl hydroxylase; PKM2 = pyruvate kinase isoenzyme isozyme
M2; R-5-P = ribose-5-phosphate; ROS = reactive oxygen species; SDH = succinate dehydrogenase.
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2, Supplementary Tables

Supplementary Table S1: Antibodies used for flow cytometry analyses of THP-1 cell-derived
macrophages and human peripheral mononuclear cell (PBMC)-derived macrophages.

Marker Fluorochrome Clone Company
Human CD38 PE-Cy7 HIT2 BioLegend
Human CD80 FITC BBl BD Pharmingen
Human CD83 APC HB15e Becton Dickinson
:; Human CD86 PE FUN-1 Becton Dickinson
= Human CD206 PE 19.2 BD Pharmingen
Human CD163 FITC GH1/61 BioLegend
Human CD209 PerCP-Cy5.5 DCN46 Becton Dickinson
Human HLA-DR PerCP-Cy3.5 L243 BD Biosciences
Mouse-1gG1, FITC MOPC-21 BD Pharmingen
Mouse-IgG1, x PE X40 BD Biosciences
-3 Mouse-1gG1, PE MOPC-21 BD Pharmingen
£ | Mouse-TeGl, x APC M1-14D12 eBioscience
B Mouse I1gG1, k PE-Cy7 X40 BD Biosciences
Mouse-IgG2a, K PerCP-Cy5.5 G155-178 BD Pharmingen
Mouse-IgG2b, PerCP-Cy5.5 27-35 BD Pharmingen

12
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Supplementary Table S2: Correlations of selected metabolite conversion rates from monocytic
THP-1 cells and THP-1 cell-derived macrophages.

Monocytic Mo-like
X Y Intercept Intercept
slope [nmol/ r |[slope [nmol/ r
(hx10° cells)] (hx10° cells)]

Glucose cons. Lactate prod. | -0.6 622 042 -0.1 60.0 -0.30
Glucose cons. | Pyruvate prod. | 0.0 13 0.24| 0.0 3.1 -0.45
Aspartate cons. | Lactate prod. | -1.0 457 0.02] -1.6 53.1 -0.03
Serine cons. Lactate prod. 02 446 016 -1.0 64.6 -0.51
Serine cons. Pyruvate prod. | 0.0 0.6 -0.22| -0.3 4.2 -0.70
Glutamine cons.| Lactate prod. 1.4 435 023] 34 364 0.83
Glutamine cons. | Pyruvate prod. | 04 -0.2 076 | 0.7 -2.1 0.90
Glutamine cons, | Glutamate prod.| 0.0 1.4 -0.04| 0.5 3.0 0.96
Alanine cons. Lactate prod. | -0.4 459 -0.55] -0.7 532 -0.06
Alanine cons. | Pyruvate prod. | 0.0 0.4 001 ] 0.1 1.0 0.07

Mil-like M2-like

Intercept Intercept

slope [nmol/ r |[slope [nmol/ r
(hx103 cells)] (hx10° cells)]

Glucose cons. Lactate prod. 0.5 103.8 0.80] 0.1 64.3 0.13
Glucose cons. | Pyruvate prod. | -0.1 78 -0.61| -0.1 5.9 -0.42
Aspartate cons. | Lactate prod. | 15.0 143.7 044 | -14.0 69.4 -0.33
Serine cons. Lactate prod. 0.5 150.7 029 1.0 46.1 0.59
Serine cons. Pyruvate prod. | -0.1 5.4 -0.58| 0.2 -3.7 0.52
Glutamine cons.| Lactate prod. | -4.7 194.6 0.47| 2.1 533 0.59
Glutamine cons.| Pyruvate prod. | 0.9 -4.3 070 ] 09 49 091
Glutamine cons. | Glutamate prod. | -0.1 5.8 0.31| 0.5 6.5 0.90
Alanine cons. Lactate prod. | -2.2 165.6 0.11] 2.6 66.0 0.23
Alanine cons. | Pyruvate prod. | -0.7 13 -0.25] 0.6 1.1 0.20

The conversion rates of the individual technical replicates (n = 19 - 20) were plotted against each other
in a x-/y-coordinate system indicated in columns one and two of the table (compare Supplementary
Figure S3). The regression line was calculated using Microsoft Excel. cons. = consumption; prod. =
production; r = Pearson correlation coefficient.
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Supplementary Table S3: Cycle threshold (Ct) values of the genes of interest (CHRNA?7,
CHRNAY9, CHRNAI10, CHRFAM7A) and the reference genes ribosomal protein L37a (RPL374),
glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) and peptidylprolyl isomerase A (PPIA) in
monocytic THP-1cells and THP-1 cell-derived M0- and M1-like macrophages.

81

THP-1 cells Gene Mean Ct + standard | Ctvalue range of
deviation lowest — highest
monocytic RPL37A untreated 16.04£0.22 15.62 -16.24
LPS (1 pg/ml) 15.97+0.15 15.69 - 16.10
GAPDH untreated 16.81 +£0.48 16.30 —17.54
LPS (1 pg/ml) 16.86 +£0.36 16.38 — 17.13
PPIA untreated 18.04 & 0.65 17.40 —18.99
LPS (1 pg/ml) 17.75+0.41 17.21 - 18.34
CHRNA7 untreated 3438+ 1.11 33.39-35.29
LPS (1 pg/ml) 33.88+£0.83 33.11-35.31
CHRNA9 untreated 36.87+3.13 32.69 - 240
LPS (1 pg/ml) 36.27+£3.50 32.52 -240
CHRNA10 untreated 30.79+0.43 30.24 -31.27
LPS (1 pg/ml) 31.11+0.39 30.62 —31.58
CHRI'AM74 untreated 30.434+0.73 29.20-31.10
LPS (1 pg/ml 30.81 +0.10 30.65 —30.91
M0o-like RPL374 untreated 16.64 = 0.40 16.42 —17.38
macrophages LPS (1 pg/ml) 16.61 £0.30 16.38 —17.07
GAPDH untreated 18.28 +0.34 17.94 —18.82
LPS (1 pg/ml) 18.40+0.28 18.07 —18.74
PPIA untreated 19.76+0.48 19.34 —20.65
LPS (1 pg/ml) 19.69 +0.32 19.55 —20.45
CHRNA7 untreated 33.54+1.15 31.98 —34.81
LPS (1 pg/ml) 33.91+£3.00 32.24 ->40
CHRNAY untreated 33.88+1.74 31.82-306.19
LPS (1 pg/ml) 35.95+2.39 31.74 - 38.16
CHRNALO untreated 29.90 +0.58 29.35-30.73
LPS (1 pg/ml) 30.07 £0.63 2932 -30.81
CHRFAM7A untreated 33.91+0.12 33.76 —34.03
LPS (1 pg/ml) 34.33+0.24 34.03 — 34.66
M1-like RPL37A untreated 20.88 +0.35 2031 -21.37
macrophages LPS (1 pg/ml) 21.45+0.37 20.96 —21.90
GAPDH untreated 20.30+0.56 19.64 —21.19
LPS (1 pg/ml) 21.25+0.59 2041 -21.83
PPIA untreated 21.61 £0.50 21.02 -22.53
LPS (1 pg/ml) 22.29+0.46 21.63 —22.89
CHRNA7 untreated 34.37+2.96 31.27-240
LPS (1 pg/ml) 34.71+1.29 32.57 —35.91
CHRNAY untreated 36.10+ 2.88 32.60 —39.09
LPS (1 pg/ml) 36.46 =248 32.69 -38.02
14
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CHRNA10 untreated 32.90+ 1.02 31.73 — 34.47
LPS (1 pg/ml) 33.68+1.12 33.28 — 35.81
CHRIPAM74 untreated 33.38+0.94 32.41 - 34.64
LPS (1 pg/ml) 33.02+0.89 33.41 — 35.65

Real-time reverse transcription PCR (real-time RT-PCR) analysis was performed on human monocytic
THP-1 cells and THP-1 cell-derived MO- and M |-like macrophages that were left untreated or primed
with lipopolysaccharide (LPS) for 5 h. For mRNAs that were undetectable in these experiments, the
Ct value was artificially set to the cut of value Ct > 40. n = 6 biological replicates, each sample assessed
in technical duplicates.
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Supplementary Table S4: Cycle threshold (Ct) values of the genes of interest (CHRNA?7,
CHRNAY9, CHRNAI10, CHRFAM7A) and the reference genes ribosomal protein L37a (RPL374),
glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) and peptidylprolyl isomerase A (PPIA4) in
human peritoneal macrophages.

Gene Mean Ct + standard | Ct value range of
deviation lowest — highest
PPIA untreated 23.52+£0.77 22.83 —24.62
LPS (1 pg/ml) 2446 + 139 22.70 — 25.54
CHRNA7 untreated 33.77+ 142 32.38-35.17
LPS (1 pg/ml) 34.18+1.24 33.29-36.24
CHRNA9 untreated 38.05£2.67 35.11 — =40
LPS (1 pg/ml) 38.06 £ 2.65 35.14->40
CHRNAI0 untreated 31.13 £0.06 31.03-31.19
LPS (1 pg/ml) 3191£1.54 30.28 —34.18
CHRIAMT7A untreated 31.45+0.25 31.21-31.72
LPS (1 pg/ml) 33.63 + 0.85 32.20-34.18

Human peritoneal macrophages were left untreated or primed with lipopolysaccharide (LPS) for 5 h.
For mRNAs that were undetectable in these experiments, the Ct value was artificially set to the cut of
value Ct > 40. n = 5 biological replicates, each sample assessed in technical duplicates.

Supplementary Table S5: Cell death of monocytic THP-1 cells as estimated by the lactate
dehydrogenase (LDH) activity in cell culture supernatants.

Treatment Cell death |%] n
mean + SD

- 6.1+23 34
LPS 6.6+29 34
LPS, BZATP 70+35 34
LPS, BzATP, ACh 10 uM 71+16 13
LPS, BzATP, Cho 100 uM 32405 5
LPS, BzATP, Nic 100 yM 26+0.6 5
LPS, BzATP, PC 200 pyM 54+1.6 14
LPS, BzATP, CRP-PC 20 pg/ml 73+£3.1 6
LPS, BZATP, RglA4 200 nM 73+2.4 12
LPS, BZATP, ArIB 500 nM T72+22 12
LPS, BZATP, Mec 100 uM 50+£37 5

Monocytic THP-1 cells were primed with lipopolysaccharide (LPS, 1 pg/ml, for 5 h) and further
stimulated with 2°(3")-O-(4-benzoylbenzoyl)adenosine 5’ -triphosphate triethylammonium salt
(BzATP; 100 uM). Cell death was estimated via measurement of the release of lactate dehydrogenase
(LDH) into the cell culture medium at the end of the experiments. The data depicted in this table
correspond to the experiments shown in the respective figures of the main part of this manuscript. The
concentration of diverse compounds is indicated in the table. ACh, acetylcholine; Cho, choline; Nic,
nicotine; PC, phosphocholine; CRP. C-reactive protein; Mec, mecamylamine.
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Supplementary Table S6: Cell death of THP-1 cell-derived M0-like and M1-like macrophages as
estimated by the lactate dehydrogenase (LDH) activity in cell culture supernatants.

THP-1 cell-derived Treatment Cell death [%] n
macrophages mean + SD
Mo-like - 103+57 6
LPS 65+54 6
LPS, BzZATP 82+37 6
LPS, BzATP, ACh 10 uyM 75+3.1 6
LPS, BzATP, Cho 100 uM 7.8+4.0 6
LPS, BzATP, Nic 100 uM 72+32 6
LPS, BzATP, PC 200 pM 75+3.6 6
Mil-like - 40+37 18
LPS 16.4+97 18
LPS, BzATP 287+ 13.7 18
LPS, BzATP, ACh 10 yM 324+156 12
LPS, BzATP, Cho 100 uyM 252+79 11
LPS, BzATP, Nic 100 uM 26.1+£85 11
LPS, BzATP, CRP-PC 10 pg/ml 263+9.1 6
LPS, BzATP, RglA4 200 nM 2164200 6
LPS, BzATP, ArIB 500 nM 203+17.7 7
LPS, BzATP, Mec 100 yM 33.04+£3.7 7

THP-1 cell-derived MO-like and M1-like macrophages were primed with lipopolysaccharide (LPS, 1
ug/ml, for 5 h) and further stimulated with 2°(3")-O-(4-benzoylbenzoyl)adenosine 5’ -triphosphate
triethylammonium salt (BzATP; 100 uM). Cell death was estimated via measurement of the release of
lactate dehydrogenase (LDH) into the cell culture medium at the end of the experiments. The data
depicted in this table correspond to the experiments shown in the respective figures of the main part of
this manuscript. The concentration of diverse compounds is indicated in the table. ACh, acetylcholine;
Cho, choline; Nic, nicotine; PC, phosphocholine.
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Supplementary Table S7: Cell death of human peripheral blood mononuclear cell (PBMC)-
derived M0-like and M1-like macrophages as estimated by the lactate dehydrogenase (LDH)
activity in cell culture supernatants.

Human PBMC- Treatment Cell death [%] n
derived mean + SD
macrophages

MO-like - 30£3.0 6
LPS 18+1.8 6

LPS, BzATP 27+27 [§)

LPS, BzATP, ACh 10 yM 20+24 6

LPS, BzATP, Nic 100 uM 2318 6

LPS, BzATP, PC 200 uyM 33+23 5]

Mi-like - 33+£29 6
LPS 42+21 6

LPS, BzATP 103+7.1 6

LPS, BzATP, ACh 10 yM 62+43 6

LPS, BzATP, Nic 100 uM 53£52 6

LPS, BzATP, PC 200 pM 58+43 6

Human PBMC-derived MO0-like and M 1-like macrophages were primed with lipopolysaccharide (LPS,
1 pg/ml, for 5 h) and further stimulated with 2°(3")-0-(4-benzoylbenzoyl)adenosine 5'-triphosphate
triethylammonium galt (BzATP; 100 uM). Cell death was estimated via measurement of the release of
lactate dehydrogenase (LLDH) into the cell culture medium at the end of the experiments. The data
depicted in this table correspond to the experiments shown in the respective figures of the main part of
this manuscript. The concentration of diverse compounds is indicated in the table. ACh, acetylcholine;
Nic, nicotine; PC, phosphocholine.
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Supplementary Table S8: Cell death of human peritoneal macrophages as estimated by the
lactate dehydrogenase (LDH) activity in cell culture supernatants.

Human peritoneal Treatment Cell death [%] n
macrophages mean £ SD

0.1 pg/ml - 45+118 7
LPS-priming LPS 12+31 7
LPS, BzATP 32+85 7

LPS, BzATP, ACh 10 uM 14+34 6

LPS, BzATP, ACh 100 uM 14+36 7

LPS, BzATP, Nic 100 uM 06+15 7

LPS, BzATP, PC 200 pM 00+£00 7

LPS, BzATP, CRP 10 pg/ml 0000 5

LPS, BzATP, CRP 20 pg/ml 1.5+4.0 7

LPS, BzATP, CRP 40 pg/ml 00+£00 5

1 pg/ml - 42+11.2 7
LPS-priming LPS 29+£76 7
LPS, BzATP 09+23 7

LPS, BzATP, ACh 10 yM 0000 6

LPS, BzATP, ACh 100 uM 3.1+82 7

LPS, BzATP, Nic 100 uM 13+£34 7

LPS, BzATP, PC 200 pM 28+73 7

LPS, BzATP, CRP 10 pg/ml 00=00 5

LPS, BzATP, CRP 20 pg/ml 27+£72 7

LPS, BzATP, CRP 40 pg/ml 00+£00 5

Human peritoneal macrophages were primed with lipopolysaccharide (LPS, 0.1 pg/ml or 1 pug/ml, for
5 h) and further stimulated with 2'(3")-O-(4-benzoylbenzoyl)adenosine 5’ -triphosphate
triethylammonium salt (BzATP; 100 uM). Cell death was estimated via measurement of the release of
lactate dehydrogenase (LDH) into the cell culture medium at the end of the experiments. The data
depicted in this table correspond to the experiments shown in the respective figures of the main part of
this manuscript. The concentration of diverse compounds is indicated in the table. ACh, acetylcholine;
Nic, nicotine; PC, phosphocholine; CRP, C-reactive protein.
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Introduction: Different innate immune cell types are known to release
extracellular traps (ETs) in response to invasive pathogens, including parasites.
These ETs function to trap, immobilize, and eventually kill pathogens. In line with
this, monocytes and macrophages have been shown to release ETs, known as
monocyte/macrophage extracellular traps (METs). Toxoptasma gondii {T. gondii)
is an apicomplexan zoonotic parasite that infects humans and hemeothermic
animals. While most studies have focused on prolonged exposure of immune
cells to T. gondii, this study characterized the early innate immune reaction of
moncnuclear phagocytes to vital 7. gondii tachyzoites.

Methods: Primary human and bovine monocytes, monocytic THP-1 cells, and
THP-1 cell-derived macrophages (M0-, M1-, and M2-like) were exposed to T.
gondii tachyzcites for 4 h. Scanning electron micrescopy (SEM), transmission
electron microscopy (TEM), immunofluorescencemicroscopy, and confocal
microscopy were used to visualize cell activation and the presence of METs.
Additionally, the release of pro-inflammatory cytokines interleukin {(IL)-15 and IL-
6, and expression of Toll-like receptor (TLR) 2 and TLR4 were analyzed

Results and discussion: Microscopic analysis illustrated the activation of all cell
types tested within 4 h of exposure to T. gondii tachyzoites. Numerous
tachyzoites were found intracellularly in THP-1 cell-derived M1-like
macrophages. Furthermore, the co-localization of extracellular DNA {extDNA)
and histones in extracellular web-like fibers proved classical characteristics of
extruded T. gondif-induced METSs, although this was a rare event. In primary
human monocytes, an increased release of IL-1B and IL-6 was observed
following exposure to T. gondii tachyzoites. When co-stimulated with
lipopolysaccharide (LPS), primary human monocytes showed an enhanced
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release of IL-1P and IL-6 in response to T. gondii. In contrast to monocytic THP-1
cells, THP-1 cell-derived M1-like macrophages released IL-1p in response to T.
gondii tachyzoite exposure. When additionally stimulated by LPS, all THP-1 cell-
derived macrophages showed an enhanced release of IL-1p, and monoceytic
THP-1cells an increased release of IL-6 in response to T. gondii tachyzoites. This
study provides insights into the early innate immune response of human and
bovine mononuclear phagocytes to 7. gondii. While cytokine secretion was
prominent, MET formation was rare in the early response {ie. < 4 h of
exposure) 1o T. gondii tachyzoites

KEYWORDS

Toxoplasma gondii, mononuclear phagocytes, extracellular traps, cytokines, early

innate immunity

Introduction

Toxoplasma gondii (1. gondii) is a polyxenous zoonolic
apicomplexan parasite able to infect warm-blooded mammals and
birds worldwide (1). T. gondii is the etiological agent of human
toxoplasmosis and it is estimated that one-third of the global
population is seropositive for T. gondii (2). In humans,
Lloxoplasmosis is particularly problemalic in children afller
congenital transmission {i.e. prenatal toxoplasmosis) and in
opportunistic infections of immunocompromised patients (i.e.
postnatal toxoplasmosis) (3, 4). T. gondii is the only
representative species of its genus and belongs to the clagss
Sporozoa (subclass Coccidia, family Sarcocystidae). The life cycle
of T gondii comprises distinct parasitic stages. Infective parasitic
stages are sporozoites within sporulated cocysts found in felid feces.
Moreover, male and lemale gametocyles {exclusively form in the
intestine of felines, acting as definitive hosts), fast replicating
tachyzoites and bradyroites in tissue cysts of intermediate hosts
are found. During the acute phase of toxoplasmosis, fast replicating
tachyzoites proliferate within all nucleated cell types, whereas
bradyzoites, i.e. the slow replicating stages, develop within cysts
and are primarily found in muscles, spleen, liver and brain. These
stages propagate the chronic persistence of 1. gondii. I'he main
transmission routes of T. gondii (o humans are: 1) ingestion of
undercooked meat containing tssue cysts, if) consumption of food-
and/or water contaminated with sporulated oocysts, iii) congenital
transmission, v} administration of blood transfusions containing
tachyzoites, and v) organ transplants containing either tissue cysts
or tachyzoites (2, 5).

Within the mammalian hosl innale immune system,
manonuclear phagocytes like monocytes and macrophages play a
crucial role in the initiation of adaptive immunity by acting as first
responders to infection in the vasculature and tissue (6, 7). After
polymorphonuclear neutrophils (PMN), monocytes are the second
most abundant phagocytes in the blood, comprising 10% of the
peripheral while blood cells in humans and 4% in caule (8, 9).

Frontiers in Immunology

Besides macrophages and dendritic cells (DC), monocytes form
part of the mononuclear phagocyte system (MPS) and are
characterized by their rapid recruitment in response Lo pathogen
infection or tissue injury (9, 10). Classical monocyte- or
macrophage-derived effector mechanisms, include phagocytosis,
chemokine- [e.g. chemoattractant protein-1 (CCL2)] and cytokine
secretion [e.g. interleukin (IL)-1B and IL-6)], reactive oxygen
species (ROS) production, and expression of a wide range of Toll-
like receptors (TLRs) and purinergic receptors (e.g. P2X7) (11-16).
Additionally, mammalian monocytes and macrophages are capable
o release extracellular traps (METs) (17-24), an early defense
mechanism which was first observed in PMN and named
neutrophil extracellular traps (NLTs) (25). As shown for extruded
NETs, METs are mainly composed of extracellular DNA (extDNA)
and proteins like citrullinated histones (H1, H2A/H2B, H3, H4) and
myeloperoxidase (MPO). METs funclion o trap, immobilize, and
eventually kill pathogens, including parasites such as Besnoitia
besnoiti (26), Cryptosporidium parvum (23), Eimeria
ninakohlyakimovae (19) and Neospora canimuom (21). In addition,
the release of MET's has been described in response to human sperm
in vitro and ex vivo in male patients with leukocytospermia (27).
Nonetheless, only one study so far reported on T. gondii-induced
MET release, namely in monocytes of harbour seals (Phoca vituling)
(18), thereby proving that this defense mechanism seems to be
highly conserved, as also assumed for NET [ormation (28). MET
release is also induced by chemical activators like A23187 (calcium
ionophore), phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA), platelet
activating factor (PAF) (20, 24), zymosan (18-21, 26), or gold
nanoparticles (29).

Monocytic THP-1 cells and THP-1 cell-derived-macrophages
are a widely accepted model for human mononuclear phagocytes to
study immunclogical mechanisms in vitro (30). THP-1 cells were
ariginally isolated f[rom a palient with acute myeloid leukemia (30—
32). Monocytic T'HP-1 cells can be differentiated into non-polarized
MO-like macrophages, pro-inflammatory M1-like macrophages and
anti-inflammatory M2-like macrophages, providing the
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opportunity to directly compare all four cell types in vitro (16,
30, 33).

Maonaocytic THP-1 cells and THP-1 cell-derived macrophages
have been shown to release METs in response to a variety of
chemical activators and stimuli [e.g. tunicamycin (34), PMA (35),
A23187, HOCL, nigericin, tumor necrosis factor (TNE)-or (306),
zymosan (37), murine extracellular cold-inducible RNA-binding
protein {eCIRP) {38), and allatoxin B1 (39)] as well as parasite [e.g.
I'richomonas vaginalis (37)] and bacteria |e.g. Escherichia coli {17),
Streptococcus agalactiae (40), and Mycobacterium massiliense (41)].

An important function of mononuclear phagocytes is the
release of cytokines like IL-1p and IL-6 in response to diverse
danger- or pathogen-associated molecular patterns (DAMPs,
PAMPs) (42-45). IL-1B and IL-6¢ have distinct roles in the
inflammatory process. IL-1B is a primary initiator of innate
immune reaclion and key player in host delense against
infections, while the pro- and anti-inflammatory 11.-6 amplifies
and modulates inflaimmatory responses (44). 1L-1B is processed
from a precursor by caspase cleavage to become biologically active
and is then secreted. The mere induction of pre-IL-1B expression
(priming step) is inefficient to induce secretion {44, 16).
Conseculive second PAMPs or DAMPs are required (o induce
the NOD- LRR- and pyrin domain-containing protein 3 (NLRP3)}
infllammasome-dependent processing, and secrelion of mature IL-
1B (45). IL-6 is secreted by moenonuclear phagocytes in response to
PAMPs (44, 46). These PAMPs bind to pattern recognition
receptors (PRRs} such as TLR2.

In mammals, 13 TLRs are known. These are located en the
plasma membrane and in intracellular compartments, where they
activale signaling cascades 1o produce molecules and cytokines o
fight against pathogens including 1" gondii (47, 48). TLR2 and TLR4
have been shown to be involved in immune responses against 7.
gondii, with TLR2 recognizing the parasitic surface profilin or
glycosylphosphatidylinositol (GPI) proteins, and stimulating the
production of 11-12, while TLR4 plays a supportive role, especially
at high infectious doses, as shown for several mouse models (47).

The role of IL-1p and IL-6 in T. gondii-induced immune
responses is controversial, possibly due o the use of diflerent
parasite strains {e.g. type | |[RH], type 1 |Prugniaud, ME49|, type
11 [CEP], or atypical strains such as TgChBruD2), reflecting the
considerable genetic variability of T. gondii. This strain diversity is
reflected in pronounced differences in virulence and immune
modulation among strains (19, 50), which may explain the
inconsistent findings. A key factor contribuling Lo this variability
is partly driven by strain-specific polymorphic effector proteins that
differentially modulate host immune signaling pathways, thereby
influencing cytokine responses (51, 52). In line with this, Gov et al,
2013 and Guimaraes Gois et al., 2022 demonstrated strain-specific
cytokine profiles (53, 54). While some studies on primary human
monocytes showed a T. gondif tachyzoite-induced increased release
of TL-1P after 4, 16 and 24 h (53, 55-58), Liam et al., 2018 found no
impact of Lachyzoile exposure on lipopolysaccharide (LPS)-induced
1L-10 release (56). The same applies for 11.-6. Pelloux et al., 1994
and Tombacz et al, 2018 found no impact of 1. gondii tachyzoites
or profilin on the release of IL-6 by primary monocytes after 24 h
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exposure (59, 60), whereas Salazar Gonzalez et al,, 2014 have found
an impact of T. gondii profilin {61). Further studies provide
evidence for a parasite-induced release of macrophage migration
inhibitory factor (MIF), IL-1p, TL-6 and I1-12 by monocytic THP-1
cells (53, 55, 62, 63), and a fostered IL-1PB and MIF secretion by Mo-
like macrophages (54, o1).

Of note, the above described studies either focused on the
release of METs (18}, production of 1L-1f and 1L-6 (53-61, 63,
64) or the expression of ''LR2 and I'LR4 (47, 48).

Here we studied in a comprehensive systematic manner the
ellect of 1. gondii tachyzoiles on the acule and early phase response
of primary human and bovine monocytes as well as monocytic
THP-1 cells and THP-1 cell-derived macrophages, including the
release of METS, the production of pro-inflaimmatery cytokines IL-
1B and IL-6, and the expression of the surface receptors TLR2
and TLRA.

Materials and methods
THP-1 cell culture

Monocytic 'THP-1 cells (Leibniz Institute, DSMZ-German
Collection of Microorganisms and Cell Cultures GmbH,
Braunschweig, Germany, Cat# ACC16) were cultured in '1-75 cell
culture flasks (Sarstedt, Niimbrecht, Germany, Cat#83.3911.002) in
Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640 medium (Sigma-
Aldrich, Merck, Darmstadt, Germany, Cat#R8758) supplemented
with 10% fetal calf serum (FCS) Xtra {(Capricorn Scientific,
Ebsdorfergrund, Germany, Cal#FBS-16A), 1% penicillin-
streptomycin |50 Ufml penicillin, 50 pg/ml streptomycin)
(Gibco“‘, Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts,
USA, Cat#151401222), and transferred to 12-well plates (Greiner
Bio-One, Kremsmimnster, Austria, Cat#655180) or 96-well plates
(Greiner Bio-One, Cal#655180) on the day of the experiment. To
generate THP-1 cell-derived macrophages of M(-, M-, and M2-
like phenotypes, cells were seeded in T-75 cell culture flasks (6 x 10°
cells/llask) with RPMI-1640 medium. Cells were diflerentiated
using 50 nM PMA (Thermo Fisher Scientific, Cat#P1585)
according to a previously described protocol (16) resulting in cells
with macrophage-like properties, such as increased cell adherence
and a reduced proliferation rate compared te monocytic THP-1
cells (65). The protocol for the polarization to M1-like macrophages
has also been published (16). Briefly, cells were cultured in medium
supplemented with 10 ng/ml LPS {Escherichia coli, O111:B4, Sigma-
Aldrich, Merck, Cat#1.2630) and 10 ng/ml interferon (IFN)-y (R&D
Systems, Minneapolis, USA, Cat#285-1F) for 48 h (16). For
polarization to M2-like macrophages, the medium was
supplemented with 20 ng/ml IL-4 (Preprotec, Thermo Fisher
Scientific, Cat#200-04) and 20 ng/ml IL-13 (GthD[M, Preprotec,
Thermo Fisher Scientific, Cat#200-13). On day 5 of differentiation,
cells in T-75 cell culture flasks were washed with Dulbecco’s
phosphate buffered saline {PBS, Sigma-Aldrich, Merck,
Cat#138537), detached using TrypLE™ Express (Gibco ™,
Thermo Fisher Scientific, Cat#12605010) according to the
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manufacturer’s protocol, transferred to Eppendorf tubes (Sarstedt,
Cat#72.691), 8-well cell culture chambers (Sarstedt,
Cat#94.6170.802), 12-well plates or 96-well plates and cultured in
Dulbecco’s modified Eagle's medium (DMEM) without glucose,
glutamine and phenol red (GihmTM‘ Thermo Fisher Scientific,
Cat#A1443001) supplemented with 10% heat-inactivated FCS
Xtra, 2 mM D-glucose (Carl Roth, Karlsruhe, Germany,
Cal#X997.1), 1 mM L-glutamine (Sigma-Aldrich, Merck,
Cat#G3126), 1% penicillin-streptomycin. For all experiments the
same batch of FCS Xtra was used and heat-inactivation was done
according Lo the manufacturer’s protocol, as FCS containg active
deoxyribonuclease (DNases) that can degrade extracellular
traps (66).

Isolation of primary human and bovine
monocytes

Primary human monocyles were oblained by posilive and
negative selection protocols. For positive selection, buffy coats
from healthy female and male donors (n = 6) of the Center of
Transfusion Medicine and Hemotherapy (JLU Giessen) and the
Universily Hospital of Giessen and Marburg (UKGM), were used.
The protocol for positive selection of primary human monocytes
was based on a previously published method (67). Brielly, 15 ml of
buffy coats were diluted 1:1 with RPMI-1640 medium (Sigma-
Aldrich, Cat#R5886), supplemented with 5% FCS (Biochrom
GmbH, Berlin, Germany, Cat#80115), 2 mM L-glutamine (Sigma-
Aldrich, Merck, Darmstadl, Germany, Cat#G7513), 1 mM sodium
pyruvate {Sigma-Aldrich, Merck, Cat#58636), 1 mM minimum
essential medium (MEM) non-essential amino acid solution
(Sigma-Aldrich, Merck, Cat¢M7145) and 1% penicillin-
streptomycin {Sigma-Aldrich, Merck, Cat#P4333), transferred o
15 ml Biocall® separation solution {Biochrom GmbH, Cal#L6115,
density: 1.077 g/ml}, and centrifuged [2500 x g, without brake,
30 min, room temperature (R'1T}]. The ring containing peripheral
blood mononuclear cells {(PBMCs) was carefully collected and cells
were washed three times by filling up to a volume of 30 ml with
Macs® separation buffer (Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch
Gladbach, Germany, Cat#130-091-222) containing 2% bovine
serum albumin (BSA; Miltenyi Biotec GmbH, Cat#130-091-376)
followed by centrifugation (1500 x g, 7 min, 4 °C). The supernatant
was discarded and the PBMC pellet was resuspended in 5 ml
MAGCSY separation bufler containing 2% BSA and subjected o
positive selection for CD14™ monocytes using immunomagnetic
human CD14" MicroBeads™ (Miltenyi Biotec GmbH, Cat#130-
050-201). Brietly, 2.5 x 10° PBMCs and 500 ul CD14' MicroBeads®
were incubated in a total volume of 2.5 ml MACS® separation
buffer containing 2% BSA for 15 min at 4 *C. CD14" monocytes
were isolated using 15¥ columns (Mil Lenyi Biotec GmbH, Cal#130-
042-401) and Qu:mdeACSTM separators (Miltenyi Biotec GmbH,
Cat#130-090-976) according to the manufacturer’s protocol.
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Isolated human monocytes were resuspended in cold RPMI-1640
medium, supplemented with 5% FCS, 2 mM L-glutamine, 1 mM
sodium pyruvate, 1 mM MEM non-essential amino acid solution
and 1% penicillin-streplomycin (all Sigma-Aldrich) and stored on
ice until experiments.

Tor negative selection, human peripheral blood was obtained
from healthy female and male adult donors (n = 6) via antecubital
venipuncture and collected in a heparinized syringe (Heparin-
NaLrium-SOOO-raLinpharm®, ratiopharm, Ulm, Germany)
containing 1 mM ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA;
Applichem, Darmstadt, Germany, Cal#A-1105) per one ml blood.
Monacytes were isolated from whole blood using the RosetteSep'
human Monocyte Enrichment Cocktail (Stemcell Technologies,
Cologne, Germany, Cat#15068) and LymphoprepIM density
gradient (Stemcell Technologies, Cat#18060), following (o the
manufacturer’s protocol. Monocytes were resuspended in cold
RPMI-1640 medium (Capricorn Scientific, Cat#RPMI-ADV),
supplemented with 1% penicillin-streptomycin (Gibeo™, Thermo
Fisher Scienlific, Cal#15140-122) and stored on ice unlil
performing experiments. The purity of monocytes was confirmed
to be > 70% by flow cytometry analysis (FCA) as previously
described (16).

For the isolation of primary bovine monocyles, healthy adult
dairy cows (n = ) served as blood donors. Peripheral blood was
obtained by jugular venipuncture and collected in heparinized tubes
(Kabe Labortechnik GmbH, Niimbrecht-Elsenroth, Germany,
Cat#041551). The modified protocol for the isolation of primary
bovine monocytes was based on previously published methods
(23, 68, 69). In brief, 50 ml blood was centrifuged (1260 x g, without
brake, 30 min, K1) ‘Then 10 ml plasma plus the ring containing
PBMCs was collected. The plasma phase was filtered through a 0.45 pm
filter (Sarstedt, Cat#83.1826) and incubated for 1 h in a 2% gelatin-
coated T-75 flask at 37 °C and 5% CO,. For gelalin coating, he T-75
Mask was incubated the day before with 2% gelatin soluton (Sigma-
Aldrich, Merck, Cat#G1890) for 2 h at 37 °C and 5% CO,, the
supernatant was removed, and the 'I-75 flask was dried overnight in
the same conditions, The PBMCs were resuspended in 30 ml PBS
containing 0.02% EDTA, transferred to 15 ml Histopaque®4077
separation solution {Sigma- Aldrich, Merck, Cat210771, density: 1.077
gfml) and centrifuged {1500 x g, without brake, 30 min, 4 °C}). The ring
containing PBMCs was collected, and cells were washed two times by
filling up to a volume of 50 ml with PBS containing 0.02% EDTA
followed by centrifugation (100 x g 7 min, 4 °C). The supernatant was
discarded and PBMCs were resuspended in 10 ml of pre-warmed
RPMI-1640 medium {Sigma-Aldrich, Merck, Cat#R8758)
supplemented with 1% penicillin and streptomycin (GimeM,
Thermo Fisher Scientific, Cat#151401222). The supernatant of
incubated plasma in the T-75 flask was removed and the T-75 flask
was washed once with pre-warmed RPMI-1640 medium
supplemented with 1% penicillin-streptomycin. The PBMC
suspension was transferred to the washed 'I-75 flask and incubated
for 1 h at 37 °C and 5% CO,. Non-adherent cells were removed by
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rinsing the flask once with pre-warmed RPMI-1640 medium
supplemented with 1% penicillin-streptomycin, Monocytes were
detached by addition of 10 ml 10 mM EDTA suspended in Hanks’
Balanced Salt Solution {HBSS) without sodium bicarbonate, calcium
and magnesium (C()mingﬁa. USA, New York, Cat#20-021-CVR) for
10 min at 37 °C and 5% CO,, centrifuged (400 x g 10 min, 4°C),
resuspended in cold RPMI-1640 medium supplemented with 1%
penicillin-streptomycin, and stored on ice. A commercially available
mouse anti-bovine CL)172a antibody (Bio-Rad Laboratories,
Feldkirchen, Germany, Cat#MCA2041GA) was used to stain
primary bovine monocytes, resulting in a purity of > 90% for
CD172" monocytes (Supplementary Figure S1).

In vitro culture of Toxoplasma gondii
tachyzoites

Vital tachyzoites of T. gondii (RH strain) were isolated from
conlinuous passages on African green monkey kidney epithelial
(MARC)-145 cells using DMEM (Sigma-Aldrich, Merck,
Cat#D6429) supplemented with 5% FCS, 1% penicillin-
streptomycin (Gibco™, Thermo Fisher Scientific, Cat#151101222).
1. gondii tachyzoiles released [rom host cell cullures were seperated
from cell detritus by centrifugation (160 x g 1 min, RT). Supernatants
containing 1. gondii Lachyzoiles, were [illered (5 pm pore sized fillers,
Satorius, Gottingen, Germany, .’\41ni.<;art®, Cat#17594-K) and pelleted
(460 x g 5 min, RT). The harvested 1. gondii tachyzoites were
counted in a Neubauer chamber, suspended in medium, and used for
co-incubation with primary human or bovine monocyles as well as
monocytic I'HP-1 cells or THP-1 cell-derived M0-, M1-, and M2-like
macrophages. All experiments were performed at 37 °C and 5% CO,
atmosphere, with a multiplicity of infection (MOI) of 1:4 (cells:
parasiles), and a co-incubation period of 4 h.

Scanning electron microscopy

In total, 2.5 x 10° primary human or bovine monocytes as well
as monocytic THP-1 cells or THP-1 cell-derived M0O-, M1-, and
M2-like macrophages were either left untreated or co-cultured for
4 h with 1 x 10° 7. gondii tachyzoites on 10 mm coverslips (Carl
Roth, Cat#KHX4.1) pre-coated with 0.01% poly-L-lysine (Sigma-
Aldrich, Cat#1707) in 12-well plates. After incubation, cells were
fixed in 2.5% glutaraldehyde (Sigma-Aldrich, Merck, Cal#G6257),
post-fixed in 1% osmium tetroxide {Polysciences Inc., Warrington,
Pennsylvania, USA, Cat#0223B-10), washed in purified water
critical point-dried using CO, treatment, and sputtered with gold
particles. The samples were analyzed using a Philips XL30
microscope (Amsterdam, Netherlands) at the Institute of
Anatomy and Cell Biology (JLU Giessen). Brightness and contrast
were processed in a standardized way using Image | software, Fiji 1s
Just Image] (FIJ1} version (70). The percentage of protrusion
positive cells was calculated for each primary monocyte donor,
using a cell range of 282 Lo 796 for human cells and 465 Lo 1871 for

Frontiers in Immunaology

10.3389/fimmu.2025.1683634

bovine cells. Cells were classified as protrusion positive by the
presence of filopodia and cytonemes.

Pappenheim staining

1 x 10° THP-1 cell-derived MO-, M1-, and M2-like
macrophages were either lefl untrealed or co-cultured with 4 x
1071 gondii tachyroiles in 8-well cell culture chambers for 4 h and
fixed with 4% formaldehyde (Carl Roth, Cat#CP10.4) diluted in PBS
for 15 min at R, Samples were gently washed three times with PBS.
For staining, the cells were treated with May-Griinwald’s eosine-
methylene blue solution (Sigma-Aldrich, Merck, Cat#1.01424) for
2 min, distilled water for 5 min, Giemsa's azur eosin methylene blue
solution (1:24, Sigma-Aldrich, Merck, Cat#1.09204) for 15 min,
distilled water for 10 min, and air dried at R1. Specimens were
documented using a Leica DM IL LED microscope equipped with a
Leica Flexcam C3 (Wetzlar, Germany). Brightness and contrast
were processed in a slandardized way using Image | sollware, FIJ1
version {70).

Transmission electron microscopy

1 x 107 M1-like macrophages were either left untreated or co-
cultured with 4 x 107 I gondii tachyzoites in an Eppendorf tube for
4 h and centrifuged (1000 x g, 10 min, RT). The cell pellet was fixed
in 2.5% glutaraldehyde and 1.5% formaldehyde diluted in 0.3 M 4-
(2-hydroxyethyl)piperazine-1-ethanesulfonic acid buller (HEPES,
pH 7.35, Sigma-Aldrich, Merck, Cat#H4034) and stored at 4 °C
according to Brinkmann et al., 2004 and Behrendt et al.,, 2008 {25,
71). The cell pellet was washed and post-fixed in 0.15 M HEPES
buffer containing 1% osmium Letroxide. Alter (horough washing in
distilled water, the samples were incubated overnight in 2% aqueous
uranyl acetate dihydrate (Merclk, Cat#8473) at RT, dehydrated in
ethanol (Sigma-Aldrich, Merck, Cat#32205-M), and embedded in
an epoxy resin using the Agar 100 Resin Kit (Agar Scientific, Issex,
UK Cat#AGR1031)}. Ultrathin sections were mounted on grids and
examined using a TEM Zeiss 902 (Oberkochem, Germany) at the
Institute of Anatomy and Cell Biology (/LU Giessen). Brightness
and contrast were processed in a standardized way using Image |
software, FIJI version (70).

Visualization of monocyte/macrophage
extracellular traps via conventional and
confocal immunofluorescence microscopy

15 x 10° primary human or bovine monocytes as well as
monocytic THP-1 cells or THP-1 cell-derived M0-, M1-, and M2-
like macmphages were either left untreated, co-cultured for 4 h with
6 x 10° T. gondii tachyzoites or stimulated with A23187 [5 uM]
(Sigma-Aldrich, Merck, Cat#C7522) or nigericin [0.5 uM] (sodium
sall, Sigma-Aldrich, Merck, Cat#N7143) on 15 mm coverslips (Carl
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Roth, Cat#P232.1) pre-coated with 0.01% poly-L-lysine in 12-well
plates, fixed in 4% formaldehyde diluted in PBS, and stored at 4°C
until further use. The fixed samples were washed three times with
PBS, blocked in blocking/permeabilization solution [PBS containing
3% BSA (Sigma-Aldrich, Merck, Cat¥A7906) and 0.3% 'riton X-100
(Sigma-Aldrich, Merck, Cat#T8787)] for 1 h at RT and reacted with
primary antibodies in blocking/permeabilization selution overnight
at 4 °C. Anti-histone antibodies {clone HI11-4, Sigma-Aldrich,
Merck, Cat#MAB3422) and anti-mveloperoxidase (MPO)
antibodies (Biorbyt, Cambridge, UK, Cat#orb16043) were used to
detect corresponding proteins on extruded METs. Alter three
washings with PBS, samples were incubated in a secondary
antibody blocking/permeabilization solution (Alexa Fluor 594 goat
anti-mouse IgG, InvilmgenIM‘ Thermo Fisher Scientific,
Cal#A11005) for 30 min at RT. Finally, the samples were washed
three times with PBS. Coverslips were mounted on microscope slides
(Glaswarenfabrik KarlHecht GmbH & Co. KG, Sondheim,
Germany, Cat#12100010) with Fluoromount-G™™ (InvitrogenTM,
Thermo Fisher Scientific, Cal#00-4959-52) Lo stain DNA with
4’ 6-diamidino-2-phenylindole {DAPI) and incubated for 48 h at
RT. To visualize METs, specimens were analyzed using an Olympus
IX81 microscope (Tokyo, Japan) equipped with an Excelitas X-Cite
120PC Q fluorescence illuminator (Pittsburgh, Pennsylvania, USA)
and an Olympus XM-10-R digital camera. Confocal microscopy was
performed using a Nikon Lclipse Ti2-A microscope (Tokyo, Japan)
equipped with a ReScan® confocal unit (RCM 1.1 Visible,
Confocalnl, Amsterdam, Netherlands). The confocal microscope
was equipped with a 50 pum pinhole, a Nikon motorized Z-stage
(DI1500), and a Toptica CLE laser (Graelelling, Germany) with the
following excitation modes: blue/1JAP1/405 nm, green/fluorescein-
S-isothiocyanate (FITC)/488 nm, and red/Alexalluor594/561 nm.
An Excelitas sCMOS® camera (PCO edge) was used for
documentation and the ins(rumenl was operated using NIS-
Elements software (version 5.11, Nikon). Z-series were displayed
as maximum z-projections and gamma, brightness and contrast
were processed in a standardized way using Image ] soflware, FIJ1
version (70).

Quantification of extracellular DNA

5x 10* primary human or bovine monocytes as well as 1 x 10°
monocytic THP-1 cells or THP-1 cell-derived M0-, M1-, and M2-
like macrophages were either lefl untreated, co-cultured for 4 h with
2x 10° or 4 x 10° 1. gondii tachyzoites or stimulated with A23187 |5
uM] or nigericin [0.5 pM] in 96-well plates (Greiner Bio-One,
Cat#655180). After incubation, Sytox Green [5 uM] (Invitrogenw,
Thermo Fisher Scientific, Cat#87020) was added to all samples to
stain extDNA followed by centrifugation (100 x g, 5 min, RT). The
supernatants were collected carefully o fresh 96-well plates and
measured at an excitation wavelength of 488 nm using a Clariostar
Plus plate reader and MARS data analysis software {version 4.20,
both BMG Labtech, Ortenberg, Germany).
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Quantification of nuclear area expansion
and MET positive cells

15 x 10° primary human or bovine monocytes as well as
monocylic THP-1 cells or THP-1 cell-derived M0-, M1-, and M2-
like macrophages were either left untreated, co-cultured for 4 b with
6x 10° 1. gondii tachyzoites or stimulated with A23187 [5 uM]| or
nigericin [0.5 pM] on 15 mm coverslips pre-coated with 0.01%
poly-L-lysine in 12-well plates, fixed in 4% formaldehyde in PBS,
and stored at 4 °C until further use. Fixed samples were washed
three times with PBS, blocked in blocking/permeabilization solution
for 1 h at RT, and washed three times with PBS. Coverslips were
mounted on microscope slides with Fluoromount G to stain
DNA with DAPI an incubated for 48 h at RT. Cell nuclei were
visualized using a Keyence BZ-X800 microscope (Osaka, Japan) and
measurements were performed using (he Keyence BZ-X800
analyzer software (version 1.1.24). The average nuclear area of
DAPI-stained DNA was calculated for each cell donor/passage
using a field of 5.290 x 3.968 mm. The percentage of MET
positive cells was determined by analyzing 1250 cells per
condition. Cells were classified as MET positive by the presence
of extracellular, fibre-like DNA structures oulside the cell area.

Measurement of cytokine release via ELISA

1 x 10° primary human or bovine monocytes as well as
monocytic THP-1 cells or THP-1 cell-derived M0-, M1-, and M2-
like macrophages were seeded inte 96-well plates. Cells were either
left untreated, co-cultured with 4 x 10° T. gondii tachyzoites in the
presence or absence of LPS [1 pg/ml| or treated with the known
chemical activators of MET release A23187 [5 uM] or nigericin [0.5
uM] for 4 h. To proof that the used cells responded with IL-1B
release to classical NLRP3 activation stimuli, cells were first primed
with LPS for 3.5 h followed by exposure for 40 min to 2'/3-0O-(4-
benzoylbenzoylladenosine-5'-triphosphate, tri{triethylammonium)
salt {BzA'TP) [200 pM]| {Jena Bioscience, Jena, Germany, Cal#NU-
1620) or nigericin [25 uM] in the absence of T. gondii tachyzoites.
Thereafter, the cells were centrifuged (500 x g, 8 min, 4 °C) and the
cell-free supernatants were collected and stored at -20 °C for further
use. 1L-1f and 1L-6 concentralions were measured in cell
supernatants using the human 11-1 beta/IL-1F2 DuoSet enzyme-
linked immunosorbent assay (ELISA; R&D Systems, Cat#¥DY201;
assay range: 3.9 — 250 pg/ml) and the human IL-6 DuoSet ELISA
(R&D Systems, Cal¥DY206; assay range: 9.4 — 600 pg/ml) or the
bovine IL-1 beta Uncoated ELISA Kit (Invitrogenm, Thermo Fisher
Scientific, Cat#ESS0027) and the bovine 1L-6 Uncoaled ELISA Kit
(lnvitmgenm, I'hermo Fisher Scientific, Cat#1ESS0029).

To estimate the proportion of dead primary human or bovine
monocytes as well as monocytic THP-1 cells or THP-1 cell-derived
MO-, M1-, and M2-like macrophages, lactate dehydrogenase (LDH)
activity was measured in the cell culture supernatants according to
the supplier’s instructions of the CytoTox 96% Non-Radioactive
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Cytotoxicity Assay {Promega, Madison, Wisconsin, USA;
Cat#(G1780) using a Epox:hrM Microplate Spectrophotometer
(BioTek Instruments, Inc, Vermont, USA). The LDH activities
determined in the cell-free supernalants are expressed as a
percentage of the total LDH activity of the lysed control cells.

Detection of monocytic TLR2, TLR4, CD11b
and F-actin by flow cytometry

5 x 10° primary human and bovine monocytes were lefLin plain
medium or ca-cultured for 4 b with 2 x 10° T. gondii tachyzoites in
cell culture Petri dishes (Sarstedt, Cat#83.3902.500) (primary
human monocytes) or in Eppendorf tubes {primary bovine
monocytes), and thereafier fixed in 0.7% formaldehyde (primary
human monocytes) or BD) Cytofix (Franklin Lakes, New Jersey,
USA, Cat#554722) (primary bovine monocytes). In case of primary
human monocytes, the samples were washed in PBS containing 2%
FCS and incubated for 10 min on ice with 10% heal-inactivated
human serum to block Fe-receptors. Samples were washed with PBS
containing 2% FCS and labelled with antibodies raised against
CD11b (1:30, ImmunoTeocls GmbH, Friesoythe, Germany,
Cal#21279116X3), TLR2 (1:19, BioLegend®, San Diego, USA,
Cat#309708) or TLR1 (1:10, BioLegend@', Cat#312806) according
Lo the manulacturer’s protocol. F-aclin was detected by phalloidin
coupled with Alexa 488 (ahcum®, Camhndgc, UK, Cat#abl76753).
The stained cells were washed twice in PBS containing 2% ICS,
centrifuged (1500 x g 7 min, 4°C), resuspended in 0.5 ml PBS
containing 2% FCS, and analyzed using a BD Aceuri! C6 flow
cytometer (B1) Biosciences, Heidelberg, Germany). In case of
primary bovine monocytes, the samples were washed in PBS
containing 1% BSA and labelled with antibodies raised against
CD11b (BD, Cat#553312), TLR2 (Bio-Rad Laboratories, Hercules,
California, USA, Cat#HCA152A647) or TLR4 (Bio-Rad
Laboratories, Cat# MCA2061A647) in a dilution of 1:100
according to the manufacturer’'s protocol. F-actin was detected by
phalloidin coupled with Alexa 488. The stained cells were washed in
PBS containing 1% BSA, centrifuged (600 x g 10 min, 4°C),
resuspended in 0.1 ml PBS containing 1% BSA, analyzed using a
BD Acecuri ™ C6 flow cytometer. In the cell/parasite suspension, no
discrimination between infected cells vs. uninfected cells was
performed. The gating strategy and fluorescence intensity profiles
for primary human and bovine monocytes are shown in
Supplementary Figure $2 and Supplementary Figure §3.

Statistical analyses

Data were presented as mean * standard deviation (SD) or
median = interquartile range (75" and 25™ percentiles) using
GraphPad Prism® (version 10.2.3, GraphPad Software, Boston,
Massachusetts, USA). Data analysis was performed using sas¥
statistical software (version 9.4, Statistical Analysis System
Institute, Cary, North Carolina, USA). For all experiments, the
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number (n) refers to independent experiments performed on
different days and different cell passages/blood domors. Outliers
were not excluded from the analyses. The statistical tests used for
individual data sels are indicated in the legends of the
respective figures.

Results

Differential microscopic analyses illustrate
activation of mononuclear phagocytes
within 4 h of exposure to T. gondii
tachyzoites

A panel of microscopic analyses was performed (o investigate
early responses of mononuclear phagocytes to 1. gondii tachyzoites.
To compare findings obtained from primary human and bovine
monocytes, the human monocytic THP-1 cell line was analyzed
in parallel.

In SEM analyses, primary untreated (control) human and
bovine monocytes revealed typical spherical shapes and surfaces
with little cytoplasmic spreading and rufiling (26, 72) (Figure 1A).

SEM images show that both primary human and bovine
monocytes exhibit morphelogical changes (e.g. protrusion) upon
exposure to the parasite, similar to those observed in other
mononuclear phagocytes (Figure 1A, Supplementary Figure 54)
(73 75). Compared with non-stimulated primary human and
bovine monocytes, T. gondii tachyzoites induced cytoplasmic
spreading, cell surface ruflling, formation of membrane
protrusions by filopodia and cytonemes, and MET formation. 'The
release of METs was accompanied by an extrusion of a large
amount of cell debris as well as parasite entrapment, thereby
probably corresponding to ‘suicidal METosis™ (Figure 1A).
Untreated monocytic ‘THP-1 cells presented a round-shaped and
loosely attached phenotype, while THP-1 cell-derived macrophages
had an irregular expanded surface and showed pronounced
adhesion capacity (Figure 1B). Bxposure to I. gondii tachyzoites
induced membrane protrusions, mainly consisting of filopodia
(Figure 1B). Similar results were found in Pappenheim-stained
THP-1 cell-derived macrophages (Supplementary Figure 55).

In addition, TEM analyses were performed and confirmed the
typical ultrastructure of THP-1 cell-derived macrophages (Figure 2)
(76). THP-1 cell-derived M1-like control macrophages exhibited an
ameboid shape and a large number of cyloplasmic granules, vesicles
and vacuoles (Figure 2A). 1. gondii exposure induced cell
protrusions (Figure 2B). Moreover, ET-like structures, which
contained and eventually trapped T. gondii tachyzoites, were
observed in juxtaposition to MI1-like macrophages (Figures 2B,
C). Besides, several intracellular T. gondii tachyzoites were found,
partially enclosed by a distinct membrane, resembling that of
phagolysosomes or parasitophorous vacuoles (PV) (Figure 2D).

Immunofluorescence microscopy illustrated filamentous
structures showing the co-localization of extDNA with classical
ET markers like histone and MPO and thereby conflirmed METs
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A Control + T. gondii tachyzoites

hMo

bMo

Control + T. gondii tachyzoites

Monocytic

M2-like MO M1-like MO MO-like MP

asma gondii tact s triggers phenotypic cl > IHP-1 cells and THP-
hages. Untrea ontrol) and p: ite-expo T. gondii tachyzoites) primary human (hMo) and bovine monocytes {bMo)
(A), monocytic THP-1 cells (monocytic) as well as THP-1 cell-derived MO-, M1-, and M2-like macrophages (M®) (B) were fixed after 4 h of co-
incubation with 7. gondii tachy tes {MOI 1:4) and an by scanning electron mic opy (SEM). Inleractions of cells with 7. gondii lachyzoiles

are indicated by white arrows. Representative pictures from n independe

ents are shown.

being released in response (o T. gondii tachyzoites from all, primary  positive cells, only minor tachyzoite-driven effects were detected
human and bovine monocytes, monocytic THP-1 cells, and THP-1 (Figures 3A, B). The weak or lack of a significant induction of
cell-derived macrophages (Figures 3A, B; Supplementary Figure S6;  parasite-driven METs indicated that MET release from primary

Supplementary Figures S7A, B). When quantifying % of MET  human and bovine monocytes as well as all kinds of THP-1 cells,

Frontiers in Immunology 08 frontiersin.org

95



Veroffentlichungen

Hanke et al. 10.3389/fimmu.2025.1683634

A
Cc

FIGURE 2

Exposure to loxoplasma gondii tachyzoite causes the release of El-like structures by M1-like macrophages. Untreated (A) and /. gondii tachyzoite-

exposed M1-like macrophages (MOI 1:4) (B-D) were fixed after 4 h of co-incubation and analyzed by transmission electron microscopy (TEM). The

black arrowheads points at regions that might correspond to extracellular trap release from M1-like macrophages (B, C). In addition, several T. gondii

lachyzoites were observed in intracellular position (D). Interactions of M1-like macrophages wilh T. gondii lachyzoiles are indicaled by black arrows.

n, nuclear: t, tachyzoite.

was a rare event (Figures 3A, B). Similar results were obtained by
using the MET inducers A23187 (5 uM, 4 h) and nigericin (0.5 pM,
4 h) (Supplementary Figures S8A, B) (20, 36).

In line with the fluorescence microscopic data, neither nuclear
area expansion (NAE) estimation (Supplementary Figure S9) nor
fluorometric determination and quantification of extDNA
(Figure 1) showed a tachyzoite-driven upregulation of METosis in
primary human and bovine monocytes, monocytic THP-1 cells, and
THP-1 cell-derived macrophages. As expected, stimulation with the
positive controls A23187 [5 uM] and nigericin [0.5 pM] (20, 36)
significantly induced extDNA release by monocytic THP-1 cells and
THP-1 cell-derived macrophages (p < 0.05; n = 5; Figures 4C-F).

Frontiers in Immunology

Effects of T. gondii tachyzoite exposure on
release of IL-1B and IL-6

Activation of mononuclear phagocytes by pathogens can lead to
the release of pro-inflammatory cytokines (13). Here, we
investigated if the early response of monocytes and macrophages
involves secretion of pro-inflammatory cytokines. To determine the
release of the pro-inflammatory cytokines IL-1B and 11-6 by
primary human monocytes, monocytic THP-1 cells, and THP-1
cell-derived M0-, M1-, and M2-like macrophages were exposed to
T. gondii tachyzoites in absence or presence of LPS (Figure 5). We
here focused on human mononuclear phagocyles, since commercial
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ELISAs for the bovine system did not produce plausible results and
were therefore discarded (data not shown). Untreated primary
human monocytes released low amounts of IL-1B ranging from <
3.9 to 7 pg/ml and IL-6 < 9.4 pg/ml (n = 6) (Figures 5A, B). Similar
results were found for untreated monocytic THP-1 cells with IL-1B
levels from < 3.9 pg/ml and 1L-6 [rom < 9.4 to 29 pg/ml (n = 9)

(Figures 5C, 12). 1" gondii tachyzoites enhanced the release of 11.-15
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(from < 3.9 to 98 pg/ml) and of 11.-6 {from < 9.4 to 406 pg/ml) by
primary human monocytes (p < 0.05; n = 6) (Figures 5A, B) but had
no effect on IL-1B and IL-6 secretion by monocytic THP-1 cells
(Figures 5C, D). Only in Ml-like macrophages, exposure to T.
gondii tachyzoites enhanced the release of IL-1P ranging from 13 to
125 pg/ml (p < 0.05 n = 6) but had no effect on IL-6 release
(Figures 5G, H).
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FIGURE 4

Extracellular DNA in supernatants from Toxoplasma gondii-exposed primary human and bovine menocyles, menccytic THP- cells and THP-1 cell-
derived macrophages. Supernatants of untreated {control) primary human (hMo) (&) and bovine monocytes (eMo) (B), monceytic 1HP-1 cells
imonocytic) (C) as well as |HP-1 cell-derived MO - (D), M1- (E), and M2-like macrophages (M) (F), i. gondii-exposed cells {1.g., MOI 1:4) or lrealed
cells wilh A23187 [5 pM] or nigericin [0.5 uM] were collecled aller 4 h of incubalion. Sylox Green was added Lo the supernalants, followed by
spectrophotometric analysis. Thi ount of extracellular DNA is indicated as relative fluorescence units (RFU) (n = 1 — 6). For both hMo and bMo,
controls were normalized to 100% and treatment values were adjusted accordingly to account for inter-donor d nces. The graphs show mean
with standard deviaticn (SD and p-values belew 0.05 (p < 0.05). Statistical analysis was performed by comparing T.g.-exposed, A23187- or nigericin-
treated cells fer primary menocytes using the Friedman test, followed by pairwise comparisens via the Wilcoxon signed-rank test, followed by the
Bonferroni correclion post-hoc pairwise comparison, and for all kinds of THP-1 cells using a lwo-way analysis of variance (ANOWYA) wilh residual
nermality sed to validate model assumptions, followad by the Bonferroni correction post-hoc pairwise comparison
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FIGURE 5

Release of interleukin {IL)-1B and IL-6 by Texoplasma gondif tachyzcite-exposed primary human monocytes, monocytic THP-1 cells and THP-1
cell-derived macrophages. Primary human monocytes (hivio) (A, B), monocytic THP-1 cells imonocytic) {(C, D) as well as THP-1 cell-derived MO-
(E, F), M1- (G, H). and M2-like macrophages (M®] (I, J) were left untreated (control), exposed to T. gondii tachyzoites (T.g., MOI 1:4) in the absence
or presence of LPS [1 pg/mi] or primed wilh LPS [1 ug/ml] alone for 4 h each in = 6 — 9). The concentlralions of IL-18 (A, C, E, G I} and IL-6

{B, D, F, H, J) were measured in cell cullure supermalanls by ELISA. The graphs show median wilh Lhe interquarlile range (75" and 25" percentiles)
and p-values below 0.05 (p = 0.05). Statistical analysis was performed by comparing 7.g.-exposed cells with controls or T.g.-exposed/LPS-treated
cells with LPS-treated cells using the Friedman test, followed by pairwise comparisons via the Wilcoxon signed-rank test.
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Interestingly, exposure to I. gondii tachyzoites induced additive
effects in LPS-primed cells, While LPS-primed primary human
monocytes released IL-1f ranging from 46 to 996 pg/ml and IL-6
ranging (rom 11 (o 331 pg/ml, T. gondii tachyzoiles exposure increased
11.-1P release (from 105 to 2087 pg/ml) and 11.-6 {from 413 to 2772 pg/
ml) (p < 0.05; n = 6) (Figures 5A, B). Similarly, the LP8-induced release
of IL-1B by THP-1 cell-derived macrophages (MO-like: ranging from 8
Lo 30 pg/ml; M1-like: ranging from 105 (o 305 pg/ml; M2-like: ranging
from < 3.9 Lo 8 pg/ml} was increased by tachyzoites exposure with the
highest levels detected in supernatants of M1-like macrophages
(ranging from 1536 (o 329 pg/ml; p < 0,05 n = 6) (Figures 55, G, 1)
Interestingly, no impact of T. gondii tachyzoites exposure was detected
on LPS-induced 1L-6 release by MO- and M1l-like macrophages
(Figures 5F, H). A moderate increase of 1L-6 release was detected in
LPS-primed monocytic THP-1 cells (ranging from < 9.4 10 26 pg/ml; p
< 0.05 n = 9) (Figure 51}, whereas a diminished [1-6 secretion was
detected in LPS-primed M2-like macrophages (p < 0.05 n = 6)
(Figure 5]). Of note, the parasite-driven enhancement of IL-1P
release was not due to monocyle or macrophage cell death since
LIDH values remained low {< 10% increase) in all experimental settings
(n=6 - 9) Supplementary Table §1).

To prove that the used cells responded with IL-15 release to
clagsical NLRP3 activation, stimuli BzATP [200 pM] or nigericin
[25 uM] were used as positive controls. For this purpese, the cells
were first primed with LPS for 3.5 h followed by exposure for
40 min to BzA'IP [200 uM] or nigericin |25 uM). As expected {77),
all tested human mononuclear phagocytes responded with an
increased release of IL-1B with the highest levels detected in
supernatants of Ml-like macrophages {ranging from 427.0 (o
2899.0 pg/ml; n = 6) (Supplementary Table 52). In addition, we
tested the effects of the MET inducers A23187 [1 pM] and nigericin
[0.5 uM] after 4 h of incubation (Supplementary Table 52). Of note,
high values of cell death were estimated in the presence of A23187
and nigericin with a maximum of 80% cell death in MI-like
macrophages treated with A23187 (Supplementary Table $2).

Taken together, the current data suggest that exposure Lo 1
gondii tachyzoites activates primary human monocytes and fosters
the release of pro-inflaimmatory cytokines. We found subtype-
specific differences in the THP-1 cells, with THP-1 cell-derived
M0- and MI-like macrophages as responding cells to 1. gondii

tachyzoites exposure.

Tachyzoite exposure does not affect TLR2,
TLR4, F-actin, and CD11b expression in
primary human and bovine monocytes

Tt was shown before, that TLR2 and TLR4 expression on
bovine neutrophils increased when confronted with the
apicomplexan parasite Eimeria bovis (78). In addition, T. gondii-
derived GPI proteins showed 'I'NF-oo production dependent on
TLR2 and TLR4 on mice macrophages (79). Thus,
evaluated the changes in TLR2 and TLR4 in primary human- and

we here

bovine monocyles exposed o T. gondii tachyzoites for 4 h. The
results showed no significant differences (p = 0.05, n = 4 - 6) when
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compared with the unexposed controls (Supplementary Figure
S10). In addition, the cellular membrane expression of CD11b
and F-actin polymerization, known factors involved in parasite
phagocytosis and immune cell migration was analyzed (80). In the
context of primary human and bovine monocyte activation by 1.
gondii exposure no significant changes were observed between the
unexposed and the T. gondii-exposed cells (p > 0.05 n = 4 - 6)
(Supplementary Figure $10).

Discussion

In the present study, we focused on early immune responses of
human and bovine mononuclear phagocytes against vital T. gondii
tachyzoites on the level of morphological changes, MET release,
pro-inflammatory cytokine secretion and surface receptor
expression. In addition to freshly isolated primary human and
bovine monocytes, we used monocytic THP-1 cells and THP-1
cell-derived macrophages, that are widely used in research and
represent well-accepted in vitre models for human mononuclear
phagocytes (30, 32). Despite the critical role of monocytes and
macrophages in early innate reactions, investigation on monocyte-
derived immune response against prolozoan and melazoan
parasites is still an understudied topic in both human and
veterinary medicine. Thus, their role in the context of
toxoplasmosis remains unclear (81). Of note, one report on I
gondii tachyzoite-driven MET formation in harbour seal (Phoca
vituling) exists (18).

Exposure o T. gondii lachyzoiles induced morphological
changes in investigated monocytes and macrophages, including
cytoplasmic spreading, cell surface ruffling, and the formation of
membrane protrusions by filopodia and cytonemes, as well as
MET [ormation.

These findings are in line with previous research showing that
T gondii infection triggers significant morphological and functional
changes in various mononuclear phagocytes. Across different cell
types, including dendritic cells, microglia, and macrophages,
tachyzoite invasion consistently induces rapid cytoskeletal
remodeling, characterized by podosome loss, cytoplasmic
spreading, and the formation of membrane protrusions, which
collectively contribute to a hypermigratory phenotype (73 75).
The parasite effector TgWIP has been identified as a central
mediator of these processes by modulating host cell migration
(82), suggesting a conserved stralegy by which 1. gondii
manipulates host immune cell behavior.

Like NETosis (83}, the ability of primary monacytes to release
METs in response to a variety of stimuli is a well-established effector
mechanism (18-21, 23, 24, 26, 27, 29). As key players in the
immune defense against toxoplasmosis, macrophages influence
the hosts ability o control the infection through their functional
polarization {54, 84, 85). ME'|' formation was ﬂraady reported for
monocytic THP-1 ¢ells and THP-1 cell-derived MO-, and M1-like
macrophages in response to a range of different stimuli eg.
chemicals, parasite and bacteria {17, 34-11). This is in principle
in line with our findings in microscopic analyses (SEM, T'EM, and
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Pappenheim-staining), where amorphous extracellular material was
associated with T. gondii tachyzoiles exposure, eventually
corresponding to MET formation. However, the nuclear
membranes of T. gondii-exposed M1-like macrophages remained
intact, suggesting that MET formation did not occur in the majority
of these cells (86, 87). THP-1 cell-derived macrophages are capable
of phagocytosis (30, 88-91) and we found beside extracellular
presence, several tachyzoites also intracellularly in M1-like
macrophages. However, our analyses cannot distinguish between
phagocytosis and active tachyzoite infection. In future studies heat-
inactivated T. gondii tachyzoites could be useful to further
clarify this.

To unambiguously identify MET formation, we stained
extracellular structures in immune cell-parasite co-cultures for
classical ET markers e.g. DNA, histones and MPO. For positive
controls, the ET-inducing stimulants A23187 and nigericin (20, 36)
were used. Immunostaining experiments confirmed the presence of
MET positive cells but in contrast to previous findings (20), this was
an extremely rare event, even when the known MET inducers
A23187 or nigericin were used as positive controls. By using
another established spectrofluorometric method for measuring
extDNA in cell culture supernatants (92), exposure to T. gondii
showed no changes in all tested cells. Furthermore, A23187
treatment resulted in elevated levels of cell death, as indicated by
increased LDH activity in the corresponding cell-free supernatants.
Consequently, it is not possible to clearly distinguish between the
effects attributable to MET formation and those resulting from cell
death. In this context, Matsubara et al., 1994 have shown in six
human leukemia cell lines that exposure to A23187 [1 uM] induced
cell apoptosis within 3 h (93), indicating that at least A23187 should
be used as a positive control for MET formation with caution. We
and others (20, 24, 36) used even higher concentrations and a longer
exposure time. To further substantiate our findings, we next
measured NAE, an established method to estimate the very early
phase of ETosis (61, 94). Again, neither T. gondii exposure nor
stimulation with A23187 or nigericin enhanced NAE and, thus, no
significant induction of METosis was quantifiable.

In summary, our findings indicate that MET formation is a
rather rare event and therefore most probably of minor importance
in the early response of mononuclear phagocytes to T. gondii
tachyzoites. Obviously, these data underline immune cell type-
specific responses, since T. gondii tachyzoites were recently
proven as potent ET inducers in primary neutrophils of human,
bovine, murine, cat, dog, sheep, goat, bottlenose dolphin, and
harbour seal origin (18, 87, 95-99).

As mentioned above, the role of 1L-1B and IL-6 in T. gondii-
driven immune responses is controversial. In previous reports, the
exposure of primary human monocytes to T. gondii tachyzoites after
4, 16 and 24 h induced the release of 1L-1B (53, 55, 57, 58) but not of
1L-6 (59). T. gondii tachyzoite-induced release of IL-1B (53, 55, 64) or
IL-6 (62, 63) after 4, 8, 12, 24 h by monocytic THP-1 cells and THP-1
cell-derived MO-like macrophages was consistently demonstrated.

To gain further insights into monocyte- and macrophage-
mediated immune responses during early T. gondii infection, we
next examined the release of IL-1B and 1L-6. In addition to primary
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human monocytes, we performed experiments on the THP-1 cell
line, allowing controlled culture and treatment conditions. In line
with previous studies (53, 55, 62-64), we found that exposure to T.
gondii tachyzoites activates human mononuclear phagocytes and
fosters the release of pro-inflammatory cytokines. Importantly, we
found differences within the THP-1 cell subtypes. The THP-1 cell-
derived M1-like macrophages reacted by an increased release of 1L-
1B following exposure to T. gondii, and this effect was enhanced
by addition of LPS. These data might indicate that parasite
phagocytosis may result in a more pronounced cytokine response
in M1-like macrophages, which is in accordance to previous studies
(100, 101). In LPS-primed M2-like macrophages, a subtle but
statistically significant decrease in IL-6 release was observed. A
similar effect was described before for LPS-primed MO-like
macrophages after stimulation with T. gondii lysate (102).
Moreover, Salazar Gonzalez et al, 2014 showed that T. gnndii
profilin induced the release of IL-6 by primary human monocytes
(61). A possible explanation for the contrasting findings could be
the different experiment conditions (e.g. exposure times and MOI)
used in different studies.

In line with previous studies (64, 98), here, we investigated the
early responses of mononuclear phagocytes after 4 h of parasite
exposure applying MOI of 1:4. Other studies observed an
increased release of 1L-1B by monocytic THP-1 cells after 12 h
(MOI 1:2) and 18 h (MOI 1:3) (53, 55) or by M0-like macrophages
after 4 h (MOI 1:10) (64) exposure Lo the parasite. The use of
different parasite strains is not expected to account for these
differences, as the same T. gondii RH strain was used (55, 64).
Investigating higher MOIs in combination with variable exposure
times could, however, in future studies pmvide more
comprehensive insight into innate host responses. As mentioned
before, the release of 1L-1f typically requires a priming phase {to
induce pro-1L-1B expression) followed by a second stimulus
(DAMPs, PAMPs) for cleavage and release of the mature 1L-1B
(42-45). This could be an explanation for the observed enhanced
IL-1P release in LPS-primed M1-like macrophages. Studies using
longer exposure times (53, 55) or higher infection rates (64) might
favor the release of other DAMPs, which eventually results in
activated 1L-1f secretion. Contamination of mononuclear
phagocytes with LPS or damage-induced priming during the
isolation process of primary cells might also pre-activate
mononuclear phagocytes (103) and, thus, result in differences in
their sensitivity to T. gondii tachyzoites. To validate the
immunological activity of mononuclear phagocytes, we here
included control experiments that assessed their responsiveness to
well-characterized stimuli. By priming cells with LPS and
subsequently treating them with a second stimulus (BzATP or
nigericin), we induced cytokine secretion and evaluated the
functional capacity of the cells. One of the key control
experiments involved the use of the P2X7 receptor agonist BzATP
and the pore-forming reagent nigericin to induce NLRP3
inflaimmasome activation. The NLRP3 inflammasome is a multi-
protein complex that plays a crucial role in the innate immune
response by promoting the maturation and secretion of pro-
inflammatory cytokines, such as IL-1B (104). Activation of the
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NLRP3 inflammasome requires two signals: a priming signal,
typically provided by PRRs agonists like LPS, and a second signal,
which can be delivered by various DAMPs or PAMPs (412-45).
BzATP, a stable adenosine triphosphate (ATP) analog, acts as an
agonist for the P2X7 receplor, which is known o mediate NLRP3
inflammasome activation through potassium efflux (105}.
Nigericin, on the other hand, is a potassium ionophore that
disrupts intracellular potassium homeostasis, leading (0 NLRP3
inflammasome assembly and activation {106). In current control
experiments, both BzATP and nigericin reliably induced NLRP3
inflammasome-dependent 1L-1B release, demonstrating the
functional integrity of the mononuclear phagocytes used in our
study. The successful induction of IL-1B secretion by LPS and
BzATP thereby confirmed the immunological activity of the cells
and the validity of the current experimental approach. Furthermore,
in all experiments LIXH levels were determined to test for cell death.

TLR2 and TLR4 were both shown to be involved in the immune
response against T. gondii. While TLR2 was shown (o recognize the
parasitic surface profilin or GPl proteins and stimalating the
production of 1L-12, TLR4 rather plays a supportive role,
especially at high infectious doses, as summarized for several
mouse models (17, 48, 79). We further determined the expression
levels of F-actin and CD11b. F-actin is part of the cytoskeleton and
known to be involved in phagocytosis (106). CD11b plays a critical
role in the migration and adhesion of immune cells, including
monocytes (80). In 1. gondii-infected primary human monocytes, a
significant increase in the expression of CD11b in the high-affinity
form of macrophage-1 antigen (Mac-1) was observed, which
promotes increased crawling distance and (ransmigration across
endothelial barriers, thus supporting the spread of the parasite in
the host {§0). In the current study, we did, however, not find any
effects of T. gondii tachyzoite exposure on TLR2, TLR4, F-actin or
CD11b expression by primary human and bovine monocyles.
However, the lack of distinction between infecled and uninfected
cells complicates the interpretation of surface marker expression
and represents a limitation of this swudy.

Talken together, we here characterized the early innate immune
responses of human and bovine mononuclear phagocytes to vital T.
gondii tachyzoites, providing valuable insights into the initial
interactions between this zoonotic parasite and professional
phagocytes. Our findings demonstrate that exposure to 1. gondii
tachyzoites very early activates monocytes and macrophages,
leading to the release of pro-inflammatory cytokines IL-1B and
1L-6, particularly when co-stimulated with LPS. This cylokine
response appeared more important than the formation of METSs,
which was ohserved as a rare event. The absence of significant
changes in the expression of key markers (TLR2, TLR4, F-actin, and
CD11b} by primary monocytes upon exposure to T. gondii suggests
that the early immune response is primarily mediated through
cylokine secretion rather than by changes on cell surface receplor
expression or cytoskeletal rearrangements. These results highlight
the importance of cytokine signaling in the early innate immune
response to T. gondii and provide a foundation for further
investigations into the molecular mechanisms underlying this
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response. Future studies should focus on elucidating the signaling
pathways involved in cytokine production and exploring the
potential therapeutic targeting of these pathways to modulate the
immune response against T. gordii infection. Further studies using
standardized methods are needed to clarify the role of METs in
advanced toxoplasmosis and their possible contribution to
immune-related tissue damage in vive, as reported for
NET extrusion.
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Supplementary Figure S1: Purity of isolated primary bovine monocytes.

Primary bovine monocytes (bMo) were fixed after adherence selection and stained for DNA {(DAPI,
blue) and with fluorescently labelled antibody to CD172a (red). DNA-stained and CD172a' cells were
counted (n = 3 animals) and expressed as the percentage of all cells. The graph shows the mean with
standard deviation (SD).
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Supplementary Figure S2: Detailed gating strategy and fluorescence intensity for flow cytometry

analysis of primary human monocytes (hMo).
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Representative images of the gating strategy for primary hMo pre- and post-selection using

immunomagnetic human CD14 microbeads in untreated (control) (A) and 7. gowdii tachyzoite-
The lower panels show representative images of the

exposed (7. gondii, MOL 1:4) cells (B).

flucrescence intensities of the used markers (F-actin (phalloidin, PH), Toll-like receptor (TLR) 2,

TLR4 and CDI11b) in control (C) and 7. gondii-exposed cells (D). These that complement

Supplementary Figure S10.
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Supplementary Figure S3: Detailed gating strategy and fluorescence intensity for flow cytometry
analysis of primary bovine monocytes (bMo).

Representative images of the gating strategy for primary bMo in untreated (control) (A) and 7. gondii
tachyzoite-exposed (7. gondii, MOI 1:4) cells (B). The lower panels show representative images of the
fluorescence intensities of the used markers F-actin (phalloidin), Toll-like receptor (TLR) 2, TLR4 and

CD11b in untreated (C) and 7. gondii-exposed cells (D). These data complement Supplementary
Figure S10.
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Supplementary Figure S4: Formation of cell protrusion (cytonemes, filopodia) in primary
human and bovine monocytes exposed to Toxoplasma gondii tachyzoites.

Untreated (control) and parasite-exposed [4 h of co-incubation with 7. gondii tachyzoites (MOI 1:4)]
primary human (hMo) (A—C) and bovine monocytes (bMo) (D-E) were fixed after incubation and
analyzed by scanning electron microscopy (SEM). Percentage of protrusion positive cells was
determined from 5 — 10 overview images per condition (n = 3). Representative images of control and
parasite-exposed cells with transparent boxes highlighting the counted structures (A,D), magnified
crop examples of the transparent boxes with white arrows pointing to the protrusions (B,E), and mean
percentage of protrusion positive cells and standard deviation (SD) (C,F) are shown. This
Supplementary Figure S4 complements Figure 1 in the main manuscript.
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Supplementary Figure S5: Interaction of THP-1 cell-derived macrophages with Toxoplasma
gondii tachyzoites.

Untreated (control) and parasite-exposed THP-1 cell-derived MO-, M1-, and M2-like macrophages
(M®) were fixed after 4 h of co-incubation with 7. gondii tachyzoites (+ 7. gondii tachyzoites, MOI
1:4), stained by the Pappenheim method, and analysed by light microscopy. Interactions of THP-1 cell-
derived macrophages with 7. gondii tachyzoites are indicated by black arrows. Representative pictures
from n = 3 independent experiments are shown.
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Supplementary Figure S6: Cropped and magnified images of the arrow-marked parasite-
induced METs from Figure 3, showing individual and merged immunofluorescence channels.

Parasite-exposed primary human (hMo) and bovine monocytes (bMo) (A), monocytic THP-1 cells
(monocytic) and THP-1 cell-derived MO-, M1-, and M2-like macrophages (M®) (B) were fixed after
4 h of co-incubation with 7. gondii tachyzoites (MOl 1:4) and stained for DNA (DAPI, blue) and
histone (red). Extracellular trap structure is shown in individual channels (DAPI, Histone); co-
localization of DNA and histone in merged images (Merge) confirms monocyte/macrophage
extracellular trap (MET) formation. This Supplementary Figure S6 complements Figure 3 in the main
manuscript.
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Supplementary Figure S7 (A): Extracellular trap marker detection in co-culture of Toxoplasma
gondii tachyzoites with monocytic THP-1 cells and THP-1 cell-derived macrophages.

Untreated (control) and parasite-exposed monocytic THP-1 cells (monocytic) and THP-1 cell-derived
MO-, M1-, and M2-like macrophages (M®) were fixed after 4 h of co-incubation with 7. gondii
tachyzoites (+ 1. gondii tachyzoites, MOI 1:4) and stained for DNA (blue), histone (red), and
myeloperoxidase (MPO, green). Extracellular traps, characterized by the co-localization of DNA,
histone and MPO, are indicated by transparent boxes and magnified in the pictures shown on the right
side. Representative pictures from n = 3 independent experiments are shown.
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Supplementary Figure S7 (B): Cropped and magnified images of the transparent boxes marked
parasite-induced extracellular traps from Supplementary Figure S7A, showing individual and
merged immunofluorescence channels.

Parasite-exposed monocytic THP-1 cells (monocytic) and THP-1 cell-derived MO-, M1-, and M2-like
macrophages (M®) were fixed after 4 h of co-incubation with 7. gondii tachyzoites (MOI 1:4) and
stained for DNA (DAPI, blue), histone (red), and myeloperoxidase (green). Extracellular trap structure
is shown in individual channels (DAPI, Histone, myeloperoxidase); co-localization of DNA, histone
and myeloperoxidase in merged images (Merge) confirms monocyte/macrophage extracellular trap
(MET) formation.
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Supplementary Figure S8 (A): Extracellular trap marker detection in A23187- or nigericin-
stimulated primary human and bovine monocytes, monocytic THP-1 cells and THP-1 cell-
derived macrophages.

Primary human (hMo) and bovine monocytes (bMo) (A), monocytic THP-1 cells (monocytic) as well
as THP-1 cell-derived MO-, M1-, and M2-like macrophages (M®) (B) were left untreated (control) or
stimulated with A23187 [5 pM] (+ A23187) or nigericin [0.5uM] (+ nigericin). The cells were fixed
after 4 h of incubation and stained for DNA (blue) and histone (red). Extracellular traps, which are
characterized by the co-localization of DNA and histones, are indicated by white arrows. Percentage
of monocyte/macrophage extracellular trap (MET) positive cells was determined (n = 4 — 5). The
graphs show mean with standard deviation (SD). Statistical analysis was performed by comparing
A23187/nigericin-treated cells with controls using the non-parametric Wilcoxon signed-rank test; no
p-values below p < 0.05 were observed.
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Supplementary Figure S8 (B): Cropped, magnified images from Supplementary Figure S8A
displaying A23187- or nigericin-induced extracellular traps, with individual and merged
immunofluorescence channels.

A23187 [S uM]-treated primary human and bovine monocytes (A) and nigericin [0.5 pM]- treated
monocytic THP-1 cells (monocytic) and THP-1 cell-derived MO-, M1-, and M2-like macrophages
(M®) (B) were fixed after 4 h of incubation and stained for DNA (DAPI, blue) and histone (red).
Extracellular trap structure is shown in individual channels (DAPI, Histone); co-localization of DNA
and histone in merged images (Merge).
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Supplementary Figure S9: Nuclear expansion of Toxoplasma gondii-exposed primary human and
bovine monocytes, monocytic THP-1 cells and THP-1 cell-derived macrophages.

Primary human (hMo) (A) and bovine monocytes (hMo) (B), monocytic THP-1 cells (monacytic) (C)
as well as THP-1 cell-derived MO- (D), M1- (E), and M2-like macrophages (M®) (F) were left
untreated (control), exposed to 7. gondii tachyzoites (7'g., MOI 1:4) or treated with A23187 [5 uM] or
nigericin [0.5 pM]. The cells were fixed after 4 h of incubation and stained for DNA. Nuclear expansion
was calculated as the average of the DNA area per cell (n = 4 — 5). The graphs show the mean with
standard deviation (SD). Statistical analysis was performed by comparing 7.g.-exposed, A23187-
treated or nigericin-treated cells, in each case compared to controls, using a two-way analysis of
variance (ANOVA) with residual normality assessed to validate model assumptions, followed by the
Bonferroni correction post-hoc pairwise comparison; no p-values p < 0.05 were observed.
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Supplementary Figure S10: Expression of F-actin, CD11b, Toll-like receptor (TLR) 2, and TLR4
by primary human and bovine monocytes.

Primary human (hMo) (A — D) and bovine monocytes (bMo) (E — H) were left untreated (control) or
exposed to Toxoplasma gondii tachyzoites (1'g., MOI 1:4) for 4 h each (n =4 — 6). The expression of
was analyzed using flow cytometry and is given as mean fluorescence intensity (MFI). The graphs
show the mean with standard deviation (SD). Statistical analysis was performed by comparing I.g.-
exposed cells with controls using the non-parametric Wilcoxon signed-rank test; no p-values below p
<0.05 were observed.
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Supplementary Table S1: Estimation of cell death of primary human monocytes, monocytic
THP-1 cells and THP-1 cell-derived macrophages.

Figure Cells, treatment Cfn"e:iﬂihsll';"l n
Figure 5AB hMo, - 241 6
hMo, 7.g. 4+2 6

hMo, LPS 546 6

hMo, LPS, T'g. 3+2 6

Figure 5C,D Monocytic, - 2+2 9
Monocytic, 7ig. 32 9

Monocytic, LPS 1+1 9

Monocytic, LPS, I'g. 241 9

Figure SE.F MO-like M®, - 543 6
MO-like M®, T'g. 5+4 6

MO-like M®, LP§ 4+3 6

MO-like M®, LPS, 7'g. 5+4 6

Figure SGH | M1-like M®, - T£6 6
MIl-like M®d, T g. 9+7 6

Mi-like M®, LP§ 5+5 6

MI-like Md LPS T'g 543 6

Figure 51J M2-like M, - 85 6
M2-like MD, 1'g. §+5 6

M2-like M®, LPS 6+4 6

M2-like M®, LPS, 7. 543 6

Primary human monocytes (hMo), monocytic THP-1 cells {(monocytic) as well as THP-1 cell-derived
MO-, M1-, and M2-like macrophages (M®) were left untreated (-}, exposed to I. gondii tachyzoites
(7'g., MOI 1:4) or primed with lipopolysaccharide (LPS) [1 pg/ml] for 4 h each (n =6 — 9). The cell
death via lactate dehydrogenase (LDH) activity was quantified in cell culture supernatants. These data
complement the experiments shown in Figure 5.
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Supplementary Table S2: Measurements of the cytokines interleukin (IL)-1f and IL-6 as well as
estimation of cell death in cell culture supernatants of primary human monecytes, monocytic
THP-1 cells and THP-1 cell-derived macrophages.

0,
Cells treatment “memnasd | moanssd | memssd
hMo, - 23, n=6 0+x0,n=06 2+1,n=5
hMo, A23187 3458 n=6 0+0,n=6 26+ 15, n=5
hMo, LPS, BzATP 6994+ 3682, n=0 1209+ 497 n=6 1+0,n=35
hMo, LPS, nigericin” 7136+ 4756, n=6 450+261,n=6 13+£10,n=2
Monocytic, - 1£1,n=9 8+11,n=9 2+2,n=9
Monocytic, A23187 4+2 n=9 9+12, n=9 40+27 n=9
Monocytic, nigericin” 2+1,n=9 5+6,n=9 29+39. n=06
Monocytic, LPS, BZATP 55+56,n=9 11+£11,n=9 2+3, n=9
Monocytic, LPS, nigericin” 74+94. n=9 11+11,n=9 78+£23,n=3
MO-like M, - 3£2.n=06 5+£4,n=6 5£3,n=6
MO-like MD, A23187 7+2,n=6 545 n=06 67+24,n=6
MO-like M, nigericin” 4+1,n=6 4+£3,n=06 18+ 13,n=3
MO-like, LPS M®, BzATP 91+£46,n=0 329+ 67.n=6 3£3.,n=6
MO-like M, LPS, nigericin® 452414, n=6 138+ 121,n=6 40429 n=3
Ml-like MD, - 104+34, n=6 8+6,n=06 7+6,n=6
Ml-like MD, A23187 671=110,n=6 11+8,n=6 80+26,n=6
MI1-like M®D, nigericin* 270+ 111, n=6 8+6,n=6 27+24,n=3
Ml-like Md, LPS, BZATP 1171 +414,n=6 649+ 128, n=6 9+8,n=6
M1-like M, LPS, nigericin® 1746 £ 978, n=6 366+ 318, n=6 34+£24 n=3
M2-like MO, - 3+2.n=6 7+6,n=0 8+5 n=6
M2-like M®D, A23187 9+3 n=6 7£6,n=06 60+36,n=6
M2-like M®D, nigericin* 5£2,n=0 7+4,n=0 16+11,n=3
M2-like M®, LPS, BZATP 64=51,n=6 150£58,n=6 6+3.n=6
M2-like M@, LPS, niger‘icin‘d‘ 142+ 111, n=06 78+ 58, n=6 17+15,n=3

Primary human monocytes (hMo), monocytic THP-1 cells {(monocytic) as well as THP-1 cell-derived
MO-, M1-, and M2-like macrophages (M®) were left untreated (-), treated with A23187 [5 uM] or
nigericin [0.5 uM] (") for 4 h, or primed with lipopolysaccharide (LPS) [1 pg/ml] for 3.5 h followed
by treatment with 2'/3'-O-(4-benzoylbenzoyl)adenosine-5'-triphosphate, tri(triethylammonium} salt
(BzATP) [200 uM] or nigericin [25 uM] (*) for 40 min each (n = 6 — 9). The concentrations of TL-1f3
and TL-6 were measured in cell culture supernatants via ELISA. Cell death was estimated via
measurement of the release of lactate dehydrogenase (LDH) into the cell culture medium. These data
complement the experiments shown in Figure 5.
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Unveroffentlichte Untersuchungen

D. UNVEROFFENTLICHTE UNTERSUCHUNGEN

1. Untersuchung zum Stoffwechselprofil der monozytiren
THP-1-Zellen sowie der THP-1-M0-, M1- und M2-Makrophagen nach

Konfrontation mit 7. gondii-Tachyzoiten

1.1 Material und Methoden

Die im Folgenden beschriebenen Methoden, einschlieBlich der Zellkultur bzw.
Tachyzoiten-Kultur, der Versuchsdurchfiihrung und der Datenanalyse, wurden wie im
Kapitel ,,Materials and Methods* der PublikationenI und II (vgl. Kapitel C)
beschrieben, durchgefiihrt [229,230]. Die statistische Analyse der erhobenen Daten
erfolgte mit der SAS® Statistik Software (Version 9.4, SAS® Statistical Analysis System
Institute, Cary, North Carolina, USA) in der Arbeitsgruppe Biomathematik und
Datenverarbeitung  des  Fachbereichs  Veterindrmedizin  der  JLU GieBBen
(Frau PD Dr. Kathrin Biittner und Herr Andreas Schaubmar). Die Grafiken wurden mit
der Software GraphPad Prism® (Version 10.2.3, GraphPad Software, Boston,
Massachusetts, USA) erstellt.

1.1.1. THP-1-Zellkultur sowie Differenzierung und Polarisierung zu

THP-1-M0-, M1- und M2-Makrophagen

Zur Stammhaltung wurden monozytire THP-1-Zellen (engl. = Tohoku Hospital
Pediatrics-1; Leibniz-Institut, Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und
Zellkulturen [DSMZ], Braunschweig, Deutschland, Katalognummer [Kat.-Nr.] ACC 16)
in T-75-Zellkulturflaschen (Sarstedt, Niimbrecht, Deutschland, Kat.-Nr. 83.3911.002)
mit Ndhrmedium I (vgl. Tabelle 1) fiir 5 Tage ohne Differenzierungsfaktoren bei 37 °C
und 5 % Kohlenstoffdioxid (CO.) kultiviert (Abb. 8).
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Abb. 8: Schematische Darstellung der Kultivierung, Differenzierung und Polarisierung von
THP-1-Zellen.

Monozytire THP-1-Zellen, welche in THP-1-M0O-, M1- und M2-dhnliche Makrophagen
(MO/M1/M2-Makrophagen) differenziert werden sollten, wurden am Tag 1 unter Zusatz von
Phorbol-Myristat-Acetat (PMA) in das Nahrmedium auspassagiert und am darauffolgenden Tag
mit frischem Néhrmedium gewaschen (Tag2), gefolgt von einer Ruhephase ohne weitere
Stimulation zur Ausreifung zu nicht-polarisierten THP-1-M0-Makrophagen. Am Tag 3 wurden
die Zellen entweder fiir 48 Stunden unter Erhalt des M0O-Phénotyps ohne weitere Stimulation
kultiviert oder fiir 48 Stunden durch Stimulation mit Lipopolysaccharid (LPS) und Interferon-y
(IFN-y) in THP-1-M1-Makrophagen bzw. unter Verwendung von Interleukin (IL)-4 und IL-13 in
THP-1-M2-Makrophagen polarisiert. Monozytire THP-1-Zellen wurden von Tag 1-Tag 5
kontinuierlich bei 37 °C und 5 % Kohlenstoffdioxid (CO:) ohne Differenzierungsfaktoren
kultiviert (Tag 1-5) (erstellt mit BioRender).

Fiir die Differenzierung und Polarisierung wurden in 12-Well-Platten (Greiner Bio-One,
Kremsmiinster, Osterreich, Kat.-Nr. 655180) die geplanten Differenzierungsansitze
entsprechende Anzahl von Wells mit je 3 x 10° monozytéiren THP-1-Zellen pro Well in
je  1ml NiahrmediumI, supplementiert mit 50nM Phorbol-Myristat-Acetat
(PMA; Thermo Fisher Scientific, Kat.-Nr. P1585), gemél einem zuvor modifizierten
Differenzierungsprotokoll (Abb. 8) [11,32,33], ausgesit. Nach 24 Stunden wurde das
Néhrmedium I mit PMA mit frischem Néahrmedium I ausgetauscht. Nach weiteren
24 Stunden waren die Zellen zu adhédrenten THP-1-MO-dhnlichen Makrophagen
(THP-1-MO0-Makrophagen) differenziert. Die Polarisierung erfolgte im Anschluss gemif3
einem zuvor modifizierten Protokoll fiir THP-1-M1- und M2-Makrophagen [11,32,33]:
Die M1-Polarisierung erfolgte durch eine 48-stiindige Kultivierung in Ndhrmedium I,
supplementiert mit 10 ng/ml Lipopolysaccharid (LPS; E. coli O111:B4, Sigma-Aldrich,
Merck, Kat.-Nr. L.2630) und 10 ng/ml Interferon-y (IFN-y; R&D Systems, Minneapolis,
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USA, Kat.-Nr. 285-IF). Fiir die M2-Polarisierung wurden die Zellen 48 Stunden in
Nihrmedium I kultiviert, welches mit 20 ng/ml Interleukin (IL)-4 (PeproTech®, Thermo
Fisher Scientific, Kat.-Nr. 200-04) und 20 ng/ml IL-13 (Gibco™, PeproTech®, Thermo
Fisher Scientific, Kat.-Nr. 200-13) supplementiert war (Abb. 8).

An Tag$5 der Kultivierung wurden die in Suspension wachsenden monozytiren
THP-1-Zellen bei 500 x g, 8 Minuten, Raumtemperatur (RT) abzentrifugiert, in
Nahrmedium II (vgl. Tabelle 1) resuspendiert, in einer Neubauer-Zahlkammer
(Glaswarenfabrik  Karl Hecht, Sondheim vor der Rhon, Deutschland,
Kat.-Nr. 40441001) gezihlt und in einer Dichte von 5x 10° Zellen/Well in
12-Well-Platten neu ausgesdt. An Tag5 wurden zudem die differenzierten
THP-1-MO0-, M1- und M2-Makrophagen fiir einen Ndhrmediumwechsel zunichst mit
Dulbecco’s phosphatgepufferter Kochsalzlosung (PBS, Sigma-Aldrich, Merck,
Kat.-Nr. D8537) gewaschen und anschlieBend mit 500 pl Ndhrmedium II tiberschichtet.
Um die Zellzahl nach der Differenzierung und Polarisierung zu bestimmen, wurden in
parallel kultivierten 12-Well-Platten die THP-1-MO0-, M1- und M2-Makrophagen geméaf3
den Herstellerangaben mit TrypLE™ Express (Gibco™, Thermo Fisher Scientific,
Kat.-Nr. 12605010) abgelost und in einer Neubauer-Zahlkammer gezéhlt.

1.1.2. In vitro-Kultivierung von 7. gondii-Tachyzoiten

Allgemeiner Hintergrund:

Toxoplasma gondii (T. gondii) weist ein auBBerordentlich breites Wirtsspektrum auf und
kann nahezu jede kernhaltige Zelle warmbliitiger Organismen infizieren [231]. Die erste
erfolgreiche Kultivierung von 7. gondii-Tachyzoiten (damals noch nicht als
eigenstdndiges Stadium benannt) gelang im Jahr 1929 durch Inokulation in embryonierte
Hiihnereier, gefolgt im Jahr 1937 von der Etablierung der ersten Gewebekultur in
explantiertem Gewebe aus Hiithnerembryonen [232-235]. Wahrend Tachyzoiten bei der
in vitro-Kultivierung eine geringe Zelltypspezifitit zeigen, gestaltet sich die Kultivierung
langsam teilender Bradyzoiten sowie die sexuelle Vermehrung deutlich schwieriger.
Bradyzoiten sind auf nicht-teilungsfihige Zellen wie Nerven- und Muskelzellen
angewiesen um ihre weitere Entwicklung in Gewebezysten zu durchlaufen [235].

Die sexuelle Entwicklung von 7. gondii erfolgt ausschlieBlich im Darmepithel von
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Feliden, wodurch die Ubertragung des sexuellen Entwicklungsabschnitts auf ein in vitro-
Modell erheblich erschwert wird [235]. Fiir die in vitro-Kultivierung von 7. gondii ist
daher das schnell proliferierende, sich asexuell vermehrende Tachyzoiten-Stadium
geeignet [235]. Uber die Isolierung des RH-Stamms in den 1940er-Jahren wurde ein
weltweit etabliertes Standardmodell fiir die Kultivierung von 7. gondii-Tachyzoiten
verfligbar [235,236]. Zur Vermehrung und langfristigen Kultivierung von Tachyzoiten
bieten zahlreiche Zelltypen und Zelllinien effiziente Wachstumsbedingungen fiir den
Parasiten, = darunter = humane  Vorhaut-Fibroblasten = (HFF-Zelllinie)  oder
Nierenepithelzellen des afrikanischen Griinen Affen (MARC-145-Zelllinie, engl. =
Meat Animal Research Center) [235,237]. Nach der Infektion der Wirtszellen mit
Tachyzoiten und der intrazelluliren Vermehrung des Parasiten kommt es zur Lyse der
Wirtszelle und der Freisetzung von Tachyzoiten (Abb. 9), wodurch eine kontinuierliche

Erhaltung des Parasitenstadiums iiber mehrere Passagen ermdglicht wird.

In vitro Tachyzoiten-Kultur

f\
" ,aa @
\ / 4 = : : 7

; lytischer Zyklus der Wirtszellen, komplett lysierte
Aussaat der Wirtszellen 80 % konfluente V\lﬁlftesl;gtﬂgr?ﬂit Wirtszellen teilweise intakt, Wirtszellen,
Wirtszellen T dii Tachyzoit intrazellulare/extrazellulare extrazellulare
" gondii Tachyzoiten ’ :
Parasiten Parasiten
Tag 1 Tag 3 Tag 4 Tag 5

Abb. 9: Schematische Darstellung der in vitro-Kultur von 7. gondii-Tachyzoiten

Propagierung von T. gondii-Tachyzoiten: Aussaat der Wirtszellen (Tag 1), Erreichen von 80 %
Konfluenz der Wirtszellen und Infektion mit 7" gondii-Tachyzoiten (Tag 3), Ablauf des lytischen
Zyklus in Wirtszellen (Tag4) und vollstindige Lyse der Wirtszellen mit freigesetzten,
extrazellulér freigesetzten Tachyzoiten (Tag 5) (erstellt mit BioRender).

Im Verlauf der immer wiederkehrenden in vitro-Kultivierung von Tachyzoiten wurde
eine zunehmende Wirtsunabhingigkeit, erhohte Virulenz und eine schnellere Lyse der
Wirtszellen beobachtet [77,235,238,239]. Die Anpassungen der Tachyzoiten an die
Kultivierungsbedingungen basieren u. a. auf einer Verdnderung der Genexpression
(transkriptionelle Reprogrammierung), die als Reaktion auf Verdnderungen des
extrazelluldren Milieus erfolgt [235,240]. Trotz der Einschrankung, dass Tachyzoiten nur
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das akute Infektionsstadium darstellen, sind Tachyzoiten-basierte Zellkultursysteme von
zentraler Bedeutung fiir das Verstindnis der Zellbiologie, Pathogenese und
Entwicklungsregulation von T. gondii. Darliber hinaus werden sie auch als
Referenzmodelle fiir andere Apicomplexa, wie z. B. Plasmodium, Eimeria, Neospora,

Babesia, Theileria oder Cryptosporidium, verwendet [235,241].

Methodisches Vorgehen in der vorliegenden Arbeit:

Die kiuflichen, vitalen Tachyzoiten von 7. gondii (RH-Stamm) wurden aus
kontinuierlichen Passagen in MARC-145-Zellen unter Verwendung von Nahrmedium-
Toxo (vgl. Tabelle 1) isoliert (Abb. 9). Die aus den Zellen freigesetzten Tachyzoiten
wurden durch Zentrifugation (460x g, 1 Minute) von Zelltrimmern getrennt.
Die Tachyzoiten enthaltenden, zellfreien Nadhrmediumiiberstinde wurden filtriert
(5 pm PorengrdBe, Satorius, Gottingen, Deutschland, Minisart®, Kat.-Nr. 17594-K) und
pelletiert (460 x g, 5 Minuten, RT). Die Tachyzoiten wurden in Ndhrmedium II
resuspendiert und nach Auszdhlung in einer Neubauer-Zahlkammer zur Konfrontation
von THP-1-Zellen verwendet. Die Konfrontation erfolgte bei 37°C und
5% COz-Atmosphédre iiber 6 Stunden bei einer Multiplizitit der Infektion
(MOI, multiplicity of infection) von 1:4 (Zellen:Parasiten).

Tabelle 1: Zusammensetzung der eingesetzten Zellkulturnihrmedien

Die Tabelle zeigt die Zusammensetzung der verwendeten Zellkulturmedien fiir die Kultur der
THP-1-Zellen und T. gondii-Tachyzoiten. DMEM = Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium;
FKS = fetales Kélberserum (FKS); Kat.-Nr. = Katalognummer.

Bezeichnung Zusammensetzung

Glukose- und Glutamin-freies DMEM; Gibco™, Thermo Fisher Scientific,
Waltham, Massachusetts, USA, Kat.-Nr. A1443001); 11 mM D-Glucose
(Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland, Kat.-Nr. X997.1); 2 mM L-Glutamin
Néhrmedium [ (Sigma-Aldrich, Merck, Kat.-Nr. G3126); 10 % FKS Xtra (Capricorn Scientific,
Ebsdorfergrund, Deutschland, Kat.-Nr. FBS-16A); 50 U/ml Penicillin und
50 pg/ml Streptomycin (Gibco™, Thermo Fisher Scientific,
Kat.-Nr. 151401222)

Glukose- und Glutamin-freies DMEM (Gibco™, Thermo Fisher Scientific,
Waltham, Massachusetts, USA, Kat.-Nr. A1443001); 2 mM D-Glucose
(Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland, Kat.-Nr. X997.1); 1 mM L-Glutamin
Néhrmedium II (Sigma-Aldrich, Merck, Kat.-Nr. G3126); 10 % hitzeinaktiviertem FKS Xtra
(Capricorn Scientific, Ebsdorfergrund, Deutschland, Kat.-Nr. FBS-16A);
50 U/ml Penicillin und 50 pg/ml Streptomycin (Gibco™, Thermo Fisher
Scientific, Kat.-Nr. 151401222)

DMEM (Sigma-Aldrich, Merck, Kat.-Nr. D64299; 5 % FKS Xtra (Capricorn
Scientific, Ebsdorfergrund, Deutschland, Kat.-Nr. FBS-16A); 50 U/ml Penicillin
und 50 pg/ml  Streptomycin  (Gibco™, Thermo Fisher Scientific,
Kat.-Nr. 151401222)

Néihrmedium-Toxo
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1.1.3. Messung von Stoffwechselumsatzraten

Die Kultivierung der monozytiren THP-1-Zellen und der THP-1-MO-, M1- und
M2-Makrophagen sowie die Gewinnung der 7. gondii-Tachyzoiten und die
Konfrontation der THP-1-Zellen erfolgte geméll den Kapiteln D.1.1.1 und D.1.1.2 und
der Abb.8 und Abb.9. Nach der 6-stiindigen Konfrontation wurden die
Zellkulturiiberstinde der THP-1-Zellen gesammelt, zur Entfernung der Zellen und
T. gondii-Tachyzoiten bei RT zentrifugiert (820 x g, 8 Minuten) und 15 Minuten bei
95 °C erhitzt. Nach erneuter Zentrifugation (8000 x g, 10 Minuten) wurden die
Uberstinde in fliissigem Stickstoff schockgefroren und bei —80 °C bis zu den Messungen
gelagert. Die Konzentrationen von Glukose, Pyruvat, Laktat, Glutamin, Glutamat,
Aspartat, Alanin und Serin wurden mit einem Respons® 920 Klinischen Analysegerit
(DiaSys Diagnostic Systems GmbH, Holzheim, Deutschland) bestimmt.
Die Stoffwechselumsatzraten wurden in nmol/(h x 10° Zellen) in Relation zu parallel

inkubierten, zellfreien Nahrmediumkontrollen berechnet [242].

2.1  Ergebnisse

Die Messung der Stoffwechselumsatzraten von Glukose, Laktat, Glutamin, Glutamat,
Pyruvat, Aspartat, Alanin und Serin von monozytiren THP-1-Zellen und THP-1-MO-,
M1- und M2-Makrophagen nach 6-stiindiger 7. gondii-Tachyzoiten-Konfrontation ergab
ausschlieBlich bei den THP-1-M2-Makrophagen einen signifikanten Effekt der
T. gondii-Konfrontation, welcher in einer Umkehr im Alanin-Stoffwechsel von Alanin-
Aufnahme aus dem Nihrmedium in den Kontrollzellen zu Alanin-Abgabe in das
Néhrmedium der T. gondii konfrontierten THP-1-M2-Makrophagen bestand.
Alle anderen Umsatzraten waren unabhéngig vom Zelltyp (Monozytir, MO, M1 oder M2)
unter der Parasitenkonfrontation im Vergleich zu den nicht konfrontierten Kontrollen

nicht signifikant verdndert (Abb. 10).

127



Unveroffentlichte Untersuchungen

Glukoseverbrauch Laktatproduktion

2001 250

2150— %200 ©

! ‘H iV 1y

?100- ? o © N E
= £ 100

S 0 2 3 .

S N %a{; 2 50753 te 7 % %

0 o]

T.9. + -+ Tg. - + - + - + - +
Monozytar MO M1 M2 Monozytdar MO M1 M2
Glutaminverbrauch Glutamatproduktion

20 ° 25

nMol/(h*10° Zellen
o 3
¥
g
.
(s}
[=]
(=]
[s]
oo 1
o
o
nMol/(h*10° Zellen)
-
fefe
o
¥
i
et
e-ef—

""""""""""""""""""""" o
5 o 5 R
10 -10
Tg. - + - + - + - + Tg. - + - + - + - +
Monozytar MO M1 M2 Monozytar MO M1 M2
Pyruvatumsetzung Aspartatumsetzung
15+ 3
EL 0-%%&%%6 Qe Ec 0 ﬁ%*ﬁ <<<<<<<<<<<<<<< =5
z° oL 5 3L
. 234 o
> 10 &
Tg. - + - + - + - + Tg. - + - + - + - +
Monozytar MO M1 M2 Monozytar MO M1 M2
Alaninumsetzung Serinverbrauch

p=0,0202 o

nMol/(h*10° Zellen)
Verbrauch  Produktion
Hh o a
%
rete
e
tH
}—e{l—e—(éo
o |—é4—e—|o
nMoli{h*10° Zellen)
5 8 3
H
o
g
refoe
oot
doofoi o
b

-2 © od =% N
o

3 -10

T.g + - + - + - + Tg. - + - + - + - +

Monozytar MO M1 M2 Monozytar MO M1 M2

Abb.10:  Metabolische  Signaturen von  monozytiren  THP-1-Zellen und
THP-1-Makrophagen nach Konfrontation mit 7. gondii-Tachyzoiten

Monozytire THP-1-Zellen (Monozytir) und THP-1-M0O-, M1- und M2-Makrophagen
verblieben entweder unbehandelt (-) oder wurden iiber 6 Stunden mit 7. gondii-Tachyzoiten
(T.g.; +; MOI 1:4) konfrontiert (n=5). Die Umsatzraten von Glukose, Laktat, Pyruvat,
Glutamin, Glutamat, Aspartat, Alanin und Serin wurden als Verbrauch oder Produktion in
nmol/(h x 10° Zellen) berechnet. Die Grafiken zeigen den Mittelwert mit der
Standardabweichung (SD) und p-Wert =< 0,05. Fiir die Statistik wurde eine zweifaktorielle
Varianzanalyse (ANOVA, Analysis of Variance) der Mittelwerte von 5 biologischen Replikaten
der Umsatzraten durchgefiihrt. Die Normalverteilung der Residuen wurde iiberpriift, um die
Modellannahmen zu validieren. Die nachfolgenden paarweisen Vergleiche wurden mit
Bonferroni-Korrektur zur Anpassung an multiples Testen durchgefiihrt.
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E. ERWEITERTE DISKUSSION

Die in den Abschnitten C und D dargestellten Ergebnisse lassen sich wie folgt

zusammenfassen;

1. Validierung der THP-1 (engl. = Tohoku Hospital Pediatrics-1)-Zelllinie:

» Die Morphologie der differenzierten bzw. polarisierten THP-1-M0-, M1- und
M2-dhnlichen Makrophagen (THP-1-M0/M1/M2-Makrophagen) entsprach in
allen Makrophagen-Typen (M0/M1/M2) den jeweiligen phénotypischen
Charakteristika.

» Die THP-1-M1-Makrophagen exprimierten vermehrt pro-inflammatorische
Marker (Cluster of Differentiation [CD]38, CD80 und CD86), wihrend
die THP-1-M2-Makrophagen verstirkt anti-inflammatorische Marker
(CD206, CD209) exprimierten.

» Die THP-1-M0O- und MI-Makrophagen reagierten mit einer
vermehrten  Sekretion von Interleukin (IL)-1p auf die Stimuli
2'(3")-O-(4-Benzoylbenzoyl) Adenosin 5'-Triphosphat (BzATP) bzw.
Adenosintriphosphat  (ATP), welche mit einer family pyrin domain
containing 3 (NLRP3)-Inflammasom-abhéingigen Sekretion gleichzusetzen ist,
wihrend die THP-1-M2-Makrophagen ausschlielich auf Nigericin reagierten
(P2X7-Rezeptor/NLRP3-Inflammasom-unabhingig).

» Die THP-1-M1- und M2-Makrophagen zeigten hinsichtlich der Umsatzraten in
der Glykolyse, Glutaminolyse und Serinolyse ein differenzielles
Stoffwechselprofil, welches mit den in verdffentlichten Studien beschriebenen

Eigenschaften fiir M1- und M2-Makrophagen iibereinstimmte.

2. Effekt von T. gondii-Tachyzoiten auf die Morphologie und
MET-Freisetzung:

» Die 4-stiindige Konfrontation mit Toxoplasma gondii (T. gondii)-Tachyzoiten

induzierte in primdren humanen und bovinen Monozyten, monozytiren

THP-1-Zellen sowie THP-1-Makrophagen eine Zellaktivierung.
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» Die Konfrontation mit 7. gondii-Tachyzoiten fiihrte grundsétzlich zur
Freisetzung von METs in den genannten Zelltypen. Die Quantifizierungsrate

war dabei tendenziell hoher, erreichte jedoch kein Signifikanzniveau.

3. Effekt von T. gondii-Tachyzoiten auf die IL-1p- und IL-6-Sekretion:

» In primédren humanen Monozyten induzierte die 4-stiindige Konfrontation mit
T. gondii-Tachyzoiten die Sekretion von IL-1p und IL-6.

» In THP-1-M1-Makrophagen wurde nur die Sekretion von IL-1p durch die
Konfrontation mit 7. gondii-Tachyzoiten gesteigert.

» Eine  kombinierte = Behandlung mit  T. gondii-Tachyzoiten = und
Lipopolysaccharid (LPS) fiihrte im Vergleich zur alleinigen LPS-Behandlung
in allen THP-1-Makrophagen (M0/M1/M2) zu einer erhdhten IL-1B-Sekretion,
in monozytiren THP-1-Zellen zu einer erhohten IL-6-Sekretion sowie
in primdren humanen Monozyten zu einer erhohten Sekretion von

IL-1pB und IL-6.

4. Effekt von T. gondii-Tachyzoiten auf die Expression von
Oberflichenmarkern:

» Die 4-stiindige Konfrontation mit 7. gondii-Tachyzoiten hatte in priméren

humanen und bovinen Monozyten keinen Einfluss auf die Expression von

Toll-like Rezeptor (TLR)2 , TLR4, CD11b und F-Aktin nicht.

5. Effekt von T. gondii-Tachyzoiten auf die metabolische Signatur:

» Die 6-stiindige Konfrontation mit 7. gondii-Tachyzoiten fiihrte in monozytdren
THP-1-Zellen sowie in THP-1-M0O- und M1-Makrophagen zu keinen
Verdanderungen in den Metaboliten der Glykolyse, Glutaminolyse und
Serinolyse. Be1 THP-1-M2-Makrophagen kam es hingegen zu einer Umkehr

im Alanin-Stoffwechsel.
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1.  Validierung der THP-1-Zelllinie

Neben der Erfassung der friilhen Immunantwort primédrer humaner und boviner
Monozyten auf eine  Konfrontation —mit vitalen 7. gondii-Tachyzoiten
(vgl. Publikation IT) lag bei dieser Arbeit ein weiterer Schwerpunkt auf der
Untersuchung der Frage, inwieweit die humane THP-1-Zelllinie als erginzendes
Zellkulturmodell zu Primirzellen geeignet ist. Hierbei wurden in vitro-differenzierte
THP-1-M0-Makrophagen und in vitro-polarisierte THP-1-M1- und M2-Makrophagen in
die Analyse einbezogen, um ihre Eignung fiir die konkrete Fragestellung dieser Arbeit
sowie fiir immunologische Untersuchungen im Allgemeinen zu validieren
(vgl. Publikation I). Der Prozess zur Differenzierung und Polarisierung von
THP-1-Makrophagen (M0/M1/M2) geméll dem von Kooperationspartnern erarbeiteten
Protokoll ist in Kapitel D.1.1.1 beschrieben.

In Publikation I wurde die cholinerge Modulation der BZATP-induzierten Interleukin
(IL)-1B-Sekretion in humanen, peripheren mononukledren Blutzellen (PBMCs, engl. =
peripheral blood mononuclear cells) abgeleiteten M0/M1-dhnlichen Makrophagen und
humanen Peritonealmakrophagen aus Dialysaten sowie in monozytiren THP-1-Zellen

und THP-1-MO0- und M1-Makrophagen untersucht. Dabei wurde gezeigt, dass:

e nikotinische Acetylcholinrezeptor (nAChR)-Agonisten (wie Acetylcholin [ACh],
Cholin, Nikotin und Phosphocholin [PC]) die BZATP-induzierte IL-1B-Sekretion
in allen untersuchten Zelltypen hemmen.

e nAChR mit den Untereinheiten a7- sowie 09- und/oder a10 die Hemmung der
BzATP-induzierten  IL-1B-Sekretion  vermitteln  (nachgewiesen  durch
antagonistische Hemmung mit spezifischen Conopeptiden: [V11L; VI6D]ArIB
(selektiv fiir a7-nAChR) und RglA4 (selektiv fiir 09-/a10-nAChR).

e die cholinerge Kontrolle selektiv auf die BZATP bzw. ATP (P2X7-Rezeptor/
NLRP3-Inflammasom-abhéngig) IL-1B-Sekretion wirkt, nicht jedoch auf die
Nigericin-induzierte, ATP-unabhingige Sekretion von IL-1f.

e nAChR-Agonisten zudem die BzATP-induzierte Sekretion der Zytokine IL-1a

und IL-18 hemmen.

Erginzend zur funktionellen Charakterisierung der cholinergen Modulation enthielt

Publikation I eine Validierung der THP-1-Zelllinie als funktionelles in vitro-Modell fiir
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mononukledre Phagozyten hinsichtlich der Morphologie, der IL-1B-Sekretion, der
Oberflachenmarkerexpression sowie des Stoffwechselprofils. In der vorliegenden Arbeit
werden diese Validierungsdaten detailliert dargestellt und diskutiert, um zu kldren, ob die
verwendeten THP-1-Zellen ein geeignetes Modell fiir die Untersuchung der friithen

Immunantwort gegen 7. gondii-Tachyzoiten ist.

Martinez et al. (2008) fassen zusammen, dass die phédnotypischen Ausprigungen
polarisierter in vitro-Makrophagen malBgeblich durch die Wahl der Polarisationsstimuli
beeinflusst werden [30]. Eine im Dezember 2025 durchgefiihrte Pub-Med-Suche mit den
kombinierten Suchbegriffen , THP-1%, ,macrophage” und ,differentiation* listete
3.163 Veroffentlichungen auf und verdeutlicht, dass es eine Vielzahl von
Differenzierungs- und Polarisierungsprotokollen zur Generierung von THP-1-MO0-, M1-
und  M2-dhnliche = Makrophagen  (THP-1-M0/M1/M2-Makrophagen) gibt.
Die veroffentlichten Differenzierungs-, Polarisierungs- und Charakterisierungsprotokolle
fir THP-1-Makrophagen variierten erheblich, was die Vergleichbarkeit der
Forschungsergebnisse signifikant beeintridchtigt [29]. Die in der Literatur angewandten
Protokolle zur Differenzierung und Polarisierung von monozytiren THP-1-Zellen zu
THP-1-MO0-, M1- und M2-Makrophagen beruhen zunéchst auf einer Differenzierung mit
Phorbol-Myristat-Acetat (PMA; 3-325nM) fiir 24-72 Stunden zu THP-1-MO-
Makrophagen.  AnschlieBend erfolgt eine  Polarisierung in  spezifischen
Polarisierungsmedien =~ mit  zusétzlichen = Stimuli  wie  LPS, Interferon-y
(IFN-y) und Granulocyte-Macrophage Colony-Stimulating Factor (GM-CSF) fiir
THP-1-M1-Makrophagen bzw. IL-4, IL-13 und macrophage colony-stimulating factor
(M-CSF) fiir THP-1-M2-Makrophagen fiir 2—-5 Tage [29,31,207,243-245]. Variationen
in den Kulturbedingungen, wie die Konzentrationen der zur Polarisierung eingesetzten
Substanzen und die Inkubationszeiten, bedingen eine starke Heterogenitét der generierten
THP-1-Makrophagen [31]. Trotz der systematischen Analyse von 85 Protokollen zur
Differenzierung und Polarisierung monozytdrer THP-1-Zellen zu THP-1-Makrophagen
(MO/M1/M2), welche in einer Ubersichtsarbeit von Mohd Yasin et al. (2022)
zusammengefasst sind, existiert kein standardisiertes, reproduzierbares Differenzierungs-
und Polarisierungsprotokoll [29]. Auf Basis experimenteller Vortestungen der
Arbeitsgruppe Grau (Experimentalchirurgie, Justus-Liebig-Universitit, Co-Autoren der
Publikationen I und II) wurden die gingigen Stimuli, welche fiir die Differenzierung

bzw. Polarisierung verwendet werden (PMA, IFN-y, LPS, IL-4 und IL-13), hinsichtlich
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Konzentration und Inkubationszeit getestet und deren Einsatz optimiert [11,32,33].
Ziel war es, ein modifiziertes Protokoll zu etablieren, das fiir immunologische
Fragestellungen, insbesondere fiir die Untersuchungen der Zytokin-Sekretion und des
Stoffwechselprofils, geeignet ist, sowie ein valides in vitro-Modell zu schaffen. Das von
den Kooperationspartnern erarbeitete Protokoll sah vor i. fiir die Differenzierung zu
THP-1-M0-Makrophagen 50 nM PMA iiber 24 Stunden, ii. fiir die Polarisierung zu
THP-1-M1-Makrophagen IFN-y und LPS (je 10 ng/ml) iiber 48 Stunden, sowie
iii. fur die Polarisierung zu THP-1-M2-Makrophagen IL-4 und IL-13 (je 20 ng/ml) {iber
48 Stunden einzusetzen (vgl. Kapitel D.1.1.1).

Morphologie:

Die Morphologie der in vitro-differenzierten und polarisierten THP-1-Makrophagen
(morphologische Analysen durch Co-Autoren; Daten aus Publikation I) wies nach der
Pappenheim-Farbung fiir die THP-1-M0-Makrophagen eine runde bis spindelférmige,
adhirente Zellform auf, wihrend die THP-1-M1- und M2-Makrophagen dagegen eine
adhidrente, ausgepréigte, spindelférmige, Fibroblasten- und DC-dhnliche Gestalt
aufwiesen [246,247]. THP-1-M0-Makrophagen waren im Vergleich zu THP-1-M1-
Makrophagen insgesamt kleiner und bildeten hiufig amoboide Zellfortsitze aus.
Diese phinotypischen Befunde stimmen mit bereits veroffentlichten Daten iiberein.
Fiir THP-1-MO0-Makrophagen wurde eine runde, unregelméfige und adhérente Zellform
beschrieben, fiir THP-1-M1- und M2-Makrophagen eine unregelmiflige Morphologie,
einschlieBlich der Ausbildung von Pseudopodien [245,248,249]. Zusammenfassend
bestitigten die vorliegenden morphologischen Ergebnisse die in der Literatur

beschriebenen charakteristischen Phénotypen der MO-, M1- und M2-Makrophagen.

Oberflachenmarker:

In Analysen von Oberflichenmarkern (durchgefiihrit von Co-Autoren; Daten aus
Publikation I) wurden die pro-inflammatorischen Marker CD38 (eine zyklische
ADP-Ribose-Hydrolase) [250,251], CD83 [252] sowie die Ko-Stimulatoren
CD80 und CD86 (letztere drei: Mitglieder der Immunoglobulin-Superfamilie) untersucht,
welche typischerweise auf aktivierten Antigen-prasentierenden Zellen (APCs, engl. =
Antigen-Presenting Cells) exprimiert werden [253,254]. CD38 ist ein etablierter Marker
pro-inflammatorischer M 1-Makrophagen, dessen genaue Rolle in der Immunregulation

jedoch nicht abschlieBend geklért ist [250]. Ergidnzend wurden die typischen anti-
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inflammatorischen Marker CD163 (einem Mitglied der cysteinreichen Superfamilie der
Scavenger-Rezeptoren der Monozyten- und Makrophagen-Linie) [255,256],
CD206 (Mannose-Rezeptor, MRC1) und CD209 (C-Typ-Lektin-Rezeptor 4) bestimmt
[203,257]. Im Vergleich zu THP-1-M0O-Makrophagen fiihrte die Polarisierung zu
THP-1-M1-Makrophagen zu einer Hochregulation der pro-inflammatorischen Marker
CD38, CD80 und CD86. Die Expression des transienten Aktivierungsmarkers CD83,
welcher typischerweise durch LPS-Stimulation induziert wird [252,258], variierte nicht
zwischen THP-1-MO-, M1- und M2-Makrophagen. Die anti-inflammatorischen Marker
CD206 und CD209 wurden dagegen in THP-1-M2-Makrophagen im Vergleich zu
THP-1-M0-Makrophagen vermehrt exprimiert. Zu CD163 konnten keine signifikanten
Unterschiede zwischen den drei Phinotypen nachgewiesen werden. Dies konnte auf das
hier verwendete IL-4-basierte Polarisierungsprotokoll zuriickzufiihren sein, da CD163
vornehmlich bei IL-10-induzierten M2-Makrophagen induziert wird [256,259].
Die vorliegenden Ergebnisse stimmen insgesamt mit den in der Literatur beschriebenen
typischen Expressionsmustern pro- und anti-inflammatorischer Oberfldchenmarker fiir

M1- und M2-Makrophagen {iberein.

IL-1-B-Sekretion:

Die IL-1B-Sekretion LPS-stimulierter Zellen als Reaktion auf die Behandlung mit
BzATP oder ATP (beides P2X7-Rezeptoragonisten) sowie mit Nigericin (welches als
porenbildende Substanz unabhingig vom P2X7-Rezeptor einen Kalium-Efflux ausldst)
wurde von Co-Autoren untersucht (Daten aus Publikation I). THP-1-MO- und
THP-1-M1-Makrophagen zeigten eine starke IL-1B-Antwort auf alle Stimuli.
THP-1-M1-Makrophagen setzten dabei nach BZATP- und ATP-Stimulation die hochsten
Mengen von IL-1P frei. Dies deckt sich mit einer in der Literatur beschriebenen,
ausgeprigten P2X7-Rezeptor/NLRP3-Inflammasom-vermittelten IL-1B-Sekretion in
MIl-polarisierten Makrophagen [11,260,261]. In THP-1-M2-Makrophagen wurde
dagegen keine BZATP/ATP-induzierte IL-1B-Sekretion beobachtet. Stattdessen wurde
eine verstirkte IL-1B-Sekretion nur nach Stimulation mit Nigericin gemessen. Diese
Ergebnisse sind in Ubereinstimmung mit verdffentlichten Daten, die eine reduzierte
P2X7-Rezeptor/NLRP3-Inflammasom-Antwort und eine abgeschwichte Caspase-1-
Aktivitidt fiir M2-polarisierte Makrophagen belegen [262]. Insgesamt lassen die
Ergebnisse eine P2X7-Rezeptor-unabhéngige NLRP3-Aktivierung iiber Kalium-Efflux
in M2-Makrophagen vermuten [263,264]. Damit bestitigen die vorliegenden
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funktionellen Daten die erfolgreiche funktionelle Polarisierung der THP-1-Makrophagen,

wie sie flir polarisierte M 1- und M2-Makrophagen in der Literatur beschrieben ist.

Stoffwechselprofil:

Die Analyse der glykolytischen, glutaminolytischen und serinolytischen Umsatzraten in
den Néhrmediumiberstinden von monozytiren THP-1-Zellen und THP-1-MO-
Makrophagen ergab keine signifikanten metabolischen Unterschiede. Insgesamt waren
die Umsatzraten im Glukose-, Glutamin- und Serin-Verbrauch sowie in der Laktat- und
Glutamat-Produktion in den monozytiren THP-1-Zellen im Vergleich zu den

differenzierten und polarisierten THP-1-M1- und M2-Makrophagen signifikant niedriger.

Im Gesamtvergleich aller hier untersuchten THP-1-Zellsubtypen wiesen die
THP-1-M1-Makrophagen die hochsten Umsatzraten im Glukose- und Aspartat-
Verbrauch sowie der Laktat-Produktion auf. Dieses Stoffwechselmuster der
THP-1-M1-Makrophagen steht in der Glykolyse (Metabolisierung von Glukose zu
Laktat) im Einklang mit der in der Literatur fiir MIl-polarisierte Makrophagen
beschriebenen Hochregulierung der Expression des Glukosetransporters 1 (GLUT1)
sowie der Enzyme Hexokinase (HK), 6-Phosphofrukto-2-Kinase/
Fruktose-2,6-Bisphosphatase Isoenzym 3 (PFKB3), Pyruvatkinase-Isoenzym Typ M2
(PKM2) und Laktat-Dehydrogenase (LDH) [112,114,197-199,201]. Die
Hochregulierung der 6-Phosphofruktokinase 1 (PFK1) erfolgt {iber einen in
M1-Makrophagen beobachteten Anstieg des PFKB-Isoenzyms 3. Die Hochregulierung
von GLUT1, PKM2 und LDH wurde in M1-Makrophagen mit der Stabilisierung der
a-Untereinheit des hypoxia-inducible factor-1 (HIF-1) in Verbindung gebracht
[112,114,189,197-199]. Die Stabilisierung der HIF-1a-Untereinheit beruht auf der
Hemmung der flir deren Abbau verantwortlichen Prolylhydroxylase (PHD) durch das
Citrat-Zwischenprodukt ~Succinat [193]. Als Ursache fiir den Anstieg der
Succinat-Spiegel ~wird die  zweifache  Unterbrechung  (Trunkierung) des
Tricarbonsdurezyklus (TCA-Zyklus, engl. = tricarboxylic acid cycle) auf der
Reaktionsstufe der Isocitrat-Dehydrogenase (IDH) und der Succinat-Dehydrogenase
(SDH) in M1-Makrophagen verantwortlich gemacht [112,114,194]. In der Folge der
reduzierten Umsetzung von Aconitat zu a-Ketoglutarat (a-KG) durch die niedrige IDH-
Aktivitdt wird Aconitat in den M1-Makrophagen zur Synthese von Itaconat verwendet.

Itaconat spielt eine wichtige Rolle fiir die Regulation der entziindlichen Prozesse in M 1-
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Makrophagen [114,194]. Durch die Itaconat-induzierte Hemmung der SDH kommt es zu
einem Anstieg des Succinat-Spiegels, wodurch die HIF-1a-Untereinheit stabilisiert und
die pro-inflammatorische IL-1B-Sekretion gefordert wird. Gleichzeitig aktiviert Itaconat
iiber den nuclear factor erythroid 2-related factor 2 (Nrf2) die antimikrobielle NO- und
ROS-Produktion und wirkt als negativer Feedback-Regulator, indem es den
Transkriptionsfaktor nuclear factor k-light-chain-enhancer of activated B cells (NF-kB)
und das NLRP3-Inflammasom hemmt, um die Entziindung zu Kkontrollieren
[114,193,196,265]. Trotz der SDH-Hemmung kann der TCA-Zyklus iiber den
Arginin-Succinat-Shunt aus Citrullin und Aspartat auf Fumarat-Ebene wieder aufgefiillt

werden [194].

In THP-1-M2-Makrophagen sind die Umwandlungsraten von Aspartat sowie von
Glukose zu Laktat im Vergleich zu THP-1-M1-Makrophagen signifikant niedriger.
Dies entspricht der bereits beschriebenen, hohen Bedeutung des TCA-Zyklus fiir den
Glukoseabbau in M2-Makrophagen. Parallel dazu zeigen die gemessenen
Umwandlungsraten in THP-1-M2-Makrophagen einen hohen Glutamin-Verbrauch und
eine signifikant erhohte Glutamat-Produktion im Vergleich zu monozytiren
THP-1-Zellen (positive Korrelation = wenn die Glutamin-Aufnahme steigt, steigt auch
die Glutamat-Abgabe). Dies stimmt mit der effizienten Glutaminolyse in den
M2-Makrophagen {berein, die Stickstoffatome fiir die Uridindiphosphat-
N-Acetylglukosamin (UDP-GIcNAc)-Synthese und Kohlenstoffatome zur Versorgung
des intakten TCA-Zyklus liefert [112,114,188,189]. Im Kontrast dazu weisen die
gemessenen Umwandlungsraten in THP-1-M1-Makrophagen keine Korrelation zwischen
dem Glutamin-Verbrauch und der Glutamat-Produktion auf. Dies deutet auf zwei Wege
der Succinat-Umwandlung hin: i Umwandlung von Glutamat zu o-KG mit
anschlielender Einspeisung in den trunkierten TCA-Zyklus oder ii. Umwandlung von
Glutamat zu Succinat-Semialdehyd, y-Aminobuttersdure (GABA) und Succinat tiber den

GABA-Shunt, wie fiir M1-Makrophagen beschrieben [112,114,194].

Der Anstieg des Serin-Verbrauchs, welcher in THP-1-M1- und M2-Makrophagen im
Vergleich zu monozytiren THP-1-Zellen gemessen wurde, spiegelt die beschriebene
Schliisselrolle von Serin fiir die Glutathion (GSH)-Synthese wider. Insbesondere in
M 1-Makrophagen fordert GSH iiber immunmodulatorische Signalwege (u. a. NF-xB) die
IL-1B-Sekretion [187,204].
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Den Messergebnissen zu den Stoffwechselumsatzraten in den Nahrmediumiiberstdnden
der monozytiren THP-1-Zellen sowie der THP-1-M0-, M1- und M2-Makrophagen
lagen 3-5 technische Replikate aus 5 unabhingigen Zellkulturansitzen
(= biologische Replikate) zugrunde. Unabhingige Zellkulturanséitze bedeuten, dass die
monozytiren THP-1-Zellen fiir jedes biologische Replikat in den jeweiligen
Makrophagen-Phianotyp (M0/M1/M2)  differenziert und polarisiert wurden.
Die Heatmap-Auswertung, in welcher die Mittelwerte der technischen Replikate jedes
einzelnen biologischen Replikats vergleichend gegentibergestellt wurden, ergab, dass die
gemessenen Stoffwechselumsatzraten von Glukose und Laktat iiber die verschiedenen
biologischen Replikate hinweg sehr reproduzierbar waren. Die mittleren
Stoffwechselumsatzraten wiesen dabei nur geringe Schwankungen zwischen den
biologischen Replikaten auf. Im Gegensatz dazu zeigten die gemessenen
Stoffwechselumsatzraten von Pyruvat und Alanin eine deutlich hohere Variabilitét.
Bei diesen beiden Umsatzraten kam es sogar vor, dass die beiden Metabolite in einigen
biologischen Replikaten als Substrate aus dem Néhrmedium aufgenommen wurden,
wihrend andere biologische Replikate die beiden Metabolite als Stoffwechselprodukte in
das Medium abgaben. Fiir Aspartat zeigten insbesondere die monozytidren THP-1-Zellen
und die THP-1-M2-Makrophagen ein &hnliches heterogenes Verhalten in einigen
biologischen Replikaten. Diese Bewertung verdeutlicht, dass die monozytiren
THP-1-Zellen und die THP-1-Makrophagen trotz standardisierter Kultur-,
Differenzierungs- und Polarisierungsprotokolle immer noch eine gewisse Variabilitit
zwischen den Zellpassagen aufweisen und ihre metabolische Anpassung offensichtlich

auch iiber verschiedene Passagen hinweg dynamisch bleibt.

Schlussfolgerung:

Da es an einem standardisierten, reproduzierbaren Protokoll zur validen Differenzierung
und Polarisierung von THP-1-Makrophagen in die Phidnotypen M0, M1 und M2 mangelte
[29], wurde ein von Kooperationspartnern modifiziertes Differenzierungs- und
Polarisierungsprotokoll erarbeitet [11,32,33] und in der vorliegenden Arbeit validiert.
Das Protokoll umfasste eine MO-Differenzierung mit 50 nM PMA {iber 24 Stunden, eine
M1-Polarisierung mit 10 ng/ml IFN-y + 10 ng/ml LPS tiiber 48 Stunden und eine
M2-Polarisierung mit 20 ng/ml IL-4 + 20 ng/ml IL-13 iiber 48 Stunden. Die Validierung
dieses modifizierten Protokolls fiihrte zur Generierung differenzierter und

polarisierter THP-1-Makrophagen mit jeweils charakteristischer Morphologie,
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Oberflachenmarkerexpression und P2X7-Rezeptor/NLRP3-Inflammasom-vermittelter
IL-1B-Sekretion sowie charakteristischen Stoffwechselprofilen, welche eine gute bis sehr
gute Ubereinstimmung mit den Literaturdaten aufwiesen. Damit bestitigen die
vorliegenden Ergebnisse das THP-1-Zellmodell als geeignetes in vitro-Modellsystem zur
Erforschung von Effektormechanismen in monozytdren Immunzellen. Es steht nun fiir
weitere immunologische Untersuchungen zur Verfiigung und rechtfertigt seinen
Einsatz fiir weiterfilhrende Untersuchungen zur frithen Immunantwort gegen

T. gondii-Tachyzoiten.

138



Erweiterte Diskussion

2.  Phanotypische Verinderungen und MET-Freisetzung
von priméren Monozyten in Reaktion auf

T. gondii-Tachyzoiten

Schwerpunkt dieser Arbeit war die Erfassung der frithen Immunantwort primérer
humaner und boviner Monozyten gegen vitale 7. gondii-Tachyzoiten
(vgl. Publikation II). Im Vordergrund der Untersuchung der frilhen Immunantwort
standen =~ morphologische Verdnderungen  und die Freisetzung  von
monocyte/macrophage extracellular traps  (METs) in  Reaktion auf die
Parasitenkonfrontation. Die Isolierung primérer humaner Monozyten erfolgte in der
vorliegenden Arbeit in Anlehnung an etablierte und standardisierte Methoden unter
Verwendung zelltyp-spezifischer Antikdrper und resultierte in einer Reinheit von iiber
76 % [11,266]. Im Gegensatz zur Isolierung primdrer humaner Monozyten wurden
primire bovine Monozyten in der vorliegenden Arbeit aus PBMCs unter Verwendung
einer  AntikOrper-unabhingigen,  modifizierten  Isolationstechnik  gewonnen

[18,23,267,268], wobei eine Reinheit von tiber 90 % erreicht wurde.

In der vorliegenden Arbeit zeigten unbehandelte priméire humane und bovine Monozyten,
also Zellen, welche ohne jegliche Stimulation inkubiert wurden, keine phénotypischen
Anzeichen einer Aktivierung und wiesen entsprechend einen spharischen Zelltypus auf.
Durch die Konfrontation mit 7. gondii-Tachyzoiten ergaben sich sowohl bei den priméren
humanen Monozyten als auch bei den primédren bovinen Monozyten deutliche
morphologische Anzeichen einer Zellaktivierung. Entsprechend zeigten die priméren
Monozyten beider Spezies eine eher breitflichige Adhdrenz an die Matrix sowie eine
Ausdehnung des Zytoplasmas und eine gesteigerte Rauigkeit der Oberflache mit Bildung
von membranosen Zellfortsidtzen. Teilweise waren diese Zellfortsitze, darunter

Filopodien und Zytonemen, in Richtung der Tachyzoiten orientiert.

Diese Beobachtung stimmt mit fritheren Studien {iberein, in denen die Konfrontation
mononukledrer Phagozyten mit 7. gondii-Tachyzoiten eine Vielzahl morphologischer
und funktioneller Verdnderungen in verschiedenen mononukledren Phagozyten
hervorrief. So fiithrte die Invasion von Tachyzoiten in humanen dendritischen Zellen

(DCs, engl. = dendritic cells), murinen Mikroglia und bovinen Makrophagen zu einer
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raschen Umgestaltung des Zytoskeletts, welche sich im Verlust von Podosomen,
vermehrter  Zytoplasmaausdehnung und  verstirkten = Membranausstiilpungen

manifestierte und mit einem hypermigrativen Phanotyp einherging [269-271].

Die generelle Fahigkeit von priméren Monozyten, als Reaktion auf diverse Stimuli wie
Bakterien oder Parasiten METs freizusetzen, ist ein relativ gut untersuchter
Effektormechanismus [17-23,142,143] und dhnelt der ET-Freisetzung bei neutrophilen
Granulozyten, der NETose [272]. Zum Zeitpunkt der Erstellung der vorliegenden Arbeit
lag nur eine Verdffentlichung zur T. gondii-Tachyzoiten-induzierten MET-Freisetzung
bei primdren Monozyten vor, in welcher primdre Monozyten von Seehunden
(Phoca vitulina) untersucht wurden [19]. Grundsétzlich stimmen die in dieser Arbeit
erzielten Ergebnisse zur Freisetzung von METs aus primiren und bovinen Monozyten
mit den veroffentlichten Ergebnissen von Reichel et al. (2015) in dem Sinne iiberein, dass
nach Konfrontation primdrer Monozyten beider Spezies mit 7. gondii-Tachyzoiten
extrazelluldr freigesetzte Strukturen nachgewiesen wurden, welche sich als positiv fiir
klassische ET-Marker wie DNA und Histon erwiesen. Anders als in einer fritheren Studie
von Granger et al. (2017), in der die MET-Freisetzung in primdren humanen Monozyten
durch A23187, Paraformaldehyd (PFA) und PMA signifikant induziert wurde, trat das
Auftreten MET-positiver Zellen in den hier untersuchten primédren humanen und bovinen
Monozyten sowohl nach 7. gondii-Tachyzoiten-Konfrontation, ein tendenziell seltenes
Ereignis, als auch nach Verwendung des eigentlich potenten MET-Induktors A23187,
einer etablierten Positivkontrolle zur ET-Freisetzung, auf [21,273]. Um die in der
Mikroskopie beobachtete, Parasiten-induzierte METose trotz ihrer Seltenheit in priméren
humanen und bovinen Monozyten quantitativ zu belegen, wurden neben der Auszdhlung
MET-positiver Zellen zusitzliche, etablierte Verfahren zur MET-Quantifizierung
eingesetzt, darunter die Messung der extrazelluliren DNA (extDNA) Freisetzung in
Zellkulturiiberstinden [274] und der Ausdehnung der Zellkernfliche (NAE, engl. =
nuclear area expansion; Test fiir die friihe Phase der ETose) [219,275]. Allerdings war
keine der genannten Methoden sensitiv genug, um quantitativ nachvollziehbare
Reaktionen der 7. gondii-Tachyzoiten-konfrontierten oder A23187-behandelten Zellen
aufzuzeigen, obwohl Einzelereignisse der MET-Freisetzung mikroskopisch belegbar
waren und tendenziell vermehrt auftraten. Zur Beurteilung der Zellviabilitit wurde die
LDH-Aktivitdt in den zellfreien Zellkulturiiberstinden der konfrontierten priméren

humanen Monozyten bestimmt, wobei ein Anstieg dieses intrazelluldren Enzyms im
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Néhrmediumiiberstand von Zellkulturen auf Zellschiddigung oder Zelllyse hinweist [276].
Die hier durchgefiihrten Messungen der LDH-Aktivitdt zeigten keinen erhdhten Zelltod
bei den primdren humanen Monozyten durch die Konfrontation mit 7. gondii-
Tachyzoiten (mittlere LDH-Aktivitit: Kontrolle: 2 %, +7T. gondii: 4 %), sodass von
intakten Zellpopulationen ausgegangen werden konnte. Im Gegensatz zu der 7. gondii-
Tachyzoiten-Konfrontation fiihrte die Behandlung mit dem MET-Induktor A23187 zu
einer deutlichen Erhohung der LDH-Aktivitit in den Ndhrmediumiiberstinden der
primdren  humanen  Monozyten  (mittlere = LDH-Aktivitdt:  Kontrolle: 2 %,
+A23187: 26 %), wodurch die Differenzierung zwischen MET-Freisetzung und
Induktor-induzierter Zelltoxizitdt erschwert wurde. Eine erhohte LDH-Freisetzung in
A23187-behandelten Zellen steht jedoch im Einklang mit verdffentlichten Daten, die
belegten, dass eine 3-stliindige Behandlung humaner Leukédmiezelllinien mit A23187
[1 mM] eine ausgeprigte Induktion von Apoptose verursacht [277]. Verglichen mit dieser
Arbeit wurden in bisher veroffentlichten Studien jedoch i.d.R. deutlich hohere
A23187-Konzentrationen (bis zu 12,5 uM; hier 1 uM) und ldngere Konfrontationszeiten
(5, 16 oder 24 Stunden; hier 4 Stunden) verwendet [28,142], wodurch sowohl die
Vergleichbarkeit als auch die eindeutige Bewertung der Ergebnisse erschwert wird. Die
Erkenntnisse aus der vorliegenden Arbeit stellen die Eignung von A23187 als
MET-Positivkontrolle bei primdren Monozyten grundsétzlich in Frage und legen nahe,
dass zukiinftige Untersuchungen auf den Einsatz anderer, geeigneterer Positivkontrollen

setzen sollten.

Zusammenfassend zeigen die vorliegenden Ergebnisse, dass die Freisetzung von METs
aus priméren humanen und bovinen Monozyten wihrend der friithen Immunantwort auf
die Konfrontation mit 7. gondii-Tachyzoiten zwar grundsitzlich stattfindet, jedoch ein
seltenes Ereignis darstellt und somit nur eine untergeordnete Rolle zu spielen scheint.
Diese Einschitzung wird indirekt durch die geringere Zahl MET-assoziierter verfligbarer
Studien (Suchbegrift: ,monocyte extracelluar traps*; 412 Veroffentlichungen) im
Vergleich zu NET-assoziierten Studien (Suchbegriff: ,neutrophile extracelluar traps*;
7.595 Veroffentlichungen; beides PubMed-Suchen im Dezember 2025) gestiitzt.
Ergidnzend wurde das 7. gondii-Tachyzoiten-Stadium in zahlreichen Arbeiten als starker
ET-Induktor bei primiren neutrophilen Granulozyten zahlreicher Spezies identifiziert,
darunter Menschen [278], Rinder [237], Méause [278], Katzen [279], Hunde [280],
Schafe [281], Ziegen [281], Tiimmler sowie Seehunde [282].
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3.  Monozytire Sekretion der pro-inflammatorischen

Zytokine IL-1f und IL-6 in Reaktion auf 7. gondii-Tachyzoiten

Mononukledre Phagozyten stellen einen sehr sensiblen Zelltyp dar. Insbesondere bei der
Aufreinigung konnen behandlungsbedingte Irritationen dazu fiihren, dass die Zellen
aktiviert werden und im schlimmsten Fall die eine oder andere Form des Zelltods,
z. B. Apoptose oder Nekrose, erfahren [283,284]. Daher ist es essenziell, in Studien mit
isolierten mononukledren Phagozyten geeignete Kontrollexperimente durchzufiihren,
welche einen Riickschluss auf den Erhalt der zelluldren Funktionalitét nach der Isolation
erlauben. Um die generelle Funktionalitét der hier isolierten mononukledren Phagozyten
zu priifen, erfolgte in dieser Arbeit in Kontrollexperimenten eine sukzessive kombinierte
Behandlung der Zellen mit LPS (zur Induktion der Pro-IL-1B-Synthese) gefolgt von
einem zweiten Gefahrenstimulus in Form von dem P2X7-Rezeptoragonisten BZATP oder
dem Porenbildner Nigericin. Wie erwartet [11,32,33], resultierten diese Behandlungen
zuverldssig in einer ATP-induzierten bzw. Nigericin-induzierten IL-1B-Sekretion, womit

die grundsitzliche Funktionalitét der isolierten Zellen bestétigt wurde.

Die in der vorliegenden Arbeit ermittelte Zytokin-Sekretion in primidren humanen
Monozyten nach 4-stiindiger Ko-Kultur mit T. gondii-Tachyzoiten
(multiplicity of infection [MOI] von 1:4 [Zellen:Tachyzoiten]) zeigte eine 7. gondii-
induzierte  signifikante  Steigerung der IL-1B-  (mittlere  IL-1B-Sekretion:
Kontrolle: 2 pg/ml; +T. gondii: 28 pg/ml; p-Wert=0,0313) und IL-6-Sekretion
(mittlere IL-6-Sekretion: Kontrolle: 0 pg/ml; +7. gondii: 95 pg/ml; p-Wert = 0,0313).
Wihrend die Ergebnisse zur 7. gondii-induzierten IL-1B-Sekretion in primédren humanen
Monozyten in Ijbereinstimmung mit verOffentlichten Daten [209,211,213,217] sind,
wurde eine erhohte IL-6-Sekretion bisher nicht beschrieben. Selbst nach einer
T. gondii-Konfrontation {iber einen ldngeren Zeitraum von 24 Stunden konnten
Pelloux et al. (1994) keine erhohte Sekretion von IL-6 in priméren humanen Monozyten
nachweisen, wobei die verwendete MOI nicht genannt wurde [218]. Interessanterweise
zeigten Salazar Gonzalez et al. (2014) eine gesteigerte IL-6-Sekretion nach Behandlung
primdrer humaner Monozyten mit dem 7. gondii-spezifischen Oberflichenmolekiil
Profilin [219], die jedoch in einer anderen Studie nicht bestitigt werden konnte [220].

In der vorliegenden Arbeit flihrte die Tachyzoiten-Supplementierung zu LPS-stimulierten
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primidren humanen Monozyten zu signifikanten additiven Reaktionen beziiglich der
IL-1B- (mittlere IL-1B-Sekretion: +LPS: 501 ug/ml; +LPS/T. gondii: 1415 pg/ml;
p-Wert =0,0313) und IL-6-Sekretion (mittlere IL-6-Sekretion: +LPS: 110 pg/ml,
+LPS/T. gondii: 1419 ng/ml; p-Wert=0,0313). Dieser Effekt wurde dagegen bei
Lima et al. (2018) nicht beobachtet [212]. Dies konnte in unterschiedlichen
experimentellen Bedingungen begriindet sein: Lima et al. (2018) verwendeten denselben
T. gondii-Stamm (RH), jedoch unterschieden sich die Experimente auf Ebene der
LPS-Konzentration (500 ng/ml; hier:1 pg/ml), der MOI (1:2; hier: 1:4) und der
Konfrontationszeit (16 Stunden; hier: 4 Stunden) [212]. Interessanterweise zeigten
Lima et al. (2020), dass die Pridsenz von T. gondii-Tachyzoiten die LPS-induzierte
IL-1B-Sekretion in primdren humanen neutrophilen Granulozyten hemmt [212].
Bezugnehmend auf die in der vorliegenden Arbeit gefundene erhdhte IL-1B-Sekretion in
primdren humanen Monozyten und den verfiigbaren Daten von Lima et al. (2020) kdnnte

dies insgesamt auf eine immunzelltyp-spezifische Zytokinregulation hinweisen.
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4. Monozytire Expression von Oberflichenrezeptoren
(TLR2, TLR4) sowie von Zytoskelett- und Migrations-
assoziierten Markern (F-Aktin, CD11b) wihrend der frithen

Immunantwort gegen 7. gondii-Tachyzoiten

TLRs gehoren zu einer hoch konservierten Familie von Transmembranproteinen, welche
auf APCs, wie mononukledre Phagozyten, exprimiert werden. Uber diese Rezeptoren
erkennen APCs invasive Krankheitserreger anhand von pathogen-associated molecular
patterns (PAMPs). Die Bindung von PAMPs an TLRs aktiviert intrazelluldre Signalwege,
welche weitergehende Immunreaktionen vermitteln [285]. In Sdugetieren sind bisher
13 verschiedene TLRs beschrieben, die sowohl plasmamembrangebunden als auch in
intrazelluliren Kompartimenten vorkommen und iiber spezifische Signalkaskaden eine
pro-inflammatorische Zytokinsekretion sowie eine Hochregulation kostimulatorischer
Molekiile wie CD40 und CD80 bewirken [286]. In immunologischen Therapien gelten
TLR-Agonisten aufgrund ihrer ausgeprdgten immunmodulierenden Eigenschaften als
vielversprechende Ansitze, um die Aktivierung der angeborenen Immunantwort gezielt
zu steuern [285]. Fiir die in der vorliegenden Arbeit untersuchte 7. gondii-Tachyzoiten-
Konfrontation ist eine Beteiligung von TLR2 und TLR4 an der angeborenen
Immunantwort in verschiedenen murinen Modellen wihrend einer 7. gondii-Infektion
belegt, wobei T. gondii-Oberflichenmolekiile, wie Profilin oder
Glycosylphosphatidylinositol (GPI), iiber TLR2 erkannt werden und nachfolgend die
Zytokinproduktion in Makrophagen stimulieren [287,288]. In TLR2-defizienten Miusen
fiihrten moderate 7. gondii-Infektionsdosen zur effektiven Wirtsabwehr gegeniiber dem
Parasiten, wihrend sich allerdings bei erhohter Parasitenlast eine verstirkte
Suszeptibilitdt der Tiere zeigte. Zusammengetasst sprechen diese Beobachtungen fiir eine

unterstiitzende Rolle von TLR2 bei der Infektionskontrolle [288-290].

Im Gegensatz zu den oben beschriebenen murinen Modellen konnte in der vorliegenden
Arbeit keine verdnderte Expression von TLR2 und TLR4 in der frithen Phase
der T. gondii-Konfrontation in primdren humanen und bovinen Monozyten
nachgewiesen werden. Mogliche Griinde fiir unterschiedliche Immunantworten sind
i. Wirtspezies-abhingige Unterschiede im Reaktionsmuster auf 7. gondii [291],

ii. zu geringe Parasitenlast und/oder Konfrontationszeit, sowie iii. abhingige
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Immunreaktion von 7. gondii-Stadien und den jeweiligen Antigenmustern. So konnte
z.B. in der Studie von Muifioz-Caro et al. (2021) in bovinen Monozyten eine
Hochregulation von TLR2 und TLR4 nach Konfrontation mit Sporozoiten des

Apikomplexa Eimeria bovis nachgewiesen werden [292].

Neben TLR2 und TLR4 wurden in der vorliegenden Arbeit weiterhin Effekte einer
T. gondii-Tachyzoiten-Konfrontation auf die Marker F-Aktin und CD11b in den priméren
humanen und bovinen Monozyten untersucht. F-Aktin ist Bestandteil des Zytoskeletts,
welches u. a. an der Freisetzung von ETs und am Phagozytoseprozess beteiligt ist
[145,293]. CD11b ist in Immunzellen ein fiir die Migration zentrales Integrin, dessen
Hochregulation die Uberwindung von Endothelbarrieren erleichtert und einen Hinweis
auf verdnderte Transmigrationsprozesse liefert [294]. Im Gegensatz zu
Ueno et al. (2014), die eine Forderung der 7. gondii-Dissemination durch gesteigerte
CDI11b-Expression in primdren humanen Monozyten fanden [294], konnte in der
vorliegenden Arbeit weder fiir F-Aktin noch fiir CD11b ein Anstieg der Expression in
primdren humanen und bovinen Monozyten nach 7. gondii-Konfrontation nachgewiesen
werden. Mogliche Griinde fiir die abweichenden Ergebnisse konnen, wie bereits
zuvor erwéhnt, eine zu geringe Parasitenlast und/oder Konfrontationszeit sein.
Unter den vorliegenden in vitro-Bedingungen konnte somit kein iiber CD11b- und
F-Aktin-vermittelter Disseminationsvorteil fiir 7. gondii-Tachyzoiten festgestellt
werden, obwohl diese Stadien iiber infizierte Monozyten als ,,Trojanisches Pferd* {iber

Blut- und Lymphgefile in das zentrale Nervensystem (ZNS) gelangen konnen [35,63].
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5. Friithe Immunantwort des in vitro-THP-1-Zellmodells

gegen 1. gondii-Tachyzoiten

Hintergrund:

Die Isolation primérer Immunzellen ist ein aufwendiges Verfahren. Zudem sind bei
Untersuchungen an Primérzellen stets Donor-abhingige Variationsbreiten zu
beriicksichtigen. Diese sind einerseits genetisch bedingt, andererseits aber auch von
umweltbedingten Faktoren abhingig, die auf das Individuum einwirken, wie
Krankheiten, Infektionen wund Lebenssituationen [295]. Um die komplexen
Immunreaktionen im menschlichen und tierischen Organismus unter standardisierten
Bedingungen gezielt zu untersuchen, sind in vitro-Modell von grofer Bedeutung
[27,119,146]. Nachdem in Kapitel E.1 die Validierung des THP-1-Zellkulturmodells,
insbesondere der daraus abgeleiteten differenzierten THP-1-M0-Makrophagen sowie
differenzierten und polarisierten THP-1-M1- und M2-Makrophagen, in Hinblick auf die
Morphologie, die Oberflichenmarkerexpression, die Zytokin-Sekretion und das
Stoffwechselprofil, gute bis sehr gute Ubereinstimmungen mit verdffentlichten
Eigenschaften von M0-, M1- und M2-Makrophagen ergeben hatten, wurde im Anschluss
untersucht, wie THP-1-Zellen auf eine Konfrontation mit 7. gondii-Tachyzoiten
reagieren. Dabei wurden die zuvor in primidren humanen und bovinen Monozyten
beobachteten frithen immunologischen Reaktionen auf eine 7. gondii-Tachyzoiten-
Konfrontation in den monozytiren THP-1-Zellen und THP-1-Makrophagen
(M0/M1/M2) untersucht.

Morphologie:

Nach Konfrontation mit 7. gondii-Tachyzoiten zeigten die monozytdren THP-1-Zellen
sowie die THP-1-M0-, M1- und M2-Makrophagen phénotypisch eine Filopodien-basierte
Orientierung in Richtung der Parasiten. Insbesondere bei den THP-1-M1-Makrophagen
wurde eine ausgeprigte Zellausdehnung mit Bildung von Zellfortsidtzen wie
Lamellipodien und Pseudopodien beobachtet, welche bevorzugt, aber nicht
ausschlieflich, mit 7. gondii-Tachyzoiten interagierten. Neben extrazelluldr
vorkommenden Tachyzoiten konnten viele dieser Stadien intrazelluldr in THP-1-M1-

Makrophagen nachgewiesen werden. Wie bereits in mehreren Studien gezeigt, sind
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THP-1-Makrophagen, die aus monozytiren THP-1-Zellen differenziert und polarisiert
wurden, grundsitzlich in der Lage zu phagozytieren [27,296-299]. Da in Experimenten
der vorliegenden Arbeit ausschlieBlich vitale 7. gondii-Tachyzoiten fiir die Konfrontation
der Zellen verwendet wurden, konnte nicht unterschieden werden, ob die intrazelluldr
lokalisierten Parasiten durch Phagozytose aufgenommen wurden oder ob die vitalen

Tachyzoiten die Zellen aktiv invadiert hatten.

MET-Freisetzung:

In der Literatur ist die Freisetzung von METs im in vitro-Modellsystem der THP-1-Zellen
(monozytdre THP-1-Zellen, THP-1-M0O- und MI1-Makrophagen) dokumentiert und
konnte durch verschiedene Stimuli beobachtet werden [25,28,147,149,150,153].
In den Untersuchungen der vorliegenden Arbeit waren in allen vier THP-1-Zelltypen
klassische ET-Marker wie DNA, Histon und Myeloperoxidase (MPO) in extrazelluldren
Strukturen nachweisbar, wenn diese mit 7. gondii-Tachyzoiten konfrontiert oder mit
bekannten MET-Induktoren (A23187, Nigericin) behandelt wurden [21,28].
Das Auftreten MET-positiver Zellen konnte in 7. gondii-konfrontierten THP-1-Zellen
grundsétzlich nachgewiesen werden. Dieses Phédnomen trat jedoch in Analogie zu
primdren humanen und bovinen Monozyten tendenziell nur selten auf. Trotzdem lie§3 sich
die MET-Freisetzung mithilfe verschiedener Methoden wie die Quantifizierung
MET-positiver Zellen, extDNA und NAE zuverléssig quantifizieren, jedoch ohne, dass
die T. gondii-Konfrontation einen signifikanten Effekt auf die MET-Freisetzung der
Zellen zeigte. Die Messungen der LDH-Aktivitidten analog zu den Experimenten der
Primérzellen belegten bei der Konfrontation mit 7. gondii-Tachyzoiten keinen Einfluss
des Parasiten auf die Zellviabilitit in den untersuchten THP-1-Zellen (mittlere LDH-
Aktivitdt: Monozytir: Kontrolle: 2 %, +T. gondii: 3 %; MO0: Kontrolle/+T. gondii: 5 %;
M1: Kontrolle: 7 %, +T. gondii: 9 %; M2: Kontrolle/+T. gondii: 8§ %). Entgegen der
Erwartungen aus verdffentlichten Arbeiten [21,28], induzierten auch die ET-Induktoren
A23187 und Nigericin tendenziell nur selten eine METose. Dies bestitigte sich ebenfalls
iiber die mikroskopische Quantifizierung MET-positiver Zellen als auch iiber die NAE,
wiahrend die einfache Erfassung der extDNA auf deutlich hohere Werte hinwies.
Diese Diskrepanz unterstreicht die Notwendigkeit, bei der ETose-Diagnose mindestens
ein bildgebendes Verfahren parallel zur einfachen DNA-Quantifizierung zu verwenden,
um ET-Strukturen verldsslich nachzuweisen und Verfilschungen iiber anderweitig

freigesetzte DNA zu vermeiden. Parallel dazu zeigten Messungen der LDH-Aktivitdt in
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Néhrmediumiiberstinden von ET-Induktor-behandelten Zelltypen (insbesondere
A23187) stark erhohte Werte (mittlere LDH-Aktivitdt: Monozytir: Kontrolle: 2 %,
+A23187:40 %; MO: Kontrolle: 5%, +A23187:67 %; MIl: Kontrolle: 7 %,
+A23187: 80 %; M2: Kontrolle: 8 %, +A23187: 60 %), was auf toxische Effekte bzw.
vermehrten Zelltod hindeutete und aller Wahrscheinlichkeit deshalb Ursache fiir die
erhohten extDNA-Werte war.

Zytokin-Sekretion:

Ergénzend zur MET-Freisetzung wurde in der vorliegenden Arbeit die Sekretion der
pro-inflammatorischen Zytokine IL-1 und IL-6 aus THP-1-Zellen untersucht. Bisher ist
deren 7. gondii-Tachyzoiten-vermittelte Sekretion in der Literatur nur fiir monozytére
THP-1-Zellen und THP-1-M0O-Makrophagen  beschrieben [208,209,213,216].
Analog zu den primdren humanen Monozyten =zeigten alle vier untersuchten
THP-1-Zellen (Monozytir, M0, M1 und M2) eine zuverldssige, NLRP3-abhingige
IL-1B-Sekretion nach kombinierter LPS/BzATP- oder LPS/Nigericin-Behandlung, wobei
THP-1-M2-Makrophagen im Vergleich zu THP-1-M1-Makrophagen phénotypisch
schwicher  reagierten  (mittlere  IL-1B-Sekretion:  MI1:  Kontrolle: 2 pg/ml,
+LPS/BzATP: 1171 pg/ml; M2: Kontrolle: 3 pg/ml, +LPS/BzATP: 64 pg/ml) [262].
Unter den hier verwendeten experimentellen Bedingungen (4 Stunden, MOI 1:4)
induzierten 7. gondii-Tachyzoiten ausschlieBlich in THP-1-M1-Makrophagen eine
signifikant erhohte IL-1B-Sekretion (mittlere IL-1B-Sekretion: Kontrolle: 74 pg/ml;
+T. gondii: 114 pg/ml; p-Wert=0,0313). Die Tachyzoiten-Supplementierung zu
LPS-stimulierten THP-1-Zellen fiihrte in THP-1-M0-, M1, und M2-Makrophagen zu
signifikant additiver IL-1B-Sekretion, mit dem stirksten Effekt in THP-1-M1-
Makrophagen (mittlere IL-1B-Sekretion: +LPS: 143 pg/ml; +LPS/T. gondii: 370 pg/ml;
p-Wert =0,0313) sowie in monozytiren THP-1-Zellen zu erhdhter IL-6-Sekretion
(mittlere IL-6-Sekretion: +LPS: 110 pg/ml; +LPS/T. gondii: 1419 pg/ml;
p-Wert = 0,0156). Im Gegensatz dazu fanden Gov et al. (2013, 2017) nach 7. gondii-
Tachyzoiten-Konfrontation eine erhohte IL-1B-Sekretion in monozytiaren THP-1-Zellen
nach 12/18 Stunden (MOI 1:2/1:3) [209,213], Chu et al. (2016) eine erhohte IL-1pB-
Sekretion in THP-1-M0O-Makrophagen nach 4 Stunden (MOI 1:10) [216] und
Castro et al. (2013) eine erhohte IL-6-Sekretion in monozytiren THP-1-Zellen nach
24 Stunden (MOI 1:3) [208]. Die unterschiedlichen Befunde konnten auf Bedingungs-
abhingige Effekte (MOI, Konfrontationszeit) oder Phagozytose-abhéngige Mechanismen
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zuriickzufithren sein. Letztere Mechanismen beschreiben Tosh et al. (2016) fiir
humane Monozyten und murine DCs, wonach die Zytokin-Sekretion primér von der

aktiven Aufnahme der 7. gondii-Tachyzoiten abhiangt [210].
Stoffwechsel:

In der vorliegenden Arbeit wurde das Stoffwechselprofil der monozytidren THP-1-Zellen
und THP-1-MO-, M1- und M2-Makrophagen nach 6-stiindiger 7. gondii-Tachyzoiten-
Konfrontation untersucht. Primdre Monozyten wurden aufgrund limitierter
Verfligbarkeit, hoher Anforderungen an die Zellkulturbedingungen sowie ethischer
Einschrankungen nicht einbezogen [300]. Die 6-stiindige Inkubationszeit wurde gewéhlt,
da sie zum einen bei vergleichbaren Analysen anderer Apikomplexa wie Eimeria bovis
bereits erfolgreich eingesetzt wurde [301], und sich zum anderen in Vorversuchen als
optimale Bedingung fiir prizise Umsatzratenmessung der THP-1-Zellen herausstellte
(Kapitel E.1). Die Umsatzraten werden als Differenz der Metabolitkonzentrationen in
Néhrmediumiiberstinden nach Inkubation mit Zellen im Vergleich zu zellfreien
Kontrollen berechnet. Fiir verlissliche Messungen war daher eine 6-stiindige Inkubation
erforderlich. Die vorliegenden Stoffwechselanalysen zeigten, dass eine 6-stiindige
Konfrontation mit 7. gondii-Tachyzoiten ausschlieBlich in THP-1-M2-Makrophagen zu
einer Umkehr des Alanin-Stoffwechsels (von Verbrauch zu Produktion) fiihrte. Wie die
Auswertung in Kapitel E.1 zeigte, schwanken die Alanin-Umwandlungsraten jedoch
stark {iber die fiinf biologischen Replikate hinweg, weshalb weitere Untersuchungen fiir

valide Aussagen erforderlich sind.

Schlussfolgerung:

Zusammenfassend kann Folgendes konstatiert werden: Die in der vorliegenden Arbeit
eingesetzte THP-1-Zelllinie erwies sich grundsétzlich als geeignetes in vitro-Modell zur
detaillierten Untersuchung der frithen Immunantwort von mononukledren Phagozyten auf
eine 7. gondii-Tachyzoiten-Konfrontation. In Analogie zu den priméren humanen und
bovinen Monozyten fiihrte die Konfrontation zu morphologischen Veridnderungen, wie
sie fiir aktivierte Immunzellen charakteristisch sind, wihrend die Freisetzung von METs
eine eher untergeordnete Rolle in der angeborenen Immunantwort der THP-1-Zellen
gegen T. gondii spielte. Die Sekretion der pro-inflammatorischen Zytokine IL-13 und
IL-6 nach T. gondii-Tachyzoiten-Konfrontation war in den primiren humanen

Monozyten um das 70-Fache hoher als in den monozytiren THP-1-Zellen.
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Innerhalb der THP-1-Makrophagen (MO/M1/M2) war die T. gondii-induzierte
IL-1B-Sekretion ausschlieBlich bei den THP-1-M1-Makrophagen signifikant, was darauf
hindeutet, dass neben primdren Monozyten auch pro-inflammatorische Makrophagen
eine zentrale Rolle in der friihen angeborenen Immunantwort gegen 7. gondii spielen
konnten. Das Ergebnis, dass THP-1-M0-, M1- und M2-Makrophagen dhnlich wie
primidre humane Monozyten auf eine kombinierte Stimulation mit LPS und
T. gondii-Tachyzoiten mit einer signifikanten Steigerung der IL-1B-Sekretion im
Vergleich zur alleinigen LPS-Behandlung reagierten, 1dsst vermuten, dass Monozyten

und Makrophagen in dhnlicher Weise iiber dieses Parasitenstadium aktiviert werden.
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6. Methodische Limitationen und zukiinftige Perspektiven

In der vorliegenden Arbeit wurde der Effekt einer 7. gondii-Tachyzoiten-Konfrontation
auf die friihe Immunantwort von primdren humanen und bovinen Monozyten sowie
monozytiren = THP-1-Zellen und ihren  abgeleiteten @ MO-, Ml- und
M2-Makrophagen vergleichend untersucht.

THP-1 ist eine humane, monozytire Leukdmie-Zelllinie mit nachgewiesenen genetischen
Mutationen. Zum Zeitpunkt des dieser Arbeit waren 435 Mutationen in der
Harmonizome-Datenbank des Ma'ayan Laboratory of Computational Systems Biology
hinterlegt [302,303]. Es ist davon auszugehen, dass diese Mutationen
Schliisselfunktionen der Zellen beeinflussen, was zu signifikanten Unterschieden in
Signalwegen und Stoffwechselregulationen zwischen monozytiren THP-1-Zellen und
nicht tumorés entarteten, primdren Monozyten fiihrt [27]. Die in vitro-Differenzierung
der monozytidren THP-1-Zellen zu THP-1-M0-Makrophagen durch PMA-Behandlung
fiir 24 Stunden sowie die darauffolgende Polarisierung zu THP-1-M1-Makrophagen
durch IFN-y/LPS bzw. zu THP-1-M2-Makrophagen durch IL-4/IL-13 fiir 48 Stunden
stellt einen vereinfachten, artifiziell herbeigefiihrten Prozess dar, welcher sich vom
komplexen Ablauf der Makrophagen-Generierung im lebenden Organismus
unterscheidet. /n vivo wird die Differenzierung und Polarisierung von Makrophagen
durch diverse Mediatoren wie M-CSF, GM-CSF und IL-34 sowie durch
gewebespezifische Bedingungen wie Hypoxie und pH-Wert-Verdnderungen gesteuert
[300,304]. Nicht auszuschlieBen ist daher, dass Unterschiede zwischen der in vivo- und
in vitro-Makrophagen-Generierung die Zellfunktion beeinflussen. Um die Modellierung
der Differenzierung und Polarisierung von in vitro-Makrophagen zukiinftig zu
optimieren, ist es entscheidend, die vorhandenen experimentellen Daten kritisch zu
hinterfragen, die Definition der Phénotypen zu prézisieren, die komplexen Zell- und
Gewebeinteraktionen intensiver zu beriicksichtigen sowie die Ergebnisse im

in vitro-System kontinuierlich zu validieren [98].

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte erstmals eine iiber vitale
T. gondii-Tachyzoiten ausgeldste, tendenzielle, jedoch statistisch nicht signifikante
MET-Freisetzung (p-Wert => 0,05) fiir primidre humane und bovine Monozyten sowie

fir monozytire THP-1-Zellen und THP-1-MO-, MI1- und M2-Makrophagen
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nachgewiesen werden. Die nur vereinzelt beobachtete METose in allen untersuchten
Zelltypen deutet darauf hin, dass dieser Effektormechanismus im Vergleich zur NETose
bei der angeborenen Immunabwehr gegen T. gondii-Tachyzoiten eine cher
untergeordnete Rolle spielt. Signifikante Effekte der 7. gondii-Konfrontation zeigten sich
dagegen in der vorliegenden Arbeit bei der Sekretion der pro-inflammatorischen Zytokine

IL-1p und IL-6 in beiden untersuchten Modellen (Primérzellen, THP-1-Zellen).

Auf der Basis von eigenen Voruntersuchungen (vgl. Kapitel E.1) sowie veréffentlichten
Studien [216,282,301] erfolgte die 7. gondii-Tachyzoiten-Konfrontation in der
vorliegenden Arbeit bei primédren humanen und bovinen Monozyten sowie THP-1-Zellen
unter Verwendung eines MOI (1:4) und eines definierten Beobachtungszeitpunkts
(4 bzw. 6 Stunden). Die gewihlten Konfrontationszeiten sollten insbesondere die friihe,
angeborene Immunantwort erfassen. Aufgrund der begrenzten Verfiigbarkeit von
humanen und bovinen Primirzellen war eine Ausdehnung der Experimente auf mehr
denkbare Szenarien nicht moglich. Durchaus denkbar und in zukiinftigen Studien zu
tiberpriifen ist jedoch, ob MOI-abhingige Unterschiede bei der Konfrontation mit
T. gondii-Tachyzoiten bestehen und ob eine hohere Parasitenzahl die beobachteten
Effekte hinsichtlich morphologischer Verianderung, MET-Freisetzung, Zytokinsekretion,
Expression von TLR2, TLR4, F-Aktin und CD11b sowie Stoffwechselumsatzraten in den
untersuchten Zellen verstirkt. Ergdnzend konnte geklirt werden, inwiefern kiirzere oder

langere Konfrontationszeiten die Auspriagung der zelluldren Reaktionen beeinflussen.

Bei Bestimmung der Zytokinsekretion wurde in der vorliegenden Arbeit routineméfig
die LDH-Aktivitdit in den zugehdrigen Nédhrmediumiiberstinden als Mal} fiir die
Zellviabilitiat gemessen, um sicherzustellen, dass die gemessenen Zytokine von lebenden
Zellen und nicht iiber Zelltod oder Zelllyse freigesetzt werden. Uberraschenderweise
zeigten die Zellen, welche mit gidngigen Konzentrationen der hdufig verwendeten
MET-Induktoren A23187 oder Nigericin [21,28] behandelt wurden, erhdhte
LDH-Aktivititen (Anstieg um bis zu 73 %), was auf eine gewisse Toxizitit der
Substanzen hinweist. Dies unterstreicht die Notwendigkeit einer sorgfiltigen
Interpretation der erzielten Ergebnisse sowie einer kritischen Neubewertung der

genannten ET-Stimuli bzw. ihrer Konzentrationen in weiterfithrenden Untersuchungen.

Eine offene Frage der vorliegenden Arbeit bleibt, inwieweit die in THP-1-M1-

Makrophagen beobachteten intrazelluldren Parasiten auf Phagozytose oder auf aktive
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Infektion zurlickzufiihren sind. Ein direkter Vergleich zwischen hitzeinaktivierten und
vitalen Tachyzoiten konnte hierzu zukiinftig Aufschluss geben sowie kléren, ob beide

Stadien unterschiedliche Immunantworten induzieren.

Tabelle 2: Zusammenfassung der Effekte nach 7. gondii-Tachyzoiten-Konfrontation

Die Tabelle fasst die Effekte der Konfrontation mit Toxoplasma gondii-Tachyzoiten (7.g.) auf
verschiedene Parameter der frilhen Immunantwort in priméren humanen (Human) und bovinen
Monozyten (Bovin) sowie monozytiren THP-1-Zellen (Monozytir) und THP-1-Makrophagen
(MO-, M1- und M2-Makrophagen) zusammen. 1/| = signifikante Erhdhung bzw. Abnahme im
Vergleich zu nicht-konfrontierten Kontrollzellen bzw. LPS-behandelten Zellen (p < 0,05);
T Alanin = Umkehr des Alanin-Stoffwechsels (von Verbrauch zu Produktion) im Vergleich zu
nicht-konfrontierten Kontrollzellen; X = nicht untersucht; CD = Cluster of Differentiation;
exDNA = extrazellulire DNA; IL = Interleukin; LPS = Lipopolysaccharid; MET =
monocyte/macrophage extracellular trap; NAE = nuclear area expansion; n.s. = nicht signifikant
(p > 0,05); TLR = Toll-like Rezeptor.

Primire THP-1-Zellen
Monozyten
[eH Human Bovin Monozytér MO- M- M2-
Parameter Y Makrophagen | Makrophagen | Makrophagen
Zellaktivierung ja ja ja ja ja ja
MET-Freisetzung ja ja ja ja ja ja
MET-positive
n.s n.s n.s. n.s n.s n.s
Zellen
exDNA-
. n.s n.s n.s. n.s n.s n.s
Freisetzung
NAE n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
T+Tg T+Tg
-1B- i /Tg. /T
IL-1B-Sekretion pouesire X n.s. THLPST pese TLPSTg
T+Tg
IL-6-Sekretion X THLPSITe: n.s. n.s. | esTe
T+LPS/T.g.
TLR2/4-, CD11b-
i i X X X X
F-Aktin-Expression s ns.
Stoffwechselprofil X X n.s. n.s. n.s. 11 Alanin
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F. ZUSAMMENFASSUNG

Die Zellen des angeborenen Immunsystems stellen die entscheidende erste Abwehr gegen
invasive Pathogene dar. Zu ihren klassischen Effektormechanismen gehoren die
Phagozytose von Pathogenen, die Produktion antimikrobieller Molekiile sowie die
Sekretion von immunmodulierenden Zytokinen und Chemokinen. Im Jahr 2004 wurde
zum ersten Mal beschrieben, dass neutrophile Granulozyten als Reaktion auf
Gram-positive oder Gram-negative Bakterien extracellular traps (ETs) freisetzen
konnen, welche aus DNA und antimikrobiellen Proteinen wie Histonen und dem Enzym
Myeloperoxidase (MPO) bestehen. In den darauffolgenden Jahren wurde gezeigt, dass
andere Zellen des angeborenen Immunsystems wie Monozyten und Makrophagen ETs
freisetzen, welche als monocyte bzw. macrophage extracellular traps (METs) bezeichnet
werden. Zu den Funktionen von ETs gehoren das Einfangen, die Immobilisierung und in
manchen Féllen auch die Abtétung von Pathogenen. Zu Beginn dieser Arbeit gab es nur
einen Bericht iiber die Toxoplasma gondii (T. gondii)-induzierte MET-Freisetzung, die

von Monozyten von Seehunden stammten.

T. gondii, der Erreger der Toxoplasmose, ist ein obligat intrazelluldrer Parasit aus dem
Stamm der Apikomplexa, welcher alle warmbliitigen Lebewesen als Zwischenwirt sowie
Katzen (Felidae) als Endwirt infiziert. In diesen Wirten 16sen sich schnell teilende
Tachyzoiten wihrend der systemischen Ausbreitung eine angeborene und adaptive
Immunantwort aus. Einige Tachyzoiten wandeln sich in Gewebezysten in Bradyzoiten
um. In diesen konnen Bradyzoiten viele Jahre persistieren und im Falle einer

Immunschwiche reaktiviert werden.

Die vorliegende Arbeit untersuchte frithe (<4 Stunden) angeborene Immunantworten
mononukledrer Phagozyten gegen vitale 7. gondii-Tachyzoiten in priméren humanen und
bovinen Monozyten sowie in der humanen monozytiren Leukdmie-Zelllinie THP-1
(engl. = Tohoku Hospital Pediatrics-1). Dabei wurde eine 4-stiindige Ko-Kultur von
Immunzellen und 7. gondii-Tachyzoiten unter Verwendung einer Multiplizitit der
Infektion (MOI, engl. = multiplicity of infection) von 1:4 (Zelle:Parasit) verwendet
(mit Ausnahme der Stoffwechselanalysen mit einer verldngerten Konfrontationszeit von

6 Stunden).

154



Zusammenfassung

Die in vitro-Differenzierung von monozytiren THP-1-Zellen zu unspezifischen
MO0-Makrophagen sowie die in vitro-Polarisierung von MO-Makrophagen zu
pro-inflammatorischen M1- und anti-inflammatorischen M2-Makrophagen ermoglichte
es, den aktuellen Forschungsfokus auch auf verschiedene Makrophagen-Typen
auszuweiten. Dariiber hinaus ermoglichte die vergleichende Untersuchung von priméren
Immunzellen und den entsprechenden THP-1-Zelltypen der grundlegenden Frage
nachzugehen, ob eine permanente Zelllinie fiir die Erforschung der immunologischen
Aspekte in dieser Arbeit geeignet ist. Zu Beginn dieser Arbeit fehlten zuverldssige und
standardisierte Protokolle zur Differenzierung und Polarisierung von MO/M1/M2-
dhnlichen Makrophagen (THP-1-M0/M1/M2-Makrophagen), welche zunichst von den
Kooperationspartnern etabliert werden mussten. Im Rahmen dieser Arbeit wurde die
korrekte Differenzierung und Polarisierung von THP-1-M0/M1/M2-Makrophagen
anhand der Morphologie, der IL-1B-Sekretion, der Expression von pro- und
anti-inflammatorischen Oberflaichenmarkern sowie anhand der Stoffwechselprofile

(Glykolyse, Glutaminolyse und Serinolyse) verifiziert und bestétigt.

Mikroskopische Analysen unter Verwendung von Rasterelektronenmikroskopie
(SEM, engl. = scanning electron microscopy), Transmissionselektronenmikroskopie
(TEM) und Immunfluoreszenzmikroskopie (IFM) bestitigten die Aktivierung von
primdren humanen und bovinen Monozyten sowie von monozytiren THP-1-Zellen und
THP-1-Makrophagen (M0/M1/M2) nach Konfrontation mit 7. gondii-Tachyzoiten.
Das grundséitzliche Vorhandensein von METs nach der Parasitenkonfrontation wurde
durch den Nachweis der Ko-Lokalisation von Histonen, MPO in den DNA-reichen
Strukturen bestétigt, die von mononukledren Phagozyten freigesetzt wurden. Quantitative
Analysen, welche auf der Bestimmung der Anzahl MET-positiver Zellen,
der Freisetzung von extrazellulirer DNA (extDNA) und der Ausdehnung der
Zellkernfliche (NAE, engl. = nuclear area expansion) in Immunzellen basierten,
schlugen jedoch bei primdren humanen und bovinen Monozyten, monozytiren
THP-1-Zellen und THP-1-Makrophagen (M0/M1/M2) fehl. Ebenso erreichte die durch
MET-Induktoren A23187 und Nigericin induzierte MET-Freisetzung bei Primérzellen
und THP-1-Zellen im Vergleich zu unbehandelten Zellen keine statistische Signifikanz.
In den letztgenannten Fillen deuteten signifikant erhohte Laktat-Dehydrogenase
(LDH)-Aktivitdten, die in Zellkulturiiberstinden nachgewiesen wurden, auf eine hohe

Rate an Zelltod und Zelllyse hin.
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Die vorliegenden Analysen der Zytokin-Sekretion zeigten einen signifikanten Anstieg der
IL-1B-Sekretion durch primére, humane Monozyten, die mit 7. gondii-Tachyzoiten allein
oder in Kombination mit Lipopolysaccharid (LPS) konfrontiert wurden.
In THP-1-Makrophagen (M0/M1/M2) induzierte jedoch nur die kombinierte
Konfrontation mit 7. gondii-Tachyzoiten und LPS die IL-1B-Sekretion. Im Gegensatz
dazu hatten in monozytiren THP-1-Zellen weder Tachyzoiten, allein noch in
Kombination mit LPS, einen Einfluss auf die IL-1B-Sekretion. Im Falle von IL-6 wurde
in primdren humanen Monozyten nach Konfrontation mit 7. gondii-Tachyzoiten allein
oder in Kombination mit LPS eine signifikant verstirkte Sekretion beobachtet.
In monozytiren THP-1-Zellen stieg die IL-6-Sekretion nur bei einer kombinierten
Behandlung mit 7. gondii-Tachyzoiten und LPS an, wihrend THP-1-Makrophagen
(M0/M1/M2) nicht mit einer signifikanten IL-6-Sekretion reagierten.

Zudem beeinflusste die Konfrontation primarer humaner und boviner Monozyten mit
T. gondii-Tachyzoiten weder die Expression der Immunrezeptoren TLR2 und TLR4 noch
den Zytoskelett-assoziierten Marker F-Aktin oder den Migrations-assoziierten Marker
CD11b. Ebenso wurden keine Parasiten-bedingten Verdnderungen der Umsatzraten von
Substraten und Metaboliten der Glykolyse, Glutaminolyse und Serinolyse in

Zellkulturiiberstinden von THP-1-Zellen festgestellt.

Zusammenfassend deuten die vorliegenden Ergebnisse darauf hin, dass die Sekretion von
IL-1B und nicht die Freisetzung von METs entscheidend fiir die Auslosung der
angeborenen Immunantwort in den ersten 4 Stunden nach Kontakt zwischen priméren
humanen und bovinen Monozyten mit 7. gondii-Tachyzoiten ist. Dariliber hinaus zeigte
die Validierung des fiir die THP-1-Zelllinie entwickelten in vitro-Differenzierungs- und
Polarisierungsprotokolls zur Generierung von THP-1-Makrophagen eine gute
Ubereinstimmung mit den in der Literatur beschriebenen Merkmalen primérer und
in vitro-generierter M1- und M2-Makrophagen. Dies betrifft die Expression pro- und
anti-inflammatorischer Oberflichenmarker, die Sekretion von IL-1f wund das
Glykolyse-, Glutaminolyse-, Serinolyse- und energiebezogene Stoffwechselprofil.
Das neuartige Differenzierungs- und Polarisierungsprotokoll steht nun fiir weitere

immunologische Untersuchungen zur Verfiigung.
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G. SUMMARY

Cells of the innate immune system form the first critical line of defense against invasive
pathogens. Their key effector mechanisms include phagocytosis of pathogens, production
of antimicrobial molecules, and secretion of immunomodulatory cytokines and
chemokines. In 2004, it was first demonstrated that neutrophils release extracellular traps
(ETs) in response to Gram-positive or Gram-negative bacteria. These ETs consist of DNA
and antimicrobial proteins, such as histones and the enzyme myeloperoxidase (MPO).
Meanwhile, other innate immune cells like monocytes and macrophages were also
reported to release ETs, which were termed monocyte or macrophage extracellular traps
(METs). The function of ETs includes pathogen trapping, immobilization and, in some
cases, pathogen killing. At the outset of this work, only one report existed on

Toxoplasma gondii (T. gondii)-induced METs being formed by harbor seal monocytes.

T. gondii represents the causative agent of toxoplasmosis and is an obligate intracellular
parasite of the phylum Apicomplexa, which infects all warm-blooded organisms as
intermediate hosts, as well as cats (Felidae) as definitive hosts. In these hosts, rapidly
dividing tachyzoites trigger innate and adaptive immune responses during systemic
dissemination. Some tachyzoites convert into bradyzoites in tissue cysts, where they can

persist for many years, and may be reactivated in the case of host immunodeficiency.

The current work examined early (<4 hours) innate immune responses of mononuclear
phagocytes against viable 7. gondii tachyzoites in primary human and bovine monocytes,
as well as in the human monocytic leukemia cell line THP-I
(Tohoku Hospital Pediatrics-1). Therefore, a 4-hour co-culture of immune cells and
T. gondii tachyzoites, applying a multiplicity of infection (MOI) of 1:4 (cell:parasite),

was used (except for metabolic analyses, with a prolonged exposure of 6 hours).

In vitro differentiation of monocytic THP-1 cells into non-specific MO macrophages,
as well as the in vitro polarization of M0 macrophages into pro-inflammatory M1 and
anti-inflammatory M2 macrophages, allowed us to expand the current research focus also
to different macrophage types. Moreover, the comparative study of primary immune cells
and related THP-1 cell types enabled us to follow the fundamental question of whether
permanent cell line are suitable for exploring the immunological aspects of this work.

At the onset of this study, reliable, standardized protocols for differentiation and
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polarization of THP-1-M0/M1/M2-like macrophages were lacking and needed to be
established by the collaborative partners first. As part of this work, the correct
differentiation and polarization of THP-1-M0/M1/M2-like macrophages was verified and
confirmed based on morphology, IL-1p secretion, the expression of pro- and anti-
inflammatory surface markers, and metabolic profiles (glycolysis, glutaminolysis,

and serinolysis).

Microscopic analyses using scanning electron microscopy (SEM), transmission electron
microscopy (TEM), and immunofluorescence microscopy (IFM) confirmed the activation
of primary human and bovine monocytes, as well as monocytic THP-1 cells and
THP-1 macrophages (MO/M1/M2), upon T. gondii tachyzoites exposure. The principal
presence of METs after parasite exposure was confirmed by showing the co-localization
of histones and MPO in DNA-rich structures released by mononuclear phagocytes.
However, quantitative analyses based on the assessment of the number of MET-positive
cells, extracellular DNA (extDNA) release, and nuclear area expansion (NAE) in
immune cells failed for primary human and bovine monocytes, monocytic THP-1 cells,
and THP-1 macrophages (M0/M1/M2). Similarly, MET release by primary cells and
THP-1 cells, driven by the MET inducers A23187 and nigericin, did not reach statistical
significance when compared to untreated cells. In the latter cases, significantly increased
lactate dehydrogenase (LDH) activities, detected in cell culture supernatants, indicated a

high rate of cell death and lysis.

Current analyses of cytokine secretion revealed a significant increase in IL-1f secretion
by primary human monocytes exposed to 7. gondii tachyzoites, alone or in combination
with lipopolysaccharide (LPS). However, in THP-1 macrophages (M0/M1/M2), only the
combined exposure to 7. gondii tachyzoites and LPS fostered IL-1f secretion. In contrast,
in monocytic THP-1 cells, neither tachyzoites alone nor in combination with LPS
influenced IL-1P secretion. In the case of IL-6, a significantly enhanced secretion was
observed in primary human monocytes after exposure to 7. gondii tachyzoites alone or in
combination with LPS. In monocytic THP-1 cells, IL-6 secretion increased only upon
combinatory treatment with 7. gondii tachyzoites and LPS, while THP-1 macrophages
(M0/M1/M2) did not react by significant IL-6 secretion.

Moreover, T. gondii tachyzoite exposure of primary human and bovine monocytes

neither affected the expression of the immune receptors Toll-like receptor (TLR)2 and
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TLR4, nor of the cytoskeletal marker F-actin and the migration marker
Cluster of Differentiation (CD)11b, when compared to untreated controls.
Similarly, no parasite-driven changes in the conversion rates of substrates and metabolites
of glycolysis, glutaminolysis, and serinolysis, as detected in THP-1 cell culture

supernatants, were stated.

Taken together, the current results suggest that the secretion of IL-1p, rather than the
release of METs, is crucial for initiating the innate immune response during the first
4 hours of primary human and bovine monocytes and 7. gondii tachyzoites encounter.
Moreover, the validation of the in vitro differentiation and polarization protocol,
developed for the THP-1 cell line to generate THP-1 cell-derived macrophages, revealed
a good agreement with the characteristics of primary and in vitro generated M1 and
M2 macrophages, described in the literature, when considering morphology, pro- and
anti-inflammatory surface marker expression, IL-1 secretion, and glycolysis,
glutaminolysis, serinolysis, and energy-related metabolic profiles.
The novel differentiation and polarization protocol is now available for other

immunological investigations.
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