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12. Eidesstattliche Versicherung



1. Fragestellung

Es ist bisher in der Literatur nicht ausreichend geklart, welche Purinrezeptoren in
Alveolarepithelzellen (AEZ) vorkommen. Deshalb sollte die Purinrezeptorexpression von

AEZ in dieser Arbeit im Vordergrund stehen und war Grund der Untersuchung.

Ein essentieller Faktor, um die Atmung aufrecht zu erhalten und ein Kollabieren einzelner
Lungenabschnitte zu verhindern, ist Surfactant [6]. Somit ist ein funktionierender
Surfactantfilm lebensnotwendig. Da Purinrezeptoren zur Surfactantbildung und Sekretion

beitragen, ist es wichtig, dass diese genau charakterisiert sind [50].

Dass im Zuge einer durch Streptokokkus pneumoniae ausgelésten Pneumonie
Atelektasen vorkommen kodnnen, ist bekannt [50]. Durch den direkten Zusammenhang
von Surfactantmenge und Atelektasen ist es mdglich, dass S. pneumoniae die
notwendige Surfactantsekretion herabsetzen. Die Pneumonie ist eine sehr haufig
auftretende Infektionserkrankung. Sie stellt sogar weltweit die haufigste, auf einer
Infektionskrankheit beruhende Todesursache bei Kindern unter funf Jahren dar [8]. Somit

ist die erweiterte Grundlagenforschung der Wirkweise von S. pneumoniae obligat.

L2- und R3/1-Zellen (Rattenlunge) sind die einzigen immortalen AEZ-Typ I- und Typ II-
ahnlichen Zellen, die fir diese Untersuchung in Betracht kamen. In Frage gestellt war,
welche Purinrezeptoren (P2X und P2Y) bei L2- und R3/1-Zellen funktional exprimiert sind.
In  Vorarbeiten konnte gezeigt werden, dass S. pneumoniae an humanen
Adenokarzinomen-AEZ (A549) zu einer Unterdriickung des ATP-induzierten, P2Y-
vermittelten [Ca?*],-Anstieges fuhrten [50]. In diesem Zusammenhang stellte sich des
Weiteren die Frage, welche Auswirkungen S. pneumoniae diesbeziiglich auf L2- und
R3/1-Zellen haben.

Diese Fragen sollten in dieser Arbeit mittels Untersuchungen am Calciumsignaling von
L2- und R3/1-Zellen beantwortet werden. Der Calciumhaushalt der AEZ steht in direktem
Zusammenhang mit der Surfactantsekretion und der purinergen Signaltransduktion von
P2X- und P2Y-Rezeptoren.



2. Einleitung

2.1 Die Lunge: Alveolarepithelzellen (AEZ) Typ lund Typ I

AEZ Typ | bedecken 95% der Alveolaroberflache. Diese flachen, groR3flachigen Zellen
machen jedoch nur 8% der gesamten Zellen der menschlichen Lunge aus [43], [44]. AEZ
Typ | bilden mit der Basalmembran und dem Kapillarendothel die Blut-Luft-Schranke. Hier
findet der Gasaustausch statt. AEZ Typ | sind in entscheidendem Maf3e am lonen- und
Flussigkeitstransport beteiligt [6].

AEZ Typ Il bedecken zu 5% die Alveolaroberflache. Der Anteil — bezogen auf die
Gesamtzellzahl der menschlichen Lunge — betragt bei AEZ Typ Il 15% [43], [44]. Diese
kubischen Mikrovilli tragenden Zellen sind fur die Surfactantbildung und fir das
Surfactantrecycling verantwortlich. Die Surfactantsekretion wird durch ATP als parakrinen
Mediator stimuliert [14]. ATP bindet an Purinrezeptoren, mit folgender Aktivierung der
Inositoltriphosphat (IP3)-Kaskade und daraus resultierendem Calciumanstieg im Zytosol
[16]. Der Calciumanstieg erzeugt eine Fusion von Lamellenkérpern mit der
Plasmamembran. Nur so kann Surfactant in den Alveolus ausgeschiittet werden [16].
Surfactant setzt die Oberflachenspannung herab. Dies halt das Volumen der Lunge
aufrecht und verhindert ein Kollabieren (Atelektase). Surfactant hat weitere
entscheidende Aufgaben. Surfactant assoziierte Proteine (SP-A, SP-B, SP-C, SP-D) sind
Co-Faktoren, die den Umsatz des Surfactant regulieren, den Surfactantfilm stabilisieren

und als Opsonine der unspezifischen Abwehr fungieren [6].

Des Weiteren sind AEZ Typ Il auch am lonentransport beteiligt [13]. Sie proliferieren und
differenzieren sich zu AEZ Typ | im Zuge von Reparaturmechanismen bei

Lungenverletzung [13].

2.2 Purinrezeptoren

Viele entscheidende biochemische Prozesse werden Uber Purinrezeptoren, die in der
Zellmembran lokalisiert sind, vermittelt, wie zum Beispiel neuronale Mechanismen,
Immunantworten, endokrine und exokrine Sekretion, vasale Kontraktionsmechanismen,

Thrombozytenaggregation und Zellproliferation [17].

Purinrezeptoren teilen sich in mehrere Gruppen auf. P1-Adenosinrezeptoren (Al, A2A,

A2B, A3) reagieren auf Adenosine [17]. Ihre Antagonisten sind unter anderem Xanthine.
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Die Signaltransduktion findet G-Protein-gekoppelt statt [17]. P1-Adenosinrezeptoren
kommen beispielsweise im ZNS, im Herz, im Darm und in der Milz vor [18]. P2-
Purinrezeptoren unterteilen sich in P2X- und P2Y-Rezeptoren [17]. Bei P2X-Rezeptoren
liegen sieben Isoformen vor (P2X17) [17]. Bezlglich P2Y-Rezeptoren sind bisher acht
Isoformen bekannt. Diese sind P2Y1246, P2Y11.14[17]. Eine genauere Ubersicht tiber das
Vorkommen von P2X- und P2Y-Rezeptoren liefert Tab. 1. P2X-Rezeptoren sind ionotrop.
Nach Aktivierung findet ein loneneinstrom von extrazellular in den Intrazellularraum statt
[19]. P2X-Rezeptoren sind ligandengesteuerte Kationenkandale und fir Natrium, Kalium
und Calcium durchlassig [17].

Die metabotropen P2Y-Purinrezetoren vermitteln die Freisetzung von Calciumionen
innerhalb des Intrazellularraums [19]. Dies geschieht G-Protein-gekoppelt, Gber den Weg
der IP3-Kaskade, aus dem endoplasmatischen Retikulum (ER) [19]. Sowohl die ionotrope
als auch die metabotrope Rezeptoraktivierung findet mittels Adenosintriphosphat (ATP)
statt [17]. Zahlreiche Agonisten sind bereits erforscht, die den Effekt von ATP imitieren
[19] (s. Tab. 1).



Purinrezeptoren im menschlichen Kdrper

Rezeptor |Vorkommen Agonisten Antagonisten
glatte Muskulatur, Thrombozyten,
o a,B-meATP, ATP, BzATP, .
P2X1 Kleinhirn, Dorsalhorn des Suramin
2MeSATP
Ruckenmarks
glatter Muskel, ZNS, Retina, ATP, 2MeSATP, .
P2Xz ) ) Suramin
chromaffine Zellen, Ganglien a,B-meATP
sensible Neuronen, sympathische |2MeSATP, ATP, _
P2Xs Suramin
Neuronen a,B-meATP
P2X4 ZNS, Hoden, Kolon ATP, a,-meATP, 2MeSATP TNP-ATP*
proliferative Hautzellen, Darm, ATP, a,B-meATP, _
P2Xs Suramin
Blase, Thymus, Rickenmark 2MeSATP
ZNS, Motoneuronen des Funktioniert nicht als .
P2Xs Suramin
Ruckenmarks Homomultimer
apoptotische Immunzellen, BzATP, ATP, 2MesATP, o
P2X7 oxidiertes ATP
Pankreas, Hautzellen a,B-me ATP
Epithelzellen, Endothelzellen,
P2Y:1 Thrombozyten, Immunzellen, 2MesATP, ATP, ADP PPADS*
Osteoklasten
Epithelzellen, Endothelzellen,
P2Y> Immunzellen, Zellen der UTP, ATP Suramin
Nierentubuli, Osteoblasten
P2Y4 Endothelzellen, Thymus, Milz UTP, ATP Suramin
Epithelzellen, Plazenta, Thymus, T- Suramin,
P2Ys UDP, UTP, ATP
Zellen PPADS
P2Y11 Milz, Granulozyten (intestinal) BzATP, ATP Suramin
P2Y12 Thrombozyten, Gliazellen ADP, ATP 2-MeSAMP
Milz, Gehirn, Lymphknoten,
P2Y13 ADP, ATP, 2MesATP 2-MeSAMP
Knochenmark, Erythrozyten
P2Y14 Plazenta, Fettgewebe, Gehirn UDP Glucose, UDP Galactose
Tab. 1 Modifiziert aus Burnstock, 2012 [18]. *PPADS: Pyridoxal-Phosphat-6-azophenyl-2',4'-

disulfonische Saure,* TNP-ATP: Trinitrophenyl-Adenosintriphosphat. S. auch 2.8.
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Aufbau von P2X-Rezeptoren: Die in der Zellmembran lokalisierten P2X-Rezeptor-

Isoformen (P2X1.7) bestehen grundsatzlich aus mehreren Untereinheiten (s. Abb. 1). Jede
Untereinheit verfligt tber zwei transmembranare Helices (TM1, TM2) mit intrazellularen
N- und C-Termini [20]. Zwei transmembranére Helices werden durch eine Ektodomane in
Form einer extrazellularen schleifenformigen Ligandenbindungsstelle verbunden. Diese
extrazellulare flexible Schleife ist aus zehn Cysteinresten und einer Folge von
Disulfidbriicken aufgebaut [20]. Die hydrophobe H5-Region, die in der N&he des
Kanaleingangs lokalisiert ist, stellt die Bindungsstelle fir ATP oder dessen Derivate dar.
Drei der genannten Untereinheiten bilden einen funktionellen homo- oder heterotrimeren
P2X-Rezeptor und somit einen lonenkanal [20]. Wird ein P2X-Rezeptor aus drei
Untereinheiten einer Isoform aufgebaut, bezeichnet man diesen als Homotrimer. Ein
heterotrimerer Rezeptor liegt bei Bildung einer Pore aus unterschiedlichen Isoformen vor
[20].

intrazellular

Abb. 1  Schematische Darstellung einer Untereinheit des P2X-Rezeptors mit Ektodoméane, zwei
transmembranéren Helices (TM1, TM2), auch Doméanen genannt, und intrazellularem N-
und C-Terminus. Modifiziert aus Kawate et al., 2009 [20], Browne et al. 2010 [21].

lonenpassage bei P2X-Rezeptoren: Durch Agonistenkontakt erfolgt der loneneinstrom

durch den lonenkanal des P2X-Rezeptors von extra- nach intrazellular. Die lonenpassage

geschieht passiv entlang des Konzentrationsgefalles [19].

Sobald ein ATP-Molekil an zwei Lysinreste der hydrophoben H5-Bindungsstelle andockt,

offnet sich der lonenkanal. Die TM-Helices, die zuvor einen verschlossenen Kanal
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darstellten, 6ffnen diesen nun, indem sie in rotierender Art und Weise ihre Konformation
andern [21] (s. auch Abb. 2).

extrazellular

intrazellulér

NHz"
NHz*

COoOr

Abb. 2 Schematische Darstellung des P2X-Rezeptors. Drei Untereinheiten stellen ein Trimer
dar, wodurch ein lonenkanal — in diesem Fall mit leicht gedffneter Pore — entsteht.
Modifiziert aus Kawate et al., 2009 [20], Browne et al., 2010 [21].

Aufbau von P2Y-Rezeptoren: Innerhalb der Zellmembran befinden sich sieben a-

helikale Domanen, die mit einem intrazellularen C-Terminus und einem extrazellularen
N-Terminus verknUpft sind [23]. Genannte a-helikale Domanen — auch als
transmembranare Domanen bezeichnet — sind durch drei extrazellulare und drei

intrazellulare schleifenartige Gebilde, sog. loops, verbunden [24] (s. auch Abb. 3).

G-Protein-gekoppelter Rezeptormechanismus am Beispiel der P2Y-Rezeptoren: G-

Protein-gekoppelte Rezeptoren stellen die umfangreichste Familie der intrazellular, bzw.
in der Zellmembran verankert gelegenen Rezeptoren dar [17]. Sobald die extrazellulare
Bindung des Liganden an den Doméanen 3, 5, 6 und 7 des P2Y-Rezeptors stattgefunden
hat, andert sich die Konformation aller sieben transmembranaren Doméanen [22]. Diese
Konformationsanderung tbertrégt sich auf das G-Protein. G-Proteine bestehen aus drei
Teilen, der a-Untereinheit und den undissoziierbaren By-Untereinheiten [24]. Die a-
Untereinheit bindet Guanosindiphosphat (GDP), das bei Rezeptoraktivierung durch den
GTP exchange factor (GEF) gegen Guanosintriphosphat (GTP) ausgetauscht wird. Im
Folgenden wird die Phospholipase C (PLCPB) durch die isolierte a-Untereinheit aktiviert.
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PLCB spaltet membranstandiges P2, woraus die Bildung von IP3 und Diacylglycerin
(DAG) resultiert [24]. Die IP3-Kaskade fiihrt dazu, dass aus dem ER Calcium durch
gebffnete Kandle ins Zytosol freigesetzt wird. Die intrazellulare Calciumkonzentration
[Ca?'],y steigt somit an [22], [24]. Diese komplexe biochemische Signalkaskade ist im

Wesentlichen in Abb. 4 zusammengefasst.

intrazellulér

Abb. 3  Schematische Darstellung eines P2Y-Rezeptors mit sieben Domanen (hier orange), N-
und C-Terminus und loops. Modifiziert aus Burnstock et al., 1998 [22], Alberts et al., 2011
[24].
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P2X-Rezeptor

Qo P2Y-Rezeptor

NH;* . Phosphatidylinositol
aktive /
Phospholipase C / Diacylglycerol

//// \\\‘
Protein-
aktivierte G-Protein- kinase C
o-Untereinheit Inositol-
1,4,5-trisphosphat

endoplasmatisches
Reticulum ™~

Abb. 4 Schematische Darstellung einer Zelle mit je einem P2X- und P2Y-Rezeptor. Die Abbildung
zeigt nicht alle Zellbestandteile. Die Pore des P2X-Rezeptors (hier blau) ist gedffnet,
Calciumionen strémen nach intrazellular. Durch Aktivierung des P2Y-Rezeptors (hier griin)
wird die G-Protein-gekoppelte IP3-Signalkaskade in Gang gesetzt. Dies fuhrt zu einer
Ca?*-Freisetzung aus dem ER. Maodifiziert aus Alberts et al., 2011 [24].

2.3 Die Rolle von ATP fur den Organismus und speziell fur AEZ

ATP stellt den entscheidenden Energielieferanten des Korpers dar und spielt
dementsprechend im Organismus bei vielen unterschiedlichen Prozessen eine Rolle.
ATP liefert bei jeglicher Muskelkontraktion die nétige Energie oder dient als neuronaler
Kotransmitter. Sowohl im Gehirn als auch auf Rickenmarksebene wirkt ATP regulierend
bei der Reizweiterleitung. Bei vielen verschiedenen aktiven Stofftransporten durch
Zellmembranen hindurch wird ATP als Energielieferant genutzt. Auch bei der
Proteinbiosynthese wird Energie durch Spaltung von ATP bereitgestellt.

Purinrezeptoren sind wichtige, vielfaltig exprimierte Signalmolekule. ATP stellt hierbei den
physiologischen Agonist der Purinrezeptoren dar [25].

ATP vermittelt Gber Purinrezeptoren in den Lungenalveolen eine wichtige Funktion. Um

Uberschissige Flussigkeit aus den Alveolen zu entfernen, gelangen bei AEZ Typ | und

14



Typ Il Na+-lonen apikal Gber Amilorid-sensitive Natriumkanéle, sog. ENaC (epithelial
sodium channel) ins Zellinnere [13]. Basolateral werden diese tber Natrium-Kalium-
ATPasen wieder hinausgeschleust. Aufgrund des elektrochemischen Gradienten folgen
Wasser (Uber Aquaporine oder mittels Diffusion) und Chlorid [13]. Es wird jedoch
angenommen, dass AEZ Typ | verglichen mit AEZ Typ Il die entscheidendere Rolle
beziglich des lonentransports spielen. Die a-2-Na+-K+-ATPase kommt nur bei AEZ Typ
I vor und macht ca. 60% des Flussigkeitstransportes des Alveolarepithels aus. Dieser
Flussigkeitstransport ist essentiell, um Odembildungen zu verhindern [13].

2.4 Die Rolle von Calcium fur den Organismus und speziell fur AEZ

Calcium stellt einen wichtigen Mineralstoff im menschlichen Kérper dar. Abgesehen von
der wesentlichen Bedeutung von Ca?* fir Knochen und Zahne, spielt es eine Rolle bei
der Muskelkontraktion und Blutgerinnung [42]. Eine Vielzahl zellularer Prozesse wird
durch Ca?" gesteuert, so wird Ca?" intrazellular im ER und in den Mitochondrien
gespeichert [24]. Der Transport tber die Membran erfolgt mittels Na+/Ca?*-Antiport oder
Ca?*-ATPase nach extra- und mittels spannungsgesteuerten oder ligandengesteuerten
Calciumkanalen nach intrazellular [46]. Calmodulin bindet in einem Calcium-Calmodulin-
Komplex das freie Ca?*, wodurch Calcium/Calmodulin-Kinasen (CaM-Kinasen) aktiviert

werden. Dies ist der Beginn von vielen enzymatischen Vorgangen [46].

Bei AEZ Typ Il 16st der Anstieg der [Ca?'],: die Exozytose von Surfactant aus [16].
Surfactant reduziert die Oberflachenspannung im Alveolus und verhindert somit den
alveolaren Kollaps [46]. Der intrazellulare Calciumanstieg wird u.a. physiologisch durch
die atmungsbedingte Dehnung der Alveolen ausgelost [46], vor allem aber wie
beschrieben durch purinerge Stoffwechselwege nach Aktivierung von P2X- und P2Y-
Rezeptoren [49], [14].

2.5 Pneumonie: Entstehung und Risiken

Die Pneumonie ist eine entzlndliche Erkrankung des Lungenparenchyms, die
beispielsweise durch eine Infektion mit Bakterien, Viren oder Pilzen ausgelost werden
kann [10]. Das komplexe Lungensystem und die Atmung kénnen durch eine Pneumonie
stark beeintrachtigt werden. Als Entziindungsantwort werden vermehrt Makrophagen
freigesetzt und es kommt zur Einwanderung von Granulozyten [11]. Die inflammatorische
Reaktion des Epithels fuhrt zu einer Barriere- und Permeabilitatsstérung, es kommt zu

alveolarer Odembildung [50]. Die verminderte Surfactantsekretion und der gesteigerte
15



Surfactantabbau bedingen die Entstehung von Atelektasen [50]. Die physiologischen
Zellvorgange in den AEZ werden empfindlich gestort. Der h&ufigste Erreger der ambulant
erworbenen Lungenentziindung ist das grampositive Bakterium Streptokokkus

pneumoniae [29]. Eine Pneumonie nimmt auch heute noch oft letalen Verlauf.

Die Pneumonie stellt (neben anderen Lungenerkrankungen) nach der koronaren
Herzkrankheit und Schlaganfallen die dritthaufigste Todesursache bei Erwachsenen dar
[8]. Die Infektionswege sind vielféltig. Erreger konnen sowohl durch Tropfchen- oder
Schmierinfektion als auch Uber direktes Einatmen von Aerosolen in die unteren

Atemwege gelangen.

Eine Pneumonie kann ambulant (community-acquired-pneumonia, CAP) oder nosokomial
(hospital-acquired-pneumonia, HAP) erworben werden [30]. In Deutschland erkranken
jahrlich 400.000 bis 600.000 Menschen an CAP, im Vergleich dazu bis zu 120.000 an
HAP [30]. Nosokomial erworbene Pneumonien werden oft durch Vorerkrankungen
beglnstigt (HIV, Diabetes mellitus, COPD, Malignome, Alkoholabusus etc.) [4].
Definitionsgemal ist von einer HAP erst 48 Stunden nach Klinikaufnahme zu sprechen
[4]. Daher tritt diese Art der Pneumonie eher bei langeren Krankenhausaufenthalten auf,
insbesondere auf der Intensivstation. Haufig kommt es durch die Notwendigkeit der
maschinellen Beatmung zur HAP, die in diesem Fall noch genauer klassifiziert als VAP

(ventilator-associated pneumonia) bezeichnet wird [4].

Anatomisch betrachtet kdnnen einzelne Lungenlappen (Lobarpneumonie), die terminalen
Bronchien und Alveolen oft beider Lappen (Bronchopneumonie) oder lediglich einzelne

Alveolarbereiche (alveolare Pneumonie) betroffen sein [4].

Nach erfolgreicher Adhasion am Rachenepithel werden Pneumokokken in die tieferen

Atemwege aspiriert. In den Alveolen bildet sich entziindliches Exsudat als Abwehrreaktion

[4].

Das klinische Erscheinungsbild mit Begleiterscheinungen und der Schweregrad einer
Pneumonie konnen stark variieren. Schwere Verldufe sind beispielsweise durch
Entzindungsausbreitung in Form einer Pleuritis, eines Lungenabszesses oder einer

Perikarditis gekennzeichnet [9].

2.6 Streptokokkus pneumoniae

Das Bakterium Streptokokkus pneumoniae gehort zur Gattung der Streptokokken und
wird auch kurz als Pneumokokke bezeichnet [11]. Pneumokokken besiedeln die
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Rachenschleimhaut bis zu 70% aller gesunden Menschen, wobei diese vorzugsweise
unbekapselt sind [11]. Pneumokokken sind lanzettenformige, fakultativ anaerobe,
grampositive Diplokokken. Mittlerweile sind 85 verschiedene Serogruppen bekannt [11].
Sie unterscheiden sich durch die Auspragung der Polysaccharidkapsel [11]. Je dicker
diese Kapsel, desto groRer ist die Pathogenitat. Die Kapsel schitzt S. pneumoniae vor
Phagozytose durch Makrophagen und hemmt die Initiierung der alternativen
Komplementkaskade [15]. Bei kapsellosen Formen geht man von Apathogenitat aus.
Pneumokokken gehdren zu den alpha-hamolysierenden Streptokokken [11]. In dieser
Arbeit wurden die Auswirkungen von S. pneumoniae in vitro auf AEZ untersucht. Dazu
dienten die Zelllinien L2 und R3/1 der Rattenlunge, s. 2.7.

2.7 Zelllinien R3/1 und L2

R3/1-Zellen: Bei den hier verwendeten R3/1-Zellen handelte es sich um immortalisierte
AEZ Typ l-dhnliche Zellen. Dabei wurden AEZ Typ ll-Zellen aus der Rattenlunge (in
diesem Fall aus der fetalen Han-Wistar Ratte) priméar isoliert. Diese differenzierten in
Kultur zu AEZ Typ I-ahnlichen Zellen und verloren somit die charakteristischen Typ II-
Merkmale. Es konnten jedoch, wenn auch nur schwach exprimiert, Surfactantproteine

nachgewiesen werden [28].

L2-Zellen: Die ebenfalls immortalisierten L2-Zellen entstammten der adulten Lewis-
Rattenlunge. Sie entsprachen eher AEZ Typ Il. L2-Zellen enthalten grundsatzlich
zahlreiche Lamellenkdrper im Zytoplasma. Auch das Vorkommen von Peroxisomen in L2-
Zellen ist eine Gemeinsamkeit mit AEZ Typ Il [26], [27].
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Abb. 5 Elektronenmikroskopische Aufnahme von L2-Zellen mit klar abgegrenzten Strukturen.

.N* steht fir Nucleus, ,M* fir Mitochondrium, ,O“ fir Lamellenkérper (Douglas et al.,
1976) [27].

2.8 Fur P2X- und P2Y-Rezeptoren verwendete Agonisten

Ein Baustein der Untersuchungen von L2- und R3/1-Zellen stellte die Inkubation dieser
Zelllinien mit potentiellen Agonisten dar. Es sollte gezeigt werden, inwieweit diese
Auswirkungen auf die [Ca?"]: der untersuchten Zellen haben. An dieser Stelle werden
die verwendeten potentiellen Agonisten beschrieben.

ATP: Adenosin-5-Triphosphat ist der natirlich vorkommende potentielle Agonist. Bisher
erforschte P2X- und P2Y-Rezeptoren weisen fast alle ATP als aktiv in Erscheinung
tretenden Agonisten auf. Die Ausnahmen bilden P2Xs und P2Y14 (s. auch Tab. 1).

BzATP: 2°,(3°)-O(4-Benzoylbenzoyl)-ATP ist ein synthetisch hergestellter Agonist der
Rezeptoren P2X1, P2X7 und P2Y11. Seine agonistische Aktivitét soll bis zu 100-mal hdéher
sein als die von ATP [41].
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a,B-meATP: a,B-Methylen-Adenosin-5'-Triphosphat ist ein synthetisch erzeugter Agonist
der Rezeptoren P2X,, P2X,, P2X3, P2X4, P2Xs und P2X7. Bei den Rezeptoren P2X, und
P2X4.7 fungiert a,3-meATP lediglich als Partialagonist. a,B-me-ATP bindet nicht an P2Y-
Rezeptoren. a,-meATP ist weniger potent als ATP und 2MeSATP [22].

2MeSATP: Auch 2-(Methylthio)-Adenosin-5‘-Triphosphat wird synthetisch hergestellt. Die
Substanz wirkt als Agonist an P2Xy, P2X,, P2X3, P2X4, P2Xs, P2X7, P2Y1 und P2Y13 [22].

UDP: Das Nukleotid Uridin-5‘-Diphosphat besteht aus der Nukleinbase Uracil, einer
Ribose und zwei Phosphaten. Es dient im menschlichen Kérper als Coenzym bei der
Glycosylierung und spielt eine Rolle bei der DNA-Synthese [42]. Nach bisherigem
Kenntnisstand ist UDP Agonist an P2Ye- und P2Y14-Rezeptoren (s. Tab. 1).

UTP: Uridin-5*-Triphosphat unterscheidet sich zu UDP durch die dritte Phosphatgruppe.
UTP ist ein Bestandteil der RNA und stellt ein Coenzym beim Glukosestoffwechsel dar
[42]. Bezuglich der Purinrezeptoren P2Y,, P2Y, und P2Ys hat UTP Agonistenfunktion (s.
Tab. 1).

2.9 Weitere verwendete Substanzen

Thapsigargin: Thapsigargin ist pflanzlichen Ursprungs. Auf zellularer Ebene hemmt es
die Ca?*-ATPase des endoplasmatischen und sarcoplasmatischen Retikulums (SERCA=
sarcoendoplasmatische Retikulum Ca?*-ATPase). Somit verhindert es die Beforderung
von Calcium aus dem Zytosol ins endoplasmatische/sarcoplasmatische Retikulum [31].
Die Zellmembran wird vermutlich durch den entleerten Calciumspeicher flr bestimmte
lonen permeabel. Dieses Ungleichgewicht des intrazellularen lonenhaushalts fihrt zum
Zelltod. Somit wirkt Thapsigargin zytotoxisch. Daher gilt Thapsigargin als Hoffnungstrager
in der Krebsforschung. Wenn es gelingt, genannte Toxizitat ausschlieBlich auf
Krebszellen auszurichten, kdnnten bestimmte Tumore in ithrem Wachstum inhibiert

werden. Klinische Studien wurden diesbezlglich bereits begonnen [45].

EGTA: Ethylenglycol-bis-(2-Aminoethyl)-N,N,N’,N’-Tetraessigsaure ist ein
Calciumchelator, der nicht in vivo auftritt. EGTA wird des Weiteren als Inhibitor

angewandt, da es Metalloproteasen hemmt [32].
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3. Material und Methoden

3.1 Material

Die in den Versuchen verwendeten Ldsungen wurden mit deionisiertem Wasser

angesetzt, wobei die Reagenzien gemal des Reinheitsgrades pro analysi vorlagen.

3.1.1 Purinrezeptor-Agonisten/Antagonisten und Reagenzien

Produkt
Adenosin-5'-Triphosphat-
Dinatriumsalz (ATP)

Aqua ad iniectabilia
Thapsigargin

Fura-2 (Fluoreszenzfarbstoff)
Pluronic F-127 Loésung
Ethylenglycol-bis-(2-
Aminoethyl)-N, N, N’,N’-

Tetraessigsaure (EGTA)

Uridin-5"-Diphosphat
Dinatriumsalz-Hydrat (UDP)

Uridin-5‘-Triphosphat-
Trinatriumsalz (UTP)

a,B-Methylen-Adenosin-5°-
Triphosphat-Litiumsalz(a,3-
meATP)

Hersteller
Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA

Baxter Healthcare SA, Zurich, Schweiz

Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA

Promocell GmbH, Heidelberg, Deutschland

Promocell GmbH, Heidelberg, Deutschland

Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA

Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA

Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA

Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA
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2(3)-O-(4-Benzoylbenzoyl)
Adenosin-5’-Triphosphat-
Triethylammoniumsalz (BzATP)

2-(Methylthio) Adenosin-5'-
Triphosphat Tetranatriumsalz-
Hydrat (2MeSATP)

ECL-Reagenz

Glycerinaldehyd-3-Phosphat-
Dehydrogenase (GAPDH)

3.1.2 Substanzen und Membranen

Produkt
Nitrozellulosemembran-Filter
Papier Sandwich: 0,45uM

PorengroiRe

Milchpulver ,Blotting grade”

BenchMark™

Proteinmarker

GelPilot® DNA

Molekulargewichtsmarker

GelPilot® Farbstoffe (Xylene
Cyanol, Bromphenol Blue,

Orange G)

NuPage Bis-Tris-Gel-Platten (4-
12%, 1,0mm x12 well)

Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA

Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA

Novex life technologies (jetzt Thermo

Fisher), Marienfeld, Deutschland

MWG, Ebersberg, Deutschland

Hersteller
Novex life technologies (jetzt Thermo

Fisher), Marienfeld, Deutschland

Carl Roth GmbH &Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Novex life technologies (jetzt Thermo
Fisher), Marienfeld, Deutschland

Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland

Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland

Novex life technologies (jetzt Thermo

Fisher), Marienfeld, Deutschland
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Trypanblau

Carl Roth GmbH &Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

3.1.3 Puffer, Losungen und Medikamente

Produkt
Fetales Bovines Serum (FBS)

Zellmedium DMEM
(Dulbecco’s Modified Eagle
Medium)

Laufpuffer “NuPage MOPS (3-
Morpholinpropansulfonsaure)
SDS (sodiumdodecylsulfate)
Running Buffer”

Puffer “Nupage LDS

(litiumdodecylsulfate) Sample
Buffer”

Reducing Agent

Transferpuffer

Tween 20

2-Mercaptoethanol (98%)

Ethanol (70%)

Hersteller
Novex life technologies (jetzt Thermo
Fisher), Marienfeld, Deutschland

Novex life technologies (jetzt Thermo
Fisher), Marienfeld, Deutschland

Novex life technologies (jetzt Thermo

Fisher), Marienfeld, Deutschland

Novex life technologies (jetzt Thermo

Fisher), Marienfeld, Deutschland

Novex life technologies (jetzt Thermo

Fisher), Marienfeld, Deutschland

Novex life technologies (jetzt Thermo

Fisher), Marienfeld, Deutschland

Novex life technologies (jetzt Thermo

Fisher), Marienfeld, Deutschland

Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA

J.T Baker, Deventer, Niederlande
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DNA Gel Ladepuffer

Ladepuffer

RIPA-Puffer (Lyse & Extraktion)

HBS-Puffer

HBS-Puffer CaZ*-frei

PBS (Puffer)

Trypsin-Losung

Penicillin, Streptomycin 100.000
I.E./ml, 10.000ug/ml

3.1.4 Kits

Produkt
RNeasy plus Mini Kit 250

Hot Star Taqg DNA Polymerase
Kit

Omniscript RT-Kit

Merck, Darmstadt, Deutschland

Novagen, Merck, Darmstadt, Deutschland

Novex life technologies (jetzt Thermo

Fisher), Marienfeld, Deutschland

20mM HEPES, 1mM CacCl;, 1mM MgCl;,
5mM KCI, 150 mM NaCl, 10mM Glucose,
ad 11 ddH.0, pH: 7,4

20mM HEPES, 1mM MgCl,, 5mM KClI,
150mM NaCl, 10mM Glucose, ad 1l
ddH-0, pH: 7,4

Biochrom AG, Berlin, Deutschland

Novex life technologies (jetzt Thermo

Fisher), Marienfeld, Deutschland

Biochrom AG, Berlin, Deutschland

Hersteller
Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland

Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland

Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland
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3.1.5 PCR (Polymerase-Kettenreaktion)-Reagenzien

Produkt Hersteller

dNTP Thermo Scientific, Waltham, USA
Desoxyribonukleosidtriphosphat

-Mix

tag-Polymerase Hot Star Tag DNA Polymerase Kit, Qiagen,

Hilden, Deutschland
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3.1.6 Oligonukleotidprimer

Purinrezeptor Ratte Oligonukleotidsequenz Basenpaare
forward 5-TTG TGG TGG TGG CGA TCT CCC C-3’
P2Y, 309 bp
reverse 5-GTT TTC ATC ACA TGG AAA GGG AT-3’
forward 5-CCT GGT CTG TTA CGT GCT CA-3
P2Y, 452 bp
reverse 5-GCT GGT GTG GAG CTC TGT CCT-3
forward 5-GGC ATT GTC AGA CAC CTT GTA-3
P2Y, ; ; 616 bp
reverse 5-AAG GCA CGA AGC AGA CAG CAA-3
forward 5-ACG CTT CCT CTT CTT CTATGC CA-3
P2Ys 329 bp
reverse 5-TAG CAG GCC AGT AAG GCT GT-&
forward 5-CTG GTG GTT GAG TTC CTG GT-%
P2Y11 252 bp
reverse 5-GTT GCA GGT GAA GAG GAA GC-3’
forward 5"-TGC AAT GCC GAG AAC ACT CT-3
P2Y 12 . . 181 bp
reverse 5-CCC CACCTT CCT GTCCTT TC-3
forward 5-GTT CAT CCA CAT CCC CAG CA-3
P2Y 13 ~ - 399 bp
reverse 5-CCC AGG GGA CTC TTT AGG GA-3
forward 5°-GTT GCC AGG ATC CCC TAC AC-3’
P2Y14 ; ; 399 bp
reverse 5°-ACT TTT CTG CGT GCT GTA GA-3
forward 5-GAA GTG TGA TCT GGA CTG GCA CGT-3’
P2X1 . — 451 bp
reverse 5°-GCG TCA AGT CCG GAT CTC GAC TAA-3
forward 5"-GAA TCA GAG TGC AAC CCC AA-3
P2X, ” - 357 bp
reverse 5-TCA CAG GCCATC TACTTG AG-3
forward 5-TGG CGT TCT GGG TAT TAA GAT CGG-3’
P2X3 - - 439 bp
reverse 5-CAG TGG CCT GGT CAC TGG CGA-3
PoX forward 5-GAG GCA TCA TGG GTA TCC AGA TCA AG-3 446 b
4 reverse 5-GAG CGG GGT GGA AAT GTAACT TTAG-3 P
PoX forward 5-GCC GAAAGC TTC ACC ATT TCC ATAA-3 417 b
° reverse 5-CCT ACG GCATCC GCTTTG ATG TGA TAG -3 P
PoX forward 5'-AAA GAC TGG TCA GTG TGT GGC GTT-3' 418 b
® reverse 5-TGC CTG CCC AGT GAC AAG AAT GTC CAA-3 P
PoX forward 5-GTG CCATTC TGA CCA GGG TTG TAT AAA-3’ 353 b
! reverse 5-GCC ACC TCT GTAAAG TTC TCT CCG ATT-3 P
Tab. 2 Oligonukleotidprimer fur P2X- und P2Y-Rezeptoren. Es sind jeweils die erwarteten

Basenpaare angegeben.
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3.1.7 Antikorper fur Western Blot

Produkt Hersteller

Anti-P2Y> Alomone Labs Ltd., Jerusalem, Israel
Anti-P2Y¢ Alomone Labs Ltd., Jerusalem, Israel
Anti-P2X3 Alomone Labs Ltd., Jerusalem, Israel
Anti-P2X4 Alomone Labs Ltd., Jerusalem, Israel

3.1.8 Gerate und Zubehor

Produkt Hersteller
Lichtmikroskop CK 30 Olympus, Europa Holding GmbH, Hamburg,
Deutschland

Fluoreszenzmikroskop BX 40 F4 Olympus, Europa Holding GmbH, Hamburg,
Deutschland

Shutter Lambdal0-2 HEKA Elektronik, Lambrecht, Deutschland

CCD-Kamera Cool Snap HQ?, Roper Scientific, Planegg,

Deutschland

Kaltlichtlampe U-RFL-T Olympus, Europa Holding GmbH, Hamburg,

Deutschland

Filterset Fura-2 F71-000 AHF Analysentechnik AG, Tubingen,

Deutschland

Wasserbad GFL Gesellschaft fur Labortechnik GmbH,

Burgwedel, Deutschland

Zellkultur-Inkubatorschrank Sanyo, Moriguchi, Japan
(CO2-Incubator)
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Vortexer Vortex Genie 2

Vortexer VF;

Tischzentrifuge

Centrifuge 5417 R

Tischzentrifuge (Pico 17)

Photometer Nanodrop
Spectrophotometer ND 1000

Geldokumentationssystem
Consort EV 231

Thermozykler: PX2 Thermal
Cycler

pH-Meter

XCell SureLock® Mini Cell

Block Heater (Stuart SBH 130
DC)

Electrophoresis Power Supply
Consort E835

Shake Temp SW 22

Silent Rocker

Einkanalpipetten

Filmentwickler: Agfatek

Scientific Industries, New York, USA

Janke & Kunkel, Staufen, Deutschland

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Heraeus, Hanau, Deutschland

Thermo Scientific, Waltham, USA

Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA

Thermo Electron Corporation, Waltham,
USA
Beckmann, Pasadena, USA

Invitrogen GmbH, Karlsruhe, Deutschland

Barloworld Scientif. Ltd, Staffordshire, UK

Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA

Julabo, Seelbach, Deutschland

CTI, Idstein, Deutschland

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Agfa, Mortsel, Belgien

27



Neubauer Zahlkammer NanoEnTek, Pleasanton, USA

Kulturflaschen (T75) Sarstedt inc., Newton, USA

3.1.9 Software

Produkt Hersteller

MetaFluor®: The Intracellular Molecular Devices Corporation, Sunnyvale,
lon Analysis Software 1992- USA

2007

SigmaPlot 12® Systat Software GmbH, Erkrath,

Deutschland

GIMP 2.8.14 (GNU Image Peter Mattis, Spencer Kimball & Co. Free
Manipulation Program) Software Foundation, Berkeley, USA
Microsoft Office Excel® 2010 Microsoft Corporation, Redmond, USA
The R Foundation for Statistical The R Foundation (Open Source Software)

Computing, R® version 3.2.0

3.1.10 Zellen

L2-Zellen: Die verwendeten L2-Zellen wurden freundlicherweise von Prof. Dr. med. Thea
Koch (Klinik und Poliklinik fir Anasthesiologie und Intensivtherapie der Universitat

Dresden) zur Verfiigung gestellt.

R3/1-Zellen: Dr. Roland Koslowski (Medizinisch-Theoretisches Zentrum, Institut far
Physiologische Chemie, Medizinische Fakultdt, TU Dresden) stellte diese Zelllinie

netterweise bereit.
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3.1.11 Bakterien

Die verwendeten Pneumokokken (S. pneumoniae des Stammes D39) stammten
freundlicherweise von Prof. Dr. rer. nat. Hammerschmidt (Leiter der Abteilung Genetik der
Mikroorganismen, Institut fir Genetik und Funktionelle Genomforschung, Mathematisch
Naturwissenschaftliche Fakultat, Ernst-Moritz-Arndt-Universitat Greifswald).

3.2 Methoden

3.2.1 Zellkultur der L2- und R3/1-Zellen

Die Zellen wurden in T75-Zellkulturflaschen mit DMEM-Nahrmedium, das 10% filtriertes
FBS (fetales bovines Serum) und 1% Penicillin/Streptomycin-Lésung enthielt, bis zum

Erreichen einer 80%-igen Konfluenz kultiviert.

Passage der Zellen: Zunachst wurde der Zellrasen dreimal mit PBS (phosphatgepufferte

Salzlésung) gewaschen. Darauf folgten die Zugabe von 0,05% Trypsin-Lésung und die
vierminltige Inkubation im Brutschrank bei 37°C und 5% CO.. Die Ablésung der Zellen
von der Oberflache der Zellkulturflasche wurde unter dem Lichtmikroskop kontrolliert. Die
Trypsinaktivitat wurde mit 10% FBS gehemmt und die gesamte Suspension bei 1000 rpm
und Raumtemperatur fir funf Minuten zentrifugiert. Das Zellpellet wurde in DMEM

resuspendiert.

Zellzahlbestimmung: Zur Zellzahlbestimmung wurden die Zellen mit Trypanblau gefarbt.

Die Zahlung erfolgte mittels Neubauerkammer. Die Zellzahl wurde anhand folgender
Formel ermittelt:
(Zellen pro Neubauerkammer * 4) Zellzahl

10000 =
5 * oy

Fir die Fluoreszenzmikroskopie-Experimente wurden die Zellen jeweils zwei Tage vor
Versuchsbeginn auf geeignete Objekttrager ausgesat. Um am Versuchstag eine optimale
Zellkonzentration auf den Objekttragern zu erhalten, wurden je 1x105 L2- und R3/1-Zellen
ausgesat und fir 48 Stunden im Brutschrank bei 37°C und 5% CO- kultiviert.

3.2.2 Inkubation von L2- und R3/1-Zellen mit Pneumokokken

Die Lebendpneumokokken wurden bei -20°C gelagert, zu Versuchsbeginn schonend bei

Raumtemperatur aufgetaut und anschlie3end vorsichtig durchmischt.
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Das antibiotikahaltige Medium auf den Zellen wurde gegen antibiotikafreies DMEM
ausgetauscht. Es wurden anschlieend 1x107 CFU (colony forming units) der
Pneumokokken zu den Zellen gegeben. Die Inkubation der L2- und R3/1-Zellen fand unter
S2-Bedingungen statt. Danach erfolgte die zweistiindige Inkubation bei 37°C und 5%
COs.. Anschlie3end wurden die Pneumokokken mit FBS abgewaschen.

3.2.3 Grundsatzliche Funktion des Mikroskops Olympus BX 40

Das Licht der Kaltlichtlampe durchlief ein Filterrad- und ein Blendensystem. Die Exzitation
von Licht der Wellenlangen 340 nm und 380 nm und die Emission von 500 nm sind
diesbezlglich maRgebend. Dabei wurde der Fluoreszenzfarbstoff Fura-2 mit 340 nm und
380 nm angeregt. Die entstehenden fluoreszierenden Bilder wurden mittels einer CCD-

Kamera aufgezeichnet.

3.2.4 Prinzip intrazellularer Ca?*-Messung durch Epifluoreszenzmikrosko-
pie

Mit einem speziell geeichten Epifluoreszenzmikroskop und dem Fluoreszenzfarbstoff

Fura-2 konnen intrazellulare Calciumkonzentrationen ermittelt werden. Diese Form der

Mikroskopie beruht auf der Tatsache, dass die verwendete eingehende Lichtstrahlung

den zu erregenden Farbstoff (hier Fura-2) zum Aussenden von Strahlung anderer

Wellenlange bewegt (Fluoreszenz). Fura-2 ist ein gangiger Calciumindikator, da eine

hohe Affinitat zwischen Calciumionen und Fura-2 besteht [7].

Fura-2 bildet mit Calcium einen Chelatkomplex [1]. Dadurch wird Licht einer anderen
Wellenlage emittiert als bei Ca?*-freier Umgebung.

Fura-2 ist primar an Esterderivate gebunden, um nach intrazellular zu diffundieren [2].
Intrazellular wird dann durch unspezifische Esterasen der Al-Rest abgespalten. Somit ist
Fura-2 intrazellular gefangen. Die Fura-2 geladenen Zellen werden mit ultraviolettem Licht
bestrahlt. Fura-2 bindet intrazellular an Calciumionen und fluoresziert. Unter der
Voraussetzung der Anregungswellenl&ngen (340 nm und 380 nm) entspricht die Intensitat

des angeregten Fura-2 der [Ca?*],y [3].

Bei der fluoreszenzmikroskopischen Messung wird die [Ca?'],: Uber das Verhaltnis
(Ratio) der Emissionsraten bei Anregungswellenlangen von 340 nm und 380 nm ermittelt.

Mittels Kalibration wird somit die Fura-2-Ratio in Ca?*-Daten umgerechnet.
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3.2.5 Kalibrierung nach Grynkiewicz

Die Kalibrierung der Fura-2-Ratio erfolgte mittels folgender Formel [3]:

(Ca®*] = Kd x (Sf_z) 9 (R._ Visc X Rmin)
Sh2 Visc X Rypax—R

Legende der Variablen nach Grynkiewicz:

[Ca?*] Calciumkonzentration intrazellular in nmol

Kd Dissoziationskonstante fir Fura-2, bzgl. der Temperatur 37°C = 224 nmol/|
Sk Intensitat bei A 380nm in Ca?*-freier Umgebung (in Kalibrierung gemessen)
Sh2 Intensitat bei A 380nm in Ca?*-haltiger Umgebung (in Kalibrierung gemessen)
R Ratio (Quotient des emittierten Lichtes bei Anregung mit 340 nm und 380 nm;

(in Versuch gemessen)

Rmin kleinstmogliche Ratio fiir Fura-2 (in Kalibrierung gemessen)

Rmax  gréfitmogliche Ratio fir Fura-2 (in Kalibrierung gemessen)

Visc  Viskositatskoeffizient (wassrige Losung, je nach Protokoll zwischen 0,7 und
0,85)

3.2.6 Versuchsvorbereitung fur L2- und R3/1-Zellversuche

Die jeweiligen Versuchsreihen unterschieden sich lediglich durch die in den Experimenten

verwendeten P2-Rezeptoragonisten.

Farbung: Nach Entfernen des Nahrmediums wurden 5uM Fura-2 in 500 pl HBS auf die
Zellen gegeben. Die Inkubation fand fir 45 Minuten bei 37°C und 5% CO, im Brutschrank

statt. Im Anschluss erfolgte die dreimalige Waschung der Zellproben mittels HBS Puffer.

3.2.7 Versuchsablaufe: L2- und R3/1-Zellen

Die Versuche mittels Epifluoreszenzmikroskopie fanden unter abgedunkelten
Lichtverhaltnissen und bei Raumtemperatur statt. Die Experimente wurden mit Hilfe der
Software MetaFluor® durchgefihrt. Es wurde ein zellreicher Abschnitt mit klar sichtbaren
Zellkernen und definierten Zellgrenzen ausgewahlt. Pro Versuch wurden zehn Zellen im
Zytosol markiert. Nach einer finfmindtigen Baseline erfolgte die Zugabe des jeweiligen

Purinrezeptoragonisten. Die Messung wurde danach noch mindestens 15 Minuten
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weitergefuhrt.  Analog  konnten  Entwicklung der Fura-2-Ratio und der

Calciumkonzentration in nmol verfolgt werden.

3.2.8 Software und Auswertung MetaFluor®

Die Berechnung der Calciumkonzentration und die graphische Darstellung wurden mittels
der Software MetaFluor® vorgenommen. MetaFluor® errechnet die Ratio aus den
Wellenlangen 340 nm und 380 nm, dem Kd-Wert und in Abhangigkeit der Kalibration des
Mikroskops. In einer weiteren graphischen Darstellung ist die zytosolische
Calciumkonzentration in Echtzeitmessung dargestellt, wobei sich auf der Ordinate die
intrazellulare Calciumkonzentration in nmol befindet. Die Abszisse zeigt die Zeit in

Minuten.

Die graphische Auswertung der Calciumkonzentration erfolgte mittels der Programme
Microsoft Excel® und SigmaPlot®.

3.2.9 cDNA-Analyse (RNA-Isolierung, cDNA-Synthese, RT-PCR)

Die RNA wurde aus den Zellen wie folgt isoliert: Im ersten Schritt erfolgte die Waschung
der Zellen mit PBS. 2-Mercapto-Ethanol und RLT-Lysepuffer wurden anschlieBend zur

Lyse auf die Zellen gegeben.

Daraufhin wurden die Zellen vom Boden des Objekttragers mechanisch geldst und zwei
Minuten bei 10.000 rpm zentrifugiert. Das Lysat wurde mittels RW1-Waschpuffer erneut
gewaschen eine Minute bei 10.000 rpm und zentrifugiert. Es folgte eine photometrische

Messung mittels Spectralphotometrie der Wellenlangen 260 nm und 280 nm.

Dann wurde die mRNA mit 0,2U/ul Omniscript Reverse Transkriptase 60 Minuten bei
37°C inkubiert, um diese in die bendtigte template DNA (cDNA =complementary DNA)

umzuschreiben (reverse transcription).

Die Amplifikation von cDNA der L2-und R3/1-Zellen wurde mittels RT-PCR (Reverse

Transcriptase-Polymerase Chain Reaction) durchgefuhrt.

Dafir erfolgte die temperaturbedingte Denaturierung der cDNA. Dies ermdéglichte
Primern, an die Strange der Template-DNA zu hybridisieren (Annealing). Die DNA-
Polymerase elongierte die einzelnen DNA-Strange mit Nukleotiden (dNTPs). Als

Negativkontrolle diente die Durchfiihrung beschriebener PCR mittels ddH-O.
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RT-PCR-Ansatz:

0,25ul tag-Polymerase
3l DNA

5ul 10xPCR-Puffer
10pl Q-Ldsung

1l dNTP-Mix

1l Primer forward
1l Primer reverse
ad 50ul ddH-20

Der Cycler wurde wie folgt programmiert:

Vorlauf: Denaturierung (Aktivierung Tag-Polymerase) bei 95°C fur 900 s.

1. Denaturierung 45 s 94°C
2. Annealing 45 s *jeweilige Temperatur
3. Elongation 60 s 72°C

Die Schritte 1-3 wurden drei3igmal wiederholt. Abschluss: Zuséatzliche Elongation von 600
s bei 72°C.

*Jeweilige Annealingtemperatur:

Annealing-

Rezeptor temperatur ign °C
P2X1 61

P2X2 54

P2X3 61

P2Xa4 59,3
P2Xs 60,3
P2Xe 61

P2X7 60,3
P2Y1 58

P2Y:2 58

P2Y4 54

P2Ye 55

P2Y11 55

P2Y12 55

P2Y13 58

P2Y14 58
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3.2.10 Optische Darstellung der amplifizierten DNA

Die DNA-Amplifikate wurden mittels eines 1%igen Agarosegels aufgetrennt. Die Laufzeit
betrug 50 Minuten bei einer Spannung von 120 Volt.

3.2.11 Western Blot

Das grundsétzliche Ziel des Western Blots ist der spezifische Nachweis von Zielproteinen.
Als Trager dient eine Nitrozellulosemembran. Mittels Antigen-Antikdrperreaktion kénnen

Proteine nachgewiesen werden.

Proteinextraktion: Zuerst wurden die Zellen zweimal mit PBS gewaschen und
anschlieRend mit RIPA-Puffer lysiert (100 ul/6-well, 250 pl/T25, 800 pl/T75 Flasche). Es

folgte eine dreiligmindtige Inkubation auf Eis. Die geernteten Zellen wurden dann in

Eppendorfgefale Uberflhrt und 20 Minuten bei 4°C und 10.000 rpm zentrifugiert. Nicht

sofort verwendete Proben wurden bei -80°C eingefroren.

Vorbereitung der Proteinproben: Zu den Zelllysaten wurden je folgende Puffer hinzu

pipettiert:
5,0 yl Nupage LDS Puffer, 0,5 pl Reduktions-Puffer, 20 ul Protein in RIPA-Puffer.

Danach erfolgte die kurze Zentrifugation der Zellen (10 s, 5000 rpm) mit anschlieBender
funfmindtiger Erhitzung der Proben bei 95°C. Die Proben wurden dann erneut auf Eis

gelagert, um sie abzukuhlen.

Gelelektrophorese: Nun konnten die Proteine der Proben mittels Gelelektrophorese im

XCell SureLock® Mini Cell-System aufgetrennt werden. Das Gel lief fiir 50 Minuten bei
200 Volt. Dazu wurde die Gelelektrophoresekammer mit 4-12% NuPage Bis-Tris-Gel-
Platten (Polyacrylamid) bestiickt. AnschlieRend wurde der Kamm entfernt und 5%
NuPage MOPS SDS-Laufpuffer hinzugegeben. Im Anschluss wurde entsprechender

Proteinmarker der Konzentration 0,1ug/ul in die Geltaschen pipettiert.
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Membran
Gel
Filter

Schwamm

Abb. 6 Blotting: Zur Vorbereitung wurde der Transferpuffer aus ddH20 und Methanol (10%)
angesetzt. Der Transfer der Proben auf die Membran fand nach abgebildetem Aufbau

statt.

Blocking: Auf das Blotting folgte der Blocking-Vorgang. Dazu wurde zuerst Waschpuffer
mit 0,1% Tween 20 und PBS angesetzt. Dieser wurde im Anschluss mit 5% Milchpulver
versetzt, um Blocking-Puffer herzustellen. Darauf folgte das Blocking der geblotteten
Membran mithilfe des Blocking-Puffers im dafiir geeigneten Ruttler fir 60 Minuten bei

Raumtemperatur.

Antikérper: Nun konnte die Membran mit dem je vorgesehenen Antikorper inkubiert
werden. Die Membran wurde mit Parafilm bedeckt und inkubierte tGiber Nacht bei 4°C auf

genanntem Rdttler.

Sekundar-Antikérper: Am néchsten Tag folgte eine viermalige zehnminitige Waschung

mit Waschpuffer auf dem Ruttler. Danach wurde die Membran mit Sekundéarantikbrpern
(1:8000, in Blocking-Puffer) 60 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Darauf folgte eine

einmalige Waschung mit reinem PBS flir zehn Minuten.

Detektionsreagenz: Die Membran wurde auf eine Klarsichthille gelegt und mit dem
Detektionsreagenz ECL bedeckt. Es folgte eine dreiminitige Inkubation. Anschlieend
wurde die Membran von der Detektionsreagenz befreit, indem man sie vorsichtig
abtropfen liel3. Die Membran wurde zwischen eine zweite Klarsichthulle gelegt und von
Luftblasen befreit. Im Anschluss wurde der Film in der Dunkelkammer maschinell

entwickelt.
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3.2.12 Statistik

Die statistische Auswertung der Daten erfolgte mittels der Open Source Statistiksoftware
,R* (The R Foundation for Statistical Computing, R© version 3.2.0). Die einzelnen
Gruppen wurden mittels t-Test mit gleichen Varianzen auf Signifikanz untereinander
geprift. Hierbei gab es jeweils t-Tests fur verbundene  Stichproben
(Intragruppenvergleiche) und t-Tests far unverbundene Stichproben

(Intergruppenvergleiche).
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4. Ergebnisse

4.1 Mikroskopische Darstellung von L2- und R3/1-Zellen

Abb. 7 L2-Zellen, die mit Fura-2 gefarbt wurden. Es sind deutliche Nukleoli und ein grol3er

Zytosolanteil erkennbar.

Abb. 8 R3/1-Zellen, die mit Fura-2 gefarbt wurden. Diese weisen im Gegensatz zu L2-Zellen
eine andere Kern/Plasma-Relation auf. R3/1-Zellen haben weniger Zytosol, der Zellkern

tritt gréRer in Erscheinung.
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4.2 Effekte von spezifischen Agonisten und Antagonisten auf die
[Ca?*]zyt von L2- und R3/1-Zellen

Insgesamt wurden acht P2-Rezeptoragonisten und der Einfluss von Pneumokokken auf
AEZ (L2- und R3/1-Zellen) getestet. Durch Epifluoreszenzmikroskopie und den Ca?'-

sensitiven Fluoreszenzfarbstoff Fura-2 konnte die [Ca?*],y in vitro ermittelt werden.

Anhand von Graphiken sollen im Folgenden einige Versuche veranschaulicht werden. Die
Anzahl der Kurven entspricht der Anzahl der getesteten Zellen pro Versuch.

500

400

[Ca2"Jaxt [M]
2

0 2 4 6 8 10 12 14
Zeit in Minuten

Abb. 9 L2-Zellen bei ATP-Inkubation: Es wurden 100uM ATP appliziert. Die Latenzzeit betrug
wenige Sekunden. Die [Ca?*]x: stieg an und kehrte langsam zu den Ausgangswerten

zurlick.
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Abb. 11
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L2-Zellen bei 2MeSATP-Inkubation (100uM): Auch hier war ein deutlicher, steiler

Konzentrationsanstieg nach Inkubation mit 2MeSATP sichtbar.

. o Fme-ATP

0 5 10 15 20
Zeit in Minuten
L2-Zellen bei a,B-meATP-Inkubation (100uM): Es war kein Kurvenanstieg nach Zugabe

von a,B-meATP zu beobachten.
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Abb. 12 R3/1-Zellen bei ATP-Inkubation: Hier wurden 100uM ATP appliziert. Die Latenzzeit

betrug wenige Sekunden. Die [Ca?].t stieg steil an und kehrte langsam zu den
Ausgangswerten zurtick.
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Abb. 13 R3/1-Zellen bei Thapsigargin-Inkubation: Nach Thapsigarginapplikation (15uM) stieg die
[CaZ*]t im Vergleich zur Ausgangsbedingung um 100% an. Die [CaZ*].yt kehrte dann fast
auf die Ausgangswerte zurtick. AnschlieBend wurden 100uM ATP zugegeben. Die

[Ca?*]z stieg dann nur leicht oder gar nicht an.

41



500 ~

400

300

o f-me-ATP

[Ca*]zv [NM]
=
=

100 ~

Zeit in Minuten

Abb. 14 R3/1-Zellen bei a,3-meATP-Inkubation (100uM): Nach Zugabe von a,f-meATP war ein
minimaler Kurvenanstieg sichtbar.
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Abb. 15

500

400

[Ca®Ja [NM]
S S
= =

100

Abb. 16
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L2-Zellen, inkubiert mit Pneumokokken (vor Versuchsbeginn) und anschlieRender ATP
(100uM)-Zugabe: Die Mehrheit der Zellen zeigt keinerlei Reaktion auf die ATP-
Inkubation.

ATP

0 5 10 15 20 25
Zeit in Minuten
R3/1-Zellen, inkubiert mit Pneumokokken (vor Versuchsbeginn) und anschlielRender ATP

(100uM)-Zugabe: Anhand dieses einzelnen Versuches ist kein Anstieg der [CaZ*]z
erkennbar.
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Die Abbildungen 17 und 18 zeigen den durch die Stimulation mit verschiedenen P2-

Rezeptoragonisten induzierten Anstieg von [Ca?'],: in L2- und R3/1-Zellen gegeniber

den Ausgangsbedingungen (A[Ca?*]).
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Abb. 17 Graphische Darstellung des Calciumanstieges versus Ausgangsbedingungen

(A[Ca?*]zy) in L2-Zellen nach Inkubation mit verschiedenen P2-Rezeptoragonisten.

(MW+SD* = p<0,001 versus Ausgangsbedingungen. # = p<0,001 versus ATP).

Nach Inkubation mit allen verwendeten P2-Rezeptoragonisten waren Anstiege der

[Ca?*],y bei L2-Zellen zu beobachten. Am deutlichsten stiegen jedoch die intrazellularen

Konzentrationen bei Hinzugabe von ATP, UDP und 2MeSATP im Vergleich zum

Ausgangswert. Bei Versuchen mit Thapsigargin, ATP unter calciumfreien Bedingungen

und a,B-meATP war der gemessene Anstieg der [Ca?*],,: verhaltnismafig gering.
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Abb. 18 Graphische Darstellung des Calciumanstieges versus Ausgangsbedingungen (A[CaZ*]zy)
von R3/1-Zellen unter Inkubation mit verschiedenen P2-Rezeptoragonisten.
(MW+=SD * = p<0,001 versus Ausgangsbedingungen # = p<0,001 versus ATP).

Auch die [Ca?"],« von R3/1-Zellen stieg bei Inkubation mit jedem P2-Rezeptoragonisten
an. Die htéchsten Konzentrationsanstiege wurden bei Versuchen mit UTP, UDP und ATP

erzielt.

Im Unterschied zu Versuchen mit der Zelllinie L2 lag bei R3/1-Zellen ein hoher Anstieg
der [Ca?]: bei Inkubation mit ATP unter calciumfreien Bedingungen (Ca?*-frei ATP) vor.
Eine Gemeinsamkeit beider untersuchter Zelllinien stellt der niedrigste

Konzentrationsanstieg bei Versuchen mit a,3-meATP dar.
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4.3 Einflusse auf die [Ca?*]zt von L2- und R3/1-Zellen bei Inkubation mit
Pneumokokken und ATP

Nach Inkubation von L2- und R3/1-Zellen mit Pneumokokken erhéhte ATP die [Ca?*],y

nicht.
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Abb. 19 Die Zelllinien L2 (blau) und R3/1 (rot) sind hier unter Pneumokokkeninkubation in ihrer
Ausgangssituation (A. Pneu.) und unter Zugabe von 100uM ATP (ATP Pneu.) graphisch
dargestellt. Zum Vergleich werden ebenfalls die [Ca?*]y: der gleichen Zelllinien ohne
Pneumokokken gezeigt (,A.“ entspricht der Ausgangssituation, ,ATP“ entspricht der
Zellinkubation mit ATP). MW+SD <0,01 versus Ausgangsbedingungen.
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4.4 Darstellung der mRNA von L2- und R3/1-Zellen mittels PCR

Es wurden alle bisher bekannten P2X- und P2Y-Rezeptoren auf mogliches Vorkommen
bei L2- und R3/1-Zellen in Betracht gezogen. Dementsprechend wurde mittels einer
reverse Transkriptase-PCR (Polymerasekettenreaktion) nach mRNA der Subtypen der

P2X-Familie (P2X1.7), bzw. mRNA der Subtypen der P2Y-Familie (P2Y12,46,1112,1314)
gesucht.

Am deutlichsten war die Expression der mRNA des P2X4-Rezeptors ablesbar. Dies betraf
beide Zelllinien. Des Weiteren erfolgte der Nachweis von mRNA des P2Y;-Rezeptors, des
P2Yes-Rezeptors und des P2Xs-Rezeptors bei L2- und R3/1-Zellen.

P2X4

&
= .
-

Ak

L2 R 3/1 L2 R3N
Abb. 20 Mittels reverse Transkriptase PCR dargestelite mRNA von P2Xs-, P2X4-, P2Y2- und

P2Ys-Rezeptoren bei der Zelllinie L2. R3/1-Zellen weisen ebenso sichtbar mRNA von
P2Xs-, P2X4-, P2Y2- und P2Yes-Rezeptoren auf.
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4.5 L2- und R3/1-Zellen: Darstellung auf Proteinebene mittels Western
Blot

Durch Western Blot erfolgte die Identifizierung der Rezeptorproteine P2Xs4, und P2Y26
auf beiden untersuchten Zelllinien. Die Expression der einzelnen Rezeptorproteine konnte
auf beiden Zelltypen in gleichem MalRe nachgewiesen werden. Die einzige Aushahme

stellte der P2Xs-Rezeptor dar. Dieser war bei R3/1-Zellen starker exprimiert, als bei L2-

Zellen.
P2X3 P2X4
. |
57 kDa a3 — D —_— T
—~
L2 R3/ R
P2Y2 P2Ys
42 kDa R T
L2 R3/

Abb. 21 Rezeptorproteine P2X34und P2Y26 auf L2- und R3/1-Zellen.
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5. Diskussion

5.1 Bedeutung der Calciumsignale bei in-vitro-Versuchen mit L2- und
R3/1-Zellen

Zu Beginn dieser Arbeit stellte sich die Frage nach der Existenz von in der Zellmembran
lokalisierten P2X-Rezeptoren, die von tunnelférmiger Gestalt sind und unter ATP- Einfluss
Calciumeinstrom ermdglichen. Des Weiteren war fraglich, ob die Erhéhung der [Ca?*]
mittels G-Protein-gekoppelten P2Y-Rezeptoren stattfindet, oder gar eine Koexistenz
beider Purinrezeptortypen bei den untersuchten Zellen besteht.

Die im Folgenden dargestellte Versuchsreihe konnte Aufschluss tber die Expression von
P2Y-Rezeptoren geben. Der SERCA-Inhibitor Thapsigargin verhindert, dass Ca?*-lonen
aus dem Zytosol zurtick ins ER gelangen. Die Ca?*-ATPase des ER wird somit inhibiert
[31]. Dadurch steigt die zytosolische Ca?*-Konzentration vorerst an. Ca?*-ATPasen
pumpen Ca?*-lonen tber die Zellmembran nach extrazellular. Die [Ca?"],y fallt.

Die Stimulation der Zellen mit ATP nach Thapsigarginvorbehandlung fihrt zu keinem
signifikanten zytosolischen Konzentrationsanstieg. Das ER ist entleert, wodurch das ATP-
Signal in diesem Fall keinen G-Protein-gekoppelten [Ca*'],+-Anstieg induzieren kann.
Sowohl L2- als auch R3/1-Zellen weisen bei ATP-Inkubation ohne Thapsigargin jedoch
sehr hohe Konzentrationsanstiege auf. Dies deutet auf die funktionelle Bedeutung von in
der Zellmembran lokalisierten P2Y-Rezeptoren hin. In einigen Fallen kommt es zu einem
diskreten Anstieg der Calciumkonzentration. Entweder entleert sich das ER nicht immer
vollstandig, sodass ein geringer Ca?*-Anteil Uber den P2Y-gesteuerten Weg ins Zytosol

freigesetzt wird, oder Ca?*-lonen gelangen lUber P2X-Rezeptoren nach intrazellular.

Mittels weiterer Versuchsreihen konnte gezeigt werden, dass Calciumionen bei L2-Zellen
auch von extrazellular Uber die Zellmembran ins Zytosol gelangen. Bei Versuchen in
calciumfreier Umgebung wurden die Zellen mit Ca?*-freiem Puffer, der EGTA enthielt,
inkubiert. Bei Zugabe von ATP (unter calciumfreien Bedingungen) zeigte sich bei L2-
Zellen kein signifikanter Anstieg der [Ca®*],,«. Da EGTA die Eigenschaft hat, extrazellulare
Calciumionen mittels Chelatkomplexbildung zu binden, stand nur wenig freies Calcium
zur Verfigung. So gelangte kaum Calcium durch die Zellmembran ins Zytosol. Da bei
Zellversuchen ohne EGTA-Einfluss hohe Anstiege der [Ca?*],: zu verzeichnen waren,
konnte gezeigt werden, dass Mechanismen vorhanden sind, die Calciumionen nach
intrazellular transportieren. Wie sich in weiteren Versuchen bestéatigen sollte, sind dies

P2X-Rezeptoren.
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Bezlglich der R3/1-Zellen waren unter calciumfreien Versuchsbedingungen starke
intrazellulare Calciumanstiege zu verzeichnen. Unter EGTA-Einfluss stieg nach ATP-
Inkubation die [Ca?*],: auf fast das Doppelte an. Es ist moglich, dass P2Y-Rezeptoren bei
dieser Zelllinie so stark exprimiert sind, dass die Calciumausschuttung in hohem Malfie
aus dem ER stattfindet. Bei R3/1-Zellen lasst sich die Funktionalitat von P2X-Rezeptoren
also nicht eindeutig durch EGTA-Versuche zeigen. Versuche mit Thapsigargin und EGTA
lassen somit Schlusse beziglich der grundsétzlichen Frage der funktionellen Bedeutung
von P2X- und P2Y-Rezeptoren in L2- und R3/1-Zellen zu.

Einen weiteren Hinweis auf die ausgepragte Exprimierung von P2Y-Rezeptoren in der
Zelllinie R3/1 ergaben Versuche mit UDP und UTP. Vergleicht man bei L2- und R3/1-
Zellen die Anstiege der [Ca?*],« unter UDP- und UTP-Stimulation, sind Unterschiede in
der Auspragung der Konzentrationsanstiege erkennbar. Bei R3/1-Zellen steigt die [Ca?*]
viel starker bei UDP/UTP-Zugabe an als bei L2-Zellen. UDP und UTP sind Agonisten der
P2Y-Rezeptoren. Die Versuchsergebnisse deuten auf hohe Aktivitat von P2Y-Rezeptoren
hin.

Tab. 3 stellt dar, in welchem AusmaR ein Anstieg der [Ca?'],, stattgefunden hat. ATP
erzeugt deutliche Anstiege der [Ca?*],:, da es (bis auf P2Y14) Agonist aller bekannten
P2X- und P2Y-Rezeptoren ist. Somit fungierte ATP als Kontrollsubstanz. UDP und UTP
(auBer UTP beziglich L2-Zellen) ergaben &hnlich hohe Anstiege der [Ca®]x.
Insbesondere UTP hat auf alle verwendeten P2-Rezeptoragonisten (ohne ATP) bezogen
bei R3/1-Zellen den héchsten Anstieg zu verzeichnen. Auch dies weist auf eine starke

Funktionalitat von P2Y-Rezeptoren hin.

Bei der Inkubation von L2-Zellen mit BzZATP wurde ein Anstieg der [Ca?*],,: um 64,16%
im Vergleich zu den Ausgangsbedingungen festgestellt. Mdglicherweise sind die
entsprechenden Rezeptoren (P2X:, P2X;, P2Y11) hier schwéacher exprimiert. Im
Gegensatz dazu stieg die [Ca?'],: bei R3/1-Zellen um 140,78% im Vergleich zu den
Ausgangsbedingungen an. Dies deutet auf starke Funktionalitat von P2X1-, P2X7-, P2Y 13-

Rezeptoren hin.

Bei beiden Zelllinien kam es nach Stimulation mit 2-mes-ATP zu einem deutlichen Ca?*-
Anstieg. L2-Zellen zeigten einen 190,19%igen Anstieg im Gegensatz zu den
Ausgangsbedingungen. Bei R3/1-Zellen stieg die [Ca?*],,: um 98,74% im Vergleich zu den

Ausgangsbedingungen an.
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Prozentualer Anstieg der [Ca?"],y: bei Versuchen mit L2- und R3/1-Zellen

L2-Zellen R3/1-Zellen
Anstieg .
. . oS Anstieg
Inkubation mit | [Ca (y]ozyt in [Ca?*] s in %
ATP 130,12 208,22
BZATP 64,16 140,78
UDP 127,12 251,07
UTP 89,3 264,04
2-mes-ATP 190,19 98,74
Thapsigargin/ATP 10,77 18,15
ATP (Ca?*-freie
Bedingungen) 8,77 80,82
ap-me-ATP 8,18 10,23
Pneumo/ATP 17,74 14,22
Tab. 3 Anstieg der [Ca?*]zt bei L2- und R3/1-Zellen nach Stimulation mit P2-Agonisten und

Inkubation mit entsprechenden Substanzen oder Pneumokokken im Vergleich zur

Ausgangsbedingung.

5.2 Eingrenzung und Nachweis potentieller Purinrezeptoren mittels PCR
und Western Blot

Ziel war es, das Expressionsmuster von Purinrezeptoren in L2- und R3/1-Zellen zu
untersuchen. Es konnte mittels RT-PCR die mRNA der Rezeptoren P2X3 4 und P2Y¢ bei
R3/1-Zellen nachgewiesen werden (s. Tab. 4). Auch L2-Zellen wiesen die mRNA von
P2X3.4und P2Y,6-Rezeptoren auf (s. Tab. 4).

Mittels Western Blot konnten die Proteine von P2X3, P2X4, P2Y2und P2Ys klar dargestellt
werden. Die mittels RT-PCR aufgezeigte mRNA der P2X- und P2Y-Rezeptoren deckt sich

mit den durch Western Blot ermittelten Rezeptorproteinen.

Die Calciumantwort nach Inkubation mit a,3-meATP war nicht signifikant. Der Anstieg der
[Ca?*],yt betrug bei R3/1-Zellen 10,23% im Vergleich zur Ausgangssituation, bei L2-Zellen
lediglich 8,18%. Dies kann mit mehreren Ansatzen erklart werden. Erstens ist a,3-meATP
ein sehr schwacher Agonist [18]. Es ist moglich, dass deswegen keinerlei ausreichendes
Rezeptoren unvollstandig exprimiert sind und somit nicht voll funktionell oder nicht immer

in die Zellmembran transferiert werden. Es konnte in dieser Arbeit lediglich die
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Anwesenheit von P2Xs4-Rezeptorproteinen mittels Western Blot gezeigt werden, nicht
jedoch ihre genaue Lokalisation. Fir die Funktionalitat der in L2- und R3/1-Zellen
nachgewiesenen P2X-Rezeptoren (P2Xs4) spricht jedoch die Calciumantwort bei
Inkubation mit 2MeSATP und BzATP. Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die
Expression folgender Purinrezeptoren bei L2- und R3/1-Zellen gezeigt werden konnte (s.
Tab. 4).

Purinrezeptorexpression bei L2- und R3/1-Zellen

Purinrezeptoren L2-Zellen | R3/1-Zellen
P2X3 + +
P2X4 + +
P2Y, + +
P2Ys + +
Tab. 4 Vorhandene (+) Purinrezeptortypen bei L2- und R3/1-Zellen.

5.3 Beeinflussung der [Ca?*]zyt bei L2- und R3/1-Zellen

Der Verlauf einer Pneumonie stellt sich oft sehr problematisch dar. Noch immer gehoéren
Infektionen der unteren Atemwege, wie Lungenentziindung und Bronchitis, zu den
weltweit haufigsten todlich verlaufenden Infektionskrankheiten [29]. Im Zuge der
Pneumonie kommt es durch gestérte Flissigkeitsreabsorption und verminderte
Surfactantsekretion oft zu Atelektasen und Lungenddemen. Wie genau Pneumokokken
zu diesen Prozessen beitragen, ist noch nicht detailliert bekannt. Die
Flissigkeitsreabsorption und Surfactantregulation werden im gesunden Organismus Uber
ATP und Purinrezeptoren gesteuert. Im Rahmen von Untersuchungen am Alveolarepithel
wurden bereits haufig L2- und R3/1-Zelllinien eingesetzt. Allerdings war hierbei bisher
nicht klar, welche Purinrezeptoren diese Zellen exprimieren. Deshalb untersuchten wir
L2- und R3/1-Zellen auf Exprimierung von Purinrezeptoren. Darlber hinaus sollte der

Einfluss von S. pneumoniae auf das ATP-induzierte Ca?*-Signal untersucht werden.

Bei beiden untersuchten Zelllinien (L2 und R3/1) konnte eindeutig gezeigt werden, dass
in Anwesenheit von Pneumokokken der physiologische Anstieg der [Ca?'],« nach ATP-
Stimulation inhibiert war. Dies liel3 vermuten, dass Pneumokokken mdglicherweise einen
Einfluss auf Purinrezeptoren austiben. Eine Méglichkeit, die diese Vermutung bestarken
kénnte, ist die Theorie, dass Pneumokokken die Internalisierung von Purinrezeptoren

hervorrufen [14].
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Diese Arbeit befasst sich mit der in-vitro-Untersuchung der Alveolarepithelzelllinien L2
und R3/1. Hierbei wurde mittels Epifluoreszenzmikroskopie das Calciumsignaling dieser
Zellen dargestellt. Dabei ging es um die Inkubation der Zellen mit potentiellen Agonisten
und die Auswirkungen von S. pneumoniae. Die zentrale Fragestellung nach der
Expression von P2X- und P2Y-Rezeptoren wurde dahingehend beantwortet, dass eine
Koexistenz von P2X- und P2Y-Rezeptoren bei diesen Zellen besteht.

5.4 Purinrezeptoren in AEZ verglichen mit pulmonalem Endothel

Purinrezeptoren sind in der Lunge an diversen zellularen Prozessen beteiligt, zum
Beispiel an immunologischen Reaktionen. P2X- und P2Y-Rezeptoren sind auf
eosinophilen Granulozyten, dendritischen Zellen und Monozyten exprimiert [38]. Des
Weiteren finden sich Purinrezeptoren auf Alveolarepithelzellen und Lungenfibroblasten
[38]. Es konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass auf L2- und R3/1-Zellen sowohl P2X-

als auch P2Y-Rezeptoren nebeneinander exprimiert werden.

An dieser Stelle soll ein Vergleich mit einem anderen Gewebetyp, dem pulmonalen
Endothel, gezogen werden, da Parallelen zwischen AEZ und pulmonalem Endothel

bestehen.

Das pulmonale GefaRRsystem ist aufgrund des Gasaustausches sehr weit verzweigt und
stellt einen wichtigen Bestandteil des alveoldren Systems dar. Das Alveolarepithel
(insbesondere AEZ Typ |) und das Endothel der Lungenkapillaren sind sich sehr dhnlich.
Beide Zelltypen sind flach, einschichtig angeordnet und je mit Tight Junctions verbunden.
Die Basallaminae der Alveolarepithelzellen (Typ |) und des Endothels sind verschmolzen

und bilden so zusammen (mit Surfactant) die Blut-Luft-Schranke [12].

Schon vom ersten Atemzug an bilden Purinrezeptoren eine Einheit mit dem pulmonalen
Gefalisystem. Speziell bei der Vasodilatation der pulmonalen GefalRe zum Zeitpunkt der
Geburt spielen Purinrezeptoren hier eine Schlisselrolle. Es wurde am Beispiel der
Kaninchenlunge gezeigt, dass mehrere P2Y-Rezeptoren Uber den Mediator ATP die
Erweiterung der GefalRe initiieren, um die Atmung aufRerhalb des Uterus zu ermdglichen.
Dies sind im Speziellen P2Y:, P2Y, und P2Y, Diese Rezeptortypen sind sowohl im
Lungenparenchym als auch im pulmonalen Endothel und in subendothelialen Schichten
zu finden [40].

Die Vasodilatation der LungengefafRe wird grundsétzlich u.a. iber endothelial lokalisierte

P2Y-Rezeptoren gesteuert [33]. ATP erzeugt hierbei eine durch NO (Stickstoffmonoxid)
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vermittelte Relaxation des GefalRmuskels. Zu Beginn bindet ATP an entsprechenden, in
der Zellmembran lokalisierten P2Y-Rezeptor. G-Protein-gekoppelt und IP3-vermittelt
findet intrazellular die Freisetzung von Ca?" aus dem ER statt. Ca?* bindet an Calmodulin
(CaM), das die NO-Synthase (eNOS) aktiviert. Es kommt zur Bildung von NO, woraus
nach weiteren Schritten die Vasodilatation der Lungengefalie resultiert [47].

Vergleicht man P2Y-Rezeptoren humaner pulmonaler Endothelzellen (P2Y1,2,11,12,14) mit
den in dieser Arbeit in AEZ-Zellen (Ratte) nachgewiesenen P2Y-Rezeptoren, ist lediglich
das Vorkommen des P2Y,-Rezeptors identisch [39]. Allerdings ist es méglich, dass auch
im pulmonalen Endothel eine Koexistenz von P2X- und P2Y-Rezeptoren besteht. Bei in-
vitro-Versuchen mit Endothelzellen der Rattenlunge zeigten sich P2X-Rezeptoren als
Regulatoren der Vasokonstriktion [5].

Es fallt auf, dass P2Y.-Rezeptoren sowohl in AEZ der Ratte (L2- und R3/1-Zellen) als
auch in pulmonalen Endothelzellen des Kaninchens und des Menschen exprimiert sind.
Zusammenfassend kann gesagt werden, dass in menschlichen pulmonalen

Endothelzellen die Purinrezeptorvielfalt der P2Y-Rezeptoren am grofdten ist.

Grundsatzlich besteht eine Koexistenz von P2X- und P2Y-Rezeptoren nicht nur bei AEZ.
Auch Immunzellen, wie zum Beispiel Makrophagen oder Lymphozyten, exprimieren P2X
und P2Y-Rezeptoren parallel. Ebenso wie bei AEZ finden sich hier beispielsweise P2Y -
Rezeptoren [48] (s. Tab. 1).

5.5 Perspektiven bezuglich der Erkenntnisse tuber pulmonale P2X- und
P2Y-Rezeptoren

P2X- und P2Y-Rezeptoren sind im menschlichen Kdrper ubiquitar exprimiert. Diese
Signalmolekile sind fur viele Funktionen und Ablaufe verantwortlich. So kommen
Purinrezeptoren neben dem Nervensystem auch im Herz-Kreislaufsystem und bei den
zellularen Bestandteilen des Blutes, wie beispielsweise bei Thrombozyten und T-Zellen
vor. In fast allen Organen findet man spezifische Signalkaskaden, die Purinrezeptor-
assoziiert sind. Auch im Knochenmark und auf Hautzellen sind Purinrezeptoren lokalisiert
(s. Tab. 1). Diese Arbeit lieferte Informationen tber die Expression von P2X- und P2Y-
Rezeptoren in AEZ. Das grundsatzliche Vorhandensein von P2Y, und P2Ys in

Epithelzellen war bereits bekannt.

ATP fungiert Giber P2X- und P2Y-Rezeptoren als parakriner Mediator im Lungenepithel.

Hierbei kommt es nach Aktivierung der IP3-Kaskade zur Erh6hung der [Ca?*],:, wodurch
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die physiologische Flussigkeitsreabsorption und Surfactantsekretion reguliert werden
[35]. Diese Vorgange sind essentiell zur Aufrechterhaltung des Lungenvolumens. Bei
durch Pneumonie bedingter Veranderung des Flissigkeitshaushaltes der Alveolen und
verminderter Surfactantsekretion kann es zu Atelektasen und Odembildung kommen. Die
ausreichende Ventilation der Lunge ist beeintrachtigt. Komplikationen der Pneumonie
nehmen auch heute noch oft einen letalen Verlauf. Da Purinrezeptoren aufgrund ihrer
starken Exprimierung und ihrer mannigfaltigen Funktion einen wichtigen Angriffspunkt fur
Medikamente darstellen konnen, sind diese fir die pharmakologische Forschung

interessant.

Betrachtet man P2Y-Rezeptoren aus pharmakologischer Sicht, sind bisher relativ wenige
Medikamente auf dem Markt, dessen Wirkstoffe Uber Purinrezeptoren greifen. Beispiele
stellen die Thrombozytenaggregationshemmer (TAH) Clopidogrel (Plavix®), Ticlopidin
(Ticlid®) und Prasugrel (Efient®) dar. Diese werden bei koronarer Herzkrankheit,
Implantation von koronaren Stents oder bei Angioplastien eingesetzt. TAH wirken als
irreversible Antagonisten von P2Y1,- Rezeptoren. Sie verhindern die ADP- induzierte
Aggregation von Thrombozyten. Auch der Wirkstoff Ticagrelor (Brilique®) gehért zu den
TAH und greift Gber die Hemmung des P2Yi,-Rezeptors. In diesem Fall erfolgt die

Hemmung jedoch reversibel [36]

P2X-Rezeptoren aus pharmakologischer Sicht: Beziiglich der P2X-Rezeptoren gibt es
zum jetzigen Zeitpunkt eine noch kleinere Auswahl an Pharmaka. Es wurde jedoch
beobachtet, dass das Bisphosphonat Minodronsaure P2X,- und P2Xs-Rezeptoren effektiv
hemmen kann. Neben der Osteoklastenhemmung hat Minodronsaure auch analgetische
Wirkung. Diese Erkenntnis ist somit durchaus von Interesse bei schmerzhaften
Knochenstoffwechselerkrankungen und Knochenmetastasen [37]. Es ist denkbar, dass
P2X-Rezeptoren Hoffnungstrager fir neuartige Analgetika oder immunmodulatorische

Pharmaka (P2X1.¢) sein kbnnen. Weitere Ansatze diesbezliglich werden zur Zeit erforscht.

Die weiterfuhrende Forschung beziiglich einer pharmakologischen Rezeptormodulation
von P2X- und P2Y-Rezeptoren erscheint sinnvoll, da diese Rezeptoren einen
Angriffspunkt fir Pneumokokken darstellen. Allein wegen ihrer Lokalisation sind purinerge
Rezeptoren grundsatzlich fir pharmazeutische Zwecke geeignet. Da Purinrezeptoren in
der Zellmembran lokalisiert sind und ihre Bindungsstellen extrazellular liegen, stellen sie
gunstige Angriffspunkte fir Arzneimittel dar. Ein Grof3teil, etwa 60%, der fur Arzneistoffe

in Frage kommenden Angriffspunkte befinden sich in der Zellmembran [34].
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6. Zusammenfassung

Purinrezeptoren sind im Organismus ubiquitar verbreitet und erfilllen beispielsweise
mafgebliche Aufgaben im Nervensystem, der Immunabwehr, der Lungenfunktion und bei
der Blutgerinnung. Aufgrund ihrer zahlreichen Funktionen ist es erforderlich, mdglichst
detailliertes Wissen Uber diese Rezeptorform mit ihren Subtypen (P2X, P2Y etc.) zu
erlangen. In dieser Arbeit lag der Fokus auf der Frage nach der Expression von P2X- und
P2Y-Rezeptoren bei AEZ Typ | und Typ Il. Diese Lungenzellen erflillen essentielle
Aufgaben wie beispielsweise Gasaustausch und Surfactantsekretion.

Um die Frage nach der Purinrezeptorexpression zu beantworten, stitzte sich der
Versuchsaufbau auf drei Saulen. Zuerst wurden Ca?*-Messungen bei R3/1- und L2-Zellen
durchgefuihrt. Dabei zeigte sich, dass der ATP-induzierte Anstieg der zytosolischen
Calciumkonzentration bei R3/1-Zellen vorwiegend aus intrazellularen Speichern erfolgte,
wahrend es bei L2-Zellen zumindest anteilig auch zu einem extrazellularen
Calciumeinstrom kam. Der ausgepragteste Calciumanstieg konnte bei R3/1-Zellen durch
Stimulation mit UTP, gefolgt von UDP und ATP hervorgerufen werden, wahrend bei L2-
Zellen ATP als starkster Agonist fungierte, vor UDP und 2MeSATP. Als nachstes konnte
die Rezeptorexpression auf RNA-Ebene (zweite Saule) untersucht werden, wobei bei L2-
und R3/1-Zellen mRNA von P2Xs, P2X4, P2Y; und P2Y¢ nachweisbar war. Daher musste
weiterfiihrend der Rezeptornachweis auf Proteinebene (dritte Séule) erbracht werden. Es
gelang der Nachweis der Rezeptoren P2Xs;, P2Xs4, P2Y, und P2Ye bei beiden
untersuchten Zelllinien. Durch die Ergebnisse dieser Arbeit konnte somit die Expression
von P2X- und P2Y-Rezeptoren bei AEZ Typ |- und Typ ll-&hnlichen Zellen aufgezeigt

werden.

S. pneumoniae induzierte Pneumonien kdonnen mit Atelektasen und Lungenddemen
einhergehen. Purinrezeptoren spielen in der gesunden Lunge eine entscheidende Rolle
bei der Surfactantsekretion und Flissigkeitsreabsorption. Um mogliche Auswirkungen
von Pneumokokken auf die purinerge Signaltransduktion dieser Purinrezeptoren
aufzuzeigen, wurden in-vitro-Versuche mit S. pneumoniae durchgefuhrt. Die Annahme,
dass die Anwesenheit dieser Pneumonie verursachenden Bakterien Einfluss auf die
Funktion von Purinrezeptoren hat, wurde eindrucksvoll bestatigt. S. pneumoniae hemmte
Purinrezeptoren in ihrer Funktion und setzte somit den ATP-induzierten Anstieg der

[Ca?*]t herab. Die [Ca?]. stieg daher bei ATP-Stimulation nicht signifikant an.
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7. Summary

Purinergic receptors are spread ubiquitously through the organism and fulfil essential
roles. For instance in the nervous system, in the immune response, in lung functions and
in coagulation. Due to their numerous functions, it is necessary to gain detailed knowledge
about this type of receptor and its subtypes (P2X, P2Y, etc.). The focus of this study was
the question of expression of P2X- and P2Y-receptors on AEC type | and Il. These lung

cells have important functions, for example gaseous exchange and surfactant secretion.

To answer the question of purinergic receptor expression, the experimental set-up rested
on three pillars. First, Ca?*-measurements of R3/1- and L2-cells were taken. It was found
that the ATP-induced increase of cytosolic concentration of calcium of R3/1-cells occured
predominantly in intracellular storages, while L2-cells showed at least partly an
extracellular calcium influx. The most pronounced increase in calcium in R3/1-cells could
be induced by stimulation with UTP, followed by UDP and ATP. In L2-cells ATP acted as
the strongest antagonist, ahead of UDP and 2MeSATP. Next, receptor expression on the
RNA-level was examined (second pillar). mRNA of P2X3, P2X4, P2Y, and P2Y¢ could be
detected in both L2- and R3/1-cells. Therefore further evidence for receptor expression
had to be provided on the protein level (third pillar). It was possible to show expression of
P2X3, P2X4, P2Y, and P2Ye in both cell lines. The result of this work demonstrates
expression of P2X- and P2Y-receptors in AEC type |- and type II-similar cells.

S. pneumoniae induced pneumonia can be associated with atelectases and pulmonary
edema. Purinergic receptors of the healthy lung play a decisive role in surfactant secretion
and fluid reabsorption. To show possible effects of pneumococci on purinergic signal
transduction of these purinergic receptors, in-vitro tests with S. pneumoniae were
conducted. The assumption that the presence of these bacteria, which cause pneumonia,
has an effect on the function of purinergic receptors has thus been confirmed in an
impressive way. S. pneumoniae inhibited purinergic receptors in their function and
lowered the ATP-induced increase of [Ca?*],,.. Therefore the concentration of [Ca?*],: did

not rise significantly during ATP-stimulation.
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9. Abklrzungen

AEZ:

Amax:

BP:

CaM Kinase:
[Ca?*]pu:

CAP:

cDNA:
CFU:
DAG:
DD:
Denat.:
DMEM:
dNTPs:
ECL:
ENaC:
ER:
FBS:
Fura-2:

HAP:

HBS

HEPES

IP3:

LDS:

Aloveolarepithelzellen

Maximale Amplitude

Basenpaare
Calcium-Calmodulin-Kinase
intrazellulare Calciumkonzentration

Community-Acquired Pneumonia (ambulant erworbene
Pneumonie)

Complementary DNA (komplementéare Desoxyribonukleinsaure)
Colony Forming Units (Koloniebildende Einheiten)
Diacylglycerin

Doppelt destilliert

Denaturierung

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
Desoxyribonukleosidtriphosphat

enhanced chemiluminescent substrate (Western-Blot-Reagenz)
Epithelial Sodium Channel (Epithelialer Natriumkanal)
Endoplasmatisches Retikulum

Fetales Bovines Serum

Fluoreszenzfarbstoff

Hospital-Acquired Pneumonia (im Krankenhaus erworbene
Pneumonie)

HEPES Buffered Saline (HEPES gepufferte Salzldsung)

2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-Piperazin)-Ethansulfonsaure
(Puffersubstanz)

Inositoltriphosphat

Litiumdodecylsulfate (Lithiumdodecylsulfat)



MOPS:

PBS:

PPADS:

RIPA:

RT-PCR:

SDS:

S. pneumoniae:

VAP:

3-Morpholinpropansulfonsaure
Phosphate Buffered Saline (Phosphatgepufferte Salzldsung)
Pyridoxal-Phosphat-6-azophenyl-2',4'-disulfonische Saure

Radioimmunoprecipitation Assay
(Radioimmunprazipitationstestpuffer)

Reverse Transcriptase-Polymerase Chain Reaction (Reverse
Transkriptase Polymerase-Kettenreaktion

Sodium Dodecyl Sulfate (Natriumdodecylsulfat)
Streptokokkus pneumoniae

Ventilator-Associated Pneumonia (durch maschinelle Beatmung
erworbene Pneumonie)
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