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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Das Immunsystem

Lebewesen besitzen ein Abwehrsystem gegen Mikroorganismen wie Bakterien, Viren,
Pilze, Parasiten und andere korperfremde Molekiile. Dieses wird als Immunsystem
bezeichnet und hat die Aufgabe, korpereigene von korperfremden Strukturen zu
unterscheiden, damit nur letztere Ziel der Immunreaktion werden. In Vertebraten setzt
sich dieses komplexe System aus einem angeborenen unspezifischen Teil und einem
adaptiven spezifischen Teil zusammen. Das adaptive Immunsystem ist eng mit dem
unspezifischen Weg verkniipft und ergidnzt diesen wihrend einer Immunreaktion bei der
Abtotung von Pathoorganismen oder der Beseitigung entarteter korpereigener
Strukturen. Die Bildung und Reifung der Zellen des Immunsystems aus
hdamatopoetischen Stammzellen findet in den primiren lymphatischen Organen statt, zu
denen das Knochenmark und der Thymus zdhlen. Die sekunddren lymphatischen
Organe, welche die Milz, die Lymphknoten und die lymphatischen Gewebe der
Schleimhiute umfassen, dienen in erster Linie der Initiation von Immunantworten und

der Ubermittlung von Uberlebenssignalen (Janeway 2002).
1.1.1 Das angeborene Immunsystem

Das angeborene Immunsystem umfasst sowohl zelluldre als auch humorale
Bestandteile. Zur zelluldren Immunitdt zdhlen sowohl phagozytierende Zellen wie
Makrophagen (Aderem and Underhill 1999) und neutrophile Granulozyten (Lee,
Harrison et al. 2003) als auch zytotoxische Zellen wie Natiirliche Killer Zellen (Kirwan
and Burshtyn 2007). Die humorale Immunitit wird gebildet durch 16sliche Faktoren des
Komplementsystems (Fearon 1998), Akut-Phase-Proteine (Ramadori and Christ 1999),
Zytokine und aggressive Sauerstoff- und Stickstoffverbindungen. Erkannt werden vor
allem entwicklungsgeschichtlich konservierte Merkmale von Pathogenen. Aktivierte
Granulozyten und Monozyten phagozytieren Antigene und setzen anschlieend aus
zytosolischen Granula toxische Enzyme wie Peroxidasen, Esterasen, Proteasen und
Lipasen frei. Monozyten entwickeln sich weiter zu antigenprasentierenden Zellen
(APZ), welche Lymphozyten stimulieren. Immunkomplexe oder bakterielle Faktoren

fiihren iiber zwei verschiedene Wege zur kaskadenartigen Aktivierung der primér
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inaktiv vorliegenden Plasmafaktoren C1 bis C9. Dadurch kommt es entweder zur
Ausbildung eines Membran-Angriffkomplexes, der zur Perforation der Zellmembran
der Zielzellen fiihrt und diese damit abtdtet oder es werden tiber einen anderen Weg die
Chemotaxis von Granulozyten und Phagozytoseprozesse stimuliert. Die humorale
Immunitit umfasst weiterhin Bakterienzellwdnde spaltendes Lysozym und die
Entziindungsmediatoren C-reaktives Protein und Interferon (Delves and Roitt 2000;

Delves and Roitt 2000; Janeway 2002).
1.1.2 Die spezifische Immunitat

Das adaptive Immunsystem besteht aus einer humoralen und einer zelluldren
Komponente. Durch engen Kontakt mit allen korpereigenen Strukturen wéhrend der
Entwicklung hat es gelernt, zwischen fremd und eigen zu unterscheiden (1.1.3). Die von
den pluripotenten Vorlduferzellen des Knochenmarks abstammenden Zellen entwickeln
sich im Thymus zu reifen T-Lymphozyten und im Knochenmark zu reifen B-
Lymphozyten, die Antikorper sezernieren konnen. Bei wiederholtem Antigenkontakt
wird dieses System selektiv und verstirkt aktiviert, um eine effektive und gezielte
Abwehr zu gewihrleisten (Fazilleau, McHeyzer-Williams et al. 2007). Diese
Gedichtnisfunktion macht die adaptive Immunitit so besonders. B-Zellen verwenden
fir Erkennungs- und Effektorfunktionen membranstindige oder sezernierte
Immunglobuline. Bei den T-Lymphozyten erfolgt die Antigenerkennung {iiber
membranstindige Rezeptoren (TCR), allerdings miissen die Antigene zuvor von
antigenpriasentierenden  Zellen (APZ) aufgenommen, prozessiert und als
Peptidfragmente mit Hilfe der MHC-Molekiile préisentiert werden. Die
Antigenerkennung fiihrt dann zur klonalen Expansion spezifischer T- und B-Zellen,
wodurch eine effektive Immunantwort ermoglicht wird (Cohn, Mitchison et al. 2007).
Die von den B-Zellen produzierten Antikoérper dienen dabei der Markierung
(Opsonierung) von Pathogenen fiir phagozytierende Zellen, deren Neutralisierung oder
der Aktivierung des Komplementsystems. Die spezifische zelluldre Immunitit 14sst sich
anhand des exprimierten Korezeptors in CD8-positive zytotoxische T-Zellen und CD4-
positive Helfer-T-Zellen unterteilen. T-Zellen erkennen ihr spezifisches Antigen nur in
Zusammenhang mit Haupthistokompatibilititskomplex-Molekiilen (MHC, major
histocompatibility complex), von denen es zwei Klassen gibt. MHC-I Molekiile werden

von jeder kernhaltigen Zelle exprimiert, MHC-II Molekiile hingegen nur von so
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genannten professionellen antigenpriasentierenden Zellen (APZs). Helfer-T-Zellen
erkennen Peptide, die von MHC-II Molekiilen prasentiert werden. Zu den
professionellen APZs zdhlen B-Zellen, Makrophagen und Dendritische Zellen (DC),
wobei reife DC die effizientesten Aktivatoren von T-Zellen sind (Janeway 2002).
Zytotoxische T-Zellen erkennen Peptide, die von MHC-I Molekiilen prisentiert werden.
Die T-Zell-APZ-Kontaktstelle bezeichnet man als Immunologische Synapse, welche die
T-Zelle aktiviert. Dadurch kommt es zur Expression signaliibertragender I6slicher
Zytokine und membrangebundener Proteine wie TNF-o, dem FAS-Liganden oder

CD40-Liganden.

1.1.3 Die Reifung der T-Zellen und ihre Rolle bei

Autoimmunerkrankungen

Wihrend der Reifung lernen T-Zellen die Toleranz gegeniiber kdrpereigenen Strukturen
kennen. Diese Entwicklung ist so bedeutsam, denn die Unfdhigkeit zwischen
korpereigenen und korperfremden  Strukturen zu unterscheiden, fiihrt zu
Autoimmunerkrankungen. Durch eine iiberschiefende Reaktion des Immunsystems
werden allergische Reaktionen hervorgerufen, was die Bedeutung des Gleichwichtes
zwischen korpereigener Abwehr und Toleranz gegeniiber harmlosen korperfremden

Strukturen unterstreicht.

Wie alle Lymphozyten, stammen die T-Zellen von den pluripotenten Stammzellen des
Knochenmarks ab. Von dort migrieren deren Vorldufer iiber die Blutbahn in den Thymus
und proliferieren und differenzieren dort. Wiahrend der Reifungsphase kommt es durch
Rekombination der fiir die einzelnen Ketten des T-Zell-Rezeptors (TCR) kodierenden
Genabschnitte zu einer  Verdnderung des Expressionsmusters der
Zelloberflachenproteine. Die Rekombinationsmdglichkeiten der TCR-Genabschnitte
sind sehr vielfiltig. Daher entstehen liberwiegend Zellen mit einem unerwiinschten T-
Zell-Rezeptor. In der Thymusrinde werden zundchst T-Zellen selektioniert, die mit
MHC-Molekiilen der APZ generell eine Bindung eingehen kénnen (positive Selektion).
Anschlieffend wird bei T-Zellen, die eine zu starke Bindung mit MHC-Molekiilen auf
APZ prisentierten korpereigenen Peptiden eingehen, der programmierte Zelltod
hervorgerufen (negative Selektion). Die den Thymus verlassenden reifen T-Zellen
besitzen eine Toleranz gegeniiber allen ihn dort présentierten Strukturproteinen des

Korpers, organspezifische Antigene dagegen werden nur zum Teil priasentiert. Wird eine
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im Blut oder im lymphatischen Gewebe =zirkulierende reife T-Zelle durch
Antigenbindung mit einer APZ und Ko-Stimulation zur Effektorzelle, kann sich diese in
Abhingigkeit von umgebenden Entziindungsmediatoren zur CD8" zytotoxischen T-
Zelle, zur IFNy produzierenden CD4" Th1-Zelle oder zur B-Zellen stimulierenden CD4"
Th2-Zelle entwickeln. Toleranz gegeniiber den organspezifischen Antigenen, die im
Thymus nicht prasentiert wurden, entwickeln T-Zellen durch direkten Antigenkontakt,
d.h. ohne Prisentation durch eine APZ. Werden korpereigene Antigene aullerhalb des
Thymus jedoch durch eine APZ prisentiert, erfolgt durch den ko-stimulierenden Effekt
eine Reaktivierung, welche zu einer Autoimmunreaktion mit Zerstorung korpereigener
Strukturen fiihrt. Bei vielen Autoimmunerkrankungen scheint eine Dysregulation der
CD4" Subpopulation der T-Zellen vorzuliegen. Es existieren jedoch regulatorische T-
Zellen, die das Auftreten von Autoimmunerkrankungen verhindern konnen, indem sie
autoreaktive T-Zell-Klone kontrollieren und deren Proliferation hemmen (Sakaguchi,
Sakaguchi et al. 2001). Regulatorische T-Zellen wurden urspriinglich definiert {iber eine
niedrige Expression von CD45RB (eine Splicevariante des ,leucocyte common
antigens®, einer Tyrosin-Phosphatase), bzw. iiber eine hohe Expression von CD25
definiert (Read, Mauze et al. 1998). Spater wurde der Transkriptionsfaktor Foxp3 als
Marker fiir regulatorische T-Zellen entdeckt (Hori, Nomura et al. 2003). Neuere
Untersuchungen deuten an, dass regulatorische T-Zellen besonders empfindlich auf
extrazellulire Nukleotide reagieren (Aswad, Kawamura et al. 2005; Elliott, Surprenant

et al. 2005).
1.2 Purinrezeptoren

Purinrezeptoren sind Plasmamembranrezeptoren fiir extrazelluldre Nukleotide und
wurden 1976 erstmals entdeckt (Burnstock 1976). Viele Zellen des Korpers tragen
verschiedene Purinrezeptoren auf ihrer Oberfldche. Unter ihnen sind Immunzellen, wie
Lymphozyten, Dendritische Zellen und Makrophagen. Ebenso vielfiltig wie das
Vorkommen sind die Funktionen im Organismus, mit denen Purinrezeptoren in
Zusammenhang gebracht werden. Das Spektrum der ligandenabhéngigen Aktivierung
der Purinrezeptoren reicht von Aufgaben bei der Blutgerinnung iiber die Physiologie des
Blutdruckes im Rahmen lokaler Mechanismen (Yamamoto, Sokabe et al. 2006) bis zur
Beteiligung an der Signaltransduktion. Konkrete Zusammenhinge mit Pathologien

wurden beschrieben fiir die Thrombose (Hechler, Lenain et al. 2003), den Schmerz

10
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(Kennedy, Assis et al. 2003), das Reizdarmsyndrom (Galligan 2004), die Herzfunktion
bei Ischdmie oder die Entziindung (Ralevic and Burnstock 1998; Burnstock and
Williams 2000; Bodin and Burnstock 2001) sowie fiir die seltenere Erkrankung
Muskeldystrohpie vom Typ Duchenne.

Man unterscheidet zwei Gruppen von Purinrezeptoren, die Adenosin sensitiven P1
Rezeptoren (A1, A2a, A2b, A3) und die P2 Rezeptoren, die durch ATP, ADP, UTP, UDP,
UDP-Glucose oder NAD aktiviert werden (Ralevic and Burnstock 1998; Dubyak 2003).
Die G-Protein gekoppelten A1 und A3 fithren zu erniedrigten intrazelluliren cAMP
Konzentrationen, wihrend A2a und A2b diese erh6hen. A1 und A3 sind auf unreifen DC
exprimiert und induzieren dort den Calciumeinstrom und verstirken die Chemotaxis
(Panther, Idzko et al. 2001; Panther, Corinti et al. 2003). A2a und A2b erniedrigen die
Produktion von IL-12 in LPS-gereiften Dendritischen Zellen und verhindern somit die
Spezialisierung der naiven CD4"-Zellen in Thl-Zellen. Der A2a wird auch auf Thl-
Zellen exprimiert. Dessen Aktivierung verhindert die TCR-vermittelte T-Zell
Proliferation, die Hochregulierung des IL-2-Rezeptors und die Effektorfunktionen der
zytotoxischen T-Zellen (Huang, Apasov et al. 1997; Koshiba, Kojima et al. 1997). Die
A2a und A2b sind die am stérksten auf Immunzellen exprimierten P1 Rezeptoren und
sind wichtig fiir die anti-inflammatorischen Effekte von Adenosin (Sitkovsky and

Lukashev 2005).

Die P2 Purinrezeptoren werden weiter in P2X und P2Y unterschieden. Sie
unterscheiden sich in der Spezifitit fiir Liganden, der Struktur, der Aktivierung und der
Signaltransduktion. Wahrend P2Y Rezeptoren sowohl mit ATP, als auch UTP als
Liganden reagieren, besitzen P2X Purinrezeptoren eine Spezifitdt fiir ATP. P2Y
Purinrezeptoren (P2Y1, -2, -4, -6, -11, -12, -13, -14) durchspannen siebenmal die
Membran und gehdren zu den Protein-G gekoppelten Rezeptoren. Unreife Dendritische
Zellen exprimieren den P2Y11 (Wilkin, Duhant et al. 2001) und reagieren auf
nanomolare Mengen ATP mit der Ausreifung der Dendritischen Zellen. P2Y6 und
P2Y 14 reagieren sensitiv auf UDP und UDP-Glucose, ihr Vorkommen auf T-Zellen
wurde ebenfalls beschrieben (Somers, Hammet et al. 1998; Scrivens and Dickenson
2005). Untersuchungen auf RNA Ebene (RT-PCR Untersuchungen und Gene-Array
Analysen) deuten an, dass einige Mitglieder der P2X Purinrezeptoren (P2X1, P2X4 und

P2X7) von vielen Zellen des Immunsystems ko-exprimiert werden, u.a. von Mastzellen,

11
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B-Zellen, T-Zellen, Makrophagen und Dendritischen Zellen (Burnstock and Knight
2004; Surprenant and North 2009). Im Rahmen dieser Arbeit wird ausschlieBlich die
P2X Rezeptorklasse untersucht, weshalb diese im Folgenden ausfiihrlicher vorgestellt

wird.

1.2.1 Die P2X-Familie

Bei den P2X Purinrezeptoren handelt es sich um ligandenabhéngige lonenkanile
(P2X1-7) (Fredholm, Abbracchio et al. 1997; Khakh, Burnstock et al. 2001). Die P2X
Purinrezeptorklasse durchspannt zweimal die Plasmamembran, so dass sich sowohl das
C-terminale Ende des Proteins, als auch der N-Terminus innerhalb der Zelle befinden
(Abb. 1). Extrazellulér bildet eine grofle Schleife die Ligandenbindungsregion (North
1996). Mensch und Maus exprimieren sieben verschiedene P2X Rezeptoren, deren
GroBen von 379 bis 595 Aminoséduren reichen. Der P2X7 Purinrezeptor unterscheidet
sich dabei durch ein ldngeres zytosolisches C-terminales Ende von den anderen
Subtypen. Die schematischen Strukturen sind in Abb. 1 dargestellt. Die Ionenkanéle
der P2X Purinrezeptoren werden spezifisch durch ATP aktiviert. Eine Aktivierung fiihrt
zur Membrandepolarisation und zum Einstrom von Calcium, was intrazelluldre
Ionenverdnderungen und eine Signaltransduktion hervorruft. Durch Mutationen und
biochemische Analysen werden die Strukturen der P2X Purinrezeptoren detailliert
untersucht. Einerseits mochte man so mehr Informationen iiber die dreidimensionale
Struktur erhalten. Andererseits ist es ein Ziel, die genauen Funktionsabldufe der ATP-
Bindung, der lonenleitfédhigkeit, der Kanal6ffnung und deren Regulation zu erforschen.
Man hat herausgefunden, dass die extrazelluldre Schleife etwa 280 Aminosduren lang ist
und mehrere Glykosylierungsstellen besitzt (North 2002). AufBlerdem enthélt diese
Schleife 10 konservierte Cysteine (hellblau hinterlegt in Abb. 3), zwischen denen
Disulfidbriicken gebildet werden. Diese verhelfen dem Protein zu seiner
charakteristischen dreidimensionalen Struktur (Clyne, LaPointe et al. 2002; Ennion and
Evans 2002). Die ATP-Bindungsstelle liegt wahrscheinlich dort, wo positiv geladene
Aminosduren mit den negativ geladenen Phosphaten des ATPs und aromatische
Aminosduren mit dessen Adenin-Ring interagieren (Ennion, Hagan et al. 2000; Roberts
and Evans 2004). Andere Aminosiduren geben dem Rezeptor Flexibilitdit bei der

Konformationsédnderung zur Kanaléffnung.

12
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Abb. 1: Die Struktur der P2X Purinrezeptoren. Es wurden 7 Mitglieder dieser Familie
identifiziert und als P2X1-P2X7 bezeichnet. Diese werden bei Saugetieren in fast allen
Geweben exprimiert (Di Virgilio, Chiozzi et al. 1998). Die schematische Struktur der P2X-
Untereinheiten zeigt Proteine, die zwischen 379 und 595 Aminosauren (AS) lang sind mit
jeweils zwei hydrophoben Transmembrandomanen. Gemeinsam ist den P2X Purinrezeptoren
eine grolle, ca. 280 Aminosauren lange extrazellulare Schleife, die 10 Cysteine und eine
ligandenbindende Doméane enthalt. Die fir die dreidimensionale Struktur aller Purinrezeptoren
wichtigen Cysteine sind mit den von ihnen gebildeten Disulfidbriicken dargestellt. Der P2X7-
Subtyp unterscheidet sich von der restlichen Familie durch einen deutlich langeren C-

terminalen intrazellularen Anteil (North 2002).

Im Rahmen dieser Arbeit werden speziell die P2X1, P2X4 und P2X7 Purinrezeptoren
ndher untersucht, bzw. Antikorper charakterisiert, die gegen diese Purinrezeptoren
gerichtet sind. Kreuzreaktionen der Immunseren sind bei starker Ahnlichkeit der
Rezeptoren wahrscheinlicher. Die folgende Abb. 2 zeigt die Ergebnisse der
Aminosdure-Sequenzidentititsanalysen der extrazelluliren Doménen dieser drei P2X
Purinrezeptoren. Dabei zeigen die jeweiligen murinen und humanen Orthologen eine
Sequenzidentitit von 80-90%, wihrend die Paralogen innerhalb einer Spezies eine

wesentlich niedrigere Sequenzidentitét von nur 40-50% besitzen.
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P2X1 P2X4 P2X7

mouse | human || mouse rat human ||mouse rat human

mousel 100% | 88% || 44% | 48% | 49% || 47% | 48% | 49%

P2X1
human] 88% | 100% || 44% | 48% | 48% || 44% | 45% | 46%

mousel 44% | 44% |[100% | 85% | 78% || 47% | 44% | 44%

P2X4| rat | 48% | 48% || 85% |100% | 88% || 52% | 50% | 49%

humanl 49% | 48% || 78% | 88% | 100% || 52% | 50% | 51%

mousel] 47% | 44% | 47% | 52% | 52% (| 100% | 87% | 81%

P2X7| rat | 48% | 45% || 44% | 50% | 50% | 87% | 100% | 91%

humanl 49% | 46% || 44% | 49% | 51% || 81% | 91% | 100%

Abb. 2: Prozent der Aminosdure-Sequenzidentititen von P2X1, P2X4 und P2X7 aus
Maus, Ratte und Mensch. Diese Abbildung zeigt die prozentuale Ubereinstimmung der
Aminosauresequenzen des extrazelluldren Anteils der im Rahmen dieser Arbeit untersuchten
Mitglieder der P2X Rezeptorfamilie. Dabei zeigen die jeweiligen murinen und humanen
Orthologen eine hohe Sequenzidentitdt von 80-90% in der Proteinsequenz, wahrend die
Paralogen innerhalb einer Spezies eine wesentlich niedrigere Sequenzidentitat von nur 40-50%
besitzen.

Das Alignment der Proteinsequenzen der P2X-Familie in Abb. 3 bestitigt die
Ergebnisse der Sequenzanalyse. In gelb sind die Transmembrandoménen hinterlegt und
in blau die konservierten 10 Cysteine, die in der Tertidrstruktur Disulfidbriicken
ausbilden und wichtig fiir die Stabilisierung der dreidimensionalen Struktur des Proteins
sind. Rot hinterlegt sind die Arginine, die als Targets der ADP-Ribosylierung des Maus
P2X7 Purinrezeptors dienen (Adriouch, Bannas et al. 2008). Griin hinterlegt sind die
Positionen in der Aminosiuresequenz der P2X1 und P2X4 Purinrezeptoren, die im
Rahmen dieser Arbeit genetisch veridndert wurden. Violett gefarbt sind die C-terminalen
Peptide, gegen die kommerziell verfiigbare Antikorper (a-Peptids) gerichtet sind.
Letztere werden in dieser Arbeit vergleichend mit Antikérpern untersucht, die durch

genetische Immunisierung gewonnen wurden.

P2X7, der im Kontext des Immunsystems bisher am besten untersuchte P2X Rezeptor,

wird im Folgenden noch niher beschrieben.
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Proteinsequenzen der P2X-Familie wurde ein Alignment angefertigt. Gelb markiert sind die
Transmembranregionen, hellblau die konservierten Cysteine. Rot hinterlegt sind Arginine, die
als Targets der ADP-Ribosylierung des P2X7 Purinrezeptors dienen (z.T. neben dem jeweiligen
grau markierten Doppelarginin).
Aminosauresequenz der P2X1 und P2X4 Purinrezeptoren, die im Rahmen dieser Arbeit
genetisch verandert wurden. Violett gefarbt sind die Aminosaurereste, welche die a-Peptids
erkennen: Kaninchen-anti-P2X1 C-Terminal (Ratte AS 364-372), Kaninchen-anti-P2X4 C-
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Abb. 3: Alignment der P2X-Serie. Zum Vergleich der Ubereinstimmung der
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1.2.2 Der P2X7 Purinrezeptor

Das Séugetiergenom kodiert fiir eine Fiille von Ektoenzymen, die Nukleotide
metabolisieren und flir Rezeptoren, die auf Nukleotide reagieren. Dabei ist der P2X7
Rezeptor fiir die Immunologie besonders interessant, da er mit der Freisetzung
proinflammatorischer Zytokine und mit dem Zelltod in Verbindung steht. Er wird auf
verschiedenen hématopoetischen Zellen exprimiert, wie z.B. auf T-Lymphozyten
(Baricordi, Ferrari et al. 1996; Labasi, Petrushova et al. 2002; Seman, Adriouch et al.
2003; Kawamura, Aswad et al. 2005), auf Monozyten, Makrophagen und Dendritischen
Zellen (Collo, Neidhart et al. 1997; Mutini, Falzoni et al. 1999; Mehta, Hart et al. 2001),
sowie auf humanen B-CLL (chronisches B-Zell-Lymphom) (Adinolfi, Melchiorri et al.
2002; Wiley, Dao-Ung et al. 2002). Der P2X7 Purinrezeptor kann durch zwei
verschiedene Mechanismen aktiviert werden. Zum einen fithren hohe Konzentrationen
an ATP nach Ligandenbindung zur Konformationsinderung des homotrimeren
Rezeptorkomplexes. Dadurch bildet sich ein nicht-selektiver lonenkanal der den
schnellen Austausch von mono- und divalenten Kationen ermdglicht. Dabei stromen
den Konzentrationen entsprechend Kalium aus der Zelle sowie Calcium und Natrium in
die Zelle, wodurch es zur Membrandepolarisation kommt. Innerhalb von Sekunden wird
darauthin Phosphatidylserin (PS) (Garcia-Marcos, Pochet et al. 2006) auf die
AuBenfliche der Plasmamembran geklappt. AuBlerdem werden membrangebundene
Ektoproteasen wie ADAMI17/TACE aktiviert, was zum Shedding (Abwerfen) von
CD62L/TNF-a auf Lymphozyten flihrt (Jamieson, Snook et al. 1996; Gu, Bendall et al.
1998; Labasi, Petrushova et al. 2002). Dieses wird assoziiert mit der T-Zell-Aktivierung
(Smalley and Ley 2005). Auch die Produktion von TNF-a in Mikrogliazellen wurde
beschrieben (Suzuki, Hide et al. 2004). Stimuliert man Zellen ldnger mit einer grofleren
Konzentration an ATP, fiihrt dies zur Ausbildung einer nicht-selektiven Riesenpore,
deren Kanalprotein kiirzlich als Pannexin-1 identifiziert wurde. Diese Pore ldsst
Molekiile bis zu einer GroBle von 900 Dalton durch, wie z.B. die DNA-Farbstoffe
Ethidiumbromid oder YO-PRO-1 (Steinberg, Newman et al. 1987; Hickman, el Khoury
et al. 1994; Schilling, Wasylyna et al. 1999; Virginio, MacKenzie et al. 1999). Kiirzere
Episoden dieser Riesenpore iiberleben die Zellen durch Neuversiegelung der
Zellmembran. FEine lidngere Exposition fiihrt allerdings zu mitochondrialen
Dysfunktionen, DNA-Fragmentierungen und schlieBlich zum Zelltod (Buisman,

Steinberg et al. 1988; Ferrari, Chiozzi et al. 1997; MacKenzie, Wilson et al. 2001;
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Seman, Adriouch et al. 2003; Kawamura, Aswad et al. 2005). Als weitere Antwort auf
die ATP-Stimulierung werden das ,,Inflammasome* und ICE/Caspasel aktiviert. Dieses
wiederum induziert, dass Zytokine wie IL-18 und IL-18 prozessiert und aus
Dendritischen Zellen und Makrophagen freigesetzt werden (Ferrari, Chiozzi et al. 1997;
Mehta, Hart et al. 2001). Es werden Mikrovesikel mit IL-18 abgespalten (Shedding)
(MacKenzie, Wilson et al. 2001) und es kommt zur Membran-Blasenbildung. Die
Kontrolle der Bildung und Freisetzung des IL-18 durch den P2X7 Purinrezeptor spielt
eine bedeutende Rolle bei Entziindungen. Nicht immer fiihrt dieser Prozess direkt zum
Zelltod. Die P2X7-Aktivierung fiihrt auch zur Fusion von Phagosom und Lysosom
(Lammas, Stober et al. 1997; Fairbairn, Stober et al. 2001; Coutinho-Silva, Stahl et al.
2003), welches wichtig fiir die Elimination von intrazelluliren Pathogenen wie
Mykobakterien oder Clamydien ist. Die Aktivierung des P2X7 Rezeptors durch ATP
erfordert relativ hohe Konzentrationen (ca. 0,2-5mM) (Abb. 4).

393 593

hP2X7

K+

Abb. 4: Aktivierung von P2X7 durch ATP. Der P2X7 Rezeptor fungiert als Trimer.
Vermutlich ist die ATP-Bindungsstelle jeweils an der Grenzflaiche zweier benachbarter
Untereinheiten lokalisiert. Die Bindung von ATP an die freien Bindetaschen fiihrt zur
Konformationsanderung und zur Porenbildung. Dadurch kommt es zum Einstrom von Na* und
Ca®" in die Zelle und Ausstrom von K" aus der Zelle, was zur Depolarisierung der Zellmembran
und einem Anstieg der zytoplasmatischen Calcium-Konzentration fihrt. Die hierdurch bedingte
Aktivierung verschiedener intrazellularer Botenstoffe und Enzymkaskaden wurde bisher partiell
charakterisiert (Di Virgilio, Chiozzi et al. 2001).
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Die zweite Moglichkeit, den P2X7 Purinrezeptor zu stimulieren, ist die ADP-
Ribosylierung (Abb. 5). Hierfiir geniigen geringere Konzentrationen an NAD (1-
20uM). Katalysiert durch die NAD-abhdngige ecto-ADP-Ribosyltransferase ART2.2,
wird die ADP-Ribose-Gruppe von NAD auf das Zielprotein iibertragen und
Nikotinamid freigesetzt. Die meisten ADP-Ribosyltransferasen (ARTs) der Vertebraten
modifizieren Arginin-Reste der Zielproteine. Unklar ist bisher, wie P2X7 durch ADP-
Ribosylierung aktiviert wird. Moglicherweise ragt die ADP-Einheit der kovalent
gebundenen ADP-Ribosegruppe in die ATP-Bindungstasche. Die Aktivierung fiihrt
jedenfalls zur Kanal6ffnung und zum Calciumeinstrom. Zu den Zielproteinen der ADP-
Ribosylierung auf T-Zellen zéhlen neben dem P2X7 Purinrezeptor (Seman, Adriouch et
al. 2003) auch CDS, CD27, CD43, CD44, CD45 (Okamoto, Azhipa et al. 1998), ein
bisher nicht identifiziertes an einem Tyrosinrest phosphoryliertes 80 kDa Protein
(Koestner 2007) und die beiden Untereinheiten von LFA1 (Nemoto, Yu et al. 1996).
Diese posttranslationale Modifizierung steht in engem Kontakt mit der Induktion des
Zelltodes in T-Zellen. Bisher ist nicht vollstandig geklart, wie der P2X7 in vivo aktiviert
wird. In vitro werden millimolare Konzentrationen an ATP bendtigt, wihrend schon
mikromolare Mengen an NAD die ART2.2-katalysierte =ADP-Ribosylierung
ermoglichen (Surprenant, Rassendren et al. 1996; North and Surprenant 2000) und
somit eine Alternative der P2X7-Aktivierung darstellen. Fiir die Aktivierung durch
NAD geniigt eine kurze Behandlung mit niedriger Dosis und fiihrt zur langen
Aktivierung durch die kovalente Ligandenbindung. Durch ATP erfolgt eine 16sliche
Ligandenbindung mit reversiblen Effekten (MacKenzie, Wilson et al. 2001; Seman,
Adriouch et al. 2003).

Giéngige experimentelle Merkmale der P2X-Aktivierung nach NAD- oder ATP-
Behandlung sind das sog. PS-Flashen, also dem nach auflen Kehren (Flashen) von
Phosphatidylserin (Garcia-Marcos, Pochet et al. 2006) auf die AuBenseite der
Zellmembran, das CD62L Shedding (Abspalten) und schlieBlich der Zelltod (Di
Virgilio, Chiozzi et al. 2001; Seman, Adriouch et al. 2003). Es bleibt jedoch zu kldren,
wie es dazu kommt, dass ein und derselbe Rezeptor stimulierende oder absterbende
Signale empfangen/abgeben kann und warum verschiedene Zelltypen unterschiedlich
auf die Aktivierung ein und desselben Rezeptors reagieren. Moglicherweise spielt dabei
die Stirke der Oberflaichenexpression des P2X7 Purinrezeptors auf unterschiedlichen

Zelltypen eine Rolle (Aswad and Dennert 2006), die man z.B. mit den a-Pinc

18



Einleitung

spezifischen Antikdrpern untersuchen kann. Jiingste Ergebnisse zeigen, dass der P2X7
Rezeptor nach reversibler Palmitoilierung transient mit cholesterinreichen
Membrandominen, sog. Lipid rafts, assoziiert sein kann (Gonnord, Delarasse et al.

2009).

Nikotinamid

Abb. 5: NAD-vermittelte P2X7-Aktivierung. Wie in Abb. 4 gezeigt, kann der P2X7
Purinrezeptor direkt durch den léslichen Liganden ATP aktiviert werden. Exprimieren Zellen
gleichzeitig ART2.2, kann die Aktivierung auch NAD-vermittelt erfolgen. Bei der ADP-
Ribosylierung wird die ADP-Ribose-Gruppe vom NAD auf das Zielprotein Ubertragen und
Nikotinamid freigesetzt. Die meisten Vertebraten-ADP-Ribosyltransferasen (ARTs) modifizieren
Arginin-Reste der Zielproteine. Unklar ist bisher, wie P2X7 durch ADP-Ribosylierung aktiviert
wird. Die Aktivierung fiihrt jedenfalls zur Kanal6ffnung und zum Calciumeinstrom. Die ART ist
aufgrund ihres GPI-Ankers konstitutiv mit cholesterinreichen Membrandomanen, sog. Lipid rafts

assoziiert. 1: GPl-verankertes Protein, 2: Glykolipid, 3: Cholesterol.

1.3 ADP-Ribosyltransferasen

Die pathogene Wirkung von Cholera-, Pertussis-, Diphtherie- und anderen bakteriellen
Toxinen beruht auf der ADP-Ribosylierung von Zielproteinen in humanen Wirtszellen

(Aktories, Schmidt et al. 2000). Dabei wirken ADP-ribosylierende bakterielle Proteine
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als Virulenzfaktoren, welche wirtseigene Regulationsproteine mit Schliisselfunktionen
inaktivieren (Holbourn, Shone et al. 2006; Yates, Jorgensen et al. 2006). Unsere
Arbeitsgruppe hat Toxin-verwandte Mono-ADP-Ribosyltransferasen (ART1-ARTS5) bei
Saugetieren kloniert, die als GPI-verankerte oder sezernierte Ektoenzyme exprimiert
werden. Bei Miusen wurden ART1, ART2.1, ART2.2, ART3, ART4 und ARTS auf der
Zelloberflaiche nachgewiesen, wihrend beim Menschen nur die ART1, ART3, ART4
und ARTS vorkommen. Fiir ART2 besitzt das humane Genom ein Pseudogen (Haag,
Koch-Nolte et al. 1994; Koch-Nolte, Petersen et al. 1996), wihrend die Maus zwei
funktionstiichtige ART2 Genkopien trigt. Die 3D-Struktur der ART2.2 (Abb. 6) (Ritter,
Koch-Nolte et al. 2003) zeigt eine hohe strukturelle Verwandtschaft mit ADP-
ribosylierenden bakteriellen Toxinen, die in S&ugetierzellen die Signaltransduktion
inhibieren oder die Zytoskelett-Organisation beeinflussen. Choleratoxin aus Vibrio
cholera und Pertussistoxin aus Bordatella pertussis blockieren durch Mono-ADP-
Ribosylierung heterotrimere G-Proteine. GTP-bindende Proteine wie Ras und Rho
werden durch Exotoxin S aus Pseudomonas aeruginosa oder C3 Exotoxin aus
Clostridium botulinum ADP-ribosyliert, wihrend ATP-bindende Proteine wie Aktin
durch SpvB aus Salmonella enterica oder C2 Toxin aus Clostridium botulinum
verandert werden (Aktories and Barbieri 2005). Wihrend die B-Untereinheit des
Choleratoxins an die Zelloberfliche bindet, gelangt die A-Untereinheit, eine ADP-
Ribosyltransferase, ins Zellinnere und fiihrt iiber die ADP-Ribosylierung der o-
Untereinheit von heterotrimeren G-Proteinen zur dauerhaften Aktivierung von
Adenylatzyklasen des Darmepithels mit Elektrolyt- und Wasserverlusten. Fiir zwei
Beispiele stehen bereits Kristallstrukturen der posttranslationalen Modifizierung zur
Verfligung: 1.) die durch SpvB oder C2-Toxin katalysierte ADP-Ribosylierung des
Aktins an der Stelle Argininl77, welches die Polymerisation des zytoskeletalen Aktins
verhindert (Aktories, Ankenbauer et al. 1986; Vandekerckhove, Schering et al. 1988;
Margarit, Davidson et al. 2006) und 2.) die durch Diphtherietoxin katalysierte ADP-
Ribosylierung des Elongationsfaktors 2 an Diphthamid699, welches den
Elongationszyklus der Proteinsynthese unterbricht (Honjo, Nishizuka et al. 1968;
Collier 2001; Jorgensen, Merrill et al. 2005). In beiden Fillen wird durch die toxin-
vermittelte ADP-Ribosylierung nicht die Tertidrstruktur des Zielproteins verdndert,
sondern dessen Interaktion mit anderen Proteinen durch sterische Blockade verhindert

(Jorgensen, Merrill et al. 2005; Margarit, Davidson et al. 2006).
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ARTZ + NAD  1o0g3

Abb. 6: Tertidrstruktur von RT6 (Ratten ART2.2). Abgebildet ist die kristallographisch
aufgeklarte Tertiarstruktur der Ratten ADP-Ribosyltransferase-2 (ART2.2) mit gebundenem NAD
(pdb-Code: 10g3). Die 3D-Stuktur ahnelt der Struktur eines ,Pacmans®, in der die N-terminale
und C-terminale Domane zusammen eine Art ,Ober-“ und ,Unterkiefer® bilden. Das ko-
kristallisierte NAD ist in cyan als Stickmodell dargestellt. Die NAD Bindungsstelle befindet sich
im aktiven Zentrum des Enzyms, dem ,Mund“ des Pacmans. Um die Ko-Kristallisation zu
ermdglichen, wurde das katalytische Glutamat E189 vor der Kristallisation zu 1189 (lle) mutiert.
Diese und zwei weitere konservierte Aminosauren im aktiven Zentrum, Arginin R126 und Serin
S147, sind rot dargestellt (Ritter, Koch-Nolte et al. 2003).

Bei den bisher bei Vertebraten klonierten mono-ADP-Ribosyltransferasen handelt es
sich um Glykosyl-Phosphatidyl-Inositol-(GPI)-verankerte Proteine (ART1 bis ART4),
meist mit verzweigtem Membrananker. Die ARTS hingegen ist ein sezerniertes Protein

(Abb. 7) (Okazaki and Moss 1998; Glowacki, Braren et al. 2002).
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Bakterielle ARTs ‘ Saugetier ARTs ART5
ART1 ART2 ART3 ART4 @

XXX

Muskel T-Zellen Testis Erythrozyten

CTg
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Cholera Toxin

Pertussis Toxin
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Abb. 7: Die Familie der ADP-Ribosyltransferasen. Stellvertretend fiir bakterielle ARTs ist
auf der linken Seite der Wirkmechanismus des Choleratoxins dargestellt: Wahrend die B-
Untereinheit an die Zelloberfliche bindet, gelangt die A-Untereinheit, eine ADP-
Ribosyltransferase, ins Zellinnere und fihrt Gber die ADP-Ribosylierung der a-Untereinheit von
heterotrimeren G-Proteinen zur dauerhaften Aktivierung von Adenylatzyklasen des
Darmepithels mit Elektrolyt- und Wasserverlusten infolge. Auf der rechten Seite sind die bisher
bei Vertebraten klonierten mono-ADP-Ribosyltransferasen dargestellt. Bei den ART1 bis ART4
handelt es sich um Glykosyl-Phosphatidyl-Inositol-(GPI)-verankerte Proteine, die mit
verzweigtem Membrananker dargestellt sind. ART5 hingegen ist ein sezerniertes Protein. Die
Expression der verschiedenen ARTs ist entsprechend der Beschriftung auf bestimmte Gewebe
beschrankt. (Modifiziert nach Koch-Nolte et al. 2006, Annals of Medicine)

Die Expression der verschiedenen ARTs ist auf bestimmte Gewebe beschriankt, ART2.2
beispielsweise auf murine T-Zellen. ART2.2 wird vor allem von ruhenden T-Zellen
exprimiert und nach T-Zellaktivierung von der Zelle als aktives Enzym freigesetzt
(Domenighini and Rappuoli 1996; Koch-Nolte, Petersen et al. 1996; Okazaki and Moss
1998; Kahl, Nissen et al. 2000; Mueller-Dieckmann, Ritter et al. 2002; Bannas,
Adriouch et al. 2005). Aufgrund seines Glykolipidankers ist ART2.2 in der
Zellmembran mit cholesterin- und gangliosidreichen Regionen assoziiert, die als Lipid
rafts bezeichnet werden (Bannas, Adriouch et al. 2005). Die Lokalisation in Lipid rafts
fokussiert die Aktivitdt der ART2.2 auf raft-assoziierte Domédnen. Es ist bekannt, dass
auch nicht GPI-verankerte Zielproteine der ART2.2 wie LFA-1 und P2X7 transient mit
Lipid rafts auf der Zellmembran assoziieren konnen (Marwali, Rey-Ladino et al. 2003;
Bannas, Adriouch et al. 2005; Gonnord, Delarasse et al. 2009). ART1 kommt auf
Monozyten, Neutrophilen und CML-Zelllinien vor, jedoch nicht auf Zelllinien aus

soliden Tumoren. Humanes ART1 hat kiirzlich die CD-Nummer CD296 erhalten (Koch-
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Nolte, Glowacki et al. 2005) und wird auf Granulozyten, Herz- und
Skelettmuskelzellen, sowie auf Epithelzellen exprimiert (Zolkiewska and Moss 1993;
Yadollahi-Farsani, Kefalas et al. 1999; Zhao, Gruszczynska-Biegala et al. 2005). ART4
ist Trager des Dombrock Blutgruppenantigens und hat die Nummer CD297 (Parusel,
Kahl et al. 2005). Sonst kommt es vor allem auf Erythrozyten und weniger auf
Monozyten und Milzmakrophagen vor. Interessanterweise wurden bisher keine Gene fiir

extrazellulire ARTs in Pilz-, Wurm-, Insekten- oder pflanzlichen Genomen gefunden.

Die ecto-ARTs sind an der posttranslationalen Modifikation von Proteinen beteiligt,
indem sie die ADPR des NADs auf z.B. Arginin transferieren (Koch-Nolte, Reche et al.
2001; Glowacki, Braren et al. 2002). Eine Moglichkeit zur Untersuchung der ADP-
Ribosylierung bietet der 1G4-Assay. Die an der Zelloberflidche lokalisierte ART reagiert
hier mit dem zugefiihrten etheno-NAD, indem sie das Nikotinamid abtrennt und den
etheno-Adenosin-Rest iiber ein Arginin an Targetproteine bindet. Die ADP-ribosylierten
Proteine konnen nun durch einen etheno-Adenosin-spezifischen Antikdrper 1G4 erkannt

werden (Abb. 8).
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mAb 1G4
etheno-NAD~

Nikotinamid

ADP-ribosyliertes
Membranprotein

Membranprotein
mit Argininrest

Abb. 8: Immunoassay zur Detektion von (etheno)-ADP-ribosylierten
Oberflachenproteinen. Anstelle von NAD konnen ARTs auch etheno-NAD als Substrat
verwenden und so Zielproteine etheno-ADP-ribosylieren. Zur Detektion wird der monoklonale
Antikdrper 1G4 benutzt, der spezifisch an die etheno-Adenosin-Gruppe bindet und
anschlieBend mit einem Fluoreszenz- oder Peroxidase-gekoppelten Sekundar-Antikérper
detektiert werden kann. Damit kdnnen ADP-ribosylierte Zielproteine im Westernblot und auf
lebenden Zellen in der Durchflusszytometrie oder in der Immunfluoreszenz sichtbar gemacht

werden. (Modifiziert nach: Krebs, Koestner et al. 2003).

Eine weitere Untersuchungsmethode bietet die radioaktive Markierung des NADs und
Messung markierter Oberflachenproteine mittels SDS-PAGE-Autoradiographie (Abb.
9).
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Abb. 9: 32P-ADP-RibosyIierung von Membranproteinen. Die ART reagiert mit ihrem
Substrat, dem **P radioaktiv markierten NAD (hier mit einem roten Stern gekennzeichnet),
indem sie Nikotinamid abspaltet und die weiterhin radioaktiv markierte ADP-Ribose Uber einen
Arginin-Rest an ein Targetprotein bindet. Das radioaktiv markierte Oberflachenprotein kann
mittels SDS-PAGE-Autoradiographie sichtbar gemacht werden. (Modifiziert nach: Krebs,
Koestner et al. 2003).

1.3.1 Die murine ART2.2 und der NICD

Extrazelluldres NAD ruft in CD4" und CD8" T-Zellen, jedoch nicht in B-Zellen, den
Zelltod hervor (Seman, Adriouch et al. 2003). Dieses bezeichnet man als NAD
induzierten Zelltod (NICD). In vitro fiihrt die Behandlung von T-Zellen mit Mitogenen
vor der NAD-Inkubation zur relativen Resistenz gegeniiber dem NICD. In der
iiberlebenden Fraktion ldsst sich eine Vermehrung der CD44 high, CD62L low
aktivierten/memory Zellen beobachten. Somit fithrt NAD nur in naiven Maus-T-Zellen
zum Zelltod (Adriouch, Ohlrogge et al. 2001). Eine besondere Sensitivitit fiir den
NICD besitzen die CD4'CD25" Regulator-T-Zellen, die den FoxP3 Transkriptionsfaktor
exprimieren (Aswad, Kawamura et al. 2005). Andere T-Zellen sind weniger sensitiv. Bis
heute ist nicht genau geklart, wie NAD zum NICD fiihrt. T-Zellen aus ART2.2 Knock-
out Méusen sind resistent gegeniiber dem NICD (Ohlrogge, Haag et al. 2002). Obwohl
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T-Zellen aus C57BL/6 Méusen die ART2.2 stark exprimieren, sind diese Zellen relativ
resistent gegeniiber dem NICD. Somit wird ART2.2 zwar benotigt, reicht jedoch nicht
allein aus zum NICD und es muss einen zusétzlichen Faktor geben (Adriouch, Ohlrogge
et al. 2001). Dieser nachgeschaltete Effektor wurde als P2X7 identifiziert (Seman,
Adriouch et al. 2003). P2X7-Inhibitoren wie KN-62 oder oATP verhindern den NICD.
Bei T-Zellen aus der Wildtyp-Maus fiihrt NAD wie ATP zu anderen charakteristischen
Verdnderungen, die typisch sind fir die P2X7-Aktivierung: Ausbildung einer
nichtselektiven Pore (900 Da), Externalisation von PS, CD62L-Abspaltung und
Calciumaufnahme. Bei T-Zellen aus P2X7 KO Maéusen konnen diese Verdnderungen
weder durch ATP noch durch NAD ausgelost werden (Scheuplein, Schwarz et al. 2009).
Es konnte gezeigt werden, dass P2X7 selbst in Gegenwart von **P-NAD durch ART2.2
ADP-ribosyliert wird (Seman, Adriouch et al. 2003). Als Ziele der ADP-Ribosylierung
wurden kiirzlich R125 und R133 identifiziert. Mutageneseversuche zeigten, dass nur die
ADP-Ribosylierung an der Stelle 125 den P2X7 Purinrezeptor zu aktivieren vermag
(Adriouch, Bannas et al. 2008). Im Rahmen dieser Arbeit wird untersucht, ob und unter

welchen Bedingungen P2X1 und P2X4 ebenfalls ADP-ribosyliert werden konnen.
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Abb. 10: Schematische Darstellung der durch die ART2.2 ADP-ribosylierten Arginine.
(A) Schema des murinen P2X7 Purinrezeptors mit den Positionen der 11 konservierten Arginine
(rot). Die Arginine, deren Mutation zu Funktionsverlust (R294K) bzw. einer stark erhdhten
Empfindlichkeit fuhren (R276K), sind hervorgehoben. Die fur die Tertidrstruktur des Proteins
wichtigen ausgebildeten Disulfidbriicken zwischen den Cysteinen sind zu sehen. (B-E)
VergroRerter Ausschnitt der Cystein-reichen Region von Wildtyp P2X7 (B) und partiell (C, D)
bzw. (E) nicht ADP-ribosylierbaren P2X7 Mutanten. Die jeweils kovalent an R125 und/oder
R133 gebundene ADP-Ribose, sowie die davon abhangige Empfindlichkeit der Mutanten
gegeniber ATP und NAD sind schematisch dargestellt (Bannas 2007).

Nach der T-Zell-Aktivierung wird die ART2.2 durch die Metalloproteinase abgespalten
(Kahl, Nissen et al. 2000). Diese Erkenntnis ist konform mit der Annahme, dass der

NICD nur naive ruhende T-Zellen betrifft. Andere bekannte Apoptosemechanismen
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betreffen aktivierte T-Zellen wéihrend der Ausreifungsphase im Thymus oder ausgereifte
aktivierte T-Zellen. Eine wichtige Rolle in der Kontrolle der ADP-Ribosylierung auf der
Oberfliche von T-Zellen spielt die CD38 NAD-Glycohydrolase, indem sie die
extrazellulire NAD-Konzentration limitiert (Krebs, Adriouch et al. 2005).

1.4 ATP und NAD als extrazelluldare Botenstoffe

NAD und ATP (Abb. 14) besitzen nicht nur als Metaboliten des Energichaushaltes der
Zellen Schliisselfunktionen. Burnstock stellte 1972 erstmals die Hypothese auf, dass
Purine aktiv von lebenden Zellen sezerniert werden und als Neurotransmitter fungieren
(Burnstock 1972). Darauthin haben diverse Gruppen bestitigt, dass ATP gemeinsam mit
anderen Neuotransmittern aus prasynaptischen Vesikeln sog. Purinerger Nerven
freigesetzt wird (Schwiebert and Zsembery 2003). NAD wird auf dhnliche Weise
gemeinsam mit ATP oder anderen Neurotransmittern aus terminalen postganglioniren
Enden freigesetzt, die mit Blutgefdssen oder der Harnblase in Verbindung stehen
(Smyth, Bobalova et al. 2004). AuBBerhalb des Nervensystems konnen ATP und NAD
auch durch Kanalproteine wie Connexin43, welches Gap-Junction-Halbkanile
ausbildet, nach extrazellulidr gelangen (Bruzzone, Guida et al. 2001; Stout, Costantin et
al. 2002). Diese Kanile Offnen typischer Weise nach mechanischem oder
metabolischem Stress (Contreras, Sanchez et al. 2002; Cherian, Siller-Jackson et al.
2005). NAD und ATP als parakrine extrazelluldre Signalmolekiile bzw. Mediatoren
werden somit nach Stress, Entziindung, Gewebeschidden, ect. freigesetzt. In vitro kann
man die Freisetzung von Purinen mit osmotischen Schocks, mechanischem Stress oder
Scherkréften forcieren. Meist fiihrt die Erhohung des intrazelluldren Calciums zur
Purinfreisetzung (Boudreault and Grygorczyk 2004; Genetos, Geist et al. 2005).
Extrazelluldres ATP kann selber ebenfalls Signal zur ATP-Freisetzung durch den P2X7
sein (Pellegatti, Falzoni et al. 2005). Die lytische Zerstorung der Zellmembran, z.B. bei
Entziindungsreaktionen, stellt eine dritte Moglichkeit zur Nukleotidfreisetzung dar.
Diese plotzliche und massive Freisetzung von NAD und ATP dient mdglicherweise als
Gefahrensignal fiir Zellen des Immunsystems (Atarashi, Nishimura et al. 2008; Elliott,
Chekeni et al. 2009). Einmal freigesetzt, konnen ATP und NAD enzymatisch in weitere
Metabolite wie ADP, AMP oder Adenosin verwandelt werden.
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1.4.1 Immunmodulation durch extrazellulares NAD

NAD wird an verschiedenen Stellen in der Zelle synthetisiert (Berger, Lau et al. 2005).
Unter physiologischen Bedingungen befindet sich mehr als 70% des NADs in den
Mitochondrien als Metabolit. Im Zytoplasma und Kern dient es als Signalmolekiil,
Prakursor von Calcium freisetzenden Metaboliten und Substrat fiir PARPs und Sirtuine.
Es steht eng mit DNA-Reparaturmechanismen, Transkriptionsregulatoren und
Apoptosemechanismen in Verbindung (Di Lisa and Ziegler 2001; Herceg and Wang
2001; Haag, Adriouch et al. 2007). Unter pathophysiologischen Gesichtspunkten wie
Ischdmie, Oxidativ-Stress, DNA-schidigenden Agenzien, setzt die Zelle NAD aus
Mitochondrien frei. Der Mechanismus ist bislang unbekannt (Herceg and Wang 2001).
Die physiologische extrazellulire NAD-Konzentration im Serum liegt bei 0,1-0,5uM
(Davies, Perrett et al. 1999; O'Reilly and Niven 2003). Nach extrazelluldr gelangt NAD
auf unterschiedliche Weisen: bei lebenden Zellen durch Exozytose, z.B. im Rahmen der
Neurotransmitterfreisetzung, sowie durch Kanalproteine, insbesondere Connexin 43
oder bei sterbenden Zellen durch mechanische Schadigung der Zellmembran (Bruzzone,

Guida et al. 2001; Schwiebert and Zsembery 2003; Smyth, Bobalova et al. 2004).

Extrazelluldires NAD wird rasch durch zwei Familien von Enzymen metabolisiert. Zum
einen durch CD38 und CD157, NADasen oder ADPR-Cyclasen, die auf B-Zellen, APZ
und aktivierten T-Zellen vorkommen (Cockayne, Muchamuel et al. 1998; Krebs,
Adriouch et al. 2005). Diese hydrolysieren NAD zu ADP-Ribose und Nikotinamid oder
bilden zyklische ADPR, welche als Second messenger die intrazelluldre
Calciumfreisetzung induzieren (Berthelier, Tixier et al. 1998; De Flora, Franco et al.
1998; Guse 2000). Knock-out Miuse fiir CD38 zeigen reduzierte Reaktionen auf T-Zell-
abhingige Antigene. Eine mdgliche Ursache wire hier die Migrationsstorung der
Dendritischen Zellen (Cockayne, Muchamuel et al. 1998; Partida-Sanchez, Goodrich et
al. 2004). Die zweite NAD-metabolisierende Enzymfamilie wird durch die E-NPPs
gebildet, die z.B. auf GefaBendothel vorkommen. Diese hydrolysieren NAD (ATP) zu
AMP, welches von der 5° Ektonukleotidase CD73 weiter in Adenosin umgewandelt

wird.
1.4.2 Immunmodulation durch extrazellulares ATP

Eine Immunmodulation durch ATP ist sowohl auf direktem Weg als auch durch seine

Metabolite moglich (la Sala, Ferrari et al. 2003; D1 Virgilio 2005). ATP wird dhnlich wie
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NAD durch lytische und nichtlytische Prozesse freigesetzt, u.a. durch Blutpldttchen
(Holmsen, Day et al. 1972). Extrazelluldres ATP kann durch die ecto-ATPase CD39 und
verwandte Nukleotidasen (E-NTPD’s) zu ADP und AMP verstoffwechselt werden.
Letztere werden von CD73 zu Adenosin umgewandelt, welches wiederum iiber eine
eigene Signalfunktion und Rezeptoren (P1 Purinrezeptoren) verfligt. Wird es nicht
vorher verstoffwechselt, kann ATP im Prinzip die komplette P2X-Familie sowie eine
Untergruppe der P2Y Rezeptoren aktivieren (P2Y1, 2, 11, 12, 13) (Dubyak 2003).
Allerdings unterscheiden sich die Empfindlichkeiten dieser verschiedenen Rezeptoren
fiir ATP deutlich. Die ECs liegt fiir P2Y im nanomolaren Bereich, fiir die meisten P2X
im niedrigen mikromolaren Bereich und fiir P2X7 im hohen mikromolaren Bereich (la
Sala, Ferrari et al. 2003). Abhéngig von Konzentration und Zelltyp kann ATP eine pro-
oder eine antientziindliche Rolle spielen. Jiingste Untersuchungen zeigen z.B., dass von
sterbenden Zellen freigesetztes ATP chemotaktisch auf Makrophagen wirkt und diese
zur Phagozytose der sterbenden Zellen anregt (Elliott, Chekeni et al. 2009).
Offensichtlich kann auch von der lokalen Darmflora freigesetztes ATP auf die
Differenzierung von T-Zellen in der Darmmucosa wirken (Atarashi, Nishimura et al.

2008).

1.5 Herstellung von monoklonalen und polyklonalen

Antikorpern mittels Gene-Gun-Immunisierung

Bei der routinemaBig genutzten Peptidimmunisierung wird ein synthetisches Peptid an
ein Tragerprotein gekoppelt, um die Produktion von Antikdrpern zu induzieren, die
gegen ein lineares Epitop gerichtet sind. Diese Antikorper, im Folgenden als a-Peptid
bezeichnet, erkennen meist sehr gut das denaturierte Protein und eignen sich damit z.B.
gut fiir Western-Blot Analysen. Zur Analyse von natiirlich gefalteten Proteinen in der
Tertidr- oder Quartdrstruktur eignen sich die a-Peptids jedoch weniger, da lineare
Epitope selten an der Oberfliche eines Proteins liegen und native Proteine von a-
Peptids in der Regel nicht erkannt werden. Antikorper, die Proteine in nativer
Conformation erkennen (a-Pinc), konnen effizient mittels DNA-Immunisierung
hergestellt werden. Die Methodik der DNA-Immunisierung, sowie deren Vor- und

Nachteile werden im Folgenden erldutert.

30



Einleitung

Bei der DNA-Immunisierung wird das jeweilige DNA-Konstrukt als Plasmid/cDNA an
lum Goldpartikel gekoppelt und anschlieBend ballistisch mit einer ,,Gene-Gun* in die
Haut des Kaninchens, der Ratte oder der Maus geschossen, daher auch die Bezeichnung
als Gene-Gun-Immunisierung (Abb. 12). Die Tiere erhalten 4 Immunisierungen in 3-
bis 6-Wochen-Intervallen mit jeweils 8-12 Schiissen Plasmid-konjugierter Goldpartikel
(lng DNA/mg Gold/Schuss). Serumproben werden jeweils 10 Tage nach der
Immunisierung gewonnen. Zur Herstellung von monoklonalen Antikorpern erhalten die
Tiere 3-5 Tage vor der Gewinnung des endgiiltigen Immunserums eine letzte
Boosterung mit transient transfizierten HEK-Zellen oder aufgereinigtem rekombinanten
Protein intravends. Die frisch préparierten Milzzellen werden mit Sp2/0 Myelomazellen
fusioniert. Im anschlieBenden Screening werden die Uberstinde der wachsenden
Hybridoma-Klone auf die Produktion von spezifischen Antikdrpern mittels indirekter
Immunfluoreszenzanalyse an transient transfizierten HEK-Zellen getestet (s. Abb. 11).
Positive Klone werden weitergeziichtet, subkloniert und kryokonserviert. Die
Aufreinigung der monoklonalen Antikérper aus den Kulturiiberstinden erfolgt mittels

Affinitidtschromatographie an Protein-G-Sepharose (Koch-Nolte, Glowacki et al. 2005).

mP2X4

RG22 Klon a-mP2X4

Abb. 11: Positiver Klon der Fusion RG22 a-mP2X4. Frisch praparierte Milzzellen werden
mit Sp2/0 Myelomazellen fusioniert. Im anschlieRenden Screening werden die Uberstande der
Fusionszellen auf Produktion von spezifischen Antikdrpern getestet. Dabei werden die
Uberstande auf transient transfizierte HEK-Zellen gegeben und nach Immunfarbung die
positiven Klone in der Immunfluoreszenz erkannt und isoliert.

Diese Methode ermdglicht die Herstellung von Antikdrpern gegen Membranproteine in
natiirlicher Konformation. Bei der genetischen Immunisierung wird das von der cDNA
kodierte Antigen vom immunisierten Versuchstier synthetisiert und prozessiert (Tang,

DeVit et al. 1992; Koch-Nolte, Duffy et al. 1999). Die induzierten Antikorper sind in
der Regel gegen das nativ gefaltete Genprodukt gerichtet. Im Unterschied zu
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Peptidantikorpern, welche nur gegen ein lineares Epitop gerichtet sind, eignen sich die
durch genetische Immunisierung hergestellten Antikdrper daher besonders gut fiir
Immunzytochemie, Immunprizipitation, Affinititsreinigung, Durchflusszytometrie
(FACS-Analysen), ELISA, Microarrays und letztendlich fiir diagnostische und
therapeutische Anwendungen. Somit sind diese a-Pincs den a-Peptids meist iiberlegen
beziiglich der Protein-Erkennung in Tertidr- und Quartérstruktur. Die meisten mittels
DNA-Immunisierung hergestellten monoklonalen Antikorper (mAbs) reagieren sehr
spezifisch mit ithrem jeweiligen Antigen. Manchmal reagieren diese mAbs auch mit dem
Orthologen einer nah-verwandten Spezies, jedoch in der Regel nicht mit entfernt
verwandten Paralogen innerhalb einer Spezies (Koch-Nolte, Glowacki et al. 2005). Die
a-Pincs lassen sich gut nutzen, um primire Zellen und Zelllinien auf Proteinexpression

zu untersuchen.
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Abb. 12: Schema der Immunisierung eines Kaninchens. Die durch DNA-Immunisierung
generierten Antikérper sind denen durch synthetische Peptide hergestellten Antikdrpern
beziglich der Protein-Erkennung in Tertidr- und Quartarstruktur (berlegen. Bei der DNA-
Immunisierung wird das jeweilige DNA-Konstrukt als Plasmid an Goldpartikel gekoppelt und
anschliellend nach einem bestimmten Immunisierungsschema ballistisch mit einer ,Gene-Gun*
in die Haut des Kaninchens geschossen, daher auch die Bezeichnung als Gene-Gun-
Immunisierung. 3-5 Tage vor der Gewinnung des endgultigen Immunserums erhalten die Tiere
eine letzte Boosterung mit transient transfizierten HEK-Zellen intravends. Diese Methode
ermoglicht die Herstellung von Antikdrpern gegen Membranproteine in natirlicher Conformation
(a-Pinc). Hierbei handelt es sich um eine genetische Immunisierung, bei der Antikorper direkt
gegen das Genprodukt gebildet werden. Im Unterschied zu Peptidantikdrpern, welche nur
gegen eine Peptid-Sequenz gerichtet sind, eignen sich die durch genetische Immunisierung
hergestellten Antikorper besonders gut fir Immunzytochemie, Immunprazipitation,
Affinitatsreinigung, Durchflusszytometrie (FACS-Analysen), ELISA, Microarrays und letztendlich

fur diagnostische und therapeutische Anwendungen. (modifiziert nach Kahl et al. 2003)

Die folgende Abb. 13 listet die im Rahmen dieser Arbeit charakterisierten P2X

spezifischen a-Pinc Immunseren und monoklonalen Antikdrper auf.
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a-Pinc monoklonaler Antikérper aus Ratte oder Maus

Spezies Maus Ratte Mensch
Rezeptor-subtyp

P2X1 = - }
P2X4 - - .
P2X7 RH23 A44 #1L4 L4

Spezies Maus Ratte Mensch
Rezeptor-subtyp

P2X1 CR30, #9316 - 9316, #CR30
116, CR58, RG22,

P2X4 RG23 - CR29

P2X7 K1G 3428 3429

a-Peptid aus Ratte

r—
pezies Maus Ratte Mensch
Rezeptor-subtyp

P2X1, AS 364-372 # Abcam a-P2X1 Abcam a-P2X1 # Abcam a-P2X1
# Calbiochem Calbiochem # Calbiochem

R HISSISAEs a -P2X4 a -P2X4 a -P2X4

P2X7, AS 576-595 # Alomone a -P2X7 | Alomone a -P2X7 | # Alomone a -P2X7

Abb. 13: Ubersicht der verfiigbaren P2X-spezifischen Antikérper. Hier aufgelistet sind
die aktuell verfigbaren und in dieser Arbeit verwendeten verschiedenen Antikdrper zur Analyse
der Purinrezeptoren. Dabei wird zwischen a-Pinc monoklonalen Antikérpern, a-Pinc
polyklonalen Immunseren und o-Peptid unterschieden. Mit einem # versehen sind
Kreuzreaktivitdten der Antikdrper mit dem entsprechenden orthologen Rezeptor einer anderen

Spezies.
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2 Material und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Laborgerate:

Analysenwaage
Autoklav

Brutschrank/CO,-Inkubator
Bakterienbrutschrank
Computer

Cooler

Digitalkamera
Durchflusszytometer
Geldokumentation

Elektroporator

Entwicklungsmaschine
Feinwaage

Heizblock

Inkubator

Laminar air flow im PCR-Labor
Lautkammern fir die

Agarose-Gelelektrophorese

Laufkammern fir die
Gelelektrophorese

Magnetrihrer

Mikro-Pipetten
Mikroskop
Mikrowellenofen
PCR-Maschine
Pipettierhilfe
Photometer
Phosphoimager
Schiittelinkubator
Sicherheitswerkbank
Stickstofftank

Analytical Plus,
Modell 2540 EK,

Varioklav

B6060

iMac, eMac, G3, G4,
Stratacooler

DP500

FACScalibur

Edas290 + Kamera DC290
GenePulser mit
Capacitate Extender
Fuji FPM 100A

Typ 1412
Thermomixer kompakt
Incubat

Gelaire Class 100
Modell 40-0708
Modell B2

XCell SureLock Mini-Cell

RCT S 26

Typ ,Research”
Axiovert S100

M 637 EC
Biometra T3
~EXpress*
SmartSpec 3000
Fujix BAS2000
Herasafe HS12/2

K series

Ohaus
Tuttnauer

H+P Labortechnik
GmbH

Heraeus
Heraeus

Apple
Stratagene
Olympus

BD Biosciences
Kodak

Bio-Rad

Fuji Photo Film GmbH
Sartorius

Eppendorf

Melag

Gelman

PEQLAB Biotechnologie
Owl Separation
Systems

Invitrogen

Omnilab/
IKA-Labortechnik
Eppendorf

Zeiss

Miele

Whatman Biometra
Falcon/BD Biosciences
Bio-Rad

Fuji Film

Infors

Heraeus

Taylor-Wharton
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Spannungsgerat fir die
Agarose-Gelelektrophorese
Thermocycler
Tischzentrifuge
Ultrazentrifuge

Ultrazentrifugenrotoren

Vortex

Wasserbad

Wasserdeionisierungsanlage

Zentrifuge
-80°C-Truhe

Modell BI0O105 LVD

High Voltage Power Pack P30

TGradient
Biofuge pico
RC26 Plus
SA-300
SLA-3000
SW40

Lpress to mix“
Typ 1007

MilliQ syntFthrombohesis
Elix 10

GS-6KR

HFC 586 Basic

2.1.2 Verbrauchsmaterialien

Combitips

Einwegpipetten, steril

Einwegspritzen
Elektroporationskivetten
FACS-Roéhrchen

Hyperfilm ECL

Kanulen
Kulturflaschen fur adharent

wachsende Zellen

Kulturschalen fur in Suspension
wachsende Zellen
Pipettenspitzen
Reaktionsgefalle

Rontgenfilm

Sterilfiltrationsapparaturen
Untersuchungshandschuhe

Zentrifugenréhrchen, steril

versch. GrofRen

versch. GroRen

versch. Groen
GenePulser 0,2 cm

5ml roundbottom

versch. Groen
T25, T75

10 cm, 25 cm

Tipstack, versch. Grofen
Safelock, versch. GroRRen
Kodak Biomax MR

Steriflip, Stericup
Safeskin
15ml, 50ml

Biometra

Biometra
Heraeus
Sorvall

Sorvall

Sorvall
Beckman-Coulter
Neolab
Gesellschaft f.
Labortechnik
Millipore
Millipore
Beckman

Heraeus

Eppendorf

Falcon/

BD Biosciences
Braun

Bio-Rad

Falcon/

BD Biosciences
Amersham-Pharmacia
Biotech

Braun

Nunc

Greiner

Sarstedt
Eppendorf

Kodak Company,
Connecticut (USA)
Millipore
Kimberly-Clark

Falcon/ BD Biosciences
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2.1.3 Mausstamm

Der Mausstamm C57BL/6H-2° UKE Hamburg wurde von der Firma Charles Rivers (Sulzfeld)
erworben und in der Tierhaltung des UKEs weitergeziichtet. Die Maus steht als P2X7 Knock-out
(KO) zur Verfiigung. H-2b: Knock-out Maus in der ein Teil des fiir den carboxyterminalen Teil
des P2X7 Rezeptors kodierenden Exons mittels homologer Rekombination durch die

Neomycin-Resistenzkassette ersetzt wurde; von Christopher Gabel, Pfizer Inc., Groton,

Conneticut

2.1.4 Zelllinien

A20 Maus B-Lymphomzelllinie Firma ATCC-LGC Promochem
CHO.it Hamster Ovar-Zelllinie AG Di Girolamo, Corda, Italien
DO11.10 Maus T-T-Hybridomzelllinie B. Fleischer, BNI Hamburg

GM-CSF-Zellen Ag8653 Myelomzelllinie transfiziert mit
cDNA fur murines GM-CSF

AG Ritter, BNI Hamburg

H9 humane kutane T-Lymphomzelllinie  Firma ATCC-LGC Promochem
HEK.CS humane Embryonale Nierenzelllinie  Firma ATCC-LGC Promochem
293T-HEK-Zelllinie humane Nierenepithelienzellen Firma ATCC-LGC Promochem

transformiert mit Adenovirus 5 DNA

HEL humane Erythroleukamiezelllinie Firma ATCC-LGC Promochem

Hela humane Cervix-Ca-Zelllinie Firma ATCC-LGC Promochem

J774A.1 murine Makrophagen-Zellinie Firma ATCC-LGC Promochem

Jurkat humane T-Lymphomzelllinie DSMZz

LNCAP humane Prostata-Ca Firma ATCC-LGC Promochem
Lymphknoten-Metastasenzelllinie

MD27 Maus BALB/c T-T-Hybridomzelllinie M. Neumaier, UKE, Hamburg

RAW 264.7 murine Makrophagen-Zelllinie Firma ATCC-LGC Promochem

THP.1 humane AML-Zelllinie DSMZ

YAC.HH Maus T-Lymphomzelllinie Firma ATCC-LGC
MLV-transformiert Promochem
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2.1.5 Antikoérper

Antikérperbezeichnung FACS/IF  Immunoblot Herkunft

Kaninchen-anti-Maus P2X1 / CR30 pAk  1:800 1:500 IFl, Hamburg

Kaninchen-anti-Human P2X1 /9316  pAk 1:800 IFl, Hamburg

Ratte-anti-Maus P2X4 / RG22 pAk 1:800 1:500 IF1, Hamburg

Ratte-anti-Maus P2X4 / RG23 pAk 1:800 1:500 IFl, Hamburg

Kaninchen-anti-Maus P2X4 / 116 pAk  1:800 1:500 IFl, Hamburg

Kaninchen-anti-Maus P2X4 / CR58 pAk 1:400 1:500 IFI, Hamburg

Kaninchen-anti-Human P2X4 / CR29 pAk 1:800 1:500 IFI, Hamburg

Kaninchen-anti-Maus P2X7 / K1G pAk 1:800 IFl, Hamburg

Kaninchen-anti-Ratte P2X7 / 3428 pAk 1:800 IFl, Hamburg

Kaninchen-anti-Human P2X7 / 3429 pAk 1:400 IFl, Hamburg

Ratte-anti-Maus P2X7 / RH23-A44 mAk 1:100 IFl, Hamburg

Ratte anti-MausP2X7-Alexa488 mAk 1:100 IFl, Hamburg

RH23-A44

Maus-anti-Human P2X7 / L4 mAKk 1:100 Gary Buell, Pfizer

Maus-anti-etheno-Adenosin IgG2a mAKk  1:100 IFI, Hamburg

Alexad88 / 1G4

Ratte-anti-Maus ART2.1/2.2 mAk 1:100 IFl, Hamburg

Alexa488 / GUGU 253

Esel-anti-Maus IgG (H+L) F(ab)2 PE 1:100 Dianova

Esel-anti-Ratte IgG (H+L) F(ab)2 PE 1:100 Dianova

Esel-anti-Kaninchen 1gG (H+L) 1:100 Dianova

F(ab)2 PE

anti-Kaninchen IgG (HRP) Trueblot 1:1000 NatuTec eBioscience,
Frankfurt

Esel-anti-Kaninchen (HRP) 1:5000 Amersham Biosciences,
UK

Ziege-anti-Maus (HRP) 1:5000 Amersham Biosciences,
UK

Kaninchen-anti-P2X1, C-Terminal 1:200 1:2000 Abcam

(Ratte AS 364-372)

Kaninchen-anti-P2X4, C-Terminal 1:100 1:250 Calbiochem

(Ratte AS 373-388)

Kaninchen-anti-P2X7, C-Terminal 1:200 1:1000 Alomone

(Ratte AS 576-595)

Kaninchen-anti-P2X7, Extrazellular 1:300 1:1000 Alomone
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FITC, (Maus AS 136-152)
Mensch-anti-Maus CD3e APC
Ratte-anti-Maus CD4 APC
Ratte-anti-Maus CD45RB PE
Ratte-anti-Maus CD41 PE
Ratte-anti-Maus CD11b/Mac-1 PE
Ratte-anti-Maus CD86APC

Ratte-anti-Maus CD25 IgG2beta PE,
3C7

1:100
1:100
1:100
1:100
1:100
1:100

1:100

Pharmingen, Heidelberg
Pharmingen, Heidelberg
Pharmingen, Heidelberg
Pharmingen, Heidelberg
Pharmingen, Heidelberg
Amersham Biosciences,
UK

Pharmingen, Heidelberg

Tabelle 1: Ubersicht ber alle im Rahmen dieser Arbeit verwendeten und analysierten

Antikdrper unter Angabe der fur die jeweilige Analyse verwendeten Verdiinnungsstufen
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2.1.6 Chemikalien und Lésungen

Es wurden Chemikalien der hochsten erhaltlichen Reinheit benutzt und von den Firmen

Boehringer Ingelheim, Merck oder Sigma bezogen.

Aqua ad iniectabila Baxter
Aceton, reinst Merck, Darmstadt

2.1.6.1 Materialien flr zellbiologische Arbeiten

Medien und Zusatze fir die Zellkultur stammen von der Firma Gibco (Karlsruhe).

Blasticidin Invitrogen, Groningen
Carbenicillin Serva, Heidelberg
Dulbeccos Modified Eagle Medium (DMEM) Gibco BRL, Eggenstein
G418 (Geneticin) Gibco BRL, Eggenstein
Fotales Kalberserum (FCS) Biochrom AG, Hamburg
1640 RPMI Gibco BRL, Eggenstein
Hepespuffer Gibco BRL, Eggenstein
L-Glutamin Gibco BRL, Eggenstein
Natriumpyruvat Gibco BRL, Eggenstein
Nitex-Membran (80um) Cadisch Precision Meshes,
London, UK

2.1.6.2 Materialien fir molekularbiologische Arbeiten

100 mM dNTP Set PCR Grade Invitrogen, Karlsruhe

DNA Typing Grade Agarose Gibco BRL, Karlsruhe

5x First Strand Buffer Invitrogen, Karlsruhe

50x TAE Buffer Invitrogen, Karlsruhe
Tris-Acetat-EDTA-Puffer (50x) Gibco BRL

6x Loading Dye Solution Fermentas, St. Leon-Rot
GeneRulertm 1kb DNA Ladder Fermentas, St. Leon-Rot

Enzyme:

AmpliTaq Goldtm Applied Biosystems, Foster City, CA, USA

2.1.6.3 Materialien flr proteinchemische Arbeiten

NOVEX® Colloidal Blue Stain Kit Invitrogen, Karlsruhe
ECL Western blotting detection reagents Amersham Biosciences, Freiburg

Gel-Drytm Drying Solution Invitrogen, Karlsruhe
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MultiMarke Multi-Colored Standard
Nitrozellulose (NC)-Membran Hybond-C, 0.45 uym
NOVEXe Colloidal Blue stain kit

NOVEXe Sharp Pre-Stained Protein Standards
NuPAGE® Antioxidans

NuPAGEe LDS Probenpuffer 4x

NuPAGE® MES Laufpuffer 20x

NuPAGE® MOPS Laufpuffer

NuPAGE® precast Gele, 10% Bis-Tris
NuPAGE® sample reducing agent (DTT)
NuPAGE® Transferpuffer 20x
Polyvinyldendifluorid-(PVDF)

Membran ImmobilonP

SeeBlue Plus2 Pre-Stained Standards

Invitrogen, Karlsruhe
Pharmacia Biotech, Freiburg
Invitrogen, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe

Boehringer, Ingelheim

Novex, San Diego, CA (USA)

2.1.6.4 Materialien fir immunologische Arbeiten

BSA

Propidiumjodid
Protein-G-Sepharosetv 4 Fast Flow
StrataCleanTM Resin

PAA, Pasching, Osterreich
Pharmingen, Hamburg
GE Healthcare, Minchen

Stratagene, Heidelberg

2.1.6.5 Materialien flr Aktivitatsuntersuchungen

*’P_.NAD
Ethidiumbromid

Amersham-Pharmacia Biotech, Freiburg

Sigma, Deisenhofen

2.1.6.6 Materialien fir die Transformation in E.coli

LB-Agar
LB-Medium
SOC-Medium

2.1.7 Enzyme

Eco R1 (20.000U/ml)
Nhe1 (10.000U/ml)
Not1 (10.000U/ml)
Sca1 (10.000U/ml)
Ssp1 (5.000U/ml)

BD Biosciences
Gibco BRL, Eggenstein
Gibco BRL, Eggenstein

New England Biolabs, Frankfurt
New England Biolabs, Frankfurt
New England Biolabs, Frankfurt
New England Biolabs, Frankfurt
New England Biolabs, Frankfurt
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Fir Einzelverdaus wurden die Enzyme in den mitgelieferten Puffern eingesetzt. Doppelverdaus
wurden entsprechend der Empfehlungen von New England Biolabs (NEB 2002) durchgefiihrt.

Falls erforderlich wurde gereinigtes bovines Serumalbumin in der Konzentration 100ug/ml

zugesetzt.
PFU-Turbo DNA-Polymerase Stratagene, Amsterdam (Niederlande)
Platinum Blue DNA-Polymerase Invitrogen, Karlsruhe
Proteinase K Sigma-Aldrich, Deisenhofen
T4-Ligase Invitrogen, Karlsruhe

2.1.8 Primer

2.1.8.1 P2X-Mutageneseprimer

Primer Verwendung

CMV-F Sequenzierung

mP2X1EX122RR for |Mutation des mP2X1
57 -GTGCAGAGAACCCACcgacgaGGTGGCATATGCCAAG-3~

mP2X1EX122RRrev |Mutation des mP2X1
57 -CTTGGCATATGCCACCtcgtcgTGGGTTCTCTGCAC-3~

hP2X1EX122RR for Mutation des hP2X1
57 -CTGCGCAGAGCACCCAcgacgaGGGGGCATATGCAAG-3~

hP2X1EX122RR rev Mutation des hP2X1
57 -CTTGCATATGCCCCCtcgtcgTGGGTGCTCTGCGCAG-3~

mP2X4DK121RR for |Mutation des mP2X4
5° -GTCCAGAGATTCCTcgt cggACCAGCATTTGCGATTC-3 "~

mP2X4DK121RRrev |Mutation des mP2X4
5~ -GAATCGCAAATGCTGGTccgacgAGGAATCTCTGGAC-3 -

hP2X4DA121RR for Mutation des hP2X4
5”7 -GCCCCGAGATTCCAcgtcggACCACTGTGTGTAAATC-3"

hP2X4DA121RR rev Mutation des hP2X4
57 -GATTTACACACAGTGGTccgacgTGGAATCTCGGGGC-3~

hP2X4A122R for Mutation des hP2X4

5~ -CCCGAGATTCCAGATcggACCACTGTGTGTAAATC-3"
hP2X4A122R rev Mutation des hP2X4

57 -GATTTACACACAGTGGTccgATCTGGAATCTCGGG-3~
mP2X7R133K for Mutation des mP2X7 und mP2X7 RR124KK

57 -CAGTGCTCTTCTGACaagCGTTGTAAAAAGGG-3~
mP2X7R133K rev Mutation des mP2X7 und mP2X7 RR124KK

57 -CCCTTTTTACAACGCttGTCAGAAGAGCACTG-3"
mP2X7R134K for Mutation des mP2X7 und mP2X7 RR124KK

57 -CTCTTCTGACCGGaagTGTAAAAAGGGGTGG3 ~
mP2X7R134K rev Mutation des mP2X7 und mP2X7 RR124KK

57 -CCACCCCTTTTTACACttCCGGTCAGAAGAG-3~

mP2X7RR133KK for |Mutation des mP2X7 und mP2X7 RR124KK
57 - CAGTGCTCTTCTGACaagaagTGTAAAAAGGGGTG-3 -

mP2X7RR133KK rev |Mutation des mP2X7 und mP2X7 RR124KK
57 -CACCCCTTTTTACACttcttGTCAGAAGAGCACTG-3"

hP2X7R125K for 57 -CCGAGTATCCCACCaaaAGGACGCTCTGTTCC-3"~
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hP2X7R125K rev 57 -GGAACAGAGCGTCCTtttGGTGGGATACTCGG-3"~
hP2X7R126K for 57 -GAGTATCCCACCCGCaagACGCTCTGTTCCTCTG-3"~
hP2X7R126K rev 57 -CAGAGGAACAGAGCGTct tGCGGGTGGGATACTC-3"~

hP2X7RR125KK for 57 -CCCGAGTATCCCACCaagaagACGCTCTGTTCCTCTG-3~

hP2X7RR125KK rev 57 -CAGAGGAACAGAGCGTcttcttGGTGGGATACTCGGG-3~

hP2X7R133K for Mutation des hP2X7

57 -CTCTGTTCCTCTGACaaaGGTTGTAAAAAGGG-3 "~
hP2X7R133K rev Mutation des hP2X7

57 -CCCTTTTTACAACCtttGTCAGAGGAACAGAG-3~
x123R for Mutation des mP2X1

5~ -GAGACCCCAGAACgtGGTGGCATATGCCAAG-3"~
x123R rev Mutation des mP2X1

5° -CTTGGCATATGCCACCacgTTCTGGGTTCTC-3 "~

Tabelle 2: Ubersicht tiber die in dieser Arbeit verwendeten Primer zur Mutagenese

2.1.9 Plasmide

Expressionsvektoren mit vollstindigen offenen Leserastern fiir P2X Familienmitglieder
wurden entweder von der ,mammalian gene collection” (www.mgc.nih.nlm.gov)
erworben oder von anderen Arbeitsgruppen zur Verfiigung gestellt (s. Tabelle 3).
Expressionsvektoren fiir Maus ART2.2 und fiir ein Fusionsprotein aus green fluorescent
protein (GFP) und der Transaktivierenden Doméne des Transkripitonsfaktors ,,lung
kriippel-like-factor (LKLF) wurden in der eigenen Arbeitsgruppe hergestellt (Koch-
Nolte, 1999 JI; Diessenbacher, 2003).

Vektor Genbank insert size | Herkunft
accession
number
pCMV-SPORT6-hP2X4 BC033826 1.824 bp | Mammalian gene
collection
pCMV-SPORT6-hP2X1 BC044657 2.671 bp | mammalian gene
collection
pCMV-SPORT6-mP2X1 BC015084 2489 bp | mammalian gene
collection
pcDNA3-mP2X4 Francois Rassendren,
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pcDNA6-mP2X1
pcDNA6-hP2X1
pcDNA6-hP2X4
pcDNA6-mP2X7
pcDNA6-rP2X7
pcDNA6-hP2X7
pcDNA6-mP2X1 EX122RR
pcDNA6-hP2X1 EX122RR
pcDNA3-mP2X4 DK121RR
pcDNA6-hP2X4 DA121RR

pcDNA6-mP2X7 RR124KK
+ RRI133KK

pcDNA6-mP2X7 RR133KK

Montpellier

s. diese Arbeit

s. diese Arbeit

s. diese Arbeit

Sahil Adriouch, Rouen
Sahil Adriouch, Rouen
James Wiley, Sydney
s. diese Arbeit

s. diese Arbeit

s. diese Arbeit

s. diese Arbeit

s. diese Arbeit

s. diese Arbeit

Tabelle 3: Auflistung der in dieser Arbeit verwendeten Expressionsvektoren
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2.1.10 Puffer und Medien

2.1.10.1 Zellkulturmedien:

Die fir die Medien verwendeten Zusatze werden sterilfiltriert (PorengréfRe 0,22um).

Fotales Kalberserum (FCS) und Pferdeserum werden vor der Verwendung zur Inaktivierung

von Komplementfaktoren fiir 30 min bei 56°C erhitzt.

Kulturmedium:

RPMI Komplettmedium fir Lymphomzellen und Hybridomzellen:
RPMI 1640, 10% (v/v) FCS, 2mM Glutamin, 1mM Natriumpyruvat

DMEM Komplettmedium fir adharent wachsende Zellen:
DMEM, 10% (v/v) FCS, 2mM Glutamin, 1mM Natriumpyruvat, 100mM, HEPES, 1x
nicht-essenziellen Aminosauren (MEM)

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

Einfrier-Medium: in 1640 RPMI (Gibco BRL) + 20 % FCS + 10 % Dimethylsulfoxid DMSO
Zusatze: Gentamycin, 50mg/ml (Gibco BRL), Geneticin, 50mg/ml (Gibco BRL), murines M-CSF
der Firma PeproTech GmbH (Hamburg)

Das Waschen/Ablésen adharenter Zellen erfolgte mit PBS (Gibco BRL), Trypsin (Biochrom).

2.1.10.2 Transiente Transfektion

JetPEI-Reagenz der Firma Polyplus Transfection, lllkirch, Frankreich wurde zur transienten
Transfektion von CHO-Zellen und HEK-Zellen verwendet. Bendtigter Zusatz: Isotone

Natriumchloridldsung, 154mM (Braun).
2.1.10.3 Puffer

Alle Puffer und Lésungen werden mit deionisiertem Wasser angesetzt. Fir die Verwendung

in der Zellkultur werden die Puffer sterilfiltriert (Porengréfe 0,22um).

PBS: 2,67mM Kaliumchlorid, 1,47mM Kaliumdihydrogenphosphat, 138mM Natriumchlorid, 8mM
Di-Natriumhydrogenphosphat

Lysispuffer: 1% TritonX100, 1mM AEBSF, 1mM ADP-Ribose, 1mM NAD, 2mM EDTA in PBS
NaCl-Puffer: 140mM Natriumchlorid, 5mM Kaliumchlorid, 10mM Glucose, 10mM HEPES

SDS-PAGE und Western blot:
MOPS-Puffer: 50mM MOPS, 50mM TrisBase, 3.5mM SDS, 1mM EDTA, pH 7.7
MES-Puffer: 50mM MES, 50mM TrisBase, 3.5mM SDS, 1mM EDTA, pH 7.3
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1xTransferpuffer: 3.027g TrisBase, 14.4g Glycin, pH8.3, 20% Methanol

Blotpuffer: 50ml 20x Transferpuffer, 100ml Methanol, 1ml Antioxidans (evtl.) ad 1 | H20

1xTBS: 8g Natriumchlorid, 0.2g Kaliumchlorid, 3g TrisBase, pH 7.4

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

Blocklésung: 1xTBS, 10% Ziegenserum oder 1% Milchpulver

Antikérperverdiinnungslésung: 1xTBS, 10% Ziegenserum oder 5% Milchpulver, 20% Tween 20
Waschlésung: 1xTBS, 0.5% Tween 20

Silberldsung: 1xTBS, 20% AgNO3, 40% Na Citrat, 20% FeSO4

2.1.10.4 Isolierung von Plasmid-DNA

-QIAprep Spin Miniprep Kit“ oder ,Qiagen Endofree Plasmid Maxiprep Kit"
Puffer P1: 50mM Tris-HCI pH 8, 10mM EDTA, 100ug/ml RNAse A

Puffer P2: 200mM NaOH, 1% SDS

Puffer P3: 3M K-Acetat pH 5.5

Waschpuffer PB

Waschpuffer PE

Elutionspuffer EB: 10mM Tris-HCI

2.1.10.5 Isolierung von DNA aus Agarosegelen

Puffer QG
Waschpuffer PE
Elutionspuffer EB: 10mM Tris-HCI

2.1.11 ART2 Substrate, Agonist und Inhibitor von P2X7

Als Substrate fiir die ART2.2-vermittelte ADP-Ribosylierung wurden NAD und das
NAD-Analogon 6'N-etheno-NAD in den jeweils angegebenen Konzentrationen
verwendet. Als direkter Agonist des P2X7 Rezeptors wurde ATP in den angegebenen
Konzentrationen benutzt. In Abb. 14 sind die Strukturformeln dieser Molekiile

dargestellt.
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Abb. 14: Strukturformeln von NAD, etheno-NAD und ATP. NAD und 6°N-etheno-NAD
(eNAD) dienen beide als Substrat fir ADP-Ribosyltransferasen. ATP ist ein Agonist fir den
P2X7 Purinrezeptor. Es ist die Angriffsstelle der ADP-Ribosyltransferase (ART2.2) dargestellt
(roter Pfeil).

2.2 Methoden
2.2.1 Zellbiologische Methoden

2.2.1.1 Kryokonservierung von eukaryontischen Zellen

Die Kryokonservierung dient der langfristigen Lagerung von Zellen. Zellen mit einer
mittleren Wachstumsdichte (etwa 50% konfluent) werden in vorgekiihltem
Einfriermedium resuspendiert und anschlieBend in einem Kryordhrchen bei -80°C in
der Gefriertruhe fiir mindestens 24 Stunden langsam eingefroren. AnschlieBend werden
sie in den Stickstofftank {iberfithrt und dort dauerhaft aufbewahrt. Fiir adhérent
wachsende Zellen verwendet man Dulbecco’s modified Eagle Medium (DMEM), fiir
Suspensionszellen RPMI-Medium mit 20% fotalem Kilberserum und 10% DMSO.
Dabei verhindert Dimethylsulfoxid die schnelle Bildung von Eiskristallen in der Zelle
und damit deren Untergang. DMSO selbst ist allerdings toxisch fiir die Zellen, weshalb
das Einfrieren in direktem Anschluss an die Zugabe von DMSO erfolgen sollte. Bei
Bedarf konnen die Zellen jederzeit wieder aufgetaut und kultiviert werden. Hierfiir
wirmt man Iml kryokonservierte Zellsuspension in der Hand an und gibt sie dann
moglichst schnell in das vorgewdrmte Medium. Zusitzlich kann man direkt eine 1:10
Verdiinnung in einer gesonderten Zellkulturschale anlegen. Selektionszusitze wie
Blasticidin (P2X-Expession) oder Geneticin (ART2-Expression) konnen nach ca. 24

Stunden zugegeben werden.
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2.2.1.2 Kultivierung von Suspensionszellen

Alle Schritte der Zellkultur werden unter sterilen Laminar-Flow-Bedingungen
durchgefiihrt. Die Zellen werden jeweils in 10ml Kulturmedium auf einer 10cm
Zellkulturschale bei 37°C und 5% CO; in einem Brutschrank gelagert. Etwa alle 3 Tage
haben die Zellen eine Konfluenz von 80% erreicht und miissen geteilt werden. Dieses
erkennt man an der Fiarbung des Mediums, bei Betrachtung der Zellen unter dem
Mikroskop und nach Auszdhlung in der Neubauer-Zihlkammer. Abhdngig vom
Wachstum wird meist eine 1:10 Verdiinnung der Zellsuspension mit Kulturmedium
vorgenommen. Vor der Verwendung fiir Experimente werden die Zellen mit RPMI oder

PBS gewaschen und die Zellzahl in einer Neubauer-Zihlkammer bestimmt.
2.2.1.3 Kultivierung von adharenten Zellen

Adhérente Zellen wachsen an der Bodenfliche von T25- oder T75-Flaschen in 5 bzw.
10ml DMEM-komplett Medium fest. Abhingig vom Wachstum werden sie alle 2 bis 3
Tage im Verhéltnis 1:5, 1:10 oder 1:20 passagiert. Hierzu wird zundchst das Medium
aus der Flasche verworfen und die fest an der Flasche haftenden Zellen werden mit PBS
gewaschen, um die fiir den folgenden Schritt storenden FCS-Riickstinde zu entfernen.
Um die Zellen von dem Flaschenboden zu 16sen, werden 1 oder 2ml (T25- bzw. T75-
Flasche) der Protease Trypsin vorsichtig den Zellen zugefiigt. Nach 3-6 min 16sen sich
die Zellen und werden mit 5Sml DMEM-komplett Medium in 15ml FALCON Roéhrchen
tiberfiihrt. Die Zellen werden bei 4°C und 4600rpm 5 min in der Zentrifuge pelletiert.
AnschlieBend wird der Uberstand verworfen, das Zellpellet mit Medium resuspendiert
und die Zellzahl in der Neubauer-Zdhlkammer bestimmt. Nun koénnen die Zellen fiir
Experimente verwendet oder in der gewiinschten Verdiinnung in einem Volumen von

5ml oder 10ml ausplattiert und weiterkultiviert werden.
2.2.1.4 Herstellung GM-CSF-haltiger Ubersténde

Zur Produktion GM-CSF-haltiger Uberstinde fiir die Differenzierung dendritischer
Zellen aus dem Knochenmark von Méusen wird die mit murinem GM-CSF transfizierte
Myelomzelllinie Ag8653 verwendet. Die Zellen werden in 20-cm-Petrischalen in RPMI
Komplettmedium herangeziichtet und 6 bis 9 Tage bei 37 °C inkubiert. Die Zellen
werden anschlieBend abzentrifugiert, der Uberstand sterilfiltriert, aliquotiert und bei 4
°C gelagert. Der optimale Anteil von Uberstand im BMDC-Medium wird experimentell

bestimmt.
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2.2.1.5 Praparation von Lymphozyten aus Lymphknoten

Maiuse im Alter von 8-12 Wochen werden mit einem 30% O,/ 70% CO, Gasgemisch
betdubt und anschlieBend mit 100% CO, getdtet. Nach Préparation der zervikalen,
axillaren, inguinalen, mesenterialen und lumbalen Lymphknoten werden diese bis zur
Weiterverarbeitung in eiskaltem RPMI auf Petrischalen gelagert. Mit Hilfe einer
NITEX-Membran werden die Zellen aus dem Zellverband geldst. Hierbei legt man die
Lymphknoten zwischen zwei Membranen und zerdriickt diese mit einer Pinzette. Durch
das feinmaschige Gewebe werden die Lymphozyten in das Medium freigesetzt,
wihrend die Membran Lymphknotenhiille und -bindegewebe zuriickhédlt. Die Zellen
werden mehrfach bei 4°C in Kulturmedium gewaschen und nach Bestimmung der

Zellzahl in einer Neubauer-Zahlkammer fiir Versuche eingesetzt.
2.2.1.6 Praparation von murinen Knochenmarkszellen

Aus 8-12 Wochen alten, getdteten Miusen werden die langen Réhrenknochen wie
Femur und Humerus entnommen. Die Knochen werden kurz in 70%igem Ethanol
sterilisiert, die Knochenenden abgeschnitten und mit einer feinen Spritze mit RPMI
1640-Medium vorsichtig mehrmals durchgespiilt und die Spiillésung in einer 35 mm
Petrischale mit eiskaltem RPMI aufgefangen. Nach mehrmaligem Waschen mit
eiskaltem RPMI werden die Zellen nach Bestimmung der Zellzahl in einer Neubauer-

Zihlkammer fiir Experimente eingesetzt.

2.2.1.7 Differenzierung von Knochenmarkszellen zu dendritischen
Zellen (BMDCs)

Ein Teil der Knochenmarkszellen wird zur Isolierung der Dendritischen Zellen auf
Petrischalen in RPMI kultiviert und zusitzlich nach einem Tagesschema mit 20ng/ml
GM-CSF behandelt. Nach 8 Tagen Behandlung mit GM-CSF haben sich sog. BMDC
gebildet (Bone marrow derived dendritic cells), die ebenfalls fiir Experimente zur
Verfiigung stehen. Hierfiir werden 2 x 10° Zellen in BMDC-Medium resuspendiert und
in einem Gesamtvolumen von 10ml auf einer 10-cm-Petrischale ausplattiert. Am 3. Tag
erfolgt die Zugabe von weiteren 10ml BMDC-Medium, am 6. Tag werden 10ml des
Mediums durch 10ml frisches Medium ersetzt. Fiir Versuche werden die ldslichen

Zellen verwendet, die zu 65 bis 80% CD11c-positiv sind.
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2.2.1.8 Isolierung von Thrombozyten aus Mauseblut

30 Wochen alten Méusen wird retroorbital je 100ul Blut entnommen und in
Heparinrohrchen gelagert. Das Heparinblut wird 10min bei 1400rpm zentrifugiert. Die
Thrombozyten befinden sich nun im Uberstand, dem Blutplasma, und kénnen fiir

Experimente verwendet werden.
2.2.1.9 Transiente Transfektion von HEK-T und CHO.it-Zellen

Bei den CHO- und HEK-Zellen handelt es sich um adhédrent wachsende Zellen. Fiir eine
Transfektion sollten die Zellen 50% konfluent gewachsen sein. Pro Transfektion einer
T25-Flasche mit 2x10° Zellen werden je 5pg Plasmid-DNA und 10pl JetPEI-Reagenz
eingesetzt. Zur optischen Positivkontrolle der transienten Transfektion werden
zusitzlich 0,5ug Plasmid-DNA des fiir eGFP kodierenden Konstrukts verwendet. eGFP
ist ein griin fluoreszierendes Protein, das speziell die Zellkerne anfiarbt. Zunéchst
werden die DNA und die JetPEI-Reagenz einzeln in jeweils 250ul NaCl durch
wiederholtes Vortexen aufgelost. AnschlieBend wird die JetPEI-Losung zu der DNA-
Losung zugegeben, erneut gevortext und fiir 30 Minuten bei RT inkubiert (Abb. 15). In
der Zwischenzeit wird das Medium in den Zellkulturflaschen gewechselt und

anschlieBend die JetPEI-DNA-Losung zu den Zellen zugegeben.
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DNA+eGFP Ll
JetPEI
+ je 250 pl NaCIl(150mM) + je 250 pl NaCIl(150mM)
10s vortexen und 10s vortexen und
anzentrifugieren anzentrifugieren

=

DNA+eGFP

JetPEl

10s vortexen and abzentrifugieren |=————————p- 30 min inkubieren bei RT

je 2 x 108 HEK-Zellen
— werden transfiziert

Abb. 15: Schema der JetPEI Transfektion. Diese Methode kann sowohl zur transienten als
auch zur stabilen Transfektion verwendet werden.
2.2.1.10 Stabile Transfektion von CHO.NOD-Zellen mit dem P2X

Purinrezeptor

Fiir die Herstellung von Doppeltransfektanten, die sowohl einen Purinrezeptor als auch
die ADP-Ribosyltransferase ART2.2 (NOD) an ihrer Zelloberfliche exprimieren,
werden bereits hergestellte stabile Transfektanten fiir die ART2.2, ndmlich CHO.NOD-
Zellen, verwendet. Um den Anteil der tatsdchlich transfizierten Zellen zu steigern, wird
zuvor eine Linearisierung der Plasmid-DNA vorgenommen (siche 2.2.2.12). Lineare
DNA wird leichter in Zellen und deren Nukleus aufgenommen, wodurch die Rate an
Purinrezeptor exprimierenden Zellen erhoht wird. Unter Verwendung der JetPEI-
Tranfektionsmethode werden je 2x 10° Zellen mit 5pg linearisierter plus 2,5ug
ringformiger Plasmid-DNA transfiziert. Am zweiten Tag nach der Transfektion werden
die Zellen auf die Expression des jeweiligen Purinrezeptors im FACS untersucht. Bis zu
diesem Zeitpunkt besteht kein Unterschied zu einer transienten Transfektion der Zellen.

Transient transfizierte Zellen verlieren ihre Expressionsfahigkeit friiher oder spéter
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wieder, bzw. es erhoht sich der Anteil der negativen Zellen an der Population
kontinuierlich, so dass die positiven Transfektanten verdrangt werden. Um den Anteil
der positiven Zellen zu erhohen, werden die Zellen mit dem Easy Sep System sortiert
(2.2.3.4). Diejenigen Transfektanten, deren Vektor eine Blasticidin-Resistenz aufweist,
werden ab dem zweiten Tag post Transfektion mit einer 1:1000 verdiinnten Blasticidin-

Konzentration im Kultur-Medium selektioniert.
2.2.2 Molekularbiologische Methoden
2.2.2.1 Isolierung von Plasmid-DNA

Plasmid-DNA wurde je nach erwarteter DNA-Ausbeute mit dem ,,QIAprep Spin
Miniprep Kit*“ (fiir DNA-Mengen bis 20pg) oder dem ,,Qiagen Endofree Plasmid
Maxiprep Kit* aus transformierten E.Coli Bakterien gewonnen. Die Anweisungen des
Herstellers wurden dabei beachtet. Bei der Minipraparation von Plasmid-DNA werden
kleine Mengen Plasmid-DNA aus Bakterienkulturen isoliert. Dafiir wird jeweils eine
Einzelkolonie eines Transformationsansatzes von der Agarplatte gepickt und in Sml LB-
Medium und dem entsprechenden Antibiotikum aufgenommen. Die Bakterienklone
wurden iiber Nacht im Schiittelinkubator bei 37°C inkubiert und am nichsten Morgen
wurde die Plasmid-DNA isoliert. Im Prinzip erfolgt bei der Préparation eine alkalische
Lyse der Bakterien mit anschlieBender Fillung von Proteinen und proteinassoziierter
genomischer DNA. Die im Uberstand enthaltene Plasmid-DNA wird in Gegenwart von
hohen Salzkonzentrationen selektiv an eine Silikatmembran gebunden. Nach zwei

Waschschritten wird die DNA von der Membran mit 50pul Wasser eluiert.

Die Maxiprdparation von Plasmid-DNA dient hingegen der Isolierung von groferen
Mengen Plasmid-DNA aus Bakterienkulturen. Hier werden die gepickten
Bakterienklone fiir 6 Stunden im Schiittelinkubator bei 37°C vorkultiviert. AnschlieBend
wird die Hilfte dieser Vorkultur in 100ml LB-Medium zusammen mit dem
Antibiotikum als Ubernachtkultur in einem 500ml Erlenmeyerkolben im
Schiittelinkubator bei 220rpm und 37°C angelegt. Die Isolierung der Plasmid-DNA
erfolgt am nichsten Morgen. Das Prinzip dhnelt dem der Mini-Prédparation, allerdings
wird hier die im Uberstand befindliche Plasmid-DNA an eine Anionen-
Austauschersdule gebunden, gewaschen, eluiert und mit Isopropanol ausgefillt. Das

DNA-Pellet wird daraufhin mit 70%igem Ethanol gewaschen und in Tris-EDTA-Pufter
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aufgenommen. Die DNA-Konzentration der Maxipriparation kann dann mittels UV-

Photometrie gemessen werden.
2.2.2.2 Konzentrationsbestimmung von DNA

Nukleinsduremengen in Losungen lassen sich mittels UV-Photometrie bestimmen, da
diese ultraviolette Strahlung absorbieren. Die Extinktion misst man mit einer
Quarzkiivette unter Einbezug des molaren Extinktionsfaktors bei einer Wellenldnge von
260nm. Dieses Verfahren ist fiir die DNA-Konzentrationsbestimmung allerdings nur
einsetzbar, wenn RNA oder Nukleotide vernachlédssigbar gering in der zu messenden
Losung enthalten sind. Die Aliquots der zu messenden Plasmidlosungen werden 1:100
verdiinnt und davon 100ul in einer Quarzkiivette gemessen. Unter Beriicksichtigung des
Verdiinnungsfaktors V = 100 und des Multiplikationsfaktors F = 50 fiir doppelstringige
DNA wird mit der Formel c[pug/ml] = 0Dy * V * F die Nukleinsidure-Konzentration

der Losung berechnet.
2.2.2.3 Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)

Die Polymerase-Ketten-Reaktion ist ein etabliertes in vitro-Verfahren zur Amplifikation
von DNA-Segmenten. Unbekannte DNA-Templates konnen allein iiber die Kenntnis der
flankierenden Sequenz amplifiziert werden. Hierzu werden zwei kurze Oligonukleotide
synthetisiert, die je komplementir zu der 5’-gelegenen bekannten flankierenden
Sequenz sind. Liegt die DNA als Einzelstrang vor, kdnnen diese zwei so genannten
Primer als Vorwirts- und Riickwértsprimer an jeweils einen DNA-Strang thermisch
hybridisieren. Eine temperaturstabile DNA-Polymerase verldngert die Primer und in
weiteren Denaturierungs- und Polymerationszyklen mit Erwidrmen und Abkiihlen des
Reaktionsgemisches wird so die Sequenz zwischen den Primern exponentiell
amplifiziert.  Diese = Amplifikationsreaktion  lduft  kontrolliert in  einem
Temperaturwechselgerét, dem so genannten Thermocycler ab. Die Polymerasen werden
nach erwarteter Fragmentlinge und Fehlerrate der Polymerase ausgewihlt. Die
Entdeckung der thermostabilen DNA-Polymerasen, welche hohen
Denaturierungstemperaturen mit ausreichend langen Halbwertszeiten standhalten,
ermOglicht die Durchfiithrung der Polymerase-Ketten-Reaktion ohne den Einsatz eines
hitzeinaktivierten Enzyms. Fiir die Mutagenese-PCR kam die Pfu DNA-Polymerase aus
Pyrococcus furiosus (Stratagene) zum Einsatz. Diese DNA-Polymerase besitzt die

Féhigkeit der Fehlerkorrektur durch eine 3’-5’-Exonukleaseaktivitit und kann so
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unerwiinschte Mutationen wihrend der Amplifikation minimieren. Abhidngig von der
Linge der Primer und dem GC-Gehalt der Sequenz werden optimale
Schmelztemperaturen gewahlt. Der Gehalt an Guanosin- und Cytosinresten der Primer
erhoht dabei die Schmelztemperatur. Dagegen haben kurze, adenosin- und
thymidinreiche = Primer und solche mit Fehlpaarungen eine niedrigere
Schmelztemperatur. Die Temperatur wahrend des Hybridisierungsvorganges ist duBerst
wichtig, da die Stabilitdt der Basenpaarung zwischen Primer und Template-DNA eine

Funktion der Temperatur ist.
2.2.2.4 Zielgerichtete Mutagenese

Bestimmte Arginine des P2X7 Purinrezeptors werden an den einzelnen Positionen durch
»side-directed mutagenesis® zu Lysinen mutiert. Umgekehrt werden Aminosduren der
P2X1 und P2X4 Purinrezeptoren zu Argininen mutiert. Hierfiir werden Mutationsprimer
in beide Richtungen synthetisiert, die jeweils komplementir zu der Region des
jeweiligen Arginins sind. Bei der Generierung der Primer wird das fiir Arginin
kodierende Basentriplett (AGG, AGA, CGA, CGG, CGC oder CGT) in ein fiir Lysin
kodierendes Triplett umgewandelt (AAG oder AAA). Mit diesen Primerpaaren und dem
pcDNAG6.1-P2X7 Vektor als Matrize wird die PCR durchgefiihrt. Die PCR-Ansitze fiir
die Mutation wird wie in Tabelle 4 angesetzt. AnschlieBend ldsst man das PCR-Produkt
mit Dpn I verdauen. Dieses Enzym schneidet nur methylierte DNA, wodurch die
Matrizen-Vektoren und andere nicht mutierte dSDNA entfernt werden konnen. Mit der
DNA konnen kompetente E.Coli transformiert und ausplattiert werden. Am néichsten
Tag werden vier Kolonien gepickt und eine DNA-Mini-Prep laut Herstellerprotokoll
(Qiagen, Hilden) durchgefiihrt. Die DNA wird sequenziert und ein Aliquot
kryokonserviert. Nach der Uberpriifung der erfolgreichen Mutation werden DNA-Maxi-
Preps laut Herstellerprotokoll (Qiagen, Hilden) aus den Kryo-Stocks angefertigt und fiir
die Transfektion von HEK.T-Zellen fiir die Versuche eingesetzt.
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Bestandteil Menge Anmerkung

demineralisiertes Wasser Aufflllen auf insgesamt 50l

Pfu PCR-Puffer (10x) 5ul

dNTP-Mix je 10mM 1ul

Vorwartsprimer 1,25ul

Ruckwartsprimer 1,25l

Pfu-Polymerase 1ul 2,5 Units

DNA-Templates 5ng der 1:100 und 1:000 verdinnten
und 50ng Plasmid-L6sung

Tabelle 4: Zusammensetzung der PCR-Klonierungsansatze

Temperatur Zeit Zyklus
95°C 30 sek. 1
95°C 30 sek. 2-17
55°C 1 min 2-17
68°C 7 min 2-17
4°C Ende 1

Tabelle 5: PCR-Programm fir die Amplifikation der zu klonierenden DNA-Fragmente
2.2.2.5 E.coli Transformation

Fiir die Transformation von Vektoren mit dem ,,QIAprep Spin Miniprep Kit*“ werden
superkompetente XL2 blue-Zellen oder XL10 Gold ultrakompetent-Zellen (Stratagene)
verwendet. Bei der Transformation wird ein Hitzeschock-Verfahren durchgefiihrt. Nach
dem Auftauen von 120pul Zellen werden 3ul B-Mercaptoethanol-Mix zugegeben und die
Zellen fiir 10 Minuten auf Eis inkubiert, um die Transformationseffizienz zu erh6hen.
Hierbei lagert sich die Plasmid-DNA an die Bakterien an. AnschlieBend wird ca. 1ug
DNA zu den Zellen gegeben und die Zellen werden fiir 30 Minuten auf Eis inkubiert.
Der Hitzeschock wird im Wasserbad bei 54°C fiir 60 Sekunden durchgefiihrt. Dieser
fiihrt zur Porenbildung in der Bakterienhiille, durch welche die Plasmid-DNA in einige
Bakterienzellen eindringt. Im Anschluss werden die Zellen nochmal fiir 2 Minuten auf
Eis gehalten. Dadurch wird die Transformationseffizienz gesteigert, da die
Membranfluiditit gesenkt wird und die entstandenen Poren ldanger bestehen bleiben.
AnschlieBend wird 500ul 42°C warmes SOC-Medium zu den Zellen gegeben, um die
Produktion der von den Antibiotika-Resistenzgenen kodierten Proteine zu ermdglichen.
Die Zellen werden dann fiir 1 Stunde bei 37°C in einem Schiittelinkubator mit 250rpm

gehalten und anschlieBend auf je 100ul auf vorgewdrmte LB-Platten mit Carbenicillin
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ausplattiert, um die transformierten Zellen zu selektieren. Die Platten werden iiber

Nacht bei 37°C inkubiert.
2.2.2.6 DNA-Sequenzierung

Die mutierten P2X-Sequenzen werden sequenziert, um sicher zu gehen, dass bei der
PCR-Amplifikation keine ungewollten Mutationen entstanden sind. Die Sequenzierung
erfolgt nach der Didesoxy-Methode (Sanger, Coulson et al. 1980). Es wird das BigDye
Terminator Sequenzierungskit verwendet. Ca. 500ng DNA und die entsprechenden
Primer werden verwendet.

Sequenzierungsprogramm:

1.96°C, 40 sec

2.50°C, 15 sec

3.60°C, 4 min

4. 28 Zyklen gehe zu 1.
5. auf 4°C halten

Nach der Sequenzierungsreaktion wird die DNA mit 20mM Natriumacetat und 50ul
100% Ethanol gefallt und fiir 10 Minuten auf Eis gehalten. Im Anschluss wird die DNA
bei 4°C 30 Minuten bei 13.000g pelletiert, mit 75% Ethanol gewaschen und erneut fiir
10 Minuten bei 16.000g pelletiert. Das Pellet wird zuletzt getrocknet. Die Proben
werden dann im Servicelabor des Instituts fiir Zellbiochemie, UKE, Hamburg, mit Hilfe

eines DNA-Sequencing Systems (ABI 370A) sequenziert.
2.2.2.7 Restriktionsverdau

Restriktionsendonukleasen konnen doppelstringige DNA an spezifischen Stellen
spalten, wobei im Labor beinahe ausschlieSlich Restriktionsendonukleasen Typ II zum
Einsatz kommen, da diese eine palindromische DNA-Sequenz erkennen konnen und
innerhalb dieser Erkennungssequenz beide DNA-Stringe schneiden. Liegen die beiden
Schnittstellen nach dem Restriktionsverdau einander direkt gegeniiber, so erhdlt man ein
»blunt-end*.  Erhdlt man nach dem Restriktionsverdau zueinander komplementére
iberhdngende Enden, spricht man von einem so genannten ,,Sticky-end*. Sowohl das
»blunt-end*, als auch das ,,sticky-end** werden fiir die Ligationen eingesetzt. Der
Restriktionsverdau der DNA mit einer oder zwei Restriktionsendonukleasen erfolgt in

einem Volumen von 10 bzw. 20ul. mit einer Inkubationszeit von 1 Stunde bei 37°C.
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2.2.2.8 Enzymverdau von Plasmid-DNA zur Umklonierung von

Expressionskonstrukten

Enzymverdau mit Notl und EcoR1 bzw. Nhel fiir 1h bei 37°C von 4pul Plasmid-DNA
im 20ul Ansatz.

pA

pCMVSPORT6
4.400 bp

blasticidinR
ampn

SVA0 pA

Abb. 16: Schematische Darstellung der pCMV-SPORT6 und pcDNAG6
Expressionsvektoren. Auf der linken Seite ist der pPCMVSPORT6 Vektor dargestellt, der im
Vergleich mit dem auf der rechten Seite gezeigten pcDNAG Vektor keine Blasticidinresistenz
besitzt.

Zum Ausschneiden der P2X-DNA werden jeweils 4pul pCMVSPORT-Plasmid-DNA in
einem 20ul-Ansatz zum Restriktionsverdau mit Notl und 2ul des entsprechenden
NEB3-Puffers in einer 1:10 Verdiinnung angesetzt. Nach einem Enzymverdau von 1
Stunde bei 37°C werden je 10ul fiir ein Testgel entnommen und die {ibrigen 10ul fiir
einen weiteren Restriktionsverdau verwendet. Fiir hP2X1 und hP2X4 erfolgt dieser mit
je 2ul EcoR1 plus 1ul des EcoR1-Puffers in der 1:10-Verdiinnung. Das Konstrukt fiir
mP2X1 besitzt 2 Schnittstellen fiir EcoR1, weshalb hier mit 2ul Nhel und 2ul des
NEB3-Puffers in der 1:10-Verdiinnung geschnitten wird. Fiir jeweils 1 Stunde wird bei
37°C verdaut und fiir 20 min bei 80°C inaktiviert. Der pcDNA6mP2X7 dient in diesem
Fall als Spender des Expressionsvektors, weshalb das mP2X7-Gen hier entfernt wird.
Um die geeigneten Schnittstellen fiir die Ligation zu generieren, werden auch mit
diesem Vektor beide oben beschriebenen Restriktionsverdaus durchgefiihrt.

AnschlieBend werden die kompletten verdauten Ansdtze auf ein Gel aufgetragen
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(1%iges Agarosegel aus 100ml 1x TAE-Puffer, 1g Agarose und 10ul Ethidiumbromid
hergestellt). Als Marker werden 2ul des 1kb DNA Ladders verwendet. Alle Proben

werden mit der 6x Loading Dye Solution zur Beschwerung gemischt.
2.2.2.9 Agarosegelelektrophorese

Das Prinzip der Elektrophorese ist die Wanderung von Stoffen in einem elektrischen
Feld. Dieses kann man auch fiir die Auftrennung von DNA-Fragmenten nutzen, denn
die negativ geladene DNA wandert im elektrischen Feld zur Anode. Erfolgt die
Auftrennung nun in einer Matrix mit einer definierten Porengréfle, so wandern die
langeren Fragmente langsamer als die kiirzeren, da diese stirker gebremst werden. Als
Matrix wird normalerweise die Agarose verwendet, die in TRIS-Acetat-EDTA (TAE)-
Puffer bis zur Auflosung aufgekocht und nach Abkiihlung mit Ethidiumbromidlésung
versehen wird, so dass die Ethidiumbromidkonzentration 100ng/ml betrdgt. Das
Ethidiumbromid dient als Farbstoff, der sich in die (Desoxy)-Ribonukleinsidure-Helices
anlagert und in diesem Komplex fluoresziert. Unter UV-Licht gelingt damit ein
Nachweis der DNA bis zu einer Grenze von ca. 10ng pro Bande. Durch Variationen der
Agarosekonzentration im Gel &dndert sich dessen Porengréfle, wodurch sich
unterschiedliche Trennbereiche der Elektrophorese erzielen lassen. Der Agaroseansatz
wird in einen Geltrdger mit einem Gelkamm gegossen und erstarrt bei der Abkiihlung zu
einem Gel. Dieses wird in eine Laufkammer gestellt, die mit TRIS-Acetat-EDTA-Puffer
gefiillt ist. Die DNA-Ansétze werden in die durch den Kamm entstandenen Geltaschen
pipettiert. Die Agarosegelelektrophorese wird ca. 20min bei 100V mit dem
Spannungsgerdt von Biometra durchgefiihrt. AnschlieBend werden die aufgetrennten
DNA-Banden unter UV-Licht betrachtet, zur Dokumentation fotografiert und die
bendtigten Banden ausgeschnitten. Das heiflit, aus dem pcDNA6mP2X7-Verdau wird
jeweils die obere Bande ohne P2X7-Gen ausgeschnitten und von den anderen Ansétzen

jeweils die untere Bande, die das P2X1- oder P2X4-Gen enthilt.
2.2.2.10 Gelextraktion von DNA-Fragmenten

Zur Isolation von DNA-Fragmenten aus dem Agarosegel werden die DNA-Banden auf
dem UV-Transilluminator mit einem Skalpell ausgeschnitten und mit QIAquick Gel

Extraction Kit von Qiagen nach Anleitung aufgereinigt.
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2.2.2.11 Ligation

DNA-Ligasen ermoglichen die in vitro-Rekombination von DNA aus verschiedenen
Organismen durch eine kovalente Verbindung von DNA-Fragmenten zu einem
kontinuierlichen DNA-Strang. Dabei wird in Anwesenheit von ATP die Phosphatgruppe
am 3’-Ende des einen mit einer freien Hydroxygruppe am 5'-Ende des anderen DNA-
Fragmentes verbunden. Vor der Ligation wird ein Testgel mit je Sul der aufgereinigten
DNA durchgefiihrt und der Ligationsansatz fiir die Ligation liber Nacht berechnet. Unter
Verwendung des TA Cloning Kits (pCR II, pCR 2.1) von der Firma Invitrogen, dem
Ligasepuffer (10x) und der Ts-Ligase der Firma New England Biolabs werden je 1pul
Ligasepuffer (10x) und 1pul T4-Ligase mit 0,5ul geschnittenem, aufgereinigtem Vektor
und 2-3ul geschnittenem DNA-Fragment in einem Volumen von 10ul (in Wasser)
ligiert. Die Inkubation erfolgt iiber Nacht bei 14°C. Zur Kontrolle werden je ein Ansatz
ohne Zugabe des Vektors und ein Ansatz ohne DNA-Fragment ligiert. Im Anschluss
erfolgt die Transformation mit je 3ul der Ligation in XL-10 Gold Ultrakompetent Cells
(2.2.2.5) und die Ausplattierung auf LB-Carbenicillin-Platten, auf denen iiber Nacht bei
37°C Klone wachsen. Es werden je 4 Klone gepickt und Minipriparationen (siche
2.2.2.1) hergestellt. Nach dem Kontrollverdau der Minipréparationen wird je eine

Probe zur Herstellung einer Maxipréparation ausgewéhlt (Abb. 17).
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Not1+EcoR1
Not1+EcoR1
Not1+EcoR1
Vector
hP2Xx1
hP2x4

Not1+EcoR1

Not1+EcoR1 Not1+EcoR1

05— 1pox7  mP2X1  hP2X]
Vector Inserts im

aufgereinigte DNA Minis
pcDNAG pCMV SPORT6

Not1+Nhel
Not1+Nhel

Not1+Nhel

mP2X7 mP2X1 mP2X1
Vector  Inserts im aufgereinigte L.
pcDNA6 pCMV SPORT6  DNA Minis

Abb. 17: Agarosegel der Umklonierung von Purinrezeptor Expressionskassetten. Die
Abbildung zeigt den Enzymverdau mit Not1 und EcoR1 bzw. Nhe1 fur 1h bei 37°C von 4l
Plasmid-DNA im 20ul Ansatz, die anschliefiende Gelelektrophorese und das Ausschneiden von
Vektor und Inserts. Die Aufreinigung von Vektor und Inserts erfolgt mit dem Gel-Extraktionskit
von QIAGEN, anschlieBend erfolgen das Testgel (5ul) und die ,Berechnung“ des
Ligationsansatzes fur die Ligation dber Nacht. Nach Transformation in XL-10 Gold
Ultrakompetent Cells und Ausplattierung auf LB-Carb.-Platten wachsen die Klone Uber Nacht
bei 37°C. Es wurden je 4 Klone gepickt und Minipreps (Minis) hergestellt. Auf der rechten Seite
sieht man den Kontrollverdau der Minis zur Auswahl je einer Mini zur Herstellung einer
Maxiprep (hellblauer Pfeil).

2.2.2.12 Linearisierung von Plasmid-DNA und Agarosegelelektrophorese

Jeweils Spug Plasmid-DNA der Konstrukte fiir mP2X1, hP2X1 und hP2X4 werden in
einem 20ul-Ansatz zum Restriktionsverdau angesetzt. Als Restriktionsenzym zum

Schneiden der pcDNA6 m/hP2X1 werden je 2ul SCA-1 und der entsprechende Puffer
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verwendet. Der pcDNA6 hP2X4 ldsst sich besser mit 3ul Sspl und dem entsprechenden
Puffer linearisieren. Die Scal- und Sspl-Puffer werden mit je 2 bzw. 3ul in einer 1:10
Verdiinnung eingesetzt. Der Ansatz wird 1 Stunde bei 37°C verdaut und fiir 20 min bei
80°C inaktiviert. Zur Kontrolle der Linearisierung wird ein 1%iges Agarosegel aus
100ml 1x TAE-Puffer, 1g Agarose und 10ul Ethidiumbromid hergestellt und mit je
einem Zehntel der verdauten DNA beladen. Zum Vergleich wird das Agarosegel
ebenfalls mit 0,5ug unlinearisierter Plasmid-DNA beladen. Als Marker werden 2ul des
1kb DNA Ladders verwendet. Zur Beschwerung werden alle Proben mit der 6x Loading
Dye Solution gemischt. Die Agarosegelelektrophorese trennt die DNA etwa 20min bei
100V in Banden auf. AnschlieBend wird das Gel unter UV-Licht betrachtet und zur
Dokumentation fotografiert (Abb. 18).

mP2X1 6 _

blasticidinR 1T—
0,75 —

SV40 pA

0,5—

0,25—

mP2X1. hP2X1. hP2X4.
pcDNA6 pcDNA6 pcDNAG6

Abb. 18: Agarosegel der Linearisierung von Purinrezeptor-Expressionsvektoren. Auf
der linken Seite ist dargestellt, wo die Restriktionsenzyme Ssp1 und Sca1 den Vektor pcDNAG
schneiden. Auf der rechten Seite ist ein Agarosegel zu sehen, das zur Kontrolle der
Linerarisierung der Purinrezeptor-DNA durchgefiihrt wurde. Hierfir wurde unverdaute DNA

immer links neben verdauter DNA aufgetragen.
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2.2.3 Immunologische Methoden
2.2.3.1 Vitalzellfarbung fur die Immunfluoreszenz-Mikroskopie

Transient mit Expressionskonstrukten fiir P2X und GFP kotransfizierte CHO-Zellen
(2.2.1.9) werden entweder sechs Stunden nach der Transfektion trypsiniert und in 96-
well-Platten und Culture Slides ausplattiert oder nach dem ,,Fast Protokoll* direkt vor
der Transfektion trypsiniert und zusammen mit dem DNA-JetPEI-Gemisch wie oben
beschrieben ausplattiert. Bei dem Fast Protokoll werden 2x10°Zellen in 4ml DMEM-
Medium resuspendiert, so dass in jedem Napf der 96-well Platte 150pl mit 7,5x10"
Zellen und in jeden Napf der Culture Slides in 300ul doppelt so viele Zellen ausplattiert
werden. Zwanzig Stunden nach der Transfektion werden die Zellen mit 2% PFA fiir 10
min bei RT fixiert und anschlieBend mit DMEM-Medium gewaschen. Die zur
Anfarbung verwendeten Erstantikorper sind die gegen m/hP2X1 (CR30 / 9316),
m/hP2X4 (116, CR58, RG22, RG23 / CR29), m/rP2X7 (K1G / 3428) gerichteten
Immunseren und die gegen m/hP2X7 (RH23-A44 / L4) gerichteten mAk. Von den
Immunseren und aufgereinigten mAk werden geometrische Verdiinnungsreihen von der
1:125- bis zur 1:2000-Verdinnung mit DMEM-Medium hergestellt. Dieser
Erstantikorper wird auf die Zellen gegeben und fiir 1 Stunde bei RT inkubiert.
Anschlieffend wird einmal mit DMEM-Medium gewaschen und der mit Phycoerythrin
(PE) konjugierte, gegen den Erstantikorper gerichtete Zweitantikérper in einer 1:100
Verdiinnung mit DMEM-Medium zugegeben. Fiir 1 Stunde werden die Zellen im

++

Dunkeln bei RT inkubiert und anschlieBend zweimal mit PBS™ gewaschen. Zur
Anfarbung aller Zellen, auch der nicht transfizierten, wird der Hoechst-Farbstoft 33342
in einer 1:5000 Verdiinnung mit PBS"* zugegeben und fiir 45 min inkubiert. Nach
zweimaligem Waschen mit PBS™" werden die Zellen in der Inmunfluoreszenz mit dem
Mikroskop Axiovert 25 (Zeiss, Jena) betrachtet und mit der Digitalkamera Canon
Powershot G2 dokumentiert. Das Mikroskop ist mit Filtern fiir den Hoechst-Farbstoff
(Zeiss Filterset 01), PE Fluorochrom (Zeiss Filterset 15) und GFP (Zeiss Filterset 10)
ausgestattet. Die Fotos wurden mit einer 20-fachen Vergroferung mit fixen
Kameraeinstellungen aufgenommen (digitaler Zoom: 6,2x, Blende: 5.0, Belichtungszeit
fiir GFP 1/4s, fir PE 1s und fiir Hoechst 1/30s). Die Einzelfluoreszenzen wurden mit

der Adope Photoshop Software iibereinander gelagert. Ein Schema dieser Farbung zeigt

Abb. 19.
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Abb. 19: Vitalzellfarbung fiir die Inmunfluoreszenz und fiir die Durchflusszytometrie.
Fir die Immunfluoreszenz werden einfach oder mit eGFP doppelt transfizierte Zellen 20
Stunden nach der Transfektion fixiert und z.B. mit dem Kaninchen anti-P2X4-Purinrezeptor-
Antikorper inkubiert, der sein Targetprotein an der Zelloberflache erkennt. Ein gegen den
Erstantikorper gerichteter Zweitantikorper ist mit Phycoerythrin (PE) konjugiert und erscheint rot
in der Immunfluoreszenz. Durch Zugabe des Hdéchst-Farbstoffs 33342 werden alle Zellen blau
gefarbt, unabhangig davon, ob sie transfiziert sind. Fur die Durchflusszytometrie werden
Proteine auf der ZellauRenmembran farblich markiert. Der Erstantikdrper ist z.B. gegen den
P2X4 Purinrezeptor gerichtet. Ein PE-konjugierter Zweitantikdrper erkennt den Erstantikérper

und ermdglicht die Messung mit dem FACS-Gerat.
2.2.3.2 ,Fluoreszenz Activated Cell Sorting” (FACS)

Die so genannte Durchflusszytometrie ermdglicht die Analyse einer groflen Zahl an
Zellen. Hierbei kann die Expression von Zelloberflichenmolekiilen nachgewiesen
werden, die mit Fluorochrom-gekoppelten Antikorpern, fluoreszierenden Molekiilen
oder Farbstoffen angefiarbt bzw. ausgestattet sind. Dabei kann sowohl die relative
Expression auf der einzelnen Zelle als auch der Anteil exprimierender Zellen in einer
Population bestimmt werden. In dieser Arbeit wird die Expression zahlreicher Antigene
auf Lymphomzellen, Lymphknotenlymphozyten und Knochenmarkszellen untersucht.

Eine weitere Anwendung wird durch bestimmte fluoreszierende Substanzen ermdglicht,
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mit denen die Zellen angefarbt werden. So kann die Aktivitit der ART2.2 ADP-

Ribosyltransferase an der Zytoplasmamembran nachgewiesen werden (2.2.3.3).

Bei der Durchflusszytometrie werden die Zellen so durch eine Kapillare gedriickt, dass
ein Strom einzelner Zellen entsteht. Die einzelnen Zellen werden daraufthin durch einen
Laserstrahl definierter Wellenldnge erfasst. Photodetektoren messen dabei die
Lichtstreuung und die Emissionen der verschiedenen Fluoreszenzfarbstoffe. Die
Informationen werden durch einen Computer mit entsprechender Software analysiert.
Die Lichtstreuung wird als Vorwérts-Streuung (Forwardscatter) und seitliche Streuung
(Sidescatter) registriert. Der Forwardscatter entspricht dem Schatten, den eine
angestrahlte Zelle wirft und damit einem Ma@ fiir ihre GroBle. Das zur Seite gestreute
Licht (Sidescatter) gibt Auskunft iiber die Granularitit der angestrahlten Zelle. Die
mittlere Fluoreszenzintensitit (MFI) in den jeweiligen Kanilen entspricht der
Expressionsstirke des durch den Fluorochrom-gekoppelten Antikorper angefarbten

Molekiils auf der Zelle.

2.2.3.2.1 FACS-Analyse von transient transfizierten 293T-HEK-Zellen,

stabil transfizierten CHO-Zellen Zelllinien und primaren Zellen

Fiir jede FACS-Analyse werden etwa 0,5-1x10° Zellen benétigt. Die zu untersuchenden
Zellen werden nach Waschung in PBS " resuspendiert und je 50ul der Zellen werden in
FACS-Rohrchen {iiberfiihrt. Zur Farbung werden die polyklonalen Immunseren in der
optimalen Verdiinnung mit PBS™ eingesetzt. Die monoklonalen Antikdrper werden als
aufgereinigte mAk in einer 1:100 Verdinnung mit den Zellen inkubiert. Als
Negativkontrolle stehen fiir die meisten Antikdrper zum Vergleich Praiimmunseren (PIS)
zur Verfliigung, welche nach Moglichkeit stets parallel in einer 1:400 Verdiinnung
getestet werden. Die meisten Immunseren zeigen optimale Ergebnisse bei einer 1:800
Verdiinnung. Die Inkubationszeit betrdgt 1 Stunde bei 4°C. Danach werden die Zellen
zweimal mit Iml PBS 7 durch Zentrifugation von Smin bei 4°C und 4600rpm
gewaschen. Nach dem letzten Abdekantieren des Uberstandes verbleiben etwa 50ul
Flissigkeit in dem Ro&hrchen, mit denen das Zellpellet resuspendiert wird. Zur
Markierung des Erstantikdrpers wird ein PE-/FITC/oder APC-konjugierter
Zweitantikorper eingesetzt, der den Erstantikorper erkennt und bindet. Dieser wird 1:50
vorverdiinnt und auf die Zellen gegeben, wo er in einer 1:100 Verdiinnung fiir 1 Stunde

im Dunkeln bei 4°C mit dem Erstantikorper reagiert. Nach der Inkubation wird auch der
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ungebundene Zweitantikdrper zweimal herausgewaschen. Einige der P2X spezifischen
Antikorper stehen auch bereits in Alexa konjugierter Form zur Verfligung, so dass eine
Markierung mittels fluoreszierendem Zweitantikdrper nicht mehr noétig ist. Die
gefarbten Zellen werden kurz vor der Messung mit dem FACS-Calibur (Becton
Dickinson) mit Propidiumiodid (PI) behandelt, um die lebenden von den toten Zellen zu

unterscheiden.
2.2.3.2.2 FACS-Analyse von Thrombozyten aus Mauseblut

Thrombozyten konnen nach der Fiarbung nicht gewaschen werden. So kdnnen keine
ungebundenen Antikorper entfernt werden. Zur Erhdhung der Bindungsfdhigkeit
werden 0,5ug des mP2X7 a-Pinc (Erstantikorper) und 0,5pug anti-Kaninchen-PE
(Zweitantikorper) fiir 30 min auf dem Roller vorinkubiert, bevor die gekoppelten

Antikorper zu dem Blutplasma gegeben werden.
2.2.3.3 Messung der ART2.2 Aktivitat mit dem 1G4 Assay

Fiir die Untersuchung von ADP-ribosylierten Aminosduren wird das NAD-Analogon
etheno-NAD eingesetzt (Abb. 14), das zur etheno-ADP-Ribosylierung von
Zelloberflachenproteinen fithrt (Abb. 8). An die etheno-Adenosingruppe bindet der
1G4 Antikorper. Urspriinglich wurde dieser Antikorper entwickelt, um DNA-
Modifikationen durch Anilin zu erforschen (Young and Santella 1988). Eine andere
Arbeitsgruppe misst mit dem 1G4 die Aktivitit von Poly-ADP-Ribosyltransferasen
(PARPs) im Zellkern (Davis, Mysore et al. 1998). Dieser Ansatz funktioniert auch auf
der Zelloberflaiche von Lymphozyten. Fiir die Untersuchung im FACS-Gerit werden je
Anfirbung 0,5-1x10° Zellen in ein FACS-R&hrchen gegeben und 10mM eNAD / ImM
ADPR in 100ul PBS zugefiihrt. In der Kontrolle wird das etheno-NAD weggelassen.
Die Inkubation erfolgt fiir 10 min bei 37°C im Brutschrank. Um ungebundenes etheno-
NAD zu entfernen, werden die Zellen zweimal 5min bei 4°C und 4600rpm zentrifugiert
und mit 1ml PBS™ resuspendiert. Etheno-ADP-ribosylierte Proteine konnen nun mit
einem gegen die etheno-Gruppe gerichteten und Alexa488 konjugierten Antikorper, dem
Maus-anti-etheno-Adenosin / 1G4 Alexa, angefarbt werden. Der 1G4 Alexa wird 1:100
verdiinnt in 100ul PBS ” und fir 1 Stunde bei 4°C mit den Zellen inkubiert.
Ungebundene Antikérper werden durch zweimaliges Waschen entfernt. Direkt vor der
FACS-Analyse werden die Zellen mit Propidiumiodid (PI) behandelt, das die toten

Zellen kennzeichnet.
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2.2.3.4 Sortierung von Zellen mit EasySep Magnetkiigelchen

Zur Sortierung werden die Zellen zunidchst wie fiir eine normale FACS-Féarbung (siche
2.2.3.2.1) behandelt. Im Unterschied dazu werden allerdings alle Farbungen unter der
sterilen Werkbank durchgefiihrt und FACS-Rohrchen mit Deckeln verwendet. Vor der
Anfarbung wird ein kleiner Teil der Zellen fiir eine Negativkontrolle abgenommen, nach
der Anfarbung wird ein Aliquot der gefarbten Zellen als Positivkontrolle verwendet. Bei
der EasySep-Sortierung wird ein Briickenantikérper Komplex (,,Selection-Cocktail*)
zugegeben, der das Phycoerythrin des Zweitantikdrpers mit der Dextranhiille der
Magnetkiigelchen  verbindet. Somit werden nur P2X-positive Zellen an
Magnetkiigelchen gebunden. Die gefarbten und gewaschenen Zellen werden mit 100ul
des EasySep-Puffers resuspendiert und fiir 15 min bei RT mit 10ul Selection-Cocktail
behandelt. AnschlieBend werden fiir 10 min bei RT die EasySep —Magnetkiigelchen
zugegeben. In vier Schritten werden jeweils 2ml DMEM-Medium zugegeben und durch
Pipettieren werden die Zellen von der Rohrchenwand gespiilt. Das gefiillte Rohrchen
wird dreimal 5 Minuten und einmal 3 Minuten in den Magneten gestellt und
anschliefend schwungvoll ausgeleert (Abb. 20). Der erste Auswurf wird fiir die FACS-
Messung aufbewahrt. Die nach dem letzten Auskippen noch im Réhrchen verbleibenden
Zellen werden mit 500ul Medium vom Rand gespiilt und zusammen mit 4,5ml Medium
in eine T25-Flasche ausplattiert. Zur Abwehr einer moglichen Kontamination wird
Gentamicin zugegeben. Ein geringer Anteil der sortierten Zellen verbleibt immer in dem

Rohrchen, das mit 500ul PBS fiir die FACS-Messung aufgefiillt wird.
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Abb. 20: Schema der EasySep-Sortierung von Zellen. (A) Schematisch vergréRerte
schwarze und braune Punkte entsprechen den Zellen in den FACS-Rohrchen. Schwarze
Punkte stellen die negativen Zellen dar, die keinen Purinrezeptor exprimieren und daher nicht
gefarbt und wahrend der EasySep Sortierung nicht an Magnetkigelchen gebunden werden. Die
braunen Punkte entsprechen den P2X-positiven Zellen. (B) Bei der Selektionierung der
positiven Zellen enthélt das FACS-Roéhrchen zunachst noch alle Zellen (braune und schwarze
Punkte). Nachdem es 5 min in dem Magneten gestanden hat, wird das noch in dem Magneten
stehende Rohrchen gekippt. Die negativen Zellen (schwarz) gelangen in das Abwurfgefalt und
die positiven Zellen (braun) werden durch die magnetische Anziehungskraft in dem Rdéhrchen
zurlickgehalten. Dieser Vorgang wird mehrfach wiederholt, um mdglichst viele negative Zellen

auszusortieren.

2.2.3.5 Nachweis von Marker- und Aktivierungsantigenen

Die Zellen werden auf eine Expression der Markerantigene CD3, CD4, CD11b, CD41,
CD86, B220, CD45RB, CD25 und mP2X7 untersucht. Die Antikorper wurden nach

Angaben des Herstellers oder in einer Konzentration von 1pg/100ul verwendet. Es
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werden sowohl Zweifach- als auch Dreifach- Farbungen mit FITC-, Alexa-488, APC-
oder PE-konjugierten mono- oder polyklonalen Antikdrpern durchgefiihrt.

2.2.3.6 Western blot Analysen

Beim Western blot (Burnette 1981) werden die einzelnen Komponenten einer
Proteinmischung mittels Gelelektrophorese groBenfraktioniert auf eine Membran
tibertragen und dort einer spezifischen Nachweismethode fiir bestimmte Proteine

unterzogen.

2.2.3.6.1 Herstellung von Zelllysaten

Zur Zelllyse werden entweder einen Tag zuvor transient transfizierte Zellen verwendet
oder direkt stabile Transfektanten. Je eine 80% konfluent gewachsene T25-Flasche mit
0,5-1x 10" Zellen wird vorsichtig einmal mit 5ml 37°C vorgewirmtem PBS""
gewaschen. Durch kriftiges Spiilen mit Sml 4°C gekiihltem PBS™" 16sen sich die Zellen
vom Flaschenboden und kdnnen in ein Falcon-Rohrchen iiberfiihrt werden. Es folgt die
flinfminiitige Zentrifugation bei 4°C und 4600rpm zur Bildung eines Zellpellets. Ein
Viertel der Zellen wird zur Kontrollmessung im FACS-Gerdt verwendet, die restlichen
dreiviertel der Zellen werden fiir die Zelllyse in ein Eppendorfgefd3 iiberfiihrt und
erneut ein trockenes Pellet durch Zentrifugation erzeugt. Zur Lyse werden die Zellen in
100ul Lysepuffer aufgenommen. Nach einer 30-miniitigen Inkubation bei 37°C werden
die nicht lysierten Zellbestandteile erst 5 Minuten bei 5000U/min und dann 15 Minuten
bei 13.000 U/min abzentrifugiert. Die so gewonnenen Lysate werden direkt fiir eine

SDS-PAGE Analyse oder fiir eine Immunprézipitation verwendet oder bei -20°C

eingefroren.

2.2.3.6.2 Inkubation mit radioaktiv markiertem NAD und Zelllyse

Fir den Nachweis der ADP-Ribosylierung von Zelloberflichenproteinen wird
radioaktiv markiertes °P-NAD verwendet. 10’ aufgereinigte T-Zellen pro
Immunpriézipitation werden fiir 20 Minuten bei RT in Anwesenheit von 20uCi **P-
NAD, 1puM unmarkiertem NAD und 1mM ADP-Ribose in 200ul PBS inkubiert. Die
nicht inkorporierte Aktivitit wird durch 7- bis 10-faches Waschen mit 1ml Waschpufter
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(PBS, 1% FCS, 0.5mM ADP-Ribose) entfernt. Die Zellen werden pelletiert und fiir 15
Minuten bei 4°C mit Lysepuffer (PBS, 1% TX-100, ImM AEBSF, ImM ADP-Ribose)
lysiert. Im Anschluss an die Lyse werden die Zellen fiir 3 Minuten bei 500g
zentrifugiert, um die Zellkerne zu entfernen. AbschlieBend wird der Uberstand dann fiir
3 Minuten bei 15.000g zentrifugiert, um Membranen zu entfernen. Die so gewonnenen
Lysate werden direkt fiir eine SDS-PAGE Analyse oder fiir eine Immunprézipitation

verwendet.

2.2.3.6.3 Immunprazipitation

Bei der Immunprézipitation wird ein spezielles Protein eines Lysates an Protein-G-
Sepharose gekoppelte Antikdrper gebunden. Protein-G besitzt eine hohe Affinitdt zu den
Fc-Regionen der Antikorper. Um unspezifische Bindungen zu verhindern, werden nicht
nur die Antikérper des Immunserums, sondern auch die des Prdimmunserums an

Protein-G-Sepharose gekoppelt.

Fiir die Immunprézipitation werden 1pul Immunserum bzw. Prdimmunserum oder 1pug
monoklonaler Antikérper an 20ul Protein-G-Sepharose Matrix in 200ul PBS™ 1% TX-
100, ImMMAEBSF, ImMMADPR (Waschlosung) fiir 60 min bei 4°C auf dem Dreher
gekoppelt. AnschlieBend wird die Matrix zweimal mit der Waschldosung gewaschen.
Zum Vorkldren der Zelllysate werden je 180ul Lysat fiir 1 Stunde bei 4°C mit der PIS-
gebundenen Protein-G-Sepharose auf dem Dreher vorinkubiert, um unspezifisch
bindende Proteine aufzufangen. AnschlieBend wird die Protein-G-Sepharose in der
Efuge fiir 5 min bei 5000U/Min abzentrifugiert. Der Uberstand wird auf die IS-
gebundene Protein-G-Sepharose pipettiert und wiederum fiir 1 Stunde auf dem Dreher
inkubiert. Im Anschluss wird jede Matrix viermal gewaschen, davon zweimal 2 min und

zweimal 10 min auf dem Dreher und in SDS Ladepuffer aufgenommen.

2.2.3.6.4 SDS-PAGE

Fiir die SDS-PAGE Analyse wird das "NuPAGE Electrophoresis® System verwendet.
Die Proteine konnen grundsitzlich unter denaturierenden bzw. reduzierenden
Bedingungen (LDS-Ladepuffer + ImM DTT) oder nicht reduzierenden Bedingungen

(ohne das Reduktionsmittel DTT) denaturiert werden. Dieses erfolgt je nachdem, ob zur
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Detektion der Proteine spiter ein a-Peptid oder a-Pinc verwendet wird. Beide Methoden
werden im Zusammenhang dieser Arbeit durchgefiihrt. In beiden Féllen werden die
durch die Seife Sodiumdodecylsulfat (SDS) denaturierten Proteine in der
Gelelektrophorese ihrer Grofe nach aufgetrennt. Hierbei bilden die Proteine negativ
geladene Komplexe mit SDS, die sich beim Anlegen einer Spannung im elektrischen
Feld zum Pluspol bewegen. Die Proteine erzeugen ihrem Molekulargewicht
entsprechend Reibung, die der Wanderungsgeschwindigkeit entgegen wirkt und werden
somit in 10 Minuten bei 70°C der Grole nach aufgetrennt. Abhdngig von den zu
untersuchenden Proteingréf8en wird der MES- oder MOPS-Laufpuffer (mit oder ohne
DTT) verwendet. In einem 10%igen Tricin-Gel werden die denaturierten Proteine neben
einem GroBenmarker (MultiMark) aufgetragen und ca. 30 Minuten bei 200V und
100mA aufgetrennt. Es folgt ein ,,Wet blot* mit dem ,,X Cell II Blotting* System. Dabei
wird die PVDF Membran 10 Sekunden mit Methanol aktiviert und zusammen mit den
Filterpapieren und der Nitrozellulose- (NC) Membran mit Blotpuffer befeuchtet. Das
Gel wird luftblasenfrei zwischen die NC-Membran (Anoden-Seite) und die PVDEF-
Membran (Kathoden-Seite) gelegt. Die Proteine werden erst 1 Minute auf die NC- und
dann 90 Minuten auf die PVDF-Membran bei 30V transferiert.

2.2.3.6.5 Coomassie-Farbung

Die Anfirbung von Proteinen in Polyacrylamidgelen nach der SDS-PAGE erfolgt mit
dem NOVEX® Colloidal Blue Stain Kit von Invitrogen. Fiir mindestens zwei Stunden
wird das Gel in der Farbelosung (55ml H,O, 20ml Methanol, 20ml Stain A, 5ml Stain
B) geschwenkt. Nach der Entfirbung in Wasser fiir weitere 24h mit einem
Aktivkohlebeutel wird das Gel fiir etwa zehn Minuten in der Drying Solution
geschwenkt, danach zwischen zwei Blétter Zellophanfolie in einen Trockenrahmen

eingespannt und {iber Nacht getrocknet.
2.2.3.6.6 Silberfarbung

Mit der Silberfirbung kann man das Muster aller groBBenfraktionierten Proteine auf der
Nitrozellulosemembran {iberpriifen. Die Membran wird 1-2 Minuten in einer 10ml
Silberlosung unter stindiger Bewegung gefarbt, mit H,O gewaschen und bei RT

getrocknet.
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2.2.3.6.7 Immundetektion

Die Immundetektion der untersuchten Proteine erfolgt auf einer PVDF-Membran, die
zuerst 20 Minuten bei RT in 50ml Falcon-Réhrchen mit einer Blocklosung auf dem
Roller inkubiert wird. Zur anschliefenden Férbung mit verschiedenen Immunseren oder
Antikorpern wird die PVDF-Membran vorher teilweise zerschnitten. Der Primir-
Antikorper wird in der jeweils angegebenen Verdiinnung fiir eine Stunde bei 4°C
rotierend unter Zugabe von 20% Tween 20 in einem Volumen von 2,5 oder 5ml 5%iger
Milchpulverléosung in die Falcon-Rohrchen gegeben. AnschlieBend werden die
Membranen zweimal fiir 5 min und dreimal kurz mit Sml Waschpuffer gewaschen. Fiir
eine weitere Stunde wird mit dem Sekundir-Antikorper Ziege-anti-Maus-IgG-
Meerrettich-Peroxidase (HRP) (1:5000), Esel-anti-Kaninchen (HRP) (1:5000) oder
Kaninchen IgG Trueblot (HRP) (1:1000) 1 Stunde bei RT unter Zugabe von 20% Tween
20 in einem Volumen von 2,5 oder Sml 5%iger Milchpulverlosung inkubiert. Wie nach
der ersten Férbung, werden die Membranen gewaschen. Danach erfolgt die
Chemilumineszenz-Reaktion mit dem "ECL Western blotting detection reagent".
Hierfiir wird die Membran mit einer Plastikfolie bedeckt, mit einem Hyperfilm ECL
(Roche) fiir wenige Sekunden bis mehrere Minuten in eine Rontgenkassette aufgelegt

und entwickelt.
2.2.3.6.8 Autoradiographie

Fiir die Autoradiographie werden die PVDF-Membranen in eine Expositionskassette
geklebt und ein Kodak Biomax MR Rontgenfilm aufgelegt. Der Film wird dann fiir 24-
72 Stunden bei —80°C exponiert und anschlieBend in der ,Fuji FPM 100A*

Entwicklungsmaschine entwickelt.
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3 Ergebnisse

Der Ergebnisteil dieser Arbeit gliedert sich in drei Abschnitte.

Im ersten Teil wird die Charakterisierung der verfiigbaren o-Pinc Immunseren
beschrieben, welche in dieser Arbeitsgruppe durch Gene-Gun-Immunisierung gegen
mP2X1, hP2X1, mP2X4, hP2X4, mP2X7, rP2X7 und hP2X7 hergestellt wurden.
Mittels Immunfluoreszenz-, FACS-, Immunoblot- und Immunprézipitations-Analysen
an transient transfizierten HEK-Zellen und CHO-Zellen wurde dabei jeweils die
spezifische Reaktion des Immunserums (IS) mit dem jeweiligen P2X Purinrezeptor
untersucht. Es wurde jeweils der optimale Titer ermittelt und die Reaktion der a-Pinc

Antikdrper mit der Reaktion kommerziell verfiigbarer a-Peptid Antikorper verglichen.

Der zweite Abschnitt befasst sich mit Untersuchungen zur endogenen Expression von
P2X Purinrezeptoren auf etablierten Zelllinien und primiren Lymphknoten-,
Knochenmarks- und Blutzellen der C57BL/6-Maus im Vergleich zur P2X7 Knock-out
Variante (P2X7 KO).

Im dritten Teil werden die Ergebnisse zur ADP-Ribosylierung von P2X Purinrezeptoren
vorgestellt. Mit Hilfe von transfizierten Zellen wurde untersucht, ob und unter welchen
Bedingungen die ART2.2, neben den bekannten Target-Argininen an den Positionen 125
und 133 im murinen P2X7, weitere Mitglieder der P2X Purinrezeptorfamilie ADP-

ribosylieren kann.
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3.1 Transfektion von P2X1, P2X4 und P2X7
Purinrezeptoren in CHO- und HEK-Zellen und

Charakterisierung der P2X-spezifischen Antikorper

3.1.1 Analyse der Reaktivitat von Immunseren und Bestimmung
des Antikorpertiters mittels indirekter Immunfluoreszenz an

transient transfizierten CHO-Zellen

In diesem Kapitel wird die spezifische Reaktion der a-Pinc mit transient transfizierten
CHO-Zellen in der Immunfluoreszenz untersucht. Um herauszufinden, wie stark ein
Immunserum bzw. ein mAk mit seinem Antigen reagiert, wurden geometrische
Verdiinnungsreihen der Antikorper hergestellt und auf Bindung an transient mit einem
P2X-Rezeptor und eGFP kotransfizierten CHO-Zellen untersucht. Gebundene
Antikorper wurden mit einem rot-fluoreszierenden Sekundarantikorper detektiert. Zur
Kontrolle wurden entsprechende Anfiarbungen mit dem jeweiligen Prdimmunserum
vorgenommen. Zellkerne wurden mit einem blau-fluoreszierenden DNA-Farbstoff
gegengefiarbt und die Zellen mittels Immunfluoreszenz-Mikroskopie betrachtet (Abb.
21, Abb. 22). Alle Zellen eines Blickfeldes sind in der Blaufluoreszenz zu sehen. Griin
leuchten die Zellkerne der mit eGFP kotransfizierten Zellen und lassen so entscheiden,
ob die zu sehende Rotfluoreszenz eine spezifische Anfiarbung der P2X Purinrezeptoren
ist. Werden alle Zellen rot geférbt, handelt es sich hingegen wahrscheinlich um eine
unspezifische Anfarbung. Um eine vergleichende Auswertung zu ermoglichen, wurden
die Zellen bei konstanten Belichtungszeiten photographiert. Die in Abb. 21 gezeigten
Fotografien zeigen exemplarisch die Ergebnisse der Immunfluoreszenzanalysen von
fiinf getesteten Kaninchen-Immunseren und einem Rattenserum in der jeweils

optimalen Verdiinnung.
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1:500 1:500

rb CR30 a-mP2X1 rb 9316 a-hP2X1

rt RG23 a-mP2X4 11000 TP CR29 a-hP2X4

1:2000

rb K1G o-mP2X7 rb 3428 a-rP2X7

Abb. 21: Immunfluoreszenz-Analyse an transient transfizierten CHO-Zellen zur
Bestimmung der spezifischen Reaktivitidt der a-Pinc Immunseren. CHO-Zellen wurden
transient mit P2X-Expressionskonstrukten und nukledarem GFP (erscheint grin in der IF)
kotransfiziert und auf 96-well Schalen plattiert (ca 5 x 10* Zellen/Napf). Zwanzig Stunden nach
der Transfektion erfolgte die Anfarbung mit dem jeweiligen gegen das spezielle P2X-Konstrukt
gerichteten Immunserum in geometrischer Verdlnnungsreihe zur Ermittlung des
Antikorpertiters. Ein PE-konjugierter anti-Kaninchen IgG markiert gebundene Erstantikérper fur
die Immunfluoreszenz (erscheint rot in der IF). Die Zellkerne wurden mit dem Hoechst Farbstoff
33342 gefarbt (erscheint blau in der IF). Gezeigt wird jeweils die optimale Verdinnungsstufe
des Immunserums. Die Zellen wurden mit dem Zeiss Axiovert25 Mikroskop analysiert, unter der
Verwendung der Filter fiir Hoechst, GFP und PE Fluorochrom. Mittels Photoshop wurden die

einzelnen Fluoreszenzanalysen libereinander gelagert.

Am Beispiel der a-Pinc Immunseren gegen den mP2X4 Purinrezeptor zeigen die in
Abb. 22 dargestellten Ergebnisse die Abschwichung der Immunfluoreszenz bei
starkerer Verdiinnung der Immunseren. Fiir den mP2X4 Purinrezeptor standen vier
verschiedene a-Pinc Immunseren zur Verfiigung, davon je zwei aus Kaninchen (116 und
CR58) und Ratten (RG22 und RG23). Alle Seren zeigen eine spezifische Anfirbung der

transfizierten Zellen. Das Immunserum CRS58 o-mP2X4 reagiert jedoch deutlich
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schwicher mit den transfizierten Zellen als die anderen drei a-Pinc. Fur weitere
Immunfluoreszenz und FACS-Analysen wurde dieses Serum in einer geringeren

Verdiinnung (1:400) als die anderen a-Pinc (1:800) eingesetzt.

mP2X4 mP2X4 mP2X4 mP2X4

-
1:2000 »

IS b 116 a-mP2X4 IS rb CRS8 a-mP2X4 IS rt RG22 a-mP2Xd4 IS rt RG23 a-mP2X4

1:400

FIS rb CR58 a-mP2X4 PIS rt RG22 a-mP2X4 PIS rt RG23 a-mP2X4

PISrb 116 a-mP2X4

Abb. 22: Titrierungen der o-PINC Immunseren. CHO-Zellen wurden wie in Abb. 21
transient mit P2X-Expressionskonstrukten und nukledrem GFP kotransfiziert und 20 Stunden
nach Transfektion mittels Immunfluoreszenzmikroskopie analysiert. Am Beispiel des mP2X4
werden vier verschiedene Immunseren und deren geometrische Verdiinnungsreihen, sowie das
zugehodrige Praimmunserum (untere Reihe) gezeigt. Dabei wurden zwei Immunseren in
Kaninchen (rb) hergestellt, weitere zwei in Ratten (rt). Gebundene Erstanktikorper wurden mit
PE-konjugierten anti-Kaninchen IgG bzw. anti-Ratten IgG detektiert. Die Anfarbung mit dem
schwéacheren Immunserum CRS58 war bei der 1:2000-Verdinnungen nicht von der des

Praimmunserums zu unterscheiden.

Dic Tabelle 6 fasst die Ergebnisse der untersuchten Antiseren und deren ermittelte
optimale Verdiinnung zusammen. Von den getesteten, kommerziellen P2X-spezifischen
a-Peptid Immunseren zeigte keines eine Anfirbung in der Immunfluoreszenz (hier nicht

gezeigt).
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Antikorper

P2X-Familie Ursprung Titer Zielprotein Immunfluoreszenz
9316 Rb 1:800 hP2X1 +++
CR29 Rb 1:800 hP2X4 4+
CR30 Rb 1:800 mP2X1 +++
116 Rb 1:800 mP2X4 ++
RG22 Rt 1:800 mP2X4 +++
RG23 Rt 1:800 mP2X4 +++
CR58 Rb 1:400 mP2X4 ++
KI1G Rb 1:800 mP2X7 +++
3428 Rb 1:800 rP2X7 ++
3429 Rb 1:400 hP2X7 +
RH23-A44 Rt 1:100 mP2X7 +++
L4 Ms 1:100 hP2X7 +++
Abcam

anti-P2X1 Rb 1:200 rP2X1 -
Calbiochem

anti-P2X4 Rb 1:100 rP2X4 -
Alomone

anti-P2X7 Rb 1:200 rP2X7 -

Tabelle 6: Auflistung der in dieser Arbeit verwendeten a-Pinc und a-Peptid Antikdrper und

Angabe der ermittelten optimalen Verdinnung fur die Immunfluoreszenz-Analysen
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3.1.2 Analyse der Kreuzreaktivitat von Purinrezeptor-spezifischen
Immunseren und monoklonalen Antikdrpern mittels
indirekter Immunfluoreszenz an transient transfizierten
CHO-Zellen

Um Antikorper in Analysen einzusetzen ist es nicht nur wichtig, die optimale
Verdiinnung zu kennen. Vielmehr mdchte man auch Kreuzreaktionen mit den nichsten
und entfernter verwandten P2X Purinrezeptoren kennen. Hierfir wurden alle
Immunseren mit ihrem spezifischen P2X Purinrezeptor sowie mit den jeweiligen
paralogen und orthologen P2X Purinrezeptoren auf Kreuzreaktivitdt getestet. Ortholog
sind beispielsweise mP2X1 und hP2X1, wihrend die P2X Subtypen innerhalb einer
Spezies einander paralog sind. Noch geringere Ahnlichkeiten erwartet man in der
tibrigen Verwandtschaft. Alle Immunseren und auch das Pridimmunserum (zur
Kontrolle, wird nicht gezeigt) wurden in der Verdiinnung 1:400 eingesetzt. Die Abb. 23
zeigt Uberlagerungen der roten, griinen, und blauen Fluoreszenz. Rot entspricht, wie bei
der vorigen Analyse, der Membranfluoreszenz der angefdrbten P2X Purinrezeptoren.
Griin sind die Kerne der mit eGFP transfizierten Zellen und alle Zellkerne sind blau
angefarbt. Von allen getesteten a-Pinc zeigt das Immunserum CR30 o-mP2X1 als
Einziges eine Kreuzreaktivitit mit dem nédchsten Verwandten, dem Orthologen hP2X1.
Die iibrigen Immunseren zeigen keinerlei Kreuzreaktionen oder nur eine vermutlich
unspezifische Reaktion, wie das 9316 mit dem mP2X1, bei dem im Hintergrund einige
rote Fluoreszenzen zu sehen sind. Diese Zellen haben jedoch keinen griinen Zellkern
und stellen somit keine transfizierten Zellen dar (Abb. 23). Der monoklonale
Antikorper L4 a-hP2X7 reagiert mit seinem Orthologen aus der Ratte rP2X7 kreuz
(wird nicht gezeigt).
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* mP2X1 Z

IS CR30 a-mP2X1 IS 9316 a-hP2X1

Abb. 23: Kreuzreaktionen der gegen P2X1 gerichteten a-PINC Immunseren. Alle in der
Immunfluoreszenz untersuchten Immunseren wurden auch auf Kreuzreaktivitdt mit den
jeweiligen paralogen und orthologen Konstrukten getestet. Von allen analysierten Immunseren
zeigt nur CR30 anti-mP2X1 mit dem Orthologen des Menschen eine Kreuzreaktivitat. 9316 anti-
hP2X1 farbt nur unspezifisch untransfizierte Zellen im Hintergrund, die keinen griinen Zellkern
haben. Der ebenfalls im Rahmen dieser Arbeit analysierte monoklonale Antikdrper gegen

hP2X7 zeigt eine Kreuzreaktivitat mit dem Orthologen der Ratte (hier nicht gezeigt).
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3.1.3 Analyse der Reaktivitat und der Kreuzreaktivitat von
Purinrezeptor-spezifischen Immunseren und monoklonalen
Antikérpern mittels FACS-Analysen an transient

transfizierten HEK-Zellen

Im folgenden Abschnitt wird die Eignung der a-Pinc Immunseren fiir ein weiteres
hiufiges immunologisches FEinsatzgebiet, die FACS-Analyse, ermittelt. Auflerdem
sollen die o-Pincs mit den o-Peptid Antikdrpern direkt verglichen werden. Hierfiir
wurden HEK-Zellen transient mit den P2X Purinrezeptoren transfiziert und vor der
FACS-Analyse mit den Immunseren in der im vorigen Abschnitt als optimal ermittelten
Verdiinnungsstufe (1:400-1:800) angefarbt (s. Tabelle 6). Vergleichsweise wurden
entsprechende Anfiarbungen mit kommerziell verfligbaren a-Peptids aus dem Kaninchen
angefertigt, die jeweils gegen das cytosolische C-terminale Ende von P2X1, P2X4, und
P2X7 gerichtet sind. Diese Antikorper wurden etwas hoher konzentriert eingesetzt
(1:100-1:200), da keine starke Reaktion zu erwarten war. Gebundene Antikérper wurden

mit PE-konjugierten anti-Kaninchen IgG Antikdrpern detektiert.

Die Ergebnisse (Abb. 24) zeigen bei allen o-Pinc eine deutlich stirkere Anfarbung der
transient transfizierten Zellen als der untransfizierten Zellen. Dabei ist jedoch eine
unterschiedliche Intenisitit der Anfarbung bei verschiedenen Konstrukten und
Immunseren zu beobachten. Im Gegensatz dazu zeigen die a-Peptid Immunseren
jeweils keine oder nur eine sehr schwache Anfarbung der transfizierten Zellen. Die a-
Peptid erzeugen jeweils eine homogene eingipflige Kurve im Histogramm, wihrend die
a-Pinc iliberwiegend heterogene, zweigipflige Kurven mit einer deutlich hoheren
Fluoreszenzintensitit zeigen. Dieses spricht fiir eine spezifische Anfirbung der
transienten Transfektanten durch die a-Pinc und einer unspezifischen Reaktion der a-

Peptid.
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Abb. 24: FACS-Analysen zum Vergleich der Reaktivitaten von a-Peptids und a-Pincs
mit P2X Rezeptoren auf transient transfizierten HEK-Zellen. Zur FACS-Analyse wurden
HEK-Zellen mit Expressionskonstrukten fur die P2X-Reihe transient nach JetPei transfiziert. Die
zur Transfektion verwendeten Konstrukte sind Uber den Histogrammen notiert. Untransfizierte
Zellen (gefiillite Histogramme) und transfizierte Zellen (Linien) wurden 24 h nach Transfektion
jeweils mit a-Pinc Immunseren (grau, schwarz) bzw. kommerziell verfiigbaren a-Peptid
Antiseren (blau) angefarbt (in den in Tabelle 6 aufgefihrten Verdinnungsstufen). Die zur
Detektion eingesetzten Antikoérper sind unter den Histogrammen notiert. Gebundene Antikérper
wurden mit PE-konjugierten anti-Kaninchen 1gG detektiert.
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In den folgenden Untersuchungen werden die a-Pincs einerseits eingesetzt um die
Effektivitit von zwei verschiedenen Expressionsvektoren hinsichtlich der
Transfektionseffizienz und Zelloberflichenexpression der P2X Rezeptoren zu
analysieren. Darliber hinaus wird untersucht, wie zuvor in der Immunfluoreszenz
(3.1.2), ob und inwiefern die a-Pincs auch mit verwandten Paralogen und Orthologen
P2X Rezeptoren reagieren. Hierfiir wurden wieder wie im vorigen Versuch jeweils
HEK-Zellen 24 h nach Transfektion analysiert. Abb. 25 zeigt die Ergebnisse fiir P2X1
spezifische a-Pincs, Abb. 26 und Abb. 27 die fiir P2X4 a-Pincs und Abb. 28 die fiir
P2X7 a-Pincs.

Die Ergebnisse zeigen in allen Fillen eine deutliche, heterogene, zweigipflige
Anfarbung der transfizierten Zellen mit dem ,passenden” Immunserum (schwarze
Kurven). Nur in zwei Féllen 146t sich ein dhnlicher, zweigipfliger Kurvenverlauf auch
bei Zellen finden, die mit einem paralogen P2X Rezeptor transfiziert wurden (rote
Kurven): Das Kaninchen-anti-Maus P2X1 CR30 IS zeigt eine deutliche Kreuzreaktion
mit dem hP2X1 Purinrezeptor (Abb. 25 A), der monoklonale Maus anti-human P2X7
Antikorper L4 zeigt eine deutliche Kreuzreaktion mit Ratten P2X7 (Abb. 28 D). Bei
allen anderen Paralogen und Orthologen stellte sich ein homogener eingipfliger
Kurvenverlauf dar, der nahezu deckungsgleich war mit dem der untransfizierten Zellen
(grau gefiillt). Diese Ergebnisse sprechen fiir eine hohe Spezifitit der untersuchten a-

Pincs.

Bei den Vergleichsanaylsen von pCMVSPORT6 und pcDNA6 Expressionsvektoren
waren die Ergebnisse der pCMVSPORT6 Transfektanten denen der pcDNAG6
Transfektanten in zwei Féllen deutlich tberlegen (Abb. 25 A: mP2X1, Abb. 27:
hP2X4), in einem Fall waren sie dhnlich (Abb. 25 B: hP2X1).
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Abb. 25: FACS-Analysen an transient transfizierten HEK-Zellen zur Untersuchung von
Reaktivitdt und Kreuzreaktivitat der P2X1 Purinrezeptor spezifischen Immunseren (CR30,
9316). Zur FACS-Analyse wurden HEK-Zellen mit Expressionskonstrukten fiir die P2X-Reihe
transient transfiziert. Hierfiir wurden die Expressionskonstrukte im pCMVSPORT- und pcDNAG-
Vektor verwendet, wie Uber den Histogrammen notiert ist. (A) und (B) zeigen die Ergebnisse der
FACS-Farbungen an untransfizierten Zellen (geflillte Histogramme) und transfizierten Zellen
(Linien) 24 h nach Transfektion mit den Immunseren CR30 a-mP2X1 (A) und 9316 a-hP2X1 (B)
(mit den in Tabelle 6 angegebenen Verdlnnungssstufen) und anschlieBender Detektion
gebundener Antikdrper mittels PE-konjugierter anti-Kaninchen 1gG. Die beiden Panel in der
oberen Reihe vergleichen jeweils die Expressionsvektoren (graue Fillung: untransfizierte
Zellen, gestrichelte Linie: Praimmunserum, schwarz: Immunserum). Die vier Panel in der
unteren Reihe zeigen zusatzlich zur spezifischen Anfarbung (schwarze Linien) mogliche
Kreuzreaktionen mit paralogen und orthologen Purinrezeptoren (rote Linien).
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Abb. 26: FACS-Analysen an transient transfizierten HEK-Zellen zur Untersuchung von
Reaktivitdt und Kreuzreaktivitidt der mP2X4 Purinrezeptor spezifischen Immunseren (116,
CR58, RG22, RG23). Zur FACS-Analyse wurden HEK-Zellen mit Expressionskonstrukten fr
die P2X-Reihe transient transfiziert. Hierfir wurden die Expressionskonstrukte im pcDNA3- und
pcDNAG6-Vektor verwendet, wie Uber den Histogrammen notiert ist. (A) bis (D) zeigen die
Ergebnisse der FACS-Farbungen an untransfizierten Zellen (gefillte Histogramme) und
transfizierten Zellen (Linien) 24 h nach Transfektion mit den a-mP2X4 Immunseren (mit den in
Tabelle 6 angegebenen Verdiinnungssstufen). Die zur Detektion eingesetzten Antikérper sind
unter den Histogrammen notiert. Gebundene Antikérper wurden mit PE-konjugierten anti-
Kaninchen, bzw. anti- Ratte IgG detektiert. Das Panel in der oberen Reihe zeigt jeweils die
spezifische Anfarbung des a-Pinc im Vergleich zum Praimmunserum (graue Flullung:
untransfizierte Zellen, gestrichelte Linie: Praimmunserum, schwarz: Immunserum). Die drei
Panel in der unteren Reihe zeigen zusétzlich zur spezifischen Anférbung (schwarze Linien)

mogliche Kreuzreaktionen mit paralogen und orthologen Purinorezeptoren (rote Linien).
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Abb. 27: FACS-Analysen an transient transfizierten HEK-Zellen zur Untersuchung von
Reaktivitit und Kreuzreaktivitait der hP2X4 Purinrezeptor-spezifischen Immunseren
(CR29) Zur FACS-Analyse wurden HEK-Zellen mit Expressionskonstrukten fir die P2X-Reihe
transient transfiziert. Hierfiir wurden die Expressionskonstrukte im pCMVSPORT- und pcDNAG-
Vektor verwendet, wie ber den Histogrammen notiert ist. Abb. 27 zeigt die Ergebnisse der
FACS-Farbungen an untransfizierten Zellen (geflillte Histogramme) und transfizierten Zellen
(Linien) 24 h nach Transfektion mit dem Immunserum CR29 a-hP2X4 (in der in Tabelle 6
angegebenen Verdinnungssstufe) und anschlielender Detektion gebundener Antikdrper mittels
PE-konjugierter anti-Kaninchen 1gG. Die beiden Panel in der oberen Reihe vergleichen die
Expressionsvektoren (graue Flllung: untransfizierte Zellen, gestrichelte Linie: Praimmunserum,
schwarz: Immunserum). Die drei Panel in der unteren Reihe zeigen zusatzlich zur spezifischen
Anfarbung (schwarze Linien) mogliche Kreuzreaktionen mit paralogen und orthologen

Purinorezeptoren (rote Linien).

84



Ergebnisse

—— relative Zellzahl —— relative Zellzahl —— relative Zellzahl —— relative Zellzahl

—— relative Zellzahl

550 untransfizierte HEK.T Zellen
= ===  Praimmunserum
— Immunserum oder mAk

MP2X7. rP2X7. hP2X7. mP2X4. mP2X1.
A pCDNAG pcDNAG pcDNAG pcDNA3 pcDNAG
MFI 528 MFI 23 MFI 26 MFI 26 MFI 24
89% 12% 6% 6%
— > log MFI (K1G)
mP2X7. rP2X7. hP2X7. mP2X4, mP2X1.
B pcDNAG pcDNAG pcDNAG pcDNA3 pcDNAG
MFI 192 MFI 21 MFI 22 MFI 21 MFI 21
76 4 5 5 3
—— log MFI (RH23)
mP2X7. hP2X7. mP2X4.
c rP2x7. A
PCDNAG pcDNAG pcDNAG pcDNA3
MFI 147 MFI 20 MFI 21 MFI 19
\
L 81 1 . —L1g 8
l 1
i —— Kreuzreaktion
— > log MFI (3428)
hP2X7. rP2X7. mP2X7. hP2Xx4. hP2X1.
D pcDNAG pcDNAG pcDNAG pcDNAG pcDNAG
MFI 362 MFI 478 MFI 21 MFI 20
87 L BE% L 13% 7%
—= log MFI (L4)
hP2X7. rP2X7. mP2X7. hP2X4. hP2X1.
E pcDNAG pcDNAB pcDNAG pcDNAB pcDNAG
MFI 32 MFI 25 MFI 30 MFI 25 MFI 26
u
[y 34% 4% 7% ; 12% 5%
I\
%
X

——= log MFI (3429)

85



Ergebnisse

Abb. 28: FACS-Analysen an transient transfizierten HEK-Zellen zur Untersuchung von
Reaktivitat und Kreuzreaktivitat der hP2X7 Purinrezeptor spezifischen Immunseren (K1G,
RH23-A44, 3428, L4, 3429). Zur FACS-Analyse  wurden HEK-Zellen mit
Expressionskonstrukten fiur die P2X-Reihe transient transfiziert. Hierfir wurden die
Expressionskonstrukte im pcDNAG-Vektor verwendet, wie Uber den Histogrammen notiert ist.
(A) bis (E) zeigen die Ergebnisse der FACS-Farbungen an untransfizierten Zellen (gefillte
Histogramme) und transfizierten Zellen (Linien) 24 h nach Transfektion mit den a-P2X7
Immunseren (mit den in Tabelle 6 angegebenen Verdinnungsstufen). Die zur Detektion
eingesetzten Antikérper sind unter den Histogrammen notiert. Gebundene Antikérper wurden
mit PE-konjugierten anti-Kaninchen IgG detektiert. Das jeweils erste Panel pro Reihe zeigt die
spezifische Anfarbung des a-Pinc im Vergleich zum Praimmunserum (graue Fullung:
untransfizierte Zellen, gestrichelte Linie: Préimmunserum, schwarz: Immunserum). Die drei bis
vier folgenden Panel in derselben Reihe zeigen zusatzlich zur spezifischen Anfarbung
(schwarze Linien) mdgliche Kreuzreaktionen mit paralogen und orthologen Purinrezeptoren

(rote Linien).
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3.1.4 Analyse der Reaktivitat und der Kreuzreaktivitat von
Purinrezeptor spezifischen Immunseren und monoklonalen
Antikdrpern mittels Western Blot Analysen an transient

transfizierten HEK-Zellen

Wie im vorigen Abschnitt gezeigt, erkennen die hier untersuchten a-Pinc Antikorper ihr
Antigen in der natiirlichen Konformation. Im folgenden Abschnitt wird untersucht, ob
diese Antikorper auch das Antigen im Western Blot Verfahren erkennen, bei dem das
Antigen weitgehend denaturiert vorliegt. Hier wurden die Western Blot Analysen unter
nicht reduzierenden Bedingungen durchgefiihrt, um die Disulfidbriicken der Proteine
und damit die Tertidrstruktur der Proteine zumindest teilweise zu erhalten. Die
Silberfarbung der gesamten Proteine zeigt ein heterogenes Muster an Banden (Abb.
29). Zur Detektion der Purinrezeptoren wurden die Immunseren in zwei Verdiinnungen
eingesetzt, um wie in den anderen immunologischen Analysen den optimalen
Antikdrpertiter zu bestimmen (s. 2.1.5). Die Ergebnisse zeigen im Falle der a-Peptid Ak
jeweils eine prominente Bande auf Hohe des erwarteten Molekulargewichts (Abb. 29,
rechts, schwarze Pfeile; in den Spuren der mit murinem P2X Rezeptor transfizierten
Zellen jeweils etwas deutlicher als bei den mit hP2X Rezeptoren transfizierten Zellen).
Im Gegensatz zu den Priimmunseren (nicht gezeigt), zeigen auch einige der a-Pinc eine
deutliche Bande auf der gleichen Hohe, was fiir eine spezifische Farbung des P2X
Purinrezeptors im Immunoblot spricht. Dieses gilt z.B. fir CR30 a-mP2X1, welches
eine deutliche Bande mit mP2X1, jedoch keine Kreuzreaktion mit dem Orthologen
hP2X1 zeigt. Die Hohe dieser Bande entspricht dem vorhergesagten Molekulargewicht
des mP2X1 Purinrezeptors (45 kDa). Den mP2X4 Purinrezeptor konnten alle vier
verfiigbaren anti-mP2X4 o-Pinc erkennen. Eine Kreuzreaktion wurde hier nicht
beobachtet. CR29 a-hP2X4 erkennt ein Protein sehr deutlich, dessen Einzelbande der
Hohe des vorhergesagten Molekulargewichts des hP2X4 von ca. 45 kDa ebenfalls sehr
nah kommt. AuBerdem zeigt dieses Serum eine deutliche Reaktion mit einem
Markerprotein des Multi Mark bei ca. 31 kDa (a-Carboanhydrase, mit Stern
gekennzeichnet). Das K1G o-mP2X7 Immunserum erkennt ebenso wie die iibrigen
getesteten a-Pincs (RH23 A44 o-mP2X7, L4 o-hP2X7, 9316 a-hP2X1, 3428 a-rP2X7,
3429 a-hP2X7) die jeweiligen P2X Purinrezeptoren nicht im Immunoblot (wird nicht
gezeigt). Der a-P2X7 C-Term farbt eine deutliche Bande auf Hohe von 75 kDa, welches
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etwa dem vorhergesagten Molekulargewicht entspricht (Collo 1997), sowie eine
zusitzliche Bande bei ca. 120 kDa, die allerdings auch in untransfizierten Zellen

erscheint und vermutlich unspezifisch ist.

o PINCs o Peptids
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h m u h m wu
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Abb. 29: Untersuchung der Reaktivitit und Kreuzreaktivitit der P2X Purinrezeptor
spezifischen Immunseren im Western Blot. Ganzzelllysate aus transient transfizierten
HEK.T-Zellen wurden 24h nach Transfektion mit den jeweiligen Konstrukten fur murin (m),
human (h) P2X1/4/7 oder untransfizierte Zellen (u) durch Ultraschallbehandlung in SDS-PAGE
Probenpuffer angefertigt. Proteine in Lysaten wurden neben dem GréRenmarker (MultiMark)
aufgetragen und mittels SDS-PAGE unter nicht reduzierenden Bedingungen (ohne das
Reduktionsmittel DTT, fiur die a-Pinc) bzw. reduzierenden Bedingungen (fir a-Peptid)
aufgetrennt. Die aufgetrennten Proteine wurden in zwei Richtungen zunachst fir 1 Minute auf
eine NC- und dann fir 90 Minuten auf eine PVDF-Membran transferiert. Die gesamten
Ubertragenen Proteine wurden mittels Silberfarbung der NC-Membran visualisiert (gezeigt ist
ein reprasentativer Blot). Die Immundetektion der P2X Purinrezeptoren erfolgte auf der PVDF-
Membran mit dem jeweils unter dem Blot angegeben a-Pinc bzw. a-Peptid Immunserum (mit
der in Tabelle 1 angegebenen Verdinnung). Die a-Peptid Seren sind gegen eine Peptid-
Sequenz aus dem jeweiligen Ratten P2X-Rezeptor gerichtet (s. Abb. 3). Gebundene Antikdrper
wurden mit einem Peroxidase konjugierten Esel-anti-Kaninchen IgG detektiert (1:5000). Die

Chemilumineszenz-Reaktion erfolgte mit dem "ECL Western blotting detection reagent".

88



Ergebnisse

3.1.5 Untersuchung der Fahigkeit zur Immunprazipitation der a-

Pinc Immunseren

Antikorper, die ihr Zielprotein in natiirlicher Konformation erkennen, eignen sich unter
Umstdnden auch zur Aufreinigung des Proteins. Um zu testen, ob die hier vorgestellten
a-Pincs dafiir geeignet sind, wurden Immunprézipitationen durchgefiihrt. Hierfiir
wurden transient mit dem P2X Purinrezeptor transfizierte HEK-Zellen mit dem nicht-
ionischen Detergenz Triton-X-100 lysiert, welches anders als das flir die Western-Blot
Versuche verwendete SDS Proteine nicht denaturiert. Fiir die Immunprézipitation
wurden die a-Pinc Antikérper an Protein-G-Sepharose gekoppelt und anschlieBend mit
Lysaten aus transfizierten und untransfizierten Zellen inkubiert. Nach mehrmaligem
Waschen wurden die prézipitierten Proteine in der SDS-Page aufgetrennt. Die
Silberfarbung zeigt deutliche erkennbare Banden auf Hohe von 25 kDa und 50 kDa, die
der leichten und schweren Kette der an Protein G gebundenen Antikorper entsprechen.
Fiir die folgende Immundetektion der prézipitierten Purinrezeptoren wurden die jeweils
passenden Kaninchen a-Peptid Antikérper verwendet. Um eine Reaktion der
Zweitantikdrper mit den fiir die Prézipitation eingesetzten Antikorperbanden zu
minimieren, wurden zur Detektion der gebundenen a-Peptid Antikdrper Zweitantikdrper
eingesetzt, die spezifsch fiir die native Konformation von Kaninchen IgG sind
(sogenannte Trueblot Ak). Wie in der Abb. 30 zu sehen ist, ergeben alle untersuchten a-
Pinc-Immunprézipitate aus transfizierten Zellen (t), nicht aber aus untransfizierten
Zellen (u), mehr oder weniger starke Banden mit dem erwarteten Molekulargewicht im
anschlieBenden Immunoblot mit dem a-Peptid Antikdrper. Bei den schwachen Banden
in Hohe von 50 kDa handelt es sich wahrscheinlich um die schwere Kette der

Immunglobuline.
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Abb. 30: Untersuchung der Fahigkeit der Imnmunseren zur Immunprazipitation (IP).
Triton X 100 Lysate aus untransfizierten (u) oder transient transfizierten (t) HEK.T-Zellen wurden
24h nach Transfektion mit den jeweiligen o.a. Konstrukten flir murin (m), human (h), ratten (r)
P2X1/4/7 hergestellt. Nach einer Vorklarung mit Protein-G-Sepharose Matrix, wurden die Lysate
jeweils mit den unten angegebenen Protein-G-Sepharose gebundenen Antikdrpern (IP)
inkubiert. Nach SDS-PAGE der Matrix-gebundenen Proteine erfolgte wie in Abb. 29 das Blotten
der Proteine auf zwei Membranen. Die Gesamtproteine wurden mittels Silberfarbung der NC
Membran sichtbar gemacht, gekennzeichnet sind hier jeweils die leichte (L) und die schwere (H)
Immunglobulinkette. Die Detektion der prazipitierten Purinrezeptoren erfolgte mit den a-Peptid

Antikorpern. Als Zweitantikbrper wurde der a-Kaninchen Trueblot (HRP) verwendet.
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3.2 Endogene Expression von Purinrezeptoren auf

etablierten Zelllinien und primaren Zellen

Mit der Frage nach einer moglichen endogenen Expression von P2X Purinrezeptoren
wurden im foglenden Abschnitt mit den verfiigbaren a-Pincs mittels FACS-Analysen
zum einen sechs murine und acht humane Zelllinien, zum anderen primére
Lymphknoten-, Knochenmarks- und Blutzellen aus der Maus untersucht. Die
Ergebnisse der Zelllinien sind in Tabelle 7 zusammengefasst und in den Abb. 31 und

Abb. 32 exemplarisch illustriert.

Zelllinie CR30 19316 (116 CR58 :RG22 RG23 :CR29 K1G L4
£ < £ £ £ £ < £ <
(] [ e] o : O e - O [l e] e O
A20 (+) - (+) + (+) (+) (+) (+) -
DO11.10 |(+) : - E + (+) - + ;
MD27 - i i =+ ¥ R r i
YACHH |- - - + - (+) - + 3
RAW - + + (+) - -
J774 = +) (+) - - +
Jurkat - - - = = N _ i .
H9 - (+) - - - - - - -
THP.1 - - - - - - - -
HEL - - - - - - - -
HEK.CS |- - - : - - - -
HEK.T _ + - _ ; - 5 -
HelLa - = = = = 2 a = 2
LNCaP = + . R R i B N N

Tabelle 7: Untersuchung von etablierten Zelllinien auf endogene Expression von
m/hP2X1/4/7-Purinrezeptoren. Sechs Maus- und acht Human-Zelllinien wurden auf endogene
Expression der P2X1-/4-/7-Purinrezeptoren im FACS getestet. Im Screening wurden die
verfigbaren anti-P2X1/4/7-Antikorper in der jeweils optimalen Verdiinnung zur FACS-Farbung
eingesetzt (wie in Tabelle 6 beschrieben). Gebundene Antikdrper wurden mit PE-konjugierten
anti-Kaninchen bzw. anti-Ratte IgG detektiert. ,+“; spezifische Reaktion, ,(+)“: eine aulerst
schwache Farbung oder eine unspezifische Reaktion, beispielsweise eine Farbung mit dem

Praimmunserum, ,-“: keine detektierbare Reaktion.
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3.2.1 Analyse der Purinrezeptor-Expression auf murinen Zelllinien

Die murine B-Lymphomzelllinie A20 zeigte nach FACS-Farbung mit den a-Pincs
lediglich mit CR58 (a-mP2X4) eine eindeutige Reaktion, wie in Abb. 31 zu sehen ist.
Alle anderen Immunseren reagierten duflerst schwach oder unspezifisch, d.h. das
Praimmunserum férbte die Zellen bereits. DO11.10-Zellen sind T-T-Hybridomzellen aus
der Maus und reagieren mit dem KI1G (a-mP2X7), CR58 (a-mP2X4) und RG22 (a-
mP2X4). MD27 ist ebenfalls eine T-T-Hybridomzelllinie, die etwas schwécher als die
DOI11.10, aber doch eindeutig mit dem CR58 (a-mP2X4) und RG22 (a-mP2X4)
reagiert. K1G (a-mP2X7) farbt auch diese Zellen stark an. Die von einem MLV-
transformierten T-Lymphom abstammende YAC.HH Zelllinie ldsst sich ebenfalls
deutlich mit CR58 (a-mP2X4), RG22 (a-mP2X4) und K1G (a-mP2X7) anfarben. Die
beiden Makrophagen-Zelllinien RAW und J774 wurden lediglich auf Expression des
mP2X4 und mP2X7 Purinrezeptors getestet. Dabei zeigten die RAW eine Reaktion mit
CR58 (a-mP2X4) und RG22 (a-mP2X4), J774 lieB sich zusitzlich mit K1G (a-mP2X7)
anfarben. Mit allen anderen a-Pincs gab es gar keine oder nur eine unspezifische

Anféarbung (nicht gezeigt).
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Abb. 31: Untersuchung von etablierten Zelllinien auf natiirliche Expression des
murinen Purinrezeptors (reprasentative FACS-Analyse). Sechs murine Zelllinien wurden auf
endogene P2X1/4/7-Expression im FACS getestet. Im Screening wurden die verfigbaren a-
Pincs in der jeweils optimalen Verdinnung zur FACS-Farbung eingesetzt (s. Tabelle 6).
Gebundene Antikérper wurden mit PE-konjugierten anti-Kaninchen, bzw. anti-Ratte 19G
detektiert. Flr jedes Panel wird die spezifische Anfarbung des a-Pinc im Vergleich zum

Praimmunserum gezeigt (gestrichelte Linie: PBS-Kontrolle, graue Fullung: Praimmunserum,

schwarz: Immunserum).
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3.2.2 Analyse der Purinrezeptor-Expression auf humanen

Zelllinien

Bei der H9 handelt es sich um eine kutane T-Lymphomzelllinie. Wie in Abb. 32 zu
sehen ist, reagieren diese Zellen schwach mit dem 9316 (a-hP2X1). Die embryonale
Nierenzelllinie HEK.T ldsst sich hingegen stirker mit dem 9316 (a-hP2X1) anfirben.
LNCaP-Zellen stammen aus einem Prostatakarzinom aus dem supraclaviculdren
Lymphknoten eines 50 Jahre alten Mannes. Sie reagieren ebenfalls deutlich mit dem
9316 (a-hP2X1) Immunserum. Am Beispiel der HeLa-Zellen, einer humanen
Zervixkarzinom-Zelllinie, sieht man die fehlende Reaktion der iibrigen getesteten -
Pincs. Untersucht wurden dabei unter anderem die T-Lymphomzelllinie Jurkat, die
AML-Zelllinie THP.1, die Erythroleukdmiezelllinie HEL und die embryonale
Nierenzelllinie HEK.CS. Hier konnte jeweils keine endogene P2X-Expression entdeckt

werden.
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Abb. 32: Untersuchung von etablierten Zelllinien auf natiirliche Expression des
humanen Purinrezeptors (reprasentative FACS-Analyse). Acht humane Zelllinien wurden auf
endogene P2X1/4/7-Expression im FACS getestet. Im Screening wurden die verfigbaren a-
Pincs in der jeweils optimalen Verdinnung zur FACS-Farbung eingesetzt (s. Tabelle 6).
Gebundene Antikdrper wurden mit PE-konjugierten anti-Kaninchen 1gG, bzw. anti-Maus 1gG
detektiert. FUr jedes Panel wird die spezifische Anfarbung des a-Pinc im Vergleich zum
Praimmunserum gezeigt (gestrichelte Linie: PBS-Kontrolle, graue Fulllung: Praimmunserum,

schwarz: Immunserum). Fur den mAk L4 steht kein Prdimmunserum zur Verfigung, daher

erfolgt hier nur der Vergleich mit der PBS-Negativkontrolle.

95



Ergebnisse

3.2.3 Analyse der Purinrezeptor-Expression auf primaren murinen

Lymphozyten

Neuere Untersuchungen deuten an, dass regulatorische T-Zellen besonders empfindlich
gegeniiber dem durch extrazellulire Nukleotide induzierten Zelltod sind (Aswad,
Kawamura et al. 2005; Elliott, Surprenant et al. 2005) (s. Einleitung: 1.3.1). Deshalb
sollte mit den im nichsten Abschnitt beschriebenen Versuchen insbesondere die
Expression von P2X7 auf diesen Zellen néher untersucht werden. Die Abb. 33 zeigt die
Ergebnisse der vergleichenden FACS-Analyse von Lymphozyten der B6 Wildtyp Maus
mit denen der P2X7 Knock-out Maus (P2X7 KO). Hierfir wurden die frisch
préaparierten Lymphknotenzellen mit Antikorpern fiir die T-Zell-Marker CD4 und CD25,
sowie fiir den Purinrezeptor P2X7 gefirbt. Fiir die Auswertung wurden die
Lymphozyten im Vorwiérts- und Seitwirts-Scatter der Grofle und Granularitdt nach als
Population erkannt und in ein Gate eingeschlossen (Abb. 33A, panel 1, 5). Es fillt auf,
dass die Population von CD4™ CD25" doppelt positiven Lymphozyten, die auch als
Tregs bezeichnet werden, bei der P2X7 Knock-out Maus deutlich zellreicher ist als
beim Wildtyp (Abb. 33A, panel 2, 6). Nach dem ,gating’ auf CD4" Th-Zellen fillt auf,
dass die CD25" Tregs P2X7 deutlich stiirker auf der Zelloberfliche exprimieren als die
konventionellen CD25 Th-Zellen (Abb. 33A, panel 4, 8 und B, panel 1, 2).
Uberraschenderweise zeigen auch die Zellen aus P2X7 KO Miusen eine, wenngleich

auch nur sehr schwache, Anfarbung fiir P2X7 (Abb. 33A, panel 4, 8 und B, panel 1, 2).
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Abb. 33: Analyse der endogenen P2X7 Expression auf primaren murinen CD4°CD25"-
Lymphozyten. Fir die FACS-Analysen wurden je 1*10° Lymphknotenzellen mit a-mP2X7-
Alexa488 RH23-A44 (1:100), a-mCD4 APC (1:100) und a-CD25 PE (1:100) gefarbt. (A) Hier
werden Zellen der B6 Wildtyp Maus (Panel 1-4) mit denen der P2X7 Knock-out Maus (P2X7KO)
(Panel 5-8) verglichen. Die Th-Zellen werden auf eine gleichzeitige Expression der CD4" und
CD25" Oberflachenrezeptoren, sowie des P2X7 Purinrezeptors untersucht. (B) Panel 1 zeigt die
P2X7 Anfarbung der herkdmmlichen CD4" T-Zellen (CD4® CD25), Panel 2 die der
regulatorischen T-Zellen (CD4" CD25"). Es wird jeweils die Fluoreszensintensitit der P2X7-
Farbung von Wildtyp-Zellen (rot) mit der von P2X7-Knock-out-Zellen (blau) verglichen.

Neben der hohen Expression von CD25 zeichnen sich Tregs auch durch eine niedrige
Expression von CD45RB aus. Die Abb. 34 zeigt die Ergebnisse der vergleichenden
FACS-Analyse von Lymphozyten der B6 Wildtyp Maus mit denen der P2X7 Knock-out
Maus. Hierfiir wurden die frisch praparierten Lymphknotenzellen mit Antikorpern fiir
die T-Zell-Marker CD3 und CD45RB, sowie fiir den Purinrezeptor P2X7 geférbt. Fiir

die Auswertung wurden die Lymphozyten im Vorwirts- und Seitwérts-Scatter der Grof3e

97



Ergebnisse

und Granularitéit nach als Population erkannt und in ein Gate eingeschlossen. Ahnlich
wie bei der vorigen Untersuchung, erscheint auch hier die Population der CD3"
CD45RB"" T-Lymphozyten beim Wildtyp etwas zellarmer zu sein als bei der P2X7
Knock-out Maus (Abb. 33A, panel 2, 5). Diese Population exprimiert zudem den P2X7
Purinrezeptor deutlich kriftiger als die Population der CD45RB"€" -Zellen (Abb. 33A,
panel 4, 8). Auch hier fillt eine schwache Anfarbung der CD45RB'™ -Zellen bei der
P2X7 KO Maus auf.
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Abb. 34: Analyse der endogenen P2X7 Expression auf primdren murinen CD3'-
CD45RB"9"'°".ymphozyten. Fiir die FACS-Analysen wurden je 1*10° Lymphknotenzellen mit
a-mP2X7-Alexa488 RH23-A44 (1:100), a-mCD3e APC (1:100) und a-CD45RB PE (1:100)
gefarbt. (A) Hier werden die T-Lymphozyten der B6 Wildtyp Maus (Panel 1-4) mit denen der
P2X7 Knock-out Maus (P2X7KO) (Panel 5-8) verglichen. Die T-Zellen werden auf gleichzeitige
Expression der CD3" und CD45RB Oberflaichenrezeptoren, sowie des P2X7 Purinrezeptors
untersucht. (B) Panel 1 zeigt die P2X7 Anfiarbung der herkdmmlichen CD3" T-Zellen, die
CD45RB"" stark exprimieren, Panel 2 die der regulatorischen CD45RB"" Population. Es wird
jeweils die Fluoreszensintensitat der P2X7-Farbung des Wildtyps (rot) mit der Knock-out Maus

(blau) verglichen.
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3.2.4 Analyse der Purinrezeptor-Expression auf primaren murinen

Knochenmarkszellen

Das Knochenmark liefert eine Fiille von Vorlduferzellen des Immunsystems, welche
teilweise bereits die Oberflichenmolekiile der ausgereiften Immunzellen exprimieren.
In der Abb. 35 wurde die Expression des P2X7 Purinrezeptors auf den CD11b positiven
Makrophagen, den CD3" positiven T-Zellen, den CD41" positiven Megakaryozyten,
sowie auf den 8 Tage in vitro unter GM-CSF gereiften Dendritischen Zellen (BMDC,
Bone marrow derived dendritic cells) untersucht. Vorldufer der Makrophagen, T-Zellen
und Megakaryozyten aus der Wildtyp Maus haben jeweils eine kleine Zellpopulation,
die sich mit dem o-mP2X7 mAk RH23-A44 anfirben ldsst und nicht in der P2X7
Knock-out Maus zu finden ist. Von den 8 Tage lang gereiften BMDC lassen sich beim
Wildtyp fast alle Zellen fiir P2X7 anfdrben, allerdings zeigen auch die BMDCs der
P2X7 Knock-out Maus eine schwache Anfarbung im Vergleich zur Negativkontrolle.

A Makrophagen T-Zellen Megakaryozyten 8d BMDC
} } } A '
2 o = 2
g S ’

Zellzahl —

[ 1neg control [ IP2XFKO [ | WT

Abb. 35: Analyse der endogenen P2X7 Expression auf primdren murinen
Knochenmarkszellen und auf in vitro gereiften BMDC. Primare Knochenmarkszellen wurden
mit anti-CD11b-PE oder anti-CD44PE, anti-CD3-APC, und anti-P2X7-Alexa488 angefarbt. (A)
Die Gates werden so gesetzt, dass Makrophagen, Lymphozyten, Megakaryozyten und
Dendritische Zellen eingeschlossen sind. (B) Die Histogramme zeigen die P2X7-Expression der
in A eingegrenzten Zellpopulationen aus WT (rot) und P2X7-KO (blau) Mausen.
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3.2.5 Analyse der Purinrezeptor-Expression auf primaren murinen
Blutthrombozyten

Die im Blutplasma befindlichen Thrombozyten wurden auf eine Expression des P2X7
Purinrezeptors untersucht. Hierfiir wurden Thrombozyten aus der B6 Wildtyp Maus mit
denen der P2X7 Knock-out Maus verglichen. Wie man in der Abb. 36 sieht, lassen sich
fast alle Thrombozyten des Wildtyps mit dem KI1G a-mP2X7 Immunserum anférben,

wihrend die Thrombozyten der Knock-out Maus eine schwichere Fiarbung erkennen

lassen.
Thrombozyten
05.12.17.023

+ % [ 1neg control

5 = [ 1P2X7KO

@ X [ TWT
K
N

FSC —»

Abb. 36: Analyse der endogenen P2X7 Expression auf murinen Thrombozyten aus
dem Blut. Je 100pl retroorbital entnommenes Heparinblut wird 10min bei 1400rpm zentrifugiert
und die sich im Uberstand, dem Blutplasma, befindenden Thrombozyten werden mit zuvor

gekoppeltem Erst- und Zweitantikdrper (je 5ug des mP2X7 pAk's und 0,5ug anti-Kaninchen -
PE’s fir 30 min auf dem Roller vorinkubiert) gefarbt.
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3.3 Untersuchung der ADP-Ribosylierung von

Purinrezeptoren

Frithere Untersuchungen der eigenen Arbeitsgruppe hatten gezeigt, dass der murine
P2X7 Rezeptor an zwei Argininresten durch die murine Ecto-ADP-Ribosyltransferase
ART2.2 ADP-ribosyliert wird (Adriouch, Bannas et al. 2008), s. Einleitung Abb. 10.
Ein Aminosduresequenz-Alignment zeigt, dass R125 neben der Maus bei Ratten und
Human P2X7, nicht aber bei P2X1 oder P2X4 konserviert ist und R133 neben der Maus
nur bei human P2X7 vorkommt (Abb. 3). Es stellte sich die Frage, ob neben P2X7
auch andere P2X Rezeptoren ADP-ribosyliert werden kdnnen. Im folgenden Abschnitt
wird dieser Frage mit Hilfe von ART2.2 Purinrezeptor kotransfizierten Zellen, einem
radioaktiven ADP-Ribosylierungsassay und o-Pinc vermittelter Immunprizipitation

nachgegangen.

3.3.1 Analyse der ADP-Ribosylierung von nativen Purinrezeptoren
nach stabiler Kotransfektion mit der ART2.2 ADP-

Ribosyltransferase in CHO-Zellen

Doppeltransfektanten, die einerseits eine ART und andererseits einen P2X Purinrezeptor
exprimieren, lassen sich gut fiir ADP-Ribosylierungs-Analysen verwenden. In unserem
Institut standen bereits Zellen zur Verfiigung, welche zuvor mit der ART2.2 stabil
transfiziert wurden, die CHO.NOD-Zellen. Fiir den mP2X7 Purinrezeptor existierte
ferner bereits die Doppeltransfektate CHO.NOD.mP2X7. Eine stabile Transfektion wird
durch Selektion mit einem Antibiotikum erleichtert, wenn auf dem gleichen Konstrukt
eine Antibiotikaresistenz kodiert ist. Da die Konstrukte fir mP2X1, hP2X1 und hP2X4
nur im pPCMVSPORT Vektor zur Verfligung standen, erfolgte im Rahmen dieser Arbeit
die Umklonierung in den pcDNA6 Vektor, siehe 2.2.2.8. Fiir die Herstellung der
weiteren stabilen Ko-Transfektanten wurden die P2X-Expressionsvektoren linearisiert
und anschlieBend in CHO.NOD-Zellen transfiziert. Eine Linearisierung der Plasmide
erleichtert die Integration in das Genom nach Transfektion. AnschlieBend wurden die
doppelt transfizierten Zellen mit Blasticidin selektioniert. Teilweise verlieren die Zellen
ihre Expressionsfahigkeit nach einiger Zeit wieder, bzw. werden durch negative Zellen
im Wachstum verdriangt. Um die Zellen dazu zu bringen, den P2X Purinrezeptor

dauerhaft zu exprimieren, wurden die negativen Zellen ohne P2X-Expression
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aussortiert. Hierzu wurden P2X stark exprimierende Zellen mittels magnetischer
Sortierung wiederholt angereichert. Die Abb. 37 zeigt Kontroll-FACS-Anfirbungen
jeweils nach einer Sortierung. Bei den CHO.NOD.mP2X1, CHO.NOD.hP2X1 und
CHO.NOD.hP2X4 waren drei Sortierungen notwendig, um einen hohen Anteil an P2X-
positiven Zellen zu erhalten. Das Immunserum 9316 a-hP2X1 farbt dabei die
Transfektanten etwas schwécher. Die Immunseren 3428 a-rP2X7 und der mAk L4 o-
hP2X7 sind hingegen viel stirker in ihrer Farbung und somit auch in der Fahigkeit, die
positiven Zellen bei der EasySep Methode zu markieren. Daher mussten diese Zellen

nur zweimal magnetisch sortiert werden.

CHO.NOD. CHO.NOD. CHO.NOD. CHO.NOD. CHO.NOD.
mP2X1 hP2X1 hP2X4 rtP2X7 hP2X7

vor 1. Easy Sep
nach 1. Easy Sep

relative Zdlzahl

= Nach 2. Easy Sep

— nach 3. Easy Sep

ok

1S CR30> 159316 1S CR29 1S 3428 mAk L4
o-Kaninchen Ig PE  a-Kaninchen Ig PE  e-Kaninchen Ig PE  o-Kaninchen Ig PE  a-Maus Ig PE

Abb. 37: Herstellung und Sortierung von stabil mit ART2.2 und P2X kotransfizierten
CHO-Zellen. Zur FACS-Analyse wurden CHO.NOD-Zellen mit Expressionskonstrukten fur die
P2X-Reihe transient transfiziert. Hierfir standen zuvor nicht alle Expressionskonstrukte
(Beschriftung Uber den Panels) im pcDNAG6-Vektor zur Verfigung und mussten z.T. erst
umkloniert werden (s. 2.2.2.8), da dieser eine Blasticidinresistenz besitzt. Ab dem 2. Tag nach
Transfektion wurden die Zellen dauerhaft mit Blasticidin selektioniert, so dass Zellen ohne diese
Resistenz abstarben. Bei der EasySep-Sortierung werden die Zellen zunachst wie in Abb. 25
bis Abb. 28 mit a-Pincs und PE-konjugierten Sekundarantikdrpern gefarbt. AnschlieRend wird
ein Bruckenantikérper-Komplex (,Selection-Cocktail“) zugegeben, der das Phycoerythrin des
Zweitantikérpers mit der Dextranhtille der Magnetklgelchen verbindet, so dass durch Waschen
im Magneten P2X-negative Zellen verloren gehen. Die einzelnen Sortierungen sind in
verschiedenfarbigen Linien dargestellt (gestrichelt: vor 1. Sortierung, grin: nach 1. Sortierung,

rot: nach 2. Sortierung, blau: nach ggf. 3. Sortierung).

Wie in Abb. 38 zu sehen ist, exprimieren die stabilen Transfektanten auch nach
langerer Zeit noch den P2X Purinrezeptor und die ART2.2. Die ART2.2-Aktivitit kann
mit der 1G4 Methode nachgewiesen werden. Dabei fungiert etheno-NAD als Substrat
der ART und die ADP-ribosylierten Zelloberflachenproteine konnen mit dem Alexa488-
konjugierten a-etheno-Adenosin mAk 1G4 im FACS nachgewiesen werden.
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Abb. 38: Nachweis der Expression von P2X Purinrezeptoren, ART2.2 und der ART-
Aktivitat im FACS an stabil transfizierten CHO-Zellen. (A): Die einzelnen Panels stellen
FACS-Farbungen an jeweils ca. 1*10° stabil transfizierten Zellen dar (Methode wie in Abb. 25
bis Abb. 28) fir a: mP2X1, b: hP2X1, c: hP2X4, d: mP2X7, e: rP2X7, f: hP2X7. (B): Fur die
ART2.2-Farbung wurde der Alexa488 konjugierte mAk GUGU2-53 (1:100) verwendet (Koch-
Nolte, Glowacki et al. 2005). (C): Der Nachweis der ADP-Ribosylierung als Zeichen der ART2.2-
Aktivitat erfolgte mit der 1G4 Methode (Krebs, Koestner et al. 2003). Dabei fungiert etheno-NAD
als Substrat der ART2.2 und die Detektion des ADP-ribosylierten Proteins erfolgt mit dem Alexa
488 konjugierten mAk 1G4 (1:100), der spezifisch an die etheno-Adenosin-Gruppe bindet.

Die stabilen Transfektanten sind sehr niitzlich, um die ADP-Ribosylierung von
Oberflachenproteinen genauer zu untersuchen. Wie man in Abb. 38 sicht, kann man mit
der 1G4 Methode zeigen, dass eine ADP-Ribosylierung stattgefunden hat. Allerdings

weill man dadurch nicht, welche Oberflachenproteine der Zellen dabei markiert wurden.
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Mit der **P-ADP-Ribosylierung gelingt eine genauere Charakterisierung der ADP-
ribosylierten Proteine, die nach Auftrennung in der SDS-PAGE mittels
Autoradiographie detektiert werden kdnnen. Um zu untersuchen, ob und welche P2X
Purinrezeptoren ADP-ribosyliert werden koénnen, wurden untransfizierte und ART2.2-
P2X7 kotransfizierte Zellen fiir 20 min mit **P-NAD inkubiert, die Zellen anschlieflend
lysiert und radioaktiv markierte Proteine mittels SDS-PAGE Autoradiographie
analysiert (Abb. 39). Die Ergebnisse zeigen neben mehreren schwicheren Banden nur
bei den mit mP2X7 und rP2X7 transfizierten Zellen (A, Spuren 3 und 4) zwei
zusitzliche kriftige Banden auf Hohe von 80kDa, die auf derselben Hohe mit dem im
Immunoblot detektierten P2X7 Purinrezeptor liegen (C, Spuren 3 und 4). In den mit
P2X1 und P2X4 Purinrezeptoren transfizierten Zellen sind im Immunoblot auf Hohe
von 50kDa zwei kriftige Banden (C, Spuren 6 und 7) zu erkennen. In der
Autoradiographie lassen sich allerdings keine Banden auf dieser Hohe finden, die eine

ADP-Ribosylierung dieser Proteine bedeuten wiirde.

Da einerseits in den Ganzzelllysaten auch andere Proteine der CHO-Zellen ADP-
ribosyliert werden (Abb. 39A) und andererseits die verfiigbaren a-Peptid Antikdrper
einige P2X-Proteine wie hP2X4 und hP2X7 nur schwach erkennen (C, Spuren 2, 5),
wurden die Purinrezeptoren mit den a-Pincs an Protein-G-Sepharose immunprézipitiert
und anschlieBend mittels Autoradiographie auf Markierung mit **P-ADP-Ribose
untersucht. In Abb. 39 B ist nun eine kriftige Bande auf Hohe von 80kDa, die dem
hP2X7 Purinrezeptor entspricht, sowohl in der Autoradiographie (B, Spur 2) als auch im
Immunoblot (D, Spur 2) zu erkennen. Hier hat die Immunprézipitation des rP2X7
Purinrezeptors mit dem 3428 IS offensichtlich nicht optimal funktioniert, so dass da die
ADP-Ribosylierung des rP2X7 besser bei den Ganzzelllysaten (A, Spur 3) zu erkennen
ist.

Bereits aus vorigen Untersuchungen ist bekannt, dass der gegen rP2X4 gerichtete o-
Peptid Ak nur schwach mit hP2X4 kreuzreagiert. In C, Spur 5 erkennt man auf der
erwarteten Hohe von 50kDa keine Bande. Fiir den Immunoblot der P2X1 und P2X4
Proteine eignet sich die Immunprézipitation nur eingeschrinkt, da der verwendete
Zweit-Antikorper auch mit der schweren Kette der préizipitierenden Ak reagiert (D,
Spuren 5-7), die sich auf derselben Hohe wie die erwarteten P2X1 und P2X4
Purinrezeptoren befinden. Die Abb. 30 zeigte allerdings bereits die Fahigkeit der -
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Pinc Immunseren zur Immunprazipitation. In der Autoradiographie der
Immunprézipitate (Abb. 39 B) siecht man auf Hohe der erwarteten P2X1 und P2X4
Purinrezeptoren (B, Spuren 5-7) jedoch keine Banden, was gegen die ADP-
Ribosylierung dieser Proteine spricht. Im Immunoblot des Immunprézipitats von hP2X4
ist auf Hohe von 40kDa eine unbekannte Bande zu sehen (D, Spur 5), die jedoch
offensichtlich nicht radioaktiv markiert ist (B, Spur 5).
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Abb. 39: Autoradiographie und Western Blot Analyse nach *P-ADP-Ribosylierung und
Immunprazipitation von P2X Purinrezeptoren in stabil mit ART2.2 kotransfizierten CHO-
Zellen. Untransfizierte (CHOit) bzw. ART2-P2X kotransfizierte CHO-Zellen wurden fir 20
Minuten bei Raumtemperatur in Anwesenheit von 20 pCi *2P_NAD, 1uM unmarkiertem NAD und
1mM ADP-Ribose in 200ul PBS inkubiert. Dabei sind die jeweiligen P2X-Expressionskonstrukte
Uber den Spalten angegeben. Nach mehrfachem Waschen wurden die Zellen pelletiert und fir
15 Minuten bei 4°C in Triton-X-100 lysiert. A: Die Proteine in den Lysaten wurden direkt mittels
SDS-PAGE und Autoradiographie analysiert. B: Einzelne Purinrezeptoren wurden vor der SDS-
PAGE Autoradiographie wie in Abb. 29 mit Protein-G-gekoppelten a-Pincs immunprazipitiert. C,
D: Die aufgetrennten Proteine wurden auf eine PVDF Membran geblottet und die
Purinrezeptoren wie in Abb. 29 mit den a-Peptids detektiert (Methode wie in Abb. 29: 1. Ak-Mix:
anti-P2X1 Abcam 1:2000, anti-P2X4 Calbiochem 1:250, anti-P2X7 Alomone 1:1000, 2. Ak: a-rb
IgPO 1:5000 in 5% Milch).
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3.3.2 Zielgerichtete Mutagenese von P2X1 und P2X4

Purinrezeptoren

Im vorigen Kapitel wurde gezeigt, dass der P2X7 Purinrezeptor aus Maus, Ratte und
Mensch auf Zellen, die gleichzeitig die ART2.2 exprimieren, nach NAD-Behandlung
ADP-ribosyliert wird. Die Ergebnisse deuten auBBerdem an, dass die P2X1 und P2X4
Purinrezeptoren nach NAD-Behandlung nicht ADP-ribosyliert werden kénnen. Da von
den beiden bekannten ADP-Ribosylierungsstellen in mP2X7 (Adriouch, Bannas et al.
2008) nur das Arginin an Position 125 auch bei rP2X7 und hP2X7 konserviert ist, sollte
mit den folgenden Versuchen die Frage geklart werden, ob die P2X1 und P2X4
Purinrezeptoren, denen eben dieses Arginin fehlt, nach zielgerichteter Mutation der
entsprechenden Position (121/122) zu Arginin die ADP-Ribosylierungsfahigkeit

erhalten.

Die Abb. 40A zeigt schematisch das Arginin in der Position 125 im mP2X7 Protein,
welches nach zielgerichteter Mutation nicht mehr als Target der ADP-Ribosylierung
fungiert. Abb. 40 B zeigt im Alignment der P2X Aminosdurensequenzen die
entsprechenden umgekehrten Mutationen in P2X1 und P2X4, mit denen eine potentielle
ADP-Ribosylierungsstelle zielgerichtet mittels PCR geschaffen werden sollte. So wurde
in mP2X1 und hP2X1 jeweils die Aminosdure Glutamat durch zwei Arginine ersetzt. In
mP2X4 wurden Aspartat und Lysin, beim hP2X4 Aspartat und Alanin jeweils in Arginin
umgewandelt. Am Beispiel des mP2X4 Purinrezeptors wird gezeigt, dass die korrekte

Mutation jeweils mittels DNA-Sequenzanalyse nachgewiesen wurde (Abb. 41).
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Abb. 40: Schematische Darstellung und Alignment der Mutationsstellen in der
Cystein-reichen Kopfdomane von P2X1/4/7. Wahrend bei den P2X7 Purinrezeptoren
Arginine (R) durch Lysine (K) ersetzt wurden, um herauszufinden, welche Arginine fur die ADP-
Ribosylierung von Bedeutung sind, wurden bei den P2X1 und P2X4 Purinrezeptoren andere
Aminosauren durch entsprechende Arginine an der Position 121 bzw.122 ersetzt. Mit Hilfe
dieser Mutanten sollte die Frage geklart werden, ob dadurch die P2X1/4 Purinrezeptoren als

Targetproteine fur die ADP-Ribosylierung dienen kénnen.
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Abb. 41: Sequenzanalyse der  zielgerichtet mutierten Purinrezeptor

Expressionskassetten. Stellvertretend fir alle im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten
Mutationen wird hier die Sequenzierung der mutierten mP2X4 Variante (DK121RR) im Vergleich
zum Wildtyp (wt) gezeigt, anhand derer jeweils der Erfolg der zielgerichteten Mutation bestatigt

wurde.
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3.3.3 Analyse der ADP-Ribosylierung von Purinrezeptor Mutanten
nach transienter Kotransfektion mit der ART2.2 ADP-

Ribosyltransferase in HEK-Zellen

In diesem Abschnitt wurden die mutierten P2X1 und P2X4 Purinrezeptoren analysiert.
Zunichst wurde untersucht, ob die a-Pincs HEK.T-Zellen, die mit den mutierten P2X-
Konstrukten transient transfiziert wurden, in FACS- und Immunprézipitationsanalysen
spezifisch erkennen kdnnen. Zum Vergleich wurden jeweils transiente Transfektanten
untersucht, die mit den nativen P2X-Konstrukten transfiziert worden waren. Die
Ergebnisse zeigen, dass die a-Pincs Wildtyp und P2X Mutanten jeweils dhnlich stark im
FACS erkennen (Abb. 42 A). Ferner haben die Mutationen keinen erkennbaren Einfluss
auf die Fidhigkeit der a-Pincs, diese Proteine an Protein-G-Sepharose zu

immunprézipitieren (Abb. 42 B).

109



Ergebnisse

P2X1 wt P2X1 122/123 hP2X1 wt hP2X1 1227123
i, ~ ek b b B mP2X1 hP2X1

MFI 137 / 144 MFI 118 / 138 m Wt gg m Wt gg
" — <D — - — pr—

52
T 52
83% / 78% | 73% / 81% l e .. o
31 -3 31

—— > log MFI (CR30)— log MFI (9316) IP: CR30  IP: 9316
Blot: anti-P2X1 C-term

mP2X4 wt  mP2X4 121/122 hP2X4 wt hP2x4 121/122

MFI 63 / 79 MFI 25 / 27 mP2X4 hP2X4
m wi 98 m wt 08

- Prdimmunserum
P2X Wildtyp

> @ me
R —— —— P2X Mutante D 52 .l- 52
—» log MFI (116) —— log MFI (CR29) IP: 116 IP: CR29
Blot: anti-P2X4 C-term
mP2X7 wt
mP2X7 124/25+133/134
5 MFI 337 /296 %Pr‘:ﬁ?gs
>
96% / 91% 52
31
s ' IP: K1G
— log MFI (K1G) Blot: anti-P2X7 C-term

Abb. 42: Vergleichende FACS-Anfarbungen und Immunprazipitationen von Wildtyp
und mutierten P2X Varianten. A) HEK.T-Zellen wurden transient mit Expressionsvektoren fir
Wildtyp P2X (grau hinterlegt) oder P2X Mutanten (schwarze Linien) transfiziert. Je 1x10° Zellen
wurden 24h nach Transfektion mit den u.g. a-Pincs in der optimalen Verdinnung bzw. mit dem
jeweiligen Praimmunserum (gestrichelte Linien) gefarbt. Als Zweitantikdrper wurde ein PE-
konjugierter Esel a-Kaninchen IgG verwendet. B) Ein weiteres Aliquot der Zellen wurde mit
Triton X-100 lysiert und Immunprazipitationen mit an Protein-G-Sepharose gebundenen
Antikérpern wie in Abb. 29 durchgefiihrt. Im Immunoblot erfolgte die Detektion mit dem
jeweiligen a-Peptid Antikorper: a-P2X1, a-P2X4 und a-P2X7.

Nachdem bereits gezeigt wurde, dass die mutierten P2X-Proteine sich mit den a-Pincs
sowohl fiirs FACS anfdrben lassen als auch immunprizipitiert werden kdnnen, wurde
die ADP-Ribosylierung untersucht. Hierfiir wurden jeweils HEK.T-Zellen mit
Expressionskonstrukten fiir ART2.2 und Wildtyp (wt) P2X bzw. P2X-Mutanten (m) ko-
transfiziert (Abb. 43). Nach der Inkubation mit **P-NAD wurden radioaktiv markierte
Proteine in Gesamtzelllysaten (A) bzw. in spezifischen P2X Immunprézipitaten (B)

mittels SDS-PAGE Autoradiographie sichtbar gemacht. Zusétzlich dazu wurden die
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P2X-Proteine im Immunoblot mit den o-Peptids markiert. Die Ergebnisse der
Autoradiographien zeigen in den Gesamtzelllysaten wieder mehrere Proteinbanden,
unter denen die P2X Rezeptoren nicht eindeutig zu identifizieren sind (A). Hingegen
sind bei der Autoradiographie der Immunprézipitate deutliche Banden mit dem
erwarteten Molekulargewicht bei Wildtyp mP2X7 (B, Spur 1) sowie bei sdmtlichen
P2X1 und P2X4 Mutanten (B, Spuren 4, 6, 8, 10) zu sehen. Die Immunoblot Analysen
bestdtigen eine anndhernd gleichmifBige Transfektionseffizienz und Beladung der
Spuren. Wéhrend der Austausch der bekannten Target-Arginine im P2X7 Rezeptor zum
Verlust der ADP-Ribosylierung fiihrt, werden die P2X1 und P2X4 Purinrezeptoren nach
Insertion von Argininen an der Position 121/122 zu Targetproteinen der ADP-
Ribosylierung. Die entsprechenden P2X1 und P2X4 Wildtyprezeptoren hingegen sind
wie bei den ART2.2/P2X kotransfizierten CHO-Zellen (Abb. 39) kein Target fiir die
ADP-Ribosylierung (B, Spuren 3, 5, 7 und 9).
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Abb. 43: Autoradiographie und Western Blot Analyse nach *P-ADP-Ribosylierung und

Immunprazipitation von zielgerichtet mutierten P2X Purinrezeptoren nach transienter
Kotransfektion mit ART2.2 in HEK.T-Zellen. Transient transfizierte HEK.T-Zellen wurden fir
20 Minuten bei Raumtemperatur in Anwesenheit von 20uCi ¥p_NAD, 1uM unmarkiertem NAD
und 1mM ADP-Ribose in 200ul PBS inkubiert. ADP-ribosylierte Proteine in Gesamtzelllysaten
(A) und P2X Immunprazipitaten (B) wurden wie in Abb. 39 mittels SDS-PAGE Autoradiographie
nachgewiesen. P2X-Purinrezeptoren wurden mittels Immunoblotanalyse mit den a-Peptids und
Trueblot anti-Kaninchen IgG detektiert (C, D). Dabei sind Wildtyp (wt) und Mutante (m) jeweils
nebeneinander aufgetragen. (1) mP2X7, (2) mP2X7 RR124KK+RR133KK, (3) mP2X4, (4)
mP2X4DK 121/122RR, (5) hP2X4, (6) hP2X4DA121/122RR, (7) mP2X1, (8) mP2X1EX122RR,

(9) hP2X1, (10) hP2X1EX122RR.
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4 Diskussion

4.1 a-Pincs als niitzliche experimentelle Werkzeuge

In dieser Arbeit wurde die Niitzlichkeit der durch genetische Immunisierung
hergestellten polyklonalen Immunseren und monoklonalen Antikdrper demonstriert. Die
Tabelle 8 zeigt eine Ubersicht der untersuchten Antikérper, ihrer Spezifititen und ihrer
Funktionalitit in FACS, Immunfluoreszenz, Western-Blot und Immunprézipitation.
Bisher war ein sicherer Proteinnachweis mittels FACS nur fiir den P2X7 Purinrezeptor
beschrieben (Buell, Chessell et al. 1998), bzw. fiir andere P2X Purinrezeptoren nur auf
Westernblot- oder RNA-Ebene durch den Nachweis der Transkription von Proteinen
moglich (Surprenant and North 2009). Die a-Pincs bieten die Moglichkeit, die
Proteinexpression direkt auf der Zelloberflache gesichert nachzuweisen, da sie aufgrund
threr Genese Proteine in ihrer natiirlichen Konformation erkennen (Tang, DeVit et al.
1992; Koch-Nolte, Duffy et al. 1999). Die Niitzlichkeit dieser neuartigen Werkzeuge
liegt vor allem im FEinsatz fiir Immunfluoreszenz- und FACS-Analysen, sowie fiir die
Immunprézipitation. Herkdmmlich hergestellte a-Peptid-Antikdrper eignen sich fiir
solche Untersuchungen weniger, da sie in der Regel nur denaturierte Proteine erkennen.
Bislang diente fiir Purinrezeptoren die RT-PCR als Transkriptionsnachweis. Die
Proteine wurden anschlieBend mit Hilfe der a-Peptids im Western Blot nachgewiesen.
Auf intakten Zellen konnen beide Verfahren keine direkte Aussage iiber die Lokalisation
der Proteine in der Zelle oder auf der Zelloberfliche machen. Indirekte Methoden
hierfiir sind hiufig sehr aufwendig. Eine Moglichkeit besteht beispielsweise in der
Biotinylierung von Membranproteinen, der anschlieBenden Zelllyse und Prézipitation
der biotinylierten Zelloberfldchenproteine an Streptavidin-Kiigelchen und Detektion der

prézipitierten Proteine im Western Blot (Guo, Masin et al. 2007).
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Antikorper | Ursprung | Titer fiir: | Zielprotein | FACS/ | Western- Immun-

P2X-Familie FACS+HIFT/ IFT Blot prézipitation
Westernblot

9316 b 1:800 hP2X1 +++ - +++
CR29 b 1:800/1:500 |hP2X4 +++ ++ ++
CR30 b 1:800/1:500 | mP2X1 +++ ++ +++
116 b 1:800/1:500 |mP2X4 ++ +++ +++
RG22 rt 1:800/1:500 | mP2X4 +++ +++ +++
RG23 1t 1:800/1:500 |mP2X4 +++ e +++
CRS58 rb 1:400/1:500 |mP2X4 ++ ++ ++
K1G b 1:800 mP2X7 +++ - +++
3428 rb 1:800 rP2X7 ++ - +++
3429 b 1:400 hP2X7 + - n.u.
RH23-A44 |1t 1:100 mP2X7 +++ - +++
L4 ms 1:100 hP2X7 4+ - A
Abcam
anti-P2X1 rb 1:200/1:2000 [ rP2X1 ) +++ n.u.
Calbiochem
anti-P2X4 rb 1:100/1:250 |rP2X4 ) +++ n.u.
Alomone
anti-P2X7 rb 1:200/1:1000 | rP2X7 () +++ n.u.

Tabelle 8: Ubersicht (iber die in dieser Arbeit getesteten a-Pinc und a-Peptid Antikdrper

sowie deren Funktionalitdten. +++: sehr gute Reaktion, ++: gute Reaktion, +: schwache, aber

spezifische Reaktion, (+): sehr schwache, fraglich spezifische Reaktion, -: keine Reaktion, n.u.:

nicht untersucht.
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Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Zelloberflichenexpression von Purinrezeptoren auf
lebenden Zellen mit Hilfe der a-Pincs charakterisiert. Nach Transfektion von CHO- und
HEK-Zellen mit verschiedenen P2X Purinrezeptoren entspricht hier die Farbung der
nativen Proteine mit den P2X-spezifischen a-Pincs einer Zelloberflichenexpression
(Abb. 21 bis Abb. 25). Dabei konnte gezeigt werden, dass alle untersuchten o-Pinc
hoch spezifisch mit dem jeweiligen P2X Rezeptor in der Immunfluoreszenz (Abb. 21
bis Abb. 23) und im FACS (Abb. 25 bis Abb. 28) reagieren im Vergleich zur
Negativkontrolle mit dem Praimmunserum. Keiner der Antikdrper reagierte mit dem am
nichsten verwandten Mitglied der P2X Familie aus derselben Spezies (Paralogen), bei
jeweils ca. 45-50% Sequenzidentitit. Die meisten o-Pincs zeigten zudem keine
Kreuzreaktion mit dem Orthologen aus Maus, Ratte oder Mensch, die jeweils ca. 78-
91% Sequenzidentitit besitzen (Abb. 2). Fiir einen Antikorper konnte jedoch eine
Kreuzreaktion mit einem Orthologen nachgewiesen werden: sowohl in der
Immunfluoreszenz- als auch in der FACS-Analyse wurde eine Reaktion des CR30 a-
mP2X1 mit dem hP2X1 Rezeptor gefunden (Abb. 23 und Abb. 25). Das 9316 a-
hP2X1 Immunserum hingegen zeigte nur eine sehr schwache, eher unspezifisch
anmutende Reaktion mit mP2X1-transfizierten CHO-Zellen in der Immunfluoreszenz
(Abb. 23) und keine spezifische Reaktion mit mP2X1-transfizierten HEK-Zellen im
FACS (Abb. 25). hP2X1 und mP2X1 zeigen eine hohe Sequenzidentitidt von 88%. Hier
ist es durchaus vorstellbar, dass die Epitope (das Epitop), welche von dem
Kaninchenserum CR30 a-mP2X1 erkannt werden, in beiden P2X1 Orthologen in einer
dhnlichen dreidimensionalen Konformation vorkommen (Abb. 2). Fiir den von der
Arbeitsgruppe Buell hergestellten monoklonalen Antikdrper L4 a-hP2X7 wurde in der
FACS-Analyse eine Kreuzreaktion mit dem rP2X7 Purinrezeptor festgestellt (Abb. 28),
die Sequenzidentitit betrdgt hier 91% (Abb. 2). Dieser in der Maus nach
Immunisierung mit hP2X7-transfizierten Zellen hergestellte AntikOrper zeigt
erwartungsgemill keine Reaktion mit dem mP2X7 Rezeptor. Fiir alle {ibrigen
analysierten a-Pinc wurde keine Kreuzreaktion mit ortho- oder paralogen Verwandten
festgestellt. Fiir P2X1 und P2X4 standen leider keine Konstrukte der Ratte zur
Verfiigung, aufgrund der hohen Sequenzidentitit wére hier eine Kreuzreaktion der im
Kaninchen hergestellten a-Pinc durchaus moglich. Mit den a-Pinc lassen sich somit

methodisch einfach und sicher Zelloberflaichenproteine in der Immunfluoreszenz und im
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FACS nachweisen, wéhrend die a-Peptids hier entweder gar keine bzw. nur eine sehr
schwache Anfarbung erkennen liefen (Abb. 24). Nach der Permeabilisierung der
Zellmembran, z.B. durch Behandlung Paraformaldehyd-fixierter Zellen mit einem
nichtionischen Detergenz, wére auch eine intrazelluldre Farbung von nativen Proteinen
mit a-Pinc generell moglich, um z.B. die Frage nach der (Ko)-Lokalisation von
verschiedenen P2X Purinrezeptoren in Endosomen, Lysomsomen und anderen

intrazelluldren Vesikeln zu kléren.

Obwohl a-Pincs in der Regel Epitope im nativen Protein erkennen, konnten einige der
in dieser Arbeit untersuchten a-Pincs auch das denaturierte Ziel-Protein im Westernblot
spezifisch erkennen. Dieses trifft fiir CR30 a-mP2X1 und alle gegen P2X4 gerichteten
a-Pinc zu (CR29 o-hP2X4, CR58 a-mP2X4, 116 a-mP2X4, RG22 a-mP2X4 und RG23
a-mP2X4) (Abb. 29). Schlielich konnte gezeigt werden, dass sich die a-Pinc sehr gut
zur Immunprézipitation eignen (Abb. 30). Auch nach zielgerichteter Mutagenese von
zwel benachbarten Aminosduren in der Cystein-reichen Kopfdoméine von P2X1 und
P2X4 (Abb. 40) waren die 5 untersuchten polyklonalen o-Pinc noch in der Lage, das
mutierte Zieloberflaichenprotein sicher immunzuprézipitieren und im FACS zu erkennen
(Abb. 42). Theoretisch ist es moglich, dass die Mutation einer Aminosédure das Ziel-
Epitop direkt verdndert bzw. durch eine Konformationsédnderung so modifiziert, dass der
Antikorper nicht mehr binden kann. Dies ist z. B. von anderen Mitarbeitern der
Arbeitsgruppe nach zielgerichteter Mutation des R151 an der Spitze der Cystein-reichen
Kopfdomine des mP2X7 Rezeptors beobachtet worden: diese Mutante wurde
unverdndert durch den monoklonalen Antikdrper RH23-A44, nicht aber von RH24-A43
oder dem KI1G a-Pinc, erkannt (Adriouch, Bannas et al. 2008). Dieses Ergebnis deutet
an, dass das polyklonale KIG Immunserum monospezifisch ist, bzw. ein dominantes

Epitop erkennt, welches durch R151 beeinflusst wird.

4.2 Analyse der Expression von P2X1, P2X4 und P2X7 auf

nativen Zelllinien und auf primaren Zellen

Es konnte gezeigt werden, dass die a-Pincs die Zelloberflichenexpression von P2X1,
P2X4 und P2X7 auf transfizierten Zellen sicher nachweisen konnen (Abb. 21 und

Abb. 24). Aus diesem Grunde kann man die a-Pincs auch zum Screening etablierter
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Zelllinien fuir die Expression von P2X Purinrezeptoren verwenden, wie es im Rahmen
dieser Arbeit erfolgte. Die Ergebnisse zeigen, dass die drei untersuchten murinen T-
Zelllinien (DO11.10, MD27 und YAC) P2X4 und P2X7, nicht aber P2X1 exprimieren
(Abb. 31). Die murine B-Zelllinie A20 zeigte hingegen nur eine Anfarbung fiir P2X4.
Hier farbte das Immunserum des Kaninchens CR58 die A20-Zellen deutlich spezifisch,
wihrend das Immunserum der Ratte RG22 eine dhnlich starke Anfarbung zeigte wie das
RG22 Priimmunserum. Letzteres konnte moglicherweise auf einer Reaktion des
Sekundérantikdrpers mit murinem Zelloberflichen-Immunglobulin auf diesen B-Zellen
beruhen. Fiir die beiden untersuchten Makrophagen-Zelllinien RAW und J774 stellte
sich eine Anfdarbung mit dem anti-P2X4 Immunserum heraus, wihrend die J774 Linie
zusdtzlich auch eine Anfarbung fiir P2X7 zeigte. Die schwache Anfarbung der J774-
Zellen auch mit den jeweiligen Prdimmunseren konnte mdglicherweise auf einer
Bindung von Antikérpern iiber Fc-Rezeptoren beruhen. Die beobachtete Expression von
P2X4 und P2X7 auf J774-Zellen steht in Einklang mit anderen publizierten Ergebnissen
von RT-PCR Untersuchungen, bei denen P2X4, P2X7, P2Y2 und P2Y6 Transkripte
nachgewiesen wurden (Ito and Matsuoka 2008). Fiir RAW-Zellen wurde in der Literatur
allerdings auch die Expression von P2X7 beobachtet (Hiken and Steinberg 2004;
Pfeiffer, Aga et al. 2004). Moglicherweise liegt das Expressionsniveau auf den von uns
untersuchten RAW-Zellen unterhalb der Detektionsgrenze von FACS-Untersuchungen
oder die Zellen haben die Expression verloren. Von den untersuchten humanen
Zelllinien zeigten lediglich die HEK.T (humane embryonale Niere) und die LNCAP
(Prostata Carcinom Zelllinie) eine, wenngleich auch nur schwache Anfarbung fiir P2X1
(Abb. 25 und Abb. 32). Die untersuchten humanen Lymphomzelllinien zeigten keine
erkennbare Expression von P2X1, P2X4 oder P2X7.

Kiirzlich wurde gezeigt, dass P2X4 in Ratten-Mikroglia, Gefdendothelzellen und
Peritonealmakrophagen vorwiegend in Lysosomen lokalisiert ist und unter
physiologischen Bedingungen nur voriibergehend auf der Zelloberfliche erscheint,
wihrend P2X7 vorwiegend auf der Zelloberfliche exprimiert wird (Boumechache,
Masin et al. 2009). Eine Stimulation der Phagozytose triggert jedoch die Akkumulation
des P2X4 Rezeptors an der Phagosomenmembran und Stimuli der lysosomalen

Exozytose wie lonomycin oder Methylamin fiihren zur Verstirkung der P2X4
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Zelloberflachenexpression (Qureshi, Paramasivam et al. 2007). Ein intrazelluldres
Vorkommen wurde jedoch auch fiir den P2X7 Rezeptor beschrieben. P2X7 Rezeptoren
wurden in Phagosomen von J774 Makrophagen beobachtet. Hier fiihrt Sphingosin-1-
Phosphat (S1P) zur Sekretion von ADP mit luminaler Konversion zu ATP und dann zur
P2X7-abhédngigen Aktivierung der Aktin-Phagosomen-Anordnung (Kuehnel, Rybin et
al. 2009).

Neben dem Screening der Zelllinien auf mogliche Oberfldchenexpressionen lassen sich
die a-Pinc Antikorper auch fiir FACS-Analysen an primédren Immunzellen einsetzen. In
das Interesse der Forscher sind seit einigen Jahren regulatorische T-Zellen geriickt, die
auch als Tregs bezeichnet werden (Sakaguchi, Sakaguchi et al. 2001). Man vermutet,
dass diese das Auftreten von Autoimmunerkrankungen verhindern kénnen, indem sie
autoreaktive = T-Zell-Klone kontrollieren und deren Proliferation hemmen.
Regulatorische T-Zellen wurden urspriinglich iiber die fehlende bzw. sehr niedrige
Expression von CD45RB (CD45RB"Y) definiert (Read, Mauze et al. 1998), spiter iiber
die hohe Zelloberflichen-Expression von CD25 (CD4'CD25") (Sakaguchi, Sakaguchi
et al. 2001), bzw. iiber den Transkriptionsfaktor FoxP3 (Hori, Nomura et al. 2003).
Verminderte Treg  Populationen  korrelieren mit der Entwicklung von
Autoimmunerkrankungen. Die Ubertragung von CD45RB"™#"- oder von CD25™-Zellen
fiihrt in den Empfangertieren zur Genese von Autoimmunerkrankungen. Dies kann
durch eine Beimischung von CD45RB"" bzw. CD25" -Zellen verhindert werden kann
(Powrie, Leach et al. 1993).

Es gibt verschiedene Hinweise auch fiir eine Rolle des P2X7 Rezeptors bei
Autoimmunerkrankungen (Elliott and Higgins 2004). P2X7-KO Mause sind
beispielsweise relativ resistent gegeniiber antikorperinduzierter Kollagenarthritis
(Labasi, Petrushova et al. 2002) und gegeniiber Concanavalin A induzierter
Autoimmuner Hepatitis (Kawamura, Aswad et al. 2006). Die Expression des P2X7
Purinrezeptors auf Tregs wurde daher in dieser Arbeit ndher untersucht. Die FACS-
Analyse zeigte bei Wildtyp Maiusen eine deutlich stdrkere P2X7 Expression auf
CD4'CD25" doppelt positiven Lymphozyten (Tregs) als auf konventionellen
CD4'CD25 Lymphozyten (Th-Zellen) (Abb. 33). Zudem hat die Wildtyp Maus einen
deutlich geringeren Anteil an Tregs als die P2X7 Knock out Maus (Abb. 33A).
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Ahnliche Ergebnisse ergeben auch die Ko-Anfirbungen mit CD45RB und P2X7: Bei
Wildtyp Miusen zeigen CD45RB™Y -Zellen eine deutlich stirkere P2X7 Expression als
CD45RB™¢" und CD45RB™ ™4 _7¢]len (Abb. 34). Dariiber hinaus ist die Population
der CD45RB"" -Zellen bei Wildtyp Mausen gegeniiber P2X7-KO Miusen vermindert.
Diese Ergebnisse sind im Einklang mit den von anderen Arbeitsgruppen publizierten
Ergebnissen. So wurde von der AG Dennert gezeigt, dass CD4 CD25" T-Zellen in vitro
eine hohere Sensitivitit gegeniiber dem NAD- oder ATP-induzierten Zelltod aufweisen
als Th-Zellen und dass P2X7-defiziente Zellen komplett resistent sind gegeniiber dem
Nukleotid induzierten Zelltod (Aswad and Dennert 2006). Die AG Elliott berichtete,
dass ein hoher Anteil von CD45RB"" -Zellen konstitutiv Phosphatidylserin auf der
Zelloberfliche exponieren und ebenfalls empfindlicher auf den P2X7 Liganden
reagieren als CD45RB"" -Zellen. Eine erhohte Empfindlichkeit von regulatorischen
Zellen fiir ATP und NAD konnte auch eine Erkldrung fiir den beobachteten niedrigeren
Anteil von regulatorischen Zellen bei Wildtyp vs. P2X7-KO Mausen liefern (Abb. 33
und Abb. 34), denn ein Kontakt mit extrazellulirem NAD oder ATP wiirde bei Wildtyp
Maiusen zum Tod dieser Zellen fithren, wihrend sie bei P2X7-KO Maéusen durch das
Fehlen von P2X7 geschiitzt wéren. Basierend auf diesen Beobachtungen kdénnte man
spekulieren, dass eine pharmakologische Hemmung von P2X7 durch Inhibitoren oder
Antikorper regulatorische Zellen vor dem Nukleotid induzierten Zelltod (NICD)
schiitzen wund somit mdglicherweise einen therapeutischen Nutzen bei

Autoimmunerkrankungen darstellen konnte.

Als Ausblick fiir weitere Analysen konnten als Marker fiir Tregs Antikorper gegen das
intrazelluldre Protein FoxP3 oder Méuse, die transgen ein FoxP3-GFP Fusionsprotein
exprimieren, verwendet werden. Dieses wiirde eine genauere Identifizierung dieser T-
Zell-Subpopulation erlauben (Hori, Nomura et al. 2003; Lahl, Loddenkemper et al.
2007).

In dieser Arbeit wurden auch murine Thrombozyten auf mP2X7 Expression untersucht.
Wie man in der Abb. 36 sieht, lassen sich Thrombozyten bei Wildtyp Méusen, nicht
aber bei P2X7-KO Maiusen deutlich mit dem K1G o-mP2X7 Immunserum anférben.
Dies wirft die Frage auf, inwiefern und unter welchen Umsténden die bekanntermafien

vorwiegend liber ADP (iiber den P2Y 12 Rezeptor) und ATP (iiber den sensitiven P2X1
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Rezeptor) gesteuerte Regulation der Plattchenaggregation durch den sehr viel weniger
sensitiven P2X7 Rezeptor beeinflusst wird. ADP wirkt tiber die Bindung an zwei G-
Protein gekoppelten Rezeptoren, dem Gg-gebundenen P2Y1 Rezeptor und dem Gi-
gebundenen P2Y12 Rezeptor. ATP hingegen aktiviert den P2X1 und den P2X7
Rezeptor. Die  Stimulierung von  Thrombozyten mit ADP fiihrt zur
Oberflachenverdnderung der Thrombozyten, zur Plittchenaggregation und Thromboxan
A2 -Bildung (Kahner, Shankar et al. 2006). Thienopyridine wie Ticlopidin oder
Clopidogrel sind Antagonisten der ADP Rezeptoren P2Y12 auf Blutpldttchen und
wirken hier als effiziente antithrombotische Medikamente (Cattaneo 2007). Jiingere
Ergebnisse weisen darauf hin, dass ATP konzentrationsabhéngig zur Aktivierung oder
Inhibierung der Plattchenaggregation iiber eine Stimulation des P2X1 Rezeptors fiihrt
(Karunarathne, Ku et al. 2009). Moglicherweise wird durch hohere ATP-
Konzentrationen neben dem P2X1 Rezeptor auch der weniger empfindliche P2X7

Rezeptor aktiviert, was zu einer Anderung der Plittchenaggregation fithren kdnnte.

4.3 Untersuchung der ADP-Ribosylierung als allgemeiner

Regulationsmechanismus fiir P2X Purinrezeptoren

Die Versuche dieses Kapitels gehen der Frage nach, ob es sich bei der ADP-
Ribosylierung um einen allgemeinen Regulationsmechanismus fiir P2X Purinrezeptoren
handelt oder um eine Besonderheit des P2X7 Rezeptors. Zur Identifikation des Target-
Arginins fiir die ADP-Ribosylierung im P2X7 Rezeptor waren in Vorarbeiten mittels
zielgerichteter Mutagenese Argininreste im extrazelluldren Teil des murinen P2X7
gegen Lysin-Reste ausgetauscht und diese Mutanten hinsichtlich ihrer ADP-
Ribosylierbarkeit nach Kotransfektion mit ART2.2 in HEK-Zellen untersucht worden.
Die Ergebnisse zeigten, dass zwei Arginin-Reste in einer Cystein-reichen Region des
P2X7, R125 und R133, durch ART2.2 ADP-ribosyliert werden konnen. Die Mutation
dieser beiden Arginine zu Lysin fiihrte zu einem vollstindigen Verlust der ADP-
Ribosylierung (Adriouch, Bannas et al. 2008). Das bedeutet, dass die tibrigen 16
Arginin-Reste in der extrazelluldren Domine des murinen P2X7 Rezeptors nicht als

Targets fiir die ART2.2 dienen.
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Aufgrund der strukturellen Ahnlichkeit der P2X Rezeptoren stellte sich die Frage, ob
auch andere Mitglieder der Familie ADP-ribosyliert werden konnen. Ein Sequenz-
Alignment zeigt, dass R125 auch bei Ratte und Human P2X7 vorkommen, bei P2X1
und P2X4 jedoch durch andere Aminosduren ersetzt sind. R133 ist nur bei Maus und
Human P2X7 konserviert (Abb. 44). Im Rahmen dieser Arbeit wurde zunichst
untersucht, ob neben dem P2X7 Purinrezeptor auch andere P2X Purinrezeptoren durch
die ART2.2 ADP-ribosyliert werden. In (Abb. 39) wurde gezeigt, dass die P2X1 und
P2X4 Purinrezeptoren nach NAD-Behandlung nicht ADP-ribosyliert werden. Das
bedeutet, dass auch die zahlreichen anderen Argininreste in diesen Rezeptoren (13 fiir
mP2X1, 13 fiir hP2X1, 14 fiir mP2X4 und 13 fiir hP2X4, s. Abb. 44) nicht als Targets
fiir die ART2.2 dienen.
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Abb. 44: Alignment von P2X1, P2X4 und P2X7 zur Markierung aller Arginine. Rot
markiert wurden alle Arginine der extrazelluldaren Doméne bis auf die grin markierten
Targetarginine der ADP-Ribosylierung. Gelb markiert sind die Transmembrandomanen.

Als nidchstes wurde untersucht, ob diese P2X Purinrezeptoren nach zielgerichteter

Mutation an der Position, die der primdren ADP-Ribosylierungsstelle des P2X7
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entspricht, als Targets fiir die ADP-Ribosylierung fungieren konnen. Tatsdchlich lassen
sich die mutierten P2X1 und P2X4 Purinrezeptoren nach Einbringen eines
Doppelarginins in der Position 121/122 der Aminosdurensequenz durch die ART2.2
ADP-ribosylieren (Abb. 43). Eine Punktmutation geniigt somit, um auch die P2X1 und
P2X4 Purinrezeptoren zu Targetproteinen der ART2.2 zu machen. Dieses spricht zum
einen fiir eine strukturelle Ahnlichkeit der P2X Purinrezeptoren. Zum anderen wirft es
die Frage nach der Erkennungs-Spezifitit der ART2.2 auf: warum werden diese
Argininreste, nicht aber die vielen anderen Arginine in der extrazelluliren Doméne

ADP-ribosyliert?

4.4 Spezifitat der ART2.2 fiir bestimmte Argininreste in

Purinrezeptoren und anderen Zielproteinen

Verschiedene Hypothesen zur Spezifitit der ART2.2 fiir einzelne Argininreste des
Wildtyp P2X7 und der mutierten P2X1 und P2X4 sind denkbar: Zum einen konnte es
ein Erkennungsmotiv fiir die ART2.2 geben, d.h. einen Argininrest innerhalb einer
bestimmten Sequenz oder einer rdumlichen Struktur im Zielprotein. Zum anderen
konnten nur bestimmte Arginine im Zielprotein fiir die ART2.2 rdumlich zuginglich
sein. Einerseits miisste ein Target-Arginin an der Oberfliche des Zielproteins liegen,

andererseits miisste es fiir das aktive Zentrum der ART2.2 zugénglich sein.

Ein Erkennungsmotiv wére am einfachsten identifizierbar durch den Vergleich mehrerer
Target-Arginine in verschiedenen Zielproteinen. Bisher wurden jedoch nur fiir eine
weitere Sdugetier-ART (die ART1 des Menschen) Zielarginine in einem Targetprotein
identifiziert. Dabei handelt es sich um ein kleines 16sliches Protein, das HNP-1 (human
neutrophil peptide), ein antimikrobielles Protein, das von Immunzellen freigesetzt wird.
Es gehort zur Gruppe der a-Defensine und besitzt einen hohen Anteil an Argininen (4
von 30 Aminoséduren) und drei Paare an durch Disulfidbriicken verbundenen Cysteinen.
Arginin 14 und Arginin 24 wurden als primdre und sekundéire Ziele der ADP-
Ribosylierung identifiziert (Paone, Stevens et al. 2006). Im Vergleich der Sequenzen
von HNP-1 und P2X7 fillt auf, dass primére und sekundire ADP-Ribosylierungsstellen
in einem dhnlichen, relativ kurzem Abstand voneinander liegen (von 8 bzw. 10
Aminsduren). Beide Stellen liegen zudem in einer Cystein-reichen Region, wobei

jeweils ein Cystein zwischen primédrer und sekundidrer ADP-Ribosylierungsstelle liegt.
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Allerdings unterscheiden sich die Aminosdurensequenzen ansonsten erheblich
voneinander. Auch die rdumlichen Strukturen zeigen keine auffilligen Ahnlichkeiten (s.
u.).

Im Falle der membranstindigen ARTs und ihrer Zielproteine konnte auch der Abstand
von der Zellmembran eine Rolle fiir die Priaferenz bestimmter Arginine als Targets der
ADP-Ribosylierung spielen. ART2.2 ist iiber die C-terminale Aminoséure an einem
Glykolipid (GPI-Anker) in der Zellmembran fixiert, so dass das aktive Zentrum der
ART?2 - je nach Beweglichkeit des Enzyms - nur in einem bestimmten Abstand von der
Zellmembran lokalisiert sein kann und damit der Abstand des Zielarginins zur

Zellmembran moglicherweise von Bedeutung ist.

Nach Fertigstellung der experimentellen Arbeiten wurde die erste Prototyp-Struktur
eines P2X Rezeptors publiziert, welche interessante Hinweise fiir die Beantwortung
dieser Fragestellung liefert (Abb. 45) (Kawate, Michel et al. 2009). Bei der Struktur
handelt es sich um die des P2X4 Rezeptors des Zebrafisches (Danio rerio, drP2X4) als
Trimér in geschlossenem Zustand ohne Ligand. In der 3D-Struktur des drP2X4 erinnert
jede Untereinheit des Trimérs an einen Delphin mit Kopf, zwei Vorderflossen, sowie
jeweils einer Riicken- und Schwanzflosse. Dabei entspricht die Kopfdoméne der
Cystein-reichen Region, welche im P2X7 die ADP-Ribosylierungsstellen enthélt (Abb.
10). Das der primdren ADP-Ribosylierungsstelle (R125) entsprechende Prolin 125 liegt
exponiert an der Unterseite der Kopfdomédne (dunkelblau in Abb. 45). Die der
sekunddren ADP-Ribosylierungsstelle (R133) entsprechende Aminoséure ist bei drP2X4
ebenfalls ein Arginin (bei mP2X4 und hP2X4 jedoch ein Alanin) und liegt ebenfalls gut

exponiert etwas weiter oberhalb (nicht gezeigt).
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Abb. 45: 3-D Struktur von P2X4 aus dem Zebrafisch (danio rerio). Wahrend der
Fertigstellung dieser Arbeit hat eine amerikanische Arbeitsgruppe die trimare Kristallstruktur des
P2X4 Purinrezeptors im geschlossenen Zustand ohne Liganden veroffentlicht (Kawate, Michel
et al. 2009). Die zur Verfigung stehende 3D-Struktur der extrazellularen Domane des P2X4
Purinrezeptors wurde hier mit Hilfe von Pymol dargestellt. A: In rot, griin und gelb sind jeweils
die Oberflachendarstellungen eines P2X4 Proteins zusammen als Trimar dargestellt. Jedes
einzelne Protein erinnert dabei an einen Delphin mit Kopf, zwei Vorderflossen, sowie jeweils
einer Ricken- und Schwanzflosse. Markiert wurde in blau die Targetaminosaure der ADP-
Ribosylierung, denn im Alignment entspricht das Prolin P125 im Zebrafisch P2X4 dem Target-
Arginin des P2X7 R125. Direkt unterhalb liegt die vermutete ATP-Bindungsstelle. B: Hier sieht
man, dass das Protein nahezu komplett bis auf die Transmembrandomane und kurze mittlere
Verbindungsstliicke aus R-Faltblattstrukturen aufgebaut ist. C: Alle fir Zebrafisch, Mensch,

Maus und Ratte konservierten Arginine sind hier sichtbar an der Oberflache schwarz markiert.
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Stellt man ein Alignment der P2X4 Purinrezeptoren aus dem Zebrafisch, Mensch, Maus
und Ratte her (Abb. 46), sicht man, dass neben mehreren nicht-konservierten Argininen
(cyan hinterlegt) auch 10 konservierte Arginine (rot) vorhanden sind. Acht der
konservierten Arginine sind ebenfalls bei P2X7 konserviert und lassen sich allesamt auf
der Oberfliche der 3D-Kristallstruktur wiederfinden (schwarz in Abb. 45). Einige
davon befinden sich in einem &hnlichen Abstand von der Zellmembran wie P125 und
R133, sind aber offensichtlich nicht fiir die ART2.2 erreichbar. Soweit bekannt, wurde
fiir P2X4 aus Danio rerio bisher noch nicht untersucht, ob es ADP-ribosyliert wird. Das
wire jedoch eine interessante Fragestellung, denn dieses Protein besitzt an der Position
133 ein Arginin, welches der sekundidren ADP-Ribosylierungsstelle des murinen und
humanen P2X7 Rezeptors entspricht. Zudem kodiert das entschliisselte Genom des

Zebrafisches fiir zahlreiche, vorhergesagte Arginin-spezifische ARTs (R-S-EXE).

125



Diskussion

dEP2Xd 0000 - Sdssmssmsge- EEoseane GSSKKVGTLNRFTQALVIAYVIGYVCVYNKGYQDTDTV
hsP2X4a MAGCCAALAAFIFEYDTPRIVLIRSREVGLMNRAVOLLILAYVIGWVFVWEKGYQETDSV
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drP2X4 L3SVTTKVKGIALTNTSELGERIWDVADYIIPPQEDGSFFVLTNMI ITTNQTOSKCAENP
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Abb. 46: Alignment von P2X4 aus dem Zebrafisch, Mensch, Maus und Ratte. Im
Alignment der P2X4 Rezeptoren wurden die 10 konservierten Arginine rot markiert. Zusatzlich
vorkommende Arginine, die nicht in allen Orthologen konserviert vorkommen, wurden tlrkis
hinterlegt. In grin hinterlegt wurden die im Rahmen dieser Arbeit mutierten Aminosauren bzw.
das entsprechende Korrelat in danio rerio, dem Prolin 125, welches im P2X7 dem Targetarginin
der ADP-Ribosylierung entspricht in der Nahe der vermuteten ATP-Bindungsstelle. An der
Stelle 133 befindet sich im drP2X4 ein Arginin, welches jedoch nicht in allen Orthologen

konserviert vorkommt.

Auch andere Autoren haben sich der Frage nach der Bedeutung des Abstandes zur
Zellmembran fiir die ADP-Ribosylierung eines Membranproteins durch eine
membranstindige ART gewidmet: wie am Beispiel des Integrin o781 als Target der

ARTI1. Die a7 Untereinheit wird ebenfalls an einer primédren und sekundéren Stelle
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ADP-ribosyliert, die allerdings erst grob lokalisiert werden konnten (aufgrund von
partieller proteolytischer Fragmentierung der o7 Kette). Die primidre ADP-
Ribosylierungsstelle liegt in dem Fragment zwischen Aminosduren 605 und 914, das 20
potentielle Arginine als Targets enthélt (Zhao, Gruszczynska-Biegala et al. 2005).
Anhand eines Vergleichs der 3D-Strukturen des avB33-Integrins und der ART2 lief3 sich
aufgrund der Distanz zur Zellmembran und des Durchmessers der ART2 die Zahl der
potentiellen Targetarginine von 20 auf 10 eingrenzen (Zolkiewska 2005), darunter 6
Einzelarginine und eine auffillige Kette von vier nebeneinander liegenden Argininen.

Die genaue Bestimmung der Targetarginine steht jedoch noch aus.

In der Orientierung zueinander sowie dem Abstand zur Zellmembran liegt vermutlich
jedoch nicht allein die Losung des Ritsels der Arginin-Spezifitit. Fiir 16sliche Proteine
wie das HNP-1 miissen andere Erkennungsmerkmale gelten. Kiirzlich wurde die
Kristallstruktur von HNP-1 veréffentlicht (Zhang, Doherty et al.). Die farbliche
Hervorhebung der Target-Arginine ldsst keine besonderen strukturellen Merkmale der
primdren ADP-Ribosylierungsstelle (dunkelblau) gegeniiber der sekundéren (hellblau)
bzw. den schwarz dargestellten iibrigen zwei Argininen erkennen, die keine Targets
darstellen (Abb. 47). Fir R14 und R24 gilt jedoch, dass sie beide gut auf der
Oberfldche zuginglich sind. Ein Merkmal von Proteinen der ADP-Ribosylierung scheint
ein hoher Anteil an Argininen zu sein. Das dem HNP-1 verwandte HBD-1 besitzt
beispielsweise nur ein Arginin und wird nicht ADP-ribosyliert (Abb. 47).
Interessanterweise besitzt das HNP-1 wie das humane und murine P2X7 in der Cystein-
reichen Region das ADP-Ribosylierungs-Motiv RR-R, also ein Doppelarginin und in
etwas Abstand ein Einzelarginin. In beiden Proteinen ist das primédre Targetarginin eines

der beiden Doppelarginine.
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Aminosdurensequenz HNP-1: ACYCRIPACIAGE.RYGTCIYQGILWAFCC
Aminosdurensequenz

HBD-1: DHYNCVSSGGQCLYSACPIFTKIQGTCYRGKAKCCK

Abb. 47: 3D-Struktur von HNP-1. Dunkelblau markiert wurde das primare Targetarginin
R14, der ADP-Ribosylierung sowie in hellblau die sekundare ADP-Ribosylierungsstelle R24
(auch farbgleich hinterlegt in der Aminosaurensequenz). Insgesamt besitzt das Protein 4
Arginine, von denen 2 Arginine keine Targets der ADP-Ribosylierung darstellen. Das dem HNP-

1 verwandte HBD-1 besitzt nur ein Arginin (gelb), pdb code: 2kht.

Obwohl ART1 und ART2 in vitro viele verschiedene Targetproteine ADP-ribosylieren
konnen, zeigen sie dennoch eine gewisse Substratspezifitit, selbst als 16sliche Proteine.
So wird z.B. von der hART1 aus einer Gruppe getesteter Wachstumsfaktoren PDGF-BB
bevorzugt ADP-ribosyliert, das nah verwandte PDGF-AA hingegen nicht (Saxty,
Yadollahi-Farsani et al. 2001). Beide Molekiile enthalten zahlreiche Arginine, die in der
3D Struktur (1pdg) auf der Proteinoberflidche liegen (nicht gezeigt). Interessanterweise
enthdlt PDGF-BB ein Doppelarginin, das einem Einzelarginin in PDGF-AA entspricht.
Die Identifizierung der Target-Arginine in PDGF-BB steht jedoch noch aus.
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Eine Identifizierung der Targetaminosduren der ADP-Ribosylierung konnte helfen, die
funktionellen Konsequenzen der Modifikation zu verstehen. Im Falle von P2X7 fiihrt
die ADP-Ribosylierung an R125 zur Offnung des Ionenkanals (Adriouch, 2007). Da die
Zielaminosdure R125 direkt tiber der ATP-Bindungstasche liegt, ist vorstellbar, dass die
ADP-Ribosegruppe in diese Tasche bindet und dadurch P2X7 aktiviert. Es wiére
interessant zu untersuchen, ob die in dieser Arbeit mutierten, an der entsprechenden
Position ADP-ribosylierbaren P2X1 und P2X4 Rezeptoren ebenfalls hierdurch aktiviert
werden konnen. Die zweite ADP-Ribosylierungsstelle in P2X7, R133, liegt weiter
entfernt von der Ligandenbindungstasche. Die ADP-Ribosylierung allein an dieser
Position fiihrt nicht zur Aktivierung von P2X7, erleichtert jedoch die Aktivierung durch
ADP-Ribosylierung, mdglicherweise durch eine allosterische Wirkung (Adriouch

2007).

Bei HNP-1 fiihrt die ADP-Ribosylierung zu einem Verlust der antimikrobiellen
Wirkung, stimuliert jedoch die IL-8 Freisetzung durch Lungenepithelzellen und
verstirkt dadurch moglicherweise die Rekrutierung von Granulozyten. Diese
Eigenschaften deuten an, dass ADP-ribosyliertes HNP-1 moglicherweise als ein Agenz
in der Therapie pulmonaler Infektionen und Lungenerkrankungen eingesetzt werden
konnte. Interessanterweise konnte ADP-ribosyliertes HNP-1 in der bronchoalveoldren

Lavage von Rauchern nachgewiesen werden (Paone, Stevens et al. 2006).

Im Falle von Integrin a7 und PDGF-BB konnte die Identifizierung der ADP-
Ribosylierungsstellen moglicherweise Hinweise auf die molekulare Grundlage fiir die

verstirkte bzw. verminderte Bindung an Lamin bzw. den PDGF Rezeptor liefern.

4.5 Ausblick und weiterfithrende Analysen

Die in dieser Arbeit untersuchten P2X Rezeptoren und ADP-Ribosyltransferasen stellen
einen Teil eines komplexen Systems flir die Wahrnehmung von extrazelluliren
Nukleotiden dar, die durch Zellschadigung freigesetzt wurden (Abb. 48). Dieses
Rezeptorsystem hilft Zellen des Immunsystems und Epithelzellen, angemessen auf eine
Zellschadigung zu reagieren (la Sala, Ferrari et al. 2003; Haag, Adriouch et al. 2007).

Interessanterweise sind ARTs konstitutiv, P2X Rezeptoren dynamisch mit sogenannten

129



Diskussion

lipid rafts assoziiert (Bannas, Adriouch et al. 2005; Gonnord, Delarasse et al. 2009), die
fiir die Signaltransduktion bekanntermaflen eine wichtige Rolle spielen (Vacca, Amadio
et al. 2004; Garcia-Marcos, Pochet et al. 2006; Barth, Weinhold et al. 2007; Parton and
Simons 2007). Obwohl schon viele Rétsel, wie die Struktur des P2X4 Rezeptors und die
ADP-Ribosylierungsstelle im P2X7 Rezeptor, geldst wurden, bleiben wichtige Fragen
offen, z.B. beziiglich der Bedeutung der Koexpression von unterschiedlich sensitiven
P2X Rezeptoren (Qiao, Zhou et al. 2003; Chen, Jin et al. 2004) und der subzelluldren
Kompartmentierung in unterschiedlichen Zellkompartimenten wie Plasmamembran und
Lysosomen. Die in dieser Arbeit hergestellten und charakterisierten o-Pincs stellen
niitzliche Werkzeuge fiir die weitere strukturelle und funktionelle Charakterisierung

dieser interessanten Rezeptoren bereit.
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Abb. 48: Schema der Aktivierung der P2X-Purinrezeptoren. Schematische Darstellung
der Freisetzung von NAD und ATP aus gestressten Zellen und der Interaktion von ART2.2,
Purinrezeptoren und ATP-hydrolysierenden Ektoenzymen. 1: GPl-verankertes Protein, 2:
Glykolipid, 3: Cholesterol, 4: Nicht-Raft assoziiertes Transmembranprotein, 5: Lipid-Raft
assoziiertes Transmembranprotein  mit glykosylierter Modifikation (Glykoprotein  und
Glykolipide).

Um die Funktion der P2X Purinrezeptoren besser zu verstehen, ist ein nahe liegendes
Ziel die Aufklidrung der 3-D-Strukturen, wie kiirzlich fiir den P2X4 Rezeptor des
Zebrafisches im geschlossenen Zustand gelungen. Im P2X7 Purinrezeptor fiihrt die
ADP-Ribosylierung an R125 zur Offnung des lonenkanals. Interessant wire es zu
kldaren, ob auch die in dieser Arbeit generierten, P2X1 und P2X4 Purinrezeptor-
Mutanten durch ADP-Ribosylierung aktiviert werden. Da die hier charakterisierten o-

Pincs die Purinrezeptoren in nativem Zustand immunprézipitieren konnten, eignen sich
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diese Ak mdglicherweise auch fiir die Reinigung von P2X Rezeptoren in groferem

Mafstab fur Kristallisationszwecke.

Funktionsstorungen der P2X Rezeptoren wurden mit verschiedenen Erkrankungen des
inflammatorischen (Di Virgilio 2007), immunogenen, cardiovaskuldren, neuronalen und
malignen (White and Burnstock 2006) Formkreises in Verbindung gebracht. Somit
stellen P2X Rezeptoren mogliche Targets fiir neue therapeutische Ansdtze dar. Die
Generierung weiterer P2X-spezifischer Antikorper im Zusammenhang mit dem
Fortschritt der Funktions- und Strukturanalysen der P2X Purinrezeptoren miinden somit
in dem Ziel, letztendlich weitere Therapieoptionen von Autoimmunerkrankungen
aufzudecken. Ein Beispiel hierfiir wére die Herstellung von Antikorpern, die P2X

Rezeptoren blockieren und somit als potentielle Immunmodulatoren wirken kdnnten.

132



Zusammenfassung

5 Zusammenfassung

Ziel dieser Arbeit ist es, die Expression der membranstindigen P2X1, P2X4, und P2X7
Purinrezeptoren auf der Zelloberfliche von murinen und humanen Immunzellen niher
zu charakterisieren. Mit Hilfe neu hergestellter und kommerziell verfiigbarer P2X-
Antikorper sollte die Frage gekliart werden, auf welchen Zellen und Zelllinien welche
Purinrezeptoren  exprimiert  werden.  Hierfir ~ wurden  Immunfluoreszenz-,
Immunprézipitations-, Western Blot- und FACS-Analysen eingesetzt. Dabei wurden die
Antikdrper auch auf eine mogliche Kreuzreaktivitit mit orthologen und paralogen
Purinrezeptoren untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass die o-Pincs die
Zelloberflachenexpression von P2X1, P2X4 und P2X7 auf transfizierten Zellen sicher
nachweisen konnen. Aus diesem Grunde konnten die a-Pincs zum Screening etablierter
Zelllinien fiir die Expression von P2X Purinrezeptoren verwendet werden und lieen
sich fir FACS-Analysen an primdren Immunzellen, wie den regulatorischen T-Zellen,

einsetzen.

Mit Hilfe von ADP-Ribosylierungsassays wurde der Frage nachgegangen, ob neben
dem murinen P2X7 auch weitere Purinrezeptoren als Ziel fiir die ADP-Ribosylierungen
fungieren konnen. Die Analysen ergaben, dass eine Punktmutation geniigt, um auch die
P2X1 und P2X4 Purinrezeptoren zu Targetproteinen der ART2.2 zu machen. Dieses
spricht zum einen fiir eine strukturelle Ahnlichkeit der P2X Purinrezeptoren. Zum
anderen wirft es die Frage nach der Erkennungs-Spezifitit der ART2.2 auf.

Verschiedene Hypothesen zu dieser Frage wurden diskutiert.

Fiir verschiedene Experimente wurden Zellen benétigt, die nur einen P2X Purinrezeptor
auf der Oberfldache exprimieren. Hierfiir wurden CHO-Zellen, die bereits die ART2 auf
ihrer Zelloberfliche exprimieren, stabil mit murinen und humanen P2X1, P2X4, und

P2X7 transfiziert.
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6 Abkiirzungsverzeichnis

Abb.
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