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1 Einleitung: Calcium-lonen in der
Signaltbertragung

1.1 Calciumverteilung und Calciumspeicher im Korper

Ca’"-Ionen sind ubiquitir im menschlichen Korper zu finden. Die Konzentrationen
konnen sich jedoch stark unterscheiden. Wihrend im Zytoplasma reguldr nur sehr
geringe Mengen an Calcium vorkommen, sind die extrazelluldren Konzentrationen
deutlich hoher. Im Blutplasma liegen 2,5 mM, in der interstitiellen Fliissigkeit 1,3 mM
Ca®" vor. In der Zelle betrigt die Konzentration etwa 1 mM, wobei die Konzentration
des freien Calciums im Zytoplasma 100-150 nM ist.! Nach einer Stimulation der Zelle,
die zu erhhten intrazelluliren Calciumkonzentrationen ([Ca®'];) fithrt, werden bis zu
1 uM Ca*" im Zytosol erreicht.’

Neben dem Extrazellulirraum dienen auch Kompartimente in der Zelle als
Calciumspeicher. Bei der Aktivierung bestimmter Signalwege kann Calcium aus
intrazelluldren Speichern freigesetzt werden oder von auflen in die Zelle gelangen (Abb.
1-1). Hierzu gehdren das Endoplasmatische Retikulum (ER) bzw. das
Sarkoplasmatische Retikulum (SR) in Muskelzellen, Mitochondrien und die
Lysosomen. Hinzu kommen calciumbindende Proteine Parvalbumin, Calbindin-D,gx
und Calretinin. Als so genannte zytosolische Ca*’-Puffer halten sie die Ca’'-
Konzentration gering. Zudem haben sie Einfluss auf Calciumsignale, die sie in Teilen
abfangen, verldngern oder ortlich begrenzen konnen. Ein weiterer Mechanismus, um
Ca’*-Wellen abzumildern, ist eine Aufnahme des freigesetzten Calciums in die
Mitochondrien.’” Dieses wird wihrend der Ruhephase wieder aus diesem Zellorganell
herausgepumpt, wodurch die Calciumsignale kontrolliert und verlingert werden
konnen.

Der Hauptmechanismus zur Kontrolle der [Ca®]; ist der Auswirtstransport der
Calciumionen iiber Ca**-Na*-Antiporter (Na/Ca exchanger, NCX), die ein Ca*"-Ion
im Austausch gegen drei Na'-Ionen aus der Zelle heraus transportieren. Des Weiteren
wird Calcium iiber eine Plasmamembran-Ca’*-ATPase (PMCA) aktiv aus dem
Zytosol in den Extrazellularraum befordert. Der aktive Transport ins ER/SR wird durch
die Sarkoendoplasmatisches Retikulum-ATPase (SERCA) bewerkstelligt, der
Transport in die Mitochondrien wird von mitochondrialen Uniportern (ATPasen)
durchgefiihrt. Die SERCA und die microsomale Ca*"-ATPase konnen durch das
Sesquiterpenlacton Thapsigargin inhibiert werden, was zur Entleerung der
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intrazelluldren Speicher fiihrt. Thapsigargin hemmt aber auch die Offnung von nicht-
spannungsabhingigen Calciumkanilen wie dem Vanilloid-Rezeptorl, einem Mitglied
der TRP- (transient-receptor-potential) Kanal-Familie (s. 1.4), der an der
Schmerzempfindung beteiligt ist.°

1.2 Calciumsignale: Lokalisation und Geschwindigkeit

Calciumanstiege in der Zelle konnen lokal oder im gesamten Zytoplasma auftreten.’
Ebenso sind ein unterschiedlicher Zeitrahmen und eine unterschiedliche Hohe des
Signals moglich.” Es kann zu kurzen Calciumspitzen oder zu lang anhaltenden Signalen

. [P . . 2+
sowie zu oszillierenden Verdnderungen in der [Ca” |;

kommen. Oft folgen globale
Calciumwellen einer initialen lokalen Ca®'-Ausschiittung.® Je nach der Eigenschaft
dieser Signale kommt es zu schnellen oder langsamen Prozessen in der Zelle.”!' Jede
Zelle exprimiert eine bestimmte Zusammensetzung an Proteinen, die an der Calcium-
vermittelten Signaltransduktion beteiligt sind. So koénnen dort jeweils einzigartige

Signale durch ein und dasselbe Ion weitergegeben werden.>”

In Neuronen ist es z.B. wichtig, dass die erhohten Calciumspiegel sich in gut
abgegrenzten Riumen befinden und nicht zur Synapse vordringen. Hierfiir sind vor
allem die Ca’-Puffer-Proteine verantwortlich (s. 1.1). Fir die Freisetzung von
Neurotransmittern, die innerhalb von Mikrosekunden stattfindet (s. 1.5), sind nur kurze,
kleine Spitzen nétig. Zur Einleitung anderer Prozesse hingegen werden Wellen aus sich
wiederholenden Spitzen von 1-60 Sekunden in der Zelle generiert. Die Frequenz der
Spitzen (Oszillation) beeinflusst die Effizienz der Signaliibertragung auf einzelne
Proteine wie z.B. Transkriptionsfaktoren.'” Bei der Initialisierung der Mitose kénnen
diese Wellen sogar bis zu 24 Stunden anhalten. Auch in den erregbaren Herzmuskel-
Zellen im Sinusknoten fiihrt ein Zusammenspiel von intrazelluliren und
spannungsabhingigen Calciumkandlen zur Muskelkontraktion und somit zum
gewiinschten Rhythmus des Herzschlags.’

Die Frequenz der Calciumwellen wird durch zwei Proteine bestimmt:
Ca’*/Calmodulin-abhiingige Proteinkinase IT und Proteinkinase C. Zudem ist die
Art des Signals abhingig vom Weg, iiber das es ausgelost wird."
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Abb. 1-1: Ubersicht iiber die Calciumfreisetzung in der Zelle und die hierdurch
beeinflussten Prozesse. '’

1.3 Intrazellulare Calciumfreisetzung

Die Rezeptoren fiir Inositol-1,4,5-trisphosphat (IP3;-Rezeptor) und Ryanodin (Ry-
Rezeptor) bilden Calciumkanéle, die sich in der Membran des ER und SR befinden.
Durch ihre Aktivierung kommt es zum Calciumeinstrom aus disen Organellen in das
Zytoplasma (Abb. 1-1). Hinzu kommen Kanile, die durch
Nicotinsdureadenindinukleotidphosphat (NAADP) geoffnet werden konnen (Abb. 1-
2).'* Sphingosin-1-phosphat (S1P) fiihrt ebenfalls zur Freisetzung von Ca*"-Ionen aus
dem ER. Es bindet mdglicherweise an so genannte ,,sphingolipid Ca®" release-mediating
proteins® (SCaMPER), was aber nicht abschlieBend belegt werden konnte (Abb. 1-2)."
Neben einem  weiteren modulierenden Botenstoff, der cyclischen
Adenosindiphosphoribose (cADPR, Abb. 1-2)), hat auch Ca®" selbst regulatorische
Funktionen in der intrazelluldren Calciumfreisetzung.'®!’
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Abb. 1-2: Nicoitinsdureadenindinukleotidphosphat (NAADP), Cyclische ADP-Ribose
(cADPR), Inositol-1,4,5-trisphosphat (IP;) und Sphingosin-1-phosphat (S1P).

1.3.1 Inositol-1,4,5-trisphosphat-Weg

IP; wird durch die Phospholipase C (PLC) gebildet. Dieses membranstindige Enzym
spaltet Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (PIP,) in Diacylglycerol (DAG) und
Inositol-1,4,5-trisphosphat (IP;)."*" Es gibt flinf bekannte Isoformen der Phospholipase
9,20

C, die auf unterschiedlichen Wegen aktiviert werden konnen.
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e Die PLCP wird durch die By-Untereinheit von Gq-Proteinen der G-Protein-
gekoppelten Rezeptoren (GPCRs) aktiviert. Hierzu gehoren z.B. die
muscarinischen Acetylcholin-Rezeptoren, einige P2Y-Rezeptoren, Histamin-

- . . 2124
Rezeptoren, Angiotensin-Rezeptoren und viele mehr.

e Tyrosinkinase-Rezeptoren konnnen die PLCy aktivieren. Beispiele fiir
Tyrosinkinase-Rezeptoren sind der Platelet-derived growth factor (PDGF)-
Rezeptor und der Epidermal growth factor (EGF)-Rezeptor. Zusitzlich
unterliegt die  PLCy  einer  Coaktivierung  durch  PI(3,4,5)P;
(Phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphat).

e Die PLCd wird calciumvermittelt und durch seltene kleine G-Proteine (Gy)
reguliert.”

e Durch die kleinen GTPasen H-Ras und Rho kommt es zur Aktivierung der
PLCe. Diese Phospholipase wird zudem durch Gyz/13-, nicht jedoch durch Gq-
gekoppelte Rezeptoren aktiviert.”> Ras und Rho entstammen komplexen
Signaltransduktonsnetzwerken. Rho kann durch Tyrosinkinase-Rezeptoren,
trimere Ga,; Proteine, PIP; (Phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphat) sowie
andere GTPasen und Integrine reguliert werden.”**’ Die Regulation von Ras

beruht auf Interaktionen mit Tyrosinkinase-Rezeptoren, Ras selbst und N-

methyl-D-aspartat (NMDA )-Rezeptoren.™

e Der jiingste Vertreter ist die PLCC, die bei der Befruchtung durch das
Spermium in die Eizelle iibertragen wird.*’

Nach der Bildung von IP; bindet dieses an Calciumkandle auf dem ER/SR, die IP3-
Rezeptoren, und fiihrt so zur Calciumfreisetzung aus diesem intrazelluldren Speicher.
Die [IP3;-Rezeptoren bestehen aus vier Untereinheiten mit jeweils sechs
transmembrandren Doménen, die eine ionenleitende Pore in ihrer Mitte bilden. Je nach
dem Weg, auf dem es zu der Aktivierung kommt, kann sich das Ausmal des
Calciumsignals unterscheiden.’®*' Ca®" und DAG bewirken anschlieBend gemeinsam
eine Aktivierung der Proteinkinase C (PKC), die unterschiedliche Proteine

phosphorylieren und somit ihren Funktionszustand verdndern kann.*?

Der IP;-Rezeptor wird auch durch Ca®" selbst reguliert (s. 1.3.3). Zudem haben Proteine
aus anderen Signaltransdutionskaskaden modulatorische Effekte auf die Ca®'-
Freisetzung durch IPs;-Rezeptoren. Hierzu gehoren die cGMP abhéngige Proteinkinase
(PKG), die Proteinkinase C (PKC) und die cAMP-abhingige Proteinkinase A (PKA).’
Heparin wirkt antagonistisch am IP3-Rezeptor.™
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1.3.2 Calcium-induzierte Calciumfreisetzung

Die Calcium-induzierte Ca*-Freisetzung (CICR, calcium-induced calcium release) ist
ein wichtiger Mechanismus, um lokale in globale Calciumsignale umzuwandeln. IP;-
und Ry-Rezeptoren werden durch viele Faktoren, besonders aber durch Calcium-Ionen
beeinflusst. Sind die Ca**-Konzentrationen im ER/SR hoch, so reagieren die Rezeptoren
empfindlicher auf ihre Liganden. Fiir den IP;-Rezeptor wurde gezeigt, dass niedrige
zytosolische Calciumkonzentrationen (100 - 300 nM) stimulatorisch wirken, wéhrend
Konzentrationen iiber 300 nM der Offnung dieses Ionenkanals entgegenwirken.>> 3*
Ahnliches gilt fiir den Ry-Rezeptor, der in Anwesenheit von nanomolaren und
millimolaren Konzentrationen von Ca’’ inaktiv ist, wihrend niedrige mikromolare
Konzentrationen ihn 6ffnen.>”> Andererseits kann Ca®" in Anwesenheit der Liganden
IP; fiir den IP3-Rezeptor bzw. cADPR fiir den Ry-Rezeptor zu einer zusitzlichen
Offnung der entsprechenden Ionenkanile fiihren (Abb. 1-2).*° Auch millimolare
Konzentrationen an Coffein machen den Ry-Rezeptor sensitiver fiir Ca*” und fiihren so
zur Offnung des Kanals.”® Ruthenium-Rot und Procain sind Antagonisten am Ryanodin-
Rezeptor.11

Die Ryanodin-Rezeptoren lassen sich allein durch eine geringfiigig gesteigerte [Ca'];

offnen. Dies spielt z.B. bei der Depolarisation von Neuronen oder Muskelzellen eine
Rolle.”” Hier wird zunéchst lokal Ca®" durch einen spannungsabhingigen Calciumkanal
in die Zelle transportiert, was zur Offnung von Ryanodinrezeptoren und somit der
intrazelluliren Ca*'-Ausschiittung aus dem ER/SR fiihrt. Besonders im Herzmuskel ist
eine Calcium-induzierte Calciumfreisetzung iiber den Ryanodin-Rezeptor bekannt, die
nach dem Eintritt von Ca*" durch L-Typ-Calciumkanile auftritt.*®

1.3.3 cADP-Ribose-Weg

Cyclische ADP-Ribose kann von der CD38-ADP-Ribosylcyclase gebildet werden.*
Dieses Enzym besitzt Synthetase- und Hydrolase-Aktivitdt. Aus dem Substrat NAD
(Nicotinamidadenindinukleotid) entsteht so cADPR. Allerdings befindet sich die aktive
Domiéne des Enzyms im Extrazelluldrraum, so dass cADPR iiber Transporter in die
Zelle gelangen miisste, oder ein cytosolisches, verwandtes Enzyms fiir die Bildung
verantwortlich sein miisste. Die CD38 kann durch Nicotinamid inhibiert werden. Die
Bildung von cADPR wird wéhrend der Differenzierung von Monozyten, bei erh6hten
NO-Konzentrationen in der Zelle sowie durch extrazellulire Stimulation von T-Zell-

Rezeptoren oder G-Protein-gekoppelten Rezeptoren induziert.***

cADPR fungiert eher modulatorisch. Durch Injektion dieser Substanz allein kommt es
nicht zu groBen [Ca®]i-Anstiegen. Vor allem bei der CICR fiihren erhohte cADPR-
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Konzentrationen zu vermehrter Calciumfreisetzung iliber die Ryanodin-Rezeptoren,
und die basalen Ca’"-Spiegel in Zellen werden erhoht.'”*** Firr P2Y-Rezeptoren
konnte in 3T3-Fibroblasten gezeigt werden, dass Stimulation durch ATP die Produktion
von cADPR durch CD38 steigert und somit auch das erhaltene Ca-Signal erhoht wird.*®
Es ist nicht klar, ob cADPR direkt an Ry-Rezeptoren bindet, oder ob es iiber das so
genannte FK506-Bindeprotein 12.6 (FKBP12.6) an den Rezeptor koppelt.'® Eine
Bindungsstelle am Ry-Rezeptor konnte bisher nicht nachgewiesen werden. Weiterhin
hat cADPR starken Einfluss auf den Einstrom von Ca®" in die Zelle.*’ Hier sind zwei
Mechanismen denkbar: cADPR aktiviert endogene Calciumfreisetzung, und darauthin
wird ein kapazitativer Calciumeinstrom (s. 1.4.4) ausgeldst. Oder die Substanz hat
direkten Einfluss auf TRPM (transient receptor potential — melastin-like) Kanile in der
Plasmamembran.

Fiir cADPR ist ein Antagonist bekannt: 7-Desaza-8-Brom-cADPR. Dieser konnte in T-
Zellen nicht nur die Calciumfreisetzung hemmen sondern auch die Proliferation der
Zellen und die Expression von Antigenen inhibieren.*®

1.3.4 Nicotinsaureadenindinukleotidphosphat-Weg

NAADP ist der potenteste bisher bekannte Botenstoff, der zur Calciumfreisetzung aus
intrazelluldren Speichern fiihrt.'** Es wird ebenfalls von der CD38 gebildet, indem sie
NADP (Nicotinamidadenindinukleotidphosphat) zu NAADP umsetzt.**>° Es wurde
noch nicht gekliart, durch welchen Rezeptor NAADP zur intrazelluldren
Calcimfreisetzung fiihrt. In Eiern des Seeigels wurden NAADP-sensitive Ca*"-Speicher
entdeckt, die den Lysosomen #hneln und Ca’" véllig unabhingig von IPs3- oder Ry-
Rezeptor-Stimulation freisetzen kénnen.”' ™ Es wird aber auch diskutiert, dass NAADP
Effekte auf Ry-Rezeptoren und somit auf das ER hat, da in T-Lymphozyten
Antagonisten anderer Ca’"-Kanile auch die Effekte von NAADP inhibieren.”* In diesen
Zellen wird zudem die Ca**-Freisetzung durch IP; und cADPR verstirkt.”> Die Wirkung
von NAADP ist konzentrationsabhéngig. In T-Zellen bewirken geringe Konzentrationen
(10-100 nM) von NAADP eine erhohte [Ca®];, wihrend Konzentrationen iiber 1 uM zu
einer Inhibition der IP;- und cADPR-vermittelten Ca®'-Freisetzung fiihren.”® Im
Gegensatz zu IP3- und Ry-Rezeptoren sind die NAADP-sensitiven Rezeptoren nicht
durch Ca®" selbst beeinflussbar. Viele Antagonisten der L-Typ-Ca’"-Kanile sowie der
P2-Rezeptor Anatgonist PPADS (Pyridoxalphosphat-6-azophenyl-2’,4’-disulfonséure)

wirken antagonistisch auf den von NAADP gedffneten Rezeptor.''’
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1.3.5 Sphingosin-1-Phosphat-Weg

Sphingosin-1-phosphat (S1P) ist ein Abbauprodukt von Membranlipiden. Es wird aus
Sphingosin durch die am ER und im Zytosol befindliche Sphingosinkinase gebildet. Der
Signalweg, auf dem die Produktion von SIP stimuliert wird, konnte noch nicht
aufgeklart werden. Die Aktivierung einiger G-Protein-gekoppelte Rezeptoren sowie
einiger Wachstumsfaktoren und die Antigenstimulation von Immunzellen fiihren zu
S1P-induzierter Calcium-Mobilisierung.”” Der durch S1P gedffnete intrazellulire
Calciumkanal konnte bisher nicht gefunden werden. Das Protein SCAMPER, das als
S1P-Kanal diskutiert wird, hat strukturell wenig Ahnlichkeit mit IP;- oder Ry-
Rezeptoren. Es befindet sich moglicherweise ebenfalls auf dem ER/SR.>® Die Sequenz
scheint nur eine transmembranire Domine zu haben und bei Uberexpressiom zum
Zelltod zu fithren, was es unwahrscheinlich macht, dass SCAMPER als Ca**-Kanal
fungieren kann.">"’

Zusétzlich aktiviert S1P spezielle G-Protein-gekoppelter Rezeptoren (S1PR.s), die z.T.
iiber die PLC zu [Ca®'];-Anstiegen fiihren konnen.®”®' S1P ist an einer Vielzahl von
biologischen Prozessen beteiligt, zu denen Zellwachstum, Migration und
Zelldifferenzierung gehoren. In Astrozyten setzt S1P Calcium hauptséchlich iiber einen
Gi-gekoppelten S1P-Rezeptor frei. In ausdifferenzierten Neuronen ist S1P hingegen

. . . . . 62
nicht in der Lage, Calciumanstiege auszuldsen.

1.4  Calciumkanale in der Zytoplasmamembran

Im Wesentlichen unterscheidet man vier Gruppen von Calciumkanélen, die bei ihrer
Offnung zum Einstrom von Ca*" aus dem Extrazellulirraum ins Zytoplasma fiihren. Auf
Grund des Konzentrationsunterschieds zwischen Zellinnerem und der Zellumgebung
handelt es sich hier um einen passiven Transport.

e Spannungsabhingige Calciumkandle (Voltage-operated channels, VOCs)
e Ligandgesteuerte Calciumkanile (Receptor-operated channels, ROCs)

e Signalmolekiilgesteuerte Calciumkanile (Second messenger-operated channels,
SMOCs)

e Kanile, die durch die Entleerung intrazelluldrer Calciumspeicher gedffnet
werden (Kapazitative Kanile, store-operated channels SOCs, transient receptor
potential channels TRPCs)
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1.4.1 Spannungsabhéngige Calciumkanale

VOCs werden durch Depolarisation der Zellmembran gedffnet und erlauben den
schnellen Einstrom von Ca’" in das Zellinnere.”” Zu den spannungsabhingigen
Calciumkanilen gehdren einerseits die auf Muskelzellen exprimierten L-Typ-Ca*'-
Kanile. Diese sind maf3geblich an der Muskelkontraktion beteiligt. Sie interagieren mit
den Ryanodin-Rezeptoren, so dass zusitzlich zum Ca®"-Einstrom auch Calcium aus
dem SR freigesetzt wird. Auf Neuronen werden dagegen Calciumkandle vom N-Typ,
P/Q-Typ und T-Typ exprimiert." Calcium iibt hier Effekte auf die Ausschiittung von
Neurotransmittern in den synaptischen Spalt aus. Die neuronalen Kanile fithren zur
[Ca®);-Erhohung, die oft synergistisch durch metabotrope Rezeptoren gesteigert wird.
P/Q-Typ-Kandle konnen durch G-Protein-gekoppelte Rezeptoren, z.B. GABAg-
Rezeptoren, beeinflusst werden.**

1.4.2 Ligandgesteuerte Calciumkanale

Auf der Zellmembran gibt es verschiedene Ligandgesteuerte Ionenkanile, die bei ihrer
Aktivierung fiir Ca®"-Ionen gedffnet werden. Sehr viele dieser Kanile befinden sich auf
Neuronen. Hierzu gehoren einige ionotrope Rezeptoren fiir Aminosduren wie Glutamat
(NMDA-Rezeptoren), fiir Nucleotide (P2X-Rezeptoren) und die nicotinischen
Acetylcholin-Rezeptoren.65 o7

1.4.3 Signalmolekil-gesteuerte Calciumkanéale

Die SMOCs werden durch intrazelluldr generierte Signalmolekiile ge6ffnet. Diese
Botenstoffe konnen aus unterschiedlichen Signaltransduktionswegen stammen. Es gibt
Kaniile, die durch cyclische Nukleotide wie cyclisches Adenosinmonophosphat (cAMP)
und ¢cGMP  gedffnet werden. Andere Ca”'-transportierende Proteine reagieren auf
Arachidonsdure, einem Botenstoff aus der Schmerz-vermittelnden Arachidonséure-
Kaskade. Viele der SMOCs gehoren zur Familie der TRP-Kanile. Es handelt sich hier
um andere Subtypen als die kapazitativen Calciumkanile (s. 1.4.4).%%¢
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1.4.4 Kapazitative Calciumkanéale

Der kapazitative Calciumeinstrom findet durch die TRPCs an nicht erregbaren Zellen
statt. Einer Hypothese von Putney nach kommt es durch intrazelluldr erhdhte
Calciumspiegel zusitzlich zum Einstrom von Ca”**-Ionen aus dem Extrazelluldrraum,
weshalb dieses Phdnomen auch ,store-operated calcium entry* genannt wird.””"
Hierdurch ist das biphasische Verhalten der [Ca®]; nach Aktivierung von Gg-
gekoppelten Rezeptoren (s. 1.3.2) zu erkldren, bei der es am Ende des transienten
Calciumanstiegs durch Freisetzung aus dem ER zu einer linger anhaltenden Phase mit
erhohtem Calciumspiegel kommt. Je nach Zelltyp kann sich der kapazitative
Calciumeinstrom in Bezug auf das Ausmall und die zeitliche Dauer unterschiedlich
verhalten, was durch das unterschiedliche Expressionsmuster der TRPC-Subtypen auf
den Zellen begriindet wird.**®

— Pathways

— — —» Actions
DAG-actrrated [P, receptor Store-actrvated Cell mermbrane
TRPC on Cal* store TRPC IP3 receptor
Inhbitory Calmodulin ~~ Orail Stiml CaBpl

Abb. 1-3: Kapazitativer Calciumanstieg nach Aktivierung eines Gq4-Protein gekoppelten

Rezeptors.”
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Es konnte bisher nicht gekldrt werden, durch welchen Mechanismus die Kanile
gedftnet werden. Es ist moglich, dass Calcium selbst der Mediator ist, andere Modelle
beschreiben einen Einfluss von IP; oder DAG auf die Kanile.”? Es wurde beschrieben,
dass DAG einige TRPCs in der Plasmamembran unabhéngig von der PLC und IP;
6ffnen kann.” Zudem scheint es nach einer Hypothese von Chakrabarti et al. mdglich
zu sein, dass Ca”" nach der IPs-vermittelten Entleerung intrazelluldrer Speicher durch so
genannte ,,store-activated (SA) TRPCs* aus dem Extrazelluldrraum direkt in das ER/SR
gelangt (Abb. 1-3).” Die bisher gefundenen Modulatoren in diesem Prozess sind Stim1
(stromal interacting molecule 1) im ER und Orail/2 in der Plasmamembran, die zur
Offnung der SA-TRPCs fiihren sowie das Calcium-Bindeprotein (CaBpl), das bei hoher
Ca’"-Konzentration diese Kanile wieder schlieBt.”

1.5 Beeinflussung von Proteinen und Zellfunktionen

Durch Calciumionen wird eine Vielzahl von Prozessen in der Zelle reguliert. Hierzu
gehoren z.B. die Befruchtung, die Entwicklung, Lernprozesse und Gedichtnis,
Muskelkontraktion und Sekretion verschiedener Substanzen. Die Transkription und
Expression verschiedener Gene wird stark durch Ca ** beeinflusst. Calcium kann auch
toxisch sein und zu Apoptose fithren.'®”’

Calcium bindet an zahlreiche Proteine, unter denen man die Ca®*-Puffer (s. 1.1) und die
Ca’**-Sensoren unterscheidet. Diese Proteine sind dafiir verantwortlich, dass die
unterschiedlichen Charaktere der Calciumsignale zu Stande kommen, und dass Ca®'-
Ionen spezifische Signale fiir die Beeinflussung eines bestimmten zelluléren Prozesses
{ibertragen kénnen. Die bekanntesten Sensoren sind Calmodulin und Troponin C.”"
Diese konnen an andere Proteine binden und ihre Funktion veridndern. Der Einfluss von
Troponin C ist auf die Muskulatur beschriankt, wo es die Interaktion zwischen Actin und
Myosin und somit die Muskelkontraktion kontrolliert.”® Calmodulin dagegen
beeinflusst viele Prozesse wie die Transkription verschiedener Gene, die Interaktion
zwischen Signalmolekiilen, den Metabolismus verschiedener Substanzen und die
Aktivitit von IP;-Rezeptoren. Hinzu kommen diverse Ca>"-Sensoren, die spezifisch mit
einzelnen Proteinen interagieren.”"””

Bei der Befruchtung von Eizellen wird die Entwicklung der Zelle durch eine
zweistlindige Freisetzung von Calciumspitzen ausgeldst. Die Ionen werden durch die
PLCC (s. 1.3.2) und die IP3;-Rezeptoren vermittelt aus dem ER abgegeben. In der
Entwicklung und Differenzierung von Zellen sind ein stindiger Calciumgradient an der
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Entstehung einer Zellachse sowie Calciumspitzen an der Auslosung der

Zelldifferenzierung beteiligt.'*™

In ausdifferenzierten Zellen kann Calcium auf verschiedene Signalwege einwirken. Es
beeinflusst direkt und indirekt Transkriptionsfaktoren und somit die Expression
verschiedener Gene und die Zellproliferation. Zu den Ca*"-sensitiven Genen gehdren
z.B. Interleukine und apoptotische Proteine wie Fas. Der direkten Kontrolle unterliegen
unter anderem NF«B (nuclear factor kB), NF-AT (nuclear factor of activated T-cells)
und CREB (cyclic AMP response element-binding protein). Die indirekte
Beeinflussung wird iiber Proteinkinasen (Ca®/calmodulin-dependent protein kinase

CaMK) und Proteinphosphatasen (z.B. Calcineurin) ausgeiibt.'>*'

Ca*"-Ionen kénnen auswirts gerichtete Chloridkanile regulieren und so zum Ausstrom
von CI" aus der Zelle fithren. Vor allem auf Epithelien ist dieser ein wichtiger Schritt fiir
die Befeuchtung des Gewebes. Ein solcher Effekt wird z.B. durch die Aktivierung des

G-Protein-gekoppelten P2Y »-Rezeptors hervorgerufen.**’

Tritt Calcium durch N-Typ Kanile in die Zelle ein, fiihrt dies zur Freisetzung von
Neurotransmittern wie Acetylcholin, Serotonin oder Dopamin. Die Freisetzung der
Neurotransmitter wird tiber den Calciumsensor Synaptogamin vermittelt."> Die N-Typ
Kanile werden zudem mit Schmerzempfindung in Verbindung gebracht.®
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1.6  Aufgabenstellung

Calcium spielt eine wichtige Rolle bei der Ubertragung von Signalen innerhalb der
Zelle. Es kann durch verschiedene Signaltransduktionswege aus intrazelluldren
Speichern freigesetzt werden oder durch unterschiedliche Kanidle aus dem
Extrazelluldrraum in die Zelle einstrdmen. Calciumsignale unterscheiden sich in ihrem
zeitlichen und rdumlichen Ausmaf. Sie entstehen oft durch ein Zusammenspiel vieler
Proteine und Signalmolekiile in der Zelle und fiihren so zu einzigartigen Zellantworten.
Bereits bekannte Signalwege, bei denen intrazelluldr Calciumspiegel erhoht werden,
konnen verwendet werden, um Eigenschaften der an diesen Wegen beteiligten Proteine
zu untersuchen. Hierzu werden intrazellulire Calciummessungen  mittels
calciumsensitiver Fluoreszenzfarbstoffe verwendet. In dieser Arbeit soll die
intrazelluldre Calciumfreisetzung durch G-Protein-gekoppelte Rezeptoren genutzt
werden, um diese Rezeptoren und ihre Struktur zu untersuchen und neue Liganden zu
identifizieren und zu charakterisieren. Des Weiteren soll ein spezieller, Ammonium-
vermittelter Weg der Calciumfreisetzung in Astrozytomzellen ndher charakterisiert
werden.

e P2Y,-Rezeptoren fiihren bei ihrer Aktivierung durch ATP oder UTP zu einer
Ggq-Protein/PLC-vermittelten Steigerung der [Ca™"].. Die Rezeptoren sind an
diversen Prozessen wie der Befeuchtung von Epithelien, Atherosklerose,
Entziindungen und Zellproliferation beteiligt.” Ein rekombinantes Testsystem
soll durch Expression des P2Y;,-Rezeptors in 1321N1-Astrozytomzellen etabliert
werden. Hierzu wird ein retrovirales Transfektionssystem verwendet, und die
Expressionsrate soll mittels Zelloberflichen-ELISAs bestimmt werden. Zur
ndheren Untersuchung des Rezeptors und seiner physiologischen und
pathophysiologischen Aufgaben werden neue, potente und selektive Agonisten
und Antagonisten als pharmakologische Werkzeuge benétigt.** Bisher sind nur
wenige, zumeist metabolisch instabile oder unselektive Liganden fiir den P2Y,-
Rezeptor bekannt. Um neue Substanzen, die mit hoher Affinitdt an den Rezeptor
binden, zu entwickeln, sollen die an der Aktivierung und Bindung der bekannten
nukleotidischen Agonisten und Antagonisten beteiligten Aminosduren mittels
zielgerichteter Muatagenese identifiziert werden. Als Testsystem dienen
intrazelluldre Calciummessungen im 96-Well-Format. Die so gewonnen
Informationen werden im Rahmen einer Kooperation in ein computergeneriertes
Modell des Rezeptors und seiner Bindungstasche eingebracht.
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Vier Subtypen der P2Y-Nukleotid-Rezeptor-Familie fithren nach ihrer
Aktivierung zur Freisetzung von Ca®’-Ionen aus IP;-sensitiven Speichern.
Hierzu gehoren neben dem oben genannten P2Y,-Rezeptor der P2Y -, P2Yy-
und P2Ys-Rezeptor. Diese G-Protein-gekoppelten Rezeptoren stellen wichtige
Arzneistoffziele fiir unterschiedliche Krankheitsbilder wie Zystische Fibrose,
chronische Entziindungen und Herz-Kreislauf-Erkrankungen dar.”® Bisher
beschriebene Antagonisten binden iiberwiegend unselektiv und mit geringer
Potenz an die P2Y-Rezeptoren. Die Identifizierung neuer, potenter ,,small
molecules” als Antagonisten, die sich als Leitstrukturen eignen sollten, soll
ebenfalls mit fluorimetrischen Calciumbestimmungen erreicht werden.

Hohe Blutspiegel an Ammonium koénnen durch Schéddigungen der Leber
auftreten und filhren so zu Hepathischer Encephalopathie (HE), einer
Erkrankung, bei der hauptsidchlich Astrozyten von der toxischen Wirkung der
Ammonium-Ionen betroffen sind.®> Neben dem Anschwellen der Zellen und
einer veridnderten Expression verschiedener Proteine kommt es in den Gliazellen
auch zu erhohten intrazelluliren Calciumspiegeln.*® 1321N1-Astrozytomzellen
sollen als Modellsystem fiir die ndhere Charakterisierung der Schidigung von
Astrozyten etabliert werden. Der Fokus liegt auf der Untersuchung des
Mechanismus der zur Calciumfreisetzung fiihrt und der Detektion potentieller
Inhibitoren fiir diesen Effekt. Da Neuronen nicht vom Krankheitsbild der HE
betroffen sind, wird die neuronale Hybridzelllinie NG108-15 zum Vergleich der
auf Calcium-Ebene beobachteten Effekte von Ammonium und der Expression
der Ammoniumtransportern RhBG und RhCG auf RNA-Ebene herangezogen.®’
Neben intrazelluliren Calciummessungen werden RT-PCR-Experimente
durchgefiihrt.



2 Mutagenese des humanen P2Y,-Nukleotid-
Rezeptors

2.1  Einleitung

2.1.1 P2-Rezeptoren

Seit den 1980er Jahren ist bekannt, dass Nukleotiden eine wichtige Signalfunktion im
Korper zukommt. Die bisher klonierten P2-Nucleotid-Rezeptoren werden in zwei
Subfamilien unterteilt: P2X-Rezeptoren, die Ligand-gesteuerte lonenkanile darstellen,
und G-Protein-gekoppelte P2Y-Rezeptoren.> Bis heute wurden acht humane P2Y-
Rezeptor-Subtypen kloniert: P2Y246.11.12,13 und P2Y14.84 Die Hauptexpressionsgebiete
sowie die Agonisten und Effektoren der einzelnen Subtypen sind in Tabelle 2-1
dargestellt.

Die P2Y-Rezeptoren gehdren zur Gruppe der Rhodopsin-dhnlichen G-Protein-
gekoppelten Rezeptoren (GPCRs).*® Nach ihrer phylogenetischen Abstammung werden
P2Y-Rezeptoren in zwei Gruppen unterteilt, wobei in Gruppe eins die P2Y;246.11-
Rezeptoren enthalten sind, wihrend die zweite Gruppe aus den Subtypen P2Y; 3,14
besteht (Abb. 2-1).¥ Die Sequenzhomologie zwischen den Rezeptoren ist relativ gering.
Der néchste Verwandte des P2Y,-Rezeptors, der P2Y4-Rezeptor weist mit diesem eine
Homologie von 52% auf.”® Die Sequenzhomologie zwischen den entfernt Verwandten
der beiden Gruppen liegt zwischen 23% und 32%.
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Tab. 2-1: P2Y-Rezeptor-Subtypen und ihre endogenen Agonisten. Dargestellt sind Gewebe mit
der jeweils hochsten Expression fiir die einzelnen Rezeptoren sowie das jeweilige Effektor-

Syst o 23658491

Rezeptor Agonist Gewebe mit hoher Expression Effektor

P2Y, ADP Herz, Hirn, Plazenta, Lunge, Leber, PLC (Gy)
Muskulatur, Pankreas, Milz
P2Y, UTP, ATP Atemwege, Darm, Epithelien, Hirn, PLC (Gy)
Immunzellen, Hoden, Niere, Knochen
P2Y, UTP Pankreas, Plazenta, Hirn, Herz, Astrozyten, PLC (Gy)
glatte Muskulatur
P2Y, UDP T-Zellen, Plazenta, Milz, Thymus, PLC (Gy)
Leukozyten, Lunge, Darm
P2Y ATP Plazenta, Milz, Darm, Granulozyten PLC (Gy), AC
(Gy)
P2Y ., ADP Blutplattchen, Hirn AC (Gy)
P2Y ;5 ADP Hirn, Immunzellen AC(G)
P2Y, UDP- Hirn, Milz AC (G)
Glucose
P2Y,
P2Y
P2Ys 4
" P2Y1 1
P2Y,
P2Y 43 P2Y
14
P2Y,

Abb. 2-1: Phylogenetischer Stammbaum der P2Y-Rezeptoren. Die P2Y-Familie ldsst sich nach
threm Verwandtschaftsgrad in zwei Gruppen unterteilen: P2Y.;; und P2Y, 5145
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2.1.2 Der P2Y,-Rezeptor

Der P2Y;-Rezeptor nimmt eine Sonderstellung unter den P2Y-Rezeptoren ein, da er als
einziger Vertreter von zwei physiologischen Nukleotiden, ATP und UTP, aktiviert
werden kann.”” Die erste Klonierung des Rezeptors wurde im Jahr 1993 beschrieben.”
Der humane Rezeptor besteht aus 377 Aminosduren und hat zwei glycosylierte
Positionen im N-Terminus (N9, NI13). Es sind zwei polymorphe Varianten des
Rezeptors bekannt, die sich jedoch in ihren pharmakologischen Eigenschaften nicht
unterscheiden.”

Wie viele andere G-Protein-gekoppelte Rezeptoren zeigt der P2Y,-Rezeptor eine
schnelle Internalisierung, die durch lingere Stimulation mit Agonisten induziert werden
kann.”””” Die Wirkung von agonistischen Arzneistoffen konnte hierdurch stark
eingeschrinkt sein.

In vielen Studien wurde gezeigt, dass G-Protein-gekoppelte Rezeptoren Dimere oder
Oligomere bilden konnen. Es ist bisher bekannt, dass der P2Y,-Rezeptor ein Dimer mit
dem Adenosin-A;-Rezeptor bilden kann und direkte Interaktionen mit olfaktorischen
Rezeptoren eingeht.”*”

pharmakologischen Eigenschaften. Zudem liegen P2Y,-Rezeptorn nach Expression in
100

Die Rezeptoren beeinflussen sich gegenseitig in ihren

K562-Leukimiezellen als Homo-Oligomere vor.

2.1.3 Durch den P2Y,-Rezeptor vermittelte Signaltransduktion

Durch Stimulation des P2Y,-Rezeptors kommt es zur Aktivierung des G4-Proteins und
somit der Phospholipase C (PLCP) (Abb. 2-2).""! Dieses membranstindige Enzym
spaltet Phosphoinositol-4,5-bisphosphat (PI1(4,5)P,) in Diacylglycerol (DAG) und
Inositol-1,4,5-trisphosphat (IP3). IP; 6ffnet einen Calciumkanal im Endoplasmatischen
Retikulum (ER). wodurch es zu erhohten zytosolischen Calciumkonzentrationen
([Ca™];)) kommt.'”” Dies kann zusitzlich zum Calciumeinstrom aus dem
Extrazellulidrbereich fiihren. [Ca®']; und DAG aktivieren gemeinsam die Proteinkinase
C, die dann durch Phosphorylierung verschiedener Proteine in der Zelle eine Reihe von
Zellantworten hervorrufen kann.
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Abb. 2-2: Aktivierung eines Gq-gekoppelten Rezeptors. Durch Aktivierung der PLC
kommt es zur Erhdhung von IP; und somit von [Ca®'];. Beide Signalmolekiile aktivieren
anschlieBend die Proteinkinase C.'"”

Neben diesem klassischen Signaltransduktionsweg geht der P2Y,-Rezeptor
Interaktionen mit weiteren Proteinen ein, die durch Rezeptoraktivierung beeinflusst

werden kénnen (Abb. 2-3).'%1%

Chloridkanile

Aktivierung des P2Y;-Rezeptors fiihrt durch den Nukleotid-vermittelten intrazelluldren
Calciumanstieg zur Offnung von Chloridkanilen und somit zum Chloridausstrom aus

. 106
dem Zellinneren.

Integrine

Uber die Kopplung an o,B3/Ps Integrine iibt der P2Y,-Rezeptor Einfluss auf das
Zytoskelett sowie auf die Chemotaxis und Migration von Immunzellen aus.'”’
Inflammatorische Prozesse werden so unterstiitzt. Verliert der Rezeptor die Bindung an
die Integrine kommt es damit auch zu einer Inhibition der Rezeptoraktivierung durch

die Nukleotide UTP und ATP.
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Sr¢/VEGF/EGF

Durch direkte Bindung an die Kinase Src kann dieses Enzym den vascular epithelial
growth factor (VEGF) und den epithelial growth factor (EGF) aktivieren. Dies fiihrt

zum Wachstum von Epithelzellen in Adern und anderen Geweben (s. 2.1.4). 108,109

Src¢/VCAM

UTP-Stimulation des P2Y,-Rezeptors induziert die Expression des Vaskuldren
Adhisionsmolekiil-1 (VCAM-1). Hierdurch wird die Rekrutierung von Monozyten

unterstiitzt.''°

MAP-Kinasen

Die Aktivierung vieler P2Y-Rezeptoren ist mit der Aktivierung von MAP-Kinasen
(mitogen-activated protein kinases) verbunden.” Dies gilt auch fiir den P2Y,-Rezeptor,
der MAP-Kinasen abhidngig und unabhéngig von der PKC aktivieren kann (s. PI3K).
Uber den MAP-Kinase-Signalweg beeinflusst der P2Y,-Rezeptor unhabhiingig von der
PLC und der intrazelluldren Calciumfreisetzung nicht nur die Zellproliferation sondern
auch die o-Sekretase-abhéngige Prozessierung des Amyloid-Precursor Proteins
(APP),!11112

PI3K

Uber Src kommt es unabhiingig von der PLCP zu einer rezeptorvermittelten Aktivierung
der PI3K (Phosphatidylinositol 3-Kinase) und somit von Akt (Protein Kinase B) und der
MAP- Kinase ERK1/2 (extracellular signal-regulated kinase).''*'"* Dieser Prozess kann
zu verstirkter Zellproliferation fiihren.

TrkA/NGF/SFK

In Gegenwart ihres endogenen Liganden NGF (neuronal growth factor) wird die
Tyrosin-Rezeptor Kinase A (TrkA) phosphoryliert und somit aktiviert. Durch P2Y>-
Rezeptor Aktivierung wird dieser Prozess deutlich verstirkt. So kommt es zu einer
Stimulation der Proliferation, Ausdifferenzierung und Regeneration von Neuronen.
TrkA aktiviert hierbei den ERK1/2 und Akt Signalweg.'"® Die Kinase SFK (Src family
kinase) ist essentiell fiir die Interaktion zwischen dem P2Y5-Rezeptor und TrkA."'
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Abb. 2-3: P2Y,-Rezeptor vermittelte Signaltransduktion.

2.1.4 Die physiologische und pathologische Rolle des P2Y,-Rezeptors

Der P2Y,-Rezeptor wurde mit zahlreichen physiologischen und pathologischen
Prozessen in Verbindung gebracht.''” Aktivierung des P2Y,-Rezepotors fiihrt zur
Chloridsekretion auf Epithelien.'"® Dies hat zur Folge, dass die entsprechenden
Gewebe wie Lunge und Auge stirker hydratisiert werden. P2Y;-Knock-out-Mause
zeigen eine 90%ige Reduktion des Salz- und Wassertransports auf Epithelien nach Gabe
von UTP und ATP (Abb. 2-4)."""'° Zwei P2Y,-Rezeptor Agonisten mit
Dinukleotidstruktur, Diquafosol (INS 365, UpsU) und Denufosol (INS 37217), befinden
sich zurzeit in klinischen Studien fiir die Indikationen trockene Augen und
Mukoviszidose (Abb. 2-5).'2!1%

P2Y,-Rezeptoren zeigen hohe Expressionsraten auf vielen aktivierten Immunzellen und
spielen eine Rolle im Immunsystem.'>’ In murinen T-Zellen kommt es direkt nach der
Aktivierung zu erhohter Expression dieses Rezeptors.124 In Neutrophilen Granulozyten
sind sie zusammen mit Adenosin-Aj-Rezeptoren im vorderen polarisierten Bereich der
Zelle an der Chemotaxis beteiligt.'”> Wihrend P2Y,-Rezeptoren die Zellorientierung
bestimmen, sind die Aj-Rezeptoren fiir die Geschwindigkeit der Bewegung
verantwortlich. Zudem ist der Rezeptor, wie unter 2.1.3 beschrieben, durch die
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Kopplung an Integrine und VCAM-1 an pro-inflammatorischen Prozessen wie
Chemotaxis, Immunzell-Migration und Rekrutierung von Monozyten beteiligt und
verstirkt so sie Entstehung von Atherosklerose.'”*''" Andererseits wurde gezeigt, dass
P2Y,-Rezeptor-Aktivierung durch NO-Freisetzung zu Vasodilatation fiihrt,'*%'**

Der Einfluss von P2Y;-Rezeptoren auf die Zellproliferation und den Zellzyklus ist
noch nicht geklért. Es gibt Hinweise, dass P2Y,-Rezeptor-Agonisten das Wachstum von
Krebszellen hemmen. So wird durch Nukleotide in hohen Konzentrationen (UTP, ATP
1 mM) z.B. in den Leukdmiezelllinien HL-60 und F-36P, in Oesophaguskrebs-Zellen,
Gebiarmutterkrebs-Zellen und in Darmkrebs-Zellen Apoptose und ein Zellzyklus-Stopp
ausgeldst.'”*? Alle diese Krebszelllinien exprimieren neben anderen P2-Rezeptoren
auch den P2Y,-Rezeptor, der fiir die pro-apoptotische Wirkung der Nukleotide
verantwortlich gemacht wird.

Andererseits wird die Proliferation von Zellen in bestimmten Gewebetypen und
Zelllinien durch den P2Y,-Rezeptor gefordert. So wird z.B. in Ader-Endothelien ** und
entsprechenden, aus Endothelien gewonnenen Zelllinien durch die Aktivierung von Src
das Zellwachstum verstérkt (s. 2.1.3). Dies hat zusétzlich zu den pro-inflammatorischen
Prozessen negative Auswirkungen auf Herz-Kreislauf-Erkrankungen. Fiir die
Darmkrebs-Zelllinien HCT8 und Caco-2 konnte gezeigt werden, dass der P2Y,-
Rezeptor die Proliferation fordert wihrend P2X; und P2Y, Apoptose vermitteln.'**
Auch in Hepatozyten kann der P2Y,-Rezeptor iiber die Aktivierung der MAP-Kinasen
dem Zelltod entgegenwirken.” In ARO-Zellen (humane Schilddriisenkrebs-Zellen)
wird ein mitogener, P2Y,-induzierter Effekt iiber das Hitzeschockprotein 90 (Hsp 90)
3¢ Insgesamt ist noch nicht geklirt, ob es von der Art der Zelllinie oder der
Konstellation des Expressionsprofils abhidngt wie sich eine Stimulation des P2Y,-
Rezeptors auf die Zellproliferation auswirkt.

vermittelt.

Zudem  kénnen die in  Nervenzellen  exprimierten  P2Y,-Rezeptoren
neurodegenerativen Effekten, die z.B. bei der Parkinsonschen Krankheit, bei Morbus
Alzheimer oder nach Verletzungen auftreten, entgegenwirken."”’ Dies scheint zum
einen iiber die oben beschriebene Kopplung an TrkA/NGF vermittelt zu werden. Zum
anderen kann durch die positive Beeinflussung der Transkriptionsfaktoren bcl-2 und
bel-x1, und somit der PI3-Kinase, Apoptose verhindert werden."® Hinzu kommt, dass
P2Y,-Aktivierung die Verstoffwechselung von APP zum nicht an der Plaqubildung
beteiligten aAPPa unterstiitzt.'"!

Durch P2Y,-Rezeptor Aktivierung wird eine Hemmung des Knochenaufbaus
verursacht. Diese beruht auf einer Inhibition der Osteoblastenfunktion.'” AuBerdem
kann durch ADP-Agonismus am P2Y,-Rezeptor in synergistischer Weise die
Osteoklastenfunktion und somit der Knochenabbau gefordert werden.
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Diese Funktionen machen den P2Y,-Rezeptor zu einer viel versprechenden

Arzneistoffzielstruktur  fiir  diverse

Krankheitsbilder = wie  Atherosklerose,

neurodegenerative Erkrankungen, Osteoporose, Autoimmunerkrankungen, Krebs und
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Abb. 2-4: Agonisten am P2Y,-Rezeptor: UTP, ATP, 2-Thio-UTP, 2-Thio-2’-amino-2’deoxy-
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und Denufosol (INS 37217).

2.1.5 P2Y;,-Rezeptor-Liganden

Um die Funktionen des P2Y,-Rezeptors weiter zu untersuchen und um potentielle
Arzneistoffe fiir diesen Rezeptor zu entwickeln, werden dringend potente und selektive

Agonisten und Antagonisten fiir diesen G-Protein-gekoppelten Rezeptor benotigt.
Bisher sind nur wenige, zumeist unselektive Liganden bekannt®** Da Nukleotide
metabolisch sehr leicht abgebaut werden konnen, ist es schwierig, neue Leitstrukturen
zu finden, bei denen es sich nicht um Nukleotid-Derivate handelt. Als weitere
Herausforderung stellt sich die Tatsache, dass zwei weitere P2Y-Rezeptoren, P2Y 4 und
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P2Ys, auch durch Pyrimidinnukleotide aktiviert werden, was oft zu geringer Selektivitit
der Liganden gegeniiber diesen P2Y-Subtypen fiihrt. Fiir Purinnukleotide und deren
Analoge kommt erschwerend hinzu, dass neben anderen P2Y-Rezeptoren auch P2X-

Rezeptoren durch diese Strukturen stimuliert werden kénnen.”

Fiir den nativen Agonisten UTP werden am humanen Rezeptor (hP2Y;) ECso-Werte
von 16 bis 140 nM, fiir ATP von 85 bis 230 nM beschrieben.'**'*! Unter den bisher
entwickelten Agonisten fiir den P2Y,-Rezeptor zeigen einige UTP-Analoge, vor allem
2-Thio-UTP und 2-Thio-2’-amino-2’deoxy-UTP (Abb. 2-4) eine gewisse Selektivitit
gegeniiber dem P2Y4- und P2Ys-Rezeptor.'**'* UTPyS (Abb. 2-4) ist ein P2Y»-
Agonist, der hydrolyseresistenter ist als UTP und eine dhnliche Potenz wie dieses
aufweist .'** Dinukleotid-Tetraphosphate wie Up4U (Diquafosol, INSP 365) und Aps;A
(Abb. 2-5) zeigen agonistisches Verhalten am P2Y,-Rezeptor, und sind metabolisch

stabiler als die Mononukleotide.'*""'**

Zurzeit sind nur wenige Antagonisten fiir den P2Y,-Rezeptor bekannt, die meist auch
eine geringe Selektivitit gegeniiber anderen P2-Rezeptor-Subtypen aufweisen.
StandardmiBig werden die wenig potenten und unselektiven Substanzen Reactive Blue-
2 (RB2, ICsp 1 uM, hP2Y3;) oder Suramin (ICso 50 uM, hP2Y>,) verwendet.**!* Die
Antagonisten werden ausfiihrlicher in Kapitel 3 beschrieben (Abb. 3-1).

2.1.6 P2Y-Rezeptormodelle und Mutagenese-Studien

148
Es wurde

Am P2Y,-Rezeptor wurde bisher eine Mutagenese-Studie durchgefiihrt.
gezeigt, dass drei basische Aminosiuren (His’”, Arg’®® und Arg”?) in den
transmembrandren Helices 6 und 7 (TM6, TM7) an der Aktivierung des Rezeptors
beteiligt sind. Diese Aminosduren gehen potentiell Interaktionen mit den negativ
geladenen Phosphatresten der nativen Agonisten ein. Die Aminoséure Lys®*’ ist nicht an
der Bindung der Nukleotidtriphosphate ATP und UTP beteiligt, erhoht jedoch die

Aktivitdt der Nukleotiddiphosphate ADP und UDP am P2Y,-Rezeptor.

Mutagenese-Studien am eng mit dem P2Y,-Rezeptor verwandten P2Ys-Rezeptor
zeigen, dass einige Aminosduren im extrazelluliren Loop 2 (EL2) von Bedeutung fiir
die Agonist-Erkennung durch den Rezeptor sind.'* Ahnliche Interaktionen sind
moglicherweise auch fiir den P2Y,-Rezeptor zu erwarten.

Es wurden umfassende Mutagenese-Studien am P2Y-Rezeptor durchgefiihrt, in denen
sich sowohl Aminosiduren in den TMs 3, 5, 6 und 7 als auch in den EL 2 und 3 als
relevant flir die Aktivierung durch Rezeptor-Agonisten herausstellten. Vor allem
Mutationen in den duferen Bereichen der TM3 und TM7 (R128A, R310A, S314A)
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verringern oder verhindern sogar die Rezeptor-Aktivierung.'”® Auch der vom ATP
abgeleitete Antagonist MRS2179 (Abb. 3-1) hat eine im Wesentlichen mit ATP
ibereinstimmende Bindungsstelle am P2Y-Rezeptor, in der geladene Aminosduren in
den TM 3, 6 und 7 an die Phosphatreste binden. TM6 und TM7 sind an der Bindung des
Adenin-Rings, TM3 und TM7 an der Bindung der Ribose beteiligt."”’ In guter
Ubereinstimmung mit den Ergebnissen am P2Y4-Rezeptor wurden auch im P2Y;-
Rezeptor basische Aminosduren in den EL2 und 3 detektiert, die essentiell fiir die
Rezeptoraktivierung sind (Glu®”’, Arg®®").""*!>3 Laut Rezeptormodell von Moro et al.
gehoren diese Aminosduren zu einer so genannten Meta-Bindungsstelle, die die
Aufgabe hat, fiir einen ersten Kontakt zwischen dem Rezeptor und dem Liganden zu

sorgen und an der Einfiihrung des Liganden in die Bindungstasche beteiligt ist.'™*

Durch Mutationen weiterer, nicht in der Bindungstasche befindlicher Aminoséuren
wurden Interaktionen des P2Y,-Rezeptors mit verschiedenen Proteinen néher
charakterisiert. Die Interaktion mit Signalmolekiilen wie kleinen G-Proteinen, und
Integrinen wird durch die Mutation der Konsensussequenz RGD in RGE im ELI
unterbunden.'®’” Diese Mutation erhdht zusitzlich den ECso-Wert fiir die UTP-induzierte
Calciumfreisetzung um das 1000fache. Fiir die oben beschriebene Chloridsekretion auf
Epithelien ist eine apikale Expression des P2Y,-Rezeptors nétig. In Madin-Darby
Kaninchen-Nieren-Zellen wird das apikale Targeting iiber die Aminosduren Arg”,
1% im EL1 vermittelt.”® Fiir
die Agonist-induzierte Internalisierung des P2Y,-Rezeptors ist hauptsdchlich der C-

Gly”®, Asp’’ (RGD Konsensussequenz) und zusitzlich Leu

Terminus und der intrazelluliren Loop 3 (IL3) verantwortlich. Bei den beteiligten
Aminoséuren Ser’*’, Thr’** 336 handelt es sich um Phosphorylierungsstellen des
Rezeptors.””">> Der C-Terminus des Rezeptors enthilt zudem zwei Src-homologe SH3-

und Ser

Bindungsdoménen, die zu der oben beschriebenen Interaktion mit Src fiihren.
Mutationen dieser prolinreichen Sequenzen PXXP fiihren zur Unterdriickung der
Kolokalisierung des P2Y,-Rezeptors mit Src.!%®

Vor kurzer Zeit wurde von Jacobson, Ivanov et al. ein Modell fiir den P2Y,-Rezeptor

erstellt.'#>13¢

Dieses postuliert eine Struktur des Rezeptors, die in Analogie zum Rinder-
Rhdopsin konstruiert wurde. Eine Bindungstasche fiir Agonisten und Antagonisten im
oberen Teil der transmembrandren Strukturen wird auf Grund von Docking-Studien
vorgeschlagen. Die Position der Bindungsstelle fiir ATP und UTP &dhnelt der

Bindungstasche, die fiir den P2Y-Rezeptor postuliert wird."”"'>’
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2.1.7 Prinzip der retroviralen Transfektion von P2-Rezeptoren

Bei der Transfektion einer Zelllinie wird Fremd-DNA ins Genom der Zellen
eingebracht. Diese kann dann abgelesen werden, und mittels der zelleigenen
Translationsmechanismen wird ein zellfremdes Protein von der Zelle exprimiert. Die
DNA wird meist als Konstrukt in einem Vektor eingebracht, der zusdtzlich einen
Promotor und ggf. ein Resistenzgen fiir ein bestimmtes Antibiotikum enthilt. So kénnen
neben transienten Transfektionen, bei denen die Zellen kurz nach der Transfektion
vollstinding verwertet werden, mittels Selektion auch stabile Zelllinien generiert
werden. Nachteil herkoémmlicher Transfektionsmethoden, wie Lipofektion oder
Calciumphosphat-Prézipitation eines Standardvektors, ist, dass oft die Fremd-DNA
nicht oder nur unzureichend ins Genom eingebaut wird. So kommt es héufig schon nach
wenigen Passagen zum Verlust des rekombinant exprimierten Proteins in einer stabilen
Zelllinie.

Dieses Problem kann durch die retrovirale Transfektion umgangen werden.'”® Das
Prinzip dieser Methode wird in Abbildung 2-6 niher erldutert. Es wird eine so genannte
Verpackungszelllinie verwendet, die bereits die genetischen Informationen fiir alle
retroviralen Gene (gag, env, pol) enthélt. In dieser Arbeit wurden die von murinen
Fibroblasten (NIH-3T3-Zellen) abgeleiteten amphotrophen Zelllinien PA317" und
GP+envAM12'® verwendet. Den Verpackungszellen fehlt das Verpackungssignal, um
die von der Wirtszelle produzierte mRNA der viralen Proteine als Erbinformation in die
Viruspartikel einzubringen. Daher produzieren sie leere, nicht infektidse Virushiillen.
Die Viren der Zelllinien PA317 und GP+envAMI12 sind vom Moloney Murine
Leukdmievirus (MuLV) abgeleitet. Des Weiteren wird ein Vektor benétigt, der neben
den iiblichen Eigenschaften ein Verpackungssignal psi ¥ fiir die Verpackung der RNA
in Viruspartikel und die sogenannten long terminal repeats (LTR) enthilt. Ein
geeigneter Vektor ist z.B. pLXSN (Abb. 2-6), der Elemente des MuLV und des
murinen Sarcomavirus enthilt.' In diesen Vektor wird hinter psi die fiir das
gewlinschte Protein codierende Erbinformation hineinkloniert.
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Abb. 2-6: Prinzip der retroviralen Transfektion.'®*

Transfiziert man die Verpackungszellen transient mit einem retroviralen Vektor-
Konstrukt, wird die RNA, die fiir das gewiinschte Protein codiert, in die von den
Wirtszellen produzierten Virionen verpackt. Da dem Virus jedoch die Information fiir
seine eigenen Proteine nach wie vor fehlt, ist es zwar infektids aber replikationsdefekt.
Die so erzeugten Viren sind in der Lage, die Zielzellen zu infizieren. Das von der
reversen Transkriptase umgeschriebene Provirus fiir das gewiinschte Protein (in dieser
Arbeit fiir einen P2Y-Rezeptor) kann nun mittels viraler Integrase in das Genom der
Wirtszelle integriert werden. Ein Ausschleusen der DNA/RNA ist so nicht mehr
moglich.

Um die Infektionseffizienz der Viren zu erhdhen, kann eine Pseudotypisierung mit
dem G-Glykoprotein des Vesikuldren Stomatitis Virus (VSV-G) erfolgen.'® Dieses
Protein wird bei der Einfilhrung der DNA in die Verpackungszellen kotransfiziert. Das
VSV-G wird in die Virushiille integriert und fiihrt dazu, dass die Retroviren nicht nur an
bestimmte Oberflichenrezeptoren der Zielzelle sondern an beliebige anionische
Phospholipide binden koénnen und anschlieBend in die Zelle vermehrt eingeschleust
werden.
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2.1.8 Prinzip der intrazellularen Calciummessungen

Funktionelle Studien an G-Protein-gekoppelten Rezeptoren konnen verwendet werden,
um ihre Aktivierung ndher zu beschreiben. Sie eigenen sich auch zum Screening auf
potentielle Rezeptor-Liganden sowie zur Ligandcharakterisierung. Da der P2Y,-
Rezeptor, wie oben beschrieben, nach Aktivierung unter Anderem zur ErhShung
intrazelluldrer Calciumspiegel fiithrt, wurden in der vorliegenden Arbeit mit einem

fluorimetrischen Assay Calciummessungen durchgefiihrt (Abb. 2-7).'%16

Rezeptor- Aktivierung

’®IP£ — Caz*{] /

OG-Ca?*
Komplex
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9 Q i OCH,CH,0” ; Q Q
(CH,COCH,0CCH,),N N(CH,COCH,0CCH,),
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Abb. 2-7: Prinzip der intrazelluldren Calciummessung am Beispiel von Oregon Green
(OG). Nach GPCR-Aktivierung und Signaliibertragung via Inositol-1,4,5-trisphosphat
(IP5) bildet das intrazellulédr freigesetzte Calcium einen fluoreszierenden Komplex mit
OG.

Das Prinzip der Messungen beruht darauf, dass Zellen mit dem Ester eines
calciumsensitiven, membrangéngigen Farbstoffs (z.B. Oregon Green BAPTA1/AM
oder Fura-2/AM) beladen werden konnen. In der Zelle werden die Ester hydrolysiert,
und der Farbstoff liegt unter physiologischen Bedingungen geladen vor (deprotonierte
freie Sdure). Daher kann die Substanz die Zelle nicht durch Diffusion verlassen,
sondern ist im Cytosol ,,gefangen* (Ion-Trap). Nach Rezeptor-Aktivierung und der
Freisetzung von Calcium aus dem Endoplasmatischen Retikulum bilden sich Farbstoff-
Calcium-Komplexe. Durch die Komplexbildung dndert sich das Fluoreszenzverhalten
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des Farbstoffs konzentrationsabhéngig, was mittels Fluorimeter gemessen werden kann.
Eine Bestimmung an einzelnen Zellen ist moglich. In der vorliegenden Arbeit wurden
jedoch Messungen an Zellsuspensionen im 96-Well-Format vorgenommen.

2.2 Auswahl der Mutationen im humanen P2Y,-Rezeptor

Um die Agonist- und Antagonist-Bindungsstelle des P2Y,-Rezeptors ndher zu
untersuchen, wurden in dieser Arbeit zielgerichtet Mutationen in den Rezeptor
eingefiihrt. Es wurde fiir andere GPCRs gezeigt, dass die transmembrandren Helices 3,
6 und 7 sowie der extrazellulire Loop 2 besonders hédufig an der Ligandbindung
beteiligt sind.”" Weitere Helices konnen eine Rolle bei der Rezeptoraktivierung spielen.
In den genannten Bereichen sind oft konservierte Aminosiduren besonders wichtig fiir
die Rezeptorbindung und —aktivierung. Alle in dieser Arbeit in den humanen P2Y>-
Rezeptor eingefiihrten Mutationen sind einem Snake-like-plot in Abb. 2-8 dargestellt.
Der Plot wurde mit dem Programm Rbde erstellt.
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Abb. 2-8: Snake-like-plot des humanen P2Y,-Rezeptors. Mutanten in den EL sind in schwarz,
Mutanten in den TM in blau gekennzeichnet. Die Cystein-Mutanten, die die Ausbildung einer

Disulfidbriicke im Rezeptor verhindern, sind rot dargestellt.
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2.2.1 P2Y,-Rezeptor-Alignment

Mit dem Programm ClustalW wurde ein Alignment der P2Y-Rezeptoren durchgefiihrt.
Hierzu wurden jeweils die einzelnen Doménen der Rezeptoren verglichen. Fiir die
Mutagenese wurden basische Aminosduren aus den extrazelluldren Loops, die potentiell
Interaktionen mit den Phosphatresten der Nukleotide eingehen kdnnten, sowie weitere
konservierte Aminosduren gewéhlt. Im unten Gezeigten Bild (Abb. 2-9) sind die
Alignments der extrazelluliren Loops und transmembrandren Helices dargestellt. Alle
in dieser Arbeit mutierten Aminosduren sind gekennzeichnet. Auf Grund des
Alignments wurden die folgenden Mutation ausgewidhlt: R177A_R180A, R272A. Zwei
weitere Mutationen wurden basierend auf der Arbeit von Erb et al. als Kontrolle
ausgewihlt (R265A, K298R).'*

T™3

Sp|Q9BPVS | P2Y13 HUMAN FSSVIFYETMYVGIVLLGLIA---- 21(97-117)
sp|Q9H244 | P2Y12 HUMAN -TSVIFYFTMFLSISFLGLIT-I-- 21(100-120)
Sp|Q15391|P2Y14 HUMAN -SAVLFYVNM{WVSIVFFGLIS-F-- 21(97-117)
Sp|P51582|P2Y4 HUMAN ---FLF{JNL{[SVLFLTCIS-V-- 19(113-131)
Sp|P41231|P2Y2 HUMAN ---FLFF[INLF[SILFLTCIS-V-- 19(111-129)
sp| Q15077 |P2Y6 HUMAN -VRFLFYANLHESILFLTCIS-F-- 21(102-122)
sp|P47900|P2Y1 HUMAN -QRFIFHVNLYESILFLTCIS-A-- 21(127-147)
sp|Q96G91|P2Y11 HUMAN ---VIFLICIBELN-RYLGIVHPFFA 21(117-137)

.k . . .

TMS

Sp|Q15077|P2Y6_HUMAN -- -} -ALTVIGFLLPFAALLACYCLL- 21(195-215
sp|P47900|P2Y1 HUMAN - - -|-FMCTTVAMFCVPLVLILGCYG--- 20 (219-238
Sp|P51582 | P2Y4 HUMAN YVHFBSAVMGLLFGVPCLVTLVCYGL-- 26 (197-222
sp|P41231|P2Y2 HUMAN FVAYSSVMLGLLFAVPFAVILVCYVL-- 26 (195-220

sp|Q96G91|P2Y11 HUMAN ---
sp|Q15391|P2Y14 HUMAN ---
sp|Q9H244 |P2Y12 HUMAN ---
Sp|Q9BPVS | P2Y13 HUMAN --

- -YIFVAIFWIVFLLLIVFYTAI- 21(189-209
- -YICQVIFWINFLIVIVCYTLI- 21(192-212
- --ICQFIFWTVFILMLVFYVVIA 21(191-211

— . *

)
)
)
)
- LVLAGLGCGLPLLLTLAAYGA-- 21 (207-227)
)
)
)

™7

sp|Q15391|P2Y14 HUMAN ----FTLLLYARNVCLDPIIYFFLC---- 21(279-299)
Sp|Q9H244 | P2Y12 HUMAN - ---STLWLYSLNACLDPFIYFFLC---- 21(282-302)
Sp|Q9BPVS | P2Y13 HUMAN ----TTLFLAAIINICMDPLIYIFLC---- 21(280-300)
Sp|P51582|P2Y4 HUMAN - -YKVTRPLASANSCLDPVLYLLT- - - - - 22(288-309)
Sp|P41231|P2Y2 HUMAN - -YKVTRPLASANSCLDPVLYFLA- - - - - 22(288-309)
sp|Q15077|P2Y6_HUMAN AAYKGTRPFASANSVLDPILFYF------ 23(281-303)
Sp|P47900|P2Y1_HUMAN ATYQVTRGLASLNSCVDPILYFLAG---- 25(304-328)
Sp|Q96G91|P2Y11 HUMAN  -------- LMPLAFCVHPLLYMAAVPSLG 21 (309-329)

..*...
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EL2

pP2Y6 HUMAN ------- AATG----IQ TV-CYDLSPPALATHYMPYGM 29 (166-194)
P2Y1 HUMAN = ------ YSGTG----V JTITCYDTTSDEYLRSYFIYS- 30(189-218)
P2Y4 HUMAN = --------- TT----S i TVLCHDTTRPEEFDOHl------ 22(175-196)
P2Y2 HUMAN = --------- TT----SARERVTCHDTSAPELFIR|------ 22(173-194)
P2Y13 HUMAN  -------- NKE- - --AT] [VKKCASLKGPLGLKWHQMVNN 29 (162-190)
P2Y12 HUMAN = -------- NRQ- - - -PRDKNVKKCSFLKSEFGLYWHEIVN- 28 (164-191)
P2Y14 HUMAN  -------- NQS----VR] QIKCIELKSELGRKWHKASN- 28 (161-188)
P2Y11 HUMAN SHLKRPQQGAGNCSVARIPHACIKCLGT-ADHGLAA[YRAYS- 39(168-206)

*

EL3

pP2Y4 HUMAN = ------- L LEADCRVLNIVNVV-=---------- == - ——— 18(270-287)
pP2Y2 HUMAN = ------- SFRSELDLSCHTLNAINMA----=-----=-=-=-==—--- 18(270-287)
P2Y13 HUMAN ARVPYTHSQINNKTDCRLONQLFIAKE--------------- 27(258-279)
P2Y12 HUMAN ARIPYTLSQITRDVFDCTAENTLFYVKE--------------- 27(255-281)
P2Y14 HUMAN ----YTKSQIEAHYSCQSKEILRYMKE--------------- 23 (256-278)
P2Y11 HUMAN MRVLNVDARRRWSTRCPSFADIAQATAALELGPYVGYQVMRG 42 (267-308)
P2Y6_ HUMAN TKTAYLAVRISTPGVPCTVLEAFA----------—--—- - - - - — - 23(258-280)
pP2Yl HUMAN ----- ARLDFPTPAMCAFNDRVY--=-=---------—--—-—-—-- 18(286-303)

*

Abb. 2-9: Alignment der P2Y-Rezeptoren. Alle P2Y-Rezeptor-Subtypen wurden mit dem
Programm ClustalW abgeglichen. Die spiter charakterisierten Mutanten des P2Y,-Rezeptors
sind durch schwarzrandige Rechtecke gekennzeichnet (TM3: Y114A, Y118A, TM5: Y198A,
TM7: S296A, EL2: R177A_R180A, R177A, R180A, R194H, EL3: R272A).



32 Mutagenese des humanen P2Y,-Nukleotid-Rezeptors

2.2.2 Mutationen auf Grund eines computergenerierten Modells

2.2.2.1 Disulfidbriicken

Aus dem im Arbeitskreis Prof. Holtje erzeugten Rezeptor-Modell geht hervor, dass der
humane P2Y;-Rezeptor zwei Disulfidbriicken enthélt (Abb. 1-10 A). Diese befinden
sich im duBeren Bereich des Rezeptors zwischen den Aminosiuren Cys® und Cys*”®
sowie zwischen Cys'” und Cys'®. Aus den Disulfidbriicken wurde jeweils eine
Aminosdure in das homologe Serin mutiert: C106S, C278S. So konnten die
Auswirkungen der Disulfidbriicken, nicht jedoch der Aminosdure Cystein an sich, auf

die Rezeptoraktivierung untersucht werden.

2.2.2.2 Aminosauren, die an der Bindungsstelle liegen

Auf Grund einer Dockingstudie mit ATP und UTP sollten im spdteren Verlauf der
Arbeit zusitzlich die folgenden Mutationen erstellt werden: Y114A, Y118A, R194A,
Y198A, S296A, HI184A. Die potentielle Bindungsstelle liegt, wie wegen der
phylogenetischen Einordnung des P2Y,-Rezeptors und der Verwandtschaft zu
Peptidrezeptoren zu erwarten ist, eher im &uBleren Bereich des Rezeptors (Abb. 2-10
B).®™’"  Die zu mutierenden Aminosiuren liegen sehr nah an der potentiellen
Bindungsstelle fiir ATP und UTP, und Interaktionen mit den Agonisten sind zu
erwarten (Abb. 2-10 C).
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s199 AN

R265

Y269

Abb. 2-10: Computermodell des humanen P2Y,-Rezeptors. (Ko et al., unpublizierte Daten)'®

Eingefiihrte Mutationen sind durch rote Rechtecke markiert. Bereits bekannte Mutationen sind
in violett gekennzeichnet.'”® A: Disulfidbriicken Cys”-Cys*”® und Cys'®-Cys'®’. B:
Bindungsstelle fiir ATP im humanen P2Y,-Rezeptor. C: Bindungsstellen fiir ATP und UTP.
Dargestellt sind die einzelnen Aminosduren, die potentiell an der Ligandbindung beteiligt sind.
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2.3 Mutagenese des humanen P2Y,-Rezeptors

Der P2Y;-Rezeptor, der in den Vektor pcDNA3.1 hineinkloniert war und an seinem C-
Terminus ein V5-Tag trug, wurde von Prof. Dr. von Kiigelgen (Institut fiir
Pharmakologie und Toxikologie, Unversitdt Bonn) zur Verfiigung gestellt. Einige P2Y ;-
Mutanten wurden in diesem Vektor erstellt (R177A R180A, R272A, K289A, R265A).
Da im Verlauf der Arbeit das Expressionssystem gewechselt wurde, wurden spétere
Mutanten im Vektor pLXSN erstellt und die ersten Mutanten wurden umkloniert.

2.3.1 Mutagenese-PCR und Detektion von mutierten Monoklonen

Nach der Mutagenese-PCR wurde an Hand eines Agarose-Gels detektiert, ob sich neben
den entstehenden Nebenprodukten eine Bande der richtigen Lange, etwa 7055 bp,
gebildet hatte (Abb. 2-10 A). Bei der Optimierung der PCR zeigte sich, dass eine
erhohte Magnesiumkonzentration von 6-8 mM, eine erhohte Primer-Konzentration von
1,5 pmol/ul und ein DMSO-Zusatz von 2,5% in den meisten Féllen zu einer
ausreichenden Produktausbeute fiihrte.

Waren Banden vorhanden, wurde in E. coli transformiert, und es erfolgte eine
Rekombination des Plasmids in den Bakterien. Es wurden einzelne Monoklone
selektiert, und die Vektor-DNA wurde aufgereinigt.

In einem Verdau mit dem entsprechenden Restriktionsenzym wurde auf positive,
mutierte Klone getestet. Hier ist beispielhaft die Detektion der positiven P2Y,-
Rezeptor-Mutanten Y114A und S296A dargestellt (Abb. 2-10 B). Fiir die Mutanten
C106S, Y114A, Y118A, R177A_R180A, R177A, R180A, Y198A, C278S, R272A und
S296A wurden positive Klone detektiert. Die Mutanten R177A_R180A und R194H
wurden im Arbeitskreis Prof. Dr. von Kiigelgen (Universitit Bonn) erzeugt. Die beiden
Einzelmutanten im EL2, R177A und RI180A, wurden auf Grund der spiter
beobachteten, durch die Doppelmutante R177A R180A ausgelosten Effekte von
Andreas Spinrath (Arbeitskreis Prof. Dr. Kostenis, Pharmazeutische Biologie,
Universitdt Bonn) generiert und charakterisiert. Die angestrebten Mutanten R194A,
H184A, K298A und R265A konnten nicht erzeugt werden. Diese Mutationen wurden
nicht weiter verfolgt.
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Abb. 2-11: Mutagenese-PCR und Detektion von mutierten Monoklonen. A: Bei der
Mutagenese-PCR entstanden PCR-Produkte verschiedener Lénge. War ein Produkt der
erwarteten Lange von 7055 bp detektierbar, wie hier bei den Mutanten Y114A, Y118A, Y198A
und C106S gezeigt, wurde die DNA zur Transformation von E. coli verwendet. B: Die
einzelnen Klone wurden mittels Restriktionsverdau auf ihre Mutation iiberpriift. Hier als
Beispiel die positiven Klone der P2Y,-Rezeptor-Mutanten Y114A und S296A. Y114A
unterschied sich in den Schnittstellen von Mrul deutlich vom Wildtyp, der keine Schnittstelle
fiir das entsprechende Enzym aufweist. Die Mutante S296A hatte drei Schnittstellen fiir das
Enzym Mscl, der Wildtyp P2Y,-Rezeptor vier.
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2.3.2 Sequenzierung

Die Sequenzierung zur endgiiltigen Verifizierung der P2Y,-Rezeptor Mutanten wurde
zundchst mittels PCR mit fluoreszenzmarkierten Primern und Gelelektrophorese
durchgefiihrt. Dies erfolgte fiir die in den Vektor pcDNA3.1 klonierten Mutanten
R177A R180A und R272A sowie den Wildtyp P2Y,-Rezeptor. Spitere
Sequenzierungen wurden von der Firma gatc-biotech (Konstanz) durchgefiihrt.

TALCTALCTNY CTTOLC -

R272A

"R C TG GRCCTOCUCATIG

T s C T A& C T Y LCTTLC G C T f G CEC T GEGERLCOCLCTLCAIG
WT TsACTOAOLCTCOCCTTCCGLCT - CGC - TGEGEALCLCTLCAIG
2010 Z020
wr & . A

TTCcCTCTTCGCTRCALCCLLLCHEC
YI14A T T cCc Cc TCTTCGGCGLCCLLLCC

[
(w1
(%]
I
=
1
I}

Sequencing;;ECTcTTchG

Abb. 2-12: Sequenzierung des humanen P2Y,-Rezeptors und der eingefiihrten Mutaionen
R272A und Y114A.
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In Abb. 2-12 ist das Sequenzierungschromatogramm an der Stelle der in den P2Y,-
Rezeptor eingefiihrten Mutationen R272A und Y114A dargestellt. Im Fall von R272A
wurden die Basen CGC durch GCT ersetzt. Zusétzlich wurde eine stille Mutation (TCG
in AGC) eingefiihrt. Beide Sequenzen codieren fiir Serin, jedoch verdnderte diese
Mutation die Anzahl der Schnittstellen fiir die Restriktionsendonuclease Nhel. Bei der
Mutante Y 114A wurden die Basen TAC gegen GCG ausgetauscht.

Durch die Sequenzierungen stellte sich heraus, dass wegen eines Lesefehlers der
Polymerase eine weitere Mutation entstanden war: R194H. Diese Mutante wurde in die
folgenden Untersuchungen einbezogen.

2.4  Zusammenfassung und Diskussion

Auf Grund des Alignments des P2Y;-Rezeptors mit anderen P2-Rezeptoren sowie unter
Berticksichtigung bereits bekannter Bindemotive in G-Protein-gekoppelten Rezeptoren
wurden Primer fiir die Einfilhrung spezifischer Mutationen in den P2Y;-Rezeptor
entworfen. In Anlehnung an ein Rezeptormodell konnten weitere Mutanten fiir
denselben Rezeptor generiert werden. Hierbei wurden auch potentielle Disulfidbriicken
einbezogen. Auf DNA-Ebene wurden diese Mutationen mittels Mutagenese-PCR in den
im Vektor pcDNA3.1 oder pLXSN vorliegenden Rezeptor eingefiihrt. Nach
Rekombination in E. coli konnten die Plasmide aufgereinigt und mittels
Restriktionsverdau und Sequenzierung analysiert werden. Die folgenden Mutanten des
P2Y,-Rezeptors wurden hergestellt: C106S, Y114A, Y118A, R177A_R180A, R177A,
R180A, Y198A, R272A, C278S, S296A. Durch einen Lesefehler der Polymerase
entstand zudem die Mutante R194H. Alle Mutanten wurden in die Variante I des
humanen P2Y;-Rezeptors eingefiihrt, die sich von Variante II und III durch die Base
933 unterscheidet (Vari. I: C, Vari. II, IIl: G). Die in dieser Arbeit verwendete
Rezeptor-DNA enthilt eine stille Mutation in Position 513 der Sequenz (C = T), die
bereits in der von Prof. von Kiigelgen erhaltenen DNA vorlag, aber die Proteinsequenz
nicht beeinflusst.

Es war nicht moglich, die Mutationen R265A, K289A, R194A und H184A in den
Rezeptor einzufithren. Dies konnte durch starke Sekundérstrukturausbildung der
Vektor-DNA bedingt sein, durch die es dazu kommen konnte, dass die Polymerase
nicht den vollstindigen Vektor ablesen kann.
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2.5 Transfektion mit dem Vektor pcDNAS.1

1321N1-Astrozytomzellen zeigen keine Eigenexpression von P2-Rezeptoren und

167,168 .
’ Sie werden daher

konnen nicht durch Nukleotide stimuliert werden.
standardmiflig zur Expression von Nukleotidrezeptoren verwendet. Da die Zellen
endogene, Gg-gekoppelte muscarinische M3-Rezeptoren tragen, konnte in den
folgenden Experimenten der M3-Rezeptor-Agonist Carbachol als interne Kontrolle
verwendet werden.?! 1321N1-Astrozytomzellen wurden mit Konstrukten des P2Y,-
Rezeptors und der Mutanten R177A _R180A, R194H und R272A mittels Lipofektion
transfiziert. Alle Rezeptoren trugen ein V5-Epitop an ihrem C-Terminus. 48 Stunden
nach der Transfektion wurde mit G418 selektiert, und es wuchsen stabil transfizierte

Zellen heran.

2.5.1 Selektion von Monoklonen der mit pcDNA3.1 transfizierten Zellen

Die stabilen, mit G418 selektierten Zelllinien wurden in 175 cm’ Petrischalen im
Verhiltnis 1:3.000, 1:30.000 und 1:300.000 ausgesat. Nach etwa einer Woche waren die
Zellen der kleineren Splittverhiltnisse bereits zu dicht bewachsen, aber die 1:300.000
gesplitteten Zellen hatten einzelne, runde Kolonien ausgebildet. Diese wurden mittels
Trypsin-befeuchteter Filter abgeldst und zunédchst in 48-Well-Platten {iberfiihrt. Etwa
zwei Drittel der Kolonien wuchsen an und konnten in 25 c¢cm® Zellkulturflaschen
gesplittet werden, um sie spéter auf ihre Expression zu untersuchen. Es wurden jeweils
etwa 20 Monoklone zur weiteren Verwendung in Kultur gehalten und als Backup in
fliissigem N, verwahrt.
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2.5.2 Untersuchung der Expressionshohe der Monoklone mittels
Immunfluoreszenz

Die monoklonalen, mit dem P2Y,-Rezeptor oder den Mutanten R177A R180A, R194H
und R272A transfizierten Zelllinien wurden in 48-Well-Platten ausgesdt und nach
Fixierung mit Methanol und Behandlung mit Triton® X-100 mit einem Fluorescein-
Isothiocyanat-(FITC-) gekoppelten Anti-V5-Antikorper inkubiert. Eine Messung der
Fluoreszenz erfolgte bei einer Anregungswellenlinge von 488 nm und einer
Emissionswellenldnge von 530 nm. Es war nicht moglich, auf diesem Weg eine
signifikant hohere Fluoreszenz fiir transfizierte gegentiber nicht-transfizierten Zellen zu
messen. Daher wurden die Messungen nicht weiter verfolgt.

2.5.3 Intrazellulare Calciummessungen an mit pcDNA3.1 stabil
transfizierten Zelllinien

Der Einfluss der Mutanten auf die Aktivierbarkeit des P2Y;,-Rezeptors wurde mittels
intrazelluldrer Calciummessungen durchgefiihrt. Diese fanden unter Verwendung des
calciumsensitiven Farbstoffs Oregon Green BAPTA1/AM statt. Untersucht wurde die
Freisetzung von Calcium aus dem ER durch P2Y,-Rezeptor-Stimulation und
nachfolgende Aktivierung der PLC.

2.5.3.1 Untersuchungen an monoklonalen Zelllinien

Die monoklonalen Zelllinien, die den P2Y,-Rezeptor oder eine Mutante dieses
Rezeptors rekombinant exprimierten, wurden einzeln auf die durch UTP hervorgerufene
Ausschiittung von intrazellulirem Calcium untersucht. Viele der Monoklone zeigten
zwar schnelles Wachstum unter G418-Zusatz im Medium, konnten aber dennoch nicht
durch den P2Y;,-Rezeptor Agonisten UTP stimuliert werden. Fiir den Wildtyp und die
Mutante R177A_R180A gelang es, eine bzw. zwei Zelllinien zu detektieren, die eine
relativ hohe Calciumantwort zeigten. Fiir die Mutanten R194H und R272A war dies
nicht der Fall. Daher wurden fiir diese Mutanten Untersuchungen an den gemischten
Kulturen durchgefiihrt.
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Abb. 2-13: Zeitabhéngige, intrazelluldre Calciumanstiege nach Injektion von UTP. A: Der WT-
P2Y,-Rezeptor war nach Transfektion mit dem Vektor pcDNA 3.1 anfinglich gut anregbar.
Injektion von UTP zu den Zellen fiihrte zu konzentrationsabhidngigen intrazelluldren
Calciumanstiegen. Die Kurvenverldufe dhnelten denen der M3-Rezeptor-Stimulierung durch
100 uM Carbachol. B: Die Injektion verschiedener UTP-Konzentrationen zu Passage 5 der
Mutante R194H fiihrte nur noch zu sehr geringen intrazelluliren Calciumanstiegen von bis zu
4.000 Fluoreszenzeinheiten. Andere durch pcDNA3.1 transfizierte Zelllinien verhielten sich
dhnlich (Einzelmessungen aus mehreren unabhéngig durchgefiihrten Experimenten).
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2.5.3.2 Intrazellulare Calciummessungen nach Injektion verschiedener
Nukleotide

Es wurden die Agonisten UTP und ATP sowie die Agonisten anderer P2-Rezeptoren
UDP, ADP und UDP-Glucose auf ihre Aktivitit am Wildtyp-P2Y,-Rezeptors und den
Mutanten R177A_R180A, R194H und R272A untersucht. Hierzu wurden intrazellulédre
Calciummessungen verwendet. Vor allem bei den Mischkulturen, aber auch bei den
monoklonalen Zelllinien konnte nach UTP-Injektion schon nach 3-5 Passagen keine
Calciumantwort mehr detektiert werden (Abb. 2-13). Auf Grund der geringen
Calciumantworten und demzufolge auch extrem geringen Rezeptor-Expressionsraten
wurde im Verlauf der Arbeit ein retrovirales Transfektionssystem verwendet, das zu
stabileren und hoheren P2Y,-Rezeptor-Expressionen fiihrte. Die Charakterisierung der
Mutanten konnte in den mit pcDNA3.1 transfizierten 1321N1-Astrozytomzellen nicht
abgeschlossen werden.

2.6 Zusammenfassung und Diskussion

1321N1-Astrozytomzellen wurden mit dem Vektor pcDNA3.1 durch Lipofektion
transfiziert. Es konnten stabile Zelllinien generiert werden, die den Wildtyp-P2Y>-
Rezeptor sowie die Mutanten R177A RI180A, R194H und R272A rekombinant
exprimierten. Anfanglich waren die Zellen gut durch die Standard-Agonisten UTP und
ATP anregbar, und [Ca>"]; wurde fluorimetrisch gemessen. Trotz stetigen Wachstums
und ausgeprigter Antibiotikaresistenz der Zellen ging die Expressionsrate der
Rezeptoren nach nur wenigen Passagen stark zurilick, so dass keine intrazelluldren
Calciumanstiege nach Agonist-Injektion mehr messbar waren. Die Charakterisierung
der Mutanten konnte daher in dem vorliegenden Zellsystem nicht abgeschlossen
werden. Moglicherweise wurde die DNA, die flir die P2-Rezeptoren codierte, wieder
ausgeschleust oder nicht in ausreichendem Mall abgelesen. Eine Detektion der
Expression mittels FITC-gekoppeltem Antikérper war nicht mdglich, da die
Empfindlichkeit des Fluorimeters fiir diesen Assay nicht ausreichend war. Eine
Messung an einem Fluoreszenzmikroskop oder ein anderer Detektionsweg wére
vermutlich besser geeignet.
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2.7 Klonierung von P2Y,-Rezeptorkonstrukten

Der Wildtyp P2Y,-Rezeptor sowie die bereits im Vektor pcDNA3.1 erzeugten
Mutanten R177A R180A, R272A und R194H wurden einer retroviralen Transfektion
zugédnglich gemacht, in dem sie in den Vektor pLXSN hinein kloniert wurden. Die
Klonierung erfolgte hinter die bereits im Vektor vorliegende Sequenz fiir ein
Héamagglutinin-Tag (HA-Tag) (Abb. 2-14). Dieses wurde spdter am N-Terminus des
Rezeptors als Fusionsprotein mit dem P2Y,-Rezeptor exprimiert. Von Sromek et al. und
Yoshioka et al. wurde zuvor gezeigt, dass ein N-terminaler HA-tag keine Auswirkungen

auf die pharmakologischen Eigenschaften von G-Protein-gekoppelten Rezeptoren
hat 96169

Es wurden Schnittstellen fiir die Restriktionsendonucleasen Mlul und Xhol verwendte,
die tiber PCR in die Sequenz fiir den P2Y,-Rezeptor eingefiihrt wurden. Das
urspriingliche Konstrukt enthielt den P2Y,-Rezeptor im Vektor pLXSN. Dieser wurde
durch Verdau mit den Enzymen MIul und Xhol entfernt, und der Vektor wurde aus dem
Gel aufgereinigt. Das ebenfalls verdaute PCR-Produkt des P2Y,-Rezeptors wurde durch
Ligation eingefiihrt. Die Umklonierung der Mutante R194H gelang erst nach der
Klonierung der DNA in einen TOPO-Vektor und nachfolgende Restriktion und Ligation
in den Vektor pLXSN. Das entstandene Konstrukt wurde mittels Colony-PCR und
Sequenzierung tiberpriift. Die Durchfithrung der Klonierung und der Colony-PCR wird
in Kapitel 6.4.5 und 6.4.11 beschrieben.

Variation 1
Misc Signal 1
EcoRI (1645)

HA-hP2Y2 pLXSN == —— HA-Tag

7033 bp

&
&j&\\m 1)

CDS1 Misc Signal 2

hP2Y ,-Insert

Abb. 2-14: Vektorkarte pLXSN. Das HA-Tag wurde durch die Enzyme EcoRI und
Mlul hineinkloniert, das Insert enthielt die Sequenz des humanen P2Y,-Rezeptors und
wurde iiber die Schnittstellen fiir MIul und Xhol in den Vektor ligiert.
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2.8 Retrovirale Transfektion

Durch die Verwendung eines retroviralen Transfektionssystems sollten stabile, hoch
exprimierende Zelllinien, die den P2Y,-Rezeptor und die erzeugten Mutanten dieses
Rezeptors rekombinant exprimieren, erzeugt werden. Im Labor von T. Kendall Harden,
Ph.D. (Medical School, University of North Carolina, Chapel Hill) wurden unter
Verwendung des Vektors pLXSN und der Verpackungszelllinie PA317 mit dem VSV-
G-Protein pseudotypisierte MuLV, die die Information fiir den Wildtyp-Rezeptor und
die Mutanten R177A_R180A sowie R272A trugen, erzeugt (2.1.7). Nach der Infektion
von 1321N1-Astrozytomzellen wurden mittels G418 stabile Zelllinien selektiert. Da die
Arbeit mit der Verpackungszelllinie PA317 in Deutschland auf Grund gentechnischer
Vorschriften nicht moglich war, wurden hier GP+envAM12-Zellen verwendet.

2.8.1 Optimierung der retroviralen Transfektion

Die Verpackungszelllinie GP+envAM12 war schon unter Kulturbedingungen deutlich
empfindlicher als PA317-Zellen. Es war nicht mdglich, ein hoheres Splittverhéltnis als
1:8 zu wihlen, und die Teilungsrate war deutlich langsamer. Die bei PA317 verwendete
Transfektion mittels Calciumphosphat-Priizipitation war zwar moglich, fiihrte jedoch
dazu, dass die Zellen zu etwa 50% abstarben. Dem entsprechend erschien der Virustiter
im Uberstand der Zellkultur nach Transfektion eher gering zu sein, was sich in einer
geringeren Stimulierbarkeit der stabil mit dem P2Y,-Rezeptor infizierten 1321N1-
Zellen zeigte. Verbesserungen in der Technik der Calciumphosphat-Prézipitation, die
eine Verkiirzung der Inkubation mit der prazipitierten DNA von 24 h auf 12 h und
Erhohung der Zellzahl der GP+envAM12-Zellen von 1*10° auf 1,5”‘106 beinhaltete,
fiihrten zu erhohter Rezeptordichte auf den Zielzellen. Eine weitere Erhohung der
Zellzahl sowie das Tropfen des DNA-Prizipitats direkt auf die Zellen fiihrte zu einem
verschlechterten Ergebnis.

Zu einem deutlich erhohten Virustiter fiihrte die Lipofektion der GP+envAM12-Zellen.
Auch bei diesem Verfahren wurde ein Kostrukt fiir das VSV-G-Protein kotransfiziert.
Die DNA-Menge wurde variiert, wobei fiir eine 25 cm” Flasche im Allgemeinen 10 pg
DNA ausreichend waren. Bei einer geringen Expressionsrate in den 132IN1-
Astrozytomzellen wurde auf 15 pg DNA erhoht, was teilweise zu einem erhdhten
Virustiter und somit zu einer erhdhten Rezeptor-Expression fiihrte. Auch fiir die
Lipofektion wurde die Zellzahl der GP+envAMI12-Zellen unter verbesserten
Ergebnissen auf 1,5%10° Zellen erhoht.
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2.8.2 Retrovirale Transfektion des P2Y,-Rezeptors

Unter optimierten Bedingungen wurden der P2Y,-Rezeptor sowie die Mutanten dieses
Rezeptors C106S, Y114A, Y118A, R177A, R180A, Y198A, R272A, C278S und
S296A stabil mittels retroviraler Transfektion in 1321N1-Astrozytomzellen exprimiert.
Die Expression der Doppelmutante R177A R180A wurde ausschlieflich mit in den
USA hergestellten Viren aus PA317-Zellen durchgefiihrt. Der Wildtyp und die Mutante
R272A wurden zusétzlich zu der Transfektione von GP+envAM12-Zellen auch unter
Verwendung von PA317-Zellen exprimiert. Wurden mehrere Transfektionen
durchgefiihrt, wurden diese in aufsteigender Reihenfolge mit T1, T2, T3 usw. benannt.

2.9 Expression und Funktionalitdt von Rezeptormutanten

Um die P2Y,-Mutanten zu charakterisieren und ihr Verhalten mit dem des Wildtyp-
Rezeptors vergleichen zu konnen, wurde die Expressionsrate der einzelnen Rezeptoren
auf 1321N1-Zellen iiberpriift. Die Expressionsraten sollten moglichst dhnlich sein, um
Vergleichbarkeit der Ergebnisse zu gewihrleisten. Da es moglich ist, dass Mutanten auf
Grund ihrer verdnderten Sekunddr- und Tertidrstruktur nicht in die Zellmembran
gelangen konnen, wurde die Expression nicht aus dem Zelllysat sondern auf der
Zelloberfliche ganzer Zellen bestimmt. Hierzu wurde ein Zelloberflichen-ELISA

(Enzyme-linked Immonosorbent Assay) verwendet (6.5).'°

In diesem Assay werden
ganze Zellen zunidchst mit einem Primérantikorper inkubiert, der an das extrazellulér
befindliche HA-Tag des P2Y;,-Rezeptors bindet. In einem zweiten Schritt bindet ein
Horseradish-Peroxidase-(HRP-) gekoppelter Sekundérantikorper an den priméren
Antikorper. Die HRP kann 2,2'-Azino-bis-(3-ethylbenzothiazolin-6-sulfonsdure)
(ABTS), ein Substrat im Zelliiberstand, umsetzten, das spdter UV-photometrisch
vermessen wird. Das AusmaBl der Umsetzung ist abhdngig von der Dichte der

Rezeptoren auf der Zelloberflache.
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2.9.1 Etablierung des Zelloberflachen-ELISAs

Um die Expressionsrate der mutierten P2Y,-Rezeptoren zu bestimmen, wurden die
folgenden Parameter in den Versuchsbedingungen variiert:

Antikorper

Es wurden zunichst ein Anti-HA-Antikdrper der Firma Sigma und ein Goat-
Anti-Mouse-Antikdrper der Firma Jackson verwendet. Da mit diesen
Antikorpern keine spezifische Substratumsetzung erreicht werden konnte, wurde
auf einen Anti-HA-Antikdrper der Firma Covance und einen Goat-Anti-Mouse-
Antikorper von Sigma umgestellt.

Absaugen des Zelliiberstands

Der Zelliiberstand wurde zundchst mit einer Membranpumpe abgesaugt. Da der
Sog zu grol war, wurde auf eine besser regulierbare Wasserstrahlpumpe
umgestellt. Um ein Austrocknen der Zellen zu verhindern, wurden nur zwei bis
maximal drei Reihen an Wells einer 24-Well-Platte gleichzeitig von
Zelliiberstand befreit und erneut {iberschichtet.

Blockieren vor der Antikorper-Inkubation

Es wurden verschiedene Ld&sungen zum Blockieren unspezifischer
Bindungsstellen verwendet: 0,1% BSA, 1% BSA, 2% BSA, 3% BSA, 10% FCS
und 20% FCS. Alle Losungen wurden in PBS hergestellt. Zusitzlich wurden
Versuche ohne Blockieren vor einer oder beiden Antikdrper-Inkubationen
durchgefiihrt. Der Hintergrund war bei hoher Substratumsetzung bei
Verwendung einer 1%igen BSA-Ldsung vor beiden Antikorper-Inkubationen am
geringsten.

Antikorperkonzentration und Inkubationsmedium

Der primdre Antikérper wurde in den Verdiinnungen 1:1.000, 1:2.500 und
1:5.000 verwendet. Der sekundire Antikorper wurde in den Verdiinnungen
1:1.000, 1:2.500, 1:5.000 und 1:10.000 eingesetzt. Eine Konzentration von
1:1.000 fiir den Anti-HA-Antikérper und 1:2.500 fiir den Goat-Anti-Mouse-
Antikorper erwies sich als besonders gut geeignet.

Entsprechende Konzentrationen an Proteinen zum Blockieren der unspezifischen
Bindung des Antikdrpers wurden auch im Inkubationsmedium getestet. Auch
hier erwies sich 1% BSA als geeignet.
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Anzahl der Spiilschritte

Die Anzahl und Liange der Spiilschritte nach den einzelnen Inkubationen mit
Antikdrper wurde variiert. Als besonders gut geeignet erwies sich eine Anzahl
von drei Spiilschritten nach dem 1. Antikérper und vier Spiilschritten nach dem
2. Antikorper. Die Lange der Spiilschritte war entscheidend. Der Puffer PBS
musste in jedem Spiilschritt mindestens 10 min auf den Zellen verbleiben, um
eine hohe spezifische Umsetzung des Substrats mit wenig Hintergrund zu
erreichen.

Fixieren der Zellen

Experimente mit und ohne Fixieren der Zellen wurden durchgefiihrt. Ein
Abreilen der Zellen wurde durch Fixieren mit 4% Paraformaldehyd (PFA)
verringert. Da es keine Unterschiede im Resultat ergab, wurden die Zellen erst
nach der Inkubation mit dem ersten Antikorper fixiert, um eine Bindung des
Antikdrpers an sich im Inneren der Zelle befindende Rezeptoren auszuschlieBen.

2.9.2 Expressionsraten der einzelnen P2Y,-Rezeptormutanten

Mit dem optimierten Zelloberflichen-ELISA wurden die Expressionsraten der
einzelnen Mutanten bestimmt. Die erhaltenen Werte wurden auf die Expression des
P2Y,-Rezeptors bezogen, und nicht transfizierte 1321N1-Astrozytomzellen wurden als
0%-Referenz verwendet. Da die Expressionsraten der einzelnen Mutanten nicht immer
im gleichen Bereich lagen, wurden drei Wildtyp-Zelllinien verwendet, denen jeweils
dhnlich hoch exprimierte Mutanten zugeordnet wurden (Abb. 2-15). WT T4 zeigte
per Definition 100% Expression, WT T3 im Vergleich dazu nur 52%. Der ersten
Gruppe wurden die Mutanten R177A RI180A (99%), R177A (121%), R180A (82%),
R272A (154%) und Y114A (121%) zugeordnet. Zur Gruppe der Zelllinien mit
geringerer Rezeptorendichte gehdrten R194H (67%), C278S (48%), Y118A (40%),
Y198A (52%) und S296A (39%). Die Zelllinie WT TI, die die geringste
Expressionsrate aufwies (14%), wurde lediglich fiir Untersuchungen zur Reduktion der
Disulfidbriicken (s. 2.8.1) verwendet. Die Mutante C106S konnte nicht in 1321N1-
Zellen exprimiert werden.
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Abb. 2-15: Expressionsraten der P2Y,-Rezeptor-Mutanten bezogen auf die Zelllinie WT T4.
Die Expressionsraten wurden mittels Zelloberflichen-ELISA und Messung der Absorption des
umgesetzten Substrats, ABTS, ermittelt. Die Mutanten-exprimierenden Zelllinien wurden
jeweils mit entsprechend ihrer Rezeptorendichte dhnlich hoch exprimierenden WT-Zelllinien

verglichen (n=3-8).

2.9.3 Reinheit von UTP

Von Dr. Jamshed Igbal durchgefiihrte Kapillarelektrophorese-Messungen ergaben, dass
das kommerziell erworbene ATP der Firma Sigma 100% Reinheit aufwies. Das bei der
Firma Applichem erworbene UTP enthielt jedoch neben 91,5% UTP 7,5% UDP und 1%
UMP als Verunreinigung. Diese Unreinheiten wurden in die Berechnung der im
Folgenden angegebenen ECsp-Werte entsprechend einbezogen. UDP und UMP stéren
nicht, da sie keine Affinitit zu P2Y,-Rezeptoren besitzen.
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2.9.4 Anregbarkeit der Zellen in Abh&ngigkeit von der Expressionsrate

Die rekombinant in 1321N1-Astrozytomzellen exprimierten humanen Wildtyp-P2Y>-
Rezeptoren waren funktionell. Die Zellen zeigten nach Stimulation durch UTP and
andere Agonisten konzentrationsabhidngig intrazelluldre Calciumanstiege (Abb. 2-16).
Nach dem Beladen der Zellen mit dem calciumsensitiven Fluoreszenzfarbstoff Oregon
Green BAPTA1/AM wurde der Agonist zur Zellsuspension injiziert, und die
Fluoreszenz wurde fiir 20 s in Intervallabstdnden von 0,4 s gemessen.
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Abb. 2-16: P2Y,-Rezeptor Aktivierung. Nach Injektion von UTP zu 1321N1-Astrozytomzellen,
die retroviral stabil mit dem humanen P2Y,-Rezeptor transfiziert worden waren (WT T3), kam

es zu einer konzentrationsabhéngeigen intrazelluldren Calciumausschiittung.

Die Dosis-Wirkungskurven waren abhingig von der Anzahl der exprimierten P2Y)-
Rezeptoren (Abb. 2-17). Es wurden ECso-Werte von 781 nM fiir den WT T1 (14%
Expression), 80,4 nM fiir den WT T3 (52% Expression) und 59,0 nM fiir den WT T4
(100%) Expression bestimmt.
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Abb. 2-17: log ECsi-Werte £ SEM der P2Y,-Wildtyp-Zelllinen mit unterschiedlichen
Expressionsraten. Die Werte wurden durch [Ca*']-Messungen ermittelt (n = 3-4).

2.10 Zusammenfassung und Diskussion

Ein Zelloberflachen-ELISA zur Detektion von Expressionsraten HA-markierten P2Y>-
Rezeptoren auf 1321N1-Astrozytomzellen konnte etabliert werden. Die
Expressionsraten der in diesen Zellen rekombinant exprimierten mutierten Rezeptoren
waren z.T. unterschiedlich, so dass die einzelnen Zelllinien jeweils Wildtyp-Zelllinien
zugeordnet wurden, die dhnliche Expressionsraten aufwiesen. Die Mutante C106S
konnte nicht in 132IN1-Zellen exprimiert werden. Die unterschiedlichen
Expressionsraten konnten durch unterschiedlich stark verdnderte Sekundir- und
Tertidrstrukturen in den Rezeptormutanten bedingt sein. Proteine, die in der Membran
lokalisiert sind, tragen in der Regel ein Signal, das zum Transport vom Syntheseort,
dem rauen ER, an die richtige Position in der Zelle fiihrt. Schon im ER und im Golgi-
Aparat werden die Proteine richtig gefaltet und in die Membran integriert. Um stabil in
der Membran zu verbleiben, bendtigen G-Protein-gekoppelte Rezeptoren nach auBlen
hydrophobe Strukturen, die o-Helices, und hydrophile Anteile, die intra- und
extrazelluldren Schleifen. Bereits im ER werden durch die Protein-Disulfid-Isomerase
Disulfidbriicken ausgebildet, die diese Strukturen stabilisieren.'” Das Fehlen der
Disulfidbriicke zwischen den Aminosduren Cys'® und Cys'™ des P2Y,-Rezeptors
verdandert dessen Struktur vermutlich soweit, dass dieser nicht mehr stabil in die
Zellmembran integriert werden kann.
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Die in 1321NI1-Astrozytomzellen rekombinant exprimierten P2Y;-Rezeptoren waren
durch UTP konzentrationsabhingig stimulierbar. Intrazelluldre Calciumanstiege
konnten beobachtet werden. Schon eine Injektion von Puffer zu den Zellen fiihrte zu
schwachen Reaktionen. Dies ist dadurch zu begriinden, dass die Zellen auf die Injektion
der jeweiligen Substanz mit Nukleotidausschiittung (ATP) reagieren.'”’ Bei hoher
Rezeptorendichte ist diese Nukleotidfreisetzung ausreichend fiir eine leichte
Eigenstimulation.

Die ECso-Werte der Wildtyp-Zelllinien lagen fiir Expressionsraten von 100% und 52%
in einem &dhnlichen Bereich (59,0 nM; 80,4 nM). Erst bei erheblich geringeren
Expressionen (14%) war eine deutliche Erhéhung des ECso-Werts auf 781 nM zu
beobachten. Fiir andere G-Protein-gekoppelte Rezeptoren wurde bereits gezeigt, dass
die Expressionsrate des Rezeptors oder des G-Proteins starken Einfluss auf die
Zellantwort haben kann. Nach Zugabe eines Liganden (L) zu Membranen, die GPCRs
und G-Proteine enthalten, sind vier Zustédnde des Rezeptors (R) und seines gebundenen
G-Proteins (G) moglich, bei denen der Rezeptor im aktiven Zustand R* und im
inaktiven Zustand R vorliegen kann: RG, R*G, LRG und LR*G. Der aktive Rezeptor
R* kann G-Proteine aktivieren und so einen Effekt auslosen. Agonisten verschieben
durch ihre Bindung mehr Rezeptoren in den aktiven Zustand, als das unter normalen
Gleichgewichtsbedingungen der Fall wiére. Durch Erhéhung der Anzahl der Rezeptoren
und/oder der G-Proteine verschiebt sich das Gleichgewicht zwischen den vier
Zustinden, so dass die Anzahl von R*G und LR*G deutlich erhéht wird. Daher wird
das System sensitiver gegeniiber zugegebenen Agonisten.'”! Die geringen Unterschiede
zwischen den ECsp-Werten der hoch-exprimierenden P2Y,-Wildtyp-Zelllinien WT T3
und WT T4 ist moglicherweise dadurch zu begriinden, dass bei entsprechend hohen
Rezeptordichten die endogen vorhandenen G-Proteine bereits vollstindig aktiviert
werden und es so zu einem Séttigungseffekt des Austauschs von GDP durch GTP
kommt. Eine weitere Erhohung der Rezeptorenzahl kann daher keine weitere Erh6hung
der Sensitivitit des Systems mehr zur Folge haben. Der ECso-Werte bleibt konstant, so
lange keine zusitzlichen G-Proteine rekombinant in das System eingefiihrt

172,1
werden,!”>!"
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2.11 Disulfidbricken im P2Y,-Rezeptor

Disulifdbriicken sind sehr wichtige Gebilde, die Sekundir-, Tertidr- und Quartirstruktur
von Proteinen und somit auch von G-Protein-gekoppelten Rezeptoren stabilisieren. Sie
konnen aber auch die Funktion von Proteinen kontrollieren, indem sie als so genannte
,,allosterische Disulfidbriicken ihre Konformation verdndern.'”* Es ist moglich, dass sie
die Ligandbindung und Rezeptoraktivierung beeinflussen. Die Relevanz der beiden
Disulfidbriicken des P2Y,-Rezeptors zwischen Cys'® und Cys'® sowie zwischen Cys®
und Cys®”® (Abb. 2-10) wurde in dieser Arbeit durch chemische Reduktion der
Disulfidbriicken und durch Mutagenese untersucht.

2.11.1 Chemische Reduktion von Disulfidbriicken

Um die Disulfidbriicken des P2Y,-Rezeptors auf der Zelloberfliche von 1321N1-
Astrozytomzellen chemisch zu reduzieren, wurde Dithiothreitol (DTT) in den
Konzentrationen 1 mM und 10 mM fiir 15 min bei Raumtemperatur mit den Zellen WT
T1 inkubiert (s. 6.6.7). DTT ist nicht zytotoxisch und wird, wie in der Literatur
beschrieben, standardmiBig zu diesem Zweck eingesetzt.**'”> AnschlieBend wurde
[Ca®"]; nach Stimulation des P2Y,-Rezeptors durch UTP und ATP gemessen. Auch hier
wurde als Referenz die Stimulation der endogen auf 1321N1-Zellen exprimierten
muscarinischen M3-Rezeptoren durch 100 uM Carbachol verwendet. Die
Calciumanstiege fiir den M3-Rezeptor wurden nach Behandlung mit 10 mM DTT um
21% reduziert. Dies entspricht der bereits beschriebenen méfBigen Verminderung der
Bindung an den M3-Rezeptor durch DTT-Reduktion.'” Die Aktivierung des humanen
P2Y,-Rezeptors wurde wesentlich stirker beeinflusst. Es wurde nach Vorinkubation mit
10 mM DTT eine signifkante Verringerung der UTP-induzierten Calciumanstiege um
80% bzw. 74% (1 puM bzw. 10 pM UTP) festgestellt. Die ATP-induzierten
Calciumanstiege sanken um 91% bzw. 81% (1 uM bzw. 10 uM ATP) (Abb. 2-18).
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Abb. 2-18: Reduktion von Disulfidbriicken durch DTT. Den P2Y,-Rezeptor exprimierende
1321N1-Astrozytomzellen wurden mit DTT vorinkubiert, und Agonist-induzierte intrazellulédre
Calciumanstiege wurden gemessen. Ein geringer Riickgang der Aktivierbarkeit des Rezeptors
wurde fiir 1 mM DTT beobachtet. Inkubation mit 10 mM DTT reduzierte die Aktivierbarkeit
des muscarinischen M3-Rezeptors durch Carbachol um 20,5 + 11,0% und die Aktivierbarkeit
des P2Y,-Rezeptors durch UTP sank nach Vorinkubation mit 10 mM DTT um 80 + 15 % (1 uM
UTP) bzw. 74 £ 5 % (10 uM UTP). Die ATP-induzierten Calciumanstiege wurden um 91 +
17 % (1 uM ATP) bzw. 81 £6 % (10 uM ATP) gesenkt (n = 3). * p<0,05, ** p<0,01

2.11.2 Charakterisierung der Cysteinmutanten

Wie unter 2.3 beschrieben, wurde aus jeder postulierten Disulfidbriicke des P2Y,-
Rezeptors ein Cystein in Serin mutiert (C106S und C278S). Diese retroviral in
1321N1-Astrozytomzellen transfizierten Mutanten wurden auf ihre Aktivierbarkeit
durch die nativen Agonisten ATP und UTP sowie die Dinukleotide ApsA und IpsU
untersucht (Abb. 2-19 A). Der Standardantagonist Reactive Blue-2 (RB2) und das
Anthrachinonderivat SW K16 wurden zusétzlich getestet (Abb. 2-19 B). Als Testsystem
wurden intrazelluldre Calciummessungen verwendet.

Da die P2Y,-Rezeptor-Mutante C106S nicht in der Zellmembran nachgewiesen werden
konnte (s. 2.7.2), wurden auch keine Anstiege der [Ca*']; beobachtet.
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Die Mutante C278S war durch die Agonisten voll stimulierbar. Der ECso-Wert war
gegeniiber dem Wildtyp-Rezeptor (WT T3) signifikant erhoht, was auf einen
Affinitatsverlust fiir die Nukleotide und Dinukleotide hindeutet (Abb. 2-19). Fiir UTP
wurde der ECso von 80,4 nM auf 2090 nM und fiir ATP von 95,8 nM auf 1000 nM
erhoht. Da bei der Untersuchung der Dinukleotide fiir Konzentrationen von bis zu 300
uM kein Plateau erreicht wurde, konnten keine ECso-Werte bestimmt werden. Unter der
Annahme, dass die Efficacy, wie bei den Nukleotiden beobachtet, gleich bleibt, wurden
die ECso-Werte durch Extrapolation abgeschitzt. Hierzu wurde als maximaler Effekt die
Efficacy, die auch beim Wildtyp-Rezeptor erreicht wurde, verwendet und jeweils auf
die Stimulation durch 100 uM Carbachol bezogen. Es ergab sich fiir ApsA ein ECsop-
Werte von 80 uM und fiir Ip4U ein ECsp-Wert von 560 pM.

Tab. 2-2: ECs/ICsp-Werte am WT T3 und an der Mutante C278S. Fiir signifikant verschobene
Dosis-Wirkungs-Kurven wurde der Faktor der Rechtsverschiebung oder Linksverschiebung
berechnet. Hoch-exprimierende Mutanten wurden mit WT T4, mittelhoch-exprimierende
Mutanten mit WT T3 verglichen (n = 3-4).

WT T3 C278S Faktor der
Substanz Verschie-
ECs0/ICs0 Efficacy ® ECs0/ICs0 Efficacy ® bung®
[UM £ SEM] [% + SEM] [UM £ SEM] [% + SEM]
0,0804 + 2,09 +
UTP 100 + 13 86+9 25
0,0064 0,32%%*
0,0958 + 1,00 +
ATP 92+6 97+ 6 10
0,0145 0,10%**
0,145+ .
ApsA 68 £8 ca. 81 72+7 560
0,023
0,112+ d . d
Ip,U 60+5 ca. 270 36+3 2400
0,017
RB2 1,62+ 0,27 1,05+ 0,22 -
SW K16 21,9+3,9 3,44 +£0,61%* 0,2

*im Vergleich zu 100 uM Carbachol (100%)

b ECs¢/1Cso Mutante geteilt durch ECsy/ICs, Wildtyp
¢ Werte durch Extrapolation abgeschitzt

4bei 300 uM; es wurde kein Plateau erreicht

* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001
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Abb. 2-19: Charakterisierung der Cystein-Mutanten C278S und C106S. 1321N1-Zellen, die mit
den Mutanten C106S und C278S transfiziert waren, wurden auf ihre intrazellulédre
Calciumantwort nach Injektion von Nukleotiden und Dinukleotiden untersucht. Da C106S keine
Expression zeigte, wurden keine [Ca’"]-Anstiege beobachtet. Die fir die Mutante C278S
detektierten Dosis-Wirkungs-Kurven waren nach rechts verschoben, wobei der Rechtsshift fiir
UTP und Ip,U groBer war als fiir ATP und ApsA. Der Shift fiir die Dinukleotide war insgesamt
grofer als der fiir die Mononukleotide. A: Injektion von UTP (n = 3). B: Injektion von ATP
(n=3-4). C: Injektion von Ap4A (n = 3-4). D: Injektion von Ip,U (n = 3-4).
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Zur Testung der Antagonisten wurden 1321N1-Astrozytomzellen, die den jeweiligen
Rezeptor exprimierten, mit RB2 oder SW K16 vorinkubiert. Anschliefend wurden die
mit Oregon Green BAPTAI1/AM beladenen Zellen mit UTP stimuliert. Um
vergleichbare ICso-Werte zu erhalten, wurden die Zellen jeweils mit einer UTP-

Konzentration angeregt, die etwa 80-90% der maximal mdglichen Calciumfreisetzung
hervorrief.

Bei der Testung der Antagonisten zeigte sich eine signifikante Linksverschiebung der
Kurve von SW K16 (ICso (WT T3) = 21,9 uM, ICsy (C278S) = 3,44 uM; 6-fache
Erniedrigung). Die RB2-Kurve blieb hingegen unverandert (ICso (WT T3) = 1,62 uM,
ICs0 (C278S) = 1,05 uM). Die Ergebnisse sind zusammengefasst mit den Resultaten der
Charakterisierung aller Mutanten in den Tabellen 2-3, 2-4 und 2-5 dargestellt.
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Abb. 2-19: Charakterisierung der Cystein-Mutante C278S. 1321N1-Zellen, die mit dem P2Y,-
Rezeptor (WT T3) oder der Mutante C278S transfiziert waren, wurden nach Vorinkubation mit
den Antagonisten RB2 und SW K16 auf ihre Calciumantwort nach UTP-Injektion untersucht.
A: RB2 (n = 3). B: SW K16 (n = 3-4). Die Dosis-Wirkungs-Kurve fiir SW K16 war signifikant
nach links verschoben, RB2 hatte keinen signifikant unterschiedlichen ICso-Wert.
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2.12 Zusammenfassung und Diskussion

Disulfidbriicken sind essentiell fiir die Aktivierung von P2Y;-Rezeptoren. Durch
chemische Reduktion der Disulfidbriicken im Rezeptor wurde die durch UTP und ATP
induzierte intrazellulire Calciumausschiittung fiir ATP um 80%, fiir UTP um 90%
gehemmt, der Rezeptor konnte also kaum mehr aktiviert werden. Der muscarinische
M3-Rezeptor reagierte hingegen nur mit einer 20%igen Hemmung, was durch die Lage
der Disulfidbriicken dieses GPCRs begriindet sein konnte. Sie befinden sich weiter im
Inneren des Proteins und sind daher vermutlich sterisch besser abgeschirmt. Durch die
Mutation der Cysteine im M3-Rezeptor wurde der Transport in die
Zytoplasmamembran gestort und die Aktivitit von Agonisten inhibiert.'”

Der Einfluss der Disulfidbriicken Cys*-Cys*”® und Cys'*-Cys'®® sollte durch je eine
mutierte Cystein-Einheit untersucht werden (C106S, C278S). Da die Mutante C106S
nicht exprimiert werden konnte, wurden keine [Ca®']i-Anstiege beobachtet. Es ist
anzunehmen, dass die Expression auf Grund der stark beeinflussten Sekundir- und
Tertidrstruktur des Proteins nicht mdglich war (s. Kapitel 1-10). Daher war fiir die
mogliche Mutation C183S auch keine hohere Expressionsdichte in der
Zytoplasmamembran zu erwarten. Durch die in den P2Y,-Rezeptor eingefiihrte
Mutation C278S kam es zur Rechtsverschiebung der Dosis-Wirkungs-Kurven von
Nukleotiden (UTP, ATP) und Dinukleotiden (Ap4A, IpsU). Der Einfluss der fehlenden
Disulfidbriicke auf Dinkuleotide war grofer als auf Mononukleotide. Zudem konnte ein
groBerer Effekt auf die Pyrimidin-Nukleotide im Vergleich zu den Purin-Nukleotiden
festgestellt werden. Die Efficacy war fiir die Mononukleotide an C278S nicht reduziert.
Daher war anzunehmen, dass dies auch bei den Dinukleotiden nicht der Fall sein wiirde.
Aufgrund dessen wurde die ECsp-Werte fliir ApsA und Ip4U mit den anznehmenden
Maximalwerten abgeschétzt.

Die Affinitdt der Agonisten wurde durch das Fehlen der Disulfidbriicke reduziert, was
sich in erhohten ECso-Werten zeigt. Durch die Modifikation der Bindungsstelle kam es
zudem zu einer erhohten Affinitdt fiir das Anthrachinonderivat SW K16, nicht jedoch
fiir RB2, was darauf hindeutet, dass RB2 sich nicht vollstdndig in die Bindungsstelle
einfligt und durch andere, eventuell in extrazelluldren Bereichen liegende Interaktionen
mit dem P2Y,-Rezeptor die Bindungsstelle blockiert. Die ebenfalls groBeren
Dinukleotide waren hingegen stark beeinflusst. Da sie sich aber laut des von Geun-
Yung Ko erstellten Modells leichter in die Bindungstasche vordringen kdnnen als RB2,
sind die beiden Molekiile nur schwer vergleichbar. Das kleinere SW K16 fiigt sich
moglicherweise durch Aufweitung der Rezeptorstruktur auf Grund der fehlenden
Disulfidbriicke besser in die Bindungstasche ein, als dies beim Wildtyp-Rezeptor der
Fall ist.
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Abb. 2-20: A: P2Y,-Rezeptor Agonisten. UTP, ATP, Ap,A und Ip,U. B: P2Y,-Rezeptor

Antagonisten: Reactive Blue-2 (RB2) und SW K16.
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2.13 Charakterisierung der Rezeptormutanten

Zur Charakterisierung der in den P2Y,-Rezeptor eingefiihrten Mutanten (s. 2-3) wurden
intrazelluldre Calciummessungen verwendet. Es wurde jeweils die Aktivierung durch
die Nukleotide UTP und ATP sowie die Dinukleotide ApsA und Ip4U untersucht (Abb.
2-20). Messparameter war sowohl die Affinitit der Agonisten (ECs) als auch ihre
Efficacy am Rezeptor (maximal erreichbare Calciumanstiege). Alle Werte wurden auf
die Calciumsignale des endogen exprimierten muscarinischen M3-Rezeptors bezogen,
der als interner, gleich bleibender Standard diente. Die so erhaltenen Werte wurden mit
der Wildtyp-Zelllinie verglichen, die auf Grund ihrer Expressionsrate der jeweiligen
Mutante zugeordnet werden konnte (WT T3: 52% Expression, WT T4: 100%
Expression). Falls eine Stimulation des mutierten Rezeptors mdglich war, wurde
zusétzlich das Verhalten der Antagonisten RB2 und SW K16 getestet. Hierzu wurden
die mutierten Rezeptoren jeweils mit einer UTP-Konzentration angeregt, die 80-90%
des maximal moglichen Anstiegs bewirkte.

2.13.1 Aktivitat der Mononukleotide UTP und ATP

Unter den hoch exprimierten Mutanten Y114A, R177A_R180A, R177A, R180A und
R272A zeigte Y114A nur eine schwache Auswirkung auf die Aktivierung mit ATP. Der
ECso-Wert war etwas geringer als am Wildtyp-Rezeptor (WT T4). Das Verhalten von
UTP war an dieser Mutante nicht verdndert. Die Doppelmutante im EL2,
R177A_R180A, fiihrte zu einer Rechtsverschiebung der Dosis-Wirkungs-Kurve fiir
UTP und ATP, wobei der Effekt nur fiir ATP signifikant war. Daher wurden auch die
Einzelmutanten R177A und R180A untersucht. Wihrend R177A keine Auswirkungen
auf die Aktivierung des P2Y;-Rezeptors durch UTP hatte, war der ECso-Wert fiir ATP
leicht erhoht. R180A verhielt sich so wie die Doppelmutante, und hat daher in dieser
den groBeren Einfluss. Auffillig war die starke Reduktion sowohl der Affinitit als auch
der Efficacy durch die Mutation R272A im EL3. Der ECso-Wert war fiir UTP 350mal
hoher, fir ATP 185mal hoher als der am Wildtyp bestimmte Wert. Die Verschiebung
der Kurve gegeniiber dem Wildtyp-Rezeptor ist fiir alle getesteten Substanzen in
Tabelle 2-5 dargestellt.
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Abb. 2-21: Dosis-Wirkungs-Kurven der Nukleotide UTP und ATP am humanen P2Y,-Rezeptor
und seinen Mutanten. 1321N1-Astrozytomzellen, die die Rezeptoren rekombinant exprimierten,
wurden auf ihre intrazelluldre Calciumausschiittung nach Injektion verschiedener
Konzentrationen von UTP und ATP getestet. A: Injektion verschiedener Konzentrationen von
UTP zu hoch exprimierdenden Zelllinien; B: Injektion verschiedener Konzentrationen von ATP
zu hoch exprimierdenden Zelllinien; C: Injektion verschiedener Konzentrationen von UTP zu
Zelllinien mit mittleren Expressionsraten; D: Injektion verschiedener Konzentrationen von ATP

zu Zelllinien mit mittleren Expressionsraten (n = 3-6).

Die Mutanten mit einer mittleren Expression, Y118A, R194H, Y198A, C278S und
S296A wurden in Relation zu der Wildtyp-Zelllinie WT T3 betrachtet. Besonders
auffillig war das Verhalten der Mutante S296A in der transmembrandren Helix 7
(TM7). Die Aminoséure Ser”® ist essentiell fiir die Aktivierung des humanen P2Y,-
Rezeptors, und eine Mutation an dieser Stelle fiihrte zum volligen Aktivititsverlust. Die
Mutation der Aminosidure Tyr''® in der TM3 zu Ala fiihrte zu einem geringen
Affinitatsverlust fiir ATP und, fiir beide Nukleotide, zu einer extremen Reduktion der
Efficacy um bis zu 60%. Die Mutante R194H hingegen steigerte den maximalen Effekt
signifikant von 100% auf etwa 130%. Y198A hatte keinen FEinfluss auf die
Rezeptorfunktionalitdt. Die Ergebnisse sind in Tab. 2-3 und Abb. 2-21
zusammengefasst.
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Tab. 2-3: Charakterisierung der Agonisten UTP und ATP am humanen P2Y,-Rezeptor und
seinen Mutanten mittels intrazelluldrer Calciummessung. Alle Einzelwerte wurden auf den
durch 100 pM Carbachol induzierten, M3-Rezeptor vermittelten intrazelluldren Calciumanstieg
bezogen. Je nach Expressionsrate wurden die Werte mit denen des Wildtyprezeptors in einer
hohen (WT T4) oder in einer mittleren Expression (WT T3) verglichen (n = 3-6).

UTP ATP

ECso Efficacy ® ECso Efficacy ®
Mutante [nM + SEM] [% + SEM] [nM + SEM] [% + SEM]
WT T4 59,0 + 4,6 138 £ 10 63,1 £8,2 110 £ 15
Y114A 372+9,0 107 £9 30,1 +4,8 * 87+ 14
R177A R180A 123 +40 109 £9 239 + 28 **+* 104 £ 10
R177A 50,1 £17,7 133 +8 183 + 46 * 117 £38
R180A 138 +21 * 130 24 237 £ 47 ** 115+13
R272A 20.600 + 5000 * 99 + 6 * 11.700 + 4400 * 8746 *
WT T3 80,4 + 6,4 100 £ 13 95,8 + 14,5 92,2+ 6,4
Y118A 157 £ 49 43 +4 ** 299 + 49 ** 41 +4 **
R194H 121 + 54 127 £33 % 111485 130+ 11 *
Y198A 108 + 38 128 +8 120 + 32 126+ 8 *
C2788 2090 + 320 ** 86+9 1000 + 10 *** 97+ 6
S296A >>300000 341 #wx >> 300000 542 wkw

“im Vergleich zu 100 uM Carbachol (100%)
* p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001

2.13.2 Aktivitat der Dinukleotide ApsA und IpsU

Das Verhalten der Agonisten mit Dinukleotidstruktur wurde an den P2Y,-Rezeptor
Mutanten mittels [Ca2+]i-Messungen untersucht. ApsA und Ip,U zeigten agonistische
Aktivitdt am P2Y;-Rezeptor. Mit ECsp-Werten von 167 nM fiir ApsA und 179 nM fiir
Ip4sU war die Affinitdt der Dinukleotide geringer als die der Mononukleotide. Zudem
wurde im Vergleich zu UTP und ATP ein geringerer maximaler Effekt beobachtet. In
Relation zum M3-Rezeptor wurde eine Efficacy von etwa 100% (WT T4) bzw. 70%
(WT T3) ermittelt, was darauf hindeutet, dass es sich um partielle Agonisten handelt
(Tab. 2-4).

Die Effekte der Mutanten auf die Dinukleotide dhnelten denen, die fiir UTP und ATP
beobachtet wurden (Tab. 2-3). Unter den hoch exprimierten Mutanten zeigte Y114A
kaum Auswirkungen auf die Aktivitit der Testsubstanzen. Die Mutante R272A
bewirkte gegeniiber dem Wlildtyp eine starke Rechtsverschiebung (3500-fach bzw.
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4400-fach) der Dosis-Wirkungs-Kurven fiir ApsA und IpsU. Der Effekt war stirker als
der fur ATP und UTP detektierte Rechtsshift. Ein ECso-Wert konnte nicht bestimmt
werden, da bis zu einer Konzentration von 300 uM kein Plateau in der
Calciumfreisetzung erreicht wurde. Es wurde unter der Annahme, dass die Kurven ein
dhnliches Plateau erreichen wiirden, wie dies beim Wildtyp der Fall ist, ein Wert
abgeschitzt. Die Doppelmutante R177A_R180A verhielt sich analog zu der durch ATP
und UTP beobachteten Calciumfreisetzung, und es war ein hoherer Aktivitatsverlust fiir
das Purin-Analoge Ap4A als fiir IpsU zu beobachten. Bei beiden Dinukleotiden erhdhte
sich der ECsp-Werte leicht aber nicht signifikant um das 3- bzw. 4-fache fiir ApsA bzw.
IpsU. Dies spiegelte sich auch in den Ergebnissen fiir die Einzelmutanten R177A und
R180A wieder. Die ECso-Werte stiegen fiir ApsA von 167 auf 879 nM, fiir IpsU von
179 auf 754 nM.

Die Mutante Y118A (TM3) war durch die Dinukleotide kaum aktivierbar. Wie auch fiir
ATP erhohte sich der ECso-Wert fiir ApsA von 145 nM auf 345 nM, wihrend Ip4U in
seiner Affinitdt kaum beeinflusst war. Der maximale Effekt war fiir beide Substanzen
bis zu 5-fach gesenkt. Durch die Mutation S296A wurde der P2Y,-Rezeptor vollig
inaktiviert. Wihrend die Mutation der Aminoséure Tyr'*® lediglich eine sehr schwache
Erhohung der Efficacy zur Folge hatte, erhohte sich diese durch die Mutation R194H
fiir ApsA um das zweifache. Der Einfluss auf Ip,U war nicht statistisch signifikant aber
dennoch deutlich erkennbar.
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Abb. 2-22: Dosis-Wirkungs-Kurven der Dinukleotide ApsA und Ip,U am humanen P2Y,-
Rezeptor und seinen Mutanten. 1321N1-Astrozytomzellen, die die Rezeptoren rekombinant
exprimierten, wurden auf ihre intrazelluldre Calciumausschiittung nach Injektion verschiedener
Konzentrationen von ApsA und Ip,U getestet. A: Injektion verschiedener Konzentrationen von
ApsA zu hoch exprimierdenden Zelllinien; B: Injektion verschiedener Konzentrationen von
Ip,U zu hoch exprimierdenden Zelllinien; C: Injektion verschiedener Konzentrationen von
Ap4A zu Zelllinien mit mittleren Expressionsraten; D: Injektion verschiedener Konzentrationen

von Ip,U zu Zelllinien mit mittleren Expressionsraten (n = 3-6).
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Tab. 2-4: Charakterisierung der Agonisten Ap;A und Ip,U am humanen P2Y,-Rezeptor und

seinen Mutanten mittels intrazelluldrer Calciummessung. Alle Einzelwerte wurden auf den

durch 100 pM Carbachol induzierten, M3-Rezeptor vermittelten intrazelluldren Calciumanstieg

bezogen. Je nach Expressionsrate wurden die Werte mit denen des Wildtyprezeptors in einer
hohen (WT T4) oder in einer mittleren Expression (WT T3) verglichen (n = 3-6).

ApsA Ip4U
Mutante ECso Efficacy ® ECso Efficacy ®
[nM £ SEM] [% + SEM] [nM £ SEM] [% + SEM]
WT T4 167 £ 60 100+ 6 179 £ 55 98 +9
Y114A 170 £ 42 128+ 16 94,5+6,5 142+ 8 *
R177A_R180A 665 + 420 98 +5 398 £213 101 +7
R177A 879° 86" 754 ° 137°
R180A 710+ 169 ¢ 52+1°¢ 538 £97 ¢ 61+5¢
R272A ca. 740.000 ° 30+39 ca. 620.000 ° 33+ 19
WT T3 145 +23 68 + 8 112 +£17 72+7
Y118A 345 + 44 ** 1543 ** 145 £ 47 2545 **
R194H 18549 149 + 11 ** 216 + 56 85+ 10
Y198A 335+216 11711 % 231+45 127 £4 *
C278S ca. 81.000 ¢ 60£5°¢ ca. 270.000 ¢ 36+3°¢
S296A >> 300.000 12 £ 1 #%* >> 300.000 54wk
Zim Vergleich zu 100 uM Carbachol (100%)
n=1
‘n=2

dWerte durch Extrapolation abgeschitzt

* p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001
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2.13.3 Aktivitat der Antagonisten Reactive Blue-2 und SW K16

Die beiden am humanen P2Y;-Rezeptor getesteten Antagonisten RB2 und SW K16
(Abb. 2-20) konnten die UTP-induzierten intrazelluliren Calciumanstiege
konzentrationsabhéngig inhibieren. Alle Kurven wurden erstellt, indem unterschiedliche
Konzentrationen der Antagonisten mit den Zellen vorinkubiert wurden. UTP wurde in
einer Konzentration injiziert, die 80-90% des maximal mdglichen Effekts ausloste. Die
so erhaltenen Kurven waren vergleichbar.

Fiir RB2 wurde ein ICsp-Wert von 1,62 uM (WT T3) bzw. 1,85 uM (WT T4) bestimmt.
Diese Werte stimmen gut mit Literaturwerten {iberein.'*’” SW K16 zeigte 1Cso-Werte
von 21,9 (WT T3) bzw. 21,7 (WT T4) uM. Alle ICsp-Werte sind in Tab. 2-4
zusammengefasst. Die negativen Werte der prozentualen Calciumanstiege bei hohen
Antagonistkonzentrationen sind darauf zuriick zu fithren, dass auch die Erhéhung der
[Ca®"); inhibiert wird, die lediglich durch Injektion von Puffer und die damit verbundene
Ausschiittung von ATP durch die Zellen ausgeldst wird.

Die Bindung von Reactive Blue-2 wurde durch die Mutation Y114A vollig verhindert
(Abb. 2-23). Die Mutation basischer Aminosduren im EL2 beeinflusste den ICso-Wert
nur bei Einfiihrung der Doppelmutante R177A_R180A in den P2Y;-Rezeptor. Dies
scheint ein synergistischer Effekt zu sein. Der ICsp-Wert wurde auf 18,6 uM erhdht. Die
Einzelmutanten R177A und R180A verdnderten den ICso-Wert nicht. Dennoch hatten
diese Mutationen Auswirkungen auf das Bindungsverhalten von RB2, die sich darin
bemerkbar machten, dass der agonistische Effekt von UTP nicht vollstindig inhibiert
werden konnte. Die Kurven erreichten eine Sittigung bei etwa 50% des
Maximaleffekts. Die Mutation der Aminoséure Tyr'”® zu Ala fiihrte zu einer Steigerung
des ICso-Werts um das 6-fache. Alle weiteren in den P2Y,-Rezeptor eingefiihrten
Mutationen hatten keine Auswirkungen auf das antagonistische Verhalten von RB2. Fiir
die Mutanten R272A und S296A konnten auf Grund ihrer schlechten Aktivierbarkeit
keine Dosis-Wirkungs-Kurven fiir die Antagonisten aufgenommen werden.
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Abb. 2-23: Antagonismustestung flir Reactive Blue-2 (RB2) am humanen P2Y,-Rezeptor
mittels intrazelluldrer Calciummessungen. A: Hoch exprimierte Mutanten. ICso-Werte waren fiir
R177A und R180A nicht signifikant verschieden, aber eine 100%ige Hemmung war nicht
moglich. Die Kurve fiir R177A_R180A war signifikant nach rechts verschoben. An der Y114A-
Mutante zeigte RB2 keine Inhibition. B: Mittelhoch exprimierte Mutanten. Die Kurve fiir
Y 198A war signifikant nach rechts verschoben (n = 3-6).
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Die in den P2Y,-Rezeptor eingefiihrten Einzelmutationen hatten keine Auswirkungen
auf den ICsp-Wert des Anthrachinonderivats SW K16 (Abb. 2-24). Dies deutet darauf
hin, dass SW K16 in der Bindungsstelle nicht mit denselben Interaktionspartnern
Wechselwirkungen eingeht, wie das bei den Agonisten der Fall ist. Die Steigerung des
ICso-Werts von SW K16 durch die Zerstérung der Disulfidbriicke zwischen Cys® und
Cys”"® wird unter 2.12 diskutiert.
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B 75- i § 1 \ > R180A
B 50 : R177_180A
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Abb. 2-24: Antagonismustestung am humanen P2Y,-Rezeptor mittels intrazelluldrer
Calciummessungen. SW K16 konnte die UTP-induzierten Calciumanstiege an allen Mutanten
inhibieren. A: Hoch exprimierte Mutanten. ICs,-Werte waren nicht signifikant verschieden (n =
3-6). B: Mittelhoch exprimierte Mutanten. Die Kurve fiir C278S war signifikant nach links
verschoben (n = 3-6).
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Tab. 2-5: Charakterisierung der Antagonisten Reactive Blue-2 und SW K16 am humanen
P2Y,-Rezeptor und seinen Mutanten mittels intrazelluldrer Calciummessung. Alle Einzelwerte
wurden auf den durch UTP vermittelten intrazelluldren Calciumanstieg bezogen, der durch eine
UTP-Konzentration erhalten wurde, die 80-90% des maximalen Effekts ausloste. Je nach
Expressionsrate wurden die Werte mit denen des Wildtyprezeptors in einer hohen (WT T4) oder
in einer mittleren Expression (WT T3) verglichen (n = 3-6).

RB2 SW K16
Mutante
ICs0 [UM £ SEM] ICso [UM £ SEM]
WT T4 1,85+0,39 21,7452
Y114A >> 100 24,6 +3,9
R177A_RI180A 18,6 £ 6,2 ** 26,5+3,3
R177A 336+1,24° 30,8 £0,7
R180A 2,1+0,34° 23,4+3,5
R272A n.d.® nd.”
WT T3 1,62 40,27 21,9439
Y118A 1,57 £0,29 22,4+6,3
R194H 1,00 £ 0,23 17,6 3,7
Y198A 9,30 £2,28 * 21,1 £2,9
C278S 1,05+ 0,22 3,44 10,61 *
S296A n.d.® nd.®

* Die Fluoreszenzwerte gingen nicht auf 0% zurtick.
® nicht untersucht
* p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001
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Tab. 2-6: Verschiebung der ECsy- und ICsp-Werte gegeniiber dem Wildtyp-P2Y,-Rezeptor. Fiir
signifikant verschobene Dosis-Wirkungs-Kurven wurde der Faktor der Rechtsverschiebung
oder Linksverschiebung berechnet. Hoch-exprimierende Mutanten wurden mit WT T4,

mittelhoch-exprimierende Mutanten mit WT T3 verglichen.

UTP ATP ApsA Ip,U RB2 SWK16
Mutante Verschie- Verschie- Verschie- Verschie- Verschie- Verschie-
bung bung bung bung bung bung
[-fach] [-fach] [-fach] [-fach] [-fach] [-fach]
Y114A - 0,5 - - > 55 -
R177A
- - 4 - - 10 -
RI180A
RI177A - 3 5¢ 4° - -
RIS0A 2 4 41 34 - -
R272A 350 185 4400 * 3500 ° nd.” nd.”
Y118A - 3 2 - - -
R194H - - - - - -
Y198A - - - - 6 -
S296A nd." n.d. nd." nd." nd." nd."

* Werte durch Extrapolation abgeschiitzt
® nicht bestimmbar, da kein ECsy-/ICso-Wert messbar war
‘n=1

dh=2
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2.14 Rezeptor-Modell in Homologie zum Rinder-Rhodopsin

Ein Modell des humanen P2Y,-Rezeptors wurde von Geun-Yung Ko, Arbeitskreis Prof.
Dr. Holtje, Universitit Diisseldorf, erstellt. Basierend auf Vorschldgen aus einem ersten
Modell wurden im Rahmen dieser Arbeit neue Rezeptormutanten entwickelt (Abb. 2-10
und 2-24). Die Ergebnisse der Mutagenesestudien und der Substanztestungen, die im
Arbeitskreis Prof. Dr. Miiller durchgefiihrt wurden, dienten und dienen zur Optimierung
des P2Y,-Modells.

Rinder-Rhodopsin ist der einzige bisher kristallisierte G-Protein-gekoppelte Rezeptor.
Computergenerierte Modelle werden standardméBig in Homologie zu der Struktur des
Rhodopsins hergestellt.'””!"®

L112 L1117

AB3 'L_ RN [srs T115

Abb. 2-24: Modell des humanen P2Y,-Rezeptors. A: Docking der Antagonisten mit
Anthrachinon-Grundgeriist. B: Bindungstasche von Ap,A.
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2.15 Zusammenfassung und Diskussion

Der humane P2Y,-Rezeptor ist eine viel versprechende Arzneistoffzielstruktur fiir
diverse Krankheitsbilder wie Mukoviszidose, Atherosklerose und neurodegenerative
Erkrankungen.'*!1®!2:13317 Bisher sind nur wenige, zumeist nicht selektive und wenig
potente Liganden fiir den Rezeptor bekannt, deren metabolische Stabilitit oft gering ist.
Um seine Funktionen im Kd&rper besser zu charakterisieren und potentielle Arzneistoffe
zu entwickeln, sind neue, potente und selektive Agonisten und Antagonisten notig.

In dieser Arbeit wurden zielgerichtet Mutationen in den humanen P2Y,-Rezeptor
eingefiihrt. Durch ihre Charakterisierung mittels P2Y,-Rezeptor-Agonisten und
-Antagonisten konnen die an der Bindung und Rezeptor-Aktivierung beteiligten
Aminosduren identifiziert werden, und es ergibt sich ein genaues Bild der
Bindungstasche.

Drei geladene Aminosduren (His*®, Arg’® und Arg®?) in den &uBeren Teilen der
transmembrandren Bereiche des humanen P2Y,-Rezeptors waren bereits bekannt und
sind an der Rezeptoraktivierung beteiligt. Sie interagieren mit den Phosphatresten der
Nukleotide.'"* Es konnten weitere Mutationen in die TM3, TM5 und TM7 eingefiihrt
werden: Y114A, Y118A, Y198A und S296A. In den extrazelluliren Loops 2 und 3
wurden basische Aminosduren zielgerichtet mutiert: R177A, R180A, R177A_R180A,
R194H und R272A. Die Mutanten wurden auf Grund eines Alignments mit anderen
P2Y-Rezeptor-Subtypen und eines von Geun-Yung Ko (Universitit Diisseldorf)
erstellten, computergenerierten Modells des Rezeptors ausgewihlt. Zusétzlich wurden
zwei Mutationen erzeugt, bei denen Cysteine aus Disulfidbriicken des P2Y,-Rezeptors
durch Serine ersetzt sind (C106S und C278S).

Der Wildtyp-Rezeptor und einige Mutanten wurden mittels Lipofektion eines
Konstrukts im Vektor pcDNA3.1 in 1321N1-Astrozytomzellen transfiziert und mit
G418 wurden stabile Zelllinien selektiert. Es stellte sich heraus, dass die Transfektion
mit einem Standardvektor keine geeignete Methode zur stabilen Expression in 1321N1-
Astrozytomzellen ist, da schon nach wenigen Passagen keine Aktivierbarkeit der
Rezeptoren durch die Nukleotide UTP und ATP mehr nachweisbar war. Das
retrovirale Transfektionssystem unter der Verwendung des Vektors pLXSN und der
Verpackungszelllinie GP+envAM12 wurde fiir die stabile Transfektion von 1321N1-
Astrozytomzellen etabliert. Die auf diesem Weg infizierten Zellen tragen den P2Y,-
Rezeptor, der N-terminal mit einem HA-Tag versehen ist, stabil fiir etwa 45 Passagen.
In hoheren Passagen geht die Expressionsrate langsam zuriick.

Ein Zelloberflichen-ELISA konnte so optimiert werden, dass die Expressionsraten der
auf 1321N1-Zellen exprimierten Rezeptoren erfasst werden konnen. Da die
Expressionsraten der einzelnen Mutanten nicht vergleichbar waren, wurden sie in zwei
Gruppen mit dhnlicher Expression aufgeteilt und jeweils einer entsprechenden Wildtyp-
Zellline zugeordnet: WT T4 100% Expression, WT T3 52% Expression. Zur ersten
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Gruppe gehoren die Mutanten Y114A, R177A, R180A, R177A_R180A und R272A,
zur mittelhoch exprimierten Gruppe die Mutanten Y118A, R194H, Y198A, C278S und
S296A. Die Mutante C106S konnte nicht auf der Zelloberfldche nachgewiesen werden.
Durch die fehlende Disulfidbriicke ist die Rezeptorstruktur moglicherweise zu instabil,
um eine geeignete Faltung fiir den Transport in die Cytoplasmamembran zu erreichen.

H265L
* UTP, ATP 450-fach
weniger potent R292L
« UTP, ATP 850-fach
\ weniger potent
|
1
R177A_R180A
« leichter Aktivitatsverlust fur
Yi.\J'I:AI;AZ tach akti ATP und Dinukleotide R194tH. He Eff
~-tach aktiver - R180A hat starkeren Einfluss gesteigerte Efficacy
« Agonisten ansonsten fur alle Agonisten

* RB2 nur bei Doppelmutante
schwacher

nicht beeinflusst
* RB2 inaktiv

C278S

* EC4-Werte
steigen

* Dinukleotide
560- bis 2400-
fachweniger
aktiv

* SW K16
potenter

C106S
* nicht
exprimierbar

Y118A
« Rechtsverschiebung fur Y198A * Nukleotide bis 350- S296A
Purin-Nukleotide « Agonisten fach weniger potent ;Iftli(\:/rigrbar
« stark verringerte Efficacy fiir unveréndert * Dinukleotide fast
alle Agonisten + RB2 6-fach inaktiv

weniger potent

R262L
* UTP, ATP 100-fach weniger
potent

Abb. 2-25: Snake-like-plot des humanen P2Y,-Rezeptors. Die eingefiihrten Mutationen sind

gekennzeichnet und ihre Effekte werden beschrieben. AuBlerhalb des Rahmens sind bereits

bekannte Daten dargestellt.'*
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Disulfidbriicken, C278S, C106S

Durch chemische Reduktion konnte gezeigt werden, dass die Ausbildung von
Disulfidbriicken essentiell fiir die Aktivierung des P2Y,-Rezeptors ist. Die
Aktivierbarkeit durch die Nukleotide UTP und ATP nahm um etwa 80% (UTP) bzw.
90% (ATP) ab, wiahrend der muscarinische M3-Rezeptor unter den selben Bedingungen
nur eine 20%ige Reduktion der Aktivierbarkeit durch seinen Agonisten Carbachol
erfuhr. Dies steht in guter Ubereinstimmung mit dem vom Arbeitskreis Holtje
generierten Modell des Rezeptors, in dem sich 2 Disulfidbriicken zwischen Cys* und
Cys””® und zwischen Cys'® und Cys'® in den duBeren Bereichen des Proteins befinden.
Diese Disulfidbriicken finden sich auch im von Ivanov et al. publizierten Modell des
P2Y,-Rezeptors wieder.'* Die Disulfidbriicken des M3-Rezeptors waren weniger von
der Reduktion betroffen, da sie sich weiter im Inneren des Proteins befinden und daher
schlechter zugénglich sind. Eine Hemmung des Bindeverhaltens an diesem Rezeptor
durch DTT-Inkubation wurde bereits zuvor gezeigt war ahnlich moderat.'” Die
Untersuchung der exprimierbaren Mutante C278S ergab, dass die mittels intrazellularer
Calciummessungen ermittelten Dosis-Wirkungs-Kurven gegeniiber dem Wildtyp
signifikant nach rechts verschoben werden. Die fehlende Disulfidbriicke hatte jedoch
keinen FEinfluss auf die maximale Stimulierbarkeit des P2Y;,-Rezeptors. Die
untersuchten Antagonisten verhielten sich unterschiedlich. Durch die aufgeweitete
Struktur des Rezeptors kann das kleine Anthrachinonderivat SW K16 leichter an seine
tiefer gelegene Bindungsstelle gelangen und zeigt eine stirkere Bindung, so dass sich
der ICsp-Wert gegeniiber dem Wildtyp verringerte (3,44 vs. 21,9 uM). Auf den
volumindseren Antagonisten Reactive Blue-2 (RB2) hatte die Mutation C278S jedoch
keinen Einfluss.

Y114A

Die Mutante Y114A in der TM3 verhielt sich unterschiedlich gegeniiber diversen
Liganden. Tyr''* hatte nur einen sehr geringen Einfluss auf die Agonistbindung und
verstéirkt sie sogar leicht. Der Antagonist RB2 war hingegen an dieser Mutante vollig
inaktiv. Die Aktivitdt von SW K16 wurde nicht beeinflusst.

Y118A

In der TM3 wurde die Mutante Y118A eingefiihrt. Sie fiihrte zu einer starken
Beeintrachtigung der Efficacy der Nukleotide und Dinukleotide am P2Y;-Rezeptor. Die
Auswirkungen auf die Affinitdt waren gering und wirkten sich auf ATP und Aps4A
stirker aus als auf die Pyrimidin-Nukleotide UTP und Ip,U. Tyr''® ist essentiell fiir die
Aktivierung des Rezeptors.
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Zusammen mit Tyr''* liegt auch Tyr'"® laut dem von Ko und Héltje erstellten Modell an
der Bindungstasche und interagieren hauptsichlich mit den Phosphatresten und
schwiécher auch mit der Base und, wobei sich hier die Entfernung vom Agonisten
bemerkbar machen kénnte. Wihrend die Phosphatreste von UTP direkt mit Tyr'*
Tyr''® interagieren, liegt bei ApsA und ATP ein Wasser-Molekiil dazwischen. Auch ist
eine Ubertragung der Bindungseigenschaften von einer auf die andere aromatishe

und

Aminosdure moglich, welche ein so genanntes ,,aromatisches Cluster” bilden konnten.
Eine Optimierung des Modells in der Position Tyr''* wire ratsam. Die analogen
Mutationen H132A und Y136A im P2Y;-Rezeptor fithren zu einer geringen
Verschlechterung der Aktivierbarkeit, scheinen jedoch einen weniger starken Einfluss

zu haben, als die entsprechenden Mutanten am P2Y,-Rezeptor.

Y198A

Die Aminosdure Tyr'® in der TM4 hat keinen Einfluss auf die Rezeptoraktivierung. Sie
befindet sich etwas weiter von der Agonist-Bindungsstelle entfernt. Laut Modell kénnte
Tyr'”® den y-Phosphatrest fixieren, was allerdings durch die experimentellen Ergebnisse
nicht bestitigt werden konnte. Tyr'®® interagiert jedoch mit dem gréBeren Antagonisten
RB2. Die Mutation Y198A fiihrte hier zu einer signifikanten Erhohung des 1Cso-Werts
von 1,6 auf 9,3 uM.

S296A

296

Die essentielle Aminosdure Ser”" in der TM7 bildet laut Rezeptormodell von Ko

Wasserstoffbriicken mit N-Atomen der Base aus. Thre Mutation zu Ala®® fithrte zur
volligen Inaktivierung des Rezeptors. Auch in dem Modell von Ivanov et al. ist Ser’”®
unten in der Nukleotid-Bindungstasche zu finden. Das analoge Ser’'* hat die selbe
Bedeutung fiir den P2Y-Rezeptor."”” Hinzu kommt, dass Ser”® von groBer Bedeutung
fiir die Stabilitit der Helix 7 ist, da es stabile Wasserstoffbriicken mit Pro®” in derselben

Helix eingehen kann.

R177A_R180A, R177A, R180A

Der extrazelluldre Loop 2 (EL2) wurde bereits beim eng verwandten P2Y4-Rezeptor als
Teilstruktur mit Liganderkennungs-Funktion beschrieben.”® Geladene Aminosduren in
diesem Loop spielen auch im Bindungsverhalten des P2Y -Rezeptors eine Rolle.'> Die
Mutanten der basischen Aminosduren Arg'”’, Arg' und Arg" im P2Y,-Rezeptor
zeigten Effekte auf die Nukleotid-vermittelte Ausschiittung intrazelluldren Calciums.
Durch die Mutationen R177A R180A wurden die in R180A wieder zu findenden
Rechtsverschiebungen der Agonistkurven verursacht. Arg'®® ist direkt an der
Ligandbindung beteiligt. Hierbei ist die Purinbase ATP stirker betroffen als UTP.
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R177A hat einen dhnlichen aber schwécher ausgepriagten Einfluss. Der EL2 wird laut
Modell von Ko in die Bindungstasche eingestiilpt, so dass die Aminosduren dort mit

den Phosphatresten interagieren konnen. Arg'’’

interagiert auf Grund der groBeren
Entfernung zum Nukleotid schwécher. Diese Aminosdure ist nach aulen gerichtet und
fixiert so den N-Terminus und den EL1 in einer Art ,,Sandwich®. Es wire moglich, dass
der Einfluss der Mutation R177A durch Konformationsianderungen zu Stande kommt.
Denkbar ist auch, dass der EL2 zusammen mit dem EL3 analog zum von Moro €t al.
erstellten Modell fiir den P2Y-Rezeptor eine Meta-Bindungsstelle ausbildet.'™*

et al.'"* postulieren fiir die o.g. Aminosduren elektrostatische Interaktionen, die

Ivanov

Disulfidbriicken-dhnlichen Charakter haben sollen. Es wire auch moglich, dass die
Auswirkungen auf die Ligandbindung durch das Aufbrechen dieser Interaktionen zu

7 der Fall zu sein,

Stande kommen. Dies konnte fiir die schwicheren Effekte von Arg
erscheint jedoch eine unwahrscheinliche Erkldrung fiir die starke Beeinflussung des
antagonistischen Verhaltens von RB2. Die Substanz hatte an den Mutanten des EL2
zwar nur einen geringfligig hoheren 1Cso-Wert, fiihrte jedoch nicht mehr zur vollen
Hemmung des durch UTP induzierten [Ca*"];-Anstiegs. Reactive Blue-2 miisste laut
Rezeptormodell durch die starken Interaktionen der drei negativen Sulfatgruppen einen
deutlich geringeren ICso-Wert zeigen, als es in Realitét der Fall ist. Die eher unscharfen
Ergebnisse deuten darauf hin, dass die Substanz nicht vollstindig in die Bindungstasche
hinein transportiert sondern auf Grund von starken elektrostatischen Wechselwirkungen
unspezifisch an duBleren Teilen des Rezeptors und in den oberen Bereichen der
Bindungstasche haftet. Hieran sind je nach zufillig eingenommener Binde-Position die
Aminosduren Arg'’’, Arg"™® und Tyr''* beteiligt. RB2 scheint also multiple
Bindungsmodi zu haben. Auch fiir andere G-Protein-gekoppelte Rezeptoren wurde
gezeigt, dass der EL2 eine entscheidende Rolle fiir die Ligandbindung und
Rezeptoraktivierung spielt. Mutagenese-Studien des Complement Faktor Sa-(C5a-)
Rezeptors, des muscarinischen M3-Rezeptors und des V2 Vasopressin-Rezeptors
weisen darauf hin, dass der EL2 elementare Aufgaben in der Liganderkennung
besitzt.'* 1%

R194H

Die am Ende der Helix 5 und am Anfang des EL2 nah an der FEintrittsstelle zur
Bindungstasche befindliche Mutation R194H fiihrte zu einer Erh6hung der maximalen
Calciumantwort durch Nukleotide und Dinukleotide. Im Modell von Ko et al. scheint
Arg'* den gesamten Eingangsbereich (TM4, TMS5, EL2) zu stabilisieren. Auch ergibt
sich eine ,,Sandwich-Struktur mit den oben beschriebenen Aminosduren Tyr114 und
Tyr''®. Das kleinere Histidin konnte zu einer erhdhten Flexibilitit im Eintrittsbereich
und somit zu einer erleichterten Aufnahme der Liganden und Weiterleitung des Signals
fiihren.
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R272A

Die Mutation R272A im EL3 des humanen P2Y,-Rezeptors fiihrte zu einer starken
Erhoéhung der ECso-Werte fiir die Agonisten des Rezeptors (12-20 uM versus 60 nM),
wobei die Auswirkungen auf die Dinukleotide groBer waren. Arg®’* befindet sich laut
Modell von Ko und Hoéltje an der Eintrittsstelle zur Bindungstasche und ist fiir den
ersten Kontakt und das Einfiihren des Liganden in die richtige Position verantwortlich.
In dem Modell von Ivanov et al. ist die Aminosaure nicht aufgefiihrt.'*

Die Aktivierung aller G-Protein-gekoppelter Rezeptoren wird durch das Modell eines
molekularen Schalters (,,toggle switch®) beschrieben.'® Die transmembraniren Helices
sechs und sieben bewegen sich wihrend der Aktivierung durch einen Liganden im
unteren Bereich auf einander zu und entfernen sich im duBeren Bereich von einander.'®*
Dies wird durch die Bindung eines Agonisten induziert, wobei flir alle G-Protein-
gekoppelten Rezeptoren der Klasse A eine Bindungstasche im &uBleren Teil der
transmembrandren Helices postuliert wird. Eine solche eher auflen gelgene
Bindungstasche konnte durch Mutagenese auch fiir den P2Y,-Rezeptor bestdtigt
werden. Der Aktivierungsmechanismus iiber den molekularen Schalter kann generell
durch die Bindung von Agonisten in sehr unterschiedlichen Bindungstaschen ausgelost
werden. Eine Homologie, wie sie zwischen den Bindungstaschen des P2Y,-Rezeptors
und anderen P2Y-Rezeptoren besteht, konnte ebenfalls zwischen den Bindungsstellen
aller G-Protein-gekoppelten Rezeptoren existieren. Aus vielen Beobachtungen geht
hervor, dass die Transmembrandren Helices 3, 5, 6 und 7 sowie der Extrazellulire Loop
2 oft an der Ligandbindung beteiligt sind.'"® Dies wurde in der vorliegenden Arbeit
auch fiir den P2Y,-Rezeptor bestétigt. Andererseits liegen die Bindungstaschen fiir
peptidische Agonisten oft weiter aulen im Rezeptor. Es ist also auch mdglich, dass von
unterschiedlichen Stellen des Proteins durch einen Liganden die aktive Form des
Rezeptors stabilisiert werden kann. Um ein allgemeingiiltiges Modell zu erstellen, sind
mehr ausfiihrliche Untersuchungen an verschiedenen Rezeptoren nétig.

Insgesamt bestdtigen die Untersuchungen an den mutierten P2Y,-Rezeptoren, dass sich
die Bindungstasche fiir die Nukleotide, Dinukleotide und die vom Anthrachinon
abgeleiteten Antagonisten in den #duBeren Teilen der transmembranen Doménen
befinden. Wihrend die Nukleotide und kleinen Anthrachinon-Antagonisten vollstindig
in die Bindungstasche passen, scheinen kleine Anteile der groBBeren Molekiile heraus zu
ragen. Die negativ geladenen Anteile der Liganden liegen unten in der Bindungstasche
und interagieren mit positiv geladenen Aminoséuren. Die Daten zeigen zumeist eine
gute Ubereinstimmung mit dem von Ivanov et al.'” und dem von Geun-Yung Ko
generierten Modell. Letzteres kann in einigen Bereichen noch an die biologischen Daten
angepasst werden. Aus diesem optimierten Modell werden sich Vorschlége fiir neue,
potente Agonisten und Antagonisten am humanen P2Y,-Rezeptor ergeben. Sollten sich
selektive Antagonisten finden, konnen diese und auch die bereits entwickelten
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selektiven Agonisten an von Qi et al. erstellten Chimédren des P2Y,/P2Y4-Rezeptors
getestet werden. So kann die Bindungsstelle noch niher charakterisiert werden,”® und es
konnten auch Einblicke in die Strukturmerkmale, die fiir die Ligandunterscheidung
zwischen den beiden nahe verwandten Rezeptoren verantwortlich sind, gewonnen
werden. Die in dieser Arbeit gewonnenen Informationen iiber Aktivierung und das
Bindungsverhalten des P2Y,-Rezeptors dienen neben der Entwicklung von neuen,
selektiven Liganden auch dem generellen Verstdndnis der Aktivierungsmechanismen
von G-Protein-gekoppelten Rezeptoren und konnen in computergenerierte Modelle
eingebracht werden, um diese weiter der Realitit anzunidhern.



3 Suche nach neuen P2Y-Rezeptor-
Antagonisten

3.1  Einleitung

Zurzeit sind erst wenige Antagonisten fiir P2Y-Rezeptoren bekannt.**'*® Potente und
selektive Liganden werden dringend als pharmakologische Werkzeuge und potentielle
Arzneistoffe fiir diverse Krankheitsbilder benoétigt. In dieser Arbeit liegt der Fokus auf
der Testung von potentiellen Antagonisten fiir die Gq-Protein-gekoppelten Rezeptoren
P2Y,, P2Y,, P2Y4 und P2Ys.

Am humanen P2Y;-Rezeptor wird PPADS (ICso = 89 uM) als Standardantagonist
verwendet. Suramin und Reactive Blue-2 sind inaktiv (Abb. 3-1).*¢!¥718% MRS2179
und MRS2500 sind mit K;-Werten von 84 nM und 0,8 nM potente, selektive
Antagonisten am P2Y;-Rezeptor, die auch als Radioliganden eingesetzt werden

koénnen, '8%:1%

Fiir den humanen P2Y,-Rezeptor (hP2Y,) werden standardmiBig RB2 (ICso = 1,9 uM
(s. 2.9)) und Suramin (ICsy = 48 uM) als Antagonisten eingesetzt, wihrend PPADS an
diesem Rezeptor inaktiv ist (Abb. 3-1).M79L192 Aych Flavonoide und Biflavonoide
hemmen den Miuse-P2Y,-Rezeptor in niedrigen mikromolaren Konzentrationen.'®>'*?
Viele Anthrachinonderivate zeigen am murinen P2Y;-Rezeptor (mP2Y>) inhibitorische
Aktivitit in Konzentrationen zwischen 5 und 30 pM.'** Es konnte auch gezeigt werden,
dass AR-C118925 mit einem ICso-Wert von ca. 1 uM (hP2Y,) antagonistisch wirkt

(Abb. 3-1)."

Der durch UTP aktivierbare humane P2Y4-Rezeptor ist dem P2Y;-Rezeptor strukturell
sehr d@hnlich, weshalb die Entwicklung selektiver Liganden mit besonders grof3en
Schwierigkeiten verbunden ist. RB2 zeigt hier einen ICsp-Wert von 59,3 uM, Suramin
und PPADS sind inaktiv.>*'®*

RB2 hat auch am humanen P2Ys-Rezeptor antagonistische Aktivitit (ICsp = 4,3
uM)."® Suramin und PPADS sind nahezu inaktiv.”' Das Arylisothiocyanat-Derivat
MRS2578 stellt mit einem ICsp-Wert von 37 nM einen gegeniiber P2Y;, P2Y,, P2Y,
und P2Y;, selektiven P2Yg¢-Antagonisten dar (Abb. 3—1).195 Allerdings ist die
Verbindung sehr reaktiv und instabil.
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Abb. 3-1: Strukturen bekannter P2Y-Rezeptor-Antagonisten: PPADS, Reactive Blue-2 (RB2),
Suramin, AR-C118925, MRS2179, MRS2500 und MRS2578.
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Die meisten der bisher bekannten Antagonisten flir P2Y-Rezeptoren weisen
entscheidende pharmakologische oder physikochemische Nachteile auf. Sie sind oft
wenig selektiv und haben eine geringe Potenz. Viele der Strukturen haben ein hohes
Molekulargewicht und polyanionischen Charakter, was die Bioverfiigbarkeit der
Substanzen stark einschrdankt. Ein erleichtertes Screening mittels Radioligand-
Bindungsstudien ist bisher nur fiir den P2Y;- und P2Y,-Rezeptor méglich.lgg’lgo’196
Daher werden zur Testung neuer Liganden intrazelluldre Calciummessungen oder

Bestimmungen der Signalmolekiile cAMP bzw. IP; eingesetzt, 16197199

3.2 Testung von potentiellen Antagonisten

Zur Testung potentieller Antagonisten wurden 1321N1-Astrozytomzellen verwendet,
die retroviral mit dem tP2Y (turkey P2Y)-, hP2Y; (humanen P2Y>) -, hP2Y4 (humanen
P2Y4)- und rP2Y, (Ratten-P2Y)-Rezeptor transfiziert waren. Die Transfektion mit dem
hP2Y,-Rezeptor wurde in Kapitel 1 beschrieben, die anderen Zelllinien stammen aus
dem Arbeitskreis Prof. Dr. Gary Weisman, University of Missouri-Columbia, USA.
Einige Untersuchungen wurden an NG108-15-Zellen, einer Hybridzelllinie aus Maus-
Neuroblastom und Ratten-Gliom, durchgefiihrt. Diese Zellen exprimieren endogen den
Miuse-P2Y,-Rezeptor.” Die Substanzen wurden, soweit dies die Loslichkeit zulieB, in
Konzentrationen von 1, 10 und 100 pM getestet. Kam es zu einer Inhibition, wurde eine
Dosis-Wirkungs-Kurve mit verschiedenen Konzentrationen des Agonisten erstellt. Die
Testungen am Méuse-P2Y,-Rezeptor (mP2Y;) wurden teilweise von Geun-Yung Ko im
Rahmen ihrer Diplomarbeit durchgefiihrt.** Die Substanzen wurden von Dr. Stefanie
Weyler und Younis Baqi im Rahmen ihrer Doktorarbeiten synthetisiert.
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3.2.1 Testung von Anthrachinonderivaten

Verschiedene Anthrachinonderivate wurden auf ihre antagonistische Aktivitit
untersucht (Abb. 3-2). Einzelne Substanzen mit Anthrachinon-Grundgeriist wurden
spater auch am humanen P2Y,-Rezeptor getestet.

Alle untersuchten Derivate, bei denen es sich um Sulfonsdureester oder
Sulfonsdureamide handelt, waren in Testkonzentrationen von 1 uM, oder, wenn die
Loslichkeit dies erlaubte, in den Testkonzentrationen von 10 uM und 100 uM an den
untersuchten Rezeptoren inaktiv.

NH, Ic|>
S
1 R
o)

e
- éuw© A0 §<©
)

(Testkonzentrationen

SW03030-1 SW03032-1 SW03035-1
(1 uM) (1 uM) (1, 10, 100 pM)
NO,
O,N NO
/@/ 2
© g\o g\o
SW03056-1 SW03057-1 SW03058-1
(1, 10 uM) (1, 10 uM) (1,10 uM)

Abb. 3-2: Anthrachinon-Derivate, die am tP2Y -, mP2Y,, hP2Y,- und rP2Y4-Rezeptor getestet
wurden. Gemessen wurde die Inhibition der intrazelluldren Ca**-Anstiege nach Injektion der
jeweiligen Agonisten ADP 1uM (tP2Y,), UTP 3 pM (mP2Y,), UTP 3 uM (hP2Y,) und UDP 3
uM (rP2Ys) (n = 3). Die Antagonisten wurden in den folgenden Hochstkonzentrationen
vorgelegt: SW03030-1: 1 uM, SW03032-1: 1 uM, SW03035-1: 100 uM, SW03056-1: 10 uM,
SW03057-1: 10 uM, SW03058-1: 10uM.
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Einzelne, ausgewihlte Substanzen wurden am humanen P2Y,-Rezeptor getestet (Tab.
3-2). Diese Anthrachinonderivate enthielten eine freie Sulfonsdure-Gruppe und hatten
im Rahmen friiherer Untersuchungen (Dissertation von Dr. Marko Kaulich)'”® bereits
antagonistische Aktivitit am murinen P2Y,-Rezeptor gezeigt. Eine vollstdndige
Ubersicht der Testung aller Substanzen an verschiedenen P2Y-Rezeptorsubtypen wird
in der Dissertation von Anja Scheiff dargestellt werden. Beispielhaft sind in Abb. 3-2
Dosis-Wirkungs-Kurven fiir SW K20 und SW K24 am humanen P2Y,-Rezeptor
dargestellt.

Im Gegensatz zu den Sulfonsdureamiden und —estern zeigten viele der
Anthrachinonderivate mit freien Sulfonsduregruppen antagonistische Aktivitit an P2Y -
Rezeptoren. Die ICso-Werte fiir die Substanzen SW K9, SW K16, SW K20, SW K22
und SW K24 lagen im niedrigen mikromolaren Bereich. Es waren nur geringe
Aktivitidtsunterschiede zwischen humanen und Maiuse-Rezeptoren zu erkennen.
Lediglich SW K19, ein meta-Chlorphenyl-substituiertes Derivat, war inaktiv. Die
Verbindung SW 117 zeigte ebenfalls kein antagonistisches Verhalten, enthielt aber auch
keine negative Ladung in Position 2 des Anthrachinongertists.
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Tab. 3-2: ICs,-Werte verschiedener Anthrachinon-Derivate am Méuse- und humanen P2Y,-

Rezeptor. Gemessen wurde die Inhibition der UTP-vermittelten intrazelluliren Ca**-Anstige

(n=3-4).
mP2Y,? hP2Y,"
Verbindung Strukturformel ICs0 = SEM [uM]  ICs0 £ SEM [uM]
(% Inhibition) ° (% Inhibition) °
O NH,
Coy™
SW K9 20.0+7.0 4.51+0.09
(0] HN\©\
Cl
O NH,
o
SW K16 o HN\@\ 17.0+ 1.0 16.0+3.6
_CH,
(o]
O NH,
I I l SO,Na
> 100 >30
SW K19 O HN Cl
O (7+2) (33 + 4)
O NH,
Coor
oH 7.95 +1.05

SW K20 s 14.0£9.0
o HN\©/CH3
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mP2Y,? hP2Y,"
Verbindung Strukturformel ICs0 = SEM [uM]  ICs0 £ SEM [uM]
(% Inhibition) ° (% Inhibition) °
O NH,
l I I SO,Na
SW K22 n.d.¢ 23.7+9.6
(@] HNjg/CH3
H,C
O NH,
l l ! SO,Na
SW K24 © HNQ 10.0£2.0 119+24
H,C
O  NH,
l I [ SO,Na
SW K26 0 HN:@ 17.0+£4.0 15.0+£5.6
/\O
O NH,
SOPN
SW 117 o MN ‘O >>10 >>30
O NH,
l I l SO,Na
SW 126 O 10.7 £ 1 6.67 £0.32
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mP2Y,? hP2Y,°
Verbindung Strukturformel ICs0 = SEM [uUM]  ICs0 £ SEM [uM]

(% Inhibition) ° (% Inhibition) °

NH,

(0]
Cror
SW K13 © HN\CL 27.0£5.0 249+8.19
CH

3

* UTP-Konzentration: 3 uM ( ECso UTP = 3,03 + 0,93 uM).
® UTP-Konzentration: 1 uM (EC5o UTP = 0,781 £ 0,113 uM).

“ bei der angegebenen Testkonzentration

4 nicht untersucht
A B

125+
~ 1004 — i
3\0/ { 5’\.3/ 100
c?; 754 87 754
» I
< 504 c 504
< <
KZ 25 ;;E 25+
O o ISR

T T T T 1 T T T 1
108 107 106 10 104 103 107 106 10 104 10
[SW K20], M [SW K24], M

Abb. 3-2: Antagonismus von SW K20 (A; ICso = 7.95 £ 1.05) und SW K24 (B; ICso=11.9
2.4) am hP2Y,-Rezeptor. Es wurden mit dem Rezeptor transfizierte 1321N1-Astrozytomzellen
als Testsystem verwendet und intrazelluldre Cacliumanstiege nach Injektion von 1 uM UTP
gemessen (n = 3).
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3.2.2 Testung von Sulfanilsdureamiden und
p-Aminobenzoesaureamiden

Es wurden Sulfanilsdureamide und p-Aminobenzoesdaureamide mit diversen
Substituenten sowie analoge Substanzen auf ihr antagonistisches Verhalten am tP2Y-,
mP2Y;-, hP2Yy- und rP2Y¢-Rezeptor getestet. Auch hier wurden, wenn mdglich, die
Konzentrationen 1 uM, 10 uM und 100 pM vorgelegt, mit transfizierten 1321N1-
Astrozytomzellen vorinkubiert, und anschlieBend wurde die Agonist-induzierte
intrazelluldre Calciumfreisetzung vermessen. Fiir den mP2Y;-Rezeptor wurden NG108-
15-Zellen verwendet, wobei das Screening zum Teil von Geun-Yung Ko durchgefiihrt
wurde. Die Ergebnisse sind in Tabelle 3-3 zusammengefasst.

Tab. 3-3: ICsp-Werte verschiedener Verbindungen am tP2Y,;-, mP2Y,, hP2Y,- und rP2Y-
Rezeptor. Gemessen wurde die Inhibition der intrazelluliren Ca**-Anstige nach Injektion der

jeweiligen Agonisten (n = 3).

tP2Y,2  mP2Y,° hP2Y,S rP2Y°
ICs0 + ICs0 + ICs0 + ICs0 +
Verbindung Strukturformel SEM [uM] SEM [uM] SEM [uM] SEM [uM]
(% (% (% (%
Inhibition)®  Inhibition)® Inhibition)®  Inhibition)®

SO,Na

0
SW03062-1 N/©/ >100 > 100 > 100
H > 100
Edukt (-7+9) 20+£17)  (20+3)
NO,

o SO,Na
O N/©/ > 100 >100  >100

SW03064-1 O H > 100
(11 +13) (4+8) (11+9)
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tP2Y,® mP2Y,° hP2Y,° rP2Y{

ICs0 * ICs0 * ICs0 + ICs0 +
Verbindung Strukturformel SEM [uM] SEM [uM] SEM [uM] SEM [uM]
(% (% (% (%

Inhibition)® Inhibition)®* Inhibition)* Inhibition)®

(-15£9) (7+10) (12+38)

o SO,Na
/©/ > 100 > 100 > 100
SW03066-1 N > 100
ON

O.N
i N >100 >100  >100  >100
SW0367-1
3+10 -6+9 -13+10 249
NO, ( ) (69 ( ) (2+9)
o SO,Na
O,N N
H > 100 > 100 > 100
SW03068-1 > 100
NO, (10+2) (29 +£23) 6 £2)
o /©/SO3K
N
H > 100 > 100 > 100
SW03081-1 > 100
CH (16 + 16) (30+18) (8 +4)

SOK
CH, O /©/
N > 100 >100  >100
SW03085-1 H > 100

(6+11) (-6 + 12) (0 £5)
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tP2Y,? mP2Y,® hP2Y,S rP2Y{
ICs0 * ICs0 * ICs0 + ICs0 +
Verbindung Strukturformel SEM [uM] SEM [uM] SEM [uM] SEM [uM]
(% (% (% (%
Inhibition)® Inhibition)®* Inhibition)® Inhibition)®
L ™
SW03087-1 O N nd.  >100  nd nd,
o : SOK
” > 100 > 100 > 100
SW Rob2-1 > 100
H,C (15+9) (15+£11)  (-13+15)
e
G N > 100 >100  >100
SW Rob2-2 H,CY > 100
o (15+6) (16+32)  (1+10)
3
SO,K
N > 100 > 100 > 100 > 100
SW Rob2-3 H
(15+11)  (-8+£12)  (-8+6) (5+4)
o /©/SO3K
N > 100 > 100 > 100 > 100
SW Rob2-4 H
cl (-5+4) (9+6) (13£6)  (-13£20)
o ©/803K
N > 100 > 100 > 100
SW Rob2-6 H > 100
(4+19) (23+22) (8% 10)
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tP2Y,® mP2Y,° hP2Y,° rP2Y{

ICs0 * ICs0 * ICs0 + ICs0 +
Verbindung Strukturformel SEM [uM] SEM [uM] SEM [uM] SEM [uM]
(% (% (% (%

Inhibition)® Inhibition)®* Inhibition)* Inhibition)®

SO,Na
NO, O
/©/ > 100 >100  >100
SW Rob2-16 N > 100
H (-2+2) (-8+9) (-1+11)
0
o} OH
> 100 >10 > 100
SW Rob3-6a N nd.f
MeO 4+9) (CESR)) (19 + 10)
o]
0 OH
N >100 > 100
SW Rob3-16 H n.d.f nd.
NO, (13£3) (-2+8)
0
CH, O OH
> 100 > 100 >100
SW03101-1 N n.d.f
(13 +6) (-7+£14)  (26+15)

S
(0] \
Q o 2
N >10 283+ 210 19+
SW0402-1

(7+8) 0,64 27 +9) 0,59
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tP2Y,> mP2Y,° hP2Y,° rP2Y{
ICs0 * ICs0 * ICs0 + ICs0 +
Verbindung Strukturformel SEM [uM] SEM [uM] SEM [uM] SEM [uM]
(% (% (% (%
Inhibition)® Inhibition)°* Inhibition)°* Inhibition)®
0
0 "T'(\;H > 100 >100  >100
SW03052-1 > 100
N (12 +6) (-5+3) (26+7)
9 /\/©
S
O WN
/©/OH > 100 > 100 > 100
SW03075-1 N > 100
(11+7) (30+22)  (-1£15)
NO,
(@]
QL i
> 1 Q\éo > 10 > 10 > 10 > 10
SW03060-2 SN
(8+4) (7+6) (-4 +12) 6+9)
O,N
Q. 2
S«
oN o /©/\\Oo NO
S > 10 > 10 > 10
SW0401-1 > 10
(4+2) (32£16)  (33+9)
CH,
NO,
e
NH o >10 > 10 >10
SW03059-1 < © >10
N (43 +27) 9+ 15) (0+8)
O,N

* ADP-Konzentration: 1 pM
® UTP-Konzentration: 3 pM
¢ UTP-Konzentration: 3 uM

4 UDP-Konzentration: 3 pM

‘bei der angegebenen Konzentration

" nicht untersucht
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Die meisten der getesteten Verbindungen zeigten keine inhibitorische Aktividt an den
P2Y-Rezeptorsubtypen P2Y;, P2Y,, P2Y, und P2Ys Im Gegensatz zu den
Anthrachinonderivaten hatten hier die Substanzen mit freier Sulfonsdure-Gruppe keine
inhibitorische Aktivitit an den Nukleotidrezeptoren. Auch eine freie Carbonsdure
(Rob3-16, Rob3-6a und SW03101-1) fiihrte nicht zu potenteren Substanzen.

Nur der Sulfonsdureester SW0402-1 zeigte antagonistische Aktivitit am mP2Y;- und
rP2Y¢-Rezeptor (Abb. 3-3). Der 1Cso-Wert am mP2Y,-Rezeptor betrug 2,83 uM. Am
rP2Y¢-Rezeptor wurde ein ICsp-Wert von 6,19 uM bestimmt. Bis zu einer
Konzentration von 10 uM war SW0402-1 hingegen inaktiv am tP2Y - und hP2Yy-
Rezeptor.

>
o
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< 1001 I g
= o 1004
8 8
® ® 754
501 c
g <
£ 25 £ 50
5 §
IS O, 25
T T T 1 C Ll ) ) 1
108 107 10 10 10 108 107 10 10 10+
[SW 0402-1], M [SW 0402-1], M

Abb. 3-3: Antagonismus von SW 0402-1 am A: mP2Y,-Rezeptor und B: rP2Y-Rezeptor
(n=3-4).
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3.3 Zusammenfassung und Diskussion

Mittels eines fluoreszenzbasierten Calciumassays wurden an 1321N1-Astrozytomzellen,
die mit dem tP2Y, hP2Y,, hP2Y4 oder hP2Y¢-Rezeptor transfiziert waren, sowie an
NG108-15-Zellen, die den mP2Y,-Rezeptor nativ exprimieren, verschiedene
Substanzen auf ihre antagonistische Aktivitdt untersucht. Es wurde eine Serie von
Anthrachinonderivaten und eine Serie von Sulfanilsdureamiden sowie deren Homologe
getestet. Die getesteten Strukturen besitzen eine geringere Molmasse und sind weniger
anionisch geladen als die bekannten Standardantagonisten RB2, PPADS und
Suramin.>* Erst in den letzten Jahren sind die ersten selektiven Antagonisten fiir den
P2Y;-Rezeptor (MRS2179, MRS2500) und den P2Y¢-Rezeptor (MRS2578) entwickelt

1 1 1
worden, 3190195

Die getesteten Anthrachinon-Derivate mit einer freien Sulfonsduregruppe waren fast
alle am humanen und murinen P2Y,-Rezeptor antagonistisch aktiv. Die 1Cso-Werte
lagen fiir die Rezeptoren beider Spezies im niedrigen mikromolaren Bereich, wobei
einige Substanzen am humanen Rezeptor geringfligig hohere Aktivitidten aufwiesen.
Der Phenylamin-Rest in Position vier des Anthrachinons wurde gut toleriert.
Substituenten in ortho- und para-Position des Phenylrests hatten wenig Einfluss auf die
Aktivitdt, wiahrend ein Chlor-Substituent in meta-Position (SW K19) zum Verlust der
Hemmung des P2Y,-Rezeptors fiihrte. Unter den getesteten Anthrachinonderivaten
waren hingegen alle Verbindungen, die eine veresterte Sulfonsduregruppe oder einen
Methylrest in Position zwei des Anthrachinon-Grundgertists trugen, inaktiv. Auch eine
Methylgruppe in derselben Position fithrte zu Aktivititsverlust (SW 117). Eine freie
Sulfonsdure oder zumindest eine freie negative Ladung scheint essentiell fiir das
antagonistische Verhalten von Anthrachinonen am P2Y,-Rezeptor und vermutlich auch
an anderen P2Y-Rezeptorsubtypen zu sein.

Der Austausch des Anthrachinongeriists gegen eine Amidstruktur fiihrte an den P2Y-
Rezeptorsubtypen P2Y;, P2Y,, P2Ys und P2Ye zum volligen Aktivititsverlust.
Substanzen mit verschiedenen Substituenten am Phenylrest waren nicht antagonistisch.
Ebenso fiihrte der Austausch der Sulfonsduregruppe gegen eine freie Carbonsdure nicht
zu erhohten antagonistischen Aktivitdten.

SW0402-1, ein Sulfonsédureester, war die einzige antagonistisch wirksame Verbindung
unter den getesteten Amiden. Mit 1Csp-Werten von 2,83 uM am mP2Y,-Rezeptor und
6,19 uM am rP2Y¢-Rezeptor war die Substanz ein moderat potenter Antagonist. An den
anderen Subtypen, tP2Y; und hP2Y}, zeigte sich bis zu einer Konzentration von 10 uM
kein antagonistisches Verhalten. Somit weist SW0402-1 zumindest eine leichte
Selektivitdt gegeniiber diesen Rezeptoren auf.

Es wire moglich, dass die antagonistische Aktivitdit von SW0402-1 auf eine Reaktion
des Sulfonsdureesters mit Aminosduren des Rezeptors zuriickzufiihren ist. Da gezeigt
werden konnte, dass gerade meta-Nitrophenylsulfonsdureester sehr hohe Stabilitit
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aufweisen, ist dies aber eher unwahrscheinlich.?”! Daher ist anzunehmen, dass es sich
bei SW0402-1 um einen nicht-kovalent bindenden Antagonisten an P2Y-Rezeptoren
handelt.

Im Gegensatz zu den Anthrachinonen, scheint fiir die Amide eine Veresterung der
Sulfonsdure essentiell zu sein. Die Substitution des Phenylsulfonsduresters mit einer
Nitro-Gruppe in meta-Position oder ein Rest in meta-Position des Carbonsdure-Amids
scheinen ebenfalls Voraussetzungen fiir die Bindung an den P2Y,- und P2Y-Rezeptor
zu sein, da die Substanz SW03052-1 sich als inaktiv herausgestellt hat. Wurde das
Amid gegen ein Amidin (SW03059-1) oder eine Iminsédure (SW03060-2, SW0401-1)
ausgetauscht, verloren die Substanzen ihre Aktivitit an den P2Y-Rezeptoren. Um
umfassende Struktur-Wirkungs-Beziehungen fiir die veresterten Sulfanilsdureamide
aufstellen zu konnen, miissten weitere Verbindungen getestet werden.

Sowohl die Anthrachinone als auch das Sulfanilsdureamid SWO0402-1 stellen
vielversprechende Leitstrukturen fiir die Entwicklung von P2Y;-Rezeptor-Antagonisten
dar. Ausgehend von diesen Leitstrukturen sollten sich Antagonisten mit niedriger
Molmasse und ohne stark sauren Charakter entwickeln lassen. Solche Eigenschaften
sind eine wichtige Voraussetzung fiir den Einsatz als Arzneistoff (,,Druggability®).



4  Ammonium-induzierte [Ca®*]-Anstiege in
1321N1-Astrozytomzellen

4.1  Einleitung

4.1.1 Verwendung von Ammoniumsalzen in Proteinlésungen

Ammoniumsalze werden standardmiBig verwendet, um Proteine aufzureinigen, so dass
Enzymldsungen oft sehr hohe Konzentrationen an Ammonium enthalten.?**"
Kommerziell erhéltlichen Losungen von Hexokinase und Phosphokinase enthalten 3,2
M Ammoniumsulfat. Hexokinase wird z.B. verwendet, um ATP/UTP, das héufig als
Verunreinigung in ADP/UDP-Losungen vorliegt, in ADP/UDP umzuwandeln.'”! So
konnen Experimente an P2Y-Rezeptoren mit reinen Dinukleotiden durchgefiihrt

werden.

4.1.2 Ammonium-Toxizitdt und Hepatische Encephalopathie

Durch hohe Konzentrationen von Ammonium im Blut kann es zu starken
Nervenschadigungen aber auch zum Reye-Syndrom oder zu epileptischen Anféllen
kommen.”***” In der Hepatischen Encephalopathie (HE), einer Erkrankung, bei der
es durch eine Schiadigung der Leber zu einem verminderten Abbau von Ammonium zu
Harnstoff und Glutamat kommt, kénnen im Gehirn NH, -Spiegel von 2-5 mM erreicht
werden.””**" Es werden verschiedene Symptome bei HE-Patienten beobachtet. Bei
einer akuten Leberschddigung kommt es zu Hirnschwellungen, bei chronischen
Erkrankungen =~ werden  Verwirrtheitszusténde, Gedachtnisverlust, abnorme
Wahrnehmungen, Koma und Tod beschrieben.®”® Die Hauptursache fiir diese
Symptome sind Schidigungen von Astrozyten, wihrend Neuronen normalerweise nicht
betroffen sind.**® Schon kurze Zeit nachdem die Astrozyten toxischen
Ammoniumkonzentrationen ausgesetzt werden, kommt es zu erhdhten intrazelluldren
Ca*"-Konzentrationen und zZu gesteigerten extrazelluldren Glutamat-

86,209

Konzentrationen. Langzeiteffekte von hohen Ammonium-Blutspiegeln sind durch

eine verdnderte Morphologie der Astrozyten gekennzeichnet, die anschwellen und
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vermehrt reaktive Sauerstoffspezies bilden.”'’ Zudem werden so genannte Alzheimer-

Typ II-Astrozyten ausgebildet, die stark angeschwollen sind, einen groflen blassen
Zellkern und dunkle Kernkdrperchen haben.”'' Die Behandlung der HE beruht
hauptsédchlich darauf, die Aufnahme von Ammonium, das im Darm durch Bakterien
gebildet wird, zu reduzieren. Hierzu werden Lactulose und nicht absorbierbare

Antibiotika wie Neomycin verwendet.*'

AuBerdem wird die Bildung von Ammonium
durch Inhibition des Harnstoff-Zyklus mittels Aspartat, Zink oder Natriumbenzoat

verhindert.*’

Zur Untersuchung der HE wurden bisher Primirkulturen von Nager-Astrozyten als
Modellsystem verwendet.”?>2%232!* Nach der Behandlung mit Ammoniumsalzen
zeigen diese Zellen verschiedene Effekte auf molekularer Ebene. Der intrazelluldre pH-
Wert wird stark alkalisch und spiter sauer.”"> Die Expression einiger Proteine wie z.B.
des Benzodiazepin-Rezeptors und der Glutamat-Transporter GLT-1 und GLAST wird
herunterreguliert.’® Durch NH;" wird die Aufnahme von GABA in Astrozyten
gehemmt sowie die GABA-Freisetzung erhoht. Durch Offnung von Kalium-Kanilen
kommt es zudem zur Depolarisation von Astrozyten.”’**'*'® Von Rose et al. wurde
gezeigt, dass die Ammonium-induzierte Alkalisierung der Zellen zu einer
intrazelluliren Calciumausschiittung und erhohter Glutamat-Freisetzung sowie
verringerter Wiederaufnahme von Glutamat in primére Astrozyten fiihrt.**** Durch die
gesteigerte [Ca”']; kommt es in der Zelle zu einem Kollaps des Membranpotentials an
der inneren Mitochondrienmembran, was zu einer gesteigerten Permeabilitit der
Mitochondrien fiir einige Ionen fithrt.'**"* Die Verénderungen des intrazelluliren pH-
Werts und der [Ca®']; konnten auch in anderen Zelllinien, wie glatten Muskelzellen,
beobachtet werden, in denen es durch einen gesteigerten pH; zu Calciumeinstrom aus
220 n Knorpelzellen dagegen verursacht NH," die

. + . . .
Freisetzung von Ca’" aus intrazelluldren Speichern.””!

dem Extrazelluldrraum kommt.

Auf welchem Weg Ammonium ins Zellinnere gelangen kann, und wie es zu dem
nachfolgend gesteigerten pH; kommt, wurde bisher nicht geklart. Ammonium ist eine
schwache Base (pK, 9,25 bei 25°C; 9,15 bei 37°C) und liegt daher bei einem
physiologischen pH-Wert von 7,4 zu 98% in der protonierten Form vor.”***** Die freie
Base (NHs3) ist lipophil genug, um durch die Zytoplasmamembran zu penetrieren.”****
Das Molekiil kann dann intrazelluldr ein Proton aufnehmen, was die initiale Erh6hung
des pH; erkliren wiirde, die nach einigen Sekunden in eine pH-Erniedrigung

umschlagt.*’*
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4.1.3 Ammonium Transporter: nicht-erythroides Rhesus-
Glycoprotein B/C

Erst seit wenigen Jahren ist bekannt, dass das humane nicht-erythroide Glycoprotein B
(RhBG) und das humane nicht-erythroiden Glycoprotein C (RhCG) sowie ihre aus
anderen Sdugetieren stammenden Homologen Rhbg/Rheg fahig sind, Ammonium {iber
die Zellmembran zu transportieren. Sie gehdren zur Amt/MEP/Rh Familie von
Ammoniumtransportern und bilden eine Pore aus 11 (Bakterien) bzw. 12 (Sduger)
transmembrandren Helices. Der N- und C-Terminus befinden sich in der Zelle (Abb. 4-
1 A).?7% Die Verwandten bakteriellen Ammonium-Kanile AmtB wurden aus Aquifex
aeolicus und Escherichia coli isoliert und nachfolgend kristallisiert. Da diese Kanile
Ammonium vermutlich in Form von NH; und nicht NH,4" transportieren, fithren sie zu
einer intrazelluliren Alkalisierung (Abb. 4-1 B).>*"*** Nach anderen Untersuchungen
wird behauptet, dass Ammonium in Form von NH,  durch die Ammoniumkanile
transportiert wird.**

Wihrend das eng verwandte humane Rhesus-Gylcoprotein A (RhAG) ausschlieBlich
auf roten Blutkdrperchen vorkommt, werden RhBG und RhCG auch in anderen
Geweben exprimiert, in denen Ammoniumtransport stattfindet.>***> Die Expression
von RhBG konnte in der Leber, den Nieren, dem Magen, dem Darm und der Haut
nachgewiesen werden. mRNA, die fiir RhCG codiert, wurde in Hoden, Nieren, Leber,
Magen, Darm und Nervensystem gefunden. RhBG und RhCG sind am
Ammoniumtransport in der Niere beteiligt und spielen eine Rolle bei der Erhaltung des
Sdure-Base-Gleichgewichts und bei einigen Funktionen des Gastrointestinal-
Trakts 87236237
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Abb. 4-1: Struktur der Amt/MEP/Rh Ammonium-Transporter A: Mogliche Struktur von
RhCG/Rhcg. Das Protein besteht aus 479 AS, die 12 transmembranire Doménen ausbilden.
Schwarze Kreise stellen hydrophobe Aminosduren dar (Phe. Ile, Leu, Met, Val, Trp), graue
Kreise stehen fiir Gly, Ala und Pro, weie fiir polare Aminoséduren (Ser, Cys, Thr, Asn, Gln,
Tyr). Die positiv geladenen Aminosduren (Lys, Arg, His) sind mit einem +, die negativ
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geladenen (Asp, Glu) mit einem - gekennzeichnet. B: Transportmechanismus der

Ammonium-Kanile. NH," wird beim Eintritt in den Kanal deprotoniert und beim Austritt ins

Zellinnere wieder protoniert.”’
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4.2  Calciummobilisierung durch Hexokinase-L6sung

Dr. Marko Kaulich hatte in seiner Arbeit festgestellt, dass 1321N1-Astrozytomzellen
auf die Injektion von Hexokinase-Losung hin mit intrazelluliren Calciumanstiegen
reagieren. Dieser Effekt konnte nicht in der neuronalen Zelllinie NG108-15
(Hybridoma-Zelllinie =~ aus Maus-Neuroblastom X Ratten-Gliom) beobachtet
werden.”** NG108-15-Zellen werden standardmiBig als Modelle fiir neuronale
Zellen verwendet. Die Ursachen des Hexokinase-vermittelten [Ca2+]i-Anstiegs wurden
in dieser Arbeit ndher untersucht.

4.2.1 Intrazellulare Calciumanstiege in 1321N1-Astrozytomzellen

Durch Injektion von Hexokinase-Losung kam es in 1321N1-Astrozytomzellen, die mit
dem Fluoreszenzfarbstoff Oregon Green BAPTA1/AM (OG) (s. 6.6) beladen waren, zu
konzentrationsabhéngigen intrazelluldren Calciumanstiegen, bei denen ein ECso-Wert
von 3,44 + 0,37 U/ml erreicht wurde (Abb. 4-2).

100+ "
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50+
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N
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Abb. 4-2: Hexokinase-induzierte intrazelluldre Calciumanstiege in 1321NI-
Astrozytomzellen. Die Zellen wurden mit dem calciumsensitiven Farbstoff Oregon
Green BAPTA1/AM beladen, und es wurden verschiedene Konzentrationen einer
Hexokinase-Losung injiziert. ECso= 3,44 + 0,37 U/ml (n = 3).
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Es wurden weitere Enzymlosungen untersucht, die zu &hnlichen Ergebnissen fiihrten.
Hierzu gehorten Hexokinase-Losungen anderer Firmen sowie Ldsungen von
Phosphokinase und HSVI-Kinase. Da das Protein Hexokinase keine direkten
Auswirkungen auf Astrozytomzellen haben sollte, erschien es wahrscheinlich, dass die
Calciumanstiege durch eine Verunreinigung in der Hexokinase hervorgerufen wurden.
Die Zellen tragen die folgenden, endogen exprimierten Rezeptoren, die zu
intrazelluldren Cacliumanstiegen fithren konnten: G-Protein-gekoppelter Histamin H;-
Rezeptor und muscarinischer M3-Rezeptor.'******!  Zudem wurden auf den
Astrozyten der Ratte und der humanen Astrozytom-Zelllinie MOGGCCM Glutamat-
Rezeptoren detektiert, die auch auf den 1321N1-Zellen vorkommen konnten. Hierzu
gehoren NMDA- (N-methyl-D-aspartat) Rezeptoren, Kainat-Rezeptoren und AMPA-
(0-Amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazol-propionat) Rezeptoren, die Ionenkanéle

66,242,243
darstellen.” "

In einem Vorversuch wurden im Vergleich Injektionen verschiedener Substanzen
(Histamin,  Glutamat, Glycin, Acetylcholin) zu  1321N1-Astrozytomzellen
vorgenommen. Histamin, und Acetylcholin fiihrten in Konzentrationen von 1, 10 und
100 uM zu konzentrationsabhingigen [Ca‘]i-Anstiegen. Natriumglutamat induzierte in
einer Konzentration von 1 mM ebenfalls eine leichte intrazelluldre
Calciummobilisierung. Die Kurvenverldufe schienen sich jedoch von den durch
Hexokinase induzierten Verldufen zu unterscheiden (Abb. 4-3). Die Injektion von
Glycin hatte keinen Calciumanstieg zur Folge.
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Abb. 4-3: Hexokinase, Glutamat und Acetylcholin induzieren [Ca®']i-Anstiege in 132IN1
Astrozytomzellen. Die Zellen wurden mit OG beladen, und verschiedene Konzentrationen von

Hexokinase-Losung, Natriumglutamat und Acetylcholin wurden zu der Zellsuspension injiziert.

A: Fluoreszenzanstiege, die durch Natriumglutamat bzw. Hexokinase ausgeldst wurden.

B: Fluoreszenzanstiege, die durch Acetylcholin bzw. Glutamat ausgelost werden (n = 1-2).



102 Ammonium-induzierte [Ca2+]i-Anstiege in 1321N1-Astrozytomzellen

1321N1-Zellen wurden mit jeweils 3 uM und 100 uM des AMPA-/Kainat-Rezeptor
Antagonisten CNQX (6-Cyano-7-nitroquinoxalin-2,3-dion) und dem allosterischen
AMPA-Rezeptor Antagonisten GYKI 52466 (1-(4-Aminophenyl)-4-methyl-7,8-
methylendioxy-5H-2,3-benzodiazepine Hydrochlorid) vorinkubiert (Abb. 4-4). Die
Hexokinase-vermittelten intrazelluldren Calciumanstiege wurden hierdurch nicht
inhibiert.

CNQX
GYKI52466

Abb. 4-4: CNQX, GYKI 52466

4.2.2 Auftrennung der Hexokinase-Lésung mittels Millipore-Centricon®
Filtern und SDS-PAGE-Gelelektrophorese

Mittels Millipore-Centricon” Filter Devices kénnen Proteinldsungen nach ihrer GroBe
fraktioniert werden. Nach einem Zentrifugationsschritt kann das auf der Membran des
Filters verbleibende Protein in Puffer aufkonzentriert werden, die durchgeflossene
Substanz wird weiter verwendet. Zur Auftrennung der Hexokinase-Losung wurden
Filter fiir die Proteingroflen 10 kDa und 3 kDa verwendet. Hieraus ergaben sich drei zu
testende Fraktionen: >10 kDa, 3-10 kDa und <3 kDa. Die Hexokinase hat eine

Molmasse von 50 kDa und sollte somit in der Fraktion >10 kDa verbleiben,>****’

Wie sich nach SDS-PAGE-Gelelektrophorese herausstellte, verlief die Abtrennung der
Hexokinase vollstindig (Abb. 4-5). In den Spuren 1 und 2 (Hexokinase und Fraktion
>10 kDa) wurde Hexokinase mit einer erwarteten Grofle von 50 kDa detektiert. Keine
Banden traten in den kleineren Fraktionen (Spuren 3 und 4) auf. Es waren auch keine
kleineren Proteineinheiten oder peptidische Verunreinigungen auf dem Gel zu
erkennen. Die Gele wurden mit Coomassie-Farbung und mit der empfindlicheren
Silberfarbung behandelt (s. 6.7).
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Abb. 4-5: Auftrennung der fraktionierten Hexokinase-Losung mittels SDS-PAGE-
Gelelektrophorese. Das Gel wurde mit Silber-Farbung behandelt. 1. Hexokinase, 2.
Fraktion >10 kDa, 3. Fraktion 3-10 kDa, 4. Fraktion <3 kDa. In den Spuren 1 und 2 ist
Hexokinase mit Banden der Gro3e 50 kDa zu erkennen.

4.2.3 [Ca®-Freisetzung durch die Fraktionen der Hexokinase-Lésung

Die drei Fraktionen der Hexokinase-Losung wurden auf ihr Potential untersucht, in
1321N1-Astrozytomzellen [Ca®]; Anstiege zu verursachen. In fluorimetrischen
Calciummessungen kam es nach Injektion der Fraktion <3 kDa zu starken,
konzentrationsabhéngigen Anstiegen. In der Fraktion 3 - 10 kDa waren nur sehr
schwache Anstiege zu erkennen, die vermutlich dadurch zustande kamen, dass nich alle
Ca’"-Anstiege-induzierenden Substanzen entfernt worden waren. In der Fraktion >10
kDa waren keine Anstiege zu beobachten, was darauf hindeutet, dass es sich bei dem
Ca”"-induzierenden Agens um ein kleines Molekiil handelt.
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4.2.4 Massenspektrometrische Untersuchung der aktiven Centricon®-
Fraktion

Durch eine Untersuchung der kleinsten Fraktion der Hexokinase-Losung mit einem
Massenspektrometer sollte untersucht werden, ob sich eine niedermolekulare
Verunreinigung in der Fraktion <3 kDa befindet, und welche Struktur sie haben konnte.
Die Untersuchung wurde von Frank Umbach durchgefiihrt, der keine Verunreinigungen
in der Losung detektieren konnte.

4.3 Zusammenfassung und Diskussion

In 1321N1-Astrozytomzellen, nicht jedoch in NG108-15-Zellen wurden intrazelluldre
Calciumanstiege durch die Injektion von Enzymlosungen zu den Zellen ausgeldst. Diese
wurden mittels fluorimetrischer Calciummessungen im 96-well Format untersucht. Die
Erhohung der [Ca®]; war konzentrationsabhiingig und sittigbar und zeigte fiir
Hexokinase-Losung einen ECso-Wert von 3,44 U/ml.

Auf Grund der Vermutung, dass es sich bei der Ca*"-Anstiege-induzierenden Substanz
um eine Verunreinigung in den untersuchten Enzymldsungen handelte, wurden
verschiedene Agonisten fiir unterschiedliche Rezeptoren, die durch ihre Aktivierung zur
Erhéhung der [Ca®"); fiihren, untersucht. Acetylcholin, Histamin und Glutamat fithrten
zu intrazelluldren Calciumanstiegen in 1321N1-Zellen, der Verlauf und das Ausmal der
erhaltenen Fluoreszenz-Zeit-Kurven schien sich jedoch von dem Charakter der
Hexokinase-Kurven zu unterscheiden. Glycin zeigte keine Effekte auf die [Ca®']i-
Spiegel in den Zellen. Um eine Beteiligung des AMPA- oder Kainat-Rezeptors
auszuschlieBen, wurden Calciummessungen in Anwesenheit der AMPA/Kainat
Antagonisten CNQX und GYKI 52466 durchgefiihrt. Diese hatten jedoch keine
inhibitorische Wirkung auf die Hexokinase-induzierten Ca®"-Anstiege.

Auch viele peptidische Liganden konnen zu intrazelluldren Calciumantworten fiihren.
Diese kann z.B. iiber die G-Protein-gekoppelten Rezeptoren fiir Bradykinin oder
Endothelin vermittelt werden.****’ Eine Auftrennung der Hexokinase-Losung in 3
Fraktionen (>10 kDa, 3-10 kDa, <3 kDa) und anschlieBende Analyse mittels SDS-
PAGE-Gelelektrophorese zeigte, dass keine detektierbaren Mengen peptidischer
Verunreinigungen in der Enzymldsung vorlagen. Da die Anstiege der [Ca®');
hauptsédchlich durch die kleinste Fraktion ausgeldst wurden, handelt es sich bei der
gesuchten Substanz vermutlich um eine niedermolekulare Verunreinigung der Losung.
Diese war jedoch nicht in einer massenspektrometrischen Analyse der Fraktion
detektierbar.
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4.4  Ammonium-induzierte intrazellulare Calciumanstiege

4.4.1 Effekte von Ammoniumsulfat auf 1321N1-Astrozytomzellen

In 1321N1-Astrozytomzellen hatte die Injektion von Ammoniumsulfat, das in hohen
Konzentrationen im Puffer der 0. g. Enzyme vorkommt, starke Auswirkungen auf die
intrazelluldre Calciumkonzentration. Mit dem Farbstoff Oregon Green BAPTA1/AM
beladene Zellen zeigten konzentrationsabhingig und zeitlich begrenzt erhdhte Ca®'-
Spiegel, bei denen ein ECsp-Wert von 3,19 + 0,53 mM ermittelt wurde (Abb. 4-6, 4-7
A). Ein maximaler, geséttigter Effekt wurde ab Konzentrationen von 30 mM erreicht.

10000

_ %
6000 4 j jii tfﬁ
—e— Puffer
—— Histamin 100 pM

4000 56000000000 H000000,004 —¥— Carbachol 100 uM

—=— Ammoniumsulfat 0,3 mM
//\’W —— Ammoniumsulfat 3 mM
2000 —%— Ammoniumsulfat 30 mM

Fluoreszenzeinheiten

-2000

Zeitintervalle (0,4 s)

Abb. 4-6: 1321N1-Astrozytomzellen wurden mit Oregon Green BAPTA1/AM beladen und
verschiedene Substanzen wurden in die Zellsuspension injiziert. Die Fluoreszenz wurde fiir 65
Intervalle a 0,4 s gemessen. Durch Ammonium induzierte Calciumanstiege waren
konzentrationsabhingig aber deutlich geringer als die durch die GPCR-Agonisten Carbachol
und Histamin ausgeldsten Anstiege (n = 3-5).

Die entsprechenden Konzentrationen an Natriumsulfat hatten keinen Effekt an 1321N1-
Astrozytomzellen. Wie oben beschrieben, hatte die Injektion von Ammoniumsulfat
bzw. Hexokinase-Losung zu NG108-15-Zellen keine Auswirkungen auf die [Ca®"];.
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Abb. 4-7: Auswirkungen von Kaliumchlorid auf die Ammonium-induzierte Calciumfreisetzung
in 1321N1-Astrozytomzellen. A: Die Ammonium-induzierte Calciumfreisetzung wurde in
Gegenwart und in Abwesenheit von 60 mM Kaliumchlorid vermessen. In Abwesenheit von KCl
wurde ein ECsp-Wert von 3,19 + 0,53 mM ermittelt (n = 5). Nach einer Vorinkubation der
Zellen mit KCl war der ECso-Wert signifikant auf 5,61 + 0,93 mM erhoht (n = 3, p<0,05,
ungepaarter t-Test). Die Hill-Steigung der Kurve wurde durch KCl verringert (1,48 vs. 0,88).
100% entspricht dem maximalen Effekt, der durch 30 mM Ammoniumsulfat (60 mM NH,")
hervorgerufen wurde. B: Der [Ca®]; Anstieg, der durch Carbachol ausgelost wird, wurde in
Anwesenheit und Abwesenheit von 60 mM KCl vermessen. Der ECsp-Wert ohne Kalium betrug
1,97 £ 0,51 puM, in Anwesenheit von K 1,58 + 0,39 uM (n = 4), der Unterschied war nicht
signifikant.
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4.4.2 Zeitlicher Kurvenverlauf und Ausmaf der Ca®*-Freisetzung

Als Vergleich wurden die durch die Gq-gekoppelten Histamin H;- und Muscarin M3-
Rezeptoren ausgeldsten intrazelluldiren Calciumanstiege betrachtet. Diese Rezeptoren
werden endogen von 1321N1-Zellen exprimiert.”**** Die Stimulation der Zellen mit
dem M3-Rezeptor-Agonisten Carbachol und dem H;-Rezeptor-Agonisten Histamin
fiihrten zu dhnlichen Calciumantworten, die bei etwa 100 uM maximal waren (Abb. 4-
6). Der maximale durch Ammonium ausgeloste Effekt war deutlich geringer. Zudem
waren die Effekte von Histamin und Carbachol im untersuchten Zeitraum von 24
Sekunden nicht wieder abgesunken sondern erreichten nach 14 Sekunden ein Plateau,
das auf Calcium-induzierten Calciumeinstrom zuriick zu fithren ist. Der durch
Ammonium ausgeloste Ca*'-Anstieg erreichte nach etwa 30 s wieder den
Ausgangszustand.

Im Vergleich zu G-Protein-gekoppelten Rezeptoren, bei denen ein intrazellulires Ca”'-
Signal schon nach sehr kurzer Zeit beobachtet wird, ruft Ammonium einen deutlich
langsameren Effekt hervor (Abb. 4-8). Nach der Injektion von Carbachol (100 uM)
vergingen 7,6 s, bis maximale Calciumspiegel erreicht waren. Bei einer Histamin-
Injektion (100 uM) waren es 9,0 s. Ammoniumsulfat hingegen fiihrte erst nach 12,1 s (3
mM) bzw. 12,7 s (30 mM) zu maximalen Effekten.
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Abb. 4-8: Zeitintervall bis zum Erreichen maximaler Calciumeffekte. Nach Injektion von 100
uM Carbachol zu 1321-Astrozytomzellen wurden nach 7,6 £ 0,6 s (n = 9) maximale
Calciumspiegel erreicht. Nach der Injektion von 100 uM Histamin betrug das Intervall 9,0 = 0,6
s (n = 15). Ammoniumsulfat verursachte signifikant langsamer auftretende Ca*"-Anstiege, die
ihr Maximum fiir 6 mM Ammonium (3 mM Ammoniumsulfat) nach 12,1 + 1,2 s (n = 6) und fiir
60 mM Ammonium (30 mM Ammoniumsulfat) nach 12,7 = 1,7 s (n = 6) erreichten. (* p<0,05;
** p<0,01; ungepaarter t-Test)
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4.5 Inhibition durch Kalium-lonen

Der Mechanismus, iiber den Ammonium in die Zelle gelangt, ist nicht klar. Es wére
moglich, dass Ammonium die Kanéle anderer lonen mit benutzt. Der Radius von
Ammonium- und Kalium-Ionen ist sehr dhnlich, was vor allem fiir die hydratisierte
Form der Ionen zutrifft. Daher besteht die Méglichkeit, dass NH;" und K iiber den
selben Transporter in die Zelle gelangen.”’> Um diese Moglichkeit zu untersuchen,
wurden 1321N1-Zellen mit 60 mM KCI vorinkubiert, welches ggf. kompetitiv den
Eintritt von Ammonium in die Zelle hemmen kann. Der Effekt von Ammonium wurde
durch K" nicht verhindert, jedoch kam es zu einer signifikanten Rechtsverschiebung der
Dosis-Wirkungs-Kurve von Ammoniumsulfat (Abb. 4-7 A). Der ECso-Werte wurde
durch KCI von 3,19 mM auf 5,61 mM erhoht. Die Hill-Steigung der Kurve verringerte
sich von 1,48 auf 0,88. Der M3-Rezeptor-Agonist Carbachol zeigte im Vergleich keine

beeinflusste Dosis-Wirkungskurve in Anwesenheit von 60 mM KCI (Abb. 4-7 B).

4.6 Effekte anderer Ammoniumsalze

Andere  Ammmoniumsalze = (Ammoniumcarbonat, -acetat, -chlorid) sowie
Trimethylammoniumchlorid und Tetramethylammoniumchlorid wurden auf ihre
Fihigkeit, intrazellulire Ca®’-Anstige in 1321N1-Astrozytomzellen hervorzurufen,
untersucht. Alle Salze wurden in drei verschiedenen Ammoniumkonzentrationen
getestet: 0,6 mM, 6 mM und 60 mM. Der extrazellulire pH-Wert, der im Experiment in
der Zellumgebung vorlag, wurde durch Losen der entsprechenden Konzentrationen in
Krebs-Hepes-Puffer (eingestellter pH-Wert: 7,4) untersucht (Tab. 4-1). Die pH-Werte
unterschieden sich abhdngig vom pK,-Wert der konjugierten Saure und dem pKy-Wert
des Anions. Ammoniumsulfat, -chlorid und —acetat verénderten den pH-Wert selbst in
hohen Konzentrationen kaum. Ammoniumcarbonat hingegen steigerte den pH-Wert in
Konzentrationen von 6mM Ammonium auf 7,61, in Konzentrationen von 60 mM auf
8,53. Die methylierten Ammoniumderivate fiihrten lediglich in hohen Konzentrationen
(60 mM) zu leicht erniedrigten pH-Werten von 7,11 fiir Trimethylammoniumchlorid
und 7,18 fiir Tetramethylammoniumchlorid.
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Tab. 4-1: Extrazelluldire pH-Werte nach Injektion verschiedener Ammoniumsalze zu 1321N1-
Astrozytomzellen, die in Krebs-Hepes-Puffer (pH = 7,4) suspendiert waren.

Ammoniumsalz pH = SEM pKa Wert der
(n=3-6) konj-lljgler:en
Saure
0,6 mM 6 mM 60 mM
Ammoniumsulfat n.s. n.s n.s. <0
Ammoniumcarbonat n.s. 7,61 £0.01 8,53 +£0.01 6,35
Ammoniumacetat n.s n.s n.s 4,75
Ammoniumchlorid n.s. n.s n.s. <0
Trimethylammonium- ns. s 7.11+0.03 <0
chlorid
Tetramethylammonium- ns. ns. 7.18 + 0.04 <0
chlorid

* Werte bei Raumtemperatur. Der pK, von NH; betrdgt 4,75, der pK, von
Trimethylammin 4,26.

® nicht signifikant unterschiedlich gegeniiber Puffer.

Der durch Ammoniumsulfat, Ammoniumchlorid und Ammoniumcarbonat ausgeloste
Anstieg der [Ca*"]; war sehr dhnlich und wurde nicht durch den extrazelluliren pH-Wert
beeinflusst (Abb. 4-9). Ammoniumacetat zeigte in Konzentrationen von 0,6 mM und 6
mM édhnliche Effekte, war aber in hohen Konzentrationen (60 mM) wenig aktiv und
induzierte nur etwa 25% des Effekts der anderen Ammoniumsalze.
Tetramethylammoniumchlorid hatte nahezu keine Auswirkungen auf die [Ca®']; in
1321N1-Astrozytomzellen.
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Abb. 4-9: Effekte verschiedener Ammoniumsalze auf die intrazelluldre Calciumausschiittung in
1321N1-Astrozytomzellen. Die Salze wurden jeweils in den Konzentrationen, die 0,6 mM, 6
mM und 60 mM Ammonium entsprechen, zu den Zellen gegeben. Der durch Ammoniumsulfat
30 mM ausgeloste [Ca’')i-Anstieg entspricht 100%. Die Salze verhielten sich #hnlich.
Ammoniumacetat 16ste in hohen Konzentrationen signifikant geringere Calciumanstiege aus,
Tetramethylammoniumchlorid war kaum aktiv (n = 3-5; ** p<0,01, *** p<0,001; ungepaarter t-
Test).

4.7 Inhibition durch Natriumacetat

Da hohe Konzentrationen von Ammoniumacetat zu einer verringerten Mobilisierung
von Calcium-Ionen fiihrten, wurde iiberpriift, ob Acetat generell inhibitorisch auf die
Ammonium-vermittelten [Ca”"]i-Anstiege wirkt (Abb. 4-10 A). Durch die
Vorinkubation von 1321N1-Astrozytomzellen mit 60 mM Natriumacetat wurden die
intrazelluldren Calciumanstiege signifikant um 21% bzw. 38% (6 mM Ammonium bzw.
60 mM Ammonium) gehemmt. Natriumacetat hatte dagegen keine inhibitorische
Wirkung auf die intrazelluldre Freisetzung aus dem ER, die durch 100 pM Histamin
induziert wurde.
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Abb. 4-10: Effekte von Acetat auf die durch Ammonium und Histamin ausgeldsten [Ca®]i-
Anstiege A: Nach der Vorinkubation von 1321N1-Astrozytomzellen mit 60 mM Natriumacetat
wurden 100 uM Histamin oder 6 mM / 60 mM Ammonium zu der Zellsuspension injiziert. Der
Histamin-Effekt wurde nicht inhibiert, der Ammonium-Effekt wurde gehemmt. (n = 4; *
p<0,05) Der durch 100 pM Histamin ausgeldste Effekt wurde gleich 100%-Wert gesetzt. B: Die
gleichzeitige Applikation von Acetat und Ammonium fiihrte zu einer stirkeren Hemmung des
Anstiegs der [Ca’"];. Natriumcarbonat und Natriumbenzoat hatten keine inhibitorische Wirkung
(n = 3-5; *** p<0,001). C: Dosisabhingige Hemmung der durch 6 mM Ammonium ausgelosten
intrazelluliren Ca*"-Anstiege durch Natriumacetat; ICso = 16,5 + 2,9 mM (n = 5).
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Durch die vorherige Mischung und gleichzeitige Applikation von Natriumacetat und
Ammoniumsulfat wurde ein gro8erer hemmender Effekt erzielt. 6 mM Ammonium war
in Gegenwart von 60 mM Natriumacetat vollig inaktiv. Es wurden weiterhin die sauren
Salze Natriumbenzoat und Natriumcarbonat untersucht, die keine Auswirkungen auf die
[Ca*"]i-Mobilisierung durch Ammonium hatten (Abb. 4-10 B).

Bei gleichzeitiger Injektion von 6 mM Ammonium (3 mM Ammoniumsulfat) mit
verschiedenen Acetatkonzentrationen wurde eine dosisabhingige Hemmung der
intrazelluldren Calciumanstiege beobachtet, bei der ein ICsp-Wert von 16,5 mM
Natriumacetat bestimmt wurde (Abb. 4-10 C).

4.8 Mechanismus der Calciumfreisetzung in 1321N1-
Astrozytomzellen

Um den Mechanismus der durch Ammonium ausgeldsten [Ca®Ji-Anstiege ndher zu
charakterisieren, sollte untersucht werden, ob das Calcium durch Kanidle aus dem
Extrazelluldrraum ins Zytosol einstromt oder intrazelluldr freigesetzt wird, was einen
Calciumeinstrom zur Folge haben kann. Zu diesem Zweck wurden Calciummessungen
an 1321N1-Astrozytomzellen in calciumfreiem Puffer, der 100 uM EGTA enthielt,
durchgefiihrt. In diesem Puffer fiihrte die Injektion von Ammoniumsulfat zu einer
intrazelluldrer Calciumfreisetzung (Abb. 4-11 A, B). Es wurde kein signifikanter
Unterschied zwischen den Calciumkurven in Ca®’-haltigem und Ca*'-freiem Puffer
festgestellt. Zum Vergleich wurden die Auswirkungen von calciumfreiem Puffer auf die
Freisetzung von Ca’" durch IP3-Rezeptoren mittels Histamin-Injektion untersucht.
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Abb. 4-11: In Anwesenheit und Abwesenheit von Ca** verursachen Ammonium und Histamin
Calciumanstiege in 1321N1-Astrozytomzellen A: Beispiel fiir intrazelluldre Calciumanstiege
durch 60 mM Ammonium (30 mM Ammoniumsulfat) in Krebs-Hepes-Puffer (KHP) und
calciumfreiem Krebs-Hepes-Puffer mit 100 uM EGTA. B: Calciumanstiege in calciumhaltigem
und calciumfreiem KHP durch Histamin 100 uM, Ammonium 6 mM und Ammonium 60 mM
sind nicht signifikant unterschiedlich. Der Effekt von 100 pM Histamin wurde gleich 100%
gesetzt (n =4).
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Um festzustellen, ob Calcium aus demselben Speicher (ER) oder aus einem anderen
Zellorganell freigesetzt wird, als dies bei der Stimulation mit Histamin der Fall ist,
wurden zu einer Konzentration von Ammonium, die maximale Effekte auslost (60 mM)
Histamin oder Carbachol zugegeben. Es konnte kein additiver Effekt festgestellt
werden. Die Calciumfreisetzung wurde durch die GPCR-Agonisten sogar gegeniiber
der maximal erreichbaren Mobilisierung durch Histamin oder Carbachol gesenkt.

Abbildung 4-12 zeigt exemplarisch Kurvenverldufe fiir Histamin. Carbachol zeigte
dhnliche Effekte.
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Abb. 4-12: Calciumanstiege in 1321NI1-Astrozytomzellen nach Injektion von 100 puM
Histamin, 30 mM Ammoniumsulfat (60 mM Ammonium) und einer Mischung aus 100 puM
Histamin und 30 mM Ammmmoniumsulfat. Ammoniumsulfat-Zugabe verringerte die Anstiege

von Histamin (Eines von vier unabhingigen Experimenten).
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4.9  Detektion der Ammoniumtransporter RhnBG/RhCG und
Rhbg/Rhcg auf mRNA-Ebene

Es wire moglich, dass Ammonium nicht allein iiber passive Diffusion sondern durch
die Ammoniumtransporter RhBG und RhCG in die Zellen gelangt. Die Expression
dieser Transporter wurde auf mRNA-Ebene mittels RT-PCR tiberpriift (s. 6.4.16). Nach
Extraktion von mRNA aus 1321N1-Astrozytomzellen, NG108-15-Zellen, HEK 293-
Zellen und einer Maiuseniere wurde diese durch reverse Transkription in die
entsprechende cDNA umgeschrieben. Da die Transporter in der Niere hoch exprimiert
werden, sollte die Miuseniere als Positivkontrolle dienen. Uber HEK 293-Zellen lagen
keine Informationen vor. Eine PCR mit genspezifischen Primern fiir RhBG, RhCG und
humanem B-Actin wurde mit den cDNAs von 1321N1-Astrozytomzellen und HEK 293-
Zellen durchgefiihrt. Mit den cDNAs der NG108-15 Zellen und der Miuseniere wurde
jeweils eine PCR zur Detektion von Rhbg, Rhcg und murinem sowie Ratten-p-Actin
vorgenommen.

In 1321N1-Astrozytomzellen und HEK 293-Zellen wurde lediglich mRNA fiir die
Positivkontrolle, B-Actin, detektiert. Die Ammoniumtransporter werden in diesen Zellen
nicht exprimiert. In der Méuseniere konnten die Transporter Rhbg und Rheg gefunden
werden und so wurde die PCR entsprechend optimiert (Annealingtemperatur, DMSO-
Anteil). In NG108-15-Zellen wurde lediglich murines, nicht jedoch Ratten-p-Actin
exprimiert (Abb. 4-13). Auf mRNA-Ebene konnten beide Transporter, Rhbg und Rheg,
mit entsprechenden Banden der Liange 277 bp und 250 bp detektiert werden. Die
Expression von Rhbg erschien deutlich hoher.

Abb. 4-13: RT-PCR mit genspezifischen Primern fiir Rhbg, Rhcg und murines B-Actin.
mRNA wurde aus NG108-15-Zellen isoliert. M: DNA Lingenstandard, 1: Rhbg, 2:
Rhcg, 3: B-Actin, 4: Negativkontrolle (PCR fiir B-Actin mit mRNA als Templat).
Fragmente der erwarteten Lange fiir Rhbg (277 bp), Rhcg (250 bp) und B-Actin (190
bp) wurden detektiert.
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4.10 Zusammenfassung und Diskussion

Von den hohen Blutspiegeln an Ammonium, die bei dem Krankheitsbild der
Hepatischen Encephalopathie (HE) auftreten, sind vor allem Astrozyten negativ
betroffen.?’"2%211217 Astrozyten kénnen Ammonium verstoffwechseln, in dem sie iiber

die Glutamin-Synthetase Glutamat in Glutamin umwandeln.?****

Bei der HE liegen im Hirn Ammoniumkonzentrationen von 2-5 mM vor.””” Diese
fiihren in primdren Astrozyten aus der Maus oder der Ratte zu transienten
intrazelluldren Calciumanstiegen.”” In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass es
durch Ammonium auch in 1321N1 Astrozytomzellen zu dhnlichen Effekten kommt, bei
denen sich ein ECsp-Wert von 3,19 mM Ammoniumsulfat (6,38 mM Ammonium)
ergibt, der in einem pathophysiologisch relevanten Bereich liegt. Maximale Effekte
wurden bei einer Ammoniumkonzentration von 30 mM erreicht. Wie auch in priméiren
Astrozyten kam es in den humanen Astrozytomzellen zu einer Calciumfreisetzung aus
intrazelluldren Speichern. Dies wurde an Hand von Messungen in calciumfreiem Puffer
belegt, die durch Ammonium zu entsprechenden Effekten fiihrte wie die durch den
GPCR-Agonisten Histamin ausgeldste [Ca2+]i—Mobilisierung (s. 1.8). Die in 1321NI1-
Astrozytomzellen beobachteten intrazelluldren Calciumanstiege &dhnelten denen in
primiren Astrozyten sowohl in ihrer Art als auch in ihrem AusmaB.**” Dort wurde ein
Effekt bei 5 mM Ammonium, nicht jedoch bei 1 mM Ammonium beobachtet. Die
1321N1-Astrozytomzellen scheinen also geringfiigig sensitiver zu sein. Daher konnten
diese ein geeignetes erstes humanes Modell zur Untersuchung der HE darstellen.
Neben dem humanen Ursprung haben sie den Vorteil, dass es sich bei 1321N1-Zellen
um eine leicht zu handhabende permanente Zelllinie handelt, die Tierversuche ersetzen
konnte. Um diesen Modellorganismus weiter zu etablieren, sollte er auf die
Veridnderungen der Zellmorphologie und Proteinexpression untersucht werden, die in
priméren Kulturen von Maus- oder Rattenastrozyten beobachtet worden sind.**'¢24-2!

Zur weiteren Charakterisierung der Ammonium-induzierten Calciumfreisetzung wurde
diese mit der IP;-vermittelten Calciummobilisierung durch Histamin und Carbachol in
1321N1-Zellen verglichen.**'*? Die Zielproteine der beiden Substanzen, der
muscarinische M3-Rezeptor und der Histamin H;-Rezeptor werden endogen von den
Zellen exprimiert. Neben der Tatsache, dass Ammonium in deutlich geringerem
AusmaB zu [Ca*"Ji-Anstiegen fiihrte, wurde auch das Maximum der Anstiege erst einige
Sekunden spéter erreicht (s. 1.4). Dies spricht dafiir, dass die Calciumfreisetzung nicht
iber denselben Mechanismus verlduft, wie das bei Gg-gekoppelten Rezeptoren der Fall
ist. In Teilen konnte die Zeitverzogerung aber auch durch die Tatsache, dass
Ammonium erst in die Zelle gelangen muss, bevor es einen Effekt auslosen kann,
bedingt sein. Die durch Ammonium und Carbachol oder Histamin ausgeloste Ca”'-
Freisetzung war nicht additiv, sondern die gleichzeitige Applikation fiihrte sogar zu
einer Abnahme des PLC-gekoppelten Signals (s. 4.8). Das Signal, dass durch
Ammonium ausgeldst wurde, wurde in Anwesenheit von GPCR-Agonisten geringfiigig
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erhoht. Zudem konnte in primdren Astrozyten bereits gezeigt werden, dass durch
Ammonium Calcium aus Thapsigargin-sensitiven Speichern freigesetzt wird.*”” Es ist
daher moglich, dass Ammonium das Calcium in Astrozytomzellen ebenfalls aus IPs-
sensitiven Speichern freisetzt, vermutlich jedoch durch einen anderen Mechanismus als
dies bei Gq-gekoppelten Rezeptoren der Fall ist. Eventuell ist der negative Einfluss von
NH," auf die Siganltransduktion G-Protein gekoppelter Rezeptoren mit fiir die Toxizit#t
der Substanz verantwortlich.

Der Mechanismus, iiber den Ammonium in die Zelle gelangt, konnte bisher nicht
geklart werden. Drei Moglichkeiten sind denkbar: Passiver Transport von NHj iiber die
Zellmembran, Aufnahme iiber Ionenkanile wie z.B. Kanile fiir K~ oder Transport
mittels spezieller Ammoniumtransporter. Da Ammonium und K #hnliche Ionenradien
besitzen, wurde eine Inhibition des Ammoniumeffekts in 1321N1 Astrozytomzellen
durch 60 mM KCI untersucht. Die Calciumanstiege konnten so nicht verhindert werden,
es trat jedoch eine leichte Rechtsverschiebung (1,8-fach) der Dosis-Wirkungskurve auf,
was bei GPCR-vermittelten Ca**-Anstiegen nicht der Fall war (s. 1.5). Daher sind
Kaliumkanéle an der Aufnahme von Ammonium beteiligt. Sie stellen jedoch nicht den
Haupt-Aufnahmeweg fiir NH, /NH; in die Zelle dar.

Ammonium kann passiv in die Zellen eindringen, was durch die Anderungen des

intrazelluldren pH-Werts nach Ammoniumapplikation gezeigt werden konnte."**>* E

S
wire dennoch denkbar, dass der durch Ammonium ausgeldste intrazelluldre
Calciumanstieg iiber einen extrazelluliren Angriffspunkt fiir das Ion vermittelt wird.
NHjs ist eine schwache Base, die unter physiologischen Bedingungen (pH 7,4) zu 98%
in der protonierten Form vorliegt. Die deprotonierte Form kann passiv iiber die
Zytoplasmamembran diffundieren. In dieser Arbeit wurden zwei Ammonium-Derivate
untersucht, von denen eines (Trimethylammoniumchlorid) &hnlich wie Ammonium
selbst deprotonierbar ist. Das andere (Tetramethylammoniumchlorid) ist permanent
geladen und kann daher nicht passiv ins Zellinnere gelangen. Wihrend
Trimethylammoniumchlorid sich in  Bezug auf die Calciumfreisetzung in
Konzentrationen von 6 mM und 60 mM dhnlich wie Ammonium selbst verhielt, wurde
durch Tetramethylammoniumchlorid kaum ein Effekt ausgeldst (s. 4.6). Daher scheint
die neutrale Form, Ammoniak bzw. Trimethylamin, fiir die Calciummobilisierung
verantwortlich zu sein. NH; und (CH3);N konnten wie oben beschrieben, passiv in die
Zelle gelangen oder aktiv ins Zytoplasma transportiert werden.

Der aktive Transport konnte durch die Ammoniumtransporter der Rhesus-
Glycoproteine (RhBG und RhCG) bewerkstelligt werden. Diese sind eng mit dem
ausschlieBlich auf Erythrozyten vorkommenden RhAG (Rhesus blood group-associated
glycoprotein) verwandt. RhBG wird hauptséchlich in Niere und Leber exprimiert,
RhCG kommt in vielen Geweben vor.”****” Die homologen Proteine aus Siugetieren
werden Rhag, Rhbg und Rhcg genannt. Wahrend der bakterielle Ammoniumtransporter

AmtB NH; in die Zelle befordert,™! ist noch nicht klar, ob die Rh-Proteine NH;
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transportieren oder NH;~ gegen H'™ austauschen. Die humanen Transporter RhBG und
RhCG konnten von uns mittels genspezifischer Primer in einer RT-PCR auf mRNA-
Ebene nicht in 1321N1-Astrozytomzellen nachgewiesen werden (s. 4.9). Die neuronale
Zelllinie NG108-15 dagegen zeigte hohe Expression der mRNA fiir Rhbg und in
geringerem Ausmalf} auch Expression des Transporters Rhcg. NG108-15-Zellen werden
standardmafig als Modell fiir neuronale Zellen verwendet. Da es sich um eine
Krebszelllinie handelt, und da Rhbg bisher kaum in Nagerhirnen nachgewiesen werden
konnte, sollte iiberpriift werden, ob dieses Expressionsmuster auch in humanen
primdren Neuronen und Astrozyten gefunden wird. Auch ein Nachweis von Rhbg und
Rhcg auf Proteinebene wire sinnvoll. Sollte sich die Expression der
Ammoniumtransporter RhBG und RhCG auf Neuronen, nicht jedoch auf Astrozyten
bestdtigen, liegt die Annahme nahe, dass diese Proteine mit fiir die unterschiedlichen
Funktionen der Hirnzellen verantwortlich sind. Ammonium wird im Hirn ausschlieBlich
von Astrozyten verstoffwechselt, in denen es durch die Glutamin-Synthetase in

d.?%® Ammonium kann in Form von Ammoniak in die Zelle

Glutamin umgewandelt wir:
diffundieren und sich dort ansammeln. Da Neuronen die Substanz nicht abbauen
konnen, scheinen sie einen anderen Schutzmechanismus gegeniiber Ammonium zu
besitzen, bei dem es sich moglicherweise um aktiven Transport aus der Zelle heraus
handeln konnte. Aktiver Transport konnte auch erkldren, warum Ammonium keine
Auswirkungen auf die [Ca®]; in NGI108-15-Zellen hat, wihrend 1321NI-
Astrozytomzellen, die keine Ammoniumtransporter exprimieren, stark auf NH;"
reagieren. Es wire moglich, dass der Ammoniumtransport in Neuronen gegensétzlich
zu der von AMT Transportern durchgefithrten Akkumulation von Ammonium als

Stickstoffquelle in Pflanzen verlauft.”*

Fiir RhAG wurde kiirzlich gezeigt, dass dieses
Protein zu einem NH3/NH,-Ausstrom aus Hefezellen fithren kann.?> Daher kénnte die
Expression von Ammoniumtransportern in Neuronen auch zum Herauspumpen des
Toxins aus der Zelle dienen, wéhrend sich unter pathologischen Bedingungen in
Astrozyten toxische Konzentrationen von Ammonium ansammeln koénnen. Rhbg
Knock-out-Mduse zeigen keinen verdnderten Phanotyp, aber die Untersuchungen

beschriinkten sich bisher eher auf periphere Bereiche, insbesondere die Niere.*°

Bisherige Untersuchungen bringen die durch Ammonium induzierte Erhéhung der
[Ca®"]; mit intrazelluldrer Alkalisierung in Verbindung. Diese kann durch die Aufnahme
von NHj; erkldrt werden, das zu etwa 2% im extrazelluldren Puffer vorliegt und nach

220,257 . .
“>" In dieser Arbeit wurden

Penetration in die Zelle zu NH4" protoniert werden kann.
verschiedene Ammoniumsalze untersucht: 1. Ammoniumchlorid und Ammoniumsulfat,
Salze von starken Sduren und 2. Ammoniumacetat und Ammoniumcarbonat, Salze
schwacher Séduren, die in die Zelle penetrieren konnen (s. 4.6). Daher konnen die
schwachen Séuren, Kohlensdure und Essigsdure, den pH; senken.” Alle
Ammoniumsalze hatten dhnliche Effekte in Konzentrationen von 0,6 mM und 6 mM
Ammonium. In einer Konzentration von 60 mM zeigte Ammoniumacetat deutlich

geringere Auswirkungen auf die [Ca®];. Acetat war in der Lage die durch Ammonium
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induzierte Calciumfreisetzung konzentrationsabhingig zu hemmen, wobei ein 1Csp-
Wert von 16,5 mM (vs. 6 mM Ammonium) festgestellt wurde. Andere Sauren, die in
die Zelle aufgenommen werden kdnnen hatten dagegen keine Auswirkungen.

Daher kann die intrazelluldre Ansduerung nicht der Grund fiir die inhibitorische
Wirkung von Acetat zu sein. Es scheint sich eher um einen spezifischen Effekt zu
handeln, dessen Mechanismus noch nicht geklért ist. Acetat kdnnte in der Behandlung
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von HE eingesetzt werden, da seine Toxizitét als eher gering einzustufen ist.

Gegen die Annahme, dass der pH-Wert der Ausloser fir die intrazellulire Ca®'-
Freisetzung in Astrozyten ist, spricht auch, dass durch extrazellulidre pH-Anderungen in
Form von verschiedenen Ammoniumsalzen keine unterschiedlichen Effekte in Bezug
auf die Calciummobilisierung beobachtet wurden. Dennoch kann der extrazellulire pH
grolen Einfluss auf den pH; haben. Es liegt daher nahe, dass Ammonium iiber einen
spezifischen Mechanismus auf die Calciumfreisetzung wirkt.

1321N1-Astrozytomzellen werden oft zur Expression verschiedener Rezeptoren, vor
allem der P2-Nukleotidrezeptoren verwendet. Die Aktivierung einiger G-Protein-
gekoppelter P2Y-Rezeptoren und der P2X-Rezeptoren, die Ligand gesteuerte
Tonenkanile darstellen, fithrt zu [Ca’')i-Anstiegen. In vielen Experimenten wird
Hexokinase eingesetzt, um UTP, dass als Verunreinigung in UDP-Losungen vorliegen

kann, enzymatisch in UDP umzusetzen.'”'

Da dieses Enzym, wie oben beschrieben,
meist in einem Ammoniumsulfat-haltigen Puffer vorliegt, konnen Experimente stark
durch den Effekt von Ammonium auf die intrazelluldre Calciumkonzentration in

1321N1-Astrozytomzellen beeinflusst werden.
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Der P2Y,-Rezeptor wird durch die physiologischen Nukleotide ATP und UTP aktiviert
und 16st eine Signaliibertragung iiber die Phospholipase Cg und Inositol-1,4,5-
trisphosphat aus, die schlieflich zu intrazelluldren Calciumanstiegen fiihrt. Er spielt eine
wichtige Rolle bei bestimmten pathophysiologischen Prozessen wie der Befeuchtung
von  Epithelien, Atherosklerose, Zellproliferation und neurodegenerativen
Erkrankungen. Daher sind der P2Y;-Rezeptor sowie auch andere Subtypen der P2Y-
Rezeptor-Familie viel versprechende Arzneistoff-Targets. Ziel der vorliegenden Arbeit
war die Charakterisierung der Bindungstasche des humanen P2Y,-Rezeptors mittels
zielgerichteter Mutagenese. Fiir diesen Rezeptor sowie fiir andere P2Y-Nukleotid-
Rezeptoren besteht ein Mangel an selektiven, potenten und metabolisch stabilen
Liganden. Die hier beschriebenen Untersuchungen der Aktivierungseigenschaften des
P2Y,-Rezeptors, sowie die Testung potentieller Liganden sollte die Grundlage fiir eine
gezielte Entwicklung neuer, selektiver Agonisten und Antagonisten bilden.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Messung intrazelluldrer Calciumsignale zur
funktionellen Charakterisierung des P2Y,-Rezeptors sowie seiner Mutanten, exprimiert
in 1321N1-Astrozytomzellen, und potentieller P2Y-Rezeptor-Antagonisten genutzt.

In einem weiteren Teilprojekt wurden die Ammonium-vermittelten intrazelluldren
Calciumanstiege in 1321N1-Astrozytomzellen und ihr Entstehungsmechanismus
untersucht. Die humane Zelllinie 1321N1 wurde als Modell fiir Untersuchungen zur
Hepatischen Encephalopathie eingesetzt, einem Krankheitsbild bei dem es durch hohe
Ammonium-Blutspiegel zu toxischen Effekten in Astrozyten kommt.

Die wichtigsten Ergebnisse sind im Folgenden zusammengefasst.

e Bisher waren lediglich drei Aminosduren bekannt, die nachgewiesenermal3en an
der Ligandbindung und Rezeptoraktivierung des P2Y,-Rezeptors beteiligt sind:

Die positiv geladenen Aminoséuren His**%, Arg”® und Arg™”.

In der vorliegenden Arbeit wurde der humane P2Y,-Rezeptor in 1321NI-
Astrozytomzellen funktionell exprimiert. Zu diesem Zweck konnte ein
retrovirales Transfektionssystem fiir die Expression von G-Protein-gekoppelten
Rezeptoren etabliert werden. Die Aktivierbarkeit der Rezeptoren wurde durch
intrazelluldre Calciummessungen mit einem fluorimetrischen Assay im 96-Well-
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Format untersucht. Fiir die getesteten Agonisten UTP und ATP wurden je nach
Expressionsrate ECsp-Werte von 69-80 nM (UTP) bzw. 63-96 nM (ATP)
gemessen. Die Dinukleotide ApsA und IpsU zeigten ECsp-Werte von 145-167
nM (ApsA) bzw. 112-179 nM (IpsU) und erreichten nur 70% der intrinsischen
Aktivitat (Efficacy) der Mononukleotide. Zur Bestimmung der Expressionsraten
der Rezeptoren wurde ein Zelloberflichen-ELISA entwickelt, bei dem
monoklonale Antikérper gegen das N-terminale HA-Tag des Rezeptors zur
Detektion dienten.

R177A_R180A

Y114A * leichter Aktivitatsverlust fiir

T 5tach aki ATP und Dinukleotide ng“tH. -
= ach axtiver * R180A hat starkeren Einfluss gesteigerte Elicacy
- Agonisten ansonsten RB2 bei D Imutant fir alle Agonisten
nicht beeinflusst - hur ber Doppeimutante
. . schwacher
* RB2 inaktiv

C278S

C106S
* nicht

exprimierbar

* EC,-Werte
steigen

* Dinukleotide
560- bis 2400-

fach weniger
aktiv

*+ SWK16
potenter
Y118A S296A
* Rechtsverschiebung fiir Y198A * Nukleotide bis 350- * nicht
Purin-Nukleotide « Agonisten fach weniger potent aktivierbar
« stark verringerte Efficacy fir unverandert * Dinukleotide fast
alle Agonisten + RB2 6-fach inaktiv
weniger potent

Durch die chemische Reduktion von Disulfidbriicken mittels Dithiothreitol
(DTT) wurde gezeigt, dass diese essentiell fiir die Aktivierbarkeit des P2Y>-
Rezeptors sind. Wiahrend die Aktivierbarkeit des Rezeptors nach
Vorinkubation mit 10 mM DTT um etwa 80% (UTP) bzw. 90% (ATP)
abnahm, wurde die durch den endogen auf den Zellen exprimierten M3-
Rezeptor hervorgerufene Calciumausschiittung nur um 20% reduziert. Dies
ist durch die exponiertere Position der Disulfidbriicken im P2Y,-Rezeptor zu
begriinden. Um zu untersuchen, welche der beiden Disulfidbriicken von
Bedeutung ist, oder ob beide wichtige Funktionen haben, wurde in den
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beiden Disulfidbriicken des Rezeptors, die sich zwischen den Aminosduren
Cys™ und Cys*"® 1% und Cys'® befinden, jeweils ein
Cystein durch ein Serin homolog ersetzt. Die Mutante C106S war vermutlich

sowie zwischen Cys

auf Grund ihrer verringerten Stabilitdt nicht exprimierbar. An der
untersuchten P2Y,-Rezeptor-Mutante C278S zeigten die untersuchten
Agonisten UTP und ATP sowie die Dinukleotide ApsA und IP4U eine
verringerte Affinitdt, wobei der ECso-Wert fiir die Nukleotide um den Faktor
25 (UTP) bzw. 10 (ATP) erhoht wurde. Die ECsp-Werte der Dinukleotide
waren um das 560-fache (ApsA) bzw. das 2400-fache (IpsU) nach rechts
verschoben. Unter den getesteten Antagonisten, den Anthrachinonderivaten
Reactive Blue-2 (RB2) und SW K16 war das kleine SW K16 potenter als am
Wildtyp-Rezeptor. RB2 zeigte kein signifikant unterschiedliches Verhalten.

Folgende Mutationen wurden in die transmembranédren Helices des P2Y,-
Rezeptors eingefiihrt: Y114A, Y118A (TM3), Y198A (TMS), S296A
(TM7). Des Weiteren wurden Mutationen basischer Aminoséuren in den
extrazelluldren Schleifen des P2Y,-Rezeptors durchgefiihrt: R177A R180A,
R177A, R180A, R194H (EL2) und R272A (EL3).

2% sind essentiell fiir die

o Die Aminosduren Tyr'" und Ser
Rezeptoraktivierung und bilden direkte Wechselwirkungen mit den
Rezeptor-Liganden aus. S296A fiihrte zum volligen Aktivititsverlust des
P2Y,-Rezeptors. Y118A besitzt einen starken FEinfluss auf die
Aktivierbarkeit durch Agonisten und ist hauptsidchlich an den
Interaktionen des Rezeptors mit den Purinnukleotiden beteiligt. Die
Mutante Y114A beeinflusste hingegen die Aktivitdt der Agonisten nur
wenig, jedoch war der Antagonist RB2 an dieser Rezeptor-Mutante
vollig inaktiv. Ebenfalls zu einem, wenn auch schwicheren,
Aktivititsverlust von RB2 fiihrte die Mutation der Aminosdure Tyr'".
Diese hatte allerdings keine Auswirkungen auf die Aktivierung des

Rezeptors durch Nukleotide oder Dinukleotide.

o Die Effekte der Mutationen basischer Aminosduren im EL2 werden
hauptsichlich durch Arg'™ und in geringerem AusmaB auch durch
Arg'” bestimmt. Letzteres liegt weiter von der Bindestelle entfernt. Die
Doppelmutante R177A_R180A sowie die zugehodrigen Einzelmutanten
fiihren zu einer Aktivitdtsminderung von ATP und Dinukleotiden, UTP
war wenig betroffen. Dies weist darauf hin, dass die basischen
Aminosduren im EL2 an der Unterscheidung zwischen den einzelnen
Agonisten beteiligt sind und somit wichtige Funktionen fiir die
Selektivitdit von Liganden haben konnten. RB2 zeigte eine leichte
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Rechtsverschiebung der Dosis-Wirkungs-Kurve, wobei jedoch keine
vollstindige Hemmung des UTP-Effekts mehr erreicht werden konnte.

o RI194H im selben Loop fiithrte wahrscheinlich durch hohere Flexibilitét
der Rezeptorstruktur zu einer gesteigerten intrinsischen Aktivitit
(Efficacy) der Agonisten am P2Y;-Rezeptor. Der EL2 ist vermutlich
durch Interaktionen von basischen Aminosiduren mit Phosphatresten der
Agonisten und negativen Gruppen der Antagonisten an der
Ligandbindung beteiligt.

Insgesamt wurden fiir die Aktivierung des P2Y,-Rezeptors essentielle und
einflussreiche Aminosduren identifiziert. Die biologischen Daten stehen zumeist
in guter Ubereinstimmung mit einem in Kooperation entwickelten Rezeptor-
Modell. Hier dargestellt sind die potentiellen Bindungstaschen von UTP und
ATP im P2Y,-Rezeptor.

Die Aktivierung aller G-Protein-gekoppelten Rezeptoren scheint zunéchst auf
Grund ihrer sehr diversen Agonisten und unterschiedlich strukturierten
Bindungstaschen nicht auf dem gleichen Weg mdglich zu sein. Dennoch
unterliegen diese Rezeptoren &hnlichen Konformationsidnderungen, die zur
Aktivierung der G-Proteine fithren. Die Erkenntnisse iiber die Funktion
einzelner Aminosduren im P2Y,-Rezeptor werden zum einen fiir die
Entwicklung neuer Liganden und potentieller Arzneistoffe genutzt, dienen zum
Anderen aber auch dem generellen Verstindnis des Aufbaus und der
Aktivierung von G-Protein-gekoppelten Rezeptoren. Bisher ist nur die
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Kristallstruktur eines Vertreters, des Rinder-Rhodpsins, bekannt. Die hierauf
beruhenden computergenerierten Modelle konnen durch das Einbringen von
biologischen Daten, wie sie in der vorliegenden Arbeit entstanden sind, der
Realitdt angendhert werden. In einem allgemeinen Modell wird der
Aktivierungsmechanismus fiir alle G-Protein-gekoppelten Rezeptoren als
molekularer Schalter (,,toggle switch®) beschrieben, in dem sich der aktive
Zustand durch Bewegungen der Helices sechs und sieben einstellt. Fiir alle
Rezeptoren der Klasse A wird postuliert, dass sich die Bindungstasche fiir
Agonisten in den dufleren Teilen der transmembraniren Helices befindet, was in
der vorliegenden Arbeit auch fiir den P2Y,-Rezeptor bestitigt werden konnte.
Der aktive Zustand der Rezeptoren wird durch die Bindung von Agonisten in
diesem Bereich stabilisiert. Auch wenn sich die Bindungstaschen der einzelnen
G-Protein-gekoppelten Rezeptoren stark unterscheiden, besteht moglicherweise
nicht nur eine Homologie zwischen den Bindungsstellen des P2Y;-Rezeptors
und anderen, bereits untersuchten P2Y-Rezeptor-Subtypen, sondern auch
zwischen anderen G-Protein-gekoppelten Rezeptoren. Um generelle Aussagen
machen zu konnen, sind weitere Struktur- und Aktivitdts-Untersuchungen an
unterschiedlichen Rezeptoren erforderlich.

e Die  Testung  kleiner  Bibliotheken @ von  Anthrachinonderivaten,
Sulfanilsdureamiden und p-Aminobenzoesdureamiden an den Gg-gekoppelten
tP2Y -, hP2Y,, mP2Y,, hP2Y,4 und rP2Y¢-Rezeptoren flihrte zu einem Einblick
in die Struktur-Wirkungs-Beziehungen der P2Y-Rezeptoren. Die bisher
bekannten Antagonisten sind zumeist unselektiv, wenig potent und durch ihre
negative Ladung schlecht bioverfiigbar. Aus einer Serie von Anthrachinon-
Derivaten wurden Antagonisten mit ICsp-Werten im niedrigen mikromolaren
Bereich identifiziert. Dabei konnte gezeigt werden, dass eine freie
Sulfonsduregruppe oder zumindest eine negative Ladung in Position zwei des
Anthrachinongertists fiir die Potenz der Verbindungen essentiell ist.
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CH, SW0402-1

Die Verbindung SW0402-1, ein Benzoesdureamid mit veresterter p-Sulfonsdure-
Gruppe ist am mP2Y;- (ICso = 2,83 uM) und hP2Ys- (ICso = 6,19 uM) Rezeptor
antagonistisch aktiv. Es besteht eine Selektivitit gegeniiber dem tP2Y - und dem
rP2Y4-Rezeptor. Derivate mit freier Sulfonsduregruppe sind inaktiv; bereits
Verdanderungen der Substituenten sowie ein Austausch des Amids gegen ein
Amidin werden nicht toleriert. Die Anthrachinonderivate und die Verbindung
SW0402-1 konnen als Leitstrukturen fiir die Entwicklung potenter, selektiver
P2Y-Rezeptor-Antagonisten dienen.

Hohe Konzentrationen von Ammonium im Blut fiihren zu neurotoxischen
Effekten, wie dies zum Beispiel in der Hepatischen Encephalopathie der Fall ist.
Von den toxischen Auswirkungen der Ammonium-lonen sind hauptsidchlich
Astrozyten nicht jedoch Neuronen betroffen. Bisherige Untersuchungen wurden
in primdren Astrozyten aus Nagern durchgefiihrt. Es konnte bis dato nicht
geklart werden, durch welche Mechanismen es zu der Toxizitdt und den damit
verbundenen Anstiegen intrazelluldrer Calciumspiegel kommt. Die humane
Astrozytomzellline 1321N1 und die neuronale Hybridomzelllinie NG108-15
wurden in der vorliegenden Arbeit als Modellsysteme verwendet. Durch hohe
Konzentrationen verschiedener ~Ammoniumsalze wurden in 1321NI-
Astrozytomzellen (ECso = 6,38 mM), nicht jedoch in NG108-15-Zellen,
transiente intrazelluldre Calciumanstiege ausgelost. Die Calcium-Ionen wurden
hierbei aus intrazelluldren Speichern freigesetzt. Da permanent geladene
Ammoniumverbindungen keine [Ca’]i-Anstiege  auslosten, wird  die
Calciumfreisetzung durch intrazelluldre Effekte des Ammoniums, das in der
neutralen Form (NHj) iiber die Zellmembran diffundieren kann, induziert.
Ammonium-Ionen reduzierten die durch G4-Protein-gekoppelte Rezeptoren (Hj,
M3-Rezeptor) ausgelosten Calciumanstiege. Acetat konnte in hohen
Konzentrationen die Ammonium-induzierten Ca%-Anstiege hemmen (ICsy =
16,5 mM gegeniiber einer Stimulation mit 6 mM NH,"). Daher koénnte die Gabe
von hohen Dosen an Natriumacetat eine mdgliche Therapie flir die Hepatische
Encephalopathie sein.
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Die Expression der Ammoniumtransporter RhBG/Rhbg und RhCG/Rheg wurde
auf mRNA-Ebene mittels RT-PCR untersucht. Beide Transporter werden in
NG108-15-Zellen exprimiert. In 1321N1-Astrozytomzellen konnte keine mRNA
fiir die Ammoniumtransporter nachgewiesen werden. Es erscheint daher
moglich, dass Rhbg und Rhcg Ammonium aus den neuronalen Zellen heraus
transportieren und diese so vor den toxischen Ammoniumeffekten schiitzen.

Die in ihrem Mechanismus noch unbekannten Ammonium-induzierten
Calciumanstiege in Astrozyten konnten in der vorliegenden Arbeit ndher
charakterisiert ~werden. 1321N1-Astrozytomzellen wurden als leicht
handhabbares, erstes humanes Modellsystem fiir die Untersuchung der
Hepatischen Encephalopathie etabliert.
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6.1 Geréate und Materialien

6.1.1 Gerate
Analysenwaage
Autoklav

Bakterienschiittler

Brutschrinke

Elektrophorese-Kammer, horizontal
Elektrophorese-Kammer, vertikal

Fluorimeter

Fotodokumentationssystem
Heizblock

Laminar-Airflow-Werkbéanke

Mikroskop
Mikrotiterplatten
Multipette

pH-Meter

Photometer

Pipetten

Sartorius CP225D
Varioklav® Dampfsterilisator, H+P

Innova 4200 Incubator Shaker,
New Brunswick Scientific, USA

Jouan IG 650

Heraeus HERAcell® 240

Schiitt Labortechnik

BioRad, Mini Protean ™
Fluostar Galaxy”, bmg Labtech
Novostar”, bmg Labtech

Geldoc, BioRad

Thermomixer comfort, Eppendorf
NUNC" Safe flow 1.2

NUNC"” BIOFLOW

Axiovert 25, Zeiss

Optiplate 96-F, PerkinElmer; Greiner
Eppendorf Multipette Plus

WTW pH Elektrode SenTix 41
WTW pH 197

Beckman DU® 530

Eppendorf research (0,5-10 pl, 10-100 pl,
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20-200 pl, 100-1000 pl, 1000-5000 pl)

Pipettenspitzen Greiner Plastibrand®, Brand

Safe-Lock Reaktionsgefille Eppendorf

Schiittelwasserbad GFL" 1083

Sequencer LICOR Gene READIR 4200, MWG
Biotech

Software GraphPad Prism®, Version 3.0 bzw. 4.0,

San Diego, CA, USA
Isis /Draw 2.4
Vector NTI'" Advance 10, Invitrogen

Microsoft Excel

Spannungsgerit (Elektrophorese) Power Pac® 3000, BioRad
Thermocycler Px2 Thermal Cycler, Thermo Scientific
Tischzentrifugen Beckman Allegra® 2IR

Ultraschallbad Bandelin SONOREX RK 52H

Vortex IKA Labortechnik MS1, Minishaker
Waage Scaltec SBC42

Zentrifuge Beckman Avanti™, J-20XP

Beckman Avanti™, J-201

6.1.2 Kommerziell bezogene Chemikalien

Acrylamid Acros, 164859000
Ammoniumperoxodisulfat Acros, 401165000
Amentoflavon Roth, 5255.1
Ammoniumacetat ZVE, Uni Bonn
Ammoniumcarbonat ZVE, Uni Bonn

Ammoniumformiat Roth, 5093.1
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Bromphenolblau Acros, 4031401000

BSA Sigma , A7906

Cadmiumchloird Acros, 296330050

Calciumchlorid-Dihydrat Sigma, C3306

CNQX Sigma, C-127

Coftfein ZVE, Uni Bonn

DMSO Acros Organics, A015959701;
AppliChem, A3608

DMSO, steril AppliChem, A3672

DPCPX Sigma, C101

DTT AppliChem, A1101,0005

EDTA Sigma, E-5134

EGTA Sigma, E-0396

Ethanol p.a. Merck, 100983

GDP AppliChem, A3767,0025

Glucose Sigma, 67021

Glycerol Acros, 158920010

Glycin Riedel de Haen, 33226

GTP AppliChem, A1803

GYKI 52466 HCI Sigma, G-119

HEPES Sigma, H-3375

Hexokinase Sigma, H-5625

Roche, 92949724

Kéampferol Roth, 7503

KH,PO, Sigma, P-9791

Lithiumchlorid Sigma, L-9650

Magnesiumchlorid Fluka Biochemika, 63068; Sigma, M-8266
Mercaptoethanol Sigma, M 6250

Methylenbisacrylamid Acros, 164790250
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Natriumacetat

Natriumbenzoat
Natriumcarbonat
Natriumchlorid
Natriumformiat
Natriumhydroxid, 0,1N
Na,HPO4

Natriumsulfat

Natriumsulfid

Nicotinamid

Oregon Green ¥ 488 BAPTA-1, AM
Pluronic® F-127

Precision Plus Protein Standard
Protein Assay Kit

Salzséure 37%

SCH 202676 HBr

SDS (Natriumdodecylsulfat)
5-Sulfosalicylsdure

TEMED (Tetramethylethylendiamin)
Tris (TRIZMA® Base)
Tetramethylammoniumchlorid

Trimethylammonium-HCl

ZVE, Uni Bonn

Roth, 8548.1

Sigma, S7795

Sigma, P-9541

Merck, A574643

Merck, 109959

Sigma, S-3264

ZVE, Uni Bonn

ZVE, Uni Bonn
AppliChem, A0959,0100
Molecular Probes, 06807
Molecular Probes, P6867
BioRad, 161-0374
Sigma Diagnostics®, P-5656
AppliChem, A0659
Tocris, 1400

Acros, 419531000
Acros, 424511000
Acros, 420580500
Sigma, T223271

Roth, 4747.1

Sigma, T72761
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6.1.3 Nicht-kommerziell bezogene Chemikalien

SW-Substanzen Verbindungen von Dr. Sefanie Weyler, AK
Miiller

Reactive Blue-2 Aufgereinigt von Younis Baqi, AK Miiller

pLXSN mit HA Tag AK Robert A. Nicholas, Chapel Hill, USA

6.1.4 Chemikalien und Materialien fur die Molekularbiologie

2,2'-Azino-bis-(3-ethylbenzothiazolin- Sigma, A3219
6-sulfonsdure) (ABTS)

Ampicillin-Na-Salz AppliChem, A0839-017
Anti-HA.11 monoklonaler Antikdrper Covance, MMS-101P

Anti-HA monoklonaler Antikorper, Sigma, H9658-2ml
Klon HA-7

Anti-V5-Antikérper Invitrogen, R960-25

Agarose Roth, 2207.2

CaCl, AppliChem, A4689

DNA Exitus AppliChem, A6441

DEPC AppliChem, A0881

Desoxynukleotidtriphosphate Invitrogen, 18427-013

(ANTP, 10mM)

Ethidiumbromid AppliChem, A1152

Goat-anti-Mouse Horseradish Peroxidase Sigma, A2554
(HRP)-gekoppelter Antikorper
(IGg, Fc-spezifisch)

Goat-anti-Mouse HRP-gekoppelter Jackson ImmunoResearch, 115-035-003
Antikorper (1Gg)

Glycerol Sigma, G5516
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Hepes

Hefeextrakt

IRD800 markierte Primer

Ladepuffer (6 x Loading Dye Solution)

Lambda DNA/EcoRI+HindIIl Marker

LB-Agar

Lipofect AMINE" 2000

2-Mercaptoethanol

NaH,PO4

Na,HPO4

Natriumacetat

Oligotex™ DirectmRNA mini Kit

Paraformaldehyd

Polybrene

One Shot” Top 10 Chem. kompetente
E.coli

Platinum® Tag DNA Polymerase

Primer

QIAprep” Spin Miniprep Kit

QIAquick® Gel Extraction Kit

QIAquick® PCR Purification Kit

QIAshredder®

Qiagen Plasmid Midi Kit

S.N.A.P" MidiPrep Kit

Restriktionsenzyme: Afel, BsaXI, Bsgl,
BspMI, Eagl, Dpnl, Kasl, Mlul,
Mscl, Nhel, Nrul, Sfcl, Xhol

RNAse (Ribonuklease A)

RNAse Exitus

AppliChem, A3724
AppliChem, A3732
MWG Biotech, Ebersberg
Fermentas, R0611
Fermentas, SM0191
Invitrogen, 22700-041
Invitrogen, 11668-027
AppliChem, A1108
AppliChem, A4732
Sigma, S-3264

Fluka, 71183

Qiagen, 72022
AppliChem

Aldrich, 107689
Invitrogen, C4040-10

Invitrogen, 10966-018

Synthese durch MWG-Biotech AG
Qiagen, 27106

Qiagen, 28704

Qiagen, 28106

Qiagen, 79656

Qiagen, 12145

Invitrogen, K1910-01

New England Biolabs

Sigma, R-4875
AppliChem
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Sequagel Complete Buffer National Diagnostics, EC-841

Sequagel XR acrylamide solution National Diagnostics, EC-842

Sequi ThermExcel II DNA- Epicentre Technologies, SE9101LC
sequencing Kit LC

Subcloning Efficiency DH5a Invitrogen, 18265-017

Chemically competent cells

10 x TAE-Puffer Invitrogen, 15558-026
Thermoscript™ RT-PCR System Invitrogen, 11146-032

Trypton AppliChem, A1553

VENT DNA-Polymerase New England BioLabs, M0254S

6.1.5 Zellkulturbedarf und Nahrmedien

Dulbecco’s Modified Eagle Medium Gibco, 41966-029;
(DMEM) Cambrex, BE12-604F
DMEM-F12 Medium Cambrex, BE12-719F
Einmalspritzen, steril Braun
Falcon Tubes Greiner bio-one, 188271;
Sarstedt, 62.547.254
Fotales Kélberserum Sigma, F-0804
G418 Calbiochem, 34510
GlutaMax  (100x) Gibco, 35050-038
Gewebekulturflaschen, steril Greiner bio-one; Sarstedt
Haemacytometer Neubauer improved bright-line, Marienfeld
HAT-Supplement (50x) Gibco, 2160-017
Hygromycin B Calbiochem, 40052
Hypoxanthin AppliChem, A0700,0005

Kryovials, steril Greiner bio-one; Sarstedt
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LB Agar
LB Medium
Mycophenolsédure

NG108-15-Zellen

Penicillin-Streptomycin-Losung
Rotilabo®-Spritzenfilter, steril, 0.22um
Serologische Einmalpipetten, steril

Trypsin/EDTA

Ultraglutamin

Xanthin

6.1.6 Kultivierte Zelllinien

Sigma, L2897
AppliChem, A0954
Applichem, A38010100

AK Dr. Briiss, Pharmakologisches Institut,
Universitidt Bonn

Cambrex, DE17-602E
Roth, P644.1
Sarstedt, costar™ Stripette

PAN", P10-023100;
Gibco, 25300-054;
Cambrex, BE17-161E

Cambrex, BE17-605E/U1
Sigma, X-7375

Zelllinie Spezies Organ

1321N1 Astrozytom Human Hirn

Jurkat T Human T-Lymphozyten
NG108-15 Maus/Ratte Gehirn

BHK Hamster Niere

HAWP2Y, 1321N1 Astrozytom Human Hirn

HEK 293 Human Niere

GP+envAM12 Maus Embryo-Fibroblasten
PA317 Maus Embryo-Fibroblasten
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6.2 Puffer und Lésungen

6.2.1 Losungen fur die Zellbiologie und Zellkultur

Phosphate Buffered Saline (PBS)

137 mM NaCl, 2,7 mM KCI, 4,3 mM Na,HPOy4, 1,47 mM KH,PO, in Wasser. Der pH-
Wert wird mit Salzsdure auf 7,2 eingestellt. Die Losung wird autoklaviert.

10 mg/ml Hypoxanthin

Hypoxanthin wird in etwa 80% der bendtigten Wassermenge suspendiert und es wird 1
N NaOH zugetropft, bis die Substanz geldst ist. Es wird mit Wasser aufgefiillt und steril
filtriert. Die Losung wird bei -20°C gelagert.

10 mg/ml Xanthin

Xanthin wird in etwa 80% der bendtigten Wassermenge suspendiert und es wird 1 N
NaOH zugetropft, bis die Substanz gelost ist. Es wird mit Wasser aufgefiillt und steril
filtriert. Die Losung wird bei -20°C gelagert.

10 mg/ml Mycophenolsiure

Mycophenolsidure wird in etwa 80% der bendtigten Wassermenge suspendiert und es
wird 1 N NaOH zugetropft, bis die Substanz geldst ist. Es wird mit Wasser aufgefiillt
und steril filtriert. Die Losung wird bei -20°C unter Lichtausschluss gelagert.

50 mg/ml Hygromycin B

Hygromycin B wid in Wasser gelost, steril filtriert und bei -20°C gelagert.

HXM Medium

Zu 500 ml DMEM werden 50ml FCS, 5 ml Penicllin G/ Streptomycin Losung
(Endkonzentration 100 U/ml Penicillin G, 100 pg/ml Streptomycin), 1% Ultraglutamin,
0,75 ml Hypoxanthin 10 mg/ml, 12,5 ml Xanthin 10 mg/ml, 1,25 ml Mycophenolsdure
10 mg/ml und 2 ml Hygromycin B 50 mg/ml gegeben. Bei Bedarf wird der pH-Wert
mit einigen Tropfen konzentrierter Salzsdure erneut auf 7-8 eingestellt und steril
filtriert.
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50 mg/ml G418

Geniticin wird in einer Menge in Wasser gelost, die 50 mg/ml aktiver Substanz
entspricht und je nach Charge unterschiedlich sein kann. Die Losung wird sterilfiltriert
und bei -20°C gelagert.

PBS mit 1% BSA

Die entsprechende Menge BSA wird kurz vor dem Gebrauch unter Rithren in PBS
gelost.

1 M Hepes, pH 7,0

Hepes (4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonséure, M, = 238,3) wird in Wasser
gelost und der pH-Wert wird auf 7,0 eingestellt. Die Losung wird autoklaviert.

Losung zur Verdiinnung von Antikdrpern

In 20 ml DMEM werden 200 ul Hepes 1 M, pH 7,0, 200 mg BSA, und 50 pl CaCl, 1 M
geldst. Die Losung wird kurz vor dem Experiment hergestellt und auf Eis gelagert.

4% Paraformaldehyd (PFA) Losung

20 g PFA werden mit 400 ml Wasser unter Rithren auf 60°C erhitzt. Es wird 1 N NaOH
Losung zugetropft, bis die Substanz sich 16st. Nach Zugabe von 50 ml 10fach PBS wird
auf 500 ml mit Wasser aufgefiillt. Die Losung wird einige Stunden stehen gelassen, falls
sich Reste abgesetzt haben, wird abdekantiert, und Aliquots werden bei -20°C gelagert.
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6.2.2 Losungen fur intrazelluldre Calciummessungen
Krebs-Hepes-Puffer (KHP)

NaCl 118,6 mM, KCI 4,7 mM, KH,PO,4 1,2 mM, NaHCOs 4,2 mM, D-glucose 11,7
mM, HEPES (freie Saure) 10 mM, CaCl, 1,3 mM and MgSO4 1,2 mM in Wasser. Es
wird ein 5-fach Puffer hergestellt und bei -20°C gelagert. MgSO,4 und CaCl, werden auf
Grund des geringen Loslichkeitsprodukts erst bei Verdiinnung zum 1-fach Puffer
zugegeben. Der pH-Wert wird mit 1 N NaOH auf 7,4 eingestellt.

Calciumfreier Krebs-HEPES-Puffer

Es werden in o.g. Krebs-HEPES-Puffer Calciumionen durch Magnesiumionen ersetzt.
Zudem werden 100 pM EGTA zum Puffer gegeben. Der pH-Wert wird erneut auf 7,4
eingestellt.

Oregon Green-Stammlosung

50 pg des Fluoreszenzfarbstoffs Oregon Green 488 BAPTA-1/AM (M, = 1258,07
g/mol) werden unter Lichtausschluss in 39,7 ul DMSO gel6st (entsprechend einer
Konzentration von 1 mM). Die Stammloésung wird in Eppendorf-Vials zu 3 pl
aliquotiert und bis zur Verwendung im Fluorimeter-Assay unter Lichtausschluss bei
-20°C gelagert.

Fura-2-Stammlosung

50 pg des calciumsensitiven Farbstoffs Fura-2/AM (M; = 1001,86 g/mol) werden in
49,9 ul DMSO gelost (entsprechend einer Konzentration von 1 mM). Aliquots a 3 pl
werden in Eppendorf-Vials unter Lichtausschluss bei —20°C gelagert.

Pluronic® -F127-Stammlosung

200,0 mg des Detergens Pluronic F-127 werden in 800 pl DMSO geldst. Die
Stammldsung wird bei Raumtemperatur gelagert.
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6.2.3 Losungen fiur die Molekularbiologie

10 mM EDTA, pH 8,0

EDTA wird in Wasser gelost, und der pH-Wert wird mit 1 N NaOH auf 8,0 eingestellt.
Die Losung wird autoklaviert.

100 mM Tris, pH 7.4

TRIZMA® Base wird in deionisiertem Wasser gelost, und es wird mit konzentrierter
Salzsdure ein pH-Wert von 7,4 eingestellt.

TENS

500 mg SDS werden in 70 ml Wasser gelost. Es werden 10 ml 100 mM Tris, pH 7,4, 10
ml EDTA, pH 8,0 und 10 ml 1 N NaOH zugegeben. Die Losung wird sterilfiltriert.

DEPC Wasser

100 ml Wasser werden iiber Nacht mit 10 pl Diethylpyrocarbonat (DEPC) geriihrt und
anschlieend autoklaviert.

Losungen fiir die Ca-Phosphat-Prizipitations Methode zur Transfektion

0.5 M Hepes in Wasser. der pH-Wert wird mit 1 N NaOH auf pH 7,1 + 0,05¢eingestellt,
und die Losung wird steril filtriert

2 M NaCl in Wasser, steril filtriert
2 M CaCl, in Wasser, steril filtriert

150 mM Natrium-Phosphat Puffer, pH 7.0 2,01 g Na,HPO4+7H20 werden in 50 ml
Wasser gelost. 1,04 g NaH,PO4*H,O werden in 50 ml Wasser gelost. Die
Natriumdihydrogenphosphat-Losung wird mit etwa 40 ml der

Natriumhydrogenphosphat-Losung auf einen pH Wert von 7,0 = 0,05 eingestellt und
steril filtriert

2fach HBS 1,53 ml Wasser, 0,2 ml 0,5 M Hepes (pH 7,1), 0,25 ml 2 M NaCl und 20 pl
150 mM Natrium-Phosphat-Puffer werden kurz vor der Transfektion frisch angesetzt.
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500 mM Natriumbutyrat

Natriumbutyrat wird in Wasser gelost und sterilfiltriert. Lagerung bei —20°C .

RNAse A-haltiges Wasser

Es wird eine RNAse A Stock-Losung der Konzentration 1 mg/ml in autoklaviertem
Wasser hergestellt und bei 99°C fiir 20 min erhitzt, um eventuelle Verunreinigungen mit
DNAse zu entfernen. Die Losung wird bei -20°C gelagert. Vor der Verwendung wird
die Losung im Verhéltnis 1:100 mit autoklaviertem Wasser verdiinnt.

LB-Medium

Es werden 25 g LB-Pulvermedium in 900 ml demineralisiertem Wasser gelost, und der
pH-Wert der Loung wird auf mit 1 N NaOH auf 7,5 eingestellt. Nach Auffiillen auf 1 1
wird autoklaviert.

SOC-Medium

20,0 g Trypton, 5,0 g Hefeextrakt, 0,5 g NaCl, 10 ml einer 0,25 M KCIl-Stammldsung, 5
ml einer 2 M MgCl,-Stammlosung und 20 ml einer 1 M Glucose-Stammldsung werden
in demineralisiertem Wasser ad 1000 ml gelost. Der pH-Wert wird mit NaOH auf 7,0
eingestellt und das Medium vor der Verwendung autoklaviert.

6.2.4 LoOsungen fur SDS-PAGE-Gelelektrophorese
Losung 1: 22 g Acrylamid, 0,4 g Methylenbisacrylamid, 50 ml Wasser

Losung 2: 455 g TRIZMA® Base, 0,1 g Natriumdodecylsulfat (SDS), 25 ml
Wasser. Der pH-Wert wird mit konzentrierter Salzsdure auf 8,8
eingestellt.

Losung 3: 200 mg Bromphenolblau, 100 ml Wasser
Losung 4: 7,3 g Acrylamid, 0,2 g Methylenbisarylamid, 25 ml Wasser

Losung 5: 3g TRIZMA® Base, 0,2 g SDS, 50 ml Wasser. Der pH-Wert wird mit
konzentrierter Salzsdure auf 6,8 eingestellt.

Losung 6: 10% Ammoniumperoxodisulfat (APS) in Wasser, wird frisch hergestellt.
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Probenpuffer: 3 g SDS, 8,9 g Glycerol, 1 g TRIZMA® Base, 95 ml Wasser. Der pH-

Laufpuffer:

Losung 7:
Losung 8:

Losung 9:

Losung 10:
Losung 11:
Losung 12:

Losung 13:
Losung 14:
Losung 15:
Losung 16:

Wert wird mit konzentrierter Salzsdure auf 6,8 eingestellt, und es werden
5 ml Mercaptoethanol zugegeben.

1 g SDS, 14,4 g Glycin, 3 g TRIZMA® Base, 1000 ml Wasser
0,83 g Coomassie-Brilliant Blau, 150 ml Methanol

38,45 g 2-Hydroxy-5-sulfobenzoesdure-dihydrat, 150 ml Wasser, 30 ml
konz. Essigsiure

Losung 7+ 8
50 ml Methanol, 10 ml Eisessig, 50 ml Wasser
30 ml Ethanol, 10 ml Eisessig, 60 ml Wasser

400 mg Natriumacetat, 500 mg Glutaraldehyd,
Natriumthiosulfat, 30 ml Ethanol, 70 ml Wasser

100 mg

100 mg Silbernitrat, 25 ul Formaldehyd, 100 pul Wasser
500 mg Natriumcarbonat, 40 pul Formaldehyd, 200 ml Wasser
5 ml Eisessig, 95 ml Wasser

10 ml Glycerol, 90 ml Wasser
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6.3 Zellkultur

6.3.1 Medienzusammensetzung

1321N1-Astrozytom DMEM, 10 % FCS, 100 U/ml Penicillin G, 100 pg/ml
Streptomycin, 1 % Ultraglutamin

stabil transfizierte DMEM, 10 % FCS, 800 ng/ml G418, 1 % Ultraglutamin

1321N1-

Astrozytomzellen

NG108-15 DMEM, 10% FCS, 100 U/ml Penicillin G, 100 pg/ml

Streptomycin, 2% HAT

HEK 293 DMEM, 10% FCS, 100 U/ml Penicillin G, 100 pg/ml
Streptomycin, 1% Ultraglutamin

BHK DMEM, 5% FCS, 100 U/ml Penicillin G, 100 pg/ml
Streptomycin, 1% Ultraglutamin

GP+envAM12 HXM-Medium: DMEM, 10% FCS, 100 U/ml Penicillin
G, 100 pg/ml Streptomycin and 1% Ultraglutamine, 15
pg/ml Hypoxanthin, 250 pg/ml Xanthin, 25 pg/ml
Mycophenolséure, 200 ng/ml Hygromycin B

PA317 DMEM, 10% FCS, 100 U/ml Penicillin G, 100 pg/ml
Streptomycin, 1% Glutamin

6.3.2 Zellzucht

Die eukariotischen Zellinien werden bei 37°C, 5% CO, und 95%iger Luftfeuchtigkeit
im Brutschrank inkubiert. Sind die adhirent wachsenden Zellen ca. 80-90% konfluent,
wird das Medium entfernt und die Zellschicht mit ca. 10 ml PBS-Puffer bzw.
zusatzfreiem Medium gewaschen. AnschlieBend werden die Zellen durch die Zugabe
von ca. 4 ml bzw. 1,5 ml Trypsin/EDTA Losung fiir eine 175 cm® oder 75 cm” groBe
Flasche nach mehrminiitiger Inkubation abgeldst, wozu unter Umstdnden zusitzlich ein
Klopfen gegen die Zellkulturflasche erforderlich ist. Die Reaktion mit Trypsin wird
durch die Zugabe von Medium abgestoppt, wobei das Volumen an Medium sich nach
dem jeweiligen Splittverhiltnis richtet. Die durch mehrfaches Auf- und Abpipettieren
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vereinzelte Zellsuspension wird je nach Vorhaben und Wachstumsgeschwindigkeit der
entsprechenden Zelllinie auf Zellkulturflaschen verteilt, in denen bereits auf 37°C
vorgewdrmtes Medium vorgelegt wurde. GP+envAM12-Zellen werden maximal im
Verhiltnis 1:8 gesplittet, NG108-15-Zellen maximal im Verhéltnis 1:12. Alle anderen
fiir intrazelluldre Calciummessungen verwendeten Zelllinine kénnen auch in einem
Splittverhéltnis von bis zu 1:20 auf neue Flaschen aufgeteilt werden. AnschlieBend
werden die Zellen erneut unter oben genannten Bedingungen im Brutschrank inkubiert.

6.3.3 Auftauen von Zellen

Ein Backup der entsprechenden Zelllinie wird moglichst schnell aufgetaut und steril in
eine Zellkulturflasche, die bereits zuvor mit vorgewdrmtem Medium befiillt wurde,
tiberfiihrt. Die Zellen werden im Brutschrank bei 37°C, 5% CO, und 95%iger
Luftfeuchtigkeit inkubiert. Nach einigen Stunden im Brutschrank wird das Medium
gewechselt und dann alle 2-4 Tage erneuert bzw. die Zellen bei Bedarf gesplittet. Bei
transfizierten Zellen und GP+envAM12-Zellen wird das Auftauen in Medium ohne
Selektionszusatz vollzogen und am Folgetag gegen Selektionsmedium / HXM-Medium
ausgetauscht.

6.3.4 Einfrieren von Zellen

Zum Erstellen von Backups wird die durch Ablésen mit Trypsin entstandene
Zellsuspension in Falcon-Tubes iiberfithrt und bei 200 g und 4°C fiir 5 min.
zentrifugiert. Der Uberstand wird verworfen und das Zellpellet in einer Losung aus 50%
DMEM, 40% Fotalem Kilberserum und 10% sterilem DMSO resuspendiert. Die
resultierende Zellsuspension wird in Kryovials zu 2 ml aliquotiert und sofort bei -20°C
eingefroren. Nach 2 Tagen werden die Backups in den -80°C-Tiefkiihlschrank und nach
einigen Tagen fiir eine ldngere Aufbewahrung in den Stickstofftank tiberfiihrt.
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6.4  Molekularbiologische Methoden

6.4.1 Agarose-Gelelektrophorese

Agarose wird in TAE-Puffer suspendiert. Fiir Fragmentlingen von 500-6000
Basenpaaren (bp) wird eine 1%ige Losung hergestellt. Fiir kiirzere Fragmente wird eine
1,5-2%ige, fir langere eine 0,8%ige Losung verwendet. Die Suspension wird in der
Mikrowelle zum Sieden erhitzt, so dass sich die Agarose 16st. Es wird bei
Raumtemperatur auf etwa 50-60°C abgekiihlt und dann Ethidiumbromidlosung im
Verhiltnis 1:1000 zugegeben. Es wird ein Gel gegossen, in dem sich ein Kamm zum
Formen von Geltaschen befindet. Nach Erstarren wird der Kamm entfernt und das Gel
in eine mit TAE-Puffer befiillt horizontale Elektrophoresekammer gegeben. Die DNA-
Proben werden gegebenenfalls mit Wasser verdiinnt und mit Ladepuffer im Verhiltnis
1:10 vermischt. Je nach Taschengrofle werden 10 pl bis 25 pul DNA in die Geltaschen
gefiillt. Es wird zudem ein DNA-Standard mit entsprechenden DNA-Fragmenten
aufgetragen. Um die Schirfe der Banden zu verbessern, erfolgt der Einlauf der DNA in
das Gel bei 95 Volt. Es wir dann eine Elektrophorese bei 60 Volt fiir Mini-Gele bzw. 75
Volt fiir kleine Gele durchgefiihrt. Das Gel wird anschlielend mit dem Gel-Doc System
der Firma BioRad ausgewertet und dokumentiert.

6.4.2 Extraktion von DNA aus dem Agarosegel

Das Agarosegel wird auf eine geeignete Unterlage gelegt, um eine Verunreinigung mit
anderen DNA-Fragmenten zu verhindern. Anschlieend wir das Gel fiir moglichst kurze
Zeit UV-Licht ausgesetzt, und die gewiinschten DNA-Fragmente werden mit einem
Skalpell ausgeschnitten und in Eppendorf-Tubes iiberfiihrt. Die Extraktion aus den
Gelstiicken erfolgt mit dem QIAquick® Gel Extraction Kit der Firma Qiagen nach
Anweisungen des Herstellers.
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6.4.3 Giel3en von Agarplatten

32 g LB-Agar werden in 1 1 demineralisiertem Wasser suspendiert und autoklaviert. Die
Losung wird stehen gelassen, bis eine Temperatur von etwa 50°C erreicht ist. Es wird
Ampicillin in einer Endkonzentration von 100 pg/ml zugegeben, und etwa 15-20 ml der
Agar-Losung wird in 10 cm Petrischalen gegossen. Das GieBlen erfolgt neben einem
Bunsenbrenner, um das Kontaminatiosrisiko so gering wie moglich zu halten. Nach
dem Erstarren werden die Platten mit der Oberseite nach unten in Palstikfolie bei 4°C
gelagert.

6.4.4 Restriktionsverdau

Fiir den Verdau mit Restriktionsenzymen wird der folgende Ansatz gewahlt:

x ul DNA

1 pl jedes Restriktionsenzyms
2,5 ul 10-fach Puffer

gef. BSA / SAM

ad 25 ul Wasser

Je nach Restriktionsendonuclease werden ggf. BSA (100 upg/ml) oder S-
Adenosylmethionin (SAM; verschiedene Konzentrationen nach Herstellerangaben)
zugesetzt. Der Puffer sollte nach der Deklaration so gewihlt werden, dass sich die volle
Effizienz des Enzyms ergibt. Im Fall eines Doppelverdaus mit 2 Enzymen wird ein
Puffer verwendet, in dem beide Enzyme mit mdglichst hoher Effizienz schneiden. Die
Losungen werden auf Eis zusammen gegeben und anschlieBend fiir 2 Stunden bei 37°C
im Wasserbad inkubiert. Die Restriktionsenzyme koénnen bei Bedarf durch eine
Inkubation von 20 min bei 80°C hitzeinaktiviert werden.
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6.4.5 Klonierung von Rezeptor-DNA in den Vektor pLXSN

Die DNA der Variante I (Axcession-Nummer: NP 788086) des humanen P2Y,-
Rezeptors wurde zunichst im Vektor pcDNA3.1 verwendet und im Verlauf der Arbeit
in den retroviralen Expressionsvektor pLXSN umkloniert. Ein Teil der Arbeit wurde im
Labor von T. Kendall Harden, Ph.D., Department of Pharmacology, Medical School,
University of North Carolina, Chapel Hill, USA durchgefiihrt.

6.4.5.1 Vektorkarten

pcDNA3.1 (+/-)
5428/5427 bp

(5855) Sac|
| a4

il
Y MmCs
I oa70-1401)
Col E1 ' Hind I
ori MNeo 1)
3'LTR
A
Sae | Xbal — = Forward Sequencing Primer
2164) dmm = Raverse Sequencing Primer
(3044
1470 1477 1464 1481

GAATTCGTTAACTCGAGGATCC.
EcoRl Hpal xpo| BamH|
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6.4.5.2 Primer-Design

Die DNA fiir den P2Y,-Rezeptor lag in den Vektor pcDNA3.1 kloniert vor. Die
folgenden Primer wurden so designed, dass sich am 5°Ende der Sequenz eine
Schnittstelle fiir Mlul und am 3’ Ende eine Schnittstelle fiir Xhol ergab. Es wurden
jeweils 3 Basen Uberhang gewihlt, um das Schneiden des Enzyms zu ermdglichen, des
Weiteren wurden zwei Basen (CC) vor der Sequenz eingefiigt, um das Leseraster zu
erhalten. Hierdurch konnte das PCR-Produkt spédter in den mit den Enzymen Mlul und
Xhol geschnittenen Vektor pLXSN kloniert werden. Das Einfligen der DNA erfolgte
hier hinter eine bereits enthaltene Sequenz fiir ein Himagglutinin-Tag (HA-Tag). Sollte
eine Klonierung ohne Tag erfolgen, befindet sich vor dem HA-Tag eine EcoRI-
Schnittstelle, und die Primer miissten entsprechend gewihlt werden.

Fiir die PCR wurden folgende Primer verwendet:
for: 5’gegacgcgtccGCAGCAGACCTGGGCCC
rev: 5’gcgctcgagCTACAGCCGAATGTCCTTAGT

6.4.5.3 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die PCR wurde mit der VentR®-Polymerase durchgefiihrt, die iiber eine Lesekontrolle
verfiigt. Ein Primer Mix wurde aus 1ul Primer for, 1 pl Primer rev und 8 pl DEPC
Wasser hergestellt, so dass die Primer in einer Konzentration von 10 pmol/ul vorlagen.
Es wurde die folgende Reaktions-Zusammensetzung gewéhlt:

2,5 ul Thermo Pol Puffer
0,75 pl MgSO4 (100 mM)
0,5 ul VentR®-Polymerase
1 pl Templat

1 pl Primer Mix

18.75 ul DEPC Wasser

25 ul

Nach einem anfinglichen Denaturierungsschritt von 2 min bei 94°C wurden 20 Zyklen
des folgenden PCR-Protokolls durchgefiihrt: 1 min bei 94°C, 1 min Primer-Annealing
bei 58°C und 1,5 min Extension bei 72°C. AnschlieBend wurde ein finaler
Extensionsschritt von 10 min bei 72°C durchgefiihrt. Die DNA wurde bis zur
Weiterverarbeitung bei 4°C gelagert.
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6.4.5.4 Restriktionsverdau

Das aufgereinigte PCR-Produkt, dass den P2Y,-Rezeptor mit den gewlinschten
Schnittstellen fiir Mlul und Xhol enthielt, wurde mittels Restriktionsverdau mit den
Enzymen Mlul und Xhol auf die Ligation vorbereitet (6.4.4). Ebenso wurde mit dem
Vektor pLXSN verfahren. Es wire flir die Enzyme jedoch giinstiger, einen ldngeren
Uberhang (8-12 bp) zu wihlen.

Das verdaute PCR-Produnkt sowie der verdaute Vektor werden durch
Gelelektrophorese vom Ursprungsvektor (Templat) bzw. dem urspriinglichen Insert
getrennt (6.4.1) und mittels Gelextraktion aufgereinigt (6.4.2). AnschlieBend erfolgt
eine Ligation (6.4.6) und Transformation in Escherichia coli (6.4.8).

6.4.6 Ligation mittels T4 DNA-Ligase

In der Ligation werden das verdaute Insert und der entsprechend geschnittene Vektor in
einem molaren Verhiltnis von 1:4 eingesetzt, was etwa einem Massenverhéltnis von
P2Y, : pLXSN = 1:1 entspricht. Es werden insgesamt 0,1-0,4 ug DNA verwendet.

Ligationsansatz:

x ul Vektor DNA, geschnitten (0,05-0,2 pg)
y ul Insert DNA, geschnitten (0,05-0,2ng)
2 ul Ligase Puffer

1 ul Ligase

ad 20 pul Wasser

Die Losungen werden auf Eis zusammen gegeben und 20 min bei Raumtemperatur
inkubiert.
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6.4.7 Ligation durch die Topoisomerase (TOPO-Cloning)

Fiir das TOPO-Clonig wird ein 3’A-Uberhang an der einzufiigenden DNA benétigt.
Daher wird die PCR mittels Tag-Polymerase durchgefiihrt, was den Nachteil einer
hoheren Mutationswahrscheinlichkeit in der DNA-Sequenz hat. Das PCR-Produkt, dass
die P2Y,-Sequenz enthilt, wird ohne vorherigen Verdau mit dem durch Topoisomerase
aktivierten Vektor vermischt und fiir 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. Ein so
gewonnener Vektor kann auch zur weiteren Umklonierung verwendet werden, falls es
sich als schwierig herausstellen sollte, mit bestimmten Enzymen ein PCR-Produkt zu
schneiden. Dies kann dazu fiihren, dass die Ligation mit der T4 DNA-Ligase zunichste
nicht mdglich ist. Das Insert kann dann aus einem Vektor herausgeschnitten werden, der
durch TOPO-Cloning entstanden ist.

6.4.8 Transformation von chemisch kompetenten Escherichia coli

Chemisch kompetente E. coli (Escherichia coli) wurden von der Firma Invitrogen
kéuflich erworben. Die Bakterien werden auf Eis aufgetaut und in Eppendorf-Gefidfien a
20-50 pl aliquotiert. Sie konnen so bei -80°C gelagert werden. Zur Transformation wird
ein Aliquot auf Eis aufgetaut und mit etwa 50 ng DNA unter vorsichtigem Riihen mit
einer Pipettenspitze vermischt. Nach 30miniitiger Inkubation wird ein Hitzeschock von
20 s bei 42°C oder 40 s bei 37°C im Wasserbad durchgefiihrt. Die Bakterien werden
anschlieBend fiir weitere 5 min auf Eis gelagert. Nach Zugabe von 200 ul SOC Medium
wird fiir 1 h bei 37°C und 200 U/min inkubiert. In der Zwischenzeit werden Agar-
Platten, die ein geeignetes Resistenz-Antibiotikum enthalten, auf Raumtemperatur
erwarmt. Je 20 pl und 200 pl der Bakterien werden gleichmiBig auf einer Agar-Platte
ausgestrichen, wobei der verwendete Glas-Spatel kurz zuvor in Ethanol getaucht und
abgeflemmt wird. Die Platten werden mit der Oberseite nach Unten stehend fiir etwa
14 h bei 37°C bebriitet.
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6.4.9 Selektion von Bakterien-Monoklonen

Die mit Bakterienkolonien bewachsenen Agar-Platten konnen fiir einige Wochen mit
Parafilm umschlossen bei 4°C gelagert werden. Sollen einzelne Klone isoliert werden,
wird mit einer 10 pl Pipettenspitze in eine Kolonie gestochen und in 4 ml LB Medium
mit 100 pg/ml Ampicillin mehrfach auf und ab pipettiert. Die Fliissigkultur wird fiir 14
h bei 200 U/min und 37°C inkubiert.

6.4.10 Einfrieren und Auftauen von Escherichia coli

Aus einer Bakterienkultur wird 1 ml entnommen und mit einer Endkonzentration von
15% Glycerol vermischt. Der so gewonnene Glycerol-Stock wird bei -80°C gelagert.
Zum Auftauen wird mit einer Pipettenspitze in den gefrorenen Stock gestochen und in
flissigem Medium mehrfach auf und ab pipettiert. AnschlieBend wird wie unter 6.4.9
beschrieben inkubiert.

6.4.11 Colony-PCR

Zur Analyse einer Bakterienkolonie auf erfolgreich aufgenommene und ligierte
Konstrukte kann eine so genannte Colony-PCR durchgefiihrt werden. Hierzu wird ein
PCR-Mastermix erstellt, der die gewiinschten Primer enthélt, um einen Teil oder das
gesamte Insert zu amplifizieren. Nach dem Aufteilen des PCR-Ansatzes auf
verschiedene PCR-Gefae wird jeweils in eine Bakterienkolonie gestochen und 3 mal in
einem PCR-Ansatz auf und ab pipettiert und spiter mit der selben Spitze in einem
Gefall mit 1 ml Medium auf und ab pipettiert. Die PCR wird mit 25 Zyklen des
entsprchenden Temperaturprogramms durchgefiihrt, wobei ein initialer Schritt von 3
min bei 95°C ausreichend ist, um die DNA aus den Bakterien freizusetzen. Das Produkt
wird mittels Gelelektrophorese analysiert (6.4.1). Zeitgleich werden die E. coli bei 37°C
und 200 U/min kultiviert.
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6.4.12 Aufreinigung von DNA aus Escherichia coli

6.4.12.1 Mini-Préparationen mit dem QIAprep® Spin Miniprep Kit

Die Aufreinigung wird nach Anweisung des Herstellers durchgefiihrt.

6.4.12.2 Mini-Praparation mit TENS

4 ml E. coli Kultur werden 5 min bei 10.000 U/min in Eppendorf-Tubes zentrifugiert.
Der Uberstand wird verworfen, und das Pellet wird in 300 ul TENS resuspendiert,
wobei die Bakterien vereinigt werden. Nach mehrmaligem Umschiitteln und Vortexen
werden 150 pl 3 M Natriumacetatlosung zugegeben und mehrmals umgeschiittelt. Der
entstandene Niederschlag aus genomischer DNA und Zellfragmenten wird fiir 10 min
bei 13.000 U/min pelletiert, und der Uberstand wird in ein neues Eppendorf-Tube
iberfiihrt. Die Vektor-DNA wird durch Zugabe von 900 pul eiskalten Ethanols ausgefallt
und 2 min bei 13.000 U/min zentrifugiert. Der entstandenen Niederschlag wird mit 1 ml
eiskalter 70%iger Ethanollosung gewaschen und erneut 2 min bei 13.000 U/min
zentrifugiert. Nach Verwerfen des Uberstandes wird das Pellet an der Luft getrocknet
und in 30 pul RNAse haltigem Wasser aufgenommen. Nach einer Inkubation von 20 min
bei 37°C kann die Probe fiir einen Verdau oder eine Gelelektrophorese verwendet
werden. Die Reinheit der DNA ist nicht ausreichend fiir eine Transfektion.

6.4.12.3 Midi-Praparation mit dem Qiagen Plasmid Midi Kit oder dem
S.N.A.P™ Midi Prep Kit

Die Aufreinigung wird nach Anweisung des Herstellers durchgefiihrt.

6.4.13 Konzentrationsbestimmung von DNA-Stocks

Es werden 2 pl DNA-Stock mit 998 ul Wasser vermischt, und die Konzentration wird
photometrisch bestimmt, wobei Wasser zur Nullwert-Bestimmung dient. Die Messung
der Absorption erfolgt 260 nm.



Experimenteller Teil 153

6.4.14 Sequenzierung

Zundchst wurde die Sequenzierung mittels fluoreszenzmarkierter Primer, Dideoxy-
Nucleotiden (ddNTPs) und Gelelektrophorese selbst durchgefiihrt. Wegen des hohen
Arbeitsaufwands wurden im Verlauf dieser Arbeit die Sequenzierungen von der Firma
GATC (Konstanz) iibernommen.

Die Proben werden mit Hilfe des Sequi Therm EXCEL™ II DNA Sequencing Kits-LC
der Firma Epicentre vorbereitet. Es werden Fluoreszenz-markierte (IRD markierte)
Primer verwendet, die an die Stellen T7 (for) und BGH (rev) des Vektors pcDNA3.1
binden. Diese Primer werden unter Lichtausschluss fiir 4-5 Stunden auf Eis aufgetaut.

Fiir die Sequenzierungs-PCR wird der folgende Mastermix verwendet:

5,8 ul Wasser

2 ul  gelabelter Primer

1 ul  Template DNA

7,2 ul Puffer

1 ul  T7DNA Polymerase
17 ul

Abhéngig von der Qualitit bzw. dem Alterungsgrad der Primer muss die Reaktion auf
einen groBeren oder kleineren Anteil an Primerlosung optimiert werden. Je 3,8 ul des
Mastermixes werden mit 1,9 pl eines dANTP Mixes mit einem Anteil von Dideoxy-
A, T.G oder C versetzt. Die Ansitze werden mit Ol iiberschichtet und eine PCR nach
folgendem Protokoll durchgefiihrt:

95°C 2 min
30 Zyklen:  95°C 30s

50°C 15s

70°C 1 min
Abschluss:  3°C o

Zu jedem Reaktionsansatz werden 3 pul einer Stopp-Losung gegeben, und die
Reaktionen werden bei 95°C fiir 5 min denaturiert. Nach einer Zentrifugation werden
die Proben bis zum Auftragen auf das Gel unter Lichtausschluss auf Eis gelagert. Eine
Lagerung fiir einige Wochen ist auch bei -20°C moglich.

Fiir die Herstellung des Polyacrylamid-Gels werden zwei 41 cm lange Glasplatten
griindlich gereinigt und, durch einen Spacer getrennt, verschraubt. Es wird eine Losung
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aus 2 ml Monomer, 0,5 ml Sequal Complete Buffer und 20 pl APS
(Ammoniumpersulfat) 10% angesetzt, wobei die APS-Losung bei jedem Experiment
frisch herzustellen ist. Zundchst wird ein Vorpfropf von unten zwischen die Platten
gegossen. Es wird eine neue Acrylamid-Ldsung im selben Mengenverhiltnis hergestellt,
und dann wird ein 0,25 mm dickes Polyacrylamid-Gel zwischen die Glasplatten
gegossen. Vor der Polymerisation wird ein Gelkantenstiick eingesetzt. Nach 3 Stunden
der Polymerisation wird das Gel so in den Sequenzer eingebaut, dass es sich an der
oberen und unteren Kante in Laufpuffer befindet, und es wird ein zweistiindiger Vorlauf
gestartet. Die vorbereiteten Proben werden a 2 pl zwischen die Platten und die Zacken
eines eingesteckten Kamms auf die Gelkante aufgetragen. Die Elektrophorese wird bei
50°C, 1500 Volt und 35 mA durchgefiihrt.

Die Auswertung der Sequenzierung erfolgt mit Hilfe des Programms VectorNTI,
Invitrogen.

Fiir die Sequenzierung der Firma GATC wurden die folgenden Primer designed und
verwendet:

1. Primer, die direkt vor/hinter der kodierenden Sequenz binden:

for: S>CTTTATCCAGCCCTCACTCC
rev: ’GAGCCTGGGGACTTTCCACACCC

2. Primer, die in etwa 60-100 bp Abstand zur kodierenden Sequenz binden:

for: 5’>CCCTTGAACCTCCTCGTTCGACC
rev: ’>CCACACCTGGTTGCTGACTA

6.4.15 Mutagenese des P2Y,-Rezeptors

6.4.15.1 Primer-Design

Zielgerichtete Mutationen wurden nach dem Prinzip der ,,whole plasmid recombination
PCR* in den P2Y,-Rezeptor eingefiihrt.”’ Hierzu werden Primer designed, die an
komplementédren Stellen der Rezeptor-DNA binden und in der Mitte eine Mutation
enthalten, die durch eine moglichst geringe Anzahl ausgetauschter Basen entsteht.
Sollte durch diese Mutation nicht bereits eine Verdnderung in der Anzahl der
Schnittstellen eines Restriktionsenzyms entstehen, wird eine zusétzliche Schnittstelle
durch eine stille Mutation eingefiihrt. Die Annealing-Temperatur (T,) fiir die PCR sollte
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etwa 60-62°C betragen, wobei die nicht passenden Basen nicht in die Berechnung eingehen.

Die verwendeten Primer sind in Tabelle 5-1 aufgelistet.

Abschitzung der Annealing-Temperatur: T,=4 * n(G,C) + 2 * n(A,T)

Tab. 5-1: Primer fiir die Mutagenese des P2Y,-Rezeptors, Annealing-Temperatur

Restriktinsenzyme.
) Restrik-
Mutante Primer T tionsenz
[ 1) forward-Primer, 2) reverse-Primer ] a y
m
1) CACGGTGCTCTCGAAGCTGGTGC 60°C
C106S 2) 5’ GCACCAGCTTCGAGAGCACCGTG Begl
1) ’°CGCTTCCTCTTCGCGACCAACC
Y1144 2) 5’"GGTTGGTCGCGAAGAGGAAGCG >8°C Nrul
1) >CACCAACCTTGCGTGCAGCATCC
Y1I8A 2) ’GGATGCTGCACGCAAGGTTGGTG 60°C Bsgl
1) 5°CCGGGGGCAGAGTAACCTGCC
RI77A 2) 5> GGCAGGTTACTCTGCCCCCGG 62°C Kasl
1) 5’ GCGGGGGCGCCGTAACCTGCCAC
RI30A 2) GTGGCAGGTTACGGCGCCCCCGC 65.5°C Kasl
1) 5°CCACCAGCGCGGCCGGGGGCGCCG
RI77A_ TAACCTGC
s 55°C Kasl
RIS0A 2) GCAGGTTACGGCGCCCCCGGCC
GCGCTGGTGG
1) 5CGCGTAACATGCGCCGACACCTC
HIB4A 2) 5GAGGTGTCGGCGCATGTTACGCG 62°C BspMI
1.1) 5" GCTCTTCAGCGCTTTCGTGGCCTAC
2.1) ’GTAGGCCACGAAAGCGCTGAAGAGC 68°C Afel
RI94A 1.2) 5’GCTCTTCAGCGCATTCGTGGCC Bsml
2.2) ’GGCCACGAATGCGCTGAAGAGC 60°C
1) 5°CTTCGTGGCCGCTAGCTCAGTC
Y198A 60°C Nhel

2) 5’GACTGAGCTAGCGGCCACGAAG
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. Restrik-
Mutante Primer T tionsenz
u : .
[ 1) forward-Primer, 2) reverse-Primer ] a y
m
1) >CCTGCCATTCCACGTGACCGCCA
CCCTCTACTACTCC
R265A 55°C Pmll
2) ’GGAGTAGTAGAGGGTGGCGGTC
ACGTGGAATGGCAGG
1) CGCACCCTCTACTACTCCTTCGCTAGC
CTGGACCTCAGCTGCCACAC
R272A 55°C Nhel

2) 5’GTGTGGCAGCTGAGGTCCAGGCT
AGCGAAGGA GTAGTAGAGGGTGCG

1) 5>CCTCAGCTCCCACACCCTC

C278S 2) ’GAGGGTGTGGGAGCTGAGG >8°C BsaXI

1) 5>CATGGCCTACAGGGTTACCCGGCCG

K298R 2) 5’CGGCCGGGTAACCCTGTAGGCCATG 55°C Stel

1) 5>CGCTGGCCGCTGCTAACAGTTG

S296A 2) ’CAACTGTTAGCAGCGGCCAGCG 60°C Mscl

6.4.15.2 Mutagenese-PCR

Die PCR wurde mit dem bereits in den Vektor hineinklonierten Wildtyp des P2Y,-
Rezeptors durchgefiihrt. Die Magnesiumkonzentration musste optimiert werden, in den
meisten Fillen stellte sich jedoch eine Konzentration von 6 mM Mg®" als geeignet
heraus.

Fiir die Extension wird ein ldngerer Schritt benétigt, da das Produkt tiber 7000 bp lang
ist. Des Weiteren wird DMSO zum Aufbrechen von Sekundérstrukturen eingesetzt. Die
Primerkonzentration wird erhoht, da die Primer komplementér sind. Das folgende
Pipettierschema ist in den meisten Fillen geeignet:

Primer Mix:

1,5 pl Primer for (100 pmol/ul)
1,5 pl Primer rev (100 pmol/pl)
7 ul DEPC Wasser
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PCR-Ansatz:

2,5 ul Thermo Pol Puffer
1 ul MgSO4 (100 mM)

2 ul ANTP

0,5 pul Vent Polymerase
0,5 ul DMSO

0,5 pl Templat

2 ul Primer Mix

16,5 ul DEPC Wasser
20 ul

Die PCR wird nach folgendem Protokoll durchgefiihrt:

94°C 3 min
30 Zyklen:  94°C 1 min

T, 1 min

72°C 13 min

1 Zyklus 72°C 15 min
Abschluss: 4°C

Das erhaltene Produkt wird mittels Agarose-Gelelektrophorese analysiert (6.4.1) und
mit dem QIAquick® PCR Purification Kit nach Anweisung des Herstellers aufgereinigt.

6.4.15.3 Restriktionsverdau

Das aufgereinigte Produkt der Mutagenese-PCR wird mit dem Restriktionsenzym Dpnl
verdaut (6.4.4), welches anschlieend fiir 20 min bei 80°C hitzeinaktiviert wird. Dieses
Enzym schneidet nach methylierten Adenin-Einheiten in der DNA. Da diese nur in E.
coli gebildet werden, wird lediglich das Templat, nicht jedoch das PCR-Produkt
geschnitten.
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6.4.15.4 Transformation und Analyse von Monoklonen

Das verdaute PCR-Produkt, das die Mutation enthalten soll, wird in E. coli transformiert
(6.4.8). In den Bakterien kommt es zur Religation des offenkettigen Konstrukts. Nach
Selektion von Monoklonen (6.4.9) wird ein Restriktionsverdau (6.4.4) der
aufgereinigten DNA zur Kontrolle auf das Vorhandensein der Mutation und somit der
veranderten Anzahl an Schnittstellen durchgefiihrt. Bei positivem Ergebnis wird der
entsprechende Klon sequenziert (6.4.13).

6.4.16 RT -PCR

Zur Analyse der Expression der Ammonium-Transporter RhBG/Rhbg und RhCG/Rheg
auf RNA-Ebene wurde aus einigen Zelllinien mRNA isoliert und eine reverse
Transkription durchgefiihrt.

6.4.16.1 MRNA Isolation und reverse Transkription

Zellen (1321N1-Astrozytom, NG108-15, HEK 293) werden in 75 cm® groBen Flaschen
kultiviert, bis sie etwa 80-90% Konfluenz erreicht haben. Die Zellen werden mit
Trypsin abgeldst, und zwei drittel der Zellen werden abzentrifugiert (5 min, 4°C,
200 g). Fiir alle weiteren Arbeiten werden RNAse freie Materialien verwendet. Es wird
das Oligotex® Direct mRNA Mini Kit eingesetzt. Die Zellen werden mit dem vom
Hersteller gelieferten Lyse-Puffer lysiert und mit QIAshredder® homogenisiert. Nach
dem Prinzip der Bindung des Poly-A-Schwanzes der mRNA an die Oligotex” Partikel
wird die mRNA nach Anweisung des Herstellers (Protocol for Isolation of Poly A"
mRNA from Animal Cells) gereinigt und isoliert und bei -80°C gelagert.

Die Reverse Transkription erfolgt mit dem Thermoscript'™ RT-PCR System
(Invitrogen) unter Verwendung von Oligo(dT) fiir die reverse Transkription. Zunichst
wird die isolierte mRNA im folgenden Ansatz fiir 5 min bei 65°C denaturiert.

1 pl Oligo (dT)
2,5 ul RNA

2 ul dNTP

6.5 ul Wasser
12 pl
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Fiir die reverse Transkription werden 4 pul cDNA Synthese Puffer, 1 ul DTT, 1 pl
RNAse out, 1 ul Wasser und 1 pl Thermoscript zugegeben und zunichst fiir 50 min bei
50°C und anschlieend fiir 5 min bei 85°C inkubiert. Die restliche RNA wird durch
Zugabe von RNAse H und 20mintitige Inkubation bei 37°C zerstort.

6.4.16.2 Primer-Design

Genspezifische Primer fiir die humanen Ammoniumtransporter RhBG (AY139093) und
RhCG (BC030965) sowie ihre nicht-humanen Homologen Rhbg (Maus: AY254685,
Ratte: AY129072) und Rhcg (Maus: AY254686, Ratte: AY129073) und fiir das als
Positivkontrolle verwendete B-Aktin (human: BT019932, Maus: NMACTBR2, Ratte:
BC063166) werden so gewdhlt, dass die entstchenden PCR-Produkte in einem
Léngenbereich von 190-250 bp liegen. Da die Sequenzhomologie zwischen dem Ratten-
und dem Maus-Kanal sehr hoch ist, konnen dieselben Primer fiir beide Transporter
verwendet werden, da maximal eine nicht passende Base enthalten war.

Tab. 5-2: Primer fiir die RT-PCR der Ammonium-Kanidle RhBG/Rhbg und
RhCG/Rhcg

Primer .
) . Annealing
Gen [ 1) forward-Primer, 2) reverse-Primer |
Temperatur
RhBG 1) 5’GGGGGCCGTGCTCATCTCCTT 61,5°C
2) 5’GCCG CTGGCGGTGCTTGCTCTT
RhCG 1) 5’GCACCGAGCCGCCATCAACACCTA 5961,5°C
2) 5’GATGCCGCAGACGAAGCCGATGAT
humanes [3- 1) 5’GGCCTCGCTGTCCACCTTCC 56°C
Aktin 2) 5S’TGTCACCTTCACCGTTCCAGTTTTT
murines + 1) 5TGGTGGGGACAGCAAGTGAGATGAT 60,1°C
ratten Rhbg 2) 5’CTGCGCTGACCCTTGGCTATGAGT
murines + 1) 5CGGGGCAGTTCTAGGCAAGGTCAG 57,5°C
ratten Rhcg 2) 5’CATGGCGAAAAGGTCCGAGTGGTA
murines - 1) 5>CCCTAAGGCCAACCGTGAAAAGAT 57°C
Aktin 2) 5’TGGCGTGAGGGAGAGCATAGC
ratten [3- 1) 5’CCCTAAGGCCAACCGTGAAAAGAT 54,5°C

Aktin 1) S’AGGTCCCGGCCAGCCAGGTC
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6.4.16.3 PCR

Die PCR wird mit der Taq DNA Polymerase und genspezifischen Primern nach dem
folgenden Protokoll durchgefiihrt:

94°C 3 min
35 Zyklen 94°C 45s
Ta 30s
72°C 45s
1 Zyklus 72°C 10 min
4°C o

6.4.17 Transfektionsmethoden

6.4.17.1 Lipofektion

Die zu transfizierenden Zellen werden am Tag vor der Transfektion in 6-Well Platten
oder 25 cm” Flaschen so ausgesit, dass sie am Folgetag zu 80% konfluent sind. Die
Anzahl der Zellen kann sich bei einzelnen Zelllinien unterscheiden. 2 Stunden vor der
Transfektion wird das Medium gegen antibiotikafreies Medium ausgetauscht, wobei die
restliche Zusammensetzung nicht verandert wird (2 ml fiir 6-Well-Platten, 6,25 ml fiir
25 cm’ Flaschen).

Die Transfektion wird nach Angaben des Herstellers durchgefiihrt, wobei zunichst
DNA mit Lipofectamine 2000 (Invitrogen) in DMEM vermischt wird und dann die
eigentliche Lipofektion der Zellen erfolgt. Die DNA-Menge kann zur Optimierung um
etwa 50% erhoht werden, wobei das Verhiltnis von DNA zu Lipofectamine 2000 nicht
gedndert werden sollte. Nach etwa 14 Stunden wird das Lipofektionsreagenz von den
Zellen entfernt und durch Standardmedium ersetzt.

6.4.17.2 Calciumphosphat-Prazipitations-Methode

Die zu transfizierenden Zellen werden am Tag vor der Transfektion in 25 cm” Flaschen
so ausgesit, dass sie am Folgetag zu 70-80% konfluent sind. 2 Stunden vor der
Transfektion wird das Medium durch 4 ml frisches Medium ersetzt.

2fach HBS wird frisch hergestellt. In sterilen Polystyren-Réhrchen werden 32 ug des
Vektor-Konstrukts mit autoklaviertem Wasser auf ein Volumen von 175 pl gebracht. es
werden 25 pul 2 M CaCl, Losung zugesetzt. Zu 200 pl 2fach HBS werden 200 ul
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CaCl,/DNA Losung zugetropft. Mit einer Pipette werden 10mal Luftblasen durch die
Losung gedriickt. Nach einer Inkubation von 30 min bei Raumtemperatur wird die
Losung auf und ab pipettiert und dann tropfenweise in den Zelliiberstand gegeben. Nach
Umschwenken werden die Zellen tliber Nacht bei 37°C bebriitet, und am néichsten Tag
wird der Uberstand gegen 3 ml neues Medium ausgewechselt.

6.4.18 Selektion einer stabil transfizierten Zelllinie

48 h nach der Transfektion mit dem Vektor pcDNA3.1 oder der Infektion durch
Retroviren werden die Zellen gesplittet, und dem Medium wird Geniticin (G418) in der
Konzentration 800 pg/ml zugesetzt. Da die transfizierten Zellen ein Resistenzgen fiir
dieses Antibotikum erhalten haben, sterben in den néchsten Tagen die nicht
transfizierten Zellen ab. In dieser Zeit wird das Medium alle 48 Stunden gewechselt.

6.4.19 Selektion einer stabil transfizierten, monoklonalen Zelllinie

Die transfizierten, mit G418 selektierten Zellen werden in groBen Splittverhiltnissen
(1:3000 — 1:300.000) in Petrischalen ausgesit. Sie wachsen bei einem ausreichenden
Splittverhéltnis in Kolonien. Die Kolonien werden gekennzeichnet, und die Zellen
werden mit PBS gewaschen. AnschlieBend werden kleine, runde, sterile Filter mit
Trypsin getrankt und auf einzelne Kolonien gelegt. Nach 5 min werden die Filter in mit
Medium befiillte Wells einer 24-Well-Platte gelegt und einzeln weiter geziichtet. Die so
gewonnenen Monoklone konnen auf Ihre Expressionsrate oder lhre Aktivierbarkeit
untersucht werden.
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6.4.20 Retrovirale Transfektion und Infektion

Fiir die retrovirale Ubertragung von DNA in eine Zelllinie wird zunichst eine
Verpackungszelllinie (GP+envAM 12> oder PA317*°") wie unter 6.4.17 beschrieben
transfiziert. Zu diesem Zweck werden am Tag vor der Transfektion 1,5%10°
GP+envAMI12-Zellen oder 1*¥10° PA317-Zellen in 25 cm® Flaschen ausgesit. Fiir
GP+envAM12-Zellen wird Lipofektion, fiir PA317-Zellen Calciumphosphat-
Prizipitation verwendet. Zur Pseudotypisierung werden fiir eine 25 cm® Flasche 62,5%
Rezeptor-DNA und 37,5% VSV-G-DNA, die jeweils in dem Vektor pLXSN vorliegt,

163
verwendet.

Nach dem Entfernen der DNA aus dem Uberstand werden die Zellen mit 3 ml neuem
Medium versorgt, zu dem 30 pl 500 mM Natriumbutyrat-Losung gegeben werden. Es
folgt eine Inkubation von 48 h bei 32°C, 5% CO, und 95% Luftfeuchtigkeit. Der
Uberstand, in dem sich die Retroviren befinden, wird abgenommen und durch einen 45
um Filter filtriert. Das Virus sollte nicht zu lange bei Raumtemperatur gelagert werden,
da es sehr temperaturempfindlich ist. Daher ist schnelles Arbeiten notig, und es werden
maximal 4 Virus-Proben gleichzeitig filtriert. Eine Lagerung bei -80°C ist mdoglich,
verringert jedoch in Infektionseffizienz.

Einen Tag vor dem Ernten der Viren werden 5*10° zu infizierende 1321N1-
Astrozytomzellen in 25 cm” Flaschen ausgesit. Am nichsten Tag wird der Uberstand
von den Zellen entfernt, und 2 ml des filtrierten Virus werden mit 4 pl Polybren-Lésung
auf die Zellen gegeben. Nach einer 2,5stiindigen Inkubation bei 37°C wird das Virus
entfernt und durch Standardmedium ersetzt. Nach 48 Stunden konnen die Zellen in eine
175 cm’ Flasche iberfihrt und mit Selektionsmedium (800 pg/ml G418) versetzt
werden (6.4.18).

6.5 Zelloberflachen ELISA

Am Tag vor dem Assay werden 150.000 Zellen je Well in eine 24-Well-Platte ausgesit.
Die Testung wird in Duplikaten durchgefiihrt. Die Zellen werden direkt neben dem
Brutschrank unter moglichst geringer Erschiitterung auf Eis gestellt und erst nach
Abkiihlen transportiert, um eine mdglichst geringe Autostimulation der Rezeptoren und
somit eine moglichst geringe Rezeptor-Internalsierung zu verursachen. Alle Schritte
auBler der Antikorper-Inkubation werden auf Eis mit kalten Losungen durchgefiihrt. Es
werden jeweils die Uberstinde von zwei bis maximal drei Reihen gleichzeitig
abgesaugt, um ein Austrocknen der Zellen zu verhindern. Hierzu wird eine
Wasserstrahlpumpe so eingestellt, dass der Sog und somit der Zellverlust moglichst
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gering gehalten werden kann. Die Antikorper werden im folgenden Puffer geldst:
DMEM, 1% BSA, 10 uM Hepes, pH 7,0, 1 uM CaCls,.

Die Zellen werden mit 500 ul PBS gespiilt und 5 min mit 500 ul PBS/1% BSA
geblockt. Es wird mit 300 pl einer 1:1000 Verdiinnung anti-HA.11-Antikorper
(Covance) fiir eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert und auf Eis abgekiihlt. Nach
dreimaligem Spiilen mit 500 pl PBS (je 10 min) wurden die Zellen mit 500 ul 4% PFA
in PBS fiir 5 min fixiert. Es wird erneut fiir 10 min mit 500 pl PBS gespiilt und 10 min
mit 500 pul PBS/1% BSA geblockt. Der Peroxidase-gekoppelte sekunddre Antikdrper
(Goat anti-Mouse, Sigma) wird in einer Verdiinnung von 1:2500 fiir 1 Stunde bei RT
auf die Zellen gegeben und iiberschiissiger Antikorper durch viermaliges Spiilen mit
kaltem PBS (je 10 min) entfernt. 300 ul des auf Raumtemperatur vorgewarmten ABTS
werden fiir 35-50 min mit den Zellen inkubiert. 170 pul des Substrats wird in eine 96-
Well-Platte iiberfiihrt, und die Absorption wird bei 405 nm vermessen. Als
Referenzwert wurden 170 pl nicht umgesetzten ABTSs verwendet.

Einstellungen am Fluostar Galaxy®

Messparameter Einstellung
Anregungswellenlédnge leer
Emissionswellenldnge 405 nm
Anzahl der Blitze 100

Gain 80%, variabel
Messzyklen 2

Positionsverzdgerung 0,5s
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6.6

6.6.1

Fluorimetrische Calciummessungen

Einstellungen am Fluostar Galaxy®

Messparameter Oregon Green BAPTAL Fura-2
Anregungswellenlédnge 485 nm, Bandbreite 25 nm 320 nm, Bandbreite 25 nm
Emissionswellenlédnge 520 nm, Bandbreite 20 nm 520 nm, Bandbreite 20 nm
Anzahl der Blitze 10 (20) 10 (20)

(Validierung)

Gain variabel variabel

Intervallanzahl 65 (1) 65 (1)

(Validierung)

Intervallzeit 0,4s 0,4s

Injektionszeitpunkt 1,6 s 1,6 s
Injektionsgeschwindigkeit 310 pl/s 310 pl/s
Positionsverzdgerung 0,5s 0,5s

Temperatur 28°C 28°C

Zellzahl/ Well ca. 150.000 ca. 150.000
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6.6.2 Einstellungen am Novostar®
Messparameter Oregon Green BAPTAL Fura-2
Anregungswellenlédnge 485 nm, Bandbreite 25 nm 320 nm, Bandbreite 25 nm
Emissionswellenlédnge 520 nm, Bandbreite 20 nm 520 nm, Bandbreite 20 nm
Anzahl der Blitze 10 (20) 10 (20)
(Validierung)
Gain variabel variabel

Zeitfenster 1 (2)

0-4s (11,6-35,6 s)

0-4s (11,6-35,6 s)

Intervallanzahl 60 (1) 60 (1)
(Validierung)

Intervallzeit 0,4s 0,4s
Injektionszeitpunkt 11,6 s 11,6 s
Injektionsgeschwindigkeit 65 pl/s 65 ul/s
Positionsverzogerung 0,2s 0,2s
Temperatur 28°C 28°C
Zellzahl/ Well ca. 150.000 ca. 150.000
Spiilschritte nach jeder 2 2
Injektion

Spiilsystem-Losung Wasser Wasser

6.6.3 Messung der intrazellularen Calciumfreisetzung im Fluostar

Galaxy®

Die Messungen werden durchgefiihrt, wie zuvor beschrieben.'®*'®> Zellen aus zwei
175 cm® Zellkulturflaschen, die zwischen 80% und 100% konfluent sind, werden mit
Trypsin abgeldst. Nach 45miniitiger Inkubation im Brutschrank wird bei 200 g und 4°C
flir 5 min abzentrifugiert. Die Zellen werden in 994ul Krebs-HEPES-Puffer (KHP)
resuspendiert und nach Zugabe von 3 pl Oregon Green BAPTA-1/AM (OG)-
Stammlésung und 3 pl Pluronic® F127-Stammldsung fiir eine Stunde bei

Raumtemperatur und 10 U/min unter Lichtausschluss in einem Eppendorf-Vial
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inkubiert. Dann wird zweimal mit 1 ml KHP gespiilt und nach Zentrifugation (12 s,
2700 U/min) eine Suspension der mit OG beladenen Zellen in 20 ml KHP hergestellt.
Die Zellen werden unter stindigem Aufschiitteln auf eine 96-Well-Platte verteilt.
Hierfiir werden fiir eine Agonismus-Testung 180 pl der Suspension, fiir eine
Antagonismus-Testung 160 pl Zellsuspension und 20 pl Testlosung in jedes Well
gegeben und fiir 20 Minuten bei 28°C im Fluorimeter zum gleichmaBigen Absinken
ruhig stehen gelassen. Um eventuelle UnregelméBigkeiten in der Zellverteilung oder
Eigenfluoreszenz bzw. Absorption der zu testenden Substanzen feststellen zu konnen,
wird zundchst der benétigte Gain (Lichtverstirkung) eingestellt. Ein Wert von 28.000
bis 30.000 Fluoreszenzeinheiten Grundfluoreszenz wird hierbei als Sollwert
vorausgesetzt. AnschlieBend wird die Platte vor der eigentlichen Messung, ohne eine
Injektione vorzunehmen, mit nur einem Intervall vermessen (vereinfacht Validierung
genannt). Nach dem Spiilen der Pumpe des Fluorimeters mit zunédchst 4,5 ml KHP und
dann jeweils 1,5 ml der Testlosung in aufsteigender Konzentration werden 20 pl
derselben Losung in ein bestimmtes Well injiziert. Anhand der Fluoreszenzintensitit
wird der Anstieg intrazelluldrer Calciumkonzentrationen in der Zelle wihrend der
folgenden 24 Sekunden (60 Messpunkte) beobachtet. Im Anschluss an jede Testung
wird das Pumpensystem mit Wasser und Ethanol gespiilt.

6.6.4 Versuchsdurchfiihrung zur Messung der intrazellularen
Calciumfreisetzung im Novostar®

Die Vorbereitung der Zellen fiir die Messung im Novostar® verlduft analog zur
Messung im Fluostar Galaxy®. Der Gain wird hier auf eine Grundfluoreszenz von etwa
42.000 Fluoreszenzeinheiten eingestellt. Wéhrend die mit dem calciumsensitiven
Farbstoff beladenen Zellen ggf. mit dem zu testenden Antagonisten in der
Mikrotiterplatte bei 28°C inkubieren, werden je 35 ul der 10fach konzentrierten
Agonist-Losung in eine zweite 96-Well-Mikrotiterplatte mit V-Boden pipettiert. Mittels
Injektor werden im Laufe der Messung jeweils 20 ul aus einem Well der Reagenzplatte
in ein Well der Messplatte injiziert und anschlieend wird die Fluoreszenzintensitét in
diesem Well fiir 60 Intervalle a 0,4 s vermessen. Als Spiillosung wird Wasser
verwendet. Vor und nach an jeden Versuch wird das Pumpensystem mit 3,5 ml Wasser
und am Ende zusétzlich mit 3,5 ml Ethanol gespiilt.
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6.6.5 Auswertung der Calciummessungen

Die Auswertung wird zunichst mit dem Programm Excel® durchgefiihrt. Die initial
nach der Injektion gemessenen Fluoreszenz-Werte, die durch ein Aufwirbeln der Zellen
hoher bzw. tiefer als der Anfangswert sind, werden jeweils als Null-Wert verwendet
und daher von jedem weiteren Messwert abgezogen. Um eine Dosis-Wirkungs-Kurve
zu generieren, wird jeweils der Mittelwert eines Messintervalls verwendet und im
Programm GraphPad Prism® iiber die Konzenetration der injizierten oder vorgelegten
Substanz aufgetragen. Durch Mittelwert-Bildung der vier einzelnen Messwerte und
sigmoiden Fit entsteht eine Kurve, aus der der ICso- oder ECso-Wert abgelesen werden
kann. Es werden jeweils drei bis sechs unabhédngige Experimente durchgefiihrt, aus
denen letztlich eine gemittelte Kurve gebildet wird.

6.6.6 Intrazellulare Calciummessungen in calciumfreiem Puffer

Die Zellen werden wie oben beschrieben (6.6.3, 6.6.4) vorbereitet. Die Spiilschritte
werden dann mit calciumfreiem KHP durchgefiihrt, und die Inkubation der Zellen in der
Mikrotiterplatte wird auf 5 min verkiirzt. Die Messung erfolgt entsprechend der
Messprotokolle (6.6.3, 6.6.4) in calciumhaltigem Puffer.

6.6.7 Chemische Reduktion von Disulfid-Briicken

Es wird eine frisch hergestellte Losung von 1 mM oder 10 mM Dithiothreitol (DTT) in
Krebs-Hepes-Puffer hergestellt. Die Zellen werden wie unter 6.6.3/6.6.4 beschrieben
mit dem calciumsensitiven Farbstoff beladen und dann 15 min bei Raumtemperatur mit
1 ml der entsprechenden DTT-Losung inkubiert.** Die Zellsuspension wird mit Krebs-
Hepes-Puffer verdiinnt und auf eine 96-Well-Platte verteilt. Nach 20miniitiger
Inkubation bei 28°C wird die Calciummessung analog zur oben beschriebenen Methode
durchgefiihrt.
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6.7 SDS-PAGE-Gelelektrophorese

6.7.1 Anfertigung des Gels und Elektrophorese

Fiir das Trenngel werden 5,2 ml Losung 1, 3,6 ml Losung 2, 6,1 ml demineralisiertes
Wasser und 0,3 ml Lésung 3 mit 36 ul TEMED und 50 pl Losung 6 versetzt. Zwei
Glasplatten werden in den Giel3stand eingespannt und unmittelbar nach der Herstellung
bis 3 cm unterhalb der Oberkante mit der Losung fiir das Trenngel befiillt. Es wird mit
Isopropanol iiberschichtet, um eine glatte Oberfldche zu erhalten. Nach Beendigung der
Polymerisation wird das Wasser entfernt. Fiir das Sammelgel wird eine Mischung aus
1,2 ml Losung 1, 1,6 ml Losung 5, und 3,8 ml demineralisiertem Wasser mit 14 pl
TEMED und 20 pl Losung 6 versetzt. Das Trenngel wird mit dieser Losung bis zur
Glaskante iiberschichtet, und es wird ein Kamm in die Losung gedriickt.

Nach Beendigung der Polymerisation wird das Gel in die Gelkammer eingspannt, und
die entsprechenden Reservoirs werden mit Laufpuffer befiillt. Die Proben werden nach
Angaben des Herstellers mit Ladepuffer versetzt und ggf. kurz auf 99°C erhitzt. Nach
Befiillen der Kammtaschen mit den Proben wird die Elektrophorese bei 25 mA
durchgefiihrt, bis die bromphenolblau-Farbung des Ladepuffers das untere Ende des
Gels erreicht hat (etwa 1 h).

6.7.2 Coomassie-Farbung

Das Gel wird fiir 15 min mit der Farbelosung (Losung 9) behandelt und dann fiir
mindestens 60 min in Losung 10 entfarbt. Eine Lagerung ist fiir einige Tage in Losung
10 moglich.

6.7.3 Silber-Farbung

Fiir die sensitivere Silberfarbung wird das Gel zundchst in Losung 11 fiir 10 min fixiert
und dann flir weitere 10 min in Losung 12 inkubiert (Crosslinking). Nach einem
20miniitigen Spiilschritt in Wasser wird fiir 10 min in Silbernitrat-Losung (13) geférbt
und so lange in Losung 14 entwickelt, bis sich die Banden zeigen. Durch fiinfminiitige
Inkubation in Losung 15 wird die Reaktion gestoppt. Nach Waschen in Wasser (5 min)
wird das Gel fiir 5 min mit Losung 16 behandelt.
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cADPR
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Ca**/Calmodulin-dependent protein kinase
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calcium-induced calcium release
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cyclic AMP response element-binding protein
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endothelial growth factor
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IP;
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MAP-Kinase
mRNA
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Glutamat Transporter
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NAD Nicotinadenindinukleotid

NCX Na*-/Ca**-Antiporter

NF-AT nuclear factor of activated T-cells

NF«B nuclear factor kB

NGF neuronal growth factor

NMDA N-Methyl-D-aspartat

oG Oregeon Green BAPTA1/AM

PCR Polymerase-Kettenreaktion

PDGF platelet-derived growth factor-Rezeptor

PI3K Phosphatidylinositol 3-Kinase

PIP, Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat

PKB Proteinkinase B (Akt)

PKC Proteinkinase C

PLC Phospholipase C

PMCA Plasmamembran-Ca®*-ATPase

PPADS Pyridoxalphosphat-6-azophenyl-2’,4’-disulfonsdure
r Ratte

RB2 Reactive Blue-2

rev reverse

RhAG Rhesus-Gylcoprotein A

RhBG humanes nicht-erythroides Rhesus-Glykoprotein B
Rhbg nicht-huamenes nicht-erythroides Rhesus-Glykoprotein B
RhCG huamenes nicht-erythroides Rhesus-Glykoprotein C
Rheg nicht-huamenes nicht-erythroides Rhesus-Glykoprotein C
ROC Receptor-operated channel

RT-PCR Reverse-Transkription-Ploymerase-Kettenreaktion
Ry Ryanodin

S1P Sphingosin-1-phosphat

SAM S-Adenosylmethionin
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SCaMPER sphingolipid Ca”" release-mediating protein
SDS Natriumdodecylsulfat

SERCA Sarkoendoplasmatisches Retikulum-ATPase
SFK Src family kinase

SMOC second messenger-operated calcium channel
SOC store-operated channel

SR Sarkoplasmatisches Retikulum

Stim1 stromal interacting molecule 1
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TAE Tris-Acetat-Essigsdure
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™ Transmembrandre Helix
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VEGF vascular endothelial growth factor

VOC voltage-operated channel
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