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1 Einleitung

1. Einleitung

1.1 Der Hypothalamus als homdostatisches Regelzentrum

Der Hypothalamus reprasentiert das wichtigste zentralnervose Integrationszentrum fir
die Homoostase zahlreicher autonomer Regelkreise im Organismus der Saugetiere. Er
ist Zentrum fur die Steuerung lebenswichtiger Funktionen des Individuums und Uber
die Regelung der Fortpflanzung essentiell fur die Erhaltung der verschiedenen Spe-
zies. Zu den vom Hypothalamus gesteuerten Funktionen gehdren die Temperaturre-
gulation (Simon et al. 1986; Gerstberger 1999), die Regulation des Wasser- und Salz-
haushaltes (Gerstberger et al. 2001; McKinley et al. 2004), die Steuerung der Nah-
rungsaufnahme und des Energieverbrauchs (Naslund and Hellstrom 2007; Valassi et
al. 2008), das Justieren der biologischen Rhythmen (Saper et al. 2005; Levi and Schib-
ler 2007) und die Steuerung der Hormonsekretion des Hypophysenvorderlappens
(Sam and Frohman 2008). Der Hypothalamus ist durch wichtige Nervenbahnen mit vie-
len anderen Gebieten des Gehirns verbunden, beispielsweise mit dem limbischen Sys-
tem, das fiir die Verarbeitung und Erzeugung von Emotionen wichtig ist. Neuronale und
humorale Afferenzen aus der Peripherie Gibermitteln dem Hypothalamus Informationen
beziglich der jeweils zu regelnden Grof3e aus inneren Organen, dem Blutgefél3system
bzw. kutanen Arealen. In hypothalamischen Kerngebieten werden diese Signale neuro-
nal verarbeitet und nach entsprechender Integration tiber nervale Verbindungen (Effe-
renzen) Uber den Hirnstamm und andere Zentren des vegetativen Nervensystems an
periphere Organsysteme als Stellglieder zur regulatorischen Wiederherstellung des
Istwertes vermittelt. Eine schematische Darstellung des Homdostase-Modells zeigt
Abb. 1.

Neben diesen nervalen Verbindungen steht der Hypothalamus in bestimmten Berei-
chen, den circumventrikularen Organen (CVOs), mit dem Blutgefaf3system in direktem,
gegenseitigen Stoffaustausch. Diese CVOs sind durch eine fehlende Blut-Hirn Schran-
ke (BHS), dichte Vaskularisation und fehlenden Kontakt zum cerebroventrikularen Sy-
stem charakterisiert (Hofer 1958). Der Hypothalamus bekommt aber nicht nur afferente
Informationen tber den Blutweg im Bereich der CVOs, sondern Neurone des Hypotha-
lamus sezernieren auch Neurohormone, die dann efferent tber den Blutkreislauf ihre
Zielorgane erreichen. Der Hypothalamus befindet sich an der Basis des Diencephalon
(Zwischenhirn) in direkter Nahe zum dritten Hirnventrikel (VIII). Die rostrale Begren-
zung bildet die Lamina terminalis, nach caudal erstreckt sich der Hypothalamus bis
zum Corpus mammillare inklusive des Nucleus tuberomammillare ventrale. Anatomisch
in vier Regionen (préoptische, anteriore, tuberale und mamillare) und drei Zonen (late-
1



1 Einleitung

rale, mediale und periventrikulare) eingeteilt, beinhaltet der Hypothalamus eine Vielzahl
von Kerngebieten (Nuclei) fur die oben aufgefiihrten homdostatischen und neuroendo-
krinen Regulationssysteme.

Abbildung 1: Vereinfachtes Homdostase-Modell mit Hypothalamus als Regelzentrum

Im Hypothalamus werden tber Sensoren Informationen aus der Kérperperipherie (Organe) und
der Umwelt sowie aus dem zentralen Nervensystem (ZNS) verarbeitet, um das Gleichgewicht
fur lebenswichtige Systeme auf einem optimalen Niveau fir basale (Waagerechte im
Hypothalamus-Bild) und fiir Belastungs-Bedingungen (Sinuskurve) zu regulieren. Die vitalen
Funktionen in der Korperperipherie werden efferent Gber das autonome Nervensystem (ANS)
und das endokrine System reguliert. Die flr die Homdostase essenziellen Verhaltensweisen wie
Trinken und Nahrungsaufnahme werden durch neuronale Muster des ZNS gesteuert. Die
Umwelt ist durch das Verhalten und den Stoffaustausch beteiligt. Stérgro3en kénnen auf allen
Ebenen des Regelkreises einwirken.

1.2. Der MnPO - integratives Kerngebiet der Lamina termi-

nalis

Die Lamina terminalis bildet sowohl die rostrale Begrenzung des Hypothalamus, als
auch die anteriore Wand des dritten Hirnventrikels (McKinley et al. 2004). In ihr sind
neurogliale Strukturen, wie das Subfornikalorgan (SFO) und das Organum vasculosum
laminae terminalis (OVLT) lokalisiert (siehe Abb. 2). Beide Strukturen gehdren zu den
in Kap. 1.1 beschriebenen CVOs. Im Gehirn der Ratte sind sieben verschiedene CVOs
klassifiziert worden (Hofer 1958). Neben SFO und OVLT gehoren die Glandula pinealis
(Epihyse), die Eminentia mediana (ME), die Neurohypohyse, das Organum subcom-

2



1 Einleitung

missurale (SCO) und die Area postrema (AP) ebenfalls zu den CVOs (Oldfield and
McKinley 1995). Strukturdhnlichkeiten auf zellularer Ebene finden sich in einer CVO-
Untergruppe, die nicht nur Gliazellen, Dendriten und Axone, sondern auch neuronale
Zellkoérper enthalten. Zugehorig sind OVLT, SFO und AP, die als sensorische CVOs
bezeichnet werden (McKinley et al. 2003). Die lokale Durchlassigkeit der BHS im
Bereich dieser CVOs beruht auf (1) der vorherrschenden Auspragung fenestrierter
Kapillarendothelien mit ausgedehnten, perivaskularen Raumen und lecken Zell-zu-Zell
Verbindungen sowie (2) dem Fehlen der die Kapillaren umgebenden Astrocytenaus-
laufer (Bradbury 1984; McKinley et al. 2003; Roth et al. 2004). Diese morphologische
Spezialisierung ermoglicht den direkten Kontakt im Blut zirkulierender Substanzen mit
neuroglialen Strukturen von OVLT, SFO und AP. Spezialisiert als rezeptive Strukturen
fur humorale Botenstoffe, aktivieren diese Uber spezifische Rezeptoren entweder Neu-
rone der sensorischen CVOs direkt oder induzieren etwa in Gliazellen oder Endothel-
zellen die Produktion weiterer Mediatoren, welche ihrerseits die neuronale Aktivitat
modulieren kdnnten (Cottrell and Ferguson 2004; Roth et al. 2004).

Die Integration der sowohl in diesen Kerngebieten perzipierten humoralen Informatio-
nen als auch der afferenten neuronalen Signale erfolgt zum einen in den parvozellula-
ren Anteilen des Nucleus paraventricularis (pPVN), zum anderen im Nucleus medianus
praeopticus (MnPO), der, innerhalb der BHS gelegen, Teil der Lamina terminalis ist.
Der MnPO als integrative Relaisstation ist Gegenstand intensiver Forschung beztiglich
seiner modulatorischen Funktion und beteiligter Transmittersysteme im Rahmen der
Homoostase der Temperaturregulation (Patronas et al. 1998; Lazarus et al. 2007;
Nakamura and Morrison 2008a), der circadianen Rhythmik (Szymusiak et al. 2007;
Uschakov et al. 2007) der Regulation des Salz- und Wasserhaushaltes (McAllen et al.
1990; McKinley et al. 2004; Saad et al. 2006), der Futteraufnahme (Briski and Sylve-
ster 1999) und auch dieser Arbeit. Cytoarchitektonisch wird der MnPO in eine dorsale
(dMnPO) und eine ventrale (vMnPO) Komponente eingeteilt, basierend auf deren
Lokalisation relativ zur Commissura anterior (CA) (Paxinos and Watson 2004). Cranial
der CA liegt die anteriore Untereinheit des MnPO (aMnPO).

Schon frihe neuronale Degenerationsstudien bei der Ratte wiesen darauf hin, dass der
MnPO sowohl zum SFO als auch zum OVLT projiziert (Hernesniemi et al. 1972). Zur
histologischen Aufklarung afferenter und efferenter Konnektivitédten zwischen verschie-
denen Kerngebieten bediente man sich schon frih anterograder (vom Soma zum
Axonende) und retrograder (vom Axonende zum Soma) neuronaler Tracer. Hierunter

versteht man die lokale Mikroinjektion von Farbstoffen, die dann intravesikular mit Hilfe

3
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spezifischer zellularer Motorproteine anterograd (Kinesin) oder retrograd (Dynein)
transportiert werden und so die Kartierung axonaler Projektionsfelder erlauben (Stenoi-
en and Brady 1999). Efferente Projektionen MnPO-intrinsischer Neurone mit direkten
synaptischen Verbindungen zu vasopressinergen Neuronen des PVN und SON konn-
ten mittels retrograder Tracer wie Fluorophoren oder Meerettichperoxidase aufgedeckt
werden (Grazi and Miselis 1980; Sawchenko and Swanson 1981; McKinley et al.
1990). Die Rolle des MnPO als integratives Kerngebiet des anterioren Hypothalamus
wird durch seine neuronalen Verbindungen mit Uberwiegend reziprokem Charakter
unterstrichen (Gerstberger et al. 2001) (Abb. 2). So existieren auch zahlreiche rezipro-
ke Projektionen des MnPO zum SON (Oldfield et al. 1991), zum magno- sowie parvo-
zellularen Anteil des PVN und zur medialen praoptischen Region (POA) (Uschakov et
al. unpublished). Dartiber hinaus sind Projektionen des MnPO von und zum SFO und
OVLT innerhalb der Lamina terminalis besonders ausgepragt (Miselis et al. 1979;
Camacho and Phillips 1981; Oldfield et al. 1992; Uschakov et al. unpublished). Affe-
renzen von peripheren Baro-, Chemo-, Volumen- und Thermorezeptoren projizieren
Uber Kerngebiete des Hirnstammes und der Pons, wie den Nucleus tractus solitarius
(NTS), die ventrolaterale Medulla oblongata und den Nucleus parabrachialis (NPB)
zum MnPO (Saper and Levisohn 1983; Edwards et al. 1989; Nakamura and Morrison
2008Db). Efferenzen vom MnPO zum Hirnstamm projizieren vor allem zu Neuronen des
zentralen Hohlengraus, teilweise auch zum Locus coeruleus. Die rasch fortschreitende
Technik erlaubt es, u.a. die stereotaktischen Koordinaten auf unter 1 um genau einzu-
stellen, sowie die Injektionsvolumina der verwendeten Tracer stetig zu verringern. So
ist es mittlerweile moglich, nicht nur Projektionen zwischen verschiedenen Kerngebie-
ten zu untersuchen, sondern sich auch auf die Involvierung bestimmter Substrukturen
eines Kerngebietes festzulegen. Demzufolge konnte durch Injektion kleinster Volumina
des anterograden Tracers Biotin-Dextran-Amin gezeigt werden, dass Efferenzen des
dMnPO und vMnPO vor allem in die ,dorsal cap“ des OVLT projizieren und dessen
zentrale, stark vaskularisierte Komponente aussparen. Ebenso bestehen zusatzliche
intranukledre Konnektivitaten zwischen den drei MnPO-Parzellen (aMnPO, dMnPO,
vMnPO) (Uschakov et al. unpublished).
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Abbildung 2: Konnektivitdaten innerhalb der Lamina terminalis sowie der Lamina
terminalis und intra- bzw. extrahypothalamischen Strukturen

Blau hinterlegtes Bild oben link: Schematische, sagittale Darstellung der Lamina terminalis
Abkirzungen: SFO: Organum subfornicale; AC: Commissura anterior; MnPO: Nucleus
medianus praeopticus; OVLT: Organum vasculosum laminae terminalis; OC: Chiasma opticum

Grol3es Bild: Afferente und efferente Verbindungen der Lamina terminalis mit hypothalamischen
und extrahypothalamischen Kerngebieten. Die farbliche Hinterlegung beschreibt die Beteiligung
an den jeweiligen hypothalamischen Regelkreisen, bzw. die Funktion als integratives Kernge-
biet (rot).

Abkirzungen: MPA: mediale praoptische Region; pPVN und mPVN: magnozellularer bzw.
parvozellularer Nucleus paraventricularis; SON: Nucleus supraopticus; LPBN: Nucleus
parabrachialis lateralis; NTS: Nucleus tractus solitarius; NMR: Nucleus raphe medianus

1.3. ATP — ein Neurotransmitter ?!

1929 wurde das Molekiil Adenosin 5'triphosphat (ATP) parallel von zwei unabhéngigen
Arbeitsgruppen in Heidelberg (Lohman 1929) und Harvard (Fiske and Subbarow 1929)
entdeckt. Die Bedeutung des ATP als universelle, biochemische ,Energieeinheit” in
biologischen Systemen geht zuriick auf das Jahr 1941 (Lippman 1941). Interessanter-
weise ist die ldee, dass Purine auch als extrazellulare Transmitter fungieren kénnen,
genauso alt wie die Entdeckung des ATP an sich (Drury and Szent-Gyorgyi 1929).
Diese Autoren fanden heraus, dass intravends appliziertes Adenosin oder Adenosin 5°
monophosphat (AMP) negativ chronotrope Effekte auf das Herz von S&ugetieren
(Hund, Katze Meerschweinchen) hatten, den Blutdruck senkten und intestinale Kon-
traktionen supprimierten. Der erste Hinweis, dass Adenosin und ATP unterschiedliche
Wirkungen entfalten, stammt aus dem Jahre 1934 (Gillespie 1934). ATP induzierte
5
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einen Anstieg des Blutdrucks bei Kaninchen und Katzen, was zuvor durch Adenosin-
oder AMP-Applikation nicht beobachtet wurde. Mehr noch, ATP erwies sich als wesent-
lich potenter verglichen mit Adenosin oder AMP, Kontraktionen des lleum und des Ute-
rus beim Meerschweinchen hervorzurufen. Knapp 25 Jahre spéater beobachtete Holton
(1959) einen transienten Anstieg des extrazellularen ATP nach elektrischer Stimulation
des Nervus auricularis beim Kaninchen und folgerte daraus, dass ATP &hnlich wie
Noradrenalin aus symphatischen Nervenendigungen freigesetzt werden kdnnte. 1970
prasentierten Burnstock et al. (1970) den ersten Beweis, dass extrazellulares ATP die
Funktion eines modulierenden Neurotransmitters im Rahmen der nicht-cholinergen,
nicht-adrenergen Signallbertragung im vegetativen Nervensystem aufweist. Burnstock
war auch derjenige, der den Begriff der ,purinergen neuronalen SignalUbertragung"”
pragte und erstmals von purinergen Rezeptoren sprach (Burnstock 1972, 1976). ATP
erfillt alle Kriterien eines Neurotransmitters:

1. ATP wird in prasynaptischen Vesikeln synthetisiert und gespeichert

2. Die Freisetzung erfolgt durch elektrische Stimulation der beteiligten Neurone

3. Freigesetztes ATP wird rasch durch Enzyme wieder abgebaut

4. Substanzen, welche die Effekte des endogenen ATP unterbinden, hemmen

auch die induzierbaren, postsynaptischen Effekte

1.4. Purinerge Rezeptoren

14.1. Historie

Die erste Unterscheidung der purinergen Rezeptoren in P1- (Adenosinrezeptoren) und
P2-Rezeptoren (sensitiv flr Purine wie ATP/ADP sowie Pyrimidine wie Uridin 5” tri- und
diphosphat (UTP/UDP)) erfolgte erstmals durch Burnstock (1978). Etwa zur gleichen
Zeit wurden zwei P1-Rezeptor-Subtypen beschrieben (van Calker et al. 1979; Londos
et al. 1980), jedoch dauerte es bis zum Jahr 1985, bis zum ersten Mal vermutet wurde,
dass es pharmakologische Anzeichen fur zwei Typen von P2-Rezeptoren (P2X und
P2Y) gibt (Burnstock and Kennedy 1985). 1993 wurden die ersten G-Protein gekoppel-
ten P2-Rezeptoren kloniert (Lustig et al. 1993; Webb et al. 1993), in Xenopus Oocyten
exprimiert und genauer charakterisiert; ein Jahr spéater folgte die Klonierung zweier
ionotroper Rezeptoren (Brake et al. 1994; Valera et al. 1994). Im selben Jahr schlugen
Abbracchio und Burnstock (1994), basierend auf der molekularen Struktur der Proteine
und der unterschiedlichen Mechanismen intrazellularer Signaltransduktion, die Eintei-
lung der purinergen Rezeptoren in zwei Familien vor: Zum einen in die Familie der

P2X-Rezeptoren (durch Liganden gesteuerte lonenkandle), zum anderen in die Familie
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der P2Y-Rezeptoren (G-Protein gekoppelte Rezeptoren). Purinerge Rezeptoren sind
an vielen neuronalen und nicht neuronalen Mechanismen beteiligt, welche so verschie-
dene, komplexe Systeme wie Exo- und Endocytose, Immunreaktionen, Prozesse des
Entzindungs- und Schmerzgeschehens, Thrombocytenaggregation und vaskulare
Dilatation einschlieen (Burnstock 2006). Im Rahmen der neonatalen Entwicklung
sowie zellularen Regenerationsmechanismen sind sie an der Zellteilung, Zelldifferen-

zierung sowie der Apoptose beteiligt (Burnstock 2002).

1.4.2. P1-Rezeptoren (Adenosin-Rezeptoren)

Basierend auf pharmakologischen Studien und molekularbiologischen Klonierungs-
techniken sind zur Zeit vier Subtypen der Adenosin-Rezeptoren bekannt: A;, Az, Az
und As (Olah and Stiles 2000; Fredholm et al. 2001; Yaar et al. 2005). Alle vier Subty-
pen gehoren zur Proteinfamilie der sieben-transmembranalen, G-Protein gekoppelten
Rezeptoren (GPCR). Hinsichtlich ihrer Primarstruktur stellt der Asz-Subtyp mit 318 Ami-
nosauren (AS) die kiirzeste, der Axa-Subtyp mit 412 AS die langste Variante dar. Die
transmembranalen Segmente der P1-Rezeptorproteine enthalten zahlreiche hydro-
phobe AS und bilden als Sekundarstruktur a-Helices aus, die durch drei extrazellulare
und drei intrazellulare hydrophile peptiderge Schleifen verbunden sind. Wahrend der N-
Terminus extrazellular lokalisiert ist, befindet sich der C-Terminus auf der cytoplasmati-
schen Seite. Die dreidimensionale Anordnung der a-Helices ermdglicht die Liganden-

bindung in der extrazellularen Doméane des Rezeptors (Ralevic and Burnstock 1998).

A;-Rezeptoren sind ubiquitdr im ZNS vorhanden, mit hdchster Expressionsrate in
Cortex, Hippocampus, Cerebellum, Hirnstamm, Thalamus und Rickenmark (Reppert
et al. 1991, Dixon et al. 1996). Die Expression in cholinergen Neuronen des basalen
Vorderhirns ist von immenser Bedeutung fur die homdostatische Regulation des Schla-
fes (siehe Kap. 1.6) (Basheer et al. 2001; Thakkar et al. 2003). In der préoptischen
Region des Hypothalamus sind diese Rezeptor-Subtypen an die Regulation der
Kdrpertemperatur beteiligt (siehe Kap. 1.6) (Ticho and Radulovacki 1991). Aja-
Rezeptoren sind im ZNS vor allem in Striatum, Nucleus accumbens und Bulbus
olfactorius lokalisiert (Jarvis and Williams 1989; Ongini and Fredholm 1996). Im
Nucleus ventrolateralis praeopticus (VLPO) des Hypothalamus sind sie analog zu A;-
Rezeptoren an der Steuerung des Schlaf-/Wachverhaltens beteiligt (Morairty et al.
2004; Gallopin et al. 2005) (siehe Kap. 1.9). A,s-Rezeptoren werden nahezu in jedem
Gewebe exprimiert, jedoch mit meist geringer Expressionsrate, so dass lediglich hohe

Konzentrationen an Adenosin diesen Subtyp aktivieren (Ralevic and Burnstock 1998).
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As-Rezeptoren finden sich hauptsachlich in peripheren Geweben und Zellen (Dixon et
al. 1996). Beispielsweise hat die Aktivierung von Az-Rezeptoren auf Leukocyten anti-
inflammatorische Wirkung (Bar-Yehuda et al. 2007) (siehe Kap. 1.6.3). Bronchokon-
striktion bei Ratten wird durch As;-Rezeptoren auf Mastzellen vermittelt (Pauwels and
Joos 1995), und auch kardioprotektive Effekte werden sowohl durch As-, als auch

durch A;-Rezeptoren vermittelt (Wang et al. 1997).

1.4.3. Intrazellulare Signalwege nach Aktivierung von P1-Rezeptoren

Die hier beschriebenen Signalwege dirfen prinzipiell nicht losgelést von der zelltyp-
abhangigen Lokalisation des jeweiligen Rezeptor-Subtyps betrachtet werden und
sollen nur einen kurzen Einblick in die vielfaltigen Mechanismen der Signaltransduktion
metabotroper P1-Rezeptoren geben, die fir alle vier Subtypen prinzipiell an die
Adenylatcyclase gekoppelt ist. A;- und As;—Rezeptoraktivierung hemmt die
Adenylatcyclase (Gi,-Protein, d.h. a-Untereinheit vom Typ a; und a,), was einen Abfall
des second messenger cyclisches Adenosinmonophosphat (cAMP) bedingt (van
Calker et al. 1978; Londos et al. 1980). Cyclisches AMP seinerseits induziert die
Aktivierung von Proteinkinasen mit nachfolgender Phosphorylierung diverser Proteine
wie Enzyme oder Kandle. Ein weiterer, flr Aj;-Rezeptoren beschriebener
Signaltransduktionsmechanismus besteht in der Aktivierung der Phospholipase C.
Dieses Enzym spaltet Phosphatidyl-inositol-4,5-bisphosphat (PIP2) zu Inositol-1,4,5-
triphosphat (IP3) und Diacylglycerol (DAG) (Iredale et al. 1994; Megson et al. 1995;
Peakman and Hill 1995). IP; bindet an I[Ps-gesteuerte Calciumkanale des
endoplasmatischen Reticulum (ER) und setzt so Ca?" aus intrazellularen Speichern
frei. Die sich nun anschlielBenden Signalwege sind vielfaltig; beispielsweise wird die
Ca?*-abhéngige Proteinkinase C (PKC) aktiviert, welche bestimmte Proteine in der
Zielzelle (z.B. lonenkanéle) phosphoryliert. Weiterhin ist die Interaktion von A;-
Rezeptoren, DAG-vermittelt, mit ATP-sensitiven K'-Kanadlen (Karp-Kanale) in der
Literatur beschrieben (Kirsch et al. 1990; Merkel et al. 1992; Heurteaux et al. 1995).
Durch diese Interaktion wird die Dauer und Frequenz von Aktionspotentialen an
exzitatorischem Gewebe moduliert (Reduzierung der Impulsfrequenz von Neuronen
durch Hyperpolarisation) bzw. wird eine Dilatation glatter GefalBmuskelzellen etwa der
kardialen Coronararterien induziert, wodurch dem Adenosin eine bedeutende Rolle im
Rahmen der kardiovaskularen Regulation zukommt (Kirsch et al. 1990; Merkel et al.
1992; Nakhostine and Lamontagne 1993). Interessanterweise kommt es in der Niere,

induziert durch den Macula densa Mechanismus, ebenfalls A;-Rezeptor vermittelt zu
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einer markanten Vasokonstriktion der afferenten Arteriolen der Glomerula im Sinne

einer Autoregulation der glomeruléren Filtrationsrate (Kim et al., 2005; Castrop, 2007).

Azxa-und Ajg-Rezeptoren aktivieren die Adenylatcyclase (Gs-Protein) (Reshkin et al.
2000). Durch Bindung von cAMP an die regulatorischen Untereinheiten der Proteinki-
nase A (PKA) wird diese aktiviert und es kommt zur Phosphorylierung verschiedener
Proteine wie z.B. metabolischen Inhibitoren (Inhibitor 1, DARPP-32), Membranprotei-
nen (Glutamatrezeptoren, Calciumkanale, Na*/K*-Pumpe) oder Genexpressionsfakto-
ren (CREB = cAMP-responsives Element-bindendes Protein). Phospho-CREB steigert
die Synthese des "immediate early gene" Fos, das wiederum die Transkription anderer
Zielgene reguliert. Beim humanen A,z- sowie auch dem Ajz-Rezeptor-Subtyp wurde
zudem beobachtet, dass sie durch Gg;1 -Aktivierung regulatorische Funktionen in Form
einer Aktivierung der Phospholipase C austbten (Linden et al. 1999; Williams and
Jarvis 2000).

1.4.4. lonotrope P2X-Rezeptoren

Bei P2X-Rezeptoren, auf denen auch das Hauptaugenmerk dieser Arbeit liegt, handelt
es sich um Liganden-gesteuerte lonenkanéle, die flr Natrium, Kalium und Calcium per-
meabel sind, wobei pcao+ zwei- bis funffach hoéher ist als pna+ und pg+ (Valera et al.
1994; Buell et al. 1996). Meist drei oder sechs Proteinuntereinheiten sind am Aufbau
der P2X-Rezeptoren beteiligt. Deren kodierende Gene wurden aus cDNA Bibliotheken
hauptsachlich von Mensch und Ratte, zum Teil auch Maus, Meerschweinchen, Huhn
und Zebrafisch kloniert (Khakh et al. 2001b; North 2002). Bei intrazellularen N- sowie
C-Termini mit consensus Bindungsmotiven fir Proteinkinasen (PKA und PKC), die vor
allem die Aktivitat von P2X, modulieren (Chow and Wang 1998; Boue-Grabot et al.
2000) zeichnen sich P2X-Rezeptor-Untereinheiten durch zwei transmembranale Regio-
nen (aus jeweils etwa 20 AS) aus, welche den lonenkanal auskleiden (Burnstock 2004)
(Abb. 3). Diese sind durch eine grolRe, extrazellulare hydrophile Schleife, bestehend
aus ca. 300 AS mit 10 hoch konservierten Cystein-, 13 Glycin- und zwei bis sechs
Asparaginresten, verbunden (Brake et al. 1994; North 1996; Ralevic and Burnstock
1998). Diese extrazellulare Schleife enthalt die ATP-Bindungsstelle und eine hydro-
phobe H5-Region, die an der Modulation des Rezeptors durch Kationenbindung
(Magnesium, Kupfer Zink etc.) beteiligt ist (Burnstock 2004) (Abb. 3). P2X-Rezeptoren
sind oligomere Proteine, die aus mehreren Untereinheiten einen funktionellen lonen-

kanal bilden. Stochiometrisch scheinen dabei drei Untereinheiten involviert zu sein, die
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entweder ein homomeres Trimer bilden, oder ein heteromeres Hexamer aus zwei ver-
bundenen Trimeren (Nicke et al. 1998; North 2002).

Abbildung 3: Struktur und Schlusselfunktionen einer P2X-Rezeptor-Untereinheit

Dieser hypothetische Aufbau basiert vor allem auf Studien an P2X;- und P2X,-Rezeptoren
(Ralevic and Burnstock 1998). Modifiziert nach Khakh and North 2006.

Oberes Bilddrittel: Extrazellulare Doméne - Hydrophile Schleife bestehend aus etwa 300 AS,
verbunden durch Disulfidbriicken (griin). Sie enthalt u.a. die ATP-Bindungsstelle (gelb) sowie
Bindungsstellen fiir Kationen, wie z.B. Zink (altrosa)

Mittleres Bilddrittel: Transmembranale Doméane — Sie kleidet den lonenkanal aus und besteht
aus zwei mal 20 AS

Unteres Bilddrittel: Zytosolische, intrazellulare Doméane — Beispielhaft fir P2X, enthalt sie u.a.
Bindungsmotive flir Proteinkinasen (pink — Proteinkinase C Bindungsstelle), die ihrerseits die
Aktivitdt nachgeordneter Enzyme oder Faktoren steuern und somit eine zentrale Rolle bei der
zellularen Signaltransduktion spielen

Zur Zeit sind sechs homomere (P2X3, P2X,, P2X3, P2X,4, P2Xs und P2X;) und sechs
heteromere (P2Xy, P2Xy4, P2Xys, P2Xy3, P2Xos und P2X,46) P2X-Rezeptoren be-
kannt (Burnstock 2007a). Nachfolgend soll die Expression homomerer P2X-Rezepto-
ren mit Fokus auf den Hypothalamus kurz dargestellt werden. Ihre Funktionalitat wird in

diesem Kapitel nur angerissen und findet sich ausfihrlich in Kap. 1.6 bis 1.9 (,Bedeu-
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tung von ATP als hypothalamischer Neurotransmitter im Rahmen homdgostatischer
Regelkreise”) dargestellt. Ebenso erfolgt hier keine eingehende, pharmakologische
Charakterisierung der P2X-Rezeptoren, da diese einen wichtigen Aspekt der Diskus-
sion dieser Arbeit darstellt (siehe Kap. 4).

P2X,-Rezeptoren wurden urspriinglich aus dem Samenleiter (Vas deferens) der Ratte

kloniert (Valera et al. 1994). Peripher werden P2X;-Rezeptoren vor allem in der glatten
Muskulatur exprimiert (Blase, Darm, Arterien und Samenleiter), wo sie an der sympha-
tischen bzw. parasymphatischen Kontraktionsvermittlung beteiligt sind (Hoyle et al.
1989; Valera et al. 1994, 1995; Palea et al. 1995; Mulryan et al. 2000; Burnstock and
Knight 2004). Im ZNS sind P2X;-Rezeptoren nicht primar lokalisiert, doch gibt es
Anhaltspunkte fur eine moderate Expression im Dorsalhorn des Riickenmark (Vulcha-
nova et al. 1996), in Cerebellum, Striatum, Hippocampus und Cortex (Kidd et al. 1995).
Im peripheren Nervensystem (PNS) hingegen findet sich eine markante Expression in
Neuronen sensorischer Ganglien (Ganglion spinale, (DRG), Ganglion trigeminale (GT)
sowie Ganglion nodosum (GN)) (Collo et al. 1996). Die Expression von P2X;-Rezepto-
ren auf der Ebene des Hypothalamus ist in der Literatur dato nicht beschrieben wor-
den. Charakteristisch fiir P2X;-Rezeptoren sind die schnelle Aktivierung (0,01 — 1 Se-
kunde), sowie die rasche Desensibilisierung (0,1 — 10 Sekunden). Ebenso ist in der
Literatur eine Internalisierung des Rezeptors nach seiner Aktivierung beschrieben
(Dutton et al. 2000). Pharmakologische Untersuchungen zeigen wenig Unterschiede

zwischen rekombinant exprimierten P2X;- und P2X;-Rezeptoren (Gever et al. 2006).

P2X,-Rezeptoren wurden erstmals aus der Phaochromocytom-Zelllinie PC12 kloniert

(Brake et al. 1994). P2X, wird sowohl im zentralen als auch im peripheren Nervensys-
tem exprimiert. Im zentralen Nervensystem (ZNS) finden sich P2X,-Rezeptoren in
Cortex, Kleinhirn, Striatum, Hippocampus und Hypothamalus, sowie in der Medulla
oblongata (NTS) und im Dorsalhorn des Rickenmarks. Hypothalamisch konnte die
Expression von P2X, vor allem im Nucleus arcuatus (ARC), im PVN, im SON, im
Nucleus tuberomammillare (TM), der ME, dem OVLT, aber auch im Bereich des MnPO
nachgewiesen werden (Kidd et al. 1995; Collo et al. 1996; Vulchanova et al. 1996;
Simon et al. 1997; Xiang et al. 1998b; Kanjhan et al. 1999; Shibuya et al. 1999;
Burnstock and Knight 2004). Im peripheren Nervensystem (PNS) ist P2X, in Neuronen
sensorischer und autonomer Ganglien lokalisiert (Vulchanova et al. 1997; Zhong et al.
2000; Ma et al. 2004, 2005; Cockayne et al. 2005). Von P2X, mRNA des Menschen,
der Ratte und des Meerschweinchens sind jeweils mehrere Spleil3-Varianten bekannt
(Brandle et al. 1997; Koshimizu et al. 1998; Chen et al. 2000a). Dies unterscheidet den
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P2X,-Purinozeptor von anderen Subtypen der P2X-Rezeptoren. Zusatzlich erschwert
ist hierdurch jedoch die genaue Charakterisierung von P2X; in nativem Gewebe oder
in in vivo Studien, da hier die Méglichkeit besteht, dass das Gesamtprotein mit verkiirz-
ten Splei3-Varianten heteromere Rezeptoren bildet. Inwieweit pharmakologische Er-
gebnisse aus Untersuchungen an rekombinant in Zelllinien exprimierten P2X,-Rezep-
toren hierauf Ubertragbar sind, bleibt zun&chst noch fraglich. P2X,-Rezeptoren zeigen

nach Aktivierung lediglich ein eingeschranktes Desensibilisierungsprofil.

P2Xs-Rezeptoren wurden erstmalig aus den Spinalganglien der Ratte kloniert (Lewis et

al. 1995), und finden sich vorwiegend in Neuronen sensorischer Ganglien (DRG, GN,
GT) (Bradbury et al. 1998; Dunn et al. 2001; Burnstock and Knight 2004). Hier sind sie
an der somatosensorischen (v.a. nozizeptiven und mechanosensorischen) Signallber-
tragung beteiligt, mit Afferenzen beispielsweise aus Gelenken, Harnleiter, Harnblase
oder dem Gastrointestinaltrakt (Lee et al. 2000; Wynn et al. 2003; Rong and Burnstock
2004; Ishikawa et al. 2005). Im ZNS finden sich P2X; und P2X,3 im Bereich des
Dorsalhorns des Rickenmarks und im NTS des Hirnstammes, wo sie méglicherweise
fur die prasynaptische Glutamat-Freisetzung von Bedeutung sind (Nakatsuka and Gu
2001, Jin et al. 2004). Auf Ebene des Hypothalamus wird der P2X;—Rezeptor vor allem
im SON und PVN mit moglicher Beteiligung an der Freisetzung von Vasopressin expri-
miert (Shibuya et al. 1999).

Das Gen, das fir das Protein des P2X,-Rezeptors kodiert, wurde urspringlich aus dem

Gehirn der Ratte kloniert (Bo et al. 1995). Er ist derjenige Purinozeptor, der auf mRNA-
und Proteinebene am weitesten verbreitet ist; auf Ebene des ZNS vor allem im Hippo-
campus, in Purkinjezellen des Cerebellum und im Bulbus olfactorius, moderat auch im
Hypothalamus (vor allem im SON, PVN, POA, Nucleus suprachiasmaticus (SCN), und
im TM, vereinzelt auch im MnPO) sowie im Rickenmark (Buell et al. 1996; Collo et al.
1996; Soto et al. 1996; Wang et al. 1996; Shibuya et al. 1999). Im peripheren Nerven-
system wird P2X, vorrangig in autonomen und sensorischen Ganglien exprimiert
(Xiang et al. 1998a). Welche physiologischen Funktionen P2X,-Rezeptoren in den mei-
sten dieser neuroglialen Strukturen Ubernehmen, ist Gegenstand laufender Forschung.
Studien der letzten Jahre zeigen jedoch einen Zusammenhang zwischen Verletzungen
an Rickenmark und Spinalnerven sowie durch Formalin-induzierten Entziindungen,
und einer erhohten Expression von P2X, in aktivierten Mikrogliazellen des Rucken-
marks (Inoue et al. 2004; Guo et al. 2005; Schwab et al. 2005). Die intraspinale Appli-
kation von Antisense-Oligodeoxynukleotiden spezifisch fur die P2X, mRNA reduzierte

die Expression von P2X, im Ruckenmark und unterdrickte die Entwicklung einer
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taktilen Allodynie nach der Verletzung spinaler Nerven (Tsuda et al. 2003). Diese
Erkenntnisse sprechen fir eine wichtige modulatorische Funktion von ATP und P2X,-
Rezeptoren im Zusammenhang mit neuropathischem sowie chronischem Entzin-
dungsschmerz. Nach Aktivierung durch ATP desensibilisieren homomere P2X,-Rezep-

toren relativ langsam.

P2Xs-Rezeptoren sind in einer Vielzahl v.a. mitotisch aktiver Gewebe wie dem Darm

(Groschel-Stewart et al. 1999), der Harnblase und dem Harnleiter (Lee et al. 2000);
sowie der Haut (Inoue et al. 2005) exprimiert. Die Aktivierung durch ATP hemmt die
Proliferation und erhéht die Differenzierung der Zellen durch Phosphorylierung der
Mitogen-aktivierten-Protein-Kinase (MAPK) und der damit verbundenen Signal-
kaskade (Ryten et al. 2002). In den letzten Jahren zeichnete sich ab, dass P2Xs-
Rezeptoren auch in Satellitenzellen der Skelettmuskulatur lokalisiert sind (Ryten et al.
2002). Im Bereich des ZNS lassen sich P2Xs-Purinozeptoren im Rickenmark, in der
Epiphyse und im Nucleus trigeminalis (NTG) der Medulla oblongata, sowie hypotha-
lamischen Kerngebieten, vor allem im PVN und SON, moderat auch im ventromedialen
Hypothalamus (VMH), im SCN, in der ME und im lateralen Hypothalamus (LH) nach-
weisen (Collo et al. 1996; Garcia-Guzman et al. 1996; Burnstock and Knight 2004;
Xiang et al. 2006).

Der P2Xs-Rezeptor stellt eine Besonderheit unter den P2X-Rezeptoren dar, da er nicht
als funktioneller homomerer Rezeptor exprimiert zu sein scheint (Collo et al. 1996).
Neuere Daten belegen jedoch, dass eine Glykosilierung des homomeren P2Xg sehr
wohl zu einem funktionellen Rezeptor fuhrt (Jones et al. 2004). Im ZNS ist P2Xs auf
MRNA- und Proteinebene in Purkinje-Zellen des Kleinhirns und in Pyramidenzellen des
Hippocampus, moderat auch im Hypothalamus (vor allem im SCN, SON, TM, aber
auch im MnPO, in der POA, im PVN, VMH und ARC) exprimiert (Collo et al. 1996;
Shibuya et al. 1999; Rubio and Soto 2001; Burnstock and Knight 2004; Xiang and
Burnstock 2005b). Weiterhin ist die Lokalisation von P2Xg u.a. in sensorischen Gang-

lien beschrieben (Xiang et al. 1998a).

Der P2X;-Rezeptor wird vor allem von immunkompetenten Zellen exprimiert, wie

Makrophagen / Monocyten, dendritischen Zellen, Lymphocyten und Mastzellen. Im
Bereich des ZNS /PNS konnte der P2Xs-Purinozeptor in verschiedenen Typen von
Gliazellen, wie Mikroglia, Astrocyten, Oligodendrocyten und Schwann-Zellen nachge-
wiesen werden (Collo et al. 1997; Buell et al. 1998; Burnstock and Knight 2004;
Bulanova et al. 2005). Im Hypothalamus konnte P2X; mRNA im SON molekularbiolo-
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gisch erfasst werden. Funktionell scheint der P2X;-Rezeptor an die Freisetzung von
biologisch aktiven Cytokinen beteiligt zu sein (Ferrari et al. 1997c; Mehta et al. 2001;
Chakfe et al. 2002), vermutlich auch im Zusammenhang mit neurodegenerativen
Erkrankungen und zentralen Entziindungsprozessen (Chakfe et al. 2002; Le Feuvre et
al. 2002; Duan et al. 2003; Parvathenani et al. 2003).

1.45. Intrazellulare Signalwege nach Aktivierung von P2X-Rezeptoren

Nach Aktivierung durch extrazellulares ATP 6ffnet sich der aus mehreren Untereinhei-
ten bestehende Rezeptor und erlaubt die Passage von Kationen durch die Zellmem-
bran, wobei Kalium (K*) aus dem Zytosol ausstromt und Natrium (Na*) und Calcium
(Ca?") aus dem Extrazellularraum in das Zytosol einstromen. Hieraus resultiert ein ver-
andertes elektrochemisches Potential der Zelle (Depolarisation in Neuronen und Glia-
zellen) (Bean 1992, Dubyak and el-Moatassim 1993), welches seinerseits fur die
Impulstibertragung bei Neuronen und in Bezug auf die Muskelkontraktilitdt unabdingbar
ist. Somit modulieren ionotrope P2X-Rezeptoren die schnelle neuronale synaptische
SignalUbertragung, wohingegen metabotrope P2Y-Rezeptoren langsame neuromodu-
latorische Effekte induzieren, wie Differenzierung, Dendritenwachstum, Degeneration
und Regeneration (D'Ambrosi et al. 2001, llles and Alexandre Ribeiro 2004). Die Depo-
larisation aktiviert spannungsabhéangige Calciumkanéle, was zu einer weiteren Akku-
mulation von Ca**-lonen im Zytosol fiihrt. Calcium per se ist intrazellular an der Modu-
lation vielfaltiger Prozesse beteiligt, z.B. an der Freisetzung von Neurotransmittern
uber ein Calmodulin-abhangiges Verfahren. Uber Aktivierung von Calmodulin wird die
Proteinkinase Il angeregt, die ihrerseits Synapsin auf der Oberflache synaptischer
Vesikel phosphoryliert und so deren Abtrennung vom Cytoskelett bewirkt. Das Vesikel
erreicht die prasynaptische Nervenendigung und kann exocytotisch die enthaltenen
Transmitter in den synaptischen Spalt freisetzen (Lin et al. 1990). Weiterhin besteht die
Moglichkeit der Aktivierung von Mitogen-aktivierten-Protein-Kinasen (MAPK). Bei-
spielsweise werden die MAP-Kinasen ERK1/2 (extracellular signal-related kinases) und
p38 durch P2X;-Rezepotoren in Astrocyten aktiviert, was in letzter Folge zur Expres-
sion von MCP-1 (monocyte chemo attractant protein-1) fihrt und so aufgrund von
Traumata oder Entzindungen eine Leukocyteninfiltration ins ZNS bewirkt (Panenka et
al. 2001).
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1.4.6. Metabotrope P2Y-Rezeptoren
P2Y-Rezeptoren sind analog zu den P1-Rezeptoren GPCRs (siehe Kap. 1.4.2). In ihrer

Aminosauresequenz sind sie, verglichen mit diesen, lediglich zu 11 - 18 % identisch.
Zum heutigen Zeitpunkt sind acht humane P2Y Subtypen bekannt (P1Y, P2Y,, P2Y,,
P2Ys und P2Y,;..4 (Abbracchio et al. 2003, 2006)). Die fehlenden Nummerierungen
reprasentieren einerseits Spezieshomologe, die nicht aus Séugetiergeweben kloniert
wurden, andererseits Rezeptoren, die zwar eine Sequenzhomologie zu P2Y-Rezepto-
ren aufweisen, fir die jedoch kein funktioneller Nachweis hinsichtlich ihrer Nukleotid-
sensitivitat besteht, ein endogener Ligand also nicht bekannt ist (sogenannte ,orphan
receptors”). Beispielsweise ist p2Y3 des Huhnes vergleichbar mit dem humanen P2Y
(Li et al. 1998). Aus Froschembryonen wurde p2Y8 kloniert und dieser Rezeptor-
Subtyp scheint funktionelle Bedeutung bei der Entwicklung der Neuralplatte zu haben,
aus der sich spater das zentrale Nervensystem entwickelt (Bogdanov et al. 1997).
p2Y5 und p2Y10 werden als ,orphan receptors” betrachtet. Die Grol3e der Proteine der
P2Y-Rezeptoren rangieren von 328 — 377 AS (Ralevic and Burnstock 1998).

Auf diencepahlischer Ebene des Rattengehirns sind P2Y-Rezeptoren (P2Y; und P2Y,)
im posterioren Hypothalamus (TM) exprimiert und vermutlich an der Regulation des
Schlaf-/ Wachverhaltens beteiligt (Sergeeva et al. 2006) (siehe Kap. 1.9). Weiterhin
zeigten immunhistochemische Studien eine Lokalisation von P2Y; im dorso- und
ventralen Hypothalamus (DMH, VMH), der lateralen hypothalamischen Region (LH)
sowie dem Nucleus arcuatus (ARC), welcher mal3geblich in die zentrale Kontrolle der
Nahrungsaufnahme eingebunden ist (Seidel et al. 2006) (siehe Kap. 1.8). Einen funk-
tionellen Nachweis von P2Y;—Rezeptoren in vivo in diesem Zusammenhang wurde
durch lokale hypothalamische Applikation spezifischer Agonisten und Antagonisten
erbracht (Kittner et al. 2006).

1.4.7. Intrazellulare Signalwege nach Aktivierung von P2Y-Rezeptoren

P2Y.,.4611-Rezeptoren stimulieren die Phospholipase C via Koppelung an Gg41 Pro-
teine (Ralevic and Burnstock 1998), woraus - wie in Kap. 1.4.3 beschrieben - die
Mobilisierung von Calcium aus intrazellularen Speichern resultiert. Aktivierung von
P2Y 151314 fUhrt zur Hemmung der Adenylatcyclase tber Gj, Proteine (Jin et al. 2001,
Muller 2002). Der P2Y1;-Rezeptor stellt eine Besonderheit dar, da er sowohl zur Stimu-
lation des Phosphatidylinositol- wie auch des Adenylatcyclase-Signaltransduktions-
weges fuhrt (Communi et al. 1999, van der Weyden et al. 2000). Ebenso wie bei P1-

Rezeptoren ist auch bei P2Y-Rezeptoren die weitere Signaltransduktion abhangig vom
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jeweiligen Zelltyp, der den Rezeptor exprimiert. Erschwerend kommt hinzu, dass die
Hypothese klassischer Kaskaden des intrazellularen Signalweges nach Aktivierung von
GPCRs den Studien der letzten Jahre nicht mehr standhéalt. Mittlerweile weil man,
dass GPCRs nicht losgeltst von anderen Rezeptoren, Kanélen, integralen Membran-
proteinen sowie intrazellular lokalisierten, proteinergen Signalsubstanzen betrachtet
werden dirfen, sondern dass diese in Interaktion miteinander treten (Erb et al. 2006).
Beispielsweise enthélt der intrazellulare C-Terminus des humanen P2Y;-Rezeptors
eine Bindungsdomane fir konservierte Proteine (PDZ-Domanen) des Na'/H" exchan-
ger regulatory factor (NHERF), und bt so direkt regulierenden Einfluss auf den lonen-
fluss Uber die Zellmembran aus (Hall et al. 1998). Eine weitere konservierte Sequenz
wurde am C-Terminus von P2Y;,6:; entdeckt. Elektrophysiologische und molekular-
biologische Studien an rekombinant in Xenopus laevis Oocyten exprimierten humanen
P2Y-Rezeptoren deckten die Interaktion der oben genannten Rezeptoren und einem
spannungsabhangigen Na*-Kanal auf (Lee et al. 2003). Die Interaktion von P2Y; und
thermo-TRP-Kanalen (transient receptor potential) im Zusammenhang mit der

Schmerz- und Temperaturperzeption wird in Kap. 1.6.2 beschrieben.

1.5 Freisetzungsmechanismen und extrazellularer Abbau
von ATP

Im ZNS wird ATP haufig neuronal mit Glutamat oder Gamma-Amino-Buttersaure
(GABA) (Jo and Schlichter 1999, Jo and Role 2002) co-sezerniert, bzw. alleinig aus
ATP-haltigen Vesikeln prasynaptisch freigesetzt (Robertson and Edwards 1998).
Zusatzlich kénnen prasynaptische Nervenendigungen sowohl ATP- als auch Glutamat-
haltige Vesikel aufweisen, wobei die Freisetzung beider Signalstoffe zwar gleichzeitig,
die des ATP jedoch nicht in Abh&ngigkeit von der des Glutamats erfolgt (Pankratov et
al. 2006) (Abb. 4). Fiur das periphere Nervensystem ist zusatzlich eine ATP-Speiche-
rung in Acetylcholin- (Morel and Meunier 1981), bzw. Noradrenalin-haltigen Vesikeln
(Stjarne 2001) beschrieben. Die Freisetzung eines einzelnen ATP-haltigen Vesikels
fuhrt zu Konzentrationen von 5—500 uM/L ATP im synaptischen Spalt, bei weitem
genug, um postsynaptische P2X-Rezeptoren zu aktivieren (Pankratov et al. 2006). Die
Aufnahme in Vesikel erfolgt hochstwahrscheinlich Gber einen spezifischen Nukleotid-
transporter (ADP/ATP-Translokase) (Gualix et al. 1999). Fur Gliazellen werden neben
der Exocytose weitere, nicht-vesikulare Mechanismen diskutiert (Abb. 4). Darunter fallt
die Freisetzung von ATP durch Connexin-Hemikanéle (Stout et al. 2002), durch Volu-
men-sensitive Chloridkanédle (Darby et al. 2003) oder dilatierte P2X;-Rezeptoren

(Suadicani et al. 2006). Weiterhin kommen flir Zellen nicht-neuronalen Ursprungs
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(Gliazellen, Epithelzellen) die Ausschleusung von ATP direkt oder indirekt Uber
membranintrinsische ATP Bindungskassetten (ABC-Transporter, ATP binding casset-
te) in Betracht (Schwiebert 1999). Letztere Hypothese ist jedoch sehr umstritten. Viele
Arbeitsgruppen konnten einen Zusammenhang zwischen der Aktivierung spezieller
ABC-Transporter (cystic fibrosis transmembrane conductance regulator (CFTR) bzw.
multi drug resistance transporter (MDR)) und einem extrazellularen Anstieg von ATP
herstellen (Abraham et al. 1993, Reisin et al. 1994, Pasyk and Foskett 1997), andere
wiederum nicht (Grygorczyk et al. 1996, Li et al. 1996). Schwiebert (1999) postulierte

daher, dass der exocytotischen Freisetzung von ATP groRere Bedeutung zukommt.

Abbildung 4: Freisetzungsmechanismen fir ATP im ZNS

(1): ATP-haltige Vesikel kdnnen neben Glutamat-haltigen in synaptischen Nervenendigungen
co-existieren. Die Freisetzung beider erfolgt gleichzeitig, jedoch unabhéngig
voneinander

(2): Freisetzung von ATP ohne die Beteiligung weiterer Neurotransmitter

(3): Gemeinsame Speicherung und Freisetzung von ATP und GABA in einem Vesikel

(4): Speicherung und Abgabe von ATP und Glutamat in einem Vesikel

(5): Mdoglichkeiten der Ausschleusung von ATP in Gliazellen

Diese Grafik beriicksichtigt nicht die Freisetzung von ATP durch ABC-Transporter

AuBerhalb der Zelle werden Nukleotide im ZNS, wie auch im PNS, durch Einwirkung

verschiedener, meist membranstandiger Ekto-Nukleotidasen mit extrazellularer Aktivi-
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tatsdomane zum jeweiligen Nukleosid hydrolisiert. Die beteiligten Enzyme lassen sich
zur Zeit einer von vier Enzym-Familien zuordnen. Zur Familie der Ekto-Nukleosid-tri-
phosphat-Diphosphohydrolasen (E-NTPDase) gehdren acht Enzyme (NTPDase 1 - 8).
Die Vertreter dieser Familie unterscheiden sich hinsichtlich ihrer Substratspezifitdt und
ihrer zellularen Lokalisation. Bisher sind vier Spezies bekannt, die alle auf der Zellober-
flache lokalisiert sind (NTPDasel — 3 und 8) (Zimmermann 2001a, Bigonnesse et al.
2004). Im ZNS wird NTPDasel auf Endothelzellen und Mikroglia exprimiert (Braun et
al. 2000, 2001); NTPDase2 wird von neuronalen Vorlauferzellen / Stammzellen der
spaten Embryonalphase und auch auf eben diesen Zellen des adulten Gehirns expri-
miert (Braun et al. 2003, Shukla et al. 2005). NTPDase3 konnte ebenfalls im Gehirn
detektiert werden, wobei die genaue zellulare Lokalisation dieses Enzyms noch nicht
bestimmt wurde (Smith and Kirley 1998, Lavoie et al. 2004, Vorhoff et al. 2005).
NTPDase8 ist im ZNS nicht existent (Bigonnesse et al. 2004). NTPDase4 — 7 liegen
intrazellular in der Membran des Golgi-Apparates oder des endoplasmatischen Reti-

kulum.

NTPDasel — 3 hydrolysieren sowohl Purin- als auch Pyrimidinnukleotide; wobei hier
nur auf die Hydrolyse von Adeninnukleotiden eingegangen werden soll. NTPDasel
hydrolysiert ATP und ADP mit vergleichbarer Potenz, wobei ATP durch doppelte
Dephosphorylierung direkt zu AMP umgewandelt wird. NTPDase2 hingegen weist eine
Substratpraferenz fur ATP auf, bei lediglich eingeschranktem Abbau auch von ADP;
hier erfolgt nach der Hydrolyse des ATP eine extrazellulare Anreicherung von ADP. Die
NTPDase3 nimmt bei moderater Affinitat fiur ATP eine Zwischenstellung ein; als End-
produkte der enzymatischen Aktivitdt entstehen sowohl ADP als auch AMP. Die
zugrunde liegenden Untersuchungen erfolgten an CHO-Zellen mit rekombinanter
NTPDase Expression und nachfolgender Analyse der Abbauprodukte mittels RP-HPLC
(Heine et al. 1999, Zimmermann 2001a, Kukulski et al. 2005).

Zu den weiteren, Nukleotid-spaltenden Enzymen gehéren (1) die Ekto-Nukleotidpyro-
phosphatasen/-phosphodiesterasen (E-NPPs mit den drei Vertretern NPP1 — 3), (2) die
GPIl-verankerten (Glykosylphosphatidylinosit) alkalischen Phosphatasen und (3) die
ebenfalls GPIl-verankerte Ekto-5"-Nukleotidase (Zimmermann 2001a), die eine breite
Gewebeverteilung aufweisen. Die Enzyme der E-NPP-Familie bauen ATP (analog zur
NTPDasel) direkt zum AMP ab. Die Ekto-5"-Nukleotidase spielt eine grof3e Rolle in der
Umwandlung von AMP zu Adenosin, und die alkalischen Phosphatasen sind ebenfalls
an der Generierung von Adenosin aus AMP beteiligt (Zimmermann 2001a, Matsuoka
and Ohkubo 2004). Die aus ATP als Substrat freigesetzten Produkte wie ADP, AMP
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und vor allem Adenosin dienen teilweise ihrerseits als Signalmolekule mit spezifischer
Rezeptorinteraktion. Gleichzeitig werden ATP-sensitive Rezeptoren wie die P2X-Re-
zeptoren vor Desensibilisierung geschitzt (Zimmermann 2006). So fuhrte die expe-
rimentelle Induktion einer transienten Vorderhirn-lschamie zu einer Hochregulation von
NTPDasel und der Ekto-5"-Nukleotidase in aktivierten Mikrogliazellen des Hippocam-
pus, wodurch méglicherweise ein neuroprotektiver Schutzmechanismus fir das umge-
bende Gewebe erzielt wird (Zimmermann 2006). Eine Expression der NTPDase2 in
neuronalen Vorlauferzellen weist auf eine wichtige regulatorische Funktion bei der

adulten Neurogenese hin (Braun et al. 2003, Zimmermann 2006).

Abbildung 5: Extrazellulare ATP-Hydrolyse

In den Extrazellularraum freigesetztes ATP kann durch die enzymatische Aktivitat meist
membranstandiger Ekto-Nukleotidasen zu ADP, AMP sowie Adenosin abgebaut werden,
welche ihrerseits mit P2X-Rezeptoren (ATP), P2Y-Rezeptoren (ADP) oder P1-Rezeptoren
(Adenosin) auf nachgeschalteten Zellen (Neuronen) interagieren.
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1.6. Regulation der KGrpertemperatur

1.6.1. Regelkreis zur Konstanthaltung der Korperkerntemperatur

Unter Themoregulation versteht man die Fahigkeit homoiothermer Organismen, ihre
Kdrperkerntemperatur (KT) unter wechselnden Umweltbedingungen und unterschiedli-
chen eigenen Stoffwechselleistungen bei geringen Schwankungen konstant zu halten.
Prinzipiell ist die Konstanz der Kérperkerntemperatur als Resultat einer ausgegliche-
nen Warmebilanz anzusehen; das heilt, sie setzt eine Paritdt von Warmeproduktion
und -abgabe voraus. Zu den Mechanismen der Warmeabgabe zéhlen dul3ere Konduk-
tion und Konvektion, evaporative Mechanismen wie Transpiration, Salivation oder
Hecheln sowie die Vasodilatation peripherer GefaRRe als Ubergang von der inneren zur
auleren Konvektion (Simon, 1997). Mechanismen der Warmeproduktion reprasen-
tieren das Muskelzittern, die zitterfreie Thermogenese durch Aktivierung des braunen
Fettgewebes sowie bei Tieren die Piloerektion zur Reduktion der &ufReren Konvektion
(Kanosue et al. 1998; Simon 1997). Die Koordination dieser efferenten thermoregulato-
rischen Mechanismen obliegt vornehmlich der préaoptischen Region (POA) im Hypotha-
lamus (Boulant 1981, Simon et al. 1996).

Um die KT in ihren engen Grenzen konstant zu halten, bedarf es einer prazisen Uber-
mittlung thermischer Informationen an die integrativen Strukturen des Gehirns. Die
afferente Signallibertragung wird Uber spezialisierte Sinneszellen, sogenannte Thermo-
sensoren, vermittelt. Diese finden sich sowohl in der Haut (Necker 1977, Gentle 1989,
Boulant 1998a), als auch im Kdérperinneren (Hensel 1981) und lassen sich in Warm-
und Kaltsensoren unterteilen. Kutane Informationen beruhen hauptsachlich auf Affe-
renzen von Kaltsensoren (Heppelmann et al. 2001), wahrend die sensorischen Struk-
turen im Kdérperkern vornehmlich warmsensitiv sind (Bicego et al. 2007). Dabei kénnte
es sich bei den Thermosensoren tiefer Kérperzonen um multimodale Interaktionen mit
anderen homoostatischen Regelkreisen handeln (Simon 2000). Die rezeptiven Struk-
turen beider Sensorarten bilden unmyelinisierte Nervenfaserendigungen afferenter
Neurone. Der Erregungsmechanismus basiert auf einer Aktivierung von lonenkandlen,
die bei spezifischen Temperaturen mit einem depolarisierenden Kationeneinstrom rea-
gieren. Diese sogenannten thermo-TRP-Kanéle (transient receptor potential) decken in
ihnrer Gesamtheit bei Saugetieren die Spannweite (patho)physiologischer Temperatu-
ren ab (Okazawa et al. 2002, Patapoutian et al. 2003). Die Informationsvermittlung
findet schlieBlich codiert Uber die Impulsfrequenz der entsprechend beteiligten Neu-
rone statt, die sich mit steigender Temperatur bei warmsensitiven Neuronen erhéht und

bei kaltsensitiven Neuronen verringert, und umgekehrt. Die aktuellen Ist-Werte der
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lokalen Hauttemperatur werden so Uber sensorische Afferenzen an die Laminae | und
Il im Hinterhorn des Ruckenmarks Ubermittelt. Ahnliches gilt fir Afferenzen aus tiefen
Kdrperregionen. Hier erfolgt die Umschaltung auf Interneurone, bzw. spinale thermore-
sponsive Neurone. Im Tractus spinothalamicus (= Vorderseitenstrang) steigt der grofite
Teil der aszendierenden Fasern zum Ventrobasalkomplex des Thalamus auf und fuhrt
Uber somatosensorische Areale des Cortex zur Wahrnehmung peripherer Temperatur-
signale (Perl 1990). Der kleinere Teil der aszendierenden Fasern gelangt tber retiku-
lare, multisynaptische Bahnen entweder direkt zum Hypothalamus, oder nach Um-
schaltung der Afferenzen im Bereich des medullaren Nucleus raphe und der Regio
subcoerulea zu hypothalamischen Strukturen wie der POA. Parallel zu den beschrie-
benen Afferenzen zeigen neueste in vivo und in vitro Studien, dass kutane Kaltesen-
soren Uber das Ruckenmark und den Nucleus parabrachialis direkt in die POA und den
MnPO projizieren, wobei Glutamat als wesentlicher Neurotransmitter fungiert (Naka-
mura and Morrison 2008b). Die POA inklusive MnPO stellt somit einen wichtigen End-
punkt multisynaptischer, afferenter Nervenbahnen aus der Peripherie an das ZNS im

Rahmen der Thermoregulation dar.

Neben den peripheren existieren auch zentrale, direkt im ZNS lokalisierte Thermo-
sensoren (Simon et al., 1996). Schon 1938 identifizierten Magoun und Mitarbeiter die
POA als zentrale thermosensitive Region, wobei die Anzahl warmsensitiver diejenige
kaltsensitiver Neurone in diesem Bereich Uberwog (Hammel 1965, 1968, Boulant
2000). Diese Neurone sind somit in der Lage, die lokale hypothalamische Temperatur
zu erfassen. Genauer betrachtet weist diese hypothalamische Struktur etwa 30 %
warmresponsive, 5 % kaltresponsive und 65 % temperatur-unempfindliche Neurone
auf (Boulant 1998, Griffin 2004). Somit integriert die POA Informationen, vermittelt
sowohl Uber periphere als auch lokale, in der POA befindliche Thermosensoren, und
vergleicht diese mit dem Soll-Wert der physiologischen Kérpertemperatur. Daraufhin
kommt es zu einer koordinierten Aktivierung thermoregulatorischer Effektormechanis-
men, unter Einbeziehung ebenfalls temperaturresponsiver Neurone im Bereich des
posterioren Hypothalamus (Boulant and Dean 1986, Griffin et al. 1996, Nagashima et
al. 2000). Die Kérperkerntemperatur reprasentiert dabei das Resultat der Warmebilanz,
und der Soll-Wert bezeichnet denjenigen Bereich der KT, bei der ,weder Entwar-
mungs- noch Kalteabwehrvorgange in Tatigkeit sind”, bzw. sich Mechanismen der
Warmebildung- und -abgabe die Waage halten, und die Thermoregulation energetisch
somit auf moglichst niedriger Stufe ablauft (Thermoindifferenzbereich oder Thermoneu-
tralzone) (Bruck 1985, Roth 2003). Die zellular-molekulare Basis des Sollwertes ist

dato unbekannt.
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Die Steigerung der Warmeproduktion wird durch Neurone im posterioren Hypothala-
mus gesteuert. Als ein Beispiel soll hier die Regulation der zitterfreien Thermogenese
vorgestellt werden. Die letztendliche Wéarmebildung resultiert aus der Entkopplung der
oxidativen Phosphorylierung in Mitochondrien des braunen Fettgewebes (BAT). Aus-
gepragt ist dieser Mechanismus bei winterschlafenden Saugetieren sowie z.B. Mensch
und den meisten Haustieren im neonatalen / juvenilen Entwicklungsstadium (Heldmaier
and Neuweiler, 2004), bei Rickbildung des BAT mit zunehmendem Lebensalter. Aus-
gehend von zentralnervisen, Ubergeordneten Zentren des autonomen Nervensystems,
wie dem Nucleus raphe pallidus als caudalem Kerngebiet der Raphegruppe, ziehen
efferente postgangliondre Fasern des Sympathikus nach Umschaltung im Rickenmark
zum vorrangig interskapular lokalisierten BAT. Dabei wird der Nucleus raphe pallidus
seinerseits efferent von der POA, dem dorsomedialen Hypothalamus und pontinen
inhibitorischen Neuronen aus dem zentralen Hohlengrau moduliert (Bamshad et al.
1999, Morrison 2004, Dimicco and Zaretsky 2007). Mittels Aktivierung noradrenerger
Bs-Adrenozeptoren kommt es zur gesteigerten Lipolyse im BAT, wobei die freige-
setzten Fettsduren durch mitochondriale R3-Oxidation verstoffwechselt werden. Der
durch die oxidative Phosphorylierung etablierte Protonengradient, der normalerweise
durch Protonenfluss Uber die Fo/F;-ATPase die ATP-Synthese bewirkt, wird durch das
membran-intrinsische Thermogenin entkoppelt (Golozoubova et al. 2001, Morrison
2004, Nedergaard et al. 2001). Im Gegenzug bildet sich aus der gesamten freien En-
thalpie Warme. Weitere Warmebildungsmechanismen sind die Erhéhung der metabo-
lischen Rate (Freake and Oppenheimer 1995), Muskelzittern (Nagashima et al. 2000),
Warmekonservierung durch Konstriktion peripherer Gefaf3e (Johnson 2007, Wilson et
al. 2007) und adaptives Verhalten wie willkiirliche Muskelarbeit und das Aufsuchen

einer warmeren Umgebung.

Im Gegensatz zur Warmebildung etwa bei kalter Umgebung ist eine aktive Kaltebildung
etwa bei warmer Umgebung nicht méglich, daher beschrankt sich das Herunterkiihlen
der Korpertemperatur auf die Intensivierung der Warmeabgabe. Physikalische, trocke-
ne Formen der Warmeabgabe wie Konvektion (Warmeilbertragung durch Warme
transportierende Teilchen), Konduktion (Wéarmefluss in einem Kontinuum aufgrund
eines Temperaturgradienten) oder Strahlung (langwellige Infrarotstrahlung aufgrund
einer Temperaturdifferenz) kbnnen von Mensch und Tier lediglich durch ein modifizier-
tes Verhaltensrepertoire beeinflusst werden. Die regulatorisch kontrollierbaren Wéarme-
abgabemechanismen lassen sich in nicht-evaporative (periphere Vasodilatation) und
evaporative (Transpiration, Hecheln, Salivation) unterteilen. Auch hier geht die Steue-
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rung von der praoptischen Region des Hypothalamus aus. Als ein Beispiel seien die
efferenten Konnektivitditen zur Regulation der peripheren Durchblutung angefuhrt.
Diese geht von einer Aktivierung warmsensitiver Neurone in der POA aus (Zhang et al.
1995). Die Efferenzen der POA steigen durch das mediale Vorderhirnbindel ab
(Kanosue et al. 1994), aktivieren spezifische Neurone des zentralen Hohlengraus auf
Ebene der Pons, wahrend zeitgleich POA-Neurone inhibitorische Signale an die vaso-
konstriktorischen Neurone der ventralen tegmentalen Region senden (Romanovsky
2007). Die medullaren pramotorischen Neurone, welche die sympathischen Efferenzen
zur Regulation der peripheren kutanen Durchblutung (beispielsweise fiir die Arterien
am Rattenschwanz, bzw. am Kaninchenohr) beeinflussen, werden von Neuronen des
zentralen Hoéhlengraus und der tegmentalen Region innerviert und sind in den Nuclei
raphe lokalisiert (Rathner and McAllen 1999, Nagashima et al. 2000, Ootsuka et al.
2004). Die induzierte Vasodilatation beginstigt die erhthte Wéarmeabgabe Uber das

Blut an die Umwelt.

1.6.2. Fieber — ein Sonderfall der Thermoregulation

Fieber stellt einen pathophysiologischen Sonderfall der Thermoregulation dar und ist
das Resultat einer aktiven Verstellung des Soll-Wertes der KT. Aufgrund des zu Beginn
der Fieberantwort erfolgenden Anstiegs des Soll-Wertes reagiert der Organismus mit
einer Aktivierung der Warmebildungsmechanismen bei gleichzeitiger Reduktion der
Warmeabgabe. Anders als bei Hyperthermie, bei der die Warmeabgabemechanismen
des Korpers Uberlastet sind, kommt es also zu Beginn der Fieberphase nicht zu einer
gesteigerten evaporativen oder kutanen Warmeabgabe, sondern zu Vasokonstriktion
und muskularem Kaltezittern. Diese Soll-Wert Verstellung wird induziert durch Pyroge-
ne, welche die Aktivitat hypothalamischer warmsensitiver Neurone offensichtlich derart
beeinflussen, dass deren Impulsrate vermindert wird, wahrend die der kaltsensitiven
Neurone erhoht wird (Hori et al. 1991, Shibata and Blatteis 1991, Roth 2003, Roth et
al. 2006). Durch die so entstandene Differenz wird letztendlich die Kérperkerntem-
peratur so lange gesteigert, bis die Signale der warmsensitiven Afferenzen bzw. hypo-

thalamischen Neurone mit denen der kaltsensitiven wieder im Gleichgewicht stehen.

Pyrogene sind Stoffe, in der Lage sind, Fieber und seine Begleiterscheinungen zu
induzieren (Bennett and Beeson 1953). Exogene Pyrogene (wie beispielsweise das
Lipopolysaccharid (LPS) gramnegativer Bakterien) induzieren als ,Pathogen-asso-
Ziierte molekulare Muster* (PAMPs) (ber Bindung an spezifische, membran-intrinsi-

sche oder -assoziierte Rezeptorproteine (sog. Toll-like Rezeptoren) von Makrophagen,
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dendritischen Zellen oder etwa Mikrogliazellen die Bildung und Freisetzung pro-inflam-
matorischer Cytokine / endogener Pyrogene wie Interleukin-13 und -6 (IL-1p, IL-6) oder
Tumornekrosefaktor-alpha (TNF-a) und Interferone (INF) (Kopp and Medzhitov 1999,
Rivest 2003).

Cytokine wirken vornehmlich lokal im Rahmen eines peripheren Entziindungsge-
schehens, kdnnen jedoch - in grélReren Mengen freigesetzt - in die Blutbahn Ubertre-
ten, wodurch das Entziindungsgeschehen generalisiert. In diesem Fall induzieren die
pro-inflammatorischen Cytokine die Akute-Phase-Reaktion (APR), welche eine Be-
zeichnung fiur die komplexen Prozesse einer akuten generalisierten Entziindung dar-
stellt. Zu den zentralnervés gesteuerten Komponenten der APR gehdren die Generie-
rung von Fieber, den damit verbundenen Begleiterscheinungen wie Anorexie, Adipsie,
Abgeschlagenheit und Somnolenz, die kollektiv als ,sickness behavior* bezeichnet
werden (Kent et al. 1992, Dantzer 2001a,b, Kelley et al. 2003; Roth et al., 2006), sowie
die Aktivierung der Hypothalamus-Hypophysenachse (HPA), aus der letztendlich die
anti-inflammatorische Glucocortikoidfreisetzung aus der Nebenniere resultiert (Rothwell
and Hopkins 1995). Dass Cytokine eine aktive Beteiligung an der Soll-Wert Verstellung
haben, zeigen Studien, in denen Injektionen von TNF-a und IL-6 in den anterioren
Hypothalamus von Meerschweinchen und Ratten Fieber induzierten (Blatteis et al.
1990, Klir et al. 1993).

Dabei stellt sich die Frage, wie zirkulierende Cytokine in das Parenchym des Hypotha-
lamus gelangen, und ob Cytokine nur in der Peripherie oder auch intracerebral gebildet
werden, und letztlich die finalen Mediatoren der Fiebergenese darstellen oder nicht
(Wuchert et al. 2008, 2009). Die praoptische Region als Locus des Soll-Wertes ist
durch eine physiologische Barriere, die sogenannte Blut-Hirn Schranke (BHS) von der
peripheren Zirkulation weitgehend isoliert. Hier sind die Endothelien der Kapillaren
nicht fenestriert, sondern besitzen tight junctions = Zonulae occludentes (siehe
Kap. 1.1) (Bradbury 1984). Wie schon erwahnt, ist die BHS lediglich im Bereich der
CVOs nicht oder nur unzureichend ausgebildet und die Endothelien somit per se fir
zirkulierende Cytokine mit Molekulargewichten von 17 — 18 kDa (IL-18, TNF-co, nicht
glykosiliert) bzw. 21 — 28 kDa (IL-6, * glykosiliert) zumindest eingeschrankt durchlassig
(Roth et al. 2006). Eine besondere Bedeutung in der Fiebergenese kommt hierbei dem
OVLT zu, das als ventrale Komponente der Lamina terminalis schon durch seine
unmittelbare Néhe zur POA und dem MnPO pradestiniert fir eine Beteiligung an der
Fiebergenese ist (Hashimoto et al. 1994, Blatteis 2000, Harré et al. 2003). Eine weitere
Moglichkeit besteht im aktiven Transport der Cytokine durch die BHS. Dies wurde fir
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IL-18, IL-6 und TNF-a nachgewiesen (Banks et al. 1995). Eine schnelle Sattigung der
Transportsysteme und entsprechend geringe Kapazitat schlie3t diesen Weg fir eine
Hauptbeteiligung bei der Fiebergenese jedoch aus. Das Hauptaugenmerk liegt daher
einerseits auf der rezeptorunabhangigen Diffusion der Cytokine durch fenestrierte
Kapillaren im Bereich der CVOs (Roth et al. 2004), wo sie an ihren spezifischen
Rezeptoren auf Neuronen oder Gliazellen wirken. Andererseits kbnnen Cytokine auch
ohne Verlassen der Blutbahn mit spezifischen Rezeptorproteinen an der luminalen
Membran von Endothelzellen der Gehirnkapillaren binden (Schlitz and Sawchenko
2003, Matsumura and Kobayashi 2004).

In beiden Fallen wird die zentrale Fieberantwort Uber nachgeschaltete Botenstoffe
induziert. Vor allem dem Eikosanoid Prostaglandin E, (PGE,;) kommt Uber seine Wir-
kung an EPs-Rezeptoren in der POA und im MnPO eine finale Bedeutung in der Fie-
bergenese zu. So reagierten EP3-Rezeptor knock-out Mause auf Stimulation mit LPS,
IL-18 und PGE; nicht mehr mit einer Fiebergenese (Ushikubi et al. 1998). Die lokale,
molekulargenetische Deletion der EPs-Rezeptor Expression im Bereich des MnPO
adulter Mause konnte ebenfalls die PAMP-induzierte Fieberantwort eliminieren
(Lazarus et al. 2007). Als lipophile und niedermolekulare, parakrine Botenstoffe konnen
Prostaglandine passiv aus dem Zytosol durch die Zellmembran diffundieren (Schuster
1998). Die Synthese der PG verlauft iber den sogenannten ,Cyclooxygenase-Weg*“ mit
Phospholipiden der Zellmembran als Ausgangsprodukt. Durch Einwirkung der Phos-
pholipase A2 (PLA;) entsteht Arachidonsaure, die durch Cyclooxygenasen (COX) und
verschiedenene Zwischenschritte u.a zu PGE, umgewandelt wird. Die durch pro-
inflammatorische Cytokine (insbesondere IL-1B) induzierte PGE,-Synthese verlauft
Uber Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-kB, woraufhin dann in Endothelzellen
des Gehirns die Expression der COX ausgeltst wird (Laflamme et al. 1999). Neueste
Studien an Ratten zeigten, dass auch IL-6 Uber den Transkriptionsfaktor STAT3 und
nachfolgende COX-Expression an der PGE,-Synthese beteiligt ist. Ratten, bei denen
intraperitoneal ein IL-6 Antiserum und nachfolgend subcutan LPS injiziert wurde,
zeigten eine verminderte Expression der COX-mRNA (Rummel et al. 2006). Die
Kinetiken systemisch und intrahypothalamisch gemessener TNF-a- und IL-6-Konzen-
trationen wahrend der febrilen Phase unterscheiden sich gravierend. Der TNF-a Spie-
gel im Blut erreicht sein Maximum sehr schnell nach peripherer Injektion von LPS
gefolgt von einem raschen Abfall bis unter die Nachweisgrenze. Im Hypothalamus
korreliert der TNF-a Peak mit dem Peak des Fiebers. IL-6 hingegen korreliert im Blut
mit der Fieberantwort, wahrend sein intrahypothalamischer Peak schon in der ersten

Phase des Fiebers liegt. Zudem konnte bei der Ratte eine hypothalamische Mikro-
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injektion von IL-1B3 spezifischen Antikbrpern den IL-6 Anstieg im Gehirn verhindern,
wahrend die Konzentration an systemischem IL-6 unverandert blieb (Roth et al. 1993,
Klir et al. 1994, Roth 1998). Dies untermauert die These einer lokalen, hypothalami-
schen Cytokininduktion (Nakamori et al. 1993).

Ein erster Fieberanstieg nach Infektion oder etwa systemischer Injektion bakterieller
oder viraler PAMPs liegt oft schon vor dem Auftreten signifikant erhéhter Cytokinspie-
gel in der peripheren Zirkulation vor. Neben den oben beschriebenen humoralen Sig-
nalwegen wird daher der schnellen afferenten neuronalen Signallibertragung grof3e
Bedeutung in der Fiebergenese zugeschrieben; dabei kommt dem Nervus vagus eine
besondere Rolle zu. Der Nervus vagus enthalt neben den klassischen parasympathi-
schen efferenten Anteilen zum gréRRten Teil viszerosensorische afferente Fasern, die
Informationen etwa aus der Peritonealhdhle zum Gehirn Gbermitteln (Ritter et al. 1992).
Subdiaphragmale Vagotomie mit anschlieBender Applikation pyrogener Substanzen
fuhrte zu einer Abschwéchung bis hin zur Unterdrickung der zentralnervésen Kompo-
nenten der APR wie ,sickness behavior’ (Konsman et al. 2000), Fieber (Sehic and
Blatteis 1996, Romanovsky et al. 1997) oder Aktivierung der HPA-Achse (Gaykema et
al. 1995). Dies ist allerdings abhéngig von der Pyrogenkonzentration sowie dem Injek-
tionsort. Niedrige, intraperitoneal (i.p.) verabreichte Pyrogendosen werden in ihrer Wir-
kung durch Vagotomie markant eingeschrankt, wohingegen hohe Konzentrationen an
Pyrogen i.p. oder eine intramuskulare Pyrogeninjektion bei vagotomierten Tieren nicht
Zu einer Suppression des Fiebers fuhrten (Goldbach et al. 1997). Vagale sensorische
Afferenzen exprimieren IL-18 und PGE; spezifische Rezeptoren (Ek et al. 1998). Vom
medullaren NTS aus, in welchem die vagalen Afferenzen terminieren, wird Noradre-
nalin -vermittelt schlie3lich das Signal an die POA weitergeleitet, in der dann die PGE,-

Synthese und nachfolgend die Sollwert-Verstellung erfolgen (Sehic and Blatteis 1996).

1.6.3. Physiologische Bedeutung purinerger Signalubertragung in der
Thermoregulation
Neben Prostaglandin E, werden vor allem der gasformige Botenstoff Stickstoffmonoxid

(NO) und purinerge Agonisten wie ATP oder Adenosin als wichtige sekundére Neuro-

modulatoren im Rahmen der Homoostase der Kdrpertemperatur diskutiert.

Dabei ergaben sich schon auf der Ebene der peripheren Thermosensoren Interaktio-
nen zwischen den in Kap. 1.6.1 erwdhnten TRP-lonenkanalen, denen bei der Erregung

afferenter Warmesensoren moglicherweise eine initiale Rolle zukommt, und Purinozep-
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toren. Der Fokus der Interaktion mit Purinozeptoren lag dato vor allem auf der Modula-
tion des TRPV-1 Kanals. TRPV-1 wird erst bei Temperaturen von tber 42°C aktiviert
und stellt damit eher einen polymodalen Schmerzrezeptor der Haut sowie Viszera dar,
der u.a. auch auf Hitze reagiert, als dass er definitiv der Temperaturperzeption zuzu-
ordnen ware (Patapoutian et al. 2003). Nicht-thermische Faktoren noch unbekannter
Natur scheinen jedoch vor allem im Bereich der Viszera TRPV-1 Kandale zu aktivieren
und somit zu einer Hemmung autonomer Mechanismen der Kalteabwehr wie kutaner
Vasokonstriktion sowie Thermogenese zu fiihren (Steiner et al. 2007). Der TRPV-1
Kanal wird unter anderem durch metabotrope, purinerge Rezeptoren (P2Y,) derart
modifiziert, dass sein Temperaturschwellenwert gesenkt wird und er somit durch niedri-
gere, physiologisch relevante Temperaturen aktivierbar ist. Dies flhrte zu einer neuen
Hypothese, die besagt, dass metabotrope purinerge Rezeptoren durchaus an der Tem-
peraturperzeption bzw. Schmerzinduktion beteiligt sein kénnten (Tominaga et al.
2001). Fur eine mogliche Desensibilisierung kutaner Warmsensoren durch die Aktivie-
rung ionotroper P2Xs-Rezeptoren sprechen die detaillierten Studien einer japanisch-
amerikanischen Kooperationsstudie. So fuhrte ein kutaner thermischer Stimulus von
45°C, der an einer Hinterextremitat der Maus gesetzt wurde, zu einer signifikant hohe-
ren Fos Expression im ipsilateralen Dorsalhorn des Rickenmarks (vor allem Laminae |
und 1) der P2X; knock-out Tiere als in der Kontrollgruppe des Wildtyps (Shimizu et al.
2005). Das Fos Protein als Translationsprodukt des c-fos Gens reprasentiert einen
nuklearen Transkriptionsfaktor, durch dessen immunhistochemische Visualisierung im
Gehirnschnitt es moglich ist, die Aktivierung von Neuronen als Resultat der elektri-
schen Exzitation mit nachfolgender Genexpression im zeitlichen Zusammenhang dar-
zustellen (Morgan and Curran 1989). Die potentielle Rolle von P2X;-Rezeptoren im
Rahmen der afferenten thermischen /schmerzinduzierten Signallbertragung wird
durch immunhistochemische Untersuchungen an sensorischen Ganglien der Ratte ge-
stutzt. Etwa 40 % der Neurone der Hinterwurzelganglien (DRG) der Ratte exprimieren
P2X3 und projizieren in die Lamina Il des Dorsalhorns (Vulchanova et al. 1998) und
von hier zu hypothalamischen Zentren mit Bedeutung fur die Regulation der Kérper-
temperatur (siehe Kap. 1.6.1). Andererseits konnte durch das Ausschalten von fir
ionotrope P2Xs-Rezeptoren kodierenden Genen die durch ATP ausgeltsten thermi-
schen Vermeidungsreaktionen, sprich das Schmerzverhalten, bei Mausen nur teilweise

reduziert werden (Cockayne et al. 2000, Souslova et al. 2000).

Auf der efferenten Seite des thermoregulatorischen Regelkreises scheint ein Zusam-
menhang zwischen der Expression pra-synaptischer P2-Rezeptoren an sympathischen
Varikositaten und der Konstriktion peripherer Gefalle im Rahmen der Kélteabwehr zu
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bestehen. Eine Reduktion der AuRentemperatur von 25°C auf 10°C fihrte bei Ratten
zur lokalen Freisetzung von ATP, welches préa-synaptische, exzitatorische P2-Rezepto-
ren aktivierte und so die Exocytose von Noradrenalin aus sympathischen Varikositaten
induzierte, welches seinerseits a;- und a,-Adrenozeptor vermittelt zur Konstriktion der
glatten Muskelzellen peripherer Blutgefal3e fuihrte (Koganezawa et al. 2006). Diese
ersten in vivo Studien werden durch mehrere frihere in vitro Studien gestitzt, in denen
gezeigt werden konnte, dass post-gangliondre sympathische Nervenfasern sowohl
inhibitorische als auch exzitatorische P2-Rezeptoren aufweisen, welche die Freiset-
zung von Noradrenalin modulieren kénnen (von Kugelgen et al. 1989, 1993, Sperlagh
and Vizi 1991, Sperlagh et al. 2000). Eine direkte Interaktion noradrenerger und puri-
nerger Transmittersysteme auf der Ebene peripherer Effektorsysteme der Thermoregu-
lation ergab sich auch fir die Aktivierung des BAT im Rahmen der zitterfreien
Thermogenese. So induzierte ATP, moglicherweise noradrenerg vermittelt, die mikro-
kalorimetrisch erfassbare Warmeproduktion isolierter brauner Fettzellen neonataler
Ratten, basierend auf einer transienten Erhéhung der intrazellularen Calciumkonzen-
tration in diesen Zellen (Lee et al. 1997, 2005).

In vivo Studien hinsichtlich einer Beteiligung von P2X- bzw. P2Y-Purinozeptoren an
thermoregulatorischen Prozessen auf der Ebene des anterioren Hypothalamus als
Regler fur die Homdostase der Kdrperkerntemperatur sind dato in der Fachliteratur nur
limitiert verfligbar. So bedingte unter thermoneutralen Versuchsbedingungen bei einer
RT von 25°C (Romanovsky et al. 2002) die Mikroapplikation des P2X-Agonisten
a,Bme-ATP in den dritten Hirnventrikel (intracerebroventrikuléar = icv.) - also in die un-
mittelbare Néhe der praoptischen Region - eine Reduktion der stressinduzierten Erho-
hung der Korpertemperatur bei Ratten, ohne jedoch die Basalwerte der KT unter Ruhe-
bedingungen maRgeblich zu beeinflussen (Gourine et al. 2002, 2004). Dabei stellte das
shandling" der Versuchstiere im Rahmen der icv. Applikation den Stressor dar. Die zen-
trale Mikroapplikation des generellen P2X-Rezeptor Antagonisten PPADS verursachte
hingegen eine verstarkte transiente Erhdhung der KT wahrend des 60-minltigen
Stress peak. Ebenfalls als P2-Rezeptor Antagonist fungierendes Suramin induzierte
andererseits einen lang anhaltenden (360 min) Anstieg der basalen KT sowohl bei
einer RT von 25°C als auch 30°C. Bei kalter RT von 10°C und gleichem Versuchsan-
satz sank die KT der Versuchstiere nach icv. Applikation des Agonisten a,fme-ATP
signifikant um etwa 2°C flr einen Zeitraum von 45 min ab; dieser Effekt erwies sich in
Gegenwart von Suramin als reversibel und eindeutig Purinozeptor-vermittelt (Gourine
et al. 2002). Vor allem der experimentelle Einsatz der Antagonisten weist somit auf

eine thermolytische Wirkung von hypothalamisch exprimierten P2-Rezeptoren unter
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Bedingungen der stressinduzierten Hyperthermie wie auch euthermen Verhéltnissen
hin. Die Beteiligung von ATP als endogenem Purinozeptor Agonisten im Dienste der
hypothalamischen Temperatur-Homoostase wird durch elektrophysiologische in vitro
Versuche der gleichen Arbeitsgruppe gestitzt, in denen die Impulsfrequenz warmsen-
sitiver Neurone im 400 pum dicken coronalen Gehirnschnitpréaparationen auf der Ebene
der POA nach Applikation von 50 mM/L ATP in 60 % der Falle zunahm (Gourine et al.
2004).

Etwa von LPS-aktivierten Makrophagen freigesetzte pro-inflammatorische Cytokine
sind bekanntermalRen pyrogen (siehe Kap. 1.6.2). Vergleichende ATP- und LPS-Expo-
sition von Monocyten und Lymphocyten von P2X; knock-out Mausen mit denen des
Wildtyps zeigten unterschiedliche morphologische und pharmakologische Reaktionen
beider Zelltypen; so veranderten Blutzellen von Wildtyp-Tieren ihre Form und setzten
IL-1B frei, Zellen der knock-out Tiere jedoch nicht (Labasi et al. 2002). Der intra-
zellulare C-Terminus des P2X7-Purinozeptors weist ein potentielles Bindungsmotiv fur
LPS auf, womit sich erkléaren lieRe, dass der in immunkompetenten Zellen exprimierte
P2X7-Rezeptor durch die direkte Interaktion mit LPS und ATP aktiviert werden kann
(Denlinger et al. 2001). Die signifikante Reduktion zirkulierender Konzentrationen an
IL-1B, IL-6 und TNF-a in mit LPS behandelten Ratten durch die P2-Antagonisten
PPADS und Brilliant Blue G deutete zudem auf eine wichtige Funktion purinerger Ago-
nisten in der Fiebergenese hin (Gourine et al. 2005). Das Ergebnis einer attenuierten
Freisetzung pro-inflammatorischer Cytokine in der Peripherie durch P2X-Antagonisten
konnte fir die einhergehende partielle Suppression der LPS-induzierten Fieberantwort

verantwortlich zeichnen.

Eine zentrale Funktion purinerger Systeme konnte durch in vitro Studien gezeigt wer-
den, in welchen ATP in der Lage war, die Freisetzung von IL-1f (Perregaux and Gabel
1998, Chakfe et al. 2002), IL-6 (Inoue 2002) und TNF-a (Hide et al. 2000) im ZNS, vor
allem aus Mikroglia, zu induzieren. Wahrend sich die intrahypothalamische Mikroappli-
kationen von a,pme-ATP, PPADS oder Suramin kurz vor der systemischen LPS-Injek-
tion (50 pg/kg KG) als unwirksam hinsichtlich einer mdglichen Modulation der ersten
sowie zweiten Phase der Fieberantwort erwiesen, konnte von Gourine und Mitarbeitern
(2002, 2004) demonstriert werden, dass die zentrale Verabreichung von a,Bme-ATP
etwa 2,5 Std nach Injektion von bakteriellem LPS bei Ratten zu einem Abfall der durch
LPS induzierten Fieberantwort von etwa 39°C auf durchschnittlich 37,8°C fiihrte. Zu
diesem Zeitpunkt konnte die zweite Komponente der klassischen, biphasischen Fieber-

antwort auf Stimulation mit LPS verzeichnet werden (Gourine et al. 2002). Die spate

29



1 Einleitung

zentrale Applikation des P2-Rezeptor Antagonisten blieb ohne modulatorische Aktivitat.
Die Autoren zogen hieraus den Schluss, dass warmsensitive Neurone in der POA die
Zielstruktur fur ATP-Analoga und P2X-Antagonisten reprasentieren konnten. Wie
schon in Kap. 1.6.2 geschildert, stellt die POA die wichtigste Zielstruktur pyrogener
Substanzen dar, wobei diese die Impulsfrequenz warmsensitiver POA-Neurone
herabsetzen (Boulant 2000). Gourine et al. (2002) stellten folgende Hypothese auf:
Periphere Warmrezeptoren terminieren auf warmsensitiven Neurone der POA und
Uben einen tonisch exzitatorischem Einfluss auf diese aus, vermittelt durch die ATP-
erge Aktivierung von P2X-Rezeptoren. Eine Blockade dieser P2X-Rezeptoren hatte
einen deutlichen Anstieg der KT zu Folge héatte, als Konsequenz der resultierenden
verminderten Impulsfrequenz warmsensitiver Neurone und somit reduzierten Warme-

abgabemechanismen. Unter febrilen Bedingungen ist die Impulsfrequenz warmsen-

Abbildung 6: Hypothetisches Model fir die Beteiligung zentraler purinerger Rezepto-
ren an der Thermoregulation

ATP ist Uber P2X-Rezeptoren an der Informationsvermittlung von peripheren Warmsensoren zu
hypothalamischen wérmesensitiven Neurone beteiligt. Blockade von P2X in afebrilen Ratten
resultiert in einem Anstieg der Korperkerntemperatur (KT). Wahrend eines durch LPS
induzierten Fiebers senkt a,fme-ATP die KT, was in afebrilen Tieren nicht beobachtet wurde.
Eine Blockade hypothalamischer P2X-Rezeptoren in der febrilen Phase hat keinen Einfluss auf
die Korpertemperatur. Mdoglicherweise resultiert der fieberhafte Anstieg der KT in einer
Blockade der durch diese Rezeptoren vermittelten purinergen Signalibertragung. Der Einfluss
von Adenosin auf hypothalamische warmsensitive Neurone ist noch nicht geklart.
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sitiver POA-Neurone Pyrogen-vermittelt schon so weit herabgesetzt, dass P2X-Anta-
gonisten keinen Einfluss mehr nehmen kénnen. Zusatzlich induziert a,me-ATP im feb-
rilen Zustand und Umgebungstemperaturen von 25 C durch Steigerung der Impuls-
frequenz warmsensitiver Neurone einen markanten Abfall der KT, der bei afebrilen

Tieren nicht beobachtet wurde. In Abb. 6 ist diese Hypothese schematisch skizziert.

Im Unterschied zu den an der Ratte durchgeflihrten Versuchen bewirkte am wachen
Kaninchen die Mikroapplikation verschiedener P2X-Rezeptor Antagonisten (PPADS,
BBG und oATP) in den Bereich des anterioren Hypothalamus eine Verstarkung vor
allem der zweiten Fieberphase, induziert durch die systemische Injektion von bakteriel-
lem LPS (0,5 ng/kg KG), wohingegen die basale Koérpertemperatur in keiner Weise be-
einflusst wurde (Gourine et al. 2007). Die Tatsache, dass sich PPADS und die P2X; -
Purinozeptor spezifischen Antagonisten oATP und BBG dabei als &quipotent erwiesen,
spricht gegen eine Beteiligung von P2X;-Rezeptoren. So ist der ICso flir PPADS
(50 puM/L) an P2X; bedeutend hoher als fir oATP und BBG (Ralevic and Burnstock
1998, North 2002). Da sich PPADS und BBG an P2X,-Purinozeptoren als etwa aqui-
potent zeigen (North 2002) und P2X; im Hypothalamus stark exprimiert wird (Xiang et
al. 1998b, Kanjhan et al. 1999, Loesch et al. 1999, Yao et al. 2003), sind mdglicher-
weise homomere P2X,- oder heteromere P2X;;3- P2X,6-Rezeptoren die Zielstrukturen
fur die oben beschriebenen, purinerg vermittelten Effekte. Durch den Einsatz ampero-
metrischer Biosensoren fur ATP und Adenosin in vivo war es mdglich, am wachen
Kaninchen im Bereich des anterioren Hypothalamus die Freisetzung von ATP/
Adenosin wahrend der durch LPS hervorgerufenen Fieberantwort zu analysieren. Die
initiale Fieberphase nach Injektion von LPS in die Ohrvene des Kaninchens ging dabei
mit einem markanten Anstieg an extrazellularem ATP im anterioren, nicht jedoch
posterioren Hypothalamus einher (Gourine et al. 2007). Zeitversetzt stieg ebenfalls die
Adenosinkonzentration im anterioren Hypothalamus an. Hieraus kann gefolgert wer-
den, dass im Rahmen einer systemischen Inflammation im anterioren Hypothalamus
freigesetztes ATP als lokaler, antipyretischer Mediator an der Begrenzung der Pyrese
beteiligt sein kdnnte. Bei dem ungewo6hnlichen Versuchsansatz einer LPS-Applikation
direkt in das Corpus striatum von Ratten verzeichnete Choi et al. (2007) lokal eine ver-
mehrte Expression von P2X; und schrieben dem ATP somit eher eine inflammatori-

sche Wirkung zu.

Adenosin als Abbauprodukt des ATP wird schon langer als Mediator oder Botenstoff im
Rahmen der Thermoregulation, der Fiebergenese oder entzundlicher Prozesse disku-

tiert. Dabei schreibt die Literatur systemisch wirkendem Adenosin vor allem anti-inflam-
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matorische Effekte zu. So induzierte CF-101 als spezifischer Agonist an metabotropen
As-Rezeptoren eine Deregulation des inflammatorischen NF-kB Signalweges in Leuko-
cyten (Bar-Yehuda et al. 2007). Im verletzten Gewebe wurden tUber Adenosin-Rezepto-
ren die Expression von Adhasionsmolekilen sowie die Freisetzung pro-inflammatori-
scher Mediatoren aus Makrophagen und Monozyten deutlich reduziert (Sajjadi et al.
1996, Hasko et al. 2000, Sullivan 2003). Darlber hinaus forderte Adenosin die
Freisetzung anti-inflammatorischer Cytokine wie IL-10 (Hasko et al. 1996). Dabei gibt
es verstarkte Hinweise darauf, dass LPS an Strukturen des A;-Rezeptors auf Endothel-
zellen bindet und so in direkter Interaktion parallel zum inflammatorischen (lGber TLR)

ein anti-inflammatorischer Weg beschritten werden kann (Wilson and Batra 2002).

Die Bedeutung fur die hypothalamische Temperaturhoméostase betreffend, induzierten
bilaterale Mikroinjektionen sowohl des relativ unselektiven A;-/A,-Agonisten NECA als
auch des spezifischen A;-Agonisten CCPA in die POA von Ratten einen Abfall der
Kerntemperatur (Ticho and Radulovacki 1991). Auch andere Arbeitsgruppen konnten
nach icv. Applikation von Adenosin oder P1-Rezeptor Agonisten bei Mausen eine
Abnahme der KT verzeichnen (Anderson et al. 1994), ebenso wie nach der Injektion
eines spezifischen A;-Agonisten in die anteroventrale praoptische Region (Barros et al.
2006). Bei LPS-induziertem Fieber (1 pg/kg BW iv.) konnte fir das Kaninchen durch
systemische Injektion von Adenosin-Analoga das Fieber deutlich gesenkt werden
(Matuszek and Gagalo 1997), wobei die zugrunde liegenden Mechanismen dato unge-
klart sind. Es ist seit langerem bekannt, dass unter hypoxischen Bedingungen die KT
abfallt (Dupre and Owen 1992, Clark and Fewell 1994, Mortola and Seifert 2000) und
dabei ein erhohter cerebraler Adenosinspiegel gemessen werden kann (Winn et al.
1981, Zetterstrom et al. 1982). Anbetracht der Tatsache, dass Ektonukleotidasen im
ZNS exprimiert werden (Zimmermann 1996, Matsuoka and Ohkubo 2004), besteht
mdoglicherweise ein Zusammenhang zwischen der Interaktion von Adenosin und ATP
im Rahmen der Modulation zentraler Mechanismen der hypoxisch-induzierten Hypo-
thermie. Um dieser Fragestellung nachzugehen, beschéftigten sich Chevrier et al.
(2006) mit der zentralnervésen Interaktion von P1- und P2X-Rezeptoren bei Ratten
unter Versuchsbedingungen einer hypobaren (485 und hypoxisch (75 mmHg pO.,)
induzierten Hypothermie (Chevrier et al. 2006). Dabei hatte die icv. Appli-kation von
Suramin per se keinen Effekt, wohingegen die Co-Applikation von Suramin icv. und
dem P1-Rezeptorantagonisten CGS-15943 systemisch die Hypothermie mar-kant zu
unterdriicken vermochte. Dies fuhrte zu dem Schluss, dass Adenosin und ATP sich
hinsichtlich der frihen (Adenosinwirkung) und spaten (ATP-Wirkung) Phasen der
hypobaren, hypoxisch induzierten Hypothermie erganzen. Weiterhin werden Untersu-
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chungen gestutzt, in welchen die Applikation von P1-Agonisten die KT senkt, und die-
jenige von P2X-Antagonisten unter hypothermen Bedingungen zu einem Anstieg der
KT fahren.

1.7. Homoostase des Salz- und Wasserhaushalts

1.7.1. Regelkreis zur Konstanthaltung des Salz- und Wasserhaushalts

Im Rahmen der Homo6ostase des Wasser- und Elektrolythaushaltes stellen das Volu-
men und die Natriumkonzentration der extrazellularen Flissigkeit (EZF) die wichtigsten
RegelgréRen dar, wobei beide eng miteinander verbunden sind, da eine Modulation
etwa der Tonizitat der EZF zu einer sekundéren Volumenverschiebung zwischen dem
extra- und intrazellularen Flissigkeitsraum fuhrt. Veranderungen des Volumens bzw.
der Tonizitat der EZF, beispielsweise durch ausgepragtes Schwitzen (hypertone Hypo-
volamie), Blutverlust (isotone Hypovolamie) oder Wasserintoxikation (hypotone Hyper-
volamie), werden durch periphere und/oder zentrale Osmo-, Natrium- oder Volumen-

rezeptoren detektiert (Robertshaw 1989; Bourque et al. 1994).

Vergleichbar zum Regelkreis der Thermoregulation findet sich das Ubergeordnete
Regelzentrum zur Konstanthaltung der EFZ im Bereich des anterioren Hypothalamus
Dort erfolgt die Integration der afferent Ubermittelten Informationen bezuglich des
Status von Volumen und Tonizitat der EZF mit nachfolgender neuronaler, neuroendo-
kriner oder vegetativer, efferenter Kontrolle zentraler (Wasseraufnahme, Salzappetit,
Vasopressinfreisetzung) und peripherer (Nierenfunktion, Sympathikusaktivitat) Effektor-

systeme.

Vasopressin (= AVP = Antidiuretisches Hormon = ADH) ist ein im Hypothalamus,
genauer in den magnozellularen Neuronen (MNCs) des Nucleus paraventricularis und
des Nucleus supraopticus synthetisiertes Nonapeptid, das Uber den Tractus supra-
opticohypophysalis mittels axonalem Transport den Hypophysenhinterlappen erreicht.
Die Abgabe in das Gefal3system korreliert mit dem Frequenzmuster der Aktionspoten-
tiale der MNCs (Bicknell 1988, Poulain and Theodosis 1988; Renaud and Bourque
1991). Registrieren Osmorezeptoren einen geringfugigen Anstieg der Natriumkonzen-
tration in der EZF (= Tonizitat), bzw. systemische Dehnungsrezeptoren eine markante
Reduktion des EZF-Volumens, so wird ADH vermehrt aus der Neurohypophyse in den
Blutkreislauf abgegeben und bewirkt an der Niere als Zielorgan die Aquaporin-2 vermit-

telte Ruckresorption von Wasser (Boone and Deen 2008).
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Periphere Osmorezeptoren sind im Bereich der Leber, vor allem deren Pfortader, loka-
lisiert. So bedingten Infusionen einer hypertonen Loésung in das Pfortadersystem der
Ratte unmittelbar ein reduziertes Urinvolumen (Haberich 1968). Elektrophysiologische
Studien demonstrierten, dass die neuronale Aktivitat hepatischer Afferenzen (C-Fa-
sern) des Nervus vagus von Meerschweinchen (Niijima 1969), Ratten (Adachi et al.
1976) und Kaninchen (Andrews and Orbach 1974) durch Infusion hyper- oder hypo-
toner Lésungen in den Pfortaderbereich moduliert werden konnten. Die Hypothese,
dass der Nervus vagus afferente Fasern peripherer Osmorezeptoren zum ZNS fihrt,
wurde durch Studien an vagotomierten Ratten gestitzt (Baertschi and Vallet 1981).
Neben dem Nervus vagus Ubermittelt auch der Nervus splanchnicus osmotisch rele-
vante Informationen ans ZNS (Choi-Kwon and Baertschi 1991). Afferenzen beider
Nerven projizieren tUber den NTS (Kobashi and Adachi 1985) und die ventrolaterale
Medulla oblongata (King and Baertschi 1991, 1992) direkt zu den MNCs des PVN
(Ciriello and Calaresu 1980, Kannan and Koizumi 1981) sowie zu Neuronen des MnPO
(Saper and Levisohn 1983, Edwards et al. 1989; Bourque 2008). Die Bedeutung des
MnPO als integratives Kerngebiet bei der Verarbeitung afferenter osmotischer Signale
und der nachfolgenden Kontrolle efferenter Effektororgane wird durch eine Studie von
King und Mitarbeitern (1991) bestétigt. Im MnPO der Ratte gesetzte L&sionen konnten
die durch orale Infusion hypertoner Lésungen induzierbare ADH-Freisetzung abschwéa-
chen. Dies fuhrte zu der These, dass periphere osmotische Signale im Bereich des
MnPO prozessiert werden, bevor sie die MNCs erreichen, und impliziert zusétzlich,
dass Osmorezeptoren im Bereich des Oropharynx an der frihen, préabsorptiven
Osmoregulation beteiligt sind (Stricker and Hoffmannn 2007). Periphere Volumenre-
zeptoren (Dehnungssensoren) befinden sich in der Vena cava, im rechten Atrium,
Drucksensoren hingegen im Aortenbogen und im Sinus carotis. Sie detektieren Ande-
rungen des Blutvolumens oder des arteriellen Blutdrucks. Uber eine Abnahme der Fre-
quenz afferenter Nervenimpulse wird die ADH-Sekretion erhéht (Bisset and Chowdrey
1988). Afferenzen des Nervus vagus und des Nervus glossopharyngeus projizieren
Uber den NTS in den MnPO sowie die MNCs von PVN und SON (Card et al. 2006).

Indirekte erste Hinweise auf die Existenz zentraler Osmo- bzw. Natriumsensoren liefer-
ten Studien an wachen Hunden (Verney 1947). Infusionen hypertoner NaCl-Lésung in
die Arteria carotis dieser Tiere losten eine ADH-bedingte Antidiurese aus. Zehn Jahre
spater konnte mittels intracranialer Mikroapplikations- und Ablationsstudien, ebenfalls
an Hunden durchgefihrt, die Lokalisation der zentralen Osmorezeptoren auf den ante-
rioren Hypothalamus eingegrenzt werden (Jewell and Verney 1957; Bie 1980; Robert-

shaw 1989; Bourque et al. 1994; Bourque and Oliet 1997). Mittlerweile weil3 man, dass
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die zentralen Osmorezeptoren in der anterio-ventralen Region des dritten Hirnventri-
kels (AV3V) und der Lamina terminalis exprimiert sind (Bourque et al. 1994, McKinley
et al. 2004). Infusionen konzentrierter Harnstofflosungen, ebenfalls in die Arteria carotis
bei Schafen, fihrten nicht zu einer ADH-Sekretion und Stimulation des Trinkverhaltens.
Da Harnstoff die BHS rasch uberwindet und dennoch - im Vergleich zu einer hyper-
tonen NaCl-Losung - keine ADH-vermittelte Antidiurese induzierte, lag die Vermutung
nahe, dass Osmorezeptoren aul3erhalb der BHS, also im Bereich der sensorischen
CVOs (OVLT und SFO) lokalisiert sein kénnten (McKinley et al. 1978). Dennoch fihr-
ten gezielte Lasionsstudien von OVLT und/oder SFO bei Hunden, Ratten, Schafen,
Enten und Hihnern nicht zu einer vollstandigen Unterdriickung der osmotisch indu-
zierten ADH-Sekretion (Thrasher et al. 1982, Mangiapane et al. 1984, McKinley et al.
1984; Gerstberger et al. 1997), wohingegen eine Ablation der gesamten Lamina termi-

nalis (inklusive des MnPQO) beim Schaf hierzu in der Lage war (McKinley et al. 1999).

Die Strukturen der Lamina terminalis weisen mannigfaltige neuronale Verbindungen
untereinander sowie zu zahlreichen anderen Hirnregionen auf. So verdeutlichten ante-
ro- und retrograde Tracingstudien, durchgefiihrt in erster Linie an der Ratte, die Kon-
nektivitdten innerhalb der Lamina terminalis sowie auch zu den MNCs von PVN und
SON (Miselis et al. 1979, Wilkin et al. 1989, Gu and Simerly 1997, McKinley et al.
2003). Es bestehen reziproke Verbindungen zwischen OVLT, SFO und MnPO
(McKinley et al. 2003) sowie bisynaptische Konnektivitaiten von SFO und OVLT zum
SON Uuber Synapsen im MnPO (Honda et al. 1990a, Oldfield et al. 1991). Mikroinjek-
tionen eines neurotropen, polysynaptisch transportierten Pseudorabies Virus (PRV) in
den HHL von Ratten ergaben nach 16 Std die zu erwartende retrograde Projektion in
die Zellkdrper der zugehorigen MNCs von SON und PVN, nach 20 - 28 Std in die Peri-
pherie des SFO, die ,dorsal cap“ des OVLT und den gesamten MnPO (McLear et al.
1992). Elektrophysiologische Studien an Urethan-narkotisierten Ratten in situ deckten
die Bedeutung des Zusammenspiels von MnPO, OVLT, AV3V-Region und SON im
Rahmen des Osmoregulation auf. Zellen des PVYN/SON wiesen nach direkter osmoti-
scher Stimulation des MnPO durch hypertone NaCl-Lésung eine Zunahme der neuro-
nalen Entladungsrate auf (Honda et al. 1992). Die durch eine elektrische Feldstimula-
tion der AV3V-Region hervorgerufene Erregung magnozellularer Neurone des SON
konnte nach Injektion des Localanasthetikum Lidocain in den Bereich des MnPO
nahezu vollstandig unterdriickt werden, wodurch die integrative Funktion des MnPO
hervorgehoben wurde (Honda et al. 1990). Es wurde postuliert, dass MnPO, OVLT,

AV3V-Region und SON gemeinsam einen ,,Osmorezeptorkomplex” bilden, der z.B fir
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die osmotisch kontrollierte Freisetzung des Vasopressins verantwortlich ist (Honda et
al. 1990).

Eine geregelte Rickresorption von Wasser in distalen Nephronabschnitten der Niere,
unter Mitwirkung u.a. der Hormone ADH, Atriopeptin und Aldosteron, kann per se die
Homoostase des Wasserhaushalts nicht ausreichend gewéhrleisten. Die endokrine
Kontrolle der Wasserresorption ist eng verknipft mit einer Kontrolle der renalen Salz-
ausscheidung sowie der oralen Wasser- sowie Natriumaufnahme. Abb. 7 verdeutlicht
das komplexe Zusammenspiel im Rahmen der Konstanthaltung des Salz- und Wasser-
haushaltes: Das wichtigste Effektororgan zur Regulation des Wasser- und Elektrolyt-
haushaltes stellen die paarigen Nieren dar. Kontrolliert wird die Nierenfunktion vielfach
humoral, aber auch nerval. Die renale Applikation attenuierter PR-Viren zur trans-

synaptischen Markierung polysynaptischer, efferenter Innervationsbahnen vom ZNS

Abbildung 7: Homdostatische StellgréRen im Rahmen von Verdnderungen der
Osmolalitat der extrazellularen Flissigkeit
Das Diagramm illustriert physiologische Veranderungen fir die Aufrechterhaltung des
Sollwertes der Osmolalitat der extrazellularen Flussigkeit (EZF). Komponenten der linken Seite
betreffen die Balance des Wasserhaushalts. Dies schlie3t die verhaltensgesteuerte
Wasseraufnahme sowie die Kontrolle der renalen Wasserausscheidung durch Vasopressin ein.
Komponenten der rechten Seite beziehen sich auf die Balance des Elektrolythaushaltes und
sind gepréagt durch verhaltensgesteuerte Natriumaufnahme, sowie die neuroendokrine und
nervale Regulation der renalen Natriumausscheidung.
(Modifiziert nach Bourque, 2008, Nature Rev. Neurosci. 9)
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zur Niere wies auf die Bedeutung der Lamina terminalis als Ubergeordnete Struktur des
anterioren Hypothalamus hin (Sly et al. 1999), mit letztendlich vegetativer, efferenter
Innervation glomerularer (afferente Arteriolen, Mesangium), tubulérer sowie vaskularer
Komponenten der Niere. Mikroapplikationen von Angiotensin Il (Angll) in den Bereich
der Lamina terminalis erniedrigten bei Ratten die Reninsekretion (Weekley 1992) und
bei Schafen die renale sympathische Nervenaktivitdt (RSNA) (May and McAllen 1997).
Elektrische Stimulation der sympathischen Innervation der Niere bei Hunden fuhrte zur
Vasokonstriktion, Antinatriurese und Reninsekretion (Yamaguchi et al. 2000). Durch
die Reninsekretion wird das Renin-Angiotensin-System (RAS) aktiviert und verstarkt
Uber Angll primar die Vasokonstriktion sowie sekundar Aldosteron-vermittelt die Natri-
um- und Wasserretention (DiBona 2000). Dies zeigt, dass die Lamina terminalis neben

einem humoralen auch einen nervalen Einfluss auf die Nierenfunktion ausubt.

1.7.2. Physiologische Bedeutung purinerger Signalibertragung in der

Osmoregulation

Fur Mikroinjektionen von ATP per se sowohl in den SON als auch in den PVN der wa-
chen Ratte konnte schon in den 1990er Jahren deren antidiuretische Wirkung durch
den Nachweis eines verminderten Urinvolumen bei erhéhten ADH-Spiegeln im Blut-
plasma gezeigt werden (Mori et al. 1992, 1994). Extrazellulare Ableitungen im Hypo-
thalamus der Ratte in vivo sowie an Hypothalamus-Explantaten in vitro demonstrierten
nach lokaler Applikation von ATP eine Exzitation magnozellularer Neurone des SON,
ein Effekt, der sich durch das heute als unspezifischer Purinozeptor-Antagonist
bekannte Suramin unterdriicken lie@ (Day et al. 1993; Hiruma and Bourque 1995).
Diese Ergebnisse erbrachten den ersten Hinweis darauf, dass dem ATP als zentralem
Neurotransmitter eine spezifische physiologische Funktion im Rahmen der Kontrolle

homdostatischer Systeme wie des Salz- und Wasserhaushaltes zukommit.

Noradrenerge Neurone der caudalen, ventrolateralen Medulla oblongata (Al Zellgrup-
pe) projizieren bekanntermaf3en in den SON und PVN (Day and Renaud 1984, McAllen
and Blessing 1987, Cunningham and Sawchenko 1988). Die durch Stimulation des
Nervus vagus induzierte Aktivierung vasopressinerger Neurone, gleichsam die affe-
rente SignalUbertragung peripherer Osmo- und Volumenrezeptoren nachahmend,
konnte durch Suramin markant reduziert werden. Die Weiterleitung der medullar perzi-
pierten Signale an hypothalamische MNCs war somit auf Noradrenalin unter Beteili-
gung von ATP als Neurotransmitter zurtickzufiihren. Unilaterale, intrahypothalamische

Suramin-Injektionen mit nachfolgender isotoner Volumendepletion durch kontrollierte
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Hamorrhagie bis zu einem Abfall des mittleren arteriellen Blutdrucks auf 60 mmHg fur
30 min fUhrten bei der Ratte zu einer signifikant niedrigeren Fos-Expression der MNCs
im SON auf der ipsi-, nicht jedoch kontralateralen Seite (Buller et al. 1996). Dass dieser
Effekt nicht auf einer durch Hypovolamie induzierten Aktivitatsdnderung der Al-Zell-
gruppe zuriickzufihren war, konnte durch deren unverénderte Fos-Expression nachge-
wiesen werden. Der durch einen transienten Verschlu der Vena cava inferior verur-
sachte Abfall des arteriellen Druckes bedingte in extrazellularen Ableitungsstudien an
MNCs des SON der Ratte in vivo einen Anstieg ihrer Impulsfrequenz, ein wiederum
durch Mikroinjektionen von Suramin in den SON supprimierbares Ereignis. ATP scheint
also als Neurotransmitter der Al-Zellgruppe der ventrolateralen Medulla eine Rolle bei
der SignalUbermittlung peripherer Volumensensoren zu spielen (Buller et al. 1996). Die
gemeinsame synaptische Freisetzung von Noradrenalin und ATP konnte in vitro an
hypothalamischen Gehirnschnitten der Ratte nach elektrischer Stimulation bestétigt

werden (Sperlagh et al. 1998a).

Unklar bleibt allerdings bis heute, ob beide Neuromodulatoren aus verschiedenen oder
ein und derselben Synapse(n) freigesetzt werden; in letzterem Fall stellte sich Frage,
ob diese Abgabe vereint aus einem Vesikel(-typ) oder aber getrennt aus verschie-
denen forciert wird. An isolierten Praparaten des Hypothalamo-Neurohypophysen-
systems (HNS) der Ratte bewirkten sowohl Superfusionen mit ATP als auch mit
Phenylephrin eine ADH-Freisetzung. Wéahrend es bei sequentieller Applikation des a;-
Agonisten und ATP lediglich zu einer transienten, jeweils 1,5-fach erhdéhten ADH-
Sekretion kam, bewirkte die aquimolare Co-Applikation beider Transmitter eine lang-
andauernde, um das 3 — 4 fach stimulierte ADH-Freisetzung. Diese Befunde konnten
kirzlich ebenfalls fur die der ADH-Freisetzung zugrunde liegende Erhdhung der
intrazellularen Calciumkonzentration durch Fura-2 Messungen in SON-Neuronen von
explantierten HNS-Praparaten verifiziert werden (Song et al. 2006). Molekularbiolo-
gisch konnte im SON der Ratte die Expression von Purinozeptoren des P2X,-, P2X5-,
P2X4,-, P2Xe- und P2X7-Subtyps nachgewiesen werden, bei einer Dominanz von P2Xs,
P2X,4 und P2X; (Shibuya et al. 1999). Auch im PVN finden sich mRNA-Transkripte von
P2X,-, P2X3-, P2X4- und P2Xs-Purinozeptoren, jedoch erwies sich deren Expression im
SON als deutlich starker ausgepragt (Collo et al. 1996; Shibuya et al 1999).
Superfusionsstudien an dissoziierten SON-Neuronen zeigten anhand von Calcium-
Imaging Untersuchungen mit FURA-2 zelluldre Reaktionen in Form eines Anstiegs der
[Ca®];, auf die P2X-Agonisten ATPyS und 2Me-SATP. An isolierten
neurohypophysaren Nervterminalen konnte in pharmakologischen Studien eindeutig

die Beteiligung von P2X,- und/oder P2Xs-Purinozeptoren fur die Depolarisation der
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Membran, den Einstrom von Calciumionen sowie die vesikuléare Freisetzung von ADH

aufgezeigt werden (Knott et al. 2008).

Die Rolle von P2Y-Rezeptoren im SON der Ratte hingegen ist umstritten. Auf der
Ebene der neurohypophyséaren Nervterminalen erwiesen sich P1- und P2Y-Agonisten
(Adenosin und Adenosinmonophosphat, bzw. UTP) als nahezu inaktiv (Troadec et al.
1998, Shibuya et al. 1999). Calcium-Imaging Versuche an isolierten HNS-Praparaten
der Ratte einer anderen Arbeitsgruppe zeigten, dass eine ausgepragte Suppression
des durch ATP-Superfusion induzierten Anstiegs der [Ca®], lediglich durch Co-
Applikation von P2X- und P2Y-Antagonisten zu erreichen war (Song et al. 2007).

Immunfluoreszenzstudien demonstrierten eine ausgepragte Co-Lokalisation von P2X,-
Purinozeptoren und zytosolischer, neuronaler Stickstoffmonoxidsynthase (nNNOS) in
MNCs des SON, moderat auch des PVN (Yao et al. 2003). Die Autoren zogen einzig
aufgrund dieser Co-Lokalisation den Schluss, dass ATP via Aktivierung von P2X-
Rezeptoren prasynaptisch die NO-Synthese fordert konnte; das folglich gebildete NO
kdnnte seinerseits die Freisetzung von ADH induzieren (Ota et al., 2003) und gleich-
zeitig in Folge einer negativen Rickkopplung die ATP-Sekretion hemmen. Diese Hypo-
these wird gestitzt durch Untersuchungen an Neuroblastomazellen, in denen die Akti-
vierung von P2Y-Rezeptoren die NO-Synthese induziert (Reiser 1995), sowie durch die
Tatsache, dass NO in vitro die Freisetzung von Purinen aus Zellen des Hippocampus
der Ratte unterdriickte (Juranyi et al. 1999). Immunhistochemisch konnte auch der
P2Xs-Rezeptor sowohl mit nNOS als auch mit AVP im SON und PVN adulter Ratten
co-lokalisiert werden (Xiang et al. 2006). Dass der P2Xs-Purinozeptor in vorherigen
Untersuchungen mittels in situ Hybridisierung und RT-PCR auf mRNA-Ebene nicht
nachgewiesen werden konnte (Collo et al. 1996, Shibuya et al. 1999) lag mdglicher-
weise am Alter der Tiere. Wahrend Xiang et al. (2006) ihre Studien an adulten Tieren
durchgefiihrt haben, untersuchten die anderen beiden Arbeitsgruppen die Expression
purinerger Rezeptoren in jungen, etwa 2 -4 Wochen alten Tieren. Den genauen

Zusammenhang zwischen der Interaktion von NO und ATP gilt es noch zu klaren.
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1.8. Regulation der Nahrungsaufnahme

1.8.1. Hypothalamische Neurotransmittersysteme und Leptin/Ghrelin

im Rahmen der Homdostase des Energiehaushaltes

An der hypothalamischen Kontrolle der Nahrungsaufnahme ist eine Vielzahl peripherer
und zentraler Faktoren beteiligt, welche Informationen tber Energieaufnahme und -
speicherung sowie den Status des Enerhiehaushaltes afferent an den Hypothalamus
weiterleiten. Dazu gehdren neben gastrointestinalen Hormonen wie Choleycystokinin
oder Ghrelin auch hormonale Langzeitregulatoren wie das von weil3en Fettzellen syn-
thetisierte Leptin. Im Hypothalamus werden diese Informationen integriert und somit
kurz- bzw. langfristig die Nahrungsaufnahme auf den Energiebedarf abgestimmt. Bei
der Verarbeitung dieser Informationen sind eine Reihe intrahypothalamischer Neuro-
transmitter beteiligt, die entweder orexigene (Nahrungsaufnahme steigernd) oder ano-
rexigene (Nahrungsaufnahme hemmend) Wirkungen vermitteln (Schwartz et al. 2000;
Langhans et al. 2005; Shioda et al. 2008).

In den 1950er Jahren wurden, basierend auf zahlreichen Untersuchungen an Katzen,
zwei hypothalamische Regionen als Zentrum fiir Hunger (lateraler Hypothalamus =LH)
und Sattigung (ventromedialer Hypothalamus =VMH) beschrieben (Teitelbaum and
Stellar 1954). Mittlerweile muss jedoch die reine ,Zentrentheorie* modifiziert werden,
da sich die Regulation der Nahrungsaufnahme als weitaus komplexer darstellt und
zahlreiche (extra-)hypothalamische Kerngebiete an der zentralen Energiehoméostase
involviert sind. Hypothalamische Strukturen der Energiehomdstase sind neben LH und
VMH der dorsomediale Hypothalamus (DMH), der Nucleus arcuatus (ARC) und der
PVN. Generell kann man zwei Systeme unterscheiden, die an der Energiehoméstase

beteiligt sind:

Die GroRe der Einzelmahlzeit wird im Rahmen einer kurzfristigen Regulation (Detektion

der Sattigung) durch afferente Projektionen an den NTS geregelt. Vagale (Schwartz et
al. 1999) und im sympathischen System (Nervus splanchnicus) verlaufende (Sclafani
et al. 2003) Afferenzen detektieren (1) die Aktivierung gastraler Dehnungssensoren
(Houpt 1982), (2) die Erregung von Rezeptoren fur Cholezystokinin (CCK), das von
duodeno-jejunalen Zellen infolge chemosensorisch erfalRter Triglyceride/Fettsduren im
Rahmen der Verdauung sezerniert wird (Garlicki et al. 1990), und (3) die metabolische
Aktivitdt der Leber (Uber Glucose-sensitive Rezeptoren der Portalvene) (Bray 1996).
Neurone des NTS projizieren nachfolgend indirekt Gber den Nucleus parabrachialis in

den LH (Schwartz 2006). Mdglicherweise wird u.a in Neuronen des LH die Freisetzung
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von Orexin A und B sowie von Melanin-concentrating hormone (MCH), beides Peptide,

die die Nahrungsaufnahme stimulieren, gehemmt.

Leptin (und Insulin) gehdren zu den Langzeitregulatoren der Energiehoméostase; das

heisst, sie Ubermitteln den Zustand der Energiereserven, also des Korperfettanteils, an
den Hypothalamus (,adiposity signals“) und regulieren so die Frequenz der Mahlzeiten.
Leptin ist das Proteinprodukt des ,0b“ Gens und wird vorrangig in weil3en Adipocyten
gebildet. Die Plasmakonzentrationen an Leptin und Insulin korrellieren mit der GroRRe
der Fettdepots (Bagdade et al. 1967, Considine et al. 1996). Auf hypothalamischer
Ebene hat Leptin Gber seine Bindung an Ob-Rezeptoren (Ob-R, zugehorig zur Klasse-|
der Cytokin-Rezeptoren) (Tartaglia et al. 1995) von Neuronen des ARC grof3ere Be-
deutung als Insulin (Sindelar et al. 1999). Dabei wird postuliert, dass Kapillaren des
ventralen ARC aufgrund dessen unmittelbarer Angrenzung an die Eminentia mediana
lediglich Uber lecke ,Zonulae occludentes” verfligen, die Blut-Hirn Schranke somit
relativ permeabel fir zirkulierende Botenstoffe wie Leptin ist (Meister and Hakansson
2001). Unabhangig vom klassischen Weg der Signaltransduktion (JAK/STAT-Weg, d.h.
Aktivierung einer Janus-Kinase mit nachfolgender Phosphorylierung des Transkrip-
ionsfaktors STAT) kann Leptin aktiv die Impulsfrequenz Glucose-responsiver Neurone
supprimieren (Spanswick et al. 1997). In Neuronen des ARC sind das Neuropeptid Y
(NPY) und das Agouti gene-related protein (AGRP), beide potente Stimulatoren der
Nahrungsaufnahme, als Neuromodulatoren co-lokalisiert (Broberger et al. 1998, Hahn
et al. 1998; Valassi et al. 2008). Ebenso existieren Neurone, die Pro-Opiomelanocortin
(POMC, Vorlaufer des a-Melanocyten-stimulierenden Hormons (a-MSH)) und ,,Cocain-
und Amphetamin regulierendes Transkript® (CART) enthalten, welche beide die Nah-
rungsaufnahme hemmen (Elias et al. 1998a, Kristensen et al. 1998; Schwartz et al.
2000; Valassi et al. 2008). Beide Neuronenpopulationen exprimieren den Ob-Rezeptor
(Cheung et al. 1997, Baskin et al. 1999), und Leptin entfaltet hier antagonistische Wir-
kungen, d.h. hohe Leptinspiegel aktivieren POMC/CART Neurone und hemmen NPY/
AGRP Neurone (Morton 2007)

Der PVN als integratives Kerngebiet nebst DMH (welche vermutlich zusammen eine
funktionelle Einheit bilden) und der LH als ,Hungerzentrum® sind von NPY/AGRP-
und/oder POMC/CART-Terminalen des ACR innerviert (Elmquist et al. 1998, 1999;
Kalra et al. 1999). Leptin-aktivierte POMC/CART Neurone des ARC setzen im PVN a-
MSH als Prozessierungsprodukt des POMC sowie CART frei. a-MSH entfaltet seine
Wirkung an neuronalen Melanocortin-Rezeptoren des PVN (v.a. MC4-R und MC3-R).

Nachfolgend werden Thyreotropin-Releasing-Hormon (TRH), Corticotropin-Releasing-
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Hormon (CRH) und Oxytocin als intrahypothalamische Neurotransmitter (nicht als
neuroendokrine Botenstoffe) freigesetzt, die sowohl anorexigen wirken, als auch den
Energieverbrauch steigern (Kow and Pfaff 1991, Dallman et al. 1993, Verbalis et al.
1995). Uber die Projektionen zum LH wird leptinerg vermittelt die Freisetzung der
orexigenen Transmitter MCH und Orexin A und B gehemmt (Elias et al. 1999). CART
entfaltet analoge Effekte zu a-MSH, ein eigener Rezeptor ist in der Literatur bislang
nicht beschrieben (Stanley et al. 2001, Vicentic et al. 2006). Sinkt die Leptinkonzentra-
tion im Plasma, und somit auch dessen Bindung an den Ob-R des Hypothalamus, so
werden orexigene NPY/AGRP Neurone des ARC aktiviert. Eine Mutation im ob-Gen,

fuhrt zu Hyperphagie und somit Adipositas (Zhang et al. 1994).

Die orexigene Wirkung von NPY wurde erstmals 1984 von Stanley und Leibowitz be-
schrieben (Beck 2006). Mikroinjektionen von NPY in den PVN von Ratten stimulierten
die Futteraufnahme. NPYerge Neurone vermitteln dabei nicht nur eine Regulation der
Energiehomdostase iber eine Steigerung der Futteraufnahme, sondern auch lber
Projektionen vom PVN zu Neuronen der Medulla oblongata mit efferenter Innervation
praganglionarer, sympathischer Neurone der spinalen intermediolateralen Zellsaule
(IML) (Saper et al. 1976; Valassi et al. 2008) eine Verminderung der Impulsfrequenz
symphatischer Efferenzen zum braunen Fettgewebe. Dies bedingt eine Abnahme der
Warmeproduktion und damit eine effizientere Energiespeicherung (siehe Kap. 1.6.1)
(Egawa et al. 1991, Billington et al. 1994). NPY bindet dabei an metabotrope Rezep-
toren, wobei molekularbiologische Studien auf hypothalamischer Ebene hauptsachlich
die Expression von Rezeptorproteinen des NPYy, -Y,, -Y4 und -Ys -Subtyps mit unter-
schiedlichen Lokalisationen verifizierten (Herzog et al. 1992, Grundemar et al. 1993,
Bard et al. 1995; Alexander et al. 2008), deren physiologische Funktionen kontrovers
diskutiert werden. NPY wirkt Uber einen negativen feedback autoregulatorisch auf N.
arcuatus -intrinsische NPY/AGRP Neurone, welche mdglicherweise NPY,-/-Y-Rezep-
toren exprimieren, sowie auf in POMC/CART Neuronen exprimierte NPY-Rezeptoren,
wodurch die Freisetzung von a-MSH gehemmt wird (Broberger et al. 1997, King et al.
1999, 2000).

Die Suche nach dem ultimativen ,Hunger-Rezeptor” gestaltet sich als aul3erst komplex.
Wahrend die in vivo Versuche an Ratten einiger Arbeitsgruppen fir eine signifikante
Beteiligung von NPY; sprechen (Leibowitz and Alexander 1991, Wieland et al. 1998),
postulierten andere, dass diese Funktion dem NPYs zukommt (Schaffhauser et al.
1997, Widdowson 1997). So unterdrickte die icv. Injektion NPYs spezifischer
Antisense Oligodeoxynukleotide (AS-ODNs) bei Ratten eine Fasten-induzierte
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Futteraufnahme, und dartber hinaus fuhrte eine zentrale Mikroapplikation von NPYs
spezifischen AS-ODNs mit nachfolgender icv. Injektion von NPY nicht zu einer
gesteigerten Futteraufnahme (Schaffhauser et al. 1997). Diese detaillierte Studie stellte
andere in vivo Studien mit zentraler Applikation mehr oder weniger Subtyp-spezifischer
Agonisten- und -Antagonisten in Frage und den NPYs-Subtyp bei der Suche nach dem

~-Hunger-Rezeptor" in den Focus der Forschung.

Mit NPY co-sezerniert wird AGRP, welches wie a-MSH an MC3- und MC4-Rezeptoren
bindet; d.h. die antagonistische Wirkung von AGRP resultiert aus einer kompetitiven
Verdrangung von a-MSH vom gemeinsamen Rezeptorprotein (Ollmann et al. 1997)
und fahrt zu Hyperphagie, Adipositas und einem reduzierten Energieumsatz (Lu et al.
1994). Orexinerge Neurone des LH weisen reziproke Konnektivititen zu ARC-
NPY/AGRP Neuronen und auch zu ARC-POMC/CART Neuronen auf (Elias et al.
1998b, Horvath et al. 1999, Muroya et al. 2004). Injektionen von Orexin A und MCH,
nicht jedoch von Orexin B in den lateralen Ventrikel der Ratte fuhrten zu einer
Steigerung der Futteraufnahme (Haynes et al. 1999, Sakurai 1999). Dieser Effekt ist
maoglicherweise Uber die Konnektivitdten des ARC und LH vermittelt. Elektrophysiolo-
gische Untersuchungen zeigten in vitro nach Applikation von Orexin A eine 85 %
Responsivitat der ARC-Neurone (Rauch et al. 2000). Dies konnte durch in vivo Versu-
che an Ratten unterstiitzt werden, bei denen eine icv. Administration eines NPY;-
Rezeptor Antagonisten eine Reduzierung der Futteraufnahme auf eine nachfolgende
icv. Injektion von Orexin A bewirkte (Yamanaka et al. 2000). Dieser Effekt wurde durch
den injizierten Antagonisten jedoch nicht komplett unterbunden, was entweder auf eine
Beteiligung mehrerer NPY-Rezeptor-Subtypen oder aber auf einen zusatzlichen, NPY-
unabhangigen Weg hinweist. MCH-mRNA ist im LH von Mausen nach 24-stindiger
Nahrungskarrenz, sowie bei Ob-R knock out Mausen per se Uberexprimiert (Qu et al.
1996). Gleiches gilt fur prepro-Orexin mRNA, deren Expression nach Futterdeprivation
bei Ratten erhoht ist (Sakurai et al. 1998). Zusatzlich sind auf orexinergen Neuronen
des LH Leptinrezeptoren exprimiert (Horvath et al. 1999). Somit Ubt Leptin nicht nur
einen direkt hemmenden Einfluss auf die NPY/AGRPergen Neurone des ARC, sondern
auch auf die Orexin-synthetisierenden Neurone des LH aus (Beck and Richy 1999,
Yamanaka et al. 2003). Da der LH eine ausgepréagte endotheliale BHS aufweist, er-
reicht Leptin diese hypothalamische Substruktur méglicherweise tber einen séttigba-

ren, aktiven Transportmechanismus (Banks et al. 1996).

Dass ein homoostatischer Regelkreis nicht losgeldst von anderen betrachtet werden
kann, zeigt schon die oben erwahnte Verbindung von NPY zur Thermoregulation; Ahn-
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liches gilt fur Orexin. Mutationen des Orexin2-Rezeptors fihrten bei Hunden zu Narko-
lepsie, gleiches gilt fir Orexin knock-out Mause (Chemelli et al. 1999, Lin et al. 1999).
Uber Projektionen u.a. zum Locus coerulus (LC) erhohte Orexin unter physiologischen
Bedingungen die lokomotorische Aktivitdt sowie die Vigilanz, die oft wahrend einer
Situation langerer Nahrungskarrenz zu beobachten ist (Hagan et al. 1999, Ida et al.
1999). Elektrophysiologische Untersuchungen an Gehirnschnitten der Ratte zeigten
Exzitation der Neurone des LC auf Applikation von Orexin A. Dies geht konform mit
Studien, die Exzitation von Neuronen des LC vor allem in der Phase des Erwachens,
nicht jedoch in REM (rapid eye movement) -Schlafphasen beobachtet haben. (Aston-
Jones and Bloom 1981, Berridge and Foote 1996). Die Verbindung beider Regelkreise
zeigt eine Studie, in der dauerhafte Orexin-A Applikation icv. Uber eine implantierte
Minipumpe bei Ratten wéahrend der Tages-, nicht jedoch Nachtphasen zu einer erhdh-
ten Futteraufnahme filhrte. Wahrend allerdings ein Leptindefizit zu Adipositas fuhrte,
konnte dies nach Orexinapplikation nicht beobachtet werden (Yamanaka et al. 1999).
AuBBerdem erwiesen sich orexinerge Neurone als Glucose-sensitiv; so filhrte ein
erniedrigter Blutglucosespiegel zu einer erhdhten Orexin mMRNA-Expression im LH (Cai
et al. 1999, Griffond et al. 1999).

Das Zentralnervensystem ist bekanntlich nahezu exklusiv auf tUber die BHS durch
Transportproteine aufgenommene Glucose (GLUT-1 endotheliale, GLUT-3 neuronale
Lokalisation) als Energiequelle angewiesen. Darlber hinaus finden sich im ZNS
Glucose-sensitive Neurone mit Aufgaben als Sensoren im Rahmen der Homdostase
des Energiehaushaltes (Marty et al. 2007; Pénicaud et al. 2007). Die Funktion dieser
Glucose-sensitiven Neurone kann schon allein aufgrund ihrer hypothalamischen (ARC,
DMH, PVN, VMH, LH) (Fukuda et al. 1984, Dunn-Meynell et al. 1997a, Muroya et al.
1999) und extrahypothalamischen Lokalisation (z.B. NTS, Cortex cerebri, Hippocam-
pus) (Ritter et al. 1981, Mizuno and Oomura 1984, Ohno-Shosaku and Yamamoto
1992) nicht losgeltst von anderen neuronalen, energiehomdostatischen Systemen be-
trachtet werden. Analog zur Thermoregulation muss man auch bei Glucose-empfind-
lichen Neuronen zwischen Glucose-responsiven (Erhéhung der Exzitationen bei stei-
gendem Glucosespiegel) und Glucose-sensitiven (Anstieg der Impulsfrequenz bei sin-
kendem Glucosespiegel) Neuronen unterscheiden (Pénicaud et al. 2007). Wahrend der
LH etwa 30 - 40 % Glucose-sensitive und nur ca. 5 % Glucose-responsive Neurone
enthalt, sind die Verhéltnisse im VMH genau umgekehrt (Fukuda et al. 1984, Ashford
et al. 1990, Dunn-Meynell et al. 1997b), was die friihe, duale Hypothalamustheorie des
Hungers unterstutzt. Die allgemeine Theorie, dass der Blutzuckerspiegel im engeren

Sinne mit der langfristigen Energiehomdstase nichts zu tun hat, wurde widerlegt. Eine
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intraperitoneale (ip) Injektion von Gold-ThioGlucose bei Mausen zerstorte selektiv Glu-
cose-responsive Neurone und die Tiere entwickelten ein Hyperphagie mit nachfolgen-
der Adipositas (Bergen et al. 1996, Kishi et al. 2001).

Die POA und der MnPO spielen hinsichtlich der Regulation der Energiehomdostase
eher eine untergeordnete Rolle. Dennoch fihrt die ip-Injektion eines Glucoseantimeta-

boliten (2-Deoxy-Glucose) zu einer signifikant héheren Fos-Expression im MnPO und

Abbildung 8: Vereinfachtes Model der Energiehomdostase

Ghrelin aktiviert NPY/AGRP-Neurone des ARC, die wiederum orexinerge Neurone des LH
stimulieren und so die Nahrungsaufnahme anregen, wahrend gleichzeitiy POMC/CART-
Neurone inhibiert werden. Im Gegensatz dazu aktivieren Leptin und Insulin POMC/CART-
Neurone des ARC, hemmen NPY/AGRP-Neurone und vermitteln so die Sattigung. Periphere
vagale Afferenzen detektieren Uber Projektionen in den NTS Sattigungssignale. Der NTS
wiederum integriert diese mit langerfristigen Regulationsmechanismen Uber reziproke
Konnektivitaten sowohl in den PVN, als auch in den LH (Weg nicht gezeigt). Das limbische
System wirkt Uber die Motivation ,Appetit* zusatzlich regulierend auf die Nahrungsaufnahme
ein.

Abkirzungen: AGRP = Agouti gene related protein, ARC = Nucleus arcuatus; CART = Cocain
und Amphethamin regulierendes Transkript; CCK = Cholecystokinin; LH = lateraler Hypothala-
mus; a-MSH = Melanozyten stimulierendes Hormon; NPY = Neuropeptid Y; NTS = Nucleus
tractus solitarius; POMC = Proopiomelanocortin; PVN = Nucleus paraventricularis; ZNS =
Zentrales Nervensystem
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der POA der Ratte, im Vergleich zu Saline-injizierten Kontrolltieren, bei gleichzeitg mo-
derater Co-Lokalisation der Fos-Signale mit nNOS (Briski and Sylvester 1999). Uber
Projektionen vom MnPO zum PVN hemmt NO hier moglicherweise die Expression
anorexigener Transmittersubstanzen (Oxytocin, CRH) und forciert so die durch Gluco-
deprivation induzierte Nahrungsaufnahme. Eine weitere Involvierung der AV3V-Region
in die Regulation der Energiehomdstase findet sich auf sekundarer Ebene. Ein ausge-
glichener Energiehaushalt ist unter anderem wichtig fur die ovarielle und testikulére
Funktion. Leptin stimuliert die Sekretion von Gonadotropin-Releasing-Hormon (GnRH)
aus der AV3V-Region, direkt Uber Ob-Rezeptor exprimierende GnRH-Neurone oder
indirekt Uber Projektionen des ARC in die POA (Mezey et al. 1985). Bei Leptin-
defizienten Indiviuen bleiben Follikelreifung und Ovulation, bzw. die Spermatogenese
aus. Eine Leptinsubstitution antagonisiert den Effekt (Mezey et al. 1985, Chehab et al.
1996, Ewart-Toland et al. 1999).

Einen bedeutenden ,Gegenspieler” zu Leptin stellt das Peptidhormon Ghrelin dar, wel-
ches in den Fundusdrisen des Magens gebildet und in die Blutbahn freigesetzt wird,
wenn langere Zeit keine Nahrung zugefuhrt wurde (Nogueiras et al. 2008; Pusztai et al.
2008). Die Zielstrukturen von Ghrelin sind primar die NPY/AGRP-Neurone des ARC
(Nakazato et al. 2001); zuséatzlich stimuliert es die Sekretion von Somatotropin (Takaya
et al. 2000), welches seinerseits glykogeno- und lipolytisch wirkt und somit dem Ener-
giedefizit durch die Mobilisierung kdrpereigener Reserven entgegenwirkt. Erwahnt wer-
den sollte auch noch, dass langfristige und kurzzeitige Regulationsmechanismen nicht
unabhangig voneinander existieren. Die Tatsache, dass der NTS reziproke Konnektivi-
taten zum PVN aufweist (Ter Horst et al. 1989), Ob-Rezeptoren exprimiert (Mercer et
al. 1998) und Neurone beinhaltet, welche POMC-mRNA exprimieren (Bronstein et al.
1992), weist auf eine untrennbare Verbindung der beiden Regelkreise hin. Die hier dar-
gestellte Regulation der Nahrungsaufnahme beinhaltet lediglich das Grundprinzip, wel-

ches durch Abb. 8 noch einmal verdeutlicht wird.

1.8.2. Physiologische Bedeutung purinerger Signaltbertragung in der
Regulation der Energiehomdostase

Wie schon beschrieben, reprasentieren der Nucleus arcuatus (ARC), der dorso- (DMH)
sowie ventromediale Hypothalamus (VMH) und die laterale hypothalamische Region
(LH) Schlusselstrukturen fir die Regulation der Nahrungsaufnahme und des Energie-
haushaltes. Untersuchungen zur physiologischen Bedeutung purinerger Rezeptoren in
der hypothalamischen Kontrolle der Energiehomdostase demonstrierten eine Beteili-

gung sowohl ionotroper als auch metabotroper P2-Rezeptoren.
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Sowohl auf mMRNA- als auch Proteinebene konnte fir VMH und ARC die ausgepragte
Expression des P2X,-Purinozeptorsubtypes fur die Ratte (Kanjhan et al. 1999; Floren-
zano et al. 2006; Zemkova et al. 2008), des P2Xs-Purinozeptors fur die Maus (Guo et
al. 2008) nachgeweisen werden. Elektrophysiologische in vitro Untersuchungen an
orexinergen Zellen des Hypothalamus in Gehirnschnittpraparationen der Maus zeigten,
dass ATP, ATPyS jedoch nicht a,fme-ATP zu einem nicht-selektiven Kationeneinstrom
fuhrten, welcher durch Absenken des pH-Wertes des Mediums potenziert werden
konnte, was fir die Beteiligung von P2X,-Rezeptoren spricht (Wollmann et al. 2005).
Pharmakologisch wurden P2X-Rezeptoren in vitro auch in multipolaren groRen Neuro-
nen des ARC und in Neuronen des DMH und VMH mittels elektrophysiologischen-
und/oder Ca®*-Imaging-Untersuchungen charakterisiert (Sorimachi et al. 2001, Matsu-
moto et al. 2004, Wakamori and Sorimachi 2004). Zumindest auf Ebene des ARC
waren diese als P2X,-Subtyp charakterisierbar (Wakamori and Sorimachi 2004). In
vitro wurde ATP mit GABA in Neuronen des LH von embryonalen Hilhnern und neona-
talen Ratten co-sezerniert, was die Frage nach der Herkunft des ATP beantworten
wirde (Jo and Role 2002). In einer Studie von Kittner et al. (2006) wurde eine Beteili-
gung von P2X-Rezeptoren an der Regulation der Nahrungsaufnahme allein durch die
Tatsache ausgeschlossen, dass a,fme-ATP icv. appliziert keine erhdhte Futteraufnah-
me induzierte - eine Interpretation, die unter der Annahme einer funktionellen P2X,-

Purinozeptor Expression nicht haltbar erscheint.

Hinsichtlich einer mdglichen Beteiligung metabotroper Purionozeptoren an der zentra-
len Kontrolle des Energiehaushaltes konnte demonstriert werden, dass eine restriktive
Futterung bei Ratten zu einer Uberexpression von P2Y;-Rezeptoren in Somata von
Neuronen des DMH, VMH, ARC und LH flhrte, teilweise co-lokalisiert mit nNOS
(Seidel et al. 2006). Pharmakologische Hinweise, dass P2Y:-Rezeptor vermittelte
Effekte an die Synthese von NO gekoppelt sind, zeigte eine in vitro Studie an isolierten,
noradrenerg pra-kontrahierten Mesenterialarterien der Ratte. Eine Perfusion mit Ago-
nisten fur P2Y-Rezeptoren fuhrte zu einem Anstieg von NO und cGMP, sowie zu einer
Vasodilatation (Buvinic et al. 2002). Weiterhin verursachte die icv. Applikation von
ATP/ ADP bei der Ratte eine hohere Futteraufnahme nach 18-stindiger
Nahrungskarrenz als bei der mit aCSF injizierten Kontrollgruppe. Der durch ATP
erzielte Effekt lies sich durch Pra-Applikation des unspezifischen purinergen
Antagonisten PPADS unterdriicken, die durch ADP induzierte Futteraufnahme wurde
durch vorherige Administration eines spezifischen P2Y;-Antagonisten gehemmt.
AufBerdem wurde die Wirkung von ADP durch Infusion sowohl eines spezifischen

NNOS-Inhibitors als auch eines cGMP-Antagonisten unterdriickt, ein weiterer Hinweis
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darauf, dass eine Aktivierung von P2Y-Rezeptoren die NO-Synthese induzierte. In
allen aufgefuhrten Kerngebieten konnte immunhistochemisch auch eine Expression
von P2Y; Rezeptoren in Astrocyten nachgewiesen werden, prozentual am hdchsten im
ARC. In welcher Form Astrocyten in die Regulation der Nahrungsaufnahme involviert
sind, bleibt dato unklar. Mdglicherweise entfernen sie Neurotransmitter aus dem
synaptischen Spalt (Semenoff and Kimelberg 1985), die wahrend der Futteraufnahme
im Hypothalamus freigesetzt werden (Hoebel et al. 1989). Die erhthte neuronale
Expression von P2Y; tragt eventuell dazu bei, die Freisetzung anderer relevanter

orexigener Neurotransmitter (NPY/AGRP im ARC oder Orexin im LH) zu erleichtern.

Eine mogliche Bedeutung des in der vorliegenden Arbeit untersuchten MnPO des ante-
rioren Hypothalamus fur die Energiehomdéostase wird erst in neuester Zeit diskutiert,
nachdem zunachst aufgrund fritherer Untersuchungen am Schaf postuliert wurde, dass
die Ablation des MnPO zu keinerlei Beeintrachtigung der Nahrungsaufnahme geftihrt
hatte (McKinley et al., 1999). Elektrophysiologische in vivo Studien an der Ratte konn-
ten zumindest zeigen, das die Stimulation vagaler Afferenzen mit teilweise gastrointe-
stinalem Ursprung die Entladungsfrequenz osmotisch oder angiotensinerg aktivierter
MnPO-Neurone zu modulieren vermochte (Stocker and Toney 2007). Lasionen des LH
modifizierten die durch nNOS-Blockade im Bereich des MnPO induzierte Diurese/
Natriurese (Saad et al. 2004). Die funtionelle Projektion orexinerger Neurone in den
MnPO konnte durch immuncytochemische Markierung sowie patch-clamp Experimente
an Gehirnschnittpraparationen der Ratte aufgezeigt werden (Kolaj et al. 2008). Dartber
hinaus verursachte die lokale Hemmung neuronaler Schaltkreise im Bereich des MnPO
eine erhdhte nukledre Fos-Translokation in hypocretinergen Neuronen des LH (Kumar
et al. 2008). Hinsichtlich eines MnPO-intrinsischen Purinozeptorsystems ist dato ledig-
lich die Expression des P2X,- bzw. P2Xs-Rezeptors andeutungsweise in der medialen
praoptischen Region sowie dem Nucleus medialis praeopticus beschrieben (Kanjhan et
al. 1999; Guo et al. 2008).

1.9. Regulation des Schlaf-Wach Rhythmus

1.9.1. Bedeutung (extra)hypothalamischer Kerngebiete fur die Hom&o-
stase des zirkadianen Schlaf-Wach Rhythmus

Schlaf ist definiert als ein reversibler, physiologischer Zustand des Organismus, der
durch reduzierte Motilitat und Responsivitéat auf aul3ere Einflisse gekennzeichnet, und

fur hohere Organismen offensichtlich lebensnotwendig ist. Systematischer Schlafent-
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zug ist ein solch schwerwiegender Eingriff in die Regelmechanismen des Kdrpers,
dass er z.B. bei Ratten nach 5 - 30 Tagen zum Tod fuhrt (Rechtschaffen et al. 1983).
Dabei variiert die tagliche Gesamtdauer des Schlafes von wenigen min bei Giraffen bis
zu 20 Std bei mannlichen Lowen (Penzlin 2005). Trotz dieser grundlegenden Bedeu-
tung des Schlafs gibt es Uber seine Funktion nur Hypothesen, die sich im wesentlichen
zwei Kategorien zuordnen lassen und die sich gegenseitig nicht ausschliessen (Horne
1988). Zum einen gibt es einen adaptiven Wert des Schlafes durch Optimierung der
Uberlebensstrategie (Feindvermeidung, Energiesparen), zum anderen fordert der
Schlaf restaurative Prozesse (Wiederherstellung metabolischer Gleichgewichte, Repa-
raturen, Erneuern innerer Resourcen). Beispielsweise wirkt sich Schlafentzug negativ
auf die Wundheilung bei Ratten aus (Gumustekin et al. 2004). Der normale Nachtschlaf
eines Primaten ist nicht etwa ein Kontinuum, sondern er besteht aus mehreren
Schlafzyklen von etwa 90 min Dauer, in denen jeweils eine festegelegte Folge von
Schlafstadien durchlaufen wird. Innerhalb eines Zyklus unterscheidet man eine REM-
Phase (rapid eye movement), gekennzeichnet durch Sakkaden-artige Augenbewegun-
gen hinter geschlossenen Lidern, und einer weitgehenden Atonie der gesamten Ske-
lettmuskulatur) von einer Non-REM-Phase (eingeteilt mit Hilfe der Registrierung tber
das Elektroenzephalogramm (EEG) in vier Stadien mit zunehmender Schlaftiefe)
(Dement and Kleitman 1957).

Auch der Schlaf wird vom Hypothalamus gesteuert. Die an der Regulation des
Schlafes und der Wachheit beteiligten Kerngebiete und Transmitter sollen im Folgen-
den naher erlautert werden. Hinweise darauf, dass der posteriore Hypothalamus fir
den Status des Wachseins und der anteriore Hypothalamus fir den Schlaf zustandig
ist — wieder im Sinne der klassischen Zentrentheorie - stammen aus friihen Studien an
Patienten mit viraler Enzephalitis (von Economo 1923, 1930). Patienten mit komaarti-
gen Schlafzustanden litten unter einem Funktionsverlust der Neurone des posterioren
Hypothalamus und des Hirnstamms, wohingegen bei Patienten mit Schlaflosigkeit
Lasionen im anterioren Hypothalamus zu verzeichnen waren. Die Wachheit wird durch
das aufsteigende retikulare Aktivierungssystem (ARAS) geregelt (Moruzzi and Magoun
1949, Starzl et al. 1951), welches Anteile der pontinen Formatio reticularis umfasst,
intensive afferente Zufliisse aus dem Hinterhorn des Riickenmarks, von Hirnnervenker-
nen sowie zusatzliche Impulse aus dem Cortex erhélt. Der hierbei beschrittene Signal-
weg teilt sich in zwei Aste auf. Cholinerge Neurone des Nucleus tegmentalis peduncu-
lopontinus (PPT) und des Nucleus tegmentalis posterolateralis (LPT) des Hirnstamms
projizieren zu spezifischen Kerngebieten des Thalamus. Die Aktivierung dieser Neuro-

ne ermoglicht die Informationsibermittiung zum Cortex (Hallanger et al. 1987). Die
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Impulsfrequenz der Neurone des PPT/LPT ist wahrend der Schlaflosigkeit und der
REM-Phase erhoht. Der zweite Ast umgeht den Thalamus und aktiviert stattdessen
Neurone des LH, des basalen Vorderhirns (BF) und den gesamten Cortex (Saper
1985, Saper et al. 2001, 2005; Jones 2003). Hieran beteiligte Kerngebiete sind nor-
adrenerge Neurone des Locus coeruleus (LC), serotonerge Neurone der Nuclei raphe,

dopaminerge Neurone des zentralen Hohlengraus und histaminerge Neurone des TM.

Die Aktivierung cortikaler Neurone wird auch durch orexinerge Neurone des LH und
cholinerge/GABAerge Neurone des BF erhoht. Lasionen orexinerger Neurone des LH
durch die lokale Applikation des Neurotoxins Hypocretin-2-Saporin flhrte bei Ratten zu
langanhaltendem Schlafverhalten bis hin zum Koma (Gerashchenko et al. 2003) (ver-
gleiche Kap. 1.8.1). Extrazellulare Ableitungen der Neurone monoaminerger Nuclei bei
Ratten demonstrierte die héchste Entladungsrate im Zustand des vollen Bewusstseins,
eine abnehmende Impulsfrequenz wahrend der Non-REM-Phasen des Schlafes und
eine praktisch nicht mehr vorhandene Aktivitat in REM-Schlafphasen (Aston-Jones and
Bloom 1981, Fornal et al. 1985, Steininger et al. 1999). Gleiches gilt flr orexinerge
Neurone des LH (Lee et al. 2005a), wohingegen cholinerge Neurone des BF vor allem
im Zustand des Wachens und im REM-Schlaf aktiv sind (Lee et al. 2005b). Die Aktivitat
in REM-Schlafphasen bewirkt eine Hyperpolarisation der a-Motoneurone im Ricken-

mark und somit die Atonie der gesamten Skelettmuskulatur.

Hemmend auf die Neurone des Hypothalamus und Hirnstamms, und somit auf das
ARAS, wirken GABA- und Galanin-haltige Neurone des Nucleus praeopticus ventrola-
teralis (VLPO), sowie GABAerge Neurone des MnPO, deren Impulsfrequenz in
Schlafphasen zunimmt. (Gaus et al. 2002, Suntsova et al. 2002, Gvilia et al. 2006,
Szymusiak et al. 2007). Interessanterweise geht die Appliaktion eines milden Warme-
stimulus durch implantierte Thermoden in die POA bei Kaninchen mit Reaktionen ein-
her, die auch bei Beginn des Schlafes beobachtet werden (Aktivierung der Warmeab-
gabemechanismen resultierend in peripherer Vasodilatation mit dem Resultat einer
niedrigeren KT; vergleiche Kap.1.6.1 (Boulant, 1981). Zusatzlich férdert die lokale
Applikation eines milden Warmestimulus der POA bei Katzen die Tiefschlafphase, was
sich in einer signifikanten Zunahme der fur diese Phase charakteristischen niederfre-
quenten Delta-Wellen (0,5 - 4 Hz) im EEG zeigte (Roberts and Robinson 1969). Dies
fuhrte zu der Hypothese, dass Neurone der POA, welche den Schlaf regulieren,
thermosensitiv sind, und erklart so moglicherweise den Abfall der KT wahrend des
Schlafes. Durch Quantifizierung der Entladungsraten thermosensitiver Neurone der

POA bei Ratten und Katzen in vivo wahrend des Schlafes und bei vollem Bewusstsein
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mittels implatierter Thermoden und Elektroden wurde diese Therorie untermauert
(Alam et al. 1995, 1997). Die Entladungsrate warmsensitiver Neurone stieg um etwa
50 % wahrend der Non-REM-Schlafphase, wahrend die Impulsfrequenz kaltsensitiver
Neurone vor allem in Phasen der Schlaflosigkeit anstieg. Immunhistochemische Unter-
suchungen an Ratten, denen Schlaf gewahrt wurde, zeigten eine signifikant hohere
Markierung Fos-positiver Neurone im VLPO, aMnPO und vMnPO, verglichen mit
Tieren, die unter Schlafentzug litten (Gong et al. 2000). Zudem korrelierte die Anzahl
Fos-positiver Neurone positiv mit der Schlafdauer. Durch die Implantation von Elektro-
den im MnPO und der POA, zusammen mit der Ableitung des EEGs, bei Ratten konnte
eruiert werden, dass Neurone des MnPO an der Initierung des Ubergangs vom Zu-
stand des Bewusstseins zum stabilen Non-REM-Schlaf beteiligt sind (hohe Impulsfre-
quenz zu Beginn des Non-REM-Schlafes, abnehmende Impulsfrequenz bei anhalten-
den Non-REM Episoden), wahrend Neurone des VLPO eine Rolle in der Schlaferhal-
tung und —kontinuitat spielen (Aktivitatsanstieg erst wahrend des Non-REM-Schlafes)
(Suntsova et al. 2002). Die Interaktion der beschriebenen Kerngebiete des ARAS und
des MnPO/VLPO erfolgt nach dem sogenannten ,flip-flop switch” (siehe Abb. 9), einer
Bezeichnung aus der Elektrotechnik, die einen eigendynamischen Kreislauf beschreibt,
welcher reziprok verbundene inhibitorische Elemente enthélt. Die Aktivitat eines der
konkurrienden Elemente unterdriickt inhibitorische Einflusse der anderen Seite und
disinhibiert so die eigene Aktivitat. Flip-flop Systeme vermeiden Ubergangszustande,
und so erklart sich moglicherweise, warum der Wechsel von Wachheit zum Schlaf
oftmals ziemlich abrupt vollzogen wird. Evolutionar gesehen ist ein andauernder ,Dam-
merzustand“ zudem ineffektiv fir die Regenerationsprozesse des Kdrpers und geféahr-

lich in Bezug auf die Feindexposition (Saper et al. 2005).

Orexinerge Neurone des LH stitzen das ARAS durch afferente Projektionen zu allen
monoaminergen und cholinergen Kerngebieten des Hirnstamms (Peyron et al. 1998,
Chemelli et al. 1999), zusatzlich bestehen reziproke Konnektivitaten zwischen dem
VLPO/MnPO und dem LH, jedoch exprimieren VLPO/MnPO -intrinsische Neurone
keine Orexinrezeptoren (Marcus et al. 2001, Gong et al. 2005, Yoshida et al. 2006),
und kénnen somit nicht direkt durch den LH inhibiert werden. Diese asymetrische
Beziehung stabilisiert méglicherweise den ,flip-flop switch®, und verhindert ungewollte
Ubergéange zum Schlaf. Ob und wann man schlaft, hangt von zwei Hauptfaktoren ab.
Einmal der zirkadianen Rhythmik, die den Tagesrhythmus definiert, zum anderen von
einer homdéostatischen Komponente, was bedeutet, dass extensive Phasen des Wach-
seins einen langanhaltenden und tiefen Schlaf nach sich ziehen (Erholungsschlaf)
(Borbely 1982).
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Eine zirkadiane Rhythmik (lateinisch circa ,um®, ,um herum*, ,ungefahr* und dies ,der
Tag") nennt man in der Chronobiologie die endogenen Rhythmen, die eine Perioden-
lange von etwa 24 Std aufweisen. Die bedeutendste der die zirkadianen Rhythmen
kontrollierende ,inneren Uhren“ der Saugetiere liegt im SCN (Stetson and Watson-

Whitmyre 1976 ) des Hypothalamus. AuRere Einfliisse wie vor allem die Veranderung

Abbildung 9: Schematische Abbildung des ,,flip-flop switch* Models

A: Waéhrend des Wachseins inhibieren monoaminerge Kerngebiete (blau) Regionen des
anterioren Hypothalamus (rot), was in einer Disinhibition des LC, TM, der Nuclei raphe und der
Aktivitat orexinerger Neurone des lateralen Hypothalamus (LH) (griin) resultiert. Da Neurone
des VLPO/MnPO keine Orexinrezeptoren exprimieren, verstarken orexinerge Neurone des LH
die Exzitationen monoaminerger Neurone, statt direkt GABAerge Neurone des VLPO/MnPO zu
supprimieren.
B: Wahrend des Schlafes ist die Impulsfrequenz GABA- und galaninhaltiger Neurone des
VLPO/MnPO erhdht und unterdrickt so die Impulsfrequenz monoaminerger Neurone des
posterioren Hypothalamus und des Hirnstammes, bzw. orexinerger Neurone des LH was
ebenfalls zu einer Disinhibition der Neurone des VLPO/MnPO fihrt und gleichzeitig durch
Blockade orexinerger Neurone des LH die Aktivierung monoaminerger Neurone verhindert, da
deren Aktivitat den Schlaf unterbrechen wirde.
Die direkte reziproke Verbinding zwischen VLPO/MnPO und LC/TM/Nuclei raphe bildet einen
klassischen ,flip-flop switch”, der langandauernde Ubergangdzustande verhindert, jedoch relativ
instabil ist. Orexinerge Neruone des LH stabilisieren den ,switch®, zirkadiane und homdo-
statische Faktoren wirken regulierend.
Abkirzungen: VLPO Nucleus ventrolateralis praeopticus; MnPO Nucleus medianus
praeopticus; LH lateraler Hypothalamus, LC Locus coerulus, TM Nucleus toberomamillaris,
Raphe Nuclei raphe

(Modifiziert nach Saper et al. 2005, Nature 437)
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wahrend eines 24-Std Tages ist der Wechsel zwischen Wachheit am Tag und dem
Schlafen in der Nacht. Das Hormon Melatonin, gebildet von den Pinealocyten der Epi-
physe, ist ein wichtiger Mediator des Tag-Nacht Rhythmus. Die Melatoninkonzentration
im Blut folgt einem zirkadianen Muster mit hohen Werten in der Nacht und niedrigen
wahrend des Tages. Uber spezifische Photorezeptoren in der Retina wird der tagliche
Hell-Dunkel Wechsel wahrgenommen und diese Information gelangt Gber den retino-
hypothalamischen Trakt zum SCN. Uber multisynaptische Afferenzen (vom SCN zum
pPVN, hier Umschaltung auf deszendierende Bahnen zum Nucleus intermediolateralis
des Rickenmarks, Uber Truncus vagosymphaticus zum Ganglion cervicale superior
(GCS)) erreichen postgangliondre symphatische Fasern die Epiphyse (Larsen 1999).
Hier bewirkt Noradrenalin B-Rezeptor vermittelt in den Pinealocyten letztendlich Uber
intrazellulare Signaltransduktionsmechanismen eine erhdhte Aktivitat der N-Acetyl-
transferase und somit eine gesteigerte Melatoninsynthese (Kappers 1960, Moore 1978,
Klein 1985).

Unter Lichteinfluss ist die Impulsfrequenz GABAerger Neurone im SCN erhéht und die
Melatoninsynthese gehemmt (Gao and Moore 1996). Melatonin seinerseits supprimiert
u.a. Uber metabotrope MT;-Rezeptoren die Impulsfrequenz der Neurone des SCN
(Reppert et al. 1994) und wirkt schlaffordernd (Dijk and Cajochen 1997, Stone et al.
2000, Krauchi and Wirz-Justice 2001). Der SCN weist nur geringgradig efferente
Projektionen sowohl zu VLPO und LH auf (Watts et al. 1987, Abrahamson et al. 2001,
Chou et al. 2002), und projiziert indirekt Gber die subparaventrikulare Zone (SPZ) und
die POA zum MnPO (Deurveilher and Semba 2003). Im VLPO/MnPO wird am Tag
GABAerg deren Aktivitdit gehemmt. Der grof3te Teil der Efferenzen projiziert jedoch
uber die SPZ zum DMH (Lu et al. 2001, Deurveilher and Semba 2005). Der DMH
wiederum hat ausgepragte Konnektivitdten zum VLPO (GABAerge Aktivititshemmung
des VLPO) und zum LH (Uber Glutamat und TRH vermittelte Aktivierung orexinerger
Neurone des LH) (Thompson et al. 1997, Chou et al. 2002, 2003, Yoshida et al. 2006).
Der DMH hat eher schwach ausgepragte Konnektivitaten zu Kerngebieten des Hirn-
stammes, diese bestehen jedoch durch die Projektionen des LH (siehe oben). Neuro-
toxische Lasionstudien des DMH von Ratten resultierten nicht nur in einer gestorten
zirkadianen Rhythmik des Schlaf-Wach Verhaltens, sondern auch in verminderten
Plasmaspiegeln an Corticosteroiden, einer reduzierten lokomotorischen Aktivitat und
einer geringeren Nahrungsaufnahme (Chou et al. 2003), was einmal mehr die enge
Vermaschung mehrerer homdoostatischer Regelkreise demonstriert (vergleiche Kap.
1.8.1) sowie verdeutlicht, dass zirkadian nicht nur der Schlaf-Wach Rhythmus, sondern

auch viele andere Korperfunktionen reguliert werden.

53



1 Einleitung

1.9.2. Physiologische Bedeutung purinerger Signalibertragung in der

Regulation des Schlafes

Adenosin als Neuromodulator ist fir die homgostatische Regulation des Schlafes von
grol3er Bedeutung (Radulovacki et al. 1984, Benington and Heller 1995, Strecker et al.
2000). Die Entdeckung hypnogener Effekte von Adenosin gehen zuriick auf das Jahr
1954 (Feldberg and Sherwood 1954). Icv. Applikation von Adenosin in den lateralen
Ventrikel von Katzen induzierte Schlaf-ahnliches Verhalten. Diese Beobachtungen
wurden durch Untersuchungen an Ratten gestutzt. Die icv. Applikation von Adenosin-
Analoga fuhrte bei diesen Tieren zu einem Anstieg des niederfrequenten Deltaschlafes
(slow wave sleep = SWS), charakteristisch fir die tiefe Non-REM Schlafphase
(Radulovacki 1985). Die Applikation eines Aj;-Agonisten in den Bereich des BF von
Katzen durch Mikrodialyse sowie eines A,-Agonisten in den VLPO fdrderte bei Ratten
bzw. Katzen die Schlafrigkeit, reduzierte die Wachsamkeit und induzierte die Expres-
sion von c-Fos (Portas et al. 1997, Scammell et al. 2001). Mehr noch, ein Schlafentzug
fur sechs Stunden fuhrte im BF von Katzen zu einem markanten Anstieg der Adenosin-
konzentration, der erst bei Eintritt in die nachfolgende Schlafphase wieder abnahm
(Porkka-Heiskanen et al. 1997). Dieses Phanomen wurde in anderen extrahypothala-
mischen Regionen wie Thalamus oder Nuclei raphe nicht beobachtet, was die Spezifi-
tat des BF und des VLPO als Zielstrukturen fur die purinerge Modulationen des Schlaf-
Wach Verhaltens unterstreicht (Strecker et al. 1999).

Koffein und Theophyllin reprasentieren potente Antagonisten an A;- und Aa-Rezepto-
ren und erh6hen dementsprechend die Wachsamkeit. Aufgrund ihrer hydrophoben
Eigenschaften sind sie membrangéngig, so dass sie nach oraler Aufnahme und
Resorption im Magen-Darm Trakt Uber den Blutweg das ZNS erreichen kdnnen
(Schwierin et al. 1996, Fredholm et al. 1999). Diese Beobachtungen fuhrten zu der
These, dass Adenosin im ZNS die Funktion eines homdostatischen Schlafregulators
einnimmt (,Schlaf-Faktor”). Der Metabolismus von Adenosin ist an den Energiestoff-
wechsel gekoppelt, der fur die Beziehung von neuronaler Aktivitdt und ,Schlaf-Drang"”
relevant ist (Benington and Heller 1995). Phasen langerer Schlaf-Deprivation resultie-
ren in einem Abbau der Glycogenreserven und der intrazellularen ATP-Konzentration
des ZNS (Kong et al. 2002, Shepel et al. 2005). Der intrazellulare Metabolismus von
ATP fiihrt zu einem Anstieg von Adenosin (u.a. Uber die Aktivitdt der Zytosolischen 5°-
Nukleotidase (Montero and Fes 1982) oder Inhibition der Adenosin-Deaminase (Lloyd
and Fredholm 1995)), welches Uber sogenannte unspezifische ,equilibrative nucleoside
transporters® (ENTSs) in den Extrazellularraum ausgeschleust wird (Dunwiddie and
Masino 2001, Latini and Pedata 2001). Diese Transporter sind bidirektional aktiv, d.h.
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abhangig vom Konzentrationegradienten werden Purine und Pyrimidine in den Extra-
oder Intrazellularraum transportiert (Latini and Pedata 2001). Der massive Anstieg der
extrazellularen Adenosin-Konzentration resultiert nicht nur aus einer Zytosolischen
Formation, sondern auch durch extrazellularen Abbau von ATP (vergleiche Kap. 1.5)
(Dunwiddie et al. 1997). Die Tatsache, dass Nitrobenzylthioinosine als potente
Antagonisten an ENTs nach microdialytischer Mikroapplikation in das BF von Katzen
zu einem Anstieg der extrazellularen Adenosinkonzentration fuhrten, spricht dafur,
dass unter physiologischen Bedingungen eine Adenosinaufnahme ins Zytosol,
entsprechend dem Konzentrationsgradienten, erfolgt, die sich unter pathologischen
Bedingungen (Schlafmangel) umkehrt, und somit der intrazellularen Bildung von ATP

grol3ere Bedeutung zukommt (Porkka-Heiskanen et al. 1997).

Die Entladungsrate cholinerger Neurone des BF ist in der Phase der Schlaflosigkeit am
héchsten (Szymusiak and McGinty 1989, Jones 1993). Uber Projektionen zum Cortex
sind diese Neurone massiv am Zustand der Vigilanz beteiligt. In vitro patch clamp
Studien am Gehirnschnitt von Ratten sowie in vivo Studien an wachen Ratten und Kat-
zen (extrazellulare Ableitung cholinerger Neurone und microdialytische Applikation von
Adenosin) fuhrten zu einer Abnahme der Impulsfrequenz cholinerger Neurone. Da-
durch konnte wiederum die physiologische Relevanz von Adenosin als homdostati-
schem Regulator des Schlafes untermauert werden. Die Frage nach der Beteiligung
des Rezeptor-Subtyps klarte sich erneut durch die microdialytische Applikation spezifi-
scher Agonisten und Antagonisten an P1-Rezeptoren in das BF von Katzen (Thakkar
et al. 2003). A;-Rezeptor Agonisten supprimierten die Impulsfrequenz cholinerger Neu-
rone, A;-Antagonisten erhéhten deren Exzitationen. Aya-Agonisten und Antagonisten
waren ineffektiv. Zudem flhrte ein sechsstiindiger Schlafentzug bei Ratten zu einer
ausgepragten Hochregulierung von A;-Rezeptor-, nicht jedoch A,s-Rezeptor-spezifi-
scher mRNA (Basheer et al. 2001). Der hierbei beschrittene intrazellulare Signalweg
fuhrte nach Interaktion von Adenosin und A;-Rezeptoren zu einer Aktivierung der
Phospholipase C (Freund et al. 1994) mit nachfolgendem Anstieg der [Ca?'];, und
anschliel3ender Stimulation der Proteinkinase C. Dies wiederum bedingte eine Translo-
kation des Transkriptionsfaktors NF-kB in den Zellkern und induzierte die Expression
von A;-Rezeptoren (Porkka-Heiskanen et al. 2002). Dennoch unterschied sich das
Schlaf-Wach EEG-Muster in Aj;-Rezeptor knock-out Mausen nach sechsstindigem
Schlafentzug nicht signifikant von dem des Wild-Typ Stammes (Stenberg et al. 2003).
Zudem fuhrte die icv. Applikation eines A;-Agonisten in Ajx-Rezeptor knock out
Méausen auch nicht zu einem veranderten Schlafverhalten, wohingegen die icv.

Applikation eines Aza-Agonisten im Wild-Typ-Stamm schlafférdernd wirkte (Urade et al.
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2003). Aja-Rezeptoren sind verstarkt in der Leptomeninx encephali von Ratten
exprimiert (Sebastiao and Ribeiro 1996). Die Infusion eines A,a-Agonisten in den
Subarachnoidalraum in der Nahe des BF bei Ratten erhoht sowohl! die Non-REM, als
auch die REM Schlafphase, wohingegen A;-Agonisten Schlaf inhibierten (Satoh et al.
1996). Im direkt angrenzenden VLPO, in dem GABAerge, schlaf-aktive Neurone
lokalisiert sind (siehe oben) (Sherin et al. 1996), konnte bei Ratten nach
subarachnoidaler Infusion eines A,-Agonisten eine signifikant erhohte c-Fos-
Expression mittels immunhistochemischen Nachweises des Fos-Proteins im Vergleich
zu mit aCSF behandelten Kontrolltieren beobachtet werden (Scammell et al. 2001).
Gleichzeitig stieg die Konzentration an GABA in histaminergen Neuronen des TM an
(Hong et al. 2005), was impliziert, dass A.s-Rezeptor-vermittelt Uber Aktivierung
GABAerger Neurone des VLPO das histaminerge Vigilanzsystem des TM gehemmt
wird. In vitro patch-clamp Studien an VLPO-enhaltenden Gehirnschnitten von Ratten
demonstrierten zwei mogliche Efekte von Adenosin an As-Rezeptoren des VLPO.
Zum einen eine direkte Aktivierung GABA-erger Neurone (Gallopin et al. 2005), zum
anderen Uber prasynaptische As-Rezeptoren eine Blockade inhibitorischer GABAerger
Afferenzen, was wiederum die Disinhibition schlaf-aktiver VLPO-Neurone nach sich
zog (Morairty et al. 2004). Es gibt daher klare Hinweise fir eine Beteiligung sowohl von
sowohl A;-, als auch A,x-Rezeptoren an den hypnogenen Effekten des Adenosins,
jedoch in unterschiedlichen Regionen des ZNS. Mdoglicherweise sind A;-Rezeptoren
mehr in die normale homoostaische Regulation involviert, wohingegen A,a-Rezeptoren
mehr an der Schlafinduktion durch leptomenigeale Entziindungen beteiligt ist, da die
hypnogenen Effekte von Prostaglan-din D2 an die Interaktion mit A,a-Rezeptoren

gekoppelt zu sein scheinen (Satoh et al. 1996).

Die groRRe physiologische Bedeutung von Adenosin und P1-Rezeptoren in der homdoo-
statischen Regulation des Schlafes steht einer offensichtlich entweder geringfligigen
oder noch nicht ndher bekannten Bedeutung ionotroper und metabotroper P2-Rezep-
toren gegenuber. Auf der Basis molekularer (single cell RT-PCR) und pharmakologi-
scher (patch clamp und extrazelluldare Ableitungen) Studien konnten sowohl P2X,- als
auch P2Y;- und P2Y,-Rezeptoren in histaminergen Neuronen des TM nachgewiesen
werden (Vorobjev et al. 2003a, Sergeeva et al. 2006). Deren physiologische Relevanz
ist allerdings noch unklar. Die Charakterisierung von P2X,-Rezeptoren orexinerger
Neurone des LH und deren Bedeutung bei der Nahrungsaufnahme und/oder des
Schalf-Wach Verhalten wurde bereits in Kap. 1.8.2 aufgefuhrt (Wollmann et al. 2005,
Florenzano et al. 2006).
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1.10. Purinerge Rezeptoren und Gliazellen

Im Rahmen der Abhandlung vier wichtiger homdostatischer Systeme zur Konstant-
haltung der Korperkerntemperatur, des Salz- und Wasserhaushaltes, der Nahrungsauf-
nahme sowie der circadianen Rhythmik inkl. des Schlaf-Wach Verhaltens wurde je-
weils die mdgliche Bedeutung purinerger Signaltransduktion und Rezeptoren erlautert.
Dabei stand naturgemaR die neuronale Komponente einzelner Gehirnstrukturen vor
allem des Hypothalamus im Vordergrund des Interesses. Neben den Neuronen kénnen
jedoch auch Gliazellen, also Astrocyten, Oligodendrocyten oder Mikrogliazellen Ziel-

strukturen flr ATP oder Adenosin reprasentieren.

1.10.1.  Astrocyten

Erste Untersuchungen zur modulatorischen Wirkung von ATP an Astrocyten stammen
aus den 1980er Jahren (Neary et al. 1988). So induzierte die Applikation von ATP
einen Anstieg der [Ca?"];,, in Astrocyten einer Primarkultur aus dem Cortex neonataler
Ratten, gemessen als Nettoaufnahme von radioaktiv markiertem **Ca®*, wobei es mog-
licherweise Uber Aktivierung der Proteinkinase C zu einer Stimulation der Prostaglan-
dinsynthese kam (Murphy et al. 1988, Dumuis et al. 1989). Die Tatsache, dass in
Astrocyten eine Vielzahl an ionotropen und metabotropen Purinozeptoren exprimiert
wird (P2X1.7, P2Y1546121314) (Abbracchio et al. 1995a, Franke et al. 2001a, Fumagalli
et al. 2003), gibt Hinweise darauf, dass ATP als physiologischer Mediator an der neu-
roglialen oder interglialen Kommunikation beteiligt ist, und dass spezifische Rezeptor-
subtypen abhéngig vom funktionellen Zustand der Zelle und den herrschenden (patho-)
physiologischen Konditionen transkribiert, translatiert und schlief3lich in die Zellmem-
bran transloziert werden (Barres 1991, Abbracchio and Ceruti 2006).

Diese ,Kommunikation via ATP* wurde mehrfach an primaren Astrocytenkulturen aus
dem Cortex neonataler Mause und Ratten, der Retina der Ratte (Muller-Zellen) und an
Mischkulturen aus Astrocyten und Mikrogliazellen des Hippocampus embryonaler
Ratten demonstriert. Elektrische, mechanische, und/oder chemische Stimulation (ATP)
eines Astrocyten induzierte mikrospektrofluorimetrisch-detektierbare Calcium-Oszil-
lationen in dieser Zelle, die sich aufgrund der Kopplung durch gap junctions in direkt
benachbarten Astrocyten fortpflanzten. Im extrazellularen Medium konnte post stimula-
tionem ein Anstieg der ATP-Konzentration verzeichnet werden (Messung mittels HPLC
und/oder Luciferin/Luciferase-Assay). Diese Effekte liel3en sich durch den allgemeinen
Purionoceptor Antagonisten PPADS inhibieren (Hassinger et al. 1996, Newman and
Zahs 1997, Guthrie et al. 1999, Haydon 2001, Coco et al. 2003). Die Stimulation der
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neuroglialen Kommunikation durch ATP wurde an Praparationen der Retina der Ratte
(Newman 2003, 2004) sowie des Hippocampus von Mausen und Ratten (Zhang et al.
2003, Pascual et al. 2005) demonstriert. Chemische und/oder mechanische Stimula-
tionen der entsprechenden Gliazellen aktivierten die Freisetzung von ATP, welches
extrazellular enzymatisch zu Adenosin hydrolysiert wurde und via Interaktion mit A;-
Rezeptoren einerseits die prasynaptische Glutamatfreisetzung an CA3- und CAl-
Synapsen inhibierte (Zhang et al. 2003), oder andererseits Uber einen erhéhten K-
Einstrom zu einer Hyperpolarisation der retinalen Ganglienzellen fiihrte und so deren

spontane Exzitation hemmte (Newman 2003, 2004).

Neben diesen Kurzzeit-Effekten sind auch Langzeit-Effekte beschrieben, die durch
ATP in Astrocyten induziert werden. ATP wird infolge von Entziindungen des ZNS
(traumatisch oder ischamisch bedingt) signifikant aus Neuronen und Gliazellen freige-
setzt und bewirkt Gber die parakrine oder autokrine Aktivierung ionotroper und metabo-
troper purinerger Rezeptoren neuroglialer Zellkomponenten eine Modulation ihrer
Genexpression. In einigen Studien kam es letztlich zur Astrocytenproliferation und als
Endresultat wurde eine astrocytdre Vernarbung konstatiert (reaktive Astrogliose)
(Neary et al. 1996, Abbracchio et al. 1999, Franke et al. 1999, Abbracchio and Ceruti
2006). Erste Hinweise auf die proliferative Wirkung von ATP und Aktivierung von
Astrocyten stammten aus Untersuchungen an Primérkulturen striataler Astrocyten von
Ratten (Abbracchio et al. 1995, Bolego et al. 1997). Die Stimulation dieser Zellen mit
ATP und dessen Derivaten induzierte die Expression von c-fos und c-jun und, nach
dreitagiger Inkubation mit ATP, morphologische Zellveranderungen in Form einer Elon-
gation astrocytarer Zellfortsatze. Diese Effekte liesen sich durch Suramin und PPADS,
nicht jedoch durch den P2X-spezifischen Antagonisten TNP-ATP inhibieren, was eine
Beteiligung metabotroper purinerger Rezeptoren implizierte (Bolego et al. 1997, Bram-
billa et al. 2002). Mittlerweile weiss man, dass sowohl Uber die Aktivierung von iono-
tropen (P2X,, P2X>) als auch metabotropen (P2Y;) purinergen Rezeptoren eine Signal-
kaskade mit Aktivierung der extrazellular regulierten Kinasen (ERK) und der Proteinki-
nase B in cortikalen Astrocyten neonataler Ratten induziert wird, wodurch letztlich die
Astrogliose bedingt ist (Brambilla et al. 2003, Neary et al. 2003, Jacques-Silva et al.
2004, Neary and Kang 2005). Dennoch ist eine Vielzahl der an dieser Signaltransduk-
tion beteiligten Purinozeptoren bislang nicht eindeutig charakterisierbar (Neary and
Kang 2005). Weiterhin ist in diesem Zusammenhang via ATP die Freisetzung von
Arachidonséure und die Hochregulierung der COX-2, hemmbar durch PPADS, be-
schrieben (Bolego et al. 1997, Brambilla et al. 1999), was die Bildung von PGE; als

einem der Endmediatoren der reaktiven Astrogliose durch Stimulation purinerger

58



1 Einleitung

Rezeptoren impliziert. Microapplikationen von a,me-ATP, ADP und UTP und/oder
PPADS in den Nucleus accumbens (NAC) von Ratten beweisen einmal mehr die Hete-
rogenitat der an der reaktiven Astrogliose beteiligten purinergen Rezeptoren (Franke et
al. 2001b). Die anschlieRenden Immunfluoreszenzstudien zur vermehrten Lokalisation
von astrocytarem glial fibrillary acidic protein (GFAP) im lasionierten Bereich deuteten
auf mitogene Effekte fur a,fme-ATP und ADP, nicht jedoch fur UTP, hin. Vorbehand-
lung mit PPADS vermochte die mitogene Wirkung der genannten ATP-Analoga zu
unterdriicken. Der immunhistochemische Nachweis von P2Y; und P2X; Rezeptorpro-
tein kann als Hinweis auf die Bedeutung sowohl ionotroper als auch metabotroper
purinerger Rezeptoren dienen, wobei dato nicht untersuchte Rezeptor-Subtypen nicht
ausgeschlossen werden konnen. Im NAC konnte mittels RT-PCR die Expression aller
P2X-Subtypen nachgewiesen werden (Franke et al. 2001a). Auf Proteinebene konnten
P2X,, P2X3 und P2X, mit GFAP als Astrocytenmarker co-lokalisiert werden. Nachdem
eine gezielte Lasion im NAC gesetzt wurde, konnten auch die unter physiologischen
Bedingungen auf Proteinebene nicht nachweisbaren Rezeptoren P2X; und P2X;
immunhistochemisch dokumentiert werden, was auf ein verandertes Expressions-

muster purinerger Rezeptoren unter pathophysiologischen Bedingungen hindeutet.

1.10.2. Oligodendrocyten

Oligodendrocyten (OD) reprasentieren die Myelinscheiden-bildenden Zellen des ZNS,
welche die Axone der Neurone spiralférmig umgeben und dadurch eine elektrische Iso-
lierung und saltatorische Ausbreitung der Aktionspotentiale erméglichen (Bunge et al.
1978, Trotter 1993, Zalc 1995). In den 1990er Jahren konnte demonstriert werden,
dass die Applikation von ATP in Abhéngigkeit vom Alter der verwendeten Tiere und der
Lange der Kultivierungszeit der ODs einen Einstrom von Calciumionen in das Zytosol
kultivierter OD induzierte (Kastritsis and McCarthy 1993, He and McCa rthy 1994,
Takeda et al. 1995). Erste Studien zur physiologischen Wirkung von ATP an OD-
intrinsischen Purinozeptoren finden sich in der Fachliteratur erst seit Anfang dieses
Jahrtausends. Durch Western-Blot Analyse konnte in OD-Isolaten aus dem ZNS neo-
nataler Ratten die Expression sowohl ionotroper (P2X;, P2X,, P2X3, P2X, und P2X7)
als auch metabotroper (P2Yy, P2Y, und P2Y,) Purinozeptoren nachgewiesen werden
(Meomartini et al. 2003). Funktionell konnten P2X;- und P2Y-Purinoceptoren mittels
mikrospektrofluorimetrischer Untersuchungen und Einsatz spezifischer Agonisten und
Antagonisten charakterisiert werden (Agresti et al. 2005). Neuronal generierte Aktions-
potentiale scheinen die Reifung axonnaher Oligodendrocyten zu induzieren. So indu-

Zierte axonal, nicht-synaptisch freigesetztes ATP (bzw. anschlielend durch Hydrolyse
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entstandenes Adenosin) in Co-Kulturen sensorischer Neurone und OD-Vorlauferzellen
sowohl die morphologische Entwicklung als auch Myelinsynthese der ODs. Dies repra-
sentiert einen der wichtigsten Mechanismen der Kommunikation zwischen Axonen und
myelinbildenden Gliazellen (Fields and Stevens-Graham 2002, Stevens et al. 2002).
An dieser durch ATP und/oder Adenosin stimulierten Differenzierung von Vorlaufer-
zellen der Oligodendrocyten zu reifen Gliazellen wird die Beteiligung heterodimerer A;-
und P2Y-Rezeptoren diskutiert (Yoshioka et al. 2001, 2002).

Die modulatorische Wirkung von ATP in Bezug auf eine erhdhte Axonmyelinisierung
konnte an ausdifferenzierten ODs (3 - 4 Wochen kultiviert) in einer Mischkultur mit
Neuronen des DRG embryonaler Mause histochemisch mittels Sudan Schwarz zum
Nachweis lipidreicher Zellstrukturen demonstriert werden (Ishibashi et al. 2006). Die
Applikation von Adenosin hatte in diesem Stadium keine Auswirkung auf eine vermehr-
te Myelinbildung. Dabei konnte gezeigt werden, dass die neuronal generierten elek-
trischen Impulse zu einer axonalen Freisetzung von ATP fihrten, welches an Astro-
cyten die Abgabe des Leuké&mie-inhibierenden-Faktors (LIF) induzierte, der in niedri-
gen Konzentrationen einen Anstieg der Myelinbildung der OD forcierte; hohe LIF-

Konzentrationen wirkten inhibitorisch.

Assays zur Untersuchung der chemotaktischen Wirkung von ATP auf OD-Vorlaufer-
zellen ermoglichten u.a. den Nachweis einer migrationsfordernden Wirkung von ATP
(Frost et al. 2000, Agresti et al. 2005). Wahrend die Stimulation von Astrocyten mit
ATP eindeutig deren Proliferation induzierte (reaktive Astrogliose siehe oben)
(Abbracchio et al. 1999), weist die Applikation von ADP und ATP an isolierten OD eher
auf antiproliverative Effekte hin (Agresti et al. 2005). Eine 24-stiindige Inkubation
kultivierter ODs mit PDGF (platelet-derived growth factor) und ATP sowie ADP oder
Adenosin inhibierte signifikant die Aufnahme von Bromdesoxyuridin (BrdU) im Ver-
gleich zur Inkubation von PDGF per se. Zusammengefasst liefern diese Daten Hinwei-
se darauf, dass ATP (und vielleicht auch andere Nucleotide), welches unter inflamma-
torischen Bedingungen (siehe Kap. 1.10.1) im ZNS freigesetzt wird, mdglicherweise
den Prozess der Remyelinisierung der Axone bei inflammatorisch demyelinisierenden
Krankheiten wie z.B. Multipler Sklerose (MS) regulieren. So lieferten Untersuchungen
der MS am Mausmodell der experimentellen autoimmunen Enzephalomyelitis (EAE)
wichtige Anhaltspunkte fur die Bedeutung von LIF fur die Remyelinisierung der Axone
(Butzkueven et al. 2002).
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1.10.3.  Mikroglia

Die Mikroglia stellen eine Gruppe immunkompetenter Zellen des ZNS dar, die mogli-
cherweise von wahrend der spaten embryonalen und friihen postnatalen Entwicklungs-
phase in das Gehirn eingewanderten Monocyten abstammt (Perry et al. 1985, Ash-well
1991, Milligan et al. 1991; Farber and Kettenmann 2005). Darlber hinaus wird dis-
kutiert, ob es im adulten Organismus zu einer Neudifferenzierung von sekundar aus
dem roten Knochenmark eingewanderten Zellen kommen kann (Soulet and Rivest
2008). Unter physiologischen Bedingungen im gesunden Gehirn sind Mikrogliazellen
durch eine charakteristisch verzweigte Form gekennzeichnet (,ruhende/nicht aktivierte
Mikroglia“), wahrend diese unter pathologischen Bedingungen (Traumata, Inflammation
u.a.) aktiviert werden und der morphologische Zustand der Zellen sich hin zu einer
amoboiden Form verandert (Kreutzberg 1996, Boucsein et al. 2000). In diesem Status
sind Mikrogliazellen zur chemotaktisch induzierten Migration und Proliferation sowie
Freisetzung immunmodulatorischer Substanzen (beispielsweise Cytokinen oder NO) in
der Lage (Garden and Moller 2006, Harnisch and Kettenmann 2007).

RT-PCR, Western-Blot und/oder pharmakologische sowie zellbiologische Untersu-

xxxxx

(Maus-N9) als auch in nativen Mikroglia der Maus und Ratte (Gebicke-Haerter et al.
1996, Hammarberg et al. 2003, Sasaki et al. 2003, Bianco et al. 2005, Xiang and Burn-
stock 2005a). Quantitativ vorherrschend findet man in der Mikroglia der Ratte die Puri-
nozeptor-Subtypen P2X, und P2X;, sowie P2Y,, P2Ys und P2Y,, exprimiert (Inoue
2006).

Die Inkubation einer Priméarzellkultur cortikaler Mikroglia neonataler Ratten mit ATP
bewirkte eine durch P2Y-Rezeptor Aktivierung vermittelte, zielgerichtete Migration
(Chemotaxis), wobei vor allem P2Y1,- oder P2Y,-like-Rezeptoren beteiligt schienen
(Honda et al. 2001). Durch Depletion der extrazellularen Calciumkonzentration sowie
Applikation spezifischer Gj,-gekoppelter P2Y-Antagonisten konnte eine Beteiligung von
P2X-Rezeptoren ausgeschlossen werden. Die der Rezeptor-Bindung nachgeschaltete,
intrazellulare Signalkaskade erwies sich als sehr komplex und involvierte die Aktivie-
rung von Rac (kleine GTPase) mit nachfolgender Ausstllpung der Zellmembran und
Bildung von Lamellipodien (Ridley et al. 1992, Hall 1998), morphologische Zellverande-
rungen, die fur die chemotaktische Migration von Bedeutung sind. Diese in vitro Studie

demonstrierte, dass eine Aktivierung und Migration von Mikroglia in vivo aufgrund einer
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Verletzung des ZNS, mdglicherweise durch die Freisetzung von ATP aus umliegenden

geschadigten Neuronen und deren Axonen, zurickzufihren war.

Die durch ATP induzierte Freisetzung proinflammatorischer Cytokine im Zusammen-
hang mit der Fiebergenese wurde in Kap. 1.6.3 bereits erwahnt und wird in der
Literatur kontrovers diskutiert (Garden and Moller 2006; Inoue 2008). Wahrend Choi et
al. (2007) zentralem ATP eine inflammatorische Wirkung zuschreibt, belegen Studien
von Gourine und Mitarbeiter (2002, 2005, 2007) das Gegenteil. Die Stimulation einer
aus dem Gehirn neonataler Ratten etablierten, primaren Mikrogliazellkultur mit ATP
und dem P2X; -Purinozeptor Agonisten Bz-ATP flihrte zur vermehrten Expression von
TNF-a mRNA sowie zur Freisetzung von bioaktivem TNF-a in den Zellkulturiberstand
(Hide et al. 2000, Suzuki et al. 2004). Die nach Rezeptoraktivierung angestofR3ene
Signalkaskade schlie3t die Aktivierung von ERK und p38 (Mitglieder der MAPK-
Familie) sowie der JAK ein. Wahrscheinlich spielt die Aktivierung von p38 eine Schlis-
selrolle in der Cytokinfreisetzung. So identifizierten Studien an humanen Monozyten
p38 als spezifischen Angriffspunkt einer neuen Klasse Cytokin-supprimierender, anti-
inflammatorischer Arzneimitteln (Pyridinyl-Imidazole) (Lee et al. 1994). Die Aktivierung
von p38 konnte durch Applikation von BBG (P2X7;-Antagonist) unterdriickt werden
(Suzuki et al. 2004). Die Phosphorylierung der MAPK verursachte méglicherweise eine
Aktivierung sowohl von Komponenten des Transkriptionsfaktors AP-1 als auch von NF-
KB (p65), welche in die Transkription des TNF-a Gens involviert sind. Letzteres konnte
nach Stimulation der Mikrogliazelllinie N9 mit ATP demonstriert werden (Ferrari et al.
1997a). Die Aktivierung der ERK scheint P2X; unabhéngig zu sein, da BBG sich nicht
als potenter Inhibitor der Phosphorylierung erwies (Suzuki et al. 2004). Die Aktivierung
der ERK ist von entscheidender Bedeutung fur Produktion und Freisetzung von TNF-q,
indem sie die Aktivitat von TACE (TNF-a converting enzyme) reguliert. TACE konver-
tiert das membrangebundene, 26 kDa grofRe pro-TNF in die kleinere (17 kDa), l6sliche
Form an der Zelloberflache (Moss et al. 1997, Rosendahl et al. 1997).

ATP ist ebenfalls in der Lage, die Freisetzung von IL-6 zu stimulieren. Die Inkubation
von MGb5-Zellen (permanente Mikrogliazelllinie aus p53 deffizienten Mausen) mit ATP
bewirkte nach sechs Stunden einen messbaren IL-6 Anstieg (Shigemoto-Mogami et al.
2001), welcher weder durch ADP, UTP oder Adenosin reproduzierbar war. Die
Tatsache, dass die TNF-a Sekretion sowohl nach Inkubation von MG-5 Zellen als auch
primérer Mikroglia mit ATP bereits nach einer Stunde anstieg und nach drei bzw. sechs
Stunden ein Maximum erreichte (Hide et al. 2000, Shigemoto-Mogami et al. 2001),
fuhrte zu der Annahme, dass ATP die Abgabe von IL-6 sekundar, infolge der Frei-
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setzung von TNF-a und/oder IL-1B induziert haben konnte. Dies konnte sowohl fur
primare Astrocytenkulturen neonataler Ratten (Norris et al. 1994), als auch fir humane
Fibroblasten demonstriert werden (Zhang et al. 1990). Auch die mikrogliale IL-6 Frei-
setzung ist an die Aktivierung der MAP-Kinase p38 gekoppelt, jedoch unabh&ngig von
einer Beteiligung des P2X;-Purinozeptors. Bz-ATP aktivierte zwar p38, bewirkte jedoch
nicht die Synthese von IL-6. Anscheinend ist die Freisetzung von IL-6 an die Expres-
sion metabotroper Rezeptoren gebunden, da eine Co-Inkubation mit ATP und Inhibi-
toren der PKC die IL-6 Synthese signifikant supprimierten (Shigemoto-Mogami et al.
2001). Diese These wird zum Teil durch in vivo Versuche an P2X; knock-out Mausen
gestutzt, und steht ihr dennoch kontréar gegentiber (Solle et al. 2001). Priméarziel dieser
Studie war es, die Freisetzungsmechanismen von IL-13 zu untersuchen. LPS per se
induzierte zwar die Bildung von pro-IL-1B in Mikrogliazellen von Mausen, die Freiset-
zung an prozessiertem, ,reifen IL-1p jedoch nur eingeschréankt. Dies fuhrte zu der For-
derung eines weiteren, extrazellularen Stimulus in Kombination mit LPS fir die IL-13
Reifung und Freisetzung. Dass hierbei ATP eine groRe Rolle spielt, konnte Mitte der
1990er erstmals demonstriert werden Die gleichzeitige Applikation von ATP und LPS
hatte eine signifikante Freisetzung von IL-13 sowohl aus Mikroglia von M&usen als
auch aus humanen Makrophagen zur Folge (Ferrari et al. 1996, 1997b, 1997c). Die
zugrunde liegenden zellularen Mechanismen wurden wenige Jahre spater aufgedeckt.
So induzierte ATP die Aktivierung einer Cystein-Protease (IL-1B converting enzyme
(ICE)/Caspase 1), mit einem Peak sechs Stunden post stimulationem mit LPS. Dieses
Enzym spaltet pro-IL-1 (34 kDa) in IL-18 (17 kDa) (Sanz and Di Virgilio 2000). Fur die
Aktivierung von ICE selber wird eine niedrige K*-Konzentration im Zytosol der Zelle
verantwortlich gemacht (Cheneval et al. 1998). Da weder K*-Kanalblocker noch K*-
lonophore (wie beispielsweise das Antibiotikum Nigericin) physiologischerweise im
Korper vorkommen, scheint der durch ATP-bedingte K*-Ausstrom eine gute Erklarung

fur die Aktivierung von ICE zu sein.

In den letzten Jahren rickte ein weiterer, in Mikrogliazellen exprimierter ionotroper
Purinozeptor-Subtyp (P2X,) in das Interesse der Forschung (Inoue 2008). Der Zusam-
menhang zwischen einer vermehrten Expression von P2X, in Mikroglia im Dorsalhorn
des Rickenmarks in Verbindung mit einer Verletzung der Spinalnerven, und der
Entwicklung einer neuropathisch bedingten taktilen Allodynie wurde bereits in Kap.
1.4.4 erlautert (Tsuda et al. 2003). Studien an murinen BV-2 Zellen (permanente
Mikrogliazelllinie aus der Maus) zeigten, dass eine 48-stindige LPS-Inkubation die
Expression von P2X, sowohl auf mRNA-, als auch Proteinebene markant erhohte;

elektrophysiologisch konnte im Vergleich zu unbehandelten Kontrollzellen ein erhdhter
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lonenstrom durch P2X,-Rezeptoren aufgezeigt werden. Die Offnungswahrscheinlich-
keit des P2X; Purinozeptor-Subtypes hingegen wies keine LPS-induzierte Verénde-
rung auf (Raouf et al. 2007). Diese Daten deuten auf eine Beteiligung von P2X,-Re-
zeptoren am inflammatorischen Geschehen hin. Verglichen mit anderen Agonisten fur
sogenannte ,pattern-recognition receptors* wie TLRs oder NOD2 (nucleotide-binding
oligomerization domain 2), wie beispielsweise Muramyldipeptid, Polyinosin-Polycytidyl
oder R848, scheint LPS der potenteste Induktor einer vermehrten Expression von P2X,
auch in primaren Mikroglia aus dem Gehirn neonataler Ratten zu sein (Guo et al.
2006).

Die physiologische Bedeutung der infolge eines Traumas des ZNS, Infektion,
Entzindung oder Ischamie aus Mikrogliazellen, u.a. via ATP-aktivierten P2X; und/oder
P2X, Rezeptoren freigesetzten Cytokine ist vielfaltig. So wirkt TNF-a auf bislang unbe-
kannte Weise einerseits neuroprotektiv aufgrund der vermehrten Expression antiapop-
totischer und -oxidativer Proteine, sowie der Supression einer Glutamat-induzierten
Apoptose (Suzuki et al. 2004, Inoue 2006). Andererseits auch neurotoxisch, da z.B.
intracerebral applizierte TNF-a-Antikorper eine progressive, TNF-a bedingte Neurode-
generation im experimentellen Tiermodell des Hirninfarktes zu reduzierten vermochten
(Barone et al. 1997, Meistrell et al. 1997). Die Auspragung der TNF-a Wirkung scheint
dabei sowohl vom beteiligten TNF-Rezeptor-Subtyp (Yang et al. 2002) als auch von
der Zeitspanne abhangig zu sein, die nach Eintritt des Ereignisses vergangen ist
(Scherbel et al. 1999). Zusétzlich scheint TNF-a in bezug auf die Entwicklung einer
taktilen Allodynie ein potenter Schmerzinduktor zu sein (Homma et al. 2002). Die
zugrunde liegenden Mechanismen sind noch unklar, beruhen jedoch auf einer
Modulation der Impulsfrequenz sensorischer Neurone (Schafers et al. 2003). Auch die
Funktionen von zentral generiertem IL-6 sind vielfaltig und schlieRen die Fiebergenese,
die Schlafinduktion, Schmerzperzeption, Modulation der Nahrungsaufnahme sowie
Symptome des sickness behaviour mit ein (Hanisch 2002). Welche Bedeutung zentral
freigesetztem IL-6 in vivo aufgrund der Aktivierung purinerger Rezeptoren zukommt, ist
letztendlich noch unklar, da sich die in der Literatur vorhandenen Daten bislang nur auf
die involvierten Signhalkaskaden in MG 5-Zellen beziehen. Tatsache ist, dass ATP in
der Lage ist, die Cytokinfreisetzung aus Mikrogliazellen zu induzieren. Ob diese jedoch

als endogene Pyrogene in Zusammenhang mit der Fiebergenese wirken, bleibt offen.
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1.11. Ziele und Fragestellung der wissenschaftlichen Arbeit

Die Integration sowohl der in sensorischen circumventrikularen Organen (sCVOs) des
Hirnstammes perzipierten humoralen Informationen als auch afferenter neuronaler
Signale mit Bedeutung fir homdostatische Regelsysteme erfolgt unter anderem im
Nucleus medianus praopticus (MnPQO) als Komponente der Lamina terminalis des
anterioren Hypothalamus. Die modulatorische Funktion des MnPO sowie die Beteili-
gung purinerger Rezeptoren bezliglich der Regulation der Kérpertemperatur, des Salz-
und Wasserhaushaltes, des Schlaf-/Wachverhaltens sowie des Energiehaushaltes
reprasentieren die Grundlage der vorliegenden Arbeit. Die funktionelle Expression

purinerger Rezeptoren im MnPO ist in der Literatur bislang nicht beschrieben.

Daher sollte im Rahmen dieser Arbeit eine detaillierte molekularbiologische, immun-
histo- und immuncytochemische sowie vor allem die Zelltyp-spezifische, funktionelle
Charakterisierung ionotroper purinerger Rezeptoren des MnPO erfolgen.

(1) Mittels real-time QRT-PCR sollte die relative mRNA-Expression ionotroper Purino-
zeptoren (P2X; — P2X7) im MnPO neonataler und adulter Tiere aufgezeigt werden.
Diese Untersuchungen sollten sowohl mdgliche ontogenetische Unterschiede in
der Expressionsrate ionotroper purinerger Rezeptoren im MnPO beider Tiergrup-
pen aufzeigen, als auch wegweisend fir die nachfolgende Charakterisierung auf
Proteinebene sein. Darlber hinaus sollte sie als Hilfestellung fir die Auswabhl
geeigneter Agonisten und Antagonisten flr die pharmakologische Charakterisie-
rung der exprimierten Rezeptor-Subtypen dienen.

(2) Die Expressionstudie von P2X-Rezeptoren auf mRNA-Ebene im MnPO-
Parenchym erlaubt keine Riickschliisse auf deren neuro-gliale Verteilung. Zudem
geht eine hohe Expressionsrate der mRNA fiir einen Purinozeptor nicht unbedingt
mit deren Translation in ein funktionelles Rezeptorprotein einher. Daher sollte eine
zelltyp-spezifische Charakterisierung von P2X Purinozeptoren (P2X; — P2X;) auf
Proteinebene mittels immunhisto- und -cytochemischer Methoden durchgefiihrt
werden.

(3) Die pharmakologische Charakterisierung funktionell im Bereich des MnPO expri-
mierter Purinozeptoren sollte auf Einzelzellebene durchgefuhrt werden. Hierzu
musste zundchst eine neurogliale Primarzellkultur des MnPO neonateler Ratten
etabliert werden; Neurone aus ZNS-Préaparaten adulter Ratten kénnen sich nicht
ausreichend differenzieren. An den Zellen der etablierten MnPO-Primérkultur
sollte nachfolgend mittels mikrospektrofluorimetrischer Techniken bei kontinuier-
licher Analyse der intrazellularen Calciumkonzentration ([Ca®‘];,) die Bedeutung
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ionotroper Purinozeptoren fir Aktivierung von Neuronen, Astrocyten und Oligo-

dendrocyten und Mikrogliazellen erarbeitet werden.

(@)

(b)

(c)

(d)

Zunachst sollte die neurogliale MnPO-Primarzellkultur auf ihre Responsivitat
(Calcium-Imaging) bei Superfusion mit ATP, generellen (2Me-SATP) sowie
P2X-Rezeptor-Subtyp spezifischen Agonisten (a,fme-ATP fir P2X; und
P2Xs;, Bz-ATP fur P2X;) getestet werden. Eine funktionelle Expression Ade-
nosin-reaktiver P1-Purinozeptoren sollte mittels Superfusions-Stimulation der
P1-Agonisten NECA (unselektiver Aj/A,-Agonist) und CCPA (A;-spezifischer
Agonist) charakterisiert werden. Fur ATP bzw. 2Me-SATP wurde geplant,
eine detaillierte Dosis-Wirkungsbeziehung zu erstellen sowie fir alle Zelltypen
die Quelle der intrazellularen Calciumsignale zu ermitteln.

lonotrope purinerge Rezeptor-Subtypen unterscheiden sich u.a. durch ihr
Reaktionsprofil hinsichtlich einer fehlenden, langsamen oder schnellen De-
sensibilisierung, bis hin zu einer moéglichen Rezeptorinternalisierung. Diese
Phénomene sollten durch aquimolare, repetitive Superfusionen des Agonisten
(ATP oder 2Me-SATP) und nachfolgende Analyse der jeweiligen Anstiegs-
steilheit, Form und Dauer der intrazellularen Calciumsignale fur alle Zelltypen
der MnPO-Primarkultur erfasst werden.

Hinsichtlich der Subtyp-Spezifitdt verfligbarer P2X-Rezeptor Antagonisten
wird die Komplexitdt pharmakologischer Studien an ionotropen Purinozep-
toren offensichtlich. Daher sollten in mikrospektrofluorimetrischen Experimen-
ten mehrere in der Literatur hinreichend charakterisierte P2X Antagonisten
(PPADS, TNT-ATP, reactive blue 2) in Gegenwart von ATP oder 2Me-SATP
eingesetzt werden, um deren potentiell hemmende Wirkung auch in Relation
zueinander beurteilen zu kénnen. Der Einsatz unterschiedlicher Konzentra-
tionen aller drei Antagonisten, sowie die Gruppierung von Neuronen, Astro-
cyten, Oligodendrocyten und Mikrogliazellen in ,stark” bzw. ,schwach”
supprimiert sollte die Charakterisierung beteiligter Purinozeptoren erleichtern.
Neben der rein kompetitiven Hemmung kénnen auch allosterisch wirkende
Faktoren wie Zn?*-lonen die zellulare Aktivitait endogener oder exogener
Purinozeptor Agonisten beeinflussen. Abhangig von Konzentration und vor-
herrschendem P2-Purinozeptor-Subtyp kann Zn?* die zellulare Wirkung des
Agonisten ATP bzw. 2Me-SATP verstarken oder supprimieren. Daher sollte in
einem weiteren mikrospektrofluorimetrischen Versuchsansatz der Einfluss
von Zn** auf das Reaktionsverhalten (Calcium-Imaging) der neuroglialen Zel-

len des MnPO in Verbindung mit einer Agonistensuperfusion eruiert werden.
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(4) Aufgrund der Bedeutung des MnPO fir die Generierung des zentralnervos
vermittelten ,sickness behaviour” in vivo sollte durch in vitro Studien an der MnPO-
Priméarkultur aufgezeigt werden, ob ATP und/oder 2Me-SATP als purinerge Agoni-
sten eine wahrscheinlich glial bedingte Freisetzung proinflammatorischer Cytokine
wie TNF-a und IL-6 induzieren kénnten. Der Einsatz von Antagonisten ionotroper
Purinozeptoren purinerger Rezeptoren in diesem Versuchsansatz sollte eventuell
bestehende Zusammenhange zwischen der klassischen Induktion proinflammato-

rischer Cytokine durch exogene Pyrogene (LPS) und der durch ATP aufzeigen.
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2. Material und Methoden

2.1. Material

2.1.1. Gerate

Andasthesiekéfig (30x15x15cm, BxLxH; Institut fir Veterinar-Physiologie,
D-Giel3en)
Autoklav Systec 2540 EL (Systec, D-Wettenberg)
BioPhotometer (Eppendorf AG, D-Hamburg)
Computer: IBM kompatible Pentiumrechner
Drager Vapor 19.3 Narkosemittel-Verdampfer mit Isofluran (Drager Medizintechnik,
D-Lubeck)
ELISA-Reader Mikrowin 2000 (Asys Hitech, Eugendorf, Osterreich)
Eismaschine Icematic F120 (CastelMAC S.p.A., Castelfranco Veneto, Italien)
Fluoreszenzmikroskop Olympus BX50 (Olympus Optical, D-Hamburg)
mit digitaler schwarz-wei? Kamera (Spot Insight, Diagnostic Instr. —Visitron
Systems, D-Puchheim) und dazu gehoriger Software:
Spot Insight Software, (Diagnostic Instr., Sterling Heights, MI, USA)
Metamorph, Version 5.05 (Diagnostic Instr. - Visitron Systems, D-Puchheim)
Gefrier - Microtom Modell 1205 (Jung, D-Heidelberg)
Guillotine (W.G. Kerckhoff-Institut, D-Bad Nauheim)
HeiBluftsterilisator ED 115/E2 (Binder GmbH, D-Tuttlingen)
Homogenisator Ultra Turrax T25 (Janke & Kunkel IKA® Labortechnik, D-Staufen)
Inkubatoren:
Cellstar SWJ500DVBA (Queue Systems Inc., Asheville, NC, USA)
Nuaire™ US-Autoflow (Nuaire, Plymouth, MN, USA)
Kryostat Typ HM 500 O (Microm GmbH, D-Walldorf)
Mikrospektrofluometrisches Imaging System (Diagnostic Instruments — Visitron
System, D-Puchheim) bestehend aus:
LudI-Filterrad (Ludl Electronic Products Ltd, New York, NY, USA)
MAC 5000 Steuereinheit (Diagnostic Instr. — Visitron System, D-Puchheim)
Metafluor, Version 4.5 (Diagnostic Instr. — Visitron Systems, D-Puchheim
Mikroskop Olympus IMT-2 (Olympus Optical, D-Hamburg)
Visicam CCD-Kamera (12 BIT digital CCD (charge-coupled device),
(Diagnostic Instr. — Visitron System, D-Puchheim)
Zellkultur-Messkammer (W. G. Kerckhoff-Institut, D-Bad Nauheim)
Mikrozentrifuge Force 7 (Roth, D-Karlsruhe)
pH-Meter 765 Calimatic (Kleinfeld Labortechnik, D-Hannover)
Real-time quantitative PCR Sytem Typ ABI Prism 7300 (Applied Biosyst., Foster City,
CA, USA)
Reinstwassersystem Milli-Q Biocel (Millipore, D-Eschborn)
Schlauchpumpe Minipuls-3 (Abimed Analysen Technik, D-Langenfeld)
Schiittler Typ 3011 (Roth, D-Karlsruhe)
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Sicherheits-Bunsenbrenner (Fireboy) (Technomara, D-Fernwald)
Sterilbanke:

Microflow Biological Safety Cabinet (Thermo Electrocorporation, D-Langensel-

bold)

Lamina Herasafe (Kendro Laboratory Product GmbH, D-Hanau)
Tischrihr- und Heizgerat Combimag (Roth, D-Karlsruhe)
Ultraschallbad Sonorex RK 100 (Bandelin, D-Berlin)

Vakuumpumpe XF 54 230 50 (Millipore, D-Eschborn)

Vibratom TSE 550752/M (Technical & Scientific GmbH, D-Kronberg)
warmeblock QBT2 (Grant Instruments, Cambridge, UK)
Warmeschrank, Typ 5050 EK (Haereus, D-Hanau)

Wasserbad BF 15 (Renner GmbH, D-Dannstadt)

Zentrifuge 5417R (Eppendorf AG, D-Hamburg)

2.1.2. Gebrauchsmaterial
Computerprogramme:

Adobe Photoshop, Version 7.0 (Adobe Systems GmbH, D-Unterschlei3heim)
Graph Pad Prism®, Version 3.02 (GraphPad Software, Inc., San Diego, CA, USA)
Windows Microsoft Word, Version 6.0 (Microsoft Corporation , D-Mlinchen)
Windows Microsoft Excel, Version 6.0 (Microsoft Corporation, D-Minchen)
Magnetrihrstdbchen, PTFE ummantelt (Roth, D-Karlsruhe)
Messkolben Klasse A, 1, 2 und 5 | (Roth, D-Karlsruhe)
Messzylinder Klasse A, 100 und 250 ml (Roth, D-Karlsruhe)
Operationsbesteck (Aesculap-Werke AG, D-Tuttlingen)
Pinsel (Rotmarderhaar) (Renensis, D-Flensburg)
Pipetten:
(500-2000,100-1000, 10-100, 2-10ul) (Eppendorf AG, D-Hamburg)
(0,5-2ul) (Gilson, Inc., Middleton, WI, USA)
Tierkafige:
transparente Typ IV Polycarbonat Kafige 38 x 59 x 18 cm (B x T x H) (FA. Dipl.-
Ing. W. Ehret GmbH, D-Emmerdingen)
transparente Typ Ill Polycarbonat-Kéafige 28 x 42 x 15 cm (B x T x H) (FA. Dipl.-
Ing. W. Ehret GmbH, D-Emmerdingen)

2.1.3. Verbrauchsmaterial
12-well Zellkultur Testplatte (TPP, Trasadingen, Schweiz)

CELLocate® coverslips (Deckglas) (Eppendorf AG, D-Hamburg)

Deckglaschen 24 x 60 mm Stérke 1 (fur Immunhistochemie) (Menzel GmbH, D-Braun-
schweig)

Einmalkantilen Sterican® 0,9 x 40 mm, 0,45 x 12 mm und 0,4 x 20 mm (Braun, D-Mel-
sungen)
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Einstreu fur Tierkafige: Altromin animal bedding (Altromin GmbH und Co KG, D-Lage-
Lippe)

Einwegspritzen (BD Plastipak, Becton-Dickinson, D-Heidelberg)

Faltenfilter 604 1/2 (& 240 mm), (Schleicher und Schuell GmbH, D-Dassel)

Flexiperm®-Mikro-12 Kammersysteme (Haereus, D-Hanau)

Kivetten UVette® (Eppendorf AG, D-Hamburg)

MicroAMP™ optical 96-well reaction plate (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA)

Objekttrager 76 x 26 mm (Menzel GmbH, D-Braunschweig)

Optical adhesive cover starter kit (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA)

Parafilm® (Roth, D-Karlsruhe)

Pasteurpipetten 230 mm aus Glas (MAGV, D-Rabenau)

Petrischalen (Plastik), 100 x 20 und 35 x 10 mm (Sarstedt, D-Numbrecht)

Petrischale (Glas), @ 11 cm (MAGV, D-Rabenau)

pH-Indikatorpapier (Merck, D-Darmstadt)

Rasierklingen 752/1/SS (Campden Instruments Limited, Loughborough, UK)

Reaktionsgefal3e 0,5 ml; 1,5 ml; 2 ml und 5 ml (Eppendorf AG, D-Hamburg)

serologische Pipetten 1, 5, 10 und 25ml (Sarstedt, D-Nimbrecht)

Sterilfilter FP 30/0,2 CA-S (Schleicher und Schuell GmbH, D-Dassel)

Skalpellklingen BB522 (Aesculap-Werke AG, D-Tuttlingen)

Teflonschlauche (Innendurchmesser 0,75 und 1,98 mm) (Kronlab, D-Sinsheim)

Tierfutter: Zucht-Diatfutter (Altromin GmbH und Co KG, D-Lage-Lippe)

Tygon®-Schlduche (fir Perfusionspumpe), GroRe 2,057 und 2,794mm (Abimed
Analysen Technik, D-Langenfeld)

Zentrifugenréhrchen, steril, 15 und 50 ml (Sarstedt, D-NUmbrecht)

2.1.4. Chemikalien

Actinomycin D (Sigma Aldrich, D-Steinheim)
Adenosin 5'-triphosphat (ATP) (Sigma Aldrich, D-Steinheim)
Advantage® RT-for-PCR kit (Clontech, Takara Bio Europe S.A.S, Saint-Germain-en-
Laye, Frankreich)
Athanol, vergallt (Schmidt, D-Dillenburg)
Athanol, unvergéllt (Merck, D-Darmstadt)
Antikorper:
Priméare Antikorper:
Mouse anti- CNPase (Sigma Aldrich, D-Munchen)
Mouse anti- glial fibrillary acidic protein (GFAP) (Chemicon, Temecula, CA,
USA)
Mouse anti- MAP(2a+2b) (Sigma Aldrich, D-Steinheim)
Mouse anti- rat CD163 (AbD Serotec, D-Disseldorf)
Rabbit anti- glial fibrillary acidic protein (GFAP) (DAKO, Glostrup, DK)
Rabbit anti- P2X; -Rezeptor (Chemicon, Temecula, CA, USA)
Rabbit anti- P2X, -Rezeptor (BIOTREND Chemikalien GmbH, D-Kd&ln)
Rabbit anti- P2X, -Rezeptor (Abcam, Cambridge, UK)
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Rabbit anti- P2X; -Rezeptor (Chemicon, Temecula, CA, USA)
Rabbit anti- P2X, (BIOTREND Chemikalien GmbH, D-KéIn)
Rabbit anti- P2Xs (Chemicon, Temecula, CA, USA)
Rabbit anti- P2Xs (Chemicon, Temecula, CA, USA)
Rabbit anti- P2X; (Chemicon, Temecula, CA, USA)
Sekundare Antikorper:
Alexa®488 goat anti-mouse IgG (H+L) (MoBiTec GmbH,
Alexa®488 donkey anti-rabbit IgG (H+L) (MoBiTec GmbH, D-Géttingen)
Cy3™ donkey anti-mouse IgG (H+L) (Dianova, D-Hamburg)
Cy3™ donkey anti-rabbit IgG (H+L) (Dianova, D-Hamburg)
B 27 Medium (Gibco, D-Karlsruhe)
2'-3'-0O-(4-Benzoylbenzoyl) Adenosin 5'-triphosphat Triethylammonium (Bz — ATP)
(Sigma Aldrich, D-Steinheim)
Calciumchlorid (CaCl,) (Merck, D-Darmstadt)
Carbogen (Messer Griesheim GmbH, D-Neuried)
2-Chloro-N6-Cyclopentyladenosin  (CCPA) (Tocris; Biotrend Chemikalien GmbH,
D-Kaln)
Chloroform (Sigma Aldrich, D-Steinheim)
Chromalaun (Merck, D-Darmstadt)
Citifluor® (Cityfluor LTD, London, UK)
4’6 — Diamidin — 2’Phenylindol Dihydrochlorid (DAPI) (MoBiTec, D-Go6ttingen)
Diethylpyrocarbonat (DEPC) behandeltes Wasser (Fermentas, GmBH, D-St.-Leon-Rot)
Dimethylsulfoxid (DMSO) (Sigma Aldrich, D-Miinchen)
3-(4,5-Dimetylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyl-Tetrazolimbromid  (MTT) (Sigma  Aldrich,
D-Steinheim)
Di-Natriumhydrogenphosphat Monohydrat (Na,HPO,) (Merck, D-Darmstadt)
Dispase | (Roche Diagnostics, D-Mannheim)
EDTA (Etylendiamin Tetraessigsaure) (Sigma Aldrich, D-Steinheim)
EGTA (Ethylenglykol-Bis-(B-Aminoethylether) - N,N,N’,N’-Tetraessigsaure)
(SigmaAldrich, D-Steinheim)
Fetales Kélberserum (FKS) (PAA, A-Pasching)
Fluoromount (Serva, D-Heidelberg)
Fura-2 Acetoxymethylester (Fura -2- AM) (MoBiTec GmbH, D-Géttingen)
Gelatine (Serva, D-Heidelberg)
Gentamicin (Sigma Aldrich, D-Steinheim)
Gey’'s Balanced Salt Solution (GBSS) (Tocris; Biotrend Chemikalien GmbH, D-K&In)
D-Glucose (Sigma Aldrich, D-Steinheim)
Glutamat (Monosodium-Glutamat) (Sigma Aldrich, D-Steinheim)
L-Glutamin (Biochrom, D-Berlin)
Hank’s Balanced Salt Solution (HBSS) (Biochrom ,D-Berlin)
HEPES Lo6sung (PAA, A-Pasching)
HEPES Natriumsalz (N-(2-Hydroxyethyl)-Piperazin-N"-(2-Ethansulfonséure) (Sigma
Aldrich, D-Steinheim)
Histoacryl Gewebekleber (Braun, D-Tuttlingen)
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II-6 Standard (50 IU/ml) und 1l-6 Qualitatskontrollen (10 IU/ml bzw. 30 IU/ml) (National
Institute for Biological Standards and Control (NIBSC), Potters Bar, UK)

Isopropanol (Sigma Aldrich, D-Steinheim)

Kalibrierlésung fur pH-Meter: Qualilab Pufferlésung pH 6,8 und 9,27 (Kleinfeld Labor-
technik, D-Hannover)

Kaliumchlorid (KCI) (Merck, D-Darmstadt)

Magnesiumchlorid (MgCl,) (Merck, D-Darmstadt)

Mercaptoethanol (Life Technologies, Paisley, UK)

a,B-Methylenadenosin 5' triphosphat (a,Bme-ATP) (Sigma Aldrich, D-Steinheim)

2-Methylthioadenosin 5' triphosphat (2Me-SATP) (Tocris, Biotrend Chemikalien GmbH,
D-KolIn)

MTT (3-[4,5-Dimethylthiazol-2yl]2,5-Diphenyl-Tetrazoliumbromid)-Lésung (Sigma-Ald-
rich, D-Steinheim)

Natriumchlorid (NaCl) (Merck, D-Darmstadt)

Natriumdihydrogenphosphat Dihydrat (NaH,PO,) (Merck, D-Darmstadt)

NECA (Adenosin-5"-N-Ethylcarboxamid) (Tocris, Biotrend Chemikalien GmbH, D-Kd&In)

Neurobasal-A Medium (Gibco, D-Karlsruhe)

Normal horse serum (NHS) (PAA, A-Pasching)

Paraformaldehyd (PFA) (Merck, D-Darmstadt)

Phosphate buffered saline tablets (PBS-Tabletten) (Sigma Aldrich, D-Steinheim)

Penicillin/Streptomycin (Biochrom, D-Berlin)

Pentobarbital (Narcoren®, Merial, D-Halbergmoos)

Poly-L-Lysin (Sigma Aldrich, D-Steinheim)

Pyridoxal-Phosphat-6-Azo (Benzol-2,4-Disulfonsaure) (PPADS) (Sigma  Aldrich,
D-Steinheim)

Rothwell Park Memorial Institute Medium (RMPI-Medium) 1640 (Life Technologies,
Paisley, GB)

Salzsaure (HCI) (Merck, D-Darmstadt)

Saccharose (Merck, D-Darmstadt)

Steriles Wasser fur die Zellkultur (PAA, A-Pasching)

TagMan® Gene expression assays Rn00564454 ml, Rn00586491 mi,
Rn00579301_m1, Rn00580949 ml1, Rn00589966_ml1, Rn00562354_m1,
Rn00570451_m1 und rat ACTB p(actin, beta) endogenous control
(Applied Biosystems Foster City, CA, USA)

TagMan® Universal PCR master mix (Applied Biosystems Foster City, CA, USA)

Tissue Tek® (Leica Instruments GmbH, D-Nussloch)

TNF Standard (100 pg/ml) und TNF Qualitats-Kontrollen (10 pg/ml bzw. 25 pg/ml)
(National Institute for Biological Standards and Control (NIBSC), Potters Bar, UK)

TRI REAGENT™ (Sigma Aldrich, D-Steinheim)

Triton-X-100 (t-Octylphenooxypoly-Ethoxyethanol) (Sigma Aldrich, D-Steinheim)

2',3'-0O-(2,4,6-Trinitrophenyl)-Adenosin-5'-triphosphat (TNP-ATP) (Tocris Biotrend Che-
mikalien GmbH, D-KalIn)

Trypsin (Biochrom, D-Berlin)

Wasser flr die Molekularbiologie (Roth, D-Karlsruhe)
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2.2. Versuchstiere

Bei den Versuchstieren handelte es sich um Wistar-Ratten der institutseigenen Zucht.
Im Rahmen der quantitativen real-time PCR und der immunhistochemischen Untersu-
chungen wurden adulte méannliche Wistar-Ratten mit einem Korpergewicht (KGW) von
200 - 300 g eingesetzt. Nach Erreichen des Absetzgewichtes von 110 + 10 g erfolgte
eine Geschlechtertrennung und gruppierte Umsetzung von bis zu finf Tieren in groRe
Polycarbonat—Kafige (Typ IV). Unter diesen Haltungsbedingungen verblieben die Tiere
bis zum Versuchsbeginn. Fir die Versuche an der primaren Zellkultur (real-time
quantitative PCR, Ca*'-Imaging, immuncytochemische Untersuchungen und Cytokin-
Bioassays) wurden 4-6 Tage alte Wistar-Ratten mannlichen Geschlechts verwendet.
Die Haltung der adulten Tiere und Aufzucht der Jungtiere erfolgte in transparenten
Polycarbonat-Kafigen (Typ Ill) bei 23 £ 1°C Raumtemperatur (RT), einer relativen
Luftfeuchtigkeit von 50 % und einem 12 : 12 Stunden hell : dunkel Rhythmus. Als Ein-
streu wurde Altromin animal bedding verwendet. Wasser und Futter (Rattenzuchtfutter
Altromin) standen ad libitum zur Verfigung. Vor dem Beginn der Studie wurden beim
RP Hessen die durchzufihrenden Tierversuche per Antrag (Projektnummer V 54 -
19 ¢ 20/15 (1) GI 18/2) bzw. Anzeige (Projekthummer V 54 - 19 c 20/15 c Gl 18/2)
genehmigt.

2.3. Verwendete Elektrolytldsungen und Puffer

2.3.1. Losungen fur die Immunhistochemie

2.3.1.1. Phosphatpuffer (PB)

Die Basislosung aller Inkubations- und Waschschritte des immunhistochemischen
Protokolls stellte ein jeweils frisch angesetzter 10" M/L Phosphatpuffer (PB) dar, wel-
cher aus zwei Stocklésungen angesetzt und anschlielRend mit Reinstwasser aufgefillt
wurde. Stocklésung A entsprach einer 2 x 10 M/L Stammlésung aus Dinatriumhydro-
gen-Phosphat (Na,HPO,), Stocklésung B einer 2x 10" M/L Stammldsung aus
Natriumdihydrogen-Phosphat (NaH,PO,). Durch Mischen von 72 Teilen NaH,PO, und
28 Teilen Na,HPO, mit 100 Teilen Reinstwasser erhielt man einen 10 M/L PB. Die
Kontrolle des pH-Wertes (7,2 — 7,3) erfolgte durch Messung am zuvor geeichten pH-

Meter.
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2.3.1.2. Prainkubationspuffer fur immunhistochemische Untersuchungen

Um bei immunhistochemischen Untersuchungen mit Antigen-spezifischen Antikérpern/
-seren eine erhdhte Hintergrundfarbung zu vermeiden, missen potentiell unspezifische
Antikérperbindungstellen (elektrische Ladungen, Bindegewebsstrukturen etc.) des
Gewebepraparates abgesattigt werden. Hierzu wurde dem PB 10 % normal horse
serum (NHS) zugesetzt. Zur partiellen Permeabilisierung des Gewebes (Gefriermikro-

tomschnitte) wurde als Detergens 0,3 % Triton-X-100 hinzugefugt.

2.3.1.3. Inkubationspuffer fir immunhistochemische Untersuchungen

Zur Inkubation der Gewebeschnitte mit den priméren bzw. sekundaren Antikdrpern
wurde dem PB 2 % NHS und 0,1 % Triton-X-100 zugeflgt. In dieser Loésung wurden
die Antikorper/-seren aus bei -20°C gelagerten Aliquots durch Verdinnungsreihen auf

ihre letztendlich eingesetzte Konzentration gebracht.

2.3.1.4. Paraformaldehydldsung (PFA) (20 %)

Die in der Immunhisto- und -cytochemie eingesetzten spezifischen Antikdrper/-seren
sind gegen unterschiedliche Antigene gerichtet. Die spezifische Bindung des Antikor-
pers wird maf3geblich von der Konformation des Antigens beeinflusst. Um diese und
die Lokalisation des Antigens zu erhalten, muss das zu untersuchende Gewebe fixiert
werden. Hierzu wurde eine jeweils frisch angesetzte 4 % Paraformaldehyd (PFA) -
Ldsung benutzt, deren fixierende Wirkung v.a. auf der Kreuzvernetzung reaktiver Grup-
pen in Polypeptidketten von Proteinen beruht. Eine entsprechende Menge des pulveri-
gen Paraformaldehyds wurde unter dem Abzug abgewogen und auf einem Magnet-
rihrer bei 60°C in PB gelost. Anschliel3end wurde die Lésung mit Hilfe eines Falten-
filters (@ 240 mm) filtriert und auf 4°C gekihlt. Die PFA-LOsung wurde vor jedem

Versuch frisch angesetzt.

2.3.15. Physiologische Kochsalzldsung

Zur Entblutung der Versuchstiere wahrend der Perfusion (siehe Kap. 2.4.4.4) wurde
eine 0,9 % Natriumchloridlésung eingesetzt. Zur Herstellung wurden 9 g NaCl in 1L

Reinstwasser gelost.
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2.3.1.6. Saccharoseldsung (20 %)

Nach der Gewebeenthahme und einstiindiger Postfixation in PFA wurde die Fixations-
lI6sung durch einen 10-minitigen Waschschritt aus dem Gewebe entfernt. Zur Kryopro-
tektion des Gewebes wurde eine 20 % Saccharosel6sung in PB angesetzt (20 g Sac-
charose auf 100 ml PB). Das Gewebe wurde fiir 12 Stunden bei 4 C in die Saccharose-

|[6sung Uberfuhrt.

2.3.1.7. Inkubationspuffer fr immuncytochemische Untersuchungen

Grundlage des Inkubationspuffers waren phosphate buffered saline tablets (PBS, pH
7,4 (Angaben in mmol/L) NaCl 130, Na,HPO, 8 und NaH,PO, 1,2), die in einer ent-
sprechenden Menge Reinstwasser geldst wurden (1 Tablette auf 200 ml Reinstwas-
ser). Dieser Lésung wurden 10 % fetales Kalberserum und 0,05 % Triton-X-100 zuge-

setzt.

2.3.1.8. Waschpuffer fur immuncytochemische Untersuchungen

Als Basislosung diente der unter Kapitel 2.3.1.7 beschriebene Puffer aus phosphate

buffered saline tablets. Diesem wurde 0,05 % Triton-X-100 zugesetzt.

2.3.2. Losungen fur die Priméarzellkultur des MnPO

2.3.2.1. Neurobasal-Medium A

40 ml des Neurobasal-Mediums A wurden aus der Originalverpackung (500 ml) steril
entnommen und 2 % B 27 Medium, 100 pg/ml Penicillin/Streptomycin und 2 x 10 M/L

Glutamin hinzugefiigt. Diese Lésung diente als Nahrmedium fir die primére Zellkultur.

2.3.2.2. Gey's Balanced Salt Solution (GBSS)

Einer Originalflasche GBSS (500 ml) wurde 5 % Glucose zugesetzt. Jeweils 50 ml der
Lésung wurden vor der Praparation in zwei ReaktionsgefalRe (Vol. 50 ml) Uberfihrt,
deren Verschluss mit einer sterilen Kanille zweimal perforiert wurde. Auf Eis gelagert
und mittels eines Schlauchsystems, das Uber Sterilfilter mit den Kanilen der Reak-
tionsgefalRe und einer Carbogenflasche verbunden war, wurde die Losung vor der Pra-
paration fir 20 min oxygeniert. GBSS diente als Losung fur Préparationsschalen und

Vibratom.
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2.3.2.3. Hanks Balanced Salt Solution (HBSS)

30 ml HBSS wurden steril aus der Originalverpackung (100 ml) entnommen und
2 x 102 M/L Hepes hinzugefiigt. Hepes lagerte als 5 x 10" M/L Stocklésung bei -20°C.
Zur Herstellung dieser Stocklésung wurden 13 g Hepes in 100 ml Reinstwasser unter
Ruhren geldst und der pH-Wert am zuvor geeichten pH-Meter auf 7,4 eingestellt. Die
Losung wurde steril filtriert und in 1 ml Aliquots bis zur weiteren Verwendung bei -20°C
gelagert. Die Lésung wurde in einem Reaktionsgefal3 (Vol. 50 ml) angesetzt, dessen
Verschluss mit einer sterilen Kanule zweimal perforiert wurde. Die Oxygenierung
erfolgte entsprechend der GBSS-LOsung (siehe Kap. 2.3.2.2). Diese Losung wurde
zum Ansetzen der Dispase-Losung, deren Inaktivierungslésung, zum Sammeln der

gewonnenen Gewebestlicke und zum Reinigen der Instrumente benutzt.

2.3.2.4. Ansetzen der Dispase-1 Losung

Die lyophilisierte Dispase-1 wurde mit einer entsprechenden Menge HBSS so ange-
setzt, dass die Gebrauchsloésung eine Enzymaktivitat von 2U/ml nicht Gberschritt. Ein
bei -20°C gelagertes Aliquot der Dispase-1 (Vol. 1 ml; Konzentration 6 U/ml) wurde im
Warmeblock (37°C) aufgetaut und 2 ml HBSS zugeflgt; die Gebrauchslésung enthielt
somit eine Aktivitat von 2 U/ml. Die Dispase-1 Losung diente der enzymatischen Disso-
ziation der Gewebestuicke.

2.3.2.5. Inaktivierungslosung der Dispase-1

Zur Inaktivierung der calciumabhéngigen Dispase-1 wurden 10 ml HBSS 10°M/L
Ethylendiamin Tetraessigsaure (EDTA) zugeflgt.

2.3.3. Losungen fur die Ratio-Imaging Messungen

2.3.3.1. Calciummesspuffer

Der Calciummesspuffer setzte sich aus folgenden Bestandteilen zusammen (in
mmol/L): Hepes Natriumsalz 5, NaCl 130, Glucose 10, KCI 5, MgCl, 1 und CacCl, 1,25.
Am zuvor geeichten pH-Meter wurde der pH-Wert auf 7,4 eingestellt. Dieser Puffer

wurde fir alle Ratio-Imaging Messungen benutzt.
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2.3.3.2. Calcium-Minimalpuffer

In einer der durchgefiihrten Versuchsserien stand die Herkunft der erhéhten intrazellu-
laren Calciumkonzentration zur Diskussion. Zur Klarung der Frage, ob das Calcium aus
dem Extrazellularraum oder aus intrazellularen Speichern stammte, wurde ein calcium-
freier Puffer bendétigt, dessen Zusammensetzung wie folgt war (in mmol/L): Hepes
Natriumsalz 5, NaCl 120, Glucose 10, KCI 5, MgCl, 6 und EGTA 1. Am zuvor geeich-
ten pH-Meter wurde der pH-Wert kontrolliert und auf 7,4 mit HCI eingestellt.

2.3.4. Losungen fur den 11-6 und TNF Bioassay sowie das Passagieren
der B9- und WEHI-Zelllinie

2.3.4.1. [I-6 Bioassay- und B9-Zellkulturmedium

45 ml des RMPI-Mediums wurden aus der Originalverpackung (500 ml) steril entnom-
men und 4 ml fetales Kalberserum (FKS), 2 x 10° M/L Glutamin, 2 x 10" M/L Mer-
captoethanol und 65 pl Gentamicin (10 mg/ml) hinzugefugt. Diese Ldosung diente als

Nahrmedium fir die B9-Zelllinie, sowie als Medium fiir das Il-6 Bioassay.

2.3.4.2. TNF-a Bioassay- und WEHI-Zellkulturmedium

Zur Originalverpackung (500 ml) des RMPI-Mediums wurden unter sterilen Bedingun-
gen 55 ml FKS, 10 M/L Glutamin und 5 ml Penicillin-Streptomycin (10.000 pg/ml) hin-
zugefugt. Diese Losung diente als Nahrmedium fur die WEHI-Zelllinie sowie als

Medium fir das TNF Bioassay.

2.3.43. MTT-Losung

In 20 ml PBS wurde 0,1 g 3-(4,5-Dimetylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyl-Tetrazolimbromid
(MTT) gel6st. Diese Losung diente zur Differenzierung der B9- bzw. WEHI-Zelllinie in
lebende und abgestorbene und somit indirekt zur Messung des biologisch aktiven II-6
bzw. TNF-o. im Uberstand der MnPO Priméarkultur (siehe Kap.2.4.5.3.2. bzw.
2.45.4.2).

2.3.4.4. Isopropanol-HCI Lésung

Zu 196 ml Isopropanol wurden 4 ml 2 N HCI gegeben. Dieses Gemisch |6st Zellwande

und Zellorganellen auf und setzt somit die MTT-Formazan-Kristalle frei.

77



2 Material und Methoden

2.4. Methoden

24.1. Quantitative real-time Polymerasekettenreaktion (QRT-PCR)

24.1.1. Grundlagen

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR, polymerase chain reaction) ist ein enzymabhan-
giges Verfahren zur Vervielfaltigung bestimmter Gen-Sequenzen eines vorliegenden
ein- oder doppelstrangigen DNA-Molekils (Mullis and Faloona 1987). Das typische
PCR-Programm besteht flr doppelstrangige DNA aus drei Schritten: (1) der Denaturie-
rung doppelstrangiger DNA, (2) der Hybridisierung des Primers (,annealing®) und
(3) dem enzymatisch durchgefiihrten Verlangerungsschritt. Die Denaturierung erfolgt
bei 94°C, da sich dann fir alle DNA-Sequenzen die beiden Strange der template-DNA
trennen. AnschlieBend wird die Temperatur auf 55°C gesenkt, so dass es zur
Hybridisierung eines im mehrfachen molaren Uberschuss vorhandenen Oligodesoxy-
nukleotid (ODN) Primerpaares an die jetzt einzelstrdngige template-DNA kommt.
Danach wird die Temperatur auf 72°C, das Temperaturoptimum der Tag-Polymerase,
erhoht, wobei die Primer-Sequenzen verlangert werden, bis wieder doppelstrangige,
helikale DNA-Molekiile vorliegen, welche der als Ausgangsmaterial dienenden
template-DNA exakt gleichen. Da die Komplementierung an beiden Strdngen der
template-DNA gleichzeitig ablauft, hat man in einem ,Zyklus* die Zahl der template-
DNA-Molekile verdoppelt. Wiederholt man den Zyklus, so hat sich die Anzahl an iden-

tischen Kopien vervierfacht usw. (Mulhardt 2002).

So entstehen in grol3er Anzahl identische DNA-Fragmente mit einer spezifischen
Basenlange und -sequenz. Durch elektrophoretische Auftrennung der Fragmente in
einem Agarose-Gel und anschlieBende Farbung mit einem interkalierenden, fluores-
zierenden Farbstoff, wie z.B. Ethidiumbromid, kénnen diese DNA-Fragmente im UV-
Licht bei 254 nm sichtbar gemacht werden (Kemp et al. 1989). Durch einen parallel
aufgetragenen GroRenmarker lasst sich die relative GroRe des DNA-Amplifikats
bestimmen (Mullis and Faloona 1987). Die Quantifizierung der Ausgangsmenge an
RNA bzw. DNA kann nach einer herkbmmlichen PCR nur durch Bestimmung der
Bandenstéarke im Agarosegel bzw. der Ethidiumbromid-Fluoreszenz erfolgen, wobei es
sich hierbei jedoch um eine Endpunktbetrachtung der PCR handelt. Die Kinetik der
Reaktion kann hierbei nicht bertcksichtigt werden. Eine korrekte Quantifizierung der
Ausgangsmenge an DNA bzw. RNA ist daher nur mittels einer real-time Analyse
moglich, da die Kinetik der PCR hier verfolgbar ist.
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Die quantitative real-time PCR kombiniert die DNA Amplifikation mit der Detektion des
Produktes in einem einzigen Reaktionsgefal3, vom Ansatz bis zur Auswertung. Erste
publizierte Arbeiten beschéftigten sich mit dem Zusatz von Ethidiumbromid direkt zur
PCR (Higuchi et al. 1992, 1993). Ethidiumbromid interkaliert in doppelstrédngige DNA,
wodurch die Fluoreszenz messbar erhoht wird. Hierfir modifizierte Higuchi den
Thermocycler, indem er ihn zusatzlich mit einer UV-Lampe und einer CCD-Kamera
ausstattete. Der Vorteil war die universelle Anwendbarkeit, da damit jede beliebige
PCR-Reaktion verfolgt werden konnte, der Nachteil jedoch, dass man nicht zwischen
korrektem Produkt und Artefakten unterscheiden konnte. Fast gleichzeitig wurde das
Problem der mangelnden Spezifitat von anderen Arbeitsgruppen geldst. Basierend auf
der 5°-3-Exonuklease Aktivitat der eingesetzten DNA-Polymerase konnte man namlich
eine indirekte Aussage uber die Zunahme der Amplifikate wahrend der PCR treffen.
Der PCR-Reaktion wurde somit ein drittes, radioaktiv markiertes ODN zugefiigt
(Holland et al. 1991), dessen 3 -Ende blockiert war, damit es nicht als Primer fungieren
konnte. Es wurde so gewahlt, dass es zwischen den beiden Primern hybridisierte.
Erreichte nun die Polymerase wahrend der Neustrangsynthese das radioaktive ODN,
so wurde dieses abgespalten und die radioaktive Markierung freigesetzt. Mittels Dinn-
schichtchromatographie lie3 sich dieses spater von nicht radioaktiven ODNs unter-
scheiden. Entscheidender Nachteil war bei dieser Methodik dennoch die Entnahme
von Aliquots wahrend der Reaktion und Notwendigkeit einer erheblichen Nachbear-

beitung.

Die heute gangige Ldsung der real-time PCR baut auf der Ausnutzung des Fluores-
zenz- (oder Forster-) Resonanz-Energie-Transfers (fluorescence resonance energy
transfer, FRET) auf (Cardullo et al. 1988) (Abb. 10). Hierbei werden bei der eigent-
lichen PCR-Reaktion mit Fluoreszenzfarbstoffen (Fluorochromen) markierte ODNs ein-
gesetzt. Diese so genannten ,Sonden” werden so gewahlt, dass sie wahrend der PCR-
Reaktion in einem Bereich zwischen den beiden Primern hybridisieren. Sie sind in der
Regel zwischen 20 und 30 Basen lang und ihre Sequenzen missen, wie auch bei den
Primern der PCR, speziell flr das zu untersuchende Amplifikat ausgesucht werden. Ein
Fluoreszenzfarbstoff lasst sich mit Licht einer bestimmten Wellenlange (Al) anregen
und strahlt die aufgenommene Energie anschlieend in Form von Licht einer anderen
Wellenlange (E1) wieder ab. Anregungs- und Emissionsspektrum des Fluoreszenzfarb-
stoffs sind dabei fiir diesen charakteristisch. Bringt man allerdings ein Fluorochrom
(F1) in ausreichende sterische Nahe zu einem zweiten (F2), dessen Anregungsspek-

trum (A2) dem Emissionsspektrum des ersten Fluorochroms (E1) entspricht, so springt
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die Energie zwischen beiden Uber. Die Energie wird, statt als Wellenlange E1 abge-
strahlt zu werden, direkt an Fluorochrom 2 weitergegeben. Je nach Versuchsaufbau
kann man nun wahrend der PCR die Lichtstarke bei Wellenlange E1 oder E2 verfolgen
und sieht daran, ob die beiden Fluorochrome r&umlich weit voneinander getrennt
(Messung E1) oder nahe beieinander (Messung E2) sind. Wird E1 gemessen, bezeich-
net man Fluorochrom 1 als reporter (to report = berichten) und Fluorochrom 2 als

quencher (to quench = 16schen), misst man E2, heil3en beide Donor und Akzeptor.

Abbildung 10: Prinzip des Fluoreszenz-Resonanz-Energie Transfers (FRET)

Das Fluorochrom F1 hat die Anregungswellenlange Al und die Emissionswellenldnge E1. Das
Fluorochrom F2 hingegen hat die Anregungswellenlange A2 und die Emissionswellenlange E2.
Ist E1 nun gleich A2 und bringt man die Fluorochrome in rdumliche Nahe, so wird die von
Fluorochrom F1 emittierte Energie auf das Fluorochrom F2 (bertragen.

Die &lteste und bekannteste Kombination aus PCR-Gerat mit Fluoreszenzdetektion,
spezifischen ODNs und FRET bezeichnet man als TagMan® (Abb. 11). Hier sitzen
Reporter und Quencher auf demselben ODN, vorzugsweise am 5- und 3'-Ende.
Solange das ODN intakt ist, ist die Lichtstarke bei E1 gering. Wird der Reporter durch
die Polymerase freigesetzt, steigt die Lichtausbeute bei dieser Wellenlange an. Je
mehr DNA synthetisiert wird, desto mehr Reporter-Molekile werden freigesetzt und
entsprechend steigt die Signalstarke. Die in dieser Arbeit verwendeten Sonden waren
am 5°-Ende FAM™-markiert. Das 6-Carboxy-Fluorescein (FAM™) wurde mit Licht der

Wellenlange 492 nm angeregt und emittierte Licht der Wellenlange 515 nm.
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Abbildung 11: Schematische Darstellung des TagMan-Prinzips

Ein Reporterfarbstoff befindet sich am 5°-Ende, der Quencherfarbstoff am 3°-Ende der Sonde.
Solange die Sonde intakt ist, ist das emittierte Licht des Reporters gering, da fast die gesamte
Energie aufgrund der rdumlichen Néahe der beiden Fluorochrome vom Quencher aufgenommen
wird. Wahrend der Elongationsphase trifft die Tag-Polymerase auf die Sonde und spaltet diese.
Nach der Spaltung sind Reporter und Quencher so weit voneinander entfernt, dass die
emittierte Fluoreszenz des Reporters gemessen werden kann.

2.4.1.2. Gewinnung der Gewebeproben fur die QRT-PCR

Mit Hilfe der eben dargestellten TagMan QRT-PCR wurde die Expression purinerger
P2X Rezeptorgene im isolierten MnPO-Parenchym adulter und neonataler Tiere unter-
sucht. Als Referenzgewebe dienten Spinalganglien der Lendenwirbel 4 bis 6 (L4 - L6)
adulter Tiere, fur welche die Expression purinerger Rezeptoren mehrfach beschrieben
wurde (Xiang et al. 1998a; Kobayashi et al. 2005).

Zur raschen Entnahme der relevanten Gewebe wurden die Tiere dekapitiert. Vor der
Dekapitation wurden die adulten Tiere mit einem 4 Vol.% Isofluran-Sauerstoffgemisch
im offenen System betéubt. Ein Anasthesiekafig wurde daftir 10 min mit dem Gasge-

misch geflutet; anschlieBend wurde das Tier in die Box umgesetzt und verblieb dort bis
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zum Eintritt der Narkose. Zur Gewahrleistung einer ausreichenden Narkosetiefe wur-
den die motorischen Reflexe Uberprift; hierzu wurden die Tiere mit einer anatomischen
Pinzette in die Zwischenzehenhaut gezwickt. War die Schmerzfreiheit der Versuchs-
tiere sichergestellt, wurden sie aus dem Anasthesiekéfig entfernt genommen und mit

Hilfe einer Guillotine rasch dekapitiert.

2.4.1.2.1. Praparation des MnPO adulter Tiere

Nach Dekapitation mit Hilfe der Guillotine wurde der Kopf kurz in 4°C kaltes Athanol
Uberfuhrt. Die Kopfhaut wurde mit einem Scherenschnitt durchtrennt und die Schéadel-
decke von Muskulatur und Bindegewebe befreit. Mit Hilfe einer Pinzette wurde der
Schéadel in den medialen Augenwinkeln fixiert und mittels einer Knochenzange eroffnet.
Nach Abpraparieren der Hirnh&dute wurde das Gehirn sorgfaltig mit einer Irisschere von
den fixierenden Hirnnerven getrennt und entnommen. Das Kleinhirn wurde mittels
eines Skalpells vom Grof3hirn steril separiert. Das Grol3hirn wurde in eine Petrischale
(3 cm) mit GBSS uberfuhrt. Mit der caudalen Schnittflache und mit Hilfe zweier Spatel
wurde das Grol3hirn auf einen Teflon-Block aufgesetzt und mit Histoacryl Gewebe-
kleber fixiert. Dieser Teflon-Block wurde nun in eine Kammer mit oxygeniertem, 4°C
kalten GBSS eingesetzt und diese in die Schiene eines Vibratoms eingespannt. Vom
Vorderhirn mit Tel- und Diencephalon wurden 400 um dicke Coronalschnitte angefer-
tigt und die den MnPO enthaltenden Schnitte in eine mit GBSS gefliliten Petrischale
Uberfuhrt. Unter mikroskopischer Kontrolle wurde der Gehirnschnitt mit einer Pinzette
fixiert und der MNPO mit einer Augenschere ausgeschnitten. Die MnPO-Préparationen
von jeweils zwei ménnlichen Tieren wurden schnellstméglich in ein steriles 2 ml
Eppendorf-Roéhrchen tberfiihrt. Das Rohrchen wurde in einer Tischzentrifuge flr 2 min
bei 10.000 x g zentrifugiert. Der Uberstand wurde mit einer Pipette entfernt, verworfen
und das MnPO-Parenchym im Rohrchen in flissigem Stickstoff schockgefroren. Bis zur
weiteren Aufarbeitung der Probe wurde das Réhrchen bei -70°C gelagert.

2.4.1.2.2. Praparation des MnPO neonataler Tiere

Neonatale mannliche Ratten im Alter von 4 -6 Tagen wurden mit einer scharfen
Schere dekapitiert und der Kopf jeweils kurz in 4°C kaltes Athanol tberfiihrt. Sowohl
die Kopfhaut als auch die Schadelkalotte wurde mit einer Irisschere ertffnet und
abgehoben. Die weitere Praparation und Lagerung der Gewebeproben bis zur weiteren
Aufarbeitung erfolgte wie in Kap. 2.4.1.2.1 beschrieben. Fiur einen PCR Versuchsan-

satz wurden jeweils funf mannliche Tiere verwendet.
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2.4.1.2.3. Praparation der Spinalganglien

Die Spinalganglien liegen im Bereich der Wirbelsaule im Zwischenwirbel- oder Wirbel-
seitenloch oder unmittelbar auRerhalb davon (Nickel et al. 1991). Die Spinalnerven
entspringen stets mit zwei morphologisch selbstandigen und funktionell verschieden-
wertigen Wurzeln aus dem Rickenmark: einer afferente Fasern fihrenden Dorsal-
wurzel (Radix dorsalis) und einer efferente Fasern fuhrenden Ventralwurzel (Radix
ventralis). Die Fasern von Dorsal- und Ventralwurzel vereinigen sich zum gemischt-
fasrigen Truncus nervi spinalis. Direkt vor dieser Vereinigung in der Dorsalwurzel befin-
det sich das jeweilige Spinalganglion. Der Korper der - wie in Kap. 2.4.1.2.1 beschrie-
ben - betdubten und dekapitierten Tiere wurde auf eine desinfizierte Arbeitsflache
verbracht. Mit einem Skalpell wurde die Haut entlang der Wirbelsaule durchtrennt und
die Wirbelsédule von Muskeln und Bindegewebe befreit. Mit Hilfe einer Knochenzange
und Pinzette wurde der Wirbelkanal vorsichtig er6ffnet und das Rickenmark freigelegt.
Das Riuckenmark wurde nun im Lendenwirbelbereich durchtrennt und die Spinalgang-
lien freigelegt. Die Faserbiindel der Dorsalwurzel wurden mit einer feinen Irisschere
vorsichtig entfernt und das jeweilige Spinalganglion in eine 3 cm Petrischale mit GBSS
(siehe Kap. 2.3.2.2) tuberfihrt. Die Spinalganglien zwischen L4 und L6 von jeweils zwei
mannlichen Tieren wurden im Anschluss an die Praparation sofort in ein steriles 2 ml
Eppendorf-Réhrchen Uberflihrt. Das weitere Vorgehen erfolgte analog wie in Kap.
2.4.1.2.1 dargestellt.

2.4.1.3. Isolierung von Gesamt-RNA

Die Isolierung von mRNA aus MnPO-Parenchym bzw. Spinalganglien erfolgte mit TRI-
REAGENT™ und basiert auf der Methode von Chomczynski and Sacchi (1987). TRI-
REAGENT™ stellt eine Mischung aus Phenol (ermdglicht die Isoliering von Protein und
Nukleinsauren in einer Phase) und Guanidinthiocyanat (inaktiviert RNasen und Protei-
nasen) dar, mit der sich auRer der mMRNA auch noch DNA und Protein isolieren lassen.
Die gewonnenen neuroglialen Gewebeproben (Kap. 2.4.1.2.1 — 2.4.1.2.3) wurden alle
nach demselben, folgenden Protokoll behandelt : 50 - 100 mg Gewebe wurde jeweils
mit 2 ml ReaktionsgefaR Uberfihrt, mit 1 ml TRI-REAGENT™ (berschichtet und
anschlieend mit Hilfe des Ultra Turrax T25 3x fur jeweils 30 sec bei 2.000 rpm
homogenisiert. Danach wurden die homogenisierten Gewebeproben fur 10 min bei 4°C
und 12.000 x g zentrifugiert. Das entstandende Pellet enthielt nicht-relevante, stérende
Bestandteile wie zellulare Membranfragmente, Polysaccharide etc. Der Uberstand
wurde abgenommen und in ein neues, steriles 2 ml Eppendorf-Réhrchen tberfihrt. Um
die komplette Dissoziation der Nucleo-Protein-Komplexe zu gewahrleisten, wurden die
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Proben fir 5 min bei Raumtemperatur (RT) stehen gelassen. Zu jeder Probe wurden
200 pl Chloroform gegeben. Die Proben wurden fiir 15 sec kréaftig geschuittelt und dann
10 min bei RT stehen gelassen. Hierdurch bilden sich drei Phasen, wobei die obere
(wassrige) Phase die RNA enthielt, die Interphase die DNA und die rote, organische
Phase die Proteinfraktion. Um die exakte Trennung der Phasen zu gewahrleisten,
schloss sich ein erneuter Zentrifugationsschritt fur 15 min bei 4°C und 12.000 x g an.
Die wassrige Phase wurde vorsichtig abpipettiert und in eine neues, steriles 2 ml
Eppendorf-Réhrchen Uberfuhrt. Durch Zugabe von 500 ul Isopropanol zu jeder Probe
wurde die RNA ausgeféllt. Durch einen weiteren Zentrifugationsschritt bei 4 C und
12.000 x g fur 10 min sammelte sich die RNA als Pellet am Boden des GefalRes. Der
Uberstand wurde vorsichtig entfernt und das RNA-Pellet mit 1 ml hochreinem 75 %
Athanol gewaschen, vorsichtig gemischt und bei 4°C fir 5min und 10.000 x g
zentrifugiert. Der letzte Schritt wurde noch einmal wiederholt. Danach wurden die
Probenroéhrchen fur 10 min auf Eis unter dem Abzug zum Trocken offen stehen
gelassen. Das so gewonnene RNA-Pellet wurde in 10 ul DEPC behandeltem Wasser

gelost

24.1.4. Quantitative und qualitative Bestimmung der RNA

Die Qualitats- und Konzentrationsbestimmung der RNA erfolgte spektrophotometrisch
an einem BioPhotometer® in einer Kunststoff-Kiivette. Verunreinigungen der Probe
kénnen durch Verhaltnisbildung (Ratios) verschiedener Absorptionswerte erkannt wer-
den. Da Proteine maximal Licht einer Wellenlange von 280 nm, RNA einer Wellenlange
von 260 nm absorbieren, kann die Reinheit einer Nukleinsdurelésung anhand der
E260 / E280 Ratio abgeschatzt werden. Proben mit einem E260 / E280-Verhaltnis von
1,8 — 2,0 wurden hinsichtlich ihres RNA-Anteils als rein befunden. Die Absorption bei
230 nm reflektiert Verunreinigungen durch z.B. Kohlehydrate, Phenole oder aromati-
sche Verbindungen. Der Quotient E260 / E230 sollte fur reine RNA-Proben bei >2,0
liegen. Das Lambert-Beersche Gesetz bildet die Grundlage der modernen Photometrie
als analytische Methode. Es beschreibt die Schwéchung der Strahlungsintensitat mit
der Weglange beim Durchgang durch eine absorbierende Substanz tuber den Zusam-
menhang der Intensitdtsschwéchung mit der Konzentration der absorbierenden Sub-
stanz. Die optische Dichte OD 260 von 1,0 entspricht bei einer reinen RNA-Praparation
einer Konzentration von 40 mg/ml. Jeweils 1 pl der in Kapitel 2.4.1.3 gewonnenen
Proben wurden mit 49 ul DEPC-behandeltem Wasser verdiinnt. Das Photometer wurde
mit 50 ul Reinstwasser auf ,,0“ geeicht und anschlieBend die 1 : 50 verdinnten RNA-

Proben gemessen.
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2.4.1.5. cDNA Synthese

Far die durchzufiihrende real-time PCR war es notwendig, die in der RNA-Préaparation
enthaltenen mRNAs in komplementare cDNA Strange ,umzuschreiben®. Im Advan-
tage® RT-for-PCR kit waren folgende relevante Substanzen fiir die cDNA-Synthese

enthalten:

100 pl 5 x Reaktionspuffer
250 mM/L Tris-HCI, pH 8,3

375 mM/L KCI
15 mM/L MgCl,
25 ul Oligo(dt)18 Primer, 20 mM/L
30 pl recombinante MMLV Reverse Transkriptase 200 U/l
(MMLV: Moloney murine leukemia virus)
15 pl recombinanter RNase Inhibitor, 40 U/pl
25 ul dNTP mix 10 mM/L
1ml DEPC-behandeltes Wasser

(versetzt mit Diethylpyrocarbonat (1:1000) und autoklaviert)

Die oben beschriebenen Substanzen lagerten bei -20°C. Fir die cDNA-Synthese
wurden diese aufgetaut, kurz zentrifugiert und auf Eis gelagert. Zu jeweils 1 ug
Gesamt-RNA wurde jeweils soviel DEPC-behandeltes Wasser hinzugefiigt, dass das
Gesamtvolumen am Ende bei jeder Probe 12,5 ul betrug. Danach wurden jeder Probe
1 pl Oligo(dt)18 Primer zugegeben und diese fiir ihre Anlagerung fiur 2 min auf 70°C
erhitzt. Im Anschluss wurden die Proben sofort auf Eis gestellt und 6,5 yul Mastermix
zugegeben. Der Mastermix fur eine Probe setzte sich wie folgt zusammen:

4 ul 5 x Reaktionspuffer

1ul  dNTP

0,5 ul rekombinanter RNase Inhibitor

1pl  MMLV Reverse Transkriptase
Als Negativkontrolle diente 1 ug Gesamt-RNA aus der Spinalganglien-Préparation,
wobei diesem Ansatz anstatt Reverser Transkriptase nur DEPC-behandeltes Wasser
zugesetzt wurde. Fur die cDNA-Synthese wurden die Proben fir eine Stunde bei 42°C
in einem Wasserbad inkubiert. AnschlieBend wurde die Reverse Transkriptase des
Moloney murine leukemia virus (MMLYV) inaktiviert, indem die Proben fir weitere 5 min

bei 95°C erhitzt wurden. Danach wurden die Proben kurz zentrifugiert, 110 ul DEPC-
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behandeltes Wasser zugegeben, durchmischt und erneut kurz zentrifugiert. Die so

synthetisierte cDNA wurde bis zur weiteren Verwendung bei -70°C aufbewahrt.

2.4.1.6. Durchfuhrung und Auswertung der QRT-PCR

Zur Durchfuhrung der real-time PCR wurde die bei -70°C lagernde cDNA und die bei
- 20°C lagernden TagMan® gene expression assays aufgetaut und auf Eis gelagert.
Die QRT-PCR Reaktionen enthielten pro 25 ul Ansatz:

6,25 pl Wasser fur die Molekularbiologie
12,50 pl Universal MasterMix

1,25 pl TagMan® gene expression assay

5,00 pl cDNA

Fir die Genexpressionsanalyse zum Nachweis verschiedener purinerger Rezeptor-
Subtypen der Ratte (P2rXy, P2rX;, P2rXs, P2rX,, P2rXs, P2rXs und P2rX;) im MnPO-
Parenchym adulter sowie neonataler (,Baby") Ratten und Spinalganglien adulter Rat-
ten wurden bei allen Experimenten Dreifachbestimmungen durchgefihrt. Daraus ergab
sich ein 12-facher Ansatz der oben aufgelisteten Substanzen fir jeden Rezeptor-

Subtyp sowie B-Aktin als ,house-keeping” Gen : 3 x fur jede Gewebsprobe sowie drei

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 " 12
A rActh tActh rActh tActh rActh rActh tActh rActh rActh rAct rActh rActh
Adult Adult Adult Baby Baby Baby Ganglien |Ganglien |[Ganglien |MoRT NTC NTC
B P2l P2ral P2t P2t P21 P2rdi P2 P21 P2rd P2t P21 P2l
Adult Adult Adult Baby Baby Baby Ganglien |[Ganglien |Ganglien [MoRT NTC NTC
¢ P22 P2ra2 P22 P22 P21z P22 P22 P21z P22 P22 P21z P22
Adult Adult Adult Baby Baby Baby Ganglien |Ganglien |[Ganglien |MoRT NTC NTC
D P23 P2rx3 P23 P2rx3 P23 P23 P2rs3 P23 P23 P2rx3 P23 P2rx3
Adult Adult Adult Baby Baby Baby Ganglien |Ganglien |[Sanglien |MoRT NTC NTC
E P2red P2rad P2rid P2rad P2rid P2rid P2rad P2rid P2rd P2rad P2rid P2red
Adult Adult Adult Baby Baby Baby Ganglien |Ganglien |[Ganglien |MoRT NTC NTC
F P25 P2rd5 P2ra P25 P2rda P2ra P2 P2rda P2rs P25 P2rda P2ris
Adult Adult Adult Baby Baby Baby Ganglien |Ganglien |[Sanglien |MoRT NTC NTC
G P2rE P21 P2 P2raB P2k P2 P2raB P2k P2rB P2raB P2k P2reB
Adult Adult Adult Baby Baby Baby Ganglien |Ganglien |[Ganglien |MoRT NTC NTC
H P2ed P2e7 P27 P2 P27 P27 P2 P27 P27 P2e P27 P27
Adult Adult Adult Baby Baby Baby Ganglien |Ganglien |[Sanglien |MoRT NTC NTC
Abbildung 12: Pipettierschema fur eine Micro Amp™ optical 96-well reaction plate

Al - A12: Reaktionsansatz zum Nachweis der R-Aktin Expression, welches als ,house
keeping” Gen zur Normierung der ct-Werte der anderen Ansatze herangezogen
wurde.

Al - A3: Ansatz mit cDNA des MnPO der adulten Tiere

A4 - AB: Ansatz mit cDNA des MnPO der neonatalen Tiere

A7 - A9: Ansatz mit cDNA der Spinalganglien

Al10: Kontrolle (cDNA Ansatz der Spinalganglien ohne Reverse Transkriptase)

All - A12: ,no-template“-Kontrolle (PCR-Ansatz ohne cDNA)

Bl -H12: Reaktionsansatze mit den entsprechenden TagMan-Sonden fir P2X; - P2X;

Purinozeptor-Subtypen entsprechend dem Schema von Al - A12

86



2 Material und Methoden

Negativkontrollen (1 x cDNA ohne Reverse Transkriptase = NORT und 2 x ,no-temp-
late“-Kontrolle = NTC, welche anstatt cDNA hochreines Wasser enthielt) (Abb. 12).

Die guantitativen PCR-Analysen wurden auf ABI 7300-Geraten mit entsprechender
SD-Software (sequence detection Software) durchgefiihrt. Die Zyklusparameter waren
wie folgt: 10 min bei 95°C zur Aktivierung der Tag-Polymerase, gefolgt von 45 Amplifi-
kations-Zyklen fir jeweils 15 sec bei 95°C zur Denaturierung und fur jeweils 60 sec bei
60°C fir das Hybridisieren der Primer und die Verlangerungsschritte. Die Berechnung
der relativen Genexpression erfolgte tber die ACt-Methode. Die Ct-Werte wurden Uber
die Expression der endogenen Kontrolle (B-Actin) normiert (ACt = Ct-P2X-Gen — Ct-
Referenzgen; in diesem Fall B-Actin). Im Anschluss erfolgte eine Berechnung der
AACt-Werte, indem die ACt-Werte des jeweils am niedriegsten exprimierten P2X-
Rezeptors (als Calibrator) von den ACt-Werten der lbrigen Rezeptoren substrahiert
wurden. Die n-fache Transkription errechnet sich dann aus der Formel 222" Diese
Berechnung setzt voraus, dass in jedem PCR-Zyklus eine Verdoppelung der DNA-
Menge stattgefunden hat, also die QRT-PCR Effizienz 100% bzw. 2 betragt (Livak and
Schmittgen 2001).

2.4.2. Primare Zellkultur des MnPO der Ratte

2.4.2.1. Grundlagen

Die Zellkultur ist definiert als das in vitro Wachstum von Zellen, welche aus dem elter-
lichen Gewebe nach spontaner Auswanderung oder durch mechanische oder enzyma-
tische Vereinzelung gewonnen wurden (Freshney 1990). Die Zellkultur stellt eine
geeignete Moglichkeit dar, einzelne Zellen im Hinblick auf ihre Morphologie sowie ihre
biochemischen, pharmakologischen und funktionellen Eigenschaften zu untersuchen
(Jurzak et al. 1994, 1995; Gebke et al. 1998, 2000). Man unterscheidet etablierte
Zelllinien von Priméarkulturen. Primarkulturen sind Zell-, Gewebe- oder Organkulturen
nach ihrer Entnahme aus dem Organismus und vor der ersten Passage. Als Zelllinien
dagegen werden Zellkulturen nach der ersten Passage bezeichnet. Mit Passage wird
der Transfer von Zellen von einem Kulturgefald in ein anders bezeichnet (Freshney
1990). Es ist davon auszugehen, dass Zellen aus Primarkulturen dem entsprechenden

in vivo Zelltyp mehr ahneln als Zellen aus Zelllinien (Morgan and Darling 1994).

Nach der Isolation des gewlnschten Gewebes aus dem Organismus missen dessen

Zellen enzymatisch und/oder mechanisch aus dem Gewebeverband geldst werden. In
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dieser Studie wurden die Gewebestiicke zunachst enzymatisch dissoziiert, um die
interzellularen Verbindungen zwischen den Zellen zu l6sen. Zu diesem Zweck wurde
die Protease Dispase-1 gewahlt. Aufgrund seiner milden proteolytischen Eigenschaften
I6st dieses Enzym das Gewebe zwar nur unvollstédndig auf, bewirkt allerdings auch
keine nennenswerte Schadigung der Zellmembranen (Frangakis et al. 1982; Frangakis
and Kimelberg 1984; Cruz et al. 1997; Gebke et al. 1998, 2000; Wuchert et al., 2008,
2009). Da die spateren funktionellen Untersuchungen der kultivierten Zellen auf Einzel-
zellniveau erfolgen sollten, mussten die Zellen allerdings vollstandig aus dem Gewebe-
verband gel6st werden. Aus diesem Grund folgte der enzymatischen Dissoziation eine
zusétzliche milde mechanische, um die noch vorhandenen Zell-zu-Zell Kontakte zu
zerstoren (Jurzak et al. 1994; Gebke et al. 1998, 2000; Wuchert et al. 2008, 2009).

24.2.2. Vorbereitung der Zellkulturkammern

Die verwendeten Zellkulturkammern bestanden aus einer Flexiperm®-Mikro-Kammer
(Grundflache 28 mm?), deren Boden ein 15 mm & Coverslip aus Glas darstellte. Diese
CELLocate® Zellkulturglaschen waren mit einem orthogonalen Koordinatensystem zur
spateren ldentifikation der Zellen, eingeatzt durch Flusssaure, versehen. Die Mikro-
raster-Plattchen waren einzeln und steril versiegelt verpackt. Das Coverslip wurde
unter der Sterilbank mit Hilfe einer Pinzette auf die Unterseite der Flexiperm®-Mikro-
Kammer aufgelegt und leicht angedrickt. Glas ist eine fur die Anheftung und das
Wachstum von Zellen geeignete Oberflache, dessen optische Eigenschaften (Freshney
1990) optimal fur die mikrospetrofluorimetrischen Untersuchungen auf zellularer Ebene
geeignet waren. Um die Ratio-Imaging Studien zur Messung der intrazellularen Cal-
ciumkonzentration ([Ca?'];,) durchfilhren zu kénnen, musste die Adhdsionsmatrix der
Zellen eine hohe Durchlassigkeit fir monochromatisches Licht entsprechender Wellen-
lange bei vernachlassigbarer optischer und chromatischer Aberration aufweisen. Um
das Anwachsen der Zellen zu begunstigen, wurden die Kammern mit ca. 20 pl Poly-L-

Lysin geflllt und fur zwélf Stunden lichtgeschitzt bei 4°C inkubiert.

2.4.2.3. Kultivierung von Primarzellen aus dem MnPO

Die Praparation des MnPO von 4 - 7 neonatalen Ratten erfolgte wie in Kap. 2.4.1.2.2
beschrieben, wobei die den MnPO enthaltenden Gewebeschnitte jedoch in einer Petri-
schale mit oxygeniertem HBSS aufbewahrt wurden. Anschlie3end wurden die Gewebs-
schnitte in ein Reaktionsgefald (Vol. 15 ml), welches die Dispase-1 haltige Gebrauchs-

l6sung enthielt, Uberfihrt und fir 45 min bei 37°C inkubiert. Die Inkubation erfolgte
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unter Oxygenierung der die Lésung enthaltenden Gewebsfragmente. Die enzymati-
sche Dissoziation der Gewebestiicke wurde nach 45 min Inkubation beendet, indem
die Dispase-1 haltige Losung unter der Sterilbank entfernt, und die Gewebefragmente
dreimal mit einer Inaktivierungsldsung und anschlieRend dreimal mit Neurobasal-
Medium A gewaschen wurden. Mittels einer feuerpolierten Pasteur-Pipette wurden die
Gewebestlicke durch rasches Auf- und Abpipettieren mechanisch auf sehr schonende
Weise in eine Zellsuspension dissoziiert. Die vorbereiteten Zellkulturkammern wurden
mit sterilem Wasser gespllt, getrocknet und auf 37°C temperiert. 200 pl der Zellsus-
pension wurden in jede Kammer pipettiert, diese mit Zellkulturmedium aufgefllt und
bei 37°C und 5 % CO, im Warmeschrank inkubiert. Nach 24 Std wurde das Zellkultur-
medium ausgetauscht, um den vorhandenen Zelldetritus zu entfernen. Ein weiterer
Wechsel fand am vierten Tag nach der Préparation statt. Am flnften Tag wurde mit
den weiterfuhrenden Versuchen begonnen. Da eine exakte Préparation des MnPO
nicht moglich war und immer von einem geringfiigigen Anteil an angrenzendem
Fremdgewebe ausgegangen werden muss, sollte korrekterweise von einer ,MnPO-
angereicherten neuroglialen Zellkultur® gesprochen werden. Wenn im Folgenden von
einer Priméarzellkultur des MnPO gesprochen wird, ist eigentlich die ,MnPO-angerei-
cherte neurogliale Zellkultur* gemeint.

2.4.3. Messung der intrazellularen Calciumkonzentration mittels Ratio-

Imaging Technik

2.4.3.1. Grundlagen der Ratio-Imaging Technik

Die Ratio-Imaging Technik bietet die Mdglichkeit, die intrazellulare Konzentration freier
Calciumionen ([Ca®'];,) kontinuierlich zu messen (Hinman and Sammak 1998; Baylor
and Hollingworth 2000). Damit stellt die Methode eine effiziente Moglichkeit zur Unter-
suchung der Transmitter-induzierten, intrazellularen Signaltransduktion in lebenden
Zellen wie Neuronen, Astrocyten oder Oligodendrocyten dar (Jurzak et al. 1995; Gebke
et al. 2000; Wuchert et al. 2008, 2009). Um Anderungen der [Ca®'];, messen zu kon-
nen, macht man sich selektiver, Ca?*-chelierender Fluoreszenzfarbstoffe zunutze (Mo-
reton 1994). Das Aquorin der Leuchtqualle war der erste, wissenschaftlich in der Mus-
kelforschung eingesetzte Calciumindikator zur Messung der intrazellularen Calcium-
konzentration. Die Entwicklung der ersten synthetischen Farbstoffe dieser Gruppe
gelang Roger Tsien (Tsien 1980). Heute steht eine groRe Anzahl selektiver Fluores-
zenzindikatoren zur Calcium-Messung zur Verfligung, wie beispielsweise Derivate des
Calciumchelators EGTA (z.B. Quin-2, Indo-1, Fura-2), des Fluoresceins (z.B. Fluo-3)
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oder des Rhodamins (z.B. Rhod-2) (Grynkiewicz et al. 1985). Die Farbstoffe werden in
zwei grof3e Gruppen unterteilt: Die Wellenlangen-stabilen (wavelength stable) und die
Wellenlangen-andernden (wavelength shifting) Fluoreszenzfarbstoffe. Bei den Wellen-
langen-stabilen Fluoreszenzindikatoren, wie z.B. Quin-2, &ndert sich durch Calcium-
bindung nur die Emissionsintensitat, das Exzitations- und Emissionsspektrum aber
bleiben konstant. Mitglieder der Gruppe der Wellenlangen-andernden Farbstoffe an-
dern nach Calciumbindung entweder ihre Exzitations- oder ihre Emissionsspektren
(Tsien 1980, 1989; Tsien and Poenie 1986; Ross 1989; Thomas and Delaville 1991,
Moreton 1994) und erwiesen sich deshalb als besonders geeignet fir die Messung der
intrazellularen Calcium-Konzentration. Zu den Wellenlangen-andernden Fluoreszenzin-
dikatoren gehort auch das in dieser Arbeit eingesetzte Fura-2 (Abb. 14), dessen
Exzitationsspektrum sich nach Calciumbindung andert (Tsien et al. 1985; Tsien and
Poenie 1986; Roe et al. 1990). Das Anregungsoptimum des freien, polyanionischen
Indikators Fura-2 liegt bei 363 nm, der mit Calcium gesattigte Farbstoff dagegen wird
maximal durch Licht einer Wellenlange von 340 nm angeregt. Das Emissionsmaximum

bleibt mit etwa 510 nm konstant (calciumfreies Fura-2 512 nm, calciumbindendes

Abbildung 13: Exzitationsspektren von Fura-2

Das Diagramm zeigt die Fluoreszenzintensitat (Emissionswellenlange 510 nm) von Fura-2 in
Abhéngigkeit von der Anregungswellenlange (nm) in Anwesenheit verschiedener Konzentra-
tionen an freien Calciumionen ([Ca *'Ifrei (uM)).

Kurve 1: das gesamte Fura-2 ist mit Calcium gesattigt; Emissionsmaximum bei 340 nm
Kurve 2: das gesamte Fura-2 liegt Calcium-frei vor; Emissionsmaximum bei 363 nm

Die Pfeile zeigen die Fluoreszenzintensitaten bei den beiden in der Praxis des Ratio-Imaging
benutzten Anregungswellenlangen von 340 und 380 nm. Hier ist jeweils die Differenz der
Fluoreszenzintensitat fur Ca *-freies und -gesattigtes Fura-2 am groften.
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Fura-2 505 nm) (Tsien and Poenie 1986, Thomas and Delaville 1991) (Abb. 13). In der
Praxis werden zur Messung der Fluoreszenzintensitat des Calcium-freien Farbstoffes
allerdings nicht die Anregungswellenlange von 363 nm benutzt, sondern Licht einer
Wellenlange von 380 nm. Der Grund hierfir ist, dass eine Wellenlange von 363 nm
sehr nah am sogenannten isoemissiven Punkt des Fura-2-spezifischen Spektralverhal-
tens liegt, bei dem die Fluoreszenzintensitat des Fura-2 unabh&ngig von der Calcium-
konzentration immer gleich ist (Abb. 13). Bei einer Anregungswellenlange (ARW) von
380 nm ist die Differenz der Fluoreszenzintensitat fur Calcium-freies und —gesattigtes
Fura-2 am grof3ten (Abb. 13). Bei der Ratio-Imaging Technik wird der Quotient (Ratio)
aus den gemessenen Emissionsintensitaten bei den beiden ARWs 340 und 380 nm
gebildet. Dieser Quotient spiegelt das Verhéaltnis von gebundenem zu freiem Indikator
wider (Tsien et al. 1985). Der Vorteil des Einsatzes der Wellenlangen-andernden
Fluoreszenzindikatoren gegeniber den Wellenlangen-stabilen liegt in der Méglichkeit
zur Ratiobildung (Roe et al. 1990). Imaging-Versuche werden durch verschiedene Fak-
toren beeinflusst, die sich bei der Ratiomessung im gleichen Mal3 auf beide Anre-
gungswellenlangen auswirken; mogliche Storeinflisse werden somit bei der Quotien-
tenbildung herausgekirzt. Die Messungen werden so unabhangig von (1) der intrazel-
luldr vorhandenen Konzentration an Indikatorsubstanz, (2) einer eventuell ungleich-
mafRigen Verteilung des Fluoreszenzfarbstoffs sowie (3) der Zelldicke sowie dem Aus-
bleichen (,photo bleaching®) oder Austreten des Farbstoffes (Tsien et al. 1985, Tsien
and Poenie 1986, Roe et al. 1990).

Gemal des Massenwirkungsgesetzes verhdlt sich die Ratio proportional zur Konzen-
tration des vorhandenen freien bzw. gebundenen Calciums. Aus der im Versuch
gemessenen Ratio (Emission (340 nm) / Emission (380 nm)) kann mit Hilfe folgender
Gleichung die absolute, intrazellulare Calciumkonzentration errechnet werden (Gryn-
kiewicz et al. 1985) :

(R — Rmin) Sf2
[Ca®]=KD X ——MMM — x ——
(Rmax — R) Sbh2
Formellegende:
KD = Dissoziationskonstante des Fura-2 fur Calcium
R= Ratio (Emission bei 340 nm ARW / Emission bei 380 nm ARW)
Rmin = Ratio bei calciumfreiem Fura-2
Rmax = Ratio bei calciumgeséattigtem Fura-2
Sf2 = Emissionswerte des calciumfreien Fura-2 (ARW von 380 nm)
Sh2 = Emissionswerte des calciumgesattigten Fura-2 (ARW von 380 nm)
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In dieser Arbeit wurde aus den gemessenen Ratio-Werten allerdings nicht die intra-
zellulare Ca**-Konzentration errechnet, da es ausreichte, die Ratioanderung als quanti-
fizierbares Zeichen einer zellularen Reaktion heranzuziehen. Bei Fura-2 handelt es
sich um ein stark negativ geladenes Molekil, welches nicht in der Lage ist, Zell-
membranen zu permeieren. Um eine Farbstoffbeladung der zu untersuchenden Zellen
ohne Schadigung der Zellmembran zu ermdglichen, wurden Acetoxymethylester-
derivate der Fluoreszenzindikatoren entwickelt. Diese sind lipophil und somit membran-
permeabel, kénnen allerdings keine Calciumionen binden. In der Zelle wird der Fura-2
Acetoxymethylester durch cytoplasmatische Esterasen hydrolysiert. Da das Fura-2
Molekil nun membranimpermeabel ist, ist der Farbstoff in der Zelle ,gefangen” (Tsien
and Poenie 1986). AuRerdem kann so aktivierte Fura-2 Molekil zweiwertige Kationen,

vor allem freies Ca?*, reversibel binden.

Abbildung 14: Strukturformel des Fura-2 Acetoxymethylester (Fura-2 AM)

Die grau hinterlegten Bereiche des Molekils werden in der Zelle durch cytoplasmatische
Esterasen abgespalten. Fura-2 wird so membranimpermeabel und kann auf3erdem in aktivierter
Form freie Calciumionen binden.

2.4.3.1.1. Der Einsatz von Fura-2 Acetoxymethyl(AM)ester in der Primarkultur

Um die calciumabhangige Responsivitdt der Zellen auf ATP und seine Derivate zu
untersuchen, wurde als Indikatorfarbstoff Fura-2 gewéhlt. So konnten etwaige Ande-
rungen der [Ca?'];, gemessen werden. Zur Beladung der zu untersuchenden Zellen der
Priméarkultur mit Fura-2 wurde die Zellkulturkammer mit Kulturmedium gefullt, welches
2 UM Fura-2 AM enthielt (Fura-2 AM in Dimethylsulfoxid (DMSO); 1 mM Stammldésung
bei —20°C gelagert). Wéahrend der 45-minitigen Inkubation im Wéarmeschrank bei 37°C

und 5 % CO, unter Ausschluss von Licht erfolgte die zellulare Aufnahme des Indika-

92



2 Material und Methoden

tors. Im Anschluss an die Inkubation wurde durch dreimaliges Waschen mit Messpuffer

Uberschissiger Fura-2 AM aus der Kammer entfernt.

2.4.3.1.2. Der Imaging-Messstand

Die Ratio-Imaging Versuche wurden an einem inversen Fluoreszenzmikroskop durch-
gefuhrt (Abb. 15). Da der eingesetzte Fluoreszenzindikator Fura-2 durch Calciumbin-
dung sein Exzitationsspektrum andert, wurde monochromatisches Licht der Wellenlan-
gen 340 und 380 nm bendtigt. Die gewlinschten Wellenldngen wurden mit Hilfe von
zwei unterschiedlichen Filtern eines rotierenden Filterrades erzeugt, durch die das
Licht einer 100 Watt Quecksilberlampe strahlte. Mit Hilfe des von einer Steuereinheit
regulierten Shutter wurden die Zellen so gut wie moglich vor Hitze und photo blea-
ching geschutzt. Uber die Kamera konnten die Belichtungszeit sowie die zeitlichen
Abstéande zwischen den Belichtungen reguliert werden. Das aus dem Filterrad austre-

tende Licht der entsprechenden Anregungswellenlangen wurde in ein inverses

Schlauchpumpe

Steuergeriit Applikationsspritzen
— Computer —_ ‘
tee —‘ [ || Messpuffer- | | 4 en
[ | | Reservoir [
= "_.-"g"‘".Kt'mii[{r.i""'"'{-;{e'_;;i{.n{{,{.};é}'"""'?iil'lli[{"" N
rD;l : ey ‘ :
4 H Xenon- e R . -
g . lampe ! Grundplatte Deckglas mit Zellen
: : Fluoreszenzobjektiv
__‘ Kamera )—:_ _______ i —J— Lt } :
ir_wcrscs dichromatischer L vom Shutter
Mikroskop ! Spiegel
Filterrad N !
und Shutter i zur Kamera

Abbildung 15: Schematische Darstellung des Ratio-Imaging Messstandes

Inverses Fluoreszenzmikroskop mit Xenonlampe, Filterrad und Shutter, sowie dem dichro-
matischen Spiegel und Imagingsystem (bestehend aus Computer mit systemeigener Software
und CCD-Kamera). Die Schlauchpumpe garantiert die kontinuierliche Superfusion mit
Messpuffer. Das von der Xenon-Lampe erzeugte Licht gelangt durch das rotierende Filterrad
und den Shutter, Gber den dichromatischen Spiegel und das Fluoreszenzobjektiv, in die
Messkammer und somit zu den mit Fura-2 beladenen Zellen. Das emittierte Licht gelangt aus
der Messkammer wiederum durch Objektiv und Spiegel zur Kamera.
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Fluoreszenzmikroskop geleitet. Im Mikroskop wurde das Licht an einem dichromati-
schen Spiegel abgelenkt und durch ein Fluoreszenzobjektiv in die Messkammer gelei-
tet, wo es das Fura-2 zur Fluoreszenz anregte. Das vom Fura-2 emittierte Licht gelang-
te von der Messkammer aus wieder durch das Objektiv, durch einen Sperrfilter (515
nm) und Uber den dichromatischen Spiegel in eine CCD-Restlichtkamera. Die bei den
daraus resultierenden Werten die Quotienten (Emission bei 340 nm ARW / Emission

bei 380 nm ARW) gebildet, welche im Folgenden als Ratio angegeben werden.

2.4.3.1.3. Vorbereitung der Versuchsdurchfihrung

Unmittelbar vor Versuchsbeginn wurden die mit Fura-2 beladenen Zellen in das Mess-
system verbracht. Um das CELLocate® Deckglaschen mit den adhérenten Zellen in die
Messkammer (Abb. 15) einzuspannen, wurde zunéchst die Flexiperm-Kammerwan-
dung entfernt. Das CELLocate® Deckglaschen wurde auf die mittige Offnung einer
runden Stahlscheibe positioniert, welche die Basis der Messkammer bildete. Zur
Befestigung wurde ein Teflonring, der gleichzeitig die AuRenwand der Messkammer
bildete, mit vier Edelstahlschrauben auf der Scheibe fixiert. Die Messkammer konnte
nun in eine hierfiir vorgesehene Offnung des Objekttisches des Mikroskops eingesetzt
werden. Nach Montage der Messkammer wurde diese sofort mit 800 ul Messpuffer, auf
Raumtemperatur temperiert, gefillt. An die Messkammer wurden Zu- und Abfluss einer
Schlauchpumpe in Form von gebogenen Kanilen angeschlossen. Die Kanile, Uber die
der Messpuffer in die Kammer geleitet wurde, reichte bis zum Boden der Kammer,
wahrend die Abflusskanule lediglich knapp in den Flussigkeitsspiegel eintauchte. Mit
Hilfe der Schlauchpumpe wurde Messpuffer mit einer Flussrate von 2 ml/min aus
einem Reservoir durch die Messkammer geleitet. So konnten eine konstante Fullung
der Messkammer und ein kontinuierlicher Pufferwechsel bei minimaler Turbulenz
gewabhrleistet werden. Die Zellen wurden nun fir 10 min kontinuierlich mit Messpuffer
superfundiert, damit der in die Zellen aufgenommene Indikatorfarbstoff vollstandig

hydrolysiert werden konnte.

2.4.3.2. Messprotokolle fur die Ratio-Imaging Techniken

Jede Versuchsreihe wurde an Zellen aus mehreren Praparationen durchgefiihrt. Damit
sollte erreicht werden, dass jeweils Zellen von Tieren aus verschiedenen Wirfen
untersucht werden, um individuelle Unterschiede der Versuchsansatze auszugleichen.
Mit Hilfe des Imaging-Filters wurde bei einer Belichtungszeit von 100 msec und einer

Wellenlange von 380 nm ein Bild der Fura-2 beladenen Zellen im Gesichtsfeld erstellt
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und mittels Durchlichtbild und einer Belichtungszeit von 10 msec deren Lokalisation im
Koordinatensystem des CELLocate® Deckglases dokumentiert. Jede Zelle wurde als
sregion of interest* (ROI) markiert und fortlaufend nummeriert (Abb. 16), so dass die
Messung der Konzentration des intrazellularen Calciums fur jede Zelle einzeln moglich
war. Die Ermittlung der Ratio erfolgte im Abstand von 5 sec mit einer Belichtungszeit

von 100 msec bei 340 nm bzw. 50 msec bei 380 nm.

Die zur Stimulation bzw. Blockade verwendeten Substanzen wurden als Aliquots bei
-20°C gelagert und erst unmittelbar vor der Messung aufgetaut. Je nach Konzentration
der eingefrorenen Stockldsungen und gewilnschter Endkonzentration der Substanzen
wurden erstere mit Messpuffer entsprechend verdiinnt und in 10 ml Spritzen pipettiert,
welche Uber ein Schlauchsystem mit der Messkammer in Verbindung standen
(Abb. 15). Durch Umschalten der entsprechenden 3-Wege-Hahne einer Hahnbank
wurde von Messpuffer auf substanzhaltigen Puffer umgeschaltet und dieser in die

Kammer geleitet.

Nach 10-minitiger Superfusion mit Messpuffer begannen die sequentiellen (3 -5)
Superfusionsstimulationen mit Agonisten + Antagonisten purinerger Rezeptoren fir die
Dauer von jeweils 3 min in meist alternierender Reihenfolge, wobei fir jede auf einem
CELLocate® Deckglaschen kultivierte Zellpopulation die einzelnen Stimulationsperio-
den von jeweils 8 — 15 minudtigen Perioden mit reiner Messpuffersuperfusion unterbro-
chen wurden. Nach Abschluss der jeweiligen Messung wurde das zellbeladene CELL-
ocate® Deckglaschen aus der Messkammer entfernt und in einer 12er-Multiwell-Platte
fur 15 min in 4 % PFA bei 4°C fixiert. Durch einen 3 x 5 min Waschschritt mit PBS
wurde der PFA komplett entfernt. Die Zellen wurden in der Multiwell-Platte, Uber-
schichtet mit PBS bei 4°C, bis zu ihrer immuncytochemischen Identifikation aufbe-

wahrt.

2.4.3.2.1. Stimulation mit ATP und 2Me-SATP sowie a,me-ATP und 2Me-SATP

In einem ersten Versuchsansatz sollte eruiert werden, ob Neurone, Astrocyten sowie
Oligodendrocyten der MnPO-Priméarkultur auf die Superfusionsstimulation mit Adenosin
5'triphosphat (ATP) bzw. seinem Derivat 2-Methylthioadenosin 5°-triphosphat (2Me-
SATP) mit einer Anderung der [Ca®'];, reagierten. Beide ATP-Analoga reprasentieren
unspezifische Agonisten an P2X-Rezeptoren, mit ATP als endogenem Liganden. Die
rasche Hydrolyse von ATP in Lésung durch Ektonukleotidasen ist mehrfach beschrie-
ben (Chessell et al. 1997, Rassendren et al. 1997, Gomez-Villafuertes et al. 2000,
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Hibell et al. 2000, Zimmermann 2006), sodass aufgrund der als Ergebnis erhaltenen
Aquipotenz von ATP und 2Me-SATP (siehe Kap. 3.2.1) in allen folgenden Untersu-
chungen letzteres als Vergleichsstimulus fur andere Agonisten herangezogen wurde.
So wurden die Zellen der MnPO Priméarkultur auch auf ihr Antwortverhalten nach
Stimulation mit dem fur P2X; und P2X; Rezeptoren spezifischen Agonisten a,3-Methy-
lenadenosin 5 -triphosphat (a,me-ATP) (Valera et al. 1994, Bianchi et al. 1999, Bur-
gard et al. 1999) im direkten Vergleich zu 2Me-SATP untersucht. In allen Teilstudien
wurden dazu die MnPO Zellen im randomisierten Verfahren jeweils fir 3 min mit ATP,
2Me-SATP bzw. a,me-ATP in einer finalen Kammerkonzentration von jeweils 10 M/L
superfundiert. Nach jeder Liganden-Stimulation erfolgte eine 10-minitige Superfusion

der MnPO-Primarkultur lediglich mit Messpuffer.

2.4.3.2.2. Stimulation mit Bz-ATP und 2Me-SATP

Der hochpotente Agonist an P2X;-Rezeptoren 2°-3'-O-(4-Benzoylbenzoyl)Adenosin 5°-
triphosphat (Bz-ATP) (Chessell et al. 1997, Rassendren et al. 1997, Hibell et al. 2000)
wurde fir den Nachweis einer funktionellen Expression dieses Rezeptorsubtyps in zwei
Konzentrationen (107 M/L und 10° M/L) superfundiert. Die Auswaschphase betrug
jeweils 8 min. Zum direkten Vergleich wurde wiederum 2Me-SATP in dquimolaren

Konzentrationen und bei gleichen Regenerationsintervallen eingesetzt.

2.4.3.2.3. Stimulation mit dem P1-Rezeptor Agonisten und 2Me-SATP

Ziel dieser Teilstudie war es, mit den P1-Rezeptor Agonisten 2-Chloro-N°-Cyclopentyl-
adenosin (CCPA), welcher als selektiver Agonist fir den A;-Rezeptorsubtyp charakte-
risiert wurde (Klotz 2000, Burnstock 2007b) und Adenosin-5"-N-Ethylcarboxamid
(NECA) die funktionelle Expression von Adenosinrezeptoren in den Zellen des MnPO
zu untersuchen. NECA reprasentiert einen Agonisten an P1-Rezeptoren mit héchster
Aktivitat aller Adenosinderivate fir den A,B-Rezeptorsubtyp (Klotz et al. 1998, Ralevic
and Burnstock 1998, Klotz 2000). Wahrend NECA in finalen Kammerkonzentrationen
von 10° M/L und 10° M/L eingesetzt wurde, wurde CCPA lediglich in der Konzen-
tration von10® M/L superfundiert. Der direkte Vergleich der intrazellularen Calcium-
signale nach Stimulation durch die P1-Rezeptor spezifischen Agonisten mit denen
nach Aktivierung von P2X Purinozeptoren durch 2Me-ATP (10° M/L) sollte Riick-
schlisse auf eine moégliche Co-Expression von P1- und P2X-Rezeptoren erbringen.
Alle Stimulationen erfolgten, wie schon fir Kap. 2.4.3.1.6 dargestellt, fur jeweils 3 min,

mit einer nachfolgenden Auswaschphase von 8 min.
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2.4.3.2.4 Dosisabhangige Superfusionsstudie mit 2Me-SATP

Fur die detaillierte Charakterisierung der zellularen P2X-Purinozeptoren wurden Ratio-
Imaging Studien zum Nachweis einer moglichen dosisabhangigen, calciumvermittelten
Signaltransduktion durch 2Me-SATP (10®-10° M/L) an den unterschiedlichen Zell-
typen des MnPO durchgefihrt, beginnend mit der niedrigsten Konzentration. Zwischen
den Applikationenphasen (3 min) wurde die Dauer der Auswasch- und Regenerations-
phase jeweils so gewahlt, dass die Fluoreszenz Ratio der Zellen wieder Basalniveau
erreichte und dieses flur weitere 5 min konstant blieb, was in alle Féllen einer Periode

von 8 min entsprach.

2.4.3.2.5 Desensibilisierungsstudie mit 2Me-SATP

Als Vorversuch fir nachfolgende, pharmakologische Versuchsserien mit Antagonisten
spezifisch fur P2X-Rezeptoren wurde die Wiederholbarkeit der zellularen Antwort auf
vergleichbarem Niveau durch wiederholte Stimulation mit 2Me-SATP gleicher Konzen-
tration Uberprift. Damit sollte zudem aufgezeigt werden, ob der Effekt des 2Me-SATP
vollstandig reversibel war oder ob es bei den untersuchten Zellen zu einem Desensibi-
lisierungsphdnomen kam. Die Zellen wurden dreimal mit 2Me-SATP einer konstanten
Konzentration (10° M/l) superfundiert. Gleichzeitig wurde untersucht ob, und wenn ja,
die Lange des Regenerationsintervalls (8 bzw. 15 min) zwischen den Stimulationen

einen Einfluss auf das Antwortverhalten der MnPO Zellen hatte.

2.4.3.2.6 Herkunft des Calciums nach Stimulation mit 2Me-SATP

Weiterhin sollte ermittelt werden, ob Calciumionen aus dem Extrazellularraum zumin-
dest teilweise als Quelle fiir den etwaigen Anstieg der [Ca®'], nach P2X-Rezeptor
Aktivierung dienten, oder ob Calcium auch aus intrazellularen Speichern freigesetzt
wurde. In diesen Experimenten wurden die Zellen zundchst mit 2Me-SATP (10° M/L)
stimuliert, um ihr generelles Antwortverhalten zu demonstrieren. Nach einer Regenera-
tionsphase von 15 min erfolgte eine Superfusion der Primarkultur mit calciumfreiem,
EDTA-haltigen Messpuffer fiir 5 min. Unter diesen ,calciumfreien” Versuchsbedigungen
wurden die Zellen erneut mit 2Me-SATP (10° M/L) stimuliert. Nach Aquilibrierung und
Superfusion der Zellen mit calciumhaltigem Messpuffer fir 10 min wurde eine finale
Aktivierung mit 2Me-SATP (10° M/L) durchgefiihrt.

Durch den Einsatz spezifischer Agonisten wie a,fme-ATP (P2X; und P2X3)
(Kap. 2.4.3.2.1) oder Bz-ATP (P2X;) (Kap. 2.4.3.2.2) bestand die Mdglichkeit, die funk-
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tionelle Expression eines oder mehrerer P2X-Rezeptorsubtypen in Zellen der MnPO
Primarkultur zu charakterisieren. In einem zweiten Versuchsansatz sollten generelle
sowie Subtyp-spezifische Antagonisten in Gegenwart des unspezifischen Agonisten
2Me-SATP auf lhre Kapazitat hin geprift werden, die purinerge Signaltransduktion zu
modulieren bzw. unterdriicken. Neben diesen kompetitiven Antagonisten kamen dabei
auch hemmende, allosterische Einflisse auf die Aktivierung der Purinozeptoren zur

Anwendung.

2.4.3.2.7 Antagonisierung der durch 2Me-SATP-vermittelten Erhdhung der
[Ca®*];, durch PPADS

In dieser Versuchsserie wurde zunachst das Antwortverhalten der Zellen auf eine
primare Stimulation mit 2Me-SATP in submaximaler Konzentration (10”7 M/L) aufge-
zeichnet, basierend auf den Daten zur Dosis-Wirkungsbeziehung (Kap. 2.4.3.2.4).
Nach einer Auswaschphase von 15 min erfolgte eine 3-mindtige Applikation von Pyri-
doxalphosphat-6-Azo(Benzol-2,4)-Disulfonsdure (PPADS; 10° M/L), einem weithin
eingesetzten, unspezifischen Antagonisten flr purinerge Rezeptoren (Windscheif et al.
1995; Lambrecht 2000; Gourine et al. 2002; North 2002), um auszuschlieRen, dass
PPADS per se ein intrazellulares Calciumsignal auslésen kénnte. In unmittelbarem
Anschluss wurden 2Me-SATP (107 M/L) in Gegenwart von PPADS (10®° M/L) fiir 3 min
superfundiert. Nach einer Auswaschphase von 15 min wurde eine abschlieRende
Stimulation mit aquimolarem 2Me-SATP flur wiederum 3 min als Post-Kontrolle durch-
gefuhrt. In einer analogen, zweiten Versuchsserie wurde PPADS in einer Konzentration

von 10° M/L eingesetzt.

2.4.3.2.8 Antagonisierung der 2Me-SATP-vermittelten Erhéhung der [Ca®'];,
durch TNP-ATP

Dieser Versuchsansatz gleicht der unter Kap. 2.4.3.2.7 beschriebenen Versuchsreihe.
In den mit 2°,3-0-(2,4,6-Trinitrophenyl)-Adenosin-5"-triphosphat (TNP-ATP) (spezifi-
scher Antagonist an P2X;-, P2Xs- und P2Xy3 -Purinozeptoren) (Lewis et al. 1998, Tho-
mas et al. 1998, Virginio et al. 1998; Alexander et al. 2008) durchgeflihrten Versuchen
wurde auch zunachst jeweils das Antwortverhalten der Zellen auf Superfusions-
stimulation mit 2Me-SATP (107 M/L) untersucht. Nach einer Auswaschphase von
15 min folgte eine Stimulation von dreiminitiger Dauer mit TNP-ATP (10°M/L), um
dessen madgliche agonistische Aktivitaten abzugrenzen, gefolgt von einer zweiten
Superfusion von 2Me-SATP (107 M/L) in Gegenwart von TNP-ATP (10° M/L) fiir wie-
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derum 3 min. Nach einer Auswaschphase von 15 min wurde 2Me-SATP (107 M/L) als
postexperimentelle Kontrolle fir 3 min appliziert. In zwei analog durchgefihrten Ver-
suchsserien wurde TNP-ATP in niedrigeren Konzentration (10°M/L und 107 M/L) ein-
gesetzt, basierend auf der offensichtlich differenzierten Sensitivitat von P2X;- und
P2X3- versus P2X,- Purinozeptoren in myenterischen Neuronen und Gliazelllinien fir
diesen Antagonisten (Ohta et al. 2005; Truijillo et al. 2006; Alexander et al. 2008).

2.4.3.2.9 Antagonisierung der 2Me-SATP-vermittelten Erhéhung der [Ca®'];,
durch Rb2

Reactive blue 2 (Rb2) reprasentiert einen weiteren, unter anderem fir P2X,- und P2Y-
Rezeptoren spezifischen Antagonisten (Inoue et al. 1991, Nakazawa et al. 1991). Auch
hier wurde zunéchst das Antwortverhalten der Zellen auf Stimulation mit 2Me-SATP
(107 M/L) untersucht. Nach einer Auswaschphase von 15 min folgte eine dreiminiitige
Applikationsperiode von Rb2 (10° bzw. 107 M/L) alleine, gefolgt von einer erneuten
Superfusion von 2Me-SATP (107 M/L) in Gegenwart von Rb2 (10 bzw. 107 M/L) fiir
eine Dauer von 3 min. Nach einer 15-minutigen Aquilibrierungsphase mit reiner Mess-
puffer-Applikation wurde das Versuchsprotokoll durch eine Post-Kontrolle mit
aquimolarem 2Me-SATP (107 M/L) abgeschlossen.

2.4.3.2.10. Einfluss von Zink auf die 2Me-SATP-vermittelte Erhéhung der [Ca?®'];,

Die Interaktion von Zn?*-lonen in niedriger Konzentration mit P2X-Rezeptorproteinen
hangt davon ab, aus welchen Untereinheiten der jeweils zu charakterisierende Rezep-
tor zusammengesetzt ist. So hemmt Zink die ATPerge Aktivierung homomerer P2X;-
und P2X7-Rezeptoren (Virginio et al. 1997, Wildman et al. 2002), wohingegen die
Aktivitdt von ATP an homomeren, rattenspezifischen P2X,-, P2X4- und heteromeren
P2X46-Purinozeptoren durch Zink verstarkt wird (Brake and Julius 1996, Soto et al.
1996, Nakazawa and Ohno 1997, Wildman et al. 1998, Xiong et al. 1999; Friday and
Hume 2008). Analog zu den schon beschriebenen Versuchsreihen wurde auch in die-
sem Versuchsansatz zunachst jeweils das Antwortverhalten der Zellen auf Stimulation
mit 2Me-SATP (107 M/L) registriert. Nach einer Auswaschphase von 15 min folgte eine
Stimulation von dreiminitiger Dauer mit Zink (10®° M/L) in Messpuffer, um zu Uberprii-
fen, ob Zink selbst Einfluss auf die intrazellulare [Ca**] nimmt. Im sofortigen Anschluss
folgte eine Co-Superfusion von 2Me-SATP (10”7 M/L) und Zink (10 M/L) fur 3 min.
Nach einer Regenerationsphase von 15 min wurde wiederum die Stimulation von 2Me-

SATP (10" M/L) furr 3 min als post-experimentelle Kontrolle ausgefiihrt.
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2.4.3.3. Auswertung der Ratio-Imaging Untersuchungen

Der ARW-abhangige Anderung der emittierten Fluoreszenzintensitat des Fura-2 durch
Bindung von intrazellularem Calcium in den Zellen der MnPO-Primarkultur wurde mit
Hilfe eines bildgebenden, computergestiitzten Verfahrens bestimmt. Dabei konnten
gleichzeitig mehrere Zellen als ,regions of interest* (ROI) erfasst und deren [Ca?'];, on-
line analysiert werden, wobei die Aufzeichnung der Fluoreszenzintensitat in Nicht-
Echtzeit auf Einzelzellniveau erfolgte. Die mittels CCD-Kamera gemessenen Intensi-
tatswerte der Lichtemission bei 510 nm nach Anregung einzelner Fura-2 beladener
Zellen mit den fir Fura-2 spezifischen Wellenlangen von 340 und 380 nm wurden
wechselweise wahrend der gesamten Versuchsdauer mit einer Frequenz von 0,2 Hertz
in den Computer eingelesen. Die vom Computer jeweils ermittelten Quotienten der
emittierten Lichtintensitaten (340 nm/380 nm Ratio) wurden zeitabhangig in einem X-Y
Koordinatensystem dargestellt. Die gemessenen Werte wurden gespeichert und zur

Bearbeitung und Darstellung in das Programm Graph Pad Prism® exportiert.

Bei der Auswertung am Ende einer Versuchsreihe wurden nur diejenigen Zellen
bertcksichtigt, deren intrazellulare Calciumkonzentration unter Kontrollbedingungen
eine stabile Basislinie aufwiesen und die (fir die Gruppe der Neurone) auf erhdhtes
extrazellulares Kaliumchlorid mit einer Ratio-Anderung antworteten. Zur klaren Abgren-
zung gegenuber dem fur spektrofluorimetrische Messungen typischen Grundrauschen
der erhaltenen Signale wurden ausnahmslos ARatio-Erhéhungen von > 0,05 als
Stimulations-induzierte Calciumsignale gewertet. FUr jeden der applizierten
Neuromodulatoren / Agonisten wurde prozentual ermittelt, wie viele der untersuchten
Zellen (Neurone, Astrocyten und Oligodendrocyten) jeweils stimuliert werden konnten.
Fir die reaktiven Zellen wurden der arithmetische Mittelwert (MW) + Standardfehler
des Mittelwertes (S.E.M.) der jeweiligen Ratio-Anderung errechnet und diese Daten mit
Hilfe des Computer-Programms Graph Pad Prism® in Form von Balkendiagrammen

dargestellt.

Mit selbiger Software wurden statistische Untersuchungen durchgefthrt und die MW
der Ratio-Anderungen innerhalb einer Versuchsserie statistisch miteinander verglichen.
Als statistischer Test wurde der nicht-parametrische Mann-Whithey U Rangtest
gewahlt (Sachs 2004). Signifikante Unterschiede zwischen den Mittelwerten der Ratio-

Erhdéhungen einzelner Versuchssegmente wurden folgendermal3en gekennzeichnet :

0,01 <2P <0,05 (*,#,$); 0,001 <2P <0,01 (**,##,%$%$);: 2P <0,001 (*** ### $$9$).
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2.4.4. Immunhisto- und Immuncytochemie

2.4.4.1. Grundlagen

Die Grundlage der Immunhisto- oder Immuncytochemie bildet der histo- / cytologische
Nachweis der Bildung eines lokalisierbaren Antigen-Antikorper Komplexes. Unter Ver-
wendung spezifischer mono- bzw. polyklonaler Antikdrper/-seren (meist IgG-Varianten)
konnen antigene Strukturen in Zellen und Geweben lokalisiert werden (Harlow and
Lane 1988). Die Determinante des Antigens (Ag), an welche der Antikorper (Ak) bindet,
wird als Epitop, die Antigen-bindende Doméne des Ak als Paratop bezeichnet (Liddell
and Weeks 1996, DroR3ler and Gemsa 2000). Die als Immunglobuline bezeichneten
Antikdrper sind von Plasmazellen gebildete Glykoproteine, die aus zwei leichten und
zwei schweren Polypeptidketten bestehen. Diese sind Uber Disulfidbriicken miteinan-
der verbunden und bilden einerseits das konstante Fc-Fragment (fragment crystalliz-
able), andererseits zwei Fab Fragmente (fragment antigen binding). An den Terminalen
der Fab-Region befinden sich hypervariable Bereiche mit den Paratopen, an welche

die Epitopbindung stattfindet (Janeway and Travers 1997, Dré3ler and Gemsa 2000).

Der histologische Nachweis von Antigen-Antikérper Komplexen im Gewebe bzw. in der
Zellkultur kann durch unterschiedliche Verfahren erfolgen. Man unterscheidet direkte
und indirekte Markierungsverfahren. Ist der erste Ak z.B. selbst mit einem visuell detek-
tierbaren Liganden gekoppelt, so handelt es sich um eine direkte Markierung. Wird zur
Detektion des primaren Antikdrpers ein sekundéarer, seinerseits markierter Antikérper
eingesetzt, so wird dies als indirekte Markierung bezeichnet. Fur die vorliegende Arbeit
wurde die indirekte Immunfluoreszenz gewéhlt (Coons 1958) (Abb. 16). Bei hoherer
Sensitivitdt sowie geringerer Hintergrundfarbung als bei den direkten immunhisto- bzw.
-cytochemischen Verfahren ist dartiber hinaus eine Mehrfachmarkierung moglich, so
dass gleichzeitig verschiedene Antigene (Epitope) detektiert werden kénnen. Ein
Nachteil der Fluoreszenzmarkierung besteht in dem relativ raschen Ausbleichen der
Fluorochrome bei Anregung im UV-Bereich, was durch spezielle Einbettmedien (hier:

Fluoromount) zeitlich verzdgert werden kann (Janeway and Travers 1997).

2.4.4.2. Verwendete P2X-spezifischer Antikérper/-seren

Um die Expression purinerger Rezeptor-Subtypen im MnPO auf Proteinebene vor
allem auf dem Niveau der einzelnen Zelle sowohl im Gehirnschnitt als auch in der

MnPO-angereicherten Primarkultur charakterisieren zu konnen, wurden die nachfol-
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gend aufgelisteten Antikérper/-seren sowohl im Gewebeschnitt als auch in der Zellkul-

tur eingesetzt (jeweils mit der entsprechenden Endverdiinnung angegeben).
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Abbildung 16: Prinzip der Doppelmarkierung mittels indirekter Immunfluoreszenz

Die priméren Antikérper A oder B binden im ersten Schritt mit ihren Fab — Fragmenten an die
Epitope der Antigene A oder B. Mit Hilfe eines Fluorochrom (Cy3™)-gekoppelten
Sekundéarantikdrpers A bzw. AIexa®488-gekoppeIteten Sekundarantikdrpers B, welche gegen
das jeweilige Fc — Fragment des Spezies-spezifischen Primarantikorpers gerichtet sind, kann
dieser Ag-Ak Komplex visualisiert werden. Diese Mehrfachmarkierung ist nur dann mdglich,
wenn die verwendeten Primarantikorper aus verschiedenen Tierspezies stammen, und die
verwendeten Sekundarantikérper mit unterschiedlichen Fluorochromen gekoppelt sind.

Rabbit anti-P2X; 1: 200
Rabbit anti-P2X, 1: 200 bzw. 1: 1000
Rabbit anti-P2X3 1: 200
Rabbit anti-P2X, 1: 200
Rabbit anti-P2X5 1. 200
Rabbit anti-P2Xg 1: 200
Rabbit anti-P2X; 1: 200

Alle eingesetzten Antikorper entstammten polyklonalen Seren von Kaninchen und
waren jeweils gegen den intrazellularen Carboxy-Terminus des entsprechenden

Epitops (Peptids) gerichtet.
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2.4.43. Immuncytochemie: Mehrfachmarkierung in der MnPO-Primarkultur

In den immuncytochemischen Studien der MnPO-Primarkultur erfolgte der Nachweis
potentieller Purinozeptor-Expression sowie die genaue Charakterisierung der
verschiedenen neuroglialen Zelltypen durch eine Doppelmarkierung. Zuséatzlich zum
Nachweis der zellularen Expression eines der genannten Purinozeptoren (siehe
Kap. 2.4.4.2) erfolgte die immunologische Identifizierung des jeweiligen Zelltyps durch
spezifische Antiseren/-korper gegen Proteine des Zytoskeletts, membrandser Struktur-

komponenten bzw. cytosolischer Enzyme (Endverdiinnungen in Klammer) :

Neurone : Mouse anti-MAP(2a+b) 1: 600
Astrocyten : Mouse anti-GFAP 1. 800

Rabbit anti-GFAP 1: 800
Oligodendrocyten :  Mouse anti-CNPase 1: 300
Mikrogliazellen : Mouse anti-rat CD68 1.2000

Die eindeutige Identifizierung der verschiedenen Zelltypen in der MnPO-Priméarkultur
erfolgte, unabhangig von der moglichen Co-Lokalisation eines P2X Rezeptorproteins,
nach Abschluss jedes Calcium-Imaging Experiments mittels indirekter Immunfluores-
zenz. Durch Einsatz eines monoklonalen primaren Antikdrpers, der gegen Microtubu-
lus-assoziiertes Protein (MAP 2a+b) gerichtet ist, wurden Neurone detektiert. Astro-
cyten konnten mit Hilfe entweder eines aus dem Kaninchen stammenden polyklonalen
primaren Antiserums bzw. eines aus der Maus stammenden monoklonalen Antikorpers
charakterisiert werden, die beide das saure gliale Faserprotein (GFAP = glial fibrillary
acidic protein) spezifisch erkennen. Desweiteren wurde eine Identifikation der
Oligodendrocyten durch den Einsatz eines murinen monoklonalen priméaren Anti-
korpers, der gegen das Enzym Cyclische 27,3 -Nukleotid 3° Phosphodiesterase (CNP-
ase) gerichtet ist, vorgenommen. Der murine monoklonale Antikérper anti-rat CD68 ist
gegen ein 110 kD schweres Glykoprotein gerichtet (ED-1), das hauptséchlich in lysoso-
malen Membranen myeloischer Zellen wie etwa Mikrogliazellen exprimiert wird (Wu-
chert et al. 2008, 2009).

Da fur jedes CELLocate® mit adherierten MNnPO-Primérzellen aufgrund der mdglichen
Antikdrperkonfigurationen lediglich eine Doppelmarkierung moglich war, musste nach
Abschluss der Ratio-Imaging Versuche jedes Mal aufgrund von Erfahrungswerten aus
der Durchlichtbeobachtung der jeweiligen Zellpopulation Uber die Auswahl zweier

nachzuweisender Markerproteine entschieden werden.
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Tabelle 1: Protokoll der Mehrfachmarkierung in der primaren MnPO-Zellkultur
Arbeitsschritt Reagenz Zeit/Temperatur
Fixierung 4 % PFA 15 min bei 4°C
Waschen PBS 3 x5 min
Absattigung unspezifischer

10 % FKS + 0,05 % Triton-x-100 in PBS |2 Std, RT

Bindungstellen

Inkubation mit primaren

Antikérpern/-seren

Polyklonales anti-P2Xyx Antiserum(1:200)
und monoklonaler anti-MAP(2a+2b)
(bzw. anti-GFAP, anti-CNPase oder anti-
CD63) spezifischer Antikorper

10 % FKS + 0,05 % Triton-X-100 in PBS

48 Std bei 4°C

Waschen PBS + 0,05 % Triton-X-100 3 x5 min
Cy3™-donkey anti-rabbit 1gG (1:800)

Inkubation mit sekundéren und

Antikérpern Alexa®488-goat anti-mouse 1gG (1:800) 2 St RT
10 % FKS + 0,05 % Triton-X-100 in PB

Waschen PBS + 0,05 % Triton-X-100 3 X5 min

Kernféarbung DAPI (1:1000) in PB 10 min

Waschen PBS + 0,05 % Triton-X-100 3 x5 min

Dippen Reinstwasser 1 x kurz

Deckeln 10 pl Citifluor®

Alle Inkubations- und Waschschritte erfolgten in einer Multiwell-Platte (Tab. 1). Nach
Absattigung der unspezifischen Bindungsstellen im Zellkultur-Inkubationspuffer fir zwei
Std bei RT wurden die Antikérper in den oben angegebenen Verdinnungen in Zell-
kultur-Inkubationspuffer geldost und eingesetzt. Nach 48-stundiger Inkubation bei 4°C
folgte ein 3 x 5 -minltiger Waschschritt (siehe Kap. 2.3.1.8) und anschliel3end der Ein-

satz der sekundaren Antikorper in folgenden Verdiinnungen:

Alexa® 488-goat anti-mouse 1gG 1: 800

Cy3™-donkey anti-rabbit IgG 1: 800

Nach 60-minitiger Inkubation wurden die zellbeladenen CELLocate® Deckglaschen
von Uberschissiger Antikorperldsung befreit und wiederum fur 3 x 5 min mit Wasch-
puffer behandelt. Nach diesem Waschschritt wurde eine Zellkernfarbung durch eine

10-mindtige Inkubation der MnPO-Priméarkulturen mit in PB 1:1000 verdiinnter DAPI-
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Lésung lichtgeschiitzt bei RT vorgenommen (Protokoll siehe Tab. 1). Dabei interkaliert
DAPI als Indolderivat vornehmlich an AT-reichen Sequenzen der kleinen Furche der
DNA-Doppelhelix und lasst sich nach Exzitation im UV-Bereich als cyanblaues
Fluorophor in allen Zellkernen der Primarkultur nachweisen (Tanious et al. 1992). Nach
einem weiteren Waschschritt in PB fir 3x5min wurden die Deckglaschen
abschlieRend in Reinstwasser getaucht, um Kristallisation von Puffersalzen auf der
Glasoberflache zu vermeiden. Auf einen Objekttrager wurden 10 pl Citifluor® pipettiert
und die Deckglaschen ,upside down“ aufgelegt. Mittels des auf dem CELLocate®
eingeatzten Rasters, mit Buchstaben und Zahlen markiert, und einem digitalen
Uberlagerten Bild der Fura-2 beladenen MnPO-Zellen konnte eine eindeutige Charak-

terisierung und Typisierung der gemessenen ROIs vorgenommen werden (Abb. 17).

Abbildung 17: Immuncytochemische Identifikation der gemessenen ROIs

Links: Im Durchlichtbild sind die auf dem CELLocate® adhérierten Zellen der MnPO
Primarkultur gut auf dem Raster zu identifizieren; im linken oberen Bildrand ist ein Buchstabe
zur genauen Lokalisation der Zellen auf dem Raster zu erkennen

Mitte: Fura-2 beladene Zellen der MnPO-Priméarkultur und farbig markierte ,regions of
interest* (ROIs) fur die Analyse der intrazellularen Calciumkonzentration (gleicher
Bildausschnitt)

Rechts: Immuncytochemischer Nachweis Zelltyp-spezifischer Markerproteine: in rot Cy3" -
donkey anti-mouse IgG markiertes MAP(2a+b) fir Neurone, in griin Alexa® 488-donkey anti-
rabbit IgG markiertes GFAP flr Astrocyten

2.4.4.4, Transkardiale Perfusion

Zur Gewinnung des in der Immunhistochemie untersuchten Gehirngewebes mussten
die Tiere mit NaCl (0,9 %) und frisch angesetztem, unpolymerisierten PFA (4 %) trans-
kardial perfundiert werden. Die dafiir vorgesehne Apparatur bestand aus einem Pum-

pensystem und einer dazugehérigen Ablaufwanne mit aufliegendem Gitter. Dieses
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Pumpensystem diente dazu, die Perfusionslésungen mit einem definierten Druck
entsprechend dem mittleren arteriellen Blutdruck der Ratte (100 mmHg) in das

Gefalisystem des Tieres einzubringen. Die Perfusion erfolgte unter einem Abzug.

Unmittelbar vor der Perfusion wurden die Tiere mit 0,1 ml/ 100 g KG Pentobarbital
(160 mg / ml) i.p. tief narkotisiert und nach Ausbleiben der Reflexe in Rickenlage auf
dem Gitter an allen vier Extremitaten durch Klebeband fixiert. Nach Eroffnung des
Abdomens durch einen halbkreisférmigen Schnitt unterhalb des Rippenbogens wurde
das Zwerchfell perforiert und an seinem Ansatz von der Thoraxwand abgetrennt. Mit
einer Schere erfolgte die rasche Durchtrennung der Rippen. Durch Anbringen einer
Klemme am Cartilago xyphoideus konnte die ventrale Thoraxwand so in dorsaler
Stellung fixiert werden, dass die Brusthohle frei zuganglich war. Nach Inzision des
Herzbeutels und anschlielRender Freipraparation des Herzens wurde der linke Ventrikel
durch eine 0,5 cm lange Stichinzision erdffnet und eine Knopfkanule, die tber einen
Schlauch mit der Perfusionsapparatur verbunden war, bis in den Aortenbogen
vorgeschoben. Sofort nach Beginn der transkardialen Perfusion bei einem Druck von
100 mmHg mit physiologischer Kochsalzldsung wurde mittels Stichinzision der rechte
Vorhof erdffnet. Nach Klarung der ausschwemmenden Flussigkeit wechselte die
Perfusionsflissigkeit durch Bedienen eines Dreiwegehahns zum 4°C kalten PFA. Zur
vollstéandigen Perfusion wurden ca. 300 ml bendttigt.

2.4.4.5. Praparation des Gehirns und Anfertigung der Gefrierschnitte

Die Praparation des Gehirns erfolgte wie in Kap. 2.1.4.2.1 beschrieben. Das Grol3hirn
wurde in einem 30 ml Schraubgefal? mit 4°C kaltem PFA fiir 60 min postfixiert. Danach
wurde es in ein 50 ml Schraubgefal3 mit 20 % Saccharoselésung utberfahrt und far
12 Stunden bei 4°C aufbewahrt. Nach 12 Std hatte ein vollstandiger Austausch des
PFA gegen die Saccharoselosung stattgefunden. Uberschiissige Saccharoselosung
wurde mit einem Filterpapier entfernt und das Gehirn mit seiner coronalen Schnitt-
flache auf dem Objekthalter des Gefrier-Mikrotoms mit Gefrier-Einbettmedium nach
Justierung aufgetragen. Durch rasche Entspannung (ca. 60 bar) von CO,-Gas aus
einer Druckluftflasche durch den metallenen Objekthalter kiihite dieser so weit ab, dass
das Gehirn rasch und schonend von caudal nach rostral durchfror. Um einen gleich-
maRigen Gefriervorgang zu erreichen, wurde eine Abdeckung Uber Préparat und
Objekthalter gehalten, so dass das ausstromende Gas innerhalb des Deckels einheit-

lich verwirbelt wurde.
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Bei einer im Gefrier-Mikrotom erhaltenen Schnittdicke von 40 um mit coronaler Schnitt-
ebene durch das Rattengehirn wurden die Gehirnschnitte mit einem Pinsel (Rotmarder-
haar) vom Messer des Mikrotoms aufgenommen und in einen Glasbehélter (Durch-
messer 16 cm) mit 0,1 M/L PB Uberfiihrt. In diesem befand sich ein in acht Sektoren
gegliederter Einsatz aus transparentem Polycarbonat, dessen Boden ein feinmaschi-
ges Polyethylennetz bildete. Die hier aufbewahrten Schnitte wurden vollstandig vom
0,1 M/L PB umspllt (,free-floating” Verfahren).

2.4.4.6. Gelatinebeschichtung der Objekttrager

Zur Vorbereitung der zu beschichtenden Objektrager (OT) wurden diese fiir zwei Std in
70°C warmer Seifenlauge aufbewahrt und anschlieend unter flieBendem Leitungs-
wasser klargespiilt. Die Entfettung erfolgte durch eine vierstiindige Inkubation mit 70 %
Athanol, gefolgt von einem einstiindigen Spuilvorgang mit Reinstwasser. Nach Herstel-
lung einer Losung aus 0,5 % Gelatine und 0,05 % Chromalaun (zum Schutz vor bakte-
rieller Kontamination) in Reinstwasser sowie deren Filtration mittels Faltenfilter und
nach Erhitzung auf 60°C wurden die Objekttrager fur 10 sec in die heisse Gelatine /
Chromalaun-Lésung (GC-L6sung) eingetaucht. Die Trocknung der beschichteten
Objekttrager fand durch einstiindige Lagerung in einem auf 60°C temperierten

Trockenschrank statt.

24.4.7. Immunhistochemie : Einfachmarkierung der Gehirnschnitte

Fur den Nachweis der hypothalamischen Expression jeweils eines der Purinozeptor-
Subtypen erfolgte nach Rehydrierung der Gehirnschnitte in 0,1 M/L PB die Absattigung
unspezifscher Bindungsstellen. Dazu wurde der Glasbehdlter mit 100 ml Prainkuba-
tionspuffer gefillt und die Gehirnschnitte fur zwei Std bei RT auf einem Schittler inku-
biert. Anschlieend wurden jeweils 10 Gehirnschnitte in sterilen Reaktionsgefal3en
(Vol. 5ml) mit 500 ul Inkubationspuffer fur 48 Std bei 4°C lichtgeschitzt inkubiert,
wobei der Inkubationspuffer das entsprechende polyklonale Antiserum gegen Epitope
des entsprechenden Rezeptorproteins enthielt (Verdinnung 1:200). Zur Elimination
Uberschissigen P2X-Antiserums erfolgte ein 3 x5 -minitiger Waschschritt. Die
Gehirnschnitte wurden dazu in die sektoriell gegliederten, mit jeweils frischen 100 ml
PB geflllten Glasgefal3e mit Hilfe eines Pinsels uberfiihrt. Fur die nachfolgende
Markierung der priméren polyklonalen Antikérpermolekiile enthielt der zweite Inkuba-
tionspuffer einen sekundéaren, mit Cy3™-markierten donkey anti-rabbit IgG Antikdrper

(Verduinnung 1:800), in welchem die Gehirnschnitte fir 60 min bei RT unter Ausschluss
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von Licht inkubiert wurden. Nach einem erneuten Waschschritt wurden die Gehirn-
schnitte mit Hilfe eines Pinsels auf einen mit GC-L6sung beschichteten OT aufgetragen
und fur 12 Std bei RT und lichtgeschutzt getrocknet. Danach wurden drei Tropfen des
Eindeckmediums Fluoromount auf die OT aufgebracht und diese mit einem Deckglas

versiegelt (Protokoll siehe Tab. 2).

Tabelle 2:  Protokoll der immunhistochemischen Einfachmarkierung (Gehirnschnitt)

Arbeitsschritt Reagenz Zeit/Temperatur

Waschen 0,1 M/L PB 3 x5 min

Abséttigen unspezifischer _ _
. 10 % NHS + 0,3 % Triton-X-100 in PB 2 Std, RT
Ak-Bindungstellen

Polyklonales anti-P2X-Antiserum (1:200

Inkubation mit primarem _ .
bzw. 1:1000); 2 % NHS + 0,1 % Triton- | 48 Std bei 4°C

Antikdrper/-serum

X-100 in PB
Waschen 0,1 M/L PB 3 x5 min
Inkubation mit sekundarem | Cy3-donkey anti-rabbit IgG (1:800) 2 Std, RT
Antikérper 2 % NHS + 0,1 % Triton-X-100 in PB
Waschen 0,1 M/L PB 3 x5 min
Aufziehen auf OT GC-beschichtete Objekttrager nach Bedarf
Trocknung mind. 12 Std
Deckeln 3 Tropfen Fluoromount, Deckglaser

2.4.48. Negativkontrollen

Zum Nachweis der Spezifitat der eingesetzten Primarantikorper/-seren wurden bei
jedem Versuchsansatz Negativkontrollen durchgefihrt. Jedem kommerziell erworbe-
nen Primarantikérper zur Detektion purinerger Rezeptoren war das jeweilige Kontroll-
Antigen beigefligt. Fur die Anfertigung der Negativkontrollen wurde 1 pg des gereinig-
ten Peptids mit 1 pg des entsprechenden Antikdrpers (entsprechend einem Molverhalt-
nis von etwa 200:1) fur 60 min bei RT vor Beginn des jeweiligen Protokolls der
Immuncyto- bzw. histochemie an Gehirnschnitten bzw. MnPO-Primarkulturzellen auf
einem Schiittler vorinkubiert. Ziel des Verfahrens war es, den Antikorper mit seinem
Antigen so abzusattigen, dass keine Bindung mehr am Schnitt oder in der Kultur
erfolgen konnte. Als weitere Kontrolle diente das ,Weglassen* der jeweiligen Primar-
antikorper/-seren im Rahmen des Versuchsprotokolls (Tab. 2), wodurch sowohl dessen
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bzw. deren Antigen-Spezifitdt als auch mdgliche unspezifische Bindungseigenschaften

der Fluorochrom-gekoppelten Sekundarantikbrper getestet werden konnten.

2.4.4.9. Auswertung der immunhistochemischen Untersuchungen

Die Auswertung der immunhisto- und -cytochemischen Untersuchungen im MnPO er-
folgte fluoreszenzmikroskopisch. Spezielle Filter erzeugten Licht geeigneter Wellen-
lange, um die verwendeten Fluorochrome anzuregen, so dass eine jeweils langerwel-
lige Emissionsstrahlung entstand. Die Cy3™-gekoppelten Sekundarantikdrper wurden
mit einer Wellenlange von 510 — 530 nm angeregt, und emittierten optisch rotes Licht
im Bereich von 630 — 660 nm. Die Alexa®-488 konjugierten Antikérper wurden mit einer
Wellenlange von 450 — 490 nm angeregt und bei 510 — 530 nm detektiert, visuell als
grunes Licht wahrnehmbar. Der Kernfarbstoff DAPI emittierte blaues Licht einer
Wellenlange von 461 nm, nachdem er durch gefiltertes Licht mit einer Wellenlange von
358 nm angeregt worden war. Eine hochaufldsende, digitale Restlichtkamera (s/w)
mit zugehdriger Software wurde eingesetzt, um die mikroskopischen Bilder zu doku-
mentieren. Je nach emittierter Lichtfarbe entstanden schwarz-weifl3 Fotos, deren Grau-
stufen mit Hilfe des Software-Programms Metamorph in der Farbe des jeweils emittier-
ten Lichts eingefarbt wurden. Eine potentielle Co-Lokalisation zweier immuncytoche-
misch detektierter Antigene konnte durch die digitale Superposition der fir jeweils
einen Antigennachweis erhaltenen Aufnahmen ermittelt werden. Die ausgewahlten
Fotografien wurden mit Hilfe des Programms Photoshop 5.5 optimiert, d.h. Bildhellig-
keit, Kontrast und Farbbalance der Bilder angepasst und dann mit demselben

Programm zu Bildtafeln zusammengestellt.

2.4.5. Cytokin-Bioassays

245.1. Bioassay versus ELISA

Zur Quantifizierung von Cytokinen in Zelliberstanden werden hauptsachlich zwei
Methoden verwendet. Zum einen der enzymimmunometrische Nachweis von Cytokin-
Proteinen mittels ELISA-Techniken (Enzyme-Linked-Immuno-Sorbent-Assay), zum
anderen Cytokin-spezifische, Zellkultur-abhéangige Bioassays. Die verfugbaren ELISAs
fur humane, murine oder Ratten-spezifische Cytokine sind einfach zu handhaben und
mit geringem zeitlichen Aufwand durchzufuhren, jedoch detektiert diese Methode nicht
nur biologisch aktive Cytokine, sondern auch z.B. inaktive Proteolysefragmente
derselben (Lottspeich und Zorbas, 1998). Zudem sind Cytokine als komplexe (Glyco-)

proteine und somit auch die verwendeten Antikdrper Spezies-spezifisch, und letztere
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aufgrund der geringen Kreuzreaktivitat zu Cytokinproteinen anderer Spezies (etwa

Pferd, Schwein, Carnivore, Wiederk&uer) nur limitiert einsetzbar.

Mittels Cytokin-spezifischer, Zellkultur-abhangiger Bioassays werden dagegen nur die
biologisch aktiven Formen der Cytokine detektiert. Zudem ist die Sensitivitdt der
Bioassays ausgesprochen hoch, wodurch selbst sehr geringe Konzentrationen des
jeweiligen Cytokins exakt zu bestimmen sind. Aufgrund (1) der langjéhrigen und erfolg-
reichen, Instituts-internen Anwendung solcher Bioassays zum Nachweis der proinflam-
matorischen Cytokine Interleukin-6 (IL-6) und Tumor-Nekrose-Faktor alpha (TNF-a)
(Harré et al. 2003; Roth 2006; Wuchert et al. 2008, 2009) und (2) der fur die
Mikrokulturen des MnPO zu erwartenden niedrigen Cytokinkonzentrationen wurden
Bioassays zum Nachweis von IL-6 und TNF-a im Uberstand von LPS- bzw. ATP-

stimulierten Primarkulturen des MnPO eingesetzt.

2.45.2, Versuchsansatze

Priméarzellkultur-Praparationen des MnPO wurden in ihren jeweiligen Flexiperm®-Mikro-
12 Kammern mit ATP bzw. 2Me-SATP dosis- sowie zeitabhangig stimuliert und die IL-6
sowie TNF-a Konzentrationen nach deren Freisetzung im Kulturmedium bestimmt. Fir
die Erfassung der Dosisabhangigkeit wurde pro Zellpraparation jeweils eine Mikro-
kammer nach Medienwechsel mit jeweils 400 ul an frischem Medium (Kontrolle) bzw.
ATP oder 2Me-SATP in jeweils einer von fiinf Konzentrationen (3 x 10®°, 10*, 3 x 10,
10 und 3 x 10° M/L), gelést in frischem Medium, fiir sechs Stunden bei 37°C im Zell-
kulturschrank mit einer Atmosphéare von 5% CO, /95 % Luft unter sterilen Kautelen
inkubiert. Im Rahmen der Studie zur Zeitabhéangigkeit der purinerg induzierten
Freisetzung an IL-6 und TNF-a wurde pro Zellpraparation jeweils eine Mikrokammer
nach Medienwechsel mit jeweils 10° M/L ATP in 400 pl frischem Medium fiir 0, 1.5, 3,
6 oder 12 Stunden bei 37°C stimuliert. Zu jedem der genannten Zeitpunkte wurde eine
Negativkontrolle in Form einer unstimulierten Kultur (lediglich Mediumwechsel) durch-

geftuhrt.

Um eine mogliche Beteiligung des MnPO-endogenen purinergen Transmittersystems
an der durch bakterielles Lipopolysaccharid (LPS) induzierten Freisetzung von TNF-a
und IL-6 zu untersuchen, wurde in einer dritten Versuchsserie die durch LPS induzierte
Freisetzung von TNF-a und IL-6 pro Zellpraparation in Ab- bzw. Anwesenheit des P2X
Purinozeptor-Antagonisten PPADS bzw. des P2X;- und P2X;-selektiven Antagonisten

TNT-ATP quantitativ bestimmt. Pro Zellpraparation wurde dazu jeweils eine Mikrokam-
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mer nach Medienwechsel mit 400 ul an frischem Medium (Kontrolle) bzw. 100 pg/mi
LPS, PPADS (10° M/L), 100 pg/ml LPS und PPADS (10° M/L) bzw. TNT-ATP (10"
> M/L) oder ATP (10 M/L), geldst in 400 pl frischem Medium, fir 90 min bei 37°C in
einer Atmosphare von 5 % CO; / 95 % Luft inkubiert.

Die MnPO-spezifische neurogliale Priméarkultur jeder Flexiperm®-Mikro-12 Kammer
wurde lediglich einmal fir eine Cytokin-Bestimmung herangezogen. Nach Beendigung
des jeweiligen Versuches wurden die Zellkultur-Uberstande, ohne den Boden der
Flexiperm®-Mikro-Kammer zu beriihren, unter sterilen Bedingungen abpipettiert, in
1 ml-Eppendorf Reaktionsrohrchen tberfuhrt und bis zur Analyse der Cytokin-Konzen-

trationen bei -20°C verwabhrt.

2.4.5.3. Der Interleukin-6 (IL-6) Bioassay

2.4.5.3.1. Passagieren der B9-Zelllinie

Entwickelt wurde diese Zelllinie von Lansdorp et al. (1986) und weist eine hohe mito-
gene Sensitivitat gegeniber dem Cytokin IL-6 auf, so dass der Nachweis der Bioaktivi-
tat von IL-6 selbst fir einen einzelnen menschlichen Monocyten maglich ist (Aarden et
al. 1987). Eine realistische Nachweisgrenze liegt bei 5 IU/ml. Die B9-Zelllinie wachst
als Suspensionskultur, daher war deren Subkultivierung ohne Einwirkung von Enzy-
men einfach mittels Verdinnung zu bewerkstelligen. Alle drei Tage wurden die Zellen
in neue Kulturflaschen passagiert. Hierfur wurde unter sterilen Bedingungen 9 ml des
Wachstumsmediums in eine neue Flasche pipettiert und 1 ml der Zellsuspension aus
der zu passagierenden, alten Kulturflasche hinzugefligt. Die Kultivierung erfolgt im
Brutschrank bei 37°C in einer Atmosphare von 5 % CO, / 95 % Lulft.

2.4.5.3.2. Durchfihrung und Auswertung des IL-6 Bioassays

Das Prinzip dieses Bioassays beruht auf dem proliferativen Einfluss, den IL-6 auf die
B9-Zelllinie austbt (Aarden et al. 1987). Dieser Effekt ist dosisabhangig, d.h. je mehr
IL-6 in der Probe vorhanden ist, desto héher die daraus resultierende Zellzahl. Die
Durchfihrung des Assays erfolgt in 96-well-Mikrotiterplatten. Diese Platten wurden

nach einem bestimmten Schema beschickt (Abb. 18).

Jede Mikrotiterplatte enthielt neben den zu untersuchenden Proben eine Standardreihe

absteigender Konzentrationen (1 : 2 Verdinnung) an rekombinantem IL-6 (S1 — S10)
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sowie zwei Proben mit einer definierten Menge an IL-6 fur die Erfassung der Inter-
Assay Variabilitat (QK1 und QK2). In die Vertiefung B1 wurde 200 pl des hochsten IL-6
Standards (S1 =50 IU) pipettiert. A2 und A3 sowie B2 und B3 enthielten 200 pl der
Qualitatskontrollen (QK1 und QK2). A und B reprasentierten dabei Doppel-
bestimmungen derselben QK1- bzw. QK2-Proben. Die Vertiefung Al (blank, Nullwert)
blieb frei. Die Spalten ab A4 bis A8, sowie B4 bis B8 enthielten die zu bestimmenden
Proben aus Uberstanden der MnPO-Primarkultur, wobei A und B jeweils Doppelbe-

stimmungen derselben Proben (4 — 8) reprasentierten.

A B C D E F G H | J K L

1 501U

1:2 1:4 1:8 1:16 1:32 1:64 1:128 1:256 1:512 nur
Blank unver- :

diinnt 251U 12,51V 6,251U 3,131U 1,56 IU 0,78 1U 0,39 1IU 0,19 1IU 0,11V Medium

unn
2 QK1 QK1 1:2 A2 1:2B2 1:4 A2 1:4 B2 1:8 A2 1:8 B2 1:16 A2 |1:16B2 |1:32B2 | 1:32B2
3 QK2 QK2 1:2 A3 1:2B3 1:4 A3 1:4 B3 1:8 A3 1:8B3 1:16 A3 | 1:16 B3 | 1:32 A3 ] 1:32B3
4 | Proben Proben 1:2A4 1:2B4 1:4 A4 1.4 B4 1:8 A4 1:8B4 1:16 A4 | 1:16B4 | 1:32A4 ]|1:32B4
5 | proben Proben 1:2 A5 1:2B5 1:4 A5 1:4B5 1:8 A5 1:8B5 1:16 A5 |1:16B5 | 1:32 A5 ] 1:32B5
6 | Proben Proben 1:2 A6 1:2B6 1:4 A6 1:4B6 1:8 A6 1:8B6 1:16 A6 | 1:16B6 | 1:32A6 | 1:32B6
7 | Proben Proben 1:2 A7 1:2B7 1:4 A7 1:4 B7 1:8 A7 1:8 B7 1:16A7 1:16 B7 | 1:32A7 |1:32B7
8 Proben Proben 1:2 A8 1:2 B8 1:4 A8 1:4 B8 1:8 A8 1:8 B8 1:16 A8 ]1:16B8 | 1:32A8 |1:32B8

Abbildung 18: Schematisches Pipettierschema einer fir einen IL-6 Bioassay
beschickten Mikrotiterplatte

Reihe 1: Verdunnungsreihe des IL-6-Standards (Einfachbestimmung): Al Blank; L1 nur
Medium; B1 - K1 1: 2 Verdinnungsreihe, ausgehend von Standard S1 mit 50
U IL-6

Reihe 2 und 3: Verdinnungsreihen (1:2) der Qualitdtskontrollen QK1 und QK2 (Doppel-
bestimmungen)

Reihe 4 bis 8: Verdiinnungsreihen (1 : 2) der Proben (Doppelbestimmungen)

Im Folgenden wurden nun sowohl von dem vorgegeben Standard S1 (50 IU in B1), als
auch den als Doppelbestimmungen vorliegenden QKs und Zellkultur-Uberstanden
(Probe 4 — 8) fortlaufende 1 : 2 Verdiinnungsreihen angefertigt. Dazu wurde in jedes
.well“ der Spalten C bis L jeweils 100 ul an Medium vorgelegt. Von allen ,wells* der
Spalten A und B wurden nun fortlaufende Verdinnungsreihen (jeweils 1:2)

angefertigt. Dazu wurden z.B. 100 pl aus B1 in C1 dberfuhrt, gut durchmischt, dann
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100 pl aus C1 in D1 verbracht, gut gemischt usw. Bei der Standardreihe wurde in 10
Schritten eine Einfachbestimmung, bei den Qualitatskontrollen und den Proben in 5
Schritten eine Doppelbestimmung durchgefiihrt. Am Ende lag der Verdinnungsfaktor
bei 1:512 bzw. 1: 32. Die letzten 100 pl aus K1 - K8 bzw. L2 - L8 wurden verworfen.

In L1 befand sich folglich nur noch Medium.

Die B9-Zellsuspension wurde aufbereitet, indem sie dreimal fir 10 min bei 2.300 rpm
zentrifugiert und in Assay-Medium resuspendiert wurde. Nach dem letzten Wasch-
schritt wurden die Zellen nur noch in 3 ml resuspendiert. Fir die 96-well Platte musste
die vorliegende Suspension auf 5.000 Zellen / 100 pl eingestellt werden. Von den 3 ml
wurden 50 pyl abgenommen und eine Zahlkammer nach Thoma damit beschickt.
Jeweils 80 Kleinstquadrate (5 x (E)-Gruppenquadrate wurden ausgezahlt, und der Ver-
dunnungsfaktor nach folgender Formel berechnet: Verdinnungsfaktor = Zellzahl geteilt
durch das Produkt aus dem Kammerfaktor K [50 (1/Rauminhalt] und AZ [Anzahl ausge-

zahlter Felder].

Nachdem die Zellsuspension in entsprechender Verdinnung vorlag, wurden in alle
Vertiefungen (aufRer A1) 100 pl pipettiert und die Platte fir 72 Std im Brutschrank bei
37°C in einer Atmosphére von 5 % CO, /95 % Luft inkubiert. Danach wurden in jede
Vertiefung 25 pl Methylthiazoltetrazolium (MTT) pipettiert. MTT wird in den Mitochon-
drien der Zellen durch Succinyl-Dehydrogenase zu dunkelblauen Formazankristallen
umgesetzt. Die Mikrotiterplatte wurde nach Zugabe von MTT fir weitere 4 Std im
Brutschrank inkubiert. AnschlieRend wurden aus allen ,wells* 125 ul abpipettiert und
100 pl des Isopropanol-HCI Gemisches zugegeben. Dieses Gemisch wurde fir weitere
12 Std lichtgeschutzt bei RT auf den Zellen belassen. Zur Auswertung wurden die
Mikrotiterplatten in einen ELISA-Reader eingelegt und die optische Dichte der einzel-

nen Vertiefungen bei einer Wellenlange von 550 nm bestimmit.

Um die Daten der Bioassays auszuwerten, musste zunédchst eine Eichkurve erstellt
werden. Hierfir wurden mit Hilfe des Programms Microsoft Excel die Standardwerte
der optischen Dichte auf der y-Achse (lin) gegen die IL-6 Konzentrationen auf der x-
Achse (log) aufgetragen (Abb. 19). Die exponentiell lineare Komponente der log-lin
Kurve reprasentiert die direkte Proportionalitdt zwischen in den Proben vorhandener IL-
6 Konzentration (log) und dem Grad der Formazanbildung (lin), welcher seinerseits als
Mal fir das IL-6 induzierte Zellwachstum gilt. Es wurden nur diejenigen Verdinnungen
der Proben ausgewahlt, deren IL-6 Konzentrationen sich im Bereich der Regressions-
geraden befanden.
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Abbildung 19: Exemplarische Eichkurve eines IL-6 Assay

Der Regressionskoeffizient der log-lin Beziehung zwischen der IL-6 Konzentration ([log IL-6])
auf der Abszisse und der optischen Dichte der Formazanbildung ([AU])9 auf der Ordinate liegt
im linearen Bereich der Kurve bei 0,99.

2.45.4. Der Tumor-Nekrose-Faktor alpha (TNF-a) Bioassay

2.4.5.4.1. Passagieren der WEHI-Zelllinie

Zur Bestimmung des TNF-a Gehalts in den Uberstanden der MnPO-Primarzellkultur im
Bioassay wurden WEHI-Zellen, eine murine Fibrosarkomzelllinie des Walter & Eliza-
beth Hall Instituts, eingesetzt. Diese reagieren duf3erst empfindlich auf die in diesem
Fall cytotoxische Aktivitat von TNF-a durch spontane Apoptose, (Espevik and Nissen-
Meyer 1986), wodurch sich im Bioassay die niedrige Nachweisgrenze von 6 pg TNF-a
pro ml ergab. Die WEHI-Zellinie wachst adhéarent, daher erfolgte die Subkultivierung
mit Hilfe des proteolytischen Enzyms Trypsin. Das N&hrmedium aus den Kulturfla-
schen der letzten Passage wurde dekantiert und die Zellen mit 12 ml PBS gewaschen.
AnschlieBend wurden 3 ml Trypsin (Fertiglésung 0,25 % in PBS ohne Ca?* und Mg?")
zugegeben. Unter leichtem Schwenken fir 3 min losten sich die Zellen als makro-
skopisch sichtbare Eintriibung der ansonsten klaren Enzymlésung vom Boden des
GefaRRes. Die zellhaltige Trypsinlosung wurde nachfolgend auf zwei neue, mit je 20 ml
Zellkulturmedium befillte Kulturflaschen Uberfihrt, wobei die im Medium enthaltenen
FK-Serumproteine ausreichten, das Trypsin zu inaktivieren. Die Kultivierung der WEHI-
Zellen erfolgte im Zellinkubator bei einer Atmosphére von 5 % CO, /95 % Luft und
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37°C bis zur Bildung eines konfluenten Monolayers, worauf sich eine weitere Passage

anschloss.

2.4.5.4.2. Durchfihrung und Auswertung des TNF-a Bioassays

Das Prinzip des Assays basiert auf dem cytotoxischen Effekt von TNF-a auf die murine
Fibrosarkomzelllinie WEHI. Durch in den Uberstanden der MnPO-Primarzellkultur
vorkommendes TNF-a kam es zu einem dosisabhéngigen Absterben der Zellen im
Testansatz, was sich quantitativ durch die Zugabe von MTT (Kap. 2.3.4.3) messen
lieR. Der Versuchsansatz erfolgte analog zu der Durchfiihrung des IL-6 Assays
(Kap.2.4.5.4.1). Unterschiede lagen lediglich in der eingestellten Zellzahl fir jede
Vertiefung (,well*) (hier 50.000 Zellen / 100 pl) und in der Zugabe von Actinomycin D
(4 I/ ml) nach der Verdinnung der Zellsuspension. Actinomycin D diente einerseits
dazu, das weitere Zellwachstum zu stoppen, andererseits dazu, die Sensibilitdt der
Zellen fur TNF-a zu erhohen. Die Beflillung der Mikrotiterplatte erfolgte wie bei der
Durchfuihrung des IL-6 Assays (Kap.2.4.5.4.1), wobei die erste Inkubationszeit lediglich
24 Std betrug.

Abbildung 20: Exemplarische Eichkurve eines TNF-a Bioassay

Auch hier liegt die Regression im linearen Teil der Kurve bei anndhernd 1. Im Unterschied zur
Eichkurve des IL-6-Assays fallt die Kurve ab, da die Zellen mit steigender Konzentration
absterben und somit auch die Menge an Formazankristallen, was eine sinkende optische Dichte
bedingt.
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Die Auswertung des TNF-a spezifischen Bioassays erfolgte ebenfalls mit Hilfe einer
Standardkurve und der daraus ermittelten logarithmisch-linearen Regressionsgeraden.
Im Unterschied zum IL-6-Assay ergab sich mit steigender Aktivitat von TNF-a auf
Grund seiner Cytotoxizitat logischerweise eine Reduktion der Zahl Gberlebender WEHI-
Zellen und somit auch Menge an gebildeten Formazankristallen (Abb. 19). Die fur die
optische Dichte nahm dementsprechend ab. Es wurden ebenfalls nur diejenigen
Verdinnungen ausgewahlt, die im Bereich der Regressionsgeraden lagen. Anhand der
Regressionsformel und des Verdunnungsfaktors wurde schlielich die TNF-Konzen-

tration ermittelt.

2.455. Auswertung der Bioassay zur Cytokinbestimmung

Die ermittelten Konzentrationen an IL-6 bzw. TNF-a in den jeweiligen Uberstanden
einzelner Mikrokammern der priméaren Zellkultur nach dosis- bzw. zeitabhangiger
Stimulation mit ATP bzw. 2Me-SATP wurden mittels einfaktorieller Varianzanalyse
(ANOVA) und post-hoc Test nach Bonferroni (Sachs 2004) miteinander verglichen. Die
Varianzanalyse fand ebenfalls Anwendung auf den Vergleich der Konzentrationen an
IL-6 bzw. TNF-a nach Stimulation der MnPO-Priméarkultur mit LPS, LPS und PPADS
bzw. TNP-ATP, ATP sowie PPADS bzw. TNP-ATP per se.
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3. Ergebnisse

3.1. QRT-PCR

Um das Expressionsmuster der ionotropen P2X-Rezeptor-Subtypen P2X; bis P2X5 in
den fur die Herstellung der MnPO-Primérkultur herangezogenen Gewebepréaparationen
des MnPO neonataler Ratten qualitativ und quantitativ zu erfassen, wurden real-time
PCR Untersuchungen mit geeigneten Primerpaaren durchgefuhrt. Mogliche Hinweise
auf unterschiedliche Muster in Abhangigkeit von der ontogenetischen Entwicklungs-
stufe sollten durch den Vergleich mit MnPO-Gewebe adulter Tiere erhalten werden.
Der Nachweis Subtyp-spezifischer Purinozeptor mRNASs in Spinalganglien adulter Rat-
ten mit aus der Fachliteratur bekannten Expressionsmustern diente als interne Kon-

trolle.

3.1.1. Expression purinerger Rezeptoren im MnPO adulter Ratten

Das unter Kap. 2.4.1.6 beschriebene Protokoll wurde zweimal durchgefuhrt, wobei flr
jeden PCR-Ansatz Dreifachbestimmungen erfolgten. Im MnPO adulter mannlicher
Wistar-Ratten wurde die Existenz aller sieben ionotropen P2X-Purinozeptoren mole-
kularbiologisch demonstriert, wobei P2X; den am niedrigsten exprimierten Subtyp
reprasentierte und damit als Referenzwert flr alle anderen Subtypen herangezogen
wurde. Abb.21 (Al und A2) zeigt daher die Expressionsraten fir P2X,- bis P2X;-
Purinozeptoren jeweils relativ zu derjenigen von P2X;. Beide Versuchsansatze erga-
ben ein vergleichbares Expressionsmuster. Der Subtyp P2X, stellte den am starksten
nachweisbaren Purinozeptor dar, mit jeweils mehr als 70fach erhohter mMRNA Menge
im Vergleich zu der fur den P2X; kodierenden mRNA. Nachfolgend erwiesen sich P2X;
bzw. P2X; als 30fach bzw. 15fach starker exprimiert als der P2X; Subtyp. Das Vorkom-
men purinerger Rezeptoren vom Subtyp P2X3;, P2Xs und P2Xs erwies sich im zweiten
Versuchsansatz als zum P2X;-Subtyp vergleichbar geringfiigig ausgepragt (Abb. 21;
A2). Jedoch zeigten sich P2X3; und P2Xs, nicht aber P2Xs im ersten Ansatz um den
Faktor 10 hoher exprimiert (Abb. 21; Al). Diese Diskrepanz war eventuell auf minimale
Unterschiede bei der MnPO-spezifischen Gewebsexzision zurtickzufiihren, da sich die
Co-Praparation eines gewissen Anteils an Fremdgewebe aus der umliegenden POA
nicht vermeiden lasst. Dennoch kommt diesen Subtypen aufgrund der in beiden Fallen
relativ niedrigen Expressionraten mdglicherweise eine untergeordnete Rolle im Rah-

men einer funktioneller Bedeutung purinerger Rezeptoren im Bereich des MnPO zu.
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3.1.2. Expression purinerger Rezeptoren im MnPO neonataler Ratten

Auch fur das aus neonatalen Gehirnen gewonnene MnPO-Gewebe wurden zwei Ver-
suchsansatze unter vergleichbaren Bedingungen durchgefiihrt, wobei sich in beiden
Féllen nahezu identische, zu den MnPO-Praparationen adulter Tiere jedoch signifikant
unterschiedliche Expressionsmuster ergaben (Abb. 21;B1 und B2). Der P2Xs repra-
sentierte dabei den am niedrigsten exprimierten Rezeptorsubtyp im MnPO neonataler
Wistar — Ratten. Folglich zeigt Abb. 21 Expressionsraten von P2X; — P2X; Purino-
zeptoren relativ zu derjenigen des P2Xs.Subtyps. Wie schon fur den MnPO adulter
Tiere nachgewiesen (siehe Kap. 3.1.1), erwies sich die Expression von P2X; und P2X;
eher moderat und vergleichbar mit der von P2Xs. P2X, hingegen stellte in beiden
Anséatzen den vorherrschenden Purinozeptor-Subtyp der P2X-Familie dar. Seine Ex-
pression war um das 80fache (B1), bzw. 130fache (B2) hoher als diejenige von P2Xs.
Die nachfolgend starkste Expression konnte fur den P2X, Subtyp ermittelt werden,
dessen mRNA in Relation zu P2Xs 70fach konzentrierter im MnPO-Gewebe vorlag. Die
Auspragung von P2X; war ebenfalls noch Gber 50fach héher gegentiber der von P2Xs.
Geringfugig hoher als P2Xs erwies sich der Subtyp P2Xs exprimiert. Wenngleich Unter-
schiede im Profil der Purinozeptoren des MnPO zwischen neonatalen und adulten
Tieren durch den Einsatz der real-time PCR deutlich wurden, so zeigten beide Alters-
gruppen Ubereinstimmend fur die Purinozeptor-Subtypen P2X,, P2X, und P2X; die

markantesten Expressionsraten.

3.1.3. Expression purinerger Rezeptoren in den Spinalganglien adulter
Ratten

Spinalganglien enthalten die Perikaryen afferenter, sensorischer Neurone und wurden
eingehend immunhistochemisch und funktionell auf Vorhandensein und Funktion aller
bekannten Purinozeptoren untersucht (Burgard et al 1999, Kobayashi et al 2005, Ruan
et al 2005). Spinalganglien-Gewebe adulter Ratten wurde daher als interne Kontrolle
fur den Nachweis der Expression purinerger P2X Rezeptoren herangezogen. Wie
schon fur den MnPO gezeigt (Kap. 3.1.1), wies der Subtyp P2X; die geringste Expres-
sion in den Spinalganglien adulter Wistar-Ratten auf. In Abb. 21 (C1 und C2) ist die
Expression von P2X, — P2X5 folglich relativ zu derjenigen von P2X; graphisch darge-
stellt. Die ausgepragteste Expression kam dabei dem P2X; Purinozeptor Subtyp mit
einer etwa 1000fach hoheren P2X; —spezifischen mRNA Menge im Vergleich zu P2X;
zu, gefolgt von P2X, (ca. 200fach), wie auch in der Literatur beschrieben (Kobayashi et
al.2005; Xiang et al.2008).
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Abbildung 21: Expression purinerger Rezeptoren im MnPO adulter und neonataler
Ratten sowie in den Spinalganglien adulter Ratten

Al und A2: Expression von P2X; —-P2X; im MnPO adulter Ratten. Kalibrator ist der am
niedrigsten exprimierte Rezeptorsubtyp (P2X,)

Bl und B2: Expression von P2X; —P2X; im MnPO neonataler Ratten. Kalibrator ist der am
niedrigsten exprimierte Rezeptorsubtyp (P2Xs)

Clund C2: Expression von P2X; —P2X; in den Spinalganglien adulter Ratten. Kalibrator ist
der am niedrigsten exprimierte Rezeptorsubtyp (P2X;)

Die relative Expression wurde nach der Formel 22°T perechnet. Dargestellt ist die x-fach
hohere Expression des jeweiligen Rezeptorsubtyps verglichen mit dem am niedrigsten
exprimierten Subtyp (Mittelwerte aus Dreifachbestimmungen * 95 % Konfidenzintervall).

3.1.4. Abschliel3ende Betrachtung der real-time PCR Ergebnisse

Zwischen den mittels real-time PCR ermittelten Expressionsmustern purinerger Rezep-
toren im MnPO neonataler und adulter Wistar — Ratten bestanden deutliche Unter-
schiede. Wahrend sich fur den MnPO adulter Tier die Expression von P2X; als am ge-

ringsten herausstellte, war dies bei neonatalen Tieren flr den P2Xs Subtyp der Fall.
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Bezieht man nun die Expression der anderen Subtypen auf eben diese, so erwies sich
bei adulten Tieren der Rezeptor vom Subtyp P2X, als am stéarksten ausgepragt
(Abbildung 21, A), wahrend dies im MnPO neonataler Tiere auf den P2X, Subtyp zutraf
(Abbildung 21; B). Jedoch ist es nicht so, dass P2X, im MnPO neonataler Tiere im
Vergleich zu adulten Tieren deutlich Uberexprimiert wére. Vergleicht man namlich die
Expression der verschiedenen Purionozeptoren der beiden untersuchten Altersklassen
miteinander, so lasst sich lediglich fir die Subtypen P2X; und P2Xs eine moderat
héhere Expressionsrate (etwa 20fach) im adulten Tier gegeniiber dem neonatalen Tier
nachweisen (Daten nicht gezeigt). FUr diese Berechnung wurden die ermittelten AC+-
Werte der einzelnen purinergen Rezeptoren im MnPO neonataler Tiere von denen der
adulten Ratten substrahiert. Nach der Formel 224! |asst sich berechnen, um ein wie
vieles hoher die Expression von Rezeptor ,X* im MnPO neonataler zum Rezeptor X"
im MnPO adulter Tiere war. Eine Gesambetrachtung der ermittelten Werte in Bezug
zum insgesamt am niedrigsten exprimierten Rezeptor (P2Xs der Neonaten) hingegen
erwies sich als nicht sinnvoll. Neben einer fast 3000fach héheren Expression des
ganglionaren P2X; und eines etwa 100fach hoheren Auftretens des gangliondren P2Xs
(Daten nicht gezeigt), lieRen sich namlich keine nennenswerten Unterschiede berech-

nen.

3.2. Ergebnisse der Calcium Ratio-Imaging Versuche

Die Zellen der Priméarkultur des MnPO wurden 4 bis 5 Tage nach ihrer Dissoziation aus
dem Gewebeverband und anschlieBenden Kultivierung, also im ausdifferenzierten
Zustand, mittels der Ratio-Imaging Technik zum kontinuierlichen Nachweis der
intrazellularen Calciumkonzentration auf die funktionelle Expression P2X-spezifischer
Purinozeptoren hin untersucht. Die Versuchsdauer fir ein einzelnes CELLocate® vari-
ierte, abhangig von der Anzahl der applizierten Substanzen (ATP-Analoga, Rezeptor-
Agonisten und —Antagonisten) und dem gewdahlten Regenerationsintervall, zwischen
20 und 60 min. Pro Zellkulturkammer (= CELLocate®) konnten gleichzeitig zwischen
20 und 40 Zellen mit keinem bzw. minimalem Zellkontakt untereinander untersucht
werden. Der Anteil an Neuronen, Astrocyten und Oligodendrocyten pro Mikrokultur war
praparationsabhangig gewissen Schwankungen unterworfen und belief sich im Durch-
schnitt pro CELLocate® auf ca. 900 Neurone, 1850 fibrillare und squamdése Astrocyten

sowie 750 Oligodendrocyten.
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MAP2a CNPa

GFA

MAP2a

Abbildung 22: Immuncytochemische ldentifizierung der Zellen in der Primarkultur des
MnPO neonataler Ratten

Links: ldentifizierung von Neuronen mittels monoklonalem mouse anti -MAP 2a+b Antikérper,
als sekundarer Antikérper wurden Cy3™ markiertes donkey anti-mouse 1gG eingesetzt.

Mitte: Nachweis von GFAP als Markerprotein fiir Astrocyten mittels polyklonalem rabbit
Antiserum; als sekundarer Antikorper fungierte Alexa® 488 markiertes donkey anti-
rabbit 19gG. In diesem Bildausschnitt ist zusatzlich ein Map 2a+b immunpositives Neuron
zu erkennen.

Rechts: Visualisierung von Oligodendrocyten durch den immuncytochemischen Nachweis von
CNPase mittels eines monoklonalen mouse Antikdrpers; als sekundarer Antikdrper
wurde wiederum Cy3™ markiertes donkey anti-mouse IgG eingesetzt. Zwischen den
Oligodendrocyten ist ein GFAP-immunpositiver Astrocyt zu erkennen.

Der Eichbalken reprasentiert eine Strecke von 10 pm.

Bei der endgultigen Auswertung der Daten wurden nur Zellen bericksichtigt, welche
nach Abschluss eines Versuchstages eindeutig immuncytochemisch identifiziert wer-
den konnten (Abb. 22) (Kap.?2.4.4.3). Darlber hinaus wurde ein durch exogene
Stimulation induziertes intrazellulares Calciumsignal nur dann als positiv gewertet,
wenn der gemessene Anstieg der Fluoreszenz-Ratio des Calcium-bindenden Chelators
Fura-2 nach alternierender Exzitation mit Licht der Wellenl&ange 340 bzw.380 nm (siehe
Kap. 2.4.3.1) wahrend Superfusionsstimulation der Primarkultur sich als > 0,05 gegen-

Uber der Basislinie erwies.

3.2.1. Stimulation der MNPO-Primarkultur mit ATP und seinen Analoga
2Me-SATP bzw. a,fme-ATP

Im Rahmen einer ersten Versuchsserie sollte untersucht werden, ob sowohl ATP als
endogener Ligand fur P2X-Rezeptoren als auch seine pharmakologischen Analoga
2Me-SATP und a,me-ATP eine calciumabhéangige, intrazellulare Signaltransduktion in
den drei untersuchten Zelltypen der MnPO-Primarkultur induzieren kénnen. Bei 2Me-

SATP handelt es sich um einen generellen P2 Rezeptor-Agonisten mit erhéhter Resi-
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stenz gegenuber enzymatischer Hydrolyse. Fur a,fme-ATP ist seine agonistische Wir-
kung vor allem auf schnell desensibilisierende P2X;- und P2Xs;-Rezeptorsubtypen
beschrieben (Alexander et al.2008). Es wurde der prozentuale Anteil mit einem intra-
zellularen Calciumsignal reagierender Neurone, Astrocyten bzw. Oligodendrocyten an
der jeweils getesteten Gesamtpopulation sowie die gemittelte Signalstarke fur jeden
Zelltyp errechnet. Hierfur wurden die Substanzen wie in Kap. 2.4.3.2.1 beschrieben se-

quenziell appliziert.

Im Folgenden wird zunachst vergleichend auf die Stimulation mit ATP und 2Me-SATP
eingegangen. Nach den oben beschriebenen Auswabhlkriterien gingen insgesamt 215
Neurone, 208 Astrocyten und 36 Oligodendrocyten in die Auswertung ein, basierend
auf 16 getesteten Mikrokammern aus insgesamt 7 Zellpraparationen (Abbildung. 23;
A1-A3). Auf eine Superfusion mit ATP in einer Konzentration von 10° M/L reagierten
41 (19,1 %) der 215 Neurone mit einer transienten Erhohung des [Ca®],. Der
Mittelwert der 340/380 nm Fluoreszenz A-Ratiowerte lag bei 0,24 +0,04
(arithmetischer Mittelwert + S.E.M). Auf eine nachfolgende Superfusion mit 2Me-SATP
in &quimolarer Konzentration reagierten die selben 41 Neurone; die mittlere
Ratiodnderung lag hier nicht signifikant (P > 0,05) unterschiedlich bei 0,18 + 0,03. Von
den insgesamt 208 identifizierten Astrocyten antworteten auf eine Stimulation mit ATP
und 2Me-SATP, getestet im randomisierten Verfahren, 87 Zellen (41,8 %). Der
Ratioanstieg lag im Mittel bei 0,24 + 0,02 auf eine Stimulation mit ATP, bzw. bei
0,22 + 0,02 bei Applikation von 2Me-SATP. 13 der 36 untersuchten Oligodendrocyten
(36,1 %) erwiesen sich hinsichtlich einer Superfusions-Stimulation mit ATP oder 2Me-
SATP als gleichermallen responsiv. Die 340/380 nm Fluoreszenz Ratio erhdhte sich
nach Superfusion von ATP um 0,26 + 0,06, nach Applikation von 2Me-SATP nicht
signifikant (P > 0,05) unterschiedlich um 0,31 £+ 0,02. Alle ATP-responsiven Zellen der
MnPO-Primarkultur konnten aquipotent mit 2Me-ATP stimuliert werden. ATP und 2Me-
SATP reprasentierten somit gleichwertige Agonisten an purinergen Rezeptoren der
Primarkultur des MnPO in Bezug auf die Erhéhung der [Ca®'],. In allen weiteren
Untersuchungen wurde daher das biochemisch stabilere 2Me-SATP als universeller

P2-Rezeptoragonist eingesetzt.
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In die Auswertung der Superfusionsstudie mit a,Bme-ATP und 2Me-SATP, die beide
ebenfalls im randomisierten Verfahren in einer Konzentration von 10° M/L an der
Primarzellkultur des MnPO auf eine Erhéhung der [Ca®'],. getestet wurden, gingen 50
Neurone, 150 Astrocyten und 31 Oligodendrocyten, basierend auf 14 getesteten
Mikrokammern aus insgesamt 9 Zellpraparationen, ein (Abb. 23; B1-B3). Keiner der
untersuchten Zelltypen zeigte sich responsiv auf eine Stimulation mit a,fme-ATP. Auf
eine Applikation von 2Me-SATP wiederum reagierten 17 (34 %) der untersuchten 50
Neurone mit einer Erhdhung der 340/380 nm Fluoreszenz Ratio um 0,21 + 0,03.
Ebenso konnte bei 50 % (entspricht 75 responsiven Zellen) der untersuchten Astrocy-
ten ein Ratioanstieg dokumentiert werden, welcher bei 0,23 £ 0,01 lag. Von den 31
identifizierten Oligodendrocyten zeigten 16 (51,6 %) ein transientes Calciumsignal mit
A-Ratiowerten von 0,42 + 0,08. Daraus lasst sich schliel3en, dass a,fme-ATP keinen

adaquaten Agonisten an purinergen Rezeptoren der MnPO-Primarkultur darstellte.
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Abbildung 23: Stimulation der Priméarzellkultur des MnPO mit ATP (a), 2Me-SATP (b)

Al-A3:
Al:

A2:

A3:

B1-B3:
B1:

B2:

B3:

und afme-ATP (c)

Stimulation mit ATP (a) und 2Me-SATP (b) (1O'GM/L)

Balkendiagramm zeigt den prozentualen Anteil der responsiven Neurone (schwarze
Balken), Astrocyten (dunkelgraue Balken) und Oligodendrocyten (hellgraue Blken) nach
Superfusionsstimulation mit ATP (a) und 2Me-SATP (b) in einer Konzentration von
jeweils10® M/L.

Durchschnittliche Erhéhung der 340/380 nm Fluoreszenz Ratio der untersuchten Zellen
nach Superfusion mit ATP (a) und 2Me-SATP (b) in einer Konzentration von 10° M/L
als arithmetische Mittelwerte + S.E.M.

340/380 nm Ratio Signal eines einzelnen Astrocyten nach Stimulation mit ATP (a) und
2Me-SATP (b) in einer Konzentration von jeweils 10° M/L.

Stimulation mit a,Bme-ATP (c) und 2Me-SATP (b)

Balkendiagramm zeigt den prozentualen Anteil der responsiven Neurone (schwarze
Balken), Astrocyten (dunkelgraue Balken) und Oligodendrocyten (hellgraue Balken)
nach Superfusionsstimulation mit a,fme-ATP (c) und 2Me-SATP (b) in einer
Konzentration von jeweils 10° M/L.

Durchschnittliche Erhéhung der 340/380 nm Fluoreszenz Ratio der untersuchten Zellen
nach Superfusion mit afme-ATP (c) und 2Me-SATP (b) in einer Konzentration von 10®
M/L als arithmetische Mittelwerte £ S.E.M.

340/380 nm Ratio Signal eines einzelnen Astrocyten nach Stimulation mit a,me-ATP
(c) und 2Me-SATP (b) in einer Konzentration von jeweils 10° MIL.
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3.2.2. Stimulation der MnPO-Priméarkultur mit dem P2X;-spezifischen
Agonist Bz-ATP und 2Me-SATP

Zum Nachweis der funktionellen Expression des P2X; Purinozeptors in Zellen der
MnPO-Primarkultur wurden 24 Neurone, 143 Astrocyten und 18 Oligodendrocyten —
basierend auf 12 Mikrokammern aus insgesamt 6 Zellpraparationen - hinsichtlich ihrer
Reaktivitdt auf Stimulation mit dem P2X;-spezifischen Agonisten Bz-ATP untersucht.
Dabei wurden die Primérkulturen sequentiell mit Bz-ATP und 2Me-SATP in jeweils
zwei Konzentrationen (10”'M/L und 10°M/L) in Messpuffer bei RT fiir jeweils 3 min
superfundiert. Keine der untersuchten Zellen zeigte eine Anderung der Fluoreszenz
Ratio auf eine Applikation von Bz-ATP (Abb. 24). Hingegen reagierten 5 (20,8 %) der
untersuchten Neurone auf eine Superfusion von 2Me-SATP mit einer Erh6hung der
[Ca2+]iz; die durchschnittlichen Anderungen der Fluoreszenz Ratio betrugen 0,08 + 0,02
(107 M/L) und 0,07 £0,01 (10° M/L). In der Gruppe der post-experimentell als
Astrocyten charakterisierten Gliazellen zeigten 90 (62,9 %) einen deutlichen Anstieg
der 340/380 nm Fluoreszenz Ratio auf eine Applikation von 2Me-SATP (10'M/L),
welcher im Mittel bei 0,16 + 0,01 lag. Bei einer Konzentration von 10 M/L reagierten
vergleichbare 100 (69,3 %) der mikrospektrofluorimetrisch charakterisierten Astrocyten
mit einer mittleren Ratio&dnderung von 0,17 £ 0,01 auf 2Me-SATP (Abb. 24 A). Da alle
auf 107 M/L mit einer erhéhten [Ca®], reagierenden Astrocyten sich auch fir die
10fach héhere Konzentration an 2Me-SATP als responsiv erwiesen, muss von der Exi-
stenz einer kleinen Gruppe MnPO-intrinsischer Astrocyten ausgegangen werden, die
lediglich auf die hohe Agonisten-Konzentration hin ein intrazellulares Calciumsignal
generierten. Vergleichbar verhielt es sich mit den induzierten Calciumsignalen der
Oligodendrocyten. Wurde 2Me-SATP in einer Konzentration von 107M/L appliziert, so
antworteten 13 (72,2 %) von 18 Oligodendrocyten mit einer Erhéhung der [Ca®'],, bei
einem mittleren Ratioanstieg von 0,21 + 0,06. Superfusion mit 2Me-SATP (10°MI/L)
hatte die Aktivierung eines weiteren Oligodendrocyten zur Folge. Dabei erhéhte sich
gegeniber den Versuchen mit der niedrigeren 2Me-SATP Konzentration die mittlere
Anderung der Fluoreszenz Ratio nicht signifikant (P >0.05) auf 0,24 +0,05
(Abb. 24 A). Die Insensitivitdit der Neurone, Astrocyten und Oligodendrocyten
gegenuber einer Stimulation mit Bz-ATP schliel3t fur alle drei Zellgruppen die
funktionelle Expres sion des P2X; Purinozeptor Subtyps hinsichtlich der Generierung
eines Calciumsignals als nachgeschaltetem, intrazellularen Signaltransduktionsweg in
der MnPO-Priméarkultur neonateler Ratten nahezu aus. Eine genauere Betrachtung der
Reaktionen der Zellen auf die zwei unterschiedlichen Konzentrationen mit 2Me-SATP
zeigt keine statistisch signifikanten Unterschiede (P > 0,05), jedoch nahm die Anzahl
der responsiven Zellen, mit Ausnahme der Neurone, bei Superfusion des Agonisten in
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einer Konzentration von10® M/L leicht zu. Die Dosisabhéngigkeit der verschiedenen
Zelltypen bei purinerger Aktivierung wurde in einer separaten Studie genauer

untersucht (siehe Kap. 3.2.4).

Abbildung 24: Stimulation der Primarzellkultur des MnPO mit Bz-ATP (a) und (b) und
2Me-SATP (c) und (d)

A: Durchschnittliche Erhéhung der 340/380 nm Fluoreszenz Ratio der untersuchten Zellen
nach Superfusion mit Bz-ATP 107 M/L (a) und 10° M/L (b) sowie 2Me-SATP 10”M/L (c)
und 10°MI/L (d) als arithmetische Mittelwerte + S.E.M fir Neurone (schwarz), Astrocyten
(dunkelgrau) und Oligodendrocyten (hellgrau).

B: 340/380 nm Ratio Signal eines einzelnen Astrocyten nach Stimulation mit Bz-ATP 10~
M/L (a) und 10° M/L (b) sowie 2Me-SATP 107 M/L (c) und 10° M/L (d).

126



3 Ergebnisse

3.2.3. Stimulation der MnPO-Primarkultur mit P1-Agonisten (NECA,
CCPA) und 2Me-SATP

In dieser Versuchsreihe wurde mit Hilfe der Ratio-Imaging Technik die funktionelle Ex-
pression von P1 Adenosinrezeptoren in Zellen der MnPO-Priméarkultur anhand indu-
zierter, intrazellularer Calciumsignale untersucht. Die Superfusion des nicht Subtyp-
selektiven P1-Agonisten NECA erfolgte in Konzentrationen von 10° M/L und 10 MIL.
Im Anschluss folgte eine Applikation von 2Me-SATP in einer Konzentration von 10
® M/L als ,Kontroll-Stimulus* fir den méglichen Nachweis der funktionellen Co-Expres-
sion von P1- und P2X-Rezeptoren. Die Ergebnisse resultierten aus Messungen an 10

Mikrokammern aus 7 Zellpraparationen.

Von den insgesamt 36 untersuchten Neuronen reagierte keines auf eine Applikation
von NECA, wahrend 10 Neurone (27,78 %) auf den anschlielenden Stimulus 2Me-
SATP ein intrazellulares Calciumsignal mit einer mittleren Erhéhung der Fluoreszenz
Ratio von 0,21 = 0,06 generierten (Abb. 25). Von den 117 in der Auswertung beruck-
sichtigten, da durch 2Me-SATP aktivierbaren, Astrocyten antwortete lediglich einer
(0,8 %) auf eine Superfusion mit NECA in beiden Konzentrationen mit einer Erhéhung
der A-Ratiowerte um 0,28 bzw. 0,23. Die mittlere Ratioerhéhung aller 2Me-SATP re-
sponsiven Astrocyten nach NECA-Stimulation errechnete sich somit zu 0,003 £ 0,003
fur beide Konzentrationen; in Abb. 25 wurde somit ein nicht NECA-responsiver Astrocyt
als typisches Resultat der Versuchsserie dargestellt. Auf den Kontroll-Stimulus mit
2Me-SATP zeigten 81 Astrocyten (69,23 %) ein ausgepragtes Calciumsignal mit einer
Erhéhung der 340/380 nm Fluoreszenz Ratio um 0,28 + 0,02 (Abb. 25). Von den gete-
steten 21 Oligodendrocyten reagierte ebenfalls nur einer auf die hdhere Konzentration
des superfundierten P1-Agonisten mit einem A-Ratiowert von 0,17. Dadurch ergab sich
eine gemittelte Antwort aller 2Me-SATP aktivierbaren Oligodendrocyten nach NECA-
Stimulation von <0,05. Insgesamt 10 Oligodendrocyten (47,6 % der getesteten)
zeigten eine markante Erhdhung der [Ca?'];, mit Anderungen der Fluoreszenz Ratio-
werte von 0,46 £ 0,05 (Abb. 25). Mit dem nicht parametrischen Mann-Whitney U Rank
Test ermittelt, ergaben sich somit stark signifikante Unterschiede (2P < 0,001) fur den
Vergleich der mit 2Me-SATP und NECA erzeugten Calciumsignale fur beide Gliazell-
typen der MnPO-Primarkultur.

In einem weiteren Versuchsansatz wurde der A1 Rezeptorsubtyp -spezifische Agonist
CCPA in einer Konzentration von 10° M/L eingesetzt. Nach einer Regenerationsphase,

in der die Zellen lediglich mit Messpuffer superfundiert wurden, erfolgte wiederum eine
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Abbildung 25: Stimulation der Primarzellkultur des MnPO mit dem P1 Purinozeptor

A:

Agonist NECA (a, b) und 2Me-ATP (c)

Das Balkendiagramm zeigt den prozentualen Anteil der responsiven Neurone
(schwarz), Astrocyten (dunkelgrau) und Oligodendrocyten (hellgrau) nach Superfusions-
Stimulation mit dem P1-Agonisten NECA (a) (10'6 M/L) und (b) (10®° M/L) und 2Me-
SATP (c) in einer Konzentration von 10° MIL.

Durchschnittliche Erhéhung der 340/380 nm Fluoreszenz Ratio der untersuchten Zellen
nach Superfusion mit NECA (a) (10 M/L und (b) (10° M/L) und 2Me-SATP (c) in einer
Konzentration von 10° M/L als arithmetische Mittelwerte + S.E.M. */# kennzeichnen
signifikante Unterschiede zwischen den Mittelwerten der Ratioerhéhung zwischen (c)
und (a) (***), bzw. (c) und (b) (###). Fir beide gilt 2P < 0,001.

340/380 nm Ratio Signal eines einzelnen Astrocyten nach Stimulation mit NECA (a) und
(b) sowie 2Me-SATP (c) in den unter A und B aufgefiihrten Konzentrationen.
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Superfusion mit 2Me-SATP(10° M/L). In keiner der getesteten Zellen (fiinf Neurone, 74
Astrocyten und 8 Oligodendrocyten) aus 7 Mikrokammern aus 3 Zellpraparationen
konnte CCPA einen messbaren Anstieg der 340/380 nm Fluoreszenz Ratio hervor-
rufen. Auf den Kontroll-Stimulus mit 2Me-SATP reagierten drei Neurone (60 %)
(0,23 + 0,13), 36 Astrocyten (48,7 %) und vier Oligodendrocyten (50 %) mit transienten
Calciumsignalen bei A-Ratiowerten von 0,23 +£0,13, 0,30 £ 0,03 respektive 0,17 +

0,04). Auf eine Darstellung in Diagrammform wurde verzichtet

3.2.4. Dosisabhangigkeit der Aktivierung purinerger P2X-Rezeptoren

in der MNPO-Priméarkultur

Nachdem gezeigt werden konnte, dass 2Me-SATP in den drei untersuchten Zelltypen
des MnPO eine Erhdhung der [Ca2+]iZ bewirkte, sollte in der nachsten Versuchsreihe
untersucht werden, ob sich die 2Me-SATP-induzierte Erhéhung der [Ca2+]iz als dosisab-
hangig erweist. Der P2-Agonist wurde dazu sequenziell in Konzentrationen von 10°® bis
10 M/L in Messpuffer, bei gleich bleibendem Regenerationsintervallen, superfundiert
(siehe Kap. 2.4.3.2.4). Die nachfolgend dargestellten Daten beruhen beziehen sich auf

4 Zellpraparationen und Messungen an 12 Mikrokammern.

Beziglich der Neurone gingen 31 Zellen in die abschlieRende Auswertung ein. Auf
2Me-SATP in steigenden Konzentrationen von 10°® M/L, 3x10® M/L, 107 M/L und 10°®
M/L reagierten vier (12,9 %), respektive sieben (22,6 %), 10 (32,3 %) und 10 (32,3 %)
Neurone mit einem intrazellularen Calciumsignal (Abb. 26, A). In die Berechnung der
jeweiligen arithmetischen Mittel (+ S.E.M.) gingen die A-Ratiowerte aller Neurone ein,
die zumindest auf die héchste Konzentration (10° M/L) mit einer transienten Zunahme
der [Ca®];, antworteten (n = 10). Fehlende Aktivierungen bei niedrigeren 2Me-SATP
Konzentrationen wurden als Nullwert in die Auswertung Ubernommen. Die 340/380 nm
Fluoreszenz Ratiowerte der untersuchten Neurone erhéhten sich nach Superfusion von
2Me-SATP in den Konzentrationen von 10® M/L, 3x10® M/L, 107 M/L und 10°® M/L um
0,1+0,04., 0,08 £0,03, 0,09 +0,02 respektive 0,10 + 0,02 (Abb. 26 B). Einerseits
konnte also bei steigender Konzentration des Agonisten im Superfusionsmedium eine
zunehmende Rekrutierung von responsiven Neuronen verzeichnet werden. Anderer-
seits liel3 sich hinsichtlich der Hohe der jeweiligen Calciumsignale als Mal3 fur die
Zunahme der [Ca*'];, sowohl fiir das einzelne Neuron (Abb. 27 A), als auch die gemit-
telten Werte (Abb. 26 B) keine Dosis-Wirkungsbeziehung nachweisen. Bei einigen
Neuronen, wie dem in Abb. 27 A dargestellten, legte der Zeitverlauf mit vier

sequenziellen Stimulationen zunehmender Konzentration des Agonisten sogar eine
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leichte Desensibilisierung nahe. In einer weiteren Versuchsserie wurde daher das

mogliche Desensibilisierungsverhalten aller drei Zelltypen der MnPO-Priméarzellkultur

nach repetetiver Stimulation mit aquimolarer Konzentration an 2Me-SATP untersucht
(siehe Kap. 3.2.5).

Abbildung 26: Stimulation der Primarzellkultur des MnPO mit 2Me-SATP in steigenden

A:

Konzentrationen (Dosisabhangigkeit)

Das Balkendiagramm zeigt den prozentualen Anteil der responsiven Neurone
(schwarz), Astrocyten (dunkelgrau) und Oligodendrocg/ten (hellgrau) nach Superfusions-
6Stimulation mit 2Me-SATP (a) (10° M/L), (b) (3x10®° M/L), (c) (107 M/L) und (d) (10
MIL).

Durchschnittliche Erh6hung der 340/380 nm Fluoreszenz Ratio der untersuchten Zellen
nach Superfusion mit 2Me-SATP (a) (10® MI/L), (b) (3x10® M/L, (c) (107 M/L) und (d)
(10° M/L) als arithmetische Mittelwerte + S.E.M. */#/$ kennzeichnen signifikante
Unterschiede zwischen den Mittelwerten der Ratioerhéhung fir (d), (c) und (b) im
Vergleich mit (a) (*2P < 0,05;***2P < 0,001), bzw. zwischen (d) und (c) verglichen mit
(b) (## 2P< 0,01; ### 2P < 0,001), sowie zwischen (d) und (c) ($$$ 2P < 0,001)

Klare Dosis-Wirkungsbeziehungen hingegen resultierten aus analogen Untersuchun-

gen an MnPO-spezifischen Astrocyten und Oligodendrocyten; die Auswertung erfolgte

mit den fir Neurone beschriebenen Kriterien. Von 86 getesteten Astrocyten konnte in
zwei Féllen (2,3 %) bei Superfusion mit 2x10® M/L 2Me-SATP eine signifikante Erho-

hung der [Ca?"];, induziert werden, mit Zunahme der A-Ratiowerte von 0,24 bzw. 0,09.
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Als arithmetisches Mittel aller 49 auf 10° M/L 2Me-SATP reagierenden Astrocyten
(also inklusive 47 Nullwerten, siehe unten) manifestierte sich jedoch lediglich eine
Ratioanderung von 0,01 + 0,01. Auf die 3x10® M/L des P2 Rezeptor-Agonisten antwor-
teten 14 Astrocyten (16,3 %) mit einer mittleren 340/380 nm Fluoreszenz

Ratioanderung von 0,16 + 0,02, wodurch sich bei Berlicksichtigung weiterer 35
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Abbildung 27: Dosis-abhédngige, intrazelluldre Calciumsignale einzelner Zellen der
Primérzellkultur des MnPO nach Stimulation mit 2Me-SATP

Erhéhung der 340/380 nm Fluoreszenz Ratio der untersuchten Zellen nach sequenzieller
Superfusion mit 2Me-SATP (a) (10° ML), (b) (3x10® MIL, (c) (107 M/L) und (d) (10°® M/L)

A: Intrazellulare Calciumsignale (340/380 nm Ratio) fir ein einzelnes MnPO-Neuron

B: Intrazellulare Calciumsignale (340/380 nm Ratio) fur einen einzelnen MnPO-Astrocyt

C: Intrazellulare Calciumsignale (340/380 nm Ratio) fur einen einzelnen MnPO-Oligo-
dendrocyt
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Astrocyten (Nullwerte) als Mittelwert 0,04 + 0,01 errechnete (Abb. 26 A,B). Superfusion
der Primarkultur mit 2Me-SATP in Konzentrationen von 107 M/L bzw. 10° M/L
verursachte in 29 (33,7 %) bzw. 49 (57 %) der Astrocyten ein Calciumsignal und hatte
mittlere Anstiege der Fluoreszenz Ratio von 0,09 £ 0,01 (fur 29 Astrocyten ohne
Nullwerte 0,16 + 0,02) bzw. 0,16 £ 0,01 zur Folge. Im Gegensatz zu den Neuronen
konnten fur die Astrocyten klare Dosis-Wirkungsbeziehungen sowohl hinsichtlich des
prozentualen Anteils reaktiver Zellen als auch der Magnitude der intrazellularen

Calciumsignale aufgezeigt werden (Abb. 26B; 27 B).

Die Endauswertung bei den Oligodendrocyten bezog sich auf 19 Zellen. Die Applika-
tion von 2Me-SATP in niedriger Konzentration (10® M/L) induzierte in 4 Zellen (21,1 %)
einen deutlichen Anstieg der [Ca®*],, in Form einer Ratioerhéhung von 0,22 + 0,09, wo-
durch sich bei 17 durch 2Me-SATP in der hohen Konzentration von 10° M/L aktivier-
baren Oligodendrocyten (d.h. 13 Nullwerte bei 10® M/L; siehe unten) eine mittlere
Ratioanderung von 0,05 £ 0,03 ergab. Superfusionen der MnPO-Priméarkultur mit 2Me-
SATP in Konzentrationen von 3x10® M/L, 10" M/L respektive 10° M/L induzierten in 10
(52,6 %), 14 (73,7 %) respektive 17 (89,5 %) der getesteten Oligodendrocyten eine
mittlere Erh6hung der Fluoreszenz Ratiowerte von 0,13 + 0,04, 0,20 + 0,04 respektive
0,23+ 0,03 (unter Berlicksichtigung der 9, 5 respektive O Nullwerte, die ohne Einbezug
der Nullwerte mittlere Erhéhungen von 0,23 + 0,05 bzw. 0,24 + 0,04 aufwiesen). Der
zeitliche Verlauf der intrazellularen Calciumkonzentration eines einzelnen
Oligodendrocyten wéahrend sequentieller Superfusions-Stimulationen mit steigenden
Konzentrationen an 2Me-SATP st in Abb. 27 C dargestellt. Vergleichbar zum
Antwortverhalten der Astrocyten konnte hinsichtlich der Anzahl responsiver Zellen als
auch der Hohe der Calciumsignale eine klare Dosis-Wirkungsbeziehung dargestellt
werden (Abb. 26 B; 27 C), wobei die Zellpopulation der Oligodendrocyten sich im
direkten Vergleich zu den Neuronen und den Astrocyten als die reaktivste darstellt.
Dies gilt sowohl fur die Anzahl an reaktiven Zellen, als auch bei der Betrachtung der
durchschnittlichen Fluoreszenz Ratio fur jeden einzelnen Stimulus. Insgesamt sind ,
wie oben erortert, deutliche Unterschiede zwischen den Zellen neuronalen Ursprungs

verglichen mit den Gliazellen zu verzeichnen.
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3.2.5. Repetitive, aquimolare Stimulationen der MNPO-Priméarkultur mit
2Me-SATP

Als Voraussetzung fur nachfolgende Versuchsreihen mit Antagonisten an ionotropen
purinergen Rezeptoren musste geklart werden, ob repetitive Stimulationen mit 2Me-
SATP einer konstanten Konzentration bei den untersuchten Zellen zu einem
Desensibilisierungsphéanomen fiihrten. Gleichzeitig wurde untersucht welchen Einfluss
ein langeres Regenerationsintervall zwischen den Superfusionen auf die Reaktionen
der einzelnen Zelltypen hat. Fir diesen gesamten Versuchsblock wurden 10
Zellpraparationen durchgefiihrt, mit Messungen an insgesamt 20 Mikrokammern. Die
Reaktionen der untersuchten Zellen stellten sich im Ergebnis als sehr inhomogen dar.
Unabhangig vom Zelltyp traten sowohl Desensibilisierungen, als auch konstante
Reaktionen nach sequentieller Applikation von 2Me-SATP auf. Daraufhin wurden 2
Gruppen an Reaktionen definiert.

(1) In die erste Gruppe wurde eine Zelle dann eingeordnet, wenn sie auf die
sequentielle Applikation von 2Me-SATP nicht konstant dreimal mit einer Erh6hung der
Fluoreszenz Ratio reagiert hatte, mindestens jedoch auf den ersten Stimulus ein
Anstieg der [Ca®*],, verzeichnet werden konnte. Diese Gruppe wird im Folgenden als

Desensibilisierungsgruppe” bezeichnet.

(2) Zugehorig zur zweiten Gruppe war eine Zelle dann, wenn eine dreimalig
wiederholte Stimulation mit 2Me-SATP auch zu einer dreimaligen Reaktion in Form
eines Anstiegs der 340/380 nm Fluoreszenz Ratio fuhrte. Diese Gruppe wird kiinftig

Jrepetitiv reaktive Gruppe* genannt.

Im ersten Versuchsansatz wurden die Zellen dreimal mit einem Zeitabstand von 8 Min
mit 2Me-SATP in einer Konzentration von 10°M/L superfundiert (9
mikrospektrofluorimetrische Untersuchungen aus 5 Zellpraparationen). In die
Auswertung dieser Versuchsreihe flossen insgesamt 60 Neurone ein. 14 (23,3 %) der
identifizierten 60 Neurone konnten eine der beiden Gruppen zugeordnet werden.

J,Desensibilisierungsgruppe” (5 der 14 Neurone (35,7 %)):

Die Fluoreszenz Ratio erhéhte sich nach den drei Applikationen von 2Me-SATP um
0,29 £ 0,07 bei 5 Neuronen, nachfolgend um 0,07 = 0,04 (2. Stimulation) bei nur noch
drei reaktiven Neuronen und zwei gesetzten Nullwerten. Auf den dritten Stimulus hin,
blieb ein Anstieg der Fluoreszenz Ratio aus. (Abbildung 28, A, a-c, schwarze Balken).
«Repetitiv reaktive Gruppe” (9 der 14 Neurone (64,3 %)):

Bei diesen neun Neuronen konnte eine Erhéhung der [Ca®'], nach allen drei

Applikationen beobachtet werden. Die 340/380 nm Fluoreszenz Ratio erhodhte sich

133



3 Ergebnisse

nach den drei Stimulationen mit 2Me-SATP um 0,24 + 0,05, bzw. 0,17 + 0,05 sowie
0,16 £ 0,05 (Abbildung 28, B, a-c, schwarze Balken). Statistisch weichen diese Daten
nicht signifikant voneinander ab (2P > 0,05).

In der Gruppe der Neurone gibt es sowohl desensibilisierende, als auch konstant
reaktive Zellen. Mehr als 50 % jedoch, lassen sich der zweiten Gruppe zuordnen. Im
zweiten Versuchsansatz wurde die Pause zwischen zwei Superfusionen mit
substanzhaltigem Messpuffer auf 15 Min hochgesetzt, bei gleichbleibender
Konzentration des superfundierten Agonisten 2Me-SATP (10 M/L). Ziel dieser Studie
war es herauszufinden, ob durch ein langeres Regenerationsintervall mehr Neurone

der Gruppe der ,repetitiv reaktiven Zellen“ zugeordnet werden kénnen.

Auch im zweiten Versuchsansatz mit langerem Regenerationsintervall zwischen zwei
Stimulationen wurde aufgrund der erzielten Ergebnisse die Gruppeneinteilung in
.desensibilisierende Zellen* und ,repetitiv reaktive Zellen® beibehalten. In die
Evaluierung dieser Versuchsreihe (7 Zellprparationen mit Messungen an 11
Mikrokammern) flossen insgesamt 93 Neurone ein, von denen 27 (29 %) einer der
beiden oben definierten Gruppen zugeordnet werden konnten.
wDesensibilisierungsgruppe” (13 der 27 Neurone (48,1 %)):

Die Fluoreszenz Ratio erhdhte sich nach der ersten 2Me-SATP-Applikation um
0,19 £ 0,04. Nach der zweiten Applikation war nur noch fiir drei Zellen ein Anstieg der
Fluoreszenz Ratio zu verzeichnen, die durchschnittlich (inklusive 10 Nullwerte) bei
0,03 + 0,02 lag, auf den dritten Stimulus hin konnte kein Anstieg der Fluoreszenz Ratio
mehr ermittelt werden (Abbildung 30 A, a-c, schwarze Balken). Die statistische
Auswertung zeigte einen hochsignifikanten Unterschied zwischen der ersten und der
zweiten Stimulation (***2P < 0,001).

,Repetitiv reaktive Gruppe" (14 der 27 Neurone (51,9 %):

Wie schon in der ersten Versuchsreihe mit kiirzerem Regenerationsintervall so konnte
auch in dieser Versuchsserie fiir diese 14 Neurone eine Erhéhung der [Ca*], nach
allen drei Applikationen beobachtet werden. Die 340/380 nm Fluoreszenz Ratio
erreichte nach dreimaliger Stimulation mit 2Me-SATP durchschnittliche Werte von
0,3 £ 0,05 und nachfolgend zweimalig 0,19 + 0,02 (Abbildung 30, B, a-c, schwarze
Balken). Statistisch weichen diese Daten nicht signifikant voneinander ab (2P > 0,05).
Verglichen mit dem ersten Versuchsansatz (kirzeres Regenerationsintervall) liegt die
Anzahl der konstant reaktiven Zellen immer zwar noch knapp tber 50 %, jedoch ist
durch das langere Regenerationsintervall die prozentuale Anzahl von Neuronen in

dieser Gruppe nicht angestiegen. Somit hat fir die Zellgruppe der Neurone ein
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langeres Regenerationsintervall keinen positiven Einfluss auf die Wiederholbarkeit der
Antwort nach Applikation von 2Me-SATP.

Abbildung 28: Repetitive Stimulation mit 2Me-SATP einer konstanten Konzentration
(a—-c=10° M/L) und einem Regenerationsintervall von 8 Min zwischen
zwei Stimulationen

A: Desensibilisierungsgruppe” — Durchschnittliche Erhéhung der 340/380 nm Fluoreszenz
Ratio der untersuchten Neurone (schwarze Balken), Astrocyten (dunkelgraue Balken)
und Oligodendrocyten (hellgraue Balken) als arithmetischer Mittelwert £+ S.E.M.
* kennzeichnen signifikante Unterschiede zwischen den Mittelwerten der Ratioerhéhung
von (b) verglichen mit (a) (*2P < 0,05; ***2P < 0,001).

B: Jepetitiv_reaktive Gruppe” - Durchschnittliche Erhéhung der 340/380 nm Fluoreszenz
Ratio der untersuchten Neurone (schwarze Balken), Astrocyten (dunkelgraue Balken)
und Oligodendrocyten (hellgraue Balken) als arithmetischer Mittelwert £ S.E.M.
* kennzeichnen signifikante Unterschiede zwischen den Mittelwerten der Ratioerhéhung
von (b) verglichen mit (a) (*2P <0,05; **2P <0,01) und (c) verglichen mit (a)
(*2P < 0,05; ***2P < 0,001
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Abbildung 29: 340/380 nm Ratio Signal fur Zellen der Priméarzellkultur des MnPO nach
repetitiver Stimulation mit 2Me-SATP in einer konstanten Konzentration
(a-c 10° M/L) und einem Regenerationsintervall von 8 Min

A: Desensibilisierungsgruppe” — 340/380 nm Ratio Signal fur einen einzelnen Astrocyten
B: Jepetitiv reaktive Gruppe” — 340/380 nm Ratio Signal fur einen einzelnen Astrocyten

Auf eine repetitive Stimulation mit 2Me-SATP und einer Pause von 8 Min in Form einer
Superfusion mit Messpuffer reagierten 69 (58,5 %) von 118 identifizierten Astrocyten.
Desensibilisierungsgruppe” (53 der 69 Astrocyten (76,8 %)):

Die 340/380 nm Fluoreszenz Ratio erh6hte sich nach dreimaliger Applikation von 2Me-
SATP um 0,27 + 0,01 bei allen 53 Astrocyten, nachfolgend bei nur noch 5 Zellen
(9,4 %) um 0,01 + 0,01 und charakteristischem Basalniveau der Ratio (Anstieg < 0,05)
nach abschlieBend dritter Stimulation (Abbildung 28, A, a-c, dunkelgraue Balken).
Abbildung 29 (A) zeigt ein Beispiel eines einzelnen Astrocyten der

,Desensibilisierungsgruppe” in Form des 340/380 nm Ratio Signals.
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JRepetitiv reaktive Gruppe" (16 der 69 Astrocyten (23,2 %)):

Schon prozentual zeigen sich hier deutliche Unterschiede im Vergleich mit der
Gesamtgruppe der Neurone. Wahrend nur knapp ein Viertel der Astrocyten auf eine
repetitive Superfusion mit 2Me-SATP reagierte, waren dies bei den Neuronen weit Gber
50 %. Zudem waren bei den Neuronen keine statistisch signifikanten Abweichungen zu
ermitteln, vergleicht man die Daten der einzelnen Stimulation der ,repetitiv reaktiven
Gruppe“ miteinander. Betrachtet man die durchschnittlichen Ratioerhéhungen der
Astrocyten auf die drei nacheinander applizierten Stimuli (0,39 £ 0,04, nachfolgend
0,22 £+ 0,04, abschlieBend 0,15 + 0,03) zeigte die statistische Auswertung dieser Daten
hochsignifikant Abweichungen der Werte (Abbildung 28, B, a-c, dunkelgraue Balken,
siehe Bildlegende). Abbildung 29 (B) zeigt ein Beispiel eines einzelnen Astrocyten der
Jrepetitiv reaktiven Gruppe* in Form des 340/380 nm Ratio Signals. An diesem Beispiel
wird klar, dass eine dreimalige Antwort auf eine Superfusion von 2Me-SATP in einer
konstanten Konzentration eine Desensibilisierung in Form eines deutlichen Rickgangs

des Ratioanstiegs nicht ausschliesst.

Daher war der zweite Versuchsansatz mit l&ngerem Regenerationsintervall fir die
Zellgruppe der Astrocyten in zweierlei Hinsicht interessant. Zum einen, ob eine
15minutige Pause zwischen den einzelnen Stimulationen zu prozentual mehr
Astrocyten in der ,repetitiv reaktiven Gruppe“ fuhren, zum anderen, ob sich die
Mittelwerte der Fluoreszenz Ratio dieser Gruppe durch eine langere Erholungsphase
zwischen den Stimulationen auf einem konstanten Niveau bewegen und somit eine
klare Aussage Uber die Wiederholbarkeit der Antwort moglich ist. In die Analyse dieses
Versuchsabschnittes wurden 124 Astrocyten, mit unten aufgefuhrter Gruppenverteilung
von 46 dieser Gliazellen, Gbernommen

J,Desensibilisierungsgruppe” (16 der 46 Astrocyten (34,8 %)):

Die prozentuale Zugehorigkeit der Astrocyten zur ,Desensibilisierungsgruppe
reduzierte sich somit bei langerem Regenerationsintervall, verglichen mit dem Ersten
Versuchsansatz um mehr als die Halfte (76,8 % zu nun 34,8 %). Flr diese 16
untersuchten Astrocyten erhohte sich die 340/380 nm Fluoreszenz Ratio nach
repetitiver Superfusion von 2Me-SATP um 0,27 + 0,03 und nachfolgend 0,04 + 0,03 (5
von 16 Zellen, entspricht 31,3 %). Auf die letzte Stimulation reagierte keiner der 16
Astrocyten dieser Gruppe (Abbildung 30, A, a-c, dunkelgraue Balken).

«Repetitiv reaktive Gruppe” (30 der 46 Astrocyten (65,2 %)):

65,2 % der Gliazellen astrocytdren Ursprungs konnten aufgrund eines Anstiegs der
[Ca®*], auf eine dreimalige Applikation von 2Me-SATP der ,repetitiv reaktiven Gruppe*

zugeordnet werden (Abbildung 30, B, a-c, dunkelgraue Balken). Im Vergleich zu den
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Astrocyten der ,repetitiv reaktiven Gruppe“ bei kirzerem Regenerationsintervall
bedeutet das eine Steigerung um fast das dreifache. Dabei stieg die Fluoreszenz Ratio
auf nachstehende Werte an: 0,29 + 0,04, bzw. 0,23 +0,03 und 0,25 +0,04. Die
statistische Auswertung dieser Daten zeigte keine signifikante Abweichung (2P > 0,05).
Somit steht fur die Zellgruppe der Astrocyten fest, dass ein langeres
Regenerationsintervall zwischen zwei Applikationen von 2Me-SATP in einer
Konzentration von 10° M/L sowohl zu einem prozentualen Anstieg an Zellen in der
Jfepetitiv reaktiven Gruppe* fuhrt, als auch die erzielten Antworten keiner
Desensibilisierung mehr unterliegen, sondern ein konstantes Niveau halten. Abbildung
31 (B) zeigt ein Beispiel eines einzelnen Astrocyten der ,repetitiv reaktiven Gruppe" in
Form des 340/380 nm Ratio Signals.

Abbildung 30: Repetitive Stimulation mit 2Me-SATP einer konstanten Konzentration
(@a—c=10°M/L) und einem Regenerationsintervall von 15 Min
zwischen zwei Stimulationen

A: Desensibilisierungsgruppe” — Durchschnittliche Erhéhung der 340/380 nm Fluoreszenz
Ratio der untersuchten Neurone (schwarze Balken), Astrocyten (dunkelgraue Balken)
und Oligodendrocyten (hellgraue Balken) als arithmetischer Mittelwert £+ S.E.M.
* kennzeichnet signifikante Unterschiede zwischen den Mittelwerten der Ratioerh6hung
von (b) verglichen mit (a) (***2P < 0,001).

B: Jepetitiv reaktive Gruppe” - Durchschnittliche Erhéhung der 340/380 nm Fluoreszenz
Ratio der untersuchten Neurone (schwarze Balken), Astrocyten (dunkelgraue Balken)
und Oligodendrocyten (hellgraue Balken) als arithmetischer Mittelwert + S.E.M.
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Abbildung 31: 340/380 nm Ratio Signal fir Zellen der Priméarzellkultur des MnPO nach
repetitiver Stimulation mit 2Me-SATP in einer konstanten Konzentration
(a-c 10°® M/L) und einem Regenerationsintervall von 15 Min

A: LDesensibilisierungsgruppe” — 340/380 nm Ratio Signal fir einen einzelnen
Oligodendrocyten
B: Jsepetitiv reaktive Gruppe® — 340/380 nm Ratio Signal fur einen einzelnen Astrocyten

Die Gruppe der Oligodendrocyten nimmt, fur den ersten Versuchsansatz mit
Messpuffersuperfusionen von 8 Min zwischen den Stimulationen mit 2Me-SATP,
spezifisch flr die Population der repetitiv reaktiven Zellen, eine Art Zwischenstellung
zwischen den Astrocyten und den Neuronen ein, die nachfolgend erlautert wird. 22
(62,9 %) von 35 analysierten Oligodendrocyten konnten in eine der beiden
determinierten Gruppen eingeordnet werden.

,Desensibilisierungsgruppe* (8 der 22 Oligodendrocyten (36,4 %)):

Auf die erste Applikation von 2Me-SATP reagierten diese 8 Zellen mit einem
durchschnittlichen Anstieg der 340/380 nm Fluoreszenz Ratio von 0,25+ 0,05. Im
Gegensatz zu den Neuronen und Astrocyten dieser Gruppe, reagierten die
Oligodendrocyten jedoch nicht mehr auf einen zweiten und dritten Stimulus. (Abbildung

28, A, a-c, hellgraue Balken).
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JRepetitiv reaktive Gruppe" (14 der 22 Oligodendrocyten (63,6 %)):

Ahnlich wie bei der Zellgruppe der Neurone waren prozentual mehr Oligodendrocyten

aufgrund ihres wiederholbaren Anstiegs der Fluoreszenz Ratio auf einen
wiederkehrenden Stimulus mit 2Me-SATP in der Gruppe der ,repetitiv reaktiven Zellen®
zu finden. Jedoch bewegen sich die Mittelwerte der Fluoreszenz Ratio dieser Gruppe
auf einem ahnlich inkonstanten Niveau wie die Werte der Astrocyten (0,43 £ 0,06,
anschliel3end 0,27 + 0,05 und letztendlich 0,26 * 0,06; vergleiche Abbildung 28, B, a-c,
hellgraue Balken (Oligodendrocyten) und dunkelgraue Balken (Astrocyten)).

Auch bei dieser Zellgruppe lag das Ziel des zweiten Versuchsansatzes mit langerer
Regenerationsphase darin, ein durchweg konstantes Niveau der Ratiowerte flir die
Gruppe der ,repetitiv reaktiven Zellen* zu erzielen, somit eine Wiederholbarkeit der
Antwort belegen zu konnen und damit eine akzeptable Dauer des
Regenerationsintervalles  zwischen den  Stimulationen  fir  weiterfihrende
Untersuchungen definiert zu haben. 12 (63,2 %) von 19 Oligodendrocyten konnten in
eine der beiden Kategorien gruppiert werden.

Desensibilisierungsgruppe* (3 der 12 Oligodendrocyten (25,0 %)):

Auf die erste Applikation von 2Me-SATP reagierten diese 3 Zellen mit einem
durchschnittlichen Anstieg der 340/380 nm Fluoreszenz Ratio von 0,17 + 0,05. Wie
auch schon in der ,Desensibilisierungsgruppe mit nur  8minltigem
Regenerationsintervall reagierten diese drei Zellen nicht mehr auf einen zweiten und
dritten Stimulus (Abbildung 30, A, a-c, hellgraue Balken).

<Repetitiv reaktive Gruppe* (9 der 12 Oligodendrocyten (75,0 %)):

Ahnlich der Zellpopulation der Neurone, &nderte sich das Verhalten der
Oligodendrocyten aufgrund eines langeren Regenerationsintervalles, zumindest
bezogen auf den prozentualen Anteil der 3fach responsiven Zellen, nur marginal,
jedoch im Gegensatz zu den Neuronen definitiv positiv hinsichtlich eines Zuwachses
an Zellen in der repetitiv reaktiven Gruppe (nun 75,0 % im Vergleich zu 63,6 % bei
8minutiger Messpuffersuperfusion). Wie auch in der Zellgruppe der Astrocyten gelang
es einen dreimalig relativ konstanten Anstieg der 340/380 nm Fluoreszenz Ratio zu
erheben (0,34 £ 0,06, sowie 0,22 = 0,05 und 0,22 + 0,06), siehe Abbildung 30, B, a-c,
hellgraue Balken). Die statistische Auswertung der Daten zeigte nun Kkeine

signifikanten Abweichungen (2P > 0,05)

Ein langeres Regenerationsintervall wirkt sich somit deutlich positiv auf die
Reproduzierbarkeit des Antwortverhaltens der Astrocyten und auch der
Oligodendrocyten auf eine repetitive Superfusion von 2Me-SATP in einer konstanten
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Konzentration aus. Aufgrund dieses Ergebnisses wurden die Intervalle zwischen den
Stimulationen  bei  nachfolgenden Versuchsreihen mit  Antagonisten oder
Calciumminimalpuffer entsprechend grof3 gewé&hlt. Durch diese Mal3nahme konnte
davon ausgegangen werden, dass eine signifikant niedrigere Ratiodnderung der Zellen
durch die Wirkung des zusatzlich applizierten Blockers oder durch den Pufferwechsel

zustande kommit.

3.2.6. Herkunft des Calciums nach Stimulation mit 2Me-SATP

Nachdem in den vorangegangen Versuchen nachgewiesen werden konnte, dass 2Me-
SATP in den allen Zelltypen der Primarkultur des MnPO eine Erhéhung der [Ca®'];,
bewirkte, stellte sich nun die Frage, ob dieser Anstieg ausschlieBlich durch den
Einstrom extrazellularer Calciumionen oder auch aus einer Cacliumfreisetzung aus
intrazellularen Speichern resultiert. Eine reine Beteiligung von Calciumionen aus dem
extrazellularen Millieu wirde die alleinige Expression ionotroper purinerger Rezeptoren
in neuro-glialen Zellen MnPO-Parenchym starken, und das Vorhandensein
metabotroper purineger Rezeptoren nahezu ausschlie3en. Das Versuchsprotokoll ist
unter Kapitel 2.4.3.2.6 ausfuhrlich beschrieben. 74 Neurone, 110 Astrocyten und 23
Oligodendrocyten wurden in diesem Experiment identifiziert und untersucht, basierend

auf 7 getesteten Mikrokammern aus insgesamt 5 Zellpraparationen.

Von 74 identifizierten Neuronen reagierten 10 (13,5 %) auf die Zugabe von 2Me-SATP
(10° M/L) mit einer Erhéhung der 340/380 nm Fluoreszenz Ratio um durchschnittlich
0,23 £ 0,04 (Abb. 32, A, a, schwarzer Balken). Nach einer Zellregenerationsphase und
Umstellung der Superfusion von calciumhaltigen auf einen calciumfreien, EGTA-
haltigen Messpuffer, welcher, um einen kompletten Austausch zu gewahrleisten, fur
drei Min ohne Substanzapplikation superfundiert wurde, erfolgte eine erneute
Stimulation der Zellen mit 2Me-SATP (10° M/L) unter calciumfreien Bedingungen.
Keines der 10 untersuchten Neurone reagierte auf diesen Stimulus mit einer Erhdhung
der Fluoreszenz Ratio (Abb. 32, A, b, schwarzer Balken). Sofort nach Stimulationsende
wurde die Messpuffersuperfusion von calciumfreien Messpuffer wieder auf
calciumhaltigen umgestellt. Die dritte Applikation von 2Me-SATP (10° M/L) bewirkte
wieder einen Ratioanstieg in allen 10 untersuchten Neuronen, der im Mittel bei
0,17 £0,02 lag. Abb. 32, B, zeigt das 340/380 nm Ratio Signal eines einzelnen
Neurons nach dreimaliger Stimulation mit 2Me-SATP (10° M/L) unter calciumhaltigen

(a und c) bzw. calciumfreien Bedingungen (b). Die Erhéhung der [Ca?'];, basiert fiir den
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Zelltyp der Neurone also eindeutig auf einem Einstrom extrazellularer Calciumionen ins

Zytosol der Zelle.

23 von 110 untersuchten Astrocyten (20,9 %) reagierten auf die erste Stimulation mit
2Me-SATP mit einer Erhéhung der [Ca*],, um durchschnittlich 0,3 + 0,03 (Abb. 32, A,
a, dunkelgrauer Balken). Auch bei der Zellgruppe der Astrocyten scheint die Erhdhung
der [Ca®], hauptsachlich von einem Einstrom extrazelluldrer Calciumionen
herzurihren. Jedoch scheint hier bei 9 Zellen (39,1 %) eine Herkunft aus
intrazellularen Speichern wie beispielsweise dem endoplasmatischen Retikulum eine
nicht zu vernachlassigende Rolle zu spielen (gemittelter Anstieg der Fluoreszenz Ratio
aller 23 Astrocyten um durchschnittlich 0,07 £ 0,03, siehe Abb. 32, A, b, dunkelgrauer
Balken) Die dritte Stimulation mit 2Me-SATP, nach wiederholtem Austausch von
calciumfreien gegen calciumhaltigen Messpuffer bewirkte wieder einen Ratioanstieg
bei allen 23 Astrocyten um 0,22 £ 0,03 (Abb.32, A, ¢, dunkelgrauer Balken). Welche
maogliche Signaltransduktion eine Beteiligung intrazellularer Calciumspeicher induziert,
wird in der Diskussion erortert. Die Ratioanderungen nach Stimulation mit 2Me-SATP
bei Anwesenheit extrazellularen Calciums sind jedoch immer noch signifikant hoher,

als unter calciumfreien Bedingungen.

Von 23 untersuchten und identifizierten Oligodendrocyten in dieser Versuchsserie
konnte bei 14 (60,9 %) ein Anstieg der 340/380 nm Fluoreszenz Ratio auf eine
Superfusion von 2Me-SATP (10° M/L) um 0,39 + 0,04 verzeichnet werden, der unter
calciumfreien Bedingungen nur noch bei 2 (14,3% und 0,02+0,02 im
Gesamtdurchschnitt) Oligodendrocyten reproduziert werden konnte Die dritte
Stimulation mit 2Me-SATP, nach wiederholtem Wechsel von calciumfreien auf
calciumhaltigen Messpuffer bewirkte wieder einen Ratioanstieg bei allen 14
Oligodendrocyten um 0,23 £ 0,04 (Abb. 32, A, a-c, hellgraue Balken). Die Erhéhung
der [Ca®'];, basiert fir die Oligodendrocyten fast ausschlieBlich auf einem Einstrom
extrazellularen Calciums ins Zytosol der Zelle. Die Beteiligung intrazellularer

Calciumspeicher ist von untergeordneter Bedeutung.
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Abbildung 32: Stimulation der Primérzellkultur des MnPO mit 2Me-SATP (10'6 M/L, a-c)
bei Prasenz und Absenz extrazellularer Calciumionen

A: Durchschnittliche Erhéhung der 340/380 nm Fluoreszenz Ratio der untersuchten

Neurone (schwarze Balken), Astrocyten (dunkelgraue Balken) und Oligodendrocyten
(hellgraue Balken) nach Stimulation mit 2Me-SATP 10° M/L ((a) und (c) in Anwesenheit
von Calciumionen, (b) unter calciumfreien Bedingungen). Die Daten sind als
arithmetischer Mittelwert + S.E.M dargestellt.
* kennzeichnet signifikante Unterschiede zwischen den Mittelwerten der
Ratioernéhungen von (b) verglichen mit (a) (***2P < 0,001) bzw. von (c) verglichen mit
(a) (*2P < 0,05). ### kennzeichnet signifikante Unterschiede zwischen den Mittelwerten
(c) verglichen mit (b) (###2P < 0,001).

B: 340/380 nm Ratio Signal eines einzelnen Neurons nach Stimulation mit 2Me-SATP bei
An- und Abwesenheit extrazellularen Calciums

3.2.7. Reaktionsmuster der durch Applikation von 2Me-SATP
induzierten Calciumsignale in den Zelltypen der Primarkultur
des MnPO

Eine Erhdéhung des intrazellularen Calciumspiegels konnte in den vorangegangenen

Versuchsserien nach Applikation von 2Me-SATP in allen drei Zelltypen der

Priméarkultur des MnPO nachgewiesen werden. Die durch 2Me-SATP induzierten

Erhéhungen der 340/380 nm Fluoreszenz Ratio konnten in drei wesentliche Muster
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eingeteilt werden (Abb. 33, B). In die prozentuale Auswertung dieser Studie (Abb. 33,
A) wurden nur die Signale der Zellen auf eine Stimulation mit 2Me-SATP in einer
Konzentration von 10° M/L einbezogen. Erfolgte eine repetitive Applikation von 2Me-
SATP in der oben genannten Konzentration, so wurde nur die Reaktion auf den ersten
Stimulus ausgewertet. Insgesamt wurde bei 106 Neurone, 414 Astrocyten und 98
Oligodendrocyten der Typ der Ratioanderung beurteilt.

Typ A (Abb. 33, B, grun) ist gekennzeichnet durch einen raschen, spikeformigen
Anstieg der 340/380 nm Fluoreszenz Ratio. Der Anstieg der [Ca®'], erfolgte innerhalb
weniger Sec auf den Maximalwert, die Abnahme der [Ca?'];, bis auf den Basalwert fand
innerhalb den ersten zwei Min nach Stimulation statt. So ist fur diesen Typ des
Antwortverhaltens ein Anstieg und Abfall der Fluoreszenz Ratio noch wahrend der
dreiminttigen Superfusion charakteristisch. Dieses Reaktionsmuster zeigte sich bei 29
(27,4 %) der untersuchten Neurone, 327 (79 %) Astrocyten und 44 (44,9 %)
Oligodendrocyten (Abb. 33, A, a).

Typ B zeichnet sich ebenso wie Typ A durch einen raschen Anstieg der [Ca®'],
innerhalb von Sec mit nachfolgenden kleinen Oszillationen auf hohem Ratio-Niveau
aus. Der Abfall der Fluoreszenz Ratio auf den Basalwert erfolgt erst nach beendeter
Stimulation. Dieser Typ der Ratiodnderung wurde bei 71 (67 %) der untersuchten
Neurone, bei 3 (0,7 %) Astrocyten und bei 10 (10,2%) Oligodendrocyten
nachgewiesen (Abb. 33, A, b).

Typ C: Charakteristisch fur dieses Profil ist ein biphasisches Reaktionsmuster, das bei
6 (5,7%) Neuronen, 84 (20,3 %) Astrocyten und 44 (44,9 %) Oligodendrocyten
beobachtet werden konnte (Abb 33, A, c). Die erste Phase ist durch einen
sprunghaften Anstieg der 340/380 nm Fluoreszenz Ratio gekennzeichnet, die (ahnlich
wie bei Typ A) innerhalb den ersten zwei Min abféllt. Der Abfall der Ratiodnderung
erfolgt jedoch im Unterschied zu Typ A nicht bis auf das Basalniveau, sondern nur
etwa auf 50 - 60 % des Maximalwertes. Es schlief3t sich eine zweite Phase an, die sich
in einem Plateau von etwa dreiminitiger Dauer mit anschlieendem Abfall auf den
Basalwert auf3ert. (Abb 33, B, c¢). Auch bei diesem Reaktionsmuster erreichen die
Ratioanderungen der Zellen erst ca. zwei Min nach beendeter Superfusion von 2Me-
SATP wieder urspringliche Basalwerte. Die unterschiedlichen Reaktionsmuster, vor
allem Typ B und C deuten sowohl auf eine Aktivierung mehrerer Rezeptorsubtypen, als
auch auf die mdgliche Beteiligung intrazellularer Calciumspeicher hin, worauf genauer

in der Diskussion eingegangen wird.
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Abbildung 33: Reaktionsmuster der durch 2Me-SATP (10°M/L) induzierten
Calciumsignale in den Zelltypen der Primarkultur des MnPO

A: Das Balkendiagramm zeigt die prozentuale Verteilung der Reaktionsmuster eingeteilt
nach Typ A-C (als Beschriftung der Abszisse; a-c). Blaue Balken: Neurone; griine
Balken: Astrocyten; rote Balken: Oligodendrocyten

B: Reaktionsmuster der Ratiodnderungen; grin: Typ A — spikeférmige Reaktion; blau: Typ
B — rascher Anstieg mit Oszillationen; rot: Typ C — biphasischer Typ mit raschem
Anstieg und Plateauphase

Untere Reihe links:  Neuron (blau)

mitte:  Astrocyt (griin)
rechts: Oligodendrocyt (rot) Der Eichbalken entspricht 25um

3.2.8. Antagonisierung der durch 2Me-SATP vermittelten Erhéhung
der [Ca®];, durch PPADS

In einem weiteren Schritt wurde untersucht ob PPADS die durch 2Me-SATP vermittelte
Anderung des [Ca?'];, unterdriicken kann und ob es sich dabei um einen reversiblen
Prozess handelt. Die Stimulation mit 2Me-SATP erfolgte als Superfusion in einer
Konzentration von 107 M/L (siehe Kapitel 2.4.3.2.7), wobei der Antagonist in einem

ersten Versuchsansatz in einer Konzentration von 10° M/L appliziert wurde. In die
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Auswertung kamen letztendlich nur die Zellen, die auch auf den abschlieRenden
Stimulus mit 2Me-SATP reagiert hatten. Zun&chst werden die Ergebnisse dargestellt,
in der die Konzentration des Antagonisten 10 M/L betrug. Firr alle noch folgenden
Versuchsreinen mit Antagonisten werden die durchschnittlichen Anderungen der
Fluoreszenz Ratio aus Ubersichtsgriinden nur noch tabellarisch aufgefiihrt. Insgesamt
wurden in dieser Versuchsserie 183 Neurone, 240 Astrocyten und 48
Oligodendrocyten untersucht, welche aus 8 Zellpraparationen und Analysen von 20

Mikrokammern stammen.

Von den 183 indentifizierten Neuronen reagierten 24 (13,1 %) mit einer Anderung der
[Ca?'];, auf die erste Applikation von 2Me-SATP (alle Werte als Mittelwert + S.E.M siehe
Tabelle 3; sowie Abb. 34, A, a-c, schwarze Balken). Auf die folgende dreiminitige
Superfusion von PPADS per se reagierte keine der untersuchten Zellen mit einer
messbaren Anderung der 340/380 nm Fluoreszenz Ratio. Dies gilt fir alle drei
Zelltypen. Die anschlieende Applikation von PPADS und 2Me-SATP gemeinsam
bewirkte eine komplette Blockade der durch 2Me-SATP induzierbaren Ratioerhéhung
in 50 % (12 Zellen) der untersuchten Neurone. Die anderen 50 % reagierten unter dem
applizierten Blocker dennoch auf eine Stimulation mit 2Me-SATP, jedoch mit einer
deutlich niedrigeren Ratioerh6hung (Abb. 34, A, b, schwarzer Balken, arithmetischer
Mittelwert aller 12 Neurone, inklusive 12 Nullwerten). Auf die abschlieBende
Agonistensuperfusion erwiesen sich erneut alle 24 Nuerone als responsiv. Abb. 34, B
zeigt das 340/380 nm Ratio Signal eines einzelnen Neurons nach dreimaliger
Stimulation mit 2Me-SATP (107 M/L) (a und c, 2Me-SATP per se) bzw. bei zusatzlicher
Applikation von PPADS (b).

Tabelle 3: Durchschnittliche Ratiodnderungen (arithmetischer Mittelwert + S.E.M) der
untersuchten Neurone, Astrocyten und Oligodendrocyten nach
Stirglulation mit 2Me-SATP (107 M/L) bzw. PPADS (10° M/L) und 2Me-SATP
(10" M/L)

2.Stimulation
PPADS (10 M/L) +
2Me-SATP (10”7 M/L)

1. Stimulation
2Me-SATP (107 M/L)

3. Stimulation
2Me-SATP (10 MI/L)

Neurone 0,21 + 0,03 0,05 + 0,01 0,17 £ 0,02
Astrozyten 0,22 + 0,03 0 0,14 £ 0,02
Oligodendrozyten 0,37 £ 0,06 0 0,23 +£0,04
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20 (8,3 %) der untersuchten Astrocyten zeigten auf die erste Superfusion von 2Me-
SATP eine Erhéhung der [Ca®'],. Nach einer Rezeptorblockade durch PPADS mit
nachfolgender Stimulation der Astrocyten durch eine erneute Applikation von 2Me-
SATP konnte bei keinem der 20 untersuchten Astrocyten daraufhin eine messbare
Ratioerhéhung registriert werden. PPADS in einer Konzentration von 10° M/L war
somit in der Lage in 100 % der Astrocyten eine Erhéhung der Fluoreszenz Ratio auf
einen Stimulus mit 2Me-SATP in einer Konzentration von 107 M/L zu unterdriicken.
Alle 20 Astrocyten verhielten sich auf den abschlielenden Stimulus analog zur ersten
Applikation, mit keiner statistisch signifikanten Anderung, d.h. 2P >0,05

(Ratioanderung aller Stimulationen siehe Abb. 34, A, a-c, dunkelgrauer Balken).

Ein d@hnliches Bild stellt sich fur die untersuchten und identifizierten Oligodendrocyten
dar. 10 (20,8 %) der analysierten 48 Zellen reagierten auf den ersten Stimulus mit
2Me-SATP mit einem Anstieg der [Ca®'];,. Wie auch bei den Astrocyten, war auf eine
gleichzeitige Superfusion von PPADS und 2Me-SATP kein Anstieg der 340/380 nm
Fluoreszenz Ratio zu verzeichnen. Somit blockierte PPADS in einer Konzentration von
10 M/L den durch 2Me-SATP (10" M/L) induzierbaren Einstrom von Calciumionen ins
Zytosol der Zelle auch hier vollstandig. Auf eine dritte Superfusion von 2Me-SATP war
wieder bei allen 10 Zellen ein deutlicher Anstieg der Fluoreszenz Ratio zu ermitteln.
Auch hier trat kein statistisch signifikanter Unterschied zur ersten Stimulation auf
(2P > 0,05). Die durchschnittlichen Werte der Ratioanderungen fir die erste und dritte
Applikation von 2Me-SATP finden sich ebenso wie fur die der Neurone und Astrocyten
in Tabelle 3. Eine graphische Darstellung der arithmetischen Mittelwerte + S.E.M

befindet sich in Abb. 34 unter A als hellgraue Balken.
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Abbildung 34: Stimulation der Primarzellkultur des MnPO mit 2Me-SATP (10" M/L, a-c)
sowie 2Me-SATP und PPADS (10 M/L)

A: Durchschnittliche Erhdhung der 340/380 nm Fluoreszenz Ratio der untersuchten
Neurone (schwarze Balken), Astrocyten (dunkelgraue Balken) und Oligodendrocyten
(hellgraue Balken) nach Stimulation mit 2Me-SATP 107 M/L ((a) und (c)) sowie 2Me-
SATP 107 M/L und PPADS (b) Die Daten sind als arithmetischer Mittelwert + S.E.M
dargestellt. */# kennzeichnen signifikante Unterschiede zwischen den Mittelwerten der
Ratioerh6hungen von (b) verglichen mit (a) (***2P < 0,001) bzw. von (c) verglichen mit (b)
(###2P < 0,001)

B: 340/380 nm Ratio Signal eines einzelnen Neurons nach Stimulation mit 2Me-SATP ((a) —
(c)) und PPADS (zusammen mit (b))

In einem weiteren Versuchsansatz wurde die Konzentration des Antagonisten um eine
Zehnerpotenz herabgesetzt, um zu untersuchen wie sich eine niedrigere Konzentration
des Inhibitors auf das Reaktionsvermdgen der Zellen auswirkt.

In die Endauswertung der Superfusionsstudien mit dem Antagonisten PPADS in einer
Konzentration von 10° M/L flossen insgesamt 80 Neurone, 55 Astrocyten und 1

Oligodendrocyt aus 2 Préaparationen und 3 analysierten Mikrokammern ein.

8 (10 %) der insgesamt 80 Neurone reagierten mit einer Anderung der [Ca®'];, auf die
erste Applikation von 2Me-SATP. Die anschlieBende Applikation von PPADS und 2Me-

SATP gemeinsam bewirkte eine komplette Blockade der durch 2Me-SATP
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induzierbaren Ratioerh6hung bei nur einem der 8 Neurone (12,5 %). Die restlichen
87,5 % reagierten unter dem applizierten Blocker dennoch auf eine Stimulation mit
2Me-SATP. Der gemittelte Anstieg der 340/380 nm Fluoreszenz Ratio fur alle 8
Neurone war zwar geringer als der fur die erste Stimulation errechnete Wert jedoch
unterschieden sich die erhobenen Daten nicht so deutlich wie im vorangegangenen
Versuchsabschnitt (PPADS 10 M/L). Eine abschlieBende Stimulation mit 2Me-SATP
l6st erneut Zellreaktionen in Form eines Anstiegs der [Ca®'];, bei allen 8 Neurone aus.
Die durchschnittlichen Ratiodnderungen, als arithmetischer Mittelwert £ S.E.M, fir alle
untersuchten Zelltypen der Primarkultur des MnPO fir diesen zweiten Versuchsansatz
finden sich in Tabelle 4. Eine Grafik der arithmetischen Mittelwerte + S.E.M der
Neurone befindet sich in Abb. 35 unter A als schwarze Balken.

Vergleicht man nun die untersuchten Neurone aus der oben beschriebenen ersten
Studie, in der PPADS 10®° M/L appliziert wurde, mit dieser (PPADS 10° M/L) so
unterscheiden sich diese deutliche voneinander. Prozentual lieRen sich mit der
hoéheren Konzentration viermal mehr Neurone komplett in ihrer Reaktivitat auf einen
gleichzeitigen Stimulus mit dem ATP-Derivat hin inhibieren. Zusatzlich liegen die
ermittelten Werte der 340/380 nm Fluoreszenz Ratio fir die niedrigere Konzentration
von PPADS auf etwa einem Niveau, wohingegen sich die einzelnen Stimulationen in
der Versuchsreihe mit der hoheren Antagonistenkonzentration stark signifikant
voneinander unterscheiden. Daraus folgt, dass PPADS in einer Konzentration von 10°
® M/L in Bezug auf die Neurone und die Methodik der Ratio-Imaging-Technik kaum

eine bis keine inhibitorische Funktion mehr ausiben kann.

Tabelle 4: Durchschnittliche Ratiodnderungen (arithmetischer Mittelwert + S.E.M) der
untersuchten Neurone, Astrocyten und Oligodendrocyten nach
Stirr71ulation mit 2Me-SATP (10'M/L) bzw. PPADS (10° M/L) und 2Me-SATP
(10" M/L)

2.Stimulation
PPADS (10° M/L) +
2Me-SATP (10”7 M/L)

1. Stimulation
2Me-SATP (107 M/L)

3. Stimulation
2Me-SATP (10 MI/L)

Neurone 0,18 + 0,04 0,11 + 0,03 0,13+ 0,02
Astrozyten 0,35+ 0,04 0,15 + 0,03 0,27 £ 0,03
Oligodendrozyten 0,28 0 0,16
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Fir den Zelltyp der Astrocyten, stellen sich die erhobenen Daten etwas anders da. 18
(32,7 %) der untersuchten Astrocyten zeigten auf die erste Superfusion von 2Me-SATP
eine Erhéhung der [Ca®'],. Eine Superfusion von PPADS und 2Me-SATP induzierte
noch in 12 (33,3 %) Astrocyten einen Anstieg der Fluoreszenz Ratio, jedoch mit einer
vergleichsweise niedrigeren Amplitude, als unter alleiniger Superfusion von 2Me-
SATP. Somit filhrte PPADS in einer Konzentration von 10 M/L nur bei 66,6 % der
untersuchten Zellen zu einer vollstdndigen Blockade purinerger Rezeptoren. Im
Vergleich mit der vorherigen Versuchsreihe sind das ein Drittel weniger. Alle 18
Astrocyten reagierten auch auf den abschliel3enden, dritten Stimulus, wieder mit einem
Amplitudendurchschnitt, deren Werte vergleichbar mit denen des ersten Stimulus sind
und in der statistischen Auswertung keine signifikanten Unterschiede zeigen
(2P > 0,05). Abb. 35, A, a-c, dunkelgraue Balken stellt die Mittelwerte £+ S.E.M der
Astrocytenreaktionen auf oben beschriebene Stimuli dar. Abb. 35, B zeigt das
340/380 nm Ratio Signal eines einzelnen Astrocyten nach dreimaliger Stimulation mit
2Me-SATP (107 M/L) (a und c, 2Me-SATP per se) bzw. bei zusatzlicher Applikation
von PPADS (10° M/L) (b).

Vom Zelltyp der Oligodendrocyten floss nur eine Zelle in die Auswertung dieser
Versuchsreihe ein. Die entsprechenden Daten finden sich in Tabelle 4 sowie in
Abb. 35, A, a-c als hellgraue Balken dargestellt. Diese Zelle reagiert unter Superfusion
von PPADS und 2Me-SATP nicht mit einer Erhdhung der Fluoreszenz Ratio. Weitere
vergleichende Aussagen zwischen dieser und der vorherigen Studie wéren, aufgrund

dieser Singularitat des Ergebnisses rein spekulativ.
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Abbildung 35: Stimulation der Primarzellkultur des MnPO mit 2Me-SATP (10" M/L, a-c)

A:

sowie 2Me-SATP und PPADS (10°® M/L)

Durchschnittliche Erhdhung der 340/380 nm Fluoreszenz Ratio der untersuchten
Neurone (schwarze Balken), Astrocyten (dunkelgraue Balken) und Oligodendrocyten
(hellgraue Balken) nach Stimulation mit 2Me-SATP 107 M/L ((a) und (c)) sowie 2Me-
SATP 107M/L und PPADS 10°M/L (b) Die Daten sind als arithmetischer
Mittelwert £ S.E.M dargestellt. */# kennzeichnen signifikante Unterschiede zwischen den
Mittelwerten der Ratioerh6hungen von (b) verglichen mit (a) (***2P < 0,001) bzw. von (c)
verglichen mit (b) (#2P < 0,05).

340/380 nm Ratio Signal eines einzelnen Astrocyten nach Stimulation mit 2Me-SATP ((a)
—(c)) und PPADS (zusammen mit (b))
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3.2.9. Antagonisierung der durch 2Me-SATP vermittelten Erhéhung
der [Ca?']i, durch den P2X; und P2X; sowie den P2Xys
spezifischen Antagonisten TNP-ATP

In einer weiteren Versuchsserie wurde untersucht welchen inhibitorischen Einfluss der
Antagonist TNP-ATP auf die einzelnen Zelltypen der Primarkultur des MnPO unter
einer Superfusion von 2Me-SATP hat und ob die Effekte ebenfalls reversibel sind. Die
Spezifitat von TNP-ATP fir die purinergen Rezeptoren vom Subtyp P2X;, P2X; und
P2X,3 erklart sich anhand der niedrigen IC50 Konzentration an eben diesen Subtypen,
die fur andere homo- oder heteromere P2X-Rezeptoren wesentlich hoher liegt (siehe
Kapitel 4). Fur diese Versuchsreine wurden drei verschiedene Ansatze gewahlt, in
denen der Antagonist in drei verschiedenen Konzentrationen (10° M/L, 10° M/L und
107 M/L) appliziert wurde. Ziel dieser Studie war es zu eruieren, ob der Antagonist
auch in niedrigen Konzentrationen noch inhibitorisch wirkt und welche Konsequenzen
sich daraus fur die funktionelle Charakterisierung der Rezeptorsubtypen, mit Fokus auf
die drei oben erwahnten Mitglieder der P2X-Rezeptorfamilie, ergeben. Das
Versuchsprotokoll ist in Kapitel 2.4.3.1.12 beschrieben.

Das unter Superfusion von TNP-ATP durch 2Me-SATP induzierte Fluoreszenz Ratio
Signal wurde in dieser Versuchsreihe genauer betrachtet, um die Reaktionen der
Zellen bei unterschiedlichen Konzentrationen des Antagonisten exakter vergleichen zu
konnen. Hierfur wurden die untersuchten Zellen in zwei Gruppen eingeteilt:

(1) stark geblockte Zellen* und (2) ,schwach geblockte Zellen*.

Ad (1): Eine Zelle wurde dann als ,stark geblockt® definiert, wenn sich die

Ratiodnderung auf eine Stimulation mit 2Me-SATP unter Superfusion von TNP-ATP
um mehr als 50 % im Vergleich zur ersten Applikation von 2Me-SATP per se

unterschied.

Ad (2): Im Gegensatz dazu galt eine Zelle als ,schwach geblockt” wenn die Erhéhung
der Fluoreszenz Ratio auf eine Applikation von 2Me-SATP unter Superfusion von TNP-
ATP im Vergleich zur ersten Applikation von 2Me-SATP alleine mehr als 50 % des
urspriinglichen Niveaus erreichte. Somit wurden auch alle Zellen auf die die
antagonistisch wirkende Substanz keinerlei Einfluss austben konnte der Kategorie
~Schwach geblockt" zugeordnet.

Reagierte eine Zelle beispielsweise auf die erste Superfusion von 2Me-SATP mit einer
Erhéhung der [Ca®],, von 0,3 und unter Applikation der inhibitorischen Substanz nur
noch mit einer Ratioanderung von 0,1, so erreichte diese Zelle nur noch 33,3 % des

urspruinglichen Niveaus und galt damit als ,stark geblockt”.
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Im ersten Versuchsansatz mit einer Antagonistenkonzentration von 10° M/L wurden
insgesamt 180 Neurone, 233 Astrocyten und 44 Oligodendrocyten in 23 Mikrokammern
gemessen, resultierend aus 11 Zellpraparationen. Im folgenden werden zunachst die
Ergebnisse der Neurone aus allen 3 Versuchseinsatzen aufgefihrt. 20 (11,1 %) der
untersuchten 180 Neurone zeigten auf die erste Stimulation mit 2Me-SATP einen
Anstieg der Fluoreszenz Ratio. Eine Applikation von TNP-ATP per se hatte keine
Auswirkung auf die intrazellulare Calciumkonzentration und damit die Fluoreszenz
Ratio. Auf die direkt im Anschluf? folgende gemeinsame Superfusion von TNP-ATP und
2Me-SATP reagierten noch 13 (65 %) der 20 Neurone mit einer Erhéhung der [Ca?®'],.
Nach einer 15minitigen Auswaschphase erfolgte wieder eine Stimulation mit 2Me-
SATP, auf die wieder alle 20 Neurone mit einer deutlichen Erhéhung der Fluoreszenz
Ratio reagierten.

Basierend auf der oben beschriebenen Gruppeneinteilung konnten 50% der
untersuchten Neurone als stark geblockt verifiziert werden, da sie in ihrer Reaktion auf
den applizierten Stimulus entweder komplett (7 von 10 = 70 %), oder prozentual um
Uber 50 % (3 von 10) gehemmt werden konnten. Die anderen 50 % (10 Neurone)
wurden der Kategorie ,schwach geblockt* zugeordnet (Abb. 40, A, 10®° M/L). Ihre
Ratiodnderung unter Superfusion des Blockers lag bei mindestens 50 % des
urspriinglichen Wertes. In Tabelle 5 befinden sich die durchschnittlichen
Ratiodnderungen als arithmetischer Mittelwert + S.E.M. fir die Kategorie der stark und
schwach geblockten Zellen, sowie die Gesamtpopulation der untersuchten Neurone.
Diese Gesamtpopulation spiegelt die durchschnittichen Ratiodnderung der
untersuchten Neurone, ohne Einteilung in eine der beiden Kategorien wider. Eine
graphische Darstellung der Ergebnisse in Form eines Balkendiagramms zeigt Abb. 36,
A-C, a-c, schwarze Balken). Im Gegensatz zur Gruppe der stark geblockten Neurone
waren in der Kategorie der schwach geblockten Neurone statistisch keine signifikanten
Unterschiede zwischen den einzelnen Stimulationen zu ermitteln (2P > 0,05), somit
gibt es in der Primarzellkultur des MnPO sowohl TNP-ATP sensitive, als auch nicht

sensitive Neurone, bezogen auf eine Antagonistenkonzentration von 10 M/L.

Das Verhdltnis der stark geblockten Neurone im Vergleich zu den schwach geblockten
verschob sich bei einer Antagonistenkonzentration von 10° M/L (250 identifizierte
Neurone, 215 Astrocyten und 34 Oligodendrocyten aus 7 Zellpraparationen, gemessen
in 13 Mikrokammern) leicht zugunsten der schwach geblockten Neurone. Wéhrend im
ersten Versuchsansatz (TNP-ATP 10° M/L) das Verhéltnis mit jeweils 50 % in einer
Gruppe noch ausgeglichen war, so konnten im zweiten Versuchsansatz (TNP-ATP 10

® M/L) nur noch 44,4 % der Neurone zu der Gruppe der stark geblockten Zellen gezahit
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werden (Abb. 40, A, 10°M/L). 18 Neurone (7,2 %) reagierten auf eine Applikation von
2Me-SATP mit einer Erhéhung der [Ca®'];,. 8 Neurone konnten der Gruppe der stark
geblockten Zellen zugeordnet werden. Von diesen 8 Neuronen reagierten 5 (62,5 %)
gar nicht mit einem Anstieg der Fluoreszenz Ratio nach Applikation von 2Me-SATP
unter Superfusion von TNP-ATP. Der Ratioanstieg der anderen drei Neurone dieser
Gruppe erreichte mit durchschnittlich 0,06 + 0,03 nur noch 46,2 % des urspriunglichen
Niveaus. Fur die 10 Neurone (55,6 %) der Gruppe der schwach geblockten Neurone
zeigte die statistische Auswertung keine signifikanten Unterschiede (2P > 0,05)
(Abb. 37, B, a-c schwarze Balken). In Tabelle 6 sind sich die durchschnittlichen
Ratioanderungen als arithmetischer Mittelwert + S.E.M. fir die Kategorie der stark und
schwach geblockten Zellen, sowie die Gesamtpopulation der untersuchten Neurone
aufgelistet. Der erzielte Wert unter Superfusion von TNP-ATP ist immer der gemittelte
Anstieg der Fluoreszenz Ratio aller Zellen dieser Kategorie. Eine graphische
Darstellung der Ergebnisse, inklusive statistisch signifikanter Unterschiede, in Form
eines Balkendiagramms zeigt Abb. 37, A-C, a-c, schwarze Balken). Die statistische
Auswertung fur die Gesamtpopulation der untersuchten Neurone ist aufgrund der
erhéhten Anzahl schwach geblockter Zellen nicht mehr ganz so eindeutig, wie im
ersten Versuchsansatz (TNP-ATP 10®° M/L), was die Bedeutung der vorgenommenen

Gruppeneinteilung unterstreicht.

Im dritten Versuchsansatz wurde die Konzentration des Antagonisten gleich der des
Agonisten gesetzt. Hier zeigten sich nun deutliche Unterschiede zwischen den
Gruppen der stark und schwach geblockten Neurone. Von 77 untersuchten Zellen
(neben weiteren 70 Astrocyten und 38 Oligodendrocyten aus 4 Zellpraparationen und
Messungen an 6 Mikrokammern) reagierten 19 (22,1 %) auf die erste Applikation von
2Me-SATP mit einer Erhéhung der [Ca*],. Lediglich 2 Neurone (10,5 %) konnten zur
Gruppe der stark geblockten Zellen gezahlt werden. 17 Neurone (89,5 %) wurden in
die Gruppe der schwach geblockten Neurone integriert (Abb. 40, A, 107 M/L). Wie
schon in den vorangegangenen Versuchsansatzen (TNP-ATP 10° M/L und 10° M/L)
gab es in dieser Gruppe keine statistisch signifikanten Unterschiede zwischen den
einzelnen Stimulationen (2P > 0,05) (Abb. 38, B, a-c, schwarze Balken). Die 2 stark
geblockten Neurone nehmen auf das Ergebnis der Gesamtpopulation der
untersuchten Neurone (Abb. 38, C, a-c, schwarze Balken) kaum einen Einfluss. Wére
hier keine Einteilung in stark und schwach geblockte Zellen vorgenommen worden,
ware ein Einfluss von TNP-ATP nicht zu erkennen gewesen. Die durchschnittlichen
Anderungen der 340/380 nm Fluoreszenz Ratio fur die Kategorie der stark und
schwach geblockten Zellen, sowie die Gesamtpopulation der untersuchten Neurone als
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arithmetischer Mittelwert + S.E.M. sind in Tabelle 7 erfasst. Die Interpretation dieser

Ergebnisse, im Hinblick auf die funktionelle Expression ionotroper purinerger

Rezeptorsubtypen, folgt in Kapitel 4.

Tabelle 5: Durchschnittliche Ratioanderungen (arithmetischer Mittelwert + S.E.M) der
untersuchten Neurone, Astrocyten und Oligodendrocyten nach
Stimulation mit 2Me-SATP (107 M/L) bzw. TNP-ATP (10 M/L) und 2Me-
SATP (107" M/L)
. . 2.Stimulation . .
1. Stimulation TS (IS V] 3. Stimulation
STARK e T TNP-ATP (10™ M/L) + S
2Me-SATP (10" MIL) | 500 "catp (107 MIL) 2Me-SATP (107 MI/L)

Neurone 0,28 + 0,05 0,05 + 0,03 0,19 + 0,04

Astrozyten 0,27 + 0,02 0,01 +0,01 0,23 + 0,02

Oligodendrozyten 0,30 + 0,03 0 0,24 + 0,04

2.Stimulation

1. Stimulation

3. Stimulation

SCHWACH 2Me-SATP (107 MIL) Z',:'AZ'_QTA';S&.')"{VLU)L; 2Me-SATP (107 MIL)
Neurone 0,25 £ 0,07 0,19 £ 0,05 0,22 £ 0,06
Astrozyten 0,23 £0,05 0,19 £ 0,05 0,20 £ 0,05
Oligodendrozyten 0 0 0

. : 2.Stimulation . :
GESAMT 2M€%@M/L) Eﬁzmm 2Me$mgﬂwu
Neurone 0,26 £ 0,04 0,10 £ 0,03 0,20 £ 0,03
Astrozyten 0,27 + 0,02 0,04 + 0,01 0,22 + 0,02
Oligodendrozyten 0,30 + 0,03 0 0,24 £ 0,04
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Abbildung 36: Stimulation der Primarzellkultur des MnPO mit 2Me-SATP (10" M/L, a-c)
sowie 2Me-SATP und TNP-ATP (10° M/L)

Durchschnittliche Erhéhung der 340/380 nm Fluoreszenz Ratio der untersuchten Neurone
(schwarze Balken), Astrocyten (dunkelgraue Balken) und Oligodendrocyten (hellgraue Balken)
nach Stimulation mit 2Me-SATP 10 M/L ((a) und (c)) sowie 2Me-SATP 10" M/L und TNP-ATP
10° M/L (b). Die Daten sind als arithmetischer Mittelwert + S.E.M dargestellt.

A: Stark geblockten Zellen: */# kennzeichnen signifikante Unterschiede zwischen den
Mittelwerten der Ratioerh6hungen von (b) verglichen mit (a) (***2P < 0,001) bzw. von (c)
verglichen mit (b) (###2P < 0,001, ##2P < 0,01).

B: Schwach geblockten Zellen: Die statistische Auswertung zeigte keinen Unterschied
zwischen den einzelnen Stimulationen (2P > 0,05)

C: Gesamtpopulation (stark und schwach geblockt): */# kennzeichnen signifikante
Unterschiede zwischen den Mittelwerten der Ratioerhéhungen (entspricht Legende unter
A).
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Die Reaktivitdt der untersuchten Astrocyten stellt sich wie folgt dar. Analog zu den
Neuronen wurde auch hier die Einteilung in stark und schwach geblockte Zellen
beibehalten. Im ersten Versuchsansatz wurde TNP-ATP in einer Konzentration von 10°
®> M/L superfundiert. Auf die erste Stimulation mit 2Me-SATP (10 M/L) reagierten 56
von 233 untersuchten Astrocyten (24 %) mit einem Anstieg der Fluoreszenz Ratio.
Nach Superfusion von TNP-ATP und 2Me-SATP konnte bei 42 Zellen (75 % der
Gesamtpopulation bzw. 87,5 % der Zellen der Gruppe ,stark geblockt”) keine Erhéhung
der [Ca®"];, ermittelt werden. Sie wurden klar in die Gruppe der stark geblockten Zellen
eingeordnet. Weitere 6 Astrocyten reagierten zwar auf die Applikation von 2Me-SATP
unter Superfusion des Blockers, jedoch erreichten diese 6 Astrocyten mit einer
durchschnittlichen Ratioerhhung von 0,11 +£0,04 nur 40 % des Niveaus der
durchschnittlichen Ratioerhéhung der ersten Stimulation. Daher wurden diese 6
Astrocyten ebenfalls die Gruppe ,stark geblockte Zellen* zugewiesen. Abb. 39, A zeigt
das 340/380 nm Ratio Signal eines einzelnen Astrocyten aus der Gruppe ,stark
geblockte Zellen* nach dreimaliger Stimulation mit 2Me-SATP (10" M/L) (a und c, 2Me-
SATP per se) bzw. bei zusatzlicher Applikation von TNP-ATP (10° M/L) (b).

8 Astrocyten erreichten mit unter Superfusion des Blockers annédhernd das Niveau der
ersten Stimulation mit 2Me-SATP per se. Diese 8 Astrocyten bildeten damit die Gruppe
der ,schwach geblockten” Zellen. Somit haben die stark geblockten Zellen einen Anteil
von 85,7 % an der Gesamtpopulation, wéhrend die schwach geblockten Zellen mit
14,3 % deutlich in den Hintergrund treten (Abb. 40, B, 10° M/L). In Tabelle 5 befinden
sich die durchschnittlichen Ratioanderungen als arithmetischer Mittelwert + S.E.M. flr
die Kategorie der stark und schwach geblockten Zellen, sowie die Gesamtpopulation
(Definition siehe oben) der untersuchten Astrocyten. Eine graphische Darstellung der
Ergebnisse in Form eines Balkendiagramms zeigt Abb. 36, (A-C, a-c, dunkelgraue
Balken).

Der Unterschied zwischen den untersuchten Astrocyten und den untersuchten
Neuronen bezogen auf die Kategorisierung der ermittelten Reaktivitditen unter
Superfusion einer hohen Antagonistenkonzentration ist enorm. Wahrend nur 50 % der
Neurone der Kategorie ,stark geblockte Zellen* zuzuordnen waren, lag der Anteil der
Astrocyten bei 85,7 %. Diese Aussage relativiert sich jedoch bei der Betrachtung des
zweiten Versuchsansatzes (TNP-ATP 10° M/L).

Von 215 Astrocyten reagierten 37 (17,2 %) auf die erste Stimulation mit 2Me-SATP mit
einem Anstieg der Fluoreszenz Ratio. Von diesen 37 Zellen fielen 17 in die Kategorie
der stark geblockten Zellen und 20 in die Kategorie schwach geblockte Zellen. Das
prozentuale Verhdltnis von 45,9 % (stark geblockt) zu 54,1 % (schwach geblockt)
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(Abb. 40, B, 10°® M/L) entspricht fast exakt dem Verhaltnis, das auch fir den Zelltyp der
Neurone ermittelt werden konnte. Von den 17 Astrocyten aus der Kategorie der stark
geblockten Zellen reagierten 10 (58,8 %) nicht mehr auf eine Stimulation mit 2Me-
SATP mit einer Erhéhung der [Ca®*],, unter Superfusion des Antagonisten. Im Vergleich
zum ersten Versuchsansatz sind das zwar rund 30 % weniger Zellen, jedoch stellen sie
mit Uber 50 % immer noch den Hauptanteil der Zellen der Gruppe ,stark geblockt".

In Tabelle 6 sind sich die durchschnittlichen Ratiodnderungen als arithmetischer
Mittelwert £ S.E.M. fiir die Kategorie der stark und schwach geblockten Zellen, sowie
die Gesamtpopulation der untersuchten Astrocyten aufgelistet. Eine graphische
Darstellung der Ergebnisse, auch hier inklusive statistisch signifikanter Unterschiede, in
Form eines Balkendiagramms zeigt Abb. 37, A-C, a-c, dunkelgraue Balken). Die
statistische Auswertung fiir die Gesamtpopulation der untersuchten Astrocyten ist,
ahnlich wie bei der Population der Neurone, auch aufgrund der Zusammenfassung von
zwei verschiedenen Gruppen (schwach und stark geblockte Zellen) nicht mehr ganz so
eindeutig, wie im ersten Versuchsansatz (TNP-ATP 10° M/L). Die Werte der
abschlielenden Superfusion von 2Me-SATP erreichen nicht mehr das Niveau der
ersten Applikation, so dass hier auch ein signifikanter Unterschied besteht (*2P < 0,05),
der sich eventuell durch den langen Versuchsablauf und ein damit verbundenes photo-
bleaching der Zellen erklaren lasst. Ahnlich stellt sich die statistische Auswertung fir
die Kategorie der schwach geblockten Zellen dar. Im Gegensatz zu den bisher
ermittelten Daten fur samtliche Gruppen an schwach geblockten Zellen bei
unterschiedlichen Antagonistenkonzentrationen weisen hier die Werte der Stimulation
mit 2Me-SATP unter Superfusion des Antagonisten im Vergleich zur ersten
Superfusion von 2Me-SATP per se zum ersten Mal statistisch signifikante
Unterschiede auf (*2P < 0,05). Dies zeigt sich auch fir den Vergleich der Werte der
dritten Stimulation im Vergleich zur ersten (*2P < 0,05). Obwohl ein mdglichst langer
Versuchsablauf somit flr die pharmakologische Charakterisierung essentiell ist
(vergleiche Kapitel 3.2.5), stellt er dennoch vermutlich den limitierenden Faktor der

mikrospektrofluorimetrischen Versuche dar.

Im dritten und letzten Versuchsansatz wurde die Konzentration des Antagonisten
gleich der des Agonisten gesetzt, d.h. beide Substanzen wurden in einer Konzentration
von 107" M/L superfundiert. Analog zur Zellpopulation der Neurone {iberwog auch beim
Zelltyp der Astrocyten nun deutlich der Anteil an schwach geblockten Zellen. Von
insgesamt 70 untersuchten Zellen reagierten 17 (24,3 %) auf die erste Applikation von
2Me-SATP mit einer Erhéhung der [Ca®],. 6 Astrocyten (35,3 %) konnten in die
Gruppe der stark geblockten Zellen eingegliedert werden. 11 Astrocyten (64,7 %)
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wurden in die Gruppe der schwach geblockten Astrocyten integriert (Abb. 40, B, 10°
" MIL). Abb. 39, C zeigt das 340/380 nm Ratio Signal eines einzelnen Astrocyten aus
der Gruppe ,schwach geblockte Zellen* nach dreimaliger Stimulation mit 2Me-SATP
(107 M/L) (a und ¢, 2Me-SATP per se) bzw. bei zusétzlicher Applikation von TNP-ATP
(10° M/L) (b). Von den 6 Astrocyten aus der Kategorie der stark geblockten Zellen
reagierten 3 (50 %) nicht mehr auf eine Stimulation mit 2Me-SATP mit einer Erhéhung
der [Ca®], unter Superfusion des Antagonisten. In Tabelle 7 sind sich die
durchschnittlichen Ratioanderungen als arithmetischer Mittelwert + S.E.M. flir die
Kategorie der stark und schwach geblockten Zellen, sowie die Gesamtpopulation der
untersuchten Astrocyten aufgelistet. Eine graphische Darstellung der Ergebnisse in
Form eines Balkendiagramms zeigt Abb. 38, A-C, a-c, dunkelgraue Balken. Die
statistische Auswertung fur die Gesamtpopulation der untersuchten Astrocyten ist fast
analog zu der Auswertung fir die Kategorie der schwach geblockten Astrocyten
(vergleiche Abb. 38 B und C dunkelgraue Balken). Die durchschnittliche Erhéhung der
340/380 nm Fluoreszenz Ratio des abschlieRenden Stimulus erreicht nicht anndhernd
das Niveau des ersten Stimulus. Im direkten Vergleich treten hier hochsignifikante
Unterschiede auf (***2P < 0,001) Die Werte unter Superfusion von TNP-ATP und 2Me-
SATP verglichen mit denen der ersten Superfusion von 2Me-SATP per se
unterscheiden sich ebenfalls signifikant voneinander (**2P < 0,01).

Tabelle 6: Durchschnittliche Ratiodnderungen (arithmetischer Mittelwert + S.E.M) der
untersuchten Neurone, Astrocyten und Oligodendrocyten nach
Stimulation mit 2Me-SATP (107 M/L) bzw. TNP-ATP (10'6 M/L) und 2Me-
SATP (107 M/L)
. . 2.Stimulation : .
STARK | ouieSaTP (1071 | INPATR G0PMIL ¢ | 5y arpio%iu
Neurone 0,13+ 0,02 0,02 £0,01 0,13 +£0,02
Astrozyten 0,19£0,03 0,05+ 0,02 0,13 +£0,02
Oligodendrozyten 0,21 + 0,04 0,02 + 0,01 0,15+ 0,01
: : 2.Stimulation . :
SCHWACH 2Me1-.S,SAt'II'rEu(Iig'O7 i) Eﬁzmﬁ% 2Me3:.8,86\t'll'—rlr3]u(li(t)lgﬂM/L)
Neurone 0,22 £0,04 0,16 £ 0,03 0,14 £ 0,02
Astrozyten 0,24 £ 0,02 0,17 £ 0,02 0,19+ 0,01
Oligodendrozyten 0,33+ 0,07 0,24 +£ 0,04 0,25 + 0,06
: : 2.Stimulation . .
CESAMT | pueSate o7y | INPATP IOWI) + | i SAT 107
Neurone 0,18 £ 0,02 0,10 £ 0,02 0,13 +£0,02
Astrozyten 0,21 £ 0,02 0,11 £ 0,02 0,16 £ 0,01
Oligodendrozyten 0,25 + 0,03 0,09 + 0,03 0,19 + 0,02
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Abbildung 37: Stimulation der Primarzellkultur des MnPO mit 2Me-SATP (10" M/L, a-c)

sowie 2Me-SATP und TNP-ATP (10° M/L)

Durchschnittliche Erhéhung der 340/380 nm Fluoreszenz Ratio der untersuchten Neurone
(schwarze Balken), Astrocyten (dunkelgraue Balken) und Ollgodendrocyten (hellgraue Balken)
nach Stimulation mit 2Me-SATP 107 M/L ((a) und (c)) sowie 2Me-SATP 107 M/L und TNP-ATP
10° M/L (b). Die Daten sind als arithmetischer Mittelwert + S.E.M dargestellt.

A:

Stark geblockten Zellen: */# kennzeichnen signifikante Unterschiede zwischen den
Mittelwerten der Ratioerh6hungen von (b) verglichen mit (a) (***2P < 0,001) bzw. von (c)
verglichen mit (b) (###2P < 0,001, ##2P < 0,01).

Schwach geblockten Zellen: * kennzeichen signifikante Unterschiede zwischen den
Mittelwerten der Ratioerh6hungen von (b) bzw. (c) verglichen mit (a) (*2P < 0,05)
Gesamtpopulation (stark und schwach geblockt): */# kennzeichnen signifikante
Unterschiede zwischen den Mittelwerten der Ratioerh6hungen von (b) bzw. (c) verglichen
mit (@) (***2P <0,001, **2P <0,01, *2P <0,05) sowie von (c) verglichen mit (b)
(#2P < 0,05)
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Ebenso wie die Zellpopulationen der Neurone und der Astrocyten wurden auch die
Oligodendrocyten in stark und schwach geblockte Zellen eingeteilt. Im ersten
Versuchsansatz, in dem TNP-ATP in einer Konzentration von 10 M/L superfundiert
wurde, reagierten 12 (27,3 %) von insgesamt 44 untersuchten Oligodendrocyten auf
den ersten Stimulus mit 2Me-SATP (107 M/L) mit einem Anstieg der 340/380 nm
Fluoreszenz Ratio. Diese 12 Oligodendrocyten wurden alle in die Kategorie der stark
geblockten Zellen eingeordnet, da fur keine der untersuchten Zellen dieses Zelltyps
unter einer Superfusion von TNP-ATP auf die Applikation von 2Me-SATP eine
Erhéhung der [Ca®'];, zu verzeichnen war. Somit liegt der Anteil an stark geblockten
Oligodendrocyten bei 100% (Abb.40, C, 10°M/L). Demzufolge ist die
Gesamtpopulation an responsiven Oligodendrocyten gleich der der stark geblockten
Oligodendrocyten (vergleiche Abb. 36, A-C, a-c, hellgraue Balken). In Tabelle 5
befinden sich deren durchschnittichen Ratiodnderungen als arithmetischer
Mittelwert + S.E.M.

Im zweiten Versuchsansatz mit TNP-ATP in einer Konzentration von 10°® M/L wurden
insgesamt 34 Oligodendrocyten untersucht und ausgewertet. 12 Oligodendrocyten
reagierten auf den ersten Stimulus mit 2Me-SATP (10" M/L) mit einer Erhéhung der
[Ca*],. Zwei Drittel (8 Zellen) wurden der Gruppe der stark geblockten Zellen
zugeordnet, das andere Drittel wurde aufgrund der oben beschriebenen Kriterien in die
Kategorie ,schwach geblockte Zellen“ eingeordnet (Abb. 40, C, 10° M/L). Im Vergleich
mit den Zellpopulationen der Neurone und Astrocyten, lag der prozentuale Anteil an
stark geblockten Oligodendrocyten bei einer Antagonistenkonzentration von 10° M/L
immer noch weit Uber 50 % der untersuchten Gesamtpopulation, wohingegen der
Anteil an stark geblockten Neuronen und Astrocyten mit 44,4 % bzw. 45,9 % deutlich
geringer war. 5 der 8 Oligodendrocyten (62,5 %) reagierten unter Superfusion von
TNP-ATP nicht mehr mit einem Anstieg der Fluoreszenz Ratio. Der Ratioanstieg der
anderen drei Oligodendrocyten dieser Gruppe erreichte mit durchschnittlich 0,06 + 0,03
nur noch 28,6 % des urspringlichen Niveaus. Abb. 39, B zeigt das 340/380 nm Ratio
Signal eines einzelnen Oligodendrocyten aus der Gruppe ,stark geblockte Zellen" nach
dreimaliger Stimulation mit 2Me-SATP (10 M/L) (a und c, 2Me-SATP per se) bzw. bei
zusatzlicher Applikation von TNP-ATP (10° M/L) (b). Die Ratioamplituden der vier
Oligodendrocyten (33,3 %) , welche die Gruppe der schwach geblockten Zellen
reprasentieren, bewegen sich in ihren durchschnittichen Maxima auf etwa einem
Niveau (2P > 0,05). In Tabelle 6 sind sich die durchschnittlichen Ratio&nderungen als
arithmetischer Mittelwert + S.E.M. fur die Kategorie der stark und schwach geblockten
Zellen, sowie die Gesamtpopulation der untersuchten Oligodendrocyten aufgelistet.
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Der erzielte Wert unter Superfusion von TNP-ATP ist immer der gemittelte Anstieg der
Fluoreszenz Ratio aller Zellen dieser Kategorie. Eine graphische Darstellung der
Ergebnisse in Form eines Balkendiagramms zeigt Abb. 37, A-C, a-c, hellgraue Balken.

Im dritten und letzten Versuchsansatz dieser Versuchsreihe, mit gleicher A- und
Antagonistenkonzentration und bekanntem Protokoll flossen 38 Oligodendrocyten in
die Endauswertung ein, von denen 18 (47,4 %) auf die erste Applikation von 2Me-
SATP mit einer Erhéhung der [Ca*'], reagierten und daher die Gesamtpopulation an
responsiven Zellen reprasentieren. Das Verhdltnis von stark zu schwach geblockten
Zellen, liegt bei 27,8 % zu 72,2 %. Wahrend bei héheren TNP-ATP-Konzentrationen
(10° M/L und 10°® M/L) der Anteil an stark geblockten Oligodendrocyten prozentual
weit Uber dem der Neurone und der Astrocyten lag, so nehmen sie in diesem letzten
Versuchsansatz eine Position zwischen den Neuronen und Astrocyten ein. (siehe
Abb. 40, A-C, 10° M/L — 10 M/L). Die Gruppe der stark geblockten Zellen beinhaltet 5
Oligodendrocyten, von denen vier (80 %) unter Superfusion von TNP-ATP nicht mehr
auf eine Applikation von 2Me-SATP reagierten. Die Gruppe der schwach geblockten
Oligodendrocyten setzt sich aus 13 Zellen zusammen. Zwischen den Werten der
einzelnen Stimulationen besteht statistisch kein signifikanter Unterschied (2P > 0,05).
Betrachtet man die graphische Darstellung der Gesamtpopulation an untersuchten
Oligodendrocyten, ohne Kategorisierung der untersuchten Zellen, so scheint TNP-ATP
(107 M/L) einen geringen bis keinen Einfluss auf die Supression des durch 2Me-SATP
induzierten Ratiosignals zu haben. Dieser Eindruck wird vor allem durch die
Betrachtung der durchschnittlichen Ratioerh6hung auf den abschlieRenden Stimulus im
Vergleich zum ersten Stimulus vermittelt. Sie erreicht nicht anndhernd das Niveau der
Ratioerhéhung auf den ersten Stimulus (*2P < 0,05). Somit relativieren sich auch die
statistisch signifikanten Unterschiede zwischen den ermittelten Werten auf eine
Applikation von 2Me-SATP unter Superfusion von TNP-ATP verglichen mit denen der
ersten Stimulation (*2P <0,05). Auch hier erschwert moglicherweise das photo-
bleaching der Zellen, bedingt durch den langen Versuchsablauf die Interpretation der
Ergebnisse. In Tabelle 7 sind sich die durchschnittichen Ratioanderungen als
arithmetischer Mittelwert = S.E.M. fur die Kategorie der stark und schwach geblockten
Zellen, sowie die Gesamtpopulation der untersuchten Oligodendrocyten aufgelistet.
Das Balkendiagramm in Abb. 37, A-C, a-c, hellgraue Balken erlautert die Ergebnisse in

Graphenform.
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Tabelle 7: Durchschnittliche Ratioanderungen (arithmetischer Mittelwert £ S.E.M) der
untersuchten Neurone, Astrocyten und Oligodendrocyten nach
Stimulation mit 2Me-SATP (107 M/L) bzw. TNP-ATP (10”7 M/L) und 2Me-
SATP (107 M/L)
: . 2.Stimulation . :
STARK | ouieSaTP (107t | INPATR 00 | 5y /arp o
Neurone 0,26 0,07 0,15
Astrozyten 0,22 + 0,04 0,06 + 0,03 0,10 + 0,02
Oligodendrozyten 0,21 0,05 0,02 £ 0,02 0,11 £ 0,02
: : 2.Stimulation . .
SCHWACH | Jye-SaTp (107 M) | TNPATP A0TMID + | 511 SATE 07
Neurone 0,22 + 0,03 0,17 £ 0,02 0,14 + 0,02
Astrozyten 0,28 + 0,04 0,18 + 0,02 0,15+ 0,01
Oligodendrozyten 0,31+ 0,03 0,25 + 0,02 0,24 + 0,03
: . 2.Stimulation . .
GESAMT | Jye-saTp (107 ) | TNPATP A0TMID ¢ | oy CSxTB 07
Neurone 0,22 + 0,03 0,16 + 0,02 0,14 + 0,01
Astrozyten 0,25 + 0,03 0,13 £0,02 0,13 + 0,01
Oligodendrozyten 0,28 + 0,03 0,19 0,03 0,20 + 0,03
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Abbildung 38: Stimulation der Primérzellkultur des MnPO mit 2Me-SATP (10" M/L, a-c)

sowie 2Me-SATP und TNP-ATP (10"° M/L)

Durchschnittliche Erhdhung der 340/380 nm Fluoreszenz Ratio der untersuchten Neurone
(schwarze Balken), Astrocyten (dunkelgraue Balken) und Oligodendrocyten (hellgraue Balken)
nach Stimulation mit 2Me-SATP 107 M/L ((a) und (c)) sowie 2Me-SATP 107 M/L und TNP-ATP
107 MIL (b). Die Daten sind als arithmetischer Mittelwert + S.E.M dargestellt.

A:

Stark geblockten Zellen: */# kennzeichnen signifikante Unterschiede zwischen den
Mittelwerten der Ratioerhthungen von (b) verglichen mit (a) (**2P <0,01, *2P < 0,05)
bzw. von (c) verglichen mit (b) (#2P < 0,05).

Schwach geblockten Zellen: * kennzeichen signifikante Unterschiede zwischen den
Mittelwerten der Ratioerh6hungen von (b) bzw. (c) verglichen mit (a) (**2P < 0,01,
*2P <0,05)

Gesamtpopulation (stark und schwach geblockt): * kennzeichnen signifikante
Unterschiede zwischen den Mittelwerten der Ratioerh6hungen von (b) bzw. (c) verglichen
mit (a) (***2P < 0,001, **2P < 0,01, *2P < 0,05).
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Abbildung 39: 340/380 nm Ratio Signal fur Zellen der Primarzellkultur des MnPO nach
Stimulation mit 2Me-SATP ((a) — (c)) und TNP-ATP (unter (b))

A: Beispiel eines einzelnen, stark supprimierten Astrocyten nach Applikation von TNP-ATP
(10° M/L). Dieser spezielle Kurvenverlauf ist reprasentativ fir n = 42 Zellen

B: Beispiel eines einzelnen, stark geblockten Oligodendrocyten nach Applikation von TNP-
ATP (10° M/L). Der Kurvenverlauf ist reprasentativ fir n = 5 Zellen

C: Beispiel eines einzelnen, schwach supprimierten Astrocyten nach Applikation von TNP-
ATP (107 M/L). Der Kurvenverlauf spiegelt das Antwortverhalten von n=11 Zellen
wider.

165



3 Ergebnisse

Abbildung 40: Prozentuale Enteilung der Gesamtpopulation an untersuchten Zellen
der Primarkultur des MnPO in stark geblockte Zellen (dunkelgrauer
Balkenanteil) und schwach geblockte Zellen (hellgrauer Balkenanteil)
fur die drei Versuchsansatze mit dem Antagonisten TNP-ATP (10 MIL,
10° M/L und 107 MIL)

A: Erozentuale Einteilung der responsiven Neurone (10° M/L: n = 20; 10° M/L: n=18; 10’
M/L: n =19)

B: frozentuale Einteilung der responsiven Astrocyten (10° M/L: n = 56; 10° M/L: n=37; 10°
M/L: n =17)

C: Prozentuale Einteilung der responsiven Oligodendrocyten (10° M/L: n = 12; 10° MIL:

n=12; 107 M/L: n = 18)
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3.2.10. Antagonisierung der durch 2Me-SATP vermittelten Erh6éhung
der [Ca®'];, durch den P2X,- und P2Y-spezifischen Antagonisten
Rb2

In einer letzten Antagonisierungsstudie wurde die Wirkung von Rb2 auf die durch 2Me-
SATP vermittelte Erhdhung der [Caz+]iZ untersucht. In zwei verschiedenen
Versuchsansitzen wurde Rb2 in einer Konzentration von 10°M/L und 107 M/L
superfundiert. Der gesamte Versuchsablauf erfolgte nach bewédhrtem Protokoll
(vergleiche Kapitel 2.4.3.2.9) Insgesamt wurden in der ersten Versuchsserie (Rb2 10
® M/L) 152 Neurone, 133 Astrocyten und 19 Oligodendrocyten aus 4 Zellpraparationen
und 8 mikrospektrofulorimetrischen Untersuchungen analysiert. In Tabelle 8 sind die
durchschnittlichen Ratioanderungen als arithmetischer Mittelwert + S.E.M. flr beide
Versuchsansatze und alle untersuchten Zelltypen aufgelistet.

Von den 152 indentifizierten Neuronen reagierten 9 (5,9 %) mit einer Anderung der
[Ca®™], auf die erste Applikation von 2Me-SATP. Die anschlieRende Applikation von
Rb2 und 2Me-SATP gemeinsam bewirkte eine komplette Blockade der durch 2Me-
SATP induzierbaren Ratioerhéhung in drei (33 %) der untersuchten Neurone. Im
Vergleich mit den komplett inhibierten Neuronen aus den Versuchsreihen mit PPADS
(10°® M/L) sind das fast dreimal so viele (PPADS 10°M/L 12,5 % komplett supprimierte
Neurone), in bezug auf TNP-ATP immer noch 20 % mehr. Auf die abschlieRende
Stimulation mit 2Me-SATP reagierten wieder alle 9 Neurone mit einer deutlichen
Erhdhung der Fluoreszenz Ratio. Die unter Superfusion von Rb2 erzielten
Ratioerhéhungen nach Applikation von 2Me-SATP unterscheiden sich signifikant von
denen der ersten Stimulation (*2P < 0,05) Eine graphische Darstellung der in Tabelle 8
aufgefuhrten Werte zeigt Abb. 41, A, a-c.

Im zweiten Versuchsansatz dieser Versuchsreihe wurden sowohl Agonist (2Me-SATP)
als auch Antagonist (Rb2) in einer Konzentration von 107 M/L superfundiert. Aus 2
Zellpraparationen und 5 mikrospektrofluorimetrischen Untersuchungen resultierten 77
analysierte Neurone, 45 Astrocyten und 20 Oligodendrocyten. Von 77 untersuchten
Neuronen flossen 10 in die Endauswertung ein. Ein Neuron (10 %) reagierte unter
Superfusion von Rb2 nicht mehr auf eine Stimulation mit 2Me-SATP mit einer
Erhéhung der [Ca®],. Auf eine graphische Darstellung dieses zweiten

Versuchsansatzes wurde fir alle Zellpopulationen verzichtet.

Zusétzlich wurden in der ersten Versuchsserie (Rb2 10°M/L) 133 Astrocyten
untersucht, von denen 21,8 % (29 Zellen) auf eine Stimulation mit 2Me-SATP einen

Anstieg der 340/380 nm Fluoreszenz Ratio zeigten. Unter Superfusion von Rb2
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reagierten nur noch 8 Zellen (27,6 %) auf eine Appliaktion von 2Me-SATP. Der
durchschnittliche Ratioansteig fur diese 8 Zellen lag bei 0,11 + 0,04. In Tabelle 8 ist der
gemittelte Ratioanstieg aller 29 untersuchten Zellen erfasst. Im Umkehrschluss
bedeutet das eine komplette Blockade der Ratioerhéhung fur 72,4 % (21 Zellen) der 29
untersuchten Astrocyten. Somit ist der Anteil an komplett inhibierten Astrocyten unter
einer Superfusion von Rb2 mehr als doppelt so hoch, wie unter einer Superfusion von
PPADS (10° M/L) und fast dreimal so hoch wie unter Supersion von TNP-ATP (10°
® M/L).Abb. 41, B, zeigt das 340/380 nm Ratiosignal eines einzelnen Astrocyten nach
Stimulation mit 2Me-SATP (107 M/L) und Rb2 (10° MIL).

Im zweiten Versuchsansatz dieser Versuchsreihe wurden sowohl Agonist (2Me-SATP)
als auch Antagonist (Rb2) in einer Konzentration von 107 M/L superfundiert. Von 45
untersuchten Astrocyten flossen 5 in die Endauswertung ein. Ein Astrocyt (20 %)
reagierte unter Superfusion von Rb2 nicht mehr auf eine Stimulation mit 2Me-SATP mit

einer Erhohung der [Ca®'],.

Von 19 untersuchten Oligodendrocyten flossen nur drei Zellen (15,8 %) in die
Endauswertung ein. Nur einer der drei Oligodendrocyten reagierte unter Superfusion
von Rb2 (10° M/L) auf eine Applikation von 2Me-SATP mit einem Anstieg der
340/380 nm Fluoreszenz Ratio. Ein Vergleich zwischen den einzelnen Antagonisten
hatte aufgrund der geringeren Anzahl an untersuchten Oligodendrocyten wenig
Aussagekratft.

Im zweiten Versuchsansatz dieser Versuchsreihe in der sowohl der Agonist (2Me-
SATP), als auch der Antagonist (Rb2) in einer Konzentration von 10~ M/L superfundiert
wurden, bewirkte die erste Applikation von 2Me-SATP bei 7 von 20 untersuchten
Oligodendrocyten (35%) einen messbaren Anstieg der Fluoreszenz Ratio. Eine
vollstandige Inhibition des Ratiosignals unter Superfusion von Rb2 nach Applikation

von 2Me-SATP konnte nur fur eine Zelle nachgewiesen werden.
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Tabelle 8: Durchschnittliche Ratiodnderungen (arithmetischer Mittelwert + S.E.M) der
untersuchten Neurone, Astrocyten und Oligodendrocyten nach
Stimulation mit 2Me-SATP (107 M/L) bzw. Rb2 (10° M/L bzw. 107 M/L) und
2Me-SATP (107 M/L)
. . 2.Stimulation . .
: 1. Stimulation o 7 S DT 3. Stimulation
Rb2 10° M/L e AT ) Rb2 (10° M/L) + S e
2Me-SATP (10" MIL) | 501 caTp (107 MIL) 2Me-SATP (107" M/L)
Neurone 0,17 + 0,03 0,07 + 0,03 0,11 + 0,03
Astrozyten 0,21 £ 0,02 0,03 +0,01 0,13+0,01
Oligodendrozyten 0,20 + 0,03 0,06 + 0,06 0,09 + 0,02
: : 2.Stimulation . :
R 1. Stimulation YT AN 3. Stimulation
Rb2 107 M/L S Rb2 (10" M/L) + S e
2Me-SATP (107 M/L) |, 1o cnTp (107 MIL) 2Me-SATP (107" M/L)
Neurone 0,20+ 0,04 0,09 £ 0,02 0,10+0,01
Astrozyten 0,23 + 0,05 0,12 + 0,03 0,11 + 0,02
Oligodendrozyten 0,26 + 0,03 0,12 + 0,03 0,20 + 0,05

Abbildung 41: Stimulation der Primarzellkultur des MnPO mit 2Me-SATP (10" M/L, a-c)
sowie 2Me-SATP und Rb2 (10°® M/L)
A: Durchschnittliche Erhdhung der 340/380 nm Fluoreszenz Ratio der untersuchten

Neurone (schwarze Balken), Astrocyten (dunkelgraue Balken) und Oligodendrocyten
(hellgraue Balken) nach Stimulation mit 2Me-SATP 107 M/L ((a) und (c)) sowie 2Me-
SATP 10"M/L und Rb2 (10'6 M/L) (b) Die Daten sind als arithmetischer
Mittelwert + S.E.M dargestellt. */* kennzeichnen signifikante Unterschiede zwischen den
Mittelwerten der Ratioerhdhungen von (b) und (c) verglichen mit (a)
(***2P < 0,001/*2P < 0,05) bzw. von (c) verglichen mit (b) (**2P < 0,001).

340/380 nm Ratio Signal eines einzelnen Astrocyten nach Stimulation mit 2Me-SATP ((a)
—(c)) und Rb2 (zusammen mit (b))
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3.2.11. Einfluss von Zink als Potentiator oder Inhibitor auf die durch
2Me-SATP vermittelte Erhéhung der [Ca®'];,

Zink potentiert die ATPerge Aktivierung u.a. an homomeren P2X,-, P2Xs- und P2X,-
Rezeptoren und inhibiert diese an P2X;- und P2X;-Purinoceptoren (King and
Townsend-Nicholson 2003). Daher war der unter Kapitel 2.4.3.2.10 beschriebene
Versuchsansatz ein weietres Mittel der Wahl die Expression purinerger Rezeptoren
funktionell ndher zu charakterisieren. Insgesamt wurden 117 Neurone, 87 Astrocyten
und 3 Oligodendrocyten aus 3 Zellpraparationen und Messungen an 5 Mikrokammern
untersucht.

Funf Neurone (4,3 %) reagierten auf die erste Superfusion von 2Me-SATP mit einem
durchschnittlichen Anstieg der Fluoreszenz Ratio von 0,21 +0,07. Auf die
nachfolgende Superfusion von Zink per se reagierten zwei Neurone mit einer Erhéhung
der [Ca®], (durchschnittliche Ratioerhthung fir diese beiden Neurone 0,22; unter
Einbezug von 5 Nullwerten 0,09 + 0,06). Zink per se beeinflusst jedoch nur den
Ratioanstieg der Neurone. Keiner der untersuchten Astrocyten oder Oligodendrocyten
reagierte mit einem 340/380 nm Ratiosignal auf eine Superfusion von Zink. Dieser
Ratioanstieg durch Zink potenzierte sich durch die gemeinsame Superfusion von 2Me-
SATP und Zink. Im Vergleich zur alleinigen Superfusion von Zink erhdhte sich der
Ratioanstieg dieser zwei Neurone um 36,4 % (auf 0,30) nach Applikation beider
Substanzen. Ein Neurone reagierte weder auf den ersten noch auf den letzten
Stimulus mit 2Me-SATP, jedoch bewirkte in diesem Einzelfall die gemeinsame
Applikation von Zink und 2Me-SATP eine Erhdhung der Fluoreszenz Ratio um 0,07. In
einem Fall hatte Zink keinen Einfluss auf die Fluoreszenz Ratio, d.h. die
Amplitudemaxima der Fluoreszenz Ratio auf die repetitive Applikation von 2Me-SATP,
auch unter Superfusion von Zink, blieben auf einem Niveau. Bei einem weiteren
untersuchten Neuron unterdriickte die Applikation von Zink einen Anstieg der

Fluoreszenz Ratio nach Superfusion von 2Me-SATP vollstandig.

Von 87 untersuchten Astrocyten wurden 10 in die Endauswertung einbezogen. Ahnlich
den Neuronen so wurden auch hier verschiedene Reaktionsmuster auf die Applikation
von Zink registriert. Auf zwei Astrocyten blieb eine gemeinsame Superfusion von Zink
und 2Me-SATP wirkungslos. Im Vergleich zum ersten und abschlieenden Stimulus
anderte sich der Anstieg der Fluoreszenz Ratio auf die Superfusion beider Substanzen
nicht, sondern erreichte eine vergleichbare Héhe. Ein Astrocyt reagierte weder auf den
ersten noch auf den letzten Stimulus mit 2Me-SATP, jedoch bewirkte in diesem

Einzelfall die gemeinsame Applikation von Zink und 2Me-SATP eine Erhdéhung der
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Fluoreszenz Ratio um 0,12. Auf 7 Astrocyten hatte die gemeinsame Superfusion von
Zink und 2Me-SATP eine antagonistische Wirkung. Drei Astrocyten (42,9 %) reagierten
unter Superfusion von Zink nicht mehr auf eine Applikation von 2Me-SATP. Der
gemittelte Anstieg (arithmetischer Mittelwert + S.E.M) der 340/380 nm Fluoreszenz
Ratio aller 7 Astrocyten betrug 0,25 = 0,05 fur die erste Applikation von 2Me-SATP.
Unter Superfusion von Zink und 2Me-SATP konnte ein Ratioanstieg von 0,05 + 0,02
(entspricht nur noch 20% der ersten Applikation) verzeichnet werden. Auf die
abschliellende Superfusion von 2Me-SATP betragt der Anstieg der Fluoreszenz Ratio
0,11 £ 0,03 (erneuter Anstieg um 54,5 %). Eine graphische Darstellung der Ergebnisse
fur die supprimierten Astrocyten in Form eines Balkendiagramms zeigt Abb. 42, A.
Abb. 42, B zeigt das 340/380 nm Ratio Signal eines einzelnen, durch die Superfusion

von Zink, antagonisierten Astrocyten nach dreimaliger Stimulation mit 2Me-SATP.

In der Gruppe der Oligodendrocyten erwies sich Zink in drei von drei Fallen als leicht
inhibitorisch auf die Fluoreszenz Ratio der Zellen nach Stimulation mit 2Me-SATP. Die
gemittelte Fluoreszenz Ratio der ersten Stimulation mit 2Me-SATP betrug 0,15 + 0,02,
unter Superfusion von Zink nach Applikation von 2Me-SATP war ein Ratioanstieg von
0,11 £ 0,02 zu verzeichnen und auf den abschlieBenden Stimulus mit 2Me-SATP
reagierten die untersuchten Oligodendrocyten mit einer Erhéhung der [Ca*, von
0,13 £0,01. Im statistischen Vergleich sind diese Unterschiede nicht signifikant
(2P > 0,05).

Diese Daten zeigen, dass Zink unterschiedliche modulatorische Wirkung in
Kombination mit 2Me-SATP an purinergen Rezeptoren der Primarzellkultur des MnPO
hat und funktionell unterschiedliche Rezeptorsubtypen im MnPO der Ratte exprimiert

sein missen. Eine genauere Analyse der hier dargestellten Daten erfolgt in Kapitel 4.
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Abbildung 42: Stimulation der Primarzellkultur des MnPO mit 2Me-SATP (10" M/L, a-c)
sowie 2Me-SATP und Zink (10®° M/L)

A: Durchschnittliche Erhéhung der 340/380 nm Fluoreszenz Ratio der untersuchten
Astrocyten nach Stimulation mit 2Me-SATP 107 M/L ((a) und (c)) sowie 2Me-SATP 10
"M/L und zZn** (10°M/L) (b) Die Daten sind als arithmetischer Mittelwert + S.E.M
dargestellt. * kennzeichnen signifikante Unterschiede zwischen den Mittelwerten der
Ratioerhdhungen von (b) und (c) verglichen mit (a) (**2P < 0,01/*2P < 0,05)

B: 340/380 nm Ratio Signal eines einzelnen Astrocyten nach Stimulation mit 2Me-SATP ((a)
—(c)) und Zink (zusammen mit (b))

3.3. Immunhisto- und —cytochemischer Nachweis
lonotroper purinerger Rezeptoren

Immuncytochemische Untersuchungen in der neonatalen MnPO-Primarkultur sowie
immunhistochemische Studien an Perfusions-fixierten, coronalen Gehirnschnitten der
adulten Ratte fur die Purinozeptor-Subtypen P2Xs;, P2Xs, P2Xes und P2X; haben fir
keinen der neuroglialen Zelltypen im/aus dem Bereich des MnPO zu eindeutigen, posi-
tiven Ergebnissen gefuhrt. Dabei wurden in erster Linie polyklonale, kommerziell erhalt-
liche Antiseren eingesetzt. Spezifische Markierungen sowohl in der Primérkultur als
auch im Gehirnschnitt konnten hingegen fir die Subtypen P2X;, P2X, bzw. P2X, erar-
beitet werden, wie im Folgenden dargestellt. Die Antigen-Spezifitat der Immun-Markie-
rung wurde entweder mittels Versuchsdurchfiihrung in Abwesenheit des primaren Anti-
serums oder durch vorheriges ,Absattigen” des primaren Antiserums mit gereinigtem,

kommerziell erhéltlichem Antigen nachgewiesen.
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3.3.1. Expression des P2X;-Rezeptors

Mit Hilfe der in Kap. 2.4.4 beschriebenen indirekten Immunfluoreszenz konnte in
Perfusions-fixierten, coronalen Gehirnschnitten adulter Ratten im Bereich des MnPO
und der anteroventralen, periventrikularen Zone (AV3V-Region) spezifische Immun-
reaktivitat fur den P2X;-Purinozeptor nachgewiesen werden (Abb. 43). Zum grof3ten
Teil fanden sich neuronale, mdglicherweise auch gliale Zellauslaufer und Punctata, in
geringerem Umfang auch klar erkennbare neuronale Zellkdrper in allen Substrukturen
des MnPO wie anteriorem (aMnPO), dorsalem (dMnPO) und ventralem MnPO
(vMnPO), sowie der AV3V-Region markiert. In der MnPO-Primérkultur neonataler Rat-
ten ermdglichte die immuncytochemische Mehrfachmarkierung die eindeutige Zuord-
nung P2X;-spezifischer, zellularer Immunreaktivitdt fur MAP(2a+2b) immunpositive
Neurone (Abb. 44 g — 1), GFAP immunpositive Astrocyten (Abb. 44 a —f) und CNPase
immunpositive Oligodendrocyten (Abb. 44 m —r), nicht jedoch ED-1 immunpositive
Mikrogliazellen. In allen Zellkulturkammern aus mehreren Zellpraparationen erwiesen
sich mehr als 50 % jedes Zelltyps als P2X;-immunpositiv. Wahrend die immunreaktive
Markierung bei Astrocyten flr Zellkbrper sowie nahezu alle Zellauslaufer detektierbar
war, ergab sich fir Neurone und Oligodendrocyten in erster Linie ein Rezeptor-
nachweis fir die Perikaryen sowie pragnante, ebenfalls MAP(2a+2b) bzw. CNPase -
immunpositive Zellfortsatze, wobei fur die Neurone Axon und Dendriten nicht zu
differenzieren waren. Die Negativkontrollen nach Absattigung des P2X;—spezifischen
Priméar-Antiserums mit reinem, synthetischen Antigen zeigten keine Immunreaktion
(Abb. 44). Zudem demonstrierte die Versuchsdurchfihrung in Abwesenheit des jewei-
ligen Primér-Antiserums ebenfalls keine Immunreaktivitéat, was eine unspezifische Bin-

dung der Fluorophor-gekoppelten sekundaren Antikdrper ausschloss (nicht gezeigt).
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Abbildung 43:

Linke Spalte:
a:

b:
c:

Rechte Spalte:
d:

e:

f:

Immunhistochemischer Nachweis des P2X;-Rezeptors im MnPO und
der AV3V-Region des anterioren Hypothalamus

Nachweis des P2X;-Rezeptors in der AV3V-Region

Ubersichtsbild: Cy3-donkey anti-rabbit IgG markierte Fasern und einzelne
Zellkodrper zeigen die Lokalisation des durch ein priméres Antiserum (rabbit IgG)
markierten P2X;-Rezeptors. Die AusschnittsvergroBerung zeigt eine digitale
VergrofRerung des markierten Bereiches.

Immunfluoreszenz-Darstellung einer einzelnen P2X;-immunpositiven Zelle aus
dem Bereich der AV3V-Region.

Negativkontrolle im Bereich der AV3V-Region durch Pra-Adsorption des
primaren P2X;-Antiserums mit Antigen.

Nachweis des P2X;-Rezeptors im MnPO

Cy3-donkey anti-rabbit 1gG markierte P2X;-positive Fasern im Bereich des
aMnPO

Immunfluoreszenz-Darstellung eines einzelnen P2X;-positiven Neurons aus
dem Bereich des vMnPO.

Negativkontrolle im Bereich des aMnPO durch Pré-Adsorption des priméren
P2X;-Antiserums mit Antigen.

(Eichbalken représentiert 100pm in a, c und f, 25um in a (Ausschnitt), b, d und e)
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Abbildung 44: Immuncytochemischer Nachweis des P2X;-Rezeptors in den Zellen der
Primérkultur des MnPO
a-c: Immuncytochemische Co-lokalisation von GFAP und dem P2X,-Rezeptor
a: Identifizierung eines einzelnen Astrocyten durch Markierung mit mouse anti-

GFAP als Primar-Antiserum und Alexa-488-goat anti-mouse IgG als
sekundarem Antikdrper (griin), Markierung der Zellkerne mit DAPI (blau)

b: Nachweis der P2X;-Rezeptorexpression durch Markierung mit rabbit anti-P2X;
als Priméar-Antiserum und Cy3-donkey anti-rabbit 1gG als sekundarem
Antikorper (rot)

C: Uberlagerung von a und b
d-f: Negativkontrolle durch Pra-Adsorption des primaren P2X;-Antiserums mit Antigen
g-i: Immuncytochemische Co-lokalisation von MAP(2a+b) und dem P2X;-Rezeptor
g: Identifizierung eines einzelnen Neurons durch Markierung mit mouse anti-

MAP(2a+b) als Priméar-Antiserum und Alexa-488-goat anti-mouse IgG als
sekundarem Antikérper (griin), Markierung der Zellkerne mit DAPI (blau).

h: Nachweis der P2X;-Rezeptorexpression durch Markierung mit rabbit anti-P2X;
als Priméar-Antiserum und Cy3-donkey anti-rabbit 1gG als sekundarem
Antikorper (rot).
i: Uberlagerung von g und h.
-l Negativkontrolle durch Pré-Adsorption des priméren P2X;-Antiserums mit Antigen
m-o: Immuncytochemische Co-lokalisation von CNPase und dem P2X;-Rezeptor
m: Identifizierung eines einzelnen Oligodendrocyten durch Markierung mit mouse

anti-CNPase als Primar-Antiserum und Alexa-488-goat anti-mouse IgG als
sekundarem Antikorper (griin), Markierung der Zellkerne mit DAPI (blau).

n: Nachweis der P2X;-Rezeptorexpression durch Markierung mit rabbit anti-P2X;
als Primar-Antiserum und Cy3-donkey anti-rabbit 1gG als sekundarem
Antikorper (rot).
o: Uberlagerung von m und n.
p-r: Negativkontrolle durch Pré-Adsorption des priméren P2X;-Antiserums mit Antigen

(Der Eichbalken in r repréasentiert eine Strecke von 25um)

3.3.2. Expression des P2X,-Purinozeptors

Der Nachweis zellularer P2X,-Purinozeptor Expression konnte erfolgreich mit einem
polyklonalen Antiserum aus dem Kaninchen (Abcam 8726) bei einer Verdinnung von
1 : 1000 sowohl fur den coronalen Gehirnschnitt als auch die MnPO-Primarkultur erzielt
werden. Die zelluldare Expression des P2X, in hypothalamischen Kerngebieten wie
PVN, SON, ARC oder Area postrema stimmte dabei mit den von Kanjhan et al. (1999)
publizierten Verteilungsmustern Uberein. Hinsichtlich des MnPO ergab sich eine mar-
kante Markierung zahlreicher, kleinvolumiger Neurone vor allem fir den dMnPO sowie
die periventrikulare Zone des vMnPO, wohingegen der aMnPO lediglich eine marginale
Immunreaktivitat fur den P2X;—Purinozeptor zu verzeichnen hatte (Abb. 45 C, D). Vor
allem periventrikuldr im Bereich der AV3V-Region sowie des vMnPO konnten einzelne,
klar identifizierbare Astrocyten als P2X,—immunreaktiv charakterisiert werden (nicht ge-
zeigt). In der priméren MnPO-Kultur exprimierten mehr als 50 % aller MAP(2a+2b)
positiven Neurone (aus insgesamt drei Zellpraparationen) den P2X,-Purinozeptor.

Anders als fur MAP(2a+2b) erwies sich die P2X,—Markierung als auf die Perikaryen
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Abbildung 45:

A und B:

C und D:

Immunhistochemischer und —cytochemischer Nachweis des P2X,-
Rezeptors im MnPO sowie der Primarkultur des MnPO

MnPO-Priméarkultur

A: lIdentifizierung mehrerer Neurone durch Markierung mit mouse anti-
MAP(2a+b) als Primar-Antiserum und Cy3-donkey anti-mouse IgG als
sekundarem Antikorper (rot), Markierung der Zellkerne mit DAPI (blau).

B: Nachweis der P2X,-Rezeptor Expression durch Markierung mit rabbit anti-
P2X, als Primar-Antiserum (1:1000) und Alexa-488 goat anti-rabbit 1gG als
sekundarem Antikorper (grin), Markierung der Zellkerne mit DAPI (blau). Der
Pfeil kennzeichnet einen P2X,-immunpositiven Astrocyten.

Coronaler Gehirnschnitt auf der Ebene des dMnPO/VMnPO

Identifizierung zahlreicher, kleinzelliger Neurone in coronalen Gehirnschnitten
(40pm) nach der ,free-floating” Technik durch Markierung mit rabbit anti-P2X,
als Primar-Antiserum (1:1000) und Alexa-488 goat anti-rabbit 1gG als
sekundarem Antikérper (grun).

Abkurzungen: ac = Commissura anterior, dMnPO = dorsaler MNnPO, vMnPO =
ventraler MnPO, V Il = dritter Ventrikel

(Eichbalken reprasentieren 20pm in A,C = 20 pm und 50um in B, D)

beschrankt. Wie schon fiur den Gehirnschnitt geschildert, konnten ebenfalls einzelne

Astrocyten als P2X,-immunpositiv markiert werden (Abb. 45; A ,B). Die Negativkontrol-

len in Abwesenheit des jeweiligen Primar-Antiserums/Antikérpers bzw. nach Pra-Inku-

bation des P2X,—spezifischen Primar-Antiserums mit reinem, synthetischen Antigen

zeigten keine Immunreaktion (nicht gezeigt).
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3.3.3. Expression des P2X4-Purinozeptors

Die Expression des P2X,-Rezeptors auf Proteinebene stellt sich stark gefalassoziiert
und sehr moderat dar (Abb. 46). Vereinzelt sind Zellen im MnPO markiert. Eine Co-
Lokalisation mit neuronalen und glialen Markerproteinen erfolgte mittels
Mehrfachmarkierung (Kapitel 2.4.4.3) an Praparaten der primaren Zellkultur. Sowohl
Neurone, als auch Astrocyten und Oligodendrocyten zeigten keine positiven Signale.
Der P2X4-Rezeptor wird nur in Mikroglia exprimiert (Abb. 47). Das Signal des P2X,-
Rezeptors ist eindeutig im Zytoplasma dieses Zelltyps lokalisiert. Dieser Befund stellt
einen wichtigen Teilaspekt fur die noch folgenden Versuche (siehe Kapitel 3.4) dar und

wird in der Diskussion erlautert.

Abbildung 46: Immunhistochemischer Nachweis des P2X,-Rezeptors im MnPO

a: Nachweis der P2X,-Rezeptor Expression im Bereich des aMnPO mit rabbit anti-
P2X, als Primar-Antiserum und Cy3 donkey anti-rabbit IgG als sekundarem
Antikorper (rot) (Eichbalken 25um)

b: P2X4-immunpositive Zellen im Bereich des dMnPO (Eichbalken 25um)

C: Immunfluoreszenz-Darstellung einer einzelnen P2X,-positiven Zelle aus dem
Bereich des dMnPO (Eichbalken: 25um)

d: Negativkontrolle im Bereich des aMnPO durch Pré-Adsorption des priméren

P2X,4-Antiserums mit Antigen
(Eichbalken représentiert 25um in a, b und ¢ sowie 100um in d)
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Abbildung 47: Immuncytochemischer Nachweis des P2X,-Rezeptors in Mikroglia der
Priméarzellkultur des MnPO

a: Immunreaktive Mikrogliazelle durch Markierung mit mouse anti-ratCD163 als
Priméar-Antiserum und Alexa-488 goat anti-mouse IgG als sekundérem
Antikorper

b: Nachweis der P2X,;-Rezeptor Expression mit rabbit anti-P2X, als Primar-
Antiserum und Cy3 donkey anti-rabbit IgG als sekundarem Antikorper (rot).

C: Uberlagerung von a und b

d-f: Negativkontrolle durch Pra-Adsorption des primaren P2X,-Antiserums mit
Antigen

(Eichbalken in f reprasentiert 25um)

3.3.4. Abschliel3ende Betrachtung

Der Versuch des Immunhisto- bzw. cytochemischen Nachweises erfolgte fir alle
Subtypen purinerger P2X-Rezeptoren. Fir P2X; sowie P2Xs, P2Xs und P2X; konnte
sowohl im Schnitt als auch in der primaren Zellkultur kein sicheres Ergebnis erzielt

werden.
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3.4. Auswirkung von Agonisten und Antagonisten an
purinergen Rezeptoren auf die Freisetzung

proinflammatorischer Zytokine

3.4.1. ATP und 2Me-SATP induzieren die Freisetzung von TNF-a

Entsprechend des in Kapitel 2.4.5.2 beschriebenen Versuchsansatzes wurden die
Zellen der Primarkultur des MnPO fir sechs Std mit unterschiedlichen Konzentrationen
an ATP (jeweils n=6 Zellpraparationen) bzw. 2Me-SATP (jeweils n=4
Zellpraparationen) stimuliert (3x10®° M/L, 10 M/L, 3x10* M/L, 10 M/L, 3x10°>MIL).
Sowohl ATP als auch 2Me-SATP induzierten dosisabhangig eine Abgabe von
bioaktivem TNF-a in das Zellkulturmedium. Die Mittelwerte der einzelnen Stimulationen
befinden sich in Tabelle 9, eine graphische Darstellung der ermittelten TNF-a zeigt
Abb. 48 als Mittelwerte £+ S.E.M (I: ATP; Il: 2Me-SATP). Die statistische Auswertung
der Dosis-Wirkungsbeziehung fir ATP zeigt signifikante Unterschiede zwischen den
TNF-a-Werten des Kontrollstimulus verglichen mit 10° M/L sowie 3x10°M/L ATP
(P =0,001) und zwischen den ermittelten Konzentrationen an TNF-a die durch 3x10°
> M/L ATP induziert wurden verglichen mit den Werten durch 10° M/L (P < 0,01) sowie
3x10°M/L ATP (P <0,001). Steigende Konzentrationen an 2Me-SATP induzieren
ebenfalls die Abgabe von TNF-a in den Uberstand der primaren Zellkultur, jedoch
weisen die hier ermittelten Daten eine sehr breite Streuung auf, so dass die

Auswertung keine statistisch signifikanten Unterschiede zeigte.

Tabelle 9: Durchschnittliche Konzentrationen an bioaktivem TNF-a (arithmetische
Mittelwerte = S.E.M) nach Stimulation der Primarzellkultur des MnPO mit
ATP und 2Me-SATP fur sechs Std

TNFE-a (pg/ml TNFE-a (pg/ml
Stimulation mit Stimulation mit

ATP 2Me-SATP
Kontrolle 66,2 £ 32,1 256,5 £ 46,1
3x10° M/L 116,3 + 69,8 275,8 £ 103,5
10 M/L 549,2 £ 137,1 335,8+£72,0
3x10™* M/L 696,2 + 100,3 476,8 £ 115,2
10° M/L 1077,0 £191,9 555,5+172,0
3x10° M/L 1210,0 + 247,8 689,0 £ 275,2
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Abbildung 48: TNF-a-Konzentration nach Stimulation der Priméarzellkultur mit ATP (I)
und 2Me-SATP (ll) fur 6 Std

l: ATP induziert dosisabhéngig eine Freisetzung von TNF-a; A:Kontrolle; B: 3x10™ M/L; C:
10 M/L; D: 3x10™ M/L; E: 10° M/L; F: 3x10° M/L; unterschiedliche Buchstaben uber
den Saulen kennzeichnen signifikante Unterschiede zwischen den einzelnen
Konzentrationen (A verglichen mit E und F P <0,001; B verglichen mit E P <0,01, B
verglichen mit F P < 0,001). Die Daten sind als Mittelwert + S.E.M dargestellt.

Il 2Me-SATP induziert dosisabhangig eine Freisetzung von TNF-a; A:Kontrolle; B: 3x10°
*MIL; C: 10" M/L; D: 3x10”"M/L; E: 10°M/L; F: 3x10°M/L; es waren keine
signifikanten  Unterschiede festzustellen (P >0,05). Die Daten sind als
Mittelwert £ S.E.M dargestellt.

3.4.2. ATP induziert zeitabhéngig eine Freisetzung von TNF-a

Die Stimulation der Primarzellkultur erfolgte fir 1,5 Std, 3 Std, 6 Std und 12 Std mit
jeweils 10° M/L ATP (n =5). Fir jeden Zeitpunkt wurde eine Kontrolle in Form eines
einfachen Mediumwechsels angefertigt. Ein signifikanter Anstieg der TNF-a-
Konzentrationen war nach sechs Std zu verzeichnen. Ein langerer Inkubationszeitraum
(12 Std) fuhrte zu keinem weiteren Anstieg, sondern wieder zu einem Abfall,
mdglicherweise bedingt durch eine fortgeschrittene extrazellulare Hydrolyse des ATP.
Die statistische Auswertung zeigte signifikante Unterschiede zwischen den Kontrollen
(K) und dem jeweils zeitpunktzugehoérigen Stimulus (K 6 verglichen mit ATP 6
P <0,001 und K 12 verglichen mit ATP 12 P <0,05). Die Mittelwerte der einzelnen
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Stimulationen befinden sich in Tabelle 10, eine graphische Darstellung der TNF-a-
Werte zeigt Abb. 49 als Mittelwerte + S.E.M.

Tabelle 10: Durchschnittliche Konzentrationen an bioaktivem TNF-a (arithmetische
Mittelwerte + S.E.M) nach zeitabhdngiger Stimulation der Primarzellkultur
des MnPO mit ATP (10° M/L)

TNF-a (pg/ml TNF-a (pg/ml
Kontrolle Stimulation mit ATP
1,5 Std n.d. 362,0+ 47,5
3,0 Std 77,0+£44,0 326,5 £ 66,2
6,0 Std 66,2 £ 32,1 1077,0£191,9
12,0 Std 163,2 £ 70,9 637,8+£124,4

Abbildung 49: TNF-a-Werte infolge zeitabhangiger Stimulation der Primarzellkultur
mit ATP (10 M/L)

Die Stimulation erfolgte in dem auf der Abszisse angegebenen Zeitrahmen. Hellgraue
Saulen bezeichnen die Werte der Kontrollen, dunkelgraue die Konzentrationen an TNF-
a infolge einer Stimulation mit ATP. Unterschiedliche Buchstaben tber den S&ulen
kennzeichenen signifikante Unterschiede zwischen der Kontrolle und dem Stimulus zu
den jeweiligen Zeitpunkten (6h P <0,001; 12h P <0,05). Die Daten sind als
Mittelwerte + S.E.M dargestellt.

3.4.3. PPADS und TNP-ATP hemmen die durch LPS induzierte
Freisetzung von TNF-a

Die einzelnen priméarkulturhaltigen Zellkulturkammern (jeweils n = 7) wurden fir 1,5 Std

mit PPADS (10° M/L), TNP-ATP (10 M/L), ATP (10 M/L), LPS (100ug/ml), PPADS

(10®° M/L) und LPS (100ug/ml) sowie TNP-ATP (10° M/L) und LPS stimuliert. In den

Ansatzen mit PPADS und LPS sowie TNP-ATP und LPS erfolgte eine Vorinkubation

des Antagonisten fur 0,5 Std. Als Kontrolle dienten n = 7 Primarkulturen, bei denen ein
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einfacher Mediumwechsel vorgenommen wurde. Die gemeinsame Inkubation von
PPADS und LPS fiuhrte zwar zu einer niedrigen Freisetzung von bioaktivem TNF-a,
verglichen mit dem Stimulationsansatz mit LPS per se, die statistische Auswertung
zeigte jedoch keine signifikanten Unterschiede (P > 0,05) (siehe Abb. 50; I; D und E).
TNP-ATP hingegen war in der Lage die durch LPS induzierte TNF-a-Freisetzung
signifikant zu inhibieren (P < 0,05) (siehe Abb. 50; II; D und E). Das fuhrt zu der These,
dass es infolge einer LPS-Inkubation neben einer Freisetzung an TNF-a, sekundar zu
einer ATP-Freisetzung kommt, welche positiv riickkoppelnde Effekte auf die TNF-a-
Abgabe ins Zellkulturmedium haben koénnte. Die Mittelwerte der einzelnen
Stimulationen befinden sich in Tabelle 11, eine graphische Darstellung der TNF-a-
Werte zeigt Abb.50 als Mittelwerte £+ S.E.M. Weiterhin zeigte die statistische
Auswertung signifikante Unterschiede zwischen den TNF-a-Konzentrationen induziert
durch LPS verglichen mit denen durch PPADS, TNP-ATP sowie ATP (P < 0,001).

Tabelle 11: Durchschnittliche Konzentrationen an bioaktivem TNF-a (arithmetischer
Mittelwert + S.E.M) nach Stimulation der Priméarzellkultur des MnPO fir 1,5
Std mit PPADS (10° M/L), TNP-ATP (10®° M/L), ATP (10 M/L), LPS (100
pg/ml), LPS und PPADS bzw. TNP-ATP sowie dem unstimulierten
Kontrollansatz

TNF-a (pa/ml
Stimulation fur 1,5
Std
Kontrolle n.d.
PPADS (10 M/L) 267,1 £ 106,2
TNP-ATP(10° M/L) 84,3+51,7
ATP (10° M/L) 362,0£47,5
LPS (100pg/ml) 7148,7 £ 1887,2
LPS + PPADS 3635,6 £ 629,5
LPS + TNP-ATP 2723,0 £290,4
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Abbildung 50: Micromolare PPADS- und TNP-ATP-Konzentrationen attenuieren die
durch LPS bedingte Freisetzung von TNF-a

I: A: Kontrolle; B: PPADS 10°M/L; C: ATP 10 M/L; D: LPS 100ug/ml; E: PPADS 10°M/L
+ LPS 100pg/ml.

Il A: Kontrolle; B: TNP-ATP 10°M/L; C: ATP 10 M/L; D: LPS 100ug/ml; E: TNP-ATP 10
*M/L + LPS 100pg/ml.

Unterschiedliche Buchstaben (ber den S&ulen kennzeichnen signifikante Unterschiede

zwischen den einzelnen Stimulationen (siehe Text). Die Daten sind als Mittelwert £+ S.E.M

dargestellt.

3.4.4. ATP und 2Me-SATP induzieren die Freisetzung von IL-6

Die in Kapitel 3.4.1 erwahnten Stimulationsansatze wurden ebenfalls auf ihren Gehalt
an IL-6 untersucht. Sowohl ATP als auch 2Me-SATP induzierten dosisabhéngig eine
Abgabe von bioaktivem IL-6 in den Uberstand der primaren Zellkultur. Die Mittelwerte
der einzelnen Stimulationen befinden sich in Tabelle 12, eine graphische Darstellung
der ermittelten IL-6 Werte zeigt Abb. 51 als Mittelwert £+ S.E.M (I: ATP; Il: 2Me-SATP).
Die statistische Auswertung der Dosis-Wirkungsbeziehung fir ATP zeigt signifikante
Unterschiede zwischen den IL-6-Werten des Kontrollstimulus verglichen mit 10 M/L
(P<0,05) sowie 3x10°M/L ATP (P<0,01) und zwischen den ermittelten
Konzentrationen an IL-6 die durch 3x10° M/L ATP induziert wurden verglichen mit den
Werten durch 10°M/L (P <0,05) sowie 3x10°M/L ATP (P <0,01). Steigende
Konzentrationen an 2Me-SATP induzieren ebenfalls die Abgabe von IL-6 in das
Nahrmedium der primaren Zellkultur, jedoch ist die Dosis-Wirkungs-Beziehung jedoch
nicht so deutlich im direkten Vergleich zu den Stimulationsansatzen mit ATP. Die
Stimulation mit 10° M/L 2Me-SATP induziert die héchste Freisetzung an IL-6, eine
hohere 2Me-SATP-Konzentration (3x10° M/L) filhrt nicht zu einem weiteren Anstieg
der IL-6 Werte, im Gegenteil, die Konzentration an IL-6 fallt wieder ab und 3x10° M/L
2Me-SATP erweist sich gegeniiber 3x10* M/L 2Me-SATP als nahezu equipotent. Die
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hier ermittelten IL-6 Konzentrationen weisen eine sehr breite Streuung auf, so dass die

Auswertung keine statistisch signifikanten Unterschiede zeigte.

Tabelle 12: Durchschnittliche Konzentrationen an bioaktivem IL-6 (arithmetischer
Mittelwert + S.E.M) nach Stimulation der Primérzellkultur des MnPO mit
ATP und 2Me-SATP fur sechs Std

IL-6 (IU/ml) IL-6 (IU/ml)
Stimulation mit Stimulation mit
ATP 2Me-SATP
Kontrolle 66,7 + 9,6 25,3+145
3x10° M/L 63,2 + 8,9 56,3 + 24,7
10 M/L 109,7 £ 27,4 44,0+ 19,1
3x10™ M/L 142,7 + 18,4 80,8 + 28,1
10° M/L 210,0 + 35,9 187,8 £ 98,4
3x10° M/L 234,2+51,4 87,5+12,1
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Abbildung 51: IL-6-Konzentration nach Stimulation der Primarzellkultur mit ATP (1)
und 2Me-SATP (II) fur 6 Std

I: ATP induziert dosisabhéngig eine Freisetzung von IL-6; A:Kontrolle; B: 3x10™ M/L; C:
10 M/L; D: 3x10™ M/L; E: 10°® M/L; F: 3x10™ MI/L; unterschiedliche Buchstaben uber
den Saulen kennzeichnen signifikante Unterschiede zwischen den einzelnen
Konzentrationen (A und B verglichen mit E P < 0,05; A und B verglichen mit F P < 0,01).
Die Daten sind als Mittelwert + S.E.M dargestellt.

Il: 2Me-SATP induziert dosisabhangig eine Freisetzung von TNF-a; A:Kontrolle; B: 3x10°
*M/L; C: 10" M/L; D: 3x10”*M/L; E: 10°M/L; F: 3x10° M/L; es waren keine
signifikanten  Unterschiede festzustellen (P >0,05). Die Daten sind als
Mittelwert + S.E.M dargestellt.

3.4.5. ATP induziert zeitabhéngig eine Freisetzung von IL-6

Die unter Kapitel 3.4.2 beschriebenen Mediumiberstande der Priméarzellkultur wurden
zusatzlich auf eine Freisetzung von bioaktivem IL-6 untersucht. Bereits nach 1,5 Std
war eine deutliche Erhéhung der IL-6-Werte nach Stimulation mit ATP (102 M/L) im
Vergleich zur Kontrolle zu verzeichnen (P < 0,001). Eine Verdoppelung (drei Std) des
Inkubationszeitraumes flhrte ebenfalls zu einem signifikanten Anstieg der IL-6 Werte
im Vergleich zur zeitpunktzugehérigen Kontrolle (K 3 verglichen mit ATP 3 P <0,01).
Eine sechsstlindige Inkubation mit ATP resultierte zwar tendenziell in héheren IL-6

Konzentrationen gegentber den unstimulierten Kontrollkulturen, jedoch unterschieden
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sich die Werte statistisch nicht signifikant voneinander. Die IL-6 Werte der drei
beschriebenen Stimulationszeitpunkte (1,5, 3 und 6 Std) zeigen tendentiell ist einen
leichten Abfall. Nach 12 Std hingegen waren die hdchsten Konzentrationen an
bioaktivem IL-6 zu verzeichnen, was auf eine verzdgerte Freisetzung infolge
vorgeschalteter Signalkaskaden und/oder Freisetzung primérer Botenstoffe hinweist
(siehe Kapitel 4). Die Mittelwerte der einzelnen Stimulationen befinden sich in Tabelle
13, eine graphische Darstellung der TNF-a-Werte zeigt Abb.52 als
Mittelwerte + S.E.M.

Tabelle 13: Durchschnittliche Konzentrationen an bioaktivem IL-6 (arithmetische
Mittelwerte = S.E.M) nach zeitabhangiger Stimulation der Primarzellkultur
des MnPO mit ATP (10° M/L)

IL-6 (IU/ml) IL-6 (IU/ml)
Kontrolle Stimulation mit ATP
1,5 Std 54,4 + 14,3 300,3 £ 55,6
3,0 Std 46,0 £ 6,7 266,0 £ 32,7
6,0 Std 66,7 £ 9,6 210,0 £ 35,9
12,0 std 56,2+ 17,5 490,8 + 55,6

Abbildung 52: IL-6 Werte infolge zeitabhangiger Stimulation der Primarzellkultur mit
ATP (10° M/L)

Die Stimulation erfolgte in dem auf der Abszisse angegebenen Zeitrahmen. Hellgraue
Saulen bezeichnen die Werte der Kontrollen, dunklegraue die Konzentrationen an IL-6
infolge einer Stimulation mit ATP. Unterschiedliche Buchstaben tber den S&ulen
kennzeichenen signifikante Unterschiede zwischen der Kontrolle und dem Stimulus zu
den jeweiligen Zeitpunkten (1,5h P <0,001; 3h P <0,01; 12h P < 0,001). Die Daten sind
als Mittelwerte + S.E.M dargestellt.
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3.4.6. PPADS und TNP-ATP hemmen die durch LPS induzierte

Freisetzung von IL-6

Die unter Abschnitt 3.4.3 auf eine Freisetzung von TNF-a untersuchten Uberstande der
stimulierten Primérzellkulturen wurden ebenfalls auf ihren Gehalt an IL-6 analysiert. Die
gemeinsame Inkubation von PPADS und LPS fihrte zwar zu einer um 39,5 %
niedrigen Freisetzung von bioaktivem IL-6, verglichen mit dem Stimulationsansatz mit
LPS per se, die statistische Auswertung zeigte jedoch keine signifikanten Unterschiede
(P > 0,05) (siehe Abb. 53; I; D und E). TNP-ATP hingegen war in der Lage die durch
LPS induzierte IL-6-Freisetzung signifikant (P <0,05) und um 59,4 % zu inhibieren
(siehe Abb. 53; II; D und E). Die Mittelwerte der einzelnen Stimulationen befinden sich
in Tabelle 14, eine graphische Darstellung der des gesamten Versuchsansatzes zeigt
Abb. 53 als Mittelwert + S.E.M. Weiterhin zeigte die statistische Auswertung
signifikante Unterschiede zwischen den IL-6-Konzentrationen induziert durch LPS
verglichen mit denen durch PPADS, TNP-ATP, den unstimulierten Kontrollansatzen
(P <0,001) sowie denen infolge einer Inkubation der Primérzellkulturen mit ATP

gemessenen IL-6-Werten im Uberstand (P < 0,001).

Tabelle 14: Durchschnittliche Konzentrationen an bioaktivem IL-6 (arithmetischer
Mittelwert + S.E.M) nach Stimulation der Priméarzellkultur des MnPO fir 1,5
Std mit PPADS (10° M/L), TNP-ATP (10®° M/L), ATP (10°M/L), LPS (100
pg/ml), LPS und PPADS bzw. TNP-ATP sowie dem unstimulierten
Kontrollansatz

IL-6 (IU/ml)
Stimulation fur 1,5
Std
Kontrolle 54,4 + 14,3
PPADS (10 M/l) 74,6 £ 28,7
TNP-ATP (10 M/l) 58,3+ 10,9
ATP (107 M/I) 300,3 £ 55,6
LPS (100pg/ml) 2230,7 £522,7
LPS + PPADS 1348,9 +519,9
LPS + TNP-ATP 904,6 £ 405,9
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Abbildung 53: Micromolare PPADS- und TNP-ATP-Konzentrationen attenuieren die
durch LPS bedingte Freisetzung von IL-6

l: A: Kontrolle; B: PPADS 10°M/L; C: ATP 10 M/L; D: LPS 100ug/ml; E: PPADS 10°M/L
+ LPS 100ug/ml.

I A: Kontrolle; B: TNP-ATP 10°M/L; C: ATP 10 M/L; D: LPS 100ug/ml; E: TNP-ATP 10
*M/L + LPS 100ug/ml.

Unterschiedliche Buchstaben (ber den S&ulen kennzeichnen signifikante Unterschiede

zwischen den einzelnen Stimulationen (siehe Text). Die Daten sind als Mittelwert + S.E.M

dargestellt.
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4. Diskussion

Der Nucleus medianus praeopticus (MnPO) spielt eine bedeutende Rolle im Rahmen
der Aufrechterhaltung wichtiger Lebensfunktionen und dient der Integration afferenter
Signale peripherer und zentraler Thermosensoren zur Konstanthaltung der Korper-
kerntemperatur (Gerstberger et al. 2001, Lazarus et al. 2007) sowie Osmo- und Deh-
nungssensoren flr die Homoostase des Extrazellularraumes hinsichtlich Tonizitat und
Volumen (McAllen et al. 1990, McKinley et al. 2004). Zudem ist er integraler Bestand-
teil des neuroglialen Systems zur Regulation des Schlaf-/Wachverhaltens (Gong et al.
2000, 2005) und in geringerem Malflie auch an der hypothalamischen Steuerung der
Nahrungsaufnahme beteiligt (Briski and Sylvester 1999). Erste Hinweise auf die Exi-
stenz ionotroper purinerger Rezeptoren (P2X,, P2X, und P2Xs) in unmittelbarer Nahe
zum MnPO der Ratte stammen aus in situ Hybridisierungsstudien sowie immunhisto-
chemischen Untersuchungen an Gehirnschnitten drei Wochen alter Tiere (Collo et al.
1996; Xiang et al. 1998b). Der Nachweis purinerger Rezeptoren auf mRNA- und Pro-
teinebene im Bereich des Diencephalon wirft die Frage nach der funktionellen Expres-
sion purinerger Rezeptoren in den neuroglialen Komponenten des MnPO sowie deren

Beteiligung an den vorgestellten Regulationsmechanismen des Hypothalamus auf.

4.1. Charakterisierung purinerger Rezeptoren im MnPO

Unter Bericksichtigung der erhobenen Daten aus molekularbiologischen, immunhisto-
und -cytochemischen sowie mikrospektrofluorimetrischen Untersuchungen soll nach-
folgend die differentielle Expression ionotrop und eingeschrankt metabotrop purinerger
Rezeptor-Subtypen in Neuronen und Gliazellen des MnPO diskutiert werden. In der
vorliegenden Arbeit konnte die Expression aller bekannten P2X-Purinozeptoren sowohl
im MnPO neonataler als auch adulter Wistar - Ratten auf mRNA Ebene demonstriert
werden. Die Ergebnisse der QRT-PCR fur MnPO-Gewebe neonataler und adulter Rat-
ten erlaubten jedoch keine Differenzierung der Purinozeptor-Expression beziglich der
verschiedenen Zelltypen des MnPO, und ein Nachweis fur die neurogliale Primarkultur
des MnPO konnte aus technischen Grinden nicht erarbeitet werden. Dabei traten
deutliche Unterschiede hinsichtlich der indirekt nachgewiesenen mRNA Menge fir die
sieben Rezeptor-Subtypen auf, bezogen auf den jeweils am niedrigsten exprimierten
Rezeptor-Subtyp. Fiur den MnPO adulter Tiere galt: P2X, > P2X; > P2X, > P2X3 =
P2Xs = P2Xs > P2X;. Im MnPO neonataler Tiere gestaltete sich die quantitative Erfas-
sung der Expressionsmuster wie folgt: P2X, >P2X, > P2X; > P2Xg >> P2X; = P2X; -

> P2Xs, wobei ontogenetische Veranderungen als eine der wichtigsten Ursachen nahe
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liegen. Molekularbiologisch konnte eine ,down“-Regulation der mRNAs fir P2X, und
P2X3 im Nucleus ambiguus des Hirnstammes von juvenilen, verglichen mit neonatalen
Ratten festgestellt werden (Brosenitsch et al. 2005). Am dritten postnatalen Tag (P3)
waren in Purkinje-Zellen des Cerebellum der Ratte alle P2X-Rezeptoren (auf3er P2X3)
exprimiert (Xiang and Burnstock 2005b). Am Tag P7 war immunhistochemisch eine

relative ,up“-Regulation von P2Xs und P2X; festzustellen.

Allgemein gilt bislang fur das Gehirn der Ratte, dass P2X;-Purinozeptoren schon wah-
rend friher ontogenetischer Entwicklungsstadien (embryonaler Tag 11 = E11) expri-
miert werden, mit markanter Reduktion im adulten Stadium. Die Subtypen P2X, und
P2X; werden an E14 erstmals synthetisiert, wohingegen P2X,, P2Xs und P2X; erst in
postnatalen Stadien zur Expression kommen. Hinsichtlich der ontogenetischen Ent-
wicklung zentralnervdser P2X; Expression liegen keine gesicherten Nachweise vor
(Cheung et al. 2005). Das fur den MnPO erhobene Expressionsmuster ionotroper
purinerger Rezeptoren stimmt hinreichend mit den in der Literatur beschriebenen Be-
funden fur andere neurogliale Strukturen bzw. das gesamte ZNS Uberein. Die hohe
Expressionrate von P2X, im MnPO neonataler Tiere verschiebt sich im MnPO adulter
Ratten zugunsten des P2X;-Rezeptor-Subtyps, fir den ein vermehrtes Auftreten im
ZNS erst ab dem postnatalen Stadium beschrieben ist (Cheung et al. 2005). Die gering
ausgepragte Expression von P2Xs und P2Xs im MnPO geht ebenfalls konform mit den

Daten von Cheung und Mitarbeitern, da deren Expression erst ab P7 beschrieben ist.

Daruber hinaus werden P2Xs und P2Xs auch bei adulten Tieren nur geringflgig bis
moderat im ZNS exprimiert, eventuell zurickfihrbar auf Prozesse der ,down“-Regula-
tion. Der vor allem im peripher-sensorischen System (Spinalganglien) beschriebene
P2Xs-Purinozeptor fand sich sowohl im neonatalen als auch adulten Stadium als ledig-
lich marginal bis moderat im MnPO exprimiert, was sich mit den Daten in der Literatur
deckt. So wird dem P2X; vor allem eine Rolle in der embryonalen Neurogenese des
ZNS und PNS zugeschrieben, einhergehend mit einer ,down“-Regulation schon in der
neonatalen, vor allem aber adulten Lebensphase von Ratte und Maus (Boldogkoi et al.
2002, Cheung et al. 2005, Burnstock 2007a). Diese Daten beziehen sich jedoch nur

auf neuronale Zellkomponenten des ZNS (und PNS).

Die Ontogenese purinerger Rezeptoren in Astrocyten, Oligodendrocyten und Mikroglia
wurde nicht beriicksichtigt. Uber die Expression purinerger Rezeptoren in Gliazellen
wahrend der spaten embryonalen und friihen postnatalen Phase, wenn mikrogliale

Vorlauferzellen in das sich entwickelnde ZNS diapedieren, war dato ebenfalls nur
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wenig Information erhaltlich (Perry et al. 1985, Perry and Gordon 1988; Ashwell 1991,
Milligan et al. 1991). Xiang et al. (2005a, b) zeigten erstmals mittels RT-PCR und
Immunhisto- bzw. -cytochemie, dass Mikrogliazellen des Cortex cerebi von Ratten ab
dem Embronaltag E13 die Purinozeptoren P2X;, P2X, und P2X; exprimierten, wobei
P2X; und P2X, von allen ED-1 immunpositiven, P2X; hingegen nur von 30 % der ED-1
immunpositiven Mikrogliazellen synthetisiert wurden (Xiang and Burnstock 2005a). Ab
dem Tag P30 waren keine P2X; -positiven Mikroglia mehr zu verzeichnen, und die
P2X7-positiven Zellen lieRen nur noch eine Co-Lokalisation mit Isolectin B4 zu, einem
mikroglialen Marker, der eine Unterscheidung in ruhende und aktivierte Zellen nicht
ermoglicht (Perry and Gordon 1988, Yagi et al. 1999, Streit 2002). Eine Co-Lokalisation
mit ED-1 als spezifischem Antigen flr aktivierte Mikroglia (Domaradzka-Pytel et al.
2000, Zhang et al. 2005) war im Subarachnoidalraum und vascular-assoziiert flr P2X,-
positive Zellen festzustellen. Diese Ergebnisse decken sich zum einen mit dem hohen
Vorkommen von P2X, (und nachfolgend P2X;) auf mRNA Ebene sowohl im MnPO
adulter als auch neonataler Tiere, zum anderen mit den immuncyto- und histochemi-
schen Untersuchungen zur Expression und Lokalisation von P2X, in der vorliegenden
Arbeit (siehe Kap. 3.3.3). Uber die Expression von P2X-Rezeptoren in Astrocyten und

Oligodendrocyten wéhrend der Ontogenese liegen dato keine Nachweise vor.

Die Pharmakologie der P2X-Rezeptorfamilie erwies und erweist sich als &aul3erst
komplex, bei publizierter Prasenz einer Myriade an mehr oder weniger spezifischen
Antagonisten und vor allem Agonisten (Ralevic and Burnstock 1998, North 2002, King
and Townsend-Nicholson 2003, Gever et al. 2006, Alexander et al 2008). Die funktio-
nelle Charakterisierung bezieht sich auf rekombinant in verschiedenen Zelllinien oder
anderen biologischen Systemen exprimierte Rezeptorproteine, sowie auf in etablierten
Zelllinien meist muriner oder humaner Herkunft nachweisbare Purinozeptoren (King
and Townsend-Nicholson 2003; Burnstock 2007). Ob sich diese pharmakologische
Klassifikation auf native Zellen und Gewebe oder gar den Gesamtorganismus Ubertra-
gen lasst, ist in der heutigen Zeit Gegenstand intensiver Forschung an Purinozeptoren.
Aufgrund der zum Teil unterschiedlichen Zelltyp-spezifischen Reaktionen auf die Appli-
kation der verwendeten Agonisten und Antagonisten wird die P2X Expression in Neu-

ronen, Astrocyten und Oligodendrocyten im Folgenden gesondert betrachtet.

4.1.1. Neurone

Immunhistochemie am coronalen Gehirnschnitt sowie Immuncytochemie in der MnPO-

Primarkultur erbrachten den Nachweis der P2X;- und P2X,- Purinozeptor Expression
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im Bereich des MnPO bzw. in der MnPO-Primarkultur durch den Einsatz polyklonaler,
Subtyp-spezifischer Antiseren. P2X; — P2X; Purinozeptorproteine konnten nicht detek-
tiert werden, wobei ein negatives Ergebnis in der Immunhisto- bzw. cytochemie ohne
grol3e Aussagekraft ist (Harlow and Lane 1988). Mikrospektrofluorimetrische Untersu-
chungen der vorliegenden Arbeit ergaben erste Hinweise auf die funktionelle Expres-
sion von P2X-Rezeptoren in Neuronen des MnPO. Die Musteranalyse der intrazellula-
ren Calciumsignale hatte als Ergebnis, dass etwa 70 % der MnPO-intrinsischen
Neurone wahrend Applikation der Agonisten ATP oder Me-SATP nach kurzer lag-
Phase mit einem raschen Anstieg der [Ca®'];, reagierten, mit nachfolgend kleinen
Ratio-Oszillationen auf hohem Niveau. Erst nach beendeter Stimulation, also ohne
Desensibilisierungseffekte, wurde das Calciumsignal auf sein Ausgangsniveau zellular
zurlckgefihrt (Kap. 3.2.7). Diese Art der Kinetik ist typisch fir in HEK293-Zellen
(human embryonic kidney) und/oder Xenopus Oocyten rekombinant exprimierte P2X,-,
P2X,4- oder P2Xs-Rezeptoren, demonstriert durch elektrophysiologische Untersuchun-
gen (whole-cell patch clamp oder outside-out patch Studien) (Bo et al. 1995, Buell et al.
1996, Ding and Sachs 1999, Haines et al. 1999). P2X, scheint zudem den am wei-
testen verbreiteten ionotropen Purinozeptor in hypothalamischen Neuronen zu repra-
sentieren. So konnte seine Expression in Neuronen des DMH (Matsumoto et al. 2004),
des ARC (Wakamori and Sorimachi 2004), des VMH (Sorimachi et al. 2001) und des
LH (Wollmann et al. 2005) sowie neurohypophysaren Axonen des PVN/SON (Troadec
et al. 1998, Loesch et al. 1999) immunhistochemisch nachgewiesen, bzw. aufgrund
elektrophysiologischer und/oder mikrospektrofluorimetrischer Untersuchungen im
Vergleich mit den Charakeristika rekombinant exprimierter P2X,-Rezeptoren postuliert

werden.

ATP und seine Analoga ATP-y-S und 2Me-SATP reprasentieren mit ECso Werten von
5,1 -6,3 die potentesten Agonisten an rekombinant exprimierten P2X,-Rezeptoren
(Evans et al. 1995, Bianchi et al. 1999, Lynch et al. 1999). Bz-ATP erweist sich als
wenig potent (Evans et al. 1995); a,me-ATP, B,yme-ATP sowie ADP und UTP sind in
Konzentrationen unter 100 — 300 uM/L inaktiv an P2X,-Purinozeptoren (Brake et al.
1994, Evans et al. 1995, Bianchi et al. 1999). Diese Daten stimmen mit den erhobenen
Befunden an Neuronen des MnPO Uberein. Im ersten Versuchsansatz konnte die
Aquipotenz von ATP und 2Me-SATP hinsichtlich der Generierung eines intrazellularen
Calciumsignals aufgezeigt werden. Superfusions-Stimulationen sowohl mit a,fme-ATP
als auch Bz-ATP in Konzentrationen von 10° M/L hatten keinen Anstieg der [Ca®']; zur
Folge (vergleiche Kap. 3.2.2). Die Insensitivitdt der MNnPO Neurone auf eine Applikation

von a,me-ATP spricht gegen eine funktionelle Expression von P2X;- und P2Xs-
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Rezeptoren in MnPO-Neuronen. An diesen beiden Rezeptor-Subtypen stellt a,fme-
ATP einen potenten Agonisten (pECso = 6) dar (Valera et al. 1994, Evans et al. 1995,
Bian-chi et al. 1999).

Bz-ATP wird nicht nur als spezifisch fur die Aktivierung von P2Xz-Purinozeptoren
(PECsp = 5,2 — 5,7) beschrieben (Surprenant et al. 1996, Rassendren et al. 1997,
Chessell et al. 1998, Hibell et al. 2000), sondern es reprasentiert auch einen der
selektivsten Agonisten an rekombinanten P2X;- (pECso = 8,74) und P2X;-Rezeptoren
(PECso = 7,1 — 7,5) mit einer Uber 100fach héheren Potenz im Vergleich mit a,fme-
ATP (Bianchi et al. 1999, Neelands et al. 2003). P2X; ist unter allen P2X-Rezeptoren
derjenige mit der geringsten Sensitivitat fir endogene Nukleotide. So liegt der pECso
fur ATP gerade mal bei 3,7 — 4,1 (Surprenant et al. 1996, Rassendren et al. 1997,
Ches-sell et al. 1998, Hibell et al. 2000). In so hohen Konzentrationen wurden die in
dieser Arbeit verwendeten Agonisten in den mikrospektrofluorimetrischen Versuchen
jedoch nicht eingesetzt. Zudem zeigten die Daten der QRT-PCR eine nicht vernach-
lassigbare Transkription von P2X7, so dass dessen funktionelle Expression in MnPO-
Neuronen nicht vollkommen ausgeschlossen werden kann. Andererseits wird die
Expression von P2X7 im Bereich des ZNS/PNS hauptséachlich fir verschiedene Typen
von Gliazellen wie Mikroglia, Astrocyten, Oligodendrocyten und Schwann-Zellen be-
schrieben (Collo et al. 1997, Buell et al. 1998, Burnstock and Knight 2004, Bulanova et
al. 2005).

P2Xs stellt den Ergebnissen der QRT-PCR nach den am niedrigsten exprimierten Puri-
nozeptor Subtyp im MnPO neonataler Ratten dar. Zusatzlich ist an rekombinant expri-
mierten rP2Xs der elektrophysiologisch detektierbare Strom nach Aktivierung durch
ATP im Vergleich zu anderen Rezeptoren mit &hnlicher Kinetik (P2X, und P2X;) relativ
schwach (Garcia-Guzman et al. 1996, Haines et al. 1999). Der Anstieg der Fluores-
zenz Ratio in Neuronen des MnPO nach Applikation von ATP oder 2Me-SATP erwies
sich stets als ul3erst robust, wodurch eine Beteiligung von P2Xs an den generierten

intrazellularen Calciumsignalen ausgeschlossen werden kann.

Fur P2X,-Rezeptoren ist zusatzlich eine Potenzierung der durch ATP induzierten Stro-
me nach Applikation von Zn?" in physiologischen Konzentrationen (10 — 10 M/L) zu
verzeichnen (Friday and Hume 2008). Dies gilt auch fiir homomere P2X4- und hete-
romere P2X46-Rezeptoren (Brake et al. 1994, Soto et al. 1996, Nakazawa et al. 1997,
Nakazawa and Ohno 1997, Wildman et al. 1998, Xiong et al. 1999) und beruht auf

elektrophysiologischen Untersuchungen an rekombinant exprimierten Rezeptoren in
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HEK293-Zellen und/oder Xenopus Oocyten. 2003 wurden erstmals die modulatori-
schen Eigenschaften von Zn* und ATP an isolierten Neuronen des hypothalamischen
TM der Ratte untersucht (Vorobjev et al. 2003b). In dieser patch-clamp Studie im whole
cell Modus erwiesen sich die durch Zinkionen induzierten Effekte als konzentrations-
abh&ngig. In niedrigen Konzentrationen (10 - 10 M/L) potenzierte Zink die durch ATP
induzierten Stréme, inhibierte diese jedoch in héheren Konzentrationen (= 10° M/L).
Die Untersuchungen von Vorobjev et al. (2003b) zeigten keine Potenzierung der
maximal durch ATP Applikation induzierten lonenstrome durch P2X-Rezeptoren, son-
dern eine Linksverschiebung der bendtigten ATP-Konzentration fir die Rezeptorakti-
vierung. Diese Linksverschiebung durch Zn* wurde auch fiir rekombinant exprimierte
P2X,-Rezeptoren (Xenopus Oocyten) beobachtet (Wildman et al. 1998), zeigte sich
jedoch abhéngig von der Prainkubation der Xenopus Oocyten in Zn**-haltigem, extra-
zellularen Medium. Schon eine Prainkubation von 42 + 3 sec reichte aus, um die

potentiell agonistische Wirkung in einer inhibitorische umzukehren. Fir die allosteri-
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sche Modulation von Zink an P2X,-Rezeptoren werden Histidine (His™" und His*™) als
potentielle Bindungsstellen fiir Zinkionen diskutiert (Brake et al. 1994, Wildman et al.
1998, Clyne et al. 2002); diese Hypothese wurde kurzlich durch die nachgewiesene
Beteiligung von extrazellularen Glutamat-Einheiten erweitert (Friday and Hume 2008).
In der vorliegenden Arbeit konnte, wen auch nur fir zwei MnPO-Neurone, eine Poten-
zierung des Anstiegs der [Ca®*'], anhand einer Co-Applikation von Zn*" in niedriger
Konzentration um nahezu 40 % registriert werden. Die dreiminitige Prainkubation von
Zn?* per se wurde gewahlt, um einen eventuellen Anstieg der [Ca?'];, durch Zn** mit
dem Anstieg durch Zn** und 2Me-SATP alleine vergleichen zu kénnen. Eine Linksver-
schiebung der bendtigten ATP Konzentration wurde nicht untersucht. Die in diesem
Versuchsansatz ermittelte Erhéhung der Amplitude steht den in den patch-clamp
Studien erhobenen Befunden (keine Amplitudenerhéhung tber den maximal induzier-
baren Wert durch ATP per se) kontrar gegenuber. Eine Erkl&arung hierfur liegt vermut-
lich im unterschiedlichen Versuchsansatz, da in dieser Arbeit alle pharmakologischen
Studien mittels mikrospektrofluorimetrischer Techniken und mit Applikation des Agoni-

sten 2Me-SATP durchgefuihrt wurden.

An aus dem Gehirn der Ratte klonierten und rekombinat in HEK293-Zellen und/oder
Xenopus Oocyten exprimierten P2X,-Rezeptoren lag der pECs, flir 2Me-SATP etwa bei
4.0 (Soto et al. 1996, Garcia-Guzman et al. 1997), bei gleichzeitiger Insensitivitat von
P2X, gegenuber dem generellen P2-Rezeptor Antagonisten PPADS, selbst in hohen
Konzentrationen (plCso > 4) (Buell et al. 1996, Soto et al. 1996, Jones et al. 2000). Die

in den Ratio-Imaging Versuchen der vorliegenden Arbeit erfolgreich eingesetzten Kon-
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zentrationen an 2Me-SATP und PPADS lagen um das 10 — 1000fache niedriger. Dem-
nach gilt die neuronale Expression von P2X, im MnPO als relativ unwahrscheinlich. Bis
dato sind keine fir P2X,-Rezeptoren selektive oder hochpotente Antagonisten
bekannt. PPADS und TNP-ATP stellen &aquipotente Antagonisten der durch ATP
induzierten Stréme durch P2X, dar (plCso 5,4 —5,9), wobei deren Affinitat an P2X,
deutlich geringer ausgepragt ist als an homomeren P2X;- und P2X;-Rezeptoren
(Alexander et al. 2008). Die Affinitat von reactive blue 2 (Rb2) an P2X; ist unwesentlich
héher (um etwa das 5fache) im Vergleich zu TNP-ATP und PPADS (King et al. 1997,
Virginio et al. 1998, Bianchi et al. 1999, Lynch et al. 1999, King and Townsend-
Nicholson 2003). Vergleicht man die Antagonisten-Studien dieser Arbeit miteinander,
so fallt dennoch auf, dass Rb2 im Vergleich zu TNP-ATP und PPADS in einer
Konzentration von 10° M/L die durch 2Me-SATP induzierten Calciumstrome am
potentesten zu supprimieren vermochte (13% komplett inhibierte Neurone durch
PPADS; 27 % durch TNP-ATP und 33 % durch Rb2). Dies kann als weiterer Hinweis
fur die dominante Expression von P2X, in Neuronen des MnPO angesehen werden.
Mit steigenden Antagonisten-Konzentrationen (PPADS und TNP-ATP 107 M/L — 10 °
> M/L) unter Superfusion einer stets gleich bleibenden, submaximalen Konzentration
des P2 Agonisten 2Me-SATP (107 M/L) erhdhte sich die prozentuale Anzahl an
vollstéandig inhibierbaren Neuronen, und die mittlere Amplitude der Fluoreszenz A-
Ratiowerte nahm zunehmend ab. Dies indiziert die Blockade von neuronalen P2Xs-
Rezeptoren in der MnPO-Primarkultur. Auch die purinerge Aktivierung von rekombinant
exprimierten und nativen neuronalen, hypothalamischen P2X,-Rezeptoren anderer
Kerngebiete konnte sowohl durch TNP-ATP als auch PPADS in ho6heren
Konzentrationen nahezu vollkommen unterdriickt werden (King et al. 1997, Troadec et
al. 1998, Virginio et al. 1998, Sorimachi et al. 2001, Wakamori and Sorimachi 2004,
Wollmann et al. 2005).

Auch die Studie repetitiver Stimulationen mit 2Me-ATP in submaximaler Konzentration
lieferte Hinweise flur eine markante P2X, Expression in der MnPO-Primarkultur. In bei-
den Versuchsansatzen mit 8- bzw 15-minttigen ,Regenerationsphasen” zwischen den
einzelnen dreimindtigen Stimulationsperioden lie3 sich der Hauptanteil der Neurone
der repetitiv reaktivierbaren Zellkategorie zuordnen, gleichbedeutend mit fehlender De-
sensibilisierung. Sowohl P2X;- als auch P2X;-Purinozeptoren zeichnen sich durch eine
rasche Aktivierung nach Stimulation mit ATP, einen Abfall der Amplitude noch wahrend
der Stimulation sowie einer Refraktarzeit von etwa 15 min fir eine reproduzierbare Ant-
wort aus, wohingegen fir P2X, diese Erholungsphase in der Literatur nicht beschrie-
ben ist (Khakh et al. 2001b, North 2002, Wollmann et al. 2005). Diese Refraktarzeit ist
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durch mehrere Ursachen bedingt. Zum einen ist in der Literatur die Internalisierung des
Rezeptors beschrieben: Entweder wird der Rezeptor durch anhaltend hohe Konzentra-
tionen des Agonisten ins Zytosol der Zielzelle transloziert (Dutton et al. 2000, Ennion
and Evans 2001), oder die Bindung des Agonisten verlauft so hochaffin, dass dadurch
ein lang anhaltender, geschlossen nicht-aktivierbarer Zustand des Rezeptors induziert

wird (Rettinger and Schmalzing 2003).

Immuncytochemisch konnte unter Verwendung polyklonaler Antiseren aus dem Kanin-
chen sowohl in coronalen Gehirnschnitten adulter Ratten, als auch in der neuroglialen
Primarkultur des MnPO die Expression des P2X;- und des P2X,-Purinozeptors, nicht
jedoch anderer Subtypen (P2X; — P2X;) aufgezeigt werden. Die Markierung immun-
positiver Fasern und Varikositaten sowie einiger Perikaryen fir den P2X;—Rezeptor
war im Gehirnschnitt vorwiegend in der praoptischen Region sowie dem anterioren
MnPO lokalisiert. Zahlreiche Perikaryen kleinzelliger Neurone im dorsalen MnPO sowie
der ventrikelnahen Zone des ventralen MnPO zeigten markante Expression des P2X,-
Purinozeptors. In der Primarkultur lie3en sich beide Subtypen eindeutig neuronal lokali-
sieren. Die Tatsache, dass auf mMRNA Ebene zahlreiche Spleiss-Varianten fir humane
und tierische (Ratte und Meerschweinchen) P2X,-Untereinheiten bekannt sind
(Brandle et al. 1997, Simon et al. 1997, Koshimizu et al. 1998, Chen et al. 2000a), die
alle in der Lage sind funktionelle Homo- oder Heteromere mit anderen Spleiss-
Varianten oder anderen P2X-Untereinheiten zu bilden, erschwert die Detektion auf
Proteinebene. Die Deletion auf mMRNA Ebene finden sich vor allem in dem Abschnitt,
der fur den intrazellularen C-Terminus kodiert (Brandle et al. 1997). Zahlreiche kom-
merziell erhaltliche Antikdrper sind gegen eine 13 Aminosauren lange Sequenz des C-
Terminus gerichtet. Bei Deletionen in diesem Bereich ware eine immunhistochemische
Detektion eventuell nur noch eingeschrankt moéglich. Dieses Problem wurde bei den
Untersuchungen mittels QRT-PCR in der vorliegenden Studie umgangen, indem
Primer und Sonden ausgewahlt wurden, die gegen konservierte Sequenzen gerichtet

sind.

Die mikrospektrofluorimetrischen sowie die immunhisto- und -cytochemischen Untersu-
chungen dieser Arbeit geben Anlass zu der Hypothese, dass neben der ausgepragten
Expression neuronaler P2X,-Purinozeptoren weitere ionotrope purinerge Rezeptoren,
in Neuronen des MnPO exprimiert wurden. So konnte fiir die Stimulation der Neurone,
bezogen auf die Hohe der Fluoreszenz A-Ratiowerte, bei Stimulation mit 2Me-SATP im
Konzentrationsbereich von 10°—-10° MJ/L, keine Dosisabhéngigkeit demonstriert

werden. Der niedrigste pECso-Wert fur 2Me-SATP wurde mit einem Wert von etwa 7 fur
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rekombinant in 1321N1-Zellen (Zelllinie eines humanen Astrocytoms) exprimierte
P2X;-Rezeptoren ermittelt (Bianchi et al. 1999). Mdglicherweise aktivierten niedrige
Konzentrationen an 2Me-SATP in Neuronen zundchst P2X;-Rezeptoren, hdhere
Konzentrationen dann zusatzlich P2X,-Rezeptoren, wodurch summa summarum der
Prozentsatz an responsiven Zellen stieg, ohne jedoch die Hohe der Fluoreszenz Ratio
mafgeblich zu beeinflussen. Fir die funktionelle Existenz von P2X; und/oder P2X;
spricht zusatzlich, dass ein nicht unerheblicher Prozentsatz an MnPO-Neuronen im
Versuchsansatz mit repetitiver Stimulation mit 2Me-SATP ein Desensibilisierungspha-
nomen aufwies, unabhangig von der Lange des Regenerationsintervalles. Daruber
hinaus induzierten niedrige Konzentrationen des Purinozeptor Antagonisten TNP-ATP
(107 M/L), wenn auch nur zu einem Prozentsatz von 10,5 %, eine Blockade des
Anstiegs der Fluoreszenz Ratio in Neuronen des MnPO auf eine Stimulation mit 2Me-
SATP. Diese niedrigen plCso-Werte (< 7) sind eigentlich charakteristisch fir P2X;, P2X3
und P2X,s, nachgewiesen durch elektrophysiologische Untersuchungen an nativen
P2X,-Rezeptoren in isolierten arteriellen glatten Muskelzellen der Ratte, rekombinant in
HEK293-Zellen exprimierten P2X;-, P2Xs- und P2X,5-, sowie nativen P2X3;-Rezeptoren
im Ganglion nodosum der Ratte (Lewis et al. 1998, Thomas et al. 1998, Virginio et al.
1998). Zusatzlich zeichnete sich das Reaktionsprofil von 27 % der untersuchten Neu-
rone durch einen raschen Anstieg der Fluoreszenz Ratio auf eine Applikation von 2Me-
SATP aus, mit einem Abfall des Calciumsignals noch vor Beendigung des Stimulus
(vergleiche Kap. 3.2.7). Dieses Charakteristikum ist ebenfalls charakteristisch fur die
Expression von P2X;- und P2X;-Rezeptoren in nativem Gewebe (DRG) oder hetero-
logen Expressionssystemen (Valera et al. 1994, Bianchi et al. 1999, Burgard et al.
1999). Der immunhisto- und -cytochemische Nachweis von P2X; sowohl in der Priméar-
kultur als auch im coronalen Gehirnschnitt demonstrierte zudem dessen Expression
auf Proteinebene in den Neuronen des MnPO. Dennoch steht die Insensitivitéat der
Neurone gegeniber einer Applikation von a,fme-ATP den aufgefihrten Hinweisen auf
eine funktionelle Expression von homo- oder heteromeren P2X;—Rezeptoren zusatz-
lich zu derjenigen von P2X,-Rezeptoren kontrar gegeniber. Hinsichtlich der Expres-
sion eines homomeren P2X;-Rezeptors mit charakteristischem Reaktionsprofil (schnel-
le Aktivierung und Desensibilisierung mit entsprechender Refraktarzeit), der sich
zudem nicht mit a,Bme-ATP aktivieren lasst, liegen in der Fachliteratur dato keine
Daten vor. Denkbar ware auch die Existenz von P2X;,, Heteromeren, fir welche eine
Zusammensetzung aus zwei Untereinheiten vom Subtyp P2X, und einer Untereinheit
vom Subtyp P2X; postuliert wird (Roberts et al 2006), mit einer gemischten Reaktions-
kinetik bestehend aus einer schnellen Aktivierung mit Ubergang in eine Plateauphase
(Brown et al. 2002, Aschrafi et al. 2004, Calvert and Evans 2004). Diese Art von Reak-
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tionsproil wurde in 5,7 % der Neurone des MnPO beobachtet (vergleiche Kap. 3.2.7).
Dennoch ist auch fiur diesen ionotropen purinergen Rezeptor eine Aktivierung durch
a,fme-ATP beschrieben (Brown et al. 2002).

Es zeigt sich einmal mehr, dass nicht alle an rekombinant exprimierten Rezeptoren
erhobenen pharmakologischen Befunde auf natives Gewebe, bzw. eine primare Zell-
kultur Ubertragbar sind. Dies wurde auch schon in in vitro Untersuchungen demon-
striert. An aus Rattenarterien isolierten glatten Muskelzellen ist TNP-ATP in elektro-
physiologischen Experimenten im nanomolaren Bereich ein potenter Antagonist der
durch a,me-ATP induzierten Strome. Fir die Suppression der Kontraktilitat der glatten
Muskelzellen im Gewebeverband, induziert durch Applikation von a,me-ATP, wurde
jedoch eine Konzentration von TNP-ATP im mikromolaren Bereich benétigt (Lewis et
al. 1998). Eine Expression metabotroper purinerger Rezeptoren (P2Y- und Adenosin-
rezeptoren) in Neuronen des MnPO kann, aufgrund der fehlenden Responsivitét
gegenuber einer Superfusion von NECA und CCPA sowie der vollstandigen Inihibition
des Anstiegs der [Ca®],, nach Depletion des Calciums im extrazellularen Medium, aus-

geschlossen werden.

4.1.2. Astrocyten

In der vorliegenden Arbeit gelang der immuncytochemische Nachweis der Expression
des Purinozeptor Subtyps P2X; in Astrocyten der MnPO-Priméarkultur, wahrend sich im
Gehirnschnitt lediglich einige periventrikuldre Astrocyten des ventralen MnPO als
P2X,—immunpositiv erwiesen. Keiner der Purinozeptoren P2X; — P2X; konnte astroglial
eindeutig demonstriert werden, weder in der Primarkultur noch im Gehirnschnitt. So-
wohl P2X; als auch P2X, konnten fur Cerebellum (Kanjhan et al. 1996), Rickenmark
(Kanjhan et al. 1999) oder Hippocampus (Kukley et al. 2001), P2X; in zahlreichen
Regionen des ZNS sowie Komponenten des PNS nachgewiesen werde. Die physiolo-
gische Bedeutung astroglialer P2 Rezeptoren bleibt dato dagegen ,nahezu uncharakte-
risiert” (Fischer et al. 2009; Verkhrasky et al. 2009). Unter anderem konnten Espaller-
gues und Mitarbeiter (2007) im Bereich des Hypothalamus in ersten Schritten die
Beteiligung astrocytarer P2-Rezeptoren bei der Noradrenalin-mediierten Regulation der
Vasopressin-Freisetzung im SON der Ratte aufzeigen. Fir die Astrocyten der MnPO-
Primarkultur wiesen die Ergebnisse der mikrospektrofluorimetrischen Untersuchungen
in der vorliegenden Arbeit einerseits, dhnlich wie fur die Neurone, auf die funktionelle
Expression des P2X,-Purinozeptors hin. Andererseits ergaben sich signifikante Unter-

schiede im Antwortverhalten von Neuronen und Astrocyten, welche zumindest die Co-

199



4 Diskussion

Expression von P2X;- oder P2X;—ahnlichen Purinozeptoren nahe legt. So reagierten
nahezu 80 % der untersuchten Astrocyten auf Stimulation mit 2Me-SATP mit einem
raschen Anstieg der Fluoreszenz Ratio, die noch wahrend der dreiminiitigen Super-
fusionsphase wieder auf den Basalwert abfiel. Wie schon bei der Diskussion der
Rezeptorexpression in Neuronen erwdhnt, ist dieses Reaktionsprofil charakteristisch
fur P2X;- und P2X5-Purinozeptoren (Valera et al. 1994, Bianchi et al. 1999, Burgard et
al. 1999). Die Hypothese einer funktionellen Expression von mdglicherweise P2X;-
Purinozeptoren in Astrocyten des MnPO wird durch den Befund gestitzt, dass
repetitive  Superfusions-Stimulation mit 2Me-SATP  bei einem jeweiligen
Regenerationsintervall von acht min bei 77 % der untersuchten Astrocyten zu einer
Desensibilisierung fiihrten; lediglich 23 % erwiesen sich als repetitiv stimulierbar. Bei
einer Erholungsphase von 15 min zwischen den Stimulationen zeigten 65 % der Astro-
cyten einen reproduzierbaren Anstieg der [Ca®], auf wiederholte Stimulation (siehe
auch Kap. 4.1.1).

Desweiteren konnte schon mit niedrigen Konzentrationen von TNP-ATP (10”7 M/L) eine
deutliche Anzahl an Astrocyten stark in ihrer Responsivitat auf eine Stimulation mit
2Me-SATP inhibiert werden. Wie schon erwéhnt, reprasentiert TNP-ATP im nanomo-
laren Bereich einen potenten Antagonisten an P2X;-, P2Xs- und P2X;5- Purinozepto-
ren (Lewis et al. 1998, Thomas et al. 1998, Virginio et al. 1998). Im Vergleich mit den
untersuchten Neuronen und Oligodendrocyten der MnPO-Primarkultur (siehe Kap.
4.1.1 und 4.1.3) fungierte TNP-ATP (10'M/L) an Rezeptoren der Astrocyten als poten-
tester Inhibitor. Der Anteil an Astrocyten mit ausgepragter Signal-Suppression lag bei
35 % gegeniiber 28 % bei Oligodendrocyten und 11 % bei Neuronen.

Zweiwertige Zinkionen (Zn**) bedingen eine partielle Inhibition Agonist-induzierter Akti-
vierung von P2X; und P2X;, und verstarken andererseits die durch P2X, oder P2X;
hervorgerufene(n) zellulare Depolarisation bzw. Calciumsignale (Virginio et al. 1997,
Wildman et al. 1999, 2002). An rekombinant in HEK293-Zellen oder Xenopus Oocyten
exprimierten purinergen Rezeptoren der Ratte vom Subtyp P2X;- und P2X;- fungierte
Zn?" als allosterischer Modulator und war somit in der Lage, die Wirksamkeit von ATP
an eben diesen Rezeptoren zu inhibieren (pICso = 6 an P2X; sowie 4,9 an P2X5;). In
niedriger Konzentration bewirkte Zn*" auch in 70 % der untersuchten MnPO-Astrocyten
eine deutliche Suppression des durch 2Me-SATP induzierten, intrazellularen Calcium-
signals. Die Tatsache, dass Zn?" unterschiedliche modulatorische Funktionen an P2X;
und P2X;3 bewirkt, ermdglichte es gleichzeitig, eine Beteiligung eines astroglialen P2X;

Rezeptor-Subtyps nahezu auszuschlie3en (Wildmann et al. 1999).
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Wie schon erwéahnt (Kap. 4.1.1), reprasentiert Bz-ATP, basierend auf elektrophysiologi-
schen Studien, einen potenten Agonisten (pECso = 5,2 —5,7) an rekombinant in HEK
293- oder NTW8-Zellen (permanente Zelllinie muriner Mikroglia) exprimierten P2X-
Rezeptoren von Ratte, Mensch und Maus (Surprenant et al. 1996, Rassendren et al.
1997, Chessell et al. 1998, Hibell et al. 2000), kann aber auch mit rekombinant expri-
mierten P2X;-Purinozeptoren interagieren (Bianchi et al. 1999, Neelands et al. 2003).
Die Superfusion der neuroglialen Primarzellkultur des MnPO mit Bz-ATP bewirkte kei-
nerlei Anstieg der Fluoreszenz Ratio in Astrocyten. Die ausgepragte Insensitivitat
sowohl gegeniiber a,fme-ATP als auch Bz-ATP stellt die funktionelle Expression von
P2X; in Astrocyten des MnPO trotz einiger zuvor erwahnter, P2X;-typischer Charakteri-
stika in Frage. Bislang gilt a,me-ATP ausschlief3lich als Agonist an ionotropen Rezep-
toren der Subtypen P2X; bzw. P2Xs. In vergleichbaren Untersuchungen an Astrocyten
des SON, durchgefiihrt an intakten, coronalen Gehirnschnitten juveniler Ratten, konn-
ten intrazellulare Calciumsignale ebenfalls durch ATP und 2Me-SATP, nicht jedoch
a,pme-ATP, Bz-ATP oder Adenosin hervorgerufen werden. PPADS und Rb2 bewirkten
eine signifikante Reduktion der durch ATP induzierten Calciumsignale. Bei nahezu
identischen Reaktionsmustern zu den fir MnPO-Astrocyten erhaltenen Daten wurde
der zugrunde liegende Purinozeptor aufgrund der ebenfalls agonistischen Aktivitat von
ADP der metabotropen Subfamilie der P2Y-Purinozeptoren zugeschrieben (Espaller-
gues et al. 2007). In der Literatur finden sich Hinweise darauf, dass a,fme-ATP auch
selektiv fur einen atypischen, metabotrop purinergen Rezeptor im Colon des Meer-
schweinchens, dem Duodenum der Ratte, sowie in Astrocyten des NAC und des
Cortex der Ratte sein kdnnte (Windscheif et al. 1995, Abbracchio et al. 1999, Franke et
al. 2001b). TNP-ATP als P2X,.4 spezifischer Antagonist wurde in der Studie von Espal-
lergues et al. (2007) nicht getestet.

In Astrocyten des Nucleus accumbens (NAC) des Rattengehirns war der P2X;-Purino-
zeptor auf Proteinebene zunéchst nicht nachweisbar (Franke et al. 2001a). Erst die
gezielte Lasion des NAC, zur Untersuchung der traumatisch bedingten Astrogliose,
bedingte eine ,up“-Regulation der P2X; Expression und somit die Mdglichkeit des
immunhistochemischen Nachweises von P2X;. Die immunhistochemischen Untersu-
chungen in der vorliegenden Arbeit zeigten im MnPO sowie der AV3V-Region adulter
Ratten die Expression von P2X; vor allem assoziiert mit neuronalen Fasern, wahrend
der P2X,-Subtyp in einigen periventrikularen Astrocyten im Bereich des ventralen
MnPO detektiert werden konnte. Umgekehrt zeigten zahlreiche Astrocyten der MnPO-
Priméarkultur Immunreaktivitat fur den P2X;-, nur wenige jedoch fur den P2X,-Rezeptor.

Transformationsprozesse in den Astrocyten induziert durch den Prozess der
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Kultivierung oder modifizierte Epitopverfligbarkeit inklusive (De-)Maskierung der mem-
branstandigen Rezeptoren stellen klassische, nahe liegende Erklarungen dar (Harlow
and Lane 1988).

Im Gegensatz zu ionotropen wurden funktionelle metabotrope, purinerge Rezeptoren in
Astrocyten schon mehrfach nachgewiesen, wie beispielsweise P2Y,, P2Y, und P2Y, in
Astrocyten-reichen Praparaten des Nervus opticus der Ratte sowie Astrocyten des
Cortex und des Hippocampus mittels RT-PCR und/oder immuncyto- und histochemi-
schen sowie mikrospektrofluorimetrischen Untersuchungen (Lenz et al. 1998, James
and Butt 2001, Koizumi et al. 2002, Zhu and Kimelberg 2004) sowie P2Y;, P2Y,,
P2Y.3 und P2Yy, in isolierten Astrocyten des Cerebellum der Ratte mittels RT-PCR
und/oder Immuncytochemie sowie der Ca**-Imaging Technik (Carrasquero et al. 2005).
Uber die Expression metabotroper P2-Rezeptoren in Astrocyten des Hypothalamus ist
bislang wenig bekannt, wie etwa die schon beschriebene Charakterisierung eines
P2Y-Purinozeptors in Astrocyten des SON im Zusammenhang mit regulierter Vaso-
pressin-Freisetzung (Espellargues et al. 2007). Auch die Calcium-Imaging Versuche
aus dieser Arbeit an Astrocyten geben Grund zur Annahme, dass P2Y-Rezeptoren
eine nicht unwesentliche Rolle in Astrocyten des MnPO spielen. In der Versuchsreihe
zur Ermittlung der Calciumquelle fur den durch 2Me-SATP hervorgerufenen Anstieg
der [Ca?'];, musste fiir nahezu 40 % der Astrocyten neben dem Einstrom von Calcium
aus dem Extrazellularraum ein intrazellularer Speicher postuliert werden. Dies repréa-
sentiert unter anderem ein Charakteristikum flr P2Y,461:-Rezeptoren, bei denen
nach Ligandenbindung via Koppelung an Gg11 Proteine die Phospholipase C stimuliert
wird und somit Uber Bildung von IP; eine Mobilisation von Calcium aus dem ER initiiert
wird (Ralevic and Burnstock 1998). Gleichzeitig lie3en sich durch Superfusion von Rb2
(10°® M/L) und gleichzeitiger Applikation von 2Me-SATP (107 M/l) 72 % der untersuch-
ten Astrocyten vollsténdig in ihrer Reaktivitdt gegeniiber 2Me-SATP supprimieren.
Dieser Effekt lieR sich nicht alleinig auf die Blockade von P2X,-Rezeptoren
zurickzufuhren, da nur wenige Astrocyten das fir P2X,-Rezeptoren charakteristische
Reaktionsprofil aufwiesen. Wie schon erwéhnt, stellt Rb2 auch einen potenten
Antagonisten an P2Y;-, P2Y4, P2Ys und P2Y,-Rezeptoren dar (plCso = 4,3 —4,7),
welche z.B. in PC12-Zellen (aus Nebennierentumor der Ratte) oder C6 Gliomazellen
der Ratte (permanente Tumorzelllinien aus Astrocyten) exprimiert werden (Inoue et al.
1991, Nakazawa et al. 1991, Bean 1992, Burnstock 2007b). Lediglich fur den
rekombinant exprimierten P2Y;-Subtyp wurde auch eine hohe Sensitivitat fur die
Aktivierung durch 2Me-SATP (pECso = 8,5 —6,9) beschrieben (Webb et al. 1993,

Ralevic and Burnstock 1998). Zusatzlich zeigen 20 % der untersuchten Astrocyten
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nach Stimulation mit 2Me-SATP ein biphasisches Reaktionsprofil, mdglicherweise
induziert durch gleichzeitige bzw. sequentielle Aktivierung ionotroper (Einstrom von
Calcium aus dem Extrazellularraum durch die lonenkanalpore der P2X-Rezeptoren)
und metabotroper purinerger Rezeptoren (Mobilisierung von Ca?* aus intrazellularen
Speichern). Solch ein Reaktionsprofil mit der zugrunde liegenden Beteiligung intra- und
extrazellularer Calciumresourcen wurde fur eine Primarzellkultur von Astrocyten aus
dem Hippocampus neonataler Ratten demonstriert (Koizumi et al. 2002). Dabei war der
initiale Anstieg der [Ca®*], auf Calciumfreisetzung aus intrazellularen Speichern, die
Plateauphase auf einem Ein-strom extrazelluldarer Calciumionen zurickzufihren.
Demnach scheint fir die Mehrzahl der Astrocyten der MnPO-Primarkultur die
funktionelle Expression von P2X;- und P2Y;-, sowie in geringerem Umfang P2X,-

Purinozeptoren wahrscheinlich.

PPADS in hohen Konzentrationen (10 M/L) induzierte eine 100 % Blockade der durch
2Me-SATP induzierbaren Antwort in MnPO-Astrocyten, was zwar keine Differenzierung
der beteiligten Rezeptor-Subtypen zuldsst, zumindest aber die Aktivierung spannungs-
abhangiger Calciumkandle ausschliel3t, welche ebenfalls in Astrocyten exprimiert
werden (Latour et al. 2003, D'Ascenzo et al. 2004). Adenosinrezeptoren scheinen in
Astrocyten des MnPO eher eine sehr geringe Rolle zu spielen, da die Superfusion mit

NECA lediglich in einem Astrocyt einen Anstieg der Fluoreszenz Ratio induzierte.

4.1.3. Oligodendrocyten

Die Oligodendrocyten (ODs) der MnPO-Primérkultur stellten sich sowohl prozentual,
bezogen auf die Anzahl der getesteten Zellen, als auch hinsichtlich der Amplitude der
generierten intrazellularen Calciumsignale als reaktivste Zellgruppe dar. Auf eine
Stimulation mit 2Me-SATP (10° M/L) reagierten etwa 62 % der analysierten Oligoden-
drocyten, bei 51 % Responsivitat der Astrocyten und 25 % der Neurone. Ahnlich wie
fur Astrocyten diskutiert, deuten die pharmakologischen Untersuchungen auf eine funk-
tionelle Expression sowohl von P2X;- als auch P2X,-Purinozeptoren hin, ohne die
Beteiligung von P2Y-Rezeptoren ausschliel3en zu konnen. Jeweils 45 % der responsi-
ven Oligodendrocyten reagierten auf Stimulation mit 2Me-SATP mit einem fir P2X;-
und P2X;-Rezeptoren charakteristischen Profil (rascher Anstieg der Fluoreszenz Ratio,
die noch wahrend der Superfusionsphase wieder auf den Basiswert abfiel) (Valera et
al. 1994, Bianchi et al. 1999, Burgard et al. 1999). Weitere 45 % wiesen ein biphasi-
sches Antwortverhalten auf, méglicherweise bedingt durch die zusatzliche Aktivierung

metabotroper purinerger Rezeptoren und 10 % zeigten ein Profil, welches auf die
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Expression nicht-desensibilisierender, ionotroper Rezeptoren (P2x,, P2X; und P2Xs)
hindeutete. Wie schon fiir die beiden anderen Zelltypen angedeutet, stellt jedoch die
absolute Insensitivitdt gegeniuiber a,fme-ATP das wichtig-ste Argument gegen eine

Prasenz klassischer P2X;-Purinozeptoren dar.

Die meisten der ohnehin wenigen funktionellen Studien zur Expression purinerger
Rezeptorproteine wurden an OD-spezifischen Vorlauferzellen (Wang et al. 2009) oder
ODs kompakter Faserstrukturen wie Corpus callosum oder Nervus opticus durchge-
fuhrt (James and Butt 2002, Verkhrasky et al. 2009). Fir letzteres Modell wurde
ebenfalls die Expression von P2X; und/oder P2X; diskutiert, basierend auf der agoni-
stischen Aktivitat von a,fme-ATP, wobei in diesen mikrospektrofluorimetrischen Unter-
suchungen ein Anstieg der Fluoreszenz Ratio erst bei einer Applikation von a,fme-
ATP -Konzentration von 10— 102 M/L detektiert werden konnte (James and Buitt
2001, 2002). Die in der vorliegenden Arbeit an MnPO-Oligodendrocyten eingesetzten
Konzentrationen an a,fme-ATP waren 100-1000fach niedriger; somit stellte sich eine
mdogliche Aktivierung von P2X; und/oder P2X; als nhahezu unméglich dar. Wiederum
als Argumente fur eine P2X,;—Expression kdnnen andererseits (1) die leicht supprimie-
rende Wirkung von Zn?* auf die durch 2Me-SATP hervorgerufenen Calciumsignale
sowie der immuncytochemische Nachweis P2X;—markierter ODs in der MnPO-Primar-
kultur herangezogen werden. Aufgrund der Insensitivitat gegeniber Bz-ATP sowie der
Tatsache, dass Zn®* an purinergen Rezeptoren der ODs antagonistische Wirkung ent-
faltete, kann eine funktionelle Expression der Purinozeptor Subtypen P2X; und P2X,
wie schon fir Neurone und Astrocyten, nahezu ausgeschlossen werden. Ebenso
induzierte TNP-ATP schon in niedrigen Konzentrationen eine starke Blockade des
durch 2Me-SATP hervorgerufenen Anstiegs der Fluoreszenz Ratio -ein weiterer

Hinweis auf die mdgliche Expression von P2X; (Virginio et al. 1998).

Die Fachliteratur liefert zahlreiche Hinweise auf eine verstarkte Expression metabo-
troper P2Y-Rezeptoren (vor allem P2Y;) in kultivierten ODs aus dem Cortex und dem
Corpus callosum neonataler Mause, der Retina der Ratte (Kirischuk et al. 1995) sowie
des Nervus opticus der Ratte (Moran-Jimenez and Matute 2000, James and Butt
2001), welche mittels confokaler Mikrospektrofluorimetrie und Einsatz spezifischer
Agonisten und Antagonisten sowie immunhistochemisch nachgewiesen werden konn-
ten. P2Y-Rezeptoren lassen sich ferner wie folgt einteilen: Adenin-Nukleotid (ADP und
ADP) -sensitive Rezeptoren (P2Y1111213), Uracil-Nukleotid (UTP und UDP) -sensitive
Rezeptoren (hP2Y, und P2Y¢), Rezeptoren mit gemischter Sensitivitdt (P2Y, und

rP2Y,) und Rezeptoren, die durch UDP-Glukose und —Galaktose aktiviert werden
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(P2Y1,) (Ralevic and Burnstock 1998, Communi et al. 2001, Abbracchio et al. 2003).
Von diesen Rezeptoren ist fur die Charakterisierung metabotroper purinerger Rezep-
toren in ODs des MnPO der Ratte theoretisch nur P2Y, interessant, da dieser Rezeptor
tber Koppelung an Ggy11 Proteine die Phospholipase C stimuliert, und somit tber Bil-
dung von IP; eine Mobilisation von Calcium aus dem ER initiiert (Ralevic and Burn-
stock 1998), sowie eine hohe Sensitivitdt gegenliber einer Aktivierung durch 2Me-
SATP aufweist, die moglicherweise durch Rb2 inhibiert werden kann (Bean 1992,
Webb et al. 1993, Ralevic and Burnstock 1998). Fir die Expression metabotroper puri-
nerger Rezeptoren (wahrscheinlich P2Y;) spricht das biphasische Reaktionsprofil bei
Stimulation mit 2Me-SATP sowie der hohe Prozentsatz (64 %) selbst bei kurzer Rege-
nerationszeit wiederholt stimulierbarer Oligodendrocyten. Diese Gruppe an ODs
scheint somit P2X, und/oder P2Y; funktionell zu exprimieren. Fir beide Rezeptor-
Subtypen ist im Gegensatz zu P1X; und P2X; keine nennenswerte Desensibilisierung
auf eine wiederholte Applikation eines Agonisten beschrieben (Bean 1992, Webb et al.
1993, Ralevic and Burnstock 1998, Dutton et al. 2000, Ennion and Evans 2001, Khakh
et al. 2001a, North 2002, Wollmann et al. 2005). Andererseits spricht die Tatsache,
dass TNP-ATP (10° M/L) in der Lage war, das durch 2Me-SATP hervorgerufene Cal-
ciumsignal nahezu vollstandig zu unterdriicken, gegen die Expression metabotroper
purinerger Rezeptoren, da eine Sensitivitdt metabotroper Purinozeptoren fir diesen
Antagonisten bislang nicht in der Literatur beschrieben ist. Wie schon flr die Astro-
cyten diskutiert, kann davon ausgegangen werden, dass etwa in den Oligodendro-
cyten exprimierte, Membran-intrinsische Calciumkanéle (Blankenfeld et al. 1992,
Agrawal et al. 2000, Chen et al. 2000b) nicht an der Agonist-induzierten Erhéhung der
[Ca®'];, beteiligt waren, da auch der generelle P2-Rezeptor Antagonist PPADS in

hdheren Konzentrationen wirksam war.

Vergleichbare Calciumsignale bei wiederholter Stimulation in Oligodendrocyten der
MnPO-Primarkultur kdnnten neben der Beteiligung von P2Y; Rezeptoren auch P2X,,
P2X,4 oder P2Xs vermittelt sein (Bo et al. 1995, Buell et al. 1996, Ding and Sachs 1999,
Haines et al. 1999). Dabei stellte P2Xs auf mRNA Ebene im MnPO neonataler Ratten
den am niedrigsten exprimierten Rezeptor-Subtyp dar; zudem lassen sich die starken
Calciumsignale bei Superfusion mit 2Me-SATP nicht mit den flr P2Xs Aktivierung in
elektrophysiologischen Studien beschriebenen schwachen Calciumstrémen in Einklang
bringen (Garcia-Guzman et al. 1996, Haines et al. 1999). Die geringe Sensitivitat von
P2X, gegenlber einer Aktivierung durch 2Me-SATP sowie einer Blockade durch
PPADS spricht ebenfalls nicht flr eine Expression dieses Subtyps in ODs des MnPO
(Blankenfeld et al. 1992, Buell et al. 1996, Soto et al. 1996, Garcia-Guzman et al. 1997,
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Agrawal et al. 2000, Chen et al. 2000b, Jones et al. 2000). Die Sensitivitdt der ODs
gegeniiber einer Blockade des Anstiegs der [Ca®*];, durch Rb2 auf eine Applikation von
2Me-SATP hingegen liefert einen weiteren Hinweis fir die Existenz des P2X-
Rezeptor-Subtyps, wobei jedoch schon erwahnte Kreuzreaktivitat von RDb2 mit

metabotropen purinergen Rezeptoren zu bertucksichtigen ist.

P1 Purinozeptoren mit Adenosin als endogenem Liganden konnten lediglich fir einen
Oligodendrocyt in der MnPO-Primérkultur nachgewiesen werden. Adenosinrezeptoren
scheinen hauptsachlich in unreifen OD-Vorlauferzellen exprimiert zu werden, wo sie an
den physiologischen Prozessen der Migration, Proliferation und Differenzierung betei-
ligt sind (Othman et al. 2003, Agresti et al. 2005), und werden in reifen ODs herunter-
reguliert (Stevens et al. 2002, Butt 2006). Fir die immuncytochemische Identifizierung
der ODs aus den mikrospektrofluorimetrischen Untersuchungen wurde ein Antikdrper
gewahlt, der gegen die cyclische Nukleotidphosphodiesterase (CNPase) gerichtet ist.
Diese Enzym wird jedoch ausschlielich in reifen ODs exprimiert (Polito and Reynolds
2005, Butt 2006).

4.2 Purinerge Rezeptoren immunkompetenter Zellen des
MnPO im Zusammenhang mit der Freisetzung proin-

flammatorischer Zytokine

In einer priméren Zellkultur neonataler Mikrogliazellen, isoliert aus dem Gesamthirn der
Ratte, konnte gezeigt werden, dass deren purinerge Stimulation (ATP) eine vermehrte
Expression von TNF-a mRNA und nachfolgende Freisetzung von bioaktivem TNF-a zu
induzieren vermochte (Hide et al. 2000, Suzuki et al. 2004). Gleiches gilt fur die
Abgabe von IL-6 aus murinen MG5-Zellen in den Zellkulturiiberstand nach Stimulation
mit ATP (Shigemoto-Mogami et al. 2001). Die zeit- und konzentrationsabhangige
Freisetzung von TNF-a und IL-6 aufgrund einer Inkubation mit ATP konnte in dieser
Arbeit erstmals demonstriert werden und ist aufgrund der Tatsache, dass die POA und
der MnPO zentrale Regionen der Thermoregulation darstellen, mdglicherweise von
signifikanter Bedeutung fur die Rolle von ATP als Neuromodulator fur die Freisetzung
proinflammatorischer Zytokine im Rahmen der zentralen Fiebergenese. Die ermittelten
Zytokinkonzentrationen im Uberstand unstimulierter Zellen des MnPO reprasentieren
wahrscheinlich eine durch die Kultivierung bedingte, marginale Aktivierung der produ-
zierenden Zellen, im wesentlichen der Mikrogliazellen. Daher lassen sich gréRere Kol-

lektive an ,ruhenden“ Mikrogliazellen in vitro weder in Kultur noch im Gehirnschnitt
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untersuchen (Farber and Kettenmann 2006). Die zeitabhangige Stimulation der MnPO-
angereicherten Primarkultur mit ATP bewirkte die maximale Freisetzung an TNF-a
nach sechs Std, wohingegen die IL-6-Werte erst nach 12 Std Maximalwerte erreichten.
Diese zeitversetzte Abgabe korreliert mit den in der Literatur vorhandenen Daten (Hide
et al. 2000, Shigemoto-Mogami et al. 2001). Diese Sequenz unterstitzt die Hypothese,
dass ATP die Abgabe von IL-6 sekundar, infolge der Freisetzung von TNF-a und IL-13
induziert, was sowohl in Untersuchungen an primaren Astrocyten-Kulturen neonataler
Ratten als auch humanen Fibroblasten demonstriert werden konnte (Zhang et al. 1990,
Norris et al. 1994). Dennoch gelang es bislang nicht, diesen Zusammenhang auf eine
reine Mikrogliazellkultur zu tbertragen. Die Inkubation von Mikroglia, isoliert aus dem
Gehirn neonataler Mause, mit TNF-a fuhrte nicht zu einer Freisetzung von IL-6, fur
eine reine Astrocyten-Kultur hingegen gelang der Nachweis (Sawada et al. 1992). Wei-
terhin konnte die Freisetzung von IL-1f als potentem Induktor fiir die Transkription des
IL-6 Gens durch Applikation von ATP (102 M/L) in MG5-Zellen nicht induziert werden
(Lee et al. 2003; Inoue 2002). Dies lasst auf eine Interaktion von Astrocyten und Mikro-
glia der MnPO-Primarkultur bei der Freisetzung proinflammatorischer Zytokine nach
Applikation von ATP schlielBen. Wahrscheinlich wird TNF-a primér aus Mikroglia freige-
setzt und induziert sekundar die IL-6 Freisetzung aus Astrocyten. Diese Hypothese
wird dadurch gestitzt, dass ATP per se die Freisetzung von TNF-a aus cortikalen
Astrocyten neonataler Ratten nicht induzieren konnte (Kucher and Neary 2005).
Daruiber hinaus konnte in einer neuroglialen Priméarkultur der Area postrema neonataler
Ratten demonstriert werden, dass membrangebundener TNF-a nach Stimulation mit
LPS immuncytochemisch im perinuklearen Golgi-Apparat lediglich der Mikrogliazellen
nachgewiesen wurde (Wuchert et al. 2008).

Die durch ATP induzierte Freisetzung von TNF-a und IL-6 in der neuroglialen Priméar-
zellkultur des MnPO wirft einmal mehr die Frage nach den beteiligten Rezeptor-Sub-
typen auf. Eine detaillierte, mikrospektrofluorimetrische Untersuchung von Mikroglia
der primaren MnPO-Zellkultur zur pharmakologischen Rezeptorcharakterisierung war
nicht moéglich, da aus bislang unbekannten Grinden Fura-2 AM als Calciumchelator
nicht von Mikrogliazellen des MnPO aufgenommen wurde, bzw. keine intrazellulare
Esterspaltung stattfand. Dieses Phanomen ist flr Mikroglia anderer Gehirnregionen in
der Literatur beschrieben (Farber and Kettenmann 2006). Im folgenden soll der Zusam-
menhang zwischen der Freisetzung von TNF-a und IL-6 aufgrund einer Stimulation mit
LPS, sowie der Attenuierung der LPS-induzierten Zytokinsekretion durch P2-Antago-
nisten (PPADS und TNP-ATP) unter Berlcksichtigung der beteiligten Rezeptor-

Subtypen diskutiert werden.
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LPS als Bestandteil der Zellwand Gram-negativer Bakterien reprasentiert das am
besten charakterisierte ,Pathogen-assoziierte molekulare Muster* zur experimentellen
Auslésung von Fieber und zum Einsatz in Entzindungsmodellen. In vivo bindet LPS an
ein Akute-Phase Protein (LPS-Bindungsprotein; LPB) (Tobias et al. 1986, Raetz et al.
1991), und der so entstandene Komplex interagiert mit einem Membran-gebundenen
Rezeptor (cluster of differentiation 14; CD14) (Wright 1999) immunkompetenter Ziel-
zellen. Das Fehlen einer transmembranalen Signaldoméane wird durch das Vorhanden-
sein des Toll-like Rezeptors 4 (TLR4) kompensiert. Wichtig fur die Interaktion von LPS
mit TLR4 ist die Strukturkomponente des Lipids A, welches den reaktiven Teil des LPS
darstellt (Rietschel et al. 1994, Miller et al. 2005). Bindung von LPS und CD14 an TLR4
induziert die Rekrutierung eines zytosolischen Adapterproteins (Produkt des myeloid
differentiation primary response gene 88); MyD88) und initiiert so Uber eine nachge-
schaltete, hochkomplexe Signalkaskade welche u.a. die Aktivierung der IL-1-receptor
associated kinase (IRAK) und deren Assoziation mit TNF receptor-associated factor-6
(TRAF) die Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-kB induziert, wodurch letztendlich

u.a. IL-1pB und TNF-a vermehrt synthetisiert werden.

Sowohl TLR4 als auch CD14 werden konstitutiv im Gehirn exprimiert, vor allem in
Mikrogliazellen der CVOs, Zellen des Plexus chorioideus und den Leptomeningen
(Becher et al. 1996, Nadeau and Rivest 2000, Laflamme and Rivest 2001, Bsibsi et al.
2002, Lehnardt et al. 2002, 2003, Rivest 2003, Chakravarty and Herkenham 2005). Ob
TLR4 auch in der POA und dem MnPO exprimiert wird, ist bislang nicht bekannt (Conti
et al. 2004). Aus den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit lassen sich Hinweise auf die
Expression von TLR4 in Zellen der MnPO-Primérkultur ableiten, da LPS eine markante
Freisetzung proinflammatorischer Zytokine wie TNF-a und IL-6 induzierte. Bei einer
Ubertragung auf in vivo Verhaltnisse stellt sich dabei das Problem der endothelialen
Blut-Hirn Schranke (BHS) als Barriere fur LPS (Meister and Hakansson 2001). Peri-
pher von aktivierten Makrophagen im Rahmen einer Entziindungsreaktion gebildeter
TNF-a kénnte zu einer Permeabilisierung der BHS filhren und so sekundar den Uber-
tritt von LPS aus der Zirkulation in den MnPO ermdéglichen. In vitro konnte gezeigt wer-
den, dass TNF-a Uber die Bildung von PGE, eine Veranderung des Zytoskeletts von
primaren, mikrovaskuldren Endothelzellen im ZNS induzierte (Mark et al. 2001). Auch
die passive Diffusion von LPS Uber die BHS im Zustand einer schweren Endotoxamie

wird diskutiert, ist jedoch bislang nicht belegt (Rivest 2003).
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In den experimentellen Untersuchungen dieser Arbeit lies sich die durch LPS induzierte
Freisetzung proinflammatorischer Zytokine durch PPADS, vor allem aber TNP-ATP
attenuieren, wobei sich TNP-ATP als der potentere Inhibitor erwies. Die Interaktion von
LPS mit dem purinergen System kénnte wie folgt erklart werden. LPS ist nicht nur in
der Lage, Uber den oben beschriebenen Signalweg die Zytokinfreisetzung zu forcieren,
sondern bewirkt in vitro zusatzlich eine Freisetzung von ATP, wie flr die permanente
Makrophagenzelllinie raw 264.7 mithilfe eines Luciferin-Luciferase Assays gemessen
(Sperlagh et al. 1998b). Auch die vermehrte Expression purinerger Rezeptoren (v.a.
P2X,) in priméaren Mikrogliazellen aus dem Gehirn neonataler Ratten nach Inkubation
mit LPS ist in der Literatur beschrieben (Guo et al. 2006). Dies fiihrt zu der Hypothese,
dass die Inkubation der primaren Zellkultur aus dem MnPO neonataler Ratten mit LPS
sowohl zu einer Freisetzung von ATP als auch zu einer vermehrten Expression
purinerger Rezeptoren in Mikrogliazellen des MnPO fiihrte. Die partielle Reduktion der
LPS-induzierten Zytokinfreisetzung durch PPADS oder TNP-ATP verdeutlicht, dass
das durch LPS freigesetzte ATP per se in der Lage war, die Sekretion von TNF-a und

nachfolgend IL-6 den Uberstand der primaren Zellkultur zu forcieren.

Immuncytochemisch konnte der P2X,-Purinozeptor eindeutig in perivasculdren Mikro-
gliazellen im Gehirnschnitt sowie ED-1 immunpositiven Mikrogliazellen der Primarkultur
lokalisiert werden. P2X, stellte zudem nach P2X, den am starksten auf mRNA Ebene
exprimierten ionotropen Rezeptor-Subtyp im Bereich des MnPO dar. Wie schon darge-
stellt, konnten funktionelle mikrospektrofluorimetrische Untersuchungen an den Mikro-
gliazellen nicht durchgefuhrt werden. Aufgrund der Insensitivitdit des P2X,-Purino-
zeptors der Ratte gegenuber einer Stimulation mit 2Me-SATP (pECs, ca. 4) und einer
Blockade durch PPADS (pICso > 4) gilt die mogliche Expression des P2X, in Neuronen,
Astrocyten oder Oligodendrocyten der MnPO-Priméarkultur als unwahrscheinlich (Buell
et al. 1996, Soto et al. 1996, Garcia-Guzman et al. 1997, Jones et al. 2000, Tsuda et
al. 2003). Daher liegt die Vermutung nahe, dass sich die Expression des P2X, auf
Mikroglia des MnPO beschréankte.

Dennoch scheint P2X, nicht der alleinige, fur die durch ATP initiierte Freisetzung proin-
flammatorischer Zytokine verantwortliche Rezeptor-Subtyp gewesen zu sein, wie durch
die partielle, wenn auch statistisch nicht signifikante, Hemmung der durch LPS hervor-
gerufenen Sekretion durch PPADS angedeutet, welches nur geringe Affinitat fir den
P2X4-Rezeptor-Subtyp aufweist. Nach P2X, zeigte sich P2X; im MnPO neonataler
Ratten auf mMRNA Ebene markant exprimiert. Nach Ausschluss signifikanter Expression

funktioneller P2X;-Purinozeptoren fur Neurone (Kap. 4.1.1), Astrocyten (Kap. 4.1.2)
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und Oligodendrocyten (Kap. 4.1.3) musste die molekularbiologisch nachgewiesene
P2X; Expression in erster Linie mikroglialen Ursprungs gewesen sein. Die ausgepréagte
Biosynthese des P2X; -Rezeptor-Subtyps in Mikrogliazellen des Rattengehirns wurde
auch von Inoue (2006) beschrieben. PPADS weist fur diesen Rezeptor-Subtyp eine
moderate (plCso = 4,5), TNP-ATP eine hohere Affinitdt auf (Surprenant et al. 1996;
Virginio et al. 1998, Tsuda et al. 2003, Inoue 2006). In der in der vorliegenden Arbeit
eingesetzten Konzentration blockierte TNP-ATP sowohl P2X;,- als auch P2X;-Rezepto-

ren.

Die geringfugige sekretagoge Wirkung der beiden P2X-Rezeptor Antagonisten PPADS
und TNP-ATP per se beziglich der beiden proinflammatorischen Zytokine kénnte
analog zu Befunden von Hide et al. (2000) fur den P2X; spezifischen Antagonisten
OATP auf einer teilweisen Degranulation des jeweiligen Inhibitors wahrend der langen
Inkubationszeit von insgesamt zwei Std zurlickzuflhren gewesen sein. Zumindest fur

TNP-ATP als Trinitrophenyl-Derivat des ATP konnte dies zutreffen.

Um den Bezug zur in vivo Situation wahrend eines infektiosen oder inflammatorischen
Geschehens herzustellen, kann man sich vorstellen, dass ATP durch die intracerebrale
Freisetzung proinflammatorischer Zytokine eine bedeutende Rolle im Rahmen der
Fiebergenese spielt. Die Zytokline wirken parakrin auf thermosensitive Neurone der
POA, wodurch eine Abnahme der Aktivitit warmsensitiver- und Zunahme der
Impulsfrequenz kaltsensitiver Neurone induziert wird, wie in vitro fur TNF und IL-6 an
Gehirnschnitten von Ratten und Meerschweinchen gezeigt werden konnte (Nakashima
et al. 1991, Xin and Blatteis 1992). Diese Effekte konnten durch Einsatz von Inhibitoren
der Cyclooxygenase supprimiert werden, wodurch der Zusammenhang zwischen proin-
flammatorischen Zytokinen und der durch diese induzierten Freisetzung von PGE; als
finalem Mediator der Fiebergenese und somit Induktor der hypothalamischen Soll-Wert
Verstellung der Korpertemperatur verdeutlicht wird. Trotz der in dieser Arbeit
gewonnenen Erkenntnisse in vitro bleibt die Frage weiterhin bestehen, ob nun ATP in
vivo aktiv an der Fiebergenese beteiligt ist. In Kap. 1.6.3 der Einleitung wurde diese
kontroverse Diskussion bereits erlautert. Mdglicherweise hat ATP, abhangig von der
freigesetzten Konzentration und dem Zeitintervall, sowie den beteiligten Rezeptorsub-
und Zelltypen bifunktionale Effekte. Die Tatsache, dass Ektonukleotidasen im ZNS eine
starke Expression aufweisen (Smith and Kirley 1998, Braun et al. 2000, 2003, Braun
and Zimmermann 2001, Shukla et al. 2005, Vorhoff et al. 2005) und somit méglicher-
weise auch metabotrope P2- und P1-Rezeptoren funktionell und (patho-)physiologisch

eine Rolle spielen, erschwert die Aufklarung zusatzlich. Die Konzentrations-Abhangig-
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keit konnte bereits fur eine primare cortikale Astrocytenkultur der Ratte demonstriert
werden. Hohe Konzentrationen an ATP (10° M/L) in Gegenwart von LPS attenuierten
die Freisetzung von TNF-a, wohingegen niedrigere ATP-Konzentrationen (10 — 107
M/L) die durch LPS induzierbare TNF-a Sekretion potenzierten. ATP per se war wie
schon erwahnt ineffektiv (Kucher and Neary 2005). Die Autoren postulieren, dass
Astrocyten den Schweregrad der Inflammation oder des Traumas Uber die freigesetzte
ATP-Konzentration perzipieren kdénnen, und Uber die jeweils beteiligten purinergen

Rezeptor-Subtypen inflammatorische oder antiinflammatorische Funktion austiben.

4.3. Ausblick

Die Daten dieser Arbeit liefern erste Hinweise flir die Expression purinerger Rezep-
toren in Neuronen, Astrocyten, Oligodendrocyten und Mikroglia im MnPO. Diese Er-
gebnisse qilt es in weiteren Studien zu vervollstandigen. Beispielsweise nimmt der pH-
Wert der extrazellularen Losung einen entscheidenden Einfluss auf die Aktivierung ver-
schiedener Purinozeptor-Subtypen. Die gesteigerte Antwort auf ATP nach Azidifizie-
rung des homomeren P2X,-Rezeptors ist einzigartig (King et al. 1996, Stoop et al.
1997), wohingegen ein saurer pH-Wert die Aktivitat homomerer P2X;3457; hemmt
(Michel et al. 1999, Wildman et al. 1999, 2002, Gever et al. 2006, Samways and Egan
2007). Um die Expression von P2X, in Neuronen, Astrocyten und Oligodendrocyten
vollstandig auszuschlieen, missten Versuche zur modulatorischen Funktion von Iver-
mectin durchgefiihrt werden, welches die durch ATP induzierten Stréme an P2X, po-
tenziert (Priel and Silberberg 2004, Lalo et al. 2007). Um die Existenz von P2X; in
Mikrogliazellen des MnPO letztendlich klaren zu konnen, misste der gewéhlte
Versuchsansatz zur TNF-a und IL-6 Freisetzung mit P2X; spezifischen Agonisten (Bz-
ATP) bzw. LPS plus Antagonisten (BBG) wiederholt werden (Suzuki et al. 2004).

Etwa 90 % der in der Literatur vorhandenen Daten beziehen sich auf Untersuchungen
mittels patch-clamp Technik. Die Verifizierung der in dieser Arbeit gewonnenen
Erkenntnisse durch erganzende elektrophysiologische Untersuchungstechniken ware
eine weitere Moglichkeit zur Differenzierung einzelner Rezeptor-Subtypen im MnPO
der Ratte. Gleichzeitig bieten single-cell RT-PCR Analysen einen guten methodischen
Ansatzpunkt, um die Expression ionotroper purinerger Rezeptoren auf Einzelzellniveau
genauer zu charakterisieren. Die Coexistenz ionotroper und metabotroper purinerger
Rezeptoren in Astrocyten und Oligodendrozyten ist in dieser Arbeit indiziert worden.
Eine eindeutige Charakterisierung von P2Y-Rezeptor-Subtypen wurde jedoch nicht

durchgefihrt. Um das oft postulierte Vorkommen von P2Y; zu untermauern, missten
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Studien mit spezifischen P2Y-Rezeptor Antagonisten wie MRS 2279 (King 2002,

Jacobson et al. 2004) durchgefiihrt werden.

Nach Abschluss einer molekularbiologischen und pharmakologischen Charakteri-
sierung purinerger Rezeptoren in vitro waren spezifische in vivo Versuche notwendig,
um die funktionelle Bedeutung purinerger Rezeptoren im MnPO genau zu untersuchen.
Denkbar waren beispielsweise telemetrische Versuchsansatze mit lokal intracerebraler
Applikation spezifischer Agonisten oder Antagonisten im Bereich des MnPO per
Mikrodialyse oder die Mikroinjektion von antisense Oligodeoxynukleotiden bzw. siRNA
zur lokalen Ausschaltung der Transkription oder Translation der fur spezifische Rezep-
tor-Subtypen kodierenden mRNAs. Dadurch sollte es méglich sein, die Bedeutung des
purinergen Systems auf der Ebene des MnPO fir die Regulation der Kérperkerntem-
peratur, des Schlaf-/Wachverhaltens, der Nahrungsaufnahme sowie der Kérperflissig-
keits-Homoostase zu untersuchen. Weitere Ansatzpunkte waren die gezielte Manipu-
lation dieser autonomen Regelkreise (beispielsweise durch Injektion von Pyrogenen,
Futter-, Wasser- oder Schlafdeprivation) und anschlieRende molekular- oder zellbiolo-
gische Untersuchungen des MnPO auf eine vermehrte oder verminderte Expression

einzelner Purinozeptor-Subtypen.
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. Zusammenfassung

Der Hypothalamus stellt eine reziprok mit dem Limbischen System sowie zahlreichen
pontinen und medullaren Kerngebieten vernetzte, phylogenetisch archaische Kompo-
nente des Diencephalon dar und gilt als dem vegetativen Nervensystem lbergeord-
netes primares Regelzentrum fir die Homo6ostase wichtiger Korperfunktionen. Als
Bestandteil der den anterioren Hypothalamus rostral begrenzenden Lamina terminalis
spielt der Nucleus medianus praeopticus (MnPO) eine vorrangige Rolle bei der Integra-
tion afferenter Signale bezlglich der Konstanthaltung von Kérperkerntemperatur und
Salz- und Wasserhaushalt der extrazellularen Korperflissigkeit. Zudem ist er integraler
Bestandteil der Regulation des Schlaf-/Wachverhaltens und in geringerem Mal3e auch
an der Steuerung der Nahrungsaufnahme beteiligt.

Zahlreiche Studien deuten daraufhin, dass ionotrope (P2X) und metabotrope (P1 und
P2Y) sog. purinerge Rezeptoren (= Purinozeptoren) mit ATP, ADP, UTP und/oder
Adenosin als endogenen Liganden auf der neuroanatomischen Stufe des Hypothala-
mus eine wesentliche Rolle als Transmitter bei der schnellen Neurotransmission im
Rahmen dieser autonomen, neuronalen Regelkreise spielen. Die funktionelle Expres-
sion purinerger Rezeptoren im Bereich des MnPO st in der Literatur bislang nicht
beschrieben; daher erfolgte in der vorliegenden experimentellen Arbeit eine detaillierte
pharmakologische, molekularbiologische sowie immunhisto- und immuncytochemische

Charakterisierung ionotroper Purinozeptoren im MnPO.

(1) Hinsichtlich der Expression verschiedener Purinozeptor-Subtypen der P2X-Familie
(P2Xy — P2X7) im Bereich des MnPO konnten mittels QRT-PCR geringflgige
ontogenetische Unterschiede zwischen neonatalen und adulten Tieren demonstriert
werden. So ergab die quantitative Analyse, dass fiir das MnPO-Parenchym neona-
taler Ratten vor allem die mRNAs fir P2X, und P2X,, gefolgt von P2X; und P2Xs,
vorrangig nachweisbar waren, bei marginaler Expression der Subtypen P2X; und
P2Xs. Im MnPO adulter Tiere hingegen zeigte P2X,, gefolgt von P2X; und P2X3, die
hochsten Expressionsraten.

(2) Immunhistochemisch konnte in coronalen Gehirnschnitten transkardial perfusions-
fixierter, adulter Ratten die Expression der Purinozeptor-Subtypen P2X; und P2X,
in Neuronen, teilweise auch Astrocyten des MnPO, sowie P2X, in perivascularen
Mikrogliazellen detektiert werden. Der Zelltyp-spezifische Nachweis fur die Expres-
sion spezifischer P2X-Purinozeptor-Subtypen wurde zudem durch die Etablierung
einer MnPO-Primarkultur aus Gehirnen neonataler Ratten durch immuncytochemi-

sche Mehrfachmarkierungen ermdglicht. P2X;-Purinozeptoren wurden von zahlrei-
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chen MnPO-spezifischen Neuronen, Astrocyten sowie Oligodendrocyten, nicht

jedoch Mikrogliazellen exprimiert, wohingegen der P2X,-Rezeptor-Subtyp vorrangig

in Neuronen sowie vereinzelten Astrocyten nachweisbar war. Der P2X,-Purinozep-
tor wurde ausschlief3lich in Mikrogliazellen immuncytochemisch nachgewiesen.

(3) In pharmakologischen Studien an Neuronen, Astrocyten und Oligodendrocyten der
etablierten MnPO-Priméarkultur, welche fur die kontinuierliche Analyse der intrazel-
lularen Calciumkonzentration ([Ca2+]iz) mit dem Calciumchelator Fura-2 beladen
wurden, wurde durch den Einsatz unterschiedlicher, oft Rezeptor-Subtyp spezifi-
scher Agonisten und Antagonisten das Profil ionotroper purinerger Rezeptoren auf
Einzelzellniveau mikrospektrofluorimetrisch charakterisiert. Mikrogliazellen mufR3ten
aufgrund marginaler zellularer Fura-2 AM Aufnahme von der Studie ausgeschlos-
sen werden. Als wichtigster, genereller Agonist fir die Aktivierung eines Calcium-
stromes durch alle P2X-Purinozeptoren wurde neben ATP das 2Me-SATP-Analog
in Superfusions-Stimulationsexperimenten eingesetzt.

(a) Neurone der MnPO-Primarkultur zeigten bei Superfusions-Stimulation mit 2Me-
SATP (10°® - 10° M/L) hinsichtlich der [Ca®*"];, keine klare Dosis-Wirkungs-Bezie-
hung, welche bei Astrocyten und Oligodendrocyten eindeutig nachweisbar war.
Waéhrend fir Neurone und Oligodendrocyten der Agonist-induzierte Calcium-
strom vollstandig von extrazellular erfolgte, muss fur Astrocyten die zuséatzliche
Beteiligung intrazellularer Speicher angenommen werden.

(b) Die meisten Neurone der MnPO-Primarkultur demonstrierten einen raschen
Anstieg der Agonist-induzierten Calciumsignale ohne Desensibilisierungs-Effek-
te, sowie den Nachweis einer Erhéhung der [Ca*"], ohne Dekrement bei repeti-
tiver, aquimolarer 2Me-SATP Stimulation mit selbst kurzen Zeitintervallen. In
vielen Zellen der Neuroglia hingegen konnte schon wéahrend der Superfusions-
Stimulation eine Densensibilisierung der entsprechenden Purinozeptoren ver-
zeichnet werden. Dariliber hinaus konnte die Responsivitdt gegentber repetiti-
ver Stimulation durch eine Verlangerung der Zeitintervalle zwischen aufeinander
folgenden Agonist-Applikationen fir Astrocyten und Oligodendrocyten positiv
beeinflusst werden.

(c) In keiner der drei Zellgruppen der MnPO-Priméarkultur konnte durch P2X,/P2X;
-spezifische (apme-ATP), P2X;-spezifische (Bz-ATP) sowie Adenosinrezeptor-
spezifische (NECA, CCPA) Agonisten ein intrazellulares Calciumsignal ausge-
I6st werden.

(d) In Gegenwart zweiwertiger Zn**-lonen (10° M/L) als allosterische Modulatoren
erfolgte eine Potenzierung des durch 2Me-SATP induzierten Calciumstroms bei

Neuronen, sowie eine partielle Hemmung der [Ca?'];, bei Astrocyten und einge-
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schrankt auch Oligodendrocyten. Alle drei Zelltypen der MnPO-Priméarkultur wie-
sen eine Hemmung der Agonist-induzierten intrazellularen Calciumsignale
durch die Purinozeptor Antagonisten mit folgender Potenz-Hierarchie auf: RB2 >
TNP-ATP = PPADS.

(4) Proinflammatorische Zytokine wie TNF-a oder IL-6 werden in erster Linie von
Mikroglioazellen und/oder Astrocyten exprimiert. Die Inkubation der MNnPO-Primar-
kulturen mit ATP oder 2Me-SATP induzierte sowohl zeit- als auch konzentrations-
abhangig eine Freisetzung der proinflammatorischen Zytokine TNF-a und IL-6 ins
Kulturmedium, wie durch Zytokin-spezifische Bioassays ermittelt. Darliber hinaus
konnte die durch bakterielles Lipopolysaccharid (LPS) stimulierte Zytokinsekretion
in Gegenwart der Purinozeptor Antagonisten PPADS oder TNP-ATP partiell unter-
druckt werden.

(5) Fur Neurone des MnPO der Ratte kann aufgrund der durch QRT-PCR sowie
Immunhisto- und —cytochemie ermittelten Expressionsmuster purinerger Rezeptor-
Subtypen, sowie der detaillierten Charakterisierung der exprimierten Purinozep-
toren die Pravalenz eines funktionellen P2X,-Rezeptors postuliert werden. Zellen
der Neuroglia kénnten neben dem P2X,-Rezeptor Purinozeptoren mit P2X;-ahnli-
cher Charakteristik sowie metabotrope purinerge Rezeptoren wie etwa P2Y; funk-
tionell exprimieren. An Mikrogliazellen des MnPO schliel3lich vermag endogenes
ATP, P2X,-Purinozeptor vermittelt, proinflammatorische Zytokine wie TNF-a oder

IL-6 freizusetzen.
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S. Summary

The hypothalamus represents a phylogenetically archaic component of the dienceph-
alon, which is reciprocally interconnected with the Limbic system as well as numerous
pontine and medullary nuclei. Functionally it acts as the main supraspinal headmaster
to control and regulate the autonomic nervous system with the aim to maintain homeo-
stasis of important body functions. As an integral component of the lamina terminalis
bordering the anterior hypothalamus, the median preoptic nucleus (MnPO) plays an
eminent role in integrating afferent signal information important for the maintenance of
body core temperature and extracellular fluid homeostasis. In addition, the MnPO
contributes to the regulation of the wake-sleep cycle and is at least partially involved in

the complex hypothalamic network controlling food intake.

Numerous studies strongly indicate, that ionotropic (P2X) and metabotropic (P1 and
P2Y) purinergic receptors (= purinoceptors), using ATP, ADP, UTP or adenosine as
endogenous ligands, play a significant role as transmitters for fast neurotransmission at
the level of hypothalamic nuclei involved within the above mentioned autonomic
circuitries. Functional expression of purinergic receptors within the MnPO has not been
demonstrated yet. Therefore the thesis presented dealt with the detailed pharmaco-
logical, molecular biological and immunocytochemical characterization of ionotropic

purinoceptors of MnPO origin.

(1) With regard to the expression of various purinoceptor subtypes of the P2X family
within the MnPO, quantitative RT-PCR analysis revealed minor differences between
the expression patterns derived from MnPO tissues of neonatal versus adult ani-
mals. The MnPO parenchyma of neonatal rats primarily contained mRNAs coding
for P2X, and P2X,, followed by P2X; and P2Xs, with marginal expression of the
subtypes P2X3; and P2Xs. Within the MnPO of adult rats, on the other hand, P2X4,
followed by P2X; andP2X; showed the highest expression rates.

(2) Employing immunohistochemistry on coronal sections derived from transcardially
perfusion-fixed adult rat brains, P2X; and P2X, could be detected in neurons, and
to a limited extent also astrocytes of the MnPO, as well as P2X, in perivascular
microglial cells. Cell type —specific proofs for the expression of certain P2X purino-
ceptor subtypes was made possible by the establishment of a MnPO primary
culture system from neonatal rat brains. The P2X; receptor proved to be expressed
by numerous MnPO-intrinsic neurons, astrocytes as well as oligodendrocytes, but

not by microglial cells. The P2X, receptor subtype, on the other hand, was primarily
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expressed in neurons, and a few astrocytes. The P2X, receptor subtype could
exclusively be demonstrated in microglial cells of the MnPO primary culture system.
(3) In detailed pharmacological studies performed on neurons, astrocytes and oligo-
dendrocytes of the established MnPO primary culture, after the cells being loaded
with the calcium sensitive fluorescence dye Fura-2 to be able to continuously follow
intracellular calcium signalling upon purinergic stimulation, the expression profile of
various purinoceptor subtypes was investigated. Subtype-specific agonists and
antagonists were employed for the microspectrofluorimetric analysis of intracellular
calcium concentration ([Ca?'],). Due to only marginal uptake of the Fura-2 into the
cytosol, microglial cells had to be excluded from analysis. As the prime agonist for
the activation of calcium currents, the ATP analogue 2Me-SATP was employed in
addition to the endogenous ligand ATP in superfusion stimulation experiments.

(a) Neurons of the MnPO primary culture did not show a clear-cut dose-response
relationship with regard to the rise in [Ca®'];, evoked by superfusion stimulation
with 2Me-SATP (10 — 10°® M/L), whereas astrocytes and oligodendrocytes did.
With regard to neurons and oligodendrocytes, the rise in intracellular calcium
proved to be exclusively due to influx of extracellular calcium, whereas an
additional intracellular calcium store must be taken into consideration for the
signalling in astrocytes.

(b) Most of the MnPO neurons demonstrated a fast rise in [Ca®'];, without sigs of
desensitization due to stimulation with the agonist 2Me-SATP. In addition,
repetitive equimolar stimulations even with short time intervals did now reveal
decrement. For numerous neuroglial cells, however, desensitization developed
already during ongoing agonist superfusion stimulation. Responsiveness to
repetitive stimulations could be influenced in a positive sensem when time
intervals between single stimuli were enlarged.

(c) In none of the three cell groups of the MnPO primary culture system, P2X;-
receptor specific (a,fme-ATP), P2Xs-receptor specific (Bz-ATP) or adenosine
receptor specific (NECA, CCPA) agonists were able to elicit intracellular calcium
signalling.

(d) In the presence of two-valent Zn?* ions (10° M/L), acting as an allosteric
modulator of receptor-ligand binding, calcium currents induced by the agonist
2Me-SATP proved to be potentiated for neurons, but inhibited for neuroglial
cells such as astrocytes and oligodendrocytes. All three cell types showed
marked inhibition of agonist induced calcium signaliung in the presence of
purinoceptor antagonists with a hierarchy of potencies as follows: RB2 > TNP-
ATP > PPADS,
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(4) Proinflammatory cytokines such as TNF-a or IL-6 are primarily biosynthesized by
astrocytes and microglial cells. Incubation of MNnPO primary culture dishs with ATP
or 2Me-SATP induced time as well as concentration dependent release of both
proinflammatory cytokines, TNF-a and IL-6, into the supernatant, as determined by
cytokine-specific bioassay systems. Furthermore, cytokine release stimulated by
bacterial lipopolysaccharide (LPS) could partially be suppressed by the
purinoceptor antagonists PPADS and TNP-ATP.

(5) For neurons of the rat MnPO, the functional expression of primarily P2X;
purinoceptors may be postulated based on QRT-PCR analysis of MnPO tissue, the
immuncytochemical staining both in brains sections and the MnPO primary culture
system, as well as the detailed pharmacological characterization by calcium-based
microspectrofluorimetry. Neuroglial cells might, in addition to P2X,, also express
functional purinoceptors of the P2X; or P2X;-like subtype. In addition, the
participation of metabotropic purinergic receptors such as P2Y; cannot be ruled out.
With regard to the microglial cells of the MnPO, endogenous ATP might, P2X,
purinoceptor-mediated, induce the release of the proinflammatory cytokines TNF-a
and IL-6.
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6. Abklrzungsverzeichnis

a,pme-ATP
ABC
AC
aCSF
ADH
AGRP
AMP
Ang Il
ANS
AP
APR
ARAS
ARW
ARC
AS
ARW
ATP
AV3V
BAT
BBG
BF
BHS
Brdu
Bz-ATP
cAMP
CART
CCK
CCPA
cDNA
CFTR
cGMP
CNPase
CO,
COX
CREB
CRH
CVO’s
DAG
DAPI
DEPC
DMH
DMSO
DNA
DRG
EDTA
EEG
ELISA
E-NPP
ENT
E-NTPDase
ER
ERK

a,B-Methylenadenosin 5°-triphosphat

ATP binding cassette

anteriore Kommissur

artifizielle Cerebrospinalflissigkeit
antidiuretisches Hormon

Agouti gene related protein

Adenosin 5°-monophosphat

Angiotensin Il

autonomes Nervensystem

Area postrema

Akute-Phase-Reaktion

aufsteigendes retikulares Aktivierungssystem
Anregungswellenlange

Nucleus arcuatus

Aminoséaure

Anregungswellenlange

Adenosin 5'triphosphat

anterio-ventrale Region des dritten Ventrikel
Braunes Fettgewebe (brown adipose tissue)
Brilliant Blue G

basales Vorderhirn

Blut-Hirn Schranke

Bromdesoxyuridin

2'-3'-0-(4-Benzoylbenzoyl) Adenosin 5'-triphosphat
zyklisches Adenosin 5°-monophosphat
Cocain- und Amphetamin regulierendes Transkript
Cholecystokinin
2-Chloro-N6-Cyclopentyladenosin
komplementare Desoxyribonukleinsaure
cystic fibrosis transmembrane conductance regulator
zyklisches Guanosin 5°-monophosphat
zyklische Nukleotidphosphodiesterase
Kohlenstoffdioxid

Zyklooxygenase

cAMP-responsives Element-bindendes Protein
Corticotropin-Releasing-Hormon
zirkumventrikulare Organe

Diacylglycerol

4°6-Diamidin-2"-Phenylindol
Diethylpyrocarbonat

dorsomedialer Hypothalamus

Dimethylsulfoxid

Desoxyribonucleinsaure

dorsal root ganglion

Ethylendiamin Tetraessigsaure
Elektroenzephalogramm

enzyme linked immuno sorbent assay
Ekto-Nukleotidpyrophosphatasen/-phosphodiesterasen
equilibrative nucleosid transporter
Ekto-Nukleosidtriphosphat-Diphosphohydrolase
endoplasmatisches Retikulum
extracellular signal-related kinases
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EZF
FURA-2 AM
FKS
FRET
GABA
GBSS
GCS
GFAP
GN
GnRH
GPCR
GT
HBSS
HPA
HPLC
HRP
ICE
icv

ih

IL

INF

ip

IPs

iv

JAK
KT

LC

LH

LIF
LPBN
LPS
LPT
MAP
MAPK
MCH
MCP-1
MC-R
MDR
MDT
ME
2Me-SATP
MMLV
MNC
MnPO
MS
a-MSH
MRNA
NAC
NECA
NHERF
NHS
NMR
NTG
nNOS
NO
NOD

extrazellulare Flussigkeit
FURA-2 Acetoxymethylester
Fetales Kalberserum

fluorescence resonance energy transfer

y-Aminobuttersaure

Geys balanced salt solution
Ganglion cervicale superior

glial fibrillary acidic protein

Ganglion nodosum

Gonadotropin releasing Hormon
G-Protein gekoppelter Rezeptor
Ganglion trigeminale

Hanks balanced salt solution
Hypothalamus-Hypophysen-Achse
high pressure liquid chromatography
Meerrettichperoxidase
Interleukin-1f converting enzyme
intracerebroventrikular
intrahypothalamisch

Interleukin

Interferon

intraperitoneal
Inositol-1,4,5-triphosphat

intravends

Janus Kinase

Korpertemperatur

Locus coerulus

lateraler Hypothalamus

leukemia inhibitory factor

Nucleus lateralis parabrachialis
Lipopolysaccharid

Nucleus tegmentalis posterolateralis
Mikrotubuli assoziiertes Protein
Mitogen aktivierte Proteinkinasen
melanin concentrating hormone
monozyte chemoattractant protein-1
Melanocortin-Rezeptoren

multi drug resistance transporter
Magen-Darm-Trakt

Eminetia mediana
2-Methylthioadenosin 5°-triphosphat
moloney murine leukemia virus

magnozellulare neurosekretorische Zellen

Nucleus praeopticus medianus
multiple Sklerose

a-Melanocyten-stimulierenden Hormons

messenger Ribonukleinséure
Nucleus accumbens
Adenosin-5"-N-Ethylcarboxamid
Na*/H"-exchanger regulatory factor
normal horse serum

Nucleus raphe medianus

Nucleus trigeminale

neuronale Stickstoffmonoxidsynthase
Stickstoffmonoxid

Nukleotide-binding oligomerization domain 2

220



6 Abkulrzungsverzeichnis

NPY
NTS
0ATP
ocC
OVLT
P1
P2X
=72
PAMP
PB
PCR
PDGF
PFA
PGE,
PIP,
PKA
PKC
PLA,
PLC
PNS
POA
POMC
PPADS
PPT
PRV
PVN
Rb2
REM
ROI
RSNA
(Q)RT-PCR
SC
SCN
Sco
SFO
SPZ
STAT
TACE
TLR
™
TNP-ATP
TNF-a
TRH
TRP
UDP
uT
uTP
uv
VLPO
VMH
ZNS

Neuropeptid Y

Nucleus tractus solitarius

oxidiertes Adenosin 5’ -triphosphat
Chiasma opticum

Organum vasculosum laminae terminalis
metabotroper Adenosinrezeptor
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Phospholipase A2

Phospholipase C
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reactive blue 2

rapid eye movement
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(quantitative) reverse Transkriptase PCR
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Nucleus suprachiasmaticus
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signal transducer and activator of transcription
tumornekrosis factor-a converting enzyme
Toll-like Rezeptor
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2°,3°-0-(2,4,6-Trinitrophenyl) Adenosin-5"-triphosphat
Tumornekrosefaktor-a
Thyreotropin-Releasing-Hormon

transient receptor potential

Uridin 5 -diphosphat
Umgebungstemperatur

Uridin 5’triphosphat

ultraviolett
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ventromedialer Hypothalamus
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