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Einleitung

1. Einleitung

1.1. Der Hypothalamus als zentralnervoses Integrationszentrum

Der basal des Thalamus gelegene Hypothalamus bildet den ventralen Teil des Dience-
phalon (Zwischenhirn) und umschliel3t beidseitig den Ventriculus tertius cerebri (dritter
Gehirnventrikel; V-IIl). Im Sagitalschnitt wird der anteriore Bereich des Hypothalamus,
die Regio praeoptica (POA), dorsal durch die Commissura anterior und anteroventral
durch die Stria diagonalis (Diagonales Band von Broca) begrenzt. Posterior endet der
Hypothalamus im Bereich der ventral gelegenen Corpora mamillaria (Paxinos & Wat-
son, 2004; Simerly & Swanson, 1988; Swanson 1987).

Der Hypothalamus reprasentiert das oberste zentralnervése Koordinationszentrum fur
die Homoostase vegetativer Funktionen im Rahmen der geregelten Konstanthaltung der
Korperkerntemperatur (Gerstberger et al., 2001; Simon et al., 1986), der Nahrungsauf-
nahme und des Energiehaushaltes (Morton et al., 2006), des Wasser- und Elektrolyt-
haushaltes (Anderson, 1978; Gerstberger et al., 2001), des peripheren Kreislaufes (Cruz
et al.,, 2010) oder etwa der zirkadianen Rhythmik (Aschoff, 1990; Stephan & Zucker,
1972). DarUber hinaus stellt der Hypothalamus mit seinen neuroendokrinen Funktionen,
primar vermittelt Gber die Steuerung der Hormonsekretion des Hypophysenvorderlap-
pens (HVL, Adenohypophyse) bzw. die direkte Neurohormon-Freisetzung im Bereich des
Hypophysenhinterlappens (HHL, Neurohypophyse), die efferente Verbindung des zentra-
len Nervensystems (ZNS) mit dem endokrinen System dar (Sam & Frohman, 2008;
Stojilkovic, 2009). So projizieren magnozellulare Neurone des Nucleus paraventricularis
(PVN) und des Nucleus supraopticus (SON) durch das Infundibulum in den HHL. Die
Axonterminalen dieser Neurone entlassen zur Induktion des Milcheinschusses im Rah-
men der Laktation bzw. bei extrazellularer Dehydratation die Neurohormone Oxytocin
(OT) bzw. Antidiuretisches Hormon (ADH) vermehrt in den Blutkreislauf (Freeman et al.,
2000; Stojilkovic, 2009). Parvozellulare Neurone des PVN sowie anderer Kerngebiete
wie der POA oder des Nucleus arcuatus (ARC) setzen sogenannte releasing oder inhibi-
ting Faktoren nach axonalem Transport in das hypophysare Pfortadersystem aus ihren
Synapsen frei. Diese peptidergen bzw. catecholaminergen Faktoren erreichen den HVL
und modulieren dort die Aktivitat spezialisierter endokriner Zellen, die ihrerseits Uber die
freigesetzten Proteo-Hormone eine weitere periphere Hormondruise kontrollieren (“glan-
dotroph®) oder periphere Organe in deren Funktion beeinflussen (“nicht-glandotroph®)
(Freeman et al., 2000; Tannenbaum et al., 2003).

Neurohistologisch wird der Hypothalamus von rostal nach caudal in den praoptischen,

anterioren, tuberalen und mammillaren Bereich und mediolateral in drei Zonen (lateral,
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medial und periventrikular) untergliedert. Diese Bereiche beinhalten jeweils eine Vielzahl
an zytoarchitektonisch und hinsichtlich ihrer physiologischen Bedeutung distinkte Regio-
nen (Areae) und Kerngebiete (Nuclei), die an den oben angedeuteten neuroendokrinen
und homoostatischen Steuerungsprozessen beteiligt sind (Paxinos & Watson, 2004;
Swanson 1987).

Diese hypothalamischen Nuclei sind durch axodendritische Nervenbahnen mit anderen
Regionen des Gehirns, des Ruckenmarks, aber auch untereinander verbunden (Bos-
well, 2010; Cham et al., 2006, Fan et al., 2004; Oldfield et al., 1991; Schwartz, 2006;
Swanson & Kuypers, 1980). Fur Konstanthaltung etwa des Energiehaushaltes oder der
Korperkerntemperatur werden in hypothalamischen Kerngebieten Uber afferent-sensori-
sche Projektionen einlaufende Informationen aus der Peripherie sowie zentralnervosen
Einheiten etwa der Medulla oblongata, der Pons oder des limbischen Systems verarbei-
tet. Im Rahmen der genannten autonomen Regelkreise fur die Homdostase physiologi-
scher Funktionen werden dabei Informationen (patho-)physiologischer Natur als Istwerte
mit vorgegebenen “Sollwerten“ noch unbekannter Natur verglichen. Nach nucleo-zellu-
larer Integration werden efferente neuronale Signale Uber vegetative sowie motorische
Zentren in Hirnstamm und Rickenmark an periphere Effektororgane gesendet, welche
als Stellglieder zur Wiederherstellung des jeweiligen Istwerts dienen (Langhans et al.,
2010; Simon et al., 1986).

Neben der neuronalen Ubermittlung sensorischer Informationen aus der Kérperperiphe-
rie an den Hypothalamus besteht ein weiterer Weg der afferenten Signalweiterleitung im
Ubertritt humoraler Mediatoren Uber die endotheliale Blut-Hirn Schranke (BHS) (Banks,
2012), bzw. dem direkten Kontakt zirkulierender Signalmolekile mit sensorischen sowie
integrativen Zentren ausschlief3lich des Hypothalamus und der Medulla oblongata im
Bereich spezifischer Nuclei, deren endotheliale BHS unvollstandig ausgepragt ist. Diese
als zirkumventrikulare Organe (CVOs) bezeichneten Gehirnstrukturen sind durch die
neuroanatomische Lokalisation in direkter Nahe zum dritten bzw. vierten Gehirnventrikel,
eine hohe Gefalidichte sowie die Auspragung eines fenestrierten Kapillarendothels
charakterisiert (Hofer, 1958; Duverrnoy & Risold, 2007; McKinley et al., 2003; Roth et al.,
2004). Dabei werden CVOs prinzipiell als sensorische oder neurosekretorische (= neuro-
endokrine) CVOs (Price et al., 2008) klassifiziert. Zu den sensorischen CVOs wird das
Organum subfornicale (SFO) und das Organum vasculosum laminae terminalis (OVLT)
des praoptisch-anterioren Hypothalamus sowie die Area postrema (AP) der Medulla
oblongata gezahlt (Cottrell & Ferguson, 2004; Simon 2000). Diesen Strukturen ist neben
einer lecken endothelialen BHS das Vorhandensein efferent projizierender Nervenzellen
gemeinsam. Die neuroendokrinen CVOs hingegen weisen keine Neurone auf und um-
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fassen die Eminentia mediana (ME), die Neurohypophyse, die Glandula pinealis (PIN)
und im weiteren Sinne die Plexds chorioidei (ChP) des Ventrikelsystems (Norsted et al.,
2008; Price et al., 2008). Das OVLT zeichnet sich neben seinen sensorischen Funk-
tionen auch durch neuroendokrine Eigenschaften aus (McKinley et al., 2003). AulRer den
genannten neuroglialen Strukturen zeigen zwei weitere Nuclei des Hirnstammes partiell
fenestrierte Kapillarendothelien auf, wodurch deren Neurone fur in der Blutbahn zirkulie-
rende Faktoren wie etwa Hormone oder Zytokine erreichbar sind, namlich der Nucleus
tractus solitarius (NTS) der Medulla oblongata und der ARC des tuberalen Hypothalamus
(Gross, 1991).

1.2. Der Nucleus arcuatus als integratives Kerngebiet des mediobasalen

Hypothalamus

Der Nucleus arcuatus als ventraler Bestandteil des tuberalen Hypothalamus umschlief3t
den basalen V-l und ist in unmittelbarer Nahe zur Eminentia mediana (EM) und der
Adenohypophyse lokalisiert, zu denen er uber die Axone parvozellularer Neurone eine
neurohamale Verbindung unterhalt. Zytoarchitektonisch wird der ARC in eine dorsale
(ARCd), mediale (ARCm) und laterale (ARCI) Komponente untergliedert (Paxinos &
Watson, 2005). Caudal der EM, im Bereich des Infundibulum, liegen die posterioren
Substrukturen des medialen (ARCmp) und lateralen ARC (ARCIp).

Im Rahmen der Energiehomoostase wirken eine Vielfalt hormonaler und metabolischer
Faktoren sowie neuronaler Afferenzen aus der Peripherie und dem ZNS in einem kom-
plexen Wechselspiel zusammen. Hormone und vagale Afferenzen Gbermitteln Informa-
tionen Uber die gastroenterale Energieaufnahme sowie Uber den Status der Fett- und
Glukosedepots an das ZNS (Langhans et al., 2010). Dabei kommt dem ARC aufgrund
seiner partiell lecken BHS eine zentrale Schlisselrolle fur die Perzeption afferenter Sig-
nale zur Kontrolle des Korpergewichtes und der Nahrungsaufnahme zu (Kohno & Yada,
2012; Morton et al., 2006) (Kap. EIN 1.6). Gleichzeitig Ubt der ARC durch die neuronale
Produktion und axonale Freisetzung bestimmter releasing (RH) bzw. inhibiting (IH)
Faktoren eine wichtige modulatorische Funktion auf die Hormonsekretion somatotropher,
laktotropher oder corticotropher Zellen des HVL aus und hat somit einen Einfluss auf
Wachstum und Reproduktion des tierischen Organismus (Brawer, 1971; Fehér et al.,
2010; Grossman et al., 1986; Horvath & Palkovits, 1988). Die von den neurosekretori-
schen Neuronen des ARC synthetisierten und axonal transportierten Faktoren (Neu-
ropeptide und Dopamin / Serotonin) gelangen Uber die neurohamalen Verbindungen im

Bereich der unvollstdandigen BHS des ARC und der EM, welche primar neurosekretori-
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sche Synapsen enthalt, in das Pfortadersystem des HVL oder in den interzellularen
Raum der EM (Ferguson & Bains, 1996; Rodriguez et al., 2010). Um zu verhindern, dass
diese Mediatoren wieder zurick in das neurogliale Parenchym des ARC bzw. in die
cerebrospinale Flussigkeit (CSF) des V-Ill gelangen, weisen EM und ARC im Bereich der
den Ventrikel auskleidenden Ependymzellen sogenannte Tanyzyten mit hoher Dichte
interzellularer “tight junctions® auf (Horstmann, 1954; Krisch et al, 1978; 1983; Rodriguez
et al., 2010).

Der ARC verflugt Uber neuronale Afferenzen und Efferenzen zu zahlreichen neuroglialen
Strukturen des ZNS, vor allem aber zu zahlreichen Nuclei bzw. Areae des Hypothala-
mus. Mit Hilfe von antero- und retrograden Methoden des neuronalen Tracings konnten -
den praoptischen und anterioren Hypothalamus betreffend - neuronale Verbindungen mit
reziprokem Charakter zur Regio praeoptica medialis (MPOA) (Kawano & Masako, 2000;
Sim & Joseph, 1991; Zaborszky & Makara, 1979), sowie oxytocinergen Neuronen des
SON (Douglas et al., 2002; Leng et al., 1988; Sawchenko et al., 1982) aufgezeigt
werden. In Kombination mit autoradiographischen und immunhistochemischen Untersu-
chungen wurden ausgepragte Projektionsbahnen des ARC von und zum anterioren PVN
nachgewiesen (Beaulieu et al., 1996; Conrad & Pfaff, 1976b; Jhanwar-Uniyal et al.,
1993; Wittmann et al., 2009). Dabei kommt den parvozellularen Komponenten des PVN
(pPVN) eine bedeutende Rolle als hypothalamischen Schaltzentren in der Regulation der
Energiehomoostase, des peripheren Kreislaufs sowie der komplexen Reaktion des tieri-
schen Organismus auf Stress zu (Antunes-Rodrigues et al., 2004; Herman et al., 2003;
Morton et al., 2006). Nervenzellen des pPVN werden etwa durch Proopiomelanocortin
(POMC) bzw. Neuropeptid Y (NPY) resp. “agouti gene-related peptide* (AGRP) expri-
mierende Projektionsneurone des ARC innerviert (Bagnol et al., 1999; Blouet &
Schwartz, 2010; Cone, 2005; Palkovits, 1999). Dartber hinaus existieren reziproke Pro-
jektionen zwischen dem ARC und dem Nucleus dorsomedialis hypothalami (DMH) resp.
der Regio lateralis hypothalamica (LH) im tuberalen Hypothalamus. Bei beiden Struktu-
ren handelt es sich um neurogliale Kerngebiete mit nachgewiesener Funktion im Rah-
men der zentralnervosen Kontrolle des Energiehaushaltes (Bouret et al., 2004; Chron-
wall, 1985; Saper et al., 1979; Sim & Joseph, 1991) (Kap. EIN 1.6).

Extrahypothalamische Konnektivitaten mit teilweise reziprokem Charakter verbinden u.a.
das Corpus amygdaloideum, welches an der emotionalen Bewertung von Situationen
beteiligt ist (Sah et al., 2003), und Kerngebiete des Truncus cerebri (Hirnstamm) mit dem
ARC. Zu diesen Kerngebieten des Hirnstammes zahlen der NTS, die Formatio reticula-

ris, die Nuclei raphe, der Nucleus striae terminalis oder die Substantia grisea centralis
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(Azmitia & Segal, 1978; Conrad & Pfaff, 1976a, b; Kobayashi et al., 1974; Palkovits et
al., 1980a, b; Ricardo & Koh, 1978; Sim & Joseph, 1991).

1.3. Adenosin-5triphosphat (ATP) als Neurotransmitter
Das Nukleotid Adenosin-5'triphosphat (ATP) stellt nicht nur die ubiquitar in allen Zellen

des tierischen Organismus vorhandene und damit wichtigste biochemische Energie-
quelle flr unzahlige Stoffwechselvorgange dar, sondern wird auch von Zellen freigesetzt,
um als ein extrazellularer, primarer Botenstoff ("messenger) zu fungieren. Bereits im
Jahr 1929 demonstrierten Drury und Szent-Gyorgyi eine extrazellulare Wirkung von
“Adenin-Komponenten® auf die Herztatigkeit von Hund und Katze. Die intravendse Appli-
kation von ATP bewirkte in spateren Studien bei der Katze eine Senkung von Herzfre-
quenz und arteriellem Blutdruck, sowie Veranderungen der Lungenventilation. Dabei
wurde in Betracht gezogen, dass diese Aktivitaten u.a. durch eine ATP-vermittelte Stimu-
lation des “Vaguszentrums® in der Medulla oblongata induziert worden sein kénnten (Em-
melin & Feldberg, 1948). Intracerebroventrikulare (icv) Applikationen von ATP in den
lateralen Gehirnventrikel resultierten in Muskelschwache, Ataxie und einem erhdhtem
Schlafbedirfnis bei Katzen (Burnstock, 2006a; Feldberg & Sherwood, 1954). Bereits
1959 erarbeitete Pamela Holton durch elektrische Stimulation des Nervus auricularis des
Kaninchens erste Anhaltspunkte daftr, dass ATP durch nervale Freisetzung als Neuro-
transmitter im peripheren Nervensystem (PNS) dienen kdnnte. Es dauerte weitere elf
Jahre, bis Burnstock und Kollegen (1970) durch Kontraktionsmessungen am Magen-
Darm-Trakt verschiedener Tierarten (Amphibien, Vogel, Saugetiere) extrazellulares ATP
in nicht-adrenergen, nicht-cholinergen (NANC) Neuronen des vegetativen Nervensys-
tems als Neurotransmitter in Betracht zogen. 1972 wurde von Ginsborg und Hirst die
prasynaptische Modulation der ACh-Freisetzung an neuromuskularen Endplatten durch
Adenosin bei der Ratte nachgewiesen (Burnstock, 2006a). Im selben Zeitraum wurde
durch die detaillierte Untersuchung der NANC-Aktivierungsmuster in der Harnblase von
Meerschweinchen das Konzept der purinergen Neurotransmissions-Hypothese erstmals
von Geoffrey Burnstock (1972; 1976; 2006a; b) postuliert. Diese Untersuchungen bein-
halteten: (1) den Nachweis der ATP-Freisetzung wahrend der Stimulation der NANC-
Nerven, (2) die ATP-vermittelte Harnblasenkontraktion via Aktivierung spezifischer "ATP-
Rezeptoren" (purinerge Rezeptoren), (3) die Antagonisierung dieser Wirkung unter Ver-
wendung eines Inhibitors, (4) den dilatorischen Einfluss der ATP-spezifischen Degrada-
tionsprodukte AMP und Adenosin auf die Harnblase (Burnstock, 1972; 2006a).
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Die purinerge Kotransmission mit Noradrenalin in sympathischen Nervenfasern wurde in
in vitro Untersuchungen an der Vas deferens des Meerschweinchens nachgewiesen
(Fedan et al., 1981). Die erhaltenen Daten lieferten ebenfalls Interpretationsansatze fir
Resultate, die 20 Jahre zuvor in elektrophysiologischen Untersuchungen der neuromus-
kularen Signalubertragung in der Vas deferens beobachtet wurden (Burnstock, 2006a;
Burnstock & Holman, 1961). In der Zusammenfassung stellt sich dar, dass ATP von
Nervenzellen in prasynaptischen Vesikeln gespeichert und aus diesen freigesetzt wird.
Freigesetztes ATP ist chemisch oder pharmakologisch identifizierbar (Dale & Frenquelli,
2012) und ruft postsynaptisch bei Zielzellen des PNS und auch ZNS eine spezifische
Wirkung hervor, welche durch Antagonisten dosisabhangig blockierbar ist. ATP wird
rasch durch Ektoenzyme abgebaut, wobei dessen Wirkung aufgehoben wird. Diese
Eigenschaften treffen klassischerweise auf alle Neurotransmitter zu (Stojilkovic, 2009;
2010).

1.4. Purinerge Rezeptoren

Als putative Signalmolekile reprasentieren Purine wie das ATP (teilweise auch UTP =
Uridin-5"triphosphat) bzw. deren Degradationsprodukte endogene Agonisten flr zwei
Unterfamilien purinerger Rezeptoren (Purinozeptoren). Wahrend Adenosin als Ligand fir
P1-Rezeptoren (Adenosin-Rezeptoren) dient, sind ATP und ADP sowie teilweise UTP
und UDP (Uridin-5"diphosphat) spezifische Liganden fur die P2-Rezeptoren (Burnstock,
1978; 2006). 1985 wurden die P2-Rezeptoren durch pharmakologische Untersuchungen
an der Kaninchenportalvene und am Meerschweinchenkolon in zwei Unterfamilien, die
ligandengesteuerten (“ligand-gated‘) P2X-Rezeptor-lonenkanale und die metabotropen
P2Y-Rezeptoren untergliedert (Burnstock & Kennedy, 1985; Burnstock, 2006). Purino-
zeptoren spielen nicht nur bei der Kotransmission und auto- bzw. parakrinen, positiven
resp. negativen feedback Modulation der Neurotransmitterfreisetzung in verschiedenen
Nervenzellen des PNS und ZNS eine Rolle, sondern werden auch von nicht-neuronalen
Geweben resp. Zellen exprimiert. So moduliert im Bereich des juxtaglomerularen Appa-
rates gebildetes Adenosin rezeptorvermittelt die Reninsekretion aus Endothelzellen der
Vasa afferentia der Nierenkorperchen (= Glomerula) bzw. eine Konstriktion dieser Arte-
riolen im Rahmen der tubulo-glomeruléaren feedback Kontrolle der glomerularen Filtration
(Vallon et al., 2006). Daruber hinaus sind Purinozeptoren an so komplexen Vorgangen
wie der zelluldren Exo- und Endozytose, der Zellproliferation und -differenzierung bzw.
Apoptose, Aspekten der Immunantwort oder der Schmerzwahrnehmung beteiligt (Bailey
et al., 2004; Burnstock, 2006; Sperlagh et al., 2007).
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1.4.1. P1-Rezeptoren (Adenosin-Rezeptoren)

Die metabotropen P1-Rezeptoren werden durch Adenosin aktiviert und gehdren zur Pro-
teinfamilie der klassischen sieben-transmembranalen, G-Protein-gekoppelten Rezepto-
ren (GPCR). Bis dato sind vier Subtypen der Adenosin-Rezeptoren identifiziert: A1, Aza,
A2g und Az (Fredholm et al., 2001; Olah & Stiles, 2000; Yaar et al., 2005). Alle Adeno-
sinrezeptoren weisen einen kurzen, 7 - 13 Aminosauren (AS) langen intrazellularen C-
Terminus und einen 32 - 120 AS langen extrazellularen N-Terminus auf. Die hydro-
phoben transmembranalen Doméanen (TM) der Adenosin-Rezeptorproteine (Abb. EIN 2)
bilden als Sekundarstruktur a-Helices aus, die durch drei intrazellulare und drei extrazel-
lulare, hydrophile peptiderge Schleifen verbunden sind (Ravelic & Burnstock, 1998;
Stojilkovic, 2009). Primar bezogen auf das Gehirn der Ratte, werden Ai-Rezeptoren
(A1R) in der praoptischen Region des Hypothalamus (POA), in Cerebellum, Cortex,
Hippocampus, Hirnstamm und Ruckenmark exprimiert (Dixon et al., 1996; Reppert et al.,
1991). Aoa-Rezeptoren (A2aR) finden sich im Nucleus ventrolateralis praeopticus (VLPO)
des Hypothalamus, im Nucleus accumbens und im Bulbus olfactorius (Gallopin et al.,
2005; Jarvis & Williams; 1989; Morairty et al., 2004; Ongini & Fredholm; 1996). Nahezu
ubiquitar in allen Gewebetypen ist der Azs-Rezeptor (A2sR) lokalisiert (Ravelic & Burn-
stock, 1998). Az-Rezeptoren (AzR) werden vor allem in peripheren Geweben und Leuko-
zyten exprimiert (Bar-Yehuda et al., 2007; Dixon et al., 1996).

Alle Adenosin-Rezeptoren vermitteln ihre intrazellulare Wirkung in erster Linie Uber die
Modulation der Adenylylzyklase-Aktivitat und die davon abhangige Bildung des sekunda-
ren Botenstoffes cAMP (zyklisches Adenosin-5"monophosphat) aus ATP. Die A1R- und
AsR-Aktivierung hemmt die Adenylylzyklase Uber die a-Untereinheit des Gi,-Proteins und
bedingt somit einen Abfall von cAMP in der Zelle (Londos et al., 1980; van Calker et al.,
1978). Die A2aR- und A2sR aktivieren die Adenylylzyklase unter Einschaltung eines Gs-
Proteins. Das aus ATP gebildete cAMP induziert die Aktivierung der Proteinkinase A
(PKA) mit nachgeschalteter Phosphorylierung bestimmter Membranproteine (Glutamat-
rezeptoren, Kalzium- oder Kaliumkanale, Na*/K*-Pumpe), metabolische Inhibitoren (Inhi-
bitor 1, DARPP-32) oder den Transkriptionsfaktor CREB (= cAMP-responsives Element-
bindendes Protein). Phosphoryliertes CREB erhéht die Transkription des fos-Gens, wel-
ches wiederum die Transkription anderer Zielgene reguliert. Aufderdem wird beschrie-
ben, dass der humane A2s-Rezeptor Uber das Gg11-Protein die Phospholipase C (PLC)
und nachfolgend die Inositol-1,4,5-triphosphat (IP3)-Synthese aktivieren soll (Burnstock,
2006; Linden et al., 1999; Reshkin et al., 2000; Stojilkovic, 2009; Williams & Jarvis, 2000)
(Kap. EIN 1.4.5).
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1.4.2. lonotrope P2X-Rezeptoren

P2X-Rezeptoren (P2XR) reprasentieren ATP-gesteuerte lonenkanéle in der Zellmem-
bran, welche den Nettoflux von Natrium- (Na*), Kalium- (K*); und Kalziumionen (Ca?*)
durch diese beeinflussen, wordurch es zum Einstrom von Natrium und Kalzium und
damit zur Depolarisation der Zelle kommt. Der Membrandepolarisation folgend werden
zusatzlich spannungsabhangige Ca%*-Kanale aktiviert, die eine Erhéhung der intrazellu-
laren Kalziumkonzentration ([Ca?*]iz) im Zytoplasma verursachen. Bis dato sind sieben
P2X-Rezeptorsubtypen (P2Xi.7) mit zusatzlichen Splei3formen kloniert worden, welche
individuelle Kinetiken aufweisen und pharmakologische Phanotypen reprasentieren
(Brake et al., 1994; Burnstock, 2004; Garcia-Guzman, 1996; 1997; Lynch et al., 1999;
North, 2002; Simon et al., 1997). Die P2X-Rezeptor-lonenkanédle bestehen aus drei
Untereinheiten (= Trimer), welche ihrerseits jeweils 79 (P2XeR) bis 595 (P2X7R) AS
aufweisen, inklusive zweier membrandurchspannender Domanen (TM1 und TM2) aus
jeweils etwa 20 AS (Abb. EIN 2) (Burnstock, 2004). Diese hydrophoben Segmente aller
drei Untereinheiten bilden im Wesentlichen die Pore des Kanalproteins. Bis dato sind
sechs funktionell exprimierte Homotrimere (P2Xis, P2X7) und sechs Heterotrimere
(P2X172, P2X11a, P2X15, P2X213, P2X2/6 und P2X4s6) charakterisiert. Der purinerge P2XesR
formt keine funktionellen Homotrimere, und P2X7R bildet mit anderen Subtypunterein-

heiten keine Heterotrimere.

Eine lange hydrophile, extrazellulare Schleife (ca. 300 AS), welche die beiden TM mitein-
ander verbindet, beinhaltet 10 hoch konservierte Cysteinreste, die Disulfidbriicken aus-
bilden und zusammen mit einer membrannahen, hydrophoben H5-Region eine mogliche
Bindungsstelle fir Metallionen darstellen, welche an der allosterischen Rezeptormodula-
tion durch Magnesium-, Zink- und Kupferionen beteiligt ist. Zusatzlich enthalt diese
Schleife eine ATP-Bindungsstelle (Coddou et al., 2011; Erb et al., 2006). Der N-Termi-
nus aller P2XR ist ca. 25 AS lang, wohingegen der C-Terminus in seiner Lange variabel
(P2XsR: 30 AS, P2X7R: 215 AS) ausgepragt ist. Beide Termini befinden sich intrazellular
und fungieren als Zielstruktur (“target®) einer Reihe mdglicher posttranskriptionaler Modi-

fikationen einschlieBlich RNA “splicing“ und Protein-Protein Interaktion.

Alle P2X-Rezeptorsubtypen werden im Nervensystem von Saugetieren exprimiert, mit
signifikant differentiellen Expressionsmustern in Regionen des PNS und ZNS (Abbrac-
chio et al., 2009; Noérenberg & lles, 2000). Dabei kdnnen mehrere P2X-Rezeptorsubty-
pen z.B. in derselben neuroglialen Struktur oder Gehirnregion exprimiert werden (Burn-
stock & Verkhratsky, 2012; Pankratov et al., 2003). Nachfolgend wird diese differentielle
Expression homotrimerer P2X-Rezeptoren in Strukturen des PNS wie auch ZNS inklusi-
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ve des Hypothalamus sowie erregbaren Geweben dargestellt, wobei auf deren Funktio-
nalitat ausflhrlich erst spater (Kap. EIN 1.5 & 1.6) eingegangen wird. Ebenso erfolgt hier
keine detaillierte pharmakologische Charakterisierung einzelner P2XR, da dies einen

wichtigen Aspekt der Diskussion (Kap. DIS 4.2) der vorliegenden Arbeit darstellt.

Die RNA des P2X/R wurde erstmals aus dem Vas deferens der Ratte und aus der
humanen Vesica urinaria von Valera und Evans (1994; 1995) kloniert. Dieser Rezeptor-
subtyp konnte peripher hauptsachlich in glatten Muskeln von Arterien, des Darms und
der Harnblase lokalisiert werden, wo er an der parasympathisch bzw. sympatisch vermit-
telten Muskeltonusanderung beteiligt ist. FUr das PNS zeigte sich eine P2X4R Expres-
sion in Neuronen sensorischer Ganglien (Ganglion spinale, DRG) (Aoyama et al., 2011).
Das ZNS betreffend gibt es erste Hinweise fur eine Expression in Purkinjezellen sowie
Astrozyten des Cerebellum, sowie in Cortex, Hippocampus, Nucleus accumbens und
Striatum (Franke et al., 2001a; Kidd et al., 1995; Petruska et al., 2000). Im Hypothalamus
der Ratte konnte eine zellulare Expression des P2X1R auf Ebene des Nucleus praeopti-
cus medianus (MnPO) (Hitzel, 2009) sowie des PVN (Cham et al., 2006) immunhisto-
chemisch nachgewiesen worden. Quantitative RT-PCR Analysen fur SON-intrinsische
Neurone in Gehirnschnittpraparationen der Ratte erbrachten den Hinweis auf eine margi-

nale Expression des P2X4R (Vavra et al., 2011).

Der P2X>R wurde ursprunglich aus der Phaochromocytom-Zelllinie PC12 der Ratte
kloniert (Brake et al., 1994). Der Rezeptor ist gleichermallen im ZNS und im PNS zu
finden. So ist dieser Subtyp in Cortex, Cerebellum, Hippocampus und Hypothalamus,
sowie im NTS und im Dorsalhorn des Ruckenmarks prasent. Auf der Ebene des Hypo-
thalamus wurde dieser Rezeptorsubtyp vor allem in den Kerngebieten des ARC (ein-
schlieBlich der EM) sowie des MnPO, des PVN, des SON und des Nucleus ventro-
medialis hypothalami (VMH) aufgrund des Einsatzes immunhistochemischer und elektro-
physiologischer Methoden charakterisiert (Burnstock & Knight, 2004; Collo et al., 1996;
Hitzel, 2009; Kanjhan et al., 1999; Kidd et al., 1995; Shibuya et al., 1996; Simon et al.,
1997; Vulchanova et al., 1996; Xiang et al., 1998b). Den HVL betreffend konnte fur alle
endokrinen Zelltypen sowohl die Expression P2X2R spezifischer mRNA als auch die
Stimulation der entsprechenden Hormonsekretion demonstriert werden (Birder et al.,
2004; Lee et al., 2000; Stojilkovic & Koshimizu, 2001; 2010). Als einzigartig fur alle Ver-
treter der P2XR-Familie bei Maus, Mensch, Meerschweinchen und Ratte ist das Auftre-
ten mehrerer Spleildvarianten dieses Purinozeptorsubtyps, die untereinander homo- und
heterotrimere lonenkanale mit unterschiedlichen funktionellen Eigenschaften bilden kon-
nen (Brandle et al., 1997; Koshimizu et al., 1998; Stojilkovic et al., 2000). Fur nahezu alle

Varianten gilt, dass beide intrazellularen Termini consensus Phosphorylierungsstellen fur
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die PKA und Proteinkinase C (PKC) enthalten, welche v.a. die P2X2R-Aktivitat modulie-
ren (Boue-Grabot et al., 2000; Chow & Wang, 1998). Zudem spielt der C-Terminus eine
wichtige Rolle im Rahmen der P2X2R Desensibilisierung (Coddou et al., 2011).

P2X3-Rezeptorsubtyp-spezifische mRNA Expression wurde erstmals in humanem Herz-

gewebe sowie sensorischen Neuronen des Hinterwurzelganglions der Ratte nachgewie-
sen, welche auch die mRNA des P2X2R Subtyps exprimieren, so dass es zur Bildung
neuronaler, heterotrimerer P2X23R kommen kann (Chen et al., 1995; Garcia-Guzman et
al., 1997; Lewis et al.,, 1995). Homo- und heterotrimere P2X3R spielen eine wichtige
Rolle bei der Ubertragung nozizeptiver und mechanosensorischer Signale aus viszeralen
Organen (Ford et al., 2006; Galligan, 2004). Im ZNS werden P2X3R resp. P2X23R in der
Medulla oblongata (NTS) und im Dorsalhorn des Rickenmarks exprimiert und sind mog-
licherweise an der Glutamatfreisetzung beteiligt (Jin et al., 2004; Nakatsuka & Gu, 2001).
Im Hypothalamus findet sich der P2X3R v.a. in Neuronen des PVN, welche efferent in die
ventrolaterale Medulla oblongata projizieren, bzw. des SON, sowie in neurohypophysa-

ren Terminalen vasopressinerger PVN-Neurone (Cham et al., 2006; Knott et al., 2005).

Der P2X4-Rezeptor wurde nahezu zeitgleich von verschiedenen Arbeitsgruppen unab-

hangig voneinander aus dem Ganglion cervicale superior, dem Hippocampus und aus
Pankreaszellen der Ratte kloniert (Bo et al., 1995; Buell et al., 1996; Wang et al., 1996).
P2X4R werden weit verbreitet im Gehirn, in den cortikalen Pyramidenzellen und in Inter-
neuronen der CA1-3 Regionen des Hippocampus sowie in den Purkinjezellen des Cere-
bellum exprimiert. Den Hypothalamus betreffend konnte eine signifikante Expression
dieses Purinozeptorsubtyps in zahlreichen Areae wie der POA und in Kerngebieten wie
MnPO, PVN, SCN, SON und Nucleus tuberomammillare (TM) nachgewiesen werden.
Daruber hinaus konnte der P2X4R im Ruckenmark und in autonomen und sensorischen
Ganglien detektiert werden (Buell et al., 1996; Burnstock, 2007; Burnstock & Knight,
2004; Collo et al., 1996; Hitzel, 2009; Le et al., 1998; Rubio & Soto, 2001; Surprenant &
North, 2009; Wang et al., 1996; Xiang et al., 1998a). Aulerdem wird dieser Rezeptor-
subtyp in laktotrophen HVL-Zellen exprimiert, wobei es nach Ligandenbindung zur
gesteigerten Freisetzung von Prolaktin in den Blutkreislauf kam (Coddou et al., 2011; He
et al., 2003; Zemkova et al., 2010). Neuere Untersuchungen zeigten, dass der P2X4R
zelltypspezifisch zwar auch in einzelnen Neuronen zu finden ist, vorrangig jedoch in
mikroglialen Zellen und Makrophagen exprimiert wird. Verletzungen des Ruckenmarks
bzw. der Spinalnerven induzierten eine “up“-Regulation dieses Rezeptorsubtyps in akti-
vierten lokalen Mikrogliazellen, welche am Prozess der neurogenen Schmerzubermitt-
lung und an der inflammatorischen Antwort beteiligt sind (Bowler et al., 2003; Tsuda et
al., 2003; Ulmann et al., 2008).
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Der P2Xs-Rezeptorsubtyp wurde ursprunglich aus dem Ganglion coeliacum und dem
Herzen der Ratte kloniert (Collo et al., 1996; Garcia-Guzman, 1996). Wie die Unterein-

heiten der P2X2, P2X4 und P2Xe Purinozeptorsubtypen konnten auch die Untereinheiten

des P2Xs-Rezeptorsubtyps in zahlreichen neuroglialen ZNS-Strukturen wie dem cervika-
len Rickenmark, dem Nucleus trigeminalis (NTG) oder der Medulla oblongata demon-
striert werden. Bezuglich des Hypothalamus ergaben sich bis dato sowohl molekularbio-
logische, immunhistochemische als auch pharmakologisch-funktionelle Hinweise auf
P2XsR Expession flr vasopressinerge bzw. nitrerge, magnozellulare Neurone des PVN
sowie SON des Rattengehirns bzw. Nervenzellen des VMH, SON und ARC sowie des
LH im Mausegehirn (Burnstock & Knight, 2004; Collo et al., 1996; Guo et al., 2008; Xiang
et al., 2006). Den PVN betreffend konnten P2XsR auch auf parvozellularen PVN-Neuro-
nen mit efferenter Projektion in die rostro-ventrolaterale Medulla oblangata demonstriert
werden (Cham et al., 2006).

Der rattenspezifische P2XeR wurde erstmals aus dem Ganglion cervicale superior sowie
dem Gehirn kloniert (Collo et al., 1996; Soto et al., 1996). Auf mMRNA- und Proteinebene
konnte dieser Purinozeptor in zahlreichen Hirnstrukturen einschlieRlich des Bulbus olfac-
torius, der Purkinjezellen des Cerebellum, der Pyramidenzellen des Hippocampus, sowie
moderat der hypothalamischen Kerngebiete ARC, MnPO, POA, PVN, SON und VMH
aufgezeigt werden (Burnstock & Knight, 2004; Collo et al., 1996; Rubio & Soto, 2001;
Soto et al., 1996; Xiang & Burnstock, 2005b). Zudem wurde die P2XsR Expression flr
sensorische Ganglien, Skelettmuskeln und die glatte Muskulatur des Uterus beschrieben
(Collo et al., 1996; Meyer et al., 1999; Xiang et al., 1998a). Wie bereits erwahnt, bilden
P2XsR-Untereinheiten keine funktionellen Homotrimere, sondern verbleiben als Mono-
mere im endoplasmatischen Retikulum. Jedoch bilden die einzelnen P2XsR-Monomere
mit Untereinheiten der Purinozeptorsubtypen P2X2 und P2X4 funktionelle Heterotrimere
(Coddou et al., 2011b; North, 2003; Ormond et al., 2006). Es wird angenommen, dass
diese heterotrimeren, Liganden-gesteuerten lonenkanale durch die Vereinigung der
pharmakologischen Eigenschaften der jeweiligen P2XR eine signifikante Rolle bei der
Regulation der Hormonfreisetzung aus axonalen Synapsen des PVN und SON Uber-

nehmen konnten (Loesch & Burnstock, 2001).

Der P2X7-Rezeptor wurde erstmals aus dem Rattengehirn isoliert (Surprenant et al.,

1996). Unter Verwendung von Genexpressionsanalysen und Immunzytochemie wurde
eine verstarkte Expression dieses Subtyps in Cortex, Hippocampus, Hirnstamm, Nucleus
accumbens und DRG detektiert (Franke et al., 2001; Kobayashi et al., 2005; Papp et al.,
2004; Sperlagh et al., 2003; 2006). Auf zellularer Ebene konnte die Expression des

P2X7R in kultivierten sympathischen Neuronen und kleinvolumigen Neuronen des Cere-
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bellum ermittelt werden (Allgaier et al., 2004; Cavaliere et al., 2002; Hervas et al., 2003),
und neuere Untersuchungen deuten darauf hin, dass dieser Rezeptorsubtyp an der Syn-
these von Stickstoffmonoxid (NO) in hippocampalen Neuronen beteiligt ist. Auf neurona-
les oder erregbares Gewebe sowie die Hirnanhangsdrise bezogen werden P2X7R Uber-
wiegend in verschiedenen glialen Zellen (Astrozyten, Oligodendrozyten und Schwann-
sche Zellen) exprimiert (Chessell et al., 2005; Coddou et al., 2011; Collo et al., 1996; Di
Virgilio et al., 2001; 2009; Franke et al., 2001; Rassendren et al., 1997; Skaper et al.,
2010). In hypothalamischen SON-Neuronen sowie in neurohypophysaren Synapsen
vasopressinerger SON-Neurone liel} sich durch immunhistochemische und funktionelle
elektrophysiologische Untersuchungen der P2X7;R nachweisen (Shibuya et al., 1999).
Zusammen mit den Purinozeptoren P2X2.4 kdnnte P2X7R an der Sekretion von ADH aus
neurohypophysaren Terminalen beteiligt zu sein (Lemos et al., 2012). Zusatzlich ist
P2X7R im Rahmen der Synthese und Freisetzung von Zytokinen, der inflammatorischen
Antwort und der neurogenen Schmerzibermittiung aktiv (Chakfe et al., 2002; Ferrari et
al., 1997c; Mehta et al., 2001; Perez-Medrano et al., 2009).

1.4.3. Intrazellulare Signalwege nach Aktivierung von P2X-Rezeptoren

Elektrophysiologische “whole-cell* Experimente zeigten, dass drei extrazellulare ATP-
Molekdile zur Aktivierung und Offnung eines trimeren P2XR-lonenkanals nétig sind (Ding
& Sachs, 1999; Jiang et al., 2003). Die Aktivierung des P2XR fuhrt zu einer vorwiegend
Na*- und Ca2*-abhangigen Depolarisation der Zellmembran und Anderung des elektro-
chemischen Potentials von Neuronen und Gliazellen, sowie einer Aktivierung span-
nungsabhangiger Ca?*-Kanale vom L-Typ (Soto et al., 1997). Die Erhéhung der [Ca?*]iz
per se induziert in Nervenzellen Uber eine Bindung an Calmodulin z.B. “mitogen-activa-
ted“ MAP-Kinasen (Erb et al., 2006) und sekundar die Proteinkinase Il, welche Synapsin
auf der Oberflache synaptischer Vesikel phosphoryliert. Dies fuhrt zur Abtrennung der
Vesikel vom Aktinzytoskelett, der nachfolgenden Fusion der Vesikel mit der Zellmembran
in den prasynaptischen Nervenendigungen und einer exozytotischen Freigabe des
Neurotransmitterinhalts in den synaptischen Spalt. Unter anderem wurde so bereits die
P2XR-vermittelte Freisetzung von Glutamat demonstriert (Khak et al., 1998; Lin et al.,
1990). Eine weitere Variante der purinergen Signallibertragung besteht im Falle des
P2X7R etwa in Mikrogliazellen darin, die MAP-Kinasen ERK (extracellular signal-related
kinase) und p38 zu aktivieren, wodurch es zur Freisetzung des proinflammatorischen

Zytokins Tumornekrosefaktor-alpha (TNF-a) kommt, welches u.a. in Zusammenhang mit
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der Entwicklung neurodegenerativer Erkrankungen wie der Alzheimer- oder Parkinson-
Erkrankung gebracht wird (Hide et al., 2000).

1.4.4. Metabotrope P2Y-Rezeptoren und deren intrazellulare Signaltransduktion

Bis dato sind fur Saugetiere acht P2Y-Rezeptorsubtypen (P2Y1,2,4,6,11-14) identifiziert und
kloniert worden; sie gehoren wie die P1-Rezeptoren zu den GPCRs (Abbracchio et al.,
2003; 2006) (Kap. EIN 1.4.1). Grundsatzlich werden P2Y-Rezeptoren (P2YR) durch
extrazellulare Uridin-Nukleotide wie Uridin-5"triphosphat (UTP), und/oder Adenosin-Nuk-
leotide wie ATP und ADP aktiviert. Einige P2YR werden prinzipiell durch Nukleotiddi-
phosphate (P2Y1,6,12,13), andere hauptsachlich durch Nukleotidtriphosphate (P2Y2,4) akti-
iert. Immunhistochemische Untersuchungen zeigen eine Lokalisation von P2Y resp.
P2Y4 im praoptischen (MPOA, SON) sowie anterioren und tuberalen Teil des Hypothala-
s (ARC, DMH, LH, PVN und VMH). Alle genannten Kerngebiete des letzteren sind mal3-
geblich an der Regulation der Energiechomoostase beteiligt. Hierbei wird in der Literatur
hervorgehoben, dass gliale Astrozyten im Nucleus arcuatus P2Y1R exprimieren (Seidel
et al., 2006; Song et al., 2011). Weiterhin wird die mRNA der Purinozeptorsubtypen P2Y
und P2Ys im tuberomammillaren Kerngebiet des Hypothalamus exprimiert, welches
vermutlich in der Kontrolle des Schlaf- / Wachrhythmus involviert ist (Serveeva et al.,
2006). Erste Hinweise einer physiologischen Rolle von ATP im Rahmen der zentralen
Kontrolle der Futteraufnahme von Ratten wurden durch die icv Injektion von Purinozep-
toragonisten und -antagonisten gezeigt; die Bedeutung des P2Y1R sowie von P2XR fur

die Regulation der Futteraufnahme wird diskutiert (Kittner et al., 2006).

Generell vermitteln die Purinozeptorsubtypen P2Y1,2,4,6,11 Uber den Gg11-Signalweg, teil-
weise auch den Gs-Typ (P2Y11R), die Aktivierung der PLC mit Generierung von IP3 und
Diacylglycerol (DAG). In Folge der Stimulation IP3-abhangiger lonenkanale in der Mem-
bran des endoplasmatischen Retikulum resultiert eine Ca2*-Mobilisierung aus diesem
intrazellularen Speicher (Burnstock, 2006; Ravelic & Burnstock, 1998; Stojilkovic, 2009).
Die Aktivierung der P2Y12.14-Rezeptoren inhibiert durch Bindung an Gio-Proteine die
Adenylylzyklase und die Bildung von cAMP (Abbracchio et al., 2003; 2006; Burnstock,
2006; Jin et al., 2001; Muller, 2002; Stojilkovic, 2009). Der humane P2Y11R ist sowohl an
den IP3- (Gg11-Protein) als auch den cAMP-Signalweg (Gs-Protein) gekoppelt und fuhrt
folgerichtig nach Aktivierung durch ATP zu einem Anstieg von cAMP, IP3 und Ca?* im
Zytoplasma, wohingegen durch UTP-Bindung die Erhdéhung der [Ca?*]iz ohne Stimu-
lation des cAMP- und IP3-Spiegels verlauft (Abbracchio et al., 2006; Communi et al.,
1999, White et al., 2003). Die weitere SignalUbertragung ist - wie bei den P1-Rezep-
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toren - abhangig vom jeweiligen Zelltyp, der den Rezeptor exprimiert, sowie den zellular
exprimierten Klassen an MAP-Kinasen, Proteinkinasen, Ca2*- und K*-Kanalen. Dariiber
hinaus konnte in den letzten Jahren vermehrt gezeigt werden, dass u.a. an Neuronen
GPCRs wie einige P2YR direkt, ohne die G-Protein-abhangige Aktivierung von Protein-
kinasen, an spannungsabhangige Ca?*- und K*-Kanale, Transportproteine oder Integrine
der Zellmembran koppeln (Brown et al., 2000; Filippov, 2000; Simon, 2002) und deren
Konformationszustand modulieren kénnen (Abbracchio et al., 2006; Dolphin, 2003; Hille,
1994; Mantegazza et al., 2005). So interagiert die Proteinbindungsdomane am C-Termi-
nus des P2Y1R direkt mit dem Na*/H* “exchanger regulatory factor (NHERF) und Ubt
Einfluss auf den lonenaustausch Uber die Plasmamembran aus (Erb et al., 2006; Hall et
al., 1998).

1.4.5. ATP-Speicherung, -Freisetzung und extrazellularer Abbau

Das Zytoplasma von Neuronen weist eine Konzentration an freiem ATP im niedrigen
millimolaren Bereich (< 5 mM) auf, wohingegen ATP in synaptischen Vesikeln in einer
Konzentration von Uber 100 mM gespeichert werden kann (Burnstock, 2007). Als bei
neutralem pH negativ geladenes Molekul kann ATP Biomembranen nur limitiert passie-
ren. Es werden daher mehrere Mechanismen diskutiert, wie synaptisch lokalisiertes ATP
als Neuromodulator in den Extrazellularraum gelangt (Abb. EIN 1). (1) Neurone aber
auch Astrozyten setzen ATP mit Hilfe der Ca?*-abhangigen vesikuldren Exozytose frei
(Sperlagh & Vizi, 1996; Coco et al., 2003). Dabei wird ATP zunachst mittels einer spezi-
fischen ADP/ATP-Translokase, vergleichbar derjenigen in der inneren Mitochondrien-
membran, vesikular aufgenommen, wobei auch eine kanal-mediierte Diffusion von ATP
in die Vesikel diskutiert wird (Gualix et al., 1999; Lee & Witzmann, 1983; Lugmani, 1981;
Pankratov et al., 2006; Rikhy et al., 2003). (2) PNS-Neurone setzen ATP als Kotrans-
mitter mit Acetylcholin (ACh) oder Noradrenalin (NA) gemeinsam aus demselben oder
aus verschiedenen sekretorischen Vesikeln frei (Morel & Meuier, 1981; Stjarne, 2001).
Im ZNS entlassen Neurone ATP durch Exozytose alleine oder zusammen mit Glutamat
bzw. y-Amino-Buttersaure (GABA) in den synaptischen Spalt (Jo & Role; 2002; Jo &
Schlichter, 1999; Robert-son & Edwards, 1998; Trueta & De-Miguel; 2012), wobei
dessen Konzentration an ATP dabei auf Werte von 5 - 500 uM ansteigt (Khakh, 2001;
Pankratov et al., 2006). (3) Neben der Exozytose kann ATP von Astrozyten und anderen
nicht-neuronalen Zellen Uber Connexin-Hemikanale, Volumen-sensitive Chloridkanale
oder sogar dilatierte P2X7R aus der Zelle gelangen (Darby et al., 2003; Pearson et al.,
2005; Stout et al., 2002; Suadicani et al., 2006). (4) Nicht-neurogliale Zellen bedienen
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sich zur Ausschleusung von ATP auch einiger “ATP binding cassette“ (ABC) Transport-
proteine (Al-Awqati, 1995; Burnstock, 2007; Schwiebert, 1999; Sperlagh et al., 2007;
Wang et al., 1996). (5) ATP kann auch aufgrund einer erh6hten Membranpermeabilitat

aus geschadigten bzw. sterbenden Zellen austreten (Burnstock, 2007).

Neurone

volumen-
sensitiver
Chloridkanal

Astrozyt

Connexin

Hemikanal P2X,-Rezeptor

Abb. EIN 1: Freisetzungsmechanismen fiir ATP im ZNS

In synaptischen Nervenendigungen ist ATP vesikuladr gespeichert, wobei es als einziger Neurotrans-
mitter einer Synapse (3), kolokalisiert in denselben Vesikeln mit klassischen Neurotransmittern wie
Glutamat (Glu) oder y-Amino-Buttersaure (GABA) (1,2) sowie kodistribuiert mit Speicherung von ATP
und Glu, GABA in verschiedenen Vesikeln (4) vorkommen kann. Die Freisetzung der Vesikel kann
raumlich (lokal) und zeitlich (spatial) unabhangig voneinander erfolgen. Die Freisetzung von ATP aus
Astrozyten (5) kann zusatzlich Gber Connexin-Hemikanale, volumensensitive Chloridkanéle oder den
Purinozeptor P2X7 erfolgen. Diese Darstellung beriicksichtigt nicht die Freistzung von ATP durch
ABC-Transporter. Modifiziert nach Hitzel (2009).

Extrazellulare Nukleotide werden im Nervensystem durch mehrere Enzymfamilien, zum
grolRen Teil membranstandige Ekto-Nukleotidasen, degradiert. Diese schliellen Ekto-
Nukleosidtriphosphat-Diphosphohydrolasen (E-NTPDasen), Ekto-Nukleotidpyro-Phos-
phatasen/-Phosphodiesterasen (E-NPPs), die Glykosylphosphatidylinosit- (GPI-) veran-
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kerten alkalischen Phosphatasen und die ebenfalls GPI-verankerte Ekto-5"-Nukleotidase
ein (Zimmermann, 2001). Die NTPDase-Enzymfamilie besteht aus acht Subtypen (NTPD
ase1-8), die sich in ihrer Substratspezifitat resp. der Hydrolyserate flr Nukleotiddiphos-
phate und ihrer zellularen Lokalisation unterscheiden. NTPDase1-3,8 sind integrale Zell-
membranproteine mit einer extrazellularen Aktivitdtsdomane, die mit Ausnahme von
NTPDase8 alle im ZNS exprimiert werden (Robson et al., 2006; Wang et al., 1997; Wang
& Guidotti, 1998). Der Subtyp NTPDase1 wird sowohl in Neuronen und Gliazellen, als
auch in Endothel- und HVL-Zellen exprimiert (Braun et al., 2000; 2001; He et al., 2005;
Sperlagh et al., 2007; Wang & Guidotti, 1998). NTPDase2 wird wahrend der neuronalen
Entwicklung des Rattengehirns in Stamm- und Vorlauferzellen fir Astrozyten und post-
natal in reifen Astrozyten exprimiert (Braun et al., 2003; Shukla et al., 2005). Fir NTPD-
ase3 wird eine Lokalisation in der Zellmembran beschrieben, jedoch konnte dieses
Enzym immunhistochemisch auch in Mitochondrien von Neuronen im Bereich des ARC
und der LHA des Hypothalamus detektiert werden Zsarnovszky et al., 2009). Die NTPD-

asend-7 sind ebenfalls intrazellular in Zellorganellmembranen zu finden (Robson et al.,

2006).
E-NTDPase 2 E-NTDPase 3 Q
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Abb. EIN 2: Die Funktion von Ektonukleotidasen in der sequentiellen Aktivierung puriner-

ger Rezeptoren

In den Extrazellularraum freigesetztes ATP kann durch zwei, meist membranstandige Enzymfamilien,
die Ekto-Nukleosidtriphosphat-Diphosphohydrolasen (E-NTPDasen) und die Ekto-Nukleotid-Pyro-
phosphatasen/-Phosphodiesterasen (E-NPPs) zu AMP hydrolysiert werden. AMP wird mit Hilfe der
Ekto-5"-Nukleotidase (E-5'-N) zu Adenosin (A) abgebaut. ATP aktiviert sowohl membranstandige,
ionotrope P2X- als auch verschiedene G-Protein gekoppelte metabotrope P2Y-Rezeptorensubtypen.
Das Hydrolyseprodukt ADP aktiviert ebenfalls P2YR, jedoch keine P2XR. Adenosin dient als
Signalmolekil an G-Protein-gekoppelten Adenosinrezeptoren (AR).

Modifiziert nach Stojilkovic (2009)
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Die NTPDasen1-3 hydrolysieren nicht nur ATP und/oder ADP zu AMP, sondern bauen
auch Uridin-Nukleotide wie UTP und UDP ab. NTPDase1 und NTPDase3 weisen eine
vergleichbare Affinitat zu ATP und ADP auf, und NTPDase1 fuhrt ATP durch zweifache
Dephosphorylierung direkt in AMP Uber (Abb. EIN 2). Die NTPDase2 hingegen zeichnet
sich durch eine Substratpraferenz fir ATP >> ADP aus, wodurch es zu einer Akkumula-
tion von ADP im extrazellaren Raum kommen kann (Robson et al., 2006; Zimmermann,
2001). Die bereits erwahnte Familie der E-NPPs mit ihren drei Vertretern (E-NPP1-3)
hydrolysiert ATP, analog zur NTPDase1, direkt zu AMP, und schliel3lich degradieren die
Ekto-5"-Nukleotidase sowie die alkalische Phosphatase AMP zu Adenosin (Abb. EIN 2)
(Sperlagh et al., 2007; Zimmermann, 2000; 2001). Somit begrenzen diese Enzyme die
Aktivierung ATP-sensitiver P2-Rezeptoren, schutzen zudem die P2XR durch raschen
Abbau von ATP vor Desensibilisierung und ermadglichen es, dass die ATP-Abbauproduk-
te ihrerseits als Signalmolekule mit Aktivierung unterschiedlicher purinerger Rezeptoren
(P1, P2Y) dienen (Sperlagh et al., 2007; Stojilkovic, 2009).

1.5. Regulatorische Kontrolle des endokrinen Hypophysenvorderlappens

durch releasing und inhibiting Faktoren des Nucleus arcuatus

Die neuroendokrine Komponente des Nucleus arcuatus als ventralem Kerngebiet des
tuberalen Hypothalamus, flir das menschliche Gehirn auch als Nucleus infundibularis
bezeichnet (Kahle, 2001), stellt eine bedeutende neurogliale Schnittstelle zwischen ZNS
und dem peripher-endokrinen System dar. Dabei steht die Ubergeordnete neuronale
Kontrolle der hypophyséaren Freisetzung an Wachstumshormon (Somatotropin = STH;

“growth hormone* = GH) einerseits und Prolaktin (PRL) andererseits im Vordergrund.

1.5.1. Nucleus arcuatus: Regulation des Kérperwachstum

Wachstum beschreibt die GroRen- und Massenzunahme auf der Organisationsebene
von Zellen, Organen und Organismen, und stellt fur einen vielzelligen Organismus einen
komplexen Prozess dar, abhangig vom Gleichgewicht zwischen zellularer Hyperplasie,
Hypertrophie und extrazellularer Matrixzubildung einerseits, sowie allen Formen des Zell-
todes (Apoptose, Nekrose etc.) andererseits (Murray & Clayton, 2013). Diese Mechanis-
men sind endokrin durch Hormone sowie auto- und parakrin durch zahlreiche Wachs-

tumsfaktoren gesteuert.

Das "zentrale" Hormon der Wachstumsregulation ist das aus 191 AS bestehende Soma-
totropin (STH = GH), das von den somatotrop(h)en Zellen des HVL synthetisiert und in
pulsatiler Form im Bereich des HVL in die Blutbahn entlassen wird (Bertherat et al.,
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1995; Tena-Sempere et al., 2000; Veldhuis & Bowers, 2003). GH ist ein anaboles
Hormon, welches das Wachstum von Knochen und Muskulatur einerseits direkt Uber den
GH-Rezeptor in der Muskulatur oder der Epiphysenfuge von Réhrenknochen, anderer-
seits indirekt via Freisetzung des insulin-like growth factor 1 (IGF-1) aus Hepatozyten,
Chondro- und Myoblasten stimuliert (Domené et al., 1993; Schwander et al., 1983;
Straus & Takemoto, 1990; Tannenbaum et al., 2003).

Kleinzellige meist bi- und tripolare Neurone des ARC synthetisieren releasing- und inhibi-
ting Faktoren, die nach axonalem Transport in das erste Kapillarnetz der Eminentia
mediana entlassen werden (Chronwall, 1985; Halasz, 2000). Dabei ist als releasing
Faktor vorrangig growth-hormone-releasing hormone (GHRH) aus Neuronen des ventro-
lateralen ARC (teilweise auch des VMH) zu nennen, welches seinerseits via G-Protein
gekoppelter GHRH-Rezeptoren sowohl die GH-spezifische Gentranskription (Corazzini &
Salvatori, 2013; Mano-Otagiri et al., 2006), als auch die Freisetzung des Wachstums-
hormons GH aus den somatotrophen Drusenzellen des HVL stimuliert (Abb. EIN 3)
(Minami et al., 1998; Wehrenberg & Giustina, 2000). Ausschliel3lich die Sekretion des
GH kann andererseits durch den hypothalamischen inhibiting Faktor Somatostatin
(SOM) unterdriickt werden (Wehrenberg & Giustina, 2000), ein Neuropeptid, welches in
erster Linie von den terminalen Synapsen kleinzelliger Neurone des Nucleus periventri-
cularis (PE) in das Kapillarnetz der EM sezerniert wird (Vincent et al., 1985). Darlber
hinaus wirkt aus Interneuronen des ARC synaptisch freigesetztes SOM hemmend auf
die GHRH-Neurone in unmittelbarer Umgebung ein, so dass weniger GHRH den HVL
erreicht (Abb. EIN 3) (Bluet-Pajot et al., 2001; Minami et al., 1998). Von funf bis dato
charakterisierten SOM-spezifischen, G-Protein gekoppelten Rezeptoren exprimieren die
somatotrophen HVL-Zellen der Ratte ausschliellich den SSTR2-Rezeptorsubtyp (Ben-
Shlomo et al., 2013; Bruno et al., 1993, 1994). Durch Ligandenbindung kommt es zu
einer Offnung von K*-Kanalen mit nachfolgender Membranhyperpolarisation (Corazzini &
Salvatori, 2013; Tsaneva-Atanasova et al., 2007) und damit reduzierter GH-Freisetzung
(Abb. EIN 3) (Zheng et al., 1997). Durch detaillierte Untersuchungen an adenohypophy-
saren Primarzellkulturen konnte dabei ausgeschlossen werden, dass GH autoreflekto-

risch seine eigene Sekretion aus somatotrophen Zellen inhibiert (Richman et al., 1981).

Im Rahmen einer kurzfristigen Regulation der Synthese und/oder Freisetzung von GH
kann die neuroendokrine Aktivitdt hypothalamischer SOM-Neurone durch eine in der
Endokrinologie ungewdhnliche, positive feeback Stimulation eines hypothalamischen
inhibiting Faktors durch in diesem Fall GH selbst erfolgen. GH-Rezeptoren werden dabei
vor allem im Bereich des PE (Abb. EIN 3), teilweise auch des ARC exprimiert (Burton et
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Abb. EIN 3: Regulation der Somatotropinsynthese und —freisetzung aus dem HVL

Wachstumhormon (GH) wird in somatotrophen Zellen des Hypophysenvorderlappens (HVL) gebildet
und in die Blutbahn freigesetzt. Auf die Skelettmuskulatur sowie v.a. R6hrenknochen (Epiphysenfuge)
wirkt GH entweder per se wachstumsférdernd oder indirekt tGber die (vor allem in der Leber, aber auch
Chrondroblasten und Myoblasten) induzierte Synthese und Freisetzung des insulin-like growth factor
IGF-1. Somatostatin (SOM) exprimierende Neurone des Nucleus periventricularis (PE) und growth-
hormone-releasing hormone (GHRH) synthetisierende Neurone des Nucleus arcuatus (ARC) hemmen
bzw. aktivieren somatotrophe Zellen des HVL.

Durch einen direkt positiven, indirekt negativen feeback Mechanismus bewirkt hypophyséares GH eine
gesteigerte Synthese von SOM in Neuronen des PE und damit Reduktion der GH-Sekretion im HVL.
IGF-1 hemmt einerseits die Expression von GH in den glandotrophen HVL-Zellen und stimuliert
andererseits in einem ebenfalls direkt positiven, indirekt negativen “feedback loop“ SOM-produzie-
rende Neurone des ARC, die ihrerseits durch synaptische SOM-Freisetzung benachbarte ARC-
Neurone, die GHRH exprimieren, inhibieren und somit die GH-Synthese und -Freisetzung reduzieren.

al., 1992). Wie Studien an Hand von Maus- und Rattenmodellen belegen, induziert dabei
GH in erster Linie die Expression seiner eigenenen Rezeptorproteine Uber den STAT5-
Signalweg (signal transducer and activator 5) (Bennett et al., 2005; Zheng et al., 1997).
Daruber hinaus scheint GH auch Neuropeptid Y (NPY) exprimierende Nervenzellen des
ARC zu aktivieren, die ihrerseits efferent SOM exprimierende Zellen des PE aktivieren,
wodurch wiederum vermehrt SOM in das portale Blutgefalbett des HVL gelangt (Minami
et al., 1998).

Bei der bedeutenderen Langzeitkontrolle der GH-Sekretion spielt der Wachstumsfaktor

IGF-1 die zentrale Rolle. Betrachtet man das GH-System als den glandotrophen Hor-
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monsystemen des HVL zugehoérig - was in den meisten Lehrbuchern bis dato unver-
standlicherweise nicht so gesehen wird - so bewirkt die klassische negative feedback
Regulation eine IGF-1 vermittelte down -Regulation der GH-Genexpression in den soma-
totrophen HVL-Zellen (Abb. EIN 3) (Berelowitz et al., 1981; Niiori-Onishi et al., 1999;
Romero et al., 2012). DarUber hinaus lassen sich IGF-1 spezifische Rezeptoren auf
ARC-intrinsischen, SOM-immunopositiven Neuronen nachweisen, die, wie schon er-
wahnt, hemmend auf GHRH-Neuerone des ARC einwirken (Abb. EIN 3) (Bluet-Pajot et
al., 2001). Die icv Mikroapplikation von IGF-lI an GH-defizienten Ratten hatte folgerichtig
eine Senkung der GHRH-spezifischen mRNA-Expression im ARC zur Folge (Bermann et
al., 1994; Sato & Frohman, 1993).

In den letzten Jahren wurde ein weiterer, potentieller neuroendokriner Signalweg fir die
GH-Regulation postuliert. So wurde bei Applikation kurzkettiger synthetischer Peptide
wie GHRH-6, sogenannter growth hormone secretagogues (GHS), eine erhdhte hypo-
physare GH-Sekretion beschrieben (Smith, 2005; Smith et al., 1997; Tannenbaum et al.
2003). Kojima und Kollegen (1999) identifizierten das aus 28 AS aufgebaute Hormon
Ghrelin, das u.a. in den Fundusdrisen des Magens gebildet wird und offensichtlich einen
endogenen Liganden des GHS Rezeptors (GHS-R) darstellt. Ghrelin ist darlber hinaus
ein bedeutender Mediator im Rahmen der Energiehomdostse und stimuliert Gber die
Aktivierung vor allem von NPY exprimierenden Neuronen im ARC den Appetit und die
Nahrungsaufnahme (Kap. EIN 1.6) (Nogueiras et al. 2008; Pusztai et al. 2008). GHS-R
lieRen sich v.a. im HVL und im ARC, sowie hypothalamischen Kerngebieten wie dem
SCN, SON oder VMH lokalisieren (Guan et al., 1997; Smith, 2005). Die Ghrelin-indu-
zierte GH-Sekretion erfolgt somit einerseits durch die Aktivierung der somatotrophen
HVL-Zellen oder der GHRH-Neurone des ARC, bzw. durch die Hemmung der ARC-
intrinsischen SOM-Neurone (Mano-Otagiri et al., 2006; Osterstock et al., 2010; Smith,
2005; Tannenbaum et al. 2003). Die Sekretion von GH in das zweite hypophysare Kapil-
larbett durch die somatotrophen Zellen unterliegt letztendlich einer weiteren, im Rahmen
der vorliegenden Arbeit nicht naher beleuchteten Kontrolle etwa durch Sexual- oder
Schilddrisenhormone (Anderson et al., 2004; Bideci & Camurdan, 2009; Bilezikjian &
Vale, 1983; Clark et al., 1988). Auf die mogliche Bedeutung purinerger Agonisten wird im
Kap. EIN 1.5.3 naher eingegangen

1.5.2. Nucleus arcuatus: Regulation der Prolaktinsekretion

Das strukturbedingt mit dem GH eng verwandte und im Laufe der letzten 400 Millionen

Jahre aus einem gemeinsamen Vorlauferprotein hervorgegange Prolaktin (PRL) wird in

20



Einleitung

den laktotrophen Drisenzellen des HVL und deren mammosomatotrophen Vorlauferzel-
len synthetisiert (Frawley & Boockfor, 1986; Frawley et al., 1986). PRL reprasentiert das
wichtigste Hormon fur die Laktogenese und Galaktopoese der Milchdrise (mamma)
weiblicher Saugetiere (Ben-Jonathan, 1985; Benker et al., 1990). Das 197 AS grol3e
Polypeptidhormon wird dartber hinaus auch in Cortex, Hippocampus, Amygdala und
einigen CVOs gebildet (Devito, 1988; Freeman et al., 2000; Thompson, 1982). Immun-
histochemische Analysen lokalisierten dieses Hormon ebenfalls in den hypothalami-
schen Kerngebieten des DMH, PVN, SON und VMH (Griffond et al., 1994; Hanson et al.,
1982).

Die hypophysare PRL-Sekretion wird durch eine Vielfalt an Stimuli aus der externen Um-
welt (Licht, Stress) sowie fortpflanzungsbiologisch relevante Verhaltensweisen (Paarung,
Stillen) beeinflusst (Neill, 1970; 1974; Neill et al., 1982; Terkel et al., 1972). Die Uberge-
ordnete, hypothalamische Kontrolle der hypophysaren PRL-spezifischen Synthese und
Sekretion gestaltet sich im Wesentlichen inhibitorisch. Die hohe basale Aktivitat der lak-
totrophen Zellen bei vor allem weiblichen Saugetieren wird durch hypothalamische PRL-
inhibiting Faktoren (PIF) gehemmt. Dabei spielt das Dopamin (DA) die entscheidende
Rolle (Anderson et al., 2006; Ben-Jonathan, 1985; 2001; Bishop et al., 1972; Freeman et
al., 2000; Kanematsu & Sawyer, 1973). Eine eingehende immunhistochemische Charak-
terisierung aller dopaminergen Zellgruppen des Hypothalamus wurde flir die Ratte an-
hand des Nachweises der Tyrosinhydroxylase als Schllisselenzym der DA-Biosynthese
durch Chan-Palay et al. (1984) erbracht. Primar regulieren zwei katecholaminerge, neu-
ronale Systeme die Aktivitat der laktotropen Zellen des HVL. Rundliche bzw. fusiforme
kleinzellige Neurone hauptsachlich des medialen und dorsolateralen ARC konnten so-
wohl auf mMRNA als auch Proteinebene schon frih als dopaminerg charakterisiert werden
und wurden auf Grund ihrer Prominenz als das “tuberoinfundibulare Dopaminsystem®
(TIDA) des Hypothalamus bezeichnet (Chan-Palay et al., 1984; Chronwall, 1985; Tucker,
2000). Diese TIDA-Zellen reprasentieren auch die als klassisch, gemalf} der Falck-Hillarp
Methode charakterisierte Gruppe A12 katecholaminerger Neurone (Dahlstrdom & Fuxe;
1964), projizieren in die Zona externa der EM und entlassen den Transmitter DA Uber
den perivaskularen Raum in das Hypophysenpfortadersystem. DA wirkt dann als inhibi-
ting Faktor fur zwei wichtige Hormonsysteme des HVL, das glandotrophe, Thyreoidea-
stimulierende Hormon (TSH) sowie vor allem das nicht-glandotrophe PRL. Dabei fuhrt
v.a. die Aktivierung des Dopamin-D> Rezeptors in der Zellmembran laktotropher HVL-
Zellen mit nachgeschalteter Hemmung der Adenylylzyklase und des IP3 / DAG Systems
zur Hemmung der PRL-Genexpression sowie durch Hyperpolarisation der Zellmembran
auch der PRL-Sekretion (Abb. EIN 4) (Canonico et al., 1983; Enjalber & Bochaert; 1983;

21



Einleitung

Enjalbert et al., 1990; Fitzgerald und Dinan, 2005; Freeman et al., 2000; Israel et al.,
1987). Im Bereich des perivaskularen Raums der EM sind in den Axonterminalen der
TIDA-Zellen DA-Transporter lokalisiert, mit deren Hilfe sezerniertes DA wieder “recycled”
werden kann (Demaria et al., 2000; Freeman et al., 2000). Eine zweite Gruppe dopami-
nerger Neurone (A14) entstammen dem hypothalamischen PE, wobei deren Axone
durch das Infundibulum in den Hypophysenzwischenlappen verlaufen und auf noch nicht
genau geklarte Weise die adenohypophysare PRL-Sekretion zu modulieren vermdgen
(Ben-Jdonathan, 1980; 1982; Goudreau, 1995; Peters, 1981). Neben DA sind auch SOM
und GABA als inhibiting Faktoren an der hypothalamischen Hemmung des PRL-Systems
beteilt (Abb EIN 4). Thyreotropin-releasing Hormon (TRH), Oxytocin (OT) und Neuroten-

Milchdruse

Abb. EIN 4: Regulation der Prolaktinsynthese und -freisetzung aus dem HVL

Prolaktin (PRL) wird in den laktotrophen Zellen des Hypophysenvorderlappens (HVL) gebildet und in
die Blutbahn freigesetzt. An der Milchdriise weiblicher Sdugetiere ist PRL hauptverantwortlich an der
Laktogenese und Galaktopoese beteiligt. Dopamin (DA) bzw. Somatostatin (SOM) exprimierende
Neurone des Nucleus arcuatus (ARC), teilweise des Nucleus periventricularis (PE), und thyrotropin-
releasing hormone (TRH) bzw. Neurotensin (NT) synthetisierende Neurone des ARC und des parvo-
zelluldren Nucleus paraventricularis (pPVN) hemmen bzw. aktivieren laktotrophe Zellen des HVL.

Durch einen direkt positiven, indirekt negativen feeback Mechanismus bewirkt hypophysares PRL eine
gesteigerte Synthese von DA und SOM in Neuronen des ARC, und damit Hemmung seiner eigenen
Synthese / Sekretion.

sin fungieren als PRL-releasing Faktoren (PRF) (Abb. EIN 4). Der pPVN innerviert einer-
seits Uber seine TRH-Neurone die dopaminergen TIDA-Neurone des ARC und vermin-
dert somit deren Aktivitat (Arey & Freeman, 1992; Freeman et al., 2000; Hokfelt et al.,
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1975; Lechan & Jackson, 1982). Andererseits projizieren neuroendokrine THR-Neurone
direkt zur Zona externa der EM (Brownstein et al., 1982; Hokfelt et al., 1975; Lechan &
Jackson, 1982), mit nachfolgender Aktivierung der Synthese und Sekretion des bioakti-
ven PRL durch die laktotrophen HVL-Zellen (Fomina & Levitan, 1995; Haymes & Hinkel,
1993; Lamberts & MacLeod, 1990). Das Nonapeptid OT, in magnozellularen Neurones
des PVN und SON synthetisiert, gelangt zum gré3ten Teil durch axonalen Transport in
den HHL, wo es granular synaptisch gespeichert wird. Dabei verlaufen die Axone der
OT-Neurone durch die Zona interna der EM und weisen teilweise bereits hier synapti-
sche Endknopfchen auf. Einige oxitocinerge Neurone v.a. des PVN haben auf dieser
Ebene synaptischen Kontakt zum adenohypophysaren Pfortadersystem, woduch OT
uber die EM in den Pfortaderkreislauf gelangt und offensichtlich im HVL wirkt (Freeman
et al., 2000; Gibbs, 1984; Nishino, 1993). So vermochte es die intravendse Applikation
von OT, die PRL-Abgabe ins Blut sowohl bei mannlichen als auch ovarektomierten weib-
lichen Ratten, nicht jedoch stillenden Weibchen zu erhéhen (Lumpkin et al., 1983; Sam-
son et al., 1986). Zusatzlich wird OT als Neurotransmitter mit direkter Wirkung auf TIDA-
Neurone des ARC diskutiert (Freeman et al., 2000; Yuan & Pan, 1996). Das Neuropeptid
NT (13 AS) wird im Hypothalamus v.a. in den Kerngebieten PE, ARC und pPVN expri-
miert. In den laktotrophen Zellen des HVL fihrt NT durch eine Erhéhung der [Ca?]iz
sowohl aus intrazellularen Speichern als auch aufgrund einer Aktivierung spannungsab-
hangiger Ca?*-Kanale in der Zellmembran zur erhéhten PRL-Sekretion (Memo et al.,
1985). Im Bereich des PE und ARC konnte eine partielle Kolokalisation von NT aber
auch NT-spezifischen Rezeptoren mit dopaminergen bzw. GHRH-positiven Neuronen
demonstriert werden (Everitt et al., 1986; Hokfelt et al., 1984; Ibata et al., 1983; Meister
& Hokfelt, 1988; Nicot et al., 1994; Rosténe & Alexander; 1997). NT entfaltet darlber hin-
aus eine (in-)direkte, stimulierende Wirkung auf neurosekretorische Zellen, die u.a.

corticotropin-releasing hormone (CRH), DA, GnRH oder SOM synthetisieren.

Synthese und v.a. Freisetzung von PRL aus laktotrophen HVL-Zellen werden durch
klassische Ruckkopplungsmechanismen kontrolliert. Im Rahmen des negativen short-
loop feedback Mechanismus beeinflusst PRL in positiver Weise die Freisetzung von DA
und SOM aus Neuronen des ARC (Abb. EIN 4) (Freeman et al., 2000; Milenko-vic et al.,
1990). Ein Anstieg des Prolaktinspiegels im Blut erhdht die hypothalamische DA-
Synthese und dessen Sekretion in das Hypophysenpfortadersystem (Demarest et al.,
1981; Gudelsky & Porter, 1980). Um die BHS auf der Ebene des Hypothalamus utber-
winden zu kdnnen, postulierten Walsh und Kollegen (1987) fur PRL die Expression eines
spezifischen, Rezeptor-vermittelten Transportmechanismus im Bereich des Epithels des

Plexus chorioideus. Uber den Liquor cerebrospinalis kdnnte PRL dann direkt mit dopami-
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nergen TIDA-Neuronen des ARC interagieren (Mangurian et al., 1992). Andererseits ist
die endotheliale BHS im Bereich des ventromedialen ARC durchlassig fur zirkulierende
Botenstoffe, wodurch ein direkter Kontakt von PRL mit den ARC-Neuronen mdglich wird
(Gross, 1992). PRL bindet an membranstandige Rezeptoren (PRL-R) und induziert in
den dopaminergen Neuronensubpopulationen der Kerngebiete ARC (TIDA) und PE eine
gesteigerte Expression der Tyrosinhydroxylase durch Aktivierung des JAK / STAT-Sig-
naltransduktionswegs (Ma et al., 2005; Fitzgerals & Dinan, 2008) sowie eine stimulierte
Exozytose. Bei der long-loop feedback Regulation agiert eine Vielzahl weitere Modulato-
ren auf der Ebene des Hypothalamus, z.B. durch Disinhibition des dopaminergen Tonus
etwa durch Serotonin, Ostrogene oder Substanz P (Fitzgerald & Dinan, 2008; Freeman
et al., 2000).

1.5.3. Physiologische Bedeutung purinerger Signalilibertragung in der Hypotha-
lamus-HVL Achse

Bis dato finden sich in der Fachliteratur trotz detaillierter Kenntnisse etwa hinsichtlich der
Lokalisation purinerger Rezeptoren in Kerngebieten des Hypothalamus (Kap. EIN 1.4),
sowie nachgeschalteter Mechanismen der intrazellularen Signaltransduktion nur limitierte
Hinweise auf die (patho-)physiologische Relevanz funktioneller Purinozeptoren im Rah-
men der neuroendokrinen Hypothalamus - HVL Achse. Zumeist parvozellulare Neurone
der praoptischen Region, des medialen bzw. periventrikularen PVN sowie des ARC proji-
zieren in den Bereich der EM, um dort die entsprechenden releasing (GnRH, TRH, CRH,
GHRH) oder inhibiting (Dopamin, SOM) Faktoren in das hypophysare Pfortadersystem
zu entlassen (Kap. EIN 1.5.1). Diese modulieren die biosynthetische und sekretorische
Aktivitat endokriner Zellgruppen des HVL spezifisch fur GH (= STH), PRL, TSH oder
FSH (Follikel-stimulierendes Hormon), LH (luteinisierendes Hormon) bzw. ACTH (adre-
nocorticotrophes Hormon) (Albertson et al., 1987; Bartke, 1986; Ben-Jonathan, 1985;
2001; Christensen et al., 2011; Freeman et al., 2000; Tannenbaum et al., 2003).

Hinsichtlich der neuroendokrinen Regulation der hypophysaren PRL-Sekretion lieferten
zentrale (icv) Mikroapplikationen von Adenosin(-analoga) erste Hinweise auf eine puri-
nerge Beteiligung (Ondo et al., 1989; Stewart & Pugsley, 1985), wobei Adenosin auf
hypothalamischer Ebene (vermutlich auf Ebene des ARC) P1R-vermittelt die dopaminer-
ge Hemmung der Sekretionsaktivitat laktotropher HVL-Zellen zu supprimieren vermochte
(Stewart & Pugsley, 1985). Das zur Erhaltung der Reproduktionsfahigkeit adulter Tiere
essentielle gonadotrophin-releasing Hormon (GnRH) wird auf3er in der POA auch in
Neuronen des ARC synthetisiert (King et al., 1975; Naik, 1975; 1976; Stojikovic, 2009).
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Dabei konnte es sich um die von Wakamori und Sorimachi (2004) beschrieben Nerven-
zellen handeln, fur welche durch elektrophysiologische Experimente im Gehirnschnitt die
Expression funktioneller homo- und / oder heterotrimerer P2X>-Rezeptoren identifiziert
wurde. Pharmakologische und immunzytochemische Experimente an embryonalen Neu-
ronen der olfaktorischen Plakoden von Affen demonstrierten, dass ATP via Aktivierung
von P2X2R und P2X4R eine pulsatile GnRH-Sekretion induzieren kann (Terasawa et al.,
2005). Zudem wurden im Maus-Modell die Purinozeptorsubtypen P2X; und P2Xe pra-

und postsynaptisch in GnRH-Neuronen nachgewiesen (Fu et al., 2009).

Daruber hinaus konnte an einer murinen Zelllinie veranschaulicht werden, dass GnRH-
produzierende Neurone in der Lage sind, ATP freizusetzen (He et al., 2005; Stojikovic,
2009). Das wiurde bedeuten, dass GnRH-Neurone etwa des ARC synaptisch im Bereich
der EM den Neuromodulator ATP in die kapillare Blutbahn entlassen, und ATP nachfol-
gend auf endokrine Drusenzellen des HVL wirken kdnnte. So implizieren zahlreiche
Studien an primaren Zellkulturen des HVL und immortalisierten HVL-Zelllinien, dass
Purine wichtige Faktoren in der autokrin / parakrin oder eben hypothalamisch induzierten
Signallbertragung im Rahmen der Hormonsekretion reprasentieren (Chen et al., 1995;
Chung et al., 2000; He et al., 2005; Nunez et al, 1997; Tomic et al., 1996; Villalobos et
al., 1997). Nahezu alle endokrinen Zellpopulationen des HVL (corticotrophe, gonadotro-
phe, laktotrophe, somatotrophe und thyrotrophe) exprimieren Purinozeptoren. So weisen
laktrotrophe, PRL-produzierende Zellen die Purinozeptorensubtypen P2X347 und P2Y>
auf (Stojilkovic & Koshimizu, 2001). Pharmakologische Experimente zur Messung der
Hormonsekretion in der HVL-Primarkultur deuten darauf hin, dass auch der Rezeptor-
subtyp P1A1 in laktotrophen Zellen exprimiert wird und durch die Hemmung der Adenylyl-
zyklase die Sekretion von PRL sowie von GH unterdrtckt (Delahunty et al., 1988; Dorf-
linger & Schonbrunn, 1985; Stojilkovic & Koshimizu, 2001; Yu et al., 1998). Expressions-
analysen demonstrierten die mRNA-Expression zweier Spleillvarianten des P2X» -
Rezeptorsubtyps in somatrophen und in gonadotrophen Adenohypophysenzellen von
Sprague-Dawley Ratten (Stojilkovic & Koshimizu, 2001), wohingegen Chen und Kollegen
(1994, 1995) in pharmakologischen Experimenten an gonadotrophen Zellen von Wistar
Ratten die funktionelle Expression von P2Y2R und die ATP- bzw. UTP-induzierte Sekre-

tion von LH postulierten.
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1.6. Rolle des Nucleus arcuatus im Rahmen der zentralen Kontrolle des

Energiehaushalts

Die Nahrungsaufnahme bildet die Grundvorraussetzung flr die Energiegewinnung des
Organismus sowie fur die Biosynthese korpereigener Substanzen und Wirkstoffe wie

Hormone, Enzyme oder Abwehrstoffe (Thews & Vaupel, 2001).

1.6.1. Nervale und humorale Signale als sensorische Afferenzen an den

Hypothalamus im Rahmen der Homoostase des Energiehaushaltes

Im Rahmen der Homdostase des Energiehaushaltes und der Nahrungsaufnahme hoéhe-
rer Wirbeltiere Ubermitteln metabolische, humorale und nervale Afferenzen letztlich dem
Hypothalamus mit seinen Kerngebieten wichtige Informationen aus dem viszeralen Be-
reich sowie dem Fettgewebe hinsichtlich der aufgenommen Energiemenge und -qualitat
sowie deren Speicherung bzw. Verfugbarkeit (Blouet & Schwartz, 2010; Harrold et al.,
2012; Schwartz, 2006). Zu den metabolischen Faktoren gehoren in erster Linie die Hohe
des hepatischen Glykogenspeichers und der Glukoseverfiigbarkeit einerseits sowie das
Ausmald der vorhandenen Fettspeicher andererseits (Bagdade et al., 1967; Considine et
al., 1996; Harrold et al., 2012).

Bei der Kontrolle des Energiehaushaltes wird in kurzfristige, v.a. der Beendigung der
Nahrungsaufnahme (Sattigung hervorrufend) dienende, und langfristige Kontrolimecha-
nismen unterschieden, welche eher die Frequenz der Nahrungsaufnahme determinieren
(Abb. EIN 5) (Podingbauer & Ekmekcioglu, 2005). Im Rahmen der kurzfristigen resp. epi-
sodischen Regulation fuhren die durch submukosale Dehnungs- und Chemosensoren
v.a. des Osophagus, Magens sowie Dinndarms in Folge des Verdauungsprozesses
perzipierten mechanischen und biochemischen Stimuli dazu, dass afferente vagale
Fasern mit rezeptiven Feldern im Magen-Darm-Trakt (MDT) diese Informationen zum
Nucleus tractus solitarius (NTS) der Medulla oblongata und von dort aus zum Hypotha-
lamus weiterleiten. Somit wird eine negative feedback Kontrolle zur Reduktion der Nah-
rungsaufnahme bzw. der GroRe der Einzelmahlzeit induziert (Abb. EIN 5) (Schwartz,
2006; Sclafani et al., 2003).

Wichtige afferent humorale, teilweise durch Bindung an vagale Nervenfasern auch nerval
wirkende Faktoren aus dem Verdauungstrakt stellen dabei die zahlreichen gastrointesti-
nalen Hormone mit meistens zentral vermitteltem Sattigungsgefihl dar, von denen dem
anorexigenen Choleycystokinin (CCK) eine besondere Bedeutung zukommt (Dockray,

2009; Valassi et al., 2008). Demgegenuber steht als nahezu einziger Vertreter mit aus-
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gepragt orexigener Wirkung das Ghrelin (Abb. EIN 5) (Dong & Brubaker, 2012; Kojima et
al., 1999; Riediger, 2012).

Appetit oder Hunger sind nicht nur von der taglichen Nahrungsaufnahme und dem Fress-
verhalten, sondern auch von energiespeichernden Prozessen und dem Zustand der
Energiereserven ("adiposity signals"), v.a. dem Korperfettanteil, abhangig. Das von
Adipozyten des weillen Fettgewebes synthetisierte Leptin (sowie das pankreatische
Insulin) fungieren dabei als humorale Langzeitregulatoren der Energiechomdostase, wo-
bei deren Blutplasmakonzentration entweder mit dem Zustand des Fettdepots oder dem
Glukosespiegel korreliert (Abb. EIN.5) (Bagdade et al., 1967; Considine et al., 1996;
Harrold et al., 2012). Leptin stellt dabei das bedeutendste afferent auf den Hypothalamus
wirkende Hormon dar, welches Informationen Gber den Status des Fettgewebes vermit-
telt (Abb. EIN 5) (Bray, 1996; Schwartz, 2006; Sclafani et al., 2003).

Bei der neuronalen Verarbeitung aller nervalen und humoralen, afferenten Signale ist
eine Vielzahl an intrahypothalamischen Kerngebieten sowie Neurotransmittern involviert,
die entweder anorexigene oder orexigene Wirkungen vermitteln, sodass die kurz- und
langfristige Nahrungsaufnahme und Energiespeicherung mit dem Energiebedarf bzw.
-verbrauch koordiniert werden kénnen (Blouet & Schwartz, 2010; Henry, 2007). Basie-
rend auf stereotaktischen Lasions- sowie Stimulationsstudien v.a. an Ratten und Katzen
konnte die eminente Bedeutung spezifischer hypothalamischer Kerngebiete wie ARC,
DMH, LH, PVN und VMH fur die Erhaltung der Energiehomdostase ermittelt werden. So
induzierte die elektrolytische bzw. neurotoxische Mikrolasion des ARC und VMH Hyper-
phagie und die Entwicklung einer Obesitas (Brobeck, 1946; Gao & Horvath, 2008;
Hetherington & Ranson, 1940). Lasionen des lateralen Hypothalamus (LH) hingegen
resultierten in Hypophagie, Anorexie und Kachexie (Anand & Brobeck, 1951). Neben den
genannten hypothalamischen Nuclei spielen auch die Amygala, der NAc des cortico-lim-
bischen Systems sowie Strukturen des Hirnstammes (NTS und AP) eine entscheidende
Rolle (Harrold et al., 2012; Morton et al., 2006; Woods & D"Alessio, 2009).

1.6.2. Der ARC des Hypothalamus als Zielstruktur fur Leptin und Ghrelin

Das antagonistisch zu gastrointestinalen Peptiden wie CCK bei reduziertem Nahrungs-
angebot oder negativer Energiebilanz vermehrt aus den Funduszellen des Magens frei-
gesetzte Peptidhormon Ghrelin stimuliert via Aktivierung von GHS Rezeptoren primar
sowohl zahlreiche NPY-erge als auch einige GHRH exprimierende Neurone des ARC
(Kap. EIN 1.2) (Harrold et al., 2008; Nakazato et al., 2001; Shintani et al., 2001). NPY-

Neurone des ARC projizieren intrahypothalamisch zu Neuronen vor allem des parvozel-
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lularen PVN, aber auch des DMH, VMH und LH. Mikroinjektionen von NPY direkt in den
PVN oder in den LH fuhrten bei Ratten einerseits zu einem raschen Einsetzen vermehr-
ter Nahrungsaufnahme und Anstieg der Dauer und Grof3e der Mahlzeit, andererseits zu
einer Verzogerung der Sattigung (Harrold et al., 2012; Stanley et al., 1985). Dabei wird
kontrovers diskutiert, ob NPY neben diesen ausgepragt orexigenen Wirkungen auch die
Energiehomoostase Uber die metabotropen Rezeptorsubtypen NPY1 2,5 zu beeinflussen
vermag (Alexander et al., 2008; Leibowitz & Wortley, 2004; Lin et al., 2005). Zusatzlich
exprimieren die uberwiegende Zahl der NPY-ergen Neurone (90 %) ebenfalls den Neu-
romodulator AGRP (Abb. EIN 5) (Schwartz et al., 2000; Valassi et al., 2008). Die GHRH-
propagierte Sekretion des glykogeno- und lipolytischen Somatotropins (= GH) wirkt
einem Energiedefizit durch Mobilisierung korpereigener Reserven entgegen (Takaya et
al., 2000). Zusatzlich zeigten in vivo Versuche sowie Untersuchungen auf mRNA- bzw.
Proteinebene an Ratten, dass die zentrale Wirkung von Ghrelin zum Teil auch durch
Orexin-synthetisierende Neurone des LH vermittelt wird (Mondal et al., 2005; Toshinai et
al., 2003).

Leptin als Produkt des ob-Genes interagiert Uber Bindung an Ob-Rezeptoren (Ob-R)
primar mit zwei Neuronenpopulationen des ARC, welche die Transmitterpaare AGRP /
NPY bzw. Proopiomelanocortin (POMC) / CART (Cocain- und Amphetamin regulieren-
des Transkript) produzieren (Abb. EIN 5), aber auch mit Neuronen des LH, PVN, VMH
und des NTS (Meister & Hakansson, 2001; Rodriguez et al., 2010; Sindelar et al., 1999;
Tartaglia et al., 1995). Erhohte Leptinspiegel senken die neuronale Aktivitat, die Neuro-
peptidsekretion und die Gentranskription der AGRP / NPY Neurone des ARC, was in
einer Verminderung der Nahrungsaufnahme resultiert (Abb. EIN.5) (Boswell, 2010; Bro-
berger & Hokfelt, 2001; Leibowitz & Wortley, 2004). Die zweite Leptin-sensitive Neuro-
nenpopulation des ARC exprimiert, wie schon erwahnt, POMC als Proprotein des a-
Melanozyten-stimulierenden Hormons (a-MSH) sowie CART, welche beide anorexigene
Effekte vermitteln (Abb. EIN 5). Hierbei ist die prazise, CART vermittelte Signaltransduk-
tion, einschliellich Rezeptor, bis dato nicht genau identifiziert worden (Harrold et al.,
2012; Kristensen et al., 1998). Interessanterweise konkurrieren AGRP und a-MSH kom-
petitiv. um die Bindung an die Melanocortinrezeptorsubtypen MC3R und MC4R; diese
antagonistische Wirkung von AGRP flhrt zur Hyperphagie, Adipositas und einem redu-
zierten Energieumsatz (Lu et al., 1994). Es wird auch diskutiert, wie Leptin als Proteo-
hormon mit einem Molekulargewicht von 18,6 kDa Zugang zu den Neuronen des ARC
finden kann. Einerseits weist der ARC in seiner medialen Komponente eine schwach
ausgepragte, teilweise sogar fehlende endotheliale BHS auf (Gross, 1992). Daruber

hinaus konnte Leptin auch die lecken tight junctions (TJ) der EM permeieren und somit in
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den Bereich des ARC gelangen. Letztlich wird auch ein Ob-R vermittelter Transportme-
chanismus in CVOs wie dem Plexus chorioideus postuliert, der das Hormon aus der
Blutbahn in die Liquorflissigkeit transportiert (Meister & Hakansson, 2001; Rodriguez et
al., 2010; Zlokovic et al., 2000), und selbst die transendotheliale Aufnahme von Leptin im
ZNS scheint moglich (Banks, 2010).

Hypothalamus

lecke BHS |-------------

_ Leptin Ghrelin
Signale des MDT a Magen
Dehnung | Pankreas |~
Hormone (z. B CCK) ( T -
Nahrstoffe (z. B. ST
Glukose) /CT/}
. D)
Adipozyten |~ long- short-
' term Regulation term
Abb. EIN 5: Vereinfachtes Model der Energiehomdostase auf hypothalamischer Ebene

Leptin und Insulin aktivieren die POMC / CART-Neurone des ARC, inhibieren die NPY / AGRP-
Neurone und vermitteln somit “Sattigung®“. Im Gegensatz dazu aktiviert Ghrelin die NPY / AGRP-
Neurone des ARC, die wiederum orexinerge Neurone des LH stimulieren und so die
Nahrungsaufnahme anregen, wahrend gleichzeitig die POMC / CART-Neurone gehemmt werden.

Periphere vagale Afferenzen Ubermitteln mechanische und chemische Signale aus dem Magen-Darm-
Trakt direkt an Neurone des NTS in der Medulla oblongata. Der NTS seinerseits integriert diese mit
langerfristigen Regulationsmechanismen Uber reziproke Konnektivitdten sowohl in den PVN, als auch
in den LH (Weg nicht dargestellt). Das limbische System wirkt tGber die Motivation "Appetit* zusatzlich
auf die Nahrungsaufnahme ein.

Abk.: AGRP = agouti gene related peptide, a-MSH = Melanozyten stimulierendes Hormon, ARC =
Nucleus arcuatus, BHS = Blut-Hirn Schranke, CART = Cocain und Amphethamin regulierendes Tran-
skript, CCK = Choleycystokinin, LH = Regio lateralis hypothalamica, MDT = Magen-Darm-Trakt,
NPY = Neuropeptid Y, NTS = Nucleus tractus solitarius, POMC = Proopiomelanocortin, PVN =
Nucleus paraventricularis, ZNS = Zentrales Nervensystem.
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Zusatzlich werden NPY-ergen und POMC-ergen Neuronen des ARC Glukose-sensitive
Eigenschaften zugeschrieben. Ein absinkender Glukosespiegels stimuliert die Aktivitat
der NPY-Neurone, wohingegen ein Anstieg die Impulsrate der POMC-Neurone erhdht
(Dietrich & Horvath, 2013; Fioramonti et al., 2007; Leibowitz & Wortley, 2004; Muroya et
al., 1999). Dabei scheinen innerhalb des neuronales Netzwerkes des ARC zwischen
beiden Neuronenpopulationen reziproke Verbindungen fir die gegenseitige Regulation
ausgepragt zu sein (Broberger & Hokfelt, 2001; Leibowitz & Wortley, 2004; Mains et al.,
1977). Uber einen hemmenden feedback Mechanismus wirkt beispielsweise NPY auto-
regulatorisch sowohl auf die Aktivitat der AGRP / NPY-Neurone als auch der POMC /
CART-Neurone des ARC zuruck, wodurch die Abgabe von a-MSH gesenkt wird (Abb.
EIN 5) (Broberger et al., 1997; King et al., 1999; 2000).

Als zentrales Empfangs- und Integrationszentrum flr metabolische Informationen aus
dem Extrazellularraum bzw. der Blutbahn innerviert der ARC uber Efferenzen der AGRP
/ NPY- und POMC / CART-Neurone beispielsweise Neurone des DMH, LH, PVN sowie
NTS (Boswell, 2010). Offensichtlich NPY-erge Efferenzen des pPVN zur Medulla oblon-
gata bedingen eine Reduktion des Energieumsatzes Uber eine Hemmung des sympathi-
schen “outflow* u.a. zum braunen Fettgewebe, und bewirken somit eine Hemmung der

zitterfreien Thermogenese (Billington et al., 1994; Saper et al. 1976).

Die Leptin-induzierte Freisetzung von a-MSH hingegen stimuliert via MC4R neurosekre-
torische, parvozellulare PVN-Neurone zur Sekretion anorexigen wirkender und den Ener-
gieverbrauch steigernder Transmittern wie CRH und TRH (Abb. EIN.5) (Dallman et al.,
1993; Harrold et al., 2012; Kow & Pfaff, 1991). Im Gegenzug supprimiert a-MSH die Ab-
gabe der orexigenen Neuropeptide Orexin A und B sowie des melanin concentrating
hormone (MCH) aus dem LH und der perifornicalen Region (Elias et al., 1999). Zusam-
men mit neuralen Projektionen der POMC-Neurone des ARC zu einer POMC-Neuronen-
population im NTS bilden beide ein zentrales Melanocortinsystem, welches durch Modifi-
kation der CCK-Sattigungssignalwirkung und der Sympathikusaktivitat eine Moglichkeit
zur Integration der kurzfristigen Regulation der Mahlzeitgrofie und der Langzeitkontrolle
der Energiespeicher bietet (Fan et al., 2004; Harrold et al., 2012; Zheng et al., 2005).
Intrahypothalamisch interagieren leptin- resp. glukosensitive orexinerge Neurone des LH
regulatorisch mit AGRP / NPY sowie POMC / CART-Neuronen des ARC (Elias et al.,
1998; Horvath et al., 1999; Muroya et al., 2004; Rodgers et al., 2002). So resultiert eine
Glukosedeprivation oder eine icv-Applikation von Orexin-A in einer ausgepragten hyper-
phagischen Antwort und einer Verzogerung der Sattigung (Cai et al., 1999; Harrold et al.,
2012; Rodgers et al., 2002). Das Orexinsystem ist auRerdem an der Regulation des

mesolimbischen "Belohnungssystem" und der Kontrolle des Schlaf- / Wachzustandes
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beteiligt (Harrold et al., 2012; Lin et al., 1999). Der homoostatische Regelkreis zur Kon-
stanthaltung des Energiehaushaltes sollte somit nicht losgelost von anderen autonomen
Regelkreisen betrachtet werden. Dieses veranschaulicht z.B. die Verbindung von NPY

zur Thermoregulation oder von Orexinen zur Regulation des Schlaf- / Wachzustandes.

1.6.3. Physiologische Bedeutung purinerger Signallibertragung in der Regulation

der Energiechomoostase

FUr das purinerge Transmittersystem mit ATP als endogenem Liganden zeichnen sich
hinsichtlich seiner physiologischen Bedeutung fur die Homobostase von Futteraufnahme
und Energiehaushalt erste experimentelle Hinweise ab. So konnte aulRer der Detektion
des ionotropen Purinozeptorsubtyps P2X2R auf mRNA- auf Proteinebene im ARC, PVN,
VMH sowie zahlreichen Axonterminalen in der EM der Ratte auch die Expression von
P2X4.6 Purinozeptoren im PVN nachgewiesen werden (Florenzano et al. 2006; Guo et
al., 2009; Kanjhan et al. 1999; Zemkova et al. 2008; Xiang et al., 1998). Basierend auf
elektrophysiologischen in vitro Experimenten an (1) orexinergen Neuronen des LH resp.
(2) Neuronen des ARC in Gehirnschnitten transgener Mause (1) bzw. von Ratten (2)
fuhrte die Stimulation mit ATP bzw. ATPyS, nicht jedoch a,me-ATP, zu einem nicht-
selektiven Kationeneinstrom bzw. einer Depolarisation der Zelle, wahrscheinlich auf eine
Aktivierung des P2X Purinozeptors zurlckzufihren (Wakamori & Sorimachi, 2004; Woll-
mann et al., 2005). In diesem Zusammenhang konnte immunhistochemisch eine Koloka-
lisation von P2X2R mit Nahrungsaufnahme-assoziierten Transmittern (AGRP resp. NPY)
sowie in einem deutlich geringeren Umfang auch mit anorexigenen Mediatoren (a-MSH
resp. CART) in Neuronen des ARC flr die Ratte demonstriert werden (Colldén et al.,
2010). Erste in vivo Hinweise auf die mogliche Bedeutung des purinergen Systems im
Rahmen der zentral regulierten Nahrungsaufnahme kdnnen den Arbeiten von Kittner und
Mitarbeitern (2006) an Ratten entnommen werden. So induzierte die icv Mikroapplikation
der Purinozeptoragonisten 2-MeSATP bzw. ADPS, nicht jedoch a,fme-ATP, in nah-
rungsdeprivierten Mausen eine signifikant gegenlber Kontrolltieren gesteigerte Futter-
aufnahme. Dieser Effekt konnte durch die zentrale Koapplikation des generellen Purino-
zeptorantagonisten PPADS vollkommen revertiert werden. Eine Periode restriktiver Fit-
terung (3 - 10 Tage) ging bei Ratten sowohl auf mMRNA- als auch auf Proteinebene mit
einer Uberexpression des P2Y+R in neuronalen Perikaryen der hypothalamischen Kern-
gebiete ARC, DMH, VMH und LH einher. Zudem weisen besonders viele Astrozyten des
ARC eine Immunreaktivitat fur P2Y R auf (Kittner et al., 2003; Seidel et al., 2006). Die

genannten Autoren postulierten somit eine primare Beteiligung des metabotropen
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Purinozeptorsubtyps P2Y1 an der gesteigerten Nahrungsaufnahme, ohne die funktionelle

Aktivierung etwa des P2X2R bzw. P2X23R ausschlie®en zu kénnen.

Die meisten der an der Kontrolle der Nahrunsaufnahme beteiligten hypothalamischen
SchlUsselstrukturen sind in unmittelbarer Nahe zum dritten Gehirnventrikel angeordnet,
dessen ependymale Auskleidung im Bereich der sCVOs sowie des ARC von sogenann-
ten Tanyzyten unterbrochen wird. Tanyzyten (Kap. EIN I.2) stehen mit ihren apikalen
Zellsomata in direkten Kontakt mit dem Liquor cerebrospinalis des V-Ill und nehmen mit
den Neuronen des ARC und des VMH Kontakt auf. In neuesten Untersuchungen konn-
ten einige Tanyzyten im Bereich des ARC als fur Glukose chemosensorisch charakteri-
siert werden, da sie nach geeigneter Stimulation mit einer Erhéhung der [Ca?*]iz und
Freisetzung von ATP als Mediator reagierten (Bolborea & Dale, 2013; Dale, 2011). Eine
mogliche Beteiligung dieser Tanyzyten an der hypothalamischen Kontrolle der Energie-

homoostase wird diskutiert.

1.7. Purinerge Rezeptoren und Gliazellen

Im Rahmen der Darstellung wichtiger neuroendokriner und homoostatischer Funktionen
des Hypothalamus, v.a. des ARC, wurde die mdgliche Bedeutung der purinergen Signal-
ubertragung angefuhrt. Hierbei wurde das Augenmerk auf die zellular-neuronale Kompo-
nente gelegt. Neben den Neuronen exprimieren aber auch gliale Zelltypen ektodermalen
Ursprungs, wie Astrozyten und Oligodendrozyten, oder mesodermaler Herkunft wie z.B.
Mikrogliazellen, im ZNS u.a. mehrere Purinozeptorsubtypen mit teils komplexen Expres-
sionsmustern, die sich je nach physiologischem und Entwicklungsstatus der Zellen an-
dern kénnen. Die Stimulation der Zellen kann in der Freisetzung von Gliotransmittern wie
Glutamat, ATP oder Zytokinen resultieren (Burnstock, 2007; Inoue et al., 2010; Kasymov
et al., 2013; Verkhratsky et al., 2009).

1.7.1. Astrozyten

Astrozyten stellen eine hinsichtlich morphologischer und funktioneller Aspekte heteroge-
ne Gruppe neuroglialer Zellen dar. So unterscheidet man bezlglich morphologischer As-
pekte protoplasmatische von fibrillaren Astrozyten (Kahle, 1979), hinsichtlich ihrer Auf-
gaben und Lokalisation z.B. perivaskulare Astrozyten, Mduller-Zellen der Retina oder
Pituizyten des HHL. Sie sind am Stoffaustausch Uber die BHS, an der Neuro- und Syn-
aptogenese, an der metabolischen Homdostase von Neuroren sowie an der Erhaltung
des molekularen Gleichgewichts im synaptischen Spalt beteiligt (llles et al., 2012). Ob-

wohl eine Vielzahl iono- und metabotroper Purinozeptoren auf mRNA- und Protein-
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ebene in Astrozyten unterschiedlichster Gehirnareale sowie in Primarzellkulturen identifi-
ziert werden konnten (A1.3; P2X1.7; P2Y1,2,4,6,12-14), ist das Wissen Uber deren funktionelle
Expression noch begrenzt (Burnstock, 2007; Daré et al., 2007; Verkhratsky et al., 2009).
Immunhistochemische Untersuchungen demonstrierten die Expression von P2X3.4 in
Astrozyten des NAc, oder von P2X1.4 und P2Xs,7 im Hippocampus (Franke et al., 2001;
Kukley et al., 2001; Lalo et al., 2011). Zahlreiche Studien zeigen, dass ATP als physio-
logischer Mediator an der neuroglialen Kommunikation und der Interaktion zwischen
Gliazellen beteiligt ist. Spezifische Purinozeptorsubtypen werden somit abhangig vom
funktionellen Zustand der Zelle transkribiert, translatiert und letztendlich in die Zellmem-
bran transloziert (Abbracchio & Ceruti, 2006; Barres, 1991; Verkhratsky et al., 2009).

Durch Aktivierung spezifischer Purinozeptoren kénnen ATP, ADP, Adenosin oder selbst
Polyphosphate einen Anstieg der [Ca?*]iz in Gliazellen induzieren (Holmstrom et al.,
2013). Erste Fluoreszenz-Ratio Imagingversuche an Astrozyten-spezifischen Primarku-
lturen aus dem Cortex neonataler Mausen und Ratten, oder hippocampalen Mischkultu-
ren aus Astrozyten und Mikrogliazellen demonstrierten, dass extrazellulares ATP als
Zell-zu-Zell Signalmolekul innerhalb der Gliadomane fungieren kann (Fields & Burn-
stock, 2006; Guthrie et al., 1999; Hassinger et al., 1996; Haydon, 2001; Newman &
Zahs, 1997). Diese Purinozeptzor-induzierte Erhéhung der [Ca?*]iz Ubertragt sich direkt
mittels Diffusion von Ca?* oder IPs durch gap junctions auf benachbarte Zellen und
breitet sich wellenartig Uber eine Gruppe assoziierter Astrozyten aus (Scemes &
Giaume, 2006). Wahrend dieser wellenartigen Ca?*-Signaliibertragung wird ATP von
Astrozyten daruber hinaus entweder per Exozytose oder Uber Kanale der Zellmembran
(Hemiconnexine, volumenregulierte Anionenkanale) in den extrazellularen Raum freige-
setzt. Dieses ATP kann wiederum Purinozeptoren auf anderen Astrozyten aktivieren und
die Abgabe von Gliotransmittern hervorrufen. Diese Effekte lielen durch unspezifische
Purinozeptorantagonisten wie PPADS hemmen (Inoue et al., 2010). In primaren Astrozy-
tenzellkulturen des Hippocampus bzw. des Ruckenmarks wurde nachgewiesen, dass der
metabotrope P2Y1R an Induktion und Aufrechterhaltung der wellenartigen Signaltber-
tragung wesentlich beteiligt ist (Bowser & Khakh, 2007; Verkhrasky et al., 2009). Hin-
sichtlich der funktionellen Expression heterotrimerer P2X4;sR in cortikalen Astrozyten der
Maus wird angenommen, dass die Aktivierung ionotroper Rezeptoren einen lokalen
Kationeninflux von Na* und Ca?* hervorruft (Lalo et al., 2011), wodurch sekundar eine
"ortsgebundene" Exozytose (ATP, Glutamat) oder lokale Stimulation der ATP-Synthese
in Mitochondrien bewirkt wird. Der rasche Anstieg an zytosolischem Na* konnte zu einer
Umkehr des 3 Na*/Ca?* Antiporters fiihren und damit den Einstrom von Ca?* verstarken
(lNles et al., 2012).
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Freigesetztes ATP, welches durch Ektonukleotidasen zu Adenosin hydrolisiert wird, kann
bei astroglialen Zellen Uber eine Interaktion mit A1R zu einem erhéhten K*-Einstrom und
zu einer Hyperpolarisation der Zelle fuhren (Hosli et al., 1987; Verkhratsky et al., 2009).
In hippocampalen Astrozyten kann wiederum eine A2aR-induzierte Hemmung der Gluta-
mataufnahme aus dem extrazellularen Raums sowie eine Stimulation der Glutamatfrei-
setzung erfolgen. In Folge der erhdhten Glutamatkonzentration im synaptischen Spalt
wulrde die neuronale Aktivitat im Hippocampus verstarkt (Nishizaki et al., 2002; Verkh-
ratsky et al., 2009).

Neben dieser raschen Ca?*-mediierten Signallbertragung bewirkt ATP auch langfristige
Effekte wie Zellproliferation, Differenzierung und Apoptose (Burnstock, 2007). In Folge
von traumatischen oder hypoxischen Schadigungen des Gehirns wird massiv ATP, bzw.
anschlielend durch Hydrolyse entstandenes Adenosin, von neuroglialen Zellen freige-
setzt. Diese wirken auto- bzw. parakrin Uber Purinozeptoren auf Gliazellen und induzie-
ren eine Astrozytenproliferation mit gleichzeitiger Zunahme der GFAP (glial fibrillary
acidic protein) Expression. Letztendlich resultiert dies in einer reaktiven Astrogliose, u.a.
zum Schutz des neuronalen Gewebes (Neary et al., 1996; Verkhratsky et al., 2009). /In
vivo Mikroinjektionen von Adenosin in den Cortex der Ratte |6sten ebenfalls eine reaktive
Astrogliose aus (Hindley et al., 1994). Pharmakologische in vitro Untersuchungen an Pri-
marzellkulturen striataler Astrozyten neonataler Ratten mit A>R-Antagonisten hemmten
folgerichtig die induzierte Astrogliose, wohingegen die Stimulation des P2Y+R Uber eine
Aktivierung der ERK1,2 und der Proteinkinase B eine Astrogliose induzierten (Brambilla et
al., 2003a; 2003b).

1.7.2. Oligodendrozyten

Gliale Oligodendrozyten (ODC) reprasentieren die Myelinscheiden-bildenden Zellen des
ZNS, welche die Axone der Neurone spiralférmig umgeben und dadurch eine elektrische
Isolierung und saltatorische Ausbreitung der Aktionspotentiale ermdglichen, sowie die
Axone vor Schadigungen schutzen (Bunge et al., 1978; Kastritsis & McCarthy, 1993;
Lecca et al., 2012). Mittels Immuno-Blot Analysen wurden in primaren ODC-Zellkulturen
des ZNS neonataler Ratten die Expression sowohl ionotroper (P2X1.4 und P2X7) als auch
metabotroper (P2Y1,2,4) Purinozeptoren nachgewiesen (Agresti et al., 2005; Meomartini
et al., 2003). Die Myelinisierung im ZNS wird wie im PNS durch extrazellulare Signale
und intrazellulare Faktoren, welche an der Reifung der ODC beteiligt sind, reguliert.
Adenosin stellt dabei einen wichtigen Faktor in der Entwicklung der ODC-Vorlauferzellen

dar, denn es stimuliert die Differenzierung dieser Zellen und die nachfolgende Myelinbil-
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dung. Im Gegensatz dazu hemmt ATP in Schwann'schen Zellen des PNS diese beiden
Prozesse (Burnstock, 2007; Fields & Burnstock, 2006). Pharmakologische in vitro Unter-
suchungen an ODC-Vorlauferzellen in Kokultur mit Neuronen von Spinalganglien (DRG)
deuten darauf hin, dass axonal, nicht-synaptisch freigesetztes ATP bzw. das durch
Hydrolyse gebildete Adenosin die Entwicklung von axonnahen ODC-Vorlauferzellen zu
reifen OCD induziert und die Myelinsynthese stimuliert. Dies stellt einen der wichtigsten
Mechanismen in der Kommunikation zwischen neuronalen Axonen und Myelinscheiden-
bildenden Gliazellen dar, wobei die Beteiligung metabotroper P2Y1R und P2Y12R und AR
diskutiert wird (Burnstock, 2007; Stevens et al., 2002).

Untersuchungen an Kokulturen aus ODC, Astrozyten und Neuronen der DRG embryo-
naler Mause demonstrierten eine ATP-induzierte, astrozytare Abgabe des Zytokins Leu-
kamie-inhibierender-Faktor (LIF), welcher die Myelinbildung durch ODC stimulierte
(Burnstock, 2007; Ishibashi et al., 2006; Verkhratsky et al., 2009). Neben Wachstums-
faktoren, wie dem basischen Fibroblastenwachstumsfaktor (bFWF), wirkt in Primarzell-
kulturen ATP bzw. ADP proliferierend und migrationsférdernd auf ODC-Vorlauferzellen.
Beiden Molekllen wird dabei eine synergetische Wirkung auf Gliazellen zugeschrieben
(Agresti et al., 2005; Burnstock, 2007; Verkhratsky et al., 2009). Diese Resultate liefern
erste Hinweise dafir, dass bei Autoimmunerkrankungen wie Multipler Sklerose (Ence-
phalomyelitis disseminata), die mit einer axonalen Demyelinisierung einhergehen, unter
inflammatorischen Bedingungen freigesetztes ATP die Migration von ODC-Vorlauferzel-
len zu demyelinisierten Axonen beschleunigen und somit den Prozess der Remyelinisie-

rung verstarken kénnte (Agresti et al., 2005).

1.7.3. Mikrogliazellen

Mikrogliazellen reprasentieren immunkompetente Zellen des ZNS, die wahrend der
Embryonalentwicklung aus Vorlauferzellen des blutbildenden Systems und damit aus
dem Mesoderm entstehen. Dabei wird angenommen, dass wahrend der spaten embryo-
nalen bzw. frlhen postnatalen Entwicklung von Makrophagen des Dottersacks ("Dotter-
sackmakrophagen") abstammende Mikrogliazellen ins Parenchym des ZNS einwandern
(Ashwell, 1991; Burnstock, 2007; London et al., 2013; Milligan et al., 1991; Perry et al.,
1985). Als Trager eines membranstandigen MHC-II Komplexes gehdren sie neben
Monozyten, Gewebsmakrophagen, dendritischen Zellen und einigen B-Lymphozyten zur
Familie der antigenprasentierenden Zellen des Immunsystems (Ransohoff & Cardona,
2010). Daher ist fur ihre Funktionalitat eine molekulare Aktivierung notwendig. Mikroglia-

zellen haben entscheidende Aufgaben in der Uberwachung des ZNS einschlielich der
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Reaktion auf Infektionen, Inflammation und Traumata, sowie der Phagozytose von Zell-
fragmenten und der Reorganisation des neuralen Gewebes nach einer Verletzung. Diese
Zellen sind amdboid beweglich und kénnen somit direkten Kontakt mit Neuronen, Astro-
zyten und Blutgefallen aufnehmen. Unter physiologischen Bedingungen sind im "Ruhe-
stadium" befindliche Mikrogliazellen im gesamten, gesunden Gehirn weitverbreitet und
weisen eine verastelte Morphologie auf (Lecca et al., 2012). In diesem Zustand sind sie
an der Neurogenese und Sekretion von Wachstumsfaktoren beteiligt. Unter pathologi-
schen Vorraussetzungen, z.B. bei Traumata oder Inflammationen, werden Migrogliazel-
len aktiviert und nehmen eine rundliche und amdboide Form an (Boucsein et al., 2000;
Kreutzberg, 1996). Abhangig vom Aktivierungssignal verandern sie sich zu unterschied-
lichen Phanotypen (neuroprotektiv oder neurotoxisch) (London et al., 2013). Aktivierte
Mikrogliazellen sind in der Lage zur Chemotaxis und zur Proliferation, und dartber
hinaus synthetisieren und sezernieren sie immunmodulatorische Substanzen wie Che-
mokine, Zytokine (IL-6, TNF-a) oder Sauerstoffradikale und Proteasen (Garden & Modller,
2006; Harnisch & Kettenmann, 2007; Lecca et al., 2012).

In immortalisierten Mikrogliazelllinien der Maus (Maus-N9), bzw. in naiven und aktivierten
Mikrogliazellen der Maus konnte die Expression sowohl von purinergen Ai3, sowie
P2X4,7 und P2Y1.4,6,12 Rezeptorproteinen nachwiesen werden (Burnstock, 2007; Fields &
Burnstock, 2006). In Mikrogliazellen der Ratte werden v.a. die Purinozeptorsubtypen
P2X4R und P2X7R, sowie P2Y2R, P2YsR und P2Y12R exprimiert (Lecca et al., 2012). In
vitro Analysesysteme zur Untersuchung der chemotaktischen Wirkung von ATP und
ADP auf kultivierte Mikrogliazellen neonataler Ratten ermdéglichten den Nachweis einer
migrationsfordernden Aktivitat. Dabei vermitteln metabotrope P2Y12R, gekoppelt an Gi.o-
Proteine, einen frihen Signalweg in der Aktivierung und morphologischen Veranderung
der Mikroglia und somit in der Antwort auf eine Schadigung des umliegenden Gewebes
(Haynes et al., 2006; Honda et al., 2001). So wurde in in vitro Untersuchungen an Ge-
hirnschnittpraparationen auf Ebene des Hippocampus neotataler Mause veranschaulicht,
dass die Expression von P2Y12R in verzweigten, naiven Mikroglia wahrend der Verande-
rung in den aktiven Zustand herunterreguliert wird (Haynes et al., 2006; Lecca et al.,
2012). Durch Applikation von Purinozeptorantagonisten konnte ebenfalls demonstriert
werden, dass eine Aktivierung und Migration von Mikroglia in vivo aufgrund einer
Verletzung des ZNS mdglicherweise durch die Freisetzung von ATP aus umliegenden,
geschadigten Neuronen zurickzufiihren war (Davalos et al., 2005; Lecca et al., 2012).

Extrazellulare Nukleotide spielen nicht nur eine wichtige Rolle in der positiv chemotakti-
schen Migration von Mikroglia bei Zellschadigungen, sie konnen auch die mikrogliale
Phagozytose via P2Y¢R vermitteln. So demonstrierten Phagozytoseassays sowohl an
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primaren Mikrogliazellkulturen neonataler Ratten, als auch in vivo Experimenten, dass
der Einsatz P2YsR-spezifischer Antagonisten resp. die Vorbehandlung der Zellen mit
P2YeR-spezifischen antisense-Oligonukleotiden die UDP-induzierte Phagozytose zu

supprimieren vermochte (Koizumi et al., 2007; Lecca et al., 2012).

Im Rahmen der hypothalamisch induzierten Fiebergenese etwa wahrend einer Infektion
mit gram-negativen Bakterien spielen die proinflammatorischen Zytokine oder endoge-
nen Pyrogene Interleukin (IL)-1B, IL-6 und TNF-a eine bedeutende Rolle (Fernandez-
Botran, 2000; Roth et al., 2009; Rummel et al., 2005). Diese werden u.a. von Mikroglia-
zellen hypothalamischer Nuclei gebildet und in den Extrazellularraum abgegeben (Ska-
per et a., 2010; Wuchert et al., 2008; 2009). Dabei wird die Wichtigkeit von Purinen als
beteiligtes Gliotransmittersystem divergent diskutiert (Lecca et al., 2012). Wahrend ATP
in hohen Konzentrationen (> 1mM) in primaren Mikrogliazellkulturen neonataler Ratten
die mMRNA-Expression von TNF-a sowie die Freisetzung des Zytokins uber P2X7R stimu-
lierte, schien ATP in etwas niedrigerer Konzentration (100 uM) via P2YR nur auf die mor-
phologische Veranderung der Zellen, jedoch nicht auf die Freisetzung von TNF-a einzu-
wirken (Mcllvain et al., 2010; Suzuki et al., 2004). In der Mikrogliazelllinie MG5 bewirkte
ATP eine detektierbare Freisetzung von IL-6, madglicherweise in Folge einer vorausge-
gangenen Freisetzung von TNF-a (Burnstock, 2007; Norris et al., 1994). Da der P2X7 -
spezifische Agonist BzZATP jedoch nicht die Sekretion von IL-6 anzuregen vermochte,
gingen die Autoren - eventuell falschlicherweise - von einer Beteiligung metabotroper
P2YR aus (Shigemoto-Mogami et al., 2001). SchlieRlich konnten in vivo Untersuchungen
an Ratten mit zentraler Applikation von LPS eine erhhte mRNA-Expression des P2X7R
und der induzierbaren Stickstoffmonoxidsynthase (iNOS) in Mikrogliazellen aufzeigen
(Choi et al., 2007). Mikrogliazellen exprimieren, wie angedeutet, neben P2X7 vorrangig
P2Xs-Purinozeptoren (Ott et al., 2010). Im Rahmen der Immunabwehr von Pathogenen
werden diese durch verschiedene pattern-recognition Rezeptoren wie den Toll-like
Rezeptoren (TRLs) oder nucleotide-binding oligomerization domains (NOD2) der Immun-
zellen erkannt. Die Stimulation von TRLs oder NOD2 durch bakterielles Lipopolysac-
charid (LPS) etwa induzierte in primaren Mikrogliazellkulturen eine erhdhte Expression
dieser P2X4 Rezeptoren sowie eine gesteigerte Synthese von TNF-a und NO (Guo et al.,
2006). Darauf aufbauend konnte Hitzel (2009) fur Primarkulturen des MnPO neonataler
Ratten Uberzeugend demonstrieren, dass die durch LPS induzierte TNF-a Sekretion
mikroglialen Ursprungs war und in Gegenwart des unspezifischen Purinozeptorantagoni-
sten PPADS signifikant erniedrig war. Diese Resultate deuten auf eine Beteiligung von

ATP und P2X4R im inflammatorischen Geschehen hin.
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1.8. Ziele und Fragestellung der wissenschaftlichen Arbeit

Neben den klassischen Neurotransmittern (GABA, Glutamat etc.) sowie zahlreichen
Neuropeptiden wird auch extrazellularem Adenosin-5'triphosphat (ATP) in vielen Berei-
chen der Neurowissenschaften sowohl fir das zentrale (ZNS) als auch das periphere
(PNS) Nervensystem seit den Pionierstudien von Burnstock und Mitarbeitern (1970) eine
bedeutende Funktion als Neuromodulator zugeschrieben. Neuronal synthetisiertes ATP
agiert dabei im Bereich des ZNS nach synaptischer Freisetzung als messenger Molekul
uber purinerge P2-Rezeptoren mit nachgeschalteten Neuronen (Pankratov et al., 2006)
bzw. moglicherweise parakrin mit umgebenden Gliazellen. P2-Purinorezeptoren werden
in zwei Familien untergliedert: die P2X-Familie bestehend aus dato sieben (P2X; - P2X7)
ligandengesteuerten lonenkanal-Rezeptoren (McKenzie et al., 1999) und die P2Y-Fami-
lie bestehend dafo 8 (P2Y1.246.11-14) metabotropen, G-Protein-gekoppelten Rezeptoren
(von Kugelgen & Harden, 2011). Die Beteiligung von Purinozeptoren sind fir so unter-
schiedliche, neurogliale Prozesse wie Apoptose, Neuroimmunologie, Schmerzverarbei-

tung, Gedachtnisbildung oder Neuroprotektion nachgewiesen worden (Burnstock 2006).

Neuere experimentelle Untersuchungen legen auch fiur hypothalamische neuronale
Netzwerke eine funktionelle Beteiligung von synaptisch freigesetztem ATP nahe. So gibt
es fur Kerngebiete wie den Nucleus paraventricluaris oder supraopticus erste Resultate
bezuglich einer physiologischen Relevanz von ATP etwa fur die magnozellulare Neuro-
sekretion von Oxytocin oder Antidiuretischen Hormon (Custer et al., 2012; Gomes et al.,
2009). Fur den an der neuroendokrinen Kontrolle des Hypophysenvorderlappens (HVL)
sowie der hypothalamischen Regulation des Energiehaushaltes inkl. der Nahrungsauf-
nahme bedeutsamen Nucleus arcuatus (ARC) von Ratte und Maus gibt es erste Hinwei-
se auf die funktionelle Expression von P2X-Purinorezeptoren (P2X2, P2X4 und P2Xs als
Heterotrimer) aufgrund histologischer (in situ Hybridisierung, Immunhistochemie) und
elektrophysiologischer Studien an Gehirnschnitten der Ratte (Collo et al., 1996; Xiang et
al., 1998b; Colldén et al., 2010; Wakamori & Sorimachi, 2004).

Im Rahmen der vorliegenden Promotionsarbeit sollte die pharmakologische, molekular-

biologische, sowie immunhisto- und immunzytochemische Charakterisierung ionotroper

purinerger Rezeptoren im ARC des Rattenhypothalamus anhand einer Primarzellkultur

des ARC erfolgen.

[1] Grundvoraussetzung fur alle Teilstudien stellte daher die de novo Etablierung einer
neuroglialen Primarkultur des ARC frih-postnataler, 4 - 6 Tage alter Ratten dar,
sowie deren eingehende Charakterisierung hinsichtlich (a) der verschiedenen Zellty-

pen der Primarkultur und (b) der neuronalen Expression ARC-spezifischer Transmit-
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tersysteme durch den immunzytochemischen Nachweis von Tyrosinhydroxylase (TH)
fur dopaminerge (DA) Nervenzellen sowie folgender Neuropeptide: adrenocorticotro-
phes Hormon (ACTH), Neuropepetid Y (NPY), Neurotensin-1 (NT-1) und Somatosta-
tin (SOM).

[2] Mit Hilfe der real-time qPCR und dem Einsatz geeigneter "primer‘ Paare sollte die
relative mRNA-Expression aller ionotropen Purinozeptorsubtypen (P2X; - P2X7) so-
wohl im Bereich der hypothalamischen Kerngebiete des ARC und - zum Vergleich
(Hitzel, 2009) - des MnPO adulter und frih-postnataler Tiere, als auch in neuroglialen
ARC- bzw. MnPO-angereicherten Primarkulturen quantitativ erfasst werden. Diese
Untersuchungen sollten sowohl moégliche ontogenetische Unterschiede in der mRNA-
Expressionsrate ionotroper Purinozeptoren in ARC resp. MnPO erfassen, als auch
P2X-spezifische Expressionsmuster der Primarkulturen aufzeigen und als Hilfestel-
lung fur die Auswahl geeigneter Agonisten / Antagonisten fir die pharmakologische

Charakterisierung funktionell exprimierter Purinozeptorsubtypen dienen.

[3] Die pharmakologische Charakterisierung von P2X Purinozeptoren auf Einzelzellebe-
ne in der ARC-Primarkultur sollte durch mikrospektrofluorimetrische Untersuchungen
zum on-line Nachweis der intrazellularen Kalziumkonzentration ([Ca2*]iz) unter Ver-
wendung der Fura-2 AM Technologie (= "Kalzium Ratio-Imaging") erfolgen. Dabei
solite die funktionelle Expression der P2X-Purinorezeptorsubtypen durch die Auf-
zeichnung der durch zahlreiche Manipulationen im Superfusionsmodus der ARC-spe-
zifischen Primérkultur erzeugten Anderungen der [Ca?*]iz in Neuronen, Astrozyten
und Mikrogliazellen ermittelt und quantitativ ausgewertet werden. Eine Erhdhung der
[Ca?*]iz wirde als MaR flir die Aktivierung des Rezeptor-vermittelten Kalziumein-
stroms aus dem Extrazellularraum bzw. der intrazellularen Freisetzung von Ca?* aus
Speicherorganellen als "second messenger" fungieren.

Es ergeben sich folgende Teilprojekte:

e Potentielle Aktivierung der zu analysierenden Zellen der ARC-angereicherten
Primarkultur durch Superfusionsstimulation mit den generellen Purinozeptoragoni-
sten ATP resp. 2Me-SATP sowie den P2X-Rezeptorsubtyp -spezifischen Agoni-
sten a,f-meATP (P2X4, P2X3) und Bz-ATP (P2X7). Experimentelle Erarbeitung
von Dosis-Wirkungsbeziehungen und Ermittlung des Extrazellularraums bzw. der

zellularen Speicherorganellen als Ursprungsort der intrazellularen Kalziumsignale.

¢ Quantitativ vergleichende Analyse der intrazellularen Kalziumsignale nach Super-

fusionsstimulation der ARC-Primarkultur mit dem generellen Purinozeptoragoni-
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sten 2-MeSATP bei Raumtemperatur (25°C) und der physiologischen Kérpertem-
peratur der Ratte (37°C).

e lonotrope P2X-Rezeptoren zeigen bezuglich ihres Aktivierungsprofils subtypspe-
zifisch ein fehlendes, langsames oder schnelles Desensibilisierungverhalten
(DSV). Quantitative Erfassung des DSV in Superfusionsstudien mit ATP bzw. 2-
MeSATP in repetitiv applizierter, aquimolarer Ligandenkonzentration fir die Zellen
der ARC-angereicherten Primarkultur. Die ermittelten Daten dienen zudem als
Basis fur nachfolgende Versuchsreihen mit dem Einsatz von Purinozeptorantago-
nisten flr die pharmakologische Charakterisierung funktionell exprimierter P2XR-

Subtypen.

e Potentielle kompetitive Hemmung der durch Superfusionsstimulation mit 2-
MeSATP induzierten Erhéhung der [Ca?*]iz in den untersuchten Zelltypen der
ARC-angereicherten Primarkultur durch generelle (PPADS, Suramin, RB-2) sowie
die subtypspezifischen Purinozeptor Antagonisten TNP-ATP (P2X1, P2X3, P2X23)
und PSB1011 (P2X>). Dabei sollen Ligand und jeweiliger Antagonist in meist zwei
verschiedenen Konzentrationsverhaltnissen (1:10 bis 1:1000) eingesetzt werden,
sowie eine Kategorisierung der Daten in "starke" resp. "schwache" Hemmung vor-

genommen werden.

o Post-experimentelle Identifizierung der durch Kalzium Ratio-Imaging in allen ARC-
angereicherten Primarkulturen charakterisierten Zellen durch den immunzytoche-
mischen Nachweis zelltypspezifischer Markerproteine und der folglich eindeutigen
Zuordnung als Neuron, Astrozyt oder Mikrogliazelle. In einigen Zellpraparationen
Durchfuhrung (a) zelltypspezifischer, immunzytochemischer Markierung der mem-
branstandigen Purinozeptorsubtypen P2Xi.7 oder (b) transmitterspezifischer, im-

munzytochemischer Markierung 2-MeATP responsiver ARC-Neurone.

[4] Die Charakterisierung funktioneller P2X Purinozeptoren durch Radioligandenbindung
im Hypothalamus bzw. hypothalamischen Kerngebieten adulter Ratten. Mit Hilfe von
Radiorezeptor-Assays (RRA) sowie rezeptorautoradiographischen Studien unter Ver-
wendung des purinergen Radioliganden [3°S]dATPaS sollte eine detaillierte pharma-
kologische Charakterisierung ionotroper Purinozeptoren im Gesamthypothalamus
bzw. spezifischen hypothalamischen Kerngebieten inkl. des ARC adulter Ratten
durchgefuhrt werden.
¢ Mittels RRA sollte in kompetitiven Verdrangungsstudien unter Verwendung des

Radioliganden [**S]dATPaS in konstanter, sowie unmarkierter, subtypspezifischer

Agonisten bzw. Antagonisten in logarithmisch steigender Konzentration das
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Expressionsmuster der P2X Rezeptoren im Gesamthypothalamus, sowie verglei-
chend dem thorakalen Ruckenmark adulter Ratten charakterisiert werden. Dazu
werden in vitro Untersuchungen an einer angereicherten Plasmamembranfraktion
beider neuroglialen Gewebe durchgefihrt, und durch Computer-gestitzte Analyse

die entsprechenden ICso-Werte ermittelt.

Mit Hilfe der semiquantitativen Rezeptorautoradiographie sollte zudem die opti-
sche Lokalisation mit [3*S]dATPaS markierter Bindungsstellen in Feinstrukturen
des unfixierten Gehirns adulter Ratten, mit Fokus auf hypothalamischen Kernge-
bieten inkl. des ARC, demonstriert werden. Darlber hinaus sollten semiquantita-
tive, kompetitive Verdrangungsstudien an seriellen, coronalen Gehirnschnitten,
vergleichbar den an angereicherten Plasmamembranen durchgefuhrten Studien,

erfolgen.
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2. Material und Methoden

21. Material aligemein

Technische Gerate allgemein

Bezeichnung: Modell: Hersteller:
Autoklav 2540 EL Systec, D-Wettenberg
Bipolarer Temperatur- CL-100 Warner Instruments,
Controller Hamden, CT, USA
Binokular SMZ-V Nikon, Tokio, Japan

Thermo Scientific,
COgz-Inkubator BB-15 D-Dreieich
Cell Harvester M-24R Brandel, Gaithersburg, MD,

USA

CasteIMAC S.p.A,,

Eismaschine Icematic F120 .
Castelfranco Veneto, ltalien
Fluoreszenzmikroskop Olympus Optical,
" BX50
mit: D-Hamburg

Digitale schwarz-weil}
Kamera

Spot Insight, Model 3.1.0

Diagnostic Instruments —
Visitron Systems,
D-Puchheim

Kamera-Software

Spot Insight

Diagnostic Instruments, M,
USA

Flussigkeitsszintillations-
zahler

WinSpectral 1414

Wallac-ADL GmbH,
D-Freiburg

HeiRluftsterilisator

ED 115/E2

Binder GmbH, D-Tuttlingen

Homogenisator (Ultraschall)

SONOPULS

Bandelin Electronic GmbH
& Co KG, D-Berlin

Homogenisator
(mechanisch)

Ultra Turrax T25

Janke & Kunkel IKA®
Labortechnik, D-Staufen

Kryostat Typ HM 500 O Microm GmbH, D-Walldorf
Leuchttisch mit W.G. Kerkhoff Institut,
Kamerastativ D-Bad Nauheim

Digitale Kamera

PowerShot S3 IS

Canon Deutschland GmbH,
D-Krefeld

Mikrospektrofluorimetrisches
Imaging System
bestehend aus:

Diagnostic Instruments —
Visitron System,
D-Puchheim

Digitale schwarz-weil}

Spot Pursuit, Model 23.0

Diagnostic Instruments —
Visitron Systems,

Kamera D-Puchheim
. Olympus Optical,

Invers-Mikroskop IMT-2 D-Hamburg

Filterrad Ludl Electronic Products
Ltd, New York, NY, USA
Diagnostic Instruments —

Steuereinheit MAC 5000 Visitron System,
D-Puchheim
W.G. Kerkhoff Institut,

Zellkultur-Messkammer D-Bad Nauheim

Minishaker/VVortex MS1 IKA Works Inc., Wilmington,
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NC, USA
. , Thermo Scientific,
Mikrospektrofluorimeter Nanotrop 2000 D-Dreieich
. . W.G. Kerkhoff Institut,
Peltier Kihlung D-Bad Nauheim
Perfusionsanlaqe W.G. Kerkhoff Institut,
9 D-Bad Nauheim
Wissenschaftlich-
pH-Meter inoLab® 7110 Technische Werkstatten
GmbH, D-Weilheim
. 500-2000,100-1000, 10-
Pipetten 100, 2-10 il Eppendorf AG, D-Hamburg
. Gilson, Inc., Middleton, WI,
Pipetten 0,5-2 ul USA
o , . Integra Biosciences GmbH,
Pipettiergerat Pipetboy D-Fernwald
Pipettierhelfer Easypet Eppendorf AG, D-Hamburg
Reinstwassersystem Milli-Q Biocel Millipore, D-Eschborn
- Abimed Analysen Technik,
Schlauchpumpe Minipuls-3 D-Langenfeld
. , Barnstead International,
Schittler Rotomix Type 50800 Dubugque, IA, USA
Gesellschaft fur
Schuttelwasserbad Typ 1083 Labortechnik mbH,
D-Burgwedel
Schwanenhalslampe Intralux 500 Volpi AG, Zurich, Schweiz
Sicherheits-Bunsenbrenner | Fireboy Technomara, D-Fernwald
Solution In-line Harvard Apparatus,
Heater/Cooler Two Line Holliston, MA, USA
Beckman Coulter, Brea,
Spektrophotometer DU ® 50 CA. USA
Real-Time PCR System StepOnePlus™ Applied Biosystems, Foster

City, CA, USA

Sterilbank

Microflow Biological Safety
Cabinet

Thermo Electrocorporation,
D-Langenselbold

Thermoblock QBT VWR, D-Darmstadt
Tischruhr- und Heizgerat Combimag Roth GmbH, D-Karlsruhe

. . . ; . IKA Labortechnik,
Tischrihr- und Heizgerat PCT Basic

D-Staufen

Ultraschall-Wasserbad

Sonorex RK 100

Bandelin Electronic GmbH
& Co KG, D-Berlin

Vakuumpumpe

XF 54 230 50

Millipore, D-Eschborn

Vibratom

TSE 550752/M

Technical &Scientific
GmbH, D-Kronberg

Waage zum Wiegen der
Tiere

universal

Sartorius AG, D-Goéttingen

Waagen zum Abwiegen von

P1210N; AE 50 und PM

Mettler Toledo, D-Gielen

Trockensubstanzen 2500

Warmeschrank Typ 5050 EK Heraeus, D-Hanau
Zentrifuge 5417R Eppendorf AG, D-Hamburg
Zentrifuge (Kuhlzentrifuge) J2-21 Beckman Coulter, D-
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Krefeld
Zentrifuge Megafuge 1.0 R Heraeus, D-Hanau
Zentrifuge PerfectSpinP peglab Biotechnologie

GmbH, D-Erlangen

Zentrifuge fur 96-“well*
Platten

Spectrafuge mini

neo Lab, D-Heidelberg

Gebrauchsmaterial allgemein

Bezeichnung: Modell: Hersteller:
Einstreu fur Tierkafige Altromin animal bedding Altromin meH & CoKG,
D-Lage-Lippe
Standard Rattenfutter .
Standard Rattenfutter R-7Z \/1324-000 Sniff, D-Soest
Tierfutter Zucht-Diatfutter Altromin (.meH & CoKG,
D-Lage-Lippe

Transparente Polycarbonat-
Kafige

Typ 11l (28 x 42 x 15 cm),
Typ IV (38 x 59 x 18 cm)

FA. Dipl.-Ing. W. Ehret
GmbH, D-Emmerdingen

Computerprogramme

Bezeichnung:

Hersteller

Adobe Photoshop, Version 6.0

heim

Adobe Systems GmbH, D-Unterschleil-

Graph Pad Prism®, Version 5.0

USA

GraphPad Software, Inc., San Diego, CA,

MCID Analysis, Version 7.0

InterFocus GmbH, D-Mering

Metafluor, Version 7.7.8

Diagnostic Instruments — Visitron Systems,
D-Puchheim

Metamorph, Version 5.05/7.7.5

Diagnostic Instruments — Visitron Systems,
D-Puchheim

Microsoft® Office Excel, Version 6.0

Microsoft Corporation, D-Minchen

Microsoft® Office Word, Version 6.0

Microsoft Corporation, D-Minchen

StepOne Software, Version 2.1

Applied Biosystems, Foster City, CA, USA

WinSpectral™

Perkin Elmer, Boston, MA, USA

2.2. Versuchstiere

Die im Rahmen der experimentellen Untersuchungen zur Charakterisierung des Purino-

zeptorsystems im Nucleus arcuatus des Hypothalamus eingesetzten Wistar-Ratten

(Rattus norvegicus) wurden aus institutseigener Zucht bezogen. Die Elterntiere stamm-

ten von der Versuchstieranstalt Charles River WIGA (Sulzfeld). Sowohl die Aufzucht als

auch die Haltung der Tiere wurde bei geregelter Raumtemperatur (23 + 1°C), einer

relativen Luftfeuchtigkeit von 50 % und einem 12/ 12 Stunden hell / dunkel Rhythmus

(Licht von 7:00 bis 19:00 Uhr) durchgefuhrt. Die gemeinsame Haltung der Jungtiere mit

dem jeweiligen Muttertier erfolgte bis zum Absetzen (110 + 10 g Kdrpergewicht) in
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transparenten Typ IV Polycarbonat-Kafigen. Danach wurden die Tiere nach Geschlech-
tern separiert und in Gruppen von bis zu funf Tieren in transparente Typ Il Polycarbonat-
Kafige umgesetzt. Wahrend der gesamten Zeit standen Wasser und Rattenzuchtfutter ad

libitum zur Verfigung.

Mannliche Wistar-Ratten mit einem Alter von sechs bis 15 Wochen und einem Koérperge-
wicht (KG) von 200 - 350 g wurden fur immunhistochemische Untersuchungen, quantita-
tive real-time PCR (qRT-PCR) Analysen, Rezeptorautoradiographien (RAG) und Radio-
rezeptor Assay (RRA) Studien eingesetzt. Fur die Versuche an primaren, neuroglialen
Zellkulturen (Fura-2 Ratio-Imaging, immunzytochemische Untersuchungen und gRT-
PCR) wurden mannliche, neonatale 4 - 6 Tage alte Ratten verwendet. Vor Beginn der
Studien wurden beim Regierungsprasidium Hessen die durchzufuhrenden Tiertétungen
angezeigt (Gl 18/2; GI 18/2-Nr. A 33/2012) bzw. nach Antragstellung genehmigt (Gl
18/2-Nr. 66 / 2011).

2.3. Analyse Purinozeptorsubtyp-spezifischer mRNA Expression im Nuc-leus
arcuatus durch quantitative real-time PCR (qRT-PCR)
2.3.1. Materialien fiir qRT-PCR

Gebrauchsmaterial

Bezeichnung: Hersteller:

MicroAMP™ 96- Well Support Base
MicroAmp®Fast 8-Tube Strip 0,1 ml
MicroAmp® Fast 96-Well Reaction Plate

0,1ml

MicroAMP™ 96- Well Tray for VeriFlex™

Blocks Applied Biosystems, Foster City, CA, USA
MicroAMP ™ optical 96- Well Reaction

Plate

Mikro Kuvette (45 x 12,5 x 12,5 mm;
Schichtdicke 10 mm) aus Quarzglas

Suprasil®

Optical Adhesive Cover Hellma Analytics, D-Muhlheim

Optical Flat Cap 8 / Strip Applied Biosystems, Foster City, CA, USA
RNeasy® Micro Kit QIAGEN GmbH, D-Hilden

RNeasy® Mini Kit QIAGEN GmbH, D-Hilden

Chemikalien

Bezeichnung: Hersteller:

bidest. Reinstwasser, steril

Desoxynukleotide (ANTP) Mix
Diethylpyrocarbonat (DEPC)

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
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Dithiothreitol (DTT)

Invitrogen, San Diego, CA, USA

Ethanol absolut

Isopropanol

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

M-MLV Reverse Transcriptase; 200 I.U./pl

Invitrogen, San Diego, CA, USA

Random Hexamers (Random Primers)

Applied Biosystems, Foster City, CA, USA

RNAlater® RNA Stabilization Reagent

QIAGEN GmbH, D-Hilden

TagMan® Gene Expression Master Mix

Applied Biosystems, Foster City, CA, USA

Primer

TagMan® Gene Expression Assays (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA)

Assay ID:

Gen (Rattus norvegicus)

endogene Kontrolle / Referenzen:

Rn00667869 m1
Rat Actb Endogenous Control (VIC/MGB B - Aktin
Probe, Primer Limited)

Zielgene:
Rn005644 m1 P2X1R
Rn00586491 m1 P2X2R
Rn579301 m1 P2X3R
Rn00580949 m1 P2X4R
Rn00589966 m1 P2X5R
Rn00562354 m1 P2X6R
Rn00570451 m1 P2X7R

Die Hydrolysesonden fur alle Zielgene enthielten am 5‘-Ende je ein FAM®-Fluorochrom.

Am 3'-Ende befand sich der nicht-fluoreszierende Quencher (NFQ). Die Sonde im 3-

Aktin Assay war stattdessen mit VIC™-Fluorochrom markiert.

Losungen und Puffer

Bezeichnung:

Zusammensetzung/Herstellung:

DEPC H20

DEPC (0,1 %) in Reinstwasser,
autoklaviert nach 24 h Ruhren bei
Raumtemperatur

real-time Mix (Ansatz pro well)

3,5 l steriles H20

5 ul Mastermix

0,5 pl Primer (50 uM in 10 mM Tris-HCI;
pH 8,3)

Reverse Transkriptase-Mix |
(Ansatz pro 9 ul RNA)

1 yl Random Hexamers
1 ul dNTPs (10 mM)

Reverse Transkriptase -Mix Il
(Ansatz pro 9 ul RNA)

4 ul 5 x First Strand Buffer

2 pl steriles H2O

2yl DTT (0,1 M)

1 yl M-MLV Reverse Transkriptase
(200 1U./u1)
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2.3.2. Allgemeine Grundlagen der qRT-PCR
2.3.21. PCR

Die Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction, PCR) stellt ein Verfahren zur
enzymatischen Vervielfaltigung (Amplifikation) definierter, einzel- (single strand, ss) oder
doppelstrangiger (double strand, ds) DNA-Sequenzen dar. Zu diesem Zweck werden
sogenannte Primer verwendet; dies sind Oligodeoxynukleotide aus max. 30 Nukleotiden,
welche sich komplementar an eine zu amplifizierende ssDNA-Sequenz anlagern und als

Startpunkte fir DNA-replizierende Enzyme wie z.B. der Tag-Polymerase dienen.

Der typische Ablauf einer PCR lasst sich in drei Schritte unterteilen (Mullis & Faloona,
1987): (1) Denaturieren des dsDNA "Template" (Vorlage), (2) Hybridisierung (Annealing)
der spezifischen Primer an die entstehenden ssDNA und (3) Elongation des dsDNA
Amplifikats. Die Trennung der beiden DNA-Strange des Templates erfolgt bei einer
Temperatur von 94 - 95°C. Wahrend der Absenkung der Temperatur auf 55°C wird die
Anlagerung der im Uberschuss vorhandenen Primer an die dann einzelstrangige DNA
ermdglicht. Danach wird die Temperatur auf das Temperaturoptimum der thermostabilen
Tag-Polymerase von 72°C erhoht. Dieses Enzym synthetisiert, ausgehend vom gebun-
denen Primer, einen komplementaren Strang aus den im Reaktionsansatz vorliegenden
dNTP-Molekilen (Desoxyribonukleosidtriphosphate), bis am Schluss eines Reaktions-
zyklus eine exakte Kopie des dsDNA Templates vorliegt. Da wahrend der Elongation die
Komplementierung an beiden Einzelstrangen der Template-DNA ablauft, hat man in
einem Reaktionszyklus die Anzahl der Template-DNA verdoppelt. Werden die Zyklen
wiederholt, dienen die Produkte der vorherigen Zyklen als Vorlagen der nachsten Zyklen
und ermdglichen somit theoretisch eine exponentielle Amplifikation der spezifischen
Sequenz (Mulhardt, 2002). Es entsteht eine Vielzahl an identischen dsDNA-Fragmenten
mit spezifischer Basensequenz und Lange.

Tatséachlich jedoch zeigt die Reaktionskinetik mit Zunahme der dsDNA Vervielfaltigungen
eine Abnahme der Amplifikationsrate (lineare Phase), die nach einer bestimmten Reak-
tionsanzahl letztendlich in eine Plateau- oder Endpunktphase Ubergeht. Grinde sind die
Verringerung der zur Verfigung stehenden intakten dNTPs und Oligonukleotidprimer,
sowie die Anhaufung von Pyrophosphat und die mdgliche Bindung der Amplifikate unter-

einander anstelle der Primer.

Nach einer traditionellen PCR erfolgt die elektrophoretische Auftrennung aller Fragmente
zuzuglich eines parallel aufgetragenen GroRenmarkers im Agarose-Gel. Zur Visualisie-
rung werden die aufgetrennten dsDNA Fragmente anschlieRend mit einem interkalieren-

den Fluoreszenzfarbstoff, wie Ethidiumbromid markiert (Gyllensten & Erlich, 1988; Saiki
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et al., 1988; Kemp et al.,, 1989). Zur Quantifizierung der Amplifikatmenge erfolgt die
Bestimmung der Bandendicke bzw. der Intensitat der Bandenfluoreszenz bei einer Anre-
gungswellenlange von 254 nm (Higuchi et al., 1992). Dieses Verfahren zum Nachweis
der PCR-Amplifikation nutzt die Plateauphase oder den Endpunkt der PCR-Reaktion
nach einer definierten Zyklenanzahl. Die Reaktionskinetik wird dabei nicht berucksichtigt.

Eine Quantifizierung der Ausgangsmenge an Template ist folgerichtig relativ unprazise.

2.3.2.2. Quantitative real-time PCR

Eine genauere Quantifizierung der fur ein bestimmtes Protein von Interesse kodierenden
DNA oder RNA Sequenz ist durch die real-time PCR unter Berlcksichtigung der Reak-
tionskinetik gegeben. Die heute gangigen, quantitativen real-time PCR-Methoden verbin-
den dabei die Amplifizierung von Nukleinsduren (Prinzip der PCR) mit der Moglichkeit
der Quantifizierung in Echtzeit (Cardullo et al., 1988). Die Quantifizierung erfolgt mittels
Fluoreszenzdetektion wahrend eines PCR-Zyklus. Dabei wird die reale Akkumulation
des PCR-Produkts (Amplicon) wahrend der exponentiellen Phase der PCR-Reaktion
nachgewiesen. Ein Sichtbarmachen der Amplifikate auf einem Gel wie bei der traditionel-
len PCR ist nicht n6tig. Weil man somit geringfligige Unterschiede etwa der Expressions-
rate eines bestimmten Gens objektiv nachweisen kann, hat sich die quantitative real-time

PCR als bevorzugte Methode fur Genexpressions-Untersuchungen etabliert.

Die real-time PCR auf Basis des TagMan®- bzw. Hydrolysesondensystems baut auf der
Nutzung des "Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfers" (fluorescence resonance ener-
gy transfer, FRET) (Fodrster, 1948) als Detektionsmethode zur Darstellung der Nuklein-
saurehybridisierung auf (Cardullo et al., 1988). Das Prinzip des FRET (Abb. MM 1)
beruht auf der Verwendung zweier verschiedener Fluorochrome (F1 bzw. F2), die jeweils
durch Licht einer spezifischen Wellenlange (Anregungswellenlange ARW1 bzw. ARW2)
angeregt werden und dadurch wiederum Licht in einer héheren, fur sie charakteristi-
schen Wellenlange (Emissionswellenlange EW1 bzw. EW2) emittieren. Die Eigenschaft
von F2 besteht darin, dass dessen ARW2 genau auf die Emissionswellenlange EW1 von
F1 abgestimmt ist. Befinden sich beide Fluorochrome in einer ausreichenden raumlichen
Nahe zueinander, so emittiert das angeregte Fluorochrom F1 Licht der Wellenlange
EW1, und dies entspricht genau der ARW2 des Fluorochroms F2. Auf diese Weise uber-
tragt F1 die Energie direkt auf F2 und regt es dazu an, Licht der Emissionswellenlange
EW2 abzustrahlen. Als Folge kann EW1 nicht detektiert werden. Durch Messung der
emittierten Lichtintensitat bei EW1 und / oder EW2 bzw. deren jeweiligen Ab- bzw.

Zunahme kann die relative Lage der beiden Fluorochrome zueinander bestimmt werden.
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(1) (2)

ARWA1 % WEW1 ARW2 % ‘WEWZ

()

EW1 = ARW2 ,
]

T

Abb. MM 1 : Prinzip des "Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfers" (FRET)

(1) Das Fluorochrom 1 (F1) emittiert nach Anregung mit Licht der Wellenlange ARW1 Licht der
Emissionswellenlange EW1, welches der Anregungswellenlange ARW2 des Fluorochroms 2 (F2)
entspricht. Dieses emittiert nach Aktivierung Licht der Emissionswellenlange EW2 (2). Bei
ausreichender raumlicher Nahe findet somit ein direkter Energietransfer zwischen den beiden
Fluorochromen statt (3). Die Emissionsintensitat bei EW2 ist messbar, die bei EW1 somit nicht.
Modifiziert nach Damm (2012) und Livak et al. (1995).

Bei einer TagMan®-Hydrolysesonde handelt es sich um ein kurzes, Sequenz-spezifi-
sches Oligonukleotid (Abb. MM 2), dessen 5-Ende mit dem Fluorochrom F1 markiert ist,
welches auch als "Reporter" bezeichnet wird. Am 3‘-Ende der Sonde befindet sich der
"Quencher", der entweder das zweite Fluorochrom F2 reprasentiert oder aber ein selbst
nicht-fluoreszierendes Akzeptor-Molekul darstellt. Der Einsatz eines solchen Quenchers,
der nach dem Energietransferprozess also selbst kein Licht abgibt (non-fluorescent
quencher, NFQ), vermindert die Hintergrundfluoreszenz der Reaktion. Reporter und
Quencher befinden sich bei intakten TagMan®-Hydrolysesonden in enger raumlicher
Nahe zueinander, wodurch die Fluoreszenzemission (EW1) des Reporters durch den
Energietransfer auf den Quencher weitgehend unterdrickt wird. Wahrend der PCR
hybridisiert die Sonde innerhalb des von forward und reverse Primern vorgegebenen
Abschnittes an das einstrangige Template. Bei der Elongation baut die Taqg-Polymerase
aufgrund ihrer zusatzlichen intrinsischen 5°-3‘-Exonukleaseaktivitat die Hydrolysesonde
ab, wobei zuerst der Reporter vom 5‘-Ende der Sonde und anschlieRend der Rest des
Oligonukleotids mit dem gebundenen Quencher entfernt wird. Der Reporter befindet sich

nun nicht mehr in unmittelbarer raumlicher Nahe zum Quencher, sodass die Lichtstarke
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der EW1 des Reporters nicht mehr unterdrickt and damit messbar wird. Da die Fluores-
zenzintensitat der EW1 proportional zur Amplifikation des Templates ansteigt, kann Uber
verschiedene Rechenmodelle eine relative oder absolute Quantifizierung erfolgen (Holz-
apfel & Wickert, 2007). In der vorliegenden Arbeit wurden TagMan®-Hydrolysesonden
mit einem FAM®-Fluorochrom am 5°-Ende und einem nicht-fluoreszierenden "Quencher"
(3*-NFQ) am 3*-Ende verwendet.

(1)
Primer noe
sy STTTTTTT112
Denaturierung Lttt rtrrreld
3 S
(2)

5’
Annealing I I |

3’
(3)
. 5
Elongation
3’
Abb. MM 2 : Funktionsweise der TagMan®-Hydrolysesonde am Beispiel eines Einzel

-strangs

(1) Das Reporterfluorochrom (R) befindet sich an 5-Ende, das "Quencher" Molekil (Q) am 3'-Ende
der intakten Hydrolysesonde. (2) Die doppelmarkierte Sonde hybridisiert an einem Bereich des
Templates, der sich "downstream" von der Primerbindungsstelle befindet. Der Quencher hindert den
Reporter durch dessen raumliche Nahe an der Emission von Licht in der fir den Reporter spezifischen
Emissionswellenlange EW1. (3) Wahrend der Synthese eines komplementaren Strangs (Elongations-
phase) spaltet die Exonuklease-Funktion der Taqg-Polymerase die Hydrolysesonde. Reporter und
Quencher entfernen sich voneinander, wodurch Licht der Emissionswellenlange EW1 des Reporters
detektiert werden kann. Modifiziert nach Damm (2012), Holzapfel & Wickert (2007) und Mulhardt
(2009).
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2.3.2.3. Relative Quantifizierung der gRT-PCR Reaktion

Mit Hilfe der quantitativen real-time PCR kann die Ausgangsmenge an nachfolgend
amplifizierter Template-DNA ermittelt werden. Basierend auf der Reaktionskinetik wird
die exponentielle Phase der Amplifikation zur Quantifizierung genutzt. Dabei wird der
Reaktionszyklus (= Schwellenwert), an dem das Fluoreszenzsignal erstmalig die Hinter-
grundfluoreszenz, den sogenannten "cycle threshold" (= Cr-Wert) Uberschreitet, angege-
ben (Pfaffl, 2004). Wahrend die absolute Quantifizierung die jeweiligen Cr-Werte mit
einer Standardkurve des Zielgenes vergleicht, um die urspringlich eingesetzte Menge
an DNA-Template zu ermittelt, werden bei der relativen Quantifizierung zwei verschiede-
ne Gene miteinander verglichen. Basierend auf dem AACt-Verfahren beschreibt diese
Methode die Expressionsrate eines Zielgenes relativ zu derjenigen eines Referenzgens
(= Referenzgruppe) (Livak & Schmittgen, 2001). Die Referenzproben (Kalibratoren) einer
Referenzgruppe stammen im einfachsten Fall aus Kontrollgruppen mit basaler Expres-
sion des Zielgens (Damm, 2012; Holzapfel & Wickert, 2007; Livak & Schmittgen, 2001).
Werden die Expressionsraten mehrerer verschiedener Zielgene miteinander verglichen,
so entfallt die sogenannte "Kontrollgruppe". Als Referenzgruppe wird dann das am ge-
ringsten exprimierte Zielgen eingesetzt. Die Grundlage der "relative quantity" (= relative
Menge RQ) bildet der ACt-Wert, der sich aus der Differenz zwischen Ziel- und Referenz-
genexpression ergibt (Tab. MM 1). Ein solches Referenzgen, ebenfalls als "housekee-
ping"-Gen bezeichnet, zeichnet sich durch seine ubiquitdre und homogene Expression
aus und dient als endogene Kontrolle. Als ein solches Referenzgen kann beispielsweise
das fur B-Aktin des Zytoskeletts kodierende Gen herangezogen werden (Pfaffl, 2004).
Dieses Vorgehen dient der Normalisierung und damit der Reduktion von Variationen der
Ausgangsmenge der jeweils eingesetzten RNA- oder DNA-Proben, welche ihrerseits auf
Unterschieden der analysierten Gewebeproben oder der Effizienz der RNA-Extraktion
beruhen kdnnen. Zur AACt-Berechnung wird die Expression der Referenzgruppe vom
normierten Ct-Wert des Zielgens (ACt-Wert) subtrahiert. SchlieBlich ergibt sich die
relative Menge (RQ) an exprimiertem Zielgen in den einzelnen Proben als n-fache
Expression der Referenzprobe durch die Berechnung von 2-22CT (Pfaffl, 2004). Diese
Berechnung hat zur Bedingung, dass in jedem Reaktionszyklus die Menge an Template
exakt verdoppelt wird, was einer Effizienz von 100 % (Holzapfel & Wickert, 2007)
entspricht. Vom Hersteller der TagMan® Gene Expression Assays, Applied Biosystems,
wurde bei der Verwendung des StepOnePlus™ Real-Time PCR System eine Effizienz
von 100 £ 10 % in der real-time PCR fur die relative Quantifizierung von Genen ange-

geben.
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Variable Berechung

ACt Cr-Zielgen - Cr-Referenzgen

AACt ACt-Zielgen - ACt-Zielgen der Referenzprobe

RQ 2-AACT
Tab.MM 1 : Formeln zur Berechnung der relativen Menge (RQ) an exprimiertem Zielgen
Formellegende:
ACt = Differenz zwischen Ziel- und Referenzgenexpression
AACT = Vergleich der Zielgenexpressionen der Probe und Referenzprobe
RQ = relative Menge an exprimierten Zielgen in der einzelnen Probe als n-fache

Expression der Referenzprobe

2.3.3. Gewinnung der Gewebeproben fur die gqRT-PCR

FUr Genexpressionsanalysen in Organen, Geweben bzw. auf Einzelzellebene werden
vorrangig Expressionsmuster der fur spezifische Proteine kodierenden mRNAs unter-
sucht. Mit Hilfe der Reversen Transkription (RT-PCR) und des Enzyms Reverse Trans-
kriptase kann aus Gewebeproben bzw. Zellen extrahierte mRNA in komplementare DNA
(= cDNA) umgeschrieben werden. Danach kann die jeweilige cDNA mittels PCR verviel-
faltigt werden. Die cDNA kann darlber hinaus als Template zur Quantifizierung der Gen-
expression (Kap. MM 2.3.5) verwendet werden (Holzapfel & Wickert, 2007), sodass sich
die Expressionsrate der zugrundeliegenden mRNA bestimmen lasst. Mit Hilfe der qRT-
PCR sollte in der vorliegenden Arbeit die relative mRNA-Expression verschiedener
ionotroper Purinozeptoren (P2XR) sowohl im Bereich des hypothalamischen ARC
adulter und neonataler Wistar-Ratten als auch in neuroglialen, ARC-angereicherten
Primarkulturen des Hypothalamus quantitativ erfasst werden. Als Referenz dienten
Gewebeproben des Nucleus praeopticus medianus (MnPQO) adulter und neonataler
Rattengehirne (Hitzel, 2009).

2.3.3.1. Praparation der ARC- und MnPO-spezifischen Gehirngebiete adulter Rat-

ten

FUr eine rasche Praparation des Gehirngewebes adulter Ratten wurden die Tiere
inhalatorisch mit 4 Vol. % Isofluran-Sauerstoffgemisch betaubt, durch zervikale Disloka-
tion getotet und dekapitiert. Im Anschluss wurde mit einem Skalpell die Kopfhaut caudo-
cranial aufgeschnitten und die dem Schadel anliegende Kau- und Halsmuskulatur, sowie
die Halswirbel entfernt. Beginnend am Foramen magnum wurde vorsichtig das Schadel-

dach nach cranial bis zum Bregma mit Hilfe einer Hohimeil3elschere abgetragen und das
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Gehirn freigelegt. Nach Entfernung der Dura mater sowie Durchtrennen der Nervi optici
und des Bulbus olfactorius konnte das intakte Gehirn entnommen werden. Nach Teilung
des Gehirns auf dem Niveau der Fissura transversa cerebelli wurde das anteriore
Telencephalon inkl. Diencephalon in eine Petrischale (35 mm) mit sterilem, 4°C kalten
GBSS uberfuhrt. Unter Verwendung zweier steriler Spatel wurde die caudale Schnitt-
flache des Vorderhirns auf einen Teflon-Block gehoben und mit Histoacryl-Gewebekleber
fixiert (Kap. MM 2.4.2). Dieser Teflon-Block wurde in eine mit oxygeniertem GBSS (4°C)
geflllte Plexiglaskammer eingespannt. Mit Hilfe eines Vibratoms wurden seriell-coronale
Gehirnschnitte (600 pym) auf HOhe des Hypothalamus angefertigt und diese in sterile
Petrischalen mit GBSS (4°C) Uberfuhrt. Mit Hilfe einer Pinzette und einer Augenschere
wurden unter mikroskopischer Kontrolle die entsprechenden Kerngebiete (ARC, MnPQO)
prapariert. Zur Lokalisierung des ARC dienten die charakteristischen Strukturen des
dritten Hirnventrikels (V-1l1) sowie der Eminentia mediana (Kap. MM 2.4.2) (Abb. MM 3).
Zur genauen Praparation des MnPO im coronalen Gehirnschnitt wurde die Commissura
anterior herangezogen. Die adaquaten Gewebeexplantate eines adulten Tieres wurden
umgehend in sterile, 2 ml Eppendorf-Reaktionsgefalde Uberflhrt, gewogen, in Fllssig-

stickstoff schockgefroren und bei -55°C gelagert.

2.3.3.2. Praparation der ARC- und MnPO-spezifischen Gehirngebiete neonataler
Ratten

Mannliche, 4 — 6 Tage alte, neonatale Ratten wurden mit einer Schere dekapitiert und
der Kopf kurz (< 1 min) in 4°C kaltes Ethanol Uberfihrt. AnschlieRend wurden Kopfhaut
und die Schadeldecke mit Schere und Pinzette gelost. Die weitere Praparation und
Lagerung der spezifischen Gewebeproben erfolgte wie in Kap. MM 2.3.3.1 und Kap. MM
2.4.2 beschrieben. Je nach Praparation wurden die adaquaten hypothalamischen Nuclei
(ARC und MnPO) von 3 - 5 Jungtieren vereinigt, umgehend in sterile, 2 ml Eppendorf-
Reaktionsgefalte Uberfuhrt, gewogen, in Flussigstickstoff schockgefroren und bei -55°C

gelagert.

2.3.3.3. Praparation der ARC- und MnPO-spezifischen neuroglialen Primarkulturen

neonataler Ratten

Die Gewinnung und Kultivierung von angereicherten neuroglialen Primarkulturen spezifi-
scher hypothalamischer Gehirngebiete (ARC, MnPQO) erfolgte wie in Kap. MM 2.4.2 be-
schrieben. Fur die RNA-Extraktion wurde eine Zellsuspension von 100.000 Zellen / ml in

den 0,35 ml fassenden flexiPerm Mikrozellkulturkammern ausgebracht. Die neuroglialen
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Zellen in der ARC- oder MnPO-angereicherten Primarkulturen wurden jeweils vier Tage
nach der Zellpraparation fur die RNA-Extraktion dreimalig mit sterilem und RNAse freiem

Reinstwasser gewaschen, mit 100 yl RNAlater® uberschichtet und bei -20°C gelagert.

2.3.4. RNA-Extraktion und -Aufbereitung

FUr die Gewinnung und Aufreinigung der Gesamt-RNA aus hypothalamischen Kernge-
bieten (ARC, MnPO) adulter respektive 4 - 6 Tage alter Ratten wurden pro Versuchs-
ansatz (N =4) die unter sterilen Kautelen praparierten Gehirngewebsproben jeweils
eines adulten Tieres (ARC, MnPO) respektive von drei (MnPO) oder funf (ARC) neonata-
len Ratten herangezogen. Hinsichtlich der RNA-Isolierung aus Kerngebiet-spezifischen,
neuroglialen Primarkulturen wurde das Zellmaterial aus jeweils drei (MnPO) respektive

sechs (ARC) flexiPerm Mikrozellkulturkammern vereinigt.

Die Isolierung der Gesamt-RNA erfolgte in gemeinsamer Aufarbeitung mit Frau Dr. Chri-
stina Nassenstein und Herrn Dr. Rajender Nandigama (Arbeitsgruppe Kardiopulmonale
Neurobiologie, Institut fir Anatomie und Zellbiologie der JLU Gielden). Zur Extraktion der
RNA aus den entsprechenden Gewebeproben wurde das RNeasy® Mini Kit (Qiagen),
aus den Kerngebiet-spezifischen Primarkulturen das RNeasy® Micro Kit (Qiagen) ver-
wendet. Die Gewebeproben wurden in 350 ul B-Mercaptoethanol-haltigem RTL-Puffer
(RNeasy® Mini Kit) aufgetaut und mit Hilfe einer Schwingmuihle homogenisiert. Im
Gegensatz dazu wurden die Zellen der Kerngebiet-spezifischen Primarkultur mit Hilfe
einer Pipette in 350 pl B-Mercaptoethanol-haltigem RTL-Puffer resuspendiert und
mechanisch aufgebrochen. Die homogenisierten Proben wurden in einem Volumen von
jeweils 350 pl 70 % Ethanol resuspendiert und im direkten Anschluss auf spezielle
Aufreinigungssaulen (RNeasy MinElute spin column) Uberfuhrt. Der weitere Verlauf der
RNA-Extraktion entsprach den standardisierten Protokollen ("Quick-StartProtocol") des

Herstellers Qiagen fir die jeweiligen RNeasy® Kits.

RNeasy® Micro Kit- Handbuch (2011):
http://www.qgiagen.com/resources/Download.aspx?id={5A5AEBB5-1603-4A71-
82F5-3EB56054417E}&lang=en&ver=1

RNeasy® Mini Kit-Handbuch (2010):
http://www.qgiagen.com/resources/Download.aspx?id={0E32FBB1-C307-4603-
AC81-ASE98490ED23}&lang=en&ver=1

Die Reinheits- und Konzentrationsbestimmung der Proben-RNA wurde jeweils mit Hilfe

eines Nanodrop-Mikrospektrophotometers bestimmt. Die isolierte RNA wurde umgehend

fur das Umschreiben in cDNA-Templates mit Hilfe der Reversen Transkription versiegelt
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und bei -55°C aufbewahrt. Basierend auf der durch spektrophotometrische Analyse bei
260 resp. 280 nm Wellenlange ermittelten Reinheits- und Konzentrationsbestimmung der
isolierten Proben-RNA erfolgte eine Normalisierung der RNA-Konzentrationen in den zu
amplifizierenden Proben wie folgt: ARC Ratte adult (59,6 ng/ ul), MnPO Ratte adult
(26,4 ng/ ul), ARC Ratte neonatal (103,6 ng/ ul), MnPO Ratte neonatal (46 ng/ pl),
ARC Primarkultur (16,5 ng / yl) und MnPO Primarkultur (21,3 ng / pl).

2.3.5. Synthese der cDNA — Reverse Transkription

FUr die Anwendung der real-time PCR musste zunachst mit Hilfe der Reversen Trans-
kription aus der Proben-mRNA die jeweils komplementare cDNA hergestellt werden. Die
cDNA-Synthese umfasst das Umschreiben einer mRNA-Matrize in komplementare
cDNA-Strange mittels einer RNA-abhangigen DNA Polymerase, der "Reversen Trans-
kriptase" (Mulhardt, 2009). Dieses Enzym, erstmals in Retroviren beschrieben, bendtigt
zum Start der Synthese, wie auch andere DNA-Polymerasen, einen Primer. Naturlich
vorkommende mRNA weist meist einen poly(A)-"Schwanz", eine Verlangerung der RNA
aus mehreren hundert Adenin-Nukleotiden, am 3‘-Ende auf. Als Primer kann entweder
ein Oligonukleotid bestehend aus Thymin-Nukleotiden [Oligo(dT)], die komplementar
zum poly(A)-Schwanz sind, verwendet werden, oder ein random Hexamer Primer. Letz-
terer setzt sich aus sechs zufallig angeordneten Nukleotiden zusammen. Die Kombina-

tion aus beiden Primern ermdglicht die Transkription auch von beschadigter mRNA.

Zur Aufspaltung der mRNA-Sekundarstrukturen wird das kurzzeitige Erhitzen des Ver-
suchsansatzes auf 65 - 70°C in Gegenwart von reduzierendem Dithiothreitol (DTT) ange-
wendet (Tab. MM 2). Dies erleichtert den Zugang bzw. die Bindung der Primer und der
Polymerase an die mRNA. Bei 37 - 42°C synthetisiert die Reverse Transkriptase aus den
im Versuchsansatz vorliegenden dNTPs zuerst einen zur mRNA-Matrize komplementa-
ren DNA-Strang (first strand). Auf diesem aufbauend stellt die Reverse Transkriptase
dazu einen komplementaren DNA-Strang her, sodass schliefl3lich eine doppelstrangige
cDNA vorliegt. Abschlieend erfolgt die Inaktivierung des Enzyms durch das Erhitzen auf
90°C (Tab. MM 2). In der vorliegenden Arbeit wurde die Reverse Transkriptase aus dem

Moloney murine leukemia virus (M-MLV) verwendet.

Zum Nachweis auf mogliche Kontaminationen der verwendeten Losungen mit RNA oder
DNA ohne Applikation des eigentlichen Templates wurde als Kontrolle der Reaktions-
schritte jeweils ein Reaktionsgefall mit 9 yl DEPC-Wasser anstelle der RNA (Blank1)
bzw. 11 ul DEPC-Wasser statt des erhitzten ersten Ansatzes (Blank2) verwendet. Die so

gewonnene cDNA wurde bis zur weiteren Verwendung bei -55°C aufbewabhrt.
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Arbeitsschritt Bedingungen / Vorgehen Dauer
ansetzen 9 yl RNA mit 7 yl RT-Mix | / Reaktionsgefal®
erhitzen im real-time Cycler, 65°C 10 min.
abkuhlen 4°C, auf Eis
Zugabe RT-Mix Il | 9 ul pro Reaktionsgefal}
erwarmen im real-time Cycler, 37°C 60 min.
erhitzen im real-time Cycler, 90°C 5 min.
abklhlen 4°C, auf Eis

Tab. MM 2: Protokoll der Reversen Transkription von mRNA in komplementére cDNA

2.3.6. Durchfiihrung der quantitativen real-time PCR

Im nachsten Schritt erfolgte neben den Kontrollen Blank1 und Blank2 eine Kontrolle auf

eventuelle Verunreinigung des autoklavierten Wassers. Hierflr wurde 1 ul autoklaviertes

Wasser anstatt der cDNA eingesetzt.

Arbeitsschritt Bedingungen / Vorgehen Dauer
vorlegen 9 ul real-time Mix pro well in der 96-well Platte
Zugabe der cDNA 1 pl pro well
erwarmen 50°C (Aktivierung der Polymerase) | 2 min.
35 _ 44 erhitzen real-time Cycler 95°C (Denaturierung) 15s
Zyklen abkulhlen 60°C (Annealing, Elongation) 30s

Tab. MM 3: Protokoll der gqRT-PCR

2.3.7. Auswertung

Die Berechnung der relativen Genexpression erfolgte Uber die ACt-Methode. Die Cr-

Werte wurden Uber die endogene Kontrolle 3-Aktin als Referenzgen normalisiert. Die

AACt-Berechnung erfolgte, indem die Differenz aus den ACt-Werten des jeweils am

geringsten exprimierten ionotropen Puriozeptors, als Kalibrator, von den ACt-Werten der

anderen Purinozeptorproteine von P2X-Typus gebildet wurde. Fur die RQ-Berechnung

wurden flr jede Probe Doppelbestimmungen durchgeflhrt, die nochmals arithmetisch

gemittelt wurden. Die RQ wurde anhand der oben genannten Formeln ermittelt

(Tab. MM 1). Nach der Formel 2-22CT |ie3 sich berechnen, um wie viel héher die Expres-

sion von Rezeptor A zu Rezeptor B war (Livak & Schmittgen, 2001).
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2.4.

2.4.1. Materialien

Gebrauchs- und Verbrauchsmaterial

In vitro Modell: primare Zellkultur des hypothalamischen ARC der Ratte

Bezeichnung:

Modell:

Hersteller:

Deckglaschen fur die
Immunzytochemie

15 x 15 mm Starke 1

Menzel GmbH,
D-Braunschweig

Deckglaschen fur das
Ca?*-lmaging

25 x 25 mm CELL-VU
Grid Coverslips DRM800

Millennium Sciences, New
York, NY, USA

Gewebekleber Histoacryl B. Braun, D-Meslungen
Irisschere. fein erade Fine Science Tools GmbH,
’ 9 D-Heidelberg
Nachstarschere Vannas Fine Smence Tools GmbH,
D-Heidelberg

Pasteurpipetten

230 mm aus Glas

MAGV, D-Rabenau

Petrischale (Glas)

J 11 cm

MAGYV, D-Rabenau

Petrischalen (Plastik)

100 x 20 und 35 x 10 mm

Sarstedt, D-NUmbrecht

Pinzette

Dumont # 5, gerade

Fine Science Tools GmbH,
D-Heidelberg

Rasierklingen

752/1/SS

Campden Instruments
Limited, Loughborough,
England

serologische Pipetten

1,5, 10 und 25ml

Sarstedt, D-NUmbrecht

Spatel, fein

gebogen

Fine Science Tools GmbH,
D-Heidelberg

Sterilfilter

FP 30/0,2 CA-S

Schleicher und Schuell
GmbH, D-Dassel

Teflonschlauche

Innendurchmesser 0,75
und 1,98 mm

Kronlab, D-Sinsheim

Zahlkammer

Neubauer

Brand GmbH + CO KG,
D-Wertheim

Zellkulturkammer

flexiPerm micro 12,
Volumen: 0,35 ml /
Kompartiment

Greiner-Bio One GmbH,
D-Frickenhausen

Zentrifugenrdhrchen, steril

15 und 50 ml

Sarstedt, D-NUmbrecht

Chemikalien

Bezeichnung:

Hersteller:

B 27 Invitrogen, San Diego, CA, USA
Reinstwasser, steril Reisntwasseranlage im Haus
Carbogen Messer Griesheim GmbH, D-Neuried
D-Glukose Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
Dispase | Roche Diagnostics, D-Mannheim

EDTA (Ethylendiamintetraessigsaure)

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Gey's Balanced Salt Solution (GBSS)

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Hank's Bufferd Salt Solution (HBSS)

Biochrom, D-Berlin

HEPES Natriumsalz (N-(2-Hydroxyethyl)-
Piperazin-N'-(2- Ethansulfonsaure)

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

L-Glutamat (Monosodium-Salz)

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
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L-Glutamin Biochrom, D-Berlin
Neurobasal-A Medium Invitrogen, San Diego, CA, USA
Penicillin/Streptomycin Biochrom, D-Berlin
Poly-L-Lysin Biochrom, D-Berlin

Losungen und Puffer

Bezeichnung: Zusammensetzung/Herstellung:
. . Dispase Trockensubstanz in HBSS-
Dispase - Losung Puffer
Dispase | (1 ml) + 2 ml HBSS-Puffer;
Dispase - Gebrauchslésung (37°C) Enzymaktivitat der Gebrauchslésung:
2 1.U./ml

Grundlage: GBSS

Supplemente: Glukose (5 %);

oxygeniert Uber CO2 - Flasche mittels
Schlauchsystem mit Kanule

HBSS unter Zugabe von 20 mM HEPES;

GBSS - Lésung

HBSS — Puffer oxygeniert uber CO2 - Flasche mittels
Schlauchsystem mit Kanile
Inaktivierungs - Losung (37°C) 1 mM EDTA in HBSS- Ldsung

Grundlage: Neurobasal-A Medium
Supplemente: B 27 (2 %),
Penicillin/Streptomycin: (100 pg/ml)
Glutamin (2 mM): (1 %)

Kulturmedium fur die primare neurogliale
Zellkultur (Neurobasal-A / B 27 Medium,
= NBA)

2.4.2. Etablierung einer neuroglialen Primérkultur des ARC

Fur die Durchfihrung einer analytischen in vitro Charakterisierung funktionell exprimier-
ter, ionotroper P2X-Rezeptoren in neuronalen bzw. glialen Zellen des Nucleus arcuatus
(ARC) wurde eine primare neurogliale Zellkultur aus dem Kerngebiet des ARC neonata-
ler Rattengehirne etabliert. Die funktionellen Studien wurden Zelltyp-spezifisch an Neuro-
nen und Astrozyten, partiell auch Mikrogliazellen durchgefuhrt. Das im folgenden Kapitel
beschriebene Verfahren zur Etablierung der Zellkultur ermdéglichte auf Grund der neuro-
anatomischen Gegebenheiten (Kerngebiete weisen keine klar definierte raumliche
Begrenzung auf) keine zu 100 % ausschliel3lich auf ARC-spezifisches Gehirngewebe
beschrankte Praparation, da von einer "Kontamination" durch Mitpraparation eines gerin-
gen Anteils an unmittelbar umgebendem Fremdgewebe etwa aus dem Bereich der
Eminentia mediana (EM) oder des Nucleus ventromedialis hypothalami (VMH) (Abb. MM
3) ausgegangen werden muss. Die exakte Bezeichnung der Primarkultur lautet daher
"ARC-angereicherte neurogliale Zellkultur", wird in dieser Studie jedoch als "Primarzell-
kultur des ARC" bezeichnet. Die Etablierung neuroglialer Primarkulturen spezifischer

hypothalamischer bzw. medullarer Strukturen des Rattengehirns wurde von der Arbeits-
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gruppe von Prof. Dr. R. Gerstberger am Max-Planck-Institut fir Physiologische und Kilini-
sche Forschung (Bad Nauheim) von 1994 - 2000 ausgearbeitet. Auf Grundlage der in
dieser Zeitperiode fur das Organum subfornicale (SFO) und das Organum vasculosum
laminae terminalis (OVLT) ausgearbeiteten Protokolle und verdffentlichten Daten (Gebke
et al.,, 1998, 2000; Jurzak et al., 1994, 1995a, 1995b) wurden von 2000 bis dato am
Institut fur Veterinar-Physiologie und -Biochemie angereicherte neurogliale Mikroprimar-
kulturen fur das OVLT (Ott et al., 2010, 2012) sowie erfolgreich auch fur den MnPO
(Hatzelmann, 2013; Hitzel, 2009), den Nucleus paraventricularis (PVN) (Hatzelmann et
al., 2013) sowie die Area postrema (AP) (Wuchert et al., 2008, 2009; Ott et al., 2012)
etabliert. Diese Studien bildeten die Basis flr die de novo Etablierung einer angereicher-

ten neuroglialen Primarkultur des ARC in der vorliegenden Arbeit.

Zur Gewabhrleistung keimfreier Bedingungen wurden alle notwendigen Arbeitsprozesse in
einer "laminar flow" Sterilbank durchgefuhrt. Fur die Kultivierung der Zellen wurde ein
miniaturisiertes Kultivierungssystem bestehend aus flexiPerm Mikrozellkulturkammern
(Grundlache 28 mm?2) mit Deckglaschen hergestellt. Borosilikatglas eignet sich fiir das
Adharieren und Wachsen von Zellen und bietet optimale optische Eigenschaften fir die
weiterfuhrenden Ratio-Imaging Studien zur kontinuierlichen Messung der intrazellularen
Kalziumkonzentration ([Ca?*]iz) (Kap. MM 2.5), da es eine hohe Durchlassigkeit fir
monochromatisches Licht bis zu einer Wellenlange von 290 nm aufweist, bei vernach-
lassigbarer spharischer und chromatischer Aberration. Um ein optimales Anheften und
Wachsen der Zellen zu gewahrleisten, wurde das Deckglaschen lichtgeschutzt mit ca.
100 plI Poly-L-Lysin (0,1 mg/ml) bei 4°C fir zwoIf Stunden beschichtet. Zur Pravention
von potentiellen, Lysin-verursachten Zellmembranschaden wurden die Zellkulturkam-
mern nach der Beschichtung mit sterilem Reinstwasser gewaschen und Losungsreste
entfernt. Bis zum Kultivieren der Zellen wurden die Gefalde zur Erwarmung auf 37°C im

Brutschrank aufbewahrt.

Die Praparation des Gehirns von vier bis sechs Tage alten neonatalen Tieren erfolgte mit
ethanol- bzw. hitzesterilisierten Instrumenten. Nach Dekapitation mit Hilfe einer Schere
wurde der Kopf kurzzeitig (< 1 min) in eiskaltes Ethanol Uberflhrt, danach mit einer
Pinzette in den medianen Augenwinkeln in einer Petrischale fixiert, Kopfhaut sowie
Schadeldecke mit Schere und Pinzette geldst und das Gehirn im Schadel mit einem
Skalpell in je einen anterioren (GroBRhirn inkl. Diencephalon) und posterioren (Hirnstamm
mit Cerebellum) Anteil getrennt. Die anteriore Komponente wurde in eine Petrischale

(35 mm) mit oxygeniertem GBSS kurzzeitig bis zur Feinpraparation auf Eis gelagert.

59



Material und Methoden

Abb. MM 3 : Lokalisation des Nucleus arcuatus im coronalen Gehirnschnitt einer friih-
postnatalen Ratte

Links: Schematische Darstellung des Nucleus arcuatus (ARC) (rot) im coronalen Querschnitt des
Gehirns einer vier Tage alten Ratte.

Rechts: Ausschnitt des frisch praparierten, coronalen Gehirnschnittes einer vier Tage alten Ratte auf
Ebene des ARC (-2,04 mm in Bezug auf das Bregma). Der zur Gewebepraparation herangezogene
ARC liegt im Bereich des Dreiecks. Schema maodifiziert nach Paxinos & Watson (2005).

Abkiirzungen: cc = Corpus callosum, EM = Eminentia mediana, f = Fornix cerebri, LV = lateraler
Ventrikel, V-1l = dritter Ventrikel; VMH = Nucleus ventromedialis hypothalami

Unter Verwendung zweier Spatel und Gewebekleber wurde die caudale Schnittflache
des Vorderhirns auf einem Teflonblock fixiert, welcher in eine mit 4°C kaltem, oxygenier-
tem GBSS-Puffer beflllte Plexiglas-Kammer eingesetzt wurde. Mit Hilfe eines Vibratoms
wurden serielle, coronale Gehirnschnitte (500 um) angefertigt und in GBSS Uberfuhrt.
Unter einem Binokular wurde der ARC aus dem coronalen Gehirnschnitt (Abb. MM 3) mit
Pinzette und Augenschere herausprapariert und kurzzeitig bis zur enzymatischen
Behandlung in einer HBSS-geflllten Petrischale unter Sauerstoffzufuhr auf Eis aufbe-
wahrt. FUr die topographische Lokalisierung des ARC im coronalen Gehirnschnitt diente
die charakteristischen Strukturen der Eminentia mediana und des dritten Ventrikels. Fur
das Vereinzeln der Zellen aus dem Gewebeverbund und das Lésen der interzellularen
Verbindungen wurde eine Kombination aus proteolytischer und mechanischer Dissozia-
tion (Jurzak et al., 1994; Gebke et al., 1998) gewahlt. Dazu wurden die ARC-Explantate
von 3 -5 Tieren zunachst bei 37°C fur 50 min in 0,5 ml Dispase-1-HBSS-Gebrauchs-
I6sung (2 1.U. /ml) unter Oxygenierung inkubiert. Die Anwendung dieses enzymatischen
Verfahrens per se fihrt nur zu einer unvollstandigen Auflésung des Gewebeverbandes
bzw. der interzellularen Verbindungen, bedingte jedoch keine Schadigung der zellularen
Plasmamembran (Frangakis & Kimelberg, 1984; Frangakis et al., 1982) und sollte eine
Erleichterung der nachfolgenden mechanischen Dissoziation der Zellen bewirken. Die
enzymatische Dissoziation wurde durch dreimaliges Waschen der Gewebsexplantate mit

Inaktivierungslésung (1 mM EDTA in HBSS) und Neurobasal-A Medium gestoppt. Mittels
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einer 1 ml-Pipette erfolgte durch Auf- und Abpipettieren die zusatzliche mechanische
Vereinzelung der Gewebeproben zu einer milchigen Zellsuspension. Nach Bestimmung
der Zellzahl mit Hilfe einer Neubauer-Zahlkammer und Verdinnung der Zellsuspension
auf 32.000 Zellen / ml wurden hiervon 350 pl in jede Zellkulturkammer ausgebracht und
bei 37°C und einem Gasgemisch aus Luft mit 5 % CO2 im Inkubator aufbewahrt. Mit dem
nach 24 h erfolgten Mediumwechsel ging ein Entfernen von Zellfragmenten und nicht-ad-
hasiven Zellen einher. Ein weiterer Austausch des Neurobasal-A Mediums erfolgte am
dritten Tag nach der Praparation. Nach einer 3 - 4 tagigen Differenzierungsphase wur-
den diese ARC-Primarkulturen sowohl fur die immunzytochemische Charakterisierung
Neuronen-spezifischer Transmitter- und Purinozeptorsysteme (Kap. MM 2.6.4.3 und
Kap. MM 2.6.4.4) herangezogen, als auch den Kalzium Ratio-Imaging Versuchen zur
pharmakologischen Analyse der funktionell exprimierten Purinozeptorsubtsypen auf Neu-
ronen und Gliazellen zugefihrt (Kap. MM 2.5.6). Post-experimentell erfolgte die
immunzytochemische Zuordnung samtlicher, biophysikalisch analysierten ARC-Zellen zu
bestimmten Zelltypen (Neurone, Astrozyten, Mikrogliazellen) der Primarkultur (Kap. MM
2.6.4.2).

2.5, Messung der intrazellularen Kalziumkonzentration mittels Fura-2 Ratio-
Imaging Technik
2.5.1. Materialien

Chemikalien

Bezeichnung: Hersteller:
2-Methylthioadenosin-5triphosphat Tocris, Biotrend Chemikalien GmbH,
(2-MeSATP) D-KdIn
2'-3'-0-(4-Benzoylbenzoyl)Adenosin- Tocris, Biotrend Chemikalien GmbH,
5°triphosphat (BzATP) D-KolIn
?Y;E'Aﬁ‘;t)hy'e”ade”os'”'f’ triphosphat (o8- | gigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
Adenosin-5"triphosphat (ATP) Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
Reinstwasser, steril (Aqua bidest.)

Kalziumchlorid (CaClz) Merck, D-Darmstadt
D-Glukose Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
Dimethylsulfoxid (DMSQO) Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Ethylenglykol-bis-(B-Aminoethylether)

N,N,N'.N'-Tetraessigséure (EGTA) Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

HEPES Natriumsalz (N-(2-Hydroxyethyl)-

Piperazin-N'-(2- Ethansulfonsaure) Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Kaliumchlorid (KCI), Merck, D-Darmstadt
Magnesiumchlorid (MgCl») Merck, D-Darmstadt
Natriumchlorid (NaCl) Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
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PSB 1011 Dinatrium 1-Amino-4-[3-(4,6-
Dichloro[1,3,5]Triazin-2-ylamino)-4-Sulfo-
phenylamino]-9,10-dioxo-9,10-Dihydro-
anthracen-2-Sulfonat

Prof. Dr. Christa E. Mduller,
Pharmazeutisches Institut,
Rheinische Friedrich-Wilhelms-
Universitat, D-Bonn

Pyridoxalphosphat-6-Azo(Benzoyl-2,4-
Disulfonsaure) (PPADS)

Tocris, Biotrend Chemikalien GmbH,
D-KolIn

Reactive blue-2

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Suramin Natriumsalz

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

2',3’-0-(2,4,6-Trinitrophenyl)Adenosin-
5’triphosphat (TNP-ATP)

Tocris, Biotrend Chemikalien GmbH,
D-Koln

Losungen und Puffer

Bezeichnung:

Zusammensetzung/Herstellung:

2-MeSATP - Stocklésung

Grundlage: Reinstwasser, steril
2-MeSATP (10 mM)

a,B-meATP - Stocklésung

Grundlage: Reinstwasser, steril
a,B-meATP (10 mM)

ATP - Gebrauchslésung

Lyophilisiert abgewogen und vor Versuch
direkt in Ca%*-Imaging Messpuffer gelost

BzATP - Stocklésung

Grundlage: Reinstwasser, BZATP (1 mM)

Ca?*-freier Imaging Messpuffer, pH 7,4

Grundlage: Reinstwasser
Na-HEPES (5 mM), NaCl (120 mM)
Glukose (10 mM), KCI 5 (mM)
MgClz (6 mM), EGTA (1 mM)

Ca?*-Imaging Messpuffer, pH 7,4

Grundlage: Reinstwasser
Na-HEPES (5 mM), NaCl (130 mM)
Glukose (10 mM), KCI 5 (mM)
MgCl2 (1 mM), CaCl2 (1,25 mM)

kaliumreicher Ca?*-Imaging Messpuffer,
pH 7,4

Grundlage: Reinstwasser
Na-HEPES (5 mM), NaCl (85 mM)
Glukose (10 mM), KCI 5 (50 mM)
MgCl> (1 mM), CaCl, (1,25 mM)

Fura-2 - Gebrauchslésung

Grundlage: Neurobasal-A Kulturmedium
Fura-2 (2 uM)

Fura-2 - Stocklésung

Grundlage: DMSO
Fura-2 (1 mM)

Kulturmedium fur die primare neurogliale
Zellkultur (Neurobasal-A-Medium, NBA)

Grundlage: Neurobasal-A
Supplemente: B 27 (Endkonz. 2 %),
Glutamin (2 mM), (Endkonz. 1 %)
Penicillin / Streptomycin (100 pyg / ml)

PPADS - Stocklésung

Grundlage: Reinstwasser, steril
PPADS (10 mM)

PSB 1011 - Stocklésung

Grundlage: Reinstwasser, steril
PSB 1011 (10 mM)

Reactive blue-2 - Stocklésung

Grundlage: Reinstwasser, steril
Reactive blue-2 (1 mM)

Suramin - Stocklosung

Grundlage: Reinstwasser, steril
Suramin (1 mM)

TNP-ATP - Stockldsung

Grundlage: Reinstwasser, steril
TNP-ATP (10 mM)
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2.5.2. Grundlagen der Kalzium Ratio-lmaging Technik

Die Ratio-Imaging Technik stellt eine Methode zur kontinuierlichen Messung der Konzen-
tration freier intrazellularer lonen, wie etwa Ca?* ([Ca?*]iz), in einzelnen lebenden Zellen
z.B. des Nervensystems dar (Baylor & Hollingworth, 2000; Hinman & Sammak, 1998).
Sie bietet damit ein effizientes Verfahren zum Studium der Transmitter-induzierten, intra-
zellularen Signalubertragung in kultivierten Zellen neuronaler Strukturen wie Nervenzel-
len, Neuro- und Mikrogliazellen (Gebke et al., 2000; Hatzelmann, 2013; Jurzak et al.,
1995; Ott et al., 2010; 1012; Wuchert et al., 2008; 2009).

Als Grundlage zur Messung der [Ca?*]iz werden selektive Ca?*-chelierende Fluoreszenz-
farbstoffe genutzt (Moreton, 1994). Neben Aequorin, einem urspringlich aus Quallen
(Gattung: Aequorea) isolierten Photoprotein (Hastings et al., 1969; Shimomura et al.,
1963), steht heute fiir die Bestimmung der [Ca?*]iz eine grol’e Auswabhl selektiver Indika-
toren, wie Derivate des Fluoresceins (z.B. Fluo-3), des Rhodamins (z.B. Rhod-2) bzw.
des EGTA (z.B. Quin-2, Indo-1, Fura-2) zur Verfugung (Grynkiewicz et al., 1985). Diese
werden in zwei Hauptgruppen untergliedert: Wellenlangen-stabile (wavelength stable)
und Wellenlangen-andernde (wavelength shifting) Fluoreszenzfarbstoffe. Zu den Wellen-
langen-stabilen Kalziumindikatoren zahlen neben den Fluo-Indikatoren auch Rhod-2 und
Quin-2. Diese andern bei Kalziumbindung nur die Emissionsintensitat, das Exzitations-
und Emissionsspektrum aber bleiben konstant. Die Wellenlangen-andernden Fluoro-
phore werden auch als ratiometrische Fluoreszenzfarbstoffe bezeichnet. Bekanntester
Vertreter dieser Klasse fur quantitative Messungen der intrazellularen Kalziumkonzentra-
tion ist Fura-2. Durch Bindung von Kalzium kommt es zu einer Verschiebung ihrer maxi-
malen Exzitations- oder Emissionsspektren (Moreton, 1994; Paredes et al., 2008; Tho-
mas & Delaville, 1991; Tsien, 1980; 1989; Tsien & Poenie, 1986). Das Exzitationsmaxi-
mum des kalziumfreien Fura-2 liegt bei einer Wellenlange von 363 nm. Die kalziumge-
sattigte Form zeigt dagegen ein Anregungsmaximum bei 335 nm. Das Emissionsmaxi-
mum beider Fura-2-Isoformen bleibt hingegen relativ konstant bei etwa 510 nm (kal-
ciumfreies Fura-2: 512 nm; kalziumgesattigtes Fura-2: 505 nm) (Abb. MM 4).

Zur Ermittlung der Emissionsintensitat werden in der Praxis — wie auch in der vorliegen-
den Arbeit - eine Anregungswellenlange (ARW) fur die kalziumbeladene Fluorophor-
Isoform von 340 nm, und fUr die kalziumfreie Isoform von 380 nm gewahlt. Der Grund fur
die Wahl der Anregungswellenlange von 380 nm anstatt von 363 nm fur die Exzitation
des kalziumfreien Fura-2 ist die Nahe der optimalen ARW (363 nm) zum isoemissiven
Punkt von 358 nm im Fura-2 spezifischen Emissionsverhalten. Bei diesem Punkt (358

nm) ergibt sich, unabhangig von der Menge an gebundenen Kalzium, immer die gleiche
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Emissionsintensitat (Malgaroli et al., 1987). Zusatzlich wird bei einer ARW von 380 nm
die Differenz der Fluoreszenzintensitaten fir kalziumfreies und -gebundenes Fura-2 am
grofldten (Abb. MM 4).

Emissionsintensitat bei 510 nm

250 300 350 400
Anregungswellenlange [nm]

Abb. MM 4 : Exzitationsspektrum von Fura-2

Darstellung der Fluoreszenzintensitdt bei 510 nm von Fura-2 in Abhangigkeit von der
Anregungswellenlange [nm] und in Anwesenheit steigender Konzentrationen freien Kalziums [uM].
Kurve 1: Fura-2 kalziumbeladen; Emissionsmaximum bei 340 nm

Kurve 2: Fura-2 in Abwesenheit von Kalzium; Emissionsmaximum bei 380 nm

Pfeile zeigen Emissionsintensitaten bei ARW von 340 und 380 nm fir die verwendete Ratio-Imaging
Methode. Hier ist jeweils die Differenz der Fluoreszenzintensitat fiir Ca?*-freies und -gebundenes
Fura-2 am groéRten. Isoemissiver Punkt = ARW, bei welche kalziumfreies und kalziumgesattigtes Fura-
2 identische Emmissionswerte zeigen. Modifiziert nach O'Connor & Silver (2007).

Bei der Ratio-Imaging Methode wird der Quotient [Emission (340 nm ARW) / Emission
(380 nm ARW)] aus den gemessenen Emissionsintensitaten bei den beiden ARWs 340
nm und 380 nm berechnet. Dieser stellt das Verhaltnis (Ratio) von kalziumbeladenem zu
-freiem Fura-2 dar. Die Verwendung eines Wellenlangen-andernden Fluoreszenzindika-
tors, die Anregung bei zwei unterschiedlichen Wellenlangen und die Ratiobildung der
gemessenen Emissionsintensitaten lassen es zu, verschiedene Faktoren, welche die
Messungen beeinflussen konnen, in ihrer Bedeutung zu minimieren. Zu diesen Faktoren
gehoren die Zelldicke, die Menge bzw. die eventuell ungleichmalliige Verteilung des
Farbstoffes in den Zellen sowie Ausbleicheffekte (photo bleaching). Diese sollten die

Messungen bei beiden Wellenlangen gleichermallen beeinflussen. Die Fluoreszenz-
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Ratio verhalt sich gemal des Massenwirkungsgesetzes proportional zur Konzentration
des vorhandenen freien bzw. gebundenen Kalziums. Aus dem ermittelten Quotienten
kann mit Hilfe der folgenden Gleichung (Grynkiewicz et al., 1985) die absolute, intrazellu-

lare Kalziumkonzentration ([Ca?*]iz) bestimmt werden:

[CGZ+]iZ = Kb X ((R - Rmin)/(Rmax — R)) X (SfZ/SbZ)

Formellegende:

Kb = Dissoziationskonstante des Fura-2 fir Kalzium (145 nmol/l)

R = Ratio der Emissionsintensitaten bei 340 nm und 380 nm

Rmin = Ratio bei kalziumfreiem Fura-2

Rmax = Ratio bei kalziumgesattigtem Fura-2

Sr2 = Proportionalitdtskoeffizienten des kalziumfreien Fura-2 (ARW von 380 nm)

Shb2 = Proportionalitédtskoeffizienten des kalziumgesattigten Fura-2 (ARW von 380 nm)

In der vorliegenden Arbeit wurden aus den ermittelten Fluoreszenz-Ratio-Werten aller-
dings nicht die [Ca?*]iz errechnet. Es wurde ausschlieBlich die Ratioanderung (ARatio)
als quantifizierbares Zeichen einer zellularen Reaktion herangezogen. Beruhend auf der
Tatsache, dass die Zellmembran impermeabel fir hydrophile Molekule wie Fura-2, ist,
wurde fur die Beladung der zu untersuchenden Zellen das Acetoxymethylester-Derivat
Fura-2 AM verwendet. Dieses ungeladene, amphiphile Molekul kann die Zellmembran-
permeieren und ermoglicht es somit, die Zellen ohne Schadigung zu beladen. Intrazellu-
lare Esterasen hydrolysieren die Acetoxymethylester, wodurch der Farbstoff membran-
impermeabel in der Zelle verbleibt und Ca?* reversibel binden kann (Tsien & Poenie,
1986).

2.5.3. Kalzium-Imaging Messstand

Der Ca?*-Imaging-Messstand setzte sich aus einer Quecksilberdampf-Lampe als Licht-
quelle, einem Filterrad mit Filtern fur 340 nm und 380 nm, einem Shutter, einer Steuer-
einheit fur Filterrad und Shutter, einer 14-bit-CCD-Restlichtkamera, einem inversen Fluo-
reszenzmikroskop und einer Messkammer zusammen. Ein CELL-VU-Deckglas bildete
die Basis der Messkammer (Abb. MM 5). Dieses sal} mittig auf der konzentrischen, run-
den Offnung einer Stahlscheibe (@ 11 mm) und wurde mittels eines Teflonringes, wel-
cher gleichzeitig der Aulenwand der Messkammer entsprach, auf der Scheibe befestigt.
An zwei gegenuberliegenden Seiten der Messkammer befanden sich Anschlisse fur Zu-
bzw. Abfluss von Messpuffer, um die auf dem Deckglas adharierten Zellen zu superfun-

dieren.
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Abb. MM 5 : Schematischer Aufbau des Superfusions-Systems zur Stimulation der neuro-

glialen Zellen der ARC-angereicherten Priméarkultur.

Fur die Charakterisierung der in den Zellen exprimierten P2X-Rezeptoren wurden spezifische P2-
Agonisten bzw. -Antagonisten Uber eine Drei-Wege Hahnenbank (a) im Schlauchsystem direkt in die
Messkammer, bestehend aus CELL-VU-Deckglas (b) und Teflonring (c), eingeleitet. Zur Tempe-
rierung des Messpuffers wurde zwischen der Messpuffer-zufihrenden Kanule (d) und dem Puffer-
Reservoir (e) ein elektronisch regulierbares Heizelement (f) geschaltet. Mit Hilfe der Schlauchpumpe
(g) und des Heizelementes wurde eine gleich bleibende Fillung der Messkammer von 1,0 ml, und
eine stabile Temperatur (x 0,5°C) in der Kammer bei kontinuierlichem Pufferwechsel erméglicht.
Modifiziert nach Hatzelmann (2012).

Licht der Wellenlange 340 bzw. 380 nm wurde alternierend mittels zweier entsprechen-
der Filter eines rotierenden Filterrades und einer Quecksilberlampe auf die neurogliale
Primarkultur eingestrahlt. Uber eine Steuereinheit wurden das Filterrad und ein Shutter
elektronisch reguliert. Diese Steuereinheit ermdglichte es somit, sowohl die Wellenlange
des erzeugten Lichtes, die Abstande zwischen den Belichtungen, als auch die Belich-
tungszeit zu regulieren. Das durch den Filter durchtretende, monochromatische Licht
wurde Uber einen sich im Inversmikroskop befindenden, dichromatischen Spiegel und
durch ein Fluoreszenzobjektiv in die Messkammer geleitet, wo es das in den Zellen

vorhandene Fura-2 zur Lichtemission anregte. Aus der Messkammer wurde das von
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Fura-2 emittierte Licht wiederum zurick durch das Fluoreszenzobjektiv, Uber einen 515
nm-Sperrfilter und Uber den dichromatischen Spiegel in eine 14-bit-CCD-Restlichtkamera
gelenkt. Mit Hilfe der systemeigenen Metafluor-Software konnten die daraus resultieren-
den Werten dokumentiert und die Fluoreszenz-Ratiowerte (Emission bei 340 nm ARW /
Emission bei 380 nm ARW) gebildet werden.

2.5.4. \Vorbereitung der Versuchsdurchfiihrung

Die neuroglialen Zellen der ARC-angereicherten Primarkultur wurden jeweils drei bis vier
Tage nach der Zellpraparation fur die Ratio-lmaging Versuche verwendet. Fir die
pharmakologische Charakterisierung der in den neuroglialen Zellen funktionell exprimier-
ten purinergen P2X-Rezeptoren wurden die zu untersuchenden Zellen im Dunkeln mit 2
MM Fura-2 AM (Stocklésung 1 mM in DMSO) in Neurobasal-A Medium (1:500 verdinnt)
bei 37°C und 5 % CO2fur 45 min im Brutschrank inkubiert. Die mit Fura-2 beladenen Zel-
len wurden unmittelbar vor dem Versuchsbeginn in das Messsystem verbracht. Zunachst
wurde das CELL-VU-Glas mit den adharenten Zellen von der flexiPerm-Kammerwand
gelost und in die Messkammer eingespannt, dessen Basis es dann bildete. Nachdem
Einsetzen der Messkammer in eine hierfir vorgesehene Offnung des Objekttisches am
Inversmikroskop wurde der Zu- und Ablauf einer Schlauchpumpe mittels zweier geboge-
ner Kaniilen an der Kammer fixiert. Uber die Kaniilen wurde Messpuffer mit einer kon-

stanten Flussrate von 2 ml / min eingeleitet bzw. abgesaugt.

FUr die Charakterisierung der in den Zellen exprimierten P2X-Rezeptoren konnten die
spezifischen P2-Agonisten bzw. -Antagonisten Uber eine Drei-Wege Hahnenbank im
Schlauchsystem direkt in die Messkammer eingeleitet werden. Um den Messpuffer dem
Messprotokoll entsprechend zu temperieren, wurde zwischen die Messpuffer zufihrende
Kanule und das Puffer-Reservoir ein elektronisch regulierbares Peltier-Element geschal-
tet. Mit Hilfe der Schlauchpumpe und des Heizelementes konnten eine gleich bleibende
Flllung der Messkammer von 1,0 ml und eine stabile Temperatur (£ 0,5°C) in der Kam-
mer bei kontinuierlichem Pufferwechsel und minimaler Bildung von Turbulenzen gewahr-
leistet werden (Ott et al., 2010, 2012).

2.5.5. Versuchdurchfiihrung

Jeder der zwolf experimentellen Versuchsansatze (Kap. MM 2.5.6) wurde an Zellkam-
mern mit neuroglialen Zellen aus mehreren Zellpraparationen durchgefuhrt. Dies ermog-
lichte die Untersuchung von Neuronen, Astrozyten und teilweise auch Mikrogliazellen

aus den isolierten ARC-Proben neonataler Ratten verschiedene Wurfe und minimierte
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Einflusse einer einzelnen Zellpraparation auf die Resultate. Vor Versuchsbeginn wurde
die erfolgreiche Fura-2 Beladung der Zellen am Inversmikroskop uberpruft und ein zur
Messung geeigneter Bereich auf dem CELL-VU-Glas mit vorrangig vereinzelt liegenden
Zellen eingestellt, um mogliche indirekte Stimulationen oder Hemmungen einzelner Neu-
rone bzw. Astrozyten auf Grund einer direkten Zellinteraktion wahrend der Superfusions-
stimulation zu minimieren. Danach wurden mittels Metamorph-Software die zu mes-
senden Zellsomata als "regions of interests" (ROIls) markiert und fortlaufend nummeriert,
sodass den entsprechenden Zellen die ermittelten Fluoreszenz-Ratio-Werte direkt flr die
Datenauswertung zugeordnet wurden. Wahrend des gesamten Versuchs speicherte das
Programm Metamorph die Fluoreszenz-Ratio-Werte in einem Excel-Datenblatt, welches

zur Auswertung herangezogen wurde.

Zu Beginn der Messung wurde wahrend einer 5 - 10 minlitigen Messpuffer-Superfusion
nicht zellular aufgenommenes Fura-2 AM entfernt. Dies auf3erte sich im 340 /380 nm
Ratio-Graph in einer konstanten Basislinie der Fluoreszenz-Ratiowerte flir die einzelnen
ROIs. Im Anschluss an diese Aquilibrierungsphase wurde mit dem entsprechenden
Messprotokoll begonnen. Am Ende jedes Protokolls wurde ein dreiminutiger Vitalitatstest
mittels Superfusion mit kaliumreichem Ca?*-Imaging Messpuffer zur besseren Unter-
scheidung von Neuronen, Astrozyten und Mikrogliazellen ausgefuhrt. Bei vitalen Neuro-
nen fuhrt KCI zur Depolarisation und damit unter anderem zum Einstrom von Kalzium-

ionen aus dem Extrazellularraum.

2.5.6. Messprotokolle fiir die Kalzium Ratio-Imaging Technik

Zur Charakterisierung der ionotropen purinergen Rezeptoren (P2XR) in der neuroglialen
ARC-Primarkultur wurden fiir die einzelnen Experimentalstudien mittels Ca?*-Ratio-
Imaging Methode verschiedene Messprotokolle verwendet, die im Folgenden erlautert
werden. Die Ermittlung der Fluoreszenz Ratio-Werte aller ROls erfolgte bei einer Fre-
quenz von 0,15 - 0,33 Hz, und bei Belichtungszeiten von jeweils 70 msec (bei 340 nm)
bzw. 35 msec (bei 380 nm). Die zur Charakterisierung der P2X-Purinozeptoren einge-
setzten Agonisten bzw. Antagonisten wurden als Aliquots auf Trockeneis gelagert und
unmittelbar vor der Applikation aufgetaut, um eine Degradation derselben zu minimieren.
Die erwiinschte Endkonzentration wurde durch Verdinnung mit temperiertem Messpuf-
fer erreicht. Durch Betatigen der entsprechenden Drei-Wege-Hahne einer Hahnenbank
(Abb. MM 5) wurde von reinem Messpuffer als Superfusat (2 ml / min) auf substanzhalti-

gen Puffer umgeschaltet und dieser in die Messkammer geleitet.

68



Material und Methoden

2.5.6.1. Vergleichende Superfusionsstimulation der ARC-Primarkultur mit den
Purinozeptoragonisten ATP, 2-MeSATP, a,3-meATP und BzATP

Ziel dieser Teilsstudie war es zu untersuchen, ob Neurone, Astrozyten und partiell auch
Mikrogliazellen der ARC-angereicherten Primarkultur auf die transiente Superfusions-
stimulation mit den Purinozeptoragonisten Adenosin-5"triphosphat (ATP) sowie seinen
Analoga 2-Methylthioadenosin-5"triphosphat (2-MeSATP) und a,B-Methylenadenosin-
5triphosphat (a,3-meATP) bei Raumtemperatur (25°C) ein differentielles Aktivierungs-
muster zeigen. ATP und 2-MeSATP reprasentieren generelle P2X-Rezeptoragonisten,
bei reduzierter enzymatischer Hydrolyse des 2-MeSATP, wohingegen a,3-meATP als
relativ spezifischer P2XsR- und P2X3R Agonist gilt (Bianchi et al., 1999; Burgard et al.
1999; Valera et al., 1994).

Nach einer achtminiitigen Aquilibrierungsphase mit Ca2*-Imaging Messpuffer wurden die
Zellen in randomisierter Reihenfolge fur jeweils drei min mit einem der genannten Agoni-
sten in einer aquimolaren Endkonzentration von jeweils 10 M in Messpuffer superfun-
diert. Vor der nachfolgenden Stimulationsperiode erfolgte eine jeweils achtminutige Aus-
wasch- bzw. Regenerationsphase mittels reiner Messpuffer-Superfusion. Fir die Durch-
fuhrung eines Vitalitatstests am Ende des Versuches wurden die Zellen nach einer letz-
ten achtminlitigen Regenerationsphase der Superfusion mit kaliumreichem (50 mM KCI)

Messpuffer und einem finalen Auswaschschritt (6 min) unterzogen (Abb. MM 6).

Fur die Charakterisierung der funktionellen Rezeptorsubtypen P2X41 und P2X7 wurde der
spezifische Agonist 2'-3'-0O-(4-Benzoylbenzoyl)Adenosin 5’-triphosphat (BzATP) einge-
setzt (Chessell et al., 1997; Hibell et al., 2000; Rassendren et al., 1997). Um das Ant-
wortverhalten einzelner Zellen der ARC-Primarkultur einerseits vergleichend fur 2-Me-
ATP und BzATP in aquimolarer Endkonzentration zu charakterisieren, und andererseits
die fur die Ratte regulierte Korperkerntemperatur nachzuahmen (Kap. MM 2.5.6.5),
wurden mehrere neurogliale Zellen jeweils eines "wells" mit den in Messpuffer (36,0 +
0,3°C) suspendierten Agonisten in alternierender Reihenfolge bei Endkonzentrationen
von 107 M sowie nachfolgend 10-¢ M superfundiert. Das Messprotokoll wurde dabei dem
in Abb. MM 6 dargestellten angeglichen, mit jeweils dreiminitigen Applikationsphasen
(Stimulus I -1V) und achtminutigen Auswasch- bzw. Regerationsphasen sowie einem

finalen Vitalitatstest mit kaliumreichem Messpuffer.
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Regenerations- Regenerations- Regenerations-
phelzse phellse phase
l | |
Start Stimulus | Stimulus |l Stimulus IlI Vitalitatstest
v v A\ v v v v v
>
0 8 11 19 22 30 33 41 44
Zeit [min]
Abb. MM 6 : Graphische Darstellung der zeitlichen Abfolge des Kalzium Ratio-lmaging

Messprotokolls der vergleichenden Superfusionsstimulation in Zellen der
ARC-Primarkultur mit verschiedenen P2XR Agonisten bei RT.

Schematisches Messprotokoll zur kontinuierlichen Erfassung der 340 /380 nm Fluoreszenz-Ratio-
werte mehrerer Zellen (Neurone, Astrozyten, Mikrogliazellen) eines "wells" wahrend der alternieren-
den Superfusionsstimulation der ARC-Primarkultur fir jeweils drei min mit den P2XR Agonisten ATP,
2-MeSATP bzw. a,3-meATP in einer Endkonzentration von jeweils 106 M (Stimulus | bis Ill) bei 25°C.
Auf jede Stimulationsperiode folgte eine achtminitige Regenerations- bzw. Auswaschphase. Am Ende
des Versuches diente die Superfusionsstimulation mit kaliumreichem (50 mM) Ca?*-Imaging Mess-
puffer als Vitalitatstest vorrangig fur Neurone, mit abschlieRender sechsminutiger Auswaschphase.

2.5.6.2. Vergleichende Dosis-Wirkungs-Beziehung zwischen den Purinozeptor-
agonisten ATP, 2-MeSATP und a,-meATP

Zur vergleichenden Untersuchung einer jeweils dosisabhangigen, kalziumvermittelten
Signaltransduktion in Zellen der angereicherten ARC-Primarkultur, ausgeldst durch die
Purinozeptoragonisten ATP, 2-MeSATP und a,3-meATP, wurden diese gemal des in
Abb. MM 6 dargestellten Schemas in jeweils sequentiell aufsteigender Konzentration
(108 M, 10" M und 106 M) eingesetzt (= Stimulus | — IIl). Jeder Versuch mit einem der
Agonisten wurde dabei an mehreren neuroglialen Zellen jeweils eines "wells" bei Raum-
temperatur (RT; 25°C) durchgefuhrt. Sowohl die Dauer der jeweiligen Superfusionperio-
den mit agonistenhaltigem Messpuffer als auch die Lange der nachfolgenden Auswasch-
resp. Regenerationsphasen mit Ca?*-Imaging Messpuffer wurden analog zu dem in
Abb. MM 6 dargestellten schematischen Messprotokoll gewahlt, inkl. des finalen Vitali-

tatstests mit kaliumreichem Messpuffer.
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2.5.6.3. Repetitive Superfusionsstimulation der ARC-Primarkultur mit ATP, 2-Me

SATP und a,-meATP in aquimolaren Konzentrationen

Um mégliche Desensibilisierungs-Phanomene der durch P2X-Agonisten induzierten An-
derungen der zytoplasmatischen Kalziumkonzentration in Neuronen und Astrozyten der
angereicherten ARC-Primarkultur zu erfassen, wurde das in Abb. MM 6 skizzierte Ver-
suchsprotokoll einer repetitiven Superfusionsstimulation mit je einem Agonisten ange-
passt. Diese Teilstudien sollten au3erdem als Vorversuche fur die nachfolgende, detail-
lierte pharmakologische Charakterisierung der beteiligten P2X-Purinozeptoren durch den
Einsatz Subtyp-spezifischer Antagonisten dienen. Der Versuchsablauf entsprach dem in
Kap. MM 2.5.6.1 dargestellten Messprotokoll, und die Zellen eines "wells" wurden dabei
dreimal repetitiv (Stimulus | - [Il) mit ATP bzw. 2-MeSATP oder a,f-meATP in einer aqui-
molaren Endkonzentration von 10 M bei RT superfundiert einschliellich des finalen

Vitalitatstests mit kaliumreichem Messpuffer.

Fir alle nachfolgenden Versuchsserien (Kap. MM 2.5.6.4. bis 2.5.6.7) wurde nur noch 2-
MeSATP als purinerger Rezeptoragonist verwendet, da das 2-Thioalkyl-Derivat des ATP
als relativ hydrolyseresistentes Analog des ATP bei nahezu identischer dreidimen-
sionaler Struktur angesehen wird (Chessell et al., 1997; Gomez-Villafuertes et al., 2000;
Hibell et al., 2000; Rassendren et al. 1997; Zimmermann, 2006). Da alle weiteren Stu-
dien ab Kap. MM 2.5.6.6 zudem bei einer Messpuffer-Temperatur von 36,0 + 0,3 °C
erfolgten, wurde kongruent zu den eben skizzierten Experimenten mit repetitiver Super-
fusionsstimulation bei RT lediglich fur 2-MeSATP eine weitere Versuchsreihe mit dreima-

liger Wiederholung in einer Konzentration von 10-6 M aufgezeichnet.

2.5.6.4. Repetitive Superfusionsstimulation der ARC-Primarkultur mit 2-MeSATP
bei RT: Herkunft des Kalziums

Durch die alternierende Superfusionsstimulation der ARC-Primarkultur mit 2-MeSATP
(10 M) in An- bzw. Abwesenheit an extrazellularen Kalzium sollte ermittelt werden, ob
die stimulationsbedingte Erhéhung der [Ca?*]iz, gemessen als Anstieg der ermittelten
Fluoreszenz-Ratio nach Anregung bei 340 respektive 380 nm fir Fura-2, lediglich aus
dem extrazellularen Raum oder teilweise auch aus intrazellularen Speichern (endoplas-
matisches Reticulum, Mitochondrien) stammt. Dazu wurde zunachst das Antwortverhal-
ten der untersuchten Zellen auf Stimulation mit 2-MeSATP allein untersucht (Stimulus |,
Abb. MM 7). Nach einer achtminutigen Auswasch- resp. Regenerationsphase erfolgte
eine funfminutige Superfusion mit kalziumfreiem, EGTA-haltigen Messpuffer. Nachfol-
gend wurden die neuroglialen Primarzellen eines "wells" erneut fur drei min mit
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2-MeSATP (106 M) unter weiterhin kalziumfreien Bedingungen stimuliert (Stimulus II). Im
sofortigen Anschluss wurde kalziumfreier wieder durch kalziumhaltigen Messpuffer
ersetzt. Nach einer Aquilibrierungsphase (8 min) wurden die Zellen ein weiteres Mal mit
2-MeSATP (10¢M) superfundiert (Stimulus Ill), um einen Vergleich der gemessenen
Erhéhung der [Ca?*]iz der alternierenden Superfusionsstimulationen zu ermdéglichen und

eine Desensibilisierung der Zellen auszuschlie3en.

Regenerations- Regenerations- Regenerations-

phase phase phase

Start Stimulus | Stimulus I Stimulus Il Vitalitatstest

v \ 4 v \4 v \/
>
0 8 11 19 24 27 35 38 46 49
Zeit [min]
Abb. MM 7 : Graphische Darstellung der zeitlichen Abfolge des Kalzium Ratio-Imaging

Messprotokolls bei repetitiver, 2-MeSATP-induzierter Stimulation der Zellen
der ARC-Primarkultur in An- bzw. Abwesenheit an extrazellulairem Kalzium.

Schematisches Messprotokoll zur kontinuierlichen Erfassung der 340/ 380 nm Fluoreszenz-Ratio-
werte mehrerer Zellen (Neurone, Astrozyten) eines "wells" wahrend der repetitiven Superfusionsstimu-
lation der ARC-Primarkultur fur jeweils drei min mit dem P2XR Agonisten 2-MeSATP in einer Endkon-
zentration von jeweils 106 M (Stimulus | bis 1) bei 25°C. Vor und wahrend der Stimulationsperiode |l
erfolgte ein funfminutiger Austausch des kalziumhaltigen Messpuffers im Superfusat gegen EGTA-
haltigen, kalziumfreien Messpuffer. Auf jede Stimulationsperiode folgte eine achtminitige Regenera-
tions- bzw. Auswaschphase. Am Ende des Versuches diente die Superfusionsstimulation mit kalium-
reichem (50 mM) Ca?*-Imaging Messpuffer als Vitalitdtstest vorrangig fiir Neurone, mit abschlieRen-
der sechsminitiger Auswaschphase.

2.5.6.5. Vergleichende repetitive Superfusionsstimulation der ARC-Primarkultur

mit 2-MeSATP: Temperaturabhangigkeit

Bis dato wurden mehrere Kalzium Ratio-Imaging Studien an Primarkulturen hypothalami-
scher bzw. medullarer Kerngebiete frih-postnataler Ratten von der Arbeitsgruppe Gerst-
berger veroffentlicht, die durchweg - wie im international Vergleich Ublich - bei Raumtem-
peratur (RT) durchgefuhrt wurden (Gebke et al., 2000; Hatzelmann, 2013; Jurzak et al.,
1995; Kopp et al., 1999; 2001; Ott et al., 2010; 1012; Wuchert et al., 2008; 2009). Um die
in vivo Situation im Rahmen der in vitro Untersuchungen besser nachzuahmen, sollten

daher alle weiteren in der vorliegenden Arbeit geplanten Experimente im Bereich der
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Korperkerntemperatur der Ratte ausgefuhrt werden. Mit Hilfe eines Peltier-Elementes
wurde daher der Messpuffer unmittelbar vor Eintritt in die Messkammer vorgewarmt,
sodass im Zentrum der Kammer nachweislich eine Temperatur von 36,0°C (nahe der

Korpertemperatur) innerhalb enger Grenzen (+ °C) konstant gehalten werden konnte.

Ein "cluster" vereinzelt liegender Neurone, Astrozyten und begrenzt auch Mikrogliazellen
pro "well' wurde repetitiv (dreimal) mit 2-MeSATP (10-® M) superfusionsstimuliert, wobei
folgende Variationen durchgespielt wurden : KT - RT - KT bzw. RT - KT - RT. Dabei
wurde der Messpuffer wahrend der ersten Aquilibrierungsphase (10 min) auf derjenigen
Temperatur gehalten, in welcher auch der Superfusionsstimulation | durchgefihrt wurde.
Alle weiteren Auswasch- resp. Regenerations- resp. Aquilibrierungsphasen dauerten 10
min, wobei die vollstandige Anderung der Messpuffertemperatur nach jeweils zwei min

erreicht worden war.

2.5.6.6. Modulation der 2-MeSATP-induzierten Erhéhung der [Ca?']iz in Zellen der

ARC-Primarkultur durch generalisierte P2-Purinozeptorantagonisten

In dieser Teilstudie wurde die Modulation der durch 2-MeSATP-induzierten Erhéhung der
[Ca?*]iz in Zellen der ARC-Primarkultur durch die generalisierten P2X / P2Y Purinozep-
torantagonisten PPADS und Suramin sowie Reactive blue-2 (Rb-2) bei einer Kammer-
temperatur von 36 £ 0,3°C untersucht. Gemal} des in Abb. MM 8 dargestellten schemati-
schen Messprotokolls wurde ein "cluster" freiliegender Zellen pro "well" der ARC-Primar-
kultur mit 2-MeSATP (107 M) (Stimulus ), dem jeweiligen Purinozeptorantagonist
(Stimulus 11), dem Antagonist und 2-MeSATP (107 M) gemeinsam (Stimulus Ill), sowie
abschlieRend wieder mit 2-MeSATP (107 M) (Stimulus 1V) sequentiell superfusions-
stimuliert. Sowohl die Dauer der jeweiligen Superfusionsperioden der Zellen mit agoni-
sten- / antagonistenhaltigem Messpuffer als auch die Lange der Auswasch- resp. Rege-
nerationsphasen mit Messpuffer wurden analog zur unter Kap. MM 2.5.6.5 beschriebe-
nen Superfusion mit 2-MeSATP gewahlt. Die generellen P2R Antagonisten PPADS und
Suramin wurden in finalen Konzentrationen von 10> M und 10 M, der fir P2X2R sowie
mehrere P2YR-Subtypen selektive Antagonist Rb-2 in Endkonzentrationen von 10€ M
und 10 M eingesetzt (Abb. MM 8).

2.5.6.7. Modulation der 2-MeSATP-induzierten Erhohung der [Ca?*]iz in Zellen der
ARC-Primarkultur durch P2X-Rezeptorsubtyp-spezifische Antagonisten

Das in Abb. MM 8 dargestellte und in Kap. MM 2.5.6.6 beschriebene, schematische

Messprotokoll war ebenfalls Grundlage der Experimente mit den Subtyp-spezifischen
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P2X-Purinozeptorantagonisten PSB1011 und TNP-ATP. Der P2X> Subtyp-spezifische
Antagonist PSB1011 (Baqi et al., 2011) wurde dabei in einer Endkonzentration von 10-°
M verwendet, wohingegen der P2Xi, P2Xz3 und P2Xs Subtyp-spezifische Antagonist
TNP-ATP (Lewis et al., 1998; Nunes et al.,, 2012; Thomas et al., 1998; Virginio et al.

1998) in Endkonzentrationen von 107 M bzw. 105 M zum Einsatz kam.

Start Stimulus | Stimulus |l Stimulus llI Stimulus IV Vitalitatstest
Agonist Antagonist Agonist & Agonist
Antagonist

\/ v v \ 4 \ 4 v v

>
0 8 11 21 24 34 37 47 50 58 61
Zeit [min]
Abb. MM 8 : Graphische Darstellung der zeitlichen Abfolge des Kalzium Ratio-Imaging

Messprotokolls bei 2-MeSATP-induzierter Stimulation der Zellen der ARC-
Primérkultur in An- bzw. Abwesenheit von Purinozeptorantagonisten

Schematisches Messprotokoll zur kontinuierlichen Erfassung der 340 /380 nm Fluoreszenz-Ratio-
werte mehrerer Zellen (Neurone, Astrozyten, Mikrogliazellen) eines "wells" wahrend der repetitiven
Superfusionsstimulation der ARC-Primarkultur fur jeweils drei min mit dem P2XR Agonisten 2-
MeSATP in einer Endkonzentration von jeweils 107 M (Stimulus | und IV) bei 36,0°C. Wahrend der
Stimulationsperiode Il erfolgte die Superfusion mit dem jeweiligen P2R Antagonist alleine, und Stimu-
lationsperiode Il représentierte eine Ko-Applikation von 2-MeSATP und dem jeweiligen Antagonist in
derselben Konzentration wie zuvor. Auf jede Stimulationsperiode folgte eine achtminltige Regenera-
tions- bzw. Auswaschphase. Am Ende des Versuches diente die Superfusionsstimulation mit kalium-
reichem (50 mM) Ca?*-Imaging Messpuffer als Vitalitatstest vorrangig fiir Neurone, mit abschlieBender
sechsminitiger Auswaschphase.

2.5.7. Datenevaluierung und Statistik

Mit Hilfe eines computergestitzten Messsystems konnten die anregungswellenabhan-
gigen Intensitatsanderungen der Fura-2-spezifischen Fluoreszenzsignale durch Kalzium-
bindung von mehreren ROIs zeitabhangig mit einer Frequenz von 0,15 - 0,33 Hz kontinu-
ierlich erfasst und gespeichert werden. Der Quotient der digitalisierten Fluoreszenz-
intensitaten wurde von der Metamorph-Software in Excel-Datenblattern fur jede erfasste
Zelle registriert. Nach jeder Superfusionsstimulationsperiode wurde die maximale, abso-
lute Anderung der Fluoreszenz-Ratio als Reaktion der Zelle gewertet und in Bezug zu
den zuvor aufgezeichneten Basiswerten ermittelt. Die 340 / 380 nm Ratiowerte jeder
einzelnen Zellen wurden zeitabhangig digital in einem Koordinatensystem dargestellt.

Fur die Auswertungen wurden lediglich Zellen herangezogen, deren Fura-2 Ratio-Werte

74



Material und Methoden

und somit intrazellulare Kalziumkonzentration unter Kontrollbedingungen eine stabile
Basislinie zeigten. Zellen, die wahrend der Messung etwa einen ausgepragten, kontinu-
ierlichen Anstieg der Basislinie aufwiesen oder deren Ratio-Werte nach einer Stimulation
nicht mehr zu einer stabilen Basislinie zuriickkehrten, wurden nicht in die Auswertung mit

einbezogen.

Zur eindeutigen Differenzierung zwischen methodenbedingtem, spektrofluorimetrischem
Hintergrundrauschen und Stimulations-induzierten marginalen Kalziumantworten wurde
eine ARatio-Erhdhung von = 0,05 zur Basislinie als Schwellenwert fur ein eindeutiges
Kalziumsignal gesetzt. Zusatzlich zu diesen Ausschlusskriterien wurde Zellen von der
statistischen Analyse, nicht jedoch der gesamten Datenevaluierung, ausgeschlossen, die
innerhalb eines Messprotokolls mit repetitiven Superfusionsstimulationen etwa mit
2-MeSATP auf den ersten Stimulus eine Erhéhung der [Ca?*]iz zeigten, jedoch keine
Responsivitat auf die letzte Superfusionsstimulation mit 2-MeSATP aufwiesen. Darlber
hinaus wurden Zellen aus der Datenevaluierung ausgeschlossen, die durch den post-
experimentellen, immunzytochemischen Nachweis (Kap. MM 2.6.4) nicht eindeutig

einem Zelltyp zugeordnet werden konnten.

Alle gemessenen Werte wurden gespeichert und zur Bearbeitung und graphischen Dar-
stellung in das Programm Graph Pad Prism® (Version 5.0) exportiert. Fur jeden der
applizierten Purinozeptoragonisten oder -antagonisten, bzw. fir jede Anderung physio-
logischer Parameter (Temperatur, extrazellulares Kalzium) wurde prozentual ermittelt,
wieviele der jeweils untersuchten Zellen (Neurone, Astrozyten und Mikrogliazellen) hin-
sichtlich ihrer [Ca2*]iz moduliert werden konnten. Fir diese "responsiven" Zellen wurden
die jeweils arithmetischen Mittelwerte (MW) + Standardfehler der Mittelwerte (S.E.M.) der
Ratio-Anderung fur alle Stimulationsperioden eines Messprotokolls ermittelt. Die Daten
wurden mit Hilfe von Graph Pad Prism® in Form von Balkendiagrammen dargestellt.
Ebenfalls mittels der Graph Pad Prism®-Software wurden die statistischen Analysen der
Ratio-Anderungen innerhalb eines Messprotokolls durchgefihrt. Dabei wurde eine
einfaktorielle Varianzanalyse (ANOVA) in Kombination mit dem Kruskal-Wallis-Test als
nichtparametrischem Verfahren und dem Dunn’s Post-hoc Test zur statistischen Signifi-
kanzanalyse verwendet. Unterschiede zwischen den Mittelwerten der Ratio-Anderungen
(ARatio) bei einzelnen Teilstudien wurden auf folgende Signifikanzniveaus getestet:
p<0,05#/*/$),p=<0,01##/**/$3$)oder p=<0,001 (### /*** | $3$9).
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2.6.

2.6.1. Material

Ge - und Verbrauch

Immunzytochemie / Immunhistochemie

Bezeichnung:

Modell:

Hersteller:

Deckglaschen

15 x 15 mm und 24 x 60
mm; Starke 1

Menzel GmbH,
D-Braunschweig

Einmalpasteurpipetten

3ml

MAGV, D-Rabenau

Einwegkantlen

Sterican® 0,45 x 12 mm

Braun Melsungen AG,
D-Melsungen

Einwegspritzen

1 mi

BD Plastipak, Becton-
Dickinson, D-Heidelberg

Schleicher und Schuell

Deckel

Faltenfilter Typ 604; V2 (J 240 mm) GmbH. D-Dassel

Fettstift Pap-Pen G. Kisker, D-Steinfurt

Glasschale (free floating) 500 ml MAGV, D- Rabenau

Inkubationskasten mit Biochem Instrumente
20x 30 x5 cm

GmbH, D-Weilburg

Klebeband

Silkafix® 2,5cm x 9,2 m

Lohmann Rauscher
International GmbH &
Co.KG, D-Rengsdorf

Nalge Nunc International,

Multi-Dishplatten 8-fach Pennfield, NY, USA
. Greiner-Bio One GmbH,

Multi-Wellplatten 12-fach D-Frickenhausen

. . Menzel GmbH,
Objekttrager 76 X 26 mm D-Braunschweig

: ; . , ; LAT-Labor- und Analysen-
Objekttragermappen fur 20 Objekttrager Technik GmbH, D-Garbsen
Parafim® Roth GmbH, D-Karlsruhe
Pinsel Rotmarderhaar Renensis, D-Flensburg
Reaktionsgefalie 0,5;1,5; 2und 5 ml Eppendorf AG, D-Hamburg

serologische Pipetten

1,5, 10 und 25 ml

Sarstedt, D-NUmbrecht

Siebeinsatze fur Multi-
Wellplatten

Corning Incorporated,
Corning, NY, USA

Zentrifugenréhrchen, steril

15 und 50 ml

Sarstedt, D-NUmbrecht

Chemikalien

Bezeichnung:

Hersteller:

46 - Diamidin - 2-Phenylindol Dilaktat
(DAPI; Anregungswellenlange 359 nm)

MoBiTec, D-Gottingen

Chromalaun

Merk, D-Darmstadt

Citifluor® (Glycerin in PBS - L6sung)

Cityfluor LTD, London, UK

D(+) Saccharose

Roth GmbH, D-Karlsruhe

Di-Natriumhydrogenphosphat Monohydrat
(NazHPO4)

Merk, D-Darmstadt

Ethanol, unvergallt

Merk, D-Darmstadt

Ethanol, vergallt

Schmidt, D-Dillenburg
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Fetales Kalberserum (FKS)

PAA, Pasching, Osterreich

Gelatine

Serva, D-Heidelbarg

Immersionsol (Refraktionsindex 1,51)

Olympus Optical, D-Hamburg

Kalibrierlésung fur pH-Meter: Technischer
Puffer pH 4,01; 7,00 und 10,01

Wissenschaftlich-Technische Werkstatten
GmbH, D-Weilheim

Natriumchlorid (NaCl)

Merk, D-Darmstadt

Natriumdihydrogenphosphat Dihydrat
(NaH2PO4)

Merk, D-Darmstadt

Natriumhydroxid (NaOH)

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Normal Donkey Serum (NDS)

PAA, Pasching, Osterreich

Paraformaldehyd (PFA)

Merk, D-Darmstadt

Phosphate-Buffered Saline Tablets (PBS)

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Poly-L-Lysin

Biochrom, D-Berlin

Tissue Freezing Medium®

Leica Instruments GmbH, D-Nussloch

Triton-X-100 (t-Octylphenooxypoly-
Ethoxyethanol)

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Losungen und Puffer

Bezeichnung:

Zusammensetzung/Herstellung:

0,2 M Na2HPO4 - Lésung (Stocklésung A)

27,6 g Na2HPO4 (137,99 g/ mol) in 1 |
Aqua bidest.

0,2 M NaH2POs - Lésung (Stocklésung B)

35,69 NaH2PO4 (177,9 g/ mol) in 1 |
Aqua bidest.

20 %Saccharose — Lésung

20 % Saccharose in PBS

DAPI — Inkubationslosung

DAPI 1:1000 in PBS

Inkubationspuffer fur Immunzytochemie
(mit Triton-X) (Block - Lésung)

10 % FKS in PBST

Inkubationspuffer fur Immunzytochemie
(ohne Triton-X) (Block — Losung)

10 % FKS in PBS

Inkubationspuffer fir Immunhistochemie
(Block — Lésung)

10 % NDS in PBS; Zugabe von 0,3 % -
Triton-X-100

Paraformaldehyd - Losung (PFA); 4 %

Ansatz von PFA (Pulverform) in PBS,
unter Ruhren bei max. 60°C; Filtration mit
Faltenfilter (& 240 mm); auf Eis abkuhlen

PBS (Phosphatpuffer), pH 7,4; 0,1 M

28 % Stocklosung A + 72 % Stocklésung
B in Aqua bidest. Verdunnen

PBS (instant), pH 7,4

Ansatz aus PBS tablets in Aqua bidest. (1
Tablette / 200 ml)

PBST (fur Immunzytochemie), pH 7,4

PBS (instant) unter Zugabe von 0,05 %
Triton-X-100

Physiologische NaCl - Lésung, 0,9 %

0,9 % NaCl in Aqua bidest.

Medikamente

Bezeichnung:

Wirkstoff:

Hersteller:

Narkoren®

Pentobarbital — Natrium

Merial, D-Hallbergmos
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2.6.2. Grundlagen der Methode

Die Grundlage der Immunhisto- bzw. Immunzytochemie beruht auf der Interaktion von
Paratopen spezifischer Antikorper (AK) mit bestimmten Epitopen des entsprechend
vorbehandelten Gewebeschnitt bzw. in der Zellkultur zu detektierenden Antigens (Ag).
Beruhend auf der komplexen Immunbiologie der Immunglobulin-bildenden Plasmazellen
des adaptiven Immunsystems bildet ein gereifter B-Lymphozyt (= Plasmazelle) lediglich
ein, in seiner Fap-Komponente fir eine bestimmte antigene Struktur spezifisches Immun-
globulin der Klassen IgG, IgA oder etwa IgM (Kohler et al., 1976; Smith-Gill et al., 1982).
Ak und Ag bilden einen Antigen-Antikdrper Komplex hoher Affinitat. Durch Verwendung
Antigen-spezifischer mono- bzw. polyklonaler Antikdrper/-seren und nachfolgender
"Sichtbarmachung" dieser Komplexe auf mikroskopischer Ebene kdnnen somit antigene
Stukturen in/auf Zellen bzw. in Gewebeschnitten lokalisiert werden. Dazu erfolgt der Ein-
satz kommerzieller Sekundarantikdrper, an deren F.-Komponente entweder ein Enzym

oder ein Fluorophor gekoppelt wurde (Harlow & Lane, 1988; Janeway et al., 1999).

Die fur die vorliegende Arbeit eingesetzten Antikorper / -seren gehorten im Wesentlichen
der IgG-Klasse an; alle polyklonalen AK waren durch Immunisierung von Kaninchen oder
Ziegen (Primarantikdrper) sowie Eseln (Sekundarantikérper) "erzeugt" worden (Harlow et
al, 1988) und in den meisten Fallen kommerziellen Ursprungs (Tab. MM 4). Einige der
gegen Neuropeptide gerichtete Immunseren stellen eine Gabe von Frau Prof. Dr. Blah-
ser (Institut fir Anatomie und Zellbiologie, FB 11 der JLU Giessen) dar. Die kommerziell
erworbenen, monoklonalen Primarantikdrper basieren samtlich auf der Immunglobulin-
Produktion muriner Hybridoma-Zelllinien (Janeway et al., 1999) (Tab. MM 4). Der Nach-
weis spezifischer Antigene sowohl in coronalen Gefrierschnitten des Rattengehirns als
auch in Zellen der neuroglialen Primarkulturen des Nucleus arcuatus erfolgte durch die
Methode der indirekten Immunfluoreszenz (Coons, 1958; Ott et al., 2010; 2013; Wuchert
et al., 2008; 2009). In einem ersten Schritt wird ein spezifisch gegen das zu lokalisieren-
de Antigen gerichteter Antikorper (Primarantikdrper) verwendet. Danach wird ein zweiter,
seinerseits mit einem Fluorophor gekoppelter Antikdrper zur Detektion des Primaranti-
korpers eingesetzt; er bindet mit seinem Fap-Fragment an das konservierte F.-Fragment
des Primarantikdrpers. Die beiden Immunglobuline missen aus zwei verschiedenen
Tierspezies stammen. Durch Anregung des antikorpergebundenen Fluorophors mit Licht
geeigneter Wellenlange (300 - 550 nm) in einem mit den entsprechenden Anregungs-
filtern ausgestatteten Fluoreszenzmikroskop kommt es zur Lichtemission durch das Fluo-
rophor im langerwelligen Bereich des sichtbaren Lichtspektrums (450 - 700 nm). Durch

die Verwendung primarer AK aus unterschiedlichen Tierspezies und der Wahl geeigneter

78



Material und Methoden

Sekundarantikérper mit unterschiedlichen Fluorophoren kann mit der indirekten Immun-
fluoreszenz die gleichzeitige Detektion mehrerer Antigene erfolgen (Doppel- und Drei-
fachmarkierung). Bei hoher Sensitivitat des immunfluoreszenzmikroskopischen Antigen-
nachweises besteht ein Nachteil der Methode darin, dass Fluorophore bei Anregung im

UV-Bereich relativ schnell ausbleichen.

Zusatzlich zur sowohl im Gehirnschnitt als auch der ARC-Primarkultur vorrangig durch-
gefuhrten immunologischen Doppelmarkierung durch jeweils zwei verschiedene Primar-
antikérper wurden Kerne aller Zellen mit Hilfe des interkalierenden Fluorophors 4°6-
Diamidin-2-Phenylindol Dilaktat (DAPI) markiert. Dieser Fluoreszenzfarbstoff interagiert
sowohl mit DNA als auch RNA, wobei sich die Emissionsintensitaten und -maxima des
DNA- (461 nm) und RNA-gebundenen DAPI (500 nm) unterscheiden.

2.6.3. Verwendete Antikorper / -seren

Primarantikorper

Fir die bezlglich der Fura-2 Ratio-Imaging Untersuchungen post-experimentelle Zuord-
nung der biophysikalisch analysierten Zellen der Primarkulturen zu bestimmten neuro-
glialen Zelltypen wurden immunzytochemische Doppelmarkierungen zum Nachweis von
jeweils zwei verschiedenen Zellmarkerproteinen vorgenommen. Zur Darstellung von
Neuronen wurden Primarantikorper eingesetzt, die entweder gegen das microtubule
associated protein 2 (MAP2a+2,) oder die Neuronen-spezifische Enolase (NSE) gerichtet
waren. Die beiden fir glial fibrillary acidic protein (GFAP) spezifischen Antikdrper / -seren
markierten ein zytoplasmatisches Intermediarfilament in Astrozyten. Mikrogliazellen bzw.
perivaskulare Makrophagen lielien sich durch den gegen das Oberflachenprotein CD
(cluster of differentation) 68 gerichteten "ED1"-Antikdrper detektieren, und Oligodendro-

zyten exprimieren das Enzym CNPase (Tab. MM.4).

Der ARC reprasentiert ein wichtiges hypothalamisches Kerngebiet fur die neuroendokri-
ne Kontrolle des HVL sowie im Rahmen der zentralen Homoostase des Energiehaushal-
tes und der Nahrungsaufnahme (Kap.EIN 1.6). Dabei spielen inhibiting und releasing
Faktoren, klassische Neurotransmitter sowie zahlreiche Neuropeptide eine bedeutende
Rolle als Neuromodulatoren. Unter anderem exprimieren ARC-Neurone nachweislich
Dopamin (DA), Somatostatin (SOM), Neuropeptid Y (NPY), Produkte des POMC-Gens
wie ACTH oder a-MSH, oder Neurotensin (NT), wie von zahlreichen Autoren bestatigt
(Chronwall, 1985; Chronwall & Zukowska, 2004; Colldén et al., 2010; Cowley et al.,
2003; Gruber & Callahan, 1989; Li & Pelletier, 1986; Maolood & Meister, 2008). Zur
Charakterisierung der zellularen Expression dieser ARC-spezifischen Neurotransmitter-
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. . . Verdiinnung /
Antigen: Spezies Anteil Triton-X100 Katalog-Nr. / Hersteller
. Serum, Gabe von Dr. Blahser
. (o) ’
ACTHq2) | rabbit 1:1000/0,05 % (Justus-Liebig-Universitat Giessen)
NPY rabbit 1:2000 / 0.05 % T-4070; Bachem AG, Bubendorf,
' e Schweiz
. Serum, Gabe von Dr. Blahser
- . (o) L]
NT-1 rabbit 1:6000/0,05 % (Justus-Liebig-Universitat Giessen)
. Serum, Gabe von Dr. Blahser
. . 0 il
SOM rabbit 1:8000; 0,05 % (Justus-Liebig-Universitat Giessen)
TH mouse 1:2000; 0,05 % MAB5280; Merck, D-Darmstadt
P2X1R rabbit 1:1000 AB5224; Merck, D-Darmstadt
POX,R rabbit 1:1000 APR-003; alomone labs,
2 ) Jerusalem, Israel
P2X3R rabbit 1:1000; 0,05% alomone labs, Jerusalem, Israel
P2X4R rabbit 1:1000; 0,05 % APR-002; alomone labs,
Jerusalem, Israel
P2XsR rabbit 1:1000 Merck, D-Darmstadt
P2X7R rabbit 1:1000 Merck, D-Darmstadt
Cat. C-5922; Sigma-Aldrich, St.
. . 0 il il
CNPase mouse 1:1000; 0,05 % Louis, MO, USA
ED1 ) . 0 MCA341R; AbD seroTec,
(CD68) mouse 1:1500; 0,05 % D-Diisseldorf
GFAP raboit 1 1:1500; 0,05 % 70334; DakoCytomation, D-Eching
M-1406; Sigma-Aldrich, St. Louis,
MAP 24+2b) mouse 1:1500; 0,05 % MO, USA 9
. 16625; Polysciences Europe
. . (o)
NSE rabbit 1:2000; 0,05 % GmbH, D-Eppelheim
Tab MM 4 : Liste der verwendeten Priméarantikdrper

_FIL!orophor_l aus Spezies gegen Katalog-Nr. / Hersteller
Exzitationsmaximum Spezies
mouse AZA21202; MoBiTec,
Alexa Fluor® 488 donkev 10G D-Gaéttingen
(495 nm) yi9 . AZA11055; MoBiTec,
rabbit e
D-Géttingen
Cat. 711-165-152; Jackson
Cy™3 (550) donkey IgG | rabbit Immuno Research, West
Grove, PA, USA
Cat. 115-165-003; Jackson
Cy™3 (550) goat IgG mouse Immuno Research, West

Grove, PA, USA

Tab. MM 5 :

Liste der verwendeten Sekundarantikorper
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systeme in den Nervenzellen der ARC-Primarkultur, sowie als interne Kontrolle auch in
Neuronen von Substrukturen des hypothalamischen ARC in Gefrierschnitten des Ge-
hirns adulter Ratten, wurden die in Tab. MM 4 aufgelisteten Primarantikorper eingesetzt.
Die Markierung des adrenocorticotrophen Hormons (ACTH) bzw. dessen Vorlauferpro-
teins Proopiomelanocortin (POMC) erfolgte mit Hilfe eines gegen die ersten 24 AS des
ACTH gerichteten, polyklonalen Antiserums (Blahser, 1988). Zur Synthese von Dopamin
befahigte Neurone wurden Uber den monoklonalen Nachweis des Enzyms Tyrosinhydro-
xylase (TH) identifiziert (Le Brun et al, 2008). Die ebenfalls in Neuronenpopulationen des
ARC nachweislich exprimierten Neuropeptidhormone SOM (Tan et al., 2013) und Neuro-
tensin (NT) (Alexander, 1999) lie3en sich durch gut charakterisierte polyklonale Antise-
ren aufzeigen (Blahser et al., 1978; Blahser & Dubois, 1980; Ramamoorthy & Whim,
2008). Sowohl im Gehirnschnitt adulter Ratten als auch in der ARC-Primarkultur erfolgte
der immunhisto- bzw. zytochemische Nachweis der Expression verschiedener Purino-
zeptorsubtypen (Tab. MM 4).

Sekundarantikorper

Die mit den Fluorophoren Cy™3 (550) bzw. Alexa Fluor® 488 markierten Sekundaranti-
korper (Tab. MM 5) wurden samtlich in einer Endkonzentration von 1:1000 im jeweiligen

Inkubationspuffer angesetzt.

2.6.4. Immunzytochemische Charakterisierung der ARC-Primarkultur
2.6.4.1. Versuchsprotokoll

Die durch eine 15-min Inkubation mit frisch prapariertem 4 % Paraformaldehyd (PFA)
fixierten neuroglialen Zellen der ARC-Primarkulturen wurden direkt oder innerhalb von
sieben Tagen (Lagerung im Dunkeln bei 4°C in PBS) nach der Fixierung dem immun-
zytochemischen Antigennachweis unterzogen. Zur Permeabilisierung der Zellen erfolg-
ten alle Inkubationsschritte unter Zugabe von 0,05 % Triton-X-100 nach dem in
Tab. MM 6 aufgefihrten Protokoll. Lediglich zur Markierung der P2XR wurde keine Inku-
bation mit Triton-X-100 durchgeflhrt. Die Inkubation der Block-Lésung diente der Absat-
tigung unspezifischer Antigenstrukturen.

Arbeitsschritt Bedingungen / Vorgehen Dauer
waschen RT, mit PBS 3 x5 min
blocken RT, mit Block-Losung (10 % FKS) 1h
Inlful?.atlor! I.:. 4°C, feuchte Kammer, in Block-Ldsung 36-48h
Primarantikorper
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waschen RT, mit PBS-T 3 x5 min
Inkubation II: RT, feuchte Kammer, abgedunkelt, in 120 min
Sekundarantikorper Block-Ldsung
waschen RT, mit PBS-T 5 min
micubation lIl: DAPE | RT, abgedunkelt 8 min
Osung
waschen RT, mit PBS-T 3 x5 min
mit Citifluor auf Objekttrager, Deckglaschen
deckeln , ) .
zuvor kurz in Aqua bidest. Dippen
Tab. MM 6: Protokoll der Imnmunzytochemie

2.6.4.2. Immunzytochemische Charakterisierung der in der ARC-Primarkultur

vorhandenen neuroglialen Zelltypen

Zur Bestimmung der in der ARC-Primarkultur nachweisbaren Zelltypen wurden im Rah-
men von Doppel- und Dreifachmarkierungen mittels Zelltyp-spezifischer Primarantikérper
(MAP2a+b, GFAP, ED1, CNPase) sowie der Kernfarbung mit DAPI (1) die absolute An-
zahl und (2) der prozentuale Anteil an Neuronen, Astrozyten und Mikrogliazellen in den
"wells" der neuroglialen ARC-Primarkulturen ermittelt. FUr die Auswertung wurden
immunreaktive Zellen aus funf Praparationen herangezogen. Pro Praparation und "well"
wurden sieben rechteckige Zahlfelder (Einzelflache: ~0,28 mm?) auf einem Deckglas-
chen randomisiert ausgewahlt und die immunreaktiven Zellen Zelltyp-spezifisch gezahit.
Nach Zelltyp geordnet wurden pro "well" aus den sieben Zahlfeldern die jeweils mittleren
Zellzahlen (x S.E.M.) errechnet. AnschlieRend wurde die ermittelte Anzahl an Neuro-
nen, Astrozyten oder Mikrogliazellen auf die Gesamtflache der Primarkultur (28 mm?2)
extrapoliert. Dies ergab die Gesamtzellzahl fur den jeweiligen Zelltyp pro "well" (Deck-
glaschen). Schliellich wurde aus den Gesamtzellzahlwerten aller finf Praparationen (1)
der finale Mittelwert fur jeden Zelltyp und (2) der finale prozentuale Anteil jedes Zelltyps

an der Gesamtzellzahl ermittelt (+ S.E.M.).

Im Anschluss an die Ratio-Imaging Versuche wurden die hinsichtlich ihrer funktionellen
Expression ionotroper Purinozeptoren charakterisierten ARC-Zellen ebenfalls mit 4 %
PFA fixiert und durch den immunzytochemischen Nachweis Zell-spezifischer Markerpro-
teine bestimmten Zelltypen zugeordnet. Mit Hilfe (1) eines auf dem CELL-VU-Glaschen
eingeatzten Koordinatensystems, anhand dessen die genaue Position der untersuchten
Zellen auf dem dokumentiert werden konnte, (2) eines digitalen Durchlichtbildes der
Kultur sowie (3) der nachfolgenden immunzytochemischen Analyse konnte eine eindeu-

tige Zuordnung und Typisierung der untersuchten Zellen vorgenommen werden.
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2.6.4.3 Transmitter-spezifische Charakterisierung der Neurone in der ARC-Primar-
kultur

Um, wie in Kap. MM 2.4.2 angedeutet, ARC-spezifische Neuromodulatoren in Neuronen
der ARC-Primarkultur qualitativ und quantitativ nachzuweisen, wurden zahlreiche im-
munzytochemische Studien durchgefuhrt. Zum einen sollte dadurch die Praparation
einer zumindest "ARC-angereicherten" Primarkultur manifestiert werden, zum anderen
ein Transmitter coding der durch purinerge Agonisten aktivierten ARC-intrinsischen Neu-
rone ermoglicht werden (Kap. MM 2.6.4.4). Folgerichtig ergaben sich immunzytochemi-
sche Doppelmarkierungen mit einem Neuronen-spezifischen Primarantikdrper sowie
einem Primarantikorper / -serum gegen eines der folgenden Neuropeptide: ACTH, NPY,
NT1 oder SOM, sowie Tyrosinhydroxylase als Schlisselenzym der DA-Synthese (Tab.
MM 7). Fir jede Kombination an Doppelbestimmungen wurden 5 - 7 Zellpraparationen
resp. "wells" analysiert; dabei wurden 5 -7 zufallig ausgewahlte Zahlfelder hinsichtlich
ihrer Anzahl an eindeutig als Nervenzellen identifzierten Zellen, Neuropeptid "X" expri-
mierenden Zellen sowie doppelmarkierten Zellen erfasst. Die Auswertung erfolgte dann

sinngemal zu dem in Kap. MM 2.6.4.2 beschriebenen Vorgehen.

1. Antigen | Spezies VﬁLdni';n' 2. Antigen | Spezies V:a]LdnU'gn-
1 | MAP2a+2b mouse 1:1.500 ACTH rabbit 1:1.000
2 | MAP2a+2p mouse 1:1.500 NPY rabbit 1:1.000
3 | MAP2a+2p mouse 1:1.500 NTA1 rabbit 1:6.000
4 | MAP2a+20 mouse 1:1.500 P2X2R rabbit 1:1.000
5 | MAP2a+2 mouse 1:1.500 SOM rabbit 1:6.000
6 | NSE rabbit 1:2.000 TH mouse 1:2.000

Tab. MM 7: Antikorperkombinationen (Doppelmarkierung) fiir das Neurotransmitter

coding der Neurone in der ARC-Priméarkultur

Im Rahmen der Untersuchungen zur Kolokalisation von Tyrosinhydroxylase (TH) mit
einem der Neuropeptide ACTH, NPY, NT oder SOM in Neuronen der ARC-Primarkultur
wurden ebenfalls immunzytochemische Doppelmarkierungen durchgefihrt. Fir die Aus-
wertung wurden 4 - 6 Praparationen resp. "wells" herangezogen. Pro Praparation wur-
den, wie fur Kap. MM 2.6.4.2 durchgefliihrt, 7 - 10 Zahlfelder (Einzelflache: ~0,28 mm?)
auf einem Deckglaschen zufallig ausgewahlt und die Anzahl der TH-immunpositiven Zel-
len, der fur einen peptidergen Neuromodulator immunpositiven sowie der doppelmarkier-
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ten Nervenzellen ermittelt. AnschlieRend erfolgte die Auswertung analog zu derjenigen in
Kap. MM 2.6.4.2.

2.6.4.4. Immunzytochemischer Nachweis der Expression ionotroper Purinozepto-
ren in der ARC-Primarkultur und Transmitter coding 2-MeSATP-respon-

siver ARC-Neurone

Um die Expression purinerger Rezeptoren in der ARC-Primarkultur auch auf Protein-
ebene naher charakterisieren zu kdnnen, wurden jeweils flr einen Purinozeptorsubtyp
spezifische und immer gegen den intrazellularen Carboxy-Terminus gerichtete, polyklo-
nale Antiseren (Tab. MM 4) sowohl im Gehirnschnitt als auch in der Zellkultur eingesetzt.
Da aufgrund der Kalzium Ratio-Imaging Versuche (Kap. MM 2.5.6) neben der neurona-
len vor allem auch von einer astrozytaren Expression einiger P2XR ausgegangen wer-
den kann, erfolgten die immunzytochemischen Untersuchungen immer als Doppelmar-

kierungen mit Primarantikbrpern gegen Zelltyp-spezifische Markerproteine (Tab. MM 4).

Neurogliale Zellen der ARC-Primarkulktur, welche auf eine singulare Superfusionsstimu-
lation durch 2-MeSATP mit einem ausgepragten intrazellularen Kalziumsignal antworte-
ten, wurden post-experimentell immunzytochemisch auf die Expression vornehmlich des
P2X>-Purinozeptors sowie von TH, ACTH, NPY, SOM oder NT1 untersucht. Die Auswer-
tung erfolgte dann sinngemaf zu dem in Kap. MM 2.6.4.2 beschriebenen Vorgehen.

2.6.5. Immunhistochemische Charakterisierung ARC-spezifischer Neurotransmit-

tersysteme

FUr die Umsetzung der Immunhistochemie an Gehirnschnitten der Ratte musste das

Gewebe zunachst gewonnen und aufbereitet werden.

2.6.5.1 Transkardiale Perfusionsfixieriung adulter Ratten

Alle Tiere, deren Gehirne fur immunhistochemische Untersuchungen verwendet werden
sollten, wurden transkardial zuerst mit eiskalter physiologischer Kochsalz-Losung und
anschliefend mit eiskaltem 4 % PFA perfundiert. Unmittelbar vor der Perfusion wurden
die Ratten mit Pentobarbitalinjektion (Narcoren®; 0,1 ml/ 100 g KG; 160 mg/kg KG)
intraperitoneal tief narkotisiert und nach Aussetzen der Flexor- und Corneareflexe unter
einem Abzug in Ruckenlage an einem Gitter Uber einer Perfusionswanne durch Klebe-
band fixiert. Die Bauchhohle wurde praeumbilical bis zum Diaphragma und beidseitig

entlang des Rippenbogens eroffnet, und mit einem Nadelhalter wurde der Schwertfort-
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satz des Sternum fixiert und leicht angehoben. Mit einer Schere erfolgten die Perforation
des Diaphragma und die Durchtrennung der Rippen. Das Sternum wurde kranial umge-
klappt, um das Herz und die groRen Blutgefalle offen zu legen. Nach Inzision des Herz-
beutels wurde durch den linken Herzventrikel eine Knopfkantile, die uber einen Polypro-
pylenschlauch mit der Perfusionsanlage verbunden war, vorsichtig bis in den Aortenbo-
gen vorgeschoben. Uber Dreiwegehéhne konnte die Perfusionskaniile aus abgedichte-
ten Vorratsflaschen abwechselnd mit 4°C kalter physiologischer NaCl-Loésung oder 4 %
PFA in PBS durchspult werden. Dies erfolgte durch ein Drucksystem mit integrierter Ful3-
pumpe, wodurch zunachst 300 ml der Kochsalzlésung bei einem konstanten Perfusions-
druck von 100 mmHg in den Korperkreislauf eingebracht wurden, entsprechend dem
mittleren arteriellen Blutdruck von Ratten. Die rasche Stichinzision im rechten Atrium er-
moglichte den Austritt von Blut bzw. den Perfusionslésungen aus dem Korperkreislauf,
wodurch innerhalb kirzester Zeit das zirkulierende Blut gegen Kochsalzlésung ausge-
tauscht werden konnte. Als Kennzeichen der vollstandigen Ausblutung wurde die Blasse
der Leber und der Nieren herangezogen. Danach erfolgte durch Betatigung eines Drei-

wegehahns die Einleitung von 300 ml eiskalten PFA-LAsung in das Kreislaufsystem.

Im Anschluss an die Perfusion wurde das Rickenmark durchtrennt, mit einem Skalpell
die Kopfhaut caudo-cranial aufgeschnitten und die dem Schadel anliegende Kau- und
Halsmuskulatur sowie die Halswirbel entfernt. Beginnend am Foramen magnum wurden
die Schadelplatten bis zum Bregma mit Hilfe einer Hohimei3elschere komplett abgetra-
gen und das Gehirn freigelegt. Nach Entfernung der Dura mater wurde der Kopf um 180°
gedreht, so dass das Gehirn leicht aus der Schadelgrube (Cavum cranii) kippte. Nach
Durchtrennen der Nervi optici und des Bulbus olfactorius konnte das intakte Gehirn ent-
nommen werden. Nach Durchtrennen des Gehirns an der Fissura transversa cerebelli
wurden die beiden Gehirnteile (Cerebrum und Cerebellum mit Stammbhirn) sowie die
Hypophyse in 4°C PFA fur 150 min nachfixiert und anschlieRend Gber Nacht in eiskalter
20 % Saccharoseldsung gelagert. Die Behandlung des Gehirngewebes mit PFA bewirkt
Quervernetzungen reaktiver Gruppen in Polypeptiden, wodurch in der vorliegenden
Arbeit die Antigene fur das Verfahren der immunhistochemischen Untersuchung in ihrer
Form erhalten und vor Abbau geschitzt wurden. Die anschlieBende Inkubation des
Gewebes in der Saccharoseldsung erfolgte zum Schutz des Gehirngewebes vor Gefrier-
schaden im Rahmen des nachfolgenden Tieffierens in pulverisiertem Trockeneis. Der
Bereich des Hypothalamus wurde zuvor zusatzlich mit Tissue Freezing Medium® Uuber-
schichtet, um die Herstellung von Gefrierschnitten zu erleichtern. Bis zur weiteren Verar-

beitung wurden die Gehirnproben in Parafilm und Aluminiumfolie eingewickelt und bis
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zur Anfertigung der Gehirnschnitte bei -40°C in luftdichten Kunststoffbeuteln gelagert.

2.6.5.2. Anfertigung von Gefrierschnitten

Zur Anfertigung serieller Kryostatschnitte wurde das tiefgefrorene Cerebrum adulter Rat-
ten unter Verwendung von Tissue Freezing Medium® auf dem Objektblock des Kryosta-
ten aufgefroren (Kammertemp. -25 bis -20°C; Objekttischtemp. -15 bis -10°C), und in
rostro-caudaler Richtung 20 um dicke, coronale Gehirnschnitte auf gekuhlten, mit Poly-L-
Lysin beschichteten Objekttragern aufgezogen (Abb. MM 9). Die Poly-L-Lysin Beschich-
tung diente der besseren Adhasion der Gehirnschnitte am Objekttrager, da anionische
Bestandteile der Zelloberflache mit den kationischen L-Lysin-Polymeren interagieren
(Mazia et al., 1975). Der zu schneidende Bereich (Bregma -1,56 mm bis -4,20 mm;
Paxinos & Watson, 2005) umfasste den PVN, die Eminentia mediana und den ARC. Es
wurden zwei parallele Schnittserien desselben Gehirns mit einfach alternierender

Abfolge der Schnitte angefertigt in geklhlten Schnittboxen auf Eis gelagert.

+5 0 -5 10 -15
Bregma O]

o
-0 Interaural mﬂ——)\\_/&
+15  +10 45 0 -5
Abb. MM 9 : Sagittalschnitt durch das Cerebrum der Ratte

Aus dem zwischen den schwarzen Linien liegenden Bereich wurden die Gewebeschnitte fur die
Immunhistochemie gewonnen. Modifiziert nach Paxinos & Watson (2005).

Zur Durchfiihrung der Immunhistochemie nach dem "free floating" Verfahren (Rummel et
al., 2005; Muitze et al., 2007; Yoshida et al., 2003) wurden serielle, coronale (40 pum)
Gehirnschnitte am FrigoCut geschnitten. Auf einen CO2-gekuhlten Objekthalter wurde
das Cerebrum caudal mit Hilfe von Tissue Freezing Medium® aufgefroren und zur
Schnittebene am offenen C-Messer ausgerichtet. Um einen raschen und gleichmaligen

Gefriervorgang zu gewabhrleisten, wurde ein Kunsttoffdeckel tUber Gehirn und Objekt-
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halter gehalten, sodass das ausstromende CO>-Gas innerhalb der Abdeckung einheitlich
verwirbelt wurde. Mit einem Marderhaarpinsel wurden die Gewebeschnitte vom Mikrotom
direkt in PBS-geflllte 12-Well-Platten mit speziellen Siebeinsatzen uberflhrt. Diese
ermoglichten es, dass Schnitte "frei" schwimmend in Losung inkubiert werden konnten
und von beiden Seiten fir Reagenzien bzw. Antikérper zugangig waren. Die PBS-
Waschschritte und Inkubationszeiten mit Primar- bzw. Sekundarantikdrpern waren iden-
tisch zu der unter Kap.MM 2.6.3 beschriebenen Methode. Erst nach Beendigung des
Protokolls wurden die Gewebeschnitte nass auf mit Gelatine (0,5 %) und Chromalaun
(0,05 %) beschichtete Objekttrager unter Zuhilfenahme des Pinsels aufgezogen. Nach
der "free-floating" Markierungsmethode hergestellte Gewebeschnitte zeigten gegenlber
der zuvor beschriebenen Methode intensivere Markierungssignale bei reduzierter
"Hintergrundfarbung". Nachteilig wirkte sich die héhere Schnittdicke fur die Fokussierung

der Signale wahrend der Beobachtung am Fluoreszenzmikroskop aus.

2.6.5.3. Versuchsprotokoll

Zur Sattigung der unspezifischen Bindungsstellen wurden die Gewebeschnitte nach der
Rehydrierung (3 x 5 min.) in PBS in Inkubationspuffer (Blocklésung), der 10 % Serum
(NDS) und 0,3 % Triton-X-100 enthielt, inkubiert. Um ein vorzeitiges Ausbleichen der
fluoreszierenden, sekundaren Antikorper zu verhindern, wurden alle Arbeitsschritte, die
Sekundarantikérper und DAPI enthielten, unter lichtarmen Bedingungen vollzogen. Die

Immunhistochemie wurde nach folgendem Protokoll durchgeflihrt. Die Objektrager mit

Arbeitsschritt Bedingungen / Vorgehen Dauer

RT, Umrandung der Schnitte mit Fettstift

waschen / rehydrieren RT, mit PBS 3 X 5 min
RT, mit Block-Losung (10 % NDS, 0,3 %

Blocken Triton-X-100) h

Inkubation I: 4°C, feuchte Kammer, in Block-L&sung, 36— 48 h

Primarantikérper ca. 250 pl / Objekttrager

Waschen RT, mit PBS 3 X 5 min

Inkubation II: RT, feuchte Kammer, abgedunkelt, in 120 min

Sekundarantikérper Block-Ldsung, ca. 250 pl / Objekttrager

Waschen RT, mit PBS 5 min

:_n"kubatlon lll- DAPI - RT, abgedunkelt 8 min

dsung

Waschen RT, mit PBS 3 x5 min
2 — 4 Tropfen Citifluor auf Objekttrager,

Deckeln Deckglaschen auflegen, mit Nagellack
Réander abdichten

Tab. MM 8: Protokoll Immunhistochemie
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adherierten Gehirnschnitten wurden lichtdicht bei 4°C bis zur Betrachtung unter dem

Fluoreszenzmikroskop gelagert (Tab. MM 8).

Zum Nachweis der Spezifitat aller Primarantikorper erfolgte die parallele Durchfihrung
sogenannter Negativkontrollen, wobei der jeweilige Primarantikbrper durch unspezifi-
sches Serum ersetzt wurde. Dadurch konnte gleichzeitig eine potentielle Fremdmarkie-
rung durch den Fluorophor-gekoppelten Sekundarantikorper abgeschatzt werden. Im
Falle der P2XR-spezifischen Antikérper / -seren waren die zur Immunisierung benutzten
peptidergen Antigene kommerziell erhaltlich, woduch sich eine pra-experimentelle Absat-
tigung des jeweiligen Antikdrpers mit seinem Antigen durchfihren liel3. Fur diese Praab-
sorptionskontrolle wurden Antikorper und Antigen in einem Verhaltnis von 1 ug AK pro 1
Mg Antigen far 60 min bei RT vorinkubiert; dies entsprach einem molaren Verhaltnis von
etwa 1:100. Danach wurde der "abgesattigte" AK in der aus Tab. MM 4 entnehmbaren
Verdunnung in das immunzytochemische bzw. -histochemische Versuchsprotokoll ein-

gesetzt.

2.6.6. Fluoreszenzmikroskopie

Die Auswertung der immunhisto- und zytochemischen Untersuchungen im Gehirnschnitt
bzw. der ARC-Primarkultur erfolgte direkt am Fluoreszenzmikroskop mit angeschlosse-
ner digitaler Schwarzweillkamers bei verschiedenen VergréRerungen. Spezielle Filter
(Alexa488 Filter, ARW 450 - 490 nm und Cy3-Filter, ARW 510 - 530 nm) wurden zur
Detektion der Antigen-Antikorper Komplexe verwendet. Zum Nachweis der Zellkerne
wurde DAPI bei 359 nm angeregt, welches blaues Licht bei einer Wellenlange von 461
nm emittierte. Mit Hilfe der Kamera und dem Programm Metamorph wurden die einzel-
nen Farbkanadle (rot, grun, blau) zu einem dreifarbigen Bild zusammengefugt. Dies
vereinfachte die Beurteilung, inwieweit etwa eine Kolokalisation bzw -distribution zweier

oder dreier Einzelsignale vorlag.
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2.7.

Ratten: Radiorezeptorstudien

2.7.1. Materialien

Ge- und Verbrauch

Purinozeptorexpression im ARC und Gesamthypothalamus adulter

Bezeichnung: Modell: Hersteller:
, Whatman International Ldt,
Glassfaserfilter GF/C 1,2 ym Maidstone, England
PS — Rohrchen 3,5 ml GLKL Greiner-Bio One GmbH,

D-Frickenhausen

Szintillationsmess-
flaschchen

20 ml Typ Vial LDPE

Carl Roth, D-Karlsruhe

Zentrifugenrdhrchen, steril | 15 und 50 mi Sarstedt, D-Numbrecht
: - BioMax® MR-2
Autoradiographie-Film (20 x 25 cm) KODAK GmbH, D-Stuttgart

Radioaktivitatsstandard

['*C]-Microscales
RPA504, 31 - 883 nCi/g

GE Healthcare Europe
GmbH, D-Freiburg

Zentrifugenréhrchen, steril

15 und 50 ml

Sarstedt, D-NUmbrecht

Chemikalien

Bezeichnung:

Hersteller:

2-Methylthioadenosin-5'triphosphat
(2-MeSATP)

Tocris, Biotrend Chemikalien GmbH,
D-KoIn

2'-3'-O-(4-Benzoylbenzoyl) Adenosin-
5'triphosphat (BzATP)

Tocris, Biotrend Chemikalien GmbH,
D-Koln

a,B-Methylenadenosin-5'triphosphat

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

(a,B-meATP)
[a-35S]Deoxyadenosine-5'thio-triphosphat | Hartmann Analytics GmbH,
= [3°S]dATPaS (37 TBg / mmol) D-Braunschweig

Adenosin-5'triphosphat (ATP)

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Bacitracin (50 kU / g)

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

bidest. Reinstwasser (Aqua bidest.)

Bovine Serum Albumin (BSA)

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

D(+) Saccharose

Carl Roth GmbH, D-Karlsruhe

Dimethylsulfoxid (DMSO)

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Ethanol, absolut

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Ethylenglykol-bis-(B-Aminoethylether)
N,N,N’,N’-Tetraessigsaure (EGTA)

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Magnesiumchlorid (MgClz x 6H20)

Merck, D-Darmstadt

Natriumchlorid (NaCl)

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Pepstatin A (98 % Reinheit)

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF)

AppliChem GmbH, D-Darmstadt

Pyridoxalphosphat-6-Azo(Benzoyl-
2,4-Disulfonsaure) (PPADS)

Tocris, Biotrend Chemikalien GmbH,
D-KoIn

Reactive blue-2 (Rb-2)

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Rotiszint® eco plus

Carl Roth GmbH, D-Karlsruhe

Suramin Natriumsalz

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

89



Material und Methoden

2',3’-0-(2,4,6-Trinitrophenyl)Adenosin-
5’triphosphat (TNP-ATP)

Tocris, Biotrend Chemikalien GmbH,
D-KoIn

Trizma Hydrochlorid

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Losungen und Puffer

Bezeichnung:

Zusammensetzung/Herstellung:

2-MeSATP — Stocklésung

Grundlage: Rezeptorpuffer
2-MeSATP (1,5 mM)

a,3-meATP — Stocklésung

Grundlage: Rezeptorpuffer
a,B-meATP (1,5 mM)

ATP — Stocklésung

Grundlage: Rezeptorpuffer
ATP (1,5 mM)

BzATP - Stocklésung

Grundlage: Rezeptorpuffer
BzATP (1,5 mM)

Pepstatin A - Gebrauchslosung

1 mg/ mlin DMSO gel6st

PMSF — Gebrauchslésung

Grundlage: Ethanol, absolut
PMSF (0,1 M)

Reactive blue-2 (Rb-2) - Stocklésung

Grundlage: Rezeptorpuffer
Reactive blue-2 (15 mM)

Rezeptorpuffer (RP), pH 7,4

Grundlage: Aqua bidest.

50 mM Trizma

50 mM NaCl

5 mM MgCl2 x 6H20

1 mM EGTA

90 mM Saccharose

0,025 % Bacitracin

0,1 % BSA

1 ml /| Pepstatin A - Gebrauchslésung
0,1 mM PMSF

Suramin — Stocklésung

Grundlage: Rezeptorpuffer
Suramin (15 mM)

TNP-ATP — Stocklésung

Grundlage: Rezeptorpuffer
TNP-ATP (10 mM)

Waschpuffer (WP), pH 7,4

Grundlage: Aqua bidest.
50 mM Trizma

50 mM NacCl

5 mM MgCl2 x 6H20

0,1 mM EGTA

90 mM Saccharose
0,001 % BSA

2.7.2. Grundlagen : Liganden-Rezeptor Bindungskinetik

Hydrophile Hormone, parakrine Botenstoffe, Neurotransmitter und Zytokine reprasentie-
ren "first messenger" und interagieren als Botenstoffe mit den jeweiligen Zielzellen durch
Bindung an und Aktivierung von membranstandige(n) Rezeptor- bzw. Kanalproteine(n).

Der experimentelle Nachweis dieses Vorgangs inklusive seiner Kinetiken lasst sich durch
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den Einsatz (oft radioaktiv) markierter Botenstoffe und einer angereicherten Fraktion der
zellularen Plasmamembranen (PM) des Zielgewebes erbringen, welche die Rezeptor-

proteine enthalten.

Diese "Radiorezeptor Bindungsassays" (RRA) beruhen auf der Grundlage, dass biologi-
sche Signalmolekule bzw. "Liganden" (L) an Rezeptorproteine (R) binden, einen Ligand-
Rezeptor Komplex (RL) formen und nachfolgend eine entsprechende zellulare Reaktion
auslosen. Die Interaktion zwischen Ligand und Rezeptor basiert auf einem komplexen
Zusammenspiel von ionischen Bindungen, Wasserstoffbriickenbindungen und van der
Waals-Kraften. Diese Bindungen sind reversibel, spezifisch sowie sattigbar und kdnnen
im Liganden Bindungsassay charakterisiert werden (Crevat-Pisano et al., 1986). Dabei
konnen die Affinitat des Liganden fir einen Rezeptor (Kp) und die maximale Rezeptor-
dichte (Bmax) berechnet werden. Der Kp -Wert reprasentiert dabei die Gleichgewichts-
Dissoziationskonstante und ist ein Maf fur die Starke des Bindungsbestrebens zwischen
Ligand und Rezeptor. Per Definition gibt der Kp -Wert die Ligandenkonzentration bei
halomaximaler Besetzung der vorhandenen Rezeptormolekile durch Ligandenmolekule
an, und ist damit dem Kn -Wert der Michaelis-Menten Gleichung zur Beschreibung der
Enzymkinetik vergleichbar (Chen et al., 2010). Je kleiner der Kp-Wert, desto hoher ist die
Bindungsaffinitat. Bmax gibt die maximale Rezeptordichte bzw. Bindungskapazitat an.
Durch Bestimmung der Proteingesamtmenge wird dieser Wert korrigiert und als Menge
des gebundenen Liganden pro mg Protein angegeben (Davenport & Russel, 1996). Die
Beziehung zwischen Rezeptor, Ligand und Ligand-Rezeptor Komplex wird beschrieben
durch:

[R] +[L] = [RL] Ko = [R] x [L]/ [RL]
Formellegende:

[R] = Konzentration des freien Rezeptors

[L] = Konzentration des freien Liganden

[RL] = Konzentration des Ligand-Rezeptor Komplexes

Kb = Dissoziationskonstante

Um mit biologischem Material solche Rezeptor oder Liganden Bindungsassays durch-
fuhren zu konnen, wird im ldealfall ein Radionuklid-markierter Ligand eingesetzt, da die
Primarstruktur des Liganden kaum (bzw. gar nicht) verandert wird und Radioaktivitat mit

aulerordentlich hoher Sensitivitat nachweisbar ist.
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Mit einem Radionukleotid wie [3H], ['“C], [32P], [3®S] oder ['2%]] markierte Liganden werden
als Radioliganden (L*) bezeichnet und sollten sich auszeichnen durch:
e identische chemische Eigenschaften wie der nicht-markierte Ligand
e eine hohe Affinitat zum entsprechenden Rezeptorprotein und eine geringe Affinitat,
unspezifische Bindungen einzugehen
e eine hohe spezifische Aktivitat (Ci/mmol), um auch geringe Rezeptormengen de-

tektieren zu konnen.

Eine langsame Abbaurate des Radioliganden unterstutzt die Bindungsuntersuchungen.
Die spezifische Bindung (specific binding, SB) beschreibt die reversible Bindung eines
Radioliganden an eine bestimmte Klasse von Rezeptoren. Neben der spezifischen Bin-
dung an den Rezeptor kann der Ligand unspezifisch (non specific binding, NSB) mit ver-
schiedenen Komponenten des zu untersuchenden Gewebes bzw. mit den Versuchsma-
terialien interagieren. Diese unspezifischen Interaktionen sind irreversibel, nicht sattigbar
und steigen linear mit zunehmender Radioligandenkonzentration an (Davenport & Rus-
sel, 1996). Basierend auf dem Massenwirkungsgesetz (MWG) wird durch Zugabe einer
deutlich héheren Konzentration (100 - 1000 fach) an unmarkiertem Ligand (Kompetitor)
der Radioligand aus der spezifischen Bindung vom Rezeptor verdrangt. Zurtick bleibt der

Anteil an unspezifisch gebundenem Radioligand (Crevat-Pisano et al., 1986).

Kompetitive Verdrangungsstudien

Liganden konnen in Agonisten und Antagonisten unterschieden werden. Agonisten bil-
den mit dem Rezeptor einen Komplex und aktivieren diesen. Antagonisten weisen haufig
eine sehr ahnliche chemische Struktur wie die entsprechenden Agonisten auf und kon-
nen ebenfalls an den Rezeptor binden. Sie I6sen jedoch keine zellulare Wirkung aus und
hemmen den Rezeptor. Agonist und Antagonist konkurrieren um die Besetzung des
Rezeptorproteins kompetitiv, da beide Liganden direkt im aktiven Zentrum des Rezeptors
binden. Entsprechend dem MWG kann der kompetitive Antagonist somit durch eine
hohere Agonistenkonzentration von der Bindungsstelle verdrangt werden und vice versa.
Nichtkompetitive Antagonisten binden an eine allosterische Bindungsstelle des Rezep-
tors und hemmen die Bindung des Agonisten meist indirekt durch Konformationsande-

rung des Rezeptorproteins.

Kompetitive Bindungsexperimente kdnnen zum Nachweis und zur Charakterisierung
eines oder mehrerer Rezeptorsubtypen sowie zur Bestimmung deren Selektivitat fur
einen bestimmten Liganden genutzt werden. Im Gegensatz zu Sattigungsstudien gemaf
der Michaelis-Menten Kinetik, bei denen bei konstanter Rezeptorkonzentration die
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Radioligandenmenge systematisch erhoht wird, wird in kompetitiven Verdrangungsstu-
dien die Radioligandenkonzentration konstant gehalten und die Konzentration des ent-
sprechenden, nicht markierten Liganden (Kompetitor) z.B. in aufsteigenden Zehnerpo-
tenzen erhoht. Radioligand und Ligand konkurrieren entsprechend des Verdrangungs-
prinzips um die Bindungsstellen des Rezeptors. Zur Erstellung einer kompetitiven Ver-
drangungskurve wird die spezifische Bindung des Kompetitors als Prozentanteil an der
maximalen Bindung (total binding; TO) des Radioliganden in Abwesenheit eines Kompe-
titors) gegen die Konzentration (log M) des kompetitiven Liganden aufgetragen. Die
maximale Bindung des Radioliganden wird zu 100 % gesetzt. Es entsteht ein sigmoidaler
Kurvenverlauf. Anhand dieser Daten kann die mittlere inhibitorische Konzentration (ICso),
also diejenige Ligandenkonzentration, bei welcher dieser 50 % des Radioliganden von
der Rezeptorbindungsstelle verdrangt, ermittelt werden. Bei kompetitiven Antagonisten
ist der ICso-Wert von der Michaeliskonstante, der Dissoziationskonstante und der Ligan-
denkonzentration abhangig. Je héher die Affinitdt des unmarkierten Liganden fir die vom
Radioliganden besetzte Bindungsstelle ist, desto niedriger ist der entsprechende ICso-
Wert. Nach Cheng und Prusoff (1973) wird die lineare Abhangigkeit des ICso-Wertes
eines kompetitiven Inhibitors von der Konzentration des Agonisten beschrieben. Je nied-
riger die Ligandenkonzentration ist, desto starker gleicht sich der ICso-Wert der Verdran-

gungskurve dem K; -Wert an:

Ki=1Cs0 + [L*] / Kp

Formellegende:

Ki = Verdrangungskonstante

[L¥] = Konzentration des freien Radioliganden

ICs0 = Konzentration des Ligand-Rezeptor Komplexes
Kp = Dissoziationskonstante des Radioliganden

2.7.3. Gewinnung der Gewebeproben fiir die Radiorezeptorstudien

Samtliche Radiorezeptorstudien zur Lokalisation und pharmakologischen Charakterisie-
rung purinerger Rezeptoren wurden an neuroglialen Geweben durchgefuhrt, die post
mortem adulten Ratten enthommen wurden, welche (1) zum Zwecke der behdrdlich
genehmigten Organentnahme (AG Prof. Diener, Justus-Liebig Universitat Giessen;
Gl 18/2, A57 / 2011) durch zervikale Dislokation oder (2) im Rahmen des Zuchterhal-
tungsprogrammes der Philipps-Universitat Marburg (zentrale Tierhaltung) durch COo-

Betaubung euthanasiert worden waren. Fur die Praparation von Hypothalamus und
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thorakalem Ruckenmark (TRM) wurden unter Verwendung einer Hohlmeil3elschere
Schadel bzw. Wirbelkanal ertffnet und Gehirn (Kap. MM 2.6.5.1) bzw. TRM entnommen.
Der Hypothalamus wurde durch Skalpell-Schnitte auf der Hohe des OVLT, posterior des
ARC und dorsal der Commissura anterior (AC) separiert, das TRM mittels sterilen Spa-
teln und Pinzetten prapariert. Es wurden der Hypothalamus und das TRM-Segment
sofort nach Organentnahme jeweils separat in Rezeptorpuffer (RP) gewaschen und nach
sterilem Abtupfen Uberschissiger Flussigkeit entweder in flissigem Stickstoff oder
pulverisiertem Trockeneis schockgefroren und bei -40°C, vor Feuchtigkeitsverlust durch

Einwickelung in Aluminiumfolie sowie Parafiim® geschutzt, gelagert.

2.7.4. Radioligand — Rezeptor Interaktion : Radiorezeptor Bindungsassay (RRA)
Fir die Durchfihrung des Radiorezeptor Bindungsassays (RRA) mit Bindung des puri-

nergen Radioliganden an eine die Purinozeptoren enthaltende, frisch praparierte, ange-
reicherte Plasmamembranfraktion (PM) entsprechender Gewebeproben (Hypothalamus
= HYP, thorakales Riickenmark = TRM) erfolgte zunachst die Uberfiihrung der tiefgefro-
renen Gewebe (-40°C) in eiskalten (4°C) Rezeptorpuffer (RP; w/ v Verhaltnis von 1 : 20
fur HYP und 1 : 6 fir RM) und deren Zerkleinerung mittels steriler Einmalskalpelle. Der
anschlieliende grobmechanische Gewebsaufschluss mit rotierenden, sterilen Messern
(Ultra-Turrax T25) flr zweimal 30 s bei 2.000 U / min und 4°C ergab ein Homogenat, das
einer schonenden Ruptur der zellularen Plasmamembranen (PM) sowie teilweise der
Kern- und Mitochondrienmembranen mittels Potter-Elvehjem Homogenisator (Glaszylin-
der mit rotierendem Teflonpistill) in eiskaltem RP unterzogen wurde. Zur Elimination
unaufgeschlossenen Zellmaterials und zur Anreicherung der Plasmamembranfraktion im
Uberstand wurde das so erhaltene Feinhomogenat fiir 10 min und 2.500 U / min bei 4°C
zentrifugiert. Die anschlieBende Hochgeschwindigkeitszentrifugation (20.000 U/ min,
4°C, 25 min) des Uberstandes resultierte in einem deutlich geschichteten Pellet, beste-
hend aus Zellkernen und Mitochondrien, deren Membranen, dem Endoplasmatischen
Retikulum und der Plasmamembran. Der Uberstand wurde entfernt und das Pellet mit
frischem, eiskalten RP vorsichtig Uberschichtet. Die oberste, transluzente Plasmamem-
branschicht wurde mit einem sterilen Spatel abgenommen und in RP-Puffer (w /v Ver-
haltnis von 1 : 10 fur HYP und RM) und Elvehjem-Potter rehomogenisiert. Fir die spa-
tere Proteinbestimmung wurde 0,5 ml der jeweiligen, angereicherten Plasmamembran-
suspension bei -40°C eingefroren, wahrend der Groldteil in den anschlieRenden Bin-
dungsstudien (Kap. MM 2.7.4.1 und 2.7.4.2) eingesetzt wurde.
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2.7.4.1. Membranbindungsassay : Einfluss der Inkubationsdauer und -temperatur

Zur grundlegenden Charakterisierung der Plasmamembranbindung des kommerziell
erworbenen Radioliganden [3S]dATPaS hoher spezifischer Aktivitat (1.000 Ci/ mmol)
wurden vergleichende Bindungsstudien, bei konstanter Radioligandenkonzentration (50
pM), mit angereicherten Plasmamembranfraktionen von HYP und TRM durchgefuhrt.
Dabei wurde der Einfluss der Temperatur (4°C, RT und 37°C) und der Inkubationszeit
(10 s bis 25 min) auf die Ligand-Rezeptor Interaktion bestimmt. Zur Hemmung von in der
angereicherten Plasmamembranfraktion vorhandenen katabolen Enzymen, vornehmlich
Proteasen und Peptidasen, enthielt der RP mehrere potente Enzyminhibitoren wie Baci-
tracin, Pepstatin A und PMSF (Kap. MM 2.7.1). Die Experimente wurden in einem Inku-
bationsvolumen von 0,6 ml pro PS-Rdhrchen (Probenansatz), und fur jeden der acht
Zeitpunkte (10 s bis 25 min) sowohl zur Ermittlung der Gesamtbindung (TO) als auch der
unspezifischen Bindung (NSB) als Dreifachbestimmungen durchgefiihrt. Die Bestim-
mung des NSB-Wertes des RRA erfolgte in Gegenwart von final 1,6 x 10-° M unmar-
kiertem 2-MeSATP.

Im Folgenden das Pipettierschema:

Bestimmung der Gesamtbindung:
400 pl RP
100 pl [33S]dATPaS (300 pM) in RP
100 pl PM-Suspension in RP

Bestimmung der unspezifischen Bindung:
400 pl RP
100 pl [33S]dATPaS (300 pM) mit 104 M 2-MeSATP in RP
100 yl PM-Suspension in RP

Diese Versuche erfolgten sowohl bei 4°C, bei Raumtemperatur als auch im Wasserbad
bei 37°C. Durch Zugabe der Plasmamembran (PM) -Suspension und rasches Mischen
der Probenansatze wurde das jeweilige Experiment gestartet. Die Bindungsreaktion
wurde nach den jeweiligen Inkubationszeiten (10 s bis 25 min) mit Hilfe des halbautoma-
tisierten “cell harvester (M-24R) durch Vakuumfiltration, Adhasion der mit [3S]dATPaS
markierten PM an den GF/C Glasfaserfilter und dreimaliges Auswaschen des ungebun-
denen Radioliganden mit eiskaltem Waschpuffer (Kap. MM 2.7.1) beendet (Schitz et al.,
1992). Dabei konnten gleichzeitig 24 Proben bearbeitet werden.
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2.7.4.2. Membranbindungsassay : Kompetitive Verdrangungsstudien

Zur weiteren pharmakologischen Charakterisierung des purinergen Rezeptorsystems im
Hypothalamus und thorakalen Rickenmark adulter Ratten wurden kompetitive Verdran-
gungsstudien an PM-Suspensionen mit [3*S]JdATPaS als Radioligand in einer konstanten
Konzentration von 0,5 nM und jeweils einem nicht markierten, kompetitiven Liganden in
8 - 16 Konzentrationen, aufsteigend von 1 pM bis 100 uM, durchgefihrt. Dabei wurden
die gleichen Pufferldsungen, Materialien etc., wie in Kap. MM 2.7.4.1 beschrieben, ein-
gesetzt. Als dATPaS Analoga dienten ATP und 2-MeSATP als generelle Agonisten fur
Purinozeptoren, a,f-meATP als P2X4- und P2Xs-spezifischer Agonist, sowie BzATP als
P2X4- und P2X7-spezifischer Agonist. Als Antagonisten wurden Rb-2, Suramin und TNP-
ATP eingesetzt. Das endgultige Reaktionsvolumen betrug 0,6 ml pro PS-Roéhrchen. Es
wurden Dreifachbestimmungen fur TO sowie fur jede der 8 - 16 Konzentrationen eines

Kompetitors durchgeflhrt.

Im Folgendem das Pipettierschema:

Bestimmung der Radioligandenbindung:
400 pl RP bzw. unmarkierter Kompetitor (Konz. 8 - 16) (6x) in RP
100 pl [*3S]dATPaS (3 nM) in RP
100 yl PM-Suspension in RP

Purinozeptorligand minimal.e maximalle
Endkonzentration [pM] Endkonzentration [uM]
ATP 1 100
2-MeSATP 10 100
BzATP 100 100
a,B-meATP 10 100
Suramin 100 1000
Reactive blue-2 100 1000
TNP-ATP 50 50
Tab. MM 9: Kompetitiver Radiorezeptor Bindungsassay (RRA) an Plasmamembranfrak-

tionen des Hypothalamus und Riickenmarks mit [**S]dATPaS$ als Radioligand

Kompetitive Verdrangungsstudien an eine mit 0,5 nM [33S]JdATPaS markierte, angereicherte Plasma-
membranfraktion des Hypothalamus bzw. thorakalen Rickenmarks adulter Ratten zum Nachweis der
Expression spezifischer Purinozeptorsubtypen. Als unmarkierte Liganden kamen kompetitive Purino-
zeptor Agonisten (ATP, 2-MeSATP, a,8-meATP und BzATP) sowie Agonisten (Suramin, Reactive
blue-2 und TNP-ATP) in den angegebenen Konzentrationsbereichen (maximal — minimal) zum
Einsatz.
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Diese Versuche erfolgten, basierend auf den Ergebnissen der zuvor beschriebenen Ver-
suchsserie zur Zeit- und Temperaturabhangigkeit der Radioligandenbindung, bei 4°C fur
20 min (Kap. M 2.7.4.1). Auch hier wurde die Bindungsreaktion mit Hilfe des “cell harve-
ster* durch Vakuumfiltration, Adhasion der mit [33S]dATPaS markierten PM an den GF/C
Glasfaserfilter und dreimaliges Auswaschen des ungebundenen Radioliganden mit eis-
kaltem Waschpuffer (Kap. MM 2.7.1) beendet (Schitz et al., 1992; Brenner & Gerstber-
ger, 1999).

2.7.4.3. Membranbindungsassay : Messung der gebundenen Radioaktivitat und

Datenevaluierung

Fir beide Versuchsserien wurden nach der Vakuumfiltration mit Hilfe einer sterilen Pin-
zette die 24 Filterplattchen aus dem jeweilig prozessierten Glasfaserfilter geldst, in Szin-
tillationsrohrchen Uberfihrt und mit jeweils 8,0 ml Rotiszint® eco plus Szintillatorcocktail
uberschichtet. Nach Verschluss und kraftigem Mischen der Szintillationsrohrchen wurden
zur vollstandigen Losung des Radioliganden aus dem Filter in die organische Szintillator-
Phase die Proben eines Versuchs uber Nacht in einem Abzug gelagert und am nachsten
Tag der Radioaktivitaitsmessung zugefihrt. Die durch den Radioliganden [3*S]dATPaS
emittierte B-Strahlung wurde indirekt mittels FlUssigkeits-Szintillationsspektrometrie
ermittelt (Yamamura & Hulme, 1992). Der Szintillatorcocktail enthielt einen auf Polyphe-
nolen basierenden Aromaten, dessen m-Elektronen durch Energielbertragung von [3-
Teilchen zur Emittierung von Fluoreszenzlicht angeregt wurde, welches von hochsensiti-
ven Photomultipliern des gekuhlten FlUssigkeitsszintillationszahlers (Win-Spectral-1414)
detektiert wurde. Die pro radioaktivem (-Zerfall induzierten Lichtblitze wurden fur jeden
Probenansatz nach dreiminitiger Messung als Zerfalle pro min (CPM) quantitativ erfasst
und computergestitzt (Win-Spectral™-Software) in Excel-Datenblattern registriert. Da
wahrend der Fluoreszenzdauer generell keine weiteren Zerfalle gemessen werden kon-
nen, entsprachen die CPM-Werte nicht der tatsachlichen Anzahl der Zerfélle pro min
(decays per minute, DPM). Unter Berlcksichtigung der Effizienz des WinSpectral-1414
(69,5 %), des Inkubationsvolumens (0,6 ml) sowie der Tages-aktualisierten, spezifischen
Aktivitdt des Radioliganden (ca. 1.000 Ci/ mmol) ergaben sich die korrigierten CPM-
Werte. Die Berechnung der Ki- bzw. ICso-Werte sowie die graphische Darstellung der
kompetitiven Verdrangungskurven und der Bindungskurven in Abhangigkeit von der
Inkubationstemperatur und -zeit wurden mit Hilfe von GraphPad Prism® (unter Verwen-
dung nichtlinearer Regressionsanalysen in Kombination mit einer "one-site competition"

Gleichung ausgefuhrt.
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2.7.5. Radioligand — Rezeptor Interaktion : Rezeptorautoradiographie
2.7.5.1. Rezeptorautoradiographie : Grundlagen

Die theoretischen Grundlagen der Rezeptorautoradiographie zur “Sichtbarmachung®
spezifischer Rezeptor-Liganden Interaktion in nicht-fixierten Gewebeschnitten entspre-
chen denen des Radiorezeptor Bindungsassays (Kap. MM 2.7.2). Es handelt sich um ein
bildgebendes Verfahren unter Verwendung radioaktiv markierter Liganden sowie photo-
sensitiven Materials zur Lokalisation und pharmakologischen Charakterisierung gewebs-
spezifischer Rezeptorproteine. Mit einem Radionuklid ([3H], [3®S], [32P], ['?°J]) markierte
Liganden zeichnen bei optimierter Versuchsdurchfihrung (Kap. MM 2.7.5.3) nach nicht-
kovalenter Bindung an entsprechende Rezeptoren durch “Schwarzungsbilder® (Autora-
diogramme) ihre Lokalisation in adaquat praparierten Gewebeschnitten (Kap. MM
2.7.5.2) auf einer photochemischen Schicht (fester Autoradiographiefilm, Flissigemul-
sion) nach. Dabei reduziert die B- bzw. y-Strahlung des Radioisotops bei relativ hoher
raumlicher Aufldsung (rA) in der photosensitiven Beschichtung des Roéntgen- bzw. Auto-
radiographiefilms (rA: 30 ym) bzw. der Flissigemulsion (rA: bis zu 1 ym) die vorliegen-
den Silberhalogenid-Kristalle zu atomarem Silber. Die raumliche Auflésung ist dabei
abhangig vom Radioisotop, dessen mittlerer Reichweite, der Streubreite der emittierten
Strahlung, dem optimalen Kontakt des Praparats mit der Emulsion und der Emulsions-
empfindlichkeit (Anzahl der erzeugten Silberkérner pro 100 radioaktiven Zerfalle). Da-
durch lassen sich Informationen hinsichtlich der Lokalisation und Quantitat der Markie-
rung im Gewebeschnitt Uber das Schwarzungsmuster des Autoradiogramms densitome-
trisch gewinnen (Doniach & Pelc 1949; Pelc, 1947; Rogers, 1961).

2.7.5.2. Rezeptorautoradiographie : Anfertigung nicht-fixierter Gewebeschnitte

In der vorliegenden Arbeit sollte die spezifische Bindung von [3*S]dATPaS an membran-
stéandige Purinozeptoren in ausgesuchten Gehirnarealen (u.a. MnPO, PVN und ARC des
Hypothalamus) adulter Ratten untersucht werden. Als Referenzgewebe diente thoraka-
les Rickenmark adulter Ratten, da fur diese neurogliale Struktur die Expression puriner-
ger Rezeptoren mehrfach beschrieben wurde (Xiang et al., 1998; Kobayashi et al., 2005;
He et al., 2011; Kobayashi et al., 2013). Analog zu den zuvor beschriebenen Membran-
bindungsassays fir den gesamten Hypothalamus (Kap. MM 2.7.4) erfolgte zur pharma-
kologischen Charakterisierung der markierten Purinozeptoren in einzelnen Gehirnstruk-
turen, hypothalamischen Kerngebieten sowie im Ruckenmark die Durchfuhrung kompeti-
tiver Verdrangungsstudien an Gewebeschnitten (Kap. MM 2.7.5.3). Dabei dienten als
nicht-markierte Liganden Purinozeptoragonisten (ATP, 2-MeSATP, a,-meATP, BzATP)
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bzw. -antagonisten (Suramin, TNP-ATP). Wie schon zuvor beschrieben, sind die hohe
Rezeptoraffinitdt zum Radioliganden, die Reversibilitdt der Liganden-Rezeptor Interak-
tion, die Sattigbarkeit des Rezeptors und die sigmoidale Dosisabhangigkeit der Ligan-

denbindung am Rezeptor bestimmend (Stoll & Maller, 1991).

0 -5 10 -15
-10 | —] Bregma

0
-0 Interaural \M
+15 410 45 0 -5
Abb. MM 10: Sagittalschnitt durch das Cerebrum der Ratte.

Aus dem zwischen den schwarzen Linien liegenden Bereich wurden die Gewebeschnitte fir die
Autoradiographie gewonnen. Der entsprechende Bereich des Gehirns (Bregma 0,5 mm bis -4,5 mm
beinhaltet den Nucleus praeopticus medianus (MnPO), den Nucleus paraventricularis (PVN) sowie
den Nucleus arcuatus (ARC) Modifiziert nach Paxinos & Watson (2005).

Analog zu dem in Kap. MM 2.6.5.2 beschriebenen Vorgehen wurden serielle Kryostat-
schnitte (20 um) in rostro-caudaler Richtung aus Gehirn und TRM hergestellt, auf gekihl-
te und mit Poly-L-Lysin beschichtete Objekttrager (OT) aufgenommen und anschliel3end
in Schnittkasten auf Eis gelagert. Sowohl hinsichtlich der Gehirn- als auch TRM-Schnitte
wurden fur den spateren autoradiographischen Purinozeptornachweis pro Versuchsan-
satz (kompetitive Verdrangungsstudien) jeweils 16 - 20 OT belegt, wobei pro OT lediglich
ein (Gehirn) bzw. sechs (TRM) Gewebeschnitte aufgebracht wurden. Fir den schonen-
den aber vollstandigen Entzug von Wasser aus den Gewebeschnitten wurden die
Objekttrager Uber Nacht bei 4°C in einem Exsikkator unter Vakuum gefriergetrocknet.
Die so lyophilisierten Gewebeschnitte wurden in ebenfalls getrockneten, luft- und licht-

dichtverschlossenen Objekttragerboxen bei -40°C gelagert.

2.7.5.3 Rezeptorautoradiographie : Kompetitive Verdrangungsstudien

FUr die neuropharmakologische Charakterisierung der in Gehirn und TRM exprimierten

Rezeptorsubtypen der P2X-Familie wurden kompetitive Verdrangungsstudien bei kon-

99



Material und Methoden

stanter Konzentration des Radioliganden [33S]dATPaS (0,65 nM) durchgefiihrt. Als kom-
petitive, nicht markierte Agonisten der Purinozeptoren in Hypothalamus bzw. Ricken-
mark dienten ATP als endogener Agonist, 2-MeSATP, a,B-meATP als P2Xi- und P2Xs-
spezifischer Agonist und sowie BzATP als P2Xs- und P2X7-spezifischer Agonist. Als
Antagonisten kamen Suramin und TNP-ATP zum Einsatz, wobei fur alle Liganden ein

Konzentrationsbereich von 10-1° M bis 10+ M (Doppelbestimmungen) gewahlt wurde.

Abb. MM 11: Schematischer Aufbau des Autoradiographiestandes.

(a) Luftdichte Objekttragerbox (OT-Box) auf Trockeneis; (b) Warmeplatte mit OT (37°C); (¢) OT-
Kuvetten fur Prainkubation; (d) Stoppuhr; (e) Wanne mit Aluminiumschienen auf Aluminiumplatte und
Eis zur Inkubation der Gewebeschnitte mit Radioligand (und nicht-markierten Liganden) bei 4°C
(F) OT-Klvetten auf Eis fur Waschvorgang der OT (getrennt in totale (oben) und nicht-spezifische
Bindung (unten)); (g) Ventilatorstation zur OT Trocknung.

Modifiziert nach Miller & Gerstberger (1994).

Zur Durchfiihrung kompetitiver Verdrangungsstudien fur die Charakterisierung funktionell
exprimierter Purinozeptorsubtypen in bestimmten Nuclei des Hypothalamus sowie des
Hippocampus bzw. in Substrukturen der grauen Substanz des TRM erfolgte die Inkuba-
tion serieller Gehirn- und TRM-Schnitte mit Radioligand (0,65 nM [3*S]dATPaS) und stei-
genden Konzentrationen an unmarkiertem Kompetitor. Dazu wurde im Abstand von

exakt 2 min jeweils ein von max. 16 (8 x 2) OT in folgendes Prozedere eingeschleust:

Der lyophilisiert auf Trockeneis (-80°C) gekuhlte OT (Abb.MM 11a) wurde mittels War-
meplatte bei 37°C fur 2 s kurz angewarmt (Abb.MM 11b) und umgehend zur Rehydrie-
rung des(r) gefriergetrockneten Gewebeschnitte(s) in einer Glasklvette mit BSA-halti-
gem (0,1 %) Rezeptorpuffer bei RT fur 20 min einer Prainkubation unterzogen (Abb. MM
11c). Danach erfolgte die Inkubation mit 0,65 nM [3*S]dATPaS in Abwesenheit (Gesamt-
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bindung = total binding = TO) bzw. Anwesenheit eines unmarkierten P2-Rezeptorligan-
den in einer bestimmten finalen Konzentration (10-1° bis 104 M) durch Uberschichten der/
des Gewebeschnitte(s) mit 100 pl ligandenhaltigem Rezeptorpuffer fur 40 min bei 4°C
auf geklhlten Aluminiumschienen (Abb. MM 11e). Die unspezifische Bindung (non-
specific binding; NSB) wurde an 1 x 2 OT in Anwesenheit von 104 M 2-MeSATP ermit-
telt. Anschliefend wurden nichtgebundene Liganden durch dreimaliges Waschen in
Waschpuffer bei 4°C fur je 2 min vom OT entfernt (Abb. MM 11f). Durch kurzes Dippen
des OT in Aqua bidest. wurde das Gewebe von Puffersalzen befreit, und zur Trocknung
der(s) Gewebeschnitte(s) wurde der OT dem trockenen Luftstrom eines Luftungssystems
exponiert (Abb. MM 11g).

Die OT mit vollkommen getrockneten Gewebeschnitten wurden auf Fotokarton aufge-
klebt, in volliger Dunkelheit (Fotolabor) mit einem [3°S]-sensitiven Autoradiographiefilm
(BioMax® MR-2) plan Uberlagert und in einer lichtdichten Rontgenkassette fir genau 24
h bei RT exponiert. Die Filmentwicklung erfolgte wiederum bei vollstandiger Dunkelheit.
Wahrend der Entwicklung des Autoradiographiefilms wurde durch reduzierende Substan-
zen im Entwickler atomares Silber in metallisches Silber Gberflihrt und durch eine lokale

Schwérzung (Anderung der optischen Dichte; OD) im entwickelten Film sichtbar.

2.7.5.4. Rezeptorautoradiographie : Datenevaluierung

Unter Verwendung eines Leuchttisches, einer Digitalkamera und des Programmes Pho-
toshop® wurden die Autoradiogramme entsprechender Gehirn- bzw. TRM-Schnitte als 8-
bit Graustufen TIFF-Dateien digitalisert und mit Hilfe des Programms MCID Analysis
(Version 7.0) ausgewertet. Dies ermdglichte es, dass jeder Bildpunkt (Pixel) innerhalb
des Digitalbildes (Bildmatrix) einen entsprechenden Punkt des Autoradiogramms in
Graustufengraduierung reprasentierte und sich somit der entsprechende Wert fir die
optische Dichte (optical density = OD) abrufen lie®. Im Autoradiogramm wurden wichtige
Nuclei des Hypothalamus wie ARC, MnPO, PVN oder VMH, aber auch Fornix und
Hippocampus, sowie Substrukturen des TRM, als "regions of interests" (ROIs) markiert
und flr jede einzelne Geweberegion die OD-Messwerte erfasst. Die Anzahl der jeweili-
gen Messwerte variierte zwischen zwei und sechs pro Gewebeschnitt. Die so ermittelten
OD-Messwerte wurden mit OD-Werten aus ROls aulerhalb des Autoradiogramms
(= Filmhintergrund) normiert. Zudem konnte mit Hilfe eines kommerziellen Radioaktivi-
tatsstandards (['*C]-Microscales) eine Standardkurve generiert, mit der die ermittelten
OD-Werte in Relation zur gebundenen Radioaktivitat im Gewebe (nCi/ g) gesetzt wer-

den konnten. Dadurch wurde eine quantitative Erfassung der Radioligandenbindung er-
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moglicht. Die OD-Werte von Doppelbestimmungen wurden gemittelt, und letztlich die
arithmetischen Mittelwerte und S.E.M. fUr die Locus-spezifischen ODs von 3 - 4 Tieren
errechnet. Mit Hilfe von GraphPad Prism® 5 wurden analog zu Kap. MM 2.7.4.3 unter
Verwendung einer nichtlinearen Regressionsanalyse in Kombination mit einer "one-site
competition" Gleichung der Verlauf der jeweiligen kompetitiven Verdrangungskurve gra-

phisch dargestellt sowie der Ki-Wert bzw. ICso-Wert ermittelt.
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3. Ergebnisse

3.1. Quantitative real-time PCR
Mit Hilfe der quantitativen real time PCR (qRT-PCR) sollte die relative mRNA-Expression

ionotroper Purinozeptorsubtypen (P2X4 - P2X7) sowohl im Bereich des hypothalami-
schen Kerngebietes ARC adulter und neonataler (genauer: frih-postnataler) Tiere als
auch in neuroglialen, ARC-angereicherten Primarkulturen quantitativ erfasst werden,
welche aus Gehirnschnittpraparationen frih-postnataler Ratten hergestellt wurden (Kap.
MM 2.4 - 2.6). Die fur den ARC erhaltenen Daten sollten zudem mit parallel erarbeiteten
Werten fur den MnPO verglichen werden, einem hypothalamischen Nucleus, welcher
Zielstruktur einer friheren Promotionsarbeit der Arbeitsgruppe darstellte (Hitzel, 2009).
FUr den Vergleich der basalen Expressionsraten der verschiedenen P2XR-Zielgene wur-

de als Kalibrator das jeweils am geringsten exprimierte Zielgen verwendet.

3.1.1. Expression ionotroper Purinozeptoren im ARC adulter Wistar-Ratten

In den Gewebeproben des hypothalamischen ARC adulter Wistar-Ratten konnten alle
sieben P2X-Purinozeptorsubtypen auf mRNA-Expressionsebene nachgewiesen werden.
Die mRNA spezifisch fur den Rezeptorsubtyp P2Xs erwies sich dabei als am geringsten
exprimiert und diente somit fur die Expressionsanalyse als Kalibrator. In Abb. ERG 1A
sind die relativen mRNA-Expressionsraten fur P2X4R bis P2X7R in Relation zu derje-
nigen fur P2XsR als arithmetische Mittelwerte £+ S.E.M (n = 3) dargestellt. Dabei zeigten
sich P2X2R, P2X4R resp. P2XsR als 816 + 138 fach, 368 x 65 fach resp. 396 + 87 fach
starker exprimiert als P2XsR. Fur die P2X7R-spezifische mRNA-Expression konnte ein
um den Faktor 127 + 8 hdherer Wert ermittelt werden, wohingegen die mRNA fur die
Purinozeptorsubtypen P2X1 respektive P2Xs lediglich 7 £ 1 fach respektive 32 + 6 fach
starker exprimiert waren als die fur P2XsR-spezifische mRNA.

3.1.2. Expression ionotroper Purinozeptoren im ARC neonataler Wistar-Ratten

Wie schon fur den ARC adulter Tiere nachgewiesen, zeigten auch die Gewebeproben
des ARC 3 -5 Tage alter Wistar-Ratten die geringste mRNA-Expressionsrate fur den
P2Xs-Purinozeptorsubtyp. In Relation zum P2XsR-spezifischen mRNA-Gehalt ergaben
sich fur die jeweiligen mRNAs der Rezeptorsubtypen P2X>, P2Xs respektive P2Xe im
arithmetischen Mittel (x S.E.M.) (n =4) um das 711 £ 108 fach, 435 + 63 fach respektive
650 *+ 168 fach erhohte Werte (Abb. ERG 1C). In den untersuchten Gewebeproben er-
wies sich die mMRNA-Expression fur die beiden Subtypen P2X1R und P2X3R im Durch-
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schnitt als 18 £+ 3 fach resp. 23 + 3 fach im Vergleich zu derjenigen des P2XsR-Subtyps
erhont.

3.1.3. Expression ionotroper Purinozeptoren in der neuroglialen ARC-Primar-

kultur

Auch fur die neurogliale ARC-Primarkultur wurde der Purinozeptorsubtyp P2Xs als Kali-
brator flr die Expressionsanalyse herangezogen. Die graphische Darstellung der relati-
ven Expressionsstarken einzelner P2X-Purinozeptorsubtypen in Relation zu P2XsR wird
in Abb. ERG 1E gezeigt. Die P2XR-Subtypen P2X4 respektive P2Xs erwiesen sich im
arithmetischen Mittel (n =3) als 148 £ 5 fach resp. 104 + 8 fach hoher exprimiert als
P2XsR. Sowohl P2X2R als auch P2X3R waren 55 + 3 mal resp. 58 £ 5 mal starker expri-
miert, verglichen mit dem Kalibrator. Der relative mRNA-Gehalt fur den P2X1R resp.
P2X7R war 27 £ 4 fach resp. 14 + 1 fach hoher als fir den P2XsR.

3.1.4. Vergleichende Betrachtung: Expression ionotroper Purinozeptoren im
ARC

Ein absoluter Vergleich des mRNA-Gehaltes zwischen den drei verschiedenen Daten-
satzen (hypothalamischer ARC aduler bzw. neonataler Ratten, ARC-angereicherte
Primarkultur) war aus praparationsbedingten Grinden sowie aufgrund der jeweils gerin-
gen zur Verfiugung stehenden RNA-Menge und dem daraus resultierenden Einsatz
unterschiedlicher RNA-Konzentrationen fur die gRT-PCR (Kap. MM .2.8) nicht maglich.
Dennoch konnte durch Relativierung auf das jeweils am niedrigsten exprimierte Zielgen
(P2XsR) ein nahezu kongruentes Expressionsmuster im direkten Vergleich adulter und
frh-postnataler Ratten verifiziert werden. So erwiesen sich die Rezeptorsubtypen P2Xo,
P2X4 und P2Xe als dominant, P2X; und P2X3 als marginal nachweisbar. Fur die 3 - 4
Tage nach Praparation der Gehirne 4 - 6 Tage alter Ratten in Primarkultur ausdifferen-
zierten neuroglialen Zellen des ARC hingegen zeigten die P2XR-Subtypen P2X4 und
P2Xs die hochsten Expressionsprofile, gefolgt von P2X2 und P2X3 (Abb. ERG 1A,C,E).
Wiederum war die P2XsR-spezifische mRNA die am geringsten transkribierte aller P2X-
Purinozeptor-spezifischen mRNAs. Bei vergleichbaren Expressionsmustern auf mRNA-
Ebene fur P2X-Purinozeptoren im ARC der adulten (P2X2 > P2Xs = P2Xs > P2X7 > P2X3
> P2X1 = P2Xs) vs. neonatalen Ratte (P2X2 = P2Xs > P2X4 > P2X7 >> P2X1 = P2X3 >
P2Xs) wurde in der ARC-spezifischen Primarkultur die relative Zunahme der mRNAs fir
die P2X3R- und P2X4R-Subtypen bei gleichzeitig partieller Reduktion der P2X>R-Expres-

sion deutlich.
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3.1.5. [Expression ionotroper Purinozeptoren im MnPO adulter Wistar-Ratten

In den Gewebeproben des MnPO adulter Ratten konnte mittels RT-PCR mRNA aller
P2X-Purinozeptorsubtypen detektiert werden, wobei vergleichbar zur Situation im ARC
die mRNAs fur P2X1R und P2XsR am geringsten nachweisbar waren. Fir die relative
Kalibrierung aller Subtypen wurde diesmal das Transkript des P2X1R zugrunde gelegt,
bei jedoch lediglich zweifach hdherer Expressionsrate flur den P2XsR und 4 + 1 facher fur
den P2X3R (Abb. ERG 1B). Im arithmetischen Mittel (n = 3) wurden Subtypen P2X4R
resp. P2X7R 116 + 12 fach resp. 108 £ 7 fach starker exprimiert als P2X1R. Der mRNA-
Gehalt der beiden Purinozeptorsubtypen P2X, resp. P2Xs erwies sich als 47 t 4 fach
bzw. 42 + 8 fach gegenuber demjenigen fir P2X+R erhoht.

3.1.6. Expression ionotroper Purinozeptoren im MnPO neonataler Wistar-Ratten

Der Purinozeptorsubtyp P2Xs war in der Auswertung des hypothalamischen Kernge-
biets des MnPO frih-postnataler Wistar-Ratten am niedrigsten exprimiert. Die relative
MRNA-Expression der einzelnen ionotropen P2X-Rezeptoren in Relation zu P2Xs ist in
Abb. ERG 1D dargestellt. Im arithmetischen Mittel (n = 4) wurden fur die P2XR-Subtypen
P2X2, P2X4 resp. P2X7; 256 + 66 fach, 160 + 41 fach resp. 78 £ 9 fach hohere Expres-
sionsraten im Vergleich zum Kalibrator P2XsR ermittelt. Fur die Purinozeptorsubtypen
P2X4, P2X3 und P2Xe konnten deutlich geringere mRNA-Gehalte ermittelt werden, mit
Werten von 3 + 1 fach, 6 + 1 fach und 26 + 8 fach hoher als fur die mRNA des Kalibra-

tors.

3.1.7. Expression ionotroper Purinozeptoren in der neuroglialen MnPO-Primar-

kultur

Wie schon fir Gewebsproben des MnPO neonataler Ratten bestimmt, so wies auch in
der daraus gewonnenen Primarkultur der Rezeptorsubtyp P2Xs die geringste Expres-
sionsrate auf und wurde somit in der Analyse als Kalibrator eingesetzt. Der hochste Wert
konnte fur den P2X4R ermittelt werden, mit einer 72 + 6 fach ausgepragteren mRNA-
Expression verglichen mit derjenigen fir den P2XsR. In der Auswertung wurde erfasst,
dass die mRNA-Konzentrationen aller verbleibenden P2XR-Subtypen auf vergleichba-
rem Expressionsniveau 10 - 20 fach héher waren als diejenige fiur P2XsR. Sowohl fur
den Subtyp P2X2R als auch P2XsR wurde im arithmetischen Mittel (n=3) eine
20 + 3 fach hohere mRNA-Konzentration relativ zu derjenigen fur den P2XsR errechnet,
wahrend diejenigen fur P2X1R, P2X3R resp. P2X7R sich lediglich auf das 11 + 2 fache,

14 £ 3 fache resp. 14 t 1 fache beliefen (Abb. ERG 1F).
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3.1.8. AbschlieBende Betrachtung: Expression ionotroper Purinozeptoren im
MnPO

Sowohl den neonatalen als auch adulten, neuroglialen MnPO betreffend, zeigten sich die
Purinozeptorsubtypen P2Xo, P2X4, P2X7 sowie partiell auch P2Xes als dominant expri-
miert. Dabei ergaben sich hinsichtlich der Rangfolge marginal differentielle Expressions-
muster zwischen adultem (P2Xs = P2X7; > P2X> = P2Xs) vs. frih-postnatalem Status
(P2X2 = P2X4 > P2X7 > P2Xs) In der neuroglialen MnPO-Primarkultur hingegen wies der
P2X4R eindeutig das hdchste Expressionsniveau auf, mit gegentuber dem intakten MnPO
der neonatalen Tiere anteilmafig vermindertem mRNA-Gehalt fir den P2X2R. Ein abso-
luter Vergleich des mRNA-Gehaltes zwischen den drei verschiedenen Datensatzen
(hypothalamischer MnPO adulter bzw. neonataler Ratten, MnPO-spezifische Primarkul-
tur) war aus praparationsbedingten Grinden sowie aufgrund der jeweils geringen zur
Verfligung stehenden extrahierten RNA-Menge und dem daraus resultierenden Einsatz
unterschiedlicher RNA-Konzentrationen fir die gqRT-PCR (Kap. MM 2.8) nicht méglich.

3.1.9. Vergleichende Analyse der P2XR Expressionsmuster in ARC und MhPO

Der im direkten Vergleich der P2XR-Subtyp-spezifischen Expressionsmuster zwischen
den Kerngebieten ARC und MnPO der adulten Ratte auffalligste Unterschied ergab sich
hinsichtlich der ausgepragt hohen, relativen mRNA-Expression fur den P2X7-Purinozep-
torsubtyp im Bereich des MnPO, bei ansonsten dominanter Expression der P2X2-, P2Xs-
und P2Xs-Rezeptorsubtypen in beiden Nuclei. Auch wahrend des frih-postnatalen Ent-
wicklungsstadiums der Tiere wiesen beide Kerngebiete hohe Expressionsraten fur
P2X2R und P2X4R, der ARC auch noch fir P2XsR auf. In den auf diesem Alterstadium
der Ratten (4 - 6 Tage postnatal) etablierten Primarkulturen ergaben sich nach 3 - 4 tagi-
ger Kultivierung fur beide Kerngebiete eine relative Reduktion resp. Zunahme der
MRNA-Expression flr den P2X2R resp. P2X3R.
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adulter und neonataler Ratten, sowie in den neuroglialen Primérkulturen des
ARC bzw. MnPO (N =3 - 4)

Expression von P2Xi—P2X7 im ARC adulter Ratten. Kalibrator war der am niedrigsten expri-
mierte P2X-Rezeptorsubtyp (P2Xs)

Expression von P2Xi—-P2X7 im MnPO adulter Ratten. Kalibrator war der am niedrigsten
exprimierte P2X-Rezeptorsubtyp (P2X+1)

Expression von P2Xs — P2X7 im ARC neontaler Ratten. Kalibrator war der am niedrigsten expri-
mierte P2X-Rezeptorsubtyp (P2Xs)

Expression von P2X1 — P2X7 im MnPO neonataler Ratten. Kalibrator war der am niedrigsten expri-
mierte P2X-Rezeptorsubtyp (P2Xs)

Expression von P2X1— P2X7 in der ARC-Priméarkultur. Kalibrator war der am niedrigsten expri-
mierte P2X-Rezeptorsubtyp (P2Xs)

Expression von P2X1 — P2X7 in der MnPO-Primarkultur. Kalibrator war der am niedrigsten expri-
mierte P2X-Rezeptorsubtyp (P2Xs)
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3.2. Immunzytochemische Charakterisierung der neuroglialen Primarkultur

des Nucleus arcuatus

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde, neben den am Institut fur Veterinar-Physio-
logie und -Biochemie bereits etablierten Primarkulturen aus verschiedenen Kerngebieten
des Hypothalamus bzw. der Medulla oblongata neonataler Wistar-Ratten, fur die detail-
lierte Charakterisierung purinerger Rezeptorproteine de novo eine ARC-angereicherte,
neurogliale Primarkultur erarbeitet (Kap. MM 2.6.4). Wie schon erwahnt, dienten im
Rahmen der Praparation des bilateralen ARC aus coronalen, seriellen Vibratomschnitten
des frih-postnatalen Rattengehirns unter dem Binokular vor allem der V-IlI, der lensifor-

me DMH und die Eminentia mediana (EM oder ME) als wichtige “landmarks®.

Hinsichtlich der Etablierung einer neuroglialen ARC-Primarkultur in Form einer Mikrokul-
tur zur Minimierung der einzusetzenden Anzahl an neonatalen Ratten wurde die durch
mechanische und enzymatische Dissoziation erhaltene Zellsuspension (Kap. MM 2.4.2)
nach Erfassung der Zellzahl pro Volumeneinheit in einer Neubauer-Zahlkammer auf eine
Zelldichte von durchschnittlich 32.000 Zellen pro ml (ca. 13.000 Zellen pro Mikrokultur-
kammer) verdunnt. Nach 3 - 4 tagiger Kultivierung bis zur vollstandigen Differenzierung
der verschiedenen Zelltypen wurden einzelne “wells“ entweder der funktionellen Analyse
mittels Kalzium Ratio-Imaging (Kap. ERG 3.3) oder dem immunzytochemischen Nach-

weis ARC-spezifischer Neurotransmitter (“coding”) (Kap. ERG 3.2.2) zugefihrt.

3.2.1. Immunzytochemische Charakterisierung der neuroglialen Zelltypen in der
ARC-Primarkultur

Mit Hilfe von Primarantikorpern / -seren gegen Zelltyp-spezifische Markerproteine wur-
den die verschiedenen Zelltypen der neuroglialen Mischkultur typisiert. Dafur wurde der
absolute und prozentuale Anteil (Abb. ERG 3) an Neuronen, Astrozyten, Mikrogliazellen
und Oligodendrozyten immunzytochemisch in je einem “well“ von sieben verschiedenen
Zellpraparationen bestimmt. Im arithmetischen Mittel ergaben sich pro “well* der ARC-
Primarkultur 1.900 £ 170 Neurone (entspechend 34 %), 3.300 £ 250 Astrozyten (ca.
60 %) sowie 300 £ 95 mikrogliale Zellen (ca. 5 %) (Abb. ERG 2). Der prozentualen Antei-
le der in der ARC-Zellkultur vorkommenden Zelltypen ist in Abb.ERG 3 nochmals gra-
phisch dargestellt. Erstaunlicherwiese konnten - im Unterschied zu bis dato allen ande-
ren Primarkulturen des Hypothalamus bzw. der Medulla oblongata, keine Oligodendro-
zyten nachgewiesen werden (Hatzelmann, 2012; Hitzel, 2009; Ott et al., 2010; Wuchert
et al., 2008).
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Abb. ERG 2: Immunzytochemische Identifizierung der Zellen in der ARC-Primarkultur neo-
nataler Ratten

A: Indirekter Immunfluoreszenznachweis von Neuronen mittels monoklonalem mouse anti-MAP2a+2p
Antikérper. Als sekundarer Antikérper wurde Cy3™-gekoppeltes goat anti-mouse IgG eingesetzt
(rot).

B: Markierung von Astrozyten mittels polyklonalem rabbit anti-GFAP Antikdrper. Als sekundarer
Antikdrper wurde Alexa® 488 -gekoppeltes donkey anti-rabbit IgG eingesetzt (grin).

C: Identifizierung von Mikrogliazellen durch den monoklonalen mouse anti-CD68 Antikdrper. Als
sekundarer Antikorper fungierte Cy3™ -gekoppeltes goat anti-mouse 1gG (rot).

Die Markierung der Zellkerne erfolgte mit DAPI (blau). Der GroRenmarker entspricht 50 um.
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Abb. ERG 3: Prozentualer Anteil der immunzytochemisch nachgewiesenen Zelltypen in

der neuroglialen ARC-Priméarkultur

Die Ermittlung der prozentualen Anteile in der ARC-Zellkultur immunzytochemisch nachweisbarer Zell-
typen wurde mit Hilfe von Marker-spezifischen Antikdrpern / -seren durchgefihrt: Neurone (MAP2a+2p
immunopositiv, schwarzer Balken), Astrozyten (GFAP immunopositiv, dunkelgrauer Balken) und

Mikrogliazellen (ED1 immunopositiv, hellgrauer Balken) (N = 7). Oligodendrozyten und Endothelzellen
waren nicht nachweisbar.
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3.2.2. Immunhistochemischer Nachweis wichtiger Neurotransmittersysteme im

Nucleus arcuatus der adulten Ratte

Mit Hilfe der in Kap. MM 2.6.2 beschriebenen Methode der indirekten Immunfluoreszenz
wurden in transkardial fixierten coronalen Gehirnschnitten zwei Monate alter Ratten
(Kap. MM 2.6.5) auf der Ebene des ARC und der Hypophyse spezifische Markierungen
fur die Neuropeptide ACTH (resp. POMC), NPY, SOM, NT-1 und TH als Schlusselenzym
der Dopamin (DA) -Biosynthese detektiert.

Uberwiegend wurden die immunhistochemischen Markierungen fiir ACTH (resp. POMC)
als klar erkennbare Perikaryen sowie neuronale Punctata (potentielle Synapsen) und
kurze Faserstrukturen in den medialen und lateralen Aspekten des ARC (Abb. ERG 4),
sowie ACTH-positiver Somata in der Adenohypophyse (nicht gezeigt) beobachtet. Nach
quantitativer Auswertung von durchschnittlich sechs coronalen Gehirnschnitten auf der

Ebene des ARC von drei Ratten wurden im arithmethischen Mittel 13 £+ 6 ACTH-immun-

Abb. ERG 4: Immunhistochemischer Nachweis wichtiger Neurotransmitter- bzw. Neuro-
hormonsysteme im Nucleus arcuatus der adulten Ratte

Immunhistochemische Markierung wichtiger Neurotransmitter-Systeme in coronalen Gefrierschnitten
des perfusionsfixierten (4 % PFA) Gehirns adulter Ratten auf der Ebene des Nucleus arcuatus (ARC).

A: Indirekter Immunfluoreszenznachweis von POMC-immunpositiven Neuronen mittels polyklona-
lem rabbit anti-ACTH Antiserum und dopaminergen Neuronen mittels monoklonalem mouse anti-
TH Antikorper. Als sekundare Antikdrper wurde Cy3™-gekoppeltes donkey anti-rabbit 1gG (rot)
sowie Alexa® 488 -gekoppeltes donkey anti-mouse IgG (griin) eingesetzt.

B: Indirekter Immunfluoreszenznachweis NPY-immunpositiver Neurone mittels polykonalem rabbit
anti-NPY Antiserum. Als sekundarer Antikérper wurde Cy3™-gekoppeltes donkey anti-rabbit 1gG
eingesetzt (rot).

C: Indirekter Immunfluoreszenznachweis SOM-immunpositiver, neuronaler Fasern und Punctata
mittels polyklonalem rabbit anti-NPY Antiserum. Als sekundarer Antikorper wurde Cy3™-gekop-
peltes donkey anti-rabbit IgG eingesetzt (rot).

Die Markierung der Zellkerne erfolgte mit DAPI (blau). Der GroRenmarker entspricht 50 um.
Abkilrzungen: ARCd = Nucleus arcuatus dorsalis, ARCm = Nucleus arcuatus medialis, ARCI =
Nucleus arcuatus lateralis, ME = EM = Eminentia mediana, V-IIl = Ventriculus tertius cerebri
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positive Nervenzellen pro Gehirnschnitt und Ratte detektiert, wobei auf den medialen
(ARCm) resp. lateralen (ARCI) Bereich des ARC 8 £ 3 resp. 5 + 2 ACTH-erge Neurone
entfielen (Abb. ERG 4A).

Zur Dokumentation dopaminerger Neurone wurde ein monoklonaler, TH-spezifischer
Primarantikorper verwendet, und TH-immunpositive Zellen wurden u.a. in den dorsalen
und medialen Substrukturen des ARC, sowie offensichtlich Axonen im Bereich der EM
externa markiert (Abb. ERG 4A). Bei quantitativer Auswertung immunhistochemischer
Praparate mit Doppelmarkierung fir TH sowie ACTH in je sechs coronalen Gehirnschnit-
ten von drei Tieren konnten fir den gesamten ARC im arithmetischen Mittel 40 + 7
Zellen immunopositiv fir TH ermittelt werden, wobei 23 + 3, 13 £ 2 resp. 4 + 2 im dorsa-
len (ARCd), medialen (ARCm) resp. lateralen (ARCI) Bereich des Kerngebietes lokali-
siert werden konnten. Es ergab sich in keinem Fall eine Kolokalisation mit ACTH-ergen
Nervenzellen (Abb. ERG 4A).

Der Nachweis einer immunreaktiven NPY-Markierung (Abb. ERG 4B) in den mit 4 %
PFA transkardial perfundierten Rattengehirnen ermdglichte es nur in wenigen Fallen,
Perikaryen NPY-erger Neurone zu markieren, wohingegen Axone sowie Punctata im
Bereich des gesamten ARC sowie der EM in hoher Dichte demonstriert werden konnten.
Bei NPY handelt es sich um ein fragiles, enzymatisch sehr schnell abbaubares Neuro-
peptid, das sich im Zytosol des neuronalen Zellkérpers meist nur unter Bedingungen
einer in vivo erfolgten, intracerebroventrikularen Behandlung mit Colchizin immunhisto-
chemisch detektieren lasst (Hakansson et al., 1996). NPY-erge Neurone wirden dann
vor allem im ventromedialen ARC zu finden sein (Colldén et al., 2010; Meister et al.,
2006). Ahnlich verhielt es sich fir den immunhistochemischen Nachweis Somatostatin-
bzw. Neurotensin-positiver Neurone; auch in diesem Fall lieRen sich lediglich in post-
fixierten Gehirnschnitten mit den unter Kap. MM 2.6.5 aufgefuhrten polyklonalen anti-
SOM bzw. anti-NT1 Antiserum immunreaktive Fasern im mediolateral ARC sowie der
EM aufzeigen (Abb. ERG 4C).

3.2.3. Immunhistochemischer Nachweis wichtiger Neurotransmittersysteme in

der Primarkultur des Nucleus arcuatus

Nicht nur in immunhistochemischen Untersuchungen im Bereich des ARC adulter Ratten
(Kap. ERG 3.2.2) sondern vor allem auch in vergleichenden, immunzytochemischen
Studien an den Primarkulturen des frih-postnatalen ARC wurden Haufigkeiten und mog-
liche Kolokalisationen einiger fir den ARC typischen Neurotransmittersysteme (Chron-
wall, 1985; Chronwall & Zukowska, 2004; Cowley et al., 2003; Gruber & Callahan, 1989;
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Abb. ERG 5: Immunzytochemischer Nachweis von ACTH, NPY, NT1, SOM und TH in
Neuronen der ARC-Priméarkultur neonataler Ratten

Die Abbildungen der linken Spalte zeigen die immunzytochemische Markierung entweder fiir das
Neuronen-spezifische Markerprotein MAP2a+20 (A, D, G, J) oder Neuronen-spezifische Enolase (NSE)
(M). Als Priméarantikdrper /-seren dienten ein monoklonaler mouse anti-MAP2a+2 Antikdrper bzw. ein
polyklonales rabbit anti-NSE Antiserum; als Sekundarantikérper wurde Cy3™-gekoppeltes goat anti-
mouse IgG bzw. Cy3™-gekoppeltes donkey anti-rabbit IgG eingesetzt (rot).

Die Abbildungen der mittleren Spalte zeigen die immunzytochemische Markierung fur ACTH (B), NPY
(E), NT1 (H), SOM (K) und TH (N). Als Priméarantikérper/-seren dienten polyklonale rabbit anti-Neuro-
peptid Antisera und lediglich im Falle des TH-Nachweises ein monoklonaler mouse anti-TH Antikor-
per; als Sekundarantikdrper wurden Alexa® 488 -gekoppeltes donkey anti-rabbit bzw. anti-mouse IgG
(griin) eingesetzt.

Die Abbildungen der rechten Spalte zeigen die digitale Uberlagerung beider immunzytochemischen
Nachweise (Doppelmarkierungen), wodurch sich in einigen Fallen eine Markierung ergibt.

Die Markierung der Zellkerne erfolgte mit DAPI (blau). Der GroRenmarker entspricht 25 uym.

1989; Li & Pelletier, 1986) durch den Expressionsnachweis fur ACTH-, NPY-, NT1-,
SOM- bzw. TH-erge Neurone analysiert. Dabei sollte die jeweilige Haufigkeitsverteilung
zunachst der Zuordnung der genannten Transmitter- bzw. Neuromodulatorsysteme zu
bestimmten Neuronengruppen der ARC-angereicherten Primarkultur dienen. Dazu wur-
den in “wells* mehrerer Zellpraparationen im Rahmen immunzytochemischer Doppelmar-
kierungen einerseits die Anzahl MAP2a+2b- bzw. NSE-immunpositiver Zellen (= Neurone)
sowie andererseits die Anzahl der ein entsprechendes Neuropeptid synthetisierenden
Neurone bestimmt. Letztlich erfolgte dann eine mikroskopisch exakte Analyse und quan-
titative sowie prozentuale Ermittlung der doppelmarkierten Neurone (Abb. ERG 5; Tab.
ERG 1). Dabei konnte in einigen Fallen die zytosolisch-granulare Speicherung des
jeweiligen Neuropeptides im Bereich des Perikaryon, aber auch den “beaded structures*
der axonalen und / oder dendritischen Zellauslaufer sowie den offensichtlich Synpasen

reprasentierenden Punctata demonstriert werden (Abb. ERG 5).

FiUr jeden Versuchsansatz erfolgte die Bestimmung der Anzahl Neurotransmitter- bzw.
Neuronenmarker-positiver Zellen als arithmetischer Mittelwert (+ S.E.M.) von 6 - 9 analy-
sierten “wells®, basierend auf 5 - 7 Zellpraparationen, sowie der Errechnung des jeweils
prozentualen Anteils Neuropeptid bzw. TH exprimierender Neurone an der Gesamtzahl
immunzytochemisch identifizierter Neurone (Tab. ERG 1). In Abb.ERG 5 finden sich zu-
dem fur jede Doppelmarkierung flr neuronales Markerprotein und eines der genannten
Neuropeptide bzw. TH exemplarische Immunfluoreszenzaufnahmen. Im Gegensatz zur
zytosolisch uniformen Markierung des neuronalen Strukturproteins MAP2a+2p bzw. des
Neuronen-spezifischen Enzyms NSE (Abb. ERG 5A,D,G,J,M) zeigte die indirekte
Immunfluoreszenz fir den Nachweis der Neuropeptide oft positiv markierte zytosolische
Speichergranula bzw. potentielle Golgivesikel (z.B. Abb. ERG 5B,H,K).
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In der ARC-angereicherten Primarkultur erwiesen sich 94 + 30 und somit 4,5 £ 0,7 % der
durchschnittlich 1902 + 328 MAP2a+2p -immunopositiven Zellen, und damit Neurone, als
ACTH-erg. In sehr geringer Anzahl zeigten sich auch einige MAP2a+2p -immunonegative
Zellen als ACTH-positiv markiert. Dies konnte bedeuten, dass z.B. potentiell marginal
differenzierte Neurone nicht das Mikrotubuli-assoziierte Protein (2a+2b) exprimierten.
Der Anteil NPY-erger Neurone (294 + 55) an der Gesamtzahl aller immunzytochemisch
als MAP2.+2, exprimierende Neurone charakterisierten Zellen (2134 £ 304 pro “well*)
belief sich im Mittel (sieben Zellpraparationen, sieben “wells®) auf 15,0 + 3,3 %. Dabei
konnte das oft zu verzeichnende Phanomen aufgezeigt werden, dass u.a. fragile Neuro-
peptide wie das NPY sich immunhistochemisch zwar kaum zellular im Gewebsschnitt
(Kap. ERG 3.2.2), wohl aber immunzytochemisch in einer Primarkultur (oder generell
Zellkultur) nachweisen lassen, zurlckzufuhren auf den reduzierten oder verlangsamten
axonalen Transport des Neuropeptides. In sechs “wells“ aus funf Zellpraparationen zeig-
ten 433 + 108 Zellen und damit 17,3 £ 3,9 % aller immunzytochemisch charakterisierten
Neurone (2636 409 pro “well*) eine Expression des Neuromodulators NT1 (Abb. ERG
6G-I; Tab. ERG 2). Die Morphologie der NT1-positiven Neurone variierte von kleinvolu-

mig und rund bis zu mittelvolumig und multipolar.

Anzahl der Anteil der
Neuropeptid / . Anzahl der | Anzahl der
Neuropeptid : .
Neuronenmarker- | . b analysierten | Zellprapa-
. " immunpositiven 7 T :
immunopositiven Neurone [%] wells rationen
Zellen pro “well* °
ACTH 94 /1902 45+0,7 6 5
NPY 294 /2134 15,0+ 3,3 7 7
NT1 433/ 2636 17,3+ 3,9 6 5
SOM 215/ 2499 8,7+27 6 5
TH 186/ 1633 116+£15 9 7
Tab. ERG 1: Neuronale Expression verschiedener Neurotransmitter bzw. Neuromodulato-

ren in der ARC-angereicherten Primarkultur

Mittels indirekter Immunzytochemie und dem Einsatz fluorophorgekoppelter Sekundarantikbrper wur-
den Doppelmarkierungen fir den Nachweis (1) eines gut charakterisierten, Neuronen-spezifischen
Proteins (MAP2a+2o bzw. NSE) sowie (2) eines der Neuropeptide adrenocorticotrophes Hormon
(ACTH), Neuropeptid Y (NPY), Neurotensin (NT1) oder Somatostatin (SOM) sowie Tyrosinhydroxy-
lase (TH) als Schliissenenzym der Dopamin-Biosynthese durchgefihrt.

Die Anzahl der Neuronenmarker- sowie Neurotransmitter- immunpositiven Zellen (= Neurone) sind als
Mittelwerte dargestellt (Spalte 1), errechnet aus der Anzahl der analysierten “wells* (Spalte 3). Der
jeweils prozentuale Anteil doppelmarkierter Neurone, bezogen auf die Gesamtzahl ermittelter Neurone
(Spalte 2), ist als arithmetischer Mittelwert £+ S.E.M. der analysierten Anzahl an “wells* (Spalte 3)
dargestellt.
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Im Rahmen der Auswertung zur Doppelmarkierung SOM- und/oder MAP2a+2, immuno-
positiver Zellen der ARC-Primarkultur wurde bei 215 £ 93 SOM-immunreaktiven Zellen
pro “well“, basierend auf den Daten von sechs “wells* aus funf Zellpraparationen, ein
Prozentsatz von 8,7 + 2,7 % SOM-erger Neurone errechnet, bei einer mittleren Neuro-
nenanzahl pro “well* von 2499 + 389. Da fur den immunzytochemischen Nachweis der
Tyrosinhydroxylase ein monoklonaler mouse anti-TH Antikérper zum Einsatz kam, er-
folgte die Markierung aller Neurone mit einem polyklonalen rabbit anti-NSE Antiserum,
wobei im arithmetischen Mittel pro “well* 1633 + 231 NSE immunopositive Zellen ermit-
telt wurden. Bei gleichzeitiger Detektion von 186 + 37 flr TH-immunreaktiven Zellen,
errechnet aus den neun flr diese Versuchsreihe eingesetzten “wells“ aus sieben Zellpra-
parationen, ergab sich ein prozentualer Anteil TH-positiver Neurone von 11,6 £ 1,5 %
aller NSE immunpositiven Zellen. Wahrend MAP2.+2, sowohl im Soma als auch den
Dendriten, kaum jedoch axonal, lokalisiert werden konnte (Abb. ERG 5G), beschrankte
sich die Markierung fir NSE nahezu ausschlief3lich auf das Zytoplasma des Perikaryon
(Abb. ERG 5M).

Dopamin (DA) reprasentiert einen der markantesten “klassischen“ Neurotransmitter des
ZNS und vor allem des ARC, da die als TIDA oder A12 bezeichnete dopaminerge Neu-

ronengruppe dieses Kerngebietes als sehr bedeutsam fur die hypothalamische Kontrolle

Anzahl der TH-/ | Anteil der TH- Anteil der
: o , Anzahl der | Anzahl der
Neuropeptid- positiven Neuropeptid- . ..
. " : " analysierten | Zellprapa-
immunopositiven | Neuropeptid- | positiven TH- “wells* rationen
Zellen pro “well* | Neurone [%] Neurone [%]
ACTH 232 /139 0 0 4 4
NPY 208/ 326 27,8+6,5 43,7 + 10,2 6 6
NT1 164 /434 249+95 65,8 £ 25 4 4
SOM 293/ 251 28,1+11,0 241+94 4 4
Tab. ERG 2: Neuronale Expression verschiedener Neurotransmitter bzw. Neuromodulato-

ren in der ARC-angereicherten Primarkultur

Mittels indirekter Immunzytochemie und dem Einsatz fluorophorgekoppelter Sekundarantikbrper wur-
den Doppelmarkierungen fur den Nachweis (1) der Tyrosinhydroxylase (TH) als Schlisselenzym der
Dopamin-Biosynthese sowie (2) eines der Neuropeptide adrenocorticotrophes Hormon (ACTH),
Neuropeptid Y (NPY), Neurotensin (NT1) oder Somatostatin (SOM) durchgefiihrt.

Die Anzahlen der TH- bzw. / sowie Neuropeptid immunpositiven Zellen sind als Mittelwerte dargestellt
(Spalte 1), errechnet aus der Anzahl der analysierten “wells* (Spalte 4). Der jeweils prozentuale Anteil
doppelmarkierter Neurone, bezogen auf dopaminerge, TH-immunpositive Neurone (Spalte 3) bzw. auf
Neuropeptid-immunpositive Neurone (Spalte 2), ist als arithmetischer Mittelwert £ S.E.M. der analy-
sierten Anzahl an “wells* (Spalte 4) dargestellt.
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des HVL anzusehen ist (Kap. EIN 1.5.2). Im Rahmen der DA-Biosynthese katalsiert das
Enzym Tyrosinhydroxylase die Bildung von L-DOPA, als Vorstufe des DA, aus L-Tyrosin.
Wiederum durch Doppelmarkierungsstudien sollte daher analysiert werden, inwieweit
dopaminerge Neurone der ARC-Primarkultur, etabliert aus frih-postnatalem ARC-Gewe-
be, auch eines der schon beschriebenen, fur den ARC adulter Ratten ebenfalls klassi-
schen Neuropeptide ACTH, NPY, SOM oder NT1 exprimieren. Fur jeden Versuchsan-
satz erfolgte die Bestimmung der Anzahl TH- bzw. Neuropeptid-positiver Zellen als arith-
metischer Mittelwert (x S.E.M.) von 4 - 6 analysierten “wells“ aus ebenso vielen Zellpra-
parationen, sowie die Errechnung des jeweils prozentualen Anteils Neuropeptid expri-
mierender Neurone an der Gesamtzahl der TH-immunopositiven Neurone und vice versa
(Tab. ERG 2). Bei kombiniertem immunzytochemischen Nachweis fur TH und ACTH
wurden im arithmetischen Mittel Anzahlen von 139 + 24 ACTH- und 232 + 68 TH-immu-
nopositiven Neuronen pro “well“ ermittelt. Dabei ergab sich keine einzige zellulare Kolo-
kalisation, wie sowohl aus Tab. ERG 2 als auch Abb. ERG 6A-C in der exemplarischen
Einzeldarstellung entnommen werden kann. Dieses Ergebnis stimmt vollkommen mit den
fur den hypothalamischen ARC adulter Tiere an fixierten Gefrierschnitten des Hypo-
thalamus immunhistochemisch erhobenen Daten Uberein (Kap. ERG 3.2.2), und kann
als starkes Argument dafir angefihrt werden, dass die in vitro Primarkultur die in vivo

Situation selbst im adulten Tier hinreichend gut widerspiegelt (Kap. DIS 4.1).

Hinsichtlich der putativen Koexpression von TH mit NPY, analysiert in sechs “wells“ aus
sechs Zellpraparationen, ergab sich im Mittel die Detektion von 326 £ 37 NPY und 208 +
45 TH immunreaktiven Zellen, wobei eine hohe Koexpressisonsrate zu verzeichnen war.
So erwiesen sich ca. 44 % der dopaminergen Zellen als ebenfalls NPY immunopositiv,
bzw. ca. 28 % der NPY-ergen nutzten offensichtlich auch DA als Neurotransmitter ( Tab.
ERG 2; Abb. ERG 6D - F). Nahezu zwei Drittel aller 164 + 65 dopaminergen Neurone
der ARC-Primarkultur exprimierten auch den Neuromodulator Neurotensin, wahrend fur
ca. 25 % der 434 + 47 NT1-ergen Neurone pro “well* auch eine signifikante Expression
der Tyrosinhydroxylase nachweisbar war (Tab. ERG 2; Abb. ERG 6G - ). Das Dopamin
neuronaler Zellen des ARC reprasentiert den potentesten inhibiting Faktor zur Regula-
tion der PRL-Freisetzung, mit abgeschwachter Wirksamkeit hinsichtlich der TSH- und
ACTH-Freisetzung, aus endokrinen Zellen des HVL; Somatostatin hingegen hemmt vor-
nehmlich die adenohypophysare Sekretion von GH sowie auch von TSH und ACTH (Ari-
mura, 2000). Von allen 251 + 19 SOM immunopositiven Zellen der ARC-Primarkultur
erwiesen sich ca. 28 % auch als dopaminerg, wohingegen ca. 24 % der 293 + 51 dopa-
minergen ARC-Zellen auch SOM exprimierten (Tab. ERG 2; Abb. ERG 6J - L).
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Abb.ERG 6: Darstellung der Kolokalisation von dopaminergen Zellen mit ACTH, NPY, NT1
bzw. SOM in Zellen der ARC-Primarkultur neonataler Ratten

Die Abbildungen der linken Spalte zeigen die immunzytochemische Markierung fir ACTH (A), NPY
(D), NT1 (G) sowie SOM (J). Als Primarantiserum diente jeweils ein polyklonales rabbit anti-
Neuropeptid Antiserum; als Sekundarantikdrper wurden Cy3™-gekoppeltes donkey anti-rabbit 1gG
eingesetzt (rot).

Die Abbildungen der mittleren Spalte zeigen die immunzytochemische Markierung fir Tyosinhydro-
xylase (TH) (B, E, H, K). Als Primarantikorper diente ein monoklonaler mouse anti-TH Antikdrper; als
Sekundarantikérper wurden Alexa® 488 -gekoppeltes donkey anti-mouse IgG (griin) eingesetzt.

Die Abbildungen der rechten Spalte zeigen die digitale Uberlagerung beider immunzytochemischen
Nachweise (Doppelmarkierrungen), wodurch sich in einigen Féllen eine Markierung ergibt.

Die Markierung der Zellkerne erfolgte mit DAPI (blau). Der GroRenmarker entspricht 25 pm.
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3.3. Funktionelle Charakterisierung ionotroper Purinozeptoren in der ARC-

Primarkultur mittels Fura-2 Ratio-lmaging Technik

Die Fura-2 Ratio-Imaging Technik diente zur kontinuierlichen Detektion der [CaZ*]iz und
zur Untersuchung des Einflusses funktionell exprimierter, ionotroper P2X-Rezeptoren auf
diese. Die Dauer eines einzelnen Versuchs variierte, abhangig von der Anzahl der
Superfusionsstimulationen und der Lange der gewahlten Regenerationsintervalle, zwi-
schen 20 und 65 min, wobei pro Zellkulturkammer 15 - 30 Zellen, bei minimalen Zell-zu-
Zell Kontakten, analysiert werden konnten. Der endgultigen Analyse der Daten wurden

bestimmte Kriterien (Kap. MM 2.5.7) zu Grunde gelegt:
[1] Stabile Fluoreszenz Ratio-Werte des intrazellularen Fura-2.

[2] Erhdhung der ermittelten 340 / 380 nm Fluoreszenz Ratio-Werte fur Fura-2 auf einen

exogenen Stimulus um = 0,05 gegenuber der Basisline.

[3] Wiederholbarkeit der Agonist-induzierten Erhdhung der Ratio-Werte bei vergleichba-
rer Amplitude fir Versuche mit P2XR-Subtyp-spezifischen Antagonisten oder kalzi-
umfreier Lésung (Kap. ERG 3.3).

[4] Eindeutige, post-experimentelle immunzytochemische Identifikation der analysierten
Zellen (Kap. ERG 3.2).

3.3.1. Superfusionsstimulation der ARC-Primarkultur mit den Purinozeptorago-
nisten ATP, 2-MeSATP und a,-meATP bei RT

Die Fura-2 Ratio-Imaging Untersuchungen dienten dem Nachweis einer durch den endo-
genen Purinozeptoragonisten ATP sowie seine Analoga 2-MeSATP und a,-meATP
induzierbaren, intrazellularen Kalziumantwort in den Zelltypen der ARC-angereicherten
Primarkultur bei Raumtemperatur (RT). Hierfur wurden ATP, der gegen enzymatische
Hydrolyse stabilere Agonist 2-MeSATP sowie der P2X1- / P2X3-spezifische Ligand a,B-
meATP, wie in Kap. MM 2.5.6.1 erlautert, im randomisierten Verfahren sequentiell appli-
ziert. Aus funf Praparationen mit 14 analysierten “wells“ gingen nach den beschriebenen
Auswahlkriterien 144 Neurone, 204 Astrozyten und drei Mikrogliazellen in die Analyse
ein. Die Resultate, inklusive der statistischen Datenauswertung, sind vor allem fir Neuro-
ne und Astrozyten graphisch in Abb. ERG 7 dargestellt. Lediglich fur zwei Mikrogliazellen
konnten Daten erhoben werden, primar bedingt durch die geringe Anzahl an analysierten
Mikrogliazellen und nicht deren mangelnden Responsivitat, wie aus den recht markanten
Kalziumsignalen der beiden Mikrogliazellen mit ARatio-Werten von 0,18 - 0,27 zu erken-

nen war (nicht gezeigt).
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Von den untersuchten Neuronen erwiesen sich 5,6 % resp. 11,8 % mit mittleren
340/ 380 nm ARatio-Werten von 0,22 £ 0,09 (arithmetischer Mittelwert + S.E.M.) resp.
0,21 £ 0,07 als responsiv auf die Superfusionsstimulation mit ATP (10-¢ M) resp. 2-Me-
SATP (10-¢ M). Hinsichtlich der Superfusion mit a,-meATP in dquimolarer Konzentration
konnte kein neuronales Kalziumsignal hervorgerufen werden (Abb. ERG 7A,B). Im Rah-
men der Datenanalyse wurden signifikante Unterschiede zwischen den minimalen
ARatio-Werten nach Superfusionsstimulationen mit a,-meATP vs. ATP (* P <0,05)
sowie vs. 2-MeSATP (¥ P < 0,01) errechnet.

Etwa 24 % resp. 51,7 % der getesteten Astrozyten reagierten auf die Superfusionsstimu-
lation mit ATP resp. 2-MeSATP mit einer durchschnittlichen Anderung der 340/ 380 nm
ARatio-Werte von 0,17 + 0,01 resp. 0,21 £ 0,01. Lediglich ein einziger Astrozyt zeigte
nach Superfusion mit aquimolarem a,-meATP ein transientes Kalziumsignal Uber-
schwelliger Magnitude (ARatio-Wert > 0,05) (Abb. ERG 7A,D). Im Rahmen der statisti-
schen Auswertung wurden folglich hoch signifikante Unterschiede fur die 340/ 380 nm
ARatio-Werte nach Stimulation mit a,3-meATP-spezifischen Daten im direkten Vergleich
mit denen nach Stimulation mit ATP (*** P <0,001) resp. 2-MeSATP ## P < (0,001)
ermittelt. Exemplarisch werden in Abb. ERG 7C und 7D Einzelbeispiele fur den Zeitver-

lauf der Fluoreszenz Ratio-Werte eines Neurons sowie eines Astrozyten dargestellt.

Beim direkten Vergleich der drei Purinozeptoragonisten und ihrer Wirkungen in ein und
derselben Zelle zeigten sowohl bei Neuronen als auch Astrozyten etwa doppelt so viele
Zellen ein Uberschwelliges, intrazellulares Kalziumsignal auf die Superfusion mit 2-Me-
SATP als mit ATP (Abb.ERG 7A,B). Bis auf ein einziges Neuron konnten alle ATP-
responsiven Zellen auch durch aquimolare 2-MeSATP Applikation stimuliert werden. In
der Auspragung der mittleren Fluoreszenz Ratio-Anderungen wurden keine signifikanten
Unterschiede zwischen der Stimulation auf ATP und 2-MeSATP ermittelt. Superfusion
mit a,3-meATP in aquimolarer Konzentration hatte keinen Uberschwelligen Effekt auf die
Anderung der intrazelluldren Kalziumkonzentration in Neuronen und Astrozyten der
ARC-Primarkultur.

3.3.2. Superfusionsstimulation der ARC-Primarkultur bei KT mit den Purinozep-
toragonisten BzATP und 2-MeSATP

Im Rahmen des Nachweises einer funktionellen Expression der ionotropen P2X-Rezep-
torsubtypen P2X1 bzw. P2X7 in den Zelltypen der ARC-Primarkultur wurden in acht
“‘wells* aus vier Praparationen 89 Neurone, 104 Astrozyten und drei mikrogliale Zellen
auf ihre Responsivitat gegenliber dem P2X1- / P2X7-spezifischen Liganden BzATP sowie
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2-MeSATP bei RT untersucht. Nach sequentieller Superfusionenstimulation mit BzZATP
in den Konzentrationen 107 M und 106 M erfolgte die ebenfalls sequentielle Superfusion
der Zellen mit 2-MeSATP in aquimolaren Konzentrationen. Wahrend, wie schon in der
vorangegangenen Versuchsserie gezeigt, 19,1 % resp. 22,5 % der Neurone auf 2-
MeSATP mit einer Erhéhung der [Ca?*]iz, d.h. konzentrationsabhangig erhéhten 340 /
380 nm ARatio-Werten von 0,24 £ 0,05 resp. 0,36 + 0,11, reagierten, errechneten sich

aufgrund der Superfusion mit BzZATP lediglich ARatio-Werte von 0,12 + 0,04 resp. 0,11
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1+ 0,01 in 3,4 % resp. 4,5 % der ARC-Neurone (Abb. ERG 8A). Im Rahmen des direkten
Vergleichs neuronaler Antworten auf die beiden BzATP-Stimulationen war auffallig, dass
auf 107 M responsive Neurone auf die Stimulation mit 106 M nicht mehr reagierten und
vice versa, was auf ein hohes Mal} an Desensibilisierung hindeutet. Andererseits erwie-
sen sich jeweils zwei der auf BzZATP responsiven Neurone auch bei Superfusion mit 2-
MeSATP (106 M) als responsiv. Trotz der markanten Unterschiede hinsichtlich der
340 /380 nm ARatio-Werte nach Applikation von BzATP vs. 2-MeSATP konnte kein
statistisch signifikannter Unterschied ermittelt werden (P > 0,05), mdglicherweise basie-

rend auf der unterschiedlichen Anzahl ausgewerteter Zellen (4 vs. 20).

Die Astrozyten betreffend, konnte fir BzATP in der finalen Konzentration von 10" M
keine Erhdéhung der [Ca?*]iz mit ARatio-Werten > 0.05 festgestellt werden, wohingegen
6,7 % der untersuchten Astrozyten mit einer mittleren Fluoreszenz Ratio-Erhohung von
0,16 £ 0,03 auf die Superfusion mit 106 M BzATP antworteten (Abb. ERG 8C). Von die-
sen sieben Astrozyten zeigten sechs Zellen auch ein transientes Kalziumsignal auf beide
Superfusionen mit 2-MeSATP (Abb. ERG 8D). Insgesamt reagierten 73,1 % aller Astro-
zyten auf die niedrigere, resp. 80,8 % auf die hdhere 2-MeSATP Konzentration mit ei-
nem durchschnittlichen Ratio-Anstieg von 0,51 £ 0,04 resp. 0,53 £ 0,11. Im Vergleich der
Responsivitat der Astrozyten wurde also errechnet, dass die Anzahl der responsiven
Astrozyten bei Superfusion mit dem P2X-Agonisten 2-MeSATP in steigender Konzentra-
tion geringfligig, aber hoch signifikant (3% P < 0,001) anstieg. Es wurden hoch signifikan-

te Unterschiede (***/## P < 0,001) im statistischen Vergleich der ARatio-Werte nach

Abb. ERG 7: Superfusionsstimulation der ARC-Primarkultur mit den Purinozeptoragoni-
sten ATP, 2-MeSATP und a,-meATP in aquimolerer Konzentration bei RT

Das Balkendiagramm (A) zeigt den prozentualen Anteil sowie die absolute Anzahl der responsiven im
Bezug auf alle getesteten Neurone (schwarze Balken), Astrozyten (dunkelgraue Balken) und Mikro-
gliazellen (hellgraue Balken) nach Superfusionsstimulation mit (a) ATP, (b) 2-MeSATP und (¢) a,B-
meATP (c) in einer Konzentration von jeweils 10® M bei RT.

In Teilbild B resp. D sind die durchschnittlichen Erhdhungen der 340/ 380 nm Fluoreszenz Ratio-
Werte flir Neurone (B) resp. Astrozyten (D) nach Superfusionsstimulation mit (a) ATP, (b) 2-MeSATP
und (c) a,B-meATP als arithmetische Mittelwerte + S.E.M dargestellt. * / # /* kennzeichnen signifi-kante
Unterschiede zwischen den 340/380 nm Fluoreszenz Ratio-Anderungen fiir die drei Superfu-
sionsstimulationen (One-Way ANOVA in Kombination mit nichtparametrischem Kruskalis-Wallis Test
und Dunn’s Post-hoc Test; [*/#/% P < 0,05; **/# /% P < (,01; ***/## /%% P < 0,001]. Zahlen im
Bereich der Balken reprasentieren die Anzahl der responsiven Zellen nach jeder Superfusion,
[N] die Gesamtzahl der untersuchten Zellen.

Exemplarische Aufzeichnungen der 340/380 nm Fluoreszenz Ratio-Signale fir ein responsives
Neuron (C) resp. einen responsiven Astrozyten (E) nach randomisiert-sequentieller Superfusions-
stimulation mit (a) ATP, (b) 2-MeSATP und (c) a,f-meATP in einer Konzentration von jeweils 106 M
sowie finaler Superfusion mit kaliumreichem (KCI) Messpuffer.
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Applikation von 2-MeSATP in beiden Konzentrationen mit Daten nach BzATP Applikation
in 106 M Konzentration ermittelt (Abb. ERG 8C).

Exemplarisch werden in Abb. ERG 8B und 8D Einzelbeispiele fir den Zeitverlauf der
Fluoreszenz Ratio-Werte eines Neurons sowie eines Astrozyten dargestellt. Keine der
drei untersuchten Mikrogliazellen reagierte mit einer Erhdhung der [Ca?*]iz auf die Super-

fusion mit einem der beiden P2X-Agonisten.
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Abb. ERG 8: Superfusionsstimulation der ARC-Primarkultur mit den Purinozeptoragoni-

sten BzATP sowie 2-MeSATP bei KT

Die Balkendiagramme in A resp. C zeigen die durchschnittlichen Erhéhungen der 340 / 380 nm Fluo-
reszenz Ratio-Werte fir Neurone (A) resp. Astrozyten (C) nach Superfusionsstimulation mit (d*)
BzATP (107 M), (d) BzZATP (106 M), (b*) 2-MeSATP (107 M) und (b) 2-MeSATP (106 M) als arithme-
tische Mittelwerte + S.E.M. * / # / $ kennzeichnen signifikante Unterschiede zwischen den 340 / 380 nm
Fluoreszenz Ratio-Anderungen fir die jeweiligen Superfusionsstimulationen (One-Way ANOVA in
Kombination mit nichtparametrischem Kruskalis-Wallis Test und Dunn’s Post-hoc Test; [*/#/% P <
0,05; ** [ # [%% P < 0,01; ***/## /%% P < 0,001]. Zahlen im Bereich der Balken reprasentieren die
Anzahl der responsiven Zellen nach jeder Superfusion, [N] die Gesamtzahl der untersuchten Zellen.

Exemplarische Aufzeichnungen der 340 /380 nm Fluoreszenz Ratio-Signale fiir ein responsives
Neuron (B) resp. einen responsiven Astrozyten (D) nach sequentieller Superfusionsstimulation mit
(d*) BZATP (107 M), (d) BzATP (10¢ M), (b*) 2-MeSATP (107 M) und (b) 2-MeSATP (10¢ M) sowie
finaler Superfusion mit kaliumreichem (KCI) Messpuffer.
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3.3.3. Dosis-Wirkungs-Beziehung fiir die Purinozeptoragonisten ATP und 2-MeS-

ATP hinsichtlich intrazellularer Kalziumsignale

Nachdem dargestellt werden konnte, dass sowohl ATP als auch das biochemisch stabi-
lere 2-MeSATP in einer Konzentzration von 106 M in den drei untersuchten Zelltypen der
primaren ARC-Zellkulturen eine Anderung der intrazellularen Kalziumkonzentration indu-
zieren konnten, sollte eine Dosis-Wirkungs-Beziehung im Rahmen der Liganden-indu-
zierten Anderung der [Ca?*]iz erarbeitet werden. Dazu wurden mehrere “wells“ der ARC-
Primarkultur sequentiell mit jeweils nur einem der beiden P2-Rezeptoragonisten (ATP, 2-
MeSATP) in aufsteigender Konzentration (108 M, 107 M und 106 M) superfundiert (Kap.
MM 2.5.6.2). Fur die finale Auswertung wurden nur Zellen herangezogen, die bei der
letzten und hochsten Ligandenkonzentration (106 M) eine Fluoreszenz Ratio-Anderung
= 0,05 erzielten. Wurde bei diesen Zellen auf die vorherigen Stimuli bei 10- bzw. 100-
fach niedrigerer Ligandenkonzentration keine Responsivitat (ARatio < 0,05) nachgewie-
sen, so wurden deren ARatio-Werte als 0,001 in die Berechnung fur die mittleren
340 / 380 nm ARatio-Werte einbezogen. In Experimenten flir den ebenfalls in dieser Teil-
studie eingesetzten P2X1- / P2X3-Rezeptor-spezifischen Agonist a,f-meATP konnte auf-

grund nicht erfolgter Kalziumsignale keine Zelle in die Auswertung Gbernommen werden.

3.3.3.1. Dosis-Wirkungs-Beziehung fiir 2-MeSATP bei RT

Zur Bestimmung einer dosisabhangigen, durch 2-MeSATP induzierten Erhéhung der
[CaZ*]iz wurden die Zellen aus vier Praparationen mit sieben analysierten “wells“ in auf-
steigender Konzentration mit 2-MeSATP bei Raumtemperatur (RT) superfundiert. In die
endgultige Auswertung gingen 94 Neurone, 68 Gliazellen astrozytaren Ursprungs und
sechs Mikrogliazellen ein. Die graphische Darstellung sowohl des prozentualen Anteils,
als auch der Anzahl der responsiven Zellen werden fur alle drei untersuchten Zelltypen in
Abb. ERG 9A gezeigt. Auf die logarithmisch ansteigenden 2-MeSATP Konzentrationen
reagierten 2,1 %, 10,6 % resp. 16,0 % der Neurone mit einem dosisabhangig und insge-
samt hoch signifikanten Anstieg der [Ca?*]iz (*** P < 0,001; Vergleich b** mit b). Wie aus
den Balkendiagrammen in Abb. ERG 9B zu entnehmen ist, wurden die Daten experi-
mentell als mittlere ARatio-Werte der Fluoreszenz von 0,02 (108 M), 0,09 + 0,02 (107 M)
resp. 0,15 £ 0,02 (106 M) ermittelt.
Eine Dosis-Wirkungs-Beziehung fur 2-MeSATP wurde ebenfalls fur Astrozyten nachge-
wiesen. In der Endauswertung zeigten 7,4 %, 54,4 % resp. 72,1 % der getesteten Astro-
zyten mit durchschnittlichen ARatio-Werten von 0,01 £ 0,01 (108 M), 0,12 £ 0,01 (10" M)
resp. 0,17 £ 0,01 (10 M) dosisabhangig in signifikanter bis hoch signifikanter Weise
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transiente Erhdhungen der intrazellularen Kalziumsignale (Abb. ERG 9A,D). Exempla-
risch werden in Abb. ERG 9C und 9E Einzelbeispiele fur den Zeitverlauf der Fluoreszenz
Ratio-Werte eines Neurons sowie eines Astrozyten dargestellt. Keine der sechs Mikro-
gliazellen reagierte mit einem Anstieg der [Ca?*]iz auf die Superfusion mit 108 M 2-Me-
SATP. Wahrend der nachfolgenden Superfusion mit 2-MeSATP in 10- bzw. 100-fach
hdherer Konzentration zeigte eine (16,7 %) resp. zwei (33,3 %) Mikrogliazellen markante

intrazellulare Kalziumsignale mit ARatio-Werten von 0,24 resp. 0,45.

In der Endauswertung wurde ermittelt, dass bei steigender Konzentration des Agonisten
2-MeSATP der prozentuale Anteil an responsiven Zellen bei Neuronen und Astrozyten
deutlich anstieg, wobei sich quantitativ im direkten Vergleich die Astrozyten als der reak-
tivere Zelltyp darstellten. Eine Dosisabhangigkeit kann fur beide Zelltypen der ARC-Pri-
markultur eindeutig konstatiert werden. Die ausgepragten Kalziumsignale bei den weni-
gen analysierten Mikrogliazellen deuten auch fir diesen Zelltyp auf eine Rolle purinerger
Rezeptorproteine hin. Da in Einzelfallen sowohl bei Neuronen als auch Astrozyten wah-
rend des Versuchsverlaufes jedoch eine negative Dosisabhangigkeit zu verzeichnen
war, was auf mogliche Desensibilisierungsphanomene hinweist, sollte dieser Frage in
einer separaten Teilstudie mit repetitiver, aguimolarer Applikation des P2X-Purinozeptor-
agonist 2-MeSATP nachgegangen werden (Kap. ERG 3.3.4).

3.3.3.2. Dosis-Wirkungs-Beziehung fiir ATP bei RT

Zusatzlich zur Erstellung der Dosis-Wirkungs-Beziehung bei Superfusionsstimulation mit
2-MeSATP wurden ARC-Primarkulturzellen aus vier Praparationen mit finf “wells® in
mikrospektrofluorimetrischen Untersuchungen auf eine Dosis-Wirkungs-Beziehung flr
endogenes ATP und eine Anderung der [Ca2*]iz analysiert. In dieser Studie wurden 57
Neurone, 56 Astrozyten und sieben Mikrogliazellen in die endgultige Auswertung aufge-
nommen. In den Experimenten wurde keine responsive Mikrogliazelle auf die Superfus-
ion mit ATP ermittelt. Auf die Superfusion von ATP in aufsteigender (10-% bis 10 M)
Konzentration erwiesen sich eine, zwei bzw. 12 (21,1 %) aller getesteten Neurone als
responsiv, wobei sich gemittelte ARatio-Werte (inkl. der 0,001 Werte nicht als responsiv
gewerteter Zellen, da P < 0,05) von 0,01 resp. 0,01 + 0,01 resp. 0,20 + 0,05 ergaben. Die
Auswertung bei den Astrozyten ergab ein nahezu identisches Bild; bei Superfusion mit
108 M sowie 107 M ATP konnte eine marginale Reaktion fiir lediglich eine resp. zwei
Zellen (ARatio-Werte ca. 0,08) ermittelt werden. Erst auf Superfusionsstimulation mit
106 M ATP wiesen 50,0 % aller getesteten Astrozyten liberschwellige intrazellulare Kal-

ziumsignale mit einem mittleren Fluoreszenz Ratio-Anstieg von 0,24 £ 0,3 auf, vergleich-
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bar zu den in Kap. ERG 3.2.1 bzw. 3.2.2 erhaltenen Daten. Fir Neurone wie auch Astro-
zyten konnten somit dosisabhangig (hoch) signifikante Unterschiede (*** / ## P < 0,001)
der gemittelten ARatio-Werte fir ATP-Konzentrationen von 10-® bzw. 107 M, verglichen
mit denjenigen bei 10 M ATP ermittelt (keine Abbildung). Dabei kann einerseits konsta-
tiert werden, dass ATP wahrscheinlich aufgrund ausgepragter Hydrolyse lediglich in der
Konzentration von 10-¢ M wirksam war und andererseits mogliche Degradationsprodukte

(ADP, Adenosin) nicht zu einer Erhéhung der [Ca?*]iz fUhrten.
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3.3.4. Repetitive Superfusionsstimulation der ARC-Primarkultur mit ATP bzw. 2-

MeSATP in aquimolaren Konzentrationen

lonotrope P2X-Rezeptoren zeigen hinsichtlich ihres Aktivierungsprofils Subtyp-spezifisch
ein fehlendes, langsames oder schnelles Desensibilisierungsverhalten. Um das Desen-
sibilisierungsphanomen quantitativ zu erfassen, wurde das Antwortverhalten der Zellen
in der ARC-Primarkultur in Superfusionsuntersuchungen mit repetitiv (3x) appliziertem,
aquimolaren ATP resp. 2-MeSATP (10¢ M) bei Raumtemperatur analysiert (Kap. ERG
3.3.4.1 und 3.3.4.3). Da alle weiteren Studien ab Kap. ERG 3.3.6 zudem bei einer Mess-
puffer-Temperatur von 36,0 + 0,3 °C erfolgten, wurde konform zu dem in Kap. MM
2.5.6.3 skizzierten Experiment mit repetitiver Superfusionsstimulation bei simulierter,
physiologischer Koérperkerntemperatur der Ratte (KT; 36-37°C) fir 2-MeSATP (10° M)
eine weitere Versuchsreihe mit dreimaliger Wiederholung der Superfusionsstimulation
erarbeitet (Kap. ERG 3.3.4.2). Dieses Teilexperiment in der ARC-Primarkultur stellte
daruber hinaus die Grundlage nachfolgender Versuchsreihen mit generalisierten resp.
Subtyp-spezifischen Purinozeptorantagonisten fur die weitere pharmakologische Charak-
terisierung potentiell exprimierter P2X-Rezeptorsubtypen dar. Nach abgeschlossener
Datenauswertung konnten Neurone, Astrozyten und einige Mikrogliazellen der ARC-Pri-
markultur, basierend auf ihrem Desensibilisierungsverhalten nach repetitiver Superfusion
mit 2-MeSATP (10® M) - vergleichbar den in vorangegangenen Arbeiten mit einer
MnPO-spezifischen neuroglialen Primarkultur (Hitzel, 2009) erhaltenen Daten - in zwei

Kategorien (Gruppen) eingeteilt werden :

Abb. ERG 9: Superfusionsstimulation der ARC-Primarkultur mit dem Purinozeptorago-
nisten 2-MeSATP in aufsteigender Konzentration (Dosisabhangigkeit) bei RT

Das Balkendiagramm (A) zeigt den prozentualen Anteil sowie die absolute Anzahl der responsiven im
Bezug auf alle getesteten Neurone (schwarzer Balken), Astrozyten (dunkelgrauer Balken) und
Mikrogliazellen (hellgrauer Balken) nach Superfusionsstimulation mit 2-MeSATP in Konzentrationen
von 108 M (b**), 107 M (b*) und 10 M (b) bei RT.

In Teilbild B resp. D sind die durchschnittlichen Erhéhungen der 340 / 380 nm Fluoreszenz Ratio-
Werte fur Neurone (B) resp. Astrozyten (D) nach Superfusionsstimulation mit 2-MeSATP in Konzen-
trationen von 108 M (b**), 107 M (b*) resp. 10® M (b) als arithmetische Mittelwerte + S.E.M darge-
stellt. */#3% kennzeichnen signifikante Unterschiede zwischen den 340 / 380 nm Fluoreszenz Ratio-
Anderungen fir die drei Superfusionsstimulationen (One-Way ANOVA in Kombination mit nicht-
parametrischem Kruskalis-Wallis Test und Dunn’s Post-hoc Test; [*/#/% P <0,05; **/# /% P < 0,01;
*xx [ #4# [ 835 P < (0,001]. Zahlen im Bereich der Balken reprasentieren die Anzahl der responsiven
Zellen nach jeder Superfusion, [N] die Gesamtzahl der untersuchten Zellen.

Exemplarische Aufzeichnungen der 340 /380 nm Fluoreszenz Ratio-Signale fir ein responsives
Neuron (C) resp. einen responsiven Astrozyten (E) nach Superfusionsstimulation mit 2-MeSATP in
aufsteigender Konzentrationen von 10 M (b**), 107 M (b*), 106 M (b) sowie finaler Superfusion mit
kaliumreichem (KCI) Messpuffer.
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[1] In die “Desensibilisierungsgruppe” (high degree of desensitization, HDD) wurde eine
Zelle eingeordnet, die auf den ersten Superfusionsstimulus mit einem ausgepragten,
Uberschwelligen Kalziumsignal (ARatio-Wert >> 0,05), auf den dritten jedoch mit
einem weit unterschwelligen (ARatio-Wert < 0,05) bzw. nicht mehr nachweisbaren
Kalziumsignal reagierte. Fur die statistische Auswertung wurde in diesen Fallen ein
340 / 380 nm ARatio-Wert von 0,001 eingesetzt.

[2] Der “repetitiv responsiven Gruppe® (low degree of desensitization, LDD) wurde eine
Zelle zugeordnet, die sich durch die dreimalig wiederholbare Responsivitat in Form

eines Uberschwelligen Kalziumsignals auszeichnete.

3.3.4.1. Repetitive Superfusionsstimulation mit 2-MeSATP bei RT

Im Rahmen der Untersuchung des Desensibilisierungsverhaltens der durch 2-MeSATP
induzierten intrazellularen Kalziumsignale wurden in zwolf “wells* aus acht Praparationen
192 Neurone, 163 Astrozyten und flnf Mikrogliazellen bei Raumtemperatur (RT) auf ihre
repetitive Responsivitat hin analysiert. Die Ergebnisse, inklusive der statistischen Aus-
wertung sind fur beide Antwortmuster in Abb. ERG 10A,B graphisch dargestellt; die
gemittelten 340 / 380 nm Fluoreszenz Ratio-Anderungen fir die untersuchten Zelltypen
der LDD-Gruppe werden in Tab. ERG 3 aufgeflhrt.

Neurone: Von den 192 immunzytochemisch identifizierten Neuronen zeigten 33 (17,2 %)
eine eindeutige Stimulation der 340 / 380 nm Fluoreszenz Ratio in Folge der primaren
Superfusion mit 2-MeSATP. Dabei wurden 19 Neurone aufgrund der zuvor genannten

Kriterien in die HDD-Gruppe und 14 Neurone in die LDD-Gruppe aufgenommen.

Die 19 Neurone der Desensibilisierungsgruppe HDD zeigten lediglich auf die erste
Superfusionsstimulation mit 106 M 2-MeSATP eine mittlere 340 / 380 nm Fluoreszenz
Ratio-Anderung von 0,11 + 0,01, wahrend auf die zweite Stimulation nur noch finf Neu-
rone mit einer lUberschwelligen Erhéhung der [Ca?*]iz auf den purinergen Agonisten ant-
worteten. Inklusive der einheitlich auf 0,001 gesetzten ARatio-Werte der verbliebenen 14
Neurone ergab sich somit im arithmetischen Mittel ein ARatio-Wert von 0,02 + 0,01 (Abb.
ERG 10B). Auf die dritte Superfusionsstimulation konnte fiir kein Neuron eine Anderung
der Fluoreszenz Ratio mehr nachgewiesen werden. Im Rahmen der statistischen Aus-
wertung wurden folglich hoch signifikante Unterschiede zwischen den 340 /380 nm
ARatio-Werten nach der ersten Stimulation mit 2-MeSATP und denen nach der zweiten
(*** P < 0,001) resp. dritten aquimolaren Stimulation (3% P < 0,001) ermittelt (Abb. ERG
10B). Exemplarisch wird in Abb. ERG 10D ein Einzelbeispiel fur den Zeitverlauf der

340 / 380 nm Ratio-Werte eines Neurons der HDD-Gruppe dargestellt.
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In den 14 ARC-Neuronen der repetitiv responsiven LDD-Gruppe induzierten die primare,
sekundare resp. tertidre Superfusionsstimulation mit 2-MeSATP (106 M) transiente intra-
zellulare Kalziumsignale mit ARatio-Werten von 0,17 £ 0,06 resp. 0,13 £ 0,04 sowie
0,11 £ 0,03 (Tab. ERG 3). Im Rahmen der statistischen Analyse konnte kein signifikanter
Unterschied hinsichtlich der mittleren Amplituden der jeweils erzielten maximalen [Ca?*]iz
ermittelt werden (P = 0,05) (Abb. ERG 10A). Ein Einzelbeispiel fur den Zeitverlauf der
340/ 380 nm Ratio-Werte eines Neurons der LDD-Gruppe wird exemplarisch in Abb.
ERG 10C dargestellt. Im statistischen Vergleich der Fluoreszenz Ratio-Anderungen als
Antwort auf die erste Superfusionsstimulation beider Zellgruppen (HDD vs. LDD) (para-
meterfreier Mann-Whitney Rangsummentest) wurde kein signifikanter Unterschied (P =
0,05) errechnet.

1. Stimulation 2. Stimulation 3. Stimulation
2-MeSATP 2-MeSATP 2-MeSATP
Neurone 0,17 £ 0,06 0,13+ 0,04 0,11+ 0,03
Astrozyten 0,34 + 0,02 0,21 £ 0,02 0,18 £ 0,01
Mikroglia 0,27 0,16 0,11
Tab. ERG 3: Fura-2 Fluoreszenz Ratio-Anderungen responsiver Zellen der ARC-Primirkul-

tur nach repetitiver Superfusionsstimulation mit 2-MeSATP

Erhéhung der intrazellularen Kalziumkonzentration - gemessen als 340/ 380 ARatio-Werte (Fura-2)
und dargestellt als arithmetische Mittelwerte + S.E.M. - in Neuronen (n = 14), Astrozyten (n = 65) und
Mikrogliazellen (n = 1) der “repetitiv responsiven Gruppe®“ der ARC-Primarkultur (LDD-Gruppe) nach
repetitiver Superfusionsstimulation mit 2-MeSATP (106 M) fir jeweils drei min bei acht-minltigen
Waschintervallen.

Astrozyten: Von den 163 post-experimentell eindeutig als Astrozyten charakterisierten
Zellen der ARC-Primarkultur zeigten 97 (59,5 %) auf die primare Superfusionsstimulation
mit 2-MeSATP eine Uberschwellige Erhéhung der [Ca?*]iz. Dabei wurden 32 Astrozyten
aufgrund der zuvor genannten Kriterien der HDD-Gruppe und 65 Astrozyten der LDD-
Gruppe zugeordnet. Wahrend also flr die ARC-Neurone die Anteile an HDD : LDD
Zellen 58 :42 % betrugen, ergab sich fir die ARC-Astrozyten ein Verhaltnis von
33: 67 %.

Im Rahmen der wiederholten Superfusion mit 2-MeSATP in aquimolarer Konzentration
(106 M) reagierten die Astrozyten der Desensibilisierungsgruppe HDD mit einer mittleren
Fluoreszenz Ratio-Anderung von 0,13 + 0,01 auf die primére Stimulation, wahrend nur

noch funf Astrozyten auf die zweite (mittlerer ARatio-Wert inkl. der 27 nicht-reaktiven
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Zellen: 0,08 £ 0,01) bzw. kein Astrozyt auf die dritte Stimulation mit einem Kalziumsignal
antwortete(n) (Abb. ERG 10B). Die statistische Auswertung ergab folglich hoch signifi-
kante Unterschiede flir den direkten Vergleich der 340 / 380 nm ARatio-Werte der Kalzi-
umsignale zwischen dem ersten sowie dem zweiten (*** P <0,001) oder dritten (%%
P <0,001) 2-MeSATP Stimulus (Abb. ERG 10B). Exemplarisch wird in Abb. ERG 10F
ein Einzelbeispiel fur den Zeitverlauf der 340 / 380 nm Ratio-Werte eines Astrozyten der

HDD-Gruppe dargestelit.

Die 65 der LDD-Gruppe zugehérigen Astrozyten demonstrierten wahrend der drei se-
quentiell durchgefiihrten Superfusionsstimulationen mit 2-MeSATP (10-¢ M) mittlere 340 /
380 nm ARatio-Werte von 0,34 £ 0,02 resp. 0,21 £ 0,02 sowie 0,18 + 0,01 (Abb. ERG
10A; Tab. ERG 3). Im Unterschied zur Datenlage bei den Neuronen der ARC-Primarkul-
tur erwies sich bei den Astrozyten die Erhéhung der [Ca?*]iz nach der zweiten sowie
dritten Stimulationsperiode als hoch signifikant gegenuber den ARatio-Werten der ersten
Superfusion mit 2-MeSATP reduziert (*** / %% P < 0,001). Beziiglich des Zeitverlaufs der
340 /380 nm Ratio-Werte eines Astrozyten der LDD-Gruppe wird ein Einzelbeispiel
exemplarisch in Abb. ERG 10E dargestellt. Im statistischen Vergleich der Fluoreszenz
Ratio-Anderungen als Antwort auf die erste Superfusionsstimulation beider Zellgruppen
(HDD vs. LDD) (parameterfreier Mann-Whitney Rangsummentest) wurde ein hoch signi-
fikanter Unterschied (P < 0,001) ermittelt.

Mikrogliazellen: Von den funf analysierten Mikrogliazellen der ARC-Primarkultur erwies

sich lediglich eine als 2-MeSATP responsiv und wurde aufgrund der sequentiell induzier-
ten ARario-Werte von 0,27 resp. 0,16 resp. 0,11 in die repetitiv responsive Gruppe (LDD)
eingeordnet (Abb. ERG 10A; Tab. ERG 3).

3.3.4.2. Repetitive Superfusionsstimulation mit 2-MeSATP bei KT

Analog zu den unter Kap. ERG 3.3.4.1 dargestellten, repetitiven Superfusionsstimulatio-
nen der ARC-Primarkultur mit 2-MeSATP (10¢ M) bei RT wurde in limitiertem Umfang
eine Studie zur repetitiven, Agonist-induzierten Anderung der [Ca2*]iz mit &quimolarem 2-
MeSATP bei 36 - 37°C, der Korperkerntemperatur der Ratte, durchgefuhrt. Auf eine gra-
phische sowie tabellarische Darstellung der Resultate wurde verzichtet. Aus Analysen an
jeweils einem “well“ dreier Praparationen gingen insgesamt 26 Neurone und 29 Astrozy-

ten in die Auswertung ein.

Neurone: Nach den beschriebenen Kriterien (Kap. ERG 3.3.4) wurden von den bei pri-
marer Stimulation Uberschwellig aktivierten vier Neuronen (15,3 %) drei der Desensibili-

sierungsgruppe HDD und ein Neuron der repetitiv responsiven Gruppe LDD zugeordnet.
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Abb.ERG 10: Repetitive Superfusionsstimulation der ARC-Primarkultur mit dem Purino-

zeptoragonisten 2-MeSATP in konstanter Konzentration

Die Balkendiagramme in Teilbild A und B zeigen die durchschnittlichen Erhéhungen der 340 / 380 nm
Fluoreszenz Ratio-Werte flir Neurone (schwarzer Balken), Astrozyten (dunkelgrauer Balken) und
Mikrogliazellen (hellgrauer Balken) nach repetitiver (3 x) Superfusionsstimulation mit (b) 2-MeSATP
(10° M) bei Raumtemperatur (RT). Je nach Antwortverhalten wurden die ARC-Zellen entweder der
“Desensibilisierungsgruppe” HDD (B, D, F) oder der “repetitiv responsiven Gruppe“ LDD Gruppe (A,
C, E) zugeordnet. Die ARatio-Werte sind als arithmetische Mittelwerte + S.E.M dargestellt. */#/$
kennzeichnen signifikante Unterschiede zwischen den 340 / 380 nm Fluoreszenz Ratio-Anderungen
fur die drei sequentiellen Superfusionsstimulationen (One-Way ANOVA in Kombination mit nicht-
parametrischem Kruskalis-Wallis Test und Dunn’s Post-hoc Test; [*/#/% P < 0,05; **/# /% P <0,01;
x| #5585 P < 0,001].

Exemplarische Aufzeichnungen der 340/ 380 nm Fluoreszenz Ratio-Signale flr je ein responsives
Neuron (C,D) resp. einen responsiven Astrozyten (E,F) der HDD (D, F) bzw. LDD (C, E) Gruppe nach
dreifacher Superfusionsstimulation mit (b) 2-MeSATP (106 M) sowie finaler Superfusion mit kaliumrei-
chem (KCI) Messpuffer.
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Wahrend auf die erste Superfusion mit 2-MeSATP die HDD-Neurone einen Anstieg der
mittleren 340 / 380 nm Fluoreszenz Ratio von 0,16 + 0,03 zeigten, reagierte auf die fol-
gende Superfusion nur noch ein Neuron, bei einem gemittelten ARatio-Wert der Popula-
tion von 0,02 £ 0,01. Auf die dritte Superfusionsstimulation konnte gemafy Kriterium
keine Anderung der Fluoreszenz Ratio bei den charakterisierten Neuronen mehr nachge-
wiesen werden. Das singulare Neuron der LDD-Gruppe zeigte ein ausgepragtes intrazel-
luldares Kalziumsignal nach Erststimulation (ARatio-Wert: 0,29) mit nachfolgender Re-
duktion auf 0,14 resp. 0,13.

Astrozyten: Ein hoher Prozentsatz (79,3 %) der purinerg stimulierten ARC-Astrozyten
wies ein ausgepragtes Kalziumsignal aufgrund der primaren Superfusionsstimulation auf.
Letztlich konnten 22 dieser Astrozyten der Kategorie mit repetitiver Stimulierbarkeit
(LDD-Gruppe) und lediglich eine Gliazelle der HDD-Gruppe mit markanter Desensibilisie-
rung zugeteilt werden. Dieser singulare Astrozyt zeigte lediglich bei Erst- und Zweitstimu-
lation ARatio-Werte von 0,27 resp. 0,11. Die zahlreichen Astrozyten der LDD-Gruppe
reagierten auf die dreimalige Aktivierung durch 2-MeSATP mit mittleren Erhéhungen der
340/ 380 nm Fluoreszenz Ratio von 0,29 + 0,02, resp. 0,22 + 0,02 sowie 0,20 + 0,02;
wobei sich die ARatio-Werte der zweiten und dritten Stimulationsperiode gegenuber

denen der ersten als signifikant erniedrigt erwiesen (P < 0,001).

3.3.4.3. Repetitive Superfusionsstimulation mit ATP bei RT

Im Rahmen der Untersuchung des Desensibilisierungsverhaltens der P2X-Rezeptorsub-
typen nach Superfusionsstimulation wurden in neun "wells" aus acht Praparationen 105
Neurone, 134 Astrozyten und acht Mikrogliazellen auf ihre repetitive Responsivitat

gegenliber dem endogenen Purinozeptoragonist ATP (106 M) bei RT untersucht.

Neurone: Von diesen 105 Neuronen reagierten 20 Neurone (19,0 %) auf mindestens
eine ATP-erge Superfusionsperiode mit einem Uberschwelligen, intrazellularen Kalzium-
signal. Dabei wurden 15 Neurone aufgrund der zuvor genannten Kriterien in die HDD-

Gruppe und lediglich 5 Neurone in die LDD-Gruppe aufgenommen.

Die Neurone mit starkem Desensibilisierungsverhalten zeigten auf die primare Superfu-
sionsstimulation mit ATP (106 M) hin ARatio-Werte von 0,13 £ 0,01, wahrend lediglich
zwei der 15 Zellen auch auf die zweite und kein einziges Neuron auf die dritte purinerge
Stimulation mit einer Erhéhung der [Ca?*]iz antwortete(n). Im Falle der zweiten Super-
fusion mit ATP konnte - inkl. der 0,001 ARatio-Werte flr nicht als responsiv gewertete
zellulare Antworten (< 0,05) - eine mittlere Fluoreszenz Ratio-Anderung von lediglich

0,02 + 0,01 errechnet werden. Im Rahmen der statistischen Auswertung wurden folglich
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hoch signifikante Unterschiede fur die 340 / 380 nm ARatio-Werte nach der ersten ATP-
ergen Stimulation im direkten Vergleich mit der zweiten (P < 0,001) resp. dritten aquimo-

laren Stimulation (P < 0,001) ermittelt werden.

Die funf Neurone der LDD-Gruppe demonstrierten wahrend aller drei Stimulationsperio-
den mit 10 M ATP im Superfusat markante intrazellulare Kalziumsignale, mit 340 / 380
nm ARatio-Werten von 0,21 £ 0,09, resp. 0,15 £ 0,05 bzw. 0,14 + 0,05. Dabei ergab die
statistische Analyse keine signifikanten Unterschiede zwischen den drei Daten-Pools
(P > 0,05).

Astrozyten: Nahezu ein Drittel (31,4 %) aller getesteten ARC-Astrozyten erwies sich als
responsiv nach Aktivierung durch ATP (106 M). Vergleichbar zu den in Kap. ERG 3.3.4.1
mit repetitiver Applikation des Purinozeptoragonisten 2-MeSATP erhaltenen Daten konn-
te von den ATP-responsiven Astrozyten die Majoritat (61,9 %) der LDD-Gruppe zugeord-
net werden, im Gegensatz zu lediglich 25 % der Neurone (siehe oben). Fur diese 26
ARC-Astrozyten wurde nach sequentieller Stimulation mit ATP eine jeweils durchschnitt-
liche Erhdhung der 340 / 380 nm ARatio-Werte von 0,31 + 0,04, resp. 0,17 £ 0,02 sowie
0,14 £ 0,02 ermittelt. Die statistische Auswertung der ermittelten Daten erbrachte dabei
hoch signifikante Unterschiede beim Vergleich der ARatio-Werte der ersten vs. zweiten
bzw. vs. dritten Superfusionsstimulation mit ATP (P < 0,001). Der Desensibilisierungs-
gruppe HDD gehorten 11 Astrozyten der ARC-Primarkultur an (26,2 % der ATP respon-
siven Astrozyten), die auf den ersten Stimulus eine durchschnittliche 340 / 380 nm Fluo-
reszenz Ratio-Anderung von 0,23 + 0,04 aufwiesen. Die zweite Superfusion mit ATP
induzierte lediglich in zwei der 11 Astrozyten ein Uberschwelliges Kalziumsignal, wo-
durch sich ein gemittelter ARatio-Wert von lediglich 0,01 £ 0,01 ergab. Auf die dritte Su-
perfusionsstimulation konnte eine Anderung der Fluoreszenz Ratio bei keinem der Astro-

zyten mehr nachgewiesen werden.

3.3.5. Superfusionsstimulation der ARC-Primarkultur mit 2-MeSATP: Herkunft

des Kalziums (extra- vs. intrazellular)

Nachdem im Vorfeld eruiert wurde, dass der generalisierte Purinozeptoragonist 2-Me-
SATP fur alle untersuchten Zelltypen in der neuroglialen ARC-Primarkultur einen Anstieg
der [Ca?*]iz induzieren konnte, sollte ermittelt werden, ob diese Anderung durch Ein-
strom von Kalzium aus dem extrazellularen Milieu und/oder durch eine getriggerte Kal-
ziumfreisetzung aus intrazellularen Speicherorganellen wie dem endoplasmatischen
Retikulum (ER) ins Zytoplasma hervorgerufen wurde. Ein Einstrom von Kalziumionen
aus dem extrazellularen Raum in die Zelle wurde eine Beteiligung ionotroper P2X-
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Rezeptoren in den Zellen der ARC-Primarkultur unterstitzen, wobei eine zusatzliche
Expression metabotroper P2Y-Purinozeptoren hinsichtlich der Kalziumsignale nahezu
ausgeschlossen werden kénnte. In die Endauswertung wurden 146 Neurone, 192 Astro-
zyten und drei mikrogliale Zellen aus 11 “wells®, beruhend auf neun Praparationen, auf-
genommen. Da derartige Studien sinnvollerweise nur an Zellen mit repetitiver Aktivier-
barkeit durchgefuhrt werden kdénnen, wird im Folgenden das zellulare Antwortverhalten
(ARatio-Werte, zellulares Kalzium-“signaling®) nur fur die LDD-Gruppe in tabellarischer
Form (Tab. ERG 4) bzw. in Abb. ERG 11 dargestellt.

Auf die erste und dritte Superfusionsstimulation mit 2-MeSATP (10-¢ M) (in kalziumhalti-
gem Messpuffer) bei Raumtemperatur (RT) erwiesen sich 8,9 % der Neurone (n = 13)
mit einem Uberschwelligen Anstieg der [Ca?‘]iz (ARatio-Werte: 0,31 + 0,09 resp. 0,18
1 0,04) als responsiv (Tab. ERG 4; Abb. ERG 11A). Weitere zwolf Neurone wurden der
Desensibilisierungsgruppe HDD zugeordnet und somit von der finalen Auswertung aus-
genommen (Kap. ERG 3.3.4). Nach der ersten Superfusion mit 2-MeSATP und einer
achtminlitigen Regenerationsphase wurden die Zellen fir finf min mit kalziumfreiem,
EGTA-haltigen Messpuffer superfundiert. Dies sollte einen kompletten Austausch des
Superfusionsmediums und die Eliminierung freier Kalziumionen im Messpuffer gewahr-
leisten. Auf die Superfusion der Zellen mit 2-MeSATP (10€ M) unter kalziumfreien
Voraussetzungen reagierte lediglich eines der 13 Neurone mit einer marginalen Erho-
hung des ARatio-Wertes, so das sich unter Einbezug eines ARatio-Wertes von 0,001 fir

jedes nicht-responsive Neuron ein mittlerer Fluoreszenz Ratio-Wert von 0,01 £ 0,01 er-

1. Stimulation | % Si121M | 3. Stimulation
2-MeSATP : ; 2-MeSATP
kalziumfrei
Neurone 0,31+ 0,09 0,01 £ 0.01 0,18 £ 0,04
Astrozyten 0,35+ 0,02 0,13 £ 0,01 0,19 + 0,01
Mikroglia 0,13 0,06 0,11

Tab. ERG 4: Fura-2 Fluoreszenz Ratio-Anderungen responsiver Zellen der ARC-Primérkul-
tur nach Superfusionsstimulation mit 2-MeSATP in Ab- und Anwesenheit von

extrazellularem Kalzium.

Erhéhung der intrazellularen Kalziumkonzentration - gemessen als 340 / 380 ARatio-Werte (Fura-2)
und dargestellt als arithmetische Mittelwerte £ S.E.M. - in Neuronen (n = 13), Astrozyten (n = 92) und
Mikrogliazellen (n = 2) der ARC-Primarkultur (LDD-Gruppe) nach repetitiver Superfusionsstimulation
mit 2-MeSATP (106 M) flir jeweils drei min bei achtminiitigen Waschintervallen. Messungen erfolgten
in Anwesenheit (1. und 3. Stimulation) bzw. Abwesenheit (2. Stimulation) (kalziumfreier, EGTA-halti-
ger Messpuffer) von extrazelluldarem Kalzium.
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rechnete (Tab. ERG 4). Im Rahmen der statistischen Auswertung ergab sich folgerichtig
eine hoch signifikante (P <0,001) Reduktion, beziehungsweise nahezu vollkommene
Unterdrickung, des intrazellularen Kalziumsignals in Abwesenheit von extrazellularem
Kalzium - im direkten Vergleich sowohl mit dem vorausgehenden als auch nachfolgen-
den Kalziumsignal in Anwesenheit von extrazellularem Kalzium (Abb. ERG 11A). Ein
Einzelbeispiel fur den Zeitverlauf der 340 /380 nm Ratio-Werte eines ARC-Neurons
unter kalziumhaltigen und transient -freien Versuchsbedingungen wird exemplarisch in
Abb. ERG 11B dargestellt.

In der ARC-Primarkultur antworteten 92 der 192 analysierten Astrozyten (47,9 %) sowohl
auf die erste als auch letzte Superfusionsstimulation mit 2-MeSATP mit einer Erhéhung
der [Ca?*]iz, wobei 340/ 380 nm Fluoreszenz Ratio-Werte von 0,35 £ 0,02 resp. 0,19 £
0,01 (Tab. ERG 4) errechnet wurden. Zusatzlich wurden 31 Astrozyten der HDD-Gruppe
zugeordnet und nicht in die Datenauswertung ubernommen. Im Unterschied zu den Neu-
ronen der ARC-Primarkultur konnte flir 68 der 92 Astrozyten auch unter kalziumfreien
Bedingungen nach Superfusion mit 2-MeSATP ein uberschwelliger Anstieg der Fluores-
zenz Ratio-Werte registriert werden. Bei einem uUber alle 92 Zellen gemittelten ARatio-
Wert von 0,13 + 0,01 erwies dieser sich dennoch sowohl gegenuber dem ersten (s
P < 0,001) als auch dritten (* P <0,01) ARatio-Wert in Anwesenheit von extrazellula-
rem Kalzium als signifikant erniedrigt (Abb. ERG 11C). Als ebenfalls hoch signifikant
unterschiedlich (*** P <0,001) zeigten sich im direkten Vergleich die Amplituden der
genannten ersten und dritten intrazellularen Kalziumsignale aufgrund der Superfusions-
stimulation mit 2-MeSATP. Bei nahezu % aller responsiven ARC-Astrozyten scheint die
Aktivierung funktionell exprimierter Purinozeptoren somit neben dem Einstrom von extra-
zellularem Kalzium auch eine Freisetzung von Ca?* aus intrazellularen Speicherorga-
nellen zu bewirken. Ein Einzelbeispiel fur den Zeitverlauf der 340 / 380 nm Ratio-Werte
eines ARC-Neurons unter kalziumhaltigen und transient -freien Versuchsbedingungen
wird exemplarisch in Abb. ERG 11D dargestellt. Dabei lasst sich zudem die transiente
Reduktion der [Ca?*]iz wahrend der Superfusion mit kalziumfreien EGTA-Messpuffer
selbst unter den Basiswert der 340 / 380 nm Fluoreszenz Ratio erkennen.

Von den drei analysierten Mikrogliazellen konnte lediglich eine in die finale Datenauswer-
tung Ubernommen werden; sie zeigte eine eindeutige Verminderung der [Ca?*]iz unter

kalziumfreien Versuchsbedingungen (Tab. ERG 4).
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3.3.6. Superfusionsstimulation der ARC-Primarkultur mit 2-MeSATP: Temperatur-
abhangigkeit (RT vs. KT)

In den vorangegangenen Studien wurde die Responsivitat der untersuchten Zelltypen
der ARC-Primarkultur auf Superfusionsstimulation mit 2-MeSATP zumeist bei RT

ermittelt. Da in vivo bei Ratten alle biochemischen und biophysikalischen Lebensvorgan-
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Abb. ERG 11: Superfusionsstimulation der ARC-Primarkultur mit 2-MeSATP in An- bzw.
Abwesenheit von extrazellularen Kalziumionen bei RT

Die Balkendiagramme in A resp. C zeigen die durchschnittlichen Erhéhungen der 340 / 380 nm Fluo-
reszenz Ratio-Werte fir Neurone (A) resp. Astrozyten (C) in der ARC-Priméarkultur nach repetitiver
Superfusionsstimulation mit 2-MeSATP (10¢ M) bei Raumtemperatur (RT) in Abwesenheit (b°%) bzw.
Anwesenheit (b) von extrazellularem Kalzium als arithmetische Mittelwerte + S.E.M.. */#/% kenn-
zeichnen signifikante Unterschiede zwischen den 340 / 380 nm Fluoreszenz Ratio-Anderungen fir die
jeweiligen Superfusionsstimulationen (One-Way ANOVA in Kombination mit nichtparametrischem
Kruskalis-Wallis Test und Dunn’s Post-hoc Test; [*/#/$ P < 0,05; ** / # /%5 P < (0,01; *** | ## 38 P <
0,001]. Zahlen im Bereich der Balken reprasentieren Anzahl der responsiven Zellen nach jeder Super-
fusion, [N] die Gesamtzahl der untersuchten Zellen. Alle Zellen gehérten der Gruppe “repetitiv respon-
siver Zellen (LDD) an.

Exemplarische Aufzeichnungen der 340/380 nm Fluoreszenz Ratio-Signale fiir ein responsives
Neuron (B) resp. einen responsiven Astrozyten (D) nach sequentieller Superfusionsstimulation mit 2-
MeSATP (10¢ M) mit kalziumhaltigem (b) resp. -freien (b°) Messpuffer, sowie finaler Superfusion mit
kaliumreichem (KCI) Messpuffer. Kalziumfreie Versuchsbedingungen wurden durch die transiente (5
min) Superfusion von kalziumfreiem, EGTA-haltigen Messpuffer erreicht.
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ge bei 36 - 37°C ablaufen, war es von Interesse, vergleichend den Einflul} der Raumtem-
peratur (RT; 25°C) und Korperkerntemperatur (KT; 36°C) auf die durch 2-MeSATP indu-
zierte Erhohung der [Ca?*]iz in den neuroglialen Zellen detailliert zu analysieren. Diese
Studie wurde in zwei experimentellen Versuchsansatzen durchgefihrt, wobei die Primar-
kultur eines “wells* dreimalig sequentiell mit 2-MeSATP (106 M) superfusionsstimuliert
wurde. Dabei wurde entweder das Protokoll RT - KT - RT oder aber das Protokoll KT -
RT - KT durchgefuhrt (Kap. MM 2.5.6.5), wobei die letzte Superfusionsperiode zur
Dokumentation mdoglicher Desensibilisierungseffekte diente, wie bereits in Kap. ERG
3.2.4 hinreichend dargestellt. Eine postexperimentelle Einteilung der Zellen in die Desen-
sibilisierungs- (HDD) sowie die “repetitiv responsive“ Gruppe (LDD) wurde vorgenom-
men. FUr die statistische Analyse wurde zum Ausschluss eines Desensibilisierungs-

effektes jeweils das Ergebnis der dritten 2-MeSATP Stimulationsperiode herangezogen.

3.3.6.1. Repetitive Stimulation mit 2-MeSATP: Temperaturprofil RT - KT - RT

Im ersten Versuchsansatz erfolgten die repetitiven Superfusionsstimulationen mit aqui-
molarem 2-MeSATP (106 M) alternierend bei Kammertemperaturen von 25°C, 36°C und
wiederum 25°C. In 11 “wells* aus acht Zellpraparationen wurden 96 Neurone und 149
Astrozyten, jedoch keine Mikrogliazellen, hinsichtlich ihres Antwortverhaltens charakte-
risiert.

Neurone: Gemal} den in Kap. ERG 3.3 dargelegten Kriterien erwiesen sich 19 ARC-Neu-
rone (19,8 %) als responsiv auf die purinerge Stimulation, wobei 10 Neurone der Desen-
sibilisierungsgruppe HDD zugeordnet werden mussten, da zwar auf die primare Super-
fusionsstimulation intrazellulare Kalziumsignale mit ARatio-Werten von 0,11 + 0,02 er-
reicht wurden, in der dritten Stimulationsperiode jedoch keine Uberschwellige Erhéhung
der [Ca?*]iz mehr zu verzeichnen war. Die der LDD-Gruppe zugehdrigen neun Neurone
jedoch wiesen eine markante Zunahme der 340 / 380 nm ARatio-Werte wahrend der
ersten 2-MeSATP Applikation bei RT von gemittelt 0,34 £ 0,10 auf, gefolgt von ver-
gleichbar hohen [Ca?*]iz wahrend der beiden nachfolgenden Stimulationsperioden bei
zunachst 36°C (= KT) sowie final wieder bei RT, mit ARatio-Werten von 0,31 + 0,09 resp.
0,33 + 0,09 (Abb. ERG 12A; Tab. ERG 5). Der direkte statistische Vergleich der ermittel-
ten Signalamplituden aller drei Messperioden erbrachte keine signifikanten Unterschiede
(P <0,05). Ein Einzelbeispiel fir den Zeitverlauf der 340/ 380 nm Ratio-Werte eines
ARC-Neurons bei wechselnden Temperaturen der Messkammer gemal des RT - KT -
RT Profils ist exemplarisch in Abb. ERG 12C dargestellt.

Astrozyten: Von den 148 Gliazellen astrozytaren Ursprungs zeigten 106 (71,6%) ein ein-
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deutiges Kalziumsignal aufgrund der ersten Superfusionsstimulation mit 106 M 2-Me-
SATP. Dabei konnten 24 Zellen in die Desensibilisierungsgruppe HDD und 82 in die
repetitiv responsive Gruppe LDD eingeordnet werden. Fur die HDD-Astrozyten konnte
lediglich nach primarer Stimulation eine Erhdhung der [Ca?*]iz mit ARatio-Werte von 0,16
+ 0,03 verzeichnet werden, wahrend auf die letzte Superfusion mit 2-MeSATP keiner der
Astrozyten mehr reagierte. Die Astrozyten der LDD-Gruppe hingegen vermochte der
Purinozeptoragonist repetitiv zu aktivieren, wobei auf die primare Induktion intrazellularer
Kalziuzmsignale mit ARatio-Werten von 0,24 + 0,01 bei RT (= 25°C) solche vergleichba-
rer Amplitude (0,25 + 0,01) auch in der nachfolgenden Stimulationsperiode bei KT
(= 36°C) des Messpuffers zu verzeichnen waren (Tab. ERG 5). Wahrend der nachfol-
genden, dritten Superfusionsstimulation wiederum bei RT ergaben sich im direkten Ver-
gleich zur ersten bei RT (** P < 0,01) sowie zweiten bei KT (*# P <0,001) eine signifi-
kante Reduktion der Signalamplitude (Abb. ERG 12A) auf ARatio-Werte von 0,18 + 0,01.

1. Stimulation 2. Stimulation 3. Stimulation
2-MeSATP 2-MeSATP 2-MeSATP
bei RT bei KT bei RT
Neurone 0,34 + 0,10 0,31+ 0,09 0,33+ 0,09
Astrozyten 0,24 + 0,01 0,25 + 0,01 0,18 £ 0,01
Tab. ERG 5: Fura-2 Fluoreszenz Ratio-Anderungen responsiver Zellen der ARC-Primirkul-

tur nach Superfusionsstimulation mit 2-MeSATP bei alternierender Messkam-
mertemperatur : Protokoll RT - KT - RT

Erhéhung der intrazellularen Kalziumkonzentration - gemessen als 340 / 380 ARatio-Werte (Fura-2)
und dargestellt als arithmetische Mittelwerte + S.E.M. - in Neuronen (n = 9) und Astrozyten (n = 82)
der ARC-Primarkultur (LDD-Gruppe) nach repetitiver Superfusionsstimulation mit 2-MeSATP (106 M)
fur jeweils drei min bei achtminitigen Waschintervallen. Die Superfusionen mit dem Purinozeptor-
agonist fand sequentiell bei Raumtemperatur (RT =25°C), Koérperkerntemperatur der Ratte (KT =
36°C) und wiederum RT statt.

3.3.6.2. Repetitive Stimulation mit 2-MeSATP: Temperaturprofil KT - RT - KT

In einem zweiten Versuchsansatz wurden Fluoreszenz Ratio-Messungen bei korperwar-
mem (36°C = KT) Messpuffer wahrend des ersten und dritten 2-MeSATP Stimulus und
bei RT (= 25°C) wahrend der zweiten Superfusionsstimulation durchgefihrt. Insgesamt
wurden 87 Neurone und 81 Astrozyten in acht “wells* aus sieben Praparationen hinsicht-
lich ihrer Aktivierung durch den Purinozeptoragonisten 2-MeSATP analysiert.

Neurone: Von den 17 (19,5 %) responsiven Neuronen der ARC-Primarkultur konnten

sieben der Desensibilisierungsgruppe HDD zugeordnet werden, da sie lediglich auf die
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erste Superfusion von 2-MeSATP (106 M) bei KT Uberschwellige ARatio-Werte von 0,13
+ 0,03 und somit eine eindeutige Zunahme der [Ca?*]iz aufwiesen. Auf den letzten Stimu-
lus, wiederum bei KT, anderte sich die Ratio-Werte bei keiner Zelle mehr. Die 10
Neurone, welche sich als repetitiv stimulierbare Zellen der LDD-Gruppe erwiesen, zeig-
ten nach der ersten Superfusionsstimulation bei KT eine ausgepragte, transiente Erho-
hung der [Ca?*]iz mit ARatio-Werten von 0,24 + 0,05. Wahrend der zweiten Superfu-
sionsperiode mit 2-MeSATP, diesmal bei RT, antworteten lediglich funf der 10 Neurone
mit einem Uberschwelligen Kalziumsignal, wodurch sich - inkl. der 0,001 ARatio-Werte
fur als nicht responsiv (< 0,05) gewertete zellulare Antworten - eine mittlere Fluoreszenz
Ratio von 0,09 + 0,04 errechnete (Abb. ERG 12B). Die dritte, wiederum bei KT durchge-
fuhrte Superfusionsstimulation resultierte in einer Aktivierung aller 10 Neurone mit
ARatio-Werten von 0,13 = 0,03 (Tab. ERG 6). Die statistische Bewertung ergab ein signi-
fikant vermindertes Antwortverhalten bei direktem Vergleich der zweiten Stimulationspe-
riode bei RT mit der primaren bei KT (* P < 0,05) (Abb. ERG 12B). Ein Einzelbeispiel fiir
den Zeitverlauf der 340 / 380 nm Ratio-Werte eines ARC-Neurons bei Wechsel der Kam-
mertemperatur nach KT - RT - KT Profil ist exemplarisch in Abb. ERG 12D dargestellt.

1. Stimulation 2. Stimulation 3. Stimulation
2-MeSATP 2-MeSATP 2-MeSATP
bei KT bei RT bei KT
Neurone 0,24 + 0,05 0,09 + 0,04 0,13+ 0,03
Astrozyten 0,29 + 0,02 0,11+ 0,02 0,18 £ 0,01
Tab. ERG 6: Fura-2 Fluoreszenz Ratio-Anderungen responsiver Zellen der ARC-Primirkul-

tur nach Superfusionsstimulation mit 2-MeSATP bei alternierender Messkam-
mertemperatur : Protokoll KT - RT - KT

Erhéhung der intrazellularen Kalziumkonzentration - gemessen als 340/ 380 ARatio-Werte (Fura-2)
und dargestellt als arithmetische Mittelwerte + S.E.M. - in Neuronen (n = 10) und Astrozyten (n = 53)
der ARC-Primarkultur (LDD-Gruppe) nach repetitiver Superfusionsstimulation mit 2-MeSATP (10¢ M)
fur jeweils drei min bei achtminitigen Waschintervallen. Die Superfusionen mit dem Purinozeptor-
agonist fand sequentiell bei Kérperkerntemperatur der Ratte (KT = 36°C), Raumtemperatur T = 25°C)
und wiederum KT statt.

Astrozyten: Von 81 untersuchten Astrozyten zeigten 62 (76,5 %) eine Uberschwelliges
intrazellulares Kalziumsignal nach primarer Superfusionsstimulation mit 2-MeSATP (106
M). Davon wurden neun Zellen der HDD Desensibilisierungsgruppe mit mittleren ARatio-
Werten von 0,26 + 0,07 zugeordnet. Lediglich zwei und final keine dieser Astrozyten rea-

gierte(n) bei der zweiten (RT) resp. dritten (KT) Stimulationsperiode auf den Purinozep-
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Abb. ERG 12: Vergleichende repetitive Superfusionsstimulation der ARC-Primarkultur mit
2-MeSATP (10% M) unter wechselnden RT- und KT-Temperaturbedingungen

Die Balkendiagramme in Teilbild A und B zeigen die durchschnittlichen Erhéhungen der 340 / 380 nm
Fluoreszenz Ratio-Werte flr Neurone (schwarzer Balken), Astrozyten (dunkelgrauer Balken) und
Mikrogliazellen (hellgrauer Balken) nach repetitiver (3 x) Superfusionsstimulation mit 2-MeSATP (106
M) bei Raumtemperatur (25°C = RT) resp. Kdrpertemperatur (36°C = KT). In A wurden durch 2-
MeSATP induzierte Kalziumsignale gemafl dem Temperaturmuster RT - KT - RT fur 9 Neurone, 82
Astrozyten und 0 Mikrogliazellen analysiert, in B gemal dem Temperaturmuster KT - RT - KT fir 10
Neurone, 53 Astrozyten und 0 Mikrogliazellen. Insgesamt wurden 183 Neurone und 229 Astrozyten
getestet. Die ARatio-Werte sind als arithmetische Mittelwerte + S.E.M dargestellt. * / # / $ kennzeich-
nen signifikante Unterschiede zwischen den 340 / 380 nm Fluoreszenz Ratio-Anderungen fiir die drei
sequentiellen Superfusionsstimulationen (One-Way ANOVA in Kombination mit nicht-parametrischem
Kruskalis-Wallis Test und Dunn’'s Post-hoc Test [*/#/% P <0,05; **/# /% P <(,01; ***/## ]38
P < 0,001]. Zahlen im Bereich der Balken reprasentieren Anzahl der responsiven Zellen.

Exemplarische Aufzeichnungen der 340/ 380 nm Fluoreszenz Ratio-Signale fir je ein responsives
Neuron der “repetitiv responsiven Gruppe® LDD nach dreifacher Superfusionsstimulation mit 2-Me
SATP (106 M) unter RT - KT - RT (C) bzw KT - RT - KT (D) Bedingungen der Messpuffertemperatur.
Finale Superfusion mit kaliumreichem (KCI) Messpuffer.

toragonist. Fur die 53 Astrozyten der LDD-Gruppe ohne ausgepragt adaptives Verhalten
konnten wahrend der ersten Superfusion mit 2-MeSATP bei KT (= 36°C) Fluoreszenz
Ratio-Werte von 0,29 £ 0,02 errechnet werden. Auf die nachfolgende Stimulationsperio-
de bei RT (= 25°C) reagierten nur noch 36 der zuvor aktivierten Astrozyten, so dass sich
eine durchschnittliche Erhdhung der Fluoreszenz Ratio von lediglich 0,09 £ 0,04 ergab.
Die abschlieRende Superfusion, wiederum bei KT, resultierte in einer Uberschwelligen

Erhéhung der [Ca?t]iz aller 53 Astrozyten mit ARatio-Werten von 0,18 £ 0,01 (Abb. ERG
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12B; Tab. ERG 6). Im statistischen Vergleich zeigte sich die Signalamplitude der ersten
Stimulationsperiode bei KT als hoch signifikant gegenuber derjenigen der zweiten puri-
nergen Stimulation bei RT (*** P < 0,001) als auch der dritten Stimulation bei KT (%% P <
0,001) erhdht. Diese wiederum erwies sich als signifikant gegenuber derjenigen bei 25°C
(RT) gesteigert (* P < 0,05).

3.3.7. Modulation der Agonist-induzierten Kalziumsignale in Zellen der ARC-Pri-

markultur durch generalisierte P2X / P2Y-Purinozeptorantagonisten bei KT

Aufbauend auf den Ergebnissen der Versuchsreihe mit repetitiver, purinerger Stimulation
der ARC-Primarkultur bei aquimolarer Konzentration des generellen P2X-Purinozeptor-
agonisten 2-MeSATP (Kap. ERG 3.3.4), sollte in nachfolgenden Untersuchungen durch
Koapplikation der generalisierten P2-Purinozeptorantagonisten PPADS, Suramin sowie
Reactive blue-2 (Rb-2) die postulierte Hemmung der durch 2-MeSATP induzierten Erho-
hung der [Ca?*]iz in Zellen der neuroglialen ARC-Primarkultur bei KT nachgewiesen wer-
den. Auch wenn, vergleichbar zu den in Kap. ERG 3.3.4 erhalten Ergebnissen, eine
post-experimentelle Einteilung der analysierten Neurone, Astrozyten und Mikrogliazellen
in die beschriebene “Desensibilisierungsgruppe“ (HDD) bzw. “repetitiv responsive Grup-
pe“ (LDD) vorgenommen wurde, wird im Folgenden jeweils explizit nur das zellulare Ant-
wortverhalten (ARatio-Werte) fir die LDD-Gruppe ohne ausgepragte Desensibilisierung
der Kalziumsignale in tabellarischer bzw. graphischer Form wiedergegeben. Der Purino-
zeptoragonist 2-MeSATP wurde jeweils in einer Konzentration von 107 M, die Antagoni-

sten in aquimolarer, meist jedoch10- bzw. 1000-fach hoherer Konzentration eingesetzt.

3.3.7.1. PPADS

Im Rahmen der Charakterisierung einer funktionellen Expression ionotroper P2X-Rezep-
toren in den Zelltypen der ARC-Primarkultur war es von Interesse, ob die Agonist-indu-
zierte Responsivitat durch den generalisierten Purinozeptorantagonisten PPADS in re-
versibler Weise gehemmt werden konnte. Gemal des in Kap. MM 2.5.6.6 dargestellten
Messprotokolls wurde in einem ersten Teilexperiment PPADS in einer Konzentration von
104 M eingesetzt. Aus acht Praparationen (11 analysierte “wells“) gingen nach den in
Kap. ERG 3.3.4 genannten Auswahlkriterien insgesamt 132 Neurone, 93 Astrozyten und
vier Mikrogliazellen in die finale Analyse ein. Die Ergebnisse inkl. der statistischen Da-
tenauswertung sind fir Neurone resp. Astrozyten der LDD-Gruppe in Abb. ERG 13A/C
graphisch dargestellt; die gemittelten 340 / 380 nm Fluoreszenz Ratio-Anderungen fiir
die untersuchten Zelltypen der LDD-Gruppe werden in Tab. ERG 7 angefuhrt.
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Neurone: Von den 132 post-experimentell eindeutig als Neurone charakterisierten Zellen
der ARC-Primarkultur zeigten 20 (15,2 %) auf die primare Superfusion mit 2-MeSATP
(107 M) eine Uberschwellige Erhéhung der [Ca?*]iz. Dabei wurden jeweils 10 Neurone
aufgrund der zuvor beschriebenen Kriterien der HDD- bzw. LDD-Gruppe zugewiesen. In
den Neuronen der repetitiv responsiven LDD-Gruppe induzierte die primare resp. quarta-
re Superfusionsstimulation mit 2-MeSATP (107 M) per se transiente intrazellulare Kalzi-
umsignale mit ARatio-Werten von 0,33 + 0.06 resp. 0,24 + 0,04 (Tab. ERG 7). Die Koap-
plikation von PPADS (104 M) und 2-MeSATP (107 M) verursachte in lediglich einem
Neuron eine Uberschwellige Erhdhung der [Ca?*]iz. Inklusive der einheitlich auf 0,001 ge-
setzten ARatio-Werte der neun nicht-responsiven Neurone ergab sich somit im arithme-
tischen Mittel ein ARatio-Wert von 0,01 £ 0,01 (Abb. ERG 13A), was einer ausgepragten
Hemmung des durch den Agonisten hervorgerufenen Kalziumsignals gleichkommt. Die
Superfusion mit PPADS alleine bedingte in neun der 10 analysierten ARC-Neurone eine
- wenn Uberhaupt - weit unterschwellige, marginale Erhohung der intrazellularen Kalzi-
umkonzentration bei gemittelter (n = 10) 340 / 380 nm Fluoreszenz Ratio von nur 0,02 +
0,02 (Tab. ERG 7). Selbst in 1000-fach hoéherer Konzentration als 2-MeSATP zeigte

PPADS somit keine (pseudo-)agonistische, pharmakologische Aktivitat. Die statistische

. . . . 3. Stimulation . .
paps | TSimuaten | 2 Simwlton | % et | ¢ Siulton

104 M 2-MeSATP
Neurone 0,33 + 0,06 0,02 + 0,02 0,01+ 0,01 0,24 + 0,06
Astrozyten 0,38 + 0,02 0 0,02 + 0,01 0,20 + 0,01

PPADS | 1.Stimulation | 2. Stimulation | >SS |4 stimulation
-5 - _

105 M 2-MeSATP PPADS > MeSATP 2-MeSATP
Neurone 0,21 £ 0,05 0,01+ 0,01 0,02 + 0,01 0,13+ 0,03
Astrozyten 0,35+ 0,02 0 0,13 £ 0,02 0,21 £ 0,02

Tab. ERG 7: Blockade der Fura-2 Fluoreszenz Ratio-Anderungen responsiver Zellen der

ARC-Primérkultur nach repetitiver Superfusionsstimulation mit 2-MeSATP
durch den generalisierten P2-Rezeptorantagonisten PPADS

Erhéhung der intrazellularen Kalziumkonzentration - gemessen als 340 / 380 ARatio-Werte (Fura-2)
und dargestellt als arithmetische Mittelwerte £ S.E.M. - in Neuronen (n =10 fir PPADS 104 M bzw.
n =10 fir PPADS 10-® M) und Astrozyten (n = 53 fir PPADS 10* M bzw. n = 71 fir PPADS 105 M)
der “repetitiv responsiven Gruppe“ der ARC-Primarkultur (LDD-Gruppe) bei 36°C (= KT) nach repetiti-
ver Superfusionsstimulation mit 2-MeSATP (107 M) fir jeweils drei min bei achtminltigen Waschinter-
vallen.

Datenanalyse in Abwesenheit (Stimulation 1 und 4) bzw. Anwesenheit (Stimulation 3) des generali-
sierten P2X / P2Y-Rezeptorantagonisten PPADS (105 bzw. 104 M) sowie fiir die Kontrollapplikation
von PPADS alleine (Stimulation 2).
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Auswertung ergab folglich signifikante Unterschiede fur den direkten Vergleich der 340 /
380 nm ARatio-Werte zwischen den solitaren, Agonist-induzierten Kalziumsignalen (Sti-
mulationen 1 und 4) sowie denjenigen bei Koapplikation des generalisierten P2-Rezep-
torantagonisten PPADS (Stimulation 3;** P <0.01) sowie bei Applikation von PPADS
alleine (Stimulation 2; # P < 0.01). Bezlglich des Zeitverlaufes der 340 / 380 nm Ratio-

Werte eines Neurons mit vollstandiger, reversibler Hemmung des durch 2-MeSATP indu-
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Abb. ERG 13 Superfusionsstimulation der ARC-Primarkultur mit dem Purinozeptoragoni-

sten 2-MeSATP in Ab- bzw. Anwesenheit des generalisierten P2X / P2Y-Puri-
nozeptorantagonisten PPADS (10 M) bei KT

Die Balkendiagramme in A und C zeigen die durchschnittlichen Erhéhungen der 340 / 380 nm Fluo-
reszenz Ratio-Werte fir Neurone (A) resp. Astrozyten (C) (jeweils LDD-Gruppe) nach Superfusions-
stimulation bei 36°C (KT) mit (b*) 2-MeSATP (107 M), (e) PPADS (104 M) und (f) 2-MeSATP (107 M)
+ PPADS (10* M) als arithmetische Mittelwerte + S.E.M. */# /% kennzeichnen signifikante Unter-
schiede zwischen den 340 /380 nm Fluoreszenz Ratio-Anderungen fir die jeweiligen Superfusions-
stimulationen (One-Way ANOVA in Kombination mit nichtparametrischem Kruskalis-Wallis Test und
Dunn’s Post-hoc Test [*/#/% P < 0,05; **/ # /% P < 0,01; *** [ ## ] $5% P < 0,001]. Zahlen im Bereich
der Balken reprasentieren die Anzahl der responsiven Zellen nach jeder Superfusion, [N] die Gesamt-
zahl der untersuchten Zellen.

Exemplarische Aufzeichnungen der 340 /380 nm Fluoreszenz Ratio-Signale fiir ein responsives
Neuron (B) resp. einen responsiven Astrozyten (D) nach sequentieller Superfusionsstimulation bei KT
mit (b*) 2-MeSATP (107 M), (e) PPADS (10 M) und (f) 2-MeSATP (107 M) + PPADS (10 M) sowie
finaler Superfusion mit kaliumreichem (KCI) Messpuffer.
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zierten Kalziumsignals in Gegenwart von PPADS in 1000-fach héherer Konzentration

wird ein Einzelbeispiel exemplarisch in Abb. ERG 13B dargestellt.
Astrozyten: Nahezu zwei Drittel (67,7 %) aller analysierten ARC-Astrozyten reagierten

auf die primare 2-MeSATP-erge Superfusionsperiode mit einem Uberschwelligen, intra-
zellularen Kalziumsignal. Vergleichbar zu den in Kap. ERG 3.3.4.2 mit repetitiver Appli-
kation des P2-Agonisten 2-MeSATP erhaltenen Resultaten konnte die Uberwiegende
Mehrheit der responsiven Astrozyten (84,1 %) der LDD-Gruppe zugeordnet werden. Fur
diese 53 Astrozyten wurde nach Superfusion mit dem Agonisten (Stimulationen 1 und 4)
eine jeweils durchschnittliche Zunahme der 340 / 380 nm ARatio-Werte um 0,38 £ 0,02
resp. 0,20 + 0,01 ermittelt (Tab. ERG 7), wobei im direkten Vergleich der Amplituden die
finale Reizantwort wahrend Stimulation 4 sich als signifikant (¥ P < 0,01) niedriger er-
wies. In Anwesenheit von PPADS (10 M; Stimulation 3) reagierten sieben der 53 Astro-
zyten mit einer lberschwelligen Erhéhung der [Ca?*]iz auf gemeinsame Superfusion mit
2-MeSATP, wahrend fir die Mehrzahl an Gliazellen (46) keine Anderung der Fluores-
zenz Ratio-Werte nachgewiesen werden konnte. Bei einem Uber alle 53 Astrozyten ge-
mittelten ARatio-Wert von 0,13 £ 0,02 (Tab. ERG 7) zeigte sich dieser sowohl gegenuber
dem primaren (P < 0,001) als auch quartaren (## P < 0,001) ARatio-Wert bei Applikation
von 2-MeSATP als hoch signifikant erniedrigt (Abb. ERG 13C). Bei nahezu 87 % der
repetitiv responsiven Astrozyten scheint die Aktivierung funktionell exprimierter P2-Re-
zeptoren somit durch den Antagonisten PPADS in einer Konzentration von 104 M voll-
standig supprimiert worden zu sein. Die Superfusion mit PPADS alleine bedingte in kei-
nem der analysierten Astrozyten eine Veranderung der [Ca2*]iz. Ein Einzelbeispiel fiir
den Zeitverlauf der 340 / 380 nm Ratio-Werte eines Astrozyten der LDD-Gruppe wird
exemplarisch in Abb. ERG 13D dargestellt.

Mikrogliazellen: Von den lediglich vier analysierten Mikrogliazellen konnte keine in die

finale Datenauswertung Ubernommen werden; sie wiesen ein eindeutiges Dekrement der

Fluoreszenz Ratio-Amplitude unter wiederholter Agonistensuperfusion auf.

In einer zweiten Teilstudie wurde der generelle P2-Rezeptorantagonist PPADS in einer
10-fach niedrigeren Konzentration (10-> M) eingesetzt, um neuropharmakologisch mdogli-
cherweise besser die Beteiligung verschiedener P2X-Rezeptorsubtypen diskriminieren
zu kénnen (Burnstock, 2006b; North, 2002). Aus experimentellen Studien an 17 “wells*
aus elf Praparationen gingen insgesamt 145 Neurone, 160 Zellen astrozytaren Ur-
sprungs und vier Mikrogliazellen in die Auswertung ein. Die Ergebnisse, inklusive der
statistischen Auswertung sind fuir Neurone resp. Astrozyten der LDD-Gruppe in Abb.
ERG 14A/C graphisch dargestellt; die gemittelten 340 / 380 nm Fluoreszenz Ratio-Ande-
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rungen fur die untersuchten Zelltypen der LDD-Gruppe werden in Tab. ERG 7 angefuhrt.

Neurone: In der neuroglialen ARC-Primarkultur zeigten 10 der 145 analysierten Neurone
(6,9 %) sowohl auf die erste als auch letzte Stimulation mit 2-MeSATP eine Erhdhung der
[Ca?*)iz, wobei ARatio-Werte von 0,21 + 0,05 resp. 0,13 £ 0,03 errechnet wurden. Zudem
wurden acht Neurone (5,5 %) der HDD-Gruppe zugeordnet. Wahrend der Kontrollappli-
kation von PPADS (10 M) alleine wies eine einzige Zelle der LDD-Gruppe einen An-
stieg der 340 /380 nm Fluoreszenz Ratio (mittlerer ARatio-Wert inkl. der neun nicht-
reaktiven Zellen: 0,01 £ 0,01) auf. Auf die Superfusion der Zellen mit 2-MeSATP (107 M)
in Anwesenheit von PPADS (10-° M) reagierten zwei der zehn Neurone mit einer margi-
nalen Erhohung des ARatio-Wertes, so dass sich unter Inklusion des ARatio-Wertes von
0,001 fUr jedes nicht-responsive Neuron ein durchschnittlicher 340 / 380 nm Fluoreszenz
Ratio-Wert von nur 0,02 £ 0,01 ermitteln lie (Tab. ERG 7). Die statistische Datenaus-
wertung erbrachte dabei eine signifikante Verminderung der ARatio-Amplitude beim Ver-
gleich der ARatio-Werte der dritten mit ersten bzw. vierten Superfusionsstimulation mit 2-
MeSATP in Ab- resp. Anwesenheit des Antagonisten PPADS (* P < 0,05). Wie auch im
vorangegangenen Teilexperiment erwies sich PPADS, auch in einer 10-fach niedrigeren
Konzentration, wiederum als effektiv in der Reduktion der Anzahl der auf 2-MeSATP-

responsiven Neurone bzw. der Amplitude der intrazellularen Kalziumsignale.

Astrozyten: Von den 160 Gliazellen astrozytaren Ursprungs induzierte die primare resp.
finale Superfusionsstimulation mit 2-MeSATP (107 M) bei 71 Zellen (44,4 %) ein Uber-
schwelliges Kalziumsignal mit durchschnittlichen ARatio-Werten von 0,35 + 0,02 resp.
0,21 £ 0,02. Obwohl zwischen beiden Amplituden der Kalziumsignale nach purinerger
Stimulation ein signifikanter Unterschied ermittelt wurde (* P < 0,05), konnten alle diese
Zellen der LDD-Gruppe zugeordnet werden (der HDD-Gruppe gehodrten 15 auf 2-
MeSATP responsive Astrozyten an). Auf die nachfolgende purinerge Superfusionsstimu-
lation in Gegenwart von PPADS (10-° M) reagierten noch 63,4 % (45 Zellen) der zuvor
aktivierten LDD-Astrozyten, so dass sich im arithmetischen Mittel eine mittlere Erhdhung
der Fluoreszenz Ratio von 0,13 + 0,02 errechnete (Tab. ERG 7). Im Rahmen der stati-
stischen Auswertung ergab sich folgerichtig eine signifikante (* P < 0,01) Reduktion der
durchschnittlichen 340 / 380 Fluoreszenz ARatio-Werte in Anwesenheit von PPADS, im
direkten Vergleich sowohl mit dem vorausgehenden als auch nachfolgenden 2-MeSATP
-induzierten Kalziumsignal in Abwesenheit des Antagonisten (Abb. ERG 14C). Ein Ein-
zelbeispiel fur den Zeitverlauf der 340 / 380 nm Ratio-Werte eines ARC-Astrozyten wird
exemplarisch in Abb. ERG 14D dargestellt. Somit vermochte PPADS in einer Konzentra-

tion von 10-° M lediglich bei ca. s aller responsiven ARC-Astrozyten die Aktivierung funk-
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tionell exprimierter Purinozeptoren und somit den Einstrom von Ca?* in den intrazellula-
ren Raum vollstandig zu unterdricken. In diesem Zusammenhang konnte fur Astrozyten
somit eine dosisabhangige Reduktion der gemittelten ARatio-Werte fir PPADS-Konzen-

trationen von 105 bzw. 104 M ermittelt werden.

Mikrogliazellen: Keine der vier untersuchten Mikrogliazellen reagierte auf die wiederholte

Superfusion mit dem P2X-Agonisten mit einer repetitiven Erhdhung der [Ca?*]iz.
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Abb. ERG 14 Superfusionsstimulation der ARC-Primarkultur mit dem Purinozeptoragoni-

sten 2-MeSATP in Ab- bzw. Anwesenheit des generalisierten P2X / P2Y-Puri-
nozeptorantagonisten PPADS (10-° M) bei KT

Die Balkendiagramme in A und C zeigen die durchschnittlichen Erh6hungen der 340 / 380 nm Fluo-
reszenz Ratio-Werte fir Neurone (A) resp. Astrozyten (C) (jeweils LDD-Gruppe) nach Superfusions-
stimulation bei 36°C (KT) mit (b*) 2-MeSATP (107 M), (e*) PPADS (10-® M) und (f*) 2-MeSATP (107
M) + PPADS (10° M) als arithmetische Mittelwerte + S.E.M. * / #/$ kennzeichnen signifikante Unter-
schiede zwischen den 340 /380 nm Fluoreszenz Ratio-Anderungen fir die jeweiligen Superfusions-
stimulationen (One-Way ANOVA in Kombination mit nichtparametrischem Kruskalis-Wallis Test und
Dunn’s Post-hoc Test [*/#/% P < 0,05; **/ # /% P < 0,01; *** [ ## ] $5% P < 0,001]. Zahlen im Bereich
der Balken reprasentieren die Anzahl der responsiven Zellen nach jeder Superfusion, [N] die Gesamt-
zahl der untersuchten Zellen.
Exemplarische Aufzeichnungen der 340/380 nm Fluoreszenz Ratio-Signale fiir ein responsives
Neuron (B) resp. einen responsiven Astrozyten (D) nach sequentieller Superfusionsstimulation bei KT
mit (b*) 2-MeSATP (107 M), (e*) PPADS (10-° M) und (f*) 2-MeSATP (107 M) + PPADS (10-% M) so-
wie finaler Superfusion mit kaliumreichem (KCI) Messpuffer.
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3.3.7.2. Suramin

Vergleichbar zu den in Kap. ERG 3.3.7.1 dargestellten experimentellen Untersuchungen,
wurde in weiteren Studien die potentiell inhibitorische Wirkung des generalisierten P2X- /
P2Y-Purinozeptorantagonisten Suramin auf den durch 2-MeSATP induzierbaren Anstieg
der [Ca?*]iz in Zellen der ARC-Primarkultur bei KT (= 36°C) charakterisiert. In einem
ersten Teilexperiment wurde Suramin in einer finalen Konzentration von 104 M in 19
“‘wells* aus elf Praparationen eingesetzt; dabei wurden 114 Neurone, 165 Astrozyten und
neun mikrogliale Zellen auf ihre Reponsivitatsmuster hin analysiert. Die Resultate inkl.
der statistischen Auswertung sind fur Neurone resp. Astrozyten der LDD-Gruppe in Abb.
ERG 15A,C graphisch dargestellt; die durchschnittlichen 340 /380 nm Fluoreszenz
Ratio-Anderungen fur die untersuchten Zellentypen der LDD-Gruppe werden in Tab.
ERG 8 aufgeflhrt.

Neurone: Nach den zuvor beschriebenen Kriterien (Kap. ERG 3.3.4) wurden von den
nach der primaren Stimulation mit 2-MeSATP uberschwellig aktivierten 15 Neuronen
(13,2 %) sieben der HDD- und acht der LDD-Gruppe zugeordnet. Diese acht LDD-
Neurone mit geringem Desensibilisierungsverhalten (53,3 %) zeigten sowohl auf die
erste als auch finale Superfusionsstimulation mit 2-MeSATP (107 M) gemittelte ARatio-
Anderungen von 0,31 + 0,05 resp. 0,22 + 0,04, die sich als nicht signifikant voneinander
unterschiedlich erwiesen (P > 0,05). Auf die Applikation lediglich des Antagonisten Su-
ramin konnte keine messbare Veranderung der [CaZ*]iz verzeichnet werden, und nur ein
Neuron erwies sich wahrend der simultanen Superfusion mit 2-MeSATP (107 M) und
Suramin (10* M) (3. Stimulation) als marginal responsiv, wodurch sich inkl. der sieben
vollkommen unreaktiven Zellen (gewertet als ARatio-Werte von 0,001) eine arithmetisch
gemittelte Zunahme des ARatio-Wertes von 0,01 £ 0,01 errechnete (Tab. ERG 8; Abb.
ERG 15A). Suramin in der Konzentration von 104 M erwies sich somit als hochpotenter
Purinozeptorantagonist ohne eigene (pseudo-)agonistische Wirkung. Die statistische
Analyse der ermittelten Daten ergab dabei eine hoch signifikante Reduktion der ARatio-
Werte beim direkten Vergleich der Superfusionsstimulation mit 2-MeSATP in An- (3. Sti-
mulation) bzw. Abwesenheit des Antagonisten Suramin vor (1. Stimulation; P < 0,001)
bzw. nach (4. Stimulation; # P < 0,01) der Koapplikation. Ein Einzelbeispiel fur den Zeit-
verlauf der 340/ 380 nm ARatio-Werte eines Neurons der LDD-Gruppe wird exempla-
risch in Abb. ERG 15B dargestellt.

Astrozyten: Von den 165 immunzytochemisch identifizierten Astrozyten ergab sich fur die
responsiven Zellen (n =116; 70,3 %) ein 1:9 Verhaltnis an Gliazellen, die der HDD-

bzw. LDD-Gruppe zugeordnet werden konnten. Die 100 Astrozyten der LDD-Gruppe de-
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Suramin | 1. Stimulation | 2. Stimulation | *SiUA%N |4 simulation
104 M 2-MeSATP Suramin 2-MeSATP 2-MeSATP
Neurone 0,31 £ 0,05 0 0,01 £ 0,01 0,22 £ 0,04
Astrozyten 0,36 + 0,02 < 0,005 0,01 £ 0,01 0,21 £ 0,01

Suramin 1. Stimulation 2. Stimulation 3.SSuti;nmu:ﬁtifn 4. Stimulation
10° M 2-MeSATP Suramin 2-MeSATP 2-MeSATP
Neurone 0,26 £ 0,05 0 0,03 £ 0,01 0,18 £ 0,04
Astrozyten 0,39 + 0,02 0,01 £ 0,01 0,15+ 0,01 0,25 + 0,02

Tab. ERG 8: Blockade der Fura-2 Fluoreszenz Ratio-Anderungen responsiver Zellen der

ARC-Primarkultur nach repetitiver Superfusionsstimulation mit 2-MeSATP
durch den generalisierten P2X- / P2Y-Rezeptorantagonisten Suramin

Erhéhung der intrazellularen Kalziumkonzentration - gemessen als 340 / 380 ARatio-Werte (Fura-2)
und dargestellt als arithmetische Mittelwerte + S.E.M. - in Neuronen (n = 8 flir Suramin 10* M bzw.
n = 8 flr Suramin 10 M) und Astrozyten (n = 100 fir Suramin 104 M bzw. n = 93 fiir Suramin 10 M)
der “repetitiv responsiven Gruppe“ der ARC-Primarkultur (LDD-Gruppe) bei 36°C (= KT) nach repetiti-
ver Superfusionsstimulation mit 2-MeSATP (107 M) fiir jeweils drei min bei achtminltigen Waschinter-
vallen.

Datenanalyse in Abwesenheit (Stimulation 1 und 4) bzw. Anwesenheit (Stimulation 3) des generali-
sierten P2X / P2Y-Rezeptorantagonisten Suramin (10-° bzw. 104 M) sowie fiir die Kontrollapplikation
von Suramin alleine (Stimulation 2).

monstrierten eine markante Erhéhung der mittleren 340/ 380 nm Fluoreszenz ARatio-
Werte von 0,36 £ 0,02 resp. 0,21 + 0,01 auf die primare resp. quartare Stimulation mit 2-
MeSATP (107 M), wobei die Stimulation zu Beginn des Versuches signifikant (%% P <
0,001) starker ausfiel. Superfusion der Primarkultur mit dem P2X-/ P2Y-Rezeptorantago-
nisten Suramin (10* M) alleine vermochte bei lediglich drei Astrozyten marginal Uber-
schwellige Kalziumsignale zu induzieren, so dass sich ein mittlerer ARatio-Wert (inkl. der
97 nicht-reaktiven Zellen) von < 0,005 errechnen lieR. In zwei der 100 Gliazellen ver-
mochte 2-MeSATP (107 M) auch bei Koapplikation mit Suramin in 1000-fach héherer
Konzentration (104 M) die [Ca?*]iz unverandert zur nachfolgenden 2-MeSATP-ergen Sti-
mulation zu erhéhen, und in weiteren funf Gliazellen konnte lediglich eine Teilreduktion
des Kalziumsignals verzeichnet werden. Da bei der grolien Mehrzahl (n = 93) der gete-
sten Astrozyten der LDD-Gruppe Suramin das Agonist-induzierte Kalziumsignal jedoch
vollstandig zu supprimieren vermochte, errechnete sich im Mittel ein ARatio-Wert von
lediglich 0,01 £ 0,01 (Tab ERG 8; Abb. ERG 15C). Im Rahmen der statistischen Auswer-
tung wurden folglich hoch signifikante Unterschiede fur die 340 / 380 nm ARatio-Werte
nach der ersten (P < 0,001) resp. finalen (*# P < 0,001) 2-MeSATP-ergen Stimulation im

direkten Vergleich mit der dritten Stimulation in Anwesenheit von Suramin ermittelt. Ein
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Einzelbeispiel fur den Zeitverlauf der 340 / 380 nm Ratio-Werte eines ARC-Astrozyten
unter Superfusionsstimulation mit 2-MeSATP in Ab- und Anwesenheit des generalisier-
ten P2X-/ P2Y-Rezeptorantagonisten Suramin wird exemplarisch in Abb. ERG 15D dar-
gestellt. Dabei lasst sich die deutliche Hemmung des Agonist-induzierten Kalziumsignals

durch Suramin erkennen.
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Abb. ERG 15 Superfusionsstimulation der ARC-Primarkultur mit dem Purinozeptoragoni-

sten 2-MeSATP in Ab- bzw. Anwesenheit des generalisierten P2X- / P2Y-Puri-
nozeptorantagonisten Suramin (10 M) bei KT

Die Balkendiagramme in A und C zeigen die durchschnittlichen Erh6hungen der 340 / 380 nm Fluo-
reszenz Ratio-Werte fir Neurone (A) resp. Astrozyten (C) (jeweils LDD-Gruppe) nach Superfusions-
stimulation bei 36°C (KT) mit (b*) 2-MeSATP (107 M), (k) Suramin (104 M) und (I) 2-MeSATP (107 M)
+ Suramin (10 M) als arithmetische Mittelwerte + S.E.M. */#/$% kennzeichnen signifikante Unter-
schiede zwischen den 340 /380 nm Fluoreszenz Ratio-Anderungen fir die jeweiligen Superfusions-
stimulationen (One-Way ANOVA in Kombination mit nichtparametrischem Kruskalis-Wallis Test und
Dunn’s Post-hoc Test [*/#/% P < 0,05; **/ # /% P < 0,01; *** [ ## ] %5 P < 0,001]. Zahlen im Bereich
der Balken reprasentieren die Anzahl der responsiven Zellen nach jeder Superfusion, [N] die Gesamt-
zahl der untersuchten Zellen.

Exemplarische Aufzeichnungen der 340 /380 nm Fluoreszenz Ratio-Signale fir ein responsives
Neuron (B) resp. einen responsiven Astrozyten (D) nach sequentieller Superfusionsstimulation bei KT
mit (b*) 2-MeSATP (107 M), (k) Suramin (104 M) und (I) 2-MeSATP (107 M) + Suramin (104 M) sowie
finaler Superfusion mit kaliumreichem (KCI) Messpuffer.
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Mikrogliazellen: Im Rahmen der wiederholten Superfusion mit 2-MeSATP in aquimolarer

Konzentration (107 M) zeigten von den neun analysierten Mikrogliazellen der ARC-Pri-
markultur vier eine mittlere Fluoreszenz Ratio-Anderung von 0,12 £ 0,04 lediglich auf die
primare Stimulation. Sie erwiesen sich somit als ausgesprochen desensibilisierbar und

eine potentiell hemmende Wirkung von Suramin lief3 sich nicht analysieren.

Im Rahmen des zweiten Teilexperiments mit Einsatz von Suramin in einer 10-fach gerin-
geren Konzentration (10-° M) wurden in 21 “wells* aus zwo0lf Praparationen 181 Neurone,
201 Astrozyten und neun Mikrogliazellen auf die Modulation der Agonist-induzierten Er-
héhung der [Ca?*]iz hin analysiert.

Neurone: Auf die 2-MeSATP-erge (107 M) Superfusion (1. und 4. Stimulation) bei KT
(= 36°C) erwiesen sich 4,4 % der Neurone (n = 8) als repetitiv responsiv (LDD-Gruppe),
wobei nicht-signifikant voneinander unterschiedliche Fluoreszenz Ratio-Anderungen von
0,26 £ 0,05 resp. 0,18 £ 0,04 errechnet wurden (Tab. ERG 8; Abb. ERG 16A). Weitere
sechs Neurone wurden der HDD-Gruppe zugeordnet und somit von der finalen Auswer-
tung ausgeschlossen (Kap. ERG 3.3.7). Wahrend die Koapplikation von Suramin bei flnf
der LDD-Neurone eine vollstandige Blockade der Agonist-induzierten Kalziumantwort zur
Folge hatte, wurde fur drei Zellen ein Uberschwelliger Anstieg (> 0,05) der Fluoreszenz
Ratio registriert. Bei einem Uber alle acht Neurone gemittelten ARatio-Wert von 0,03 £
0,01 erwies dieser sich sowohl gegenuber dem ersten (P <0,01) als auch vierten
(* P < 0,05) ARatio-Wert als signifikant erniedrigt (Abb. ERG 16A). Als ebenfalls signifi-
kant unterschiedlich zeigten sich im direkten Vergleich die Signalamplituden der zweiten
vs. ersten (P < 0,001) bzw. vierten (** P <0.01) Stimulation, da Suramin alleine in keiner
Zelle zu einem Uberschwelligen Kalziumsignal fuhrte. Exemplarisch wird der zeitliche
Versuchsverlauf fur ein vollstadndig inhibiertes LDD-Neuron in Abb. ERG 16B graphisch

dargestellt.

Astrozyten: In der ARC-Primarkultur antwortete nahezu die Halfte der 201 analysierten
Astrozyten (46,3 %) sowohl auf die primare als auch finale Stimulation durch den Agoni-
sten mit einer Erhéhung der [Ca?*]iz, wobei durchschnittliche ARatio-Werte von 0,36 +
0,02 resp. 0,25 + 0,02 (Tab. ERG 8) errechnet wurden. Dabei erwies sich die Amplitude
des quartéaren Kalziumsignals als signifikant (¥ P < 0,01) gegeniiber dem primaren er-
niedrigt. Zudem wurden weitere zwolf Astrozyten (6,0 %) in die Desensibilisierungs-
gruppe eingeordnet. Die Superfusionsstimulation mit Suramin (10-> M) alleine verursach-
te in lediglich einer der 93 Astrozyten ein Uberschwelliges Kalziumsignal, wodurch ein
mittlerer ARatio-Wert von 0,01 + 0,01 errechnet wurde. Im Unterschied zur den fur Neu-

rone der ARC-Primarkultur erhaltenen Ergebnissen konnte fur 71 der 93 LDD-Astrozyten
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(76,3 %) auch in Gegenwart des P2X- /P2Y-Rezeptorantagonisten (10> M) wahrend der
Superfusion mit 2-MeSATP (107 M) ein Uberschwelliger Anstieg der Fluoreszenz Ratio
ermittelt werden. Fur 30 dieser LDD-Astrozyten lie3 sich im direkten Vergleich mit dem

nachfolgenden 2-MeSATP-ergen Stimulus sogar keinerlei Reduktion der Signalamplitude
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Abb. ERG 16 Superfusionsstimulation der ARC-Primarkultur mit dem Purinozeptoragoni-
sten 2-MeSATP in Ab- bzw. Anwesenheit des generalisierten P2X / P2Y-Puri-
nozeptorantagonisten Suramin (10-° M) bei KT

Die Balkendiagramme in A und C zeigen die durchschnittlichen Erhéhungen der 340 / 380 nm Fluo-
reszenz Ratio-Werte fir Neurone (A) resp. Astrozyten (C) (jeweils LDD-Gruppe) nach Superfusions-
stimulation bei 36°C (KT) mit (b*) 2-MeSATP (107 M), (k*) Suramin (105 M) und (I*) 2-MeSATP (107
M) + Suramin (105 M) als arithmetische Mittelwerte + S.E.M. * / #/ $ kennzeichnen signifikante Unter-
schiede zwischen den 340 /380 nm Fluoreszenz Ratio-Anderungen fir die jeweiligen Superfusions-
stimulationen (One-Way ANOVA in Kombination mit nichtparametrischem Kruskalis-Wallis Test und
Dunn’s Post-hoc Test [*/#/% P < 0,05; ** / # /% P < 0,01; *** [ ## ] %5 P < 0,001]. Zahlen im Bereich
der Balken reprasentieren die Anzahl der responsiven Zellen nach jeder Superfusion, [N] die Gesamt-
zahl der untersuchten Zellen.

Exemplarische Aufzeichnungen der 340 /380 nm Fluoreszenz Ratio-Signale fir ein responsives
Neuron (B) resp. einen responsiven Astrozyten (D) nach sequentieller Superfusionsstimulation bei KT
mit (b*) 2-MeSATP (107 M), (k*) Suramin (10-°* M) und (I*) 2-MeSATP (107 M) + Suramin (105 M)
sowie finaler Superfusion mit kaliumreichem (KCI) Messpuffer.
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aufzeigen, wahrend bei 41 LDD-Astrozyten eine partielle Inhibition zu verzeichnen war.
Im Rahmen der statistischen Datenanalyse wurde fur die gesamte Zellpopulation eine
hoch signifikante Reduktion der 340 / 380 nm ARatio-Werte bei purinerger Superfusions-
stimulation in Gegenwart von Suramin, im direkten Vergleich mit der primaren
(P < 0,001) sowie finalen (*# P < 0,001) Stimulation mit 2-MeSATP errechnet (Abb. ERG
16C). Wie schon fur den P2-Rezeptorantagonisten PPADS beschrieben, konnte speziell
fur die ARC-Astrozyten somit eine dosisabhangige Reduktion der gemittelten ARatio-
Werte flr Suramin ermittelt werden. Ein Einzelbeispiel fur den Zeitverlauf der 340 / 380
nm Ratio-Werte eines ARC-Astrozyten unter Superfusionsstimulation mit 2-MeSATP in
Ab- und Anwesenheit des generalisierten P2X- /P2Y-Rezeptorantagonisten Suramin wird
exemplarisch in Abb. ERG 16D dargestellt.

Mikrogliazellen: Funf der neun untersuchten Mikrogliazellen (44,4 %) wurden der Desen-

sibilisierungsgruppe zugeordnet. Die weiteren vier Zellen waren nicht auf eine Super-

fusion mit dem Agonisten responsiv.

3.3.7.3. Reactive blue-2 (Rb-2)

Zur Charakterisierung des Aktivierungsprofils ionotroper P2X-Rezeptoren hinsichtlich
ihrer Subtyp-spezifischen, funktionellen Expression in der ARC-Primarkultur frih-postna-
taler Ratten wurde - vergleichbar zu den vorangegangenen Versuchsansatzen mit
PPADS (Kap. ERG 3.3.7.1) resp. Suramin (Kap. ERG 3.3.7.2), der u.a. fur P2X2-Purino-
zeptoren sowie einige P2Y-Rezeptorsubtypen spezifische Antagonist Reactive blue-2
(Rb-2) verwendet. In einem ersten Teilexperiment wurden fur die Analyse des zellularen
Antwortverhaltens nach purinerger Stimulation in Gegenwart von Rb-2 in einer Konzen-
tration von 10> M 80 Neurone, 138 Astrozyten sowie drei Mikrogliazellen in 16 “wells*

aus zehn Praparationen ausgewertet.

Neurone: Im Rahmen der wiederholten Superfusionsstimulation mit 2-MeSATP in aqui-
molarer Konzentration (107 M) - und ohne bzw. mit Koapplikation des Antagonisten Rb-2
- reagierten lediglich funf der insgesamt 80 Neurone (6,3 %) mit einer mittleren 340 / 380
nm Fluoreszenz Ratio-Anderung von 0,18 + 0,03 auf die primare Stimulation, wobei
jedoch keine einzige dieser Zellen auf die abschlieRende 2-MeSATP-erge Stimulation
mit einem weiteren Kalziumsignal antwortete. Folglich wurden alle responsiven Neurone

der HDD-Gruppe zugeordnet.

Astrozyten: Von den 138 post-experimentell eindeutig als Gliazellen astrozytaren Ur-
sprungs charakterisierten Zellen der ARC-Primarkultur erwiesen sich 68 (49,3 %) als auf
die primare Superfusion mit 2-MeSATP (10" M) responsiv. Dabei wurden 20 Astrozyten
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in die HDD- sowie 48 in die LDD-Gruppe eingeordnet. Wie aus den Balkendiagrammen
in Abb. ERG 17A bzw. Tab. ERG 9 zu entnehmen ist, wurden gemittelte ARatio-Werte
fur die primare bzw. quartare Superfusionsstimulation mit 2-MeSATP von 0,39 £ 0,02
resp. 0,17 + 0,02 errechnet, wobei sich letztere als signifikant (¥ P < 0,01) niedriger er-
wiesen. Wahrend bei 41 aller reaktiven LDD-Astrozyten (85,4 %) die Koapplikation von
Rb-2 (10-° M; 3. Stimulation) eine vollstandige Blockade der durch 2-MeSATP induzier-
ten Kalziumantwort zur Folge hatte, erwiesen sich zwei Astrozyten als Rb-2 “resistent®
und bei funf Gliazellen konnte lediglich eine partielle Reduktion des intrazellularen Kal-
ziumsignals nachgewiesen werden. Bei einem Uber alle 48 Astrozyten gemittelten
ARatio-Wert von 0,02 + 0,01 (Tab. ERG 9) zeigte sich dieser sowohl gegenlber dem
ersten (P <0,001) als auch finalen (¥# P <0,001) ARatio-Wert bei Applikation von 2-
MeSATP als hoch signifikant erniedrigt (Abb. ERG 17A). Die alleine Superfusion der Pri-
markulturen mit Rb-2 (2. Stimulation) rief in keinem einzigen Astrozyten eine Modulation

der basalen [Ca?*]iz hervor. In Abb. ERG 17B wird die exemplarische Aufzeichnung des
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Abb. ERG 17 Superfusionsstimulation der ARC-Primarkultur mit dem Purinozeptoragoni-

sten 2-MeSATP in Ab- bzw. Anwesenheit des generalisierten P2X- / P2Y-Puri-
nozeptorantagonisten Reactive blue-2 (10-° M) bei KT

Die Balkendiagramme in A zeigen die durchschnittlichen Erhéhungen der 340 / 380 nm Fluoreszenz
Ratio-Werte fur Astrozyten (LDD-Gruppe) nach Superfusionsstimulation bei 36°C (KT) mit (b*) 2-
MeSATP (107 M), (i) Reactive blue 2 (Rb-2) (10-® M) und (j) 2-MeSATP (107 M) + Rb-2 (10-° M) als
arithmetische Mittelwerte = S.E.M. */#/% kennzeichnen signifikante Unterschiede zwischen den
340/ 380 nm Fluoreszenz Ratio-Anderungen fiir die jeweiligen Superfusionsstimulationen (One-Way
ANOVA in Kombination mit nichtparametrischem Kruskalis-Wallis Test und Dunn’s Post-hoc Test
[*/#/%P <0,05; */# /% P<(,01; **/## ]33 P <(0,001]. Zahlen im Bereich der Balken reprasentie-
ren die Anzahl der responsiven Zellen nach jeder Superfusion, [N] die Gesamtzahl der untersuchten
Zellen.

Exemplarische Aufzeichnungen der 340/ 380 nm Fluoreszenz Ratio-Signale flir einen responsiven
Astrozyten (B) nach sequentieller Superfusionsstimulation bei KT mit (b*) 2-MeSATP (107 M), (i)
Rb-2 (10-°* M) und (j) 2-MeSATP (107 M) + Rb-2 (105 M) sowie finaler Superfusion mit kaliumreichem
(KCI) Messpuffer.
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340/ 380 nm Fluoreszenz Ratio-Signals fur einen hinsichtlich des purinerg induzierten
Kalzium “signaling® inhibierten Astrozyten nach sequentialler Superfusionsstimulation

aufgezeigt.

Mikrogliazellen: Von den drei analysierten Mikrogliazellen wies lediglich eine Zelle aus-

schlieB3lich wahrend der primaren 2-MeSATP-ergen Superfusionsstimulation eine Erhdh-

ung der [Ca?*]iz auf, sodass diese der HDD-Gruppe zugeordnet wurde.

Im Rahmen des zweiten Teilexperiments wurden Daten von 149 Neuronen, 186 Astrozy-
ten und funf Mikrogliazellen, gewonnen aus mikrospektrofluorimetrischen Messungen in
18 “wells“ aus elf Praparationen, hinsichtlich der putativen Modulation der durch 2-Me-
SATP induzierten Erhéhung der [Ca?*]iz durch Rb-2 in jetzt 10-fach niedrigerer Konzen-
tration (10 M) ausgewertet. Dabei wird das zellulare Antwortverhalten (ARatio-Werte)
fur die LDD-Gruppe in tabellarischer Form (Tab. ERG 9) bzw. graphisch in Abb. ERG 18

dargestellt.

Neurone: In der ARC-Primarkultur zeigten lediglich drei der 149 analysierten Neurone
(2,0 %) sowohl auf die erste als auch letzte purinerge Stimulation eine Erhéhung der
[CaZt)iz, bei gemittelten ARatio-Werten von 0,45 £ 0,10 resp. 0,22 + 0,05. Zudem muss-
ten weitere elf Neurone (7,4 %) der HDD-Gruppe zugeordnet werden. Wahrend der Su-

perfusion der Primarkulturen mit Rb-2 (106 M) alleine wies keine Zelle der LDD-Grup-

Rbp 105 | 1 Stimulation | 2. Stimulation | > SEURYON |4 stimulation
2-MeSATP Rb-2 2 MeSATP 2-MeSATP

Astrozyten 0,39 £ 0,02 0 0,02 + 0,01 0,17 £ 0,02

Rb-2 106 M 1. Stimulation | 2. Stimulation 3. Slggjglitlon 4. Stimulation
2-MeSATP Rb-2 2-MeSATP 2-MeSATP

Neurone 0,45+0,10 0 0,13 £ 0,04 0,22 £ 0,05

Astrozyten 0,43 + 0,02 0 0,18 + 0,02 0,23 + 0,01

Tab. ERG 9: Blockade der Fura-2 Fluoreszenz Ratio-Anderungen responsiver Zellen der

ARC-Primarkultur nach repetitiver Superfusionsstimulation mit 2-MeSATP
durch den generalisierten P2-Rezeptorantagonisten Reactive blue 2 (Rb-2)

Erhéhung der intrazellularen Kalziumkonzentration - gemessen als 340 / 380 ARatio-Werte (Fura-2)
und dargestellt als arithmetische Mittelwerte + S.E.M. - in Neuronen (n = 3 fiir Rb-2 10-¢ M) und Astro-
zyten (n =48 fiir Rb-2 10 M bzw. n =90 fir Rb-2 106 M) der “repetitiv responsiven Gruppe“ der
ARC-Priméarkultur (LDD-Gruppe) bei 36°C (= KT) nach repetitiver Superfusionsstimulation mit 2-
MeSATP (107 M) fur jeweils drei min bei achtmin(itigen Waschintervallen.

Datenanalyse in Abwesenheit (Stimulation 1 und 4) bzw. Anwesenheit (Stimulation 3) des generali-
sierten P2X- / P2Y-Rezeptorantagonisten Reactive blue-2 (Rb-2) (10-6 bzw. 10-° M) sowie fiir die Kon-
trollapplikation von Rb-2 alleine (Stimulation 2).
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pe einen Anstieg der 340/ 380 nm Fluoreszenz Ratio auf. Alle drei Neurone antwor-
teten auf die Superfusion mit 2-MeSATP (107 M) in Anwesenheit von Rb-2 (10-¢ M) mit
einer marginalen Erhéhung des ARatio-Wertes (0,13 £ 0,04) (Tab. ERG 7). Dabei erwies
sich im direkten Vergleich das induzierte Kalziumsignal bei zwei Neuronen als > 5 %
niedriger als auf die nachfolgende purinerge Stimulation, wahrend das dritte Neuron
keine Reduktion des ARatio-Werts zeigte. Die statistische Analyse der ermittelten Resul-
tate erbrachte aufgrund der geringen Zellzahl dabei lediglich signifikante Unterschiede
beim direkten Vergleich der ARatio-Werte der ersten vs. zweiten Stimulation (* P < 0,05;
Abb. ERG 18A).

Astrozyten: Von den 186 immunzytochemisch identifizierten Astrozyten reagierten 116
(62,4 %) auf die primare Stimulation mit einer Gberschwelligen Erhéhung der [Ca?*]iz.
Das Verhaltnis von HDD- zu LDD-Zellen betrug 22,4 : 77,6 % (ca.1 : 3). Im Rahmen der
Experimente demonstrierten die 90 LDD-Astrozyten einen Anstieg der mittleren 340 /
380 nm Fluoreszenz ARatio von 0,43 £ 0,02 resp. 0,23 + 0,01 auf die erste resp. finale
Stimulationen mit 2-MeSATP (107 M). Dabei wies die vierte Superfusionsstimulation eine
hoch signifikante Reduktion der durchschnittlichen ARatio-Amplitude (%%¢ P < 0,001) im
Vergleich zur ersten auf. Wahrend der Superfusionsperiode mit Rb-2 (10-¢ M) alleine
reagierte keine einzige Zelle. Auf die darauffolgende 2-MeSATP-erge Stimulation in Ge-
genwart des Antagonisten Rb-2 zeigten 25 Astrozyten eine vollkommene Blockade des
purinerg induzierten Kalziumsignals, 37 Astrozyten eine Verminderung der Signalampli-
tude sowie 28 Astrozyten keine Reduktion der Amplitude des Kalziumantwort, jeweils im
direkten Vergleich zur finalen purinergen Stimulation (4. Stimulation). Im arithmetischen
Mittel errechneten sich ARatio-Werte von 0,18 + 0,02 (Tab. ERG 9; Abb. ERG 18C). Im
Rahmen der statistischen Auswertung wurden signifikante Unterschiede fir die 340 / 380
nm Fluoreszenz ARatio-Werte bei direktem Vergleich der purinergen Stimulation in An-
wesenheit des Antagonisten Rb-2 sowohl zur ersten (P < 0,001) als auch letzten (* P <
0,05) Superfusionsstimulation mit 2-MeSATP alleine erhalten. Einzelbeispiele fir eine
partielle sowie nahezu vollstandige Hemmung des durch 2-MeSATP induzierten Kalzi-
umsignals in ARC-Astrozyten wahrend Superfusionsstimulation mit 2-MeSATP in Ab-
bzw. Anwesenheit des generalisierten P2X-/ P2Y-Rezeptorantagonisten Rb-2 werden
exemplarisch in Abb. ERG 18B,D dargestellt. Wie schon flr die Experimente mit PPADS
(Kap. ERG 3.3.7.1) und Suramin (Kap. ERG 3.3.7.2) geschlussfolgert, konnte auch fur
Rb-2 in Konzentrationen von 10 bzw. 10®* M eine dosisabhangige Reduktion der Ago-

nist-induzierten Kalziumsignale bestimmt werden.
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Abb. ERG 18 Superfusionsstimulation der ARC-Primarkultur mit dem Purinozeptoragoni-
sten 2-MeSATP in Ab- bzw. Anwesenheit des generalisierten P2X- / P2Y-Puri-
nozeptorantagonisten Reactive blue-2 (10¢ M) bei KT

Die Balkendiagramme in A und C zeigen die durchschnittlichen Erhdhungen der 340 / 380 nm Fluo-
reszenz Ratio-Werte fir Neurone (A) resp. Astrozyten (C) (jeweils LDD-Gruppe) nach Superfusions-
stimulation bei 36°C (KT) mit (b*) 2-MeSATP (107 M), (i*) Reactive blue-2 (Rb-2) (10 M) und (j*) 2-
MeSATP (107 M) + Rb-2 (10® M) als arithmetische Mittelwerte + S.E.M. */#/$% kennzeichnen
signifikante Unter-schiede zwischen den 340/380 nm Fluoreszenz Ratio-Anderungen fir die
jeweiligen Superfusionsstimulationen (One-Way ANOVA in Kombination mit nichtparametrischem
Kruskalis-Wallis Test und Dunn’s Post-hoc Test [*/# /% P < 0,05; ** [ # [ 35 P < 0,01; *** [ ### [ 3% P <
0,001]. Zahlen im Bereich der Balken reprasentieren die Anzahl der responsiven Zellen nach jeder
Superfusion, [N] die Gesamtzahl der untersuchten Zellen.

Exemplarische Aufzeichnungen der 340 / 380 nm Fluoreszenz Ratio-Signale fir ein partielle (B) resp.
einen komplett blockierten Astrozyten (D) nach sequentieller Superfusionsstimulation bei KT mit (b*)
2-MeSATP (107 M), (i*) Rb-2 (10® M) und (j*) 2-MeSATP (107 M) + Rb-2 (10® M) sowie finaler
Superfusion mit kaliumreichem (KCI) Messpuffer.

Mikrogliazellen: Von den funf analysierten Mikrogliazellen reagierte keine mit einem An-

stieg der 340 / 380 nm Fluoreszenz Ratio auf die primare, 2-MeSATP-erge Superfusion.
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3.3.8. Modulation der Agonist-induzierten Kalziumsignale in Zellen der ARC-Pri-

markultur durch Subtyp-spezifische P2X-Purinozeptorantagonisten bei KT

Im Rahmen der pharmakologischen Charakterisierung potentiell von Zellen der ARC-
Primarkultur exprimierter, ionotroper P2X-Purinozeptorsubtypen wurden, aufbauend auf
den Resultaten der vorangengangenen Teilstudien (Kap. ERG 3.3.7), weiterfuhrende Ex-
perimente zur Analyse des Antwortverhaltens mit Hilfe Subtyp-spezifischer P2X-Rezep-
torantagonisten bei simulierter, physiologischer Koérpertemperatur der Ratte (KT; 36°C)
durchgefluhrt. Basierend auf den in Kap. ERG 3.3.4 dargelegten Kriterien wurde weiter-
hin eine post-experimentelle Zuordnung der responsiven Neurone, Astrozyten sowie Mik-
rogliazellen in die “Desensibilisierungsgruppe“ (HDD) bzw. “repetitiv responsive Gruppe*
(LDD) vorgenommen. Im Folgenden wird das zellulare Antwortverhalten (ARatio-Werte)

nur fur die LDD-Gruppe in tabellarischer und graphischer Form dargestellt.

3.3.8.1. P2X1-, P2X23- und P2Xs-spezifischer Purinozeptorantagonist TNP-ATP

Wahrend in den vorangegangenen Experimenten die inhibitorische Wirkung generalisier-
ter P2X- / P2Y-Rezeptorantagonisten wie PPADS, Suramin und Rb-2 (Kap. ERG 3.3.7)
auf die durch den Purinozeptoragonisten 2-MeSATP induzierte Erhéhung der [Ca?*]iz
demonstriert wurde, sollte in einer anschlieRenden Untersuchung die Responsivitat der
untersuchten ARC-Zellen auf den P2X4-, P2X23- und P2X3-spezifischen Purinozeptoran-

tagonist TNP-ATP in Konzentrationen von 105 M und 107 M ermittelt werden.

Fir eine detallierte Charakterisierung der funktionell exprimierten homotrimeren Rezep-
torsubtypen P2X; und P2X3 sowie des heterotrimerem P2Xy3-Purinozeptors wurde auf
Grundlage der intrazellularen Kalziumsignale in Ab- bzw. Anwesenheit des Antagonisten
TNP-ATP neben der Kategorisierung der responsiven Zellen in die HDD- bzw. LDD-
Gruppe (Kap. ERG 3.3.7), zusatzlich die Zellpopulation ohne ausgepragt adaptives Ver-
halten (LDD-Gruppe) in drei Unterkategorien (Untergruppen) gegliedert:

[1] Der LDD-Gruppe “starke Inhibition“ wurde eine Zelle zugeordnet, deren Signalampli-
tude (ARatio-Wert als Maf} fur die [Ca?*]iz) bei purinerger Stimulation (2-MeSATP,
107 M) in Gegenwart von TNP-ATP, im direkten Vergleich mit der darauffolgenden

2-MeSATP-ergen Stimulation, um > 50 % reduziert war.

[2] Der LDD-Gruppe “schwache Inhibition“ wurde eine Zelle zugeordnet, deren Signal-

amplitude in Gegenwart von TNP-ATP, im direkten Vergleich mit der darauffolgen-

den 2-MeSATP-ergen Stimulation, um 5 - 50 % reduziert war.

[3] Der LDD-Gruppe “ohne Inhibition“ wurde eine Zelle zugeordnet, deren Signalampli-
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tude in Gegenwart von TNP-ATP, im direkten Vergleich mit der darauffolgenden 2-

MeSATP-ergen Stimulation, gar nicht oder um < 5 % reduziert war.

In einem ersten Teilexperiment, bei Einsatz des Antagonisten TNP-ATP in einer Konzen-
tration von 10-> M, wurden in 15 “wells" aus sieben Praparationen insgesamt 135 Neuro-
ne, 152 Astrozyten und zwei Mikrogliazellen auf ihre Antwortmuster hin analysiert. Die
Resultate, inklusive der statistischen Auswertung, sind fur Neurone resp. Astrozyten der
LDD-Gruppe (inkl. der drei Untergruppen) in Abb. ERG 19 graphisch dargestellt; die
durchschnittlichen 340 /380 nm Fluoreszenz Ratio-Anderungen fiir die untersuchten
Zelltypen der LDD-Gruppe (inkl. der aufgefuhrten Untergruppen) werden in Tab. ERG 10
aufgefuhrt.

Neurone: Insgesamt zeigten 15 ARC-Neurone (11,1 %) eine uUberschwellige Erh6hung
der [Ca?*]iz nach primarer Stimulation mit 2-MeSATP (107 M), wobei 10 Neurone der
HDD-Gruppe mit mittleren ARatio-Werten von 0,09 + 0,02 zugeteilt werden mussten.
Lediglich funf Neurone konnten der LDD-Gruppe (3,7 %) zugeordnet werden, bei einer
durchschnittlichen Amplitude des Kalziumsignals von 0,35 + 0,05, da die finale Superfu-
sion mit 2-MeSATP ebenfalls in einer (iberschwelligen Erhéhung der [Ca?*]iz mit ARatio-
Werten von 0,14 £+ 0,04 resultierte, die sich jedoch aufgrund der geringen Zellzahl als
nicht signifikant unterschiedlich zu denen der primaren Stimulation erwiesen (P > 0,05)
(Abb. ERG 19B; Tab. ERG 10). Auf die Superfusion mit TNP-ATP (10-° M) alleine (2. Sti-
mulation) erwies sich keine Zelle als responsiv. Wahrend der dritten Superfusionsstimu-
lation mit 2-MeSATP und TNP-ATP ergab sich ein durchschnittlicher 340 / 380 nm Fluo-
reszenz Ratio-Anstieg fir die gesamte LDD-Gruppe von 0,08 + 0,04. Aufgrund der dar-
gelegten Kriterien (siehe oben) wurden drei der finf LDD-Neurone (60 %) der Subgruppe
“starke Inhibition® und jeweils ein Neuron (20 %) der Kategorie “schwache Inhibition*
resp. “ohne Inhibition“ zugeordnet. Bedingt durch die geringe Anzahl an LDD-Neuronen
wurde es nicht als notwendig erachtet, eine graphische Unterteilung dieser Zellpopula-
tion in Abb. ERG 19 vorzunehmen. Hinsichtlich des direkten Vergleichs der 340 / 380 nm
ARatio-Werte fur die 3. Stimulationsperiode mit sowohl denen der 1. als auch 4. Stimula-
tionsperiode konnten keine statistisch signifikanten Unterschiede errechnet werden (P >

0,05), mdglicherweise basierend auf der geringen Anzahl auswertbarer LDD-Neurone.

Astrozyten: Von den 152 immunzytochemisch identifizierten Astrozyten ergab sich fur die
responsiven Zellen (n=107; 70,4 %) ein Verhaltnis von HDD- zu LDD-Zellen von
10,2 : 89,8 %, als etwa 1 : 9. Im Rahmen der Versuche reagierten die 96 LDD-Astrozyten
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TNP-ATP | 1. Stimulation | 2. Stimulation | -l 122" | 4, Stimulation
-5 _ - -
10° M 2-MeSATP TNP-ATP 2-MeSATP 2-MeSATP
starke
Inhibition
Neurone 0,39 £ 0,07 0 0 0,08 £ 0,02
Astrozyten 0,35+0,03 0,03 £ 0,02 0,05+ 0,01 0,34 £ 0,03
schwache
Inhibition
Neurone 0,19 0 0,10 0,16
Astrozyten 0,45 £ 0,04 0 0,36 £ 0,03 0,47 £ 0,04
ohne
Inhibition
Neurone 0,39 0 0,31 0,29
Astrozyten 0,69 £ 0,07 0,08 £ 0,07 0,50 £ 0,06 0,43 £ 0,06
Gesamt-
daten
Neurone 0,35+ 0,05 0 0,08 £ 0,06 0,14 £ 0,04
Astrozyten 0,45 £ 0,03 0,03 £ 0,01 0,25 £ 0,03 0,41 £ 0,02
Tab. ERG 10: Blockade der Fura-2 Fluoreszenz Ratio-Anderungen responsiver Zellen der

ARC-Primarkultur nach repetitiver Superfusionsstimulation mit 2-MeSATP
durch den Subtyp-spezifischen P2X-Rezeptorantagonisten TNP-ATP (10 M)

Erhéhung der intrazellularen Kalziumkonzentration - gemessen als 340 / 380 ARatio-Werte (Fura-2)
und dargestellt als arithmetische Mittelwerte + S.E.M. - in Neuronen (n =3 fur starke, n=1 fir
schwache und n = 1 ohne Inhibition; n = 5 fur Gesamtdaten) und Astrozyten (n =42 fur starke, n = 37
fur schwache und n = 17 ohne Inhibition; n = 96 fur Gesamtdaten) der LLD-Gruppe der ARC-Primar-
kultur nach repetitiver Superfusionsstimulation mit 2-MeSATP (107 M) bei 36°C (= KT) fiir jeweils drei
min bei achtminttigen Waschintervallen.

Datenanalyse in Abwesenheit (Stimulation 1 und 4) bzw. Anwesenheit (Stimulation 3) des Subtyp-
spezifischen P2X-Rezeptorantagonisten TNP-ATP (10-5 M) sowie fiir die Kontrollapplikation von TNP-
ATP (10% M) alleine (Stimulation 2).

auf die primare Stimulation mit einer mittleren 340 / 380 nm Fluoreszenz Ratio-Anderung
von 0,45 + 0,03. Die finale Superfusionsstimulation mit 2-MeSATP hatte fur die Gesamt-
population der 96 Astrozyten vergleichbar ausgepragte Kalziumsignale mit ARatio-Wer-
ten von 0,41 £ 0,03 zur Folge, die sich als nicht signifikant unterschiedlich zu denen der
primaren Stimulation erwiesen, trotz der hohen Anzahl an analysierten Zellen (Abb.
ERG 19A). Auf die Applikation des Antagonisten TNP-ATP (10-° M) alleine (2. Stimula-
tion) reagierten finf der 96 Astrozyten mit einem leicht Uberschwelligen Anstieg der

[CaZt)iz, so dass ein arithmetisches Mittel des ARatio-Wertes fiir alle Zellen von 0,03
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0,01 errechnet wurde. Bei Koapplikation sowohl des Purinozeptoragonisten 2-MeSATP
(107 M) und des Antagonisten TNP-ATP (10> M) (3. Stimulationsperiode) konnte ein
uber alle 96 Astrozyten gemittelten ARatio-Wert von 0,25 £ 0,03 errechnet werden (Tab.
ERG 10). Dieser zeigte sich sich sowohl im direkten Vergleich mit den ARatio-Werten
der primaren (P < 0,001) als auch finalen (*# P < 0,001) Superfusionsstimulation mit 2-
MeSATP (107 M) als hoch signifikant erniedrigt (Abb. ERG 19A). Als ebenfalls hoch
signifikant unterschiedlich erwiesen sich die gemittelten Amplituden der ersten (P <
0,001), dritten (%% P < 0,001) und vierten (*** P < 0,001) Stimulationsperiode im direkten

Vergleich mit derjenigen bei Superfusion lediglich des Purinozeptorantagonisten.

Zur besseren pharmakologischen Charakterisierung glial exprimierter P2X-Purinozeptor-
subtypen - ermdglicht durch die hohe Zahl responsiver LDD-Astrozyten sowie die ver-
gleichbaren Amplituden der intrazellularen Kalziumsignale bei der ersten sowie finalen
Superfusionsstimulation mit 2-MeSATP - wurde eine Subkategorisierung der Astrozyten
hinsichtlich der supprimierenden Wirkung von TNP-ATP vorgenommen (Tab. ERG 10;
Abb. ERG 19C-H).

[11 Sub-LDD-Gruppe “starke Inhibition“: Etwa %5 (43,8 %) aller responsiven LDD-Astro-

zyten erwiesen sich hinsichtlich der Modulation purinerg induzierter intrazellularer

Kalziumsignale durch den Antagonisten TNP-ATP als ausgepragt hemmbar. Fur
diese 42 LDD-Astrozyten wurde nach sequentieller Stimulation mit 2-MeSATP in Ab-
bzw. Anwesenheit von TNP-ATP eine jeweils durchschnittliche Erhéhung der 340 /
380 nm Fluoreszenz ARatio-Werte von 0,35 + 0,03 (Agonist), 0,05 + 0,01 (Agonist +
Antagonist) sowie 0,34 £ 0,03 (Agonist) errechnet (Tab. ERG 10). Dabei zeigten 23
Astrozyten eine vollstandige und 19 eine mehr als 50 %, antagonistvermittelte Inhibi-
tion der Signalamplitude (Abb. ERG 19G,H). Die statistische Datenanalyse ergab
folgerichtig eine hoch signifikante Inhibition der intrazelluldren, purinerg mediierten
Kalziumsignale durch TNP-ATP beim jeweiligen Vergleich der ARatio-Werte wah-
rend der ersten (P < 0,001) sowie finalen (*# P <0,001) Stimulationsperiode mit

denen bei Koapplikation von Agonist und Antagonist.

[2] Sub-LDD-Gruppe “schwache Inhibition“: Ein Prozentsatz von 38,5 % der purinerg

stimulierten LDD-Astrozyten zeigte ein ausgepragtes Kalziumsignal aufgrund der
primaren resp. finalen Superfusionsstimulation durch 2-MeSATP (gemittelte ARatio-
Werte: 0,45 + 0,04 resp. 0,47 + 0,04; Tab. ERG 10). Diese 37 LDD-Astrozyten rea-
gierten selbst in Gegenwart des Antagonisten TNP-ATP (10 M) auf die Aktivierung
durch 2-MeSATP mit mittleren Erhéhungen der 340 / 380 nm Fluoreszenz Ratio von
0,36 £ 0,03. Obwohl dieser Wert um Uber 20 % unter denjenigen der Stimulations-
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Abb. ERG 19: Superfusionsstimulation der ARC-Primérkultur mit dem Purinozeptoragoni-
sten 2-MeSATP in Ab- bzw. Anwesenheit des Subtyp-spezifischen P2X-
Rezeptorantagonisten TNP-ATP (10° M) bei KT

Die Balkendiagramme in A, B, C, E und G zeigen die durchschnittlichen Erhéhungen der 340 / 380
nm Fluoreszenz Ratio-Werte fir Astrozyten (A) resp. Neurone (B) (jeweils LDD-Gruppe) sowie fir
Astrozyten ohne (C), schwache (E) resp. starke Inhibition (G) nach Superfusionsstimulation bei 36°C
(KT) mit (b*) 2-MeSATP (107 M), (m) TNP-ATP (10-° M) und (n) 2-MeSATP (107 M) + TNP-ATP (10
M) als arithmetische Mittelwerte + S.E.M. */#/$ kennzeichnen signifikante Unterschiede zwischen
den 340 /380 nm Fluoreszenz Ratio-Anderungen fiir die jeweiligen Superfusionsstimulationen (One-
Way ANOVA in Kombination mit nichtparametrischem Kruskalis-Wallis Test und Dunn’s Post-hoc Test
[*/#]% P < 0,05; */[#]% P < 0,01; ***/## ]38 P < 0,001]. Zahlen im Bereich der Balken repra-
sentieren die Anzahl der responsiven Zellen nach jeder Superfusion, [N] die Gesamtzahl der unter-
suchten Zellen.

Exemplarische Aufzeichnungen der 340/ 380 nm Fluoreszenz Ratio-Signale fur einen responsiven
Astrozyten ohne Hemmung (D), mit schwacher (F) resp. starker Inhibition (H) nach sequentieller
Superfusionsstimulation bei KT mit (b*) 2-MeSATP (107 M), (m) TNP-ATP (10-° M) und (n) 2-MeSATP
(107 M) + TNP-ATP (105 M) sowie finaler Superfusion mit kaliumreichem (KCI) Messpuffer.

perioden 1 bzw. 4 lag, erwies sich der jeweilige Unterschied als statistisch nicht sig-
nifikant (P > 0,05) (Abb. ERG 19E/F).

[3] Sub-LDD-Gruppe “ohne Inhibition®: Die 17 von 96 LDD-Astrozyten (17,7 %) ohne

Verminderung der Signalamplitude wahrend der purinergen Superfusionsstimulation

in Anwesenheit des Antagonisten zeigten ein transientes Kalziumsignal auf primare
und finale Superfusionen mit 2-MeSATP allein mit ARatio-Werten von 0,69 + 0,07
resp. 0,43 £ 0,06 (Tab. ERG 10). Da drei Astrozyten ein marginal Uberschwelliges
Kalziumsignal als Antwort auf die Superfusion des Antagonisten alleine zeigten,
wurde fur die 2. Stimulationsperiode ein mittlerer Fluoreszenz Ratio-Anstieg von
0,08 + 0,07 errechnet. Auf die dritte Stimulation in Anwesenheit von TNP-ATP de-
monstrierten alle 17 Zellen eine Anderung der 340 / 380 nm Fluoreszenz Ratio von
0,50 + 0,06 (Abb. ERG 19C), die sich als nicht statistisch unterschiedlich zu den
ARatio-Werten der primaren und finalen Stimulationsperioden erwies. Hoch signifi-
kante Unterschiede (P < 0,01, P <0,001) konnten ausnahmslos fur sdmtliche Ver-

gleiche mit der 2. Stimulationspriode (TNP-ATP alleine) ermittelt werden.

Mikrogliazellen: Keine der zwei analysierten Mikrogliazellen reagierte mit einem Anstieg
der [Ca?*]iz auf die Superfusion mit 107 M 2-MeSATP.

Im Rahmen des zweiten Teilexperiments wurden in 15 “wells* aus sieben Praparationen
insgesamt 124 Neurone, 152 Astrozyten und funf mikrogliale Zellen auf ihre Responsi-
vitat gegenliber dem Purinozeptoragonist 2-MeSATP (107 M) und dem P2X-Subtyp-
spezifischen Antagonisten TNP-ATP in 100-fach geringerer (107 M) und damit zum Ago-
nist aquimolarer Konzentration studiert. Basierend auf der bekanntermalien hohen Affini-

tat dieses Antagonisten fur homotrimere P2X3- sowie heterotrimere P2X»3-Purinozepto-
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ren, bei geringerer Affinitat for homotrimere P2X>-Purinozeptoren (Bianchi et al., 1999;
Coddou et al., 2011b; Liu et al., 2001; Virginio et al., 1998), kdnnte somit zwischen die-
sen P2XR-Subtypen differenziert werden. Im Folgenden wird das zellulare Antwortver-
halten (ARatio-Werte) nur fur die LDD-Gruppen, einschlie3lich der beschriebenen Unter-
kategorien, in tabellarischer Form (Tab. ERG 11) bzw. in Abb. ERG 20 dargestellt.

Neurone: In der neuroglialen ARC-Primarkultur reagierten 19 der 124 getesteten Neu-
rone (15,3 %) auf die primare purinerge Superfusionsperiode mit einem Uberschwel-
ligen, intrazellularen Kalziumsignal. Dabei wurden zehn Neurone aufgrund der genann-
ten Kriterien (Kap. ERG 3.3.4) in die HDD-Gruppe und neun in die LDD-Gruppe auf-
genommen. Die neun Neurone der LDD-Gruppe zeigten auf die erste 2-MeSATP-erge
Stimulation hin 340 /380 nm Fluoreszenz ARatio-Werte von 0,20 + 0,04, sowie eine
gemittelte Signalamplitude von 0,18 + 0,03 auf die finale Superfusionsstimulation, wobei
sich beide Datengruppen nicht signifikant voneinander unterschieden (P > 0,05). Die
Applikation des Antagonisten alleine bedingte lediglich in einer Zelle eine marginal Uber-
schwellige Reaktion, wodurch sich flir die genannte Zellpopulation eine mittlere Ratio-
Anderung von 0,02 + 0,02 errechnete. Die Koapplikation von 2-MeSATP und TNP-ATP
in aquimolarer Konzentration (3. Stimulationsperiode) hatten mittlere ARatio-Werte von
0,17 £ 0,04 zur Folge, einem weder von der primaren noch finalen purinergen Stimula-
tion signifikant unterschiedlichen Wert (P > 0,05). Die statistische Bewertung ergab einen
signifikant verminderten ARatio-Wert bei direktem Vergleich lediglich der zweiten Stimu-
lationsperiode mit der ersten (P < 0,01), dritten ( P < 0,05) und vierten (* P < 0,05) (Abb.
ERG 20A). Trotz der relativ geringen Anzahl responsiver LDD-Neurone (n = 9) wurde

eine Subkategorisierung der ARC-Neurone wie folgt vorgenommen (Tab. ERG 11).

[1] Sub-LDD-Gruppe “starke Inhibition“: Lediglich ein LDD-Neuron zeigte sich hinsicht-

lich der Modulation purinerg induzierter, intrazellularer Kalziumsignale durch TNP-
ATP als vollkommen hemmbar (Tab. ERG 11).

[2] Sub-LDD-Gruppe “schwache Inhibition“: Zwei LDD-Neurone reagierten auf die erste

resp. finale purinerge Superfusionsstimulation mit einer durchschnittlichen Anderung
der 340/380 nm ARatio-Werte von 0,17 resp. 0,26, und beide Neurone zeigten
nach 2-MeSATP-erger Kosuperfusion mit aquimolarem TNP-ATP ein transientes
Kalziumsignal Uberschwelliger Magnitude (ARatio-Wert: 0,19).

[3] Sub-LDD-Gruppe “ohne Inhibition“: Von den untersuchten LDD-Neuronen erwiesen
sich % (n = 6) mit mittleren 340 / 380 nm ARatio-Werten von 0,23 + 0,06 auf die pri-
mare und 0,17 + 0,04 auf die finale Superfusion als 2-MeSATP responsiv. Wahrend

der purinergen Superfusionsperiode in Anwesenheit des Antagonisten TNP-ATP
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ergaben sich durchschnittliche Fluoreszenz Ratio-Anderungen von 0,20 + 0,04, die
sich als nicht signifikant unterschiedlich zur primaren und finalen Stimulationsperio-
de erwiesen (P > 0,05) (Tab. ERG 11).

TNP-ATP | 1. Stimulation | 2. Stimulation | > SUUEION |4 stimutation
-7 _ - -
10" M 2-MeSATP TNP-ATP 2-MeSATP 2-MeSATP
starke
Inhibition
Neurone 0,10 0 0 0,09
Astrozyten 0 0 0 0
schwache
Inhibition
Neurone 0,17 0 0,19 0,26
Astrozyten 0,41+£01 0 0,41 £ 0,06 0,48 £ 0,06
ohne
Inhibition
Neurone 0,23 £ 0,06 0,04 £ 0,04 0,20 £ 0,04 0,17 £ 0,04
Astrozyten 0,49 £ 0,03 < 0,01 £ 0,01 0,43 £ 0,02 0,33 £ 0,02
Gesamt-
daten
Neurone 0,20 £ 0,04 0,02 £ 0,02 0,17 £ 0,04 0,18 £ 0,03
Astrozyten 0,48 £ 0,03 < 0,01 £ 0,01 0,42 £ 0,02 0,35 £ 0,02
Tab. ERG 11: Blockade der Fura-2 Fluoreszenz Ratio-Anderungen responsiver Zellen der

ARC-Primarkultur nach repetitiver Superfusionsstimulation mit 2-MeSATP
durch den Subtyp-spezifischen P2X-Rezeptorantagonisten TNP-ATP (1077 M)

Erhéhung der intrazellularen Kalziumkonzentration - gemessen als 340 / 380 ARatio-Werte (Fura-2)
und dargestellt als arithmetische Mittelwerte + S.E.M. - in Neuronen (n =1 fur starke, n=2 fir
schwache und n = 6 ohne Inhibition; n = 9 fir Gesamtdaten) und Astrozyten (n = 0 fir starke, n = 18
fur schwache und n =97 ohne Inhibition; n =115 fir Gesamtdaten) der LLD-Gruppe der ARC-
Primarkultur nach repetitiver Superfusionsstimulation mit 2-MeSATP (107 M) bei 36°C (= KT) fir je-
weils drei min bei achtminitigen Waschintervallen.

Datenanalyse in Abwesenheit (Stimulation 1 und 4) bzw. Anwesenheit (Stimulation 3) des Subtyp-
spezifischen P2X-Rezeptorantagonisten TNP-ATP (107 M) sowie fiir die Kontrollapplikation von TNP-
ATP (107 M) alleine (Stimulation 2).

Astrozyten: Ein hoher Prozentsatz (79,3 %) der purinerg stimulierten ARC-Astrozyten
wies ein ausgepragtes Kalziumsignal aufgrund der primaren Superfusionsstimulation auf.
Letztlich konnten 115 dieser Astrozyten der Kategorie mit repetitiver Stimulierbarkeit
(LDD-Gruppe) und nur sechs Gliazellen der HDD-Gruppe mit markanter Desensibilisie-

rung zugeteilt werden. Die zahlreichen Astrozyten der LDD-Gruppe reagierten auf die
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erste und finale Aktivierung durch 2-MeSATP allein mit mittleren Erhohungen der
340 / 380 nm Fluoreszenz Ratio von 0,48 + 0,03 resp. 0,35 + 0,02 (Tab. ERG 11), wobei
sich die ARatio-Werte der vierten Stimulationsperiode gegenuber jenen der ersten als
signifikant erniedrigt erwiesen (® P < 0,05). Wahrend lediglich drei LDD-Astrozyten (2,6
%) einen marginalen Anstieg der [Ca?*]iz nach der Applikation des Antagonisten alleine
demonstrierten (gemittelter ARatio-Wert der Population: < 0,01 £ 0,01), antworteten auf
die Kosuperfusion von 2-MeSATP und TNP-ATP wiederum alle 115 Gliazellen mit einer
mittleren Signalamplitude von 0,42 + 0,02. Dieser Wert erwies sich trotz der hohen Zell-
zahl als nicht signifikant unterschiedlich zu denjenigen wahrend der primaren und auch
finalen Superfusionsstimulation mit 2-MeSATP alleine. Die statistische Analyse ergab
hoch signifikante Unterschiede ausschliel3lich fur die Vergleiche zwischen der zweiten
Stimulation und der ersten (P < 0,001), dritten (*# P <0,001) resp. vierten Stimulation
(*** P <0,001) (Abb. ERG 20B).

[11 Sub-LDD-Gruppe “starke Inhibition“: Von den 115 analysierten Astrozyten der LDD-

Gruppe konnte keine Zelle dieser Kategorie zugeordnet werden.

[2] Sub-LDD-Gruppe “schwache Inhibition“: Ein Anteil von 15,7 % der purinerg stimu-

lierten LDD-Astrozyten zeigte ein ausgepragtes Kalziumsignal aufgrund der prima-
ren resp. finalen Superfusionsstimulation durch 2-MeSATP (gemittelte ARatio-
Werte: 0,41 + 0,01 resp. 0,48 £ 0,06; Tab. ERG 11). Auf die alleinige Applikation von
TNP-ATP in einer Konzentration von 107 M reagierte keine Zelle mit einer Anderung
der [Ca?']iz. Die 18 Astrozyten dieser Kategorie generierten auch in Gegenwart des
aquimolaren Antagonisten TNP-ATP auf die Aktivierung durch 2-MeSATP (107 M)
ein Kalziumsignal mit einer Amplitude (ARatio-Wert) von 0,41 + 0,06, einem Wert,
der nicht signifikant um gemittelt 15 % niedriger lag als der wahrend finaler, puriner-
ger Superfusionsstimulation. Im Rahmen der statistischen Auswertung wurden
lediglich hoch signifikante Unterschiede fur die 340 / 380 nm Fluoreszenz ARatio-
Werte der zweiten Stimulation vs. der ersten (P < 0,001), dritten (*#* P < 0,001) und

vierten (*** P < 0,001) Stimulation ermittelt.

[3] Sub-LDD-Gruppe “ohne Inhibition“: Die 97 von 115 LDD-Astrozyten (84,3 %) ohne

Verminderung der Signalamplitude wahrend der purinergen Superfusionsstimulation

in Anwesenheit des Antagonisten zeigten ein transientes Kalziumsignal auf primare
und finale Superfusionen mit 2-MeSATP allein mit ARatio-Werten von 0,49 £ 0,03
resp. 0,33 + 0,02, bei signifikant (¥ P <0,01) reduzierter Magnitude der letzteren
(Tab. ERG 11). Die Applikation des Antagonisten alleine wurde von drei Gliazellen

mit einem marginal Uberschwelligen Kalziumsignal beantwortet, sodass sich - inkl.
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der 94 nicht-responsiven Zellen - ein arithmetisches Mittel der ARatio-Werte von
< 0,01 £ 0,01 errechnete (Tab. ERG 11). Auf die 2-MeSATP-erge Superfusion in
Anwesenheit von TNP-ATP zeigten diese Zellen gegenuber der primaren wie auch
finalen purinergen Stimulation keine signifikante Verminderung der 340 / 380 Fluo-
reszenz Ratio-Anderung (0,43 + 0,02). Der direkte statistische Vergleich der ermittel-
ten Signalamplitude wahrend der zweiten Superfusionsperiode vs. derjenigen der
anderen drei Messperioden erbrachte hoch signifikante Unterschiede (¥#*** P <
0,001).

A Bl LDD Neurone [N = 124] B B LDD Astrozyten [N = 182]
0.34
= * 'E 0.6+ $
= # c *kk
o - o
0 (.21 @ it
™ ™
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Abb. ERG 20: Superfusionsstimulation der ARC-Primarkultur mit dem Purinozeptoragoni-
sten 2-MeSATP in Ab- bzw. Anwesenheit des P2X-Subtyp-spezifischen Anta-
gonisten TNP-ATP (107 M) bei KT

Die Balkendiagramme in A und B zeigen die durchschnittlichen Erh6hungen der 340 / 380 nm Fluo-
reszenz Ratio-Werte fir Neurone (A) resp. Astrozyten (B) (jeweils LDD-Gruppe) nach Superfusions-
stimulation bei 36°C (KT) mit (b*) 2-MeSATP (107 M), (m*) TNP-ATP (107 M) und (n*) 2-MeSATP
(107 M) + TNP-ATP (107 M) als arithmetische Mittelwerte + S.E.M. * / #/ % kennzeichnen signifikante
Unterschiede zwischen den 340/380 nm Fluoreszenz Ratio-Anderungen fir die jeweiligen
Superfusionsstimulationen (One-Way ANOVA in Kombination mit nichtparametrischem Kruskalis-
Wallis Test und Dunn’s Post-hoc Test; [*/#/% P < 0,05; **/# /%% P < 0,01; *** [ ## %3 P < 0,001].
Zahlen im Bereich der Balken reprasentieren die Anzahl der responsiven Zellen nach jeder
Superfusion, [N] die Gesamtzahl der untersuchten Zellen.

3.3.8.2. Putativer, P2X2-spezifischer Purinozeptorantagonist PSB1011

Im Rahmen des Nachweises einer moglichen, funktionellen Expression ionotroper P2X-
Rezeptoren des Subtyps P2X> in den Zelltypen der neuroglialen ARC-Primarkultur wur-
den in 19 “wells“ aus sieben Praparationen 129 Neurone, 203 Astrozyten und sieben
mikrogliale Zellen auf deren Antwortverhalten gegenuber dem P2X»-spezifischen Purino-
zeptorantagonisten PSB1011 nach Stimulation mit 2-MeSATP bei KT analysiert. PSB-

1011 erwies sich in elektrophysiologischen Studien an Oozyten des Krallenfrosches
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Xenopus, welche den rattenspezifischen Purinozeptor P2X, Uberexprimierten, als hoch-
potenter (ICso-Wert: 80 nM) Antagonist (Baqi et al., 2011). Im Folgenden wird das zellu-
lare Antwortverhalten (ARatio-Werte der intrazellularen Kalziumsignale) fur die LDD-
Gruppe in tabellarischer Form (Tab. ERG 12) bzw. graphisch in Abb. ERG 21 dargestellt.

Neurone: Gemal} den in Kap. ERG 3.3.4 beschriebenen Kriterien erwiesen sich 14 Neu-
rone (10,9 %) als responsiv auf die purinerge Stimulation, wobei elf Neurone der HDD-
Gruppe zugeordnet werden mussten, da zwar auf die primare Superfusionsstimulation
mit 2-MeSATP (107 M) intrazellulare Kalziumsignale mit ARatio-Werten von 0,25 + 0,08
erreicht wurden, in der finalen purinergen Stimulationsperiode jedoch kein Uberschwel-
liger Anstieg der [Ca?*]iz mehr zu verzeichnen war. Die der LDD-Gruppe zugehdrigen
drei Neurone wiesen eine markante Zunahme der ARatio-Werte wahrend der ersten
(0,20 £ 0,13) und auch finalen (0,15 % 0,07) Superfusion des Agonisten auf. Die Applika-
tion lediglich des Antagonisten alleine bedingte keine Anderung der [Ca?*]iz. Die Koappli-
kation von 2-MeSATP (107 M) und PSB1011 (10> M) verursachte eine Hemmung in
lediglich einem der drei Neurone, wodurch sich im arithmetischen Mittel ein ARatio-Wert
von 0,12 + 0,08 ergab. Der direkte statistische Vergleich der ermittelten jeweiligen
Signalamplituden aller vier Messperioden erbrachte, moglicherweise auch aufgrund der
geringen Zellzahl, keine signifikanten Unterschiede (P > 0,05) (Abb. ERG 21A; Tab.
ERG 9).

PSB1011 | 1. Stimulation | 2. Stimulation | *-30"U21" | 4 Stimulation
-5 - _
10~ M 2-MeSATP PSB1011 2-MeSATP 2-MeSATP
Neurone 0,20 + 0,13 0 0,12 + 0,08 0,15+ 0,07
Astrozyten 0,50 + 0,03 < 0,01 £ 0,01 0,30 + 0,02 0,29 + 0,02
Tab. ERG 12: Blockade der Fura-2 Fluoreszenz Ratio-Anderungen responsiver Zellen der

ARC-Primarkultur nach repetitiver Superfusionsstimulation mit 2-MeSATP
durch den P2X;R-spezifischen Antagonisten PSB1011.

Erhéhung der intrazellularen Kalziumkonzentration - gemessen als 340 / 380 ARatio-Werte (Fura-2)
und dargestellt als arithmetische Mittelwerte £+ S.E.M. - in Neuronen (n = 3) und Astrozyten (n = 94)
der “repetitiv responsiven Gruppe“ der ARC-Primarkultur (LDD-Gruppe) nach repetitiver Superfusions-
stimulation mit 2-MeSATP (107 M) bei 36°C (= KT) fiir jeweils drei min bei achtminilitigen Waschinter-
vallen, in Ab- (Stimulation 1 und 4) bzw. Anwesenheit (Stimulation 3) des P2X2R-spezifischen Anta-
gonisten PSB1011 (10-5 M). Kontrollapplikation von PSB1011 alleine (Stimulation 2).

Astrozyten: Nahezu 70,0 % (n = 142) aller 203 analysierten ARC-Astrozyten demon-
strierten auf die primare purinerge Superfusionsperiode ein Uberschwelliges Kalziumsig-

nal. Vergleichbar zu den in Kap. ERG 3.3.4.2 erhaltenen Resultaten konnten ca. % der
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Abb. ERG 21: Superfusionsstimulation der ARC-Primarkultur mit dem Purinozeptoragoni-
sten 2-MeSATP in Ab- bzw. Anwesenheit des putativen P2X;R-spezifischen
Antagonisten PSB1011 (10-° M) bei KT

Die Balkendiagramme in A und C zeigen die durchschnittlichen Erh6hungen der 340 / 380 nm Fluo-
reszenz Ratio-Werte fir Neurone (A) resp. Astrozyten (C) (jeweils LDD-Gruppe) nach Superfusions-
stimulation bei 36°C (KT) mit (b*) 2-MeSATP (107 M), (g) PSB1011 (105 M) und (h) 2-MeSATP (107
M) + PSB1011 (105 M) als arithmetische Mittelwerte + S.E.M. * / #/ $ kennzeichnen signifikante Unter-
schiede zwischen den 340 /380 nm Fluoreszenz Ratio-Anderungen fir die jeweiligen Superfusions-
stimulationen (One-Way ANOVA in Kombination mit nichtparametrischem Kruskalis-Wallis Test und
Dunn’s Post-hoc Test [*/#/% P < 0,05; **/ # /% P < 0,01; *** [ ## ] $5% P < 0,001]. Zahlen im Bereich
der Balken reprasentieren die Anzahl der responsiven Zellen nach jeder Superfusion, [N] die
Gesamtzahl der untersuchten Zellen.

Exemplarische Aufzeichnungen der 340 / 380 nm Fluoreszenz Ratio-Signale flr einen ungehemmten
(B) resp. einen partiell blockierten Astrozyten (D) nach sequentieller Superfusionsstimulation bei KT
mit (b*) 2-MeSATP (107 M), (g) PSB1011 (10 M) und (h) 2-MeSATP (107 M) + PSB1011 (10-° M)
sowie finaler Superfusion mit kaliumreichem (KCI) Messpuffer.

responsiven Astrozyten (66,2 %) der LDD-Gruppe zugeordnet werden. Fur diese 94
Astrozyten wurde nach Stimulation mit 2-MeSATP (Stimulationen 1 und 4) eine jeweils
durchschnittliche Anderung der 340 / 380 nm ARatio-Werte von 0,50 + 0,03 resp. 0,29 +
0,02 ermittelt (Tab. ERG 12), wobei sich die final induzierte Signalamplitude als hoch

signifikant gegenlber der primaren reduziert erwies (%% P < 0,001). Bei Superfusion der

167



Ergebnisse

ARC-Primarkulturen mit PSB1011 (10-° M) alleine zeigten vier Gliazellen (4,3 %) einen
marginalen Anstieg der 340 / 380 nm Fluoreszenz Ratio, wodurch sich fur die gesamte
Zellpopulation ein gemittelter ARatio-Wert von < 0,01 errechnete. In Anwesenheit des
P2X2R-spezifischen Antagonisten PSB1011 (Stimulation 3) reagierten nahezu 90 % der
94 Gliazellen (n = 84) mit einer Erhéhung der [Ca?*]iz auf die Superfusion mit 2-MeSATP
(durchschnittlicher ARatio-Wert inkl. der zehn nicht-responsiven Zellen: 0,30 + 0,02).
Dabei konnte auf diese Koapplikation bei 63 Astrozyten (67,0 %) kein Unterschied in der
Signalamplitude zur nachfolgenden Stimulation mit 2-MeSATP alleine, bei 21 Gliazellen
(22,3 %) eine Verminderung der Signalamplitude um mindestens 5 % demonstriert
werden. In der statistischen Analyse ergab sich folglich zwar ein hoch signifikanter
Unterschied der 340/ 380 nm Fluoreszenz ARatio-Werte im direkten Vergleich zur
primaren (P < 0,001), jedoch nicht zur nachfolgenden 2-MeSATP-ergen Stimulation allei-
ne. Logischerweise erbrachten die entsprechenden Vergleiche mit der nur PSB1011
enthaltenden Superfusionsperiode hoch signifikante (P < 0,001; *** P <0,001) Unter-
schiede. Exemplarisch werden in Abb. ERG 21B,D jeweils Einzelbeispiele flr den Zeit-
verlauf der 340/ 380 nm Ratio-Werte von Astrozyten ohne Inhibition resp. partielle
Blockade des 2-MeSATP-induzierten Kalziumsignals unter Superfusionsstimulation in

Ab- und Anwesenheit des Subtyp-spezifischen Antagonisten PSB1011 dargestellt.

Mikrogliazellen: Auf die 2-MeSATP-erge Stimulation zeigte keine der Mikrogliazellen eine

Anderung der Fluoreszenz Ratio.
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3.4. Immunhisto- und zytochemischer Nachweis ionotroper purinerger Re-

zeptorsubtypen

Die in Kap. MM 2.6.2 beschriebene Methode der indirekten Immunfluoreszenz diente
zum Nachweis der zellularen Expression verschiedener ionotroper P2X-Rezeptorsubty-
pen sowohl in coronalen Gehirnschnitten zwei Monate alter Ratten als auch den Zellen

der neuroglialen ARC-Primarkultur aus dem frih-postnatalen Rattengehirn.

3.4.1. Immunhistochemischer Nachweis des purinergen P2X2-Rezeptorsubtyps

im Nucleus arcuatus der adulten Ratte

Im Rahmen des zellularen Nachweises purinerger Rezeptorsubtypen (P2X; - P2Xs,
P2X7) auf Proteinebene konnte mit Hilfe eines polyklonalen Primarantiserums gegen den
rattenspezifischen P2X2-Rezeptorsubtyp dessen Verteilung in transkardial fixierten coro-
nalen Gehirnschnitten adulter Ratten auf der Ebene des ARC lokalisiert werden. So liel3
sich eine spezifische immunhistochemische Markierung flr das P2X>-Rezeptorprotein
sowohl im Bereich neuronaler Perikaryen als auch kurzer Faserstrukturen in den media-
len und medio-posterioren Aspekten des ARC, Uberwiegend in unmittelbarer Nahe zur

ependymalen Auskleidung des dritten Gehirnventrikels, verifizieren (Abb. ERG 22A).

3.4.2. Zelltypspezifische Expression purinerger P2X-Rezeptorsubtypen in der Pri-

markultur des Nucleus arcuatus

Im Zusammenhang mit der detaillierten Charakterisierung funktionell exprimierter Purino-
zeptorsubtypen in der neuroglialen ARC-Primarkultur (Kap. ERG 3.3) sowie der mRNA-
Expression der verschiedenen P2X-Rezeptorsubtypen in der Primarkultur (Kap. ERG
3.1) war es Ziel dieses experimentellen Ansatzes, mit Hilfe von Primarantikdrpern /-seren
sowohl gegen verschiedene purinerge Rezeptorsubtypen (P2X; - P2Xs, P2X7) als auch
zelltypspezifische Markerproteine die Zuordnung etwa eines speziellen Purinozeptor-
subtyps zu einem bestimmten Zelltyp der neuroglialen Mischkultur des frih-postnatalen
ARC nachzuweisen (Kap. ERG 3.2.1). Hierzu wurden in “wells* mehrerer Zellpraparatio-
nen im Rahmen immunzytochemischer Doppelmarkierungen einerseits die Anzahl der
MAP2a+20- (= Neurone), GFAP- (= Astrozyten) oder ED1-immunpositiven Zellen (= Mikro-
gliazellen) sowie andererseits die Anzahl der einen entsprechenden Purinozeptorsubtyp
exprimierenden Zellen bestimmt. Letztlich erfolgte eine mikroskopisch exakte Analyse
und quantitative sowie prozentuale Ermittlung der doppelmarkierten Zelltypen. In diesem
Zusammenhang flihrten immunzytochemische Untersuchungen fir die ionotropen P2X-
Rezeptorsubtypen P2X1, P2X3, P2Xs und P2X7 zu keinen eindeutig, positiven Markierun-
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gen, wie auch schon teilweise fur die Primarzellkultur des MnPO beschrieben (Hitzel,
2009).

Doppelmarkierungsstudien in ARC-angereicherten Primarkulturen aus drei Praparatio-
nen (jeweils ein “well) erbrachten den eindeutigen Hinweis flir eine spezifische Expres-
sion des P2X>-Rezeptorsubtyps in Neuronen dieses Kerngebietes. Pro “well“ exprimier-
ten 773 £ 47 Zellen und somit 38,5 £ 5,1 % der durchschnittlich 2045 + 148 MAP2a+2p -
immunopositiven Neurone den P2X>R. Wie aus exemplarischen Darstellungen in Abb.
ERG 22B und Abb. ERG 23C ersichtlich, war die P2X>R-spezifische Markierung dabei in
vielen Fallen offensichtlich auf die Plasmamembran v.a. eines Zellpols dieser Neurone

fokussiert.

Im Rahmen des immunzytochemischen Nachweises ionotroper P2X-Rezeptorsubtypen

in Gliazelltypen der ARC-Primarkultur wurde ebenfalls einerseits die Anzahl der GFAP-

Abb. ERG 22: Immunhisto- und zytochemischer Nachweis des P2X;-Rezeptorproteins im
Nucleus arcuatus der adulten Ratte sowie in der neuroglialen ARC-Primar-
zellkultur frith-postnataler Ratten

Abbildung (A) zeigt die indirekte Immunfluoreszenzmarkierung fir das P2X2-Rezeptorprotein im coro-
nalen Gefrierschnitt des perfusionsfixierten (4 % PFA) Gehirns einer adulten Ratte auf der Ebene des
Nucleus arcuatus (ARC). Als Primarantikdrper diente ein polyklonales rabbit anti-rat P2X2R Antiserum;
als Sekundarantikérper wurde Cy3™-gekoppeltes donkey anti-rabbit IgG eingesetzt (rot).

Abbildung (B) zeigt die digitale Uberlagerung der immunzytochemischen Markierung fiir das
Neuronen-spezifische Markerprotein MAP2a+20 und das P2X2-Rezeptorprotein in der neuroglialen
ARC-Primarzell-kultur frih-postnataler Ratten. Als Primarantikorper /-seren dienten ein monoklonaler
mouse anti-MAP2a+20 Antikdrper bzw. ein polyklonales rabbit anti-rat P2X2R Antiserum; als Sekundar-
antikérper wurde Alexa® 488-gekoppeltes donkey anti-mouse IgG (grin) bzw. Cy3™-gekoppeltes
donkey anti-rabbit IgG (rot) eingesetzt.

Die Markierung der Zellkerne erfolgte mit DAPI (blau). Der Groflenmarker entspricht 50 ym (A) resp
25 um (B)

Abkurzungen: ARCm = Nucleus arcuatus medialis, ARCI = Nucleus arcuatus lateralis, ME = Eminentia
mediana, V-lll = Ventriculus tertius cerebri
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immmunpositiven Astrozyten bzw. der ED1-immunpositiven Mikrogliazellen sowie ande-
rerseits die Anzahl der einen entsprechenden Purinozeptorsubtyp exprimierenden Zellen
analysiert. Bei kombiniertem immunzytochemischen Nachweis fur das Glykoprotein CD-
68 (ED1) und den P2X4R wurden aus vier Zellpraparationen (jeweils ein “well*) samtliche
ED1-immunpositiven Mikrogliazellen doppelmarkiert (Abb. ERG 23D-F). Die Kolokalisa-
tion des Purinozeptorsubtyps P2Xs und CD68 zeigte fur CD68 = ED1 eine eindeutige
Markierung zahlreicher zytoplasmatischer Granula mit dichter Aggregation in einer peri-
nuklearen Zone (Abb. ERG 23E), in welcher auch eine ausgepragte, voraussichtlich zell-
membranstandige Komarkierung fur den P2X4R erfolgte (Abb. ERG 23D, F).

Abb. ERG 23: Immunzytochemischer Nachweis der P2X;- und P2X4-Rezeptorproteine in
Neuronen respektive Mikrogliazellen der ARC-Primarzellkultur neonataler
Ratten

Die Abbildungen der linken Spalte zeigen die immunzytochemische Markierung entweder fir das
P2X2- (A) oder P2X4-Rezeptorprotein (D). Als Primarantiseren dienten ein polyklonales rabbit anti-rat
P2X2R resp. anti-rat P2X4R Antiserum; als Sekundarantikérper wurde Cy3™-gekoppeltes donkey anti-
rabbit IgG eingesetzt (rot).

Die Abbildungen der mittleren Spalte zeigen die immunzytochemische Markierung fur das Neuronen-
spezifische Markerprotein MAP2a+2p (B) oder das Oberflachenprotein CD68 mikroglialer Zellen (E). Als
Primarantikérper dienten monoklonale mouse anti-MAP2a+2b resp. anti-CD68 Antikdrper; als Sekundar-
antikérper wurden Alexa® 488-gekoppeltes donkey anti-mouse IgG (griin) eingesetzt.

Die Abbildungen der rechten Spalte (C, F) zeigen die digitale Uberlagerung beider immunzytoche-

mischen Nachweise (Doppelmarkierungen), wodurch sich in einigen Féllen eine FELE Markierung
ergibt.
Die Markierung der Zellkerne erfolgte mit DAPI (blau). Der GréRenmarker entspricht 25 ym.
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Es wurden keine Doppelmarkierungen fur die Rezeptorsubtypen P2X> bzw. P2X4 mit

GFAP-immunopositiven Zellen, also den Astrozyten, ermittelt.

3.4.3. Immunzytochemische Charakterisierung 2-MeSATP-responsiver Neurone

der ARC-Primarkultur: Transmitter coding

Zur naheren Charakterisierung der neuronalen Zellen der ARC-Primarkultur, welche auf
eine singulare Superfusionsstimulation (2-MeSATP; 106 M) mit einem eindeutig Uber-
schwelligen Kalziumsignal reagierten, wurden diese post-experimentell immunzytoche-
misch auf die Expression von ACTH, NPY, NT1 oder TH (Transmitter coding), bzw. des
P2X2R hin analysiert. FUr jeden Versuchsansatz erfolgte die Bestimmung der Anzahl
Neurotransmitter- bzw. P2X>R-immunpositiver Neurone, sinngemalf zu dem in Kap. MM
2.6.4.2 beschriebenen Vorgehen, von 7 - 9 analysierten “wells“, basierend auf 5 - 7 Zell-
praparationen, sowie die Berechnung des jeweils prozentualen Anteils Neurotransmitter /
P2X2R exprimierender bzw. P2-Agonist-responsiver Neurone an der Gesamtzahl der
immunzytochemisch charakterisierten bzw. der als 2-MeSATP responsiv identifizierten
Neurone. Aus den in Abb. ERG 5 prasentierten Daten geht die eindeutig exklusiv neuro-

nale Biosynthese der genannten Neuropeptide bzw. der TH hervor.

ACTH: Aus Analysen an sieben “wells* (sieben Praparationen) gingen insgesamt 67
Neurone in die Auswertung ein. In der neuroglialen ARC-Primarkultur zeigten elf der 67
identifizierten Neurone (16,4 %) auf die Superfusionsstimulation mit 2-MeSATP eine
Uberschwellige Erhéhung der [Ca?*]iz. Zudem wurden 10 der im Kalzium imaging analy-
sierten Neurone (14,9 %) als ACTH-positiv immunmarkiert. Dabei erwies sich eines der
agonistresponsiven Neurone (9,1 % aller responsiven Neurone) als ACTHerg (10,0 %

aller ACTHergen Neurone).

NPY: Im Rahmen dieser Untersuchung wurden insgesamt 92 Neurone aus neun “wells®
(sieben Zellpraparationen) in die Auswertung aufgenommen. Von den 92 Neuronen indu-
zierte die singulare Superfusionsstimulation mit 2-MeSATP bei 13 Zellen (14,1 %) einen
signifikanten (> 0,05) Anstieg der 340 / 380 nm Fluoreszenz Ratio, und 16 der superfu-
sionsstimulierten Neurone (17,4 %) nutzten NPY als Neuromodulator. Es erwies sich
lediglich eines der 2-MeSATP -responsiven Neurone (7,7 % aller responsiven Neurone)
als NPYerg (6,3 % aller NPYergen Neurone).

NT1: In funf “wells* (funf Praparationen) antworteten 25 von insgesamt 65 analysierten
Neuronen (38,5 %) auf die 2-MeSATP-erge Stimulation mit einer markanten Erhéhung
der 340 /380 nm Fluoreszenz Ratio, und neun der mikrospektrofluorimetrisch analy-

sierten Neurone (13,8 %) konnten immunzytochemisch als NT1-positiv gewertet werden.
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Dabei erwiesen sich vier der agonistresponsiven Neurone (16 % aller responsiven Neu-

rone) als NT1erg (44,4 % aller NT1ergen Neurone).
TH: Im Rahmen der Superfusionsstimulation mit 2-MeSATP (10-¢ M) wurde bei 22 der 73

post-experimentell eindeutig als Neurone charakterisierten Zellen (30,1 %; sieben “wells*
aus sieben Praparationen) ein Anstieg der 340 / 380 nm Fluoreszenz Ratio ermittelt.
Weiterhin wurden acht Neurone (11,0 %) als dopaminerg identifiziert. Wiederum erwies
sich lediglich eines der 2-MeSATP -responsiven Neurone (4,5 % aller responsiven Neu-

rone) als TH-immunpositiv (12,5 % aller dopaminergen Neurone).

P2X-R: Im Rahmen der Auswertung zur Doppelmarkierung P2X>R- und/oder MAP2a+25-
immunopositiver Zellen der ARC-Primarkultur konnte post-experimentell in 15 “wells* aus
vier Zellpraparationen keine eindeutige Immunfluoreszenzmarkierung des purinergen

Rezeptorsubtyps P2X, ermittelt werden.

Dabei kann festgehalten werden, dass die subjektiv ermittelte Qualitat der Immunfluores-
zenzmarkierung fir die genannten Neurotransmitter in den zuvor mikrospektrofluorime-
trisch analysierten Arealen der ARC-Primarkultur niedriger ausfiel als in solchen Arealen
eines “wells, die wahrend der Fura-2 Ratio-Imaging Experimente nicht erfasst wurden.
Der parallel durchgeflihrte Nachweis der neuronalen Markerproteine MAP2a+2, bzw. NSE

zeigte keine Beeintrachtigung des Immunfluoreszenzsignals.

3.5. Pharmakologische Charakterisierung des purinergen Rezeptorsystems
in Hypothalamus / thorakalem Riickenmark adulter Ratten: Radiorezep-

tor Bindungsassay (RRA) und Autoradiographie

Radiorezeptor Bindungsassays (RRA) dienen der pharmakologischen Charakterisierung
meist membrangebundener Rezeptorproteine wie den ionotropen P2X-Purinozeptoren
des Hypothalamus bzw. des thorakalen Ruckenmarks adulter Ratten in der vorliegenden
Arbeit (Kap. MM 2.7.4). Aufgrund des limitiert zur Verfugung stehenden Gewebemate-
rials einerseits, sowie des erfolgreichen Nachweises spezifischer Bindungsstellen in cor-
tikalen Synaptosomen des Rattengehirns (Schafer & Reiser, 1997) andererseits, wurde
als Radioligand [3*S]JdATPaS mit hoher spezifischer Aktivitat (1.000 Ci/ mmol) einge-
setzt. Zur genaueren Lokalisierung der durch den Radioliganden markierten Rezeptor-
proteine erfolgte die Durchfihrung und semiquantitative Evaluierung sogenannter Re-
zeptorautoradiogramme an coronalen Gehirnschnitten der adulten Ratte (Kap. MM
2.7.5).
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3.5.1. RRA: Temperatur- und Zeitabhangigkeit

Zur grundlegenden Charakterisierung der Plasmamembranbindung des Radioliganden
[35S]dATPaS wurden vergleichende Bindungsstudien, bei konstanter Radioligandenkon-
zentration (50 pM), mit einer angereicherten Plasmamembranfraktion (PM) des Hypotha-
lamus (HYP) durchgefuhrt. Dabei wurde der Einfluss der Inkubationstemperatur (4°C, RT
und 37°C) und -dauer (10 s bis 25 min) auf die Liganden-Rezeptor Interaktion bestimmt
(Kap. MM 2.7.4). Fur die Datenanalyse wurden fir jeden der acht Zeitpunkte (10 s - 25
min) sowohl zur Ermittlung der Gesamtbindung (TO) als auch der unspezifischen
Bindung (NSB) des Radioliganden Dreifachbestimmungen durchgefuhrt, wobei der NSB-
Wert jeweils in Gegenwart von final 1,6 x 10-°> M nicht-markiertem 2-MeSATP bestimmt
wurde. Die Ermittlung der entsprechenden spezifischen Radioligandenbindung (B)
erfolgte durch Subtraktion des NSB-Wertes von dem der Gesamtbindung (TO). Fur die
finale Auswertung entsprach der héchste B-Wert (Bo) 100 %, wobei alle weiteren B-
Werte in Relation zu diesem gesetzt wurden. Abb. ERG 24 zeigt exemplarisch die
spezifische Radioligandenbindung an die PM-Fraktion des HYP in Abhangigkeit von der

Inkubationsdauer bei Inkubationstemperaturen von 4°C, RT und 37°C.

Im Rahmen dieser Studie wurden drei vergleichende Bindungsstudien unter Einfluss der
genannten Inkubationsdauer und -temperaturen (Kap. MM 2.7.4.1) durchgefuhrt. Bei
einer Inkubationstemperatur von 4°C nahm innerhalb der gesamten Inkubationsdauer die
spezifische Radioligandenbindung (B) degressiv zu. Zu den Inkubationszeitpunkten min-
2 resp. min-5 betrugen die B-Werte durchschnittlich 53,2 + 9,9 % resp. 79,5 £ 9,7 % der
maximalen, spezifischen Radioligandenbindung (Bo) und erreichten bei min-15 bis -25
eine stabile Plateauphase (95 -100 % Bo). Ein vergleichbarer Kurvenverlauf wurde bei
einer Inkubationstemperatur von 22 - 25°C (= RT) erzielt, wobei hier die Plateauphase
schon bei etwa min-8 erreicht wurde. Flr die Inkubationszeitpunkte min-2 resp. min-5
wurden B-Werte von 64,4 £+ 3,7 % resp. 88,4+ 3,0 % in Bezug auf Bo errechnet. Bei
einer Inkubationstemperatur von 37°C erfolgte ein rapider Anstieg der spezifischen Bin-
dung mit min-2 Werten von 88,5 % in Bezug auf den Bo-Wert bei min-8. Danach kam es,
vermutlich aufgrund eines gesteigerten enzymatischen Abbaus des Radioliganden, zu
einer raschen Reduktion der spezifischen Bindung mit B-Werten von im Mittel 43,8 % in
Bezug auf Bo zum Inkubationszeitpunkt min-25. Die aus je drei Versuchen gemittelten
Assoziationskonstanten K, [min] beliefen sich auf 2,9 (4°C), 1,45 (22°C) und 0,5 (37°C)
min. Basierend auf den Resultaten erfolgten die nachfolgenden, kompetitiven Verdran-
gungsstudien an PM des HYP sowie TRM bei einer Inkubationstemperatur von 4°C flr
20 min (Kap. MM 2.7.4).
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Abb. ERG 24: Radiorezeptor Bindungsassay: Temperatur- und Zeitabhangigkeit
spezifischer Bindung des Radioliganden [**S]dATPaS

Exemplarische Darstellung der spezifischen Rezeptor-Liganden Bindung an eine angereicherte Plas-
mamembranfraktion des Hypothalamus adulter Ratten mit dem Radioliganden [3*S]dATPaS (50 pM).
Einfluss der Inkubationstemperatur auf die Ligand-Rezeptor Interaktion: 4°C (schwarze Quadrate),
Raumtemperatur (dunkel-graue Dreiecke) resp. 37°C (hellgraue Kreise), in Abhangigkeit von der
Inkubationsdauer (10 s bis 25 min). Die spezifische Radioligandenbindung (B) in Relation zur
maximalen spezifischen Bindung (Bo) ist jeweils als arithmetischer Mittelwert + S.E.M aus Dreifach-
bestimmungen ermittelt und durch nicht-lineare Regressionsanalyse bei Punkt-zu-Punkt Verbindung
dargestellt.

3.5.2. RRA: Charakterisierung der Purinozeptorsubtypen durch kompetitive Ver-

drangungsstudien

Zum Nachweis und zur neuropharmakologischen Charakterisierung der in der jeweils
angereicherten PM-Fraktion des HYP sowie des TRM adulter Ratten funktionell expri-
mierten P2X-Purinozeptoren wurden kompetitive Verdrangungsstudien mit [3°S]JdATPaS
als Radioligand durchgeflhrt (Kap. MM 2.7.4.2) Bei konstanter Radioligandenkonzen-
tration (0,56 nM) wurden in aufsteigender Konzentrationsreihe von 1 pM bis 100 pM fol-
gende nicht-markierte Liganden (Kompetitor) koinkubiert: ATP und 2-Me-SATP (= gene-
relle Purinozeptoragonisten), a,-meATP (= P2XiR-/ P2X3R-spezifischer Ligand), Bz-
ATP (= P2X4-R / P2X7-R spezifischer Agonist), sowie Suramin und Reactive blue-2 (=
generalisierte P2X-/ P2Y-Purinozeptorantagonisten) und TNP-ATP (= P2Xi-/ P2X2s3-/
P2Xs-spezifischer Antagonist). Fur die Auswertung wurde die spezifische Bindung des
Radioliganden (B) als prozentualer Anteil an der maximalen Bindung (TO = Bg) gegen

die Konzentration (log M) des kompetitiven Liganden aufgetragen, wobei Bo zu 100 %
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gesetzt wurde. Die graphische Darstellung exemplarischer kompetitiver Verdrangungs-
kurven in Abb. ERG 25 wurde mit Hilfe von GraphPad Prism® (Kap. MM 2.7.4.3) ausge-
fuhrt. Zudem gibt Tab. ERG 13 Auskunft Uber die mittlere inhibitorische Konzentration
(ICs0) der entsprechenden Liganden sowie deren Affinitat zu den [3S]dATPaS-Bindungs-

stellen in Relation zu ATP.

3.5.2.1. Kompetitive Verdrangungsstudien an der angereicherten Plasmamem-

branfraktion des Hypothalamus adulter Ratten

Fir die kompetitive Verdrangung des Radioliganden [3°S]dATPaS (0,56 nM) von putati-
ven, membranstandigen P2X- / P2Y-Purinozeptoren wurden vier verschiedene Praparati-
onen einer angereicherten PM-Fraktion von jeweils 8 - 13 tiefgefrorenen Hypothalami
adulter Ratten eingesetzt. In der graphischen Darstellung wurde fir die Agonisten ATP,
2-MeSATP resp. BzATP sowie fir den Antagonisten TNP-ATP bei jeweils zunehmender
Ligandenkonzentration ein jeweils absteigender, sigmoidaler Verlauf der kompetitiven
Verdrangungskurven bis unter 10 % der maximalen [3°S]dATPaS-Radioligandenbindung
ermittelt (Abb. ERG 25A-D). Anhand der Kurvenverlaufe und Daten konnte fur ATP, 2-
MeSATP, BzATP resp. TNP-ATP eine mittlere inhibitorische Konzentration (ICso) von
23,8+3,8 nM, 13,6 2,0 nM, 212+ 14 nM resp. 18,2+ 3,5 nM errechnet werden
(Tab. ERG 13). Im direkten Vergleich zu den zuvor genannten Liganden wies die Ver-
drangungskurve des Agonisten a,3-meATP zwar ebenfalls einen sigmoidalen Kurvenver-
lauf auf, verdrangte jedoch den Radioliganden [*°S]dATPasS selbst in einer Konzentration
von 10* M nur zu 73,0 £ 6,0 % von seinen Bindungsstellen (ICso-Wert: 1,5+ 0,3 uM)
(Abb. ERG 25B,D; Tab. ERG 13). Sowohl fur den Antagonisten Rb-2 als auch Suramin
wurde kein eindeutig sigmoidaler Kurvenverlauf ermittelt. In einem Konzentrationsbe-
reich von 10 bis 103 M wurde die spezifische Bindung des Radioliganden linear bis auf
einen B-Wert von 25,0 £ 6,2 % (Rb-2) bzw. 11 £ 1,2 % (Suramin) des Bo-Wertes redu-
ziert. Als mittlere inhibitorische Konzentration (ICso) ergab sich flir Rb-2 ein Wert von
22,1 £ 13,1 mM und fir Suramin von 45,2 + 3,3 pM. In den kompetitiven Verdrangungs-
studien an der PM-Fraktion des HYP diente der endogene Purinozeptoragonist ATP als
Referenz fur die jeweilige Affinitat der verschiedenen unmarkierten Liganden zu den mit
[35S]-dATPaS besetzten Bindungsstellen. Durch eine proportionale “Kalibrierung” der
jeweiligen ICso-Werte zu dem als 1,0 gesetzten ICso-Wert fur ATP ist eine direkte Ver-
gleichbarkeit der verschiedenen Affinitaten am besten moglich (Tab. ERG 13).
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Abb. ERG 25: Kompetitive  Verdrangung des Radioliganden [**S]dATPaS  von
Purinozeptoren einer angereicherten PM-Fraktion aus Hypothalamus und
thorakalem Riickenmark adulter Ratten

In Teilbild A, B resp. C ist die kompetitive Verdrangung des Radioliganden [**S]dATPaS (0,56 nM) von
intrinsischen Purinozeptoren einer angereicherten Plasmamembran (PM) -fraktion aus Hypothalamus
resp. in Teilbild D aus thorakalem Rickenmark adulter Ratten exemplarisch gezeigt. Als unmarkierte
Liganden wurden die kompetitiven Purinozeptoragonisten ATP, 2-MeSATP, a,3-meATP und BzATP
sowie die Purinozeptorantagonisten Rb-2, Suramin und TNP-ATP in 8 - 16 aufsteigenden Konzentra-
tionen (1072 M - 10-3 M) eingesetzt. Die spezifische Radioligandenbindung (B) in Relation zur maxima-
len spezifischen Bindung (Bo) ist jeweils als arithmetischer Mittelwert + S.E.M von Dreifachbestim-
mungen dargestellt; die kompetitiven Verdrangungskurven wurden unter Verwendung nichtlinearer
Regressionsanalysen in Kombination mit einer “one-site competition“ Gleichung ermittelt.
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3.5.2.2. Kompetitive Verdrangungsstudien an der angereicherten Plasmamem-

branfraktion des thorakalen Riickenmarks adulter Ratten

Vergleichbar zu den an hypothalamischem Gewebe durchgefihrten kompetitiven Ver-
drangungsstudien (Kap. ERG 3.5.2.1) wurde in drei verschiedenen Praparationen von je-
weils 7 - 10 tiefgefrorenen TRM-Segmenten eine angereicherte PM-Fraktion isoliert und
fur einen RRA mit den namlichen agonistischen und antagonistischen, unmarkierten
Liganden fur Purinozeptoren herangezogen. Dabei zeigten die errechneten Kurven der
kompetitiven Verdrangungsstudien fur die Liganden ATP, 2-MeSATP und TNP-ATP
einen vergleichbaren absteigend sigmoidalen Kurvenverlauf bis unter 10 % der maxima-
len Radioligandenbindung mit ICso-Werten von 30,0 £ 4,1 nM, 20,0 £ 3,4 nM und 13,7
4,0 nM auf (Abb. ERG 25A-D). BzATP allerdings erwies sich als um das 8-fache affiner
als im hypothalamischen Gewebe, den Radioliganden von seinen Bindungsstellen zu
verdrangen (ICso-Wert: 32,3+ 0,3 nM) (Abb. ERG 25B, D). Wie schon fur den
Hypothalamus, demonstrierte der P2X1R- und P2X3R-spezifische Agonist a,-meATP

auch am Ruckenmark eine wesentlich geringere Affinitdt zu den vorhandenen Purino-

Hypothalamus Rt'horakales
uckenmark
ICs0-Wert Affinitat ICs0-Wert Affinitat
ATP 23,8+ 3,8 1 30,0 + 4,1 1
2-MeSATP 13,6 £2,0 0,6 20,0+ 3,5 0,7
a,B-meATP 1,5+0,3x 103 63 1,0+£0,1x103 33
BzATP 212+ 14 9 32,3+0,3 1,1
Suramin 45,2 +3,3x 103 1.900 56,5 + 21,1 x 103 1.880
Rb-2 22,1+ 13,1 x 108 928.600 25+2,0x108 83.300
TNP-ATP 18,2+ 3,5 0,8 13,7+4,0 0,5
Tab. ERG 13: Kompetitive Verdrangungstudien an Plasmamembranfraktionen des

Hypothalamus und thorakalen Riickenmarks mit [3S]dATPaS als
Radioligand: ICso-Werte

Kompetitive Verdrangung von [®*S]dATPaS (0,56 nM) von Purinozeptoren einer angereicherten
Plasmamembranfraktion des Hypothalamus (n =4) bzw. thorakalen Rickenmarks (n = 3) adulter
Ratten. Als kompetitive Liganden kamen generelle und subtypspezifische Purinozeptoragonisten
(ATP, 2-MeSATP, a,3-meATP und BzATP) sowie -antagonisten (Suramin, Rb-2 und TNP-ATP) Uber
einen weiten Konzentrationsbereich (10-'2-102 M) zum Einsatz. Berechnung der mittleren
inhibitorischen Konzentration (ICso: nM) als Mal fur die Affinitat des jeweiligen unmarkierten Liganden,
den Radioliganden [**S]dATPaS von seinen Bindungsstellen zu verdrangen. Darstellung der ICso-
Werte als arithmetische Mittelwerte + S.E.M aus drei resp. vier Versuchsansatzen. Proportionale
“Kalibrierung” der jeweiligen ICso-Werte zu dem als 1,0 gesetzten ICso-Wert fir ATP erlaubt die direkte
Vergleichbarkeit der verschiedenen Affinitaten verschiedener Liganden.
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zeptorsubtypen (ICso-Wert: 1,0 £ 0,1 uM) (Tab. ERG13). Die Purinozeptorantagonisten
Rb-2 resp. Suramin wiesen wiederum keinen eindeutig sigmoidalen Kurvenverlauf auf.
Fir beide Kompetitoren wurde noch bei einer Konzentration von 100 uM ein gemittelter
B-Wert von 82,3 +4,9% fur Rb-2 resp. von 37,6 + 8,6 % fur Suramin errechnet. In
diesem Zusammenhang wurde fur Rb-2 resp. Suramin ein |Cso-Wert von 2,5 + 2.0 mM
resp. 56,5 £ 21,1 uyM ermittelt. Wie auch in Verdrangungsstudien in der Plasmamem-
bransuspension des HYP, diente ATP als Bezugspunkt fur die Bindungsaffinitaten ande-
rer Liganden (Tab. ERG 13). In dieser Teilstudie erwies sich die Affinitat flr die beiden
P2X-Rezeptorsubtyp-spezifischen Liganden BzATP und a,-meATP 1,1-fach resp. 33-
fach erniedrigt im Vergleich zu derjenigen von ATP. Fur die P2-Antagonisten Suramin
und Rb-2 konnten deutlich geringere Affinitdten ermittelt werden, mit Werten von 1.880-
fach und 83.300-fach niedrigeren Werten als fur die Affinitdt der Bezugssubstanz ATP.
Die in den kompetitiven Verdrangungsstudien verwendeten Kompetitoren wurden hin-
sichtlich ihrer Affinitat fir die [*®*S]dATPaS-besetzten Bindungsstellen fir beide neuro-
glialen Gewebe in eine Rangfolge eingeordnet:

Hypothalamus: 2-MeSATP > ATP > TNP-ATP > BzATP > a,3-meATP > Suramin > Rb-2
Rackenmark: TNP-ATP > 2-MeSATP > ATP > BzATP > a,3-meATP > Suramin > Rb-2

3.5.3. Autoradiographische Darstellung der [**S]dATPaS-spezifischen Bindungs-

stellen in neuronalem Gewebe

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit erfolgten fur die neuropharmakologische Charakteri-
sierung der in Gehirn und TRM exprimierten P2X-Rezeptorsubtypen kompetitive Ver-
drangungsstudien bei konstanter Konzentration des Radioliganden [3*S]dATPaS (0,65
nM) auch am Gewebsschnitt mit nachfolgender rezeptorautoradiographischer Analyse
bei hoher raumlicher Auflésung. Als kompetitve, nicht-markierte Liganden der Purinozep-
toren im Gehirn bzw. Rickenmark dienten, ahnlich wie fur die Membranbindungsstudien
(Kap. ERG 3.5.2) ATP, 2-MeSATP, a,p-meATP, BzATP sowie Suramin und TNP-ATP,
wobei fur alle Kompetitoren ein Konzentrationsbereich von 0,1 nM bis 100 uM gewahlt

wurde.

In den Rezeptorautoradiogrammen in coronalen Gehirnschnitten (Abb. ERG 26A-C)
wurde fur die maximale Bindung in Abwesenheit kompetitiver Liganden eine intensive
Bindung des Radionuklid-markierten Liganden (hohe optische Dichte) in den oft faserhal-
tigen Gehirnstrukturen wie dem Chiasma opticum (och), der Commissura anterior (aCa),
dem Corpus callosum (cc), der Fornix cerebri (f) sowie dem Tractus opticus (opt) nach-

gewiesen, was auf eine mdglicherweise hohe Expressionsrate spezifischer Purinozepto-
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ren auf Oligodendrozyten bzw. neuronalen Axonen hinweist. Zudem zeigten sich hippo-
campale Strukturen wie Cornu ammonis-Regionen (CA) des Hippocampus proprius (hip)
stark markiert. Eine mittelstarke Intensitat des Schwarzungsbildes und somit Bindung

von [¥S]dATPaS wiesen einige hypothalamische Bereiche wie der Nucleus arcuatus
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(ARC) und der Nucleus ventromedialis hypothalami (VMH) auf. Aufgrund der kompeti-
tiven Verdrangungsstudien konnte eine Liganden-abhangig verminderte [*°S]dATPaS-
Bindung in diesen Gehirnstrukturen, und damit reduzierte, lokale optische Dichte des
Autoradiographiefilms quantitativ erfasst werden. Exemplarisch werden Autoradiogram-
me coronaler Gefrierschnitte in Gegenwart der nicht-markierten Purinozeptorliganden
ATP, a,8-meATP, TNP-ATP sowie Suramin in einer Konzentration von jeweils 10®* M in
Abb. ERG 26 dargestellt.

Im Konsens zu der Teilstudie an Gehirnschnitten wurde eine hohe optische Dichte
(= markante Radioligandenbindung) fur die Substantia grisea sowie eine verminderte OD
fur die Substantia alba des TRM (Abb. ERG 27A) ermittelt. In Abb. ERG 27 finden sich
exemplarisch Rezeptorautoradiogramme der kompetitiven Verdrangung des Radioligan-
den [3*°S]dATPaS durch den P2X:- / P2X7-spezifischen Agonist BZATP in aufsteigender

Konzentration am thorakalen Ruckenmark der Ratte.

Bei der densitometrischen Analyse der digitalisierten Rezeptorautoradiogramme (8-bit
Graustufen TIFF-Dateien) der kompetitiven Verdrangungsstudien mit ATP, a,-meATP
sowie TNP-ATP wurden die Graustufengraduierung (= optische Dichte) von Doppel-
bestimmungen fur wichtige Nuclei des Hypothalamus wie ARC oder VMH, aber auch

Fornix cerebri und Hippocampus proprius mit MCID Analysis ermittelt und letztlich die

Abb. ERG 26: Autoradiographischer Nachweis von [*S]dATPaS-spezifischen
Bindungsstellen im coronalen Gehirnschnitt der Ratte

Kompetitive Verdrangungsstudien an nicht-fixierten, coronalen Gehirnschnitten der adulten Ratte mit
dem Radioliganden [3*S]dATPaS (0,65 nM). Als kompetitive, nicht-markierte Liganden dienten ATP
bzw. a,B-meATP resp. TNP-ATP und Suramin in aufsteigender Konzentration (10-'© M bis 10-4 M). Der
fur die Auto-radiographie verwendete Bereich des Gehirns beinhaltet die hypothalamischen
Kerngebiete (durch weilRe Striche markiert) des MnPO (linke Spalte), PVN (mittlere Spalte) und ARC
(rechte Spalte), sowie den Hippocampus proprius und die Fornix cerebri. Die Teilabbildungen der
oberen Reihe (A - C) zeigen die Gesamtbindung (TO) des Radioliganden mit lokalisierter Schwarzung
des Autoradiographiefilms. Die Teilbilder der zweiten resp. dritten Reihe zeigen durch eine relative
Verminderung der optischen Dichte des Autoradiographiefims die partielle Dissoziation des
Radioliganden [3S]dATPaS von den spezifischen Bindungsstellen durch den unmarkierten generellen
P2-Rezeptoragonisten ATP (D - F) resp. den spezifi-schen P2X1R- und P2Xs3R-Agonisten a,3-meATP
(G - 1) (beide 105 M). Die Teilabbildungen der vierten resp. fiinften Bildreihe zeigen exemplarisch
durch eine geringere Schwarzung des Autoradiographiefiims die Verdrangung des Radioliganden
durch den Subtyp-spezifischen P2X-Rezeptorantagonisten TNP-ATP (J - L) resp. den generellen P2-
Antagonisten Suramin (M - O) (beide 10-5 M).

Der GroRenmarker entspricht 3 mm.

Helligkeit und Kontrast der Abbildung sind mit dem Programm Photoshop um einen Wert von 50
erhoht.

Abkurzungen: aCa = Commissura anterior, ARC = Nucleus arcuatus, CA3 = Cornu ammonis Region 3
des Hippocampus proprius, cc = Corpus callosum, f = Fornix cerebri, LV = Ventriculi laterales, MnPO
= Nucleus praeopticus medianus, och = Chiasma opticum, PVN = Nucleus paraventricularis, V-l =
Ventriculus tertius cerebri
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Abb. ERG 27: Autographischer Nachweis der kompetitiven Verdrangung von [*S]dATPaS-
Bindungsstellen im thorakalen Riickenmark der adulten Ratte

Die Abbildung stellt exemplarisch die kompetitive Verdrangung des Radioliganden [3*S]dATPaS (0,65
nM) durch den nicht-markierten P2X1- und P2X7 subtypspezifischen Liganden BzATP in nicht-fixierten
Gewebeschnitten des thorakalen Rickenmarks der adulten Ratte dar. Die Teilabbildung A zeigt die
Gesamtbindung von [3°S]dATPaS im Riickenmarksschnitt durch lokale Schwéarzung des Autoradio-
graphiefiims. Die kompetitive Verdrangung des Radioliganden durch BzATP in einer aufsteigenden
Konzentration von 101 M bis 10# M wird in den Teilabbildungen B bis H durch eine stufenweise
Verrin-gerung der optischen Dichte des Autoradiographiefilms gezeigt.

Der GréRenmarker entspricht 3 mm.
Helligkeit und Kontrast der Abbildung ist mit dem Programm Photoshop um einen Wert von 50 erhdht.

Abkurzungen: Cd = Cornu dorsale, Cv = Cornu ventrale

arithmetischen Mittelwerte mit S.E.M. fur die Locus-spezifischen ODs von 3 -4 Tieren
errechnet (Abb. ERG 26, 27). Mit Hilfe von GraphPad Prism® wurde analog zu
Kap. MM 2.7.4.3 unter Verwendung einer nicht-linearen Regressionsanalyse in Kombi-
nation mit einer “one-site competition“ Gleichung der Verlauf der jeweiligen Verdran-

gungskurven graphisch (Abb. ERG 28) dargestellt sowie die ICso-Werte ermittelt.

In den hypothalamischen Kerngebieten des ARC und VMH sowie in den Gehirngebieten
der hippocampalen CA3 Region bzw. der Fornix cerebri konnte der Radioligand kompe-
titiv von den putativen Purinozeptoren verdrangt werden. Wie auch in den kompetitiven
Verdrangungsstudien an Plasmamembransuspensionen des Hypothalamus (Kap. ERG
3.5.2.1) wurde fur ATP und TNP-ATP ein absteigend sigmoidaler Kurvenverlauf erfasst,
wohingegen fur a,3-meATP kein eindeutig sigmoidaler Graph ermittelt wurde. Im Rah-

men der densitometrischen Auswertung wurde im ARC in der Teilstudie mit ATP in einer
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Abb. ERG 28: Kompetitive Verdringungsstudien mit dem Radioliganden [3*S]dATPaS im

coronalen Gehirnschnitt der Ratte

Die Verdrangungskurven A bis D zeigen die densitometrische Erfassung der kompetitiven
Verdrangung des Radioliganden [3°S]dATPaS (0,65 nM) in den hypothalamischen Kerngebieten des
Nucleus arcuatus (A) und Nucleus ventromedialis hypothalami (B) sowie den Gehirnstrukturen CA3
Region des Hippocampus proprius (C) und Fornix cerebri (D) adulter Ratten (N = 3). Als nicht-
markierte Kompetitoren dienten der endogene Purinozeptoragonist ATP, der P2X4R- und P2X3R-
spezifische Agonist a,-meATP sowie der P2X-Subtypspezifische Antagonist TNP-ATP in
aufsteigender Konzentration (10-© M - 104 M). Die spezifische Radioligandenbindung (B) in Relation
zur maximalen spezifischen Bindung (Bo) ist als arithmetischer Mittelwert + S.E.M unter Verwendung
nichtlinearer Regressionsanalysen in Kombination mit einer “one-site competition“ Gleichung
dargestellt.

Datenanalyse in Abwesenheit (Gesamtbindung) bzw. Anwesenheit des unmarkierten P2-Rezeptor-
liganden in aufsteigender Konzentration, sowie in Anwesenheit von 10+ M 2-MeSATP (unspezifische
Bindung, NSB) als Doppelbestimmungen der optischen Dichte des Autoradiographiefilms.
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Endkonzentration von 0,1 mM eine gemittelte spezifische Radioligandenbindung von
lediglich 7,2 + 3,3 % des Bo-Wertes sowie eine mittlere inhibitorische Konzentration (ICso)
im ARC von 5,8 £ 0,7 uyM berechnet. Im ARC wurde fur den Liganden a,3-meATP kein
eindeutig sigmoidaler Kurvenverlauf bestimmt. In diesem Zusammenhang wurde bei
einer finalen Konzentration von 0,1 mM immer noch eine mittlere Radioligandenbindung
von 49,8 + 7,7 % des Bo-Wertes, sowie ein ICso-Wert von 8,4 + 0,4 uM errechnet. In
Anwesenheit des Antagonisten TNP-ATP (0,1 mM) wurden durchschnittlich 92,8 + 3,2 %
des Radioligand [3*S]dATPaS von dessen Bindungsstellen verdrangt, dabei wurde fir
TNP-ATP ein ICso-Wert von 4,8 £ 0,6 uM ermittelt.

Die kompetitiven Verdrangungsstudien im hypothalamischen VMH (Abb. ERG 28B) wie-
sen fur ATP in einer Endkonzentration von 0,1 mM eine gemittelte spezifische Radioli-
gandenbindung von lediglich 7,3 +4,0 % des Bo-Wertes sowie einen ICso-Wert von
4,9 £ 0,1 uM auf. Im Rahmen der densitometrischen Auswertung des hypothalamischen
VMH ergab sich fur die Dissoziationsstudie mit a,f-meATP bei einer Konzentration von
0,1 mM immer noch eine mittlere Radioligandenbindung von 44,2 + 8,0 % des Bo-Wer-
tes, sowie ein durchschnittlicher ICso-Wert von 2,6 + 0,2 uM. Die Datenanalyse der
Rezeptorautoradiographien fur TNP-ATP ergab bei einer Konzentration von 0,1 mM eine
gemittelte spezifische Bindung von 4,4 + 4,3 % des Bo-Wertes sowie eine mittlere inhibi-
torische Konzentration (ICsp) im VMH von 5,8 + 0,7 uM.

Die densitometrische Auswertung der kompetitiven Verdrangungsstudien im Bereich der
hippocampalen CA3 Region ergab eine Radioligandenbindung von 5,5 + 3,2 %, 56,3
8,3 % resp. 1,7 £ 1,3 % des Bo-Wertes fur die Kompetitoren ATP, a,3-meATP resp. TNP-
ATP in einer Konzentration von 0,1 mM. AulRerdem wurde ein ICso-Wert fur ATP, a,B-
meATP resp. TNP-ATP von 2,2+ 0,1 uM, 7,4 £ 0,2 pM resp. 1,6 £ 0,1 uM berechnet.

Basierend auf den Resultaten der Rezeptorautoradiographien im Bereich der Fornix
cerebri wurden fur ATP, a,-meATP resp. TNP-ATP eine Radioligandenbindung von 2,9
+ 1%, 42,7 £6,9 % resp. 3,5+ 2,9 % des Bo-Wertes berechnet. In der Fornix konnte mit
Hilfe kompetitiver Verdrangungsstudien mit ATP, a,3-meATP resp. TNP-ATP ein 1Cso-
Wert von 1,3 £ 0,1 uM, 12,1 £ 0,2 uyM resp. 4,1 £ 0,1 uM ermittelt werden. Wahrend also
die Membranbindungsstudien im Rahmen der kompetitiven Verdrangungsstudien fur
ATP, 2-MeSATP oder TNP-ATP zu ICso-Werten von 10 - 30 nM fuhrten, ergaben sich bei
den quantitativen Auswertungen der Rezeptorautoradiogramme ICso-Werte im unteren
mikromolaren Bereich. Eine vermehrte enzymatische Degradation des Radioliganden
durch aus den unfixierten Gehirnschnitten freigesetzte Endonukleotidasen kénnten zu-

mindest teilweise fur diese Diskrepanz verantwortlich gewesen sein.
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4. Diskussion

4.1. Immunztyochemische Charakterisierung ARC-spezifischer Neurotrans-

mittersysteme in der Primarkultur

Die funktionelle und pharmakologische Charakterisierung ionotroper purinerger Rezepto-
ren im hypothalamischen Nucleus arcuatus (ARC) der Ratte reprasentierte die zentrale
Zielstellung der vorliegenden Arbeit. Dabei kommt dem ARC der Wirbeltiere neben dem
Nucleus paraventricularis (PVN), dem Nucleus ventromedialis hypothalami (VMH) sowie
der Regio hypothalami lateralis (LH) eine herausragende Bedeutung als zentrales Regel-
zentrum fur den komplexen autonomen Regelkreis zur Konstanthaltung des Energie-
haushaltes inklusive der Nahrungsaufnahme (Kap. EIN 1.6) zu. Neben klassischen Neu-
rotransmittern wie Glutamat oder GABA sind dabei vor allem Neuropeptide als Signal-
molekile beteiligt. Der ARC reprasentiert aulierdem ein wichtiges neuroendokrines Kon-
trollzentrum fur die Hormonsysteme der Adenohypophyse. Dabei spielen neuropeptider-

ge und katecholaminerge inhibiting und releasing Faktoren eine wichtige Rolle.

Die Grundvoraussetzung fur pharmakologisch-zellbiologische Studien an einzelnen Neu-
ronen sowie Gliazellen des ARC stellte dabei die de novo Etablierung einer Primarkultur
des ARC neonataler Ratten dar (Kap. MM 2.4). Hierfur konnte auf profunde Erfahrungen
in der Etablierung neuroglialer primarer Zellkulturen spezifischer hypothalamischer Kern-
gebiete (MnPO, PVN) resp. zirkumventrikularer Strukturen (AP, OVLT, SFO) des Ratten-
gehirns in der AG Gerstberger am Max-Planck-Institut fir Physiol. & Klin. Forschung
(Bad Nauheim) (1994-2000) resp. am Institut fur Veterinar-Physiologie & -Biochemie der
JLU (2000 bis dato) zurlckgegriffen werden (Gebke et al., 1998, 2000; Hatzelmann et
al., 2013; Hitzel, 2009; Jurzak et al., 1994, 1995a, 1995b; Ott et al., 2010, 2012; Wuchert
et al., 2008, 2009). Die immunzytochemische Markierung ARC-intrinsischer Neurotrans-
mitter- bzw. -peptidsysteme in Neuronen der ausdifferenzierten Primarkultur in vitro stell-
te ein wichtiges Kriterium dar fur den Nachweis (1) der erfolgreichen Kultivierung ARC-
spezifischen Gehirnparenchyms sowie (2) einer dem ARC in vivo vergleichbaren Trans-
mitterkodierung der ARC-Neurone. Zur eingehenden Charakterisierung der zellularen
Expression der ARC-spezifischen Neurotransmittersysteme in den kleinzelligen, bi-, tri-
und multipolaren Neuronen der ARC-Priméarkultur - sowie vergleichend in coronalen
Gehirnschnitten adulter Ratten - wurden antigenspezifische polyklonale Antiseren sowie
monoklonale Antikdrper eingesetzt.

Ventromedial bzw. -lateral lokalisierte Neurone des ARC exprimieren nachweislich
POMC als Pro-Polypeptid fir ACTH und a-MSH (Broberger & Hokfelt, 2001; Chronwall,

186



Diskussion

1985; Colldén et al., 2010). Dessen anorexigene Wirkung via Interaktion mit dem Mela-
nocortinrezeptor konnte durch icv-Applikation an Futter-deprivierten Ratten demonstriert
werden (Harrold et al., 2012; Poggioli et al., 1986). Neben der Lokalisation von POMC-
Neuronen im ARC adulter Ratten wurde in der vorliegenden Arbeit, konform mit immun-
histochemischen Untersuchungen des ARC von Mausen, sowohl in Neuronen der prima-
ren Zellkultur des ARC als auch im Gehirnschnitt adulter Ratten keine Kolokalisation von
POMC mit der Tyrosinhydroxylase (TH) als Schltusselenzym fur die Synthese von Dopa-
min (DA) ermittelt (Cowley et al., 2001). Zusatzlich wird in der Fachliteratur explizit auf
eine fehlende Koexpression des POMC-Peptides mit Neuropeptid Y (NPY) oder Somato-
statin (SOM) hingewiesen (Chronwall, 1985; Colldén et al., 2010; Cowley et al., 2001).
NPY sowie das agouti gene-related peptide (AGRP) stimulieren die Nahrungsaufnahme,
wobei beide Neuropeptide im ventromedialen ARC kolokalisiert sind (Broberger & HOk-
felt, 2001; Tatemoto et al., 1982). Uber einen negativen feedback Mechanismus wirkt
NPY sowohl autoregulatorisch auf die Aktivitat der NPY / AGRP-Neurone als auch direkt
hemmend auf die POMC / CART-Neurone des ARC ein, wodurch die Abgabe von a-
MSH gesenkt wird (Broberger et al., 1997; King et al., 1999; 2000). In der vorliegenden
Arbeit wurden etwa 15 % der identifizierten Nervenzellen der ARC-Primarkultur als NPY-
immunoreaktiv charakterisiert, und mehr als 27 % der NPY-ergen Nervenzellen erwiesen
sich ebenfalls als dopaminerg (Kap. ERG 3.2.2). Neben der Detektion von POMC-Neuro-
nen war dies ein weiterer Hinweis auf ein offensichtlich auch in der neuroglialen Zellkul-
tur des ARC frih-postnataler Ratten erhaltenes, ARC-typisches Transmittercoding seiner

Neurone.

Immunhistochemische Studien demonstrierten au’erdem die synaptische Verbindung
NPY-exprimierender ARC-Nervenzellen mit SOM-produzierenden Neuronen des Nuc-
leus periventricularis (PE) (Hisano et al., 1990; Minami et al., 1998). Aufgrund der experi-
mentellen Unterbrechung afferenter Projektionen in den PE, sowie der icv-Applikation
von NPY und Bestimmung des Plasmaspiegels an Wachstumshormon (GH), postulierten
Minami und Kollegen (1998) eine autoregulatorische, GH-induzierte Freisetzung von
NPY, welches wiederum die SOM-Sekretion der PE-Neurone stimuliert. Letzteres redu-
Ziert entweder direkt durch Inhibition der sekretorischen Aktivitat somatotropher Zellen
des HVL, oder indirekt durch Supprimierung der GHRH-Freisetzung aus ARC-Neuronen,
die GH-Abgabe aus den Zellen der Adenohypophyse (Kap. EIN 1.5.2) (Minami et al.,
1998).

Untersuchungen mit retrograden Tracersubstanzen zeigten, dass das Neuropeptid Neu-

rotensin (NT) im Hypothalamus v.a. in den Kerngebieten PE, ARC und pPVN exprimiert
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wird (Merchenthaler & Lennard, 1991; Rosténe & Alexander, 1997). Im ventrolateralen
sowie dorsomedialen Bereich des ARC wurden immunhistochemisch partielle Kolokali-
sationen von NT aber auch NT-spezifischen Rezeptoren mit dopaminergen und / oder
GHRH-positiven Neuronen demonstriert (Everitt et al., 1986; Hokfelt et al., 1984; Ibata et
al., 1983; Meister & Hokfelt, 1988; Moga & Saper, 1994; Nicot et al., 1994; Rosténe &
Alexander; 1997). Auf der Basis der GHRH-Koexpression wurde vermutet, dass die
ventrolateral lokalisierte Neuronenpopulation an der Freisetzung von GH sowie weiterer
HVL-Hormone beteiligt sein konnte (Rosténe & Alexander; 1997). Die dorsomediale
Neuronengruppe (TIDA-Neurone) ist zudem von primarer Bedeutung fur die Suppression
der hypophysaren Prolaktin (PRL) Sekretion (Everitt et al., 1986; Rosténe & Alexander;
1997). Im Gegensatz zur DA-vermittelten Wirkung stimuliert NT via Ca2*-Mobilisierung in
laktotrophen Zellen des HVL eine erhdhte PRL-Sekretion (Memo et al., 1985). Die nach-
weislich partielle Kolokalisation von NT in dopaminergen Neuronen des ARC adulter Rat-
ten wurde ebenfalls immunzytochemisch in der etablierten ARC-Primarkultur demon-
striert (Kap. ERG 3.2.3), wohingegen sich NT aufgrund seiner raschen enzymatischen
Degradation nicht im coronalen Gehirnschnitt von nicht mit Colchicin behandelten Ratten
ermittelt lie. In anderen immunhistochemischen Studien wurde dazu Colchicin als Inhi-
bitor des axonalen Transports, und damit zur nachweisbaren Akkumulation von neuroak-
tiven Substanzen wie NT oder NPY in neuralen Zellkdrpern, intracerebroventrikular bei
Versuchstieren mikroappliziert (Dahlstrém, 1968; James et al., 1970; Merchenthaler &
Lennard, 1991). Als unerwinschter Nebeneffekt der Colchicin-Behandlung wurde jedoch
u.a. eine deutliche Erhéhung der mRNA-Synthese fur NT in verschiedenen Kerngebieten
des Hypothalamus (u.a. PVN, ARC) von Ratte und Maus beschrieben (Rosténe & Ale-
xander; 1997). Die Verwendung von nicht mit Colchicin behandelten Ratten kdonnte in der
vorliegenden Arbeit die fehlende immunhistochemische Markierung von NT und NPY auf
zellularer Ebene im Gehirnschnitt begrinden (Kap. ERG 3.2.2).

Anhand des Nachweises von TH als Schlisselenzym der Dopamin Biosynthese (Chan-
Palay et al.; 1984) konnte DA in etwa 11 % aller Neurone der ARC-Primarkultur immun-
zytochemisch nachgewiesen werden. Das DA dorsomedial und ventrolateral lokalisierter
TIDA-Neurone des ARC stellt, wie schon erwahnt, den potentesten inhibiting Faktor zur
Regulation der adenohypophysaren Fresetzung von Prolaktin (Kap. EIN 1.5.2) sowie in
abgeschwachter Form auch des adrenocorticotrophen Hormons (ACTH) dar (Arimura,
2000; Chan-Palay et al., 1984; Chronwall, 1985; Fehér et al., 2010; Tucker, 2000).

In Hinblick auf die hypothalamische Regulation der adenohypophysaren PRL- bzw. GH-

Sekretion wurde konform mit den Resultaten vorausgegangener immunhistochemischer
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Untersuchungen am Gehirn adulter Ratten ebenfalls in der neuroglialen ARC-Primarkul-
tur eine partielle neuronale Kolokalisation von Dopamin (bzw. TH) und dem inhibiting
Faktor SOM (~ 25 %) ermittelt (Kumar, 2007; Sakanaka et al., 1990). Neben einem
negativen short-loop feedback Mechanismus v.a. der SOM-exprimierenden Neurone des
PE und auch des ARC auf die PRL-Sekretion (Kap. EIN 1.5.2), hemmen innerhalb des
ARC-Kerngebietes SOM-produzierende Neurone die GHRH-Freisetzung benachbarter
Neurone, und reduzieren somit die Sekretion von GH aus dem HVL (Ben-Shlomo et al.,
2013; Bluet-Pajot et al., 2001; Burton et al., 1992; Freeman et al., 2000). Kumar (2007)
wies dabei die Expression SOM-spezifischer Rezeptoren (SSTR) auf dopaminergen Ner-
venzellen des ARC sowie des PE nach und vermutete, dass in Folge dieser Kolokalisa-
tion, SOM via SSTR direkten Einfluss auf Katecholamin-vermittelte Mechanismen haben
kénnte (Kumar, 2007). Im Bereich des Hypothalamus ist ein Grol3teil der SOM-produzie-
renden Neurone im PE und nur ein geringer Anteil im ARC konzentriert (Chronwall,
1985; Kumar, 2007; Patel, 1999). Wahrend das polyklonale SOM-Antiserum im Gehirn-
schnitt ausschlieBlich immunoreaktive Fasern im mediolateral ARC sowie der Eminentia
mediana aufzeigte (Abb. ERG 4C), waren in der ARC-Primarkultur etwa acht Prozent der

Neurone SOM-positiv.

Zusammenfassend zeigte diese Untersuchung, dass in Neuronen der neuroglialen Pri-
markultur frih-postnataler Ratten klassische Neurotransmitter bzw. Neuromodulatoren
des Nucleus arcuatus adulter Ratten wie Dopamin, Neuropeptid Y, Neurotensin und
Somatostatin, aber auch das Prohormon Proopiomelanocortin, nachgewiesen werden
konnten. Konform mit immunhistochemischen Studien am ARC adulter Ratten lieferten in
der vorliegenden Arbeit Kolokalisationsuntersuchungen zusatzlich Hinweise darauf, dass
ARC-Neurone der Primarkultur mehr als nur einen Neurotransmittertyp synthetisieren,
speichern und freisetzen kdnnen, vergleichbar der in vivo Situation der adulten Ratte.
Somit kann davon ausgegangen werden, dass eine funktionelle, neurogliale Primarkultur
des ARC fruh-postnataler Ratten erfolgreich etabliert und manifestiert werden konnte
(Chronwall, 1985; Meister & Hokfelt, 1988).

4.2, Charakterisierung purinerger Rezeptoren im ARC

Neben den klassischen Neurotransmittern wird extrazellularem Adenosin-5"-trisphosphat
(ATP) in vielen Bereichen der Neurowissenschaften seit den Pionierstudien von Burn-
stock und Kollegen (1970) eine wichtige modulatorische Funktion zugeschrieben. Neuro-
nal synthetisiertes, extrazellulares ATP interagiert dabei nach in erster Linie vesikular-

synapischer Freisetzung als messenger Molekul Uber purinerge P2-Rezeptoren mit
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nachgeschalteten Neuronen bzw. mdglicherweise parakrin mit umgebenden Gliazellen
(Inoue et al., 2010; Pankratov et al., 2006). Neuere experimentelle Untersuchungen
legen auch fir hypothalamische neuronale Netzwerke eine funktionelle Beteiligung von
synaptisch freigesetztem ATP nahe. So gibt es fur Kerngebiete wie den PVN oder den
SON erste Daten bezuglich der physiologischen Relevanz von ATP etwa fur die magno-
zellulare Neurosekretion von Oxytocin oder ADH (Gomes et al., 2009). Erste Hinweise
fur die Existenz von P2X-Purinorezeptoren (P2X2, P2Xs und P2Xs) im ARC von Ratte
und Maus stammen aus in situ Hybridisierungsstudien und immunhistochemischen Un-
tersuchungen an Gehirnschnitten der Ratte (Collo et al., 1996; Colldén et al., 2010; Xi-
ang et al.,, 1998) sowie aus elektrophysiologischen Studien an ARC-Neuronen in vitro
(Wakamori & Sorimachi, 2004).

Der Nachweis purinerger Rezeptoren auf mRNA- und Proteinebene im Bereich des
Hypothalamus wirft die Frage nach der funktionellen Expression purinerger Rezeptoren
in den neuroglialen Komponenten des ARC sowie deren mogliche Beteiligung an den

vorgestellten Regulationsmechanismen auf.

4.2.1. Betrachtung der Expression purinerger Rezeptoren in der Ontogenese des

Zentralnervensystems der Ratte

Anhand der in der der vorliegenden Arbeit durchgefuhrten Untersuchungen konnte de-
tailliert die Expression aller sieben bekannten P2X-Purinozeptorsubtypen gleichermalen
im hypothalamischen ARC neonataler und adulter Wistar-Ratten als auch fur die neuro-
gliale Primarzellkultur des ARC sowie des MnPO demonstriert werden. Die Resultate der
Genexpressionsanalysen fur die Untersuchung der mRNA-Expressionsmuster ermogli-
chen jedoch keine Differenzierung der P2X-Purinozeptorexpression bezuglich der ver-
schiedenen Zelltypen des ARC. Aus methodischen Grinden konnte der mRNA-Gehalt
der sieben P2X-Rezeptorsubtypen fur adulten ARC, neonatalen ARC sowie die ARC-Pri-
markultur ebenfalls nicht direkt miteinander verglichen werden (Kap. ERG 3.1.4). Durch
Relativierung auf das jeweils am niedrigsten exprimierte Zielgen (P2Xs) wurde jedoch ein
nahezu kongruentes Expressionsmuster im direkten Vergleich des hypothalamischen
ARC-Kerngebiets frih-postnataler und adulter Ratten verifiziert. Fir den ARC frih-post-
nataler Ratten stellt sich die quantitative Erfassung der Expressionsmuster wie folgt dar:
P2X2 = P2Xg > P2X4 > P2X7 >> P2X3 = P2X1 > P2Xs. Fir den ARC adulter Tiere gilt:
P2X2 > P2Xs = P2X4 > P2X7 >> P2X3 = P2X1> P2Xs. Wahrend der Entwicklung der
Ratte wurden diesbeziglich Veranderungen in der Expression der P2X-Rezeptoren auf

mRNA- und Proteinebene im ZNS beschrieben (Brosenitsch et al., 2005; Cheung et al.,
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2002; 2005; Kidd et al., 1998; Xiang & Burnstock, 2005a; b). Wahrend der P2X3-Rezep-
torsubtyp bereits frih in der embryonalen Entwicklung des ZNS der Sprague-Dawley
Ratte (embryonaler Tag 11 = E11) im Bereich des Metencephalon bzw. wenig spater im
Nucleus mesencephalicus nervi trigemini (MeN5) und NTS exprimiert wird, ist die Exi-
stenz der Rezeptorsubtypen P2X> und P2X7 erstmals ab E14 nachweisbar. Hinsichtlich
der Expression des P2X4R wahrend der Neurogenese liegen keine eindeutigen Belege
vor (Cheung & Burnstock; 2002; Cheung et al., 2005). Im direkten Vergleich der Expres-
sionsprofile fur die P2XR-Subtypen P2X1 und P2X> im Cerebellum und Hippocampus
pranataler und adulter Ratten wurde molekularbio- und immunologisch eine abnehmen-
de Expression beider Subtypen beschrieben (Kidd et al., 1995; 1998). Cheung und Kolle-
gen (2002; 2005) wiesen mittels Immunhistochemie und RT-PCR zudem nach, dass die
Purinozeptorsubtypen P2Xs6 erst wahrend der postnatalen Neurogenese gebildet wer-
den. In der weiteren postnatalen Entwicklung wurde einerseits eine down-Regulation des
P2X3R-Expression im Nucleus ambiguus, sowie im MeN5 von 14 - 21 Tage alten (P14 -
P21) im Vergleich zu neonatalen (P3) Ratten festgestellt (Brosenitsch et al., 2005; Kidd
et al., 1998). Andererseits wurde immunhistochemisch im Cerebellum junger Ratten bis
zu P14 eine up-Regulation der Expression aller P2X-Rezeptorsubtypen, mit Ausnahme
von P2X3R, ermittelt (Xiang & Burnstock, 2005b).

Die hohe mRNA-Expressionsrate fur P2X2R und die moderate bis hohe Expression von
P2X4sR im ARC frih-postnataler Ratten blieben im Adultstadium der Tiere erhalten. Im
direkten Vergleich der erstellten P2X-Expressionsmuster fir den ARC konnte eine leich-
te Reduktion der Transkriptionsrate fir P2XgR in adulten vs. neonatalen Tieren konsta-
tiert werden. Die generell jedoch hohe mRNA-Expressionsrate in beiden Altersgruppen
l&sst posttranslational moglicherweise auf die Bildung von funktionellen heterotrimeren
Rezeptoren aus P2Xo- resp. P2X4- mit P2Xe-Untereinheiten schlieRen (Kap. EIN 1.4.2).
Diese Heterotrimere vereinen die pharmakologischen Eigenschaften des P2X2R resp.
P2X4R mit denen des P2XsR und generieren somit ein neues pharmakologisches Profil
fur spezifische Agonisten und Antagonisten (Coddou et al., 2011b; Lé et al., 1998; Or-
mond et al., 2006). Gemal den Untersuchungen von Loesch und Burnstock (2001) an
neurosekretorischen Neuronen des PVN und SON im Bereich des HHL adulter Tiere
wurde impliziert, dass der P2Xs-Rezeptorsubtyp an der Freisetzung der Neurohormone
aus axonalen Synapsen oder der Wiederverwertung der Vesikelmembranen beteiligt
sein kénnte, und somit nicht fur die Ontogenese relevant sei (Cheung et al., 2005). Die
marginale mRNA-Expression fur P2X1R und P2X3R, sowie die moderate Auspragung fur
P2X7R waren ebenfalls konform mit den Ergebnissen von Cheung und Kollegen (2005).
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Der Expression des P2X3R wird einhergehend mit einer down-Regulation im neonatalen
und adulten Stadium hauptsachlich eine Rolle in der embryonalen Ontogenese des ZNS
und PNS zugeschrieben (Boldogkoi et al., 2002; Brosenitsch et al., 2005; Cheung et al.,
2005; Kidd et al., 1998). Der P2X7R wird bereits im embryonalen Gehirn exprimiert und
scheint in den programmierten Zelltod (Apoptose) im sich entwickelnden Gehirn sowie in
zentrale Entziindungsprozesse involviert zu sein (Cheung et al., 2005; Le Feuvre et al.,
2002). Diese Daten bezogen sich jedoch hauptsachlich nur auf die neuronale Kompo-
nente des ZNS bzw. des PNS.

Ubereinstimmend mit den Genexpressionsanalysen fiir native MnPO-Gewebeexplantate
frGh-postnataler sowie adulter Wistar-Ratten von Hitzel (2009) gestalteten sich das Ex-
pressionsmuster der Purinozeptoren frih-postnataler Tiere wie folgt: P2X> > P2X4 >
P2X7 > P2Xe > P2X4 = P2X3 > P2Xs. Fur den MnPO adulter Ratten gilt: P2X4 > P2X7 >
P2X: > P2Xe > P2X3 =2 P2Xs 2 P2X4. Sowohl den neonatal als auch adulten MnPO be-
treffend waren die Purinozeptorsubtypen P2X>, P2X4, P2X7; sowie partiell auch P2Xs
dominant exprimiert (Kap. ERG 3.1). Der im MnPO adulter Tiere anteilsmalig verminder-
te mMRNA-Gehalt fir den P2X2R gegenuber jenem neonataler Ratten kdnnte neurogene-
tische Ursachen mit einer down-Regulation der P2X2-Expression im Verlauf der postna-
talen Entwicklung haben. Der im direkten Vergleich der P2XR-Expressionsmuster zwi-
schen den hypothalamischen Nuclei ARC und MnPO adulter Ratten auffalligste Unter-
schied ergab sich bezlglich der markant hohen, relativen mRNA-Expression fir P2X7 im
Bereich des MnPO, bei ansonsten dominanter Expression der P2X5, P2Xs und P2Xs in
beiden Kerngebieten (Abb. ERG 7). Die geringe Auspragung von P2X3 und P2Xs im
MnPO erwies sich als konform zu den in der Fachliteratur beschriebenen Befunden fur
andere zentralnervdse Strukturen. In Ubereinstimmung mit den Daten von Hitzel (2009)
ist somit anzunehmen, dass bezliglich der mRNA-Expression fir die P2X-Rezeptorsub-
typen (P2X - P2X7) im MnPO geringflgige ontogenetische Unterschiede, v.a. fur P2X>
und P2X4, zwischen neonatalen und adulten Ratten ermittelt werden konnten. Hin-
sichtlich der Expressionsmuster im ARC neonataler vs. adulter Ratten wurde diese Ge-
gebenheit nicht deutlich (Kap. ERG 3.1.4).

Die Resultate der durchgeflhrten kompetitiven Verdrangungsstudien im Rahmen der
Radiorezeptor-Assays lassen vermuten, dass durch die effektive Verdrangung des puri-
nergen Rezeptorliganden [3®*S]dATPaS mittels unmarkiertem TNP-ATP und BzATP Re-
zeptoren mit P2X-ahnlichen Charakteristika sowie P2X7 im Gesamthypothalamus adul-
ter Ratten exprimiert werden. Zudem kann das Vorkommen der Rezeptorsubtypen P2X>

und P2Xs, welche gemeinsam das P2X:s-Heterotrimer bilden konnen, nicht ausge-
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schlossen werden (Bianchi et al., 1999; Ford et al., 2006). Zudem deuten die im Rahmen
der neuropharmakologischen Charakterisierung der im Gehirn exprimierten P2X-
Rezeptorsubtypen erfolgten kompetitiven Verdrangungsstudien an coronalen Gehirn-
schnitten (Kap. ERG 3.5.3) durch die effektive Dissoziation des Radioliganden mittels
TNP-ATP ebenfalls auf eine Expression der purinergen Rezeptorensubtypen P2X> und
P2X3 in den hypothalamischen Gebieten des ARC und VMH sowie in der CA3-Region

des Hippocampus und der Fornix cerebri adulter Ratten hin.

Zur Expression purinerger Rezeptoren in Astrozyten und Oligodendrozyten wahrend der
Ontogenese liegen bis dato nur wenige Befunde vor. Es wird jedoch angenommen, dass
durch neurale Aktivitat, astrozytare Signaltransduktion oder Zelllyse freigesetztes ATP
die Differenzierung der Oligodendrozytenvorlauferzellen und die Myelinbildung durch
Oligodendrozyten stimuliert wird (Agresti et al., 2005). In der spaten embryonalen bzw.
frihen postnatalen Lebensphase, in welcher mikrogliale Vorlauferzellen in das sich ent-
wickelnde ZNS einwandern (Kap. EIN 1.7.3), bis ins adulte Lebensstadium, exprimieren
Mikrogliazellen purinerge Rezeptoren (Xiang & Burnstock, 2005a; b). Molekularbiolo-
gisch und immunhisto- bzw. immunzytochemisch konnten im Prosencephalon (Dience-
phalon und Telencephalon) in der embryonalen Ontogenese (E16) die Purinozeptoren
P2X1R, P2X4R und P2X7R in Mikrogliazellen nachgewiesen werden. Hierbei waren bei-
nahe alle Mikrogliazellen gleichermafien ED1- als auch P2XiR- und P2Xs4R-immuno-
reaktiv, jedoch nur ein Drittel P2X7R-immunpositiv (Xiang & Burnstock, 2005a). In die-
sem Zusammenhang fungiert ED1 als ein Marker fur aktivierte, amoboide Mikrogliazel-
len (Kap. ERG 3.2) (Kullberg et al., 2001; Wu et al., 2005). Wahrend der postnatalen
Entwicklung wurde ebenfalls eine Veranderung des Expressionsmusters der ionotropen
Purinozeptoren festgestellt. So wurde eine down-Regulation des P2X1R ermittelt, wobei
ab dem Tag P30 keine amoboiden P2XiR-positiven Mikrogliazellen mehr zu ermitteln
waren (Coddou et al., 2011b; Xiang & Burnstock, 2005a). Zu diesem Zeitpunkt wurden
die P2X7-immunpositiven Mikrogliazellen nur noch mit Hilfe einer Kolokalisation mit
Isolectin B4, einem unspezifischen Mikrogliamarker, der eine Unterscheidung in ruhende
und aktivierte Zellen nicht ermdglichte, detektiert. Diesbezuglich wird vermutet, dass die
Differenzierung und Reifung der aktivierten, amdboiden Mikroglia v.a. via P2X4R und
P2X4R vermittelt wird (Coddou et al., 2011b; Xiang & Burnstock, 2005a; b).

Die hohe Expressionsrate von P2X4R (und nachfolgend moderate Expression auch von
P2X7R) stimmt zum einen auf mMRNA-Ebene sowohl im ARC neonataler als auch adulter
Tiere (Kap. ERG 3.1), und zum anderen mit den immunzytochemischen Untersuchungen

zur Expression und Lokalisation von P2X4R in der vorliegenden Arbeit Uberein (Kap.
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ERG 3.4). So waren internalisierte P2X4-Rezeptoren in kultivierten Mikrogliazellen bzw.
in frisch praparierten, peritonealen Makrophagen hauptsachlich in Lysosomen lokalisiert
(Coddou et al., 2011b; Qureshi et al., 2007). Diese Daten sind konform mit den erhobe-
nen Befunden der Kolokalisation des Rezeptorsubtyps P2X4R mit der Immunoreaktivitat
gegen das in der Lysosomenmembran vorkommende Glykoprotein CD68 in Mikroglia-
zellen. Wahrend unstimulierte Makrophagen diesen Rezeptorsubtyp kaum funktionell in
der Plasmamembran exprimierten, wurde eine erhdhte Expression wahrend der Phago-
zytose im Plasmalemma detektiert (Coddou et al., 2011b; Stokes & Surprenant, 2009).
Aulerdem wurde angenommen, dass ATP uber den P2X7R in ruhenden, mikroglialen
Zellen einen weiteren Signalweg, moglicherweise bei Inflammation, Verletzungen oder

gar degenerativen Krankheiten vermittelt (Xiang & Burnstock, 2005a).

4.2.2. Die Expression purinerger Rezeptoren in der neuroglialen Primarkultur des
ARC und des MnPO der Ratte

Die funktionelle Charakterisierung purinerger Rezeptoren wurde und wird meist entweder
an rekombinanten Systemen mit Hilfe stabil transfizierter Zelllinien bzw. Oozyten von
Xenopus laevis (glatter Krallenfrosch), oder mittels verschiedenen murinen bzw. huma-
nen Zelllinien, welche Purinozeptoren nachweisbar exprimieren, durchgefuhrt (Gever et
al., 2006; King et al., 1998; North, 2002; Ralevic & Burnstock, 1998; Wolf et al., 2011).
Im Fokus der heutigen Forschung steht die mogliche Ubertragung der daraus gewonne-
nen Resultate auf native Zellen, Gewebe oder gar Organismen. Ausflhrliche, verglei-
chende Expressionsstudien zeigten, dass [1] die Genexpression von Zellen aus etablier-
ten, immortalisierten Zelllinien sich sehr stark von in vivo Systemen unterscheiden und
[2] Primarzellkulturen und Gewebeexplantate dem in situ Genexpressionsmuster naher
kommen als Zelllinien (Boess et al., 2003). Fur die pharmakologische Klassifikation der
purinergen Rezeptoren im hypothalamischen ARC wurde im Rahmen dieser Arbeit eine
neurogliale Primarzellkultur aus dem ARC neonataler Ratten etabliert. Dabei konnte die
Expression aller bekannten P2X-Purinozeptoren sowohl in der Primarzellkultur des ARC,
als auch des MnPO auf mRNA-Ebene nachgewiesen werden. Beide neuroglialen Pri-
marzellkulturen wiesen Konformitat im mRNA-Expressionsmuster auf. Die Resultate der
gRT-PCR fur die Primarzellkultur des ARC (Kap. ERG 3.1.3.) gestalten sich in der quan-
titativen Erfassung der Expressionsmuster wie folgt: P2X4 > P2Xs > P2X3 2 P2X2 > P2X4
> P2X7 > P2Xs. In der Gegenuberstellung der Expressionsprofile nicht nur des ARC-
Parenchyms neonataler sondern auch adulter Ratten mit der Primarkultur des ARC war
die relative Zunahme der P2X3R- und P2X4R-Subtypen bei gleichzeitiger partieller Re-
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duktion der P2X:R-Expression auffallig (Abb. ERG 1). Die Analyse der Gewebeex-
plantate zeigte den in situ Status der purinergen Rezeptoren unbehandelter Tiere in
einem bestimmten Entwicklungsstadium an. Im Gegensatz dazu wurden die Zellen der
Primarkultur aus dem Korper sowie Gewebeverband entnommen und mit minimalem
Kontakt zu anderen Zellen vereinzelt. Zudem wurde es den Zellen ermdglicht, sich den
neuen Gegebenheiten unter Zellkulturbedingungen anzupassen (Kap. MM 2.5.4). Die
dominante mRNA-Expression des Rezeptorsubtyps P2Xs im Expressionsmuster glei-
chermal3en in der Primarkultur des ARC und des MnPO warf die Frage auf, ob dieser
Rezeptorsubtyp verstarkt exprimiert wurde, oder ein geringerer mRNA-Gehalt fur P2X>

verglichen mit dem in situ Status beider Entwicklungsstadien detektiert wurde.

Beruhend darauf, dass ruhende Mikrogliazellen im gesunden ZNS in der Lage sind,
pathologische Veranderungen wahrzunehmen, welche u.a. als Folge der Gewinnung der
Primarkultur (Kap. MM 2.4.2) mit der Zerstorung von neuroglialem Gewebe unvermeid-
lich ware, ist anzunehmen, dass Mikrogliazellen der ARC-Primarkultur in einen aktivier-
ten, amoboiden Zustand transformierten, was mit einer vermehrten Expression u.a. von
purinergen Rezeptoren einherginge (Farber & Kettenmann, 2006, Kreutzberg, 1996; Ver-
derio & Matteoli, 2001). Darauf deutet in der vorliegenden Arbeit u.a. die hervorragende
Markierung der Mikrogliazellen fir ED1 sowie ihre Morphologie hin. Zusatzlich ist es
wahrscheinlich, dass gleichwohl Astrozyten und Mikrogliazellen der Primarkultur des
ARC wie bei einer Astrogliose zur Proliferation angeregt werden kdnnten (Franke et al.,
2001a), sodass sich das Verhaltnis zwischen Gliazellen zu den u.a. P2X;R- bzw.
P2X23R-exprimierenden Neuronen und folglich auch der mRNA-Gehalt im Vergleich zum
in situ Zustand veranderte. In diesem Zusammenhang induzierte eine hervorgerufene
reaktive Astrogliose im NAc in vivo eine Astrozytenproliferation mit gleichzeitiger Hoch-
regulation verschiedener Purinozeptorsubtypen, besonders von P2XiR und P2X7R
(Franke et al., 2001a).

Andererseits ist sehr wahrscheinlich, dass in Folge der Praparation der hypothalami-
schen Kerngebiete fur die ARC- resp. MnPO-Primarkultur, Nervenzellen durch Durch-
trennung nervaler Projektionsbahnen (vor allem also Axonen) innerhalb bzw. zu weiteren
Kerngebieten wahrend des mechanischen Herauslésen des ARC aus dem Gehirnge-
webe (Kap. MM 2.4.2) soweit geschadigt wurden, dass ein Teil der Neurone in der Zell-
kultur abstarb und nicht in der Genexpressionsanalyse erfasst werden konnte. Zudem
wurde in der neuroglialen ARC-Zellkultur immunzytochemisch ausschlie3lich eine Kolo-
kalisation von P2X4R mit ED1-immunoreaktiven Mikrogliazellen detektiert. Wie bereits

erwahnt, exprimieren v.a. aktivierte Mikroglia diesen Rezeptorsubtyp, was zur hoheren
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MRNA-Expression von P2X4 in der neuroglialen ARC-Zellkultur beitragen wuirde (Crain
et al., 2009; Tsuda et al., 2003). Eine Kombination beider Erklarungsansatze ist anzu-

nehmen.

Die mRNA-Expressionsprofile fir sowohl den P2X>- als auch den P2X3-Rezeptorsubtyp
erwiesen sich in der ARC-Priméarkultur als auf vergleichbarem Niveau liegend. Im ZNS
werden diese Subtypen in der Medulla oblongata (NTS) und im Dorsalhorn des Rucken-
marks exprimiert, sodass es dort zur Bildung neuronaler, heterotrimerer P2X23R kom-
men kann (Chen et al., 1995; Garcia-Guzman et al., 1997; Lewis et al., 1995). Im Hypo-
thalamus wurde das Vorkommen beider Rezeptorsubtypen bis dato v.a. in Neuronen des
PVN bzw. SON, sowie in neurohypophysaren Axonterminalen vasopressinerger PVN-
Neurone (Cham et al., 2006; Knott et al., 2005; Yao et al., 2003) beschrieben. Untersu-
chungen an Zellkulturen des embryonalen Neuralrohrs zeigten, dass ATP via P2X3R das

Neuritenwachstum hemmen kann (Cheung et al., 2005).

Eine mdgliche Veranderung des Expressionsprofils purinerger Rezeptoren von Zellen
neuroglialer Zellkulturen unter in vitro Bedingungen im Vergleich zur in situ Situation
greifen Sperlagh und Kollegen (2006) bzw. Fischer und Mitarbeiter (2009) auf. Eine ver-
gleichende, systematische Genexpressionsanalyse unter Verwendung der gRT-PCR an
murinen Mikrogliazellen lieferte erste Hinweise dafur, dass sich das mRNA-Expres-
sionsprofil purinerger Rezeptoren etwa in vitro kultivierter Mikrogliazellen neonataler
Mause von frisch isolierten Mikrogliazellen unterscheidet (Crain et al., 2009). So wurde
eine signifikant hohere Expression der mRNA des Purinozeptorsubtyp P2X1R in Mikro-
glia wahrend der postnatalen Entwicklung zwischen dem dritten Tag bis zum zwdlften
Monat im Vergleich mit der Mikroglia-Primarkultur ermittelt. Zusatzlich stieg der mRNA-
Gehalt fur P2X4R in der mikroglialen Primarkultur verglichen mit den frisch isolierten
Zellen signifikant an. Angesichts der Tatsache, dass in dieser Studie die primaren Mikro-
gliazellen zehn Tage in einer neuroglialen Mischkultur sowie weitere zwei Tage isoliert,
ohne mdogliche Interaktion mit weiteren Zelltypen (Neurone, Astrozyten), kultiviert wur-
den, ist umstritten, in wie weit dies den physiologischen Bedingungen ahnelt. AulRerdem
wurde postuliert, dass Mikrogliazellen jegliche Manipulation, wie eine Isolierung aus dem
Gehirn, der Herstellung von Gehirnschnitten oder gar eine Kultivierung in einer primaren
Mischkultur, als pathologische Veranderung wahrnehmen und aus einem ruhenden Sta-
dium in einen Aktivierungszustand transformieren (Farber & Kettmann, 2006). Diesbe-
zuglich ist es wahrscheinlich, dass im Vergleich des in situ und des in vitro Zustandes
eine Anderung der Expressionsmuster u.a. der purinergen Rezeptoren ermittelt werden

kann. Es wurde angemerkt, dass es weiterer Untersuchungen auf mRNA- sowie Protein-
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ebene an Einzelzellen in situ, sowie an intakten Gehirnschnitten und Zellkulturen bedarf,
um diese Daten auf Translations- und Translokationsebene auch fur Neurone oder ande-
re Gliazelltypen zu verifizieren (Crain et al., 2009; Sperlagh et al., 2006). Dass dieser
Einwand nicht unbegriundet ist, verdeutlicht eine Gegenuberstellung der Expressions-
musters flr bis zu 5.000 Gene der Leber in situ mit demjenigen primarer Hepa-
tozytenzellkulturen (Boess et al., 2003; Pan et al., 2009; Perkins et al., 2006). Eine zeit-
abhangige Anderung des Expressionscharakters bei diesen Primarzellkulturen wurde auf
das Entfernen der dreidimensionalen Zytoarchitektur bzw. der extrazellularen Matrix im
Gewebeverband, das Fehlen endogener Faktoren wie Hormonen bzw. Wachstumsfak-
toren, und das Ausbleiben von zirkadianen Rhythmen zurtckgefuhrt, und erschwert die

Ubertragung in Zellkultur gewonnener Resultate auf den in situ Zustand im Organismus.

Erschwerend fur eine explizite pharmakologische Klassifikation purinerger Rezeptoren
ist/war aul’erdem die Vielzahl an beschriebenen unspezifischen und mehr oder weniger
spezifischen Agonisten bzw. Antagonisten fur Purinozeptoren. Aufgrund der zum Tell
unterschiedlichen und Zelltyp-spezifischen Reaktionen auf die Superfusionen der ver-
wendeten Purinozeptoragonisten und -antagonisten in der vorliegenden Arbeit, wird die
P2X-Rezeptorexpression in Neuronen, Astrozyten und Mikrogliazellen im Folgenden ge-

trennt diskutiert.

4.2.3. Funktionelle Purinozeptorexpression in Neuronen

In der vorliegenden Arbeit konnten mit Hilfe von Fura-2 Ratio-Imaging Untersuchungen
Hinweise auf die funktionelle Expression spezifischer Purinozeptoren in Neuronen des
ARC gewonnen werden. So bewirkte eine Superfusion mit den Agonisten ATP resp. 2-
MeSATP bei 6 - 22 % (je nach Versuchsansatz) der Neurone der ARC-Primarkultur in
der vorliegenden Arbeit einen raschen und transienten Anstieg der [Ca?*]iz, welcher na-
hezu vollstandig auf den Einstrom von extrazellularem Kalzium zurickzufihren war. Im
Rahmen einer kalziumabhangigen, intrazellularen Signaltransduktion in Neuronen erwies
sich in der direkten Gegenuberstellung beider Purinozeptoragonisten der gegen enzyma-
tische Hydrolyse stabilere Agonist 2-MeSATP als deutlich potenter, vermutlich zurlck-
fuhren auf die mehrfach beschriebene, schnelle Hydrolyse des ATP durch verschiedene
Ektonukleotidasen (Kap. EIN 1.4.5) (Chessell et al., 1997; Gomez-Villafuertes et al.,
2000; Hibell et al., 2000; Rassendren et al. 1997; Zimmermann, 2006).

Gegen eine dominante, funktionelle Expression der Purinozeptorsubtypen P2X+R und
P2X3R in Neuronen der ARC-Primarkultur spricht deren vollkommen fehlende Reaktivitat

auf eine Superfusion sowohl mit a,-meATP als auch BzATP selbst in der hochsten Kon-
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zentration von 1 yM. Rekombinant exprimierte P2X1- und P2Xs-Purionozeptoren lassen
sich in zahlreichen Veroffentlichungen bereits durch geringe Konzentrationen an a,-me-
ATP aktivieren (ECso-Wert: 0,3 uM resp. 0,8 uM) (Burgard et al., 1999; Coddou et al.,
2011b ; Gever et al., 2006; Jarvis & Khakh, 2009; Valera et al., 1994), und BzATP bindet
mit sehr hoher Affinitat an den P2X1R (ECso-Wert: 3 nM) sowie mit niedrigerer Affinitat
auch an den P2X7R (ECso-Wert: 5 - 50 uM) (Bianchi et al., 1999; Hibell et al., 2000; Jar-
vis & Khakh, 2009). Im Vergleich der ECso-Werte fur den P2X1R zeigte BZATP eine deut-
lich héhere Wirksamkeit als a,f-meATP (Bianchi et al., 1999; Jarvis & Khakh, 2009). In
diesem Zusammenhang demonstrierten pharmakologische Untersuchungen, dass der
Purinozeptoragonist BzZATP (ECso-Wert: 5 - 50 uM) im Vergleich zu ATP (ECso-Wert: 100
MM) um ein Vielfaches potenter am P2X7-Rezeptorsubtyp wirkt (Bianchi et al., 1999;
Jarvis & Khakh, 2009; Surprenant et al., 1996). Im Rahmen der mikrospektrofluorimetri-
schen Untersuchungen antworteten auf die Superfusionsstimulation mit BzZATP (1 uM)
ein aullerst geringer Anteil sowohl an Neuronen (4,5 %) als auch Astrozyten (6,7 %) mit
einem raschen Anstieg der intrazellularen Kalziumkonzentration (Kap. ERG 3.3.2). Hin-
sichtlich der Hemmung des purinerg induzierten Kalziumsignals konnte in den Fura-2
Ratio-Imaging Versuchen an der ARC-Primarkultur unter Verwendung des generellen
P2-Antagonisten Suramin (siehe unten) die Kalziumantworten moduliert werden, wohin-
gegen der P2X7R insensitiv gegentuber Suramin ist (North, 2002; Surprenant, 1996). In
diesem Zusammenhang ist zu vermuten, dass der P2X7-Rezeptorsubtyp nicht dominant
in den repetitiv responsiven Neuronen exprimiert war. Zudem wurde das Vorkommen
dieses Rezeptorsubtyps im ZNS ebenso in Mikrogliazellen (teils vorrangig), Astrozyten
oder Oligodendrozyten beschrieben (Burnstock, 2007; Coddou et al., 2011a; Lecca et
al., 2012).

Im Hinblick auf eine hypothalamische P2XsR-Expression deuten die Befunde aus mole-
kularbiologischen, immunhistochemischen und pharmakologischen Untersuchungen auf
eine Expression in vasopressinergen bzw. nitrergen, magnozellularen Neurone des PVN
sowie SON des Rattengehirns, bzw. Nervenzellen des VMH, SON und ARC sowie des
LH im Mausegehirn hin (Burnstock & Knight, 2004; Guo et al., 2008; Xiang et al., 2006).
Die quantitative Bestimmung Purinozeptorsubyp-spezifischer mRNAs in der vorliegen-
den Arbeit konnte weder fir den ARC oder MnPO adulter bzw, neonataler Ratten, noch
fur die ARC- bzw. MnPO-Primarkultur eine signifikante Expression des P2XsR feststel-
len. An coronalen Gehirnschnitten durchgeflhrte in situ Hybridisierungsstudien drei Wo-
chen alter Ratten unterstiutzen die gqRT-PCR Resultate der vorliegenden Arbeit (Collo et
al., 1996). Elektrophysiologische Untersuchungen an rP2XsR-transfizierten HEK-Zellen
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konnten zudem nachweisen, dass die ATP-induzierte Stromstarke in diesem Fall deutlich
niedriger ausfiel als an HEK-Zellen, welche mit rP2X2R resp. rP2Xs4R (bei vergleichbarer
Rezeptorkinetik) transfiziert worden waren (Garcia-Guzman et al., 1996; North, 2002).
Eine Beteiligung des P2Xs-Purinozeptorsubtyps an den durch ATP bzw. 2-MeSATP in-
duzierten Kalziumsignalen in Neuronen der ARC-Primarkultur kann somit nahezu ausge-

schlossen werden.

Elektrophysiologische Experimente sowie kompetitive Verdrangungsstudien mit dem
Radioliganden [3*S]dATPyS an P2XsR-transfizierten Zelllinien demonstrierten, dass ATP,
ATPYS und 2-MeSATP die effektivsten Agonisten dieses Purinozepsubtyps mit ECso-
Werten von 1 - 10 uM darstellen (Bianchi et al., 1999; Buell et al., 1996; He et al., 2003;
Michel et al., 1997). Im Gegensatz z.B. zum pharmakologischen Profil des P2X2R er-
weist sich dieser Subtyp der Ratte jedoch gegenuber den Antagonisten Suramin und
PPADS als insensitiv (ICso-Wert: > 500 yM), wohingegen die entsprechenden Orthologa
von Maus und Mensch durch PPADS inhibiert werden konnten (Coddou et al., 2011b;
Garcia-Guzman et al., 1997; Jones et al., 2000). Die in den mikrospektrofluorimetrischen
Versuchen der vorliegenden Arbeit erfolgreich eingesetzten Antagonisten PPADS und
Suramin vermochten es, die durch den Agonist induzierten Kalziumsignale in ARC-Neu-
ronen selbst in einer 50-fach niedrigeren Konzentration vollstandig zu unterdricken.
Immunzytochemisch konnte zudem fir kein einziges Neuron das Vorkommen dieses
Purinozeptorsubtyps bestatigt werden; eine neuronale Expression des P2Xs-Rezeptors
in der ARC-Primarkultur - mit Hinblick auf die Generierung intrazellularer Kalziumsignale

- kann somit nahezu ausgeschlossen werden.

Sowohl der homotrimere P2X»- als auch der heterotrimere P2X23-Purinozeptorsubtyp re-
prasentieren somit potentielle Kandidaten fur deren funktionelle Expression in den Neu-
ronen der ARC-Primarkultur. Durch Studien bezuglich der P2X>-Rezeptorsubtyp-spezifi-
schen Kinetik in rekombinanten Expressionssystemen wurde demonstriert, dass ATP
resp. 2-MeSATP die potentesten agonistischen Purinozeptorliganden mit einem ECso-
Wert von 1 - 8 uM fur den P2X2R darstellten (Coddou et al., 2011b; Evans et al., 1995;
Zemkova et al., 2004). Im Gegensatz dazu reprasentierten BzATP (ECso: 6 - 30 uM),
a,B-meATP oder ADP (ECso: 100 - 300 uM) offensichtlich nur Teilagonisten dieses Re-
zeptorsubtyps (Bianchi et al., 1999; Brake et al., 1994; Coddou et al., 2011b; Evans et
al.,, 1995; Lynch et al., 1999). Der Purinozeptorantagonist TNP-ATP reprasentiert einen
Modulator, der neben einigen Vertreter der P2Y-Rezeptorfamilie auch die Purinozepto-
ren P2X4R, P2X3R, oder P2X23R (ICso-Wert: 1 - 10 nM) aulerst effektiv zu inhibieren
vermag, wohingegen sich die Affinitat dieses Antagonisten zu P2X2R, P2X4R und P2X7R
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um mehr als das 1000-fache geringer erwies (Virginio et al., 1998). Das Anthrachinon
Reactive blue-2 weist u.a. auch eine auspragte Reaktivitat fur den P2X>-, nicht jedoch
den heterotrimeren P2X23-Purinozeptor auf, wie wiederum an in Xenopus-Oozyten koex-
primierten, rattenspezifischen P2X>R und P2X3R getestet (Liu et al., 2001). Es sollte
daher geeignet sein, zwischen beiden Systemen zu differenzieren. Die inhibitorische
Wirkung von Rb-2 in einer Konzentration von bis zu 100 uM auf P2X2R-exprimierende
Oozyten bzw. PC12-Zellen wurde bereits zuvor mehrfach elektrophysiologisch demon-
striert (Brake et al., 1994; Inoue et al., 1991; King et al., 1997). Dabei liegen teilweise
kontroverse Hinweise dafur vor, dass Anthrachinone wie Rb-2 (cibacron blue F3GA)
oder cibacron blue FN-R, auch eine negative bis toxische Wirkung auf Zellen entfalten
konnten (Birhanli & Ozmen, 2005; Hulak et al., 1991; Santambien et al., 1995). Obwohl
in der vorliegenden Arbeit Rb-2 in einer Konzentration von lediglich 1 - 10 uM eingesetzt
wurde, konnte nach experimenteller Superfusion mit Rb-2 in einer hdheren Konzentra-
tion (100 uM; Daten nicht gezeigt) demonstriert werden, dass das Fluoreszenz Ratio-
Signal einer Mehrzahl der zu analysierenden Zellen einen ausgepragten, kontinuierlichen
Anstieg der Basislinie aufwies sowie die Zellen sich vermehrt vom Untergrund abldsten.
Vergleichende elektrophysiologische Untersuchungen an rekombinanten Oozyten ver-
deutlichten, dass Rb-2 mit einem ICso-Wert von 0,4 uM die ATP-vermittelten Stréme Uber
den P2X2R effektiver zu inhibieren vermochte als TNP-ATP (ICso-Wert: 1,1 uM) oder
PPADS (ICso-Wert: 1,6 uM) (Liu et al., 2001). Die Ineffektivitdt von TNP-ATP in einer
Konzentration von 107 M, die durch den Agonisten induzierten Kalziumsignale in Neuro-
nen der ARC-Primarkultur zu inhibieren, bei gleichzeitig zumindest angedeuteter Potenz
in einer Konzentration von 105 M, kénnte dahingehend interpretiert werden, dass vorran-
gig der P2X2R und nicht der heterotrimere P2X23R in Neuronen des ARC exprimiert war.
In letzterem Fall hatte man aullerdem davon ausgehen kdnnen, mit einem fur den rat-
tenspezifischen P2X3R spezifischen Antiserum / Antikdrper sowohl im Gewebeschnitt als

auch der ARC-Primarkultur ein immunpositives Signal zu erhalten (Hitzel, 2009).

Aufgrund der bis dato limitierten Verfugbarkeit subtypspezifischer Antagonisten entwi-
ckelten Bagi und Kollegen (2011) mehrere offensichtlich hochpotente, P2X>R-selektive
Antagonisten. So vermochte das in der vorliegenden Arbeit verwendete Anthrachinon-
derivat PSB 1011 als P2X2R-selektiver Antagonist im nanomolaren Bereich (ICso-Wert:
79 nM) den durch ATP induzierten lonenstrom durch in Xenopus-Oozyten exprimierte,
rattenspezifische rP2X2R zu hemmen (Baqi et al., 2011). Wie auch in den Untersuchun-
gen zur modulierenden Wirkung von Rb-2 auf das 2-MeSATP-induzierte Ca?*-Signal,
erwies sich die Anzahl der auf die Superfusion mit 2-MeSATP responsiven Neurone
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leider als zu gering, um eine eindeutig inhibitorische Wirkung beider, mehr (PSB1011)
oder weniger (Rb-2) spezifischer P2X;R-Antagonisten verifizieren zu kénnen (Kap. ERG
3.3.7/3.3.8).

Der direkte Vergleich der inhibitorischen Wirkung der Antagonisten PPADS und Suramin
in der vorliegenden Arbeit verdeutlichte, dass PPADS in der niedrigsten Konzentration (1
MM) potenter den 2-MeSATP-induzierten Anstieg der [Ca?*]iz bei Neuronen des ARC zu
unterdrickten vermochte als Suramin (Kap. ERG.3.3.7). Diese Befunde werden eben-
falls durch pharmakologische und elektrophysiologische Studien an rekombinanten Mo-
dellen unterstutzt (Brake et al., 1994; Coddou et al., 2011b; Evans et al., 1994; 1995; Liu
et al., 2001; Lynch et al.,, 1999). Eine ansteigende Antagonistenkonzentration von
PPADS, Suramin resp. TNP-ATP bei gleichbleibender Agonistenkonzentration von 2-
MeSATP bewirkte sowohl einen Anstieg des prozentualen Anteils der vollstandig inhi-
bierten Neurone, als auch eine verstarkte Abnahme der durchschnittlichen 340 / 380 nm
Fluoreszenz Ratio-Werte (Kap. ERG 3.3.7). Dies sind weitere Hinweise fur die dominan-
te Expression des purinergen Rezeptorsubtyps P2X> in den Neuronen der ARC-
Primarkultur. Neben der nahezu vollstandigen Inhibition der P2X2R in rekombinanten
Zellen unter Verwendung der genannten Antagonisten, konnten gleichermal3en neurona-
le P2X-Rezeptoren in kultivierten resp. frisch dissoziierten hypothalamischen Neuronen
des ARC und SON, oder in orexignen Neuronen in Gehirnschnitten auf der Ebene des
LH blockiert werden (Chen et al., 1993; King et al., 1999; Shibuya et al., 1999; Sorimachi
et al., 2001; Wakamori & Sorimachi, 2004; Wolf et al., 2011; Wollman et al., 2005). Auch
diese Autoren gingen davon aus, dass die entsprechenden Neurone den P2X:R-

Purinozeptorsubtyp funktionell exprimieren.

Ein weiteres, wichtiges Kriterium fur das madgliche, primare Vorliegen des P2X»-Purino-
zeptorsubtyps liegt in dessen reduzierten Desensibilisierungsverhalten - im Vergleich zu
anderen P2X-Rezeptorsubtypen - begriindet (Burnstock, 2007a, North, 2002). So lieferte
die repetitive Superfusionsstimulation mit 2-MeSATP in jeweils aquimolarer Konzentra-
tion Anhaltspunkte flr die moglicherweise vorherrschende Expression des P2X2R-Sub-
typs in Neuronen der ARC-Primarzellkultur. Dabei wurden nahezu 50 % aller analysier-
ten und 2-MeSATP-responsiven ARC-Neurone mit nur geringen Desensibilisierungsef-
fekten in die sogenannte LDD-Gruppe eingeordnet, und nur diese Neurone wurden einer
detaillierten Charakterisierung hinsichtlich ihrer P2XR-Subtypexpression unterzogen. Die
zweite Halfte aller 2-MeSATP-responsiven ARC-Neurone zeigte demnach starke De-
sensibilisierungsphanomene (HDD-Gruppe), sowohl schon wahrend der ersten Superfu-

sionsstimulation als auch hinsichtlich der Wiederholbarkeit einer Induktion des Kalzium-
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signals (signifikantes Dekrement des 2-MeSATP-induzierbaren Kalziumsignals) (Kap.
ERG 3.3.4). Bei bekanntermalRen langsamer Desensibilisierung des P2X>R ermdglicht
das Vorkommen mehrerer Spleivarianten dieses Purinozeptorsubtyps zusatzliche Aus-
wirkungen auf den Grad der Desensibilisierung (Brandle et al., 1997; Coddou et al.,
2011; Koshimizu et al., 1998; Stojilkovic et al., 2000). Elektrophysiologische Untersu-
chungen (whole-cell patch clamp oder outside-out patch) an rekombinanten HEK-293
und GT1-Zellen demonstrierten, dass beide P2X:R-Spleillvarianten (P2X2aR, P2X2,R)
(Kap. EIN 1.4.2) zwar eine rasche Erhéhung des [Ca?*]iz wahrend der Aktivierungsphase
zeigten, jedoch eine rezeptorspezifische Abstufung der Desensibilisierung aufwiesen. So
desensibilisierte bei standiger Prasenz von ATP die lange P2X2aR-Isoform innerhalb von
200 s resp. die kurzere P2X2,R-Isoform innerhalb von 60 s (Khadra et al., 2012). Dies er-
schwert zusatzlich die genauere Charakterisierung des P2X>-Rezeptorsubtyps in situ

bzw. im Rahmen von in vivo Untersuchungen (Coddou et al., 2011; North, 2002).

Die geringe Desensibilisierungsrate der Agonist-stimulierten ARC-Neurone in der vorlie-
genden Arbeit wahrend der Superfusionsstimulation, die Wiederholbarkeit der 2-Me-
SATP-induzierten Erhéhung der [Ca?*]iz in Intervallen von nur acht min sowie das Aus-
bleiben einer Blockade des Ca?*-Signals durch TNP-ATP in niedriger Konzentration (107
M) deuten auf eine funktionelle Expression von homotrimeren P2X>-Rezeptoren in der
repetitiv responsiven Gruppe (LDD) hin. Das deutliche Desensibilisierungsverhalten mit
einem raschen Anstieg der 340/ 380 nm Fluoreszenz ARatio-Werte auf eine Superfusi-
on mit 2-MeSATP sowie das Absinken des Ca?*-Signals noch vor Beendigung des Sti-
mulus sind charakteristisch fir P2X1R und P2X3R in DRG bzw. rekombinaten Zelllinien
(Bianchi et al., 1999; Burgard et al., 1999; Valera et al., 1994). So ist es nicht auszu-
schlieBen, dass Neurone der HDD-Gruppe diese Rezeptorsubtypen funktionell expri-
mierten. Der niedrigere Desensibilisierungsgrad des P2X2R, im Vergleich zu P2X4R oder
P2X3R, verlauft je nach Konfiguration des Rezeptors zwischen 1 - 110 s (Coddou et al.,
2011; North, 2002). Fur den P2X1R wie auch den P2X3R sind ein hohes Mal} an De-
sensibilisierung im Hinblick auf die Abnahme der ATP-induzierten Antwort wahrend der
kontinuierlichen Ligandenprasenz, innerhalb von wenigen Hundert Millisekunden (0,1 -
10 s), sowie eine etwa 15-minltige Regenerierungsdauer von der Desensibilisierung
charakteristisch (Coddou et al., 2011a; Cook & McCleskey, 1997; Dutton et al., 2000;
Surprenant, 1996). So ist das Ausmal} der Desensibilisierung des P2X3R abhangig von
der Ligandenkonzentration und betragt bei einer ATP-Konzentration von 30 uM weniger
als 100 ms (Lewis et al., 1995; North, 2002). AuRerdem wiesen Experimente mit green

fluorescent protein (GFP)-markierten P2X1R bzw. Biotinylierung der in der Zellmembran
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lokalisierten Rezeptoren im anschlie3end durchgefuhrten Western-blot auf eine Translo-
kation des Rezeptors ins Zytosol (= Internalisation) nach Agonistenaktivierung hin (Dut-
ton et al., 2000; Ennion & Evans, 2001). DarUber hinaus gibt es Hinweise darauf, dass
eine hochaffine Agonistenbindung in einem lang anhaltenden, geschlossen und nicht-
aktivierbaren Zustand des P2Xs-lonenkanals resultiert (Coddou et al., 2011b; Rettinger &
Schmalzing, 2003).

Eine heterotrimere Konfiguration des Rezeptorsubtyps P2X> mit P2X4R resp. P2X3R in
der vorliegenden Arbeit scheint ebenso unwahrscheinlich. Immunprazipationsexperimen-
te an rekombinanten Zelllinien oder Untersuchungen mit der nativen Gelelektrophorese
(blue native PAGE), zur Erhaltung der Proteinfaltung, bei transfizierten Oozyten wiesen
zwar die Bildung von heterotrimeren P2X12R nach, jedoch unterschieden sich deren
pharmakologische Eigenschaften bis dato nur in punkto der pH-Sensitivitat zu homotri-
meren P2X1R (Aschrafi et al., 2004; Brown et al., 2002). Heterotrimere P2X23R teilen
pharmakologische Eigenschaften vorrangig mit dem P2X3R, einschlieRlich der Sensitivi-
tat zu verschiedenen Purinozeptoragonisten. Die Sensitivitdt zu a,-meATP erleichtert
die Identifikation dieses Heterotrimers gegenliber dem P2X2R hinsichtlich einer ausblei-
benden Aktivierung von lediglich P2X2R bei niedrigen a,3-meATP-Konzentrationen.
P2X23-Purinozeptoren sind wie P2X2R, und im Gegensatz zum P2X3R, durch eine relativ
langsame Desensibilisierung charakterisiert (Coddou et al., 2011b; Koshimizu et al.,
2002; Spelta et al., 2002).

Die quantitativ vergleichende Analyse der Kalziumsignale nach wiederholter, aquimolarer
Superfusionsstimulation mit 2-MeSATP (10 M) bei Raumtemperatur (25°C) bzw. simu-
lierter Korperkerntemperatur (36°C) zeigte deren positiven Effekt auf die Verminderung
der Desensibilisierungsphanomene bzw. den Nachweis einer Erhéhung der [Ca?*]iz ohne
Dekrement nach repetitiver Stimulation bei Neuronen und Astrozyten (Kap. ERG 3.3.6).
Ein Angleichen der Temperatur auf physiologisches Niveau kénnte den Zellmetabolis-
mus und somit die Regenerationsfahigkeit der Zellen auf die Stimulation erhdhen bzw.
die Desensibilisierungsdauer der entsprechenden Purinozeptoren senken. Diese Annah-
me wird dahingehend unterstitzt, dass eine Absenkung der Kammertemperatur auf 25°C
wahrend der Regenerationsphase sowie der nachfolgenden Superfusionsstimulation so-
wohl zu einem Absinken der Anzahl an repetitiv responsiven Neuronen als auch deren

Signalamplitude flhrte.

Der immunhisto- bzw. -zytochemische Nachweis verschiedener P2X-Rezeptorsubtypen
auf Proteinebene erfolgte unter Verwendung polyklonaler, P2XR-subtypspezifischer Anti-
seren. Wahrend die Purinozeptorsubtypen P2X1357 in der neuroglialen ARC-Primarkul-
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tur nicht nachweisbar waren, lie® sich der Purinozeptorsubtyp P2X> eindeutig in ca. 39 %
der identifizierten ARC-Neurone detektieren. Im coronalen Gehirnschnitt der adulten Rat-
te zeigte sich die zellulare Markierung fur P2X2R vorwiegend im medialen oder medial-
posterioren Bereich des ARC Uberwiegend in unmittelbarer Nahe zur ependymalen
Auskleidung des dritten Gehirnventrikels lokalisiert. Die Expression des P2X2R konnte
fur den ARC von anderen Arbeitsgruppen immunhistochemisch bestatigt werden (Coll-
dén et al., 2010; Kanjhan et al., 1999). Daruber hinaus wurde der P2X2R immunhisto-
chemisch, auf MRNA-Ebene oder auf Grund elektrophysiologischer und mikrospektroflu-
orimetrischer Experimente auch in hypothalamischen Neuronen des DMH, des LH, des
VMH, sowie in neurohypophysaren Axonen des PVN resp. SON nachgewiesen (Flo-
renzano et al., 2006; Loesch et al., 1999; Matsumoto et al., 2004; Sorimachi et al., 2001;
Troadec et al., 1998; Wakamori & Sorimachi, 2004; Wollman et al., 2005), in zelltypspe-
zifischer Auspragung (Colle et al., 1996; Sperlagh et al., 2007). Auf hypothalamischer
Ebene wurde unter Verwendung von Genexpressionsanalysen und elektrophysiologi-
schen Untersuchungen demonstriert, dass P2X>-Rezeptoren an der ATP-induzierten
Erhéhung der [Ca?*]iz und der Freisetzung von ADH aus neurohypophysaren Synapsen
beteiligt ist (Knott et al., 2005; Troadec et al., 1998; Stojilkovic et al., 2010). Zusatzlich
wird angenommen, dass ATP durch die Aktivierung von postsynaptischen Rezeptoren
auf den Perikaryen oder Dendriten von Neuronen des SON modulierend auf die ADH-
Sekretion wirkt (Song & Sladek, 2006; Stojilkovic et al., 2010). Elektrophysiologische
Experimente an frisch dissoziierten Neuronen des ARC postnataler Ratten (P15 -20)
bestatigten, dass bis zu diesem Zeitpunkt unidentifizierte Nervenzellen des ARC funktio-
nell P2X2R homo- / heterotrimer exprimieren. Unter anderem zeigten diese Versuche,
dass multipolare Neurone auf a,B-meATP insensitiv und die P2X-vermittelten Anderun-
gen der Stromstarke durch PPADS antagonisierbar waren (Wakamori & Sorimachi,
2004). Immunhistologische Untersuchungen von Colldén und Kollegen (2010) in Gehirn-
schnitten der Ratte demonstrierten die Kolokalisation von P2X2R mit verschiedenen,
Nahrungsaufnahme-assoziierten Neurotransmittern. Hierbei war hauptsachlich der
P2X2R mit den orexigenen NPY- resp. AGRP- und nur in geringen Anteilen mit anorexi-
genen a-MSH- oder CART-Neuronen des ventromedialen ARC kolokalisiert.

Erste Hinweise darauf, dass hypothalamisches ATP eine physiologische Rolle bei der
Nahrungsaufnahme spielen kdénnte, wurden in einer in vivo Untersuchung von Kittner
und Mitarbeitern (2006) an Ratten durch icv-Applikation von ATP respektive ATP-
Analoga und / oder Purinozeptorantagonisten geliefert. Die Autoren postulierten, dass
der metabotrope Purinozeptorsubtyp P2Y1R die gesteigerte Futteraufnahme vermittelte
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(Kittner et al., 2006). Eine Vorbehandlung mit dem unspezifischen Purinozeptorantago-
nisten PPADS bzw. einem P2YR-Antagonisten unterdrickten diese Wirkungen (Kittner
et al., 2003; 2006). Allerdings wurde die Beteiligung von ionotropen P2X-Rezeptoren an
der Steuerung der Nahrungsaufnahme allein durch die Tatsache ausgeschlossen, dass
eine Applikation von a,-meATP (spezifischer P2X1R- und P2X3R-Agonist) keine erhdhte
Futteraufnahme induzierte. Diese Interpretation der Resultate erscheint angesichts der
Annahme, dass funktionelle P2X-Rezeptoren wie P2X2R in den genannten hypothalami-
schen Kerngebieten exprimiert werden, zweifelhaft. Auf mRNA- und Proteinebene wur-
den zudem eine erhdhte Expression des metabotropen P2Y4R in Neuronen aber auch
Astrozyten der Energiehomdostase-involvierten, hypothalamischen Kerngebieten ARC,
DMH, VMH und LH Futter-limitierter Ratten detektiert (Seidel et al., 2006). Hierbei wurde
immunhistochemisch ebenfalls eine partielle Kolokalisation von P2Y1R mit der neurona-
len Stickstoffmonoxidsynthase (nNOS) ermittelt und es wurde u.a. vermutet, dass die
extrazellulare purinerge Signaltransduktion zum Teil Uber die NO-Bildung eine Rolle in
der hypothalamischen Regulation der Nahrungsaufnahme spielen kénnte (Seidel et al.,
2006). So kann die mogliche Beteiligung von metabotropen P2YR an der hypothalami-
schen Kontrolle der Energiehomoostase durch diese Experimente nicht ausgeschlossen
werden. Anzeichen dafiir, dass eine vermeintlich funktionelle Interaktion zwischen dem
purinergen und nitrergen System im Gehirn besteht, wurde 2003 durch immunhistoche-
mische Untersuchung hinsichtlich einer Kolokalisation der nNOS mit dem purinergen
P2X2R sowohl im magnozellularen und parvozellularen PVN, sowie SON, als auch im
NTS aufgezeigt (Yao et al., 2003). Es wurde postuliert, dass auf hypothalamischer Ebe-
ne eventuell NO die ATP-induzierte Aktivierung der P2X-Rezeptoren in der Regulation
der Hormonsekretion von ADH oder der Koérpertemperatur, einschliellich des LPS-
induzierten Fiebers, vermittelt (Gerstberger, 1999; Gourine, 1995; Gourine et al., 2002;
Steiner et al., 2002; Yao et al., 2003).

Eine Expression metabotroper, purinerger Rezeptoren wie Adenosin- oder P2Y-Rezep-
toren in Nervenzellen der neuroglialen ARC-Zellkultur konnte im Rahmen der in vorlie-
genden Arbeit durch das vollstdndige Ausbleiben des Anstiegs der [Ca?*]iz nach Deple-
tion des Kalziums im extrazellularen Medium nahezu ausgeschlossen werden. Im Rah-
men der naheren Charakterisierung der neuronalen Zellen der ARC-Primarkultur, welche
auf eine singuldre Superfuionsstimulation (2-MeSATP; 10-¢ M) mit einem eindeutigen
uberschwelligen Kalziumsignal reagierten, konnte post-experimentell keine Immunfluo-
reszenzmarkierung des purinergen P2X»>-Rezeptors in der ARC-Primarkultur ermittelt

werden (Kap. ERG 3.4.3). Hinsichtlich der post-experimentellen immunzytochemischen
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Charakterisierung ARC-typischer Neurotransmittersysteme, wie ACTH, NPY, NT1 oder
TH (Transmitter coding) nach singularer 2-MeSATP-Superfusion war der immunzyto-
chemische Nachweis nur eingeschrankt moglich. In diesem Zusammenhang fiel die
subjektiv ermittelte Immunfluoreszenzmarkierung fir das Transmitter coding in den zuvor
mikrospektrofluorimetrisch analysierten Arealen der ARC-Primarkultur niedriger aus als
in solchen Bereichen eines "wells". Es ist anzunehmen, dass eine, wenn auch nur kurz-
fristige, Bestrahlung mit ultravioletten Licht die untersuchten Zellen bzw. die nachzuwei-
senden Antigene soweit beeinflusste, dass deren Nachweis eingeschrankt wurde. Erhar-
tet wird diese Annahme dadurch, dass die Markierungen der Antigene in den
umliegenden Bereichen, die nicht direkt dem UV-Licht ausgesetzt wurden, immunoreak-

tiv waren.

4.2.4. Funktionelle Purinozeptorexpression in Astrozyten

In der vorliegenden Arbeit konnte die funktionelle Expression purinerger Rezeptoren in
Astrozyten der neuroglialen ARC-Primarkultur demonstriert werden, wenngleich sich die
immunzytochemische Untersuchung mittels subtypspezifischer Antikbrper zur Charakte-
risierung ionotroper P2X-Rezeptorsubtypen fur astroglial exprimierte P2X-Purinozepto-
ren als negativ erwies. Einerseits muss das negative Resultat der Immunhisto- resp.
-zytochemie nicht zwangslaufig die Inexistenz dieser Rezeptoren bedeuten (Harlow &
Lane, 1988; Hitzel, 2009), andererseits weist ein positives Ergebnis lediglich auf die zel-
lulare Lokalisation des entsprechenden Antigens und nicht notwendigerweise das Vor-
kommen funktioneller Rezeptorproteine hin (Fischer et al., 2009). Immunhistochemisch
konnte im Nucleus accumbens (NAc) adulter Ratten ausschliel3lich die P2X-Rezeptor-
subtypen P2X>-4 in Kolokalisation mit dem Astrozytenmarker GFAP nachgewiesen wer-
den, wobei auf Transkriptionsebene in dieser neuroglialen Struktur alle sieben Puri-
nozeptorsubtypen detektiert werden konnten (Franke et al., 2001; Verkhrasky et al.,
2009). In situ wurde fur astrogliale Zellen eine Immunoreaktivitat im Cerebellum fur
P2X4R resp. P2X2R, im Hirnstamm fur den P2X4R sowie im Ruckenmark wiederum fir
den P2X2R beschrieben (Ashour & Deuchars, 2004; Kanjhan et al., 1996; 1999; Loesch
& Burn-stock, 1998; Verkhrasky et al., 2009). Zusatzlich weisen hippocampale Astrozy-
ten juveniler Ratten alle Rezeptorsubtypen, mit Ausnahme von P2XsR, auf (Kukley et al.,
2001). Eine Vielzahl der Erkenntnisse Uber Purinozeptoren in Astrozyten stammt aus
Studien an primaren Zellkulturen oder Zelllinien (James & Butt, 2002; Hung & Sun; Pa-
nenka et al., 2001; Sun et al., 1999). Pharmakologische und immunzytochemische Un-
tersuchungen belegen die Expression sowohl von P2X4.7R, als auch von verschiedenen
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metabo-tropen P2Y-Purinozeptoren (P2Y126,14R) etwa in der cortikalen Zellkultur embry-
onaler Ratten (Fischer et al., 2009; Nérenberg et al., 2010). Hingegen zeigen cortikale
Astrozyten neonataler Ratten die funktionelle Expression aller P2X-Rezeptorsubtypen
(auler P2XeR) sowie mehrerer P2YR (Fumagalli et al., 2003). Die Klarung der physiolo-
gischen Bedeutung astroglialer P2-Rezeptoren ruckt hierbei starker in den Fokus der
heutigen Forschung (Fischer et al., 2009). Erste Hinweise fir eine physiologische Be-
deutung astroglialer purinerger Rezeptoren im Hypothalamus lieferten Espallergues und
Kollegen (2007) mittels mikrospektrofluorimetrischer Untersuchungen bezlglich der
Noradrenalin-vermittelten Kontrolle der ADH-Sekretion an Gehirnschnitten auf Ebene
des SON. Hierbei wurde postuliert, dass Astrozyten des SON via glialer P2Y4R sowie a-
und B-Adreno-zeptoren eine potentielle Rolle in der neuroendokrinen Regulation des
Wasserhaushaltes und der Anderung des Blutdrucks einnehmen (Espallergues et al.,
2007).

Zur Beantwortung der Frage, ob in Gliazellen des ARC P2X-Rezeptoren exprimiert wer-
den, haben in der vorliegenden Arbeit mikrospektrofluorimetrische Untersuchungen an
der ARC-Primarkultur detaillierte Befunde fur die funktionelle Expression von purinergen
Rezeptoren in Astrozyten dieses Kerngebietes erbracht. Zum einen indizieren die erhal-
tenen Daten zumindest eine marginale Expression an P2X>- und/oder P2Xs-Rezepto-
ren; zum anderen zeigten sich einige Unterschiede im Reaktionsverhalten zwischen
Neuronen und Astrozyten, welche auf eine Koexpression metabotroper P2Y-Purinozep-
toren hindeuten. In diesem Zusammenhang prasentierte Hitzel (2009) bereits vergleich-

bare Befunde fir die Primarzellkultur des MnPO neonataler Ratten.

Im direkten Vergleich des Responsivitatsverhaltens auf generelle Purinozeptoragonisten
(ATP, 2-MeSATP) zwischen Neuronen und Astrozyten stellten sich letztere als reaktive-
rer Zelltyp dar. So zeigten — Uber alle Versuchsserien gemittelt - 67 % aller Astrozyten
und 15 % aller Neurone ein Uberschwelliges intrazellulares Kalziumsignal auf die jeweils
primare Superfusionsstimulation mit 2-MeSATP (10¢ M) (Kap. ERG 3.3). Wie bereits in
Kap. DIS 4.2.3 fir Neurone beschrieben, bewirkte eine Superfusion mit den Agonisten
ATP resp. 2-MeSATP eine rasche und transiente Erhéhung der [Ca?*]iz, welche nicht
vollstandig nur auf den Influx von extrazellularen Kalziumionen zurlickzufihren war (Kap.
ERG 3.3.5). Im Rahmen der Eruierung ob diese Anderung durch Einstrom von Kalzium
aus dem extrazellularen Milieu und/oder durch eine getriggerte Kalziumfreisetzung aus
intrazelluldren Speicherorganellen wie dem endoplasmatischen Retikulum (ER) ins Zyto-
plasma hervorgerufen wurde, bewirkte die Aktivierung funktionell exprimierter Purinozep-

toren bei nahezu % aller responsiven ARC-Astrozyten somit neben dem Einstrom von
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extrazellularem Kalzium auch eine Freisetzung von Ca?* aus intrazellularen Speicheror-

ganellen (siehe unten).

Wie bereits in Kap. DIS 4.2.3 fir Neurone beschrieben, zeigten sich in den mikrospektro-
fluorimetrischen Untersuchungen die analysierten astroglialen Zellen, konform mit den
Daten von Fischer und Kollegen (2009), gegenlber dem P2Xi- und P2Xs-spezifischen
Agonisten a,B-meATP bis zur finalen Konzentration von 1 yM insensitiv. Zudem induzier-
te der P2X4-, P2X3- und der P2X7-spezifische Agonist BzZATP (1 uM) bei einem sehr
geringen Anteil der untersuchten Astrozyten einen transienten Anstieg der [Ca?*]iz, wo-
bei diese Zellen ebenfalls auf die darauffolgenden 2-MeSATP-Stimulationen mit einem
Kalziumsignal antworteten. Unter Bertcksichtigung der Desensibilisierungsprofile der
ionotropen Purinozeptorsubtypen und der wiederholten Responsivitat der Zellen, wirden
die Daten dieser wenigen responsiven Gliazellen auf die Expression des Rezeptorsub-
typs P2X7 deuten. So wiesen P2X7-transfizierte HEK293-Zellen wahrend der ATP- resp.
BzATP-Stimulationen keine Desensibilisierungsverhalten auf (North, 2002; Surprenant et
al., 1996). Die niedrige Sensitivitat des P2X7R auf 2-MeSATP (ECso-Wert: 100 uM) deu-
tet ebenfalls auf eine fehlende astrogliale Expression dieses Subtyps in der ARC-
Primarkultur hin. Im Hinblick auf das Desensibilisierungsverhalten desensibilisieren die
Rezeptorsubtypen P2X1 und P2Xs3 innerhalb weniger hundert Millisekunden und weisen
eine Refraktarzeit von bis zu 15 min auf (Khakh et al., 2001; North, 2002). Diese ist
deutlich langer als die Dauer der in dieser Arbeit gewahlten Regenerationsintervalle von
acht min zwischen den einzelnen Superfusionsstimulationen. In diesem Zusammenhang
scheinen die Rezeptorsubtypen P2X;, P2Xs und P2X7; nicht dominant von repetitiv
responsiven LDD-Astrozyten exprimiert zu werden. In diesem Fall kann eine Beteiligung
und Expression von metabotropen P2YR, welche bereits in Astrozyten cortikaler Primar-
kulturen (P2Y126R) charakterisiert und durch BzATP und/oder 2-MeSATP aktiviert wer-
den, nicht vollstandig ausgeschlossen werden (Chang et al., 1995; Fischer et al., 2009;
Norenberg et al., 2010; Vohringer et al., 2006; von Kugelgen, 2006; Wildman et al.,
2003).

Die sequentielle, aquimolare purinerge Superfusion flhrte bei etwa einem Drittel aller
responsiven Astrozyten zu einem hohen Grad der Desensibilisierung (Kap. ERG 3.3.4).
Die genauere pharmakologische Charakterisierung deren Purinozeptorsubtypen konnte
jedoch durch das Fehlen der wiederholten Kalziumsignale auf die repetitiven Superfusio-
nen mit 2-MeSATP nicht erfolgen. Hingegen zeigten etwa 68 % der responsiven Zellen
einen reproduzierbaren Anstieg der [Ca?*]iz auf wiederholte Stimulationen mit beiden

Agonisten (Kap. ERG 3.3.4). Diese Ergebnisse weisen auf langsamer desensibilisieren-
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de Rezeptorsubtypen wie P2X245R hin. Dabei stellte der zuletzt genannte P2XsR in der
Genexpressionsanalyse auf mMRNA-Ebene gleichermalien im Bereich des hypothalami-
schen Kerngebietes des ARC adulter und neonataler Ratten als auch in der Primarkultur
(Kap. ERG 3.17) den am niedrigsten exprimierten Purinozeptorsubtypen dar. Zudem
waren die deutlichen Kalziumsignale auf einen 2-MeSATP-Stimulus in Astrozyten der
ARC-Primarkultur nicht mit der fir den P2XsR elektrophysiologisch nachgewiesenen
niedrigen Stromstarke an transfizierten HEK293-Zellen im Vergleich zu P2X2R oder
P2X4R in Einklang zu bringen (Garcia-Guzman et al., 1996; North, 2002).

Der in Kap. DIS 4.2.3 beschriebene positive Einfluss der Simulation der physiologischen
Kdrpertemperatur der Ratte auf das reproduzierbare Responsivitatsverhalten, auf die
Verminderung der Desensibilisierungseffekte bezlglich der Hohe der Kalziumantwort
und die Anzahl der responsiven Zellen, konnte ebenfalls bei astroglialen Zellen des ARC
demonstriert werden (Kap. ERG 3.3.6). Erstreckte sich die Simulation der Kérpertempe-
ratur sogar Uber den gesamten Versuchsablauf der repetitiv sequentiellen Stimulation mit
2-MeSATP (Kap. ERG 3.3.4.2), zeigten prozentual deutlich mehr responsive Astrozyten
(~ 97 %) ein geringeres Desensibilisierungsverhalten als wahrend der Durchfihrung bei
Raumtemperatur (~ 67%). Diese Resultate unterstitzen die Hypothese des positiven

Einflusses der Temperatur auf die Responsivitat der Zellen.

Neben der Expression ionotroper Purinozeptoren wurden mehrfach metabotrope puri-
nerger Rezeptoren (P2Y124R) in situ in astroglialen Zellen des Sehnerven oder in vitro in
neuroglialen Zellkulturen des Cerebellum, Cortex, Hippocampus bzw. des NAc mittels
Genexpressionsanalyse, mikrospektrofluorimetrischen und/oder immunzytochemischen
Untersuchungen beschrieben (James & Butt, 2001; 2002; Lenz et al., 2000; Franke et
al., 2001a; 2004; Fischer et al., 2009; Koizumi et a., 2002; Zhu & Kimbelberg, 2004).
Unter Verwendung der Reverse Transkriptase-PCR, Immunzytochemie und des Fluo-
reszenz Ratio-Imaging wurde die Koexpression des P2Y+1R mit verschiedenen P2YR
(P2Y2,4,.6,13R) in isolierten, cerebralen Typ-1 Astrozyten der Ratte demonstriert (Carras-
quero et al., 2005; James & Butt, 2002; Jiménez et al., 2000). Bis auf die funktionelle
Expression des bereits erwahnten P2Y+R in Astrozyten des SON im Kontext der regulier-
ten ADH-Sekretion lagen bis dato nur wenige Daten Uber die Rolle metabotroper Puri-

nozeptoren in hypothalamsichen Astrozyten vor (Espellargues et al., 2007).

Erste Hinweise fur ein etwaiges Vorkommen von P2Y-Rezeptoren in astroglialen Zellen
der ARC-Primarkultur, sowie deren nicht marginale Bedeutung in der purinergen Signal-
transduktion demonstrierten die Experimente der 2-MeSATP-vermittelten Erhdhung des
[Ca?*]iz nach vorheriger Depletion des extrazellularen Ca?* (Kap. ERG 3.3.5). Trotz sig-
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nifikanter Verringerung der mittleren Fluoreszenz Ratio-Amplitude und der Anzahl an
responsiven Zellen kann fur annahernd % der repetitiv-responsiven Astrozyten (LDD)
neben einem Influx von Ca?* aus dem Extrazellularraum ebenso ein Einstrom aus intra-
zellularen Speichern ins Zytosol postuliert werden. Diese Minderung der durchschnittli-
chen Amplitude des Kalziumsignals lasst sich bei Absenz des extrazellularen Ca?* durch
die hervorgerufene Ineffektivitdt membranstandiger lonenkanale, einschlie3lich der ionot-
ropen P2X-Rezeptoren zurlckflihren (James & Butt, 2002). Die Ca?*-Mobilisierung aus
intrazellularen Speichern, wie dem endoplasmatischen Retikulum, wird Uber den Gg1-
Signalweg vermittelt und ist ein Charakteristikum fir die Purinozeptorsubtypen
P2Y1,2,4,6,11 (Kap. EIN 1.4.4) (Burnstock, 2006; Ravelic & Burnstock, 1998; Stojilkovic,
20009).

Die Resultate aus den Experimenten zur Modulation der 2-MeSATP-induzierten Erho-
hung der [Ca?*]iz unter Verwendung von P2-Antagonisten mit unterschiedlichen Selekti-
vitaten fur die P2X- / P2Y-Rezeptorsubtypen stutzen zusatzlich zu den Daten aus der
Untersuchung zur Ermittlung der Ca?*-Quelle, dass neben P2X- ebenfalls P2Y-
Rezeptoren in Astrozyten des ARC koexprimiert werden. Die (pseudo-)antagonistische
Effektivitat dieser Substanzen stellte sich wie folgt dar: Rb-2 >> PPADS = Suramin =
TNP-ATP > PSB1011. Im direkten Vergleich der P2-Antagonisten war PSB1011 (10 uM)
bei wiederholt responsiven Astrozyten ein relativ ineffektiver Antagonist. So wurde weder
die mittlere 340 / 380 nm Fluoreszenz Ratio-Anderung, noch die Anzahl der responsiven
Astrozyten signifikant supprimiert (Kap. ERG 3.3.8.2). Die ermittelten Daten aus den
Teilstudien weisen darauf hin, dass der P2X2R nicht in Astrozyten des ARC exprimiert
wird. PSB1011 inhibiert homomere P2X2R bereits im nanomolaren Bereich (Baqi et al.,
2011). Die verwendete Konzentration (10 uM) wirde sowohl P2X23R, P2X4R, als auch
metabotrope P2Y246R mit einer halbmaximalen Effektivitdt von etwa 10 yM zumindest
teilweise supprimieren (Baqi et al., 2011). In diesem Zusammenhang wurden in der
vorliegenden Arbeit trotz der Prasenz von PSB1011 jedoch nur etwa 10 % der LDD-

Astrozyten in ihrem 2-MeSATP-induzierten Responsivitatsverhalten gehemmt.

PPADS, Suramin und TNP-ATP stellten sich in der Inhibition der 2-MeSATP-induzierten
Erhéhung der [Ca?*]iz in den durchgefiihrten Teilstudien als nahezu aquipotent dar. In
einer Konzentration von 10 yM hemmten die drei Antagonisten annahernd ein Viertel bis
zu einem Dirittel der wiederholt responsiven Zellen vollstdndig. Aus mikrospektrofluori-
metrischen Untersuchungen an Astrozyten der MnPO-Primarzellkultur ging hervor, dass
TNP-ATP verglichen mit Rb-2 oder PPADS als potentesten Inhibitor bei Astrozyten des
MnPO fungierte (Hitzel, 2009). In jener Studie wurde bereits bei einer niedrigeren TNP-
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ATP-Konzentration (100 nM) das 2-MeSATP-vermittelte Kalziumsignal bei 18 % der
astroglialen Zellen des MnPO vollstandig gehemmt (Hitzel, 2009). TNP-ATP stellt im
nanomolaren Bereich einen effektiven Antagonisten fur P2Xi-, P2X3- und P2X2s3-
Rezeptoren dar (Jarvis & Khakh, 2009; Lewis et al., 1998; Virginio et al., 1998). Dies
unterstitzt die Annahme, dass die drei genannten Rezeptorsubtypen nur devot in die 2-
MeSATP-vermittelte Kalziumantwort der LDD-Astrozyten der ARC-Primarkultur einbezo-

gen waren.

Im Gegensatz zur vollstandigen Blockade des Kalziumsignals aller responsiven Astrozy-
ten der MnPO-Zellkultur (Hitzel, 2009), hemmte PPADS in einer Konzentration von 10
MM in der vorliegenden Arbeit nur ein Drittel der responsiven ARC-Astrozyten vollstandig
(Kap. ERG 3.3.7). Eine vdllige Inhibition aller astroglialen Zellen wurde selbst in der
zehnfach héheren Dosis nicht erreicht. Somit waren beide Antagonisten deutlich effekti-
ver bei Astrozyten der MnPO-Primarkultur (Hitzel, 2009) als bei jenen des ARC. In den
verwendeten Dosen zeigten gleichermallen P2X4R, sowie P2Y2R und P2Y4R eine relati-
ve Insensitivitat gegentuber PPADS (ICso-Wert: > 100 uM) (Bianchi et al., 1999; Wildman
et al., 2003). Diese Resultate lassen somit keine genaue Differenzierung der beteiligten
Purinozeptorsubtypen zu. Eine vergleichbar niedrige Potenz wie PPADS weist ebenfalls
Suramin gegenuber dem P2X4R auf (ICso-Wert: > 100 uM) (Bianchi et al., 1999). Obwonhl
Suramin nicht-selektiv andere Purinozeptoren inhibiert, kann es zur Differenzierung
zwischen dem P2Y>- und P2Y4-Rezeptorsubtypen herangezogen werden (Bogdanov et
al., 1998; Wildman et al., 2003). Elektrophysiologische Experimente an P2Y2R- resp.
P2Ys4R-rekombinanten Oozyten demonstrierten, dass Letzterer (ICso-Wert: 1 mM) insen-
sitiv gegenuber Suramin ist (Wildman et al., 2003). Im Gegensatz dazu wies Suramin fur
den P2Y2R einen niedrigeren ICso-Wert von etwa 9 yM auf (Bogdanov et al., 1998;
Wildman et al., 2003).

Rb-2 stellte in der vorliegenden Arbeit den potentesten Antagonisten der 2-MeSATP-
induzierten Erhohung des [Ca?*]iz in Astrozyten des ARC dar. Bereits die Verwendung
einer niedrigen Konzentration (1 uM) supprimierte etwa "4 der Astrozyten bezuglich ihrer
Responsivitat auf eine gleichzeitige Superfusionsstimulation mit 2-MeSATP vollstandig.
So wurde mit einer zehnfach niedrigeren Dosis verglichen mit den Liganden PPADS und
Suramin ein ahnlich hoher prozentualer Anteil an responsiven Astrozyten inhibiert. Die-
ses Resultat lasst sich nicht ausschlieRlich auf die alleinige Hemmung des Purinozep-
torsubtyps P2X> (ICso-Wert: 0,4 uM) begrunden (King et al., 1997). Einerseits hatte
ebenso PSB1011 eine P2X>R-spezifische Hemmung aufweisen kénnen. Andererseits

ware eine Kreuzreaktion mit verschiedenen P2Y-Rezeptoren durch Rb-2 nicht auszu-
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schlielRen (Bagi et al., 2011; King et al., 1997; Simon et al., 1994). Neben der effizienten
Hemmung des P2X2R stellt Rb-2 einen potenten Antagonisten sowohl an rekombinanten
P2Y1R (ICso-Wert: 1 uM), als auch an P2Ys- und P2Ys-Rezeptoren (ICso-Wert: 20 pM)
dar (Bogdanov et al., 1998; Burnstock, 2007b; Inoue et al., 1991; Ralevic & Burnstock,
1998; von Kugelgen, 2005; Vohringer et al., 2000; Wildman et al., 2003). Hingegen sind
rekombinante P2Y2R insensitiv gegentber Rb-2 (ICso-Wert: 10 mM) (Wildman et al.,
2003). Sowohl diese Daten als auch die Resultate aus den Teilstudien mit Suramin und
Rb-2 deuten darauf hin, dass der P2Y2R funktionell nicht in den analysierten Zellen
exprimiert wurde. Der P2Y¢R kann aus der Betrachtung ausgeschlossen werden, da
diesem Rezeptorsubtyp eine niedrigere Sensitivitdt gegentber 2-MeSATP als den bei-

den weiteren P2YR zugeschrieben wird (Nicholas et al., 1996).

Dass u.a. der P2Y1R und der P2X7R ebenfalls an der Generierung eines Ca?*-Signals in
den Astrozyten einer Zellkultur beteiligt sein konnten, zeigten pharmakologische, mik-
rospektrofluorimetrisch Untersuchungen an cortikalen Zellkulturen embryonaler resp.
neonataler Ratten (Fischer et al., 2009; Fumagalli et al., 2003; Nérenberg et al., 2010).
Espallergues und Kollegen demonstrierten am Gehirnschnitt der Ratte, dass ATP via
P2Y1R auf hypothalamischen Astrozyten des SON wirkt. Es wurde u.a. angenommen,
dass entweder ATP zusammen mit Noradrenalin aus katecholaminergen Axonen im
SON freigesetzt wird (Day et al., 1993; Espallergues et al., 2007; Sperlagh et al., 1998)
und direkt einen Anstieg der [Ca?*]iz in Neuronen des SON sowie die Sekretion von ADH
und Oxytocin (OT) induziert, oder mdglicherweise indirekt zuvor umliegende Astrozyten
dazu stimuliert einen noch nicht identifizierten Gliotransmitter freizusetzen, welcher die
Hormonabgabe und somit im Endeffekt die Neurohypophysenfunktionen beeinflusst
(Espallergues et al., 2007; Song et al., 2006a).

Wie bereits im Kap. DIS 4.2.3 fir Neurone beschrieben, wurde eine erhéhte Expression
des P2Y-Rezeptors in vivo im Hypothalamus Futter-limitierter, adulter Ratten im Zusam-
menhang mit einer vermuteten purinergen Regulation der Nahrungsaufnahme gezeigt
(Seidel et al., 2006). Hierbei exprimierten neben Neuronen auch Astrozyten vor allem im
ARC, aber auch im DMH, VMH und LH diesen Rezeptorsubtyp (Seidel et al., 2006). Wie
Astrozyten in den Aspekt der Nahrungsaufnahme involviert sind, ist jedoch unklar. Spe-
kuliert wurde, dass diese Gliazellen moéglicherweise Gliotransmitter abgeben bzw. Neu-
rotransmitter aus dem synaptischen Spalt partiell entfernen (Seidel et al., 2006). Dass
hypothalamische Astrozyten Uber den Gliotransmitter ATP die neuronale Aktivitat via

postsynaptisch lokalisierter P2X7R modulieren, wurde von Gordon und Kollegen (2009)
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mittels whole cell patch clamp- und mikrospektrofluorimetrischen Experimenten an glu-

taminergen Neuronen des magnozellularen PVN im Gehirnschnitt postuliert.

In dieser Arbeit konnte mit Hilfe der durchgeflihrten pharmakologischen Untersuchungen
eine funktionelle Expression des P2YR, sowie in geringerem Umfang die des Puri-
nozeptorsubtyps P2Y4 in den Astrozyten des ARC nicht ausgeschlossen werden. Eine
genaue ldentifikation der P2Y-Rezeptorsubtypen ohne die Verwendung von existieren-

den P2Y-Rezeptor-spezifischen Agonisten und Antagonisten war nicht moglich.

Aufgrund der ausgepragten Insensitivitat der analysierten Astrozyten der ARC-
Primarkultur, die dulerst geringe Responsitivitat der astroglialen Zellen auf Superfusi-
onsstimulation mit BzATP, sowie die geringe antagonistische Wirkung des P2XR-
Subtyp-spezifischen Antagonisten TNP-ATP kann die funktionelle Expression astroglialer
P2X1R und/oder P2X3R trotz einiger zuvor erwahnter typischer Eigenschaften ausge-
schlossen werden. Aufgrund der fehlenden repetitiven Responsivitat auf die Superfusi-
onsstimulationen mit 2-MeSATP der HDD-Astrozyten, welche eine hohen Grad der Re-
zeptordesensibilisierung zeigten, konnte keine weitere pharmakologische Charakteri-
sierung der exprimierten Purinozeptorsubtypen mit Hilfe der Purinozeptorantagonisten
erfolgen. Weiterhin scheint fur die Mehrzahl der Astrozyten der Primarkultur des ARC die
funktionelle Expression des P2X-Rezeptorsubtyps P2X> sowie in geringem Umfang P2X4
als wahrscheinlich. Das Fehlen einer eindeutigen Immunfluoerszenzmarkierung der P2X-
Rezeptorsubtypen, trotz der Verwendung von P2XR-subtypspezifischen Antikorpern
muss nicht zwangslaufig die Absenz funktioneller P2X-Rezeptoren in Astrozyten der
ARC-Primarkultur bedeuten (Harlow & Lane 1988). Die zum Teil gegensatzlichen Daten
aus der Literatur hinsichtlich der Existenz einiger P2X- / P2Y-Rezeptorsubtypen in Astro-
zyten konnten das Resultat verschiedener Faktoren, wie zum Beispiel unterschiedlicher
Tierspezies, Gehirnregionen, Entwicklungsstadien, die Heterogenitat der Astrozyten, die
Zellkulturbedingungen im Vergleich zu den in vivo Bedingungen, oder die Spezifitat der
Antikorper, sein (Fischer et al., 2009).

4.2.5. Funktionelle Purinozeptorexpression in Mikrogliazellen

Die Mikrogliazellen stellten den geringsten Prozentsatz (~ 5%) der in der ARC-Zellkultur
vorkommenden Zelltypen dar. Wie in Kap. ERG 3.4.2 beschrieben, konnte immunzyto-
chemisch der P2X4-Rezeptor eindeutig in Kolokalisation mit ED1-immunoreaktiven Mik-
roglia der Primarkultur des ARC nachgewiesen werden. Der Purinozeptorsubtyp P2X,4
stellte zudem nach den P2X> und P2Xe den drittstéarksten auf mMRNA-Ebene exprimierten

ionotropen Rezeptorsubtyp im hypothalamischen Kerngebiet des ARC neonataler und
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adulter Ratten dar, wahrend dieser in der primaren Zellkultur den hoéchsten mRNA-
Gehalt relativ zu den anderen P2X-Rezeptorsubtypen aufwies (Kap. ERG 3.7). In Folge
einer eingehenden Charakterisierung der mRNA-Expression aller P2-Rezeptorsubtypen
mittels qRT-PCR rasch isolierter Mikrogliazellen neonataler und adulter Mause sowie
einer mikroglialen Primarzellkultur konnte die Expression des Purinozeptorsubtyps P2X>
in Mikroglia ausgeschlossen werden (Crain et al., 2009). Zusatzlich wurde demonstriert,
dass kultivierte Mikroglia die Rezeptorsubtypen P2X3, P2X4 und P2Xs in Relation zu den
verbleibenden P2XR auf mRNA-Ebene deutlich starker exprimierten (Crain et al., 2009).
Dies unterstitzt die Annahme, dass der P2X4-Rezeptor gleichermallen auf mRNA- und

Proteinebene in Mikrogliazellen des ARC vorhanden ist.

Eine detaillierte pharmakologische Charakterisierung der purinergen Rezeptorsubtypen
der Mikroglia konnte innerhalb der verschiedenen Versuchsansatze der mirkospektrofiu-
orimetrischen Untersuchung auf Grund der zu geringen Anzahl an zu analysierenden
Zellen nicht erfolgen. Wie auch bereits von Hitzel (2009) beobachtet, bestehen Unter-
schiede zwischen der Beladung der verschiedenen Zelltypen neuroglialer Primarkulturen
mit dem Acetoxymethylester-Derivat Fura-2 AM. Im Vergleich mit Neuronen bzw. Astro-
zyten erfolgte die Beladung der Mikroglia mit dem Kalziumchelator Fura-2 AM ineffekti-
ver. Trotz dieser Schwierigkeiten konnte bei ca. 21 % der insgesamt 70 analysierten
Mikrogliazellen ein [Ca?*]iz-Anstieg nach einmaliger Superfusionsstimulation mit dem
generellen Purinozeptoragonisten 2-MeSATP nachgewiesen werden. Daher liegt die
Vermutung nahe, dass der P2X4R ebenfalls funktionell auf Mikroglia des ARC exprimiert
werden konnte. Dieser mikroglial exprimierte Purinozeptorsubtyp wird hauptsachlich mit
dem Schmerzempfinden bzw. taktiler Allodynie assoziiert (Inoue et al., 2010; Tsuda et
al., 2003; Ulmann et al., 2008). Sowohl in vitro in murinen mikroglialen Primarkultur des
Cortex, als auch in vivo im Mausmodel wurde eine Hochregulation des P2X4R in aktivier-
ten Mikroglia des Ruckenmarks, welche die Bildung und Freisetzung des Wachstumsfak-
tors BDNF (brain-derived neurotrophic factor) stimuliert, demonstriert (Trang et al., 2009;
Ulmann et al., 2008). Dieses Neurotrophin reprasentiert offensichtlich ein wichtigen Me-
diator bei der Kommunikation zwischen Mikrogliazellen und Neuronen sowie bei der
Aufrechterhaltung der Schmerzhypersensitivitat im Tiermodel (Coull et al., 2005; Trang
et al., 2009). So fuhrte die pharmakologische Hemmung des P2X4R nach einer induzier-
ten Nervenschadigung zur Aufhebung der Schmerzhypersensitivitat (Tsuda et al., 2003).
Zusatzlich wiesen P2X4-defiziente Mause eine verminderte taktile Allodynie auf (Uimann
et al., 2008).
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Ohsawa und Kollegen (2007) wiesen mittels Chemotaxis Assays, Fluoreszenz Ratio-
Imaging, qRT-PCR und Immuno-Blot Analysen in cerebralen Primarkulturen neonataler
Ratten ferner die Beteiligung des P2X4R neben des P2Y12R im Prozess der mikroglialen
Chemotaxis nach. Der metabotrope P2Y12R aktiviert Uber den Gio-Signalweg die Phos-
phoinositid-3-Kinasen (PI3K), welche u.a. eine Rolle in der Neuanordnung des Zytoske-
letts und der Zellmigration spielt (Ohsawa et al., 2007; Procko & McColl, 2005; Van
Haastert & Devreotes, 2004). Hierbei wurde die Vermutung aufgestellt, dass eine ATP-
induzierte lokale Ca%*-Mobilisierung via P2X4R zur Erhaltung bzw. Verstarkung eines
Ortlich begrenzten P2Y2R-induzierten PI3K-Signals nétig sei (Crain & Watters, 2011;
Ohsawa et al., 2007).

Im Rahmen der Immunabwehr von Pathogenen im ZNS werden diese u.a. durch ver-
schiedene TRLs oder NOD2 der immunkompetenten Mikrogliazellen erkannt (Kap. EIN
1.7.3) (Guo et al., 2006; Nasu-Tada et al., 2005). In primaren Zellkulturen neonataler
Gliazellen induzierte eine LPS-vermittelte Stimulation der TRLs oder NOD2 eine ver-
mehrte Expression des P2X4R sowie eine gesteigerte Synthese von TNF-a und NO
(Hide et al., 2000; Guo et al., 2006). Mittels Zytokin-spezifischer Bioassays demonstrierte
Hitzel (2009) an der Primarkultur des MnPO gleichermallen die ATP- sowie LPS-
induzierte Sekretion des proinflammatorischen Zytokins TNF-a mikroglialer Zellen. In
Gegenwart der Purinozeptorantagonisten PPADS bzw. TNP-ATP konnte die LPS-
stimulierte Zytokinsekretion partiell supprimiert werden (Hitzel, 2009). Dies liel3 auf eine
Verbindung zwischen den TLRs und/oder NOD2 und der purinergen Aktivierung (P2X4R)
mikroglialer Zellen schlieRen (Guo et al., 2006). MnPO und POA stellen wichtige hypo-
thalamische Gebiete fur die Regulation der Korpertemperatur dar (Gerstberger et al.,
2001; Simon et al., 1986). Hitzel (2009) postulierte, dass extrazellulares ATP flr die
Sekretion proinflammatorischer Zytokine im Zusammenhang mit der zentralen Fieberge-

nese und Immunabwehr eine wichtige Rolle spielt.

43. Ausblick

Die vorliegende Arbeit lieferte erste Hinweise fur die funktionelle Expression purinerger
Rezeptoren in Nervenzellen, Astrozyten und Mikroglia des Nucleus arcuatus der Ratte.
Sinnvoll ist es nun die gewonnenen Erkenntnisse durch die Bertcksichtigung anderer
Versuchsanordnungen zu erweitern und zu vervollstandigen. Zum Beispiel wurden an
isolierten Neuronen des hypothalamischen Nucleus tuberomamillaris die modulatori-
schen Eigenschaften von Zinkionen (Zn?*) im extrazellularen Medium auf den Aktivie-

rungszustand der ionotropen P2XR untersucht (Kap. EIN 1.4.2) (Vorobjev et al., 2003).
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Fur P2X2R wurde u.a. ein biphasischer Effekt von Zinkionen in physiologischen Konzent-
rationen (1 pM - 10 pM) auf ATP-induzierte Strome nachgewiesen (Vorobjev et al.,
2003). Niedrige Konzentrationen von Zn?* potenzierten durch Verzégerung der Deakti-
vierung des lonenkanals die ATP-induzierten Strome, wohingegen hohere Konzentratio-
nen (> 300 uM) die Offnung der lonenkanale supprimierten (Vorobjev et al., 2003). Zu-
dem moduliert der pH-Wert des extrazellularen Mediums auf den Aktivierungszustand
der verschiedenen Purinozeptorsubtypen (Wildman et al., 2003). Ausschliel3lich bei
homo- bzw. heterotrimeren P2X>-Rezeptoren fuhrt eine Ansauerung zu einer Potenzie-
rung der Agonisten-induzierten Antwort, wohingegen ein Anstieg der Protonenkonzentra-
tion die Aktivitat aller anderen homomeren P2X-Rezeptoren reduziert (Coddou et al.,
2011b; Clyne et al., 2002; King et al., 1997; Stoop et al., 1997). Um die Expression des
Rezeptorsubtyps P2X4 in Neuronen und Astrozyten vollstandig auszuschliel3en, mussten
Untersuchungen zur allosterischen Modulation des 2-MeSATP-induzierten Ca?*-Signals
mittels lvermectin durchgefuhrt werden. Ivermectin wirkt spezifisch an P2X4R und erhéht
nicht nur die ATP-induzierten Strome und die Sensitivitat des Rezeptors flr Agonisten,
sondern senkt auch die Desensibilisierungsrate (Coddou et al., 2011b; Khakh et al.,
1999; Priel & Silberberg, 2004). Um die Existenz von P2X2R in Neuronen des ARC zu
verdeutlichen, musste der Versuchsansatz der Modulation der 2-MeSATP-induzierten
Erhéhung der [Ca?*]iz in Zellen der ARC-Primarkultur durch P2X-Rezeptorsubtyp spezifi-
sche Antagonisten mit PSB1011 und TNP-ATP wiederholt werden. In dieser Arbeit konn-
te mit Hilfe der durchgeflihrten pharmakologischen Untersuchungen eine gemeinsame
funktionelle Expression ionotroper und metabotroper Purinozeptoren in den Astrozyten
des ARC umrissen werden. Eine eindeutige Charakterisierung von P2Y-Rezeptor-
subtypen wurde jedoch nicht durchgeflhrt. Zur genaueren Identifikation der postulierten
P2YR wie P2Y4R und P2Y4R, mussten spezifische P2Y1R-Agonisten (MRS2365) oder
Antagonisten (MRS2179) verwendet werden (Fischer et al., 2009). Neben elektrophysio-
logischen Untersuchungen mittels patch-clamp Technik zur Differenzierung der Puri-
nozeptorsubtypen im Gehirnschnitt auf der Ebene des ARC erdffnet die single-cell RT-
PCR eine Methode zur Charakterisierung der ionotropen und metabotropen Purinozepto-
ren auf Einzelzellniveau. Zusatzlich bietet diese Methode einen Ansatzpunkt zur Identifi-
kation der zellularen Expression ARC-spezifischer Neurotransmittersysteme in den ATP-

responsiven Neuronen.

Nach der molekularbiologischen und pharmakologischen Charakterisierung der puriner-
gen Rezeptoren im in vitro Modell kdnnten spezifische in vivo Versuche zur Bestimmung

der funktionellen Bedeutung der Purinozeptoren im ARC adulter Tiere folgen. Telemetri-
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schen Versuchsansatzen mit einer icv-Mikroapplikation bzw. Mikrodialyse ausgewabhlter,
spezifischer Purinozeptoragonisten bzw. -antagonisten in den dritten Gehirnventrikel
ermdglichen die Charakterisierung der Bedeutung des purinergen Systems auf der Ebe-
ne des ARC fur die Regulation der Nahrungs- und Trinkwasseraufnahme, der Korper-
kerntemperatur und des Schlaf-/Wachverhaltens sowie die lokomotorischer Aktivitat zu
untersuchen. Weiterhin kdnnte die molekular- und/oder zellbiologische Untersuchung
des ARC auf eine Anderung der Expressionsprofile der Purinozeptorsubtypen nach einer
gezielten Manipulation dieser autonomen Regelkreise, wie beispielsweise auf eine kurz-
fristige externe Hypo- (10°C) und Hyperthermie (33°C), ein LPS-induziertes “sickness

behaviour”, eine Glucose-Deprivation oder eine "Cafeteria“-Diat erfolgen.
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5. Zusammenfassung

Der im tuberalen Hypothalamus, in unmittelbarer Nahe zur Eminentia mediana und zur
Adenohypophyse lokalisierte Nucleus arcuatus (ARC) Ubt durch neuronale Synthese und
Freisetzung von spezifischen releasing - und inhibiting Faktoren eine wichtige Rolle in
der neuroendokrinen Kontrolle der Adenohypophyse und somit u.a. auf das Wachstum
und die Reproduktion des tierischen Organismus aus. Im Rahmen der Homdostase des
Energiehaushaltes inklusive der Nahrungsaufnahme kommt v.a. dem ARC durch seine
relativ durchlassige Blut-Hirn Schrankenfunktion eine besondere Bedeutung zu. Zirkulie-
rende Hormone des Energiestoffwechsels wie Leptin (und Insulin) ist es moglich, direkt

mit Neuronen des ARC zu interagieren und deren neuronale Aktivitat zu modulieren.

Auf Grund histologischer (in situ Hybridisierung, Immunhistochemie) und elektrophysio-
logischer Studien an Gehirnschnitten von Maus und Ratte existieren erste Hinweise auf
eine wichtige Adenosin-Nukleotid-vermittelte Signaltransduktion mittels ionotroper (P2X)
und metabotroper (P1 und P2Y) purinerger Rezeptoren im ARC der Ratte. Eine spezifi-
sche Identifikation funktionell exprimierter purinerger Rezeptoren im Bereich des ARC ist
bis dato in der Fachliteratur nur limitiert beschrieben worden. Daher erfolgte im Rahmen
der vorliegenden experimentellen Promotionsarbeit eine detaillierte pharmakologische,
molekularbiologische, sowie immunhisto- und immunzytochemische Charakterisierung
ionotroper P2X-Rezeptoren im ARC des Rattenhypothalamus v.a. anhand einer neurog-

lialen Primarzellkultur des ARC.

(1) Die Grundvoraussetzung fur alle darauffolgenden Teilstudien war die de novo
Etablierung einer neuroglialen Primarzellkultur des ARC 4 - 6 Tage alter Ratten.
Im Zusammenhang mit der immunzytochemischen Charakterisierung konnte ei-
ne markante neuronale Expression ARC-spezifischer Transmittersysteme der
Neuropeptide adrenocorticotrophes Hormon (ACTH), Neuropeptid Y (NPY), Neu-
rotensin (NT), Somatostatin (SOM), sowie eine partielle Kolokalisation mit der
Tyrosinhydroxylase (TH) fur dopaminerge Nervenzellen (mit Ausnahme von
ACTH) dargestellt werden. Eine Manifestation und Spezifitdt der Primarkultur
des ARC neonataler Ratten ist diesbezlglich anzunehmen, welche zudem dem
in situ Zustand des ARC im Gehirn adulter Ratten gut widerspiegelt.

(2) Im Hinblick auf die mRNA-Expression verschiedener purinerger Rezeptorsubty-
pen der P2X-Familie (P2X; - 7) im Bereich des ARC konnten mit Hilfe der qRT-
PCR marginale ontogenetischen Unterschiede zwischen den Entwicklungsstadi-
en frlh-postnataler und adulter Ratten gezeigt werden. In diesem Zusammen-

hang wurden fir den MnPO marginale differentielle Expressionsmuster zwischen
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(3)

(4)

frih-postnatalen (P2X2 = P2X4 > P2X7 > P2Xe) vs. adultem Status (P2X4 = P2X7
> P2X2 = P2Xe) ermittelt. In den etablierten Primarkulturen ergaben sich nach 3 -
4 tagiger Kultivierung fur beide Kerngebiete fir P2X4R eindeutig das hdchste
Expressionsniveau sowie eine relative Reduktion resp. Zunahme der mRNA-
Expression fur P2X2R resp. P2X3R gegenuber intakten Kerngebieten neonataler

Tiere.

Immunzytochemisch konnte ein zelltypspezifischer Nachweis des Purinozep-
torsubtyps P2X> in zahlreichen Neuronen der ARC-Primarzellkultur sowie des
P2X4 ausschlieBlich in Mikrogliazellen erfolgen. In Astrozyten waren immunzyto-
chemisch keine ionotropen Purinozeptoren nachweisbar. In coronalen Gehirn-
schnitten transkardial perfusionsfixierter, adulter Ratten wurde auf Ebene des
ARC der P2X2R in Neurone vorrangig in unmittelbarer Nahe zur ependymalen

Auskleidung des dritten Gehirnventrikels immunhistochemisch detektiert.

Die pharmakologische Charakterisierung der P2X-Rezeptorsubtypen auf Einzel-
zellebene erfolgte durch mikrospektrofluorimetrische Untersuchungen der intra-
zellularen Kalziumkonzentration [Ca2*]iz mit Hilfe des Kalziumchelators Fura-2.
Es wurde die funktionelle Expression der Purinozeptorsubtypen durch die Auf-
zeichnung der durch zahlreiche Manipulationen im Superfusionsmodus der
ARC-Primarkultur erzeugten Anderungen der [Ca2*]iz in Neuronen, Astrozyten
und Mikrogliazellen erfasst und quantitativ analysiert. Mikrogliazellen konnten in-
folge einer marginalen Fura-2 AM Aufnahme und dem geringen Vorkommen

nicht adaquat ausgewertet werden.

(a) Sowohl Neurone als auch Astrozyten der ARC-angereicherten Primarkul-
tur zeigten bezlglich der [Ca?*]iz bei den Superfusionsstimulation mit ATP
sowie 2-MeSATP (10 M - 106 M) eine eindeutig nachweisbare Dosis-
Wirkungs-Beziehung. Wahrend bei Neuronen der Agonist-induzierte Kal-
ziumstrom vollstandig von extrazellular Uber lonenkanale wie P2X-Rezep-
toren erfolgte, ist bei Depletion extrazellularen Ca2* bei Astrozyten eine
zusatzliche Beteiligung zellularen Speicherorganellen als Ursprungsort

der intrazellularen Kalziumsignale anzunehmen.

(b) Ein mafgeblicher Anteil der 2-MeSATP-responsiven Neurone und Astro-
zyten zeigten einen raschen, Agonist-induzierten Anstieg des intrazellula-
ren Kalziumsignals mit geringen Desensibilisierungseffekten bei einer
repetitiv applizierten (dreimal), aquimolaren Ligandenkonzentration. Den-

noch demonstrierten einige responsive Zellen beider Zelltypen einen ho-
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(c)

(d)

(e)

hen Grad der Desensibilisierung der entsprechenden Purinozeptoren, so-
wie ein signifikantes Dekrement der Erhéhung der [Ca?*]iz bei wiederhol-

ter, aquimolarer Superfusionsstimulation.

Die Simulation der physiologischen Korpertemperatur der Ratte zur bes-
seren Nachahmung der in vivo Situation in in vitro Untersuchungen (ca.
36 °C) fuhrte nachweislich zur Reduktion der Desensibilisierungsphano-
mene bzw. der Verringerung der [Ca?*]iz-Amplitude bei responsiven Neu-

ronen und Astrozyten.

Sowohl Neurone als auch Astrozyten zeigten eine Supprimierung der 2-
MeSATP-induzierten Erhéhung der [Ca?*]iz durch P2-Purinozeptoranta-
gonisten. In diesem Zusammenhang konnte fur Neurone ausschliel3lich
fur die generalisierten P2-Antagonisten PPADS und Suramin eine ausrei-
chende Anzahl an Zellen analysiert werden. Fir Astrozyten wurde folgen-
de Effektivitats-Rangfolge ermittelt: Rb-2 >> PPADS = Suramin = TNP-
ATP >> PSB1011. Die funktionelle Expression der ionotropen Purinozep-
torsubtypen P2X; und P2X3 konnten durch Verwendung Rezeptorsubtyp-
spezifischer Ligenden (a,B-meATP, TNP-ATP) in den drei untersuchten
Zelltypen ausgeschlossen werden. Eine marginale Expression des Rezep-
torsubtyps P2X7 konnte durch Induktion intrazellularer Kalziumsignale mit-
tels des P2X1 / P2X7-spezifischen Agonisten BzZATP ermittelt werden. Die
detaillierten pharmakologischen Studien legen nahe, dass ionotrope Re-
zeptoren mit P2Xz2-ahnlichen Charakteristika fir die Mehrzahl der intrazel-
lularen Kalziumsignale in Neuronen und Astrozyten verantwortlich waren.

Aus der post-experimentellen immunzytochemischen Charakterisierung
der 2-MeSATP-responsiven Neurone der ARC-Primarkultur gingen deren
neuronale Biosynthese ARC-typischer Neuropeptide (ACTH, NPY, NT)

bzw. der TH hervor.

(5) Zusammenfassend aus den Resultaten der kompetitiven Verdrangungsstudien

(6)

der Radiorezeptor Bindungsassays (RRA) konnte gefolgert werden, dass durch
die effektive Verdrangung des purinergen Rezeptorliganden [3°S]dATPaS mittels
unmarkiertem TNP-ATP und BzATP die P2X-Rezeptorsubtypen P2X3 und P2X7
im Gesamthypothalamus und thorakalen Rickenmark adulter Ratten exprimiert

werden.

Semiquantitative Rezeptorautoradiographien kompetitiver Verdrangungsstudien

mit P2X-Rezeptorsubtyp-spezifischen Liganden a,3-meATP und TNP-ATP an
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(7)

seriellen, coronalen Gehirnschnitten deuten auf die Expression des heterotrime-
ren P2X2sR im hypothalamischen ARC und VMH sowie im Hippocampus und

der Fornix cerebri adulter Ratten hin.

Auf Grund der Resultate der qRT-PCR, der Immunhisto- und -zytochemie sowie
der detaillierten Charakterisierung der exprimierten P2X-Rezeptoren kann fur
Neurone des ARC die Pravalenz eines funktionellen P2X,-Purinozeptors postu-
liert werden. Zudem ist anzunehmen, dass in den Astrozyten des ARC neben
dem Rezeptorsubtyp P2X>- auch Rezeptoren mit P2Xs-ahnlichen Charakteristika
sowie metabotrope P2Y1- bzw. P2Ys-Purinozeptoren eine Anderung der [Ca?*]iz
vermitteln. Fur Mikrogliazellen des ARC scheint eine Expression des P2Xi-

Rezeptors wahrscheinlich.

221



6. Summary

The arcuate nucleus (ARC), an aggregate of neurons located in the tuberal region of the
hypothalamus and in close proximity to the Eminentia mediana, plays an important role
in neuroendocrine control of the adenohypophysis and consequently in the growth and
reproduction of organisms. This control is achieved by synthesis and liberation of specific
releasing and inhibiting factors. The ARC gains special importance in regard to the
homeostasis of energy balance especially due to the relative permeability of its blood-
brain barrier. Because of this it is possible for circulating energy metabolism hormones

such as leptin (and insulin) to interact with and to modulate the activity of ARC neurons.

Histological (in situ hybridization, immunohistochemistry) and electrophysiological stud-
ies on cells in brain slices of mouse and rat have provided first evidence for an important
adenosine-nucleotide mediated signal transduction via ionotropic (P2X) and me-
tabotropic (P1 and P2Y) purinoceptors in the ARC of the rat. Until now reports on the
specific identification of functionally expressed purinergic receptors within the ARC have
been limited. The aim of the present thesis was therefore to undertake a detailed phar-
macological, molecular biological, immunohistochemical and immunocytochemical char-
acterization of ionotropic P2X receptors in the ARC of the rat hypothalamus using a

neuroglial primary cell culture of the ARC.

(1) The basic prerequisite for all of the following investigations was the de novo es-
tablishment of a neuroglial primary cell culture from the ARC of 4 - 6 day old rat
pups. In conjunction with the immunocytochemical characterization it was possi-
ble to demonstrate a distinctive neuronal expression of ARC specific transmitter
systems of the following neuropeptides: adrenocorticotrophic hormone (ACTH),
neuropeptide Y (NPY), neurotensin (NT), somatostatin (SOM) as well as a partial
co-localization with tyrosine hydroxylase (TH) for dopaminergic nerve cells (with
the exception of ACTH). Manifestation and specificity of the ARC neonatal rat
primary culture to this effect can be assumed. Additionally, these cells distinctly

reflect the in situ state of the ARC in the brain of the adult rat.

(2) With regard to the mRNA expression of various purinergic receptor subtypes of
the ARC-related P2X family (P2X1-7) no differences could be detected between
early postnatal developmental stage and adult rats. In this connection it should
be noted that for the median preoptic nucleus (MnPO) marginally different ex-
pression patterns were detected between early postnatal status (P2X> = P2X4 >
P2X7 > P2Xe) and the adult status (P2X4 = P2X7 > P2X; = P2Xe). After 3 - 4 days

cultivation the established primary cell culture of both hypothalamic nuclei (ARC
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(3)

(4)

or MnPO) the highest expression levels were found for P2X4 as well as a relative
reduction in mMRNA expression for P2X: or increase for P2X3 mRNA compared to

the intact hypothalamic nuclei of rat pups.

An immunocytochemical cell-specific identification of the purinoceptor subtype
P2X2 was obtained in numerous neurons of the ARC primary cell culture as was
identification of P2X4 exclusively in microglial cells. No ionotropic purinoceptors
could be immunocytochemically detected in astrocytes. By immunohistochemical
testing of coronal brain sections of adult rats fixed by transcardial perfusion
P2X2R was principally detected in neurons in the immediate vicinity of the third

ventricle of the brain.

Pharmacological characterization of P2X receptor subtypes at the single-cell
level was carried out by microspectrofluorometric determination of intracellular
calcium concentration [Ca?*]ic using a calcium chelator, Fura-2. Functional ex-
pression of the purinoceptor subtypes was measured and quantified by recording
the changes in [Ca?*]ic in neurons, astrocytes and microglial cells resulting from
numerous manipulations of the ARC primary culture in superfusion mode. It was
not possible to evaluate these values in microglial cells due to marginal Fura-2
AM uptake and the low number of microglial cells in the primary cell culture of
the ARC.

(a) In regard to 2-MeSATP (108 M - 10® M) superfusion induced rising of
[Ca?*]ic in both neurons and astrocytes from the ARC enriched primary
culture demonstrated a clearly detectable dose-response relationship.
Whereas in neurons the 2-MeSATP-induced calcium current took place
extracellularly via ion channels such as the P2X receptors in astrocytes it
can be assumed that upon depletion of extracellular Ca?* cellular storage

organelles are also involved as source of the intracellular calcium signal.

(b) A significant percentage of the 2-MeSATP responsive neurons and astro-
cytes demonstrated a rapid agonist-induced increase in the intracellular
calcium signal with weak desensibilization effects following repetitive (tri-
ple) applications of an equimolar concentration of the ligand. A few re-
sponsive cells of both types, however, demonstrated a high degree of
desensibilization of the corresponding purinoceptor as well as a significant
decrement in [Ca?]ic increase upon repetitive equimolar superfusion

stimulation.
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(5)

(6)

(7)

(c) Simulation with 2-MeSATP by physiological body temperature of the rat in
order to more accurately reflect the in vivo situation in the in vitro experi-
ments (to approximately 36°C) led to a verifiable reduction in the desensi-
bilization phenomenon and/or to a decline in the [Ca?*]ic amplitude in

responsive neurons and astrocytes.

(d) Both neurons and astrocytes demonstrated suppression of the 2-MeSATP
induced increase in [Ca?*]ic produced by purinoceptor antagonists. For
neurons it was only possible to test an adequate number of cells with the
generalized P2 antagonists PPADS and suramin. The following effectivity
ranking was found for astrocytes: Rb-2 >> PPADS = Suramin = TNP-ATP
>> PSB1011. P2X4/P2Xs-specific a,3-meATP failed to induce a calcium
signal in all three cell types examined whereas P2X7-specific BzZATP
induced a signal in individual cells. There is large evidence, that these
receptor subtypes aren’t expressed in the microculture. lonotropic recap-
tors with P2X>-like characteristics mediate the 2-MeSATP induced in-

crease in [Ca?*]ic in neurons and astrocytes.

(e) An immunocytochemical identification of 2-MeSATP responsive neurons
demonstrated the biosynthesis of following neuropeptides: ACTH, NPY or
NT as well as TH.

The radioreceptor assays show that receptor subtypes P2X3 and P2X; are ex-
pressed throughout the whole hypothalamus and thoracic spinal cord as a result
of the effective displacement of the radioactive purinoceptor ligand [*°S]dATPaS
by unmarked TNP-ATP and BzATP.

Additionally, semiquantitative receptor autoradiographs from competitive dis-
placement studies on serial, coronal brain slices indicate the occurrence of puri-
norecptor subtypes P2X1 and P2X3, without the capacity to disable the existence
of a heteromeric P2X23R, in hypothalamic ARC and VMH as well as in the

Hippocampus and the Fornix cerebri of adult rats.

Based on the results of the qRT-PCR, the immunohistochemistry and immuno-
cytochemistry as well as the detailed characterization of the expressed P2X
receptors it can be postulated that in the neurons of the ARC there is a
prevalence of a functional P2X> purinoceptor. It can also be assumed that for
astrocytes of the ARC, receptors with P2Xs-like characteristics and metabotropic
P2Y purinoceptors like P2Y;: or P2Y, mediate changes in the [Ca?ic.

Expression of P2X4 receptors appear likely in ARC microglial cells.
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