Charakterisierung des heterolog exprimierten
metabotropen purinergen P2Y-Rezeptors aus dem Hirn
der Ratte (rP2Y,) in HEK293-Zellen

Dissertation

zur Erlangung des akademischen Grades

doctor rerum naturalium
(Dr. rer. nat.),

genehmigt durch
die Fakultat der Naturwissenschaften
der Otto-von Guericke Universitat Magdeburg

von DIPLOM-BIOLOGE CHRISTIAN VOHRINGER

geb. am 11. April 1964 in Reutlingen

Gutachter:
PROF. DR. GEORG REISER
PROF. DR. ECKART D. GUNDELFINGER
PROF. DR. HERBERT ZIMMERMANN

Eingereicht am:
18. April 2000

Verteidigung am:
17. Oktober 2000



Annette und meiner Familie



Die vorliegende Arbeit wurde unter Anleitung von Herrn Prof. Dr. G. Reiser am Institut fiir
Neurobiochemie der Otto-von-Guericke Universitat Magdeburg durchgefihrt.

Herrn Prof. Dr. G. Reiser danke ich fiir die interessante Themenstellung, seine standige
Diskussionsbereitschaft, die vielen wertvollen Anregungen, sowie fir sein stetes Interesse am
erfolgreichen Fortgang dieser Arbeit.

Mein Dank gilt auch den Organisatoren des Graduiertenkollegs "Biologische Grundlagen
neuronaler Erkrankungen™ fiir die Forderung dieser Arbeit, die vielen Mdoglichkeiten zur
Fortbildung und besonders der freundlichen Unterstiitzung von Elke Schillings im Sekretariat
des Kollegs.

Mein besonderer Dank gilt Herrn Prof. Dr. E.D. Gundelfinger fir die Mdglichkeit in seiner
Arbeitsgruppe am Leibniz-Institut fir Neurobiologie den GroBteil der praktischen Arbeiten
meines Projekts durchzufiihren. Fir viele wertvolle Tips, anregende Diskussionen, tatkraftige
Unterstitzung und ein sehr angenehmes Arbeitsklima gilt mein aufrichtiger Dank der
gesamten Arbeitsgruppe, aus der stellvertetend Kathrin Zobel, Dr. Th. Dresbach, Dr. K.-H.
Smalla, Dr. C. Seidenbecher, Dr. K. Langnaese, Dr. W. Tischmeyer, Dr. M. Kreutz und
Angelika Durek genannt sein sollen.

Insbesondere mdchte ich mich hier bei Herrn Dr. J.J. Ubl bedanken, der mich mit der Technik
und der Strategie des ,,Ca’*-Imaging“ vertraut gemacht und durch konstruktive Begleitung des
Projekts und kritische Durchsicht des Manuskripts wesentlich zu seinem Erfolg beigetragen
hat. Sicherlich nicht weniger Anteil hatte Herr Dr. R. Schéfer, dem ich fir die gute
Zusammenarbeit, die hilfreichen Diskussionen und Anregungen auch aufRerhalb des Labors,
sowie die Durchsicht des Manuskripts danken méchte. Herrn Dr. R. Stricker und Frau Dr. A.
Horstmeyer mdchte ich flr ihre Hilfestellung und Diskussionsbereitschaft danken.

Fur ihre technische Unterstlitzung danke ich Frau Christoph, Frau Schubert und Frau Hennig.
Allen anderen Mitarbeitern und ehemaligen Mitarbeitern unserer Arbeitsgruppe, insbesondere
Dr. Eckehard Hulser, Michael Aggensteiner, Marco Ritzmann, Bérbel Stix und Gundula
Streibel mdchte ich fur die gute Atmosphare und die kollegiale Zusammenarbeit danken.

Nicht zuletzt mochte ich Herrn Dr. G. Schmalzing fur die Bereitstellung des rP2Y;-cCDNA
Klons und Herrn Prof. Dr. H. Zimmermann fir die Ubernahme der Begutachtung dieser
Arbeit danken.






Inhaltsverzeichnis

Inhaltsverzeichnis
[1 EINLEITUNG . ...ttt e e et eeee e et eetesenaeesessnessnsesnsssnnsen 8|
h.1 G-Protein gekoppelte Rezeptoren (GPCR) .........oooouviviiiciiiiiiiiicieciie e 8|
.2  G-Proteinaktivierung und Signaltransduktionskaskade von GPCR..................... 10|
1.3  Regulation vOn GPCR-AKLIVITAL..............c.coveriiereiiereiiereereeeeeeereeeeeeeeneenennns 13|
1.4 Einteilung, Vorkommen und physiologische Wirkungen purinerger Rezeptoren
ettt ettt etttk etsteteieeteteeeteesoresssesesoseseseseeoseseseseessosesiseesisososiseeiorasiseenerns 14
1.5 Klonierte P2Y;- und P2Y,-Rezeptoren und die endogenen ,,P2Y1/P2Y ,-
BNNTICHEN® REZEPTOTEN ......cveveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e e e s eeeeeenseeneneeensteneananes 18|
.6  Effektoren der P2Y;- bzw. P2Y,-Rezeptor Signaltransduktionskaskade.............. 19
1.6.1 Stimulation der PhoSPholiPase C (PLC) v..vuuvvieeeviiiieiiiiiieeieieeseeeeeesseneeessseneesssenesessseseessseneeesses 19
1.6.2 Stimulation von Proteinkinase C (PKC) ...cc.ucuviiiiiiiiecieceecece et vaeetaeneetvasraea 20
1.6.3 Regqulation vON AJENYIAIZYKIASE (AC) ....coveeeeeeiiiiieiiiieieeeeeireiveeeeesseneeessseneessseneeesseeeessssreeessns 21
1.7 Regulation der Aktivitat von P2Y,,-Rezeptoren durch posttranslationale
Y e 23|
1.8 ,,Green Fluorescent Protein* (GFP) als Fusionsanteil heterolog exprimierter
IO P CR ..ottt ettt ettt ettt ettt et et st ee ettt et et seereett et et ereteet et seerereett et srerereet et st nrereret et nrereseaeass 24|
1.9  ZielSteHUNG AES PTOJEKLES ........oovieeeeeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee et eeeeeeeeeeeeeeeeneeeeeseneenaeeenaens 25|
P MATERIAL UND METHODEN...........coouiiiiiiiiiiic e 29|
RL  Materialien ... 29
DLl GEAIE....o i, 29
N I oo LTI (- T TP 29
R.2  Chemikalien und Verbrauchsmaterial ..................cccccoovoeevieiieioeiinieieeeenerenn. 30
E.Z.l MolekularbiologiSChe METNOUEN .......c..uveiieiiiiiiiiiieeie ettt e e sttt essteressenbeeesssbeeesans 30
YA | T Y o Lo Lo [ s T T T T T T —— 30
E.Z.B T - IMAGING . eeeveeeeeveeeeeeeeeeerereeseseneesesereeseeessesesesenseenssesesesssnenssesnsnsssseneesnensssnensesneneseees 31
(2.4 TIMIMIUNOASSAYS etttk t ke s ettt es et st bttt et b es e e et e ar e bt an e eb e e e e renrearenreereas 31
E.Z.S GeleleKtrOPNOTESE .. v 31
.2.6 Primeroligonukleotide fur die PCR bZW. RT-PCR: .........cccooiiiiiiiiiieeee e 31
E.Z.? SONSEIGE IMTALEITAIIEN .......o.eeoeeeeeeeeeeeeeeee et seeeeeeesneeneeesneenenssnsanenseneanensaneanensansanenssneanessnseneas 32
I N TR e Yo T 32
D3 IMEENOUCN ...t eeees e e seeeeeneeeaeeneneneneeeseseseenenesesneneneneens 33
3.1 MolekularbiologiSChe METNOUEN ..........ccueiiuiieciiiiiiece et eeetveesreeaneeeas 33
E.B.Z DINA-SEOUENZIEIUNG ...ttt ettt ettt ettt ettt et nb et eseabeteseateneaseaeenes 39
E.B.S Zellbiologische Methoden...........coooociss s 42
3.4 ProteinChemiSChe METNOUEN ...........vveiieeeii ettt ettt e et e e sttt e e ettt e e s rraeessrraeees 44
.3.5 Nachweis von Proteinen auf BIOtMEMDIANEN ...........coccuiviiieiiiiceiii et seen et e e neneeas 46
3.6 Zytoplasmatische KalZiumTreISEtZUNG .........cviiiviiiiiiiiiiie s 47
D.3.7 IMIKIOSKODIE ...ttt ettt e et e et e e beeabeeeabeeebeeenteeeanreessreesnreenes 51




Inhaltsverzeichnis

B RGNS 53]
3.1  Erzeugung der Expressionsvektorkonstrukte flir den P2Y;-Rezeptor (rP2Y;)
US 0EM ZINS dEF RALEE .....vieieieieieiesiiseseereiisesesessesesesesesesnsssssessssesniesesesesesnsssssssns 53
3.2 Nukleotidsequenz des cDNA-KIlons fiir den P2Y;-Rezeptor aus dem Hirn
IEE RAIEE ...t ee s e e s e s ees s e sesensesesensneessesesansnsassesens 54|
B.3  Sequenzmotive in der Aminosauresequenz der P2Y-Rezeptoren......................... 58|
B.4 RT-PCR: Gewebsverteilung der rP2Y; Rezeptoren in der Ratte.......................... 59|
B.5  Erzeugung stabil transfizierter ZelliNien. ... 61
B.6 PCR Analyse der Gesamt-RNA aus stabil-transfizierter HEK?293 Zellinien........ 61|
B.7 Immunodetektion des P2Y-eGFP Rezeptors in HEK?293 Zellen .......................... 64
B.7.1 Lokalisation des rP2Y;-8GFP FUSIONSPIOTEINS ...........vovvevevevereeereeceesneeeeerereeeeetseeeeeceeesenesenenana. 64
3.7.2 Untersuchung der glykosylierten Membranproteine stabil-transfizierter HEK293 rP2Y;-eGFP
T 65|
3.8 Transiente Expression des rP2Y;-wt Konstrukts in C-6-4-2 Gliom- und
R A 67|
B.9  Charakterisierung der stabil transfizierten Zellinien ................occccocveveeerecvennr.... 69|
3.9.1 Variabilitat der Ca”*-Antworten bei HEK293-Zellen am Beispiel der stabil transfizierten
T A e = 69|
3.10 Zusammenhang zwischen der Intensitat der GFP-Fluoreszenz und der
P—MeSADP Sensivitét bei rP2Y;-eGFP transfizierten Zellen .......ocoooocooiieieieinn 71
B.11 Ca“-Messungen an stabil-transfizierten HEK293 Zellinien .................coo.......... 72|
3.12 Konzentrations-Effekt Kurven der verschiedenen Nukleotidagonisten an den
[HEK293 ZEINIEN ...ttt e s eeeesen e e eeeensenseeeeaensenane 74]
B.13 Inhibition P2Y,-Rezeptor abhangiger Ca“"-Antworten in HEK293 Zellen........... 79|
3.14 Mechanismen der Erhohung der intrazellularen Kalziumkonzentration
(ST Y ——— 82|
3.14.1Erfolgt die durch P2Y-Agonisten evozierte Ca2+-Freisetzung fur P2Y, und P2Y, aus
HENSEIDEN SPEICNEINT .....vcviivveeieeee ettt ettt et et e et s eteseereresesrerenne 82
E.14.2Anteil von extrazellularem Ca” an der durch 2-MeSATP induzierten [Ca”"]; -Erhdhung........... 84
.14.3 Kapazitiver Ca“ -Einstrom bei HEK293 ZElIeN.............c.ccoovvveeivieiiieciiieeceeseceeieeeeeeesnens 85
3.15 Phospholipase C (PLC) —Kopplung der in HEK?293 Zellen exprimierten
R R ATy A o100 £ A T —— 88|
3.16 Wirksamkeit verschiedener strukturanaloger ATP-Verbindungen an den
AR Rty 2 e1t0 £ VTR 91
3.17 Beteiligung von Gg11-Protein an der Signaltransduktion der

[rP2Y;-Rezeptoren in HEK293 ZEHEN ... 94|




Inhaltsverzeichnis

3.18 Experimente zum Desensitisierungsverhalten des rP2Y;-Rezeptors in den
verschiedenen HEK293 ZelliNIBN .............ocveveviveeiieiiiceeieeeeeeeeeeeeeeen e 95|
3.19 Heterologe Desensitisierung zwischen P2Y;- und P2Y,-Rezeptoren in
HEK293 ZEIHNIEN ... es e sesissssssenssessss s seesssssssssennsssssss e snssestasans 100|
B.20 Proteinphosphorylierung und P2Y;-Rezeptorregulation.................ccuun......... 101]
3.20.1Beteiligung von Proteinkinase C (PKC) und Calmodulin aktivierter Kinase (CamK) an der
Regulation von P2Y;-Rezeptoren in HEK293-Zellen.........ooooovoss 101
18.20.2 Beteiligung von Proteinphosphatasen an der P2Y;-Rezeptorregulation ............ccccevevivivenrnrnnnn, 102
3.21 Fluoreszenzmikroskopische Untersuchungen an rP2Y;-eGFP transfizierten
R =R R [T T — 105
7 DISKUSSION L.ttt e et e e e et e e eeeee e eeeeessneeeseennneeeeesnnns 110|
%.1 Nachweis der funktionellen Expression der rP2Y;-Rezeptoren in HEK293....... 112
1.1.1 Biochemische CharakteriSIEIUNG ............coveiiiiieiiiieiieee ettt 112
1.1.2 Pharmakologische CharakteriSIEIUNG...........viviueieieiisiiesieeeie e seeseseseeeeeseeseesreseesresreseesens 113
1.1.3 G-ProteiN-KOPPIUNG........coiviiiiiieciee ettt 117
.14 Kapazitiver Ca’ -EINSIIOM ... ....cvovivieiiieeeieeeiieieriieeseesesesesseessessesesesssesssssessssssesssssssssssssessssssessssa 119
B2 REZEPLOMTEGUIATION ..ot 121]
5 ZUSAMMENFASSUNG ...uuiiiiiiiiiiiiii sttt s st eeins s e s eatseeseeeenseseeeenns 127|
6 LT E R A TU R Lttt ittt ittt ettt et ettt e et e et eeeeeee e eeseees s eesessneseeessnseasessnns 128|
7 ABKURZUNGEN .....ccuuiiiiiiiiiicciee et e eeeeeaeeeaeee 138|




Einleitung

1 Einleitung

Nukleotide wie z.B. ATP und ihre Abbauprodukte - ADP und Adenosin - besitzen neben
ihrer Rolle im intrazelluldaren Energiehaushalt noch eine wichtige Funktion als extrazellulare
Signalmolekile. Dabei sind sie am komplexen Prozel3 der Signalweiterleitung zwischen
Zellen beteiligt und entfalten ihre Wirkung durch die Aktivierung von spezifischen Rezep-
toren auf der Zelloberflache. Diese Rezeptoren gehtren zu den sogenannten P1- oder P2-
Rezeptoren. Einige Vertreter dieser Rezeptoren gehoren zur Klasse der liganden-aktivierten
lonenkandle, andere zur Klasse der G-Protein gekoppelten Rezeptoren. lhr ubiquitéres
Vorkommen — nicht nur Neuronen und gliale Zellen besitzen diese Rezeptoren, sondern
ebenso fast alle nicht-neuronalen Zellen — und ihr Einfluf? auf grundlegende zelluldre Prozesse
legen die Vermutung nahe, dal} Nukleotide zu den &ltesten extrazelluldren Botenstoffen
Uberhaupt gehdren und unterstreichen die Tatsache, dal? auch zwischen nicht- neuronalen

Zellen eine “Reizweiterleitung” existiert [1].

1.1 G-Protein gekoppelte Rezeptoren (GPCR)

Viele Botenstoffe (Hormone, Neurotransmitter, Peptidhormone und Wachstumsfak-
toren) sind nicht membranpermeabel und vermitteln deshalb ihre Signalwirkung tber fiir sie
spezifische, integrale Membranoberflachenmolekile, sogenannte Rezeptoren, ins Zellinnere.
Diese Signaltransduktion kann prinzipiell auf unterschiedliche Weise erfolgen: i) die Bindung
des Botenstoffs aktiviert eine rezeptoreigene Strukturdoméne, die Tyrosin-Kinaseaktivitat
besitzt. Diese flhrt zur Phosphorylierung des Rezeptors selbst und anderer zellulérer Proteine,
die dadurch in ihrer Aktivitat reguliert werden (z.B. der Insulinrezeptor und Rezeptoren flr
verschiedene Wachstumsfaktoren) ii) Rezeptormolekiile, die einen lonenkanal bilden, werden
durch die Bindung des Botenstoffs gedffnet bzw. geschlossen. Dies fihrt zur Verédnderung des
lonenmilieus in der Zelle, d.h. in der Regel zur Verédnderung des Membranpotentials (z.B.
GABA-, nikotinischer Rezeptor, ionotope Glutamatrezeptoren, purinerge P2X-Rezeptoren)
iii) die Rezeptoren der meisten Gewebshormone und Neurotransmitter vermitteln das Signal
uber die Aktivierung trimerer Proteinkomplexe (G-Proteine) an Effektoren in der Zelle.

Die Superfamilie der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren (GPCR) ist eine der grofiten
proteinkodierenden Gen-Familien im Vertebratengenom. Es sind bereits tiber 1000 (ca. 1200 )
Mitglieder dieser Gruppe bekannt und es ist zu erwarten, dal? noch eine ganze Anzahl im
Laufe der grofRen molekularen Genomkartierungsprojekte (z.B. das ,,human genom project®)
hinzukommen. Die bekannten GPCR werden auf Grund von Sequenzhomologien, die diese
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vor allem in den sieben membrandurchspannenden Doménen (TMD) aufweisen, in flnf
Klassen eingeteilt. Die Klassen A und B stellen die zahlenmaRig groRten Klassen dar und die

meisten der bisher bekannten GPCR sind dort eingeordnet.

Klasse A Rodopsin &ahnliche (u.a. muskarinische Acetylcholinrezeptoren, Endothelin,
Bradykinin-, Dopamin-, Adreno-, Histamin-, Serotonin-, Angiotensin-, Adenosin-, Purino-
rezeptoren, Thrombin- bzw. Protease-aktivierte Rezeptoren, sowie die grolie Gruppe der
olfaktorischen Rezeptoren)

Klasse B Sekretin-ahnliche (Calcitonin-, Glukagon-, Growth hormone-releasing Faktor,
Sekretinrezeptoren u.a.)

Klasse C metabotrope Glutamatrezeptoren (mGIuR I-111) &hnliche

Klasse D Pheromonrezeptoren

Klasse E cAMP Rezeptoren (Dictyostelium)

A B

S-S

S-8

HS

4\/‘000»1

(Grafik abgewandelt aus [2])

Abbildungl: Strukturmodell eines GPCR und eines Liganden-gesteuerten lonenkanals

A)) Strukturmodell eines GPCR der Klasse A: Der extrazelluldre N-Terminus weist potentielle Gly-
kosylierungsstellen auf (1). Die 7 TMD (I-VI1) von ca. 20-30 Aminosauren L&nge, sind Uber extrazel-
luldre bzw. intrazelludre Schleifen verbunden (s. Abb. 1A: 3 und 4). Bestimmte Schleifen kdnnen
zusammen mit extrazellulér liegenden Bereichen einiger TMD [3] eine Ligandenbindungstasche fir
»Kleine Liganden® (z.B. Nukleotide) bilden. GroRere Liganden werden von speziellen Bereichen extra-
zellulérer Schleifen erkannt (2). Intrazellulare Schleifen (1S), v.a. die dritte IS (in der Abb. mit 4
bezeichnet) und der C-Terminus sind an der Interaktion des Rezeptors mit G-Proteinen beteiligt. Der
C-Terminus spielt eine wichtige Rolle fir die Rezeptorregulation (z.B. Desensitisierung) und bei der
Interaktion mit anderen Proteinen (z.B. beim B2-Adrenozeptor [4]). Im C-terminalen Bereich liegen
Konsensussequenzen potentieller, posttranslationaler Modifikationen, wie z.B. Phosphorylierung und
Palmitoylierung.

B) Liganden-gesteuerter lonenkanal des P2X,-Typs (1 Untereinheit)
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Diese Rezeptoruntereinheiten besitzen 2 TMD, N- und C-Terminus liegen intrazellulér. Die
extrazelluldre Schleife dieser ATP- sensitiven, nicht-selektiven Kationenkanale (Ca*", K*,Na" [2])
weist ebenfalls Glykosylierungsstellen auf.

Definitionsgemal interagieren GPCR, durch ihre spezifischen Liganden aktiviert, mit
intrazellularen G-Proteinen und leiten so das extrazelluldre Signal ins Zellinnere weiter. Die
strukturelle Organisation der GPCR hat groRe Ahnlichkeit mit der des Bakteriorhodopsins
(BR). Zwar fehlt dafur noch der direkte Beweis, aber es gibt eine Fulle von experimentellen
Befunden, die diese Struktur@hnlichkeit belegen. BR gehort selbst nicht zur Gruppe der
GPCR, wurde aber auf Grund seiner leichten Verfiigbarkeit als ,,Prototyp” GPCR-ahnlicher
Proteine in seiner Ultrastruktur aufgeklart. Wie BR besitzen alle GPCR sieben hydrophobe,
die Membran durchspannende, helikale Doménen (7 TMD).

Vermutlich bilden sie in der Plasmamembran, durch ihre Lage zueinander, eine
charakteristische BR-dhnliche Tertiarstruktur: die sogenannte , Tonnenstruktur* (,barrel
structure* A). In Abhéngigkeit zu dieser Tertidrstruktur werden funktionelle
Eigenschaften ausgebildet, die von entscheidender Bedeutung fir Ligandenerkennung und G-
Protein Bindung sind. Diese funktionellen Rezeptoreigenschaften stehen in kausalem Zusam-
menhang mit dem Vorhandensein bestimmter Aminosduren in wichtigen rdumlichen
Positionen des Rezeptorproteins. Fur P2Y;-Rezeptoren wurden auf Grund ihrer Aminoséaure-
sequenz Strukturmodelle berechnet an denen die mechanistische Vorstellung gewonnen
wurde, dal sehr wahrscheinlich positiv geladene Aminosduren in den TMD 3, 6 und 7 durch
elektrostatische Wechselwirkungen an der Bindung der Phosphatgruppen von ATP beteiligt
sind [5]. P2X-Rezeptoren sind Liganden-kontrollierte lonenkanale, die sich aus 3 — oder
einem Vielfachen von 3 - Untereinheiten zusammensetzen [6]. Elektrophysiologische Daten
legen die Existenz von homomeren und heteromeren P2X- Rezeptortypen nahe (Evans &
Supprenant in [2,7]).

1.2 G-Proteinaktivierung und Signaltransduktionskaskade von GPCR
Konformationelle Veranderungen, die durch die Bindung eines Signalmolekils am
entsprechenden Rezeptor ausgelost werden, fuhren zur Interaktion der intrazelluldren
Schleifen mit bestimmten G-Proteinen. G-Proteine bestehen aus drei verschiedenen Unterein-
heiten: a, 3, y .Im nicht-aktiven Zustand ist an die a-Untereinheit des trimeren G-Protein-
komplexes GDP gebunden. Durch die Ligand/Rezeptor-Interaktion wird GDP gegen GTP
ausgetauscht und der terndre G-Proteinkomplex zerféllt in die aktivierte Go—Untereinheit, die

GTP gebunden hélt, und die G3,y-Untereinheit. Die Ga-Untereinheit assoziiert ihrerseits mit

10
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Effektorenzymen, die dadurch aktiviert werden und zur Bildung von sekundaren Botenstoffen
fihren. Auch die B,y-Untereinheit ist in der Lage spezifische Effektorsysteme zu aktivieren,
was ebenfalls zur Bildung von ,,second messenger* Molekilen (z.B. cCAMP) oder zur direkten
Aktivierung von lonenkanalen (z.B. K*-Kanal) fiihren kann.

Die Aktivierung der Effektorsysteme halt solange an, wie die Assoziation mit Ga-GTP
besteht. Durch die intrinsische GTPase-Aktivitat der Ga —Untereinheit wird das gebundene
GTP zu GDP umgesetzt, was zur Dissoziation von Ga vom Effektor fiihrt und dessen Akti-
vierung beendet. Ga—GDP reassoziiert anschliefend mit G3,yzum inaktiven trimeren G-Pro-
teinkomplex, der damit fur eine neue Aktivierung bereitsteht. Die fir isolierte Ga-Unterein-
heiten ermittelte GTPase-Aktivitat ist sehr niedrig (t,;, ca. 10-20 s), obwohl sie ca. 100mal
hoher ist als die GTPase-Aktivitdt von monomeren, ras-homologen Proteinen (z.B. die ,.klei-
nen G-Proteine* Ras und Rho). Dieser Befund steht im Widerspruch zur Geschwindigkeit der
GTP-ase Aktivitét vieler G-Proteine (u.a. Transducin in [8]), die unter in vivo —Bedingungen
gemessen wurden. Diskutiert wird in diesem Zusammenhang, die Beteiligung von GTPase-
aktivierenden Proteinen (GAP), die diese Aktivitatssteigerung bewirken sollen. Unklar ist
jedoch die Lokalisation dieser GAP. Ga-Untereinheiten besitzen GAP-&hnliche Struktur-
doménen [9], die diese Funktion bernehmen kdnnten. Daneben ist die Beteiligung separater
GAP nicht auszuschlieBen und sehr wahrscheinlich spielen auch die Effektorproteine der G-
Proteine eine Rolle bei der Regulation der GTPase-Aktivitat der Ga-Untereinheit. Besitzen
Effektorproteine von G-Proteinen tatsdchlich GAP-Aktivitat ist hier ein Rickkopplungs-
mechanismus verwirklicht, der Uber einen integralen Bestandteil des jeweiligen
Signaltransduktionswegs vermittelt wird und deshalb ebenfalls den spezifischen Kontroll-
mechanismen dieses Transduktionswegs unterworfen ist [10,11].

Eine weitere Moglichkeit der Regulation auf der Ebene der G-Proteine besteht in der
Interaktion sogenannter ,,Regulatorproteine der G-Protein Signaltransduktion* (RGS) mit Ga-
Untereinheiten. Insbesondere spielt diese Proteinfamilie bei der Desensitisierung von G-
Protein gekoppelten und MAPK-Kinase abhangigen Transduktionsprozessen in Hefe- und
Séugerzellen eine Rolle [8]. Erganzend sollen hier noch die GTP-Austauschfaktoren (GEF)
erwéhnt werden, die bei der Regulation von Proteinen der Raf-Superfamilie (i.e. Rho-GTP-
asen) beteiligt und oft Angriffspunkte bakterieller Toxine sind [12].

Zwei sehr wichtige Effektorsysteme der G-Proteinaktivierung sind das Adenylat-
zyklase-System (AC) und die Phospholipasen A, C und D (PLA, PLC, PLD), die zur Bildung
der wichtigen ,,second messenger* Inositol (1,4,5) trisphosphat (durch PLC) und cAMP

11
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(durch AC), oder von Arachidonsaure (durch PLA,) und Cholin (durch PLD) fiihren. Uber
Konzentrationsveranderungen der sekundaren Botenstoffe DAG , cAMP bzw. Ca®*, das durch
Ins(1,4,5)P; aus dem Endoplasmatischen Retikulum (ER) freigesetzt wird, werden im
Allgemeinen Ser/Thr-Proteinkinasen (PKA, PKC und CamKIl) aktiviert. Dies fuhrt sowohl
zu kurzfristigen Effekten, wie z.B. der ,,feed-back“-Hemmung der Rezeptoren, der Aktivie-
rung oder Hemmung von Enzymen durch Phosphorylierung, als auch zu langer anhaltenden
Wirkungen, wie z.B. Proliferation, Zelldifferenzierung, Apoptose oder dem Uberleben von
Zellen.

Lange anhaltende Effekte sind mit einer Aktivierung der ,,immediate early genes*
(i.e.g.) c-fos und c-jun verbunden, die generell tber zwei unterschiedliche Signaltransduk-
tionswege erreicht werden kann: i) Transkriptionsfaktoren (z.B. CREB / ATF und SRE)
werden durch aktivierte Kinasen (z.B. PKA, PKC und CamK) phosphoryliert und fuihren zur
Induktion von c-fos [13], oder ii) durch Aktivierung von Mitogen-aktivierten Proteinkinasen
(MAPK), die u.a. durch CamK eingeleitet werden kann, werden i.e.g induziert. Wichtige
Elemente der unterschiedlichen MAPK —Wege sind Raf / Mos , MEK und ERK [14] bzw.
MEKK1-4, MKK und JNK/p38 [15]. Eine gemeinsame, wichtige Komponente dieser MAPK-
Wege ist die Aktivierung - d.h. Phosphorylierung - des TCF (ternary complex factors) ElIk1,
der ebenfalls zur c-fos Induktion fihrt.

Die Dephosphorylierung von EIk1 durch Calcineurin [13], einer Ca**-regulierten Ser/
Thr-Phosphatase, ist ein moglicher Abschaltmechanismus dieser c-fos Aktivierung. C-fos und
C-Jun kénnen mit weiteren AP-1 Proteinen zu Komplexen zusammentreten und eine ganze
Reihe von ,late response” Genen induzieren. Mitogene Signale werden von GPCR aber auch
auf eine weitere, indirekte Weise vermittelt. Durch Tyrosinphosphorylierung von Adapter-
proteinen (z.B. Shc, Grb2) werden Signalmolekiille wie z.B. PLCy, GAP, PI3K rekrutiert.
Zusammen mit Nicht-Rezeptortyrosinkinasen (NRTK) fiihren sie zur Bildung von
Multiproteinkomplexen, die eine Aktivierung von Ras-Protein zur Folge haben. Die Aktivitat
von Ras flhrt letztlich zur Aktivierung von ERK1/ERK2.

GPCR tragen uber verschiedene Mechanismen zur Bildung dieser Multiproteinkom-
plexe bei: i) durch eine Transaktivierung von Rezeptortyrosinkinasen (z.B. EGF-Rezeptor) —
diskutiert wird hier die Bedeutung von [,y-Untereinheiten [16] - ii) durch die Bildung von
Integrindimeren und der anschlieRenden PKC/Ca?*-abhangige Aktivierung einer FAK (focal
adhesion kinase z.B. Pyk2), oder iii) durch Bindung spezifischer Kinasen der G-Protein

gekoppelten Rezeptoren (GRK) und von Src-Kinasen (z.B. (32 adrenerger Rezeptor, (-
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Arrestin, ¢-SRC). Dabei spielen Desensitisierung und Internalisierung der GPCR mittels
»clathrin-coated pits“ eine Rolle [17].

1.3 Regulation von GPCR-Aktivitat

Eine permanente Aktivierung oder Inhibition von Signaltransduktionskomponenten, wie
sie z.B. durch die Wirkung von Cholera- und Pertussistoxin auf Gg-Untereinheiten
hervorgerufen wird, fihrt zu pathologischen Zustanden. Aber nicht nur pathogene
Mikroorganismen und Pharmaka kdnnen zur Daueraktivierung von GPCR fiihren, spontane
oder konstitutive Aktivierung von GPCR, die unabhangig von der Anwesenheit spezifischer
Agonisten erfolgt, ist fir eine Reihe von Erkrankungen beim Menschen verantwortlich.
Spontan auftretende Mutationen in der Rezeptorsequenz kdnnen einen aktivierten Zustand des
Rezeptors stabilisieren. Diese aktivierte Rezeptorkonformation ist wichtig fir eine effiziente
Interaktion des Rezeptors mit den entsprechenden G-Proteinen [18].

Die Mechanismen der Signaltransduktion unterliegen deshalb einer strengen Kontrolle,
d.h. auf jeder Ebene dieser Transduktionskaskaden stehen Mechanismen zur Signaltermina-
tion bzw. —modulation zur Verfigung. Auf der Ebene der Ligand/Rezeptor-Wechselwirkung
spielen der ,turn-over* des Liganden, die Modulation der Rezeptoraffinitat, die vor allem
vom Aktivitatszustand der auf der Zelloberflache vorhandenen GPCR abhéngt, und die
Gesamtzahl aktivierbarer GPCR in der Plasmamembran, die durch Rezeptordesensitisierung,
—internalisierung und —recycling [19] reguliert werden kann, eine wichtige Rolle.

Homologe Desensitisierung bei GPCR beruht auf der Aktivitat einer Klasse von
Proteinkinasen (Ser/Thr), die als G-Protein gekoppelte Rezeptorkinasen (GRK) bezeichnet
werden. Diese Gruppe besteht bis jetzt aus 6 Mitgliedern: GRK 1-6. Darunter GRK 1, auch
Rhodopsin Kinase genannt, und GRK 2/3, ebenfalls als (-adrenerge Rezeptor Kinase
(B-ARK) bekannt. Die Regulation der GRK-AKktivitat erfolgt subtypspezifisch, in Ca*" -
abhéngiger Weise durch Kalziumsensorproteine wie Calmodulin (GRK 4,5,6) oder Recoverin
(GRK1,2,5).

Die GRK-induzierte Rezeptorphosphorylierung beglnstigt die Bindung von [3-
Arrestinproteinen an die GPCR. Arrestine verhindern die erneute Kopplung von G-Proteinen
an die GPCR und markieren die Rezeptoren sehr wahrscheinlich fir die Endozytose [20]. Die
Internalisierung der GPCR erfolgt im Allgemeinen tber Clathrinvesikel [21,22,17]. Es sind
jedoch auch Félle bekannt, in denen Caveolin-haltige Vesikel die Internalisierung vermitteln
[23]. Heterologe Desensitisierung erfolgt durch die Aktivitat von "second messenger™ Protein-

kinasen (z.B. PKA, PKC und CamK), d.h. nicht nur aktivierte Rezeptoren kdnnen phos-
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phoryliert werden, sondern ebenfalls Rezeptoren die kein Signalmolekul gebunden haben.
Solche Rezeptoren werden von Proteinkinasen, die in Folge der Aktivierung anderer
Rezeptoren aktiv sind, phosphoryliert und dadurch desensitisiert. Durch heterologe
Desensitisierung wird die Aktivitat unterschiedlicher GPCR einer Zelle reguliert, die ahnliche
Signaltransduktionswege benltzen, aber durch unterschiedliche Liganden aktiviert werden.
PKC und PKA sind vermutlich auch an der Regulation der Expression von GRK und
Arrestinen [24,25] beteiligt.

Die Internalisierung desensitisierter Rezeptoren ist Voraussetzung fir den Vorgang des
Rezeptorrecycling. Dabei werden desensitisierte GPCR in Endosomen durch Phosphatasen
dephosphoryliert, womit sie erneut in einen aktivierbaren Zustand gebracht werden kénnen.
Internalisierte Rezeptoren unterliegen aber zu einem gewissen Anteil auch der Degradation,
d.h. diese Rezeptoren werden durch Proteasen in Lysosomen abgebaut. GPCR, die im Laufe
ihrer Aktivierung irreversibel verandert werden, wie es bei Protease-aktivierten Rezeptoren
(PAR1-3) der Fall ist, unterliegen naturgemaR in hohem Ausmal} einem - zumindest teil-
weisen — Abbau und sind beispielhaft fir GPCR-Regulation, die in starkem MaR auf

transkriptioneller Ebene stattfindet.

1.4 Einteilung, Vorkommen und physiologische Wirkungen purinerger

Rezeptoren

Extrazellulare Purine (ATP, ADP und Adenosin) und Pyrimidine (UTP, UDP)
vermitteln interzellulare Signale Uber Rezeptoren, die sich in zwei Ubergeordnete Gruppen
einteilen lassen: die Adenosin oder P1-Rezeptoren und die P2-Rezeptoren, die vor allem
durch die Di- und Triphosphate von Adenosin und Uridin aktiviert werden. Bei den P1-
Rezeptoren lassen sich auf Grund molekularer, biochemischer und pharmakologischer
Charakteristika vier Subtypen beschreiben: Al, A2A, A2B und A3, wobei alle zu den GPCR
gehoren. Unterschiede in der molekularen Struktur und der Signaltransduktionsmechanismen
fihren bei den P2-Rezeptoren zu einer Unterteilung in zwei Familien, den Liganden-
gesteuerten lonenkandlen (P2X) und den G-Protein gekoppelten Rezeptoren (P2Y).

Uber Agonistenwirkungsreihen, die mit diversen ATP-Analoga durchgefiinrt wurden,
wurde zunéchst eine pharmakologische Unterteilung der unterschiedlichen P2-Rezeptorsub-
typen etabliert. Alle P2-Rezeptoren haben ein breites Spektrum &hnlicher Agonisten: ATP,
ADP, UTP, UDP und Diadenosinpolyphosphate (z.B. [26]). Das macht die pharmakologische
Differenzierung der P2-Rezeptortypen bzw. deren Subtypen kompliziert, weil spezifische
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Antagonisten und Agonisten, die verlaRlich zwischen P2Y und P2X-Rezeptoren unter-
scheiden, nicht verflgbar sind.
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Abbildung 2: Strukturen einiger Schliusselsubstanzen (Agonisten und Derivate)
Strukturformeln einiger Schlisselsubstanzen zur pharmakologischen Klassifizierung von P2Y-
Rezeptoren und der zwei gebréuchlichsten antagonistisch wirkenden Substanzen.

Zur Klassifizierung der Rezeptoren werden deshalb, mit Hilfe stabiler ATP/ADP-
Analoga, Agonistenwirkungsreihen erstellt. Ein wichtiges Unterscheidungskriterium
zwischen P2X- und P2Y-Rezeptoren ist die Wirksamkeit von a,3 methylen-ATP bzw.
B,y methylen-ATP, die beide praktisch nur P2X-Rezeptoren aktivieren (vor allem P2X; und

P2X3). ADP, 2-MeSADP, ADPQS und UTP sind hingegen fast ausschlieBlich an P2Y-
Rezeptoren aktiv [2].
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Die Koexpression verschiedener P2-Rezeptoren in der gleichen Zelle, die Stabilitat
und Reinheit der eingesetzten Substanzen und die Wirkung von Ektonukleotidasen [27]
machen die Interpretation der erhaltenen Wirkungsreihen kompliziert. Die Revision der
anfanglichen Kilassifizierung wurde auch durch molekularbiologische Erkenntnisse not-
wendig. Es stellte sich ndmlich heraus, dal eine groRere Anzahl von Rezeptorsubtypen
existiert als auf Grund der pharmakologischen Daten zu erwarten war. Mittlerweile sind eine
Anzahl unterschiedlicher P2-Rezeptortypen bzw. deren Sequenzen publiziert. Bis heute sind
die Sequenzen von sieben P2X-Rezeptortypen (P2X 1-7) und von zehn P2Y-Rezeptortypen
(P2Y1, P2Y,, P2Y3, P2Y,, p2ys, P2Ys, p2ys, P2Ye P2Y1o, P2Y11) Kkloniert und als echte
Gruppenmitglieder durch die Charakterisierung der exprimierten Rezeptoren akzeptiert
(Ubersicht in [28] oder [29]). Von den P2Y-Rezeptoren stammen acht aus dem Saugergenom
(durch GroRbuchstaben in der Abkirzung zu erkennen), die anderen zwei sind homologe
Sequenzen aus anderen Vertebraten (Aves p2ys und Xenopus p2ys).

Rezeptor-cDNA-Sequenzen metabotroper P2-Rezeptoren (P2Y) des P2Y1/ P2Y,-Typs
wurden aus verschiedenen Spezies und Geweben isoliert. Darunter P2Y3-Sequenzen aus
Hidhnerhirn  [30], Truthahnhirn [31], MI1N6 Insulinomzellen der Maus, RINmM5f
Insulinomzellen der Ratte [32], Rinderaortenepithel [33], Erythro-Leukdmie Zellen [34],
Plazentazellen [35], Hirngewebe [36], sowie Ovarienzellen des Menschen [37]. P2Y,-
Sequenzen stammen aus Neuroblastomzellen NG-108 [38], dem Epithel menschlicher Luft-
wege [39], alveolaren Epithelzellen Typ Il der Ratte [40], Hypophysengewebe der Ratte [41],
einem Mammakarzinom der Maus [42], menschlichem Knochengewebe [43], Koronargewebe
der Ratte [44] und aus Wistar-Ratte [45].

Erste Schwerpunkte der Forschung an purinergen Rezeptoren waren Herzmuskel,
vaskulares System (Folkow et al. 1949, Hashimoto et al. 1964 in [2]), Blutplattchen-
aggregation und Mastzellaktivierung. Mittlerweile sind purinerge Rezeptoren in den unter-
schiedlichsten biologischen Systemen, von der Einzelzelle bis hin zum ganzen Organismus
nachgewiesen. Ihr ubiquitdres Vorkommen zeigt die Beteiligung an vielféaltigen physiolo-
gischen Funktionen: die Kontraktion glatter Muskulatur, Neurotransmission in PNS und ZNS,
exokrine und endokrine Sekretion, wie z.B. die Insulin- [46,47] und Cytokinsekretion [48],
Apoptose [49], Immunantwort, Entzindungsgeschehen, Schmerz, Modulation von Herzfunk-
tionen und die Regulation des extrazellularen lonenmilieus — Na* und CI" in Niere und Lunge
[50,51] - um nur einige zu nennen (s.a. [2]).

Die Frage nach der physiologischen Funktion von extrazellularen Nukleotiden und

ihren Rezeptoren ist eng mit der Frage nach den Freisetzungsorten extrazelluldrer Nukleotide
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verbunden. Die ersten bekannten Gewebe in denen Nukleotide freigesetzt werden waren der
Herzmuskel (unter hypoxischen Bedingungen wird Adenosin ausgeschuttet), der
Skelettmuskel und sensorische Nervenenden im Ohr des Kaninchens. Die Funktion von ATP
als Neurotransmitter oder Kotransmitter und von Adenosin als Neuromodulator ist vielfach
belegt (Ubersicht in [52] und [2]) und es gibt Hinweise, daR Diadenosinpolyphosphate die
gleiche Funktion Ubernehmen [53]. Weitere wichtige Purinquellen sind Chromaffinzellen der
Nieren (Cena Rojas et al. 1990), Blutplattchen (Born and Kratzer 1984, Gordon et al. 1986),
Erythrozyten (Forrester et al. 1990, Ellsworth et al. 1995), Mastzellen, basophile Leukozyten
[54], Fibroblasten, Endothelzellen (Ravelic et al. 1991, Bodin et al. 1992) und Epithelzellen
[55,56] von denen ATP unter physiologischen und pathophysiologischen Bedingungen
freigesetzt werden kann (Ubersicht in [2]). UTP wird auf physiologisch relevante Stimuli von
kultivierten Endothelzellen, Epithel- und Astrozytomzellen freigesetzt ([55,57] und Ubersicht
in [58]).

Trophische Effekte extrazelluldrer Nukleotide und Nukleoside auf gliale und neuro-
nale Zellen [59], die von J.T.Neary, M.P.Abbracchio und G. Burnstock postulierten werden,
sind medizinisch von besonderem Interesse. Bei Reparaturmechanismen im Hirn nach
ischamischen oder traumatischen Verletzungen, wenn es zur Freisetzung grolRer Mengen von
Nukleotiden und Nukleosiden aus sterbenden oder beschadigten Zellen kommt, scheinen
diese als trophische bzw. neuroprotektive Faktoren zu wirken. Es gibt Hinweise auf die
nukleotidinduzierte Synthese bestimmter Neurotrophine und Pleiotrophine bei Astrocyten [2].
Beschrieben wurden auch synergistische Effekte von Nukleotiden und Peptidwachstumsfak-
toren (bFGF) auf die Mitogenese von Astrocyten [60]. Die trophischen Effekte der extra-
zelluléren Nukleotide sind wahrscheinlich durch P2-Rezeptoren vermittelt, die subtypspezi-
fisch an verschiedene Transduktionssysteme koppeln und neben Ca®*-Einstrom und der intra-
zellularen Ca?*-Mobilisierung, den Phosphoinositolmetabolismus, die Proteinphosphory-
lierung und die MAPK-Kaskade beeinfluf3en.

P2Y1- und P2Y, —Rezeptoren besitzen unter den metabotropen, purinergen P2-Rezep-
toren (P2Y), bei weitem die groRte Verbreitung in Geweben und Zellen. Die Tatsache, dal3
genau diese beiden Rezeptortypen sehr oft gleichzeitig in einer Zelle exprimiert werden,
unterstreicht die differenzierte physiologische Wirkung der verschiedenen Nukleotide (ATP
und UTP). Entsprechend grofR3 ist die Fulle experimenteller und klinischer Befunde fur diese

Rezeptoren [2] und deshalb konzentriert sich das Folgende auf Erkenntnisse zu diesen Sub-

typen.
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1.5 Klonierte P2Y;- und P2Y,-Rezeptoren und die endogenen ,,P2Y,/P2Y,-
ahnlichen* Rezeptoren

Heterolog exprimierte, rekombinante P2Y-Rezeptoren sind 308 — 373 Aminosduren
lange, glykosylierte Proteine mit einer molekularen Masse zwischen 41- 53 kDa. lhre Ter-
tiérstruktur entspricht mit hoher Wahrscheinlichkeit der eines 7 Transmembranrezeptorpro-
teins (GPCR), das an G-Proteine koppelt (s.a. A). Als P2Y; und P2Y,-
Rezeptoren im engeren Sinne, werden nur die klonierten P2Y-Rezeptoren bezeichnet. Da ihre
cDNA-Sequenz bekannt ist, lassen diese sich eindeutig einem P2Y-Subtyp zuordnen.
Endogene P2Y-Rezeptoren, die sich auf Grund ihres pharmakologischen Profils einem
Subtyp zuordnen lassen, werden in Unterscheidung zu den klonierten Rezeptoren als ,,P2Y-
bzw. P2Y,-ahnliche* Rezeptoren bezeichnet (s. Tabelle 1).

Die Aktivierung der meisten P2Y-Rezeptoren fuhrt zu einer Erhéhung der intra-
zellularen Ca®*-Konzentration, die durch die Ca®*-Mobilisierung aus intrazelluldren Speichern
erreicht wird. Dieser Effekt ist Uber die Aktivierung der Phospholipase C (PLC) mit nachfol-
gender Inositol (1,4,5) trisphosphat (InsP; )-Bildung vermittelt. Es gibt jedoch auch P2Y-Re-
zeptoren, die die Ca?*-Erhhung ohne PLC-Aktivierung erreichen (Frelin et al. 1993, Vigne et
al. 1994 in [61]). Daneben sind sind P2Y-Rezeptoren beschrieben, die die Adenylatzyklase
inhibieren [62,63] und andere regulieren die Aktivitat unterschiedlicher lonenkanéle. Dies
geschieht direkt Uber die 3,y-Untereinheit der beteiligten G-Proteine, ohne dal} zytosolische
»second-messenger” Systeme involviert sind [64,65]. Die Ursache der unterschiedlichen
Kopplung an verschiedene Signaltransduktionswege beruht offensichtlich nicht auf
sequenzspezifischen Unterschieden zwischen den Rezeptorsubtypen, eher unterliegt diesem
Effekt die unterschiedliche G-Protein-Ausstattung des jeweiligen Zelltyps. Beispielsweise ist
ein P2Yi-Rezeptortyp, dessen cDNA-Sequenz in drei unterschiedlichen Zelltypen vollig
identisch ist, zelltypspezifisch an unterschiedliche Signaltransduktionssysteme gekoppelt:

zum einen aktivierend an PLC, zum anderen inhibierend an Adenylatzyklase [66].
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Tabelle 1: Zusammenfassung wichtiger Eigenschaften klonierter P2Y,-/P2Y ,—~Rezeptoren und
den entsprechenden ,,P2Y ;-dhnlichen* bzw. ,,P2Y,- dhnlichen* Rezeptoren.

Aus der Tabelle wird deutlich, dal} die Sensitivitadt von P2Y;-Rezeptoren und von ,,P2Y;-&hnlichen”
Rezeptoren gegeniiber ATP bzw. ADP stark variieren kann. Es besteht die Mdglichkeit, dal’ diese
Unterschiede im jeweiligen experimentellen Ansatz begriindet sind. Wahrscheinlicher aber ist, dafi3
diese Unterschiede auf Modifikationen der Rezeptorstrukturen zurtickzufiihren sind, weil an einigen
»P2Y-dhnlichen* Rezeptoren ATP als partieller Agonist wirkt [67,68,69]. Abkirzungen: A3P5P
(Adenosin-3", 5" Diphosphat), PPADS (Pyridoxal - phosphat-6-azophenyl-2",4”-disulfonsaure)

Rezeptor-Typ Antagonisten G-Proteine
und
rekombinante P2Y endogene P2Y-ahnliche Effektoren

Agonistenwirkungsreihe

P2Y;  2-MeSADP=2-MeSATP 2-MeSADP = 2-MeSATP A3PSPS, A3P5P,  Ggu1; Gi
=ATP>>ADP>>>UTP  ADP>>>ATP>>UTP  Suramin, PPADS P CB, AC,

PLD
P2Y, UTP = ATP > ADP>>2-  UTP = ATP > ADP>>2-  Suramin, PPADS  Ggu1; Gio
MeSADP = 2-MeSATP MeSADP = 2-MeSATP PLCPB, AC,
PLA,, PLD

1.6 Effektoren der P2Y - bzw. P2Y,-Rezeptor Signaltransduktionskaskade
1.6.1 Stimulation der Phospholipase C (PLC)

Generell bewirken endogene und klonierte P2Y-Rezeptoren die Aktivierung von
PLC[, die durch die aktivierte Ga-Untereinheit von heterotrimeren G-Proteinen vermittelt
wird. Vergleicht man die Dynamik der Signalweiterleitung von P2Y- und P2X-Rezeptoren,
zeigt sich eine typische Eigenschaft der metabotropen Rezeptoren: die beobachtete Reaktions-
zeit der GPCR ist auf Grund der Beteiligung von sekundaren Botenstoffen — z.B. Ca?",
Ins(1,4,5)P; oder cAMP- und/oder verénderter lonenleitfahigkeiten wesentlich langer als die
sehr schnell vermittelte Antwort eines lonenkanals.

Typisch flr ,,P2Yi-dhnliche* Rezeptoren ist die Interaktion mit G-Proteinen der
Klasse Gg11, die durch Pertussistoxin (PTX) nicht hemmbar sind [2]. ,,P2Y 1-dhnliche* Rezep-
toren, die inhibierend auf Adenylatzyklase wirken, sind dagegen durch PTX hemmbar und
wirken Uber G-Proteine der Klasse Gi, (Boyer et al. 1995, Berti Mattera et al. 1996, und
Webb et al. 1996 in [2]). P2Y,- und ,,P2Y,-dhnliche” Rezeptoren interagieren mit G-Pro-
teinen der Klasse Gj, und/oder Gy, und sind deshalb PTX sensitiv, partiell sensitiv oder
unempfindlich (Dubyak Moatassim et al. 1993 in [2]). Bei G; gekoppelten P2Y,-Rezeptoren
fuhrt die B,y-Untereinheit zur Aktivierung von PLC-[3,. Die Hauptwirkung von P2Y-Rezep-

toren ist die G-Protein vermittelte Aktivierung von Phospholipase C, die Phosphatidylino-
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sitolbisphosphat (PIP;) zu Ins(1,4,5)P; und Diacylglycerol (DAG) umsetzt. Ins(1,4,5)P3
aktiviert den InsPs-Rezeptor und leitet dadurch die Freisetzung von Ca®" aus intrazellularen
Ca®*-Speichern, wie dem Endoplasmatischen Retikulum (ER) ein. Neben der transienten
Erhohung der [Ca*']; kommt es durch DAG — z.T. in Kooperation mit Ca** - zur Aktivierung
von Proteinkinase C (PKC), wodurch diverse zelluldre Wirkungen (s.u.) ausgel6st werden.
Die Stimulation von P2Y »-Rezeptoren fiihrt auch zur Aktivierung der PLD. Der Mechanismus
dieser Aktivierung ist der Aktivierung von PLC nachgelagert und vermutlich PKC/Ca?*/G-
Protein abhangig [2]. Es kann bis jetzt nicht ausgeschlossen werden, dall PLD-Aktivierung
unmittelbar in Folge der PLC-Wirkung erfolgt und somit nicht notwendigerweise mit der
PKC-Aktivierung verknipft ist. Mdglicherweise existieren beide Aktivierungsmechanismen
sogar gleichzeitig.

Die Aktivierung von PLD fihrt zur enzymatischen Umsetzung membranstandiger
Phosphatidylcholin (PC) —Molekile. Daraus entstehen Cholin und Phosphatidylsaure (PA),
die weiter zu DAG umgewandelt werden kann. Die physiologische Bedeutung dieser Reak-
tion in Folge einer P2Y-Rezeptoraktivierung ist nicht bekannt, fur den P2Z/P2X;-Rezeptor —
hier wird PLD unmittelbar durch den Rezeptor aktiviert — gibt es Beweise fiir eine Betei-
ligung der PLD an cytotoxischen Vorgéangen [70,71], die durch ATP ausgel6st werden. Die
Beteiligung der PLD an vesikul&ren Transportvorgangen [72], Phagozytoseprozessen [73],
Degranulierung von neutrophilen Leukozyten [74], Sekretionsprozessen [75] und der Mono-
zytenstimulation durch LPS [76] sind ebenfalls belegt.

1.6.2 Stimulation von Proteinkinase C (PKC)

Die P2Y:- bzw. P2Y-induzierte Ins(1,4,5)Ps-Freisetzung und Ca**-Mobilisierung
fihrt (unter Beteiligung der PKC) zur Aktivierung einer ganzen Reihe von Signaltrans-
duktionswegen, die zelltypspezifisch von beiden Rezeptortypen benitzt werden. Dazu zéhlen
die Aktivierung Ca®* -abhangiger K*-Kanale, die Induktion der Stickstoffmonoxidsynthetase
(NOS) und in der Folge die Bildung von EDRF (endothel-derived relaxing factor) bzw.
EDHF (endothel-derived hyperpolarizing factor), die Stickstoffmonoxid (NO) entsprechen.
Eine bemerkenswerte, gewebespezifische Zuordnung der P2Y;- bzw. P2Y,-Rezeptoren laft
sich bei der Regulation des extrazellularen lonenmilieus Uber diese gemeinsamen Signal-
transduktionswege treffen. In respiratorischen Epithelien werden entsprechende lonenkanale
praktisch ausschlieBlich durch P2Y,-Aktivitat reguliert. In nicht-respiratorischen Epithelien
(z.B. bei der Vasodilatation) findet die Regulation der beteiligten lonenkanéle Gber P2Y;-
Rezeptoren statt. Weitere Beispiele fur Rezeptor-spezifische Effekte sind die Zytokin-
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sekretion ( P2Y,-Rezeptoren) und die Blutplattchenaggregation (P2Y;-Rezeptoren). Die
Aufklarung weiterer gewebespezifischer P2Y;- bzw. P2Y,-Rezeptoreffekte lassen sich auf
Grund der Tatsache erwarten, dal} inzwischen transgene Mausmodelle (knock-out) fiir beide
Rezeptoren verfugbar sind [77,78,79].

Zu den Effekten die in Folge der PKC-Aktivierung induziert werden gehdren die
Aktivierung der Phosphatidyl-spezifischen Form der PLC und PLD, der mitogen-aktivierten
Proteinkinasekaskade (MAPK) und die Aktivierung des Ca**-Einstroms durch spannungsab-
hangige Ca®*-Kanale. Die Ca®'/Ins(1,4,5)Ps-unabhéngige Aktivierung von PKC, der eine
Tyrosinkinase-vermittelte Phosphorylierung der MAPK folgt, ist moglicherweise der Weg auf
dem bei Endothelzellen die Prostazyklinproduktion erfolgt [80].

Prostaglandine spielen im zelluldren Metabolimus, der Sekretion, der Genexpression
und beim Wachstum eine Rolle. Mitogene Effekte von P2Y;—Rezeptoren, die von PKC uber
Raf-1 und MAPK vermittelt werden, sowie die Induktion von ,,immediate early genes* sind
ebenfalls belegt [81]. Bei Astrozyten sind P2Y; bzw. P2Y, unabhé&ngig voneinander an
Phosphatidylinositol (P1)/Ca®*-regulierte PLC, Ca®*-regulierte PLC und ERK (extracellular
signal-regulated kinase) Signaltransduktionskaskaden gekoppelt. Vermutlich erfolgt die P2Y-
Rezeptor vermittelte ERK-Aktivierung durch PKCy, einer Ca?*-unabhangigen Isoform der
PKC, in Zusammenarbeit mit PLD. Daruber hinaus gibt es Befunde fir eine ERK-Beteiligung
an der Vermittlung mitogener Effekte (DNA-Neusynthese), die durch P2Y-Aktivierung
ausgelost werden [14].

Die Sekretion von Arachidonséure oder die Synthese von Prostaglandinen wird tber
die Aktivierung der PLA, vermittelt. Bei der Induktion der Prostazyklinproduktion durch
P2Y, —Rezeptoren sind vermutlich ebenfalls eine Ca®*/Ins(1,4,5)Ps-unabhangige Isoform der
PKC und die Aktivierung der MAPK-Kaskade beteiligt [80]. PKC-unabéngig erfolgt dagegen
die Aktivierung von streRaktivierten Proteinkinasen in bestimmten Nierenzellen durch die
Stimulation mit UTP und ATP [82]. P2Y,-Rezeptoren filhren zur Offnung von Ca**-ab-
hangigen Chloridkanalen in Zellen, die an der epithelialen Flussigkeitssekretion beteiligt sind
[51,50] u.a.). Auch die Aktivierung von K*-Kandlen und von nicht-selektiven Kationen-
kanalen durch P2Y, [83], sowie die Inhibition von N-Typ Ca**-Strémen [84] ist belegt.

1.6.3 Regulation von Adenylatzyklase (AC)

Die P2Y, vermittelte Inhibition der Adenylatzyklase (AC) beruht auf der Aktivierung
von G; [85], in einigen Fallen ist sie aber ein sekundarer, Ca?*-abhangiger Effekt (Munshi et
al 1993, Garristen et al 1992 in [2]). In Nierenepithelzellen bewirkt eine P2Y,-Rezeptorakti-
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vierung eine Zyklooxygenase-abhéngige Erhéhung der cAMP-Konzentration, was eine Betei-
ligung von PGE; impliziert [86]. Der postulierten, inhibierenden P2Y1-Wirkung auf die AC
[62] [63], [87], [66] unterliegt ein bisher noch ungeklarter Mechanismus, d.h. es ist noch
strittig ob der beteiligte Rezeptor tatsachlich ein klassisches Mitglied der P2Y;-Gruppe ist
[88]. In Schwannzellen ist die AC-Inhibition in klassischer Weise PTX hemmbar, jedoch
besteht die Mdglichkeit, dal neben Giq auch 3,y Untereinheiten zur Inhibition der AC fiihren
[87,89,66]. Die in diesem Abschnitt dargestellten Befunde zur Beteiligung der verschiedenen

Effektoren an den von P2Y3- und P2Y,-Rezeptoren benltzten Signaltransduktionswegen,

wurden in [graphisch zusammengefalt:|graphisch zusammengefait:
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Abbildung 3 :Ubersicht tiber die wichtigsten Signaltransduktionswege von P2Y; und P2Y-Re-
zeptoren

Die Abbildung zeigt die vielfaltigen Verflechtungen der Signaltransduktionswege der P2Y-Rezep-
toren. Die Abkirzungen bedeuten: PLC/ PLA,/PLD Phospholipase C, bzw. A, D; PKA, PKC Protein-
kinase A bzw. C; MAPK mitogen-aktivierte Proteinkinase; PG Prostaglandin; AC Adenylatzyklase;
JNK Jun-Kinase; ERK extrazellular signal-regulated kinase; DAG Diazylglyzerol; InsP; Inositol
(1,4,5) trisphosphat, InsPs-R Inositol (1,4,5) trisphosphat-Rezeptor; PIP, Phosphatidylinositolbisphos-
phat; NRTK ,non-receptor“ Tyrosinkinase; ATP Adenosin 5 -triphosphat; cAMP zyklisches
Adenosinmonophosphat; ER Endoplasmatisches Retikulum; FFS freie Fettsduren; CREB/ SRE cAMP
response element binding protein bzw serum response element binding protein; Ras/Raf gehdren zu
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den ,kleinen G-Proteinen“, die durch GTP aktiviert werden (Tyrosinkinase und ein ,kleines G-
Protein“); CamK Calmodulin-abhéngige Kinase. Pluszeichen bzw. Minuszeichen stehen fir
Aktivierung bzw. Hemmung.

1.7 Regulation der Aktivitat von P2Y,-Rezeptoren durch posttrans-
lationale Modifikationen

Im Gegensatz zu den am besten untersuchten GPCR — den [3,-adrenergen Rezeptoren —
ist fir die purinergen Rezeptoren bisher nur wenig bzgl. ihrer Regulation bekannt. Generell
desensitisieren P2Y;- und P2Y,-Rezeptoren nur relativ langsam. lhre heterologe Desensi-
tisierung erfolgt mit einer niedrigen Geschwindigkeit (t;, etwa 15 min ), ist multifaktoriell
und PKC/Ca*" unabhéngig [89]. Die an der homologen Desensitisierung der purinergen P2-
Rezeptoren beteiligten posttranslationalen Prozesse beinhalten vermutlich die bekannten
Reaktionen von Rezeptorphosphorylierung durch GRK, Abkopplung vom G-Protein und
Internalisierung und sind Ins(1,4,5)Ps- und Ca®**-abhangig [90,91] Partielle heterologe
Desensitisierung der P2Y1- Antworten durch P2Y,-Aktivierung sind berichtet, nicht jedoch
die P2Y; induzierte Desensitisierung der P2Y,-Antwort [92]. Bei endothelialen P2Y,-
Rezeptoren wird die maximale, durch UTP induzierte Desensitisierung nach etwa 10 min
erreicht, wobei der Phosphorylierung von bestimmten Aminosdureresten im C-terminalen Teil
des Rezeptors eine besondere Rolle zuzukommen scheint [93]. Die Resensitisierung der
Rezeptoren bendtigt bei diesen Zellen etwa den gleichen Zeitraum. Die durch Agonistwirkung
stimulierte Internalisierung von P2Y,-Rezeptoren ist gezeigt [94], was ebenfalls als ein
indirekter Beweis fir die Rezeptorregulation durch Phosphorylierungsprozesse gewertet
werden kann. Neben der Desensitisierung durch Phosphorylierung ist die Herunterregulierung
der P2Y,-mRNA fir HL-60 Zellen bekannt, die auf einer inflammatorischen Aktivierung der
Zellen beruht [95].

Weitere posttranslationale Modifikation wie z.B. Myristoylierung oder Glykosylierung,
lassen sich auf Grund der Analyse der Sequenzdaten der klonierten rP2Y;-Rezeptorsequenz
(Sequenzmotife fur beide Modifikationen sind auch in anderen P2Y-Rezeptorsequenzen
vorhanden) und auf Grund des Unterschieds zwischen berechneter und scheinbarer Grélie der
Rezeptorproteine (SDS-PAGE) vermuten. Daneben spricht die Existenz weiterer Sequenz-
motife fur eine mogliche Beteiligung der CamK Il bzw. der PKC an der Regulation der
Rezeptoren z.B. durch Desensitisierung, Internalisierung bzw. Rezeptorrecycling. Berichte in
der Literatur die solche posttranslationalen Modifikationen an P2Y-Rezeptoren direkt belegen

gibt es aber bis jetzt noch nicht.
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1.8 ,,Green Fluorescent Protein* (GFP) als Fusionsanteil heterolog

exprimierter GPCR

Zu groBBen Fortschritten im detaillierten Verstandnis der zelluldren Reaktionen, die
durch GPCR-Aktivierung ausgeltst werden, fiihrte die Kombination von pharmakologischen,
zellbiologischen und molekularbiologischen Befunden. Die Mdglichkeit Verédnderungen der
intrazellularen Kalziumkonzentration oder der Verteilungsgradienten in einzelnen Zellen
durch Fluoreszenzfarbstoffindikatoren wie Fura-2 direkt zu visualisieren (s.a. S[48), fuhrte zu
entscheidenden Befunden fur die Aufklarung von Vorgéngen, die in die Regulation der
Kalziumhom@ostase bei Zellen involviert sind.

Nicht-invasive Techniken zur Untersuchung der Dynamik von Transportvorgéngen
zelluldrer Proteine, die in diesem Zusammenhang von Interesse sind (GPCR, G-Proteine,
Kinasen u.a.), beschrénkten sich noch bis vor Kurzem auf den Einsatz von Fluorochrom-
markierten (Rezeptor-) Liganden [96,97], die immunocytochemische Markierung dieser
Proteine oder - bei rekombinant exprimierten Proteinen — die Fusion von Markerepitopen
(HA, c-myc, FLAGO oder VSV) an diese Proteine. Voraussetzung fir den sinnvollen Einsatz
Fluorochrom-modifizierter Liganden ist eine hohe Affinitdt und Selektivitat fir den unter-
suchten Rezeptortyp. Vor allem bei kleinen endogenen Liganden (z.B. Nukleotiden) ist die
Konservierung dieser Eigenschaften nach chemischer Modifikation problematisch. Anderer-
seits liegt es in der Natur von immunohistochemischen Experimenten, daf sie an fixierten und
permeabilisierten Zellen bzw. Geweben durchgefihrt werden. Diese Tatsache macht Anti-
korper fur den Einsatz in Experimenten, die zur Untersuchung der Dynamik von Prozessen -
mdoglichst in Echtzeit - durchgefuhrt werden (,,Zell-Imaging*) ungeeignet. Vor diesem Hinter-
grund &Rt sich das grolRe Potential von GFP als Fusionsanteil in einem Expressionskonstrukt,
das sich durch diese Markierung in seiner zelluldren Verteilung in vivo leicht verfolgen 1aft,
sehr deutlich erkennen. GFP-GPCR-Fusionsproteine ermoglichen die Analyse von Effekten
spezifischer Pharmaka auf die Rezeptorregulation in einem physiologischen Kontext. Dabei
laikt sich die Dynamik dieser Vorgange in vivo, mit unmittelbarer zeitlicher und rdumlicher
Auflésung beobachten.

GFP ist ein fluoreszierendes Protein ( 238 Aminosauren, ca. 27 kDa) aus der Qualle
Aequorea victoria. Im Gegensatz zu Biolumineszenz-Reporterproteinen sind fur die GFP-
Fluoreszenz keine anderen Substrate oder Co-Faktoren nétig (Ubersicht in [98]). Modifizierte
Formen von GFP wurden als Fusionsprotein erfolgreich bei der Untersuchung von
Transportprozessen [99] und der subzelluldren Lokalisation rekombinanter Proteine [100]
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eingesetzt. Zur Untersuchung von GPCR-Regulationsmechanismen wurde diese Technik
erstmals erfolgreich von Barak et al. 1997 [101] eingesetzt. In den letzten 2-3 Jahren folgten
weitere GPCR-GFP-Fusionsproteine an denen neben Agonist-induzierter Rezeptorinternali-
sierung, —recycling und zellularer Verteilung auch eine Reihe pharmakologischer Aspekte
erforscht wurden.

GPCR-GFP Expressionsstudien in Sdugerzellinien liegen fiir den Cholecystokinin Typ
A CCK; Rezeptor [102], den Thyrotropin- releasing-hormon Rezeptor-1 TRHR-1, die a-1a
und a-;5 Adrenozeptoren, den Vasopressin V2 Rezeptor, den Parathyroidhormonrezeptor, den
CXCR-1 Chemokininrezeptor (Ubersicht in [4]) und den Ca?*-Sensorrezeptor [103] vor. Alle
bisher vertffentlichten Rezeptor-GFP Konstrukte sind am C-terminalen Ende mit GFP
markiert und es ist bemerkenswert, daB es bei allen in Folge ihrer Aktivierung zur Produktion
der erwarteten sekundéaren Botenstoffe kommt. Die Kopplung an die jeweiligen, ,,naturlichen®
Signaltransduktionskaskaden dieser Rezeptorfusionsproteine erfolgt in Agonist-abhéngiger
Weise und dartber hinaus ist die agonist-induzierte Phosphorylierung dieser GPCR-GFP
Proteine bewiesen. Klare Belege sprechen auch fiir die Interaktion dieser modifizierten
Rezeptoren mit Proteinen der Arrestinfamilie, d.h. fir eine spezifische Regulation der
Rezeptoraktivitét.

Hohe Expressionsraten werden bei der heterologen, transienten Expression vor allem
durch den Gebrauch viraler Promotoren erreicht. Eine solche Uberexpression fiihrt bei der
Expression von GPCR in Sdugerzellinien nicht selten zu artifiziellen Veranderungen der
Lokalisation und Regulation dieser Rezeptoren. Ein nicht unerheblicher Anteil des exprimier-
ten Proteins scheint im Golgi-Apparat oder in anderen intrazelluldaren Kompartimenten zu
verbleiben und nicht effizient zur Plasmamembran transportiert zu werden. Diese artifiziellen
Veranderungen konnen bei GPCR-GFP Konstrukten direkt beobachtet werden (z.B. [4]), was
einen nicht zu unterschatzenden Vorteil dieser Modifikation zur i) Identifikation und
Etablierung von effizienten Bedingungen bei der transienten Transfektion oder ii) zur
schnellen und sicheren Identifikation von entsprechenden, rekombinanten Zellklonen bei der

stabilen Transfektion eukaryontische Zellen darstellt.

1.9 Zielstellung des Projekts

Die physiologische Rolle der unterschiedlichen P2Y-Rezeptoren ist sehr breit
gefachert. Sie besitzen wichtige Funktionen bei der Regulation von physiologischen

Prozessen (Neurotransmission, vaskularer Tonus, Blutplattchenaggregation, Sekretion, lonen-
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homoostase u.a.) Unterstrichen werden diese Schlisselfunktionen durch das steigende
therapeutische Interesse an Nukleotiden bzw. Nukleotidanaloga bei der Behandlung von Mu-
koviszidose [39], Vasospasmen, stressbedingter Inkontinenz, Diabetes, Entziindungskrank-
heiten, Krebs, Herzrhythmusstérungen und dem méglichen neuroprotektiven Potential, das in
der Regulation purinerger Rezeptoraktivitat liegt ([59] und Ubersicht in Agteresch et al. 1999
[104]).

Eine herausragende Rolle nehmen in dieser Rezeptorgruppe die P2Y3- und P2Y,-
Rezeptoren ein, denn diese Rezeptoren weisen eine universelle zelluldare Verbreitung auf und
vermitteln die bis jetzt am besten untersuchten physiologischen Effekte purinerger GPCR-
Aktivierung. Projekte die sich mit der physiologischen Rolle von P2Y-Rezeptoren, d.h. vor
allem der Regulation der involvierten Signaltransduktionskaskaden auf der Ebene der
Rezeptoren (Desensitisierung, Internalisierung und Recycling) befassen, stehen generell vor
dem Problem, dall P2Y-Rezeptoren wie GPCR im Allgemeinen eine sehr niedrige Ex-
pressionsrate aufweisen. Dieser Umstand erschwert ihre experimentelle Zugénglichkeit
entscheidend. Bei purinergen Rezeptoren kompliziert die hdufige Koexpression verschiedener
P2-Subtypen in einer Zelle die Zuordnung bzw. die Spezifitdt des gemessenen Effekts.
Erschwerend wirkt sich auch die fehlende Verfligbarkeit echter, Subtyp-spezifischer
Antagonisten bzw. Agonisten aus. Immunozytochemische Methoden lassen sich auf Grund
des volligen Fehlens von P2Y-spezifischen Antikdrpern ebenfalls nicht einsetzen.

Einen mdoglichen Ansatz zur Lésung bzw. Umgehung dieser Probleme bietet die
stabile, heterologe Expression dieser Rezeptoren in Sdugerzellinien. Entsprechende
Modifikationen (,,tag”) der genspezifischen cDNA erlauben den Einsatz immunozytoche-
mischer Methoden, da sehr oft spezifische, gegen ein ,tag” gerichtete Antikorper kauflich zu
erwerben sind (s.a. Kapitel[1.8). Bei Experimenten mit solchermaBen modifizierten GPCR ist
es unumganglich zu verifizieren, daR die Modifikation des Rezeptorproteins keine
Auswirkungen auf die Pharmakologie des exprimierten Rezeptors hat. Fir GPCR, die wie
purinerge P2Y-Rezeptoren sehr kleine endogene Liganden haben, kann man annehmen, daf}
eine N-terminale Modifikation praktisch keinen EinfluR auf die Ligandenbindung oder die
Rezeptorfunktion hat. Im Fall von GFP-Fusionsproteinen erscheint eine N-terminale
Plazierung des GFP-Anteils wenig sinnvoll, denn die erfolgreiche funktionelle Expression
dieses Konstrukts wirde den Transport des 27 kDa grofien, globuldr strukturierten GFP-
Anteils durch die Plasmamembran in den extrazellularen Raum erforden. Bei einer C-

terminalen Fusion des GFP-Anteils (der Rezeptor wird dabei um mehr als 50% vergroRert 1)
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kommt der Uberpriifung der grundlegenden Rezeptorfunktionen eine um so gréRere
Bedeutung zu.

Bei der Auswahl geeigneter Zellinien zur GPCR-Expression spielen die G-Protein-
bzw. Rezeptorausstattung der Wirtszelle und die endogene (Nicht-) Expression des zu trans-
fizierenden Rezeptors die entscheidende Rolle. Eine niedrige endogene Expression des
Rezeptors garantiert die Existenz aller Signaltransduktionskomponenten, die zur funktionellen
Expression und physiologischen Regulation des heterologen Rezeptors nétig sind, macht aber
u.U. die Abgrenzung zwischen Effekten schwierig, die durch die endogenen bzw. durch die
heterologen Rezeptoren ausgeldst werden. Liegt keine endogene Expression vor besteht das
Risiko, dal die exprimierten ,,zusatzlichen* Rezeptoren in artifizieller Weise reguliert werden
oder an nicht-physiologische Signaltransduktionskomponenten koppeln. Die universelle
Verbreitung der P2Y-Rezeptoren erweist sich auch in diesem Punkt als bedeutsam, d.h. bis
jetzt sind extrem wenige Zellinien (T-Zellinie Jurkat [33], 1321N1 Astrozytomzellinie [105],
A-10 Zellen [40] und die K562 Leuk&miezellen [106]) verfligbar, in denen bis jetzt keine
Expression von P2Y-Rezeptoren nachgewiesen werden konnte.

Vor diesem Hintergrund war die Klonierung eines Subtyps der P2Y-Rezeptorfamilie
neuronalen bzw. glialen Ursprungs, sowie die Etablierung und Charakterisierung stabil trans-
fizierter Zellinien das Hauptziel dieses Projekts. Die funktionelle heterologe Expression
dieses Rezeptors zielte auf die Schaffung von Zellinien ab, die sich zur Untersuchung der
physiologischen Funktion des Rezeptors, der Dynamik seiner zellularen Lokalisation und der
Regulation der Rezeptoraktivitdt eignen. Ein weiteres Ziel bestand darin an den
rekombinanten Rezeptorproteinen Erkenntnisse zu Struktur-Funktionsbeziehungen dieses
Rezeptortyps zu gewinnen, die maoglicherweise zur Identifizierung von spezifischen
Antagonisten oder Agonisten beitragen.

Zur Untersuchung dieser Fragestellungen sollte ein rekombinanter cDNA-Klon eines
P2Y; Rezeptors aus dem Hirn der Ratte mit ,,green fluorescent protein“ (GFP) am C-termi-
nalen Ende modifiziert und stabil in HEK293 Zellen exprimiert werden. Ebenfalls sollten
HEK293 Zellen mit dem identischen, nicht-modifizierten rP2Y-Rezeptor stabil transfiziert
werden und die rekombinanten Zellinien im Vergleich zu den nicht-transfizierten HEK293

Zellen charakterisiert werden.
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Die experimentelle Strategie des Projekts gliedert sich wie folgt:

1. Identifizierung, Charakterisierung und geeignete Umklonierung des P2Y;—Rezeptor cDNA-

Klons.
2. Verifizierung der Funktionalitit der Expressionskonstrukte nach transienter Expression

3. Etablierung von stabil rP2Y; bzw. rP2Y1-eGFP exprimierenden, klonalen HEK293 Zell-

linien.

4. Mikrofluorimetrische und biochemische Untersuchungen zur Charakterisierung dieser
Zellinien bzgl. Rezeptorexpression, zellulérer Lokalisation und Funktionalitét
des rP2Y;

5. Untersuchung der Rezeptorregulation mittels mikrofluorimetrischer und

(immuno-) fluoreszenzmikroskopischer Methoden.
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2 Material und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Gerate
2.1.2 Laborgerate

Brutschrank

Feinwaage A200S

WaagelL 610D

Waage L2200P

Magnetriihrer RCD-basic

Vortexer Vibrax-VXR

Ultra-Turrax T8 und T25
DNA-Thermocycler Trio-Block
Hybridisierungsofen, Typ Hybaid MKII
Mini Cycler

Filmkassetten und Intensifying screen
Kihlzentrifuge Sorvall, Typ RC-5B
Kihlzentrifuge Typ 5402
Tischzentrifuge Typ 5415
Thermomixer 5436

Biofuge 22 R

Variofuge 3.2 RS
Begasungsbrutschrank BB16
Sterilbank Lamin Air HB2448
Trockensterilisator Typ ST 6120
Reinstwasseranlage Typ MilliQ plus
UV-Photometer, Typ Ultrospec 2000
Photometer Gene Quant
Peristaltikpumpe P1
Mikrowellengerdt Mikromat
Kuhlzentrifuge Avanti
Tischultrazentrifuge TL-100
Schutteltisch CM-9

Schutteltisch Typ 3011

Schiitteltruhe Typ 3033

Schutteltruhe

UV-Transluminator UVP
Videodokumentationsystem Eagle eye
UV-crosslinker

Vakuumtrockner Univapo 100 H
Unitherm Kreislaufkihler 4/14
Eisbereiter AF 10

Gasbrenner Fireboy eco
Dampfsterilisator Varioklav Typ 500
Flussigkeitsszintillationzahler Typ 1600 TR
Durchsichtmikroskop Diavert
Fluoreszenzmikroskop DM-RXE
Spannungsgerdt PS500X
Elektrophoresekammer
Tankblotapparatur
Elektrophoresekammern

Gene Pulser 11

Memmert
Sartorius, Gottingen

IKA Labortechnik, Staufen i.Br.

Biometra, Gottingen

MJ-Research, Biozym Oldendorf
Kodak

DuPont de Nemours, Bad Homburg
Eppendorf, Hamburg

Haereus, Hanau

Millipore, Eschborn
Pharmacia, Freiburg

AEG
Beckmann

Desaga
GFL

NEW Brunswick Scientific GmbH
HEROLAB, Wiesloch
Stratagene, Heidelberg

Unieqip, Martinsried

Scotsman

Integra Biosciences

H+P Labortechnik, Miinchen

Canberra Packard, Downers Groove USA
Leitz

Leica

Hoefer Scientifc Instruments, SF

Mighty Small 11

TE Series Transphor

Bio-Rad, Miinchen
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Elektroporator zur Zelltransfektion auf Deckglaschen:

S48 Stimulator und Kammer Astro Med. Inc. GRASS, Instrument Div;

Kammer Eigenbau Werkstatt Leibnitz Institut fiir
Neurobiologie, Magdeburg

Khlschrank Liebherr

Tiefklhlschrank (-20°C) Elektrolux

Tiefklhlschrank (-80°C) VIP-Series Sanyo

pH-Meter pH 538 WTW

Heitzblock Dri-Block DB-2A TECHNE

ELISA Photometer Multiscan MCC/340 Titertek, Labsystems Finnland

ABI-Prism Systemsequenzer 310 Perkin Elmer, Ublingen

Mikroskop Axiovert 135 Zeiss, Jena

a,B-Handmonitor LB122 Berthold

Schittelwasserbad Haake, Karlsruhe

2.1.2.1 Sonstige Geréte

Variable Pipetten, Multipette, Eppendorf, elektische Pipettierhilfen, diverse Probentrager
Neolab.

2.2 Chemikalien und Verbrauchsmaterial

2.2.1 Molekularbiologische Methoden

Alkalische  Phosphatase, = T4-Ligase, = T4Polymerase,  Klenow-Enzym,  dNTPs,
Restriktionsenzyme, ,,random priming“ Labelling Kit, DNA-Molekulargewichtsstandard No
13, 100 bp Ladder, No 21 MBI Fermentas, Villnus, Lithauen; Bacto-Trypton, Bacto-Hefe-
extrakt, Bacto-Agar Fa. Otto Nordwald (Difco), Hamburg; CorexR Zentrifugenréhrchen,
DuPont de Nemours, Bad Homburg; Glaswaren (Flaschen, Kloben etc. ) aus Duran, Schott,
Mainz; Restriktionsenzyme, BiolLabs, Schwalbach; Taq Polymerase, Dynazme Biometra,
Gottingen; Reversetranskriptase MuLV Promega ; Reverse Transkriptase MuLV, Trifast-
Reagenz , RNAse Inhibitor, peq Lab, Erlangen; Ampicilin, Kanamycin, RNAse A,
Boehringer, Mannheim; Phenol, Proteinase K, Formamid, Fa. Roth (Karlsruhe); Lysozym,
Serva, Heidelberg; Big Dye-Terminator Cycle Sequencing Kit , Perkin Elmer, Weiterstadt;
Cyclist Sequenzier Kit, Pfu-Polymerase, pBluescript SK+, pUC18-Vektor, XL1 Blue: E.coli,
recAl, end Al, gyrA96, thi-1, hsdR17, supE44, relAl,lac[F proAB lacqZzDM15 Tnl0(
Tetrec)], Stratagene Heidelberg; Plasmidvektor pEGFPN, Clontech (Gen-Bank Accession #
U55762, #U57608, # U57609), Heidelberg; MOPS (Morpholinopropansulfonséure), DEPC
(Diethylpyrocarbonat), DTT (1,4 Dithiothreitol), Sigma, Deisenhofen; Formaldehyd, Na-
Azid, Merck, Darmstadt; Einmal Sterilfilter FP 030/2 0.45um, Schleicher & Schuell, Dassel;
Petrischalen (90 mm, 120 mm), PolystyrolgefaRe (steril, 15 ml, 50 ml), Greiner, Fricken-
hausen; ReaktionsgefaRe 0.5 ml, Easy Pure Kit, Biozym, Oldendorf; ReaktionsgefaRe 1,5 ml
Roth, Karlsruhe oder Eppendorf , Hamburg; Elektroporationskuvetten 0.2/0.4 cm, Invitrogen,
NV Leek, Niederlande;

2.2.2 Zellkultur Methoden

Geneticin (G 418) , Calbiochem Bad Soden; DMSO (Dimethylsulfonoxid), Poly-D-Lysin,
Heparin, Sigma, Deisenhofen; FCS (fetal calf serum), DOTAP Lipofektionsreagenz,
Boehringer, Mannheim; Ham’s F12-, DMEM-Pulvermedium mit L-Glutamin, Natriumhydro-
gencarbonat, Penicillin/ Streptomycin (10 000/10 000 E mg/ml), Phenolrot 0.5%, Trypsin/
EDTA-L6sung (0.05%/0.02%) , Seromed, Fa Biochrom, Berlin; Kryordhrchen, Zellkultur-
schalen, 24-well-Platten, Greiner, Frickenhausen; Zellkulturschalen, Nunc Wiesbaden;
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HEPES (Hydroxyethylpiperatinethansulfonsdure), PBS nach Dulbecco, Serva, Heidelberg;
HEK293-Zellen, Leibnitz-Institut fiir Neurobiologie Magdeburg Abt. Gundelfinger; Deck-
glaschen ( 22 mm, OmniLab); Objekttrager, Menzel Glas;

2.2.3 Ca’*-Imaging

Fura2-AM, Biomol, Hamburg/ Molecular Probes (MobiTec Gottingen); CPA (Cyclopiazon-
séure), KN-62, Alexis; Okadain Saure, Calyculin A, TPA, Bisindolylmaleimid, U73122,
Monensin, Calbiochem, Bad Soden; 2-MeSATP, 2-MeSADP, Biotrend, Kéln; ATPaS, NEN
Du Pont, Brissel, Belgien; Immersionsél 518 N, Zeiss; UTP, ATP, ADP, etheno-ATP,
Tunicamycin, PPADS, Heparin, Pertussis-Toxin, Cholera-Toxin, Sigma, Deisenhofen;

2.2.4 Immunoassays

Polyklonales a-GFP Peptid-Kaninchen 1gG Antikorperserum (affinitatsgereinigt) ,,Living
colors“, Clontech, Heidelberg; a-GFP-Kaninchen IgG polyklonales Serum, Invitogen, NV
Leek, Niederlande; Ziege-a-Kaninchen-IgG Antikorper Cy3-konjugiert (affinitatsgereinigt),
Kaninchen-a-Maus IgG Antikérper Horse Radish Peroxidase (HRP)-konjugiert, Ziege-a

Kaninchen-1gG Antikérper HRP-konjugiert, Dianova, Hamburg; Lektin ConA-Digoxigenin
konjugiert, a-Digoxigenin HRP-konjugierte Fab-Fragmente, Boehringer, Mannheim; Gelatine
Blockierugsreagenz fir Western Blot, Boehringer, Mannheim; Albumin (Bovine Fraction V)
Sigma, Deisenhofen; Instant Magermilchpulver, Elbmilch; Mercaptoethanol, Fluka, Buchs,
CH; Tween 20, Serva, Heidelberg; Dextranmethylrhodamin (MW 10 kDa), WGA-TexasRed,
Molecular Probes, Oregon USA; Aquatex Einbettmedium, Merck, Darmstadt;

2.2.5 Gelelektrophorese

Acrylamid, ,Bisacrylamid, Biomol, Hamburg; TEMED (N,N,N",N"-tetramethylenamin),
Glycin, Tris (Tris(hydroxymethyl)aminomethan), Coomassie Brillant blue, Bromphenolblau,
Xylencyanol FF, Serva, Heidelberg; Agarose SeaKem, SeaKem uber Biozym Oldendorf;
Ethidiumbromid, Merck, Darmstadt; Hybond N Nylonmembran , Amersham; Nitrocellulose
Transfer-Membran PROTRAN, Whatmann 3MM Filterpapier, Schleicher & Schuell, Dassel;
Protein Molekulargewichts Standard: ,,Rainbow Full Range“ perstained, Amersham, Braun-
schweig; Prestained SDS-PAGE Standards, ,,low-range*, Bio-Rad, Miinchen;

2.2.6 Primeroligonukleotide fur die PCR bzw. RT-PCR:

Die Primeroligonukleotide (Abbildung 4) fiir die PCR bzw. RT-PCR wurden von der Firma
MWG-Biotech, Ebersberg synthetisiert, entschiitzt und lyophilisiert geliefert. Vor ihrer Ver-
wendung wurden die Primer in sterilem H,Odd gel6st, so dal? eine 100 uM Stammlésung vor-
lag.

TM3f: 5-GAATTCYTSTTC CTC ACC TGC ATM AG -3
TM3nf: 5- GAATTC TCA CCT GCATCA GYG YRC AC-3
TM7r: 5-GAATTC AYR GGG TCA ACG CARCTG TT-3

rat P2Y1ges f: 5'- TGG AAT TCA TGA CGG AGG TTC CGT GGT CG-3’
rat P2ylgesr: 5'- ACG AAT TCT CAC AAG GTG GTG TCG CCA TT-3
rat P2Y1losb r: 5°-TAG GAT CCT GCC AAG GTG GTG TCG CCA TT-3
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rat GAPDH f: 5-GAA TGG GAG TTG CTG TTG AAG TCA -3

rat GAPDH r: 5-TAT GTC GTG GAG TCT ACT GGC GTC -3

Sequenzierprimer flr das pEGFP-Konstrukt (GFP tag befindet sich am C-Terminus des Rezeptors)
k-gfp: 5°- CGT CGC CGT CCA GCT CGA CCA G-3°

Primeroligonukleotid zur cDNA-Synthese:

Oligo(d)TV :5-TTTTTTTTTTTTTTITTTITTITTTITTTT V-3

Abbildung 4: Auflistung der eingesetzten Primeroligonukleotide und deren Nukleotidsequenz

Die Abkirzungen ,,f“ und ,,r*, stehen fiir sense bzw. antisense und zeigen die relative Lage des Oligo-
nukleotids zum codierenden Strang der Matrizen-DNA an. Y steht fir C/T, M fur A/C, R fir A/G, V
fur A/C/G .Zur genspezifischen Sequenz hinzugefiigte Restriktionssequenzen sind unterstrichen.

2.2.7 Sonstige Materialien

Szintillationscoktail Ultima Gold, Packard, Dreieich; Roti-Hybri Quick Hybridisierlésung,
Roth, Karlsruhe; ECL-Reagenzien, Amersham, Braunschweig; Radionuklide: alle von
Amersham, Braunschweig

[0®?P]-Desoxyadenosin-5’-triphosphat ([0*?P]-dATP; ~ 110 TBg/mmol)
[a®2P]-Desoxycytosin-5"-triphosphat ([a*2P]-dCTP; ~ 110 TBg/mmol)
[a®S]-Thiodesoxyadenosin-5"-triphosphat ([a**S]-dATP; > 37 TBg/mmol)

Alle weiteren Chemikalien wurden in p.a. (pro analysi) Qualitat von Roth (Karlsruhe), Merck
(Darmstadt) oder Sigma (Deisenhofen) bezogen.

2.2.8 Puffer und Lésungen

Puffer und Loésungen wurden mit deionisiertem sterilen Wasser (Umkehrosmose Reinstwas-
seranlage oder Destillationsanlage) hergestellt. 1x Puffer wurden aus konzentrierten Stamm-
I6sungen verdinnt und der pH-Werts bei RT eingestellt. Ergdnzende Komponenten wurden
den Ldsungen als ,,Festsubstanz® (z.B. NaCl, Tween 20) oder aus Stammlésungen ( z.B.
EDTA, Na-Azid) zugegeben. Die benétigten Lésungen sind im Einzelnen bei der Beschrei-
bung der jeweiligen Methode angegeben. Spezielle Reaktionspuffer fur den Einsatz der ver-
schiedenen Enzyme, wurden als 10-fach Konzentrate vom jeweiligen Enzymlieferanten bezo-
gen und nach Vorschrift eingesetzt.
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2.3 Methoden

2.3.1 Molekularbiologische Methoden
2.3.1.1 Aufreinigung von DNA

2.3.1.1.1 Aufreinigung von Plasmid-DNA aus Midi-Kulturen

LB-Medium (autoklaviert): 10g/L Trypton, 5 g/L Hefeextrakt, 5 g/L NaCL, 100 mg/L Antibiotikum
(Ampicilin bzw. Kanamycin), Lésung 1: 50 mM Glucose, 10 mM EDTA, 25 mM Tris/HCI pH 8.0
Lésung 2: 0.2 M NaOH, 1% w/v SDS in H,O dd, Lésung 3: 60 ml 5 M NaAcetat, 11.5 ml Eisessig,
28.5 ml H,O dd, Lésung 4: 1.6 M NaCl, 13% (w/v) Polyethylenglycol 8000, TE/RNAse: TE (pH 8.0)
/RNAse (20pg/ml), 1 x TE: 50 mM Tris/HCI pH 7.5, 1ImM EDTA

Zur Isolierung von Plasmid-DNA, die fir gentechnische Arbeiten (Vektorpraparation),
als Transfektionsmaterial oder zur Isolierung subklonierter DNA-Fragmente gebraucht wurde,
wurden die entsprechenden E.coli Zellen (Stamm XL1-Blue) einer alkalischen Lyse nach
Birnboim and Doly ([107] modifiziert) unterzogen. Dazu wurden 250 ml einer Ubernachtkul-
tur des plasmidhaltigen Bakterienklons wurde in einem SLA 1500 Rotor zentrifugiert (4.000
rpm,4°C, 10 min). Das Sediment wurde mit 18 ml der Lésung 1 unter Zusatz von 36 mg
Lysozym 10 min bei 37°C resuspendiert. Durch Zugabe von 40 ml der Losung 2 erfolgte die
Lyse der Bakterien. Aus dem Lysat wurden durch Zugabe von eisgekhlter Losung 3 (30 ml)
ein weiles, flockiges Prézipitat ausgefallt, das sich aus Zelltrimmern, genomischer DNA und
SDS zusammensetzt. Zur Abtrennung dieses Prazipitats wurde erneut im SLA 1500 zentrifu-
girert (7.000 rpm, 4°C, 15 min). Der plasmidhaltige Uberstand wurde filtriert und die Plas-
mid-DNA durch Zugabe von 52 ml Isopropanol geféllt. Das Sediment der abschliessenden
Zentrifugation im SL1500 Rotor (10.000 rpm, 20°C, 15 min) wurde mit 70% (v/v) Ethanol
gewaschen und getrocknet.

Zur weiteren Aufreinigung wurde das Prazipitat einer PEG-Fallung unterzogen. Dazu
wurde die Plasmid-DNA in TE gel6st, mit eisgekihlter 5 M LiCl-Ldsung versetzt, gut
gemischt und anschliefend im SS34 Rotor zentrifugiert (10.000 rpm, 4°C, 15 min), um hoch-
molekulare RNA-Verunreinigungen zu fallen. Die Plasmid-DNA im Uberstand wurde ber
eine erneute Isopropanolfallung und Zentrifugation im SS34 Rotor (10.000 rpm, RT, 10 min)
sedimentiert, mit 70% Ethanol gewaschen und getrocknet. AnschlieBend wurde das Sediment
in 500 pl TE /RNAse gelost, fir 30 min bei RT inkubiert und mit 500 pul der Losung 4 ver-
mischt. Das PEG-Prazipitat wurde durch Zentrifugation (12.000 g, 4°C, 5 min) gewonnen, der
Uberstand mittels Wasserstrahlpumpe abgesaugt und die Plasmid-DNA einer abschlieRenden
Phenolextraktion unterzogen.

Fur jede Plasmidpérparation wurden Reinheit und Menge der DNA spektralphoto-
metrisch bestimmt. Die Absorbtionsmessung erfolgte in einer Quarzglaskivette bei 260 nm
(DNA) und 280 nm (Phenol, Protein). Die DNA-Menge wurde mit Hilfe des Extinktions-
werts, der bei 260 nm bestimmt wurde, ermittelt. Eine optische Dichte (OD2so nm) von 1.0
entspricht etwa 50 g doppelstrangiger DNA. Als Reinheitskriterium wurde der Quotient aus
den Extinktionswerten bei 260 nm und 280 nm herangezogen, der fir reine DNA zwischen
1.8 und 2.0 liegt.

2.3.1.1.2 Plasmidminipraparation (verktrzt nach [107])
TENS-Lgsung : 10 mM Tris (pH 7.4), 1 mM EDTA, 100 mM NaOH, 0.5 % (w/v) SDS

Diese Schnellmethode zur Gewinnung von Plasmid-DNA wurde zur Untersuchung
von Bakterienklonen auf vorhandenes Plasmidinsert und zur Isolierung von doppelstrangiger
DNA zur Sequenzierung eingesetzt. 1.5 ml einer Ubernachtkultur eines plasmidtragenden
Bakterienklons wurden in ein Eppendorfreaktionsgefal tberfuhrt und 2 min bei 14.000g in
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einer Tischzentrifuge abzentrifugiert. Der Uberstand wurde bis auf ca. 50 pl verworfen und
das Bakteriensediment anschlieRend resuspendiert. Durch Zugabe von 300 pl TENS-LAsung
und internsiver Vermischung erfolgte die Bakterienlyse. Zum klaren Lysat wurden 150 pl 3M
Na-Acetatlosung (pH 5.2) zugegeben und behutsam gemischt. Das entstandene Prazipitat
wurde abzentrifugiert (14.000 g, RT, 4 min), der Uberstand in ein neues Eppendorfgefal
uberfuhrt. Zur DNA-Féllung wurde 1 ml 100 % (v/v) Ethanol zugegeben, gemischt und fir 15
min (17.000 g, Raumtemperatur) zentrifugiert. Das erhaltene Sediment wurde mit 70 % (v/v)
Ethanol gewaschen, im Vacuumtrockner lyophylisiert und dann in 50 pul TE/RNAse auf-
genommen.

2.3.1.1.3 Phenolextraktion zur Reinigung von DNA
Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (50:49:1); Chloroform/Isoamylalkohol (98:2); 3M NaAcetat
pH 5.2

Zur DNA-Probe wurde das gleiche VVolumen Phenol/Chloroform/ Isoamylalkohol-Ge-
misch gegeben, gut gemischt und 10 min bei RT inkubiert. Zur Phasentrennung wurde 5 min
zentrifugiert (17 000 g, RT). Um Phenolreste zu eliminieren wurde die obere wéssrige Phase
insgesamt dreimal mit Chloroform extrahiert und zur Phasentrennung jeweils zentrifugiert.
Aus der von Protein gereinigten, wassrigen Phase wurde die DNA durch Zusatz von NaAcetat
(0.1x Volumen) und 2,5x Volumen 100%-igem Ethanol und einer Zentrifugation prézipitiert
(17 000 g, RT, 20 min). Das Sediment wurde mit 70 % (v/v) Ethanol gewaschen, an der Luft
getrocknet und in H,O dd oder TE-Puffer resuspendiert.

23.11.4 Isolierung genomischer DNA

Die Methode durch SDS / ProteinaseK-Behandlung [108] genomische DNA zu
isolieren ist eine sehr gebréuchliche Methode und in Standardwerken zu Methoden in der
Molekularbiologie (z.B. ,,Essential Molecular Biology*) beschrieben.

DNA-Lysepuffer: 1% (w/v) SDS, 0.5 mg/ml Proteinase K, 50mM Tris/HCI pH 9.0, 0.1M EDTA, 0.2
M NaCl ; Chloroform/Isoamylalkohol (24:1); Phenol/Chloroform Isoamylalkohol (25:24:1)

Kulturzellen bzw. tierisches Gewebe wurde mit ca. 10 ml DNA-Lysepuffer/mg Nali-
gewicht versetzt und die Proben bei 55°C unter vorsichtiger Rotation fir 3-16 h inkubiert.
Gewebeproben wurden zuvor in tiefgefrorenem Zustand (< -70°C) in einem vorgekihlten
Maorser pulverisiert. Nach der Inkubation im DNA-Lysepuffer wurde den Proben mit 0.1x
Volumen Phenol fiir 3h bei RT sehr behutsam, aber griindlich, vermischt. Probe und Phenol-
phase sollen dabei eine mdglichst grolRe Kontaktflache ausbilden kénnen. Eine Zentrifugation
(10 min, 4000 g, 25°C) fuhrte zur Phasentrennung, die untere Phenolphase wurde verworfen,
die obere Phase erneut mit Phenol-Chloroform extrahiert. Nach der Phasentrennung (3000 g,
RT, 10 min) wurde die wassrige Phase in ein frisches Gefal} tberfuhrt und 5 min auf Eis
gelagert. Die DNA-Prazipitation erfolgte durch Zugabe von 2.5 ml 7.5 M Na-Acetat und 10
ml eiskaltem Ethanol. Die denaturierte genomische DNA wurde mit einer Pasteurpipette aus
der Lésung gewonnen, mit 70%tigem Ethanol gewaschen und unter Vakuum getrocknet. Zur
Resuspendierung wurde die DNA in ein ReaktionsgefaR tberfuhrt und in TE-Puffer (pH 7.5)
U.N. geldst. Die Ausbeute wurde tber 0.3% Agarosegelelektrophorese und eine spektral-
photometrische Messung bestimmt.
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2.3.1.2 RNA-Isolierung

Zur lIsolierung von Gesamt-RNA wurde zwei Methoden eingesetzt: eine LiCl/Harn-
stoff -Methode mit anschlieBender phenolischer Extraktion und die Aufreinigungsmethode
mit ,, Trifast“-Reagenz.

2.3.1.2.1 RNA-Praparation aus Gewebe (LiCl/Harnstoff Methode)

4M LiCl/8M Harnstoff: 42.25 g LiCl, 120 Harnstoff ad 250 ml H,O; 1M Tris/HCI pH 7.5: 12.11 g
Tris ad 100 ml H,0O, 10% SDS: 10g SDS ad 100 ml H,O; Proteinase K: 10 mg/ml in 10 mM Tris/HCI
pH 7.5, aliquotiert und bei —20°C gelagert; Phenol: Tris/HCI dquilibriert pH 8.0; Chlorophorm/ Iso-
amylalkohol (24:1): 240 ml Chloroform, 10 ml Isoamylalkohol; 2M Na-Acetat pH 5.0: 13.61 g ad
100 ml; H,O depc: 100 ml H,Odd wurden 200 pl Diethylpoyrocarbonat fir 2h behandelt und
autoklaviert; Tris-SDS: 10mM Tris/HCI pH 7.5, 0.5 % SDS

Zur Aufreinigung wurde 1 g Gewebe in 10 ml LiCl/Harnstoff mit Hilfe eines Ultraturrax-
Homogenisators zerkleinert und Uber Nacht (G.N.) bei 4°C inkubiert. Das Sediment der
anschlielenden Zentrifugation (17000 g, 4°C, 30 min) wurde erneut in 4 ml LiCl/Harnstoff
homogenisiert und zentrifugiert. Das neuerliche Sediment wurde in 4 ml Tris-SDS, 20 pl
Proteinase K-Ldsung resuspendiert und bei 37°C fur 30 min inkubiert. Durch die Zugabe und
intensives Mischen mit 2 ml Phenol und 2 ml Chloroform/ Isoamylalkohol wurde die Reak-
tion gestoppt und die erste phenolische Extraktion der Probe durchgefiihrt. Die Phasentren-
nung wurde durch eine Zentrifugation im ,,swing-out“-Rotor (10 000 g, RT, 10 min) erzielt.
Die obere wassrige Phase wurde vorsichtig in ein frisches Zentrifugenréhrchen uberfihrt und
weitere zweimal mit Chloroform/Isoamylalkohol extrahiert. Aus der gereinigten wassrigen
Phase des letzten Schritts, wurde die RNA durch Zugabe von 0.1 x Volumen Na-Acetat und
2x Volumen Ethanol, nach Inkubation bei -20°C fir 16 h, mittels Zentrifugation (16.500 g, -
10°C, 30 min) im ,,swing out“-Rotor gewonnen. Die isolierte RNA wurde kurz an der Luft
getrocknet, dann in H,O depc bei 58°C geldst und die Ausbeute am Photometer bestimmt.

2.3.1.2.2 PeqGOLD TriFastO Protokoll (Fa. PegLab, Erlangen)

Die Methode eignet sich zur gleichzeitgen Isolierung von RNA, DNA und Proteinen
aus einer Probe. Die Extraktionsmethode basiert auf einer Einzelschritt-flissigphasen-
Separation, die mit Hilfe eines einphasigen Phenol/Guanidinisothiocyanat-Reagenz” erreicht
wird. Nach der Zugabe von Chloroform und anschlieRender Zentrifugation trennt sich das
Homogenat in drei Phase auf : dabei enthalt die wassrige Phase die RNA, die Interphase die
DNA und die organische Phenolphase die Proteine.

Trifast-Losung: enthélt Phenol, Guanidinisothiocyanat

Die Zell- bzw. Gewebeproben (Iml Trifast-Losung/ 50-100 mg Probe) wurden mit
Trifastldsung homogenisiert. Nach einer Inkubation von 5 min bei RT erfolgte die Zugabe
von Chloroform (0,2 ml /ml Homogenat ) und eine intensive Durchmischung. Die an-
schlieende Zentrifugation (12000 g, RT, 5 min) flhrte zur Phasentrennung. Zur RNA-Iso-
lierung wurde die wassrige, obere Phase in ein frisches ReaktionsgefaR uberfuhrt, mit 0,5 ml
Isopropanol gemischt und fir 10-15 min bei RT inkubiert. Eine weitere Zentrifugation (12000
g, 4°C, 10 min) fiihrte zur Prézipitation der separierten RNA, die abschliefend zweimal mit
75 % Ethanol gewaschen, dann kurz an der Luft getrocknet und in H,O depc oder in 0,5 %
SDS bei 55-60°C gel6st wurde.

Die in der Interphase enthaltene DNA wurde aus der restlichen Lésung (s. Phasen-
trennung oben) durch Zugabe von Ethanol gewonnen. Eine Zentrifugation (2000 g, 4°C, 5
min) flhrte zur Sedimentation der genomischen DNA. Das erhaltene Pellet wurde wiederholt
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mit 10 %(v/v) Ethanol/ 0.1M Na-Citrat gewaschen (30 min, RT) und zentrifugiert (2000 g,
4°C, 5 min). Vor dem Ldsen der DNA in 8 mM NaOH , wurde ein letzter Waschschritt mit
75%(v/v) Ethanol durchgefurt und das Pellet an der Luft getrocknet. Die Proteine wurden aus
der verbleibenden organischen Phase (erster Uberstand der DNA-Isolierung) durch Zugabe
von 1,5 ml Isopropanol gewonnen. Zur Prazipitation wurde fir 10 min bei 12 000 g und 4°C
zentrifugiert, anschlieBend wurde das Sediment zweimal mit mit 0.3 M Guanidin/ 95 %
Ethanol und dann mit 100 % Ethanol gewaschen. Um die Proteinsedimente zu I6sen wurden
die Pellets in 0,5 % SDS vorsichtig erwédrmt (max. 70°C) 1h auf einem Thermomixer ge-
schuttelt.

2.3.1.3 Gelelektorphorese zu Aufreinigung, Isolierung und Analyse von DNA
[109]

RNA, PCR-Produkte, Plasmide, sowie Spaltprodukte aus Restriktionsansatzen wurden
- abhénig von ihrer GroRe - mittels Agarosegelelektrophorese oder nicht-denaturierender
Polyacrylamidgelelektrophorese analysiert. Dazu wurden fur die Agarosegelelektrophorese
Mini- und Midi-Sub Cell Kammern bzw. zur vertikalen PAA-Gelelektrophorese Eigenbau-
kammern (technische Werkstatt Universitit Tibingen) verwendet. Aufgetrennte DNA-Frag-
mente wurden mit Hilfe von Ethidiumbromid (30ng/ml Agaroselésung bzw. 300ng/ml Bad-
I6sung) sichtbar gemacht. Zur Dokumentation wurde ein rechnergestiitztes Videosystem mit
Videoprinter eingesetzt.

Probenauftragelésung (6-fach konzentriert): 0.25 % (w/v) Bromphenolblau, 0.25 % (w/v),
XylenCyanol FF, 30 % (w/v) Glycerin in H,O; TAE-Puffer (10-fach konzentriert): 48.4 g Tris, 11.4
ml Eisessig, 20 ml 0.5 M EDTA (pH 8.0) ad 1l H,O; TBE-Puffer (10-fach konzentriert): 108 g Tris,
55 g Borséure, 20 ml 0.5 M EDTA (pH 8.0) ad 11 H,0.

23.13.1 Nichtdenaturierende Agarosegel-Elektrophorese fiir DNA

Zur Herstellung von Agarosegelen wurde die entsprechende Agarosemenge in 0.5x
TBE bzw. 1x TAE - Puffer in einer Mikrowelle bis zum vollstandigen Lésen erhitzt und
nach Abkihlung Ethidiumbromid-Lésung zugesetzt. Die noch fliissige Agarose wurde in
einen abgedichteten Geltrdger, in den der gewilinschte Gelkamm eingesetzt war, gegossen und
dieser bis zum Aushérten der Agarose auf einem Nivelliertisch positioniert. Kamm und
Abdichtung wurden entfernt, der Geltrager mit dem Agarosegel im puffergefillten Tank der
Elektrophoreseapparatur plaziert. Die aufzutrennenden DNA-Proben wurden mit
Probenauftrageldsung versetzt und in die Geltaschen aufgetragen. Die Auftrennung erfolgte
bei konstanter Spannung von 75 Volt TBE-Gel bzw. 50 Volt TAE-Gel (entspricht ca 7-10
Vicm).

2.3.1.3.2 Denaturierende Agarose-Gelelektrophorese fir RNA

MOPS-Puffer (10-fach konzentriert): 20.9 g MOPS, 4.1 g Na-Acetat, 5 ml 0.5 M; EDTA (pH 8.0); pH
7.0 mit 4M NaOH eistellen ad 0.51 H,O und durch 0.45um Einmalfilter sterilfiltrieren; in dunkler
Flasche lichtgeschutzt lagern.

RNA-Probenauftragelésung: 50%(v/v) Glycerin, 1ImM EDTA, 0.4%(w/v) Bromphenolblau; 1%
Agarosegelldsung: 0.5 g Agarose in 30 ml H,O depc, 5 ml 10-fach MOPS-Puffer, 1.5 ml 37%
séurefreies Formaldehyd, 50 pl Ethidiumbromidlésung (55ng/ pl), mit H,O depc auf 50 ml. Alle
benitzten Geréte und Losungen wurden, soweit moglich, autoklaviert bzw. mit RNAse-inhibierenden
Reagenzien behandelt (DEPC, Ethanol, RNAseAway). Alle Arbeiten wurden mit Einmalhandschuhen
durchgefihrt.

Zur RNA-Agarosegelelektrophorese wurde die Mini Sub Cell Apparatur (40 ml Gel)
von Bio-Rad verwendet. Die noch flussige Agarose wurde in den abgedichteten Geltréger, in
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den ein Gelkamm eingesetzt war, gegossen und dieser zum Aushdrten der Agarose auf einen
Nivelliertisch im Laborabzug gestellt. Kamm und Abdichtung wurden entfernt und der Gel-
tréger mit dem Agarosegel im puffergefillten Tank der Elektrophoreseapparatur positioniert.
Zur Probenvorbereitung wurde die RNA (10-20 pg in maximal 6 pl) mit 2 pl 10-fach MOPS-
Puffer, 3.5 ul Formaldehyd und 10 ul deionisiertem Formamid gemischt. Nach kurzer Zentri-
fugation wurden die Proben flr 5 min bei 70°C erhitzt, 2 min auf Eis abgekihlt, mit 3 pl Pro-
benauftragelésung versetzt und erneut anzentrifugiert. Die Auftrennung der Proben erfolgte
bei konstanter Spannung von 45 Volt (entsprechen ca 7-10 V/cm) fiir etwa 3 h.

2.3.1.3.3 Vertikale nichtdenaturierende Polyacrylamid Gelelektrophorese (PAGE)

30% Acryamidgelldsung: 87 g Acrylamid, 3g Bisacrylamid ad 300 ml H,O; APS-Lésung: 10 % (w/v)
APS in H,0; TEMED.

Zur Herstellung von 7 % PAGE-Gelen wurden 7 ml 30 % Acrylamidlésung, 3 ml 10-
fach TBE und 20 ml H,O gemischt. Diesem Ansatz wurden 30 pl TEMED und 300 pl APS-
Losung zugesetzt. Die Gellosung wurde zwischen abgedichtete Glasplatten (Imm Dis-
tanzhalter, 10 x 12 cm) gegossen und der Gelkamm eingesetzt. Nach der vollstandigen Poly-
merisation wurden Gelkamm und untere Abdichtung entfernt, die Taschen von Gelresten be-
freit und das Gel in die Kammer eingesetzt. Mit Auftrageldsung versetzte Proben wurden in
die Taschen pipettiert und die Elektrophorese bei konstanter Spannung (110 Volt, 1x TBE
Laufpuffer) fur ca. 90 min. durchgefihrt.

2.3.1.3.4 Isolierung von DNA aus Agarosegelen

Bind-L&sung: enthélt Glasmilch; Melt-Lésung: enthalt Essigsaure; Salt-Lésung: enthalt Natriumiodid
, Tris-HCI pH 7.5; Wash-Ldsung: enthalt Ethanol, NaCl, EDTA, Tris-HCI pH 7.5 (Easy Purel] Kit
der Fa. Biozym Oldendorf)

Zur lIsolieung gelelektrophoretisch aufgetrennter DNA-Fragmente, wurden die ent-
sprechenden Banden aus dem Agarosegel prapariert. Die DNA-haltige Agarose wurde mit
»oalt“-Reagenz versetzt und bei 65°C in einem Thermomixer inkubiert, um die Agarosetextur
aufzuldsen. Durch Zugabe der ,,Bind“-L6ésung erfolgte die Adsorbtion der DNA. Die Binde-
matrix wurde anschlieBend durch Zentrifugation sedimentiert, der Uberstand entfernt und die
Matrix mit ,wash*“-Ldsung behandelt. Um die DNA von der Matrix zu eluieren wurde das
Sediment in H,Odd resuspendiert und durch Zentrifugation abgetrennt. Der DNA-haltige
Uberstand wurde in ein neues ReaktionsgefaR tiberfiihrt und bei -20°C gelagert.

2.3.1.35 Isolierung von DNA aus PAGE-Gelen

Elutionspuffer: 0.5 M NH,Acetat, 10 mM MgAcetat, ImM EDTA pH 8.0, 0.1% (w/v) SDS

Zur Isolierung von DNA aus Polyacrylamidgelen wurden die isolierten DNA-Banden
in 200 ul Elutionspuffer Gberfiihrt. Nach einer Inkubation von 6-12 h wurde die aus dem
Gelmaterial in den Puffer diffundierte DNA mittels Ethanol prézipitiert, entsalzt und ge-
trocknet.
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2.3.1.4 Einsatz RNA- bzw. DNA-abhangiger DNA-Polymerasen

2.3.14.1 Erzeugung komplementarer DNA (cDNA-Synthese)

Im ersten Schritt wurden Oligonukleotid/RNA-Komplexe erzeugt, indem pro Ansatz
1-3 ug Gesamt-RNA mit 2.5 ug oligo-(dT)isV-Primer {Abbildung 4) fir 5 min bei 70°C
inkubiert, dann auf Eis abgekihlt und kurz anzentrifugiert wurden. Zur Erststrangsynthese
wurden diese DNA/RNA-Hybride mit Moloney-Murine-Leukemia Virus (M-MuLV) Reverse
Transkriptase in einem Endvolumen von 20-30 pl umgeschrieben: dazu wurde zu diesen
Ansétzen 2-3 ul 10-fach Reaktionspuffer, 2 ul 4dNTP (10mM), 2-3 ul DTT (50mM), Reverse
Transkriptase (150-200 U) und RNAse Inhibitor (20 U) zugegeben und das Endvolumen mit
H,O depc eingestellt. Die Ansatze wurden gemischt, abzentrifugiert und fiir 60-90 min bei
42°C inkubiert. Durch thermische Denaturierung (10 min, 75°C) wurde die Reaktion abge-
stoppt und die Produkte der reveresen Transkription (cDNA) bis zur weiteren Verwendung
bei -20°C gelagert. Werden cDNA-Synthese und PCR-Reaktion kombiniert, spricht man von
RT-PCR. In die anschlielende PCR-Reaktion wurden jeweils 1-2 pl der M-MulV-RT-Pro-
dukte pro 50 pl PCR-Ansatz eingesetzt.

2.3.1.4.2 Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)

Mit Hilfe der PCR [110] kénnen spezifische DNA-Fragmente amplifiziert und dartber
hinaus auch gezielt modifiziert werden (gerichtete Mutagenese). Bei der PCR wird unter
Einsatz von hitzestabilen DNA-Polymerasen (z.B. Tag-Polymerase) und Primeroligo-
nukleotiden ein Teilstlick einer DNA-Matrize vervielfacht. Die Spezifitat dieser Reaktion
wird vor allem durch die Sequenzbeschaffenheit der eingesetzten Oligonukleotide (i.a. sind
sie 17-25 Nukleotide lang) bestimmt. Die Oligonukleotide (Primer) sind zu einem ganz be-
stimmten Bereich der DNA-Sequenz der Matrize komplementér und lagern sich spezifisch an
diese Bereiche an. Dieser Oligonukleotid/DNA-Komplex ist Voraussetzung fur die DNA-
Neusynthese durch die Polymerase. Unter bestimmten Bedingungen findet diese Anlagerung
jedoch auch an nahe verwandte (sequenzhomologe) DNA-Sequenzen statt. Deshalb kdnnen
mit Hilfe modifizierter Oligonukleotidsequenzen die Zielsequenzen mutiert oder sequenz-
homologeTeilabschnitte verschiedener Gene amplifiziert werden.

Fur jedes PCR-Experiment wurden Negativkontrollen durchgefiihrt, d.h. diese Ansatze
enthielten alle Komponenten des Reaktionsgemischs (inklusive Primer) aulBer DNA bzw.
RNA. Diese Anséatz entsprechen damit einer Kontaminationskontrolle der jeweils eingesetzten
Substanzen. Die Zusammensetzung eines PCR-Ansatzes (50 pl) ergibt sich wie folgt: je 0,2
MM sense- und antisense -Primer, 1x PCR-Reaktionspuffer (1,5 mM MgCI ;), 0,8-1.2 Units
Polymerase (Tag-Polymerase, Fa. Amersham oder Dynazyme, Fa. Biometra) und 100- 150
UM 4dNTP-Mix. Einer initialen Denaturierung bei 96°C (5 min.) folgten i.a. 25-30 Reak-
tionszyklen. solcher Reaktionszyklus setzte sich aus Denaturierung (95°C, 30 sek.), Primer-
anlagerung (30-60 sek.) und Primerverlangerung (1-3 min.) zusammen. Die optimalen PCR-
Bedingungen (siehe Tabelle 2) wurden fur die unterschiedliche Primerpaare gesondert aus-
getestet. PCR-Produkte, die zur Subklonierung in Plasmid-Vektoren bestimmt waren, wurden
auf TAE-Agarosegelen aufgetrennt, mit Glasmilch aus dem Gel isoliert und die Klonierungs-
produkte wurden durch Nukleotidsequenzierung kontrolliert.
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Tabelle 2: Aufbau der PCR-Programme fir die verschiedenen Primerpaare

Prinzipiell bestehen die PCR-Temperaturprogramme aus einem initialen Denaturierungsschritt (A)
und einer unterschiedlichen Anzahl anschlieRender Amplifikationszyklen, die sich jeweils aus De-
naturierung (1), Primeranlagerung (2) und Primerverldngerung (3) zusammensetzen. Wird die Tem-
peratur wahrend der Primeranlagerung in einem bestimmten Bereich schrittweise abgesenkt (hier von
62°C- 53°C mit 0.2°C/s ) spricht man von einer ,touch-down*“-PCR. Sie kann angewendet werden,
wenn sich flr ein Primerpaar und die entsprechende Matrize keine optimale Hybridisierungstempe-
ratur ermitteln 188t (z.B. degenerierte Primersequenzen). Ebenso kann die Temperatur schrittweise
erhoht werden (hier erste Zyklen bei 57°C bzw.59°C, restliche Zyklen bei 61°C/ 62°C), um Produkt-
ausbeute und Spezifitat der Primerbindung zu optimieren. Diese Temperaturzyklen kénnen unter-
schiedlich oft durchlaufen werden (B), um eine optimale Produktsynthese zu erreichen. Ein abschlie-
sender Temperaturschritt (C) gewahrleistet die Fertigstellung aller sich in der Synthese befindenden
DNA-Doppelstrdnge und kann zur Modifikation der DNA-Enden (z.B. TA-Klonierung) eingesetzt
werden.

Amplifikationszyklus

Primerpaar A 1 2 3 B C
RP2Y ;- 95°C 94°C 62°C-53°C 72°C 34 Zyklen 74°C
gesamt 5 min 45 sec 90 sec 3 min

P2Y,-gesamt 95°C 94°C 62°C-53°C 72°C 34 Zyklen 74°C
5 min 45 sec 90 sec 3 min
TM3-TM7 95°C 94°C 57°C 72°C 7 Zyklen 74°C
5 min 45 sec 45 sec 90 sec 3 min
62°C 25 Zyklen
45 sec
RP2Y,eGFP 95°C 94°C 59°C 72°C 5 Zyklen 74°C
5 min 45 sec 30 sec 3 min 5 min
61°C 25 Zyklen
30 sec
GAPDH 95°C 94°C 61°C 72°C 25 Zyklen 74°C
(hum) 5 min 45 sec 30 sec 60 sec 3 min

2.3.2 DNA-Sequenzierung

Zur Sequenzierung wurde die Kettenabbruchmethode nach Sanger eingesetzt [111].
Die Sequenzierreaktionen wurden radioaktiv (*>S-a-dATP) mit dem Sequencing-Kit ,,Cyclist*
(Stratagene) bzw. nicht-radioaktiv mit dem Sequencing-Kit ABI-PRISM (Perkin Elmer)
durchgefuhrt. Die Analyse erfolgte durch denaturierende Gelelektrophorese und Filmexpo-
sition bzw. durch computerunterstiitzte Kapillarelektrophorese im ABI-PRISM-System 310.
Die Sequenzierungen wurden gemaR den Herstellervorgaben als Standardreaktionen durch-
gefuhrt und sind deshalb nicht detailliert beschrieben.

2.3.2.1.1 Computerprogramme zur (Nukleotid-) Sequenzanalyse

Die Analyse (clustal, prosite, profilescan u.a.) der erhaltenen Sequenzen (z.B.
Ibbildung 9fund [Abbildung 10) wurden mit Hilfe des Programmpakets HUSAR am Deutschen
Krebsforschungs Institut (DKFZ) in Heidelberg durchgefiihrt. Dieses Programm basiert auf
der GCG Software in der Version 8.1 (Genetic Computer Group, Inc; Madison
Wisconsin)Enzymatische Behandlung von DNA

Alle Techniken, die im Zuge der Erzeugung rekombinanter DNA-Konstrukte einge-
setzt wurden, wurden in Anlehnung an die in den Standardwerken (z.B. Manitatis [112],
Current Protcolls in Molecular Biology [108] u.a.) veroffentlichten Protokollen durchgefiihrt.
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Modifikationen wurden, falls vom Hersteller vorgeschlagen, wie beschrieben
durchgefuhrt. DNA-Spaltung mit Restriktionsendonukleasen

Zur Restriktionsanalyse, zur Vorbereitung von Plasmid-DNA oder DNA-Fragmenten
und PCR-Produkten, die einer Ligasebehandlung unterzogen werden sollten, wurden in einem
Volumen von 20 pl folgende Komponenten vereinigt: 0.2-2 ug DNA, 10 x Reaktionspuffer
und 3 Units Restriktionsenzym/ pg DNA Dieser Ansatz wurde 1-5 h bei 37°C inkubiert
(Temperatur ist enzymabhéngig !). Zur Analyse der Spaltprodukte wurde eine Gelelektropho-
rese mit 6 ul dieses Ansatzes, der mit 1ul Auftragelésung versetzt wurde, durchgefihrt. Zur
spateren enzymatischen Weiterbehandlung wurde der restliche Ansatz einer phenolischen
Extraktion (S unterzogen.

2.3.2.1.2 Entfernung von 5 -Phosphatgruppen mit alkalischer Phosphatase

Die freien Enden linearisierter DNA-Molekile (i.d.R. Restriktionsspaltung von Plas-
mid-DNA zur Vorbereitung von Vektor-DNA) wurden mit alkalischer Phosphatase (Calf In-
testinal Phosphatase; CIP) an den 5°-Enden dephosphoryliert, bevor diese in die Ligasereak-
tion eingesetzt wurden. Dazu wurde der Restriktionsansatz mit Ethanol geféllt und in 12 pl
TE-Puffer resuspendiert. Nach Zugabe von 1.5 U CIP und 1,5 ul CIP-Puffer wurde die Reak-
tion bei 37°C fir 30 min durchgefuhrt. Beendet wurde die Reaktion durch Zugabe von 3 pl
Auftragelosung und anschlieRender TAE-Agarosegelelektrophorese.

2.3.2.1.3 Umwandlung tberstehender freier DNA-Enden (sticky ends) in glatte
Enden (blunt ends)

Um 5" -tberstehende DNA-Enden aufzufillen bzw. 3"-uberstehende zu entfernen wurde T4-
DNA Polymerase (Produkt des T4-Bakteriophagengens 43; rekombinant aus E. coli)
eingesetzt. Die mit Restriktionsenzymen behandelte DNA (0.5-2 ug) wurde einer pheno-
lischen Extraktion unterzogen und in 10 mM Tris/HCI (pH 8.0) resuspendiert. Die Reaktion
wurde in Anwesenheit von 100 uM 4dNTP, 10 U T4-Polymerase bei 11°C fiir 20 min durch-
gefuhrt. Beendet wurde die Reaktion durch einen Hitzeschritt bei 75°C (10 min), dem die
Aufreinigung durch eine préparative Gelelektrophorese folgte.

23.2.1.4 Ligation von DNA-Fragmenten mit Vektor-DNA

Linearisierte Vektor-DNA und DNA-Fragmente, die freie, zueinander komplementére
Enden (sticky- oder blunt-ended) besitzen kdnnen durch die Behandlung mit T4-DNA-Ligase
verknlpft werden. Die Ligationsreaktion wurde in einem Volumen von 10-20 pl durchge-
flhrt, die eingesetzte DNA-Gesamtmenge betrug 50-300 ng. Flr Vektor- und ,,Insert“-DNA
wurde ein molares Verhéltnis von 1:1 — 1:10 angestrebt. Im Reaktionsansatz befand sich der
vom Hersteller gelieferte Ligasepuffer und 5-200 U T4-DNA-Ligase. Die Ansadtze wurden je
nach Bedarf zwischen 16-48 h bei 10-20 °C inkubiert. Nach Reaktionsende wurden die An-
sétze mit Phenol extrahiert und mit Ethanol geféllt. Die resuspendierten Ligationsprodukte
wurden anschlieBend zur Transfektion von E.coli-Zellen verwendet.Methoden fir den
Gentransfer in prokayontische Organismen.

2.3.2.2 Herstellung kompetenter Zellen

23.2.2.1 Préparation elektrokompetenter E.coli-Zellen (XL-1 Blue)

Aus einer Ubernachtkultur E.coli wurde 11 LB-Medium 1:100 angeimpft und bei 37°C
bis zu einer ODgy von 0.7 unter Schitteln (250 r.p.m) im Schikanekolben inkubiert. Die
Kultur wurde kurz auf Eis abgekihlt , auf vier sterile GSA-Zentrifugenbecher verteilt, zentri-
fugiert (Sorvall GSA 1500 Rotor, 7000 rpm, 4°C, 15 min) und in je 250 ml sterilem H,Odd
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resuspendiert. AnschlieRend wurden drei weitere Waschschritte durchgefihrt, nach denen die
Zellen jeweils in 125 ml kaltem H,0, in 20 ml und 3 ml kaltem 10% (w/v) Glycerin resuspen-
diert wurden. Die Zellen wurden in 40 pl Portionen aliquotiert (ca. 5 x10*° Zellen pro ml), in
flissigem Stickstoff schockgefroren und bei -70°C bis zu 4 Monate gelagert.

23222 Préparation CaCl, -kompetenter E.coli-Zellen (XL-1 Blue) [113]
Ca’*Cl,-L6sung: 100 mM CaCl, / 20 % (w/v) Glycerin

Aus einer Ubernachtkultur E.coli wurden 200 ml LB-Medium 1:100 angeimpft und
bei 37°C bis zu einer ODgy von 0.4-0.6 kultiviert. Die Kultur wurde im GSA-Rotor abzentri-
fugiert (7 000 rpm, 4°C, 10 min), das Sediment in 20 ml eisgekiihlter Ca?*Cl,-L6sung aufge-
nommen und in 1ml Portionen aliquotiert. Nach Schockfrieren in fliissigem Stickstoff wurden
die Zellen bei -70°C gelagert.

2.3.2.3 Transformation

Die Transformation von E.coli-Zellen erfolgte mittels Elektroporation (BioRad
Gene Pulser) oder durch eine CaCl,-Methode.

23.231 Elektroporation [114]
SOC-Medium: 10 g Bacto-Trypton, 5 g Hefeextract, 0.5 g NaCl ad 11 H;0, 20 % (w/v) Glucose

Elektrokompetente Zellen wurde auf Eis aufgetaut, mit der entsprechenden DNA
(100-200 ng, max. Volumen 2ul) gemischt und 1 min auf Eis inkubiert. Dieser Ansatz wurde
in vorgekuhlten Elektroporationskiivetten (Invitrogene, Elektrodenabstand 0.2 cm) gefullt und
elektroporiert (Bio-Rad Gene-Pulser [J; Einstellung: 25 pF, 2,5 kV, 250 Ohm; 4-8 ms). Nach
sofortiger Zugabe von 1 ml SOC-Medium wurden die Zellen in ein Eppendorfgefal? tberfihrt
und 1 h bei 37°C mit maRiger Rotation (50 r.p.m) inkubiert. Die transformierten Zellen
wurden anschlieBend durch Zentrifugation (14000 g, 2 min) ankonzentriert und auf geeigne-
ten Slektionsmediumplatten ausgestrichen. Die Transformationseffizienz dieser Methode lag
fur E.coli bei etwa 1x108 bis 3x10° rekombinanten Zellen pro pg Plasmid-DNA.

2.3.2.3.2 Transformation CaCl,-kompetenter E.coli [115]

CaCl,-kompetente Zellen wurde auf Eis getaut, 200 pl der Zellsuspension mit Plasmid-DNA
(100-200 ng, max. Volumen 20ul) gemischt und 1 min auf Eis inkubiert. Der Ansatz wurde
anschlieRend einem Hitzeschock (42°C, 45 sec) ausgesetzt, erneut fir auf Eis gelagert (5 min)
und nach Zugabe von 900 pl LB-Medium fiir 1 h bei 37°C kultiviert. Die transformierten
Zellen wurden durch Zentrifugation (14000 g, 1 min ) ankonzentriert und auf geeigneten
Slektionsmediumplatten ausgestrichen. Die Transformationseefizienz dieser Methode lag bei
5x10° bis 1x10" rekombinanten Zellen pro pg Plasmid-DNA.
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2.3.3 Zellbiologische Methoden

2.3.3.1 Kultivierung von Mammaliazellen (,Human Embryonic Kidney* 293-

Zellen)

Ham’s F12-Medium (steril filtriert): Ham’s F12-Medium mit 1g/l Glukose, 2.2g/l Na,COs, 10 %
FCS, Penicillin (100 U/ml), Streptomycin (100 U/ml); DMEM-Medium (steril filtriert): DMEM-Me-
dium mit Hypoxanthin ,1 g/l Glukose, 2.2g/l Na,COs, 10% FCS, Penicillin (100 U/ml), Streptomycin
(100 U/ml); PBS (autoklaviert): 137 mM NaCl, 2.7 mM KCI, 6.5 mM Na;HPO,, 1.5 mM KH;PO,, pH
6.8; Trypsin/ EDTA-L6sung: 0.05 % (w/v) Trypsin, 0.02 % (w/v) EDTA; Poly-D-Lysin Lésung: 0.01
% (w/v) Poly-D-Lysin in 0.15 M Boratpuffer pH 8.4; Medium-Mix: 1:1 Gemisch aus Ham's F12- und
DMEM-Medium.

2.3.3.1.1 Kultivierung in Zellkulturschalen

HEK293 Zellen wurden in Zellkulturschalen in Medium-Mix bei 37°C kultiviert. Die
Atmosphére des Brutschranks war H,O-gesattigt und bestand aus 5% CO,/ 95 % Luft. Die
Zellinien wurden bei Konfluenz (i.d.R. nach 3-4 Tagen) nach Bedarf 1:10-1:20 verdunnt. Zur
Subkultivierung wurden die Zellen mit 5 ml PBS gewaschen und dann durch Trypsin-Ldsung
(5 min, 37°C) abgel6st. VVorsichtiges Klopfen 16ste die Zellen vollstandig vom Kulurschalen-
boden, die Trypsinwirkung wurde durch Zugabe von 4 ml FCS-haltigem DMEM-Medium ab-
gestopt. Die Zellsuspension wurde in ein steriles Rohrchen Gberfuhrt und zur Vereinzelung
der Zellen mehrfach mit einer 5 ml Glaspipette verwirbelt. Der Verdiinnung entsprechend
wurden die Zellen auf neue Zellkulturschalen verteilt.

23312 Kultivierung der HEK293-Zellen auf Deckglaschen (z.B. [116])

Zur Durchfithrung der Ca**-Messungen und der mikroskopischen Untersuchung der
Zellen, wurden die Zellen auf Deckglaschen (CJ 22mm) kultiviert. Dazu wurden die Deck-
glaschen mit Methanol und Ethanol entfettet, bei 80°C getrocknet und 2 h bei 180°C
trockener Hitze sterilisiert. Je drei dieser sterilen Deckgléschen wurden auf dem Boden einer
60 mm? Kulturschale durch Vaseline fixiert und mit 0.01 % (w/v) Poly-D-Lysin Lésung lber-
schichtet (20 min, 37°C). Die beschichteten Deckglédschen wurden mit PBS gewaschen und
mit 4 ml Medium-Mix iiberschichtet. In die Schalen wurden jeweils ca. 1 x 10> Zellen ausge-
bracht.Einfrieren, Lagerung und Auftauen von Mammaliazellen.

Einfriermedium: 10 % (v/v) DMSO, 10 % (v/v) DMEM in FCS

Zellen einer 145 mm?-Zellkulturschale, die sich in der logarithmischen Wachstums-
phase befanden, wurden vereinzelt, abzentrifugiert (500 g, 4°C, 5 min) und in 6 ml Einfrier-
medium resuspendiert. Je 1,5 ml der Zellsuspension wurden in Kryoréhrchen portioniert und
schrittweise eingefroren (2h bei -20°C, i. N. bei -70°C). Spater wurden die Zellen in flis-
sigem N, gelagert. Zum Auftauen der Zellen wurde das Kryoréhrchen ziigig bei 37°C ange-
taut bis sich das noch gefrorene Medium aus dem Roéhrchen in 5 ml FCS uUberflhren
lie3.Nach vollstandigem Auftauen wurden die Zellen abzentrifugiert (500 g, 4°C, 5 min) und
die Zellen auf 90 mm? Kulturschalen in 7ml Medium-Mix (20 % FCS) kultiviert. Nach ca. 12
h fand der erste Mediumwechsel statt, alle weiteren Wechsel wurden im gewohnlichen Turnus
mit Medium-Mix durchgefihrt.
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2.3.3.2 Transfektion von HEK293-Zellen

2.3.3.2.1 Lipofektion

Die Methode beruht auf der Fahigkeit von kationischen Lipidmolekilen mit der Zell-
membran zu fusionieren [117]. Die Lipidmolekdle bilden in wassriger Phase positv geladene
Liposomen aus und komplexieren negativ-geladene DNA-Molekile. Diese Lipid/ DNA-
Komplexe ermdéglichen so die Adsorbtion der DNA an die Zelloberflache und die DNA wird
bei der Fusion von Liposomen und Zellmembran direkt ins Zytoplasma aufgenommen.

Zur Transfektion wurden 1-5 x 10° Zellen in einer 90 mm? Kulturschale kultiviert bis
70 % Konfluenz (log-Phase) erreicht war. Die Zellen wurden 2-3 mal mit Medium-Mix ohne
FCS gewaschen und abschliefend mit 5 ml Medium-Mix Uberschichtet. Die Transfektion
erfolgte mit dem Transfektionsreagenz DOTAP (Durchfiihrung gemald Herstellerprotokoll).
Pro Ansatz wurden zwischen 5-10 pg gereinigte, linearisierte Plasmid-DNA mit 6 ug DOTAP
in einem Endvolumen von 600 pl gemischt. Der Lipofektionsmix wurde fur 15-30 min bei RT
inkubiert und dann den Zellen zugetropft. Die Schalen wurden anschlielend fiir 6-8 h bei
37°C Kkultiviert und danach mit FCS auf eine Endkonzentration von 20 % (v/v) gebracht.
Nach weiteren 12 h Kultur wurde das Medium komplett entfernt und durch Standardmedium
ersetzt. Zu diesem Zeitpunkt wurden die Zellen entweder fiir Ca**-Imagingexperimente aus
den Kulturschalen gewonnen, d.h. auf Glasplattchen umgesetzt, oder einer G418-Selektion
unterworfen. Die Transfektionseffizienz wurde mit Hilfe der GFP-Fluoreszenz bei 488nm
beurteilt. Dazu wurde wenn notig der Leervektor pEGFPN2 im Verhaltnis 1:20 zum ,,Ziel-
plasmid* kotransfiziert.

2.3.3.2.2 Elektroporation von HEK293-Zellen

2.3.3.2.2.1 Elektroporation von HEK293-Zellen in der Kuvette

Zur Elektroporation 1-2 x 10’ Zellen in einer 120 mm? Kulturschale bis zur log-Phase
kultiviert und anschliellend vereinzelt. Die Zellen wurden in 400 pul DMEM-Medium ohne
FCS Uberfihrt und fir 5 min auf Eis inkubiert. Fur einen 250 pl Transfektionsansatz wurden
20-30 pg Plasmid-DNA mit 125 pg Heringsperma-DNA auf ein Volumen von 50 pl gebracht.
Dieser DNA-Mix wurde in vorgekihlte Elektroporationskiivetten (Elektrodenabstand 0.4 cm)
vorgelegt und mit 200 pl der Zellsuspension vermischt. Nach weiteren 5 min Inkubation auf
Eis wurden die Zellen elektroporiert (500 pF, 150 V, 100 Ohm; 25-40 ms). Es folgte die Zu-
gabe von kaltem, FCS-haltigen DMEM-Medium, eine erneute Lagerung auf Eis und die
Uberfiihrung der Zellen in eine Kulturschale. Der Kultivierung fiir 24 h folgte die Gewinnung
der Zellen filr Ca®*-Imagingexperimente oder eine G418-Selektion.

2.3.3.2.2.2 Elektroporation von HEK293 -Zellen auf Deckglaschen [118]

HEK293 Zellen wurden auf Deckgléschen angezogen und mittels zwei hochfrequenter
Elektroporationspulse, (6 msec, 130 Volt; 15 sec Pause) entgegengesetzter Polaritat, mit
Heparin (200 pg / ml) oder Plasmid-DNA beladen. Gleichzeitig wurden die Zellen mit fluo-
reszenzmarkiertem Texas-Red Dextran(] TRD (MW: 10 kDa; Konzentration: 90 pg /ml)
beladen, um Zellen identifizieren zu kénnen, die Heparin bzw. DNA aufgenommen hatten.
Die Elektroporation wurde in Ca®*-freiem NaHBS-Medium durchgefiihrt. Unmittelbar nach
der Elektroporation wurden die Zellen in Ca®*-Messungen eingesetzt (Heparin), oder in
Medium-Mix Uberflhrt und bei 37°C weiterkultiviert.
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2.3.3.3 Selektion stabiler Zellklone mittels dominanter Markergene [119]

Selektionsmedium: Medium-Mix mit 500-1000 pg/ml Geneticin (G418)

Zur Erzeugung klonaler Zellinien wurden HEK293-Zellen 24-48 h nach der Transfek-
tion mit pEGFPN-Plasmidkonstrukten in Selektionsmedium umgesetzt. Die Kultivierung der
Zellen erfolgte 2-3 Wochen mit regelméRigem Mediumwechsel bis einzelne Zellklone mit
bloRem Auge sichtbar wurden. Diese G418-resistenten Zellklone wurden mittels ,,Klonier-
ringen“ (ca. 2mm lange, [0 1mm Glasréhrchenabschnitte) isoliert. Die Zellen dieser einzelnen
Klone wurden in Kulturplatten vereinzelt und weiterkultiviert. Die mikroskopische Analyse
der GFP-Fluoreszenz dieser Zellen und/oder die Uberpriifung der Zellen durch ,,Ca*-
Imaging” Experimente fuhrte zur Identifikation rP2Y;—Rezeptor exprimierender Klone, die
in einem weiteren Vereinzelungsschritt subkloniert wurden. Insgesamt wurden vier solcher
Selektionsrunden durchgefiihrt. An GFP-positiven, stabil exprimierenden Klonen der vierten
Selektionsrunde ~ wurden  die  weitergehenden Untersuchungen  durchgefihrt.

2.3.4 Proteinchemische Methoden

2.3.4.1 Methoden zur Proteinbestimmung

23411 Proteinbestimmung mit Amidoschwarz 10B [120]
Amidoschwarzldsung: 14.4 g Amidoschwarz 10B in 11 Methanol/Eisessig (8:1) geldst und filtriert;
Waschlgsung: Methanol/Eisessig (8:1)

Die Proben wurden mit H,Odd etwa 1:20 verdinnt und auf ein Volumen von 500 pl
gebracht. Zu den Proben wurde je 1 ml Amidoschwarzlésung gegeben, kurz gemischt und fir
20 min bei RT inkubiert. Nach einer Zentrifugation (2500g, 10 min) wurden die Proben mit 5
ml Waschlésung versetzt und erneut zentrifugiert. Der Uberstand wurde dekantiert und zwei
weitere Waschschritte in beschriebener Weise durchgefiihrt. Die gefarbten Proteinpellets
wurden 30 min bei RT in 2.5 ml 0.1M Natronlauge geldst. Die Extinktionsmessung erfolgte
bei 620 nm gegen 0.1M Natronlauge als Leerwert. Zur Berechnung der Proteinkonzentration
wurde eine BSA-Eichreihe (5-80 pug) erstellt. Alle Werte wurden als Doppelansatz gemessen.

234.1.2 Proteinbestimmung nach Bradford [121]
Bradford-Reagenz: 100 mg Coomassie Brillant G-250 in 50 ml 95% EtOH Idsen, 100 mli
Phosphorsaure zugeben und mit H,Odd auf 11 auffiillen

Diese Bestimmung wurde in Multitestplatten durchgefirt. Die ODgonm der Proben
wurde im Tripelettansatz mit einem ELISA-Reader (Titertek Multiscan MCC 340) bestimmt
und gegen eine BSA-Eichreihe ausgewertet. Die Proteinproben wurden mit H,Odd 1:20 bis
1:50 verdlnnt und 1:5 mit Bradford-Reagenz versetzt. Die Messung am ELISA-Reader wurde
unmittelbar nach der Zugabe des Reagenz vorgenommen.

2.3.4.2 Aufreinigung von Proteinen

2.3.4.2.1 Grobfraktionierung von Sdugerzellen

Lysepuffer: 10 mM HEPES/NaOH pH.7.4 mit Proteinaseinhibitoren (0.2 mM Pefabloc SC, 1 pg/ml
Pepstatin, 1mM Benzamidin, 1 pg/ml Leupeptin), 3 mM MgCl,

Solublilisierungspuffer: Lysepuffer, 1% (w/v)Triton X-100 oder 1% (w/v) SDS.
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Zur Fraktionierung wurden 20-300 mg Zellen eingesetzt. Das Nal3gewicht wurde auf
das 5 bis 6-fache des eigentlichen Proteingewichts geschatzt. Die Zellpellets wurden in 2-6 ml
Lysepuffer homogenisiert. Dazu wurde das Zellpellet zweimal fiir 10 sec mit einem Ultra-
turraxhomogenisator behandelt und mit 7 Pulsen einer Sonotrode (50%-Leistung) beschallt.
Eine Probe (ca. 200 pl) des Lysats wurde als Kontrolle aufbewahrt. Das Lysat wurde zentri-
fugiert (500 g, RT, 5 min) und der Uberstand 1h bei 55.000 rpm (135.000g) in der TL-100
Ultrazentrifuge zentrifugiert. Der Uberstand ergab die Probe ,, cytosolische Proteine“. In
einem Waschschritt wurde das Pellet erneut mit ca 3 ml Lysepuffer resuspendiert (Teflon-
maorser und Bohrmaschine). Es erfolgte eine erneute Zentrifugation in der Ultrazentrifuge, der
Uberstand wurde verworfen, das Pellet mit 250 pl der Solublisierungslésung resuspendiert
(Protein-Detergenzverhdaltnis: 1:12). Nach einer Inkubation (45 min, RT) wurde die ndchste
Ultrazentrifugation durchgefiihrt. Der Uberstand ergab die Probe ,,Membranproteine 1“, das
Pellet wurde in weiteren 250l der Solublilisierungspuffer resuspendiert und weitere 30 min
bei RT inkubiert. Der Uberstand nach der folgenden Zentrifugation reprasentiert die Probe
»Membranproteine 2, das Pellet wurde in je 200- 400 pl Probenpuffer resuspendiert und
ergab die Probe ,, Triton nicht-16sliches Protein®.

2.3.4.2.2 Préparation von Plasmamembranen

PL-Lysepuffer: 5 mM Tris (pH 8.1), 50 uM CaCl;, 3 mM MgCl,, 1 Tablette/50 ml Proteinase-Inhi-
bitorcoktail CompleteJ; Homogenisationspuffer: 10 mM HEPES/NaOH pH 7.4, 0.32 M Sucrose,

1 Tablette/50 ml Proteinase-Inhibitorcoktail Complete[d.

Plasmamembranen von nicht transfizierten und stabil exprimierenden HEK?293-
Zellinien wurden Uber eine Sucrosedichtegradientenzentrifugation angereichert. Dazu wurden
HEK293-Zellen konfluent bewachsener Kulturschalen durch mechanische Ablésung geerntet,
abzentrifugiert (5009, 4°C, 5 min), einmal mit PBS gewaschen und erneut abzentrifugiert.
Das Zellpellet wurde in 10 ml Lysepuffer pro g Nallgewicht resuspendiert, mit einem Ultra-
turraxhomogenisator homogenisiert und zur Abtrennung der Zellkerne erneut zentrifugiert (5
min ,500g, 4°C). Die Membrantriimmer im Uberstand wurden durch eine Zentrifugation
(45.000 g, 4°C, 20 min) ankonzentriert und in 1-2 ml Homogenisationspuffer resuspendiert.
Je 1 ml des Homogenats wurde auf einen Stufendichtegradienten (0.8/1.0/ 1.5/ 2.0 M
Sucrose) aufgesetzt und fir 40 min zentrifugiert (76 000 g, 4°C). Plasmamembranfragmente
reicherten sich an der Grenzschicht der 1.0M/1.5M Dichtestufe an und wurden abgezogen.
Die gereinigte Fraktion wurde mit 25 mM HEPES pH 7.4 1:1 verdinnt und in einer weiteren
Zentrifugation (120 000 g, 4°C, 20 min) sedimentiert. Dieses Plasmamembranpellet wurde in
Homogenisationspuffer resuspendiert, die Proteinkonzentration bestimmt und auf 2 mg/ml
eingestellt. Bis zur Verwendung wurden diese Proben bei -80°C gelagert.

2.3.4.3 Diskontinuierliche SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)
[122]

100 ml Trenngel: 44.3 g Acrylamid, 0.9 g Bisacrylamid ad 100 ml; 100 ml Sammelgel: 43.6 g Acryl-
amid, 1.3 g Bisacrylamid ad 100 ml; Trenngelpuffer: 1.5 M Tris/0.4 % (w/v) SDS/ 0.725g EDTA (pH
8.8); Sammelgelpuffer: 0.5 M Tris/0.4 % (w/v) SDS/ 0.145g EDTA (pH 6.8); 2 x Probenpuffer: 250
mM Tris/ HCI (pH 8) , 4 % (w/v) SDS, 50 mM DTT, 3 mM EDTA, 20 % (w/v) Glycerol, 0.005 %
(w/v) Bromphenolblau; Coomassie-Farbelésung: 0.25 % (w/v) Coomassie Brillant Blau R250, 10 %
(v/v) Eisessig, 45 % (v/v) Methanol in H,Odd; Entfarbelésung: 10 % (v/v) Eisessig, 30% (v/v)
Methanol in H,O

Die SDS-PAGE wurde unter Verwendung von 0.75 mm dicken Minigelplatten mit
einem linearen Acrylamidgradienten von 5-20 % T im Trenngel durchgefthrt (T: % (w/v) von
Acrylamid und N,N"-Methylenbisacrylamid im Gel). Die Ausbildung des Acrylamidgradien-
ten wurde durch einen Glyceringradienten 5-20 % (v/v) unterstiitzt. Der Anteil ,,C* Bisacryl-
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amid an der Gesamtmenge Acrylamid und N,N’-Methylenbisacrylamid betrug 2 %. Das
Trenngel wurde mit einem Sammelgel (T: 5 %, C:2.7 %, 20 % Glycerin (v/v)) Uberschichtet
(s.Tabelle3d). Die verwendeten Proteinproben wurden fir 3 min bei 95°C mit Probenpuffer
solubilisiert und bei —20°C aufbewahrt. Die gelelektrophoretische Auftrennung der Proteine
(max. Volumen 30 pl) erfolgte in einer Vertikal-Minigelapparatur zusammen mit einem
Molekulargewichtsstandard. Die Elektrophorese erfolgte unter Kuhlung bei 4°C mit einer
Anfangsstromstérke von 8 mA und einer Grenzspannung von 250 V. Nachdem die Bromphe-
nolfront das Gelende erreicht hatte, wurde das Gel entweder mit einer Coomassie-Lésung
[120] angeférbt oder flr den Elektortransfer auf eine Blotmembran [123] verwendet. Die Ent-
farbung des Coomassie-Hintergrunds erfolgte durch Hitzebehandlung des Gels in H,O oder
durch Inkubation in Entfarbeldsung.

Tabelle 3: SDS PAGE Gelzusammensetzung
Auflistung der Bestandteile mit Mengenangabe zur Herstellung von 5 SDS-PAGE Gradientengelen
zur Proteinanalyse. N&heres siehe Text.

Bestandteile 5 Gele 0.75mm; 8 cm Trenngel Sammelgel
20% 5% 5%

Trenngelpuffer (ml) 3.564 3.564

Sammelgelpuffer (ml) 2.268

Trenngellésung (ml) 5.8 1.45

Sammelgellésung (ml) 0.93

TEMED (ul) 9 9 12

87% (v/v)Glycerol (ml) 3.03 0.75 1.93

Wasser (ml) 0.725 7.3 3.22

10% (w/v) APS (ul) 30 48 48

2.3.4.4 Transfertechniken

2.3.4.4.1.1.1 Elektrotransfer von Proteinbanden auf Nitrocellulosemembran (Western
Blottechnik) [123]

Transferpuffer: 0.002 % (w/v) SDS, 25 mM Tris, 192 mM Glycin, 20 % (v/v) Methanol
Ponceau S-Ldsung: 0.2 % (w/v) Ponceau S in 3 % Essigsaure

Ungefarbte SDS-Proteingele wurden flr 5-15 min in Transferpuffer &quilibriert. Der
Elektrotransfer erfolgte in einer Tankblotapparatur unter Kihlung bei 4°C und konstanter
Stromstdrke von 200 mA (etwa 10 V/cm Feldstarke) fir 1.5 h. Die Nitrocellulosemembran
wurde nach dem Proteintransfer in PonceauS-Ldsung angefarbt, um die Qualitét des Protein-
transfers zu kontrollieren. Die Lage der Banden des Molekulargewichtsstandards wurden auf
der Membran markiert und die Membran in H,Odd oder TBST entfarbt.

2.3.5 Nachweis von Proteinen auf Blotmembranen

2.3.5.1.1 Immunodetektion

10x TBS-Stammldsung: 24.2 g Tris, 80 g NaCl mit H,O auf 1l (pH 7.6); TBST: 1x TBS, 0.1
% (w/v) TWEEN 20; Blockierungslésung: TBST, 5 % (w/v) Magermilchpulver; TBSA: 1x TBS, 0.05
% (w/v) NaAzid

Die Blockierung der Membranen und alle weiteren Schritte erfolgten unter leichtem
Schiitteln auf einem Testplattenschdittler. Die Blots wurden in 15 ml Blockierungslésung (1h,
RT) inkubiert und nachfolgend insgesamt vier TBST-Waschschritten ausgesetzt. Die Inkuba-
tion mit dem Primadrantikorper, der nach Bedarf in TBSA verdiinnt wurde, erfolgte bei 4°C fiir
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16 h. Soweit moglich wurde die eingesetzte Antikorperlésung mehrfach verwendet. Vor der
Hybridisierung mit dem sekundaren Antikorper erfolgten erneute TBST-Waschschritte. Der
ZweitantikOrper aus Ziege ( Ziege-a-Maus-IgM; Verdiinnung 1:4000 in Blockierungsldsung)
wurde als Peroxidasekonjugat (POD) eingesetzt, die Inkubation erfolgte fir 2h bei RT. Nach
neuerlichem Waschen wurde die Detektion der immunomarkierten Proteinbanden mittels
ECL-Reagenz (Amersham) durchgefiirt. Dazu wurden die Komponenten nach Herstelleranga-
ben gemischt und die Membran fiir 60 sec in diesem Mix inkubiert. Zur Visualisierung der
Signale wurde in einer Filmkassette chemilumineszenz-sensitves Filmmaterial (Hyperfilm
ECL) der Membran zu Belichtung ausgesetzt. Die Belichtungszeiten betrugen 15 sek-30 min,
entwickelt und fixiert wurde das Filmmaterial in einem Gerét der Firma Kodak.

2.3.5.1.2 Lektinblotting
ConA-Bindepuffer: TBS, 1mM MgCl,, 1mM CaCl,, 1 mM MnCl,; ConA-Lbsung: ConA-Bindepuffer,
20ug ConA-Digoxigenin/ml, 0.05% NaAzid; Blockierungslésung: 0.5% Blockierungsreagenz in TBS

Die Zuckerstrukturen von Proteinen wurden auf Western-Blots mit Hilfe von Digoxi-
genin-konjugierten Lektinen untersucht. Unspezifische Bindungsstellen der Blotmembranen
wurden durch Inkubation in Blockierungslésung (1 h, RT) abgesattigt. AnschlieBend wurde
die Membran 5 mal in TBST gewaschen und dann fir 10 min in ConA (ConcanavalinA)-Bin-
depuffer inkubiert. Die Lektininkubation erfolgte mit ConA-L6sung fiir 2 h bei RT. Bei Kon-
trollmembranen enthielt die ConA-Ldsung zusétzlich noch 0.2 M Methyl-a-D-Mannosid.
Nach erneuter TBST-Waschprozedur erfolgte die Inkubation der Membran mit POD-a-Dig-
FAB-Fragmenten (0.1U/ 10 ml in TBS) fur 1 h bei RT. Nach erneutem Waschen wurden die
lektinmarkierten Proteine durch ECL-Chemilumineszenz detektiert.

2.3.5.1.3 Stripping-Prozedur von Blot-Membranen
Stripping-Puffer: 0.2 M Glycin, 0.1 % (w/v) SDS, 1 % (v/v) TWEEN 20 (pH 5.2)

Um einzelne Membranen wiederholt mit unterschiedlichen Antikérpern hybridisieren
zu konnen, wurde folgendes Protokoll angewandt: die Membranen wurden zweimal fur je 1 h
und 1 mal fir 10 min in ,stripping“-Puffer inkubiert und anschlieRend viermal fiir 10 min mit
TBST gewaschen. Die so behandelten Membranen wurden erneut blockiert und mit den ent-
sprechenden AK inkubiert (S. 6).

2.3.6 Zytoplasmatische Kalziumfreisetzung

2.3.6.1 Grundlagen der Ca*-Messungen

Messungen der intrazelluldren lonenkonzentrationen im Gleichgewichtszustand und
wahrend zelluldrer Regulationsprozesse wurden auf Einzelzellebene erst durch spezifische
Fluoreszenzfarbstoffe, die eine hohe Quantenausbeute aufweisen, moglich. Erst sie ermdg-
lichen die Visualisierung eines zweidimensionalen Fluoreszenzsignals, dessen Intensitat von
der intrazelludren Konzentration der freien lonen abhangt, und die Auswertung mittels ,,dual
excitation ratio imaging“-Technik. Aus der Standardfluoreszenz-Gleichung nach Bright [124]
folgt, daR die Fluoreszenzemission eines Farbstoffs im Wesentlichen von seiner intrazellu-
laren Kompartimentierung, der Zellbeladung mit dem Farbstoff, und dem Storrauschen der
Melanlage abhangt. Um diese Schwierigkeiten zu beseitigen werden spezifische ratiome-
trische Fluoreszenzfarbstoffe eingesetzt. Diese Farbstoffe zeigen eine gegenlaufige Anderung
in der Fluoreszenzintensitat bei zwei verschiedenen Wellenlangen. D.h. in Abh&ngigkeit der
lonenkonzentration liegen unterschiedliche Zustandsformen des Farbstoffs vor: ionengebun-
dene bzw. ionenfreie Form. Wird die Fluoreszenzintensitat beider Zustandsformen gemessen
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und zueinander ins Verhaltnis gesetzt, dann wird die Fluoreszenzmessung sowohl von der
Schichtdicke der Probe, als auch von der intrazellularen Konzentration des Farbstoffs unab-
héngig [125]. Fura-2 (Abbildung 5) ist ein Beispiel eines solchen spezifischen, dual anreg-
baren Fluoreszenzfarbstoffs, der zur Messung der intrazelluldren Ca**-Konzentration einge-
setzt werden kann. Fura-2 ist als Acetoxymethylester praktisch ungeladen und deshalb
membrangéngig. In der Zelle werden die Esterbindungen gespalten und Fura-2 liegt in seiner
stark geladenen, freien Form vor (Abbildung 5), die nicht mehr membrangéngig ist und sich
in der Zelle anreichert. Erst in dieser Form 1&Rt sich Fura-2 durch UV-Licht anregen und weist
dabei eine so hohe Quantenausbeute auf, daB die Sensitivitat fir Ca®-Messungen an
Einzelzellen ausreicht. Fura-2 besitzt, da es in Abhangigkeit der Konzentration freier Ca®*-
lonen in unterschiedliche Zustandsformen vorliegt (ionengebunden bzw. ionenfrei), eine
gegenlaufige Anderung der Fluoreszenzintensitat bei Anregung mit Licht der Wellenlange
340 nm bzw. 380 nm.
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Abbildung 5:Struktur des Ca**-sensitiven Fluoreszenzfarbstoffs Fura-2

Ca”*-sensitive Farbstoffe wie Fura-2 werden in Ca**-Messungen eingesetzt, weil sie eine gegenlaufige
Anderung in der Fluoreszenzintensitit bei zwei verschiedenen Wellenlidngen zeigen. In Abhéngigkeit
der Ca**-lonenkonzentration liegen unterschiedliche Zustandsformen des Farbstoffs vor: ionengebun-
dene bzw. ionenfreie Form. Zellen werden mit dem membrangéngigen Fura-2/AM - einem Methyl-
esterderivat — beladen, aus dem in der Zelle Fura-2 freigesetzt wird.

2.3.6.2 Mikrofluorimetrische Ca*-Messungen , FURA-2 ratio imaging* (z.B.
[116])

NaHBS Ca**-frei (nominell Ca* -frei): Zusammensetzung wie NaHBS, jedoch ohne CaCl,; Fura2/AM:
2 mM Fura2/AM in DMSO

Die Messungen der intrazellularen Ca®*-Konzentrationsveranderungen wurden mit
Fura-2 durchgefiihrt. Eingesetzt wurden HEK293-Zellen, die auf Glasplattchen Kkultiviert
wurden. Die Zellen wurden mit Fura-2 beladen, indem sie fur 30 min bei 37°C im Zellkultur-
schrank (dunkel 1) mit 2 uM Fura-2/Acetoxymethylester (Fura-2/AM) inkubiert wurden. Die
beladenen Zellen wurden in einer Perfusionskammer (DurchfluRvolumen 0,2 ml) auf den Pra-
paratetisch eines Mikroskops (Zeiss, Axiovert 135, Jena Deutschland) tberfuhrt. Wéhrend des
Experiments wurden die Zellen kontinuierlich mit 32°C warmem NaHBS-Medium superfun-
diert. Die FluRgeschwindigkeit betrug ca. 2 ml/min. Uberschiissiges Medium wurde mittels
einer Pumpe abgesaugt. Um wéhrend des Experiments unterschiedlich komplementierte

48



Methoden: Ca?*-Messung

NaHBS-Losungen (i.A. Nukleotidagonisten oder Inhibitoren) einsetzen zu kdnnen, wurde in
das Schwerkraftperfussionssytem ein 6-Wegehahn (Thomachrom, Type RHO0112) von
Reichelt (Heidelberg, Deutschland) integriert. Die Einzelzellmessungen wurden mit Hilfe des
Imagingsystems von TILL Photonics GmbH (Minchen, Deutschland) durchgefiihrt. Die
Zellen wurden alternierend durch Licht der Wellenldngen 340 nm bzw. 380 nm angeregt (20-
100 ms pro Wellenléange, 33 Hz-Frequenz) und die resultierende Fluoreszenz bei >510 nm
(Emissionswellenlange) gemessen. Anderungen des Fluoreszenzsverhaltnisses F340 / F380
entsprechen den intrazellularen Ca®*-Konzentrationsveranderungen. Die Imagedaten wurden
auf einem PC gespeichert, um anschlieRend die Anderungen des Fluoreszenzverhaltinisses [A
(F340 nm/ F380 nm)] fir einzelne Zellen auswerten zu kénnen.

2.3.6.2.1 Auswertung der gemessenen Daten

Die abschlieBende Datenanalyse erfolgte mit Hilfe der Software Sigmaplot von Jandel
Scientific, Dusseldorf. Ausgewertet wurden die Ca®*-Antworten, d.h. die Veranderung der
intrazellularen Kalziumkonzentration [Ca®'];, jeder einzelnen Zelle. Dazu wurden die F340
nm/ F380 nm- Werte jeder Zelle gegen die Zeit (t) in Diagrammen aufgetragen.
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Abbildung 6: Diagramm zur Auswertung von Fura-2 Ca’*-MeRdaten.

Es bedeuten: Ry Ruhewert, R Maximum der transienten Ca**-Erhéhung, R-R, Amplitudendifferenz. F;
Flache des Transienten (grau), als Mal flr die freigesetzte Kalziummenge in relativen Flachenein-
heiten.

Aus diesen Diagrammen wurden entweder die Amplitudendifferenzen A F340 nm/
F380 nm, d.h. R- Ry, oder die Flache F, unter den transienten Kalziumkonzentrationser-
hohungen bestimmt (JAbbildung 6). Die in den Auswertungen angegebenen Werte entsprechen
dem Mittelwert der Amplitudendifferenz bzw. der Flachen, der aus N Einzelzellen ermittelt
wurde, dazu wurde jeweils der Standardfehler (SEM) angegeben. Durchgefiihrt wurden
jeweils 2-5 Experimente pro Versuchsansatz, die zur Stichprobenmenge N zusammengefasst
wurden.
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2.3.6.3 Kalibrierung der Fura-2 Messung an HEK293-Zellinien [126]

Optimale Bedingungen fur eine gute Fluoreszenzausbeute ergeben sich aus der
Balance von Beladungszeit, Farbstoffkonzentration und Expositionszeit. Die gemessenen
Zellen dirfen nicht mit Farbstoff (berladen werden, da die Hydrolyseprodukte von Fura-2/
AM toxisch wirken und Fura-2 Pufferwirkung auf die intrazellulare Ca**-Konzentration der
Zelle hat. Um die Verwendbarkeit der eingesetzten Beladungs- und Mel3bedingungen bei
HEK293-Zellen zu Uberprufen wurden ,,in situ* Kalibrierungsmessungen (Abb. 7) durch-
gefilhrt. Als MaR fiir die Verwendbarkeit der Versuchbedingungen wurde die [Ca®]; der
Zellen im Ruhezustand herangezogen, die unter diesen Bedingungen normalerweise ermittelt
wurde. Die Ca”*-Konzentration von Zellen sollte im Ruhezustand im Bereich von 50-200 nM
liegen. Bei der in situ Kalbibrierungsmethode wird zur Ermittlung von Rpi, die minimale
intrazelluldre Ca”**-Konzentration [Ca®*]; durch die Erniedrigung der extrazellularen Ca*" -
Konzentration und dem Einsatz eines lonophors - hier Digitonin (60 pg/ml) - erreicht. Die in
Abbildung 7 gezeigten Spuren verdeutlichen das Ergebnis eines Einzelzellexperiments.
Beispielhaft sind die beiden Kurvenverldufe dargestellt, die sich fur die Anregungswellen-
langen 340 nm bzw. 380 nm ergeben. Im Experiment ist die Konzentration des extrazellularen
Ca**-Indikators vernachlassigbar klein. Rmin ergibt sich aus dem Verhaltnis der beiden
Plateauwerte (A1/A2) der Einzelwellenldngen (340 nm bzw. 380 nm), die sich in Anwesen-
heit von EGTA (6 mM)/NaHBS/Digitonin (60ug/ml) einstellen. Entsprechend ergibt sich
Rmax (B1/B2) in  Anwesenheit von Ca?* in hohem molaren Uberschuf und Digitonin. Die
Konstante Sf/Sb (maximaler Floureszenzwert Fura-2 zu Fura-2/Ca®") ergibt sich aus A2/B2.
Der Wert fiir die Autofluoreszenz wird im Experiment durch den Mn?*-Quench des intrazellu-
laren Fura-2 ermittelt.

Abbildung 7: Musterkurven zur Durch-

Wavelength | M1z flihrung der in situ Ca**-Kalibrierungsexperi-
2 mente

ETL’ || Musterkurven zur Durchfilhrung der in situ Ca**-

BGTA  [ong Kalibrierungsexperimente: Die gezeigten Spuren

L B, reprasentieren die Orginalspuren (340 nm und 380

[}
|
|
|
|
: nm) eines Einzelzellexperiments in dem die extra-
l zellulare Fura-2 Konzentration vernachlassigbar klein
r und Digitonin (60 pg/ml) kontinuierlich vorhanden
ist. Der Einsatz des lonophors sorgt fur den schnellen
Wavelength 2 Ausgleich zwischen extrazellularer und intrazellularer
Ca®*-Konzentration. Zur Ermittlung von R, mulk die
_'_‘_/_._f-llll [Ca®*]; auf den niedrigst moglichen Wert erniedrigt
' werden. Dies wird durch die Eliminierung der extra-
zellularen Ca®*-lonen erreicht. Freie Ca®"-lonen,
deren Konzentration im NaHBS Medium bei 1.8 mM
liegt, werden durch 6 mM EGTA komplexiert. Rmin
ergibt sich aus dem Verhéltnis der Plateauwerte
Time =—— (A1/A2), die sich unter diesen Bedingungen
einstellen. Durch Zugabe von CaCl, (10 mM) liegen
Ca’*-lonen in hohem molaren UberschuR vor und séttigen das vorhandene intrazellulare Fura-2
vollstdndig ab. Rmax ergibt sich entsprechend aus dem Verhdltnis der Plateauwerte B1/B2. Die
Konstante Sf/Sb (maximaler Floureszenzwert Fura-2 zu Fura-2/ Ca®*) ergibt sich aus A2/B2. Die
Werte flr Ryin und Rpax missen noch um die Autofluoreszenz der Zellen bereinigt werden. Der Auto-
fluoreszenzwert ergibt sich, wenn die Fluoreszemnz des intrazellularen Fura-2/Ca®* durch Zugabe von
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Methoden: Kalibrierung der Ca**-Messung

Mn®* (3 mM) ausgeldscht (Mn?*-Quench) wird. Zur Berechnung der [Ca®']; wurden diese Wetre in
Formel 1 (s.u.) eingesetzt.

Die Berechnung der Kalziumkonzentration aus den Einzelwellenldngen erfolgt tber
folgende Formel 1.:

[C a*']= Kq R Rmn) 51

(R max— R) Sb
[Tabelle 4]falt die Kennwerte zusammen, die zur Berechnung der intrazellularen Kalzi-
umkonzentration verwendet wurden. Diese Werte wurden aus > 50 Zellen, die in jeweils 2-5
Kalibrierungsexperimenten gemessen wurden, ermittelt. Die Kalziumkonzentrationen die sich
als Ruhewert bei Zellen der drei verschiedenen Zellinien in ergeben, wenn das Verhaltnis der
Wellenldngen 340 nm/380 nm zwischen 0.7 und 1.0 liegt, sind von vergleichbarer GroRe und
liegen in einem Konzentrationsbereich, der typisch fiir den physiologischen Ruhezustand
vieler Saugerzellen ist. Aus diesem Grund wurden bei der Auswertung der einzelnen Ca®'-
Messungen nur Zellen einbezogen, die zu Beginn der Experimente einen Ruhewert Ry (Fz40 nm
| Fago nm) zwischen 0.7 und 1.0 aufwiesen. Die [Ca*']; die Ro-Werten in diesem Bereich

entspricht, liegt zwischen 130-270 nM (Tabelle 4).

Tabelle 4:Kennwerte der Ergebnisse der Fura-2 Kalibrierungsmessungen an HEK293 Zellinien.
In der Tabelle sind die Mittelwerte der in Abbildung 7 erlauterten Kennwerte angegeben, die bei der
Durchfuhrung der Kalibrierungsmessungen an Fura-2 beladenen Zellen ermittelt wurden. Fir die drei
HEK?293 Zellinien wurden aus diesen Werten die Ca**-Konzentrationen (nM) berechnet, die F340 nm
/F380 nm -Werten von 0.7 bzw. 1.0 entsprechen.

Zellinie N/(Exp.)  Rmax Rumin SdSs [Ca?*]; bei [Ca?*]; bei
ratio 0.7 ratio 1.0
innM innM

HEK 97/(5) 22.7 0.16 12.2 129 + 21 212+ 23

293

HEK 90/(4) 13.9 0.15 11.6 152 + 15 250 + 25

RP2Y-wt

HEK rP2Y,  77/(5) 2015  0.12 26.7 174 +7 267 +10

-eGFP

2.3.7 Mikroskopie
2.3.7.1 Immuno- und GFP-Fluoreszenzmikroskopie

PBS: 10 mM K-Phosphat pH 7.2, 150 mM NaCl; NaHBS: 145 mM NaCl, 5.4 mM KCI, 1.8 mM
CaCl, x 2H,0, 1 mM MgCl; x 6H,0, 2mM Na, HPO,x 2H,0, 25 mM Glucose, 20 mM HEPES, pH
7.4; die Osmolaritat sollte 320-350 mOsm betragen; Fixierlésung: 4% (w/v) para-Formaldehyd in
PBS; Glycin-Losung: 0.1% (w/v) Glycin in PBS; PB: 3% BSA in PBS; PT: 0.1% Triton X-100 in
PBS; PBT: 0.3% Triton X-100 und 3% BSA in PBS; Einbettmedium: Aquatex; a-GFP-AS:
polyklonales a-GFP-Antiserum (1:200 Verdiinnung); sekunddre Antikdrper: a-Kaninchen/Cy3
Konjugat bzw. a-Kaninchen/Cy2 Konjugat jeweils in 1:100 Verdiinnung in PBS; WGA-TexasRed[ -
Konjugat: das Lektin wurde in PBS verdinnt (Konzentration 100 pg/ml).

Die Untersuchungen wurden an Zellen durchgefuhrt, die auf Deckglaschen kultiviert
wurden. Vor den Inkubationsschritten wurden die Zellen mit PBS (3 ml) gewaschen und an-
schlielend in eine feuchte Kammer Uberfiihrt (Petrischale mit feuchtem Kleenex und Para-
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Methoden: Fluoreszenzmikroskopie

film). Nach einem weiteren Waschschritt mit 150 pul PBS wurden die Deckglaschen 15 min
bei RT mit 150l der Fixierlsung behandelt. Uberschiissiges Formaldehyd wurde durch drei
Glycinwaschschritte (je 150 ul, 5 min) abgeséttigt und die Zellen danach dreimal mit PBS
gewaschen. Zur Anfarbung des GFP-Anteils des rP2Y1-GFP Rezeptors wurden die Praparate
permeabilisiert (150 pl PT, RT, 10 min) und unspezifische Bindungsstellen mit PBT abge-
séttigt (150 pl, 30 min, 37°C). Die Zellen wurden 0.N. bei 4°C mit dem a-GFP-AS inkubiert
und danach funfmal ausgiebig mit PBT (je 150 pl) gewaschen. Der sekundére Antikdrper
wurde 1:100 in PBS verdinnt und ebenfalls fiir 16 h bei 4°C inkubiert. Nach Waschen mit
PBT und PBS (je 3 x) wurden die Deckglaschen in Einbettmedium auf Objekttrager aufge-
bracht und mit den entsprechenden Filterkombinationen (s.Tabelle 5) fluoreszenzmikros-
kopisch ausgewertet.

Tabelle 5: Eigenschaften der eingesetzten Fluorochrome
Angegeben sind die Anregungs- und Emissionswellenldgen fiir einige géngige bzw. in dieser Arbeit
verwendete Fluorochrome, die mit denentsprechenden Filtersatzen verwendet werden kénnen.

Fluorochrom Anregungswellenldnge (nm)  Emissionswellenlange  Farbe
(nm)

Cy2 490 520 Grin

Rhodamin (TRITC) 552 570 Rot

Texas RedJ 596 620 Rot

Cy3 552 570 Rot

GFP 488 512 Grin

Bei den Experimenten in denen TexasRed[J-konjugiertes Lektin WGA eingesetzt
wurde, erfolgten nach der Inkubation mit dem sekundarem Antikérper (hier Cy2-Konjugat)
drei PBT-Waschschritte und dann die Lektinfarbung. Das Lektinkonjugat wurde in einer
Konzentration von 100 pg/ml eingesetzt und 4h bei RT inkubiert. Im Anschlu® wurden die
letzten Waschschritte mit PBT und PBS (je 3mal) durchgefiihrt und die Deckgldschen in
Einbettmedium auf Objekttragern fixiert.Die Lagerung erfolgte bis zur Auswertung am
Mikroskop kihl und lichtgeschitzt.
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3 Ergebnisse

3.1 Erzeugung der Expressionsvektorkonstrukte flr den P2Y-Rezeptor

(rP2Y,) aus dem ZNS der Ratte

Der eingesetzte P2Y;-Rezeptor cONA-Klon ist ca. 1500 bp lang und wurde Uber eine
PCR-Strategie aus einer cDNA-Bibliothek aus Rattenhirn isoliert. Die Nukleotidsequenzier-
ung ergab, daR der Klon neben der Nukleotidsequenz fir den rP2Y ;-Rezeptor auch Sequenz-
information der 3"und 5 untranslatierten Bereiche enthdlt. Wie alle bisher isolierten P2Y -Re-
zeptoren ist die gesamte Protein-codierende Sequenz (Exon) nicht durch nicht-translatierte
Bereiche (Intron) unterbrochen. Zur Subklonierung des rP2Y;-Rezeptors in den Expressions-
vektor pEGFPN3 (Abb. 8) wurde mittels PCR (Polymerase Kettenreaktion) die vollstandige
codierende Sequenz CDS (Nukleotidposition 620 — 1741; [32]) aus dem cDNA-Klon amplifi-
ziert. Dazu wurden Primeroligonukleotide eingesetzt, die in ihrer Sequenz komplementar zur
entsprechenden Nukleotidsequenzen am Beginn (,,sense primer”: 5- TG GAA TTC ATG
ACG GAG GTT CCG TGG TCG-3") bzw. am Ende (,,anti -sense primer*: 5"-AC GAA TTC
TCA CAA GGT GGT GTC GCC ATT -3") der CDS fur den rP2Y;-Rezeptor sind, d.h.
beginnend mit dem Startcodon ATG bzw dem Stopcodon TGA. Um die Klonierung zu ver-
einfachen wurden die Primer jeweils am 5°-Ende mit einer Erkennungssequenz fir die Re-
striktionsendonuklease EcoRI (unterstrichen) versehen. Das entstandene Konstrukt wird im
Weiteren als ,,rP2Y ;-wt* bezeichnet.

Um ein klonierbares PCR-Produkt fir die Erzeugung des rP2Y;-eGFP Vektorkon-
strukts zu erhalten, wurde das Stopcodon des wildtypischen rP2Y-Rezeptors durch den Ein-
satz eines modifizierten Primeroligonukleotids in ein Codontriplett fir Alanin mutiert. (P2Y -
eGFP reversed primer: 5°-TA GGA TCC TGC CAA GGT GGT GTC GCC ATT -3"). Die
zusatzlich eingefihrte Erkennungssequenz fir die Restriktionsendonuklease BamHI (unter-
strichen) ermdglichte die gerichtete Subklonierung dieses PCR-Produkts in den pEGFPN3
Vektor. Nach Restriktionsenzymbehandlung weist das PCR-Produkt unterschiedliche uber-
hangende Enden (am 5°-Ende eine EcoRI -Schnittstelle, am 3"-Ende eine BamHI-Schnitt-
stelle) auf, Gber die es gerichtet, d.h. in ,,sense*-Orientierung, in den vorbereiteten pEGFPN3-
Vektor (ebenfalls EcoRI / BamHI behandelt) eingefligt werden konnte. Das entstandene Kon-
strukt wird im Weiteren als ,,rP2Y;-eGFP* bezeichnet.

Nach der Identifikation rekombinanter Bakterienklone, die durch die Transformation
mit den Ligationsprodukten (pEGFPN Plasmid-DNA und PCR-Produkt fur rP2Y;-wt bzw.
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rP2Y1-eGFP) erzeugt wurden, wurde die ,sense“-Orientierung der enthaltenen Konstrukte
durch Restriktionsanalyse (Xhol/BspMII) tberprift und die Sequenzidentitdt mittels DNA-
Sequenzierung verifiziert.

pUCori

...BspMII

rP2Y1-eGFP/wt
5865 bps

Kan/Neo

. ECORI _/
BamHI

SV4Q0ori

“Notl

Abbildung 8: Eigenschaften und Aufbau der rP2Y;-pEGFPN Expressionskonstrukte

Das PCR-Produkt fiir die komplette CDS des rP2Y;-Rezeptors wurde in die EcoRI (rP2Y;-wt) bzw. in
die EcoRI/BamHI (rP2Y;-eGFP) Restriktionsschnittstellen der multiplen Klonierungsregion (MCS)
des entsprechend vorbereiteten pEGFPN-Vektors eingefiigt. Das rP2Y;-wt Konstrukt besitzt sein
orgindres Stopcodon und fihrt zu Expression des rP2Y;-Wildtyprezeptors. Beim rP2Y,-eGFP
Konstrukt wurde das Stopcodon TGA durch gerichtete Mutagenese in GCT umgewandelt, damit das
GFP-Fusionsprodukt entstehen konnte. Das pEGFPN-Plasmid besitzt neben der MCS eine Region die
Neomycin- bzw. Kanamycinresistenz (Neo/ Kan) vermittelt und Replikationsursprungsorte eukaryon-
tischer (SV40 ori) und prokaryontischer Art (pUC ori) beinhaltet. Die heterologe Expression wird
durch den SV40-Promotor angetrieben. Die entstehenden Transkripte werden durch einen SV40
polyA-Bereich mit einen polyA-Tail versehen. Die relative Lage der gencodierenden Regionen
(rP2Y,, EGFP, rP2Y1-eGFP, Neo/ Kan) zu ihren Promotoren sind durch Pfeile angegeben. Die
»Sense-Orientierung® der rP2Y1-Sequenz im Vektor wurde vor der Sequenzierung durch Restriktions-
analyse mit den Enzymen Xhol/BspMII tberpruft.

3. 2 Nukleotidsequenz des cDNA-Klons fur den P2Y;-Rezeptor aus dem

Hirn der Ratte
1 50
p2ylges ATGACGGAGG TTCCGTGGTC GGCTGTCCOC AACGGGACAG ATGCTGCCTT
p2ylgf p ATGACGGAGG TTCCGTGGTC GGCTGTCCOC AACGGGACAG ATGCTGCCTT
rnu22830 ATGACCGAGG TGCCTTGGTC GGCTGTCCCC AACGGGACAG ATGCTGCCTT

51 100
p2ylges CCTGGECTGEC CTGGEGECTCCC TTTGGGEGAAA CAGTACAATC GCCTCGACTG
p2ylgfp CCTGECTGEC CTGEGCTCCC TTTGGGGAAA CAGTACAATC GCCTCGACTG

rnu22830 CCTGGECTGEC CTGEECTCCC TTTGGEGEGAAA CAGTACAATC GCCTCGACTG
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p2ylges

p2ylgfp
rnu22830

p2ylges

p2ylgfp
rnu22830

p2ylges

p2ylgfp
rnu22830

p2ylges

p2ylgfp
rnu22830

p2ylges

p2ylgfp
rnu22830

p2ylges

p2ylgfp
rnu22830

p2ylges

p2ylgfp
rnu22830

p2ylges

p2ylgfp
rnu22830

p2ylges

p2ylgfp
rnu22830

p2ylges

p2ylgfp
rnu22830

p2ylges

p2ylgfp
rnu22830

101

CAGCAGITTC
CAGCAGITTC
CAGCAGITTC

151

TTCTACTACC
TTCTACTACC
TTCTACTACC

201

TGGECAACAGC
TGGCAACAGC
TGGECAACAGC

251

GCGCECATCTC
GCGCECATCTC
GCGGECATCTC

301

GTGCTCACCC
GTGCTCACCC
GTGCTCACCC

351

CTCTTCATTC
CTCTTCATTC
CTCTTCATTC

TGCCTGCGEGT
TGCCTGCGEGET
TGCCTGCGEGT

GIGGCAATCT
GIGGCAATCT
GIGGCAATCT

GGTGTACATG
GGTGTACATG
GGTGTACATG

TACCAGCTCT
TACCAGCTCT
TACCAGCTCT

GATCTTCGGEG GATGITATGT
GATCTTCGGEG GATGITATGT
GATCTTCGGEG GATGITATGT

401

ACCTCTATGG CAGCATCTTG
ACCTCTATGG CAGCATCTTG
ACCTCTATGG CAGCATCTTG

451

AGTGECGTGG TGTACCCTCT
AGTGECGTGG TGTACCCTCT
AGTGECGTGG TGTACCCTCT

501

TGCCATTTAT
TGCCATTTAT
TGCCATTTAT

551

CCCCCATTCT
CCCCCATTCT
CCCCCATTCT

601

GICAGITGIGC
GICAGIGIGC
GICAGIGIGC

CTTCTACTCT
CTTCTACTCT
CTTCTACTCT

CGATGIGCCC
CGATGIGCCC
CGATGIGCCC

CTACATCTTA
CTACATCTTA
CTACATCTTA

GGATGITTGT
GGATGITTGT
GGATGITTGT

TTCAATTTGG
TTCAATTTGG
TTCAATTTGG

CATCTTCTAC
CATCTTCTAC
CATCTTCTAC

GCAAGCTGCA
GCAAGCTGCA
GCAAGCTGCA

TTCCTCACCT
TTCCTCACCT
TTCCTCACCT

CAAGICTCTG
CAAGTCTCTG
CAAGTCTCTG

TGGTATGECT
TGGTATGECT
TGGTATGECT

GGCACTGGGA
GGCACTGGGA
GGCACTGCGA

ACCTGCTACG ACTCCACGTC AGATGAGTAC
ACCTGCTACG ACTCCACGTC AGATGAGTAC
ACCTGCTACG ACTCCACGTC AGATGAGTAC

TGATCAAGAC
TGATCAAGAC
TGATCAAGAC

GIGITCATCA
GIGITCATCA
GIGITCATCA

TTTCCACATG
TTTCCACATG
TTTCCACATG

CTCTGGCCGA
CTCTGGCCGA
CTCTGGECCEA

TACTTCAACA
TACTTCAACA
TACTTCAACA

GAGGTTCATC
GAGGTTCATC
GAGGTTCATC

GCATCAGIGC
GCATCAGIGC
GCATCAGIGC

GGCAGGCTCA
GGCAGGCTCA
GGCAGGCTCA

CATTGIGGTG
CATTGIGGTG
CATTGIGGTG

TTCGGAAAAA
TTCGGAAAAA
TTCGGAAAAA

CTGCGAAGTT
CTGCGAAGTT
CTGCGAAGTT

150
CGGCTTCCAG
CGGCTTCCAG
CGGECTTCCAG

200
TAGGCTTCCT
TAGGCTTCCT
TAGGCTTCCT

250
AAGCCTTGGA
AAGCCTTGGA
AAGCCTTGGA

300
CTTTTTGTAT
CTTTTTGTAT
CTTTTTGIAT

350
AGACTGACTG
AGACTGACTG
AGACTGACTG

400
TTCCATGTAA
TTCCATGTAA
TTCCATGTAA

450
ACACAGGTGC
ACACAGGTGC
ACACAGGTGC

500
AGAAAAAGAA
AGAAGAAGAA
AGAAGAAGAA

550
GI'GGCCATCT
GI'GGCCATCT
GIGGECCATCT

600
CAAAACTGTC
CAAAACTGTC
CAAAACTGTC

650
ATTTCATCTA
ATTTCATCTA
ATTTCATCTA
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p2ylges

p2ylgfp
rnu22830

p2ylges

p2ylgfp
rnu22830

p2ylges

p2ylgfp
rnu22830

p2ylges

p2ylgfp
rnu22830

p2ylges

p2ylgfp
rnu22830

p2ylges

p2ylgfp
rnu22830

p2ylges

p2ylgfp
rnu22830

p2ylges

p2ylgfp
rnu22830

p2ylges

p2ylgfp
rnu22830

p2ylges

p2ylgfp
rnu22830

651

CAGTATGIGC ACGACTGIGG
CAGTATGIGC ACGACTGTIGG
CAGTATGIGC ACGACTGTIGG

701

TGEECTGITA
TGEECTGITA
TGEECTGITA

751

AACTCTCCTC
AACTCTCCTC
AACTCTCCTC

801

GGTGTTTGCT
GGTGTTTGCT
GGTGTTTGCT

TGGATTAATT
TGGATTAATT
TGGATTAATT

TCCGCGAGGAA
TCCGGAGGAA
TCCGGAGGAA

GIGICTTACA
GIGICTTACA
GIGICTTACA

851

TGAGGGCACG GCTGGATTTC
TGAGGGCACG GCTGGATTTC
TGAGGGCACG GCTGGATTTC

901

AGGGITTATG CCACCTATCA
AGGGITTATG CCACCTATCA
AGGGITTATG CCACCTATCA

951

CTGIGTGGAC CCCATTCTTT
CTGIGTGGAC CCCATTCTTT
CTGIGTGGAC CCCATTCTTT

1001

GACTGTCCCG AGCCACCAGG
GACTGTCCCG AGCCACCAGG
GACTGTCCCG AGCCACCAGG

1051

CAATCCAAGA GTGAAGAAAT
CAATCCAAGA GTGAAGAAAT
CAATCCAAGA GTGAAGAAAT

1101

CCATGITCTG
CCATGITCTG
CCATGITCTG

GITAGAGCTT
GITAGAGCTT
GITAGAGCTT

ATCCATTTAC
ATCCATTTAC
ATCCATTTAC

TCCCTTTCCA
TCCCTTTCCA
TCCCTTTCCA

CAGACCCCAG
CAGACCCCAG
CAGACCCCAG

GGTAACAAGA
GGTAACAAGA
GGTAACAAGA

ATTTCTTGGEC
ATTTCTTGGEC
ATTTCTTGGEC

AAAGCTTCCA
AAAGCTTCCA
AAAGCTTCCA

CATCCCCCTG
CATCCCCCTG
CATCCCCCTG

TGATCTACAA
TGATCTACAA
TGATCTACAA

CTGGTGATAA
CTGGTGATAA
CTGGTGATAA

TGTGATGAAA
TGTGATGAAA
TGTGATGAAA

AAATGTGTGA
AAATGTGTGA
AAATGTGTGA

GGTCTAGCAA
GGTCTAGCAA
GGTCTAGCAA

TGGAGATACA
TGGAGATACA
TGGAGATACA

GGAGGAGTGA
GGAGGAGTGA
GGAGGAGTGA

700
GIGCTGATCT
GIGCTGATCT
GIGCTGATCT

750
AGATCTGGAC
AGATCTGGAC
AGATCTGGAC

800
TTGTCCTGAC
TTGITCCTGAC
TTGTCCTGAC

850
ACGATGAATT
ACGATGAATT
ACGATGAATT

900
TTTCAACGAC
TTTCAACGAC
TTTCAACGAC

950
GICTCAACAG
GICTCAACAG
GICTCAACAG

1000
TTCAGAAGEA
TTCAGAAGEA
TTCAGAAGEA

1050
GGCCAATTTA
GGCCAATTTA
GGCCAATTTA

1100

GACTCTCAAC ATTTTGICTG AGITCAAGCA
GACTCTCAAC ATTTTGICTG AGITCAAGCA
GACTCTCAAC ATTTTGICTG AGITCAAGCA

1128

GAATGGOGAC ACCACCTTG TGA~~~->STOP~~~
GAATGGCGAC ACCACCTTG GCT~~~
GAACGGAGAC ACAAGTTTG TGA~~~->STOP~~~

Abbildung 9: Homologievergleich der rekombinanten P2Y,-Rezeptorsequenzen aus der Ratte
Darstellung (alignment) der Nukleotidsequenz des cDNA-KIlons des rP2Y;-Rezeptors aus Rattenhirn
(p2ylges) und des C-terminal modifizierten rP2Y;-eGFP Konstrukts zur heterologen Expression des
GFP-Fusionsproteins (p2ylgfp), im Vergleich zur veroffentlichten P2Y,-Rezeptorsequenz aus Ratte
(rnu22830; von Tokuyama et al. 1995 [32]). Unterschiede in den Nukleotidsequenzen und die Modifi-
kationen im 3"-Endbereich der Nukleotidsequenzen sind durch Fettdruck hervorgehoben. Ebenfalls in
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Fettdruck sind die TGA/STOP-Codons bzw. die eingefiihrte Mutation (TGA — GCT/Alanin), die zum
GFP-Fusionsprotein fihrt (= eGFP).

Zur ldentifikation und Charakterisierung des cDNA-Klons des P2Y;-Rezeptors aus
Rattenhirn wurden nicht-radioaktive Sequenzierreaktionen durchgefiihrt. Die erhaltene
Nukleotidsequenz ist in [Abbildung d dargestellt und mit ,,p2ylges“ bezeichnet. Der Vergleich
dieser Nukleotidsequenz mit der von Tokuyama et al. 1995 [32] verdffentlichten Sequenz
(Abbildung 9] mit ,,rnu22830“ bezeichnet) zeigt die Identitit beider Sequenzen. Die
Nukleotidsequenz des rP2Y;-eGFP Konstrukts wurde ebenfalls tberprift, die erhaltene
Sequenz ist mit ,,p2ylgfp“ bezeichnet. Um ein Rezeptorkonstrukt zu erzeugen das C-terminal
mit Green Fluorescent Protein (GFP) fusioniert ist (p2ylgfp), wurde mittels PCR eine
Mutation in die Nukleotidsequenz des rP2Y;-cDNA Klons (p2ylges) eingefuhrt. Durch die
Verwendung eines entsprechend modifizierten Primeroligonukleotids wurde das
Nukleotidtriplett TGA (Orginal-Stopcodon) in GCT (kodiert fir Alanin) verandert.

Die PCR-Fragmente, die zur Subklonierung des rP2Y ;-Rezeptors bzw. zur Erzeugung
des GFP-Expressionskonstrukts verwendet wurden, wurden mit Hilfe des Primerpaars ,, TM3f/
TM7r* Giberpriift, das an einigen Stellen in seiner Sequenz degeneriert ist (JAbbildung 4). Die
Sequenz dieses Primerpaares wurde so ausgewahlt, da auch homologe P2Y;-Sequenzen aus
anderen Vertebraten bzw. P2Y,-Rezeptorsequenzen in der PCR amplifiziert werden kénnen.
Die Unterschiede zwischen Sequenzen fir p2yges bzw. p2ylgfp und der verdffentlichten
P2Y-Sequenz (rnu22830) im N- bzw.C-terminalen Bereich, ergeben sich auf Grund der ab-
geleiteten Sequenz der eingesetzten Primeroligonukleotide. Aus den Nukleotidsequenzen
lassen sich flr den rP2Y-Rezeptor eine Peptidsequenz von 374 Aminoséuren und fur das
GFP-Fusionskonstrukt von 631 Aminosauren Lange ableiten. Das entspricht einer berech-

neten molaren Masse von ca. 42 kDa. bzw. 69 kDa.
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3.3 Sequenzmotive in der Aminosauresequenz der P2Y-Rezeptoren

Die schnell anwachsende Verfligbarkeit von Sequenzinformation fiir einzelne Gene
bzw. ganze Genome erlaubt die systematische Analyse dieser Sequenzen, um Sequenzmotifen
spezielle Funktionen zuzuordnen: z.B. Phosphorylierungsstellen, Orte der Protein-Protein-
Interaktion oder mdogliche Bindungsstellen in Proteinen fur bestimmte Pharmaka. Fir die
Sequenzanalysen werden Computer-unterstiitze Rechenmodelle eingesetzt, die zur lden-

tifikation von Sequenzhomologien, funktionell bedeutsamen Sequenzmotifen und Pro-

teinprofilen dienen. In|Abbildung 1Q ist das Ergebnis einer solchen Sequenzanalyse darge-
stellt. Die typische strukturelle Eigenschaft von GPCR ist die Existenz von 7 Transmembran-

domanen (TM1-TM7), deren vermutliche Lage fiir den P2Y;-Rezeptor der Uber der Amino-
sduresequenz in Abbildung 10 angegeben ist. Daneben sind die identifizierten Sequenz-
abschnitte gekennzeichnet, die potentiell glykosyliert werden bzw. mdgliche Erkennungs-

stellen von Proteinkinasen (CamK oder PKC) darstellen.
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Abbildung 10: Analyse der Aminosauresequenz der P2Y;-Rezeptoren aus Ratte und Mensch

Zu Ermittlung moglicher struktureller Eigenschaften der P2Y;-Rezeptoren wurden die Aminoséure-
sequenzen einer Analyse unterzogen. In der Abbildung sind neben der vermutlichen Lage der 7 Trans-
membrandomanen — durch Unterstreichung (e e @ o ) und die Bezeichnung TM1-TM?7 Uber der
Sequenz — auch die Positionen einiger Sequenzmotife gekennzeichnet, die potentiell glykosyliert
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Ergebnisse: Sequenzmotife

werden konnen. Mdgliche Erkennungsstellen von Proteinkinasen (CamK oder PKC) sind durch Be-
schriftung und Linien markiert.

3.4 RT-PCR: Gewebsverteilung der rP2Y; Rezeptoren in der Ratte

Die gewebespezifische Verteilung der metabotropen P2Y; und P2Y,-Rezeptoren
wurde untersucht. Dazu wurden in der Gesamt-RNA, die aus unterschiedlichen Geweben der
Ratte isoliert wurde, die Transkripte fur P2Y ;- und P2Y;, -Rezeptoren mittels RT-PCR nach-
gewiesen. Gesamt-RNA wurde zunachst mit Hilfe Reverser-Transkriptase (RT) und oligo
d(T)-Primeroligonukleotid in cDNA umgeschrieben, die dann als Matrize in PCR-
Experimenten verwendet wurde. Genspezifische Primeroligonukleotide wurden so ausge-
wahlt, daR die PCR zu Amplifikation von Produkten fiihrte, die Teilbereichen von P2Y; bzw
P2Y,-Rezeptoren entsprechen. Die verwendeten Primeroligonukleotiden (TM3f: 5 - GAA
TTC YTS TTC CTC ACC TGC ATM AG -3°, TMT7r: 5- GAA TTC AYR GGG TCA ACG
CAR CTG TT-3'; [Abbildung 4) umschlieBen den Genabschnitt der P2Y-Rezeptoren, der
zwischen den hochkonservierten Transmembranregionen (TM 3 und TM 7) liegt.

P2Y:- und P2Y,-Rezeptoren lassen sich in vielen nicht-neuronalen Geweben
(Abbildung 11)), in neuronalem Gewebe [Abbildung 1JA) und ebenfalls in der astrozytéren
C6-4-2 Gliomzellinie (Abbildung 11C) [127,116] nachweisen. Die PCR-Produkte in
Abbildungl11A weisen eine Grolke von ca. 600 bp auf und reprasentieren die P2Y ;- und P2Y -
Rezeptoren, die in den verschiedenen Geweben exprimiert werden. Die Intensitat der einzel-
nen DNA-Banden belegt die unterschiedlich hohe Expressionsrate der P2Y-Rezeptoren in den
verschiedenen Geweben. Obwohl in alle Spuren der gleiche Anteil des jeweiligen PCR-
Ansatzes aufgetragen wurde, sind einige Gelspuren (z.B. 5,6 und 7 in Abbildung 11 A) mit
DNA {(berladen, d.h. in der RT-PCR wurde aus diesen RNA-Proben soviel P2Y-Rezeptor-
spezifische DNA amplifiziert, da die Trennkapazitdt des Gels Uberschritten wurde und
scheinbar Doppelbanden zu sehen sind. Zwar weisen die PCR-Produkte des P2Yi- bwz.
P2Y,-Rezeptoren, die durch das TM3f / TM7r Primerpaar (Abbildung 4) amplifiziert werden
unterschiedliche GréRen auf (Abbildung 12), jedoch lassen sich diese geringen Unterschiede
in diesem Gelsystem nicht darstellen. Aus Gesamt-RNA und genomischer DNA der C6-4-2
Gliomzellinie, sowie aus Plasmid-DNA des rP2Y;-cDNA Klons konnten PCR-Produkte
erzeugt werden (Abbildung 11C), die der kompletten CDS des rP2Y1-Rezeptors entsprechen.
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Ergebnisse: Gewebsverteilung
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Abbildung 11 : PCR Experimente zur gewebespezifischen Verteilung der P2Y; bzw. P2Y
Rezeptoren

A) Agarosegel-Analyse von RT-PCR Produkten zum Nachweis der Transkripte fir P2Y, -und P2Y, -
Rezeptoren in der RNA aus verschiedenen Geweben der Ratte.Die durch » markierten Banden
besitzen eine Lange von ca. 600 bp. Aufgetragen wurden jeweils 7 pl der PCR-Produkte eines 50 pl
Ansatzes. Die Spuren entsprechen in der Abfolge Cortex (1), Cerebellum (2), Riickenmark (3), ,,Rest-
hirn* (4) - entspricht Hirn ohne Cortex und Cerebellum-, Herz (5), Leber (6), Niere (7), Lunge (8),
Testes der Ratte (9), cDNA aus C6-4-2 Zell-RNA (10), Primérkulturzellen einer Hirnpraparation in
der Astrozyten (11) angereichert wurden, genomische DNA aus C6-4-2 Zellen (12) und rP2Y-Plas-
mid (13), als Positivkontrolle.

B) PCR-Reaktionen die mit Primeroligonukleotiden durchgefiihrt wurden, die spezifisch fur Glycerin-
aldehyd Dehydrogenase (GAPDH) sind. Die Reaktion wurde mit den identischen cDNA-Praparatio-
nen wie in 11A durchgefuhrt. Die amplifizierten PCR- Produkte haben eine L&nge von 650 bp (Lage
ist durch » markiert), Die Auftragsmenge und -abfolge entsprechen 11A.
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Ergebnisse: Gewebsverteilung

C) Gelanalyse der PCR-Produkte (1136 bp), die mit dem Primerpaar ,,P2Y;gesamt” aus cDNA C6-4-2
(Spur 1), genomischer DNA aus C6-4-2 (Spur 2) und der Positivkontrolle mit dem P2Y;-haltigen
Plasmid-DNA (Spur 3) erhalten wurden.,,M* bezeichnet jeweils einen DNA-L&ngenstandard, die
DNA-Fragmentgréfen sind in der Abbildung angegeben.

Die PCR-Produkte in Abbildung 11C weisen eine identische Grof3e von ca. 1.2 kb auf,
woraus sich ableiten 1aRt, da der in dieser Arbeit untersuchte rP2Y;-Rezeptor auch in

astrozytdren Zellen des Rattenhirns exprimiert wird.

3.5 Erzeugung stabil transfizierter Zellinien

Hochaufgereinigte, sterile Plasmid-DNA der Expressionsvektorkonstrukte rP2Y ;-wt
bzw. rP2Y;-eGFP wurde verwendet, um HEK293-Zellen mit einem Lipofektionsreagenz zu
transfizieren. Die entsprechende Plasmid-DNA wurde linearisiert, mit Lipofektionsreagenz
vermischt und die HEK293- Zellen mit dieser Mixtur behandelt. Durch Resistenzselektion
mit dem Antibiotikum Geneticin (G418) wurden Einzelzellklone isoliert, deren Expression
der rP2Y 1-wt bzw. rP2Y;-eGFP Rezeptoren mit Hilfe von Fura-2 Imaging-Experimenten und
oder der GFP-Fluoreszenz untersucht wurde, um stabil- exprimiernde Zellklone zu identi-
fizieren. Die Ergebnisse dieses Selektionsprozesses sind in [Tabelle 6]dargestellt.

Tabelle 6: Ausbeute der Selektion auf stabil transfizierten Zellklonen

Angegeben ist die Anzahl der isolierten, stabil transformierten Zellklone fiir die beiden HEK-
Zellinien nach der 2. Selektionsrunde (s. Seite[44). Aus den identifizierten, rekombinanten Zellklonen
wurde jeweils ein Klon zur weiteren Untersuchung ausgewahlt. Der Sern (*) markiert, die durch
Fluoreszenzmikroskopie bei 488 nm identifizierten Klone.

Zellinie isolierte davon in Ca*'-
Zellklone Experimenten getestet

HEK rP2Y, -

wt 25 7

HEK rP2Y;—

eGFP 12* 2

3.6 PCR Analyse der Gesamt-RNA aus stabil-transfizierter HEK293

Zellinien

Die spezifische, heterologe Expression der P2Y 1-wt bzw. rP2Y1-eGFP Rezeptoren in
den stabil transfizierten HEK293-Zellinien wurde mittels RT-PCR uberprift. Mit den rP2Y -
spezifischen Primern (,,P2Yges“; [Abbildung 12]A) konnte aus Gesamt-RNA der rP2Y ;-wt
bzw. rP2Y1-eGFP transfizierten Zellen ein 1.1 kb PCR-Produkt amplifiziert werden, das der
vollstandigen CDS des rP2Y ;-Rezeptors entspricht. Mit RNA der nicht-transfizierten HEK
293 Zellen konnte dieses PCR-Produkt nicht erhalten werden (Abbildung 12A). Dieses
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Ergebnisse: stabile Zellinien

Ergebnis belegt die spezifische Expression des rP2Y;-Rezeptors in den transfizierten HEK293
Zellen.

- 1284 bp
- 985 bp

- 597 bp

- 700 bp
- 600 bp
- 500 bp

- 400 bp

Abbildung 12: Untersuchung der rP2Y;- und hP2Y,-Rezeptorexpression in HEK293 Zellen
mittels RT-PCR

Zur cDNA-Synthese wurde die Gesamt-RNA aus untransfizierten HEK293 Zellen und stabil trans-
fizierten HEK293-Zellinien eingesetzt, d.h. Zellen die mit dem unverdnderten P2Y,-Rezeptor aus
Ratte (rP2Y;-wt) bzw. dem GFP-Konstrukt dieses Rezeptors (rP2Y;-eGFP), transfiziert wurden.
Vergleichbare Ergebnisse wurden in 3 unabhanigen Experimenten erhalten.

A) Nachweis der erfolgreichen Transfektion der HEK293 -Zellinien mit den Vektorkonstrukten
rP2Y-wt bzw. rP2Y;-eGFP. Das Primerpaar flhrt spezifisch zur Amplifikation der kompletten
codierenden Sequenz (ca. 1.1 kb) des P2Y; -Rezeptors aus der Ratte, nicht jedoch des P2Y;-Rezeptors
beim Menschen. Das Gel zeigt die Auftrennung der RT-PCR Produkte von HEK293 Zellen (Spur 1),
HEK rP2Y-wt Zellen (Spur 2), HEK rP2Y-eGFP Zellen (Spur 3) und eine Positivkontrolle (Spur 4)
die dem PCR-Produkt entspricht, das mit rP2Y;-Vektorplasmid erzeugt wurde. In entsprechender Ab-
folge sind in die Spuren 6-8 die RT-PCR Produkte aufgetragen, die mit einem GAPDH-spezifischen
Primerpaar erzeugt wurden, um die Qualitdt und Menge der synthetisierten cDNA zu Uberpriifen. Die
Spuren 5 und 9 entsprechen Kontaminationskontrollen. Als DNA-GroRenstandard wurde
EcoRI/Hindlll behandelte A-Phagen DNA aufgetragen, die FragmentgroRen sind angegeben.

B) Mit dem Oligonukleotidprimerpaar TM3f/ TM7r (s.a. Abb. 4A) wurden P2Y ;- und P2Y ,-Rezeptor-
sequenzen aus Ratte und Mensch amplifiziert. Die Analyse wurde als native PAGE durchgefihrt. Auf-
getragen sind RT-PCR-Produkte aus HEK293 Zellen (Spur 1), aus rP2Y;-wt Zellen (Spur 2) bzw.
rP2Y1-eGFP Zellen (Spur 3) und PCR-Produkte, die mit Plasmid-DNA erzeugt wurden. Die eingesetz-
ten Plasmide codieren den hP2Y,-Rezeptor (Spur 4) oder den rP2Y;-Rezeptor (Spur 5). Die Konta-
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Ergebnisse: PCR-Analyse

minationskontrolle ist in Spur 6 aufgetragen, der DNA Lé&ngenstandard ist mit M bezeichnet (die Posi-
tion der Banden ist verzerrt).

Um die Spezifitdt des Primerpaars ,,P2Yges* zu Uberprifen und die Expression der
endogenen hP2Y;- und hP2Y,-Rezeptoren in den HEK293 Zellinien zu untersuchen, wurden
Primeroligonukleotide eingesetzt (TM3f/TM7r; Abb.4), die spezifisch fiir hochkonservierte
Bereiche (TMR 3 und TMR 7) der P2Y-Rezeptoren sind. Mit diesem Primerpaar konnten aus
Gesamt-RNA der stabil-transformierten HEK Zellinien zwei PCR-Produkte &hnlicher GroRe
(ca. 500 - 600 bp; [Abbildung 13B, Spuren 2 und 3) amplifiziert werden. Zur ldentifikation
dieser DNA-Banden wurden PCR-Experimente mit Vektor-DNA durchgefiihrt
12B), die entweder die cDNA fiir den hP2Y —Rezeptor (Spur 4) oder fiir den rP2Y ;—Rezeptor
(Spur 5) enthalten. Auf diesem Weg konnte die groRere Bande (560 bp) dem rP2Y;-, die
kleinere Bande (540 bp) dem hP2Y,-Rezeptor zugeordnet werden.

Die gréRere, dem rP2Y;-Rezeptor entsprechende Bande (Abbildung 12B) konnte in
einer cONA-Préparation der rP2Y;-wt exprimierenden Zellen (Spur 2) mit starker Intensitét
nachgewiesen werden. Aus cDNA der rP2Y;-eGFP exprimiernden Zellen (Spur 3) wurde
diese Bande mit schwacherer Intensitat ebenfalls amplifiziert. Die unterschiedliche Intensitét
dieser DNA-Banden in Spur 2 bzw. Spur 3 spricht fur unterschiedlich hohe Transkriptmengen
fr den rP2Y-wt bzw.den P2Y1-eGFP in den stabil-transfizierten Zellen. Transkriptgréf3e und
Intergrationsort der Konstrukte im Genom sind Faktoren die bei der heterologen Expression
zur unterschiedlichen Regulation der Gentranskription und zur unterschiedlich hohen
Transkriptionseffizienz fuhren kénnen. Im Allgemeinen wird eine hohe Transkriptionsrate fur
heterolog exprimierte Proteine nur durch die Integration mehrerer Plasmidkonstruklte im
Genom erreicht, d.h. je groBer das zu insertierende DNA-Fragment ist, desto weniger
wahrscheinlich ist dieses Ereignis. Ein weiterer moglicher Grund fiir die unterschiedliche
Bandenintensitat liegt in der RT-PCR-Methodik selbst, die vorhandene Unterschiede in der
Transkriptmenge zusatzlich verstarkt.

Bei nicht-transfizierten HEK293 Zellen (Spur 1;[Abbildung 13B) lag die Intensitat der
dem hP2Y entsprechenden Bande an der Detektionsgrenze, was auf eine sehr schwache Ex-
pression des endogenen hP2Yi-Rezeptors hindeutet. Die kleinere, dem endogenen P2Y,
Rezeptor entsprechende Bande war in den cDNA-Préparationen aller Zellinien (Spur 1-3;

Abbildung 12B) mit vergleichbarer Intensitdt zu erzeugen und belegt die Expression des
endogenen hP2Y,-Rezeptors.
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3.7 Immunodetektion des P2Y-eGFP Rezeptors in HEK293 Zellen

3.7.1 Lokalisation des rP2Y;-eGFP Fusionsproteins

Fluoreszenzmikroskopische Untersuchungen an rP2Y1-eGFP transfizierten HEK293 Zellen
lieRen eine deutliche GFP-Fluoreszenz, die an der Plasmamembran lokalisiert war erkennen.
Zur Absicherung dieses Befundes wurde ein polyklonales a-GFP Antiserum eingesetzt, um in

subzellularen Proteinfraktionen die Verteilung des Fusionsproteins zu untersuchen.

kDa ' '.

94-

67- S
43- B |
- ewe-S
20 - s

Abbildung 13: Immunodetektion des rP2Y;-eGFP Rezeptorkonstrukts in subzelluldren
Fraktionen (Western Blotting)

Proteine subzellularer Fraktionen von HEK293 Zellen (Spur 1), HEK P2Y;-eGFP-Zellen (Spuren 2-4
und 6) und HEK-pEGFPN (Spur 5), wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt und auf eine Nylonmem-
bran transferiert. Die GFP-Fusionsproteine bzw. GFP alleine wurden mit Hilfe eines polyklonalen a-
GFP Antiserums detektiert. In Spur 1 und 2 sind Zellhomogenate (40 pg Protein), in Spur 3 aufge-
reinigte Plasmamembranen (30 pg Protein), in Spur 4 mit Igepal solubilisierte Plasmamembran-
proteine (30 ug) und in Spur 5 bzw. 6 zytosolische Proteine von HEK293-pEGFPN2 bzw. HEK
rP2Y-eGFP (15 bzw. 30 pg Protein) transfizierten Zellen aufgetragen. Vergleichbare Ergebnisse
wurden in zwei unabhéngigen Experimenten erhalten.

Eine Bande mit einer scheinbaren molaren Masse von 82 kDa (JAbbildung 13) wurde
als einziges Protein der rP2Y1-eGFP Proteinfraktion spezifisch durch das a-GFP Antiserum

erkannt. Diese Bande wurde in der Plasmamembranfraktion und dem detergenzldslichen
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Proteinanteil der Plasmamembranfraktion detektiert. Ebenfalls — allerdings in sehr viel
geringerem Ausmal — wurde diese Bande in ER-, Golgi- und mikrosomalen Fraktionen dieser
Zellen durch das Antiserum detektiert. In der Fraktion der mitochondrialen Proteine und der
Kernfraktionen war diese Bande jedoch nicht zu finden (in[Abbildung 13 nicht dargestellt).
Durch das a-GFP-Antiserum wurde eine zusatzliche Proteinbande (scheinbare molare Masse
ca. 64 kDa) in der Zytosol- bzw. der Plasmamembranfraktion der beiden transfizierten
Zellinien erkannt. Dariiber hinaus wurden einige Banden mit einer scheinbaren molaren
Masse von mehr als 100 kDa unspezifisch markiert. Die intensive Immunofarbung am oberen
Rand des Proteingels konnte mdglicherweise aggregiertes rP2Y;-eGFP Rezeptorprotein
darstellen (Spuren 1-3). Die Proteinbande bei 82 kDa ist sehr wahrscheinlich das
posttranslational modifizierte (glykosylierte) GFP-Rezeptorfusionsprotein, denn aus der
Sequenz des rP2Y;-eGFP Konstrukts wére ein Protein von etwa 70 kDa Grol3e zu erwarten.

3.7.2 Untersuchung der glykosylierten Membranproteine stabil-transfizierter
HEK293 rP2Y;-eGFP Zellen

H&aufig unterliegen Rezeptorproteine posttranslationalen Modifikation wie z.B. der
Glykosylierung [128]. Auf Grund der Existenz potentieller Glykosylierungsstellen im N-
terminalen Anteil der rP2Yi-Rezeptorsequenz wurde der Glykosylierungszustand des in
HEK293 Zellen heterolog exprimierten rP2Y;-eGFP Rezeptors untersucht. Dazu wurde
Concanavalin A (Con A), ein pflanzliches Lektin, eingesetzt. Proteinfraktionen (PEF) von
nicht-transfizierten HEK293 Zellen (Abbildung 14 A/B, Spurl) und HEK rP2Y;-eGFP Zellen
(Abbildung 14 A/B, Spur3) in denen Plasmamembranen angereichert waren, wurden mittels
SDS-PAGE aufgetrennt, auf eine Nitrocellulosemembran transferiert und mit mit Hilfe eines
Digoxigenin-ConcanavalinA Konjugats (ConA-Dig) [129] in einer ECL-Western-Blot
Prozedur detektiert. Zusatzlich wurden HEK rP2Y;-eGFP Membranproteine solubilisiert
(Triton X-100) und mittels ConA-Sepharose partiell aufgereinigt. Glykosylierte Proteine
wurden mit 0.2 M Mannosid vom Sepharosematerial eluiert und durch Methanol/ HAc-
Fallung ankonzentriert (Abbildung 14 A/B, Spur2).

Ein Vergleich der Proteinspuren, die durch Lektinmarkierung ConA (Abbildung 14| A)
bzw. durch a-GFP Antikérpermarkierung B) detektiert wurden, zeigt eine
deutliche Kolokalisation beider Anfarbungen flr ein Protein mit einer scheinbaren molaren
Masse von ca. 80-85 kDa ( ) in Spur 2 und ebenso (mit schwécherer Intensitat) in Spur 3.

Dieser Befund belegt die Glykosylierung des GFP-Rezeptorfusionsproteins (rP2Y-eGFP),
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Ergebnisse: Western-Blot

das sich durch den Einsatz von ConA-Sepharose (Spur 2) aus Plasmamenbranfraktionen
(Spur 3) anreichern 1aRt.

A ConA
S

160 kDa -
105 kDa -

75 kDa -

B a-GFP Antiserum

160 kDa - |
105 kDa -

75 kDa - K

30 kDa -

Abbildung 14: Lektinfarbung von Plasmamembranfraktionen der HEK 293 Zellinien - untrans-
fizierte HEK293 Zellen und HEK rP2Y1-eGFP Zellen im Vergleich.

Die ConA-Dig Féarbung (A) und die Anfarbung mit polyklonalem o-GFP Antiserum (B) von
Proteinfraktionen (PEF) der HEK293 Zellinien, in denen Plasmamembranen angereichert wurden.
PEF der nicht-transfizierten HEK293 Zellen (Spur 1), ConA-gereinigte PEF der HEK rP2Y;-eGFP
(Spur 2), PEF der HEK rP2Y;-eGFP (Spur 3), sowie ein SDS-Lysat eines eGFP exprimierenden
E.coli-Klons (Spur 4) als Kontrolle. Das Experiment wurde mit identisch hergestellten Blots durch-
gefiihrt, pro Spur wurden 15 — 60 g Protein aufgetragen.
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Wie erwartet werden viele glykosylierte Membranproteine (Abbildung 14| A) unter-
schiedlicher GrofRe in den Plasmamembranfraktionen (Spuren 1-3) intensiv durch ConA

angeférbt, nicht jedoch die bakteriellen Proteine (Spur 4), was die Spezifitat der ConA-
Farbung belegt. In[Abbildung 14 B lassen sich nur in den HEK rP2Y-eGFP Proteinprépara-
tionen (Spuren 2 und 3) und in der bakteriellen Positivkontrolle (Spur 4) Proteine durch das
o-GFP Antiserum detektieren. In Spur 4 ist erheblich zuviel Protein aufgetragen und die
Solubilisierung der bakteriellen Proteine bzw. deren Auftrennung ist deshalb nicht
vollstandig. Die "GFP-Uberladung™ in Spur 4 beruht auf der sehr effizienten bakteriellen
Uberexpression des GFP-Proteins und der Tatsache, daR die Proteinmenge im
Bakteriensolubilisat nur abgeschétzt werden konnte. Die Anfarbung mit dem a-GFP Anti-
serum detektiert in Spur 4 eine Bande mit einer scheinbaren molaren Masse von ca. 30 kDa,
was der erwarteten GroRe des GFP-Proteins entspricht. Weitere Banden bei ca. 50-60 kDa
bzw. tber 100 kDa, stellen mdglicherweise aggregiertes GFP-Protein dar.

3.8 Transiente Expression des rP2Y;-wt Konstrukts in C-6-4-2 Gliom- und

HEK?293 Zellen

C6-4-2 Gliomzellen und HEK293 Zellen wurden mit dem rP2Y;-wt-Konstrukt bzw. mit dem
GFP-Expressionsvektor pEGFPN allein mittels Elektroporation transient transfiziert. Ziel
dieser Transfektion war die Uberpriifung der funktionellen Expression des rP2Y;-Rezeptors
mit Hilfe von Ca®*-Imaging-Experimenten. Die Zellen wurden nach der Transfektion unter-
schiedlich lange kultiviert (2 - 4 Tage) bevor sie mit Fura-2/AM beladen und in die Ca*'-
Messungen eingesetzt wurden. Wie [Abbildung 15]zeigt induziert die kurzzeitige Zugabe von
ATP in C6-Gliomzellen eine transiente Erhdhung der intrazelluldren Ca?*-Konzentration
([Ca®*]i). Die durch 10 uM ATP ausgeldste Ca®*-Antwort in rP2Y;-wt transfizierten Zellen
(durchgezogene Linie) war gegenuber der Antwort, die in pEGFP-Vektor (nur GFP)
transfizierten Zellen (gepunktete Linie) ausgel0st werden konnte, deutlich erhoht. Diese
erhdhte Ca?*-Freisetzung wurde als Indiz fir die erfolgreiche funktionelle Expression des
rP2Y1-Rezeptors in den C6-4-2 Gliomzellen gewertet. In gleichartigen Experimenten wurden
nicht-transfizierte HEK293 Zellen, mit pEGFPN-Vektor transient transfizierte HEK293
Zellen und transient mit rP2Y;-wt transfizierten HEK293 Zellen untersucht.

Die Amplitude der Ca®*-Antwort, die durch 10 pM ATP in den verschiedenen
transient transfizierten HEK293 Zellen induziert wurden, sind in dargestellt.
Die in HEK rP2Y;-wt gefundene erhdhte Amplitude der Ca®*-Antwort gegeniiber den
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Ergebnisse: transiente P2Y-Expression

Kontrollzellen (HEK293) belegt die funktionelle Expression des rP2Y;-wt Rezeptors in
diesen Zellinien. Die Tatsache, daB die Amplituden der induzierten Ca®*-Antworten der
pPEGFPN transfizierten HEK Zellen und die Antworten der nicht-transfizierten Zellen
praktisch identisch sind (JAbbildung 16), zeigt, daR die Transfektion des Vektors allein bzw.
die GFP-Expression nicht mit der Signaltransduktion der endogen exprimierten P2Y-
Rezeptoren interferiert. Weitere Messungen ergaben ein Expressionsmaximum fir den rP2Y;-

wt Rezeptor zwischen dem 3. und 4. Tag nach der Transfektion (Ergebnisse nicht dargestellt).
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= = = :C6-4-2 Gliomzellen mit pPEGFPN-Vektor transient transfiziert
= :C6-4-2 Gliomzellen mit rP2Y -wt transient transfiziert

(R/IR)

Abbildung 15: ATP-induzierte Ca®* -Antworten in transient transfizierter C6-4-2 Gliomzellen
Messung der intrazellularen Ca”*-Konzentration mit Hilfe des Ca**-sensitiven Fluoreszenzfarbstoffs
Fura-2. Die aufgetragenen Kurven zeigen die Anderungen der [Ca’*];, die durch wiederholte ATP-
Gabe in C6-4-2 Gliomzellen induziert wurden. Die Ca®*-Antwort der Zellen, die mit dem pPEGFPN-
Vektor transfiziert wurden, sind als gepunktete Linie eingezeichnet, die Antwort der rP2Y-wt trans-
fizierten Zellen als durchgezogene Linie. Dargestellt ist die relative Veranderung des Verhaltnisses
(R) F340 nm / F380 nm in Bezug zum basalen Ruhewert (Ro), der entsprechenden C6-4-2 Gliom-
zellen. Die Konzentrationen und die Dauer der ATP-Zugabe sind durch die einzelnen Balken
angegeben. Die Daten repréasentieren den Mittelwert aus 19 (pbEGFPN transfizierte Zellen) bzw. 22
rP2Y1-wt —Rezeptor transfizierte Zellen) Einzelzellen, die in 2 Experimenten 3 Tage nach der
Transfektion gemessen wurden.
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Ergebnisse: transiente P2Y-Expression
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Abbildung 16: ATP-induzierte Ca’®" -Antworten in transient mit rP2Y;-wt transfizierten
HEK?293 Zellen

Abgebildet sind die durch 10 pM ATP evozierten Ca®*-Antworten bei nicht-transfizierten
HEK 293 Zellen (HEK293), mit Vektor pEGFPN transient transfizierten HEK293 Zellen
(HEK-GFP) und mit rP2Y 1-wt transient transfizierten HEK293 Zellen (HEK rP2Y 1-wt). Die
Ca®*-Antworten reprasentieren die Mittelwerte + SEM der Amplitude der Ca®*-Antwort (R-
Ro), die aus jeweils N> 40 Einzelzellen gebildet wurden. Die Gesamtzahl der Einzelzellen
wurde in 7, 3 bzw. 6 Experimenten gemessen. Die Experimente wurden mit Zellen
durchgefuhrt, die nach der Transfektion noch 3 Tage kultiviert wurden.* kennzeichnet die
Signifikanz der Anderung (p> 0.05)

3.9 Charakterisierung der stabil transfizierten Zellinien

3.9.1 Variabilitat der Ca**-Antworten bei HEK293-Zellen am Beispiel der stabil

transfizierten Zellinie rP2Y-eGFP

Zellen im Gewebeverband durchlaufen normalerweise in ihrer Entwicklung unter-
schiedliche Phasen, die durch ganz bestimmte Proteinexpressionsmuster gekennzeichnet sind,
d.h. Wachstum, Ausdifferenzierung, Teilung, Alterung und andere physiologische Ablaufe
sind durch unterschiedliche Genexpression reguliert. Auch Zellen einer permanenten Zellinie
haben einen Lebenszyklus in dem sie unterschiedliche Phasen, die z.B. durch unterschiedlich
hohe Stoffwechselaktivitat gekennzeichnet sind, durchlaufen. Gentranskription und -
translation werden in Abhéngigkeit zum physiologischen Zustand der Zelle reguliert und
dieser Regulation sind auch heterolog exprimierte Gene zu einem gewissen Grad unterworfen.
Hierauf beruht die Variabilitdt bezuglich eines gemeinsamen Merkmals die auch in einer
klonalen Zellpopulation zu beobachten ist. verdeutlicht die Variabilitat der
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Ergebnisse: stabile P2Y 1-Expression

Einzelzellen der stabil transfizierten, klonalen rP2Y;-eGFP HEK Zellinie bezuglich der
Expressionsstarke des GFP-Fusionsproteins A), sowie der Charakteristik der
Ca®*-Mobilisierung, die durch die Stimulierung des heterolog exprimierten P2Y:-Rezeptors
ausgelost wird (Abbildung.17B).

UTP  2-MeSATP
10 uM 100 nM 10 uM

F340 nm / F380 nm

0 300 600 900 1200 1500
Zeit (s)

Abbildung 17: Videobild von P2Y;-eGFP Zellen im mikroskopischen Bild der Fura-2 Imaging
Apparatur und die Orginalspuren der Ca**-Antwort von zwei Einzelzellen

Orginalvideobild Fura-2 beladener Zellen der stabil transfizierten HEK rP2Y,;-eGFP Zellinie. 17A
zeigt die eGFP-Fluoreszenz bei einer Anregungswellenldnge von 488 nm. 17B zeigt die Orginalspuren
der Ca*’-Antworten von zwei typischen Zellen. Zeitpunkt und Dauer der Agonistzugabe (von links
nach rechts: 10 uM UTP, 100 pM 2-MeSATP, 10 uM 2-MeSATP) sind durch Linien angegeben.

In A ist deutlich zu erkennen, daR die GFP-Fluoreszenz der einzelnen
Zellen unterschiedlich stark ist, d.h. obwohl die Expression des P2Y;-GFP-Fusionsproteins
unter der Kontrolle eines starken viralen Promotors steht, wird in den einzelnen Zellen der
Zellinie unterschiedlich viel Rezeptorprotein produziert. Die Orginalspuren in
B, zeigen die typische Bandbreite der Reaktionen von Einzelzellen, die durch unterschiedliche
Konzentration und Einwirkdauer der Agonisten ausgelost werden. Die unterschiedliche
Sensitivitat der Zellen gegentber P2Y;- (2-MeSATP) bzw. P2Y,-spezifischen (UTP)
Agonisten und die Veranderung der AmplitudengréRe der Ca®*-Antworten, die durch wieder-
holte Agonistengabe (10 uM 2-MeSATP) auftritt, sind ebenfalls zu erkennen.
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Ergebnisse: stabile P2Y1-Expression

3.10 Zusammenhang zwischen der Intensitat der GFP-Fluoreszenz und der
2-MeSADP Sensivitat bei rP2Y,-eGFP transfizierten Zellen

Transfizierte HEK293 Zellen, die den rP2Y1-eGFP Rezeptor exprimieren, lassen sich
auf Grund der GFP-Fluoreszenz relativ einfach identifizieren. Werden rP2Y1-eGFP Rezep-
toren in diesen Zellen funktionell exprimiert und sind korrekt in die Signsltransduktion
eingebunden ist zu erwarten, dal? diese Zellen im Vergleich zu nicht-transfizierten Zellen eine
verénderte Sensitivitat gegentiber P2Y;-spezifischen Agonisten aufweisen.

Um diesen Zusammenhang zu Uberpriifen wurden HEK293 Zellen nach der Transfek-
tion mit rP2Y1-eGFP fur 14 Tage mittels G418 selektioniert und die isolierten Zell klone in
Ca**-Messungen eingesetzt. Diese Zellklone enthalten nach nur einer Selektionsrunde noch
viele Zellen die keine GFP-Fluoreszenz aufweisen und die den Rezeptor vermutlich nicht
oder nur in vernachlassigbarem Umfang exprimieren. Vor der eigentlichen Messung wurden
deshalb Zellen mit GFP-Fluoreszenz - und solche ohne - identifiziert und zur Auswertung im
Experiment markiert A,B; Auswertefenster um die Zellen). Im Experiment
wurden Fura-2 beladene Zellen mit zwei Pulsen des P2Y;-spezifischen Agonisten 2-MeSADP
mit steigender Konzentration ( 0.01 uM und 10 pM) stimuliert. Die Orginalspuren der Ca?*-
Antworten wurden den einzelnen Zellen zugeordnet, die Diagramme sind in[Abbildung 18] mit
1-4 durchnummeriert und représentieren typische Reaktionen.

Die Diagramme 1 und 2 zeigen die Ca**-Antworten von Zellen mit deutlicher GFP-
Fluoreszenz (vergl. B: 1 und 2). Diese Zellen reagieren bereits auf eine
2-MeSADP Konzentration von 0.01 pM mit einer transienten Erhdhung der [Ca®*];, bei der
die Zellen ohne GFP-Fluoreszenz (JAbbildung 18] B: 3 und 4) praktisch nicht reagieren. Alle
Zellen zeigen eine Ca®*-Antwort auf den Stimulus mit 10 uM 2-MeSADP, jedoch ist die
Amplitude der Ca?*-Antwort der Zellen mit GFP-Fluoreszenz erhéht und zeigt z.T. eine

ausgepragte Schulter (Abbildung 18 Diagramml). Die erhohte Sensitivitat der rP2Y-

transfizierten Zellen mit GFP-Fluoreszenz gegeniiber dem P2Y;-Rezeptor spezifischen
Agonisten 2-MeSADP belegt die funktionelle Expression des Rezeptor-GFP Fusionsproteins
in transfizierten HEK293-Zellen.
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Ergebnisse: Ca**-Antworten bei stabilt-transfizierten HEK293 Zellen
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Abbildung 18 Licht- und GFP-Fluoreszenzbild rP2Y1-eGFP transfizierter HEK Zellen und die
dazugehérenden Orginalspuren der 2-MeADP induzierten Ca**-Antwort einzelner Zellen.

Fura-2 beladene, rP2Y-eGFP transfizierte HEK293 Zellen wurden wiederholt mit 2-MeSADP in
ansteigender Konzentration (0.01 uM und 10 uM) stimuliert und die Ca**-Antworten (F340 nm/F380
nm) aufgezeichnet. Die Ca’*-Antworten konnten einzelnen Zellen zugeordnet werden, die
unterschiedlich intensive GFP-Fluoreszenz aufwiesen. 18A zeigt eine Durchlichtaufnahme der gemes-
senen Zellen, 18B die entsprechende Aufnahme der GFP-Fluoreszenz. Die Diagramme 1-4 zeigen die
Orginalspuren der Ca**-Antworten der entsprechend in 18A bzw. 18B gekennzeichneten Zellen. Die
Linienmarkierungen in den Diagrammen geben Zugabezeitpunkt und —dauer des Agonisten an.

3.11 Ca®*-Messungen an stabil-transfizierten HEK293 Zellinien

Um die Funktionalitdt der heterolog exprimierten rP2Y-Rezeptoren (rP2Y1-eGFP bzw.
rP2Y1-wt) zu untersuchen, wurde an Fura-2 beladenen Zellen die Veranderung der [Ca?*]; be-
stimmt, die durch kurzzeitige Stimulation (1 min) mit P2Y;-selektiven Nukleotidagonisten
hervorgerufen wurde.

In sind die Ca®*-Antworten dargestellt, die durch kurze 2-MeSADP
Pulse in den Konzentrationen 1 pM, 1 nM und 1 uM ausgeldst wurden. Nicht-transfizierte
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Ergebnisse: Ca**-Antworten bei stabilt-transfizierten HEK293 Zellen

HEK Zellen (HEK293) zeigen erst bei einer Agonistkonzentration von 1 pM eine Antwort.
Im Gegensatz dazu reagieren rP2Y-eGFP transfizierte Zellen auf 1 nM und die rP2Y-wt
transfizierten Zellen besitzen eine noch groRere Sensitivitat und zeigen eine vergleichbare
Reaktion schon bei 1 pM 2-MeSADP. Der Vergleich der Ca®*-Antworten, die mit verschie-
denen P2Yi-Agonisten im Konzentrationsbereich von 10 nM - 10 uMﬂ ausgeldst wurden,
wird deutlich, dall 2-MeSADP in den transfizierten Zellinien statistisch signifikant grél3ere

Veranderungen in der [Ca**]; hervorruft als bei den nicht transfizierten HEK293 Zellen.
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Abbildung 19: Vergleich der durch 2-MeSADP evozierten Ca**-Antworten in transfizierten und
nicht-transfizierten HEK293-Zellinien

Nicht -transfizierte HEK 293 — Zellen (HEK 293) und Zellen der stabil transfizierten HEK rP2Y ;-wt
und HEK rP2Y-eGFP Zellinien wurden mit Fura-2/AM beladen. Die Zellen wurden wiederholt mit
ansteigender Konzentration mit 2-MeSADP stimuliert. Konzentration, Zugabezeitpunkt und —dauer
sind durch die Markierungen und entsprechende Beschriftung angegeben. Die gezeigten

!In diesem Konzentrationsbereich fiihren die Agonisten bei HEK 293 Zellen und anderen Zellinien zu einer
Erhéhung der Inositol 1,4,5 trisphosphat Konzentration [36, 165]

73



Ergebnisse: Ca**-Antworten bei stabilt-transfizierten HEK293 Zellen

Orginalspuren reprasentieren typische Antworten von Einzelzellen, wie sie fiir die unterschiedlichen
Zellinien gefunden wurden.

Bei niedrigen Agonistenkonzentrationen wird die unterschiedliche Sensitivitat der drei
Zelllinien besonders deutlich: werden rP2Y;-wt transfizierte Zellen mit 2-MeSATP bzw. 2-
MeSADP in einer Konzentration von 10 nM stimuliert, reagieren 100 % aller Zellen auf die
P2Yi-spezifischen Agonisten mit nahezu der maximalen Antwortamplitude. Bei den rP2Y;-
eGFP transfizierten Zellen reagieren unter diesen Bedingungen nur etwa 70 —80 % aller
Zellen mit einer Ca**-Antwort. Nicht-transfizierte HEK293 Zellen reagieren nur auf einem
sehr niedrigen Niveau (ca. 20% der Maximalantwort) und zu einem geringen Anteil ( 5-30 %
der Zellen) auf diese Agonistkonzentration. Entsprechend der Rangfolge der Agonistwirkung
an P2Y1-Rezeptoren besitzt ADP bei den transfizierten Zellinien eine vergleichsweise hohere
Effektivitat Ca**-Antworten auszulésen als ATP. Vergleicht man den 10 nM-Effekt von ADP
bei den rP2Y;-wt transfizierten Zellen mit dem Effekt von 2-MeSATP bzw. 2-MeSADP,
lassen sich keine Unterschiede erkennen, bei rP2Y;-eGFP exprimierenden Zellen ist ADP

jedoch weniger wirksam (Ergebnisse nicht dargestellt).

3.12 Konzentrations-Effekt Kurven der verschiedenen Nukleotidagonisten

an den HEK?293 Zellinien

Beide P2Y-Rezeptoren aus der Ratte (rP2Y;-wt und rP2Y;-eGFP) weisen die iden-
tische Agonistenselektivitat auf. Werden die Agonisten nach ihrer Fahigkeit die [Ca®']; zu
erhdhen geordnet, ergibt sich folgendes Bild: 2-MeSADP [12-MeSATP >ADP> ATaP> ATP
>>UTP (vergl. Abbildung 20). Diese Rangfolge ist typisch fur die Ligandenselektivitat von
P2Y-Rezeptoren. Setzt man die unvermeidliche, statistische Ungenauigkeit bei der Erstellung
von  Dosis-Wirkungskurven  voraus,  scheinen  die  2-Methylthio-substituierten
Nukleotidderivate equipotent zu sein. Sowohl in den transfizierten Zellinien als auch in den
nicht-transfizierten Zellen wurden durch UTP identische Maximalantworten ausgeldst und
praktisch identische ECso-Werte bestimmt. Die heterologe Expression der rP2Y;-Rezeptoren
interferiert mit der Signaltransduktion der endogenen P2Y,-Rezeptoren also offensichtlich
nicht, was durch die RT-PCR-Experimente (Abbildung 12), die ein vergleichbargleichbar

hohes Expressionsniveau der P2Y,-Rezeptoren in allen drei HEK Zellinien nahelegen, unter-

stutzt wird.
Aus Tabelle 7 geht hervor, dal3 die Wirksamkeit von 2-MeSADP bzw. 2-MeSATP bei

der Aktivierung der rP2Y 1-Rezeptoren in den transfizierten Zellinien nahezu identisch ist. Die

74



Ergebnisse: Konzentrations-Effekt Kurven

ECso-Werte fir diese Agonisten liegen bei den rP2Y;-wt Rezeptor transfizierten Zellen im
hohen picomolaren Bereich (60- 350 pM) und die rP2Y;-eGFP Rezeptoren werden von 2-Me-
SADP bzw. 2-MeSATP im nanomolaren Konzentrationsbereich halbmaximal stimuliert (50 —
70 nM). Die Affinitat des GFP-modifizierten Rezeptors ist gegentiber dem Wildtyp des rP2Y;
—Rezeptors zwar erniedrigt, jedoch ist die Affinitat der P2Y1-Rezeptoren in nicht-transfizier-
ten HEK293 Zellen noch niedriger, denn deren ECs, Werte liegen im mikromolaren Bereich.
Vergleicht man die Affinitdten fir ATP und ADP, zeigt sich, daR ATP eine geringere
Affinitat zu den P2Y-Rezeptoren zu haben scheint als ADP.

F340nm /380nm

- log Agonist-Konzentration (M)
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Ergebnisse: Konzentrations-Effekt Kurven

Abbildung 20: Konzentrations-Effekt Kurven fur die durch Nukleotidstimulation ausgeltste
Erhéhung der [Ca*']; in HEK 293 Zellen

Die Erhéhung der [Ca®']; wurde in Fura-2 beladenen Zellen gemessen. Nicht-transfizierte HEK293
Zellen (), rP2Y1-eGFP transfizierte Zellen ( ), oder rP2Y;-wt transfizierte Zellen () wurden mit
unterschiedlichen Konzentrationen der P2Y;-selektiven Agonisten 2-MeSATP (A), 2-MeSADP (B),
ADP (C) oder ATP (D) bzw. ATPaS (E) und dem P2Y ,-selektiven Agonisten UTP (F) stimuliert und
die maximale Anderung des Fluoreszenzverhaltnisses (F340 nm/ F380 nm) ausgewertet. Die Mess-
punkte der Einzelkurven repréasentieren jeweils die Mittelwerte + SEM von N> 60 Einzelzellen (aus 3-
5 Experimenten).

Tabelle 7: Affinitat der unterschiedlichen P2Y-selektiven Agonisten fur die transfizierten
Zellinien im Vergleich zu nicht transfizierten HEK293 Zellen.

Die ECso-Werte wurden aus den nicht linearen Regressionen fur die sigmoidalen Konzentrations-
Effekt Kurven berechnet (JAbbildung 20), die Ergebnis eines ,,logistic fit* sind.

Zellinie Nukleotidagonisten

2-MeSATP  2-MeSADP ADP ATP ATPaS UTP
ECso (nM)
HEK rP2Y -
eGFP 69 51 200 640 110 1,500
HEK rP2Y-wt
0.06 0.35 0.13 43 13 6,600
HEK293

control 450 450 1,200 6,200 8,400 8,700

Tabelle 7 vergleicht die Ca?*-Antworten die durch 2-MeSADP und andere P2Y;-
spezifische Agonisten bei den verschiedenen HEK293 Zellinien ausgeltst wurden. Wurden
diese Agonisten in physiologisch relevanten Konzentrationen (10 nM - 10 uM) eingesetzt,
war ihre Fahigkeit eine Erhdhung der [Ca®*]i auszulésen bei den transfizierten HEK293
Zellen deutlich hoher als bei den nicht-transfizierten Zellen. Die unterschiedliche Sensitivitat
der HEK293-Zellinien zeigt sich besonders deutlich bei niedrigen Agonistkonzentrationen
(Tabelle 8). Wéhrend die Stimulation der Zellen mit den P2Y;-selektiven Agonisten
2—MeSADP und 2-MeSATP in einer 10 nM Konzentration bei nahezu 100% der Zellen der
rP2Y;-wt transfizierten Zellinie zu einer Ca**-Antwort fiihrte, Idste sie bei der rP2Y;-eGFP
transfizierten Zellinie noch bei 70-80% der Zellen eine Ca?*-Antwort aus und bei nicht-trans-
fizierten HEK293 Zellen nur bei 5 bzw. 30% der gemessenen Zellen. Die hohe Sensitivitat
der heterolog exprimierten rP2Y;-Rezeptoren wird durch die Tatsache bestatigt, da 2-MeS-
ATP bzw. 2-MeSADP in Konzentrationen von 10 nM bzw. 100 nM bei nahezu 100% der
transfizierten Zellen zu einer fast maximalen Ca?*-Antwort fihrten, wahrend fiir diesen Effekt
bei den nicht-transfizierten HEK293 Zellen eine Agonistkonzentration von 1 M nétig war.

Die Wirksamkeit von ATPaS (Tabelle 7) an P2Y;-Rezeptoren wurde untersucht, weil
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Ergebnisse: Konzentrations-Effekt Kurven

dieses Nukleotid in Rezeptorbindungsstudien eingesetzt wurde. Motivation dieser Experi-
mente war die ldentifikation von P2Y;-dhnlichen Rezeptoren in Plasmamembranen [130,
131,130]. Bei den stabil-transfizierten Zellinien (rP2Y-wt bzw rP2Y1-eGFP) wurden durch
ATPaS (100 nM) goRere Ca**-Antworten ausgeldst als durch ATP in identischer Konzen-
tration, d.h. die Sensitivitat dieser Zelllinien gegenlber ATPasS ist im Vergleich mit ATP
erhdht. ATPaS-Konzentrationen von 100 nM — 1 uM lésen bei HEK rP2Y1-eGFP Zellen
generell eine Reaktion aus. Nicht-transfizierte HEK293 Zellen zeigten bei 100 nM ATPaS

keine Ca®*-Antwort.

Vergleicht man die Maximalantworten, lassen sich bei den transfizierten Zellinien
zwischen ATPaS und 2-MeSADP bzw. 2-MeSATP keine signifikanten Unterschiede er-
kennen, jedoch sind diese niedriger als die maximalen, durch ATP evozierten Ca**-Antwor-
ten. In der Kombination unterstiitzen diese Befunde die Einstufung von ATPasS als ,,Vollago-

nist”, mit einer Préferenz fur P2Y1-Rezeptoren.
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Tabelle 8: Sensitivitat der rP2Y;-wt, rP2Y1-eGFP transfizierten und nicht-transfizierten HEK293 Zellinien

In der Tabelle sind die durch verschiedene Agonisten ausgelésten Veranderungen der [Ca®*]i (A Faso nm/F3go nm) in den unterschiedlichen Zellinien
aufgetragen. Die Agonistsubstanzen wurden in unterschiedlichen Konzentrationen (10 nM - 10 puM) zur Messung eingesetzt. Neben der
Amplitude der Ca®*-Antworten wurde der Prozentsatz der antwortenden Zellen (% resp.) aller gemessenen Zellen bei der jeweiligen

Agonistkonzentration flr jede Zellinie bestimmt.

Nukleotide

2-MeSATP

2-MeSADP

ATP

ADP

ATPaS

Zelltyp Konzentration
10 nM 0.1 puM 1uM 10 uM
AF 34035 % resp. n AF 34038 % resp. n AFsq038 %o Tesp. n AFs34035 %o Tesp. n

HEK rP2Y-wt 1.49 98 95 1.58 100 125 1.85 100 93 1.29 100 20
HEK rP2Y-eGFP  0.47 78 119 0.81 96 289 0.86 100 233 1.27 100 152
HEK control 0.18 31 133 0.55 71 266 0.91 98 341 1.03 100 114
HEK rP2Y-wt 1.43 100 64 1.69 100 143 1.49 100 106 1.48 100 66
HEK rP2Y-eGFP  0.47 71 109 0.83 98 156 1.02 100 171 1.26 100 110
HEK control 0.03 5 72 0.42 63 146 0.90 100 145 1.18 100 116
HEK rP2Y-wt 0.47 70 117 0.79 78 174 1.03 84 133 1.70 100 112
HEK rP2Y-eGFP  0.05 15 67 0.47 88 75 0.74 99 105 1.08 100 118
HEK control 0 0 46 0 0 95 0.12 23 125 1.02 97 101
HEK rP2Y-wt 1.16 100 203 1.82 100 56 1.94 100 128 1.96 100 38
HEK rP2Y-eGFP  0.11 36 88 0.39 74 101 0.95 96 199 1.17 100 101
HEK control 0 0 86 0.06 34 102 0.66 77 188 1.46 100 102
HEK rP2Y-wt 0.66 66 71 1.04 100 81 1.18 100 68 151 100 28
HEK rP2Y-eGFP  0.08 29 37 0.61 90 43 0.94 100 41 1.38 100 32
HEK control 0 0 46 0 0 64 0.31 74 35 0.84 97 34
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Ergebnisse: Antagonistwirkung

3.13 Inhibition P2Y,-Rezeptor abhangiger Ca**-Antworten in HEK293

Zellen

Auf der Suche nach Antagonisten fir P2-Rezeptoren wurden bis jetzt eine ganze Reihe
von Substanzen untersucht (zur Ubersicht [2]). Ein Problem dieser Substanzen mit antagonis-
tischer Wirkung ist ihre mangelhafte Selektivitdt. Zu den gebréuchlichsten Antagonisten an
P2-Rezeptoren gehdren Suramin, NF279 (ein Suraminderivat), Reactive Blue, Evans Blue und
PPADS (Pyridoxal-phosphat-6-azophenyl-2”,4"-disulfonsdure). PPADS ist ein nicht-selek-
tiver - jedoch kein universeller —, kompetitiver, reversibler Antagonist an P2-Rezeptoren. Im
Allgemeinen blockiert PPADS die Aktivierung endogener P2Y-ahnlicher und rekombinanter
P2Y,-Rezeptoren, die an PLC gekoppelt sind [36,132,133,63]. P2Y1-Rezeptoren, die an
Adenylatzyklase gekoppelt sind, werden jedoch nicht inhibiert [66, 63].

In ist die hemmende Wirkung von 0.4 mM PPADS auf die Ca*"-Antwort
dargestellt, die bei nicht-transfizieten HEK293 Zellen bzw. transfizierten Zellinien durch 0.1
MM 2-MeSATP ausgeldst wird. Die Abhdngigkeit zwischen beobachtetem PPADS-Effekt und
der halbmaximalen Wirkkonzentration (ECso-Wert) von 2-MeSATP bei den jeweiligen Zellen
wird hier sehr deutlich: je héher die Sensitivitat der Zellen gegenliber 2-MeSATP ist, desto
niedriger ist der zu beobachtende Hemmeffekt. Die Sensitivitit gegentiber 2-MeSATP ist bei
den transfizierten Zellinien (rP2Y;-wt bzw. rP2Y; —eGFP) hoher als bei den nicht-
transfizierten HEK293 Zellen und damit auch die Hemmung der Ca**-Antwort deutlich
niedriger (Abbildung 20).

Auf Grund der Arbeit von Schachter et al. [134], in der PPADS- Effekte an nicht-
transfizierten HEK293 Zellen beschrieben sind (Abbildung 21C), wurden Dosis-Wirkungs-
kurven fur die PPADS-Hemmung an den heterolog exprimierten rP2Y-Rezeptoren erstellt.
Dazu wurden die Ca”*-Antworten, die durch eine konstante 2-MeSADP bzw. 2-MeSATP
Konzentration ausgelost wurden, mit steigenden PPADS-Konzentrationen inhibiert
(Abbildung 21A, B,C). Da die PPADS-Hemmung an P2Y;-Rezeptoren kompetitiver Natur
ist, die Zellinien aber stark unterschiedliche Sensitivitdt gegentber den verschiedenen
Agonistsubstanzen aufweisen (vgl. Abbildung 20 bzw. Tabelle 7 und 8), lassen sich ver-
gleichbare Kurven fur die PPADS-Hemmung nur dann erhalten, wenn Agonistkonzen-
trationen eingesetzt werden die vergleichbare physiologische Effekte (Ca®*-Antworten) bei
den einzelnen Zellinien hervorrufen. Deshalb wurden Agonistkonzentrationen im Bereich der
ECso-Werte von 2-MeSADP bzw. 2-MeSATP eingesetzt, d.h. 30 pM bzw. 30 nM 2-MeSADP
bei rP2Y;-wt bzw. rP2Y-eGFP transfizierten Zellen und 1 uM 2-MeSATP bei nicht-
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Ergebnisse: Antagonistwirkung

transfizierten HEK293 Zellen (Abbildung 21). Die scheinbare Wirkungslosigkeit von PPADS
bei den transfizierten Zellinien in Abbildung 21 beruht genau auf diesem Zusammenhang und
unterstreicht sehr anschaulich die unterschiedliche Sensitivitat der Zellinien gegeniiber dem
P2Y i-selektiven Agonist 2-MeSATP.

100

HH

80

60 -
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% Hemmung

20 -

HEK293 HEKrP2Y1-eGFP  HEKP2Y1

Abbildung 21: Inhibition der 2-MeSATP induzierten Ca**-Antwort durch PPADS

Im Diagramm ist die Reduktion der Ca®*-Antwortamplituden durch PPADS aufgetragen. Zur
Ermittlung des PPADS-Hemmeffekts wurden mit PPADS (400 pM) vorbehandelte HEK 293 Zellen
und nicht behandelte Zellen (Kontrollwert (100%) mit 0.1 uM 2-MeSATP stimuliert. Die Antwort-
amplitude der vorbehandelten Zellen wurde auf den Kontrollwert normiert (% Kontrolle). Die
Differenz zwischen Kontrollwert und normierter Ca2+-Antwort reprasentiert das Ausmaf der Hem-
mung von PPADS auf die durch 2-MeSATP ausgeldste Ca**-Antwort und ist in der Abbildung als ,,%
Hemmung* aufgetragen. Die Werte entsprechen Mittelwerten £ SEM, die aus Stichproben von > 40
Einzelzellen aus 2 Experimenten ermittelt wurden.

In JAbbildung 22 sind die gemessenen Dosis-Wirkungskurven der transfizierten

Zellinien aufgetragen, aus denen sich vergleichbare 1Cso-Werte ableiten lassen (rP2Yi-wt :
250 UM bzw. rP2Y1-eGFP: 430 uM). Zur Erstellung der PPADS Dosis-Wirkungskurve der
nicht-transfizierten HEK293 Zellen C), wurde die Ca**-Antwort der Zellen auf
1 uM 2-MeSATP, (ECso-Wert liegt bei 450 nM) durch PPADS inhibiert. Der ICso-Wert fr
diese Hemmung liegt bei 3.8 UM und ist wesentlich niedriger, als bei den transfizierten
Zellen. Dieser Unterschied spiegelt vermutlich eine unterschiedliche PPADS-Sensitivitat der

P2Y1-Rezeptoren aus Ratte und Mensch wieder.
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Abbildung 22: Hemmung der durch P2Y - Rezeptor Stimulation induzierten Ca**-Antworten
mittels PPADS

HEK rP2Y;-wt (A), HEK rP2Y;-eGFP (B) und nicht-transfizierte HEK293 Zellen (C), wurden mit 30
pM (A) oder 30 nM (B) 2-MeSADP bzw. 1 pM 2-MeSATP (C) in Gegenwart steigender PPADS-
Konzentration stimuliert. Die Amplitude der induzierten Ca®*-Antwort wurde analysiert und zur
Bestimmung der ICso-Werte in Prozent (%) zur Kontrolle (maximale Antwortamplitude ohne PPADS)
gegen die PPADS-Konzentration aufgetragen.
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Ergebnisse: intrazellulare Ca**-Speicher

3.14 Mechanismen der Erhéhung der intrazellularen Kalziumkonzen-

tration ([Ca*'];)
3.14.1 Erfolgt die durch P2Y-Agonisten evozierte Ca®*-Freisetzung fiir P2Y; und
P2Y, aus denselben Speichern?
Unter nominell Ca®*-freien Versuchsbedingungen wurden nicht-transfizierte und P2Y -
eGFP-transfizierte HEK293 Zellen wiederholt mit P2Y1- (2-MeSATP) bzw. mit P2Y,- (UTP)
spezifischen Agonisten stimuliert (Abbildung 23). Waren die Stimuli dieses Nukleotid-

agonisten nicht mehr in der Lage Ca**-Antworten bei den Zellen auszuldsen, wurden die
Zellen mit dem ,,2. Agonisten* stimuliert, d.h. UTP folgte auf 2-MeSATP bzw. 2-MeSATP
folgte auf UTP.

[ O O OO OO Cat-frei

— — — —
2,0 -
€
<
o
Ios)
™
L
€ .
[
o
<
2 04 4
3 1. Agonist = 2. Agonist
0,0 T T T T T 1
0 200 400 600 800 1000 1200
Zeit (s)

Abbildung 23: Die Aktivierung von P2Y;- und P2Y,-Rezeptoren fiihrt zur Ca®*-Freisetzung aus
denselben intrazellularen Speichern

Unter nominell Ca®*-freien Versuchsbedingungen wurden Fura-2 beldene, rP2Y-eGFP transfizierte
HEK293 Zellen wiederholt mit dem P2Y, -spezifischen Agonisten UTP in einer Konzentration von 10
MM (gestrichelte Linie) bzw. 100 UM (durchgezogene Linie) stimuliert. Waren diese Stimuli nicht
mehr in der Lage Ca*-Antworten auszuldsen, wurden die Zellen mit dem P2Y;-spezifischen Ago-
nisten 2-MeSATP in einer Konzentration von 10 pM stimuliert. Zugabezeitpunkt und L&nge der
Zugabe sind durch Balken und entsprechende Beschriftung angegeben.

Abhéngig von der Agonistenkonzentration findet die Ca”*-Freisetzung aus internen
Speichern in unterschiedlichem AuRmaR statt, was in Abbildung 23]an der Fliche unter den
transienten Gipfeln (,,peaks™) der Orginalspuren zu erkennen ist. Vom Ausmal der Speicher-
entleerung durch die wiederholte Gabe des 1. Nukleotidagonisten wird die abschliessende
Ca**-Freisetzung, die durch den 2-MeSATP Stimulus induziert werden kann, direkt
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Ergebnisse: intrazellulare Ca**-Speicher

beeinfluldt. So ist der 10 uM 2-MeSATP-Stimulus nach der Speicherentleerung durch 100
MM UTP, im Vergleich zur Situation nach 10 uM UTP, nicht mehr in der Lage die gleiche
Menge Ca?* aus internen Speichern freizusetzten. Dieser Befund belegt, daB P2Y:- und P2Y,-
Rezeptoren Ca®* aus denselben, internen Speichern freisetzten kénnen. Jedoch kénnen die
Ca**-Speicher durch UTP (100 pM) nicht so weit entleert werden, daR 2-MeSATP (10 pM)
keine Ca?*-Antwort mehr ausldsen kann.Das spricht dafiir, daB die internen Ca**-Speicher die
von P2Y1- bzw. P2Y,-Rezeptoren angesprochen werden, nicht véllig identisch sind.

Da ADP unter den physiologisch relevanten Nukleotiden neben ATP die hdchste
Spezifitat fur P2Y;-Rezeptoren besitzt wurden Experimente des gleichen Ablaufs mit 100uM
UTP und 10uM ADP durchgefiihrt. vergleicht die Antwortamplituden des 2.
Agonisten (in Prozent der maximalen Antwortamplitude dieses Agonisten). Es fallt auf, dal3
die UTP-vermittelte Speicherentleerung bei nicht-transfizierten HEK293 Zellen (3,5%) zu
einer starkeren Reduktion der ADP-Antwort flhrt als bei HEK rP2Y1-eGFP Zellen (26%).
Dieser Befund spricht fiir eine effizientere Ca?*-Freisetzung durch ADP (10 pM) bei rP2Y;-
eGFP transfizierten Zellen aus internen Speichern nach UTP induzierter Speicherentleerung
als es bei nicht-transfizierten HEK293 Zellen der Fall ist.

Tabelle 9: Zusammenfassung der Ergebnisse der Speicherentleerungsversuche mit UTP/ADP
Ausgewertet wurden die Antwortamplituden, die unter nominell Ca®*-freien Bedigungen bei nicht-
transfizierten HEK293 bzw. rP2Y;-eGFP transfizierten HEK293 Zellen ausgelost werden konnten.
Die Amplituden, die durch den 2. Agonisten ausgelost wurden, wurden auf die maximalen Antwort-
amplituden dieses Agonisten normiert. Angegeben sind die Mittelwerte der Ca**-Antwortamplituden
+SEM aus der Stichprobe N, die aus 2-3 Experimenten entstammit.

Zellinie nicht-transfizierte HEK293 HEK rP2Y-eGFP
Agonist ADP nach UTP nach ADP nach UTP nach
UTP ADP UTP ADP
A (F340 nm / F380 0.045 0.2 0.23 0.051
nm) (x0.01) (x0.02) (x0.02) (x0.01)
N 74 60 78 35
Antwort in % der
max. Ca**-Amplitude 3.5 % 22 % 26% 5.2%

Fur die Speicherentleerung durch ADP gilt Entsprechendes: die Reduktion der UTP-
Antwortamplitude nach ADP-Stimulation ist bei rP2Y1-eGFP transfizierten Zellen groRer
(5,2%), als bei nicht-transfizierten HEK293 Zellen (22%). Identische ADP-Konzentrationen
sind bei rP2Y;-eGFP transfizierten HEK293 Zellen in der Lage die internen Ca®*-Speicher
starker zu entleeren als bei nicht-transfizierten HEK293 Zellen. Dieses Verhalten der rP2Y -

eGFP HEK Zellen spricht flr eine verénderte Rezeptorstochiometrie zwischen endogenen
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P2Y,- und (r)P2Y;- Rezeptoren. Ein derart verdndertes Verhéltnis der Rezeptortypen
zueinander, ist auf Grund der zusétzlichen Expression des rP2Y;-Rezeptors durch die stabile
Transfektion der HEK293 Zellen zu erwarten und belegt die funktionelle Expression des

Rezeptor-GFP Fusionsproteins.

3.14.2 Anteil von extrazellularem Ca* an der durch 2-MeSATP induzierten

[Ca?']i ~Erhéhung

Prinzipiell kdnnen verschiedene Mechanismen zur nukleotid-induzierten Erhéhung der
[Ca®*];i beitragen, dazu gehoren u.a. die PLC/InsP; vermittelte Ca?*-Freisetzung aus internen
Speichern und der Ca®*-Einstrom aus dem extrazellularen Raum durch die sogenannten
ROCC (receptor operated calcium entry channel) bzw. SOCC (store operated calcium entry
channel). Diese Ca*-Einstromkomponente kann z.B. durch die direkte Aktivierung von nicht-
selektiven Kationenkanélen (P2X-Rezeptoren), bzw. durch die GBy-vermittelte Aktivierung
von lonenkanélen geschehen und spielt bei Phdnomenen wie den Agonist-induzierten
Kalziumoszillationen eine wichtige Rolle [135].

Zur Untersuchung einer moglichen Beteiligung einer Kalziumeinstromkomponente bei
der P2Yi-induzierten Ca®*-Antwort, wurden Ca®*-Messungen unter nominell Ca**-freien
Bedingungen durchgefilhrt. Dazu wurden Fura-2 beladene Zellen zunichst unter Ca®'-
haltigen (1.8 mM) Bedingungen mit 2-MeSATP stimuliert. Nach einer Waschperiode zur
Speicherwiederbeflllung wurde das extrazellulare Kalzium durch Superfusion mit nominell
Ca?*-freien NaHBS-Medium entfernt und die Zellen erneut mit 2-MeSATP stimuliert.

Aus wird ersichtlich, daR kein signifikanter Unterschied zwischen den
durch 2-MeSATP induzierten Antwortamplituden besteht, die unter ,,nominell Ca* -freien*
bzw. unter ,,Ca**-haltigen“ Bedingungen gemessen wurden. Bei HEK293 Zellen spielt bei
kurzzeitiger (1 min) Stimulation mit 2-MeSATP der Einstrom von extrazellularem Ca** keine
Rolle fiir die Erhéhung der [Ca?*];.
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Abbildung 24: Vergleich der Ca*-Antworten unter Ca®*-haltigen bzw. nominell Ca**-freien
Bedingungen bei HEK?293 Zellen

Fura-2 beladene nicht-transfizierte HEK293 Zellen bzw. stabil-transfizierte rP2Y;-wt bzw. rP2Y;-
eGFP HEK293 Zellinien wurden unter nominell Ca**-freien Bedingungen mit 0.1 pM bzw. 1 uM 2-
MeSATP stimuliert und die Amplitude der induzierten Ca®*-Antwort bestimmt. Die Werte sind in
Prozent (%) der Kontrolle dargestellt, die unter Ca**-haltigen (1.8 mM) Bedingungen gemessen
wurde. Die MeRwerte stammen aus je 2-5 unabhangigen Experimenten (Probenumfang N [0.1 /1 pM ]
entspricht flr nicht-transfizierte HEK293 57/47; HEK rP2Y-eGFP 110/21; HEK rP2Y-wt 138/23).

3.14.3 Kapazitiver Ca**-Einstrom bei HEK293 Zellen

Ein Mechnaismus zur Regulation der intrazellularen Ca®*-Konzentration ist der
kapazitive Ca**-Einstrom. Dieser Regulationsweg sorgt fur einen Ca?*-Einstrom ins Zytoplas-
ma, der durch die Entleerung intrazellularer Ca**-Speicher aktiviert wird (Ubersicht in
[136,137]).

Zur Untersuchung des kapazitiven Ca®*-Einstroms wurden Fura-2 beladene, rP2Y;-
eGFP-transfizierte HEK293 Zellen unter nominell Ca®*-freien Bedingungen mit CPA
stimuliert (Abbildung 25). Die transiente Erhéhung der [Ca®"); ist eine Folge der durch CPA
vermittelten Hemmung der ATP-abhangigen Ca?*-Pumpe im ER (SERCA) und reprasentiert
einen passiven Ca**-Austrom aus den intrazelluaren Ca®*-Speichern. Nachdem die [Ca®'];
erneut ihren Ruhewert erreichte, wurde auf Ca®*-haltiges NaHBS-Medium gewechselt und die
Veranderung der [Ca®]i weiter beobachtet, wobei der beobachtete Anstieg der [Ca*']; als

Mass fiir den kapazitiven Ca®*-Einstrom gewertet wird.
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Abbildung 25: Kapazitiver Ca*'- Einstrom bei rP2Y;-eGFP transfizierten HEK293 Zellen.

Die Originalspur wurde an Fura-2 beladenen, rP2Y-transfizierten HEK293 Zellen aufgenommen.
Dazu wurden die Zellen unter nominell Ca**-freien Bedingungen 3 min mit 40 uM CPA stimuliert und
anschlieRend weiter mit nominell Ca®*-freiem Medium superfundiert, bis die [Ca®*]; der Zellen erneut
den Ruhewert erreicht hatten. Zum SchluB wurde auf Ca**-haltiges NaHBS-Medium gewechselt. Der
Verlauf dieser Kurve ist typisch und wurde in 2 vergleichbaren Experimenten an > 80 Zellen beobach-
tet.

Um den EinfluB einer P2Y;-Rezeptor vermittelten Speicherentleerung auf den kapa-
zitiven Ca®*-Einstrom zu untersuchen (Abbildung 26), wurden die Zellen mit einem langer
anhaltenden 2-MeSATP-Puls (5 min, 100 pM) unter nominell Ca**-freien Bedingungen
stimuliert und anschlieRend mit Ca**-haltigem Medium superfundiert, wobei die dadurch
induzierte Erhdhung der [Ca?*]; erneut als kapazitiver Ca®*-Einstrom interpretiert wurde.

[Tabelle 10| vergleicht die durch 2-MeSATP mobilisierte Ca®*-Menge (Flache unter den
Gipfeln der Antwortamplitude) bei nicht-transfizierten HEK293 Zellen und rP2Y;-eGFP bzw.
rP2Y;-wt Rezeptor transfizierten Zellen, sowie den durch diese Speicherentleerung
induzierten kapazitiven Ca**-Einstrom. Es 4Rt sich feststellen, daR ein identischer Stimulus
bei den transfizierten Zellen zu einer hoheren Ca?*-Freisetzung aus den intrazellulren Spei-
chern fihrt, als bei nicht-transfizierten HEK293 Zellen. Damit korreliert das Ausmal} des
kapazitiven Ca**-Einstroms, das direkt vom Entleerungsgrad der intrazellularen Speicher ab-
héngt. Eine naheliegende Erklarung fur dieses unterschiedliche Verhalten ist die erhohte
Expressionsrate bzw. P2Y - Rezeptordichte der transfizierten Zellen im Vergleich zur nicht

transfizierten Kontrolle.
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Tabelle 10: Vergleich der freigesetzten Ca**-Mengen

Vergleich der Ca?*-Menge (Flache unter der Ca®*-Antwortamplitude), die bei den einzelnen Zellinien
durch 100 uM 2-MeSATP aus internen Speichern freigesetzt wurde bzw. der Ca*-Menge des nach-
folgenden kapazitiven Ca*-Einstroms (Abbildung 25). Die Werte sind Mittelwerte +SEM der Proben-
menge N >40 aus jeweils 2 Experimenten.

Zellinie 2-MeSATP kapazitiver Einstrom
Mittelwerte der Flache
HEK?293 12.1 +0.8 51+11
HEK rP2Y1-eGFP 219+1.1 37+33
HEK rP2Y;-wt 194+ 0.7 53.6 £2.7
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Abbildung 26: EinfluR der 2-MeSATP induzierten Speicherentleerung auf den kapazitiven Ca’*-
Einstrom bei den Zellinien HEK?293, HEK rP2Y;-wt und HEK rP2Y-eGFP

Unter nominell Ca**-freien Bedingungen wurden Fura-2 beladene Zellen mit 2-MeSATP (5 min,
100 pM) stimuliert. Nachdem der induzierte Ca®* Transient die basale [Ca*']; erreichte, wurde auf
Ca’*-haltiges (1.8 mM) Medium gewechselt und der einsetzende kapazitive Ca**-Einstrom beobachtet.
Die gezeigten Orginalkurven zeigen den zelltypische Verlauf und wurden an N>35 Zellen in 2 Experi-
menten pro Zellinie beobachtet.

87



Ergebnisse: PLC

3.15 Phospholipase C (PLC) —Kopplung der in HEK293 Zellen

exprimierten rP2Y-Rezeptoren

Die PLC/InsPs-Kopplung der endogenen, purinergen Rezeptoren in HEK293 Zellen
wurde bereits von Schachter et al. 1996 [36] gezeigt. Der Kontrolle und Charakterisierung der
Signaltransduktionskaskade heterolog exprimierter GPCR kommt bei der Etablierung klonaler
Zellinien eine besondere Bedeutung zu [138,4], deshalb wurde die korrekte PLC-Kopplung
der rP2Y;1-eGFP Rezeptoren in den transfizierten HEK Zellen in Experimenten mit Heparin
und U73122 Uberprift.

Heparin ist ein nicht-membranpermeables Protein mit einem MW von 13,5 — 15 kDa
und wirkt als InsPs;-Rezeptor-Antagonist, U73122 {1-[6-((173-3-Methoxydstra-,1,3,5, (10)-
trien-17-yl) amino)hexyl]-1H-pyrrol-2,5-dion]} hemmt Aktivierung der PLCB (ICso Im
niedrigen uM-Bereich). Zur Beladung der Zellen mit Heparin (200 pg/ml) wurden auf Deck-
glaschen kultivierte, P2Y;-eGFP transfizierte HEK Zellen einer Elektroporation [118]
unterzogen. Um Zellen identifizieren zu kénnen die Heparin aufgenommen hatten, wurde die
eingesetzte Heparinverdinnung mit Texas-Redd konjugiertem Dextran (Verhaltnis 1:5)
gemischt. Unmittelbar nach der Elektroporation wurden die Zellen mit Fura-2 beladen und in
die Ca®*-Messungen eingesetzt. In Abbildung 26 ist der Einflug von Heparin auf die durch
10 nM 2-MeSADP induzierten Ca?*"Antworten in rP2Y1-eGFP transfizierten HEK293 Zellen
dargestellt. Im Gegensatz zur durch 2-MeSADP ausgeldsten Ca**-Antwort unbehandelter
Zellen (Abbildung 27A) konnte in mit Heparin behandelten Zellen durch 2-MeSADP keine
Ca®*-Antwort ausgeldst werden (Abbildung 27B). Thapsigargin, ein Inhibitor der SERCA,
war jedoch in der Lage die [Ca®*] transient zu erh6hen. Diese Befunde zeigen, daR die aus-
bleibende Ca?*-Antwort auf den 2-MeSADP-Stimulus nicht auf leere Ca®*-Speicher zuriick-
zuflhren ist, sondern auf die antagonistische Wirkung von Heparin am InsP3-Rezeptor.

Um eine Hemmung der durch Ins(1,4,5)P; vermittelten Ca®*-Freisetzung durch die
Elektroporation allein auszuschlieBen, wurden zusatzlich Zellen nur mit Texas-Red konju-
giertem Dextran beladen und stimuliert. Wie Abbildung 27 zeigt, war die durch 2-MeSADP
ausgelosten Ca?*-Antworten gegeniiber der Kontrolle nicht signifikant verandert. Die

quantitative Auswertung dieser Experimente ist in Tabelle 11 zusammengefasst.
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Abbildung 27: Hemmung der durch 2-MeSADP-induzierten Ca**-Antwort durch Heparin

A) Unbehandelte HEK293 rP2Y:-eGFP Zellen wurden unter Ca**-haltigen und Ca**-freien Beding-
ungen fiir jeweils 1 min mit 2-MeSADP stimuliert. B) mit Heparin durch Elektroporation beladene
HEK293 rP2Y-eGFP Zellen bei identischen Stimulationsbedingungen und Kontrolle der Ca**-
Speicherfillung durch Thapsigargin C) Stimulation von HEK 293 rP2Y;-eGFP Zellen, die nur mit
TexasRed Dextran als Kontrolle der Elektroporationsbedingungen beladen wurden. Die
Linienmarkierungen in A, B und C geben Zugabezeitpukt und —dauer der entsprechend bezeichneten
Substanzen an.
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Tabelle 11: Tabellarische Zusammenfassung der Ergebnisse aus den Herparinexperimente mit
HEK293 rP2Y ;-eGFP Zellen

Unbehandelte (A) und Heparin (B) und/oder nur Dextran TexasRed Konjugat (C) beladene rP2Y;-
eGFP transfizierte HEK Zellen wurden mit 10 nM 2-MeSADP in Ca**-haltigem (1.8 mM) Medium
stimuliert. Ausgewertet wurden die Antwortamplituden und als Mittelwerte + SEM dargestellt. Der
Stichprobenumfang N wurde in 2-3 Einzelexperimenten erhoben.

unbehandelte Heparin Elektroporations-
Kontrolle 200 pg/ml Kontrolle
A B C
Ca’*-Antwort
A(F340 nm /F380 nm) 0.528 +£0.05 0.05 +0.01 0.68 +0.04
+SEM
Reagierende Zellen 86% 9.5% 90.5%
Exp 2 3 3
N 66 96 138

Um die Beteiligung der PLC am SignaltransduktionsprozeR direkt zu zeigen wurden
rP2Y1-eGFP transfizierte HEK293 Zellen mit 2-MeSADP ohne (Kontrolle) und nach einer
Vorbehandlung (30 min, 37°C ) mit U 73122 (10 uM) stimuliert. Die Messungen erfolgten
unter Ca®*-haltigen und nominell Ca**-freien Bedingungen. Die Ca®*-Antworten die bei
vorbehandelten Zellen (Abbildung 27B) durch 2-MeSADP ausgeldst werden konnten sind im
Vergleich zu den unbehandelten Kontrollzellen (Abbildung 28 A) nahezu verschwunden.
Analog zu den Heparin-Experimenten induzierte der SERCA-Inhibitor CPA (Cyklopiazon
Saure) bei U 73122 behandelten Zellen eine transiente Erhdhung der [Ca?*]i (Abbildung 28
B).
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— U 73122 vorbehandelte HEK rP2Y -eGFP Zellen
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Abbildung 28: Hemmung der 2-MeSADP induzierten Ca**-Antwort durch U 73122

Die Orginalspuren in A und B zeigen rP2Y;-eGFP HEK?293 Zellen, die unter nominell Ca**-freien
bzw. Ca**-haltigen Bedingungen mit 10 nM 2-MeSADP stimuliert wurden. A zeigt die Ca**-Antwor-
ten unbehandelter Zellen, B die Antworten der mit U 73122 behandelten Zellen, wobei der Fillungs-
zustand der internen Ca**-Speicher durch CPA iiberpriift wurde. Die Linienmarkierungen und die
entsprechede Beschriftung geben Zeitpunkt und Art der Zugabe an. Der Kurvenverlauf ist typisch und
wurde vergelichbar an N>30 Zellen in je 2 Experimenten beobachtet.

3.16 Wirksamkeit verschiedener strukturanaloger ATP-Verbindungen an

den P2Y-Rezeptoren

Bestimmte ATP-Derivate, wie z.B. 3'-O-(4-benzoyl)benzoyl ATP ( Bz-ATP) [139]
besitzen strukturelle Eigenschaften, die zum Nachweis von P2Y-Rezeptoren verwendet
werden konnen. In der Absicht weitere ATP-Derivate zu identifizieren, die z.B. wahrend einer
P2Yi-Aufreinigungsprozedur zur Affinitatschromatographie oder zur Photoaffinitéts-
markierung eingesetzt werden konnen, wurden verschiedene Verbindungen auf ihre
agonistische Wirksamkeit an den in den HEK293-Zellinien exprimierten rP2Y;-Rezeptoren
getestet. In Betracht kommen hier vor allem ATP-Derivate, die durch ihre Modifikation Fluo-
reszenzeigenschaften (z.B. Ethenoderivate) erhalten bzw. durch eine reaktive Gruppe an das
Rezeptorprotein kovalent gekoppelt werden konnen (Azidoderivate). Eine weitere sehr
interessante Modifikation beruht auf der Wechselwirkung von Biotin und Avidin, die haufig
in Immunoassays, in der Affinitdtschromatographie und anderen bioanalytischen

Detektionssytemen ausgenutzt wird. 2-Azido-e-ATP und 2-Az/Biotin-ATP sind Derivate der
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ATP-Verbindung 1,N 6-Ethenoadenosin 5'-triphosphate (e-ATP), die an der 2- Stellung des

Purinrings modifiziert sind (zur Nummerierung im Purinring s.a. Abbildung 2).

Tabelle 12: Vergleich der Ca** Antwortenamplituden die durch verschiedene Agonisten (10 uM)
der P2Y Rezeptoren ausgeldst wurden.

Vergleich der agonistischen Wirksamkeit verschiedener Nukleotide bzw. verschiedener struktur-
analoger Verbindungen (Konzentration 10 uM) an P2Y;- bzw. P2Y,-Rezeptoren. Die durch die
verschiedenen Substanzen ausgeldsten Ca®* Antworten wurden an Fura-2 beladenen Zellen der nicht-
transfizierten HEK293, rP2Y-eGFP transfizierten und rP2Y-wt transfizierten Zellinien gemessen.
Die angegebenen Werte entsprechen den Mittelwerten + SEM der Amplituden der ausgelésten Ca*'-
Antworten. Der Probenumfang N ist in Klammern angegeben und resultiert aus insgesamt 2
Experimenten.

Agonist HEK rP2Y-eGFP HEK rP2Y -wt HEK293
2-MeSADP 1.26 +0.04 (110) 1.48 +0.06 (66) 1.18 +0.04 (116)
ATP 1.08+ 0.03 (70) 1.71 +0.04 (112) 1.02 +0.04 (98)
EATP 0.652 0.03 (72) 1.49 +0.05 (50) 0.68 +0.05 (68)
AzeATP 0.57 +0.04 (23) 0.7 +0.04 (26) 0.54 +0.04 (26)
UTP 0.91 £0.02 (218) 0.71+ 0.04 (40) 0.91 +0.05(25)

Werden ATP, 2-MeSADP bzw. Derivate e-ATP und Az-¢ATP in identischer
Konzentration eigesetzt, zeigt sich daB die Derivate in den Zellinien deutlich niedrigere Ca**-
Antwortamplituden auslosen. (Tabelle 12). Bei rP2Y;-wt transfizierten Zellen induzieren 2-
MeSADP und e-ATP nahezu identische Ca®*-Antworten, wahrend die durch 10 uM Az-¢-
ATP induzierte Ca®*-Antwort ungefahr der eines 10 uM UTP Stimulus entspricht. Die
getesteten ATP-Derivate besitzen damit die Fahigkeit P2Y;-Rezeptoren in HEK293 Zellen zu
stimulieren, jedoch mit einer geringeren Effizienz als 2-MeSADP bzw. ATP. Auf Grund
dieser Ergebnisse wurde die physiologische Wirkung eines 2-Az-8-Biotin-ATP Derivats bei
rP2Y1-eGFP transfizierten HEK293 Zellen und bei Bronchialepithelzellen (HBE-Zellen)
[140,141] untersucht. Unveroffentlichte Ergebnisse unserer Arbeitsgruppe aus Fura-2
Messungen an HBE-Zellen zeigen, dal3 in dieser Zellinie vor allem P2Y,-Rezeptoren
exprimiert werden. P2Y-spezifische Agonisten (z.B. 2-MeSADP) I8sen praktisch keine Ca**-
Antwort aus (Tabelle 13). Vergleicht man die in[Tabelle 13 dargestellten MeBwerte (Ca**-
Antwortamplituden) fir 2-MeSADP (10 uM) und UTP (1 uM) bei HBE-Zellen, sprechen die
Werte fur eine niedrige P2Y;-Rezeptorexpression im Vergleich zur vorhandenen P2Y-
Rezeptormenge. Diese Eigenschaft der HBE-Zellen wurde ausgenutzt, um die Rezeptor-

spezifitat des 2-Az-8-Biotin-ATP Derivats zu untersuchen.
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Tabelle 13: Vergleich der 2-Az/Biotin-ATP Wirkung auf HBE und rP2Y;-eGFP transfizierte
HEK Zellen

Fura-2 beladene HBE-Zellen bzw. rP2Y-eGFP transfizierte HEK Zellen wurden mit 2-MeSADP,
UTP oder 2-Az/Biotin-ATP stimuliert. Aufgetragen sind die erhaltenen Mittelwerte + SEM der Ca*'-
Antwortamplituden. Die Mittelwerte wurden aus jeweils insgesamt > 40 Zellen aus 2-3 Experimenten
ermittelt.

2-MeSADP UTP 2-Az/Biotin-ATP
Zellinie 30 nM 10 uM 1uM 1uM
HBE 0.21 £0.02 0.89 £0.05 0.07 £0.04
rP2Y ;- 0.62 +0.02 0.37 £0.1 0.51 +0.01
eGFP
HEK?293

Der durch 2-Az/Biotin-ATP ausgeltste Effekt ist bei rP2Y;-eGFP HEK293 Zellen
konzentrationsabhdngig (nicht dargestellt) und erreicht bei einer Konzentration von 1 uM
einen Wert der groBer ist als die durch 1 pM UTP ausgeldste Ca®*-Antwort ([Tabelle 13}. Bei
HBE-Zellen ist die durch 2-Az/Biotin-ATP (1 puM) ausgeloste Ca’*-Antwort signifikant
kleiner als die durch 1uM UTP induzierte Antwort. Der Vergleich der Amplitudengroi3e der
Ca’*-Antworten, die durch 2-Az/Biotin-ATP (1 uM) bei HBE-Zellen bzw. rP2Y;-eGFP
transfizierten Zellen ausgeldst werden, deutet eine Praferenz von 2-Az/Biotin-ATP fur P2Y -
Rezeptoren an. Dieser Befund wird durch die Ergebnisse von Fura-2 Messungen unterstutzt,
die von Mitarbeitern (M. Ritzmann [142] und G. Zindorf) an unserem Institut mit
unterschiedlichen 2- bzw. 8-substituierten ATP-Dervaten durchgefihrt wurden. Auch hier
zeigen 2-substituierte ATP-Derivate eine gewisse Praferenz fir P2Y1-Rezeptoren gegeniiber
P2Y,-Rezeptoren.

Festzuhalten bleibt, dalR die getesteten ATP-Derivate bei den HEK293 Zellinien in
physiologisch relevanten Konzentrationen spezifische Effekte auslésen. 2-Az/Biotin-ATP ist
auf Grund seiner physiologischen Wirksamkeit und biochemischen Eigenschaften eine
interessante Substanz fir den Einsatz in affinitdtschromatographischen Schritten zur Auf-

reinigung von P2Y-Rezeptoren.
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3.17 Beteiligung von Gg11-Protein an der Signaltransduktion der rP2Y ;-
Rezeptoren in HEK?293 Zellen

Die heterologe GPCR-Expression fuhrt in den Wirtszellen oft zu einer stark erhohten
Rezeptorproduktion, die u.a. die Bindung untypischer G-Proteine an die GPCR bewirken
kann. Die Aktivierung der GPCR flhrt dann zu Aktivierung von G-Proteinen, die normaler-
weise an der rezeptoreigenen Signaltransduktion nicht beteiligt sind [143,138]. Pertussis
Toxin (PTX) aus Bordetella pertussis, ein Endotoxin das die ADP-Ribosylierung von G-
Proteinen der Klassen Gj, G, und G; Kkatalysiert, besteht aus zwei Untereinheiten und wird
aktiv in die Zelle aufgenommen. Ublicherweise werden in PTX-Experimenten die Zellen fur
12-24 h mit PTX (100 ng/ml) vorbehandelt. In Abbildung 29 sind die Mittelwerte der Ca?*-
Antwortamplituden dargestellt, die durch einen 10 uM ADP-Stimulus in Zellen nach PTX-
Vorbehandlung ausgel6st werden konnten. Diese Mittelwerte sind in Prozent der Maximal-
antwort angegeben, die 10 uM ADP bei den jeweiligen Zellen ohne PTX-Behandlung aus-
I6sen kann. Bei keiner der Zellinien fihrte die PTX-Behandlung zur signifikanten Reduktion
der Ca**Antworten.
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Abbildung 29: PTX-Wirkung auf die durch ADP induzierte Ca®*-Antwort

Um die Beteiligung anderer G-Proteine als der zu erwartenden Ggii-Proteine an der Signaltrans-
duktion der P2Y;-Rezeptoren in HEK293 zu untersuchen, wurden Fura-2 beladene Zellen mit 10 uM
ADP stimuliert (1 min). Die Zellen wurden mit PTX-Vorbehandlung (100 ng /ml; fiir 24h) oder ohne
Vorbehandlung (Kontrolle) in die Experimente eingesetzt. Die ADP-Antworten sind in Prozent der
ADP-Maximalantworten (Kontrolle) angegeben. Die Mittelwerte der Antwortamplituden +SEM
wurden aus der Stichprobenmenge N > 45 Zellen aus 2 Experimenten ermittelt.
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Dieser Befund belegt, dafl an der Signaltransduktion der P2Y;-Rezeptoren in den
HEK293 Zellinien keine durch PTX hemmbaren G-Proteine beteiligt sind, d.h. sehr wahr-
scheinlich gehdren die beteiligten G-Proteine also der Klasse Ggi1 an. Die heterolog
exprimierten rP2Y;-Rezeptoren — ebenso wie die endogen vorhandenen hP2Y;-Rezeptoren -
der transfizierten bzw. nicht-transfizierten Zellen koppeln an Gg1; und die Uberexpression der
rP2Y-Rezeptoren in HEK293 Zellen fuhrt offensichtlich nicht zur Rekrutierung von G-

Proteinen anderer Klassen.

3.18 Experimente zum Desensitisierungsverhalten des rP2Y-Rezeptors in
den verschiedenen HEK293 Zellinien

Die Expression und der funktionelle Zustand von GPCR sind stark reguliert. Uber
Genaktivierung bzw. -repression und posttranskriptionelle Mechanismen (z.B. Destabili-
sierung der mRNA) wird das Expressionsniveau der GPCR kontrolliert. Die posttranslationale
Regulation der GPCR wird von Proteinphosphorylierungsvorgdngen dominiert. Dabei sind
die GPCR Substrate verschiedener Proteinkinasen wie z.B. PKA, PKC, GRKs und RTKs
[144]. Phosphorylierte Rezeptoren unterliegen bei ihrer Regulation bestimmten Trans-
portvorgdngen zu denen u.a. die Internalisierung und das Rezeptorrecycling zahlen [145]. Als
»homolog“ wird die Desensitisierung bezeichnet, wenn GPCR in Folge ihrer Aktivierung
durch Agonisten inaktiviert werden. Von der ,homologen®“ wird die ,heterologe

Desensitisierung* unterschieden, der auch nicht-aktivierte GPCR unterworfen werden.
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Abbildung 30: Beispielkurve zur Durchflihrung der Desensitisierungsexperimente

Fura-2 beladene Zellen wurden insgesamt zweimal mit 2-MeSATP stimuliert und die Amplitude der
Ca’*-Antworten bestimmt. Die 1. Agonistzugabe erfolgte, um eine Rezeptordesensitisierung zu
initialisieren. Mit der der 2. Zugabe wurde das Ausmal} des Desensitisierungseffekts bestimmt.
(Né&heres siehe Text).
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Zur Untersuchung der homologen Desensitisierung wurden die Amplituden der Ca?*-
Antworten in den unterschiedlichen HEK Zellinien gemessen, die durch die sequentielle,
zweimalige Zugabe von 2-MeSATP induziert wurden (Abbildung 30) Zwischen erster und
zweiter Agonistzugabe wurden die Zellen fiir 5 min mit NaHBS umspult (FluRRrate 2 ml/min),
um eine Wiederfiillung der intrazellularen Ca**-Speicher zu gewahrleisten. Zur Ermittlung der
Konzentrationsabhangigkeit des Desensitisierungseffekts wurde bei der ersten Stimulation die
Agonistkonzentration variiert (Abbildung 31), wahrend die zweite Zugabe mit einer
konstanten (10 uM) Agonistkonzentration erfolgte. Ausgewertet wurden die Amplituden der
zweiten - durch 10 pM 2-MeSATP induzierten - Ca**-Antwort in Abhangigkeit von der 2-
MeSATP Konzentration des ersten Stimulus in den verschiedenen HEK Zellinien. Aus
Abbildung 31 wird deutlich, daB in den drei verschiedenen HEK293 Zellinien die Amplitude
einer nachfolgenden Ca®*-Antwort in Abhangigkeit von der Agonistkonzentration des ersten
Stimulus abnimmt, d.h. desensitisiert. Ferner wurde untersucht in wieweit die
Desensitisierung von der Dauer des initialen Stimulus abhangig ist. Hierfiir wurden die Zellen
wiederholt mit 10 uM 2-MeSATP stimuliert, wobei die Zeitdauer der initialen Stimulation
zwischen 1 und 15 min variiert wurde. Zwischen den beiden Stimulationen wurden die Zellen
fir 5 min mit NaHBS gewaschen. Abbildung 32 zeigt die in HEK rP2Y-eGFP Zellen
beobachtete Reduktion der zweiten Ca?*-Antwort in Abhangigkeit von der Stimulationsdauer
des ersten Stimulus. Vergleichbare Ergebnisse wurden sowohl fiir nicht-transfizierte HEK293
Zellen als auch fur HEK rP2Y-wt Zellen gefunden (Daten nicht dargestellt).

HWHEK293

OrP2Y1-
eGFP

rP2Y1-wt

A(F340 nm/F 380 nm)

10 pM 10 pM 10 pM 10 pM 10 uM

ohne nach nach nach nach
1. Stimulus 0.1 uM 1uM 10 uM 100 uM

Abbildung 31: Konzentrationsabhangigkeit der agonist-induzierten Desensitisierung

Das Ergebnis einer Serie von Ca*-Messungen, bei der ansteigende Agonistkonzentrationen zur
Desensitisierung eingesetzt wurden, ist in dieser Abbildung fur die drei HEK Zellinien zusammen-
gestellt. Dargestellt sind die Amplituden der Ca**-Antworten (F340 nm/F380 nm), die durch einen 10
MM 2-MeSATP Puls ausgeldst wurden. Diesem Stimulus ging eine 2-MeSATP Stimulation (3 min)
voraus, die mit unterschiedlichen 2-MeSATP Konzentrationen (0.1 puM — 100 pM) durchgefiihrt
wurde, um den EinfluR der Agonistkonzentration auf den Grad der Rezeptordesensitisierung zu
tberprifen. Der Stichumfang N pro Bedingung > 70 Zellen, in 2-5 Experimenten gemessen.
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Die maximale, durch 2-MeSATP-induzierte Desensitisierung wurde nach einer
Stimulationsdauer von 15 min erreicht. Die Kinetik des Desensitisierungsprozesses flacht
nach etwa 5 min Dauer ab, d.h. moglicherweise gliedern die unterschiedlichen, am
Desensitisierungsprozess beteiligten Komponenten den Vorgang in zwei Phasen: einer
»Schnellen* (z.B. Phosphorylierung) und einer ,langsamen“ Phase, die zur weiteren
Desensitisierung der Ca**-Antwort fiihrt.
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Abbildung 32: Einflu der Stimulationsdauer auf das Ausmalf? der agonist-induzierten
Desensitisierung

Dargestellt ist die Agonist-induzierte Desensitisierung der Ca®*-Antwortamplitude, die bei HEK
rP2Y-eGFP Zellen durch 2-MeSATP ausgeltst wurde. Dazu wurden die HEK Zellen mit zwei
aufeinanderfolgenden Pulsen 2-MeSATP stimuliert. 2-MeSATP wurde jeweils in einer Konzentration
von 10 pM eingesetzt und zwischen erstem und zweitem Puls erfolgt eine Waschphase von 5 min. Der
erste , zur Rezeptordesensitisierung eingesetzte 2-MeSATP Stimulus wurde in seiner Zeitdauer variiert
(1-15 min). Die entsprechende Amplitude der Ca®*-Antwort wurde als maximal auslésbare Ca®'-
Antwort ( 100 %) gewertet. Die Amplitude der zweiten Ca®*-Antwort wurde auf diesen Kontrollwert
(100 %) normiert. Die Differenz zwischen Kontrollwert und der normierten zweiten Ca”*-Antwort (%
der Kontrolle) reprasentiert die Reduktion der zweiten Ca®*-Antwortamplitude gegeniiber der
Amplitude des ersten Stimulus. Aus diesem Grund kann diese Differenz als MaR fir die Agonist-
induzierte Rezeptordesensitisierung (% Desensitisierung) gewertet werden. Im Diagramm ist die
prozentuale Reduktion der zweiten Ca®*-Antwortamplitude (% Desitisierung) in Abhangigkeit von der
Zeitdauer des ersten 2-MeSATP Stimulus aufgetragen. Der Stichprobenumfang N entspricht pro
Bedingung > 70 Einzelzellen, die in jeweils 2-5 Experimenten gemessen und zur Ermittlung der
dargestellten Mittelwerte £ SEM herangezogen wurden.
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Um die Spezifitadt der beobachteten Desensitisierungseffekte zu Uberprifen, wurden
zusatzlich Experimente mit Cyclopiazonsaure (CPA ; 20 bzw 40 puM) durchgefihrt. Mit
diesen Versuchen sollte ausgeschlossen werden, daR die beobachtete Reduktion der Ca?*-
Antwortamplituden auf der experimentell erzeugten Entleerung bzw. dem verdnderten
Fiillungszustand der internen Ca®*-Speicher beruht. Hierfiir wurde die Flache des Transienten
der CPA-induzierten Ca®*-Antworten verglichen, der mit oder ohne vorhergehende 2-MeS-
ATP Stimulation und der anschlieBenden Waschphase auslést wurde. Bei den nicht-
transfizierten HEK293 und den HEK P2Y-eGFP Zellen lag die durch CPA freigesetzte Ca**-
Menge nach einem 2-MeSATP-Stimulus (100 uM) zwischen 80 und 100% der durch CPA
allein freisetzbaren Ca®*-Menge. Bei HEK rP2Y;-wt konnten dagegen nach einer Stimulation
nur noch ca. 60% der maximal durch CPA freigesetzten Ca*-Menge aus den Speichern

freigesetzt werden (nicht dargestellt).
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Abbildung 33: Vergleich des durch 10 uM ADP bzw. 10 uM 2-MeSATP-induzierten
Desensitisierungseffekts bei den HEK293 Zellinien

Im Diagramm ist die Reduktion der durch ADP bzw. 2-MeSATP ausgeldsten Ca?*-Antwortamplitude
der Zweitantwort aufgetragen ( % Desensitisierung; analog zu Darstellung in [Abbildung 32}, die durch
eine vorhergehende Stimulation der Zellen induziert wurde. Die Experimente wurden mit den
Zellinien HEK rP2Y-eGFP, HEK rP2Y;-wt und nicht-transfizierten HEK293 Zellen durchgefiihrt.
Die dargestellten Werte entsprechen Mittelwerten £ SEM, die aus dem Stichprobenumfang N > 100
Einzelzellen pro Bedingung (aus 2-5 Eprimenten) berechnet wurden.
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Wurden ADP und 2-MeSATP in gleicher Konzentration zur Desensitisierung eingesetzt
(Abbildung 33), war der durch die ADP-Stimulation induzierte Desensitisierungseffekt bei
der Ca®*-Antwort der einzelnen HEK Zellinien groRer als der durch 2-MeSATP ausgeldste.
Bei den transfizierten Zellinien HEK rP2Y;-eGFP und HEK rP2Y;-wt war der durch den
P2Y-spezifischen Agonisten ADP induzierte Desensitisierungseffekt jedoch nicht signifikant

groRer als bei den nicht-transfizierten HEK293 Zellen.

Tabelle 14: Fullung der intrazellularen Ca®*-Speicher nach ADP-Stimulation

Die durch CPA freisetzbare Ca**-Menge aus den intrazellularen Ca**-Speichern wurde ohne vorher-
gehende Stimulation (Kontrolle) bzw. nach Stimulation mit ADP bestimmt. Dazu wurden Fura-2
beladenen Zellen mit 10 pM ADP (4 min) stimuliert und einer Waschphase zur Wiederbeftllung der
Speicher unterzogen und dann mit 40 uM CPA (3 min) superfundiert. Die Flache des Transienten, der
durch den CPA-Puls nach ADP-Stimulus ausgel®st wurde, wurden auf die Flache des CPA-Pulses der
Kontrolle normiert und ist Prozentangabe in der Tabelle angegeben.

Zellinie/ FlélcheEI %
HEK 293 108
HEK rP2Y;-eGFP 89
HEK rP2Y;-wt 112

Der durch CPA (40 pM, 3 min) freisetzbare Ca®*-Anteil aus den intrazellularen Ca**-
Speichern nach dem ADP-Stimulus betragt bei allen Zellinien ca. 90 =110 % der Ca**-Menge,
die ohne vorhergehenden ADP-Stimulus durch CPA freigesetzt werden kann (Tabelle 14).
Die beobachtete Reduktion der Ca®*-Antwortamplitude des 2. Stimulus beruht unter den
eingesetzten Versuchsbedingungen daher nicht auf einer Entleerung der Speicher, sondern auf

der agonist-induzierten Desensitisierung der P2Y1-Rezeptoren.

2 Es wurde die Flache unter dem transienten ,,Amplitudengipfel (peak) der Kurve (Fssq nm/
Fa40nm) ausgewertet. Diese Flache korreliert mit der Erhdhung der [Ca®*];, die durch die CPA-
Gabe ausgel6st wurde. Die Flacheneinheiten sind relative Einheiten.
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3.19 Heterologe Desensitisierung zwischen P2Y ;- und P2Y,-Rezeptoren in
HEK?293 Zellinien

Die Messungen wurden in Anlehnung an die Desensitisierungsexperimente
(Abbildung 30) durchgefuhrt. Zur heterologen Desensitisierung wurden die Agonisten
2—-MeSATP (1 pM) bzw. UTP (10 pM) eingesetzt. Mit der ersten Agonistzugabe (3 min)
wurde die Rezeptordesensitisierung eingeleitet, die intrazellularen Ca®*-Speicher durch eine
Waschperiode (5 min) wiederbeflllt und der Desensitisierungseffekt mit der zweiten
Agonistzugabe (3 min) tUberpruft. UTP und 2-MeSATP wurden immer kombiniert eingesetzt.
Dies bedeutet: bei Zellen die zuerst mit UTP zur Rezeptordesensitisierung stimuliert wurden,
erfolgte die Uberpriifung des Desensitisierungseffekts durch 2-MeSATP. Wurde umgekehrt
mit 2-MeSATP desensitisiert, erfolgte die Uberpriifung der heterologen Desensitisierung mit
UTP. Ausgewertet wurden die Antwortamplituden, die durch die einzelnen Agonistzugaben
ausgelost wurden. Die Werte der Antwortamplituden sind als Mittelwerte £ SEM fiir die

einzelnen Zellinien angegeben
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Abbildung 34 : Heterologe Desensitisierung der P2Y-Rezeptoren in HEK293 Zellinien

Fura-2 beladene Zellen der nicht-transfizierten HEK293 Zellen und der transfizierten Zellinien rP2Y -
eGFP bzw. rP2Y;-wt wurden mit UTP (10 puM) und 2-MeSATP (1 uM) stimuliert und die Amplituden
der induzierten Ca®*-Antworten gemssen. UTP und 2-MeSATP wurden jeweils kombiniert als erster
bzw. zweiter Agonist eingesetzt. Angegeben sind die initialen Ca**-Antworten durch UTP und 2-
MeSATP bzw. die Agonist-induzierten Ca**-Antworten nach vorausgehender Desensitisierung. Diese
Werte sind als Mittelwerte + SEM der gemessenen Antwortamplituden aufgetragen, die aus der
Stichprobenmenge N >40 Einzelzellen pro Bedingung aus 2-3 Experimenten ermittelt wurden.
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Bei den untersuchten HEK293 Zellinien ist die Amplitude der 2-MeSATP Antwort
nach einer Stimulation mit UTP reduziert. Die Amplitude der Ca**-Antwort einer Stimulation
mit UTP, die einer 2-MeSATP Stimulation der Zellen folgte, war jedoch nicht reduziert
(Abbildung 34). Dieser Effekt ist am deutlichsten bei nicht-transfizierten HEK293 Zellen zu
beobachten, bei den transfizierten Zellinien HEK rP2Y-eGFP und HEK rP2Y-wt ist dieser
Effekt weitaus geringer. Die UTP-Antwortamplitude ist bei allen Zellinien vergleichbar groR,
wahrend die 2-MeSATP-Antwortamplitude bei den rP2Y-wt transfizierten Zellen deutlich
groRer ist als die bei HEK293 oder rP2Y1-eGFP transfizierten Zellen.

Identische Experimente in denen ADP (1 uM) an Stelle von 2-MeSATP eingesetzt
wurde bestatigen diese Ergebnisse (nicht dargestellt).

3.20 Proteinphosphorylierung und P2Y ;-Rezeptorregulation

Viele Rezeptoren kénnen und werden Gber ihren Phosphorylierungszustand in ihrer
Aktivitat reguliert. Es hat sich herausgestellt, dal eine langer anhaltende Aktivierung der
Rezeptoren zur Phosphorylierung dieser Rezeptoren fiihren und eine Rezeptordesensitisierung
induzieren kann. Diese Phosphorylierung erfolgt zum einen durch spezielle G-Protein
gekoppelte Rezeptorkinasen GRK [20,146,147], kann aber auch durch ,,second messenger*
Kinasen, wie z.B. CamK oder PKC erfolgen. [148,149,150].

3.20.1 Beteiligung von Proteinkinase C (PKC) und Calmodulin aktivierter

Kinase (CamK) an der Regulation von P2Y;-Rezeptoren in HEK293-Zellen
Das Ergebnis der Proteinsequenzanalsyse des rP2Y;-Rezeptors legt die Beteiligung von PKC
und CamK an der Regulation des Rezeptors nahe, da Sequenzmotive fiir potentielle
Erkennungsbereiche im C-terminalen bzw. den intrazelluldren Schleifen des Rezeptors (s.a.
Abbildung 10) liegen. Das C-terminale Ende und die dritte intrazelludre Schleife sind bei
GPCR allgemein funktionell wichtige Bereiche, die z.B. bei der G-Protein Bindung eine Rolle
spielen [151,152].

Um die Beteiligung der PKC an der Regulation der P2Y1-Rezeptoren zu untersuchen
(Abbildung 35) wurde in HEK293 Zellen eine homologe Rezeptordesensitisierung durch
ADP induziert ( und der EinfluR der PKC-Aktivierung durch TPA (Phorbol-12-myristyl-
13-Acetat) auf die P2Y;-Rezeptor induzierte Erhéhung der [Ca®']i untersucht. Um die
Spezifitat der gemessenen TPA-Effekte zu verifizieren wurde die PKC durch Bisindolyl-
maleimid { 2-[1-(3-dimethylaminopropyl)-1H-indol -3-yl]-maleimid)} bei unterschiedlichen
Stimulationsbedingungen spezifisch gehemmt. Ob CamKII an der Rezeptordesensitisierung

101



Ergebnisse: Rezeptorregulation

beteiligt ist, wurde mit Hilfe des spezifischen, membranpermeablen CamKIllI-Inhibitors
»KN-62* ({2-[N,O-bis(5-Isoquinolinsulfonyl)-N-Methyl-L-tyrosyl]-4-phenylpiperazin})
untersucht. Die erhaltenen Ergebnisse (s.u.) sprechen fir eine Beteiligung der beiden
untersuchten Proteinkinasen am Desensitisierungsprozel? der P2Yi-Rezeptoren in HEK293

Zellen.

3.20.2Beteiligung von Proteinphosphatasen an der P2Y;-Rezeptor-
regulation

Neben der Phosphorylierung spielt auch die Dephosphorylierung von Proteinen eine
entscheidende Funktion bei der Regulation einer Fille von zellularen Funktionen. Das
Wechselspiel von Kinase- und Phosphatasewirkung an einem Zielprotein reguliert dessen
Aktivitatszustand und unterliegt deshalb selbst einer strikten Kontrolle. Wichtige Vertreter der
zelluldren Phosphatasen sind die PP1 und PP2A. Es gibt gute Hinweise fir die Regulation so
wichtiger zellularer Proteinkinasefamilien wie die PKB, PKC, p70 S6-Kinase, CamK, MAPK
und IkB-Kinasen durch PPA2 [153]. Die Wirkung von Phosphatasen auf die an der
Regulation der P2Y-Rezeptoren in HEK293 Zellen beteiligten Kinasen, sollte mit Hilfe von
zwei sehr wirksamen Phosphataseinhibitoren (Calyculin A und Okadain-S&ure) aufgeklart
werden. [Abbildung 35| fakt die Ergebnisse der Experimente zusammen, in denen der Einfluf
zellulérer Proteinkinasen und Phosphatasen auf die durch ADP-induzierten Desensitisierung
bei nicht-transfizierten HEK293 (A), bei rP2Y;-eGFP transfizierten (B) bzw. rP2Y-wt
transfizierten Zellen (C) untersucht wurde. Fir diese Experimente wurden Fura-2 beladene
Zellen zweimal mit 10 pM ADP stimuliert und die Amplituden der Ca®*-Antworten bestimmt.
Der erste zur Rezeptordesensitisierung eingesetze Stimulus hatte eine Dauer von 4 min und
wurde als die jeweilige Maximalantwort (Kontrollwert) des ADP-Stimulus gewertet. Die
Amplitude der Ca**-Antwort, die durch den zweiten ADP-Puls ausgelést wurde, wurde auf
diese Maximalantwort normiert (,,% Kontrolle ). Der so ermittelte durch ADP induzierte
Desensitisierungseffekt (,,Agonist-induzierte Desensitisierung™ in Abbildung 35) wird mit den
Desensitisierungseffekten verglichen, die nach Vorbehandlung der Zellen mit den
entsprechenden Pharmaka noch durch ADP ausgeldst werden konnten. Dieser Vergleich ist
fur die verschiedenen HEK293 Zellinien in Abbildung 35 (analog zur Abbildung 32, in ,, %

Desensitisierung®) dargestellt.
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Abbildung 35: EinfluR® der Aktivierung bzw. Hemmung von Proteinkinase C, CamK und PP2A
auf die durch ADP induzierte Desensitisierung der P2Y-Rezeptoren bei HEK293 Zellen.
Nicht-transfiziert HEK293 Zellen (A), HEK rP2Y1-eGFP (B) und rP2Y1-wt (C) wurden mit Fura-2
beladen und einer durch ADP induzierten Desensitisierung unterzogen. Dazu wurden die Zellen
zweimal nacheinander mit ADP (10 pM) stimuliert und die induzierten Ca**-Antworten gemessen. Die
beiden Stimuli waren durch eine Waschphase von 5 min voneinander getrennt. Um den Einfluf3 von
PPAZ2 auf die Agonist-induzierte Desensitisierung zu untersuchen, wurden die Zellen vor der initialen
ADP-Stimulation mit Okadain-S&ure bzw. Calyculin A fir 30 min vorbehandelt. Eine VVorbehandlung
mit KN62 (30 min) erfolgte, um den EinfluB der CamKIIl zu bestimmen. Die kurzzeitige (2 min)
Vorbehandlung mit TPA bzw. Bisindolylmaleimid (30 min) vor der Stimulation der Zellen mit ADP
erfolgte, um den EinfluB der PKC auf die Rezeptordesensitisierung durch ADP zu untersuchen.
Dargestellt ist die prozentuale Reduktion der Amplituden der 2. Ca**-Antworten im Vergleich zur
maximal auslésbaren Ca’*-Antwort, analog zur Darstellung der Werte in [Abbildung 32
(,,% Desensitisierung™). Die Werte entsprechen Mittelwerten £ SEM, zu deren Berechnung die Stich-
probenmenge N von > 80 Einzelzellen aus jeweils 2-5 Experimenten pro Bedingung herangezogen
wurde.

Zellen die mit den Phosphataseinhibitoren Calyculin A bzw. Okadain-S&aure
vorbehandelt wurden (,, + Okad.Saure* bzw. ,+ Calyculin“ in wiesen einen,
wenn auch nur gering verstarkten ADP-Desensitisierungseffekt der Ca®*-Antwort auf. Diese
Verstarkung konnte auf einer reduzierten Dephosphorylierung der beteiligten Proteinkinasen
oder der P2Y;-Rezeptoren selbst beruhen. Zellen die vor der durch ADP induzierten
Desensitisierung mit 20 uM KN-62 (,,+ KN 62“ in Abbildung 35 A, B, C) vorbehandelt
wurden, weisen im Vergleich zu nicht-vorbehandelten Zellen eine erhdhte Amplitude der
zweiten Ca’*-Antwort auf. Die VVorbehandlung der Zellen mit KN-62 bewirkt eine deutliche
Abschwachung der ADP-induzierten Rezeptordesensitisierung. Dieser Befund spricht fir eine
Beteiligung der Cam KII an der homologen P2Y;-Rezeptordesensitisierung. KN62 alleine
hatte keinen EinfluR auf die Amplitude der Ca®*-Antwort, die durch 10 pM ADP ausgeldst
wurde, denn die Antwortamplitude des ersten 10 pM ADP-Pulses von KN62—-vorbehandelten
Zellen und nicht-vorbehandelten Zellen waren praktisch identisch (nicht dargestellt). Die
Aktivierung der PKC durch die kurzfristige (2 min) Vorbehandlung mit TPA (,, + TPA* in
Abbildung 35 A, B, C) induzierte bei allen drei Zellinien eine verstarkte Desensitisierung.
Dieser TPA-vermittelte Effekt 1&Rt sich durch den gleichzeitigen Einsatz des PKC-Inhibitors
Bisindolylmaleimid (,,+ TPA + Bisind.” in Abbildung 35 A, B, C) aufheben. Die
Unterdrickung der TPA-Wirkung durch Bisindolylmaleimid ist bei nicht-transfizierten
HEK293 Zellen, im Gegensatz zu den transfizierten Zellinien, nicht vollstdndig. Die
Umkehrbarkeit des TPA-Effekts durch Bisindolylmaleimid belegt , daB eine PKC-induzierte
Phosphorylierung der P2Y ;-Rezeptorpopulation in den Zellen, die Rezeptoren desensitisieren
kann. Es ist bekannt, dal} eine generelle Aktivierung der PKC (z.B. durch TPA) zur
unspezifischen Phosphorylierung von Rezeptoren fuhren kann [149,150]. Um diese Frage zu
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klaren wurden die Zellen mit Bisindolylmaleimid allein vorbehandelt.VVergleicht man die
Ca®*-Antwort nach PKC-Hemmung (,,+ Bisind.“ in Abbildung 35 A, B, C) l48t sich bei nicht-
transfizierten HEK293 Zellen keine signifikante Veranderung erkennen. Im Gegensatz dazu,
fuhrt die Inhibition der PKC bei den rP2Yi-Rezeptor transfizierten Zellinien zu einer
Verminderung der Rezeptordesensitisierung.

Die Ergebnisse dieser Experimente sprechen fiir eine Beteiligung der PKC an der
P2Y1-Rezeptorregulation, zumindest was die mit rP2Y;-Rezeptor transfizierten Zellen
betrifft. Der zu beobachtende Unterschied im Desensitisierungsverhalten der transfizierten
und nicht-transfizierten Zellen, konnte seine Ursache in einer unterschiedlichen PKC-
Sensitivitat der beiden P2Y;-Rezeptortypen aus Ratte bzw. Mensch haben.

3.21 Fluoreszenzmikroskopische Untersuchungen an rP2Y-eGFP

transfizierten HEK293 Zellen

Mit Hilfe der Ca**-Imagingexperimente wurde bereits gezeigt, daR der in HEK293
Zellen exprimierte rP2Y;-eGFP-Rezeptor die typischen pharmakologischen Eigenschaften
eines P2Y;-Rezeptors aufweist. Ebenso wurde die Rezeptordesensitisierung mittels Ca**-
Messungen untersucht und die Rezeptorlokalisation in Western-Blot Experimenten tberpriift.
Um diese Befunde mit bildgebenden Verfahren nachzuvollziehen, die intrazelluldren
Kompartimente der Rezeptorlokalisation zu identifizieren und die Rezeptorverteilung nach
ldnger andauernder Agonisteinwirkung zu untersuchen, wurden immunohistochemische und
fluoreszenzmikroskopische Methoden eingesetzt.

In Abbildung 36 sind die digitalisierten, mikroskopischen Epifluoreszenzbilder unter-
schiedlich behandelter Proben von HEK293 Zellen zusammengestellt. Abbildung 36-1 zeigt
die typische Zellform nicht-transfizierter HEK293-Zellen im Phasenkontrastbild. Abbildung
36-2 zeigt das Fluoreszenzbild von HEK293 Zellen, die mit GFP allein transfiziert wurden,
bei Anregungslicht einer Wellenlange von 488 nm. Die GFP-Fluoreszenz ist, wie bei einem
im Zytosol lokalisierten Protein zu erwarten, gleichmaliig tuber die gesamte Zelle verteilt, die
typische Zellform ist erhalten. Abbildung 36-3A und Abbildung 36-3B sind Bilder der
identischen Probe von rP2Y;-eGFP HEK Zellen. Die Zellen sind fixiert und permeabilisiert
und wurden einer Immunofarbung mit einem polyklonalen a-GFP Antiserum unterzogen. Das
o-GFP Antiserum (a-GFP AS) wurde zur Fluoreszenzdetektion mit einem Cy3-konjugierten
a-Kaninchenantikorper (Cy3-a-Rab) markiert. Abbildung 36-3B zeigt die rote Fluoreszenz
des Cy3-Konjugats, Abbildung 36-3A zeigt die entsprechende GFP-Fluoreszenz bei 488 nm
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Anregungswellenlédnge. Zu erkennen ist, dal? die Fluoreszenz in beiden Bildern identisch, d.h.
an der Plasmamembran und in intrazellularen Komparimenten, verteilt ist. Neben intensiv
angeféarbten Zellen sind vorallem in Abbildung 36-3B schwach angefarbte Zellen zu
erkennen. Dies belegt die Spezifitat der Antikorperfarbung, da nur die Zellen mit intensiver
GFP-Fluoreszenz auch Immunofluoreszenz aufweisen. Die Spezifitdit des Cy3-a-Rab
Konjugats wurde in fixierten und permeabilisierten rP2Y-eGFP Zellen getestet, die nur mit
dem Cy3-a-Rab Konjugat angefarbt wurden. Im fluoreszenzmikroskopischen Bild konnte
kein deutliches Fluoreszenzsignal des Cy3-Konjugats identifiziert werden (nicht dargestellt).

Abbildung 36-4 zeigt fixierte und permeabilisierte rP2Y;-eGFP HEK Zellen, die mit
Texas RedlC—konjugiertem Lektin (WGA) behandelt wurden. Lektine erkennen spezifisch
glykosylierte Proteine. Die Uberlagerung von Texas-Red und GFP fiihrt zu einer gelben
Fluoreszenz und macht die Kolokalisation von GFP-rP2Y-Rezeptoren (griine Fluoreszenz)
und glykosylierter Proteine (rot) deutlich. Wahrend in der Zellperipherie die GFP-Fluoreszenz
deutlich zu sehen ist, sind im Inneren der Zellen mit starker GFP-GPCR-Expression neben
dem Randbereich des Zellkerns vermutlich der Golgi-Apparat bzw. das ER angefarbt. Diese
Kompartimente sind an der Synthese von glykosylierten Proteinen beteiligt, die spéter in die
Plasmamembran insertiert oder sekretiert werden. Die Lokalisation der GFP-Fluoreszenz
entspricht also den bei der GPCR-Synthese beteiligten Kompartimenten und ist nicht
artifiziell verandert. Abbildung 36-5 zeigt fixierte und permeabilisierte rP2Y-eGFP HEK
Zellen, die einer Immunofarbung mit a-GFP AS /Cy3-a-Rab unterzogen wurden. Vor der
Immunofarbung wurden die Zellen einem 2-MeSATP Dauerstimulus (100 pM, 2h, 37°C, 60
MM  Monensin) ausgesetzt, um die P2Y-Rezeptorinternalisierung zu induzieren. Die
Uberlagerung der Cy3/ GFP-Fluoreszenz laRt eine deutlich veranderte GFP-Lokalisation
erkennen, die Plasmamembran weist eine weniger intensive GFP-Fluoreszenz auf und im
Zellinneren sind deutlich punktférmige ,,GFP-spots“ zu erkennen, die mdglicherweise
internalisiertes Rezeptor- GFP Fusionsprotein reprasentieren.

Abbildung 36-6 zeigt Zellen die entsprichend der Zellen in Abbildung 36-5 behandelt
wurden, jedoch wurden die Zellen vor der Immunoféarbung nicht mit 2-MeSATP stimuliert.
Im Unterschied zur Fluoreszenzverteilung in Abbildung 36-5 ist hier die Plasmamembran-
lokalisation der GFP-Fluoreszenz noch deutlich zu erkennen. In Abbildung 36-7A und
Abbildung 36-7B ist die GFP-Fluoreszenzverteilung in lebenden rP2Y;-eGFP Zellen
dargestellt. Abbildung 36-7A zeigt nicht-behandelte Zellen, in denen die GFP-Fluoreszenz

eine deutliche Plasmamembranlokalisation aufweist. Abbildung 36-7B zeigt Zellen, die fur
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1h bei 37°C mit 60 uM ADP/30 uM Monensin behandelt wurden, um eine Rezeptor-
internalisierung zu induzieren. Die GFP-Fluoreszenz ist durch die ADP-Stimulation aus der
Plasmamebran in intrazellulare Vesikel transloziert, was auf eine agonist-induzierte

Internalisierung der P2Y ;-Rezeptoren hindeutet.

Abbildung 36: Digitalisierte fluoreszenzmikroskopische Blider unterschiedlich behandelter
HEK Zellen

Die gezeigten Epifluoreszenzbilder wurden an unterschiedlich behandelten Proben von HEK293
Zellen gewonnen. Die entwickelten Dia-Positive wurden (ber einen Flachbettscanner digitalisiert und
2.T. elektronisch nachvergroRert, deshalb ist nur der miokroskopische VergroRerungsfaktor der
Orginalbilder in Klammern angegeben.36-1 (400-fach) zeigt die typische Zellform nicht-transfizierter
HEK?293-Zellen. Abbildung 36-2 (400-fach) zeigt HEK293 Zellen, die mit GFP allein transfiziert
wurden, bei Anregungslicht einer Wellenldange von 488 nm. Abbildung 36-3A und Abbildung 36-3B
(beide 400-fach) sind Bilder der identischen, fixierten und permeabilisierten rP2Y-eGFP HEK Zellen
(Pfeile markieren identische Zellen). Durch Anfarbung mit a-GFP Antiserum/ Cy3-a-Kaninchen-
antikorper Konjugat wurde das Rezeptor-GFP Fusionsprotein in der Immunofluoreszenz sichtbar
gemacht: Abbildung 36-3B die rote Fluoreszenz des Cy3-Konjugats, Abbildung 36-3A die GFP-
Fluoreszenz bei 488 nm. Abbildung 36-4 zeigt fixierte und permeabilisierte rP2Y,-eGFP HEK Zellen,
die mit Texas RedJ —konjugiertem Lektin (WGA) behandelt wurden. Die Uberlagerung von Texas-
Red und GFP fuhrt zu einer gelben Fluoreszenz und macht die Kolokalisation von GFP-rP2Y-
Rezeptoren (grine Fluoreszenz) und glykosylierter Proteine (rot) deutlich. Abbildung 36-5 (600-fach)
zeigt fixierte und permeabilisierte rP2Y;-eGFP HEK Zellen, die vor der Immunofarbung mit a-GFP
AS /Cy3-a-Rab einer 2-MeSATP induzierten Rezeptorinternalisierung unterzogen wurden. Die Uber-
lagerung der Cy3/ GFP-Fluoreszenz 148t eine Verlagerung der GFP-Fluoreszenz von der Plasmamem-
bran weg ins Zellinnere (punktférmige ,,GFP-spots®) erkennen. Abbildung 36-6 (600-fach) zeigt
Zellen, die entsprechend der Zellen in Abbildung 36-5 prozessiert wurden, jedoch ohne 2-MeSATP
Stimulation. In Abbildung 36-7A und Abbildung 36-7B (beide 1000-fach) ist die GFP-
Fluoreszenverteilung in lebenden rP2Y.-eGFP Zellen dargestellt. Abbildung 36-7A zeigt nicht-
behandelte Zellen, 36-7B Zellen, die fir 1 h bei 37°C mit 60 uM ADP/ 30 uM Monensin behandelt
wurden, um eine Rezeptorinternalisierung zu induzieren.
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Diskussion

4 Diskussion

P2Y-Rezeptoren gehdren zur Superfamilie der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren
(GPCR). Sie werden durch extrazellulare Nukleotid Di- und Triphosphate aktiviert, die an der
Regulation der unterschiedlichsten physiologischen Prozesse beteiligt sind. Die codierenden
Sequenzen vieler Mitglieder dieser Rezeptorfamilie wurden mittlerweile kloniert und in
Séugerzellinien exprimiert. Die Mehrzahl der P2Y-Rezeptoren entfalten ihre zelluldre
Wirkung durch die Aktivierung der Phospholipase C, die zur InsPs-Bildung und nachfolgend
zur Erhéhung der intrazellularen Ca®*-Konzentration ([Ca?*];) filhrt.

Hohe, langanhaltende, intrazellulare Kalziumkonzentrationserhbhungen sind
zytotoxisch, deshalb sind Signaltransduktionsprozesse, die in der Zelle zur Erhéhung der
[Ca®*); filhren, sehr genau und auf mehreren Ebenen kontrolliert. Die durch GPCR-
Aktivierung induzierten zelluldaren Reaktionen werden normalerweise schnell abgeschwaécht.
Dieser Signalabschwachung liegen Mechanismen zur Beseitigung des Liganden aus dem
extrazellulédren Millieu, der Rezeptordesensitisierung durch Phosphorylierung, Endozytose der
Rezeptoren und der Herunterregulation der Rezeptoranzahl in der Zelle zu Grunde. Die
extrazelluldare Agonistkonzentration wird durch Verdinnungseffekte, die aktive Aufnahme der
Agonisten Uber Transporter in die Zelle und enzymatische Degradation abgesenkt. Die
Aktivitdt von Enzymen wie z. B. Peptidasen oder Ectonukleotidasen, die auf der
Zelloberflache lokalisiert sind, fiihrt zum Abbau von Neuropeptiden und extrazelluldren
Nukleotiden und terminiert damit deren biologische Aktivitait. GRK (G-Protein gekoppelte
Rezeptor Kinasen) und ,,second messenger” Kinasen wie z.B. PKC, PKA und CamK flhren
zur Phosphorylierung der GPCR und leiten damit die Interaktion der Rezeptoren mit Arrestin-
Proteinen ein, was zur Abkopplung der G-Proteine und zur Desensitisierung der Rezeptoren
flhrt. Die durch Agonistwirkung initiierte Endocytose (Internalisierung) der GPCR tragt zum
Desensitisierungsgeschehen bei, indem hochaffine Rezeptorproteine von der Zelloberflache
verschwinden und damit fir ihre Liganden unzugédnglich werden. Das Recycling internali-
sierter Rezeptoren sorgt fur die erneute Aktivierbarkeit (Resensitisierung) dieser Rezeptoren
und damit des von ihnen bendtzten Signaltransduktionswegs. Die Herunterregulierung von
GPCR st eine Form der Desensitisierung, die in der Zelle durch die lang-andauernde, konti-
niuiertliche Einwirkung von Rezeptoragonisten ausgelost wird. Charakterisiert ist diese Form
der Desensitisierung durch die Absenkung der zelluldren Rezeptormenge, die durch Verén-
derungen der Degradations- bzw. Syntheserate des entsprechenden Rezeptortyps bewerk-
stelligt wird [144,156,157,158].
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Intrazelluldre Transportvorgange und die subzelluldre Lokalisation von Proteinen
kdnnen mittlerweile durch den Einsatz von fluoreszierenden Proteinen - wie GFP - sehr
effizient sichtbar gemacht werden. Dazu werden die rekombinanten Proteinsequenzen von
z.B. GPCR mit GFP fusioniert und diese Rezeptor-GFP Fusionsproteine dann in Séugerzellen
exprimiert [4,101,102,150,159,160,161].

Da bis jetzt nur sehr wenig Uber die Regulation dieser P2Y-Rezeptoren und die damit
verbundenen Prozesse von Desensitisierung, Internalisierung und Recycling bekannt ist,
wurde ein P2Y1-Rezeptor cDNA-KIlon aus dem Hirn der Ratte (rP2Y;), am C-Terminus durch
GFP modifiziert (rP2Y;-eGFP). Das entstandene GFP-Fusionsprotein und der ,Wildtyp“
rP2Y1-wt Rezeptor wurden in HEK293 Zellen stabil exprimiert. HEK293 Zellen sind eine
sehr gut etablierte Zellinie, die sehr haufig zur Expression rekombinanter GPCR verwendet
werden. Sie weisen endogene P2Y-Rezeptoren auf und besitzen deshalb alle Signaltransduk-
tionskomponenten die zur erfolgreichen Expression funktioneller heterologer P2Y-Rezeptoren
erforderlich sind.

Zur Uberpriifung der funktionellen Expression rekombinanter P2Y -Rezeptoren werden
die exprimierten Rezeptoren pharmakologisch charakterisiert. Dazu wurde berwiegend die
durch die Aktivierung der P2Y-Rezeptoren induzierte Bildung von Inositolphosphaten (v.a.
InsP3) bestimmt, die als indirektes Mal} fiir die Aktivierung der PLC verwendet werden (z.B.
[38;30, 31;162;36;163;164;165]). Eine andere Mdglichkeit, die Aktivierung der PLC in Folge
der Aktivierung von P2Y1-Rezeptoren zu untersuchen, bietet die Messung der Veréanderungen
der intrazellularen Ca®*-Konzentration. Durch die Wirkung von InsP; am InsP3-Rezeptor wird
Ca”" aus intrazellularen Speichern freigesetzt und damit die cytosolische Ca?*-Konzentration
veréndert. In der vorliegenden Arbeit wurden deshalb zur Charakterisierung der funktionellen
Expression der rP2Y1-Rezeptoren neben biochemischen Untersuchungen die P2Y; vermittelte
Erhéhung der [Ca?*]i in Einzelzellmessungen bestimmt (z.B. [116]). Dieser funktionelle
Assay bietet in Verbindung mit der GFP-Modifikation gegenuber der Inositolphosphat-
bestimmung den Vorteil, daB spezifische Veranderungen der [Ca®*]; in den rP2Y-eGFP

exprimierenden Zellen direkt mit der GFP-Fluoreszenz korreliert werden kénnen.
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4.1 Nachweis der funktionellen Expression der rP2Y;-Rezeptoren in
HEK?293

4.1.1 Biochemische Charakterisierung

Die Expression der rP2Yi-Rezeptoren in stabil-transfizierte rP2Y-eGFP HEK293
Zellen wurde mittels Western-Blot analysiert. Die GroRe des detekierten Rezeptor-GFP
Fusionsproteins, die Anreicherung des rP2Y;-eGFP Signals in Plasmamembranfraktionen und
die Glykosylierung des Rezeptors sind charakteristisch fur ein voll-prozessiertes,
funktionelles GPCR Rezeptorprotein. Dieser biochemische Befund wird durch die Ergebnisse
der fluoreszenzmikroskopischen Untersuchungen der rP2Y1-eGFP tranfizierten Zellen unter-
sttzt. Hier konnte die Rezeptorlokalisation immunohistochemisch und durch die GFP-
Fluoreszenz an lebenden Zellen gezeigt werden. Im Unterschied zur gleichmaRigen
Verteilung der GFP-Fluoreszenz in Zellen die mit GFP allein transfiziert wurden, lai3t sich die
GFP-Fluoreszenz in rP2Y;-eGFP transfizierten Zellen der Plasmamembran und
intrazelluldaren Kompartimenten zuordnen, die an der Synthese integraler Membranproteine
beteiligt sind. Die Untersuchung der korrekten Rezeptorlokalisation ist unumganglich, da eine
stark erhohte Expression von Rezeptorproteinen zur artifiziellen Veranderung der
Lokalisation [4] und Regulation [138] der GPCR fiihren kann.

Die Uberexpression des CCKa-Rezeptors, der ebenfalls am C-terminalen Ende durch
GFP modifiziert wurde, fuhrte beispielsweise zum Einbau des rekombinanten Rezeptors in
alle intrazellularen Membranen (Endosomen, Mitochondrien, Kernmembran usw.), wogegen
die Fusion der GFP-Markierung an das N-terminale Ende der Rezeptors die Insertion des
Rezeptorprodukts in die Plasmamembran unterbindet [102]. Alle bisher erfolgreich als GFP-
Fusionsproteine exprimierten GPCR wurden deshalb auch am C-terminus modifiziert
(Ubersicht [4,166]). Darunter befindet sich auch der B,-adrenerge Rezeptor, der allgemein als
Prototyp der GPCR gilt und fur dessen Regulation bei Weitem die meisten Daten vorliegen
[144]. Die erfolgreiche Expression des [3,-adrenergen Rezeptor-GFP Fusionsproteins gehort
mit zu den ersten Berichten dieser Art und ermdglichte es den Autoren die durch
Agonisteinwirkung induzierte Internalisierung des Rezeptors an lebenden Zellen in Echtzeit
zu verfolgen [167].

Lektine gehdren schon geraume Zeit zum Instrumentarium, das in glykobiologischen
Untersuchungen eingesetzt wird [129,168]. Lektine sind bakterielle oder pflanzliche Proteine,
die spezifische Oligosaccharidmuster erkennen und deshalb als Sonden zu Untersuchung der

Struktur von Zelloberflachen eingesetzt werden kénnen. Daneben werden Lektinproteine auch
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zur Aufreinigung von Membranproteinen [169,170,171] verwendet. Zur Signalamplifikation
und Erweiterung des Spektrums der Detektionstechniken, werden Lectinkonjugate, wie z.B.,
Digoxigenin konjugiertes Concanavalin A (ConA) oder Texas-Red konjugiertes Weizenkeim-
agglutinin (WGA), in Blotverfahren oder der Fluoreszenzmikroskopie eingesetzt [129,172].
Fluoreszenz-markierte Lektine, wie z.B. das WGA (Weizenkeimagglutinin) kénnen eingesetzt
werden, um in permeabilisierten Zellen Strukturen wie das ER und den Golgi-Apparat
anzufarben [173,174]. Beide Kompartimente sind an der Synthese von integralen
Membranproteinen und Proteinen, die zur Sekretion bestimmt sind, beteiligt und fuhren die

vollprozessierten, posttranslational modifizierten Proteine exocytotischen Prozessen zu.

4.1.2 Pharmakologische Charakterisierung

Die stabile Expression des rP2Y;-eGFP Fusionsproteins bzw. des rP2Y;-wt Rezeptors
in HEK293 Zellen fihrt zu einer stark erhohten Sensitivitdt der Zellen gegeniber
verschiedenen P2Y-Rezeptor spezifischen Nukleotidagonisten. Fir die agonistische Wirkung
dieser Liganden an den rP2Y;-Rezeptoren, konnte ein pharmakologisches Profil festgestellt
werden, das P2Y;-Rezeptoren aus den unterschiedlichsten Zellen gemeinsam ist (Ubersicht in
[2]).

Die P2Y;-Rezeptor spezifischen Agonisten 2-MeSADP und 2-MeSATP aktivieren den
heterolog exprimierten rP2Y;-eGFP Rezeptor mit einer ahnlichen Effektivitat, wie sie flr
andere stabil exprimierte P2Yi-Rezeptoren - hP2Y; (Mensch ) und tp2Y; (Truthahn) -
publiziert wurde [36]. Im Gegensatz dazu wird der in HEK293 Zellen stabil exprimierte
»wild-typische* rP2Y;-wt Rezeptor bereits durch Agonistkonzentrationen aktiviert, die im
Bereich unter 1 nM liegen. Die heterolog exprimierten rP2Y;-wt Rezeptoren weisen damit,
unter allen bis jetzt vertffentlichten rekombinanten P2Y-Rezeptoren, die hdchste Sensitivitét
gegeniiber diesen Agonisten auf. D.h. im Vergleich zu den P2Yi-Rezeptoren, die z.B. aus
Mensch und Truthahn isoliert und in der Astrozytomzellinie 1321N1 [36] exprimiert wurden,
zeigen die rP2Y-wt Rezeptoren eine 100-fach hohere Sensitivitat gegeniiber den P2Y;-
Rezeptor spezifischen Liganden. Bei den rP2Y;-wt transfizierten HEK293 Zellen scheint flr
die Rezeptoren eine drastische Steigerung der Affinitdt gegeniiber 2-MeSATP bzw. 2-
MeSADP zu Dbestehen. Dieses Phdnomen kann mit der Existenz einer sogenannten
Rezeptorreserve erklart werden.

In der klassischen Rezeptortheorie [138,175,176] flhrt eine erhdhte Rezeptor-
expression zur Ausbildung einer Rezeptorreserve, die zur augenscheinlichen Erhéhung der

Wirksamkeit der Agonisten bei der Aktivierung des Rezeptors fiihrt. Davon unberuhrt bleibt
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jedoch die GroRe des maximalen Effekts, der durch die Aktivierung der Rezeptoren in den
Zellen ausgelést wird. Experimentelle Befunde, die das theoretische Konzept zum
funktionellen Zusammenhang, zwischen dem Niveau der Rezeptorexpression und dem, durch
die Rezeptoraktivierung ausgeldsten zelluldren Effekt, unterstiitzen, wurden von Hermans et
al. [177] prasentiert.

Die Untersuchungen wurden an mGlula-Rezeptor transfizierten CHO-Zellen
durchgefiihrt, wobei unterschiedlich hohe Rezeptormengen Uber ein durch IPTG-
induzierbares Expressionsystem erzielt werden konnten. Charakterisiert wurden Effekte, die
durch unterschiedliche agonistisch bzw. antagonistisch wirkende Substanzen in CHO-Zellen
ausgelost wurden, die ihrerseits mGlula-Rezeptoren in unterschiedlicher Menge
exprimierten. Die erhaltenen Ergebnisse demonstrieren, dal sowohl die Wirksamkeit als auch
die Effizienz der mGlula-Rezeptor Agonisten durch das Expressionsniveau beeinflufit
werden. Die erhohte Wirksamkeit spezifischer P2Y;-Agonisten, die bei der rP2Y;-wt
transfizierten HEK Zellinie festgestellt wurde, findet eine tUberzeugende Erklarung, wenn ein
erhdhtes rP2Y-wt Expressionsniveau in den Zellen vorliegt. Die Interpretation der Daten in
dieser Richtung wird auch durch die Ergebnisse der RT-PCR Experimente (Abbildung 12}

unterstitzt. Die Intensitat, mit der DNA-Banden in einem Agarosegel sichtbar sind, korreliert

mit der DNA-Menge, die sie représentieren. Die Fluoreszenzintensitdt von DNA-Banden, die
mit Ethidiumbromid angefarbt wurden, erlaubt einen Rickschlufl auf die vorhandene DNA-
Menge. Fir RT-PCR Produkte bedeutet das, daR die Intensitdat der DNA-Bande als MaR fiir
die Transkriptmenge eines bestimmten Gens — hier des rP2Y;-wt Rezeptors —verwendet
werden kann. Wird dieser Zusammenhang fur die Mengenabschatzung von RT-PCR
Produkten ausgenutzt, um einen Rickschluf? auf die ursprunglich in der RNA vorhandene
Transkriptmenge zu ziehen, mul3 berticksichtigt werden, daR die DNA-Vervielfachung in der
PCR-Reaktion einem nicht-linearen Prinzip unterliegt. Daraus folgt, daR die ersten Zyklen der
PCR-Reaktion von entscheidender Bedeutung fir Qualitdt und Quantitat des entstehenden
Produkts sind. Werden wie in der vorliegenden Arbeit Primeroligonukleotide eingesetzt, die
homologe Sequenzen verschiedener Matrizen amplifizieren kdnnen, wird die Abschatzung
der urspringlich vorliegenden Transkriptmenge kompliziert.

Welches PCR-Produkt in welcher Menge amplifiziert wird hangt in diesem Fall davon
ab, wie erfolgreich die mdoglichen Matrizensequenzen in den ersten PCR-Zyklen um die
vorhandenen Primermolekiile konkurrieren kdnnen. Es ist also zu erwarten, dal} vorhandene

Unterschiede in der Transkriptmenge unter diesen Bedingungen weiter verstarkt werden. Fur
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die Interpretation der Intensitdt der DNA-Bande, die dem PCR-Produkt des P2Y,-Rezeptors
in [Abbildung 12B (Spur 2) entspricht, bedeutet dies, daR die P2Y;-wt transfizierten Zellen
nicht unbedingt weniger hP2Y,-Rezeptoren exprimieren als z.B. HEK293 Zellen (Spur 1),
sondern viel mehr, dal} sie in erheblich héherem MaR die rP2Y-Rezeptoren exprimieren.
Sinngemal &Rt sich aus der ,fehlenden” P2Y-Produktbande bei HEK293 Zellen (Spur 1)
nicht automatisch folgern, daR hier keine hP2Y;-Rezeptoren exprimiert werden. Eine
quantitativ vergleichende Auswertung von PCR-Produkten l&Rt sich deshalb nur unter den
Bedingungen der ,,quantitativen PCR* durchfiihren. Trotz der geschilderten Einschrankungen
belegt die deutlich stérkere Intensitat der ,,rP2Y;-wt-Bande“ eine stark erhdhte Expressions-
rate des rP2Y1-Rezeptors in der entsprechenden Zellinie.

Die Attraktivitat des Konzepts einer Rezeptorreserve bei der Erklarung erhohter Sensi-
tivitat von Agonisten, die bei der Expression rekombinanter Rezeptoren in stabil transfizierten
Zellinien gefunden wird, wird durch weitere Veroffentlichungen deutlich. Fir den stabil
exprimierten hP2Y,-Rezeptor [165] und den P2Y-Rezeptor aus Truthahn [36] wird eine ent-
sprechende Rezeptorreserve diskutiert, um die Effekte, die bei der Aktivierung durch die
subtypspezifischen Agonisten UTP bzw. 2-MeSATP/ 2-MeSADP auftreten, zu erkléaren. Ein
weiteres Ergebnis aus der von Hermans et al. 1999 veroffentlichten Arbeit macht ebenfalls
klar, daB der beschriebene Zusammenhang zwischen  Expressionshéhe und
Rezeptoraktivierung nur fir Agonisten (bzw. kompetitive Antagonisten) existiert, wéahrend
die Aktivitat nicht-kompetitiver (mGlula-Rezeptor) Antagonisten unabhangig von der Starke
der (mGlula-) Rezeptorexpression ist. Der kausale Zusammenhang zwischen erhéhter
Agonistensensitivitdt und erhéhter Expressionsrate des entsprechenden Rezeptors kann nur
Uber quantitative Charakterisierung der Rezeptoren in der Zelle nachgewiesen werden. Fr
eine solche Charakterisierung ist aber die Verfligbarkeit eines Rezeptor-selektiven,
irreversiblen Antagonisten unumgangliche Voraussetzung. Dieser ist fir P2Y; jedoch noch
nicht verfugbar.

Der rP2Y;-eGFP-Rezeptor wird durch die selektiven Agonisten 2-MeSADP und 2-
MeSATP in nanomolaren Konzentrationen aktiviert und 16st in den Zellen eine
physiologische Ca?*-Antwort aus. Es ist bekannt, daB 2-MeSATP auch aktivierende Wirkung
auf den hP2Y,-Rezeptor haben kann, jedoch tritt dieser Effekt von 2-MeSATP an P2Y,-
Rezeptoren erst bei Konzentrationen auf, die jenseits von 10 uM liegen [165]. Zwar werden in
HEK293 Zellen hP2Y,-Rezeptoren endogen exprimiert, nanomolare Konzentrationen der 2-
Methylthioderivate sind jedoch nicht in der Lage iiber hP2Y,-Rezeptoren zur Ca**-Mobili-
sierung aus intrazelluldren Speichern beizutragen. D.h. das Ca?*-Signal, das bei den trans-
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fizierten HEK293-Zellinien durch 2-MeSATP bzw. 2-MeSADP (in nanomolarer
Konzentration) ausgel6st wird, ist auf die Aktivierung der rP2Y1-Rezeptoren zurtickzufihren.

Die Wirkung von ATP auf rekombinante P2Yi-Rezeptoren und endogene P2Y;-
ahnliche Rezeptoren wurde unterschiedlich charakterisiert, d.h. neben den Berichten, die die
agonistische Wirkung belegen, wurde ATP die Wirkung eines partiellen Agonisten bzw.
Antagonisten zugewiesen [2]. Endogene P2Y-dhnliche Rezeptoren arterieller Endothelzellen
des Intestinaltrakts reagieren z.B. nicht auf ATP [68] und auch fir den P2Y-Rezeptor aus
Blutplattchen ist die antagonistische ATP-Wirkung belegt [178]. Die partielle agonistische
Wirkung scheint insbesondere fur P2Y;-Rezeptoren zu gelten, die in Geweben und Zellen
exprimiert werden in denen ebenfalls P2Y,-Rezeptoren exprimiert werden. Eine
Kolokalisation der P2Y;- und P2Y,-Rezeptoren in einer Zelle vorausgesetzt, erscheint eine
unterschiedliche Sensitivitat gegenuber ATP sinnvoll. Wir konnten in den von uns durch-
gefihrten Experimenten jedoch keine Beweise flr eine antagonistische bzw. partiell-
agonistische Wirkung von ATP an den rekombinanten rP2Y;-wt bzw. rP2Y-eGFP-Rezep-
toren finden. An den von uns etablierten transfizierten HEK293 Zellinien war ATP in der
Lage, eine nahezu identische maximale Ca?*-Antwort auszul6sen wie wir sie fur 2-MeSADP,
2-MeSATP oder ATPaS messen konnten, obwohl dazu héhere ATP-Konzentrationen notig
waren. Diese Befunde sprechen fir die volle agonistische Wirkung von ATP am rekombinant
exprimierten rP2Y1-Rezeptor, die ebenfalls fiir den stabil exprimierten humanen P2Y;-
Rezeptor gefunden werden konnte [36].

Diese Schlul3¢folgerung wird ebenfalls durch die Verdffentlichung von Palmer et al.
1998 [179] unterstiitzt, in der wie in der vorliegenden Arbeit Ca®*-Antworten einzelner Zellen
analysiert wurden, die durch 2-MeSATP und ATP induziert wurden. Die von uns verwendete
MeRanlage gewahrleistet einen kontinuierlichen und schnellen Medienaustausch in der MeR-
kammer, in der nur eine geringe Anzahl von Zellen plaziert sind. Die relativ grof’e Menge
Medium im Verhaltnis zur Zellanzahl macht es unwahrscheinlich, daB die durch ATP indu-
zierten Ca®*-Antworten in Wirklichkeit auf ATP-Abbauprodukte, die durch die Wirkung von
Ectonukleosidasen entstehen kdnnten, zurtickzufuhren sind.

Fiir die Stimulation der drei Zellinien mit 10 pM UTP konnten wir maximale Ca**-
Antworten von vergleichbarer GroRe ermitteln und nahezu identische Werte fiir die halb-
maximale UTP-Wirkkonzentration. Diese Befunde belegen, dal} die heterologe Expression
der rP2Y-Rezeptoren in HEK293 Zellen nicht mit der Signaltransduktion der endogenen

P2Y,-Rezeptoren interferiert. Ebenso beweisen diese Ergebnisse, dall UTP keine Wirkung auf
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die heterolog exprimierten rP2Y;-Rezeptoren entfaltet und die Erhéhung der [Ca*']; durch
UTP einzig auf die Aktivierung der endogenen P2Y,-Rezeptoren zurlickzufiihren ist.

Ein Vergleich der Maximalantworten, die durch die P2Y;- bzw. P2Y,-spezifischen
Agonisten 2-MeSADP bzw. UTP bei nicht-transfizierten HEK293 Zellen induziert werden,
deutet an, dal} die endogenen P2Y-Rezeptoren jeweils in einer solchen Anzahl vorliegen, dal
sie bei maximaler Stimulation &hnliche physiologische Antworten induzieren. Diese
Gleichwertigkeit der endogenen P2Y-Rezeptoren auf funktioneller Seite ist allerdings nicht
notwendigerweise deckungsgleich mit den mRNA-Mengen, die durch die RT-PCR Experi-
mente fur die einzelnen Rezeptorsubtypen abgeschatzt werden kdnnen. Schachter et al.1997
[134] konnten auf Grund der Bestimmung der maximalen Inositolphosphatproduktion, die
durch 2-MeSADP bzw. UTP ausgeldst wurde, bei nicht-transfizierten HEK293 Zellen ein
funktionelles Verhéltnis von P2Y1- zu P2Y,-Rezeptoren von 2:1 feststellen. Das zeigt, dal3
SchluRfolgerungen tber das numerische Verhéltnis von P2Y-Rezeptoren zueinander, die auf
Grund funktioneller Studien oder der Abschétzung der unterschiedlichen mRNA-Mengen
erfolgen, nicht unbedingt Gbereinstimmen muissen. Diese Tatsache unterstreicht, dal die
Verfligbarkeit  subtyp-spezifischer  Antikorper oder radioaktiv-markierter, selektiver
Agonisten unumgéngliche Voraussetzung flr eine quantitative Analyse der aktuell
exprimierten, funktionellen P2Y-Rezeptoren einer Zellpopulation sind.

4.1.3 G-Protein-Kopplung

Am Beginn der Signaltransduktionskaskade der meisten rekombinanten P2Y; -
Rezeptoren und endogenen P2Y;-&hnlichen Rezeptoren steht die Aktivierung der PLC. Durch
Untersuchungen am P2Y-Rezeptor aus Truthahnerythrozyten konnten die beteiligten G-
Proteine der Klasse Gg11 zugeordnet werden. Diese G-Proteine sind nicht sensitiv gegentiber
Pertussis Toxin (PTX) und Choleratoxin (CTX) und aktivieren PLC3 Isoenzyme durch ihre
a-Untereinheit (Maurice et al. 1993 in [2]). Die Unempfindlichkeit gegeniber PTX ist
charakteristisch fir die meisten an PLC gekoppelten P2Y;-like Rezeptoren und wird als
Hinweis auf die Gq11-Protein Kopplung gewertet. Die Kopplung der P2Y;-Rezeptoren an G-
Proteine der Klasse Gg1 ist durch die induzierte Signaltransduktion und die PTX-Insensi-
tivitat zwar sehr wahrscheinlich, aber bisher nicht direkt bewiesen. Da flir GPCR eine gewisse
Promiskuitét gegenliber G-Proteinen verschiedener Klassen bekannt ist, konnten theoretisch
auch G-Proteine anderer Klassen (z.B. Gqi12 oder Gqig), die die gleiche Signaltransduktion

vermitteln wie die Gq11 an der Signaltransduktion der P2Y-Rezeptoren beteiligt sein. Bei-
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spiele der geschilderten Promiskuitat der GPCR gegenlber verschiedenen G-Proteinen sind
auch fir purinerge Rezeptoren bekannt. Die Kopplung von rekombinanten Rezeptoren an
verschiedene Signaltransduktionswege, in Abhéngigkeit vom Zellsystem, in dem dieser
Rezeptor exprimiert wird, sind fur den P2Y-Rezeptor aus der Ratte [66], den P2Y1;-Rezeptor
[105] und den tp2y-Rezeptor [180] bekannt. Diese wechselnde G-Protein-Kopplung fihrt z.T.
sogar dazu, dal sich komplett andere pharmakologische Charakteristika fur den
entsprechenden Rezeptor ergeben [181].

Neben der Aktivierung der PLC durch P2Y;-Rezeptoren gibt es auch P2Y;-
Rezeptoren, deren Aktvierung zur Inhibition der Adenylatzyklase (AC) fuhrt. Diese sind in
der Regel an Gj-Proteine gekoppelt, was sich an der Hemmbarkeit ihrer Wirkung durch PTX
zeigen laBt (Boyer et al. 95, Bert-Mattera et al. 1996, Webb et al. 1996¢ in [2]). Bei der
heterologen Expression von GPCR in S&ugerzellen besteht immer die Mdglichkeit, dal? die
funktionell ~ exprimierten  Rezeptoren auf Grund ihrer  Uberexpression — mit
Signaltransduktionskomponenten interagieren, die nicht zu ihrer  natUrlichen
Signaltransduktionskaskade gehoren [138]. Zu diesen ,,falschen* Interaktionspartnern gehéren
bei GPCR vor allem G-Proteine anderer Klassen, zumal eine gewisse Promiskuitat von GPCR
in dieser Richtung besteht [66]. Aus diesem Grund wurde von uns der EinfluR von PTX auf
die agonist-induzierte Ca**-Mobilisierung an den rP2Y:-eGFP transfizierten Zellen
untersucht. Dabei zeigte sich, daB die Uberexpression des rP2Y;-eGFP Rezeptors die
Rekrutierung von G-Proteinen nicht artifiziell verdndert. Am Signaltransduktionsprozel3, der
durch die Aktivierung des rP2Y;-eGFP Rezeptors ausgeldst wird, sind deshalb vermutlich nur
G-Proteine der Klasse Gy11 involviert. Diese G-Protein Kopplung liegt ebenfalls fur die
P2Y i-Aktivierung in nicht-transfizierten HEK293 Zellen vor [134].

Die beschriebene Aktivierbarkeit, die Ergebnisse der PTX-Experimente, sowie die
Ergebnisse der Experimente mit Heparin bzw. U73122 belegen die regulédre G-Protein
Kopplung am rP2Y;-eGFP-Rezeptor. Zumindest theoretisch kdnnte der GFP-Fusionsanteil
auf Grund seiner GrolRe und Position die Zuganglichkeit des Rezeptors fir G-Proteine
vermindern. Aus den Ca®*-Messungen mit unterschiedlichen Nukleotidagonisten ergeben sich
aber keine Hinweise flr eine Behinderung der G-Protein Kopplung durch den GFP-Anteil.
Die Moglichkeit aber, dal} die GFP-Modifikation zu konformationellen VVerdnderungen in der
Proteinstruktur fihrt, die die Sensitivitdt des Rezeptors gegeniiber den P2Y-selektiven
Agonisten beeinflussen kénnen, ist nicht véllig auszuschlieRen.

Die stark erhdhte Sensitivitat der rP2Y 1-wt transfizierten Zellinie gegeniiber P2Y ;-

spezifischen Agonisten im Vergleich zur Sensitivitat von P2Y-Rezeptoren, die in anderen
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Zellsystemen exprimiert wurden, setzt eine hoch effiziente Kopplung an die in HEK293
vorhandenen G-Proteine (vermutlich Gy11) voraus, denn GPCR kénnen nur dann einen
hochaffinen Zustand gegeniber ihren Liganden aufweisen, wenn sie an die entsprechenden G-
Proteine gekoppelt sind [138,181].

Die Eigenschaften, die der in HEK293 Zellen stabil exprimierte P2Y1-eGFP Rezeptor
bzgl. seiner G-Protein Koppplung aufweist, machen die Zellinie fur Untersuchungen der
Rezeptorregulation oder witerfiihrender Interaktionen des Rezeptors auf der Ebene der G-
Proteine geeignet, denn es liegen keine Hinweise auf eine unphysiologische Wechselwirkung
(i.e. Kopplung an untypische G-Protein Kopplung) zwischen dem endogen exprimierten
hP2Y,-Rezeptor und dem heterolog exprimierten rP2Y 1-eGFP-Rezeptor vor.

4.1.4 Kapazitiver Ca®*-Einstrom

Ca”"ist ein ubiquitdr verbreitetes Signalmolekil. Die strikte Regulation der intra-
zellularen Ca®*-Konzentration ist fiir die Zelle von entscheidender Bedeutung, da auch
kleinste Veranderungen der [Ca®*]; EinfluR auf die unterschiedlichsten zellularen Prozesse
nehmen konnen. Eine Komponente dieser Regulation ist der Mechanismus, durch den der
kapazitive Ca**-Einstrom bewerkstelligt wird. Dieser Regulationsweg sorgt fiir einen Ca?*-
Einstrom ins Zytoplasma, der durch die Entleerung intrazellularer Ca**-Speicher aktiviert
wird (Ubersicht in [136,137]).

In den meisten nicht-erregbaren Zellen ist die Erhdhung der intrazellularen [Ca®'];, die
durch physiologische Stimuli ausgeldst wird, von InsPs-sensitiven, intrazellularen Ca*'-
Speichern abhéngig und deshalb kann dort auch regelmaRig ein ,klassischer* kapazitiver
Ca®*-Einstrom nachgewiesen werden. Erregbare Zellen scheinen diese Art kapazitiven
Einstroms nicht zu besitzen, moglicherweise weil dort spannungsabhangige lonenkanale flr
den notigen Ca**-Einstrom wahrend der Stimulation sorgen.

Durch Ca®*-Messungen konnte bei HEK293 Zellen die Existenz eines kapazitiven
Ca®*-Einstroms nachgewiesen werden. Durch die Aktivierung der P2Y;-Rezeptoren werden
ebenfalls intrazellulare Ca**-Speicher entleert, was zu Aktivierung des kapazitven Ca**-Ein-
stroms durch ,,store operated calcium entry channel* (SOCC) fuhrt [182]. Die molekulare
Identitat der Ca’*-Kandle und ihr Aktivierungsmechanismus sind schon geraume Zeit
Gegenstand intensiver Untersuchungen. Dabei wurden generell zwei Mechanismen, die zur
Aktivierung der SOCC fihren, diskutiert: zum einen die Beteiligung eines frei diffusiblen
Botenstoffs, zum anderen eine direkte Interaktion dieser Kandle mit dem ER- bzw. den in der

ER-Membran vorhandenen InsPs-Rezeptoren [136]. Boulay et al. 1999 [183] konnten
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uberzeugende Hinweise fur die Beteiligung von TRP (transient receptor potential) Kandlen
bei der Aktivierung des kapazitiven Ca?*-Einstroms prasentieren. Dabei wird eine Doméne
dieser Ca**-Kanale postuliert, die direkt mit Domanen des InsPs-Rezeptors interagiert. Dem
InsP3-Rezeptor kommt damit eine zweifache Funktion zu: die Freisetzung von Ca®*-lonen aus
intrazellularen Speichern und die Aktivierung des Ca®*-Einstroms in die Zelle in
Abhangigkeit von ansteigenden  InsPs-Konzentrationen oder absinkender Ca?*-
Konzentrationen in den Ca?*-Speichern. GPCR, die ihre Wirkung durch die Aktivierung der
PLC entfalten, fihren zur Produktion von InsP; und damit zur Freisetzung von Ca®* aus
internen Speichern. Diese Speicherentleerung induziert moglicherweise konformationelle
Veranderungen im InsP3-Rezeptor, der dadurch mit einer TRP-Struktur des SOCC interagiert
und diesen Ca®*-Kanal dadurch offnet.

Uber den Anstieg der [Ca®*]; wird eine ganze Reihe zelluldrer Funktionen reguliert.
Dazu zdhlen z.B. Adhasion, Motilitat, Genexpression und Proliferation. Ca?*-Signale in den
Zellen konnen unterschiedliche Auspragungen haben: einzelne transiente Erhohungen,
wiederholte Oszillationen oder langer anhaltende, erhohte Plateaus. [Ca?']i-Oszillationen
wurden hédufig in nicht-erregbaren Zellen wie Hepatocyten [184], Endothelzellen [185] und
Astrocyten [135] gemessen. Der Mechanismus der zur Entstehung von [Ca®*];-Oszillationen
fuhrt ist vom Zelltyp abhangig. Jedoch kénnen Ca**-Einstrom, Ca®*-Freisetzung aus internen,
InsPs-sensitiven Speichern — der damit verbundene kapazitive Ca®*-Einstrom- und die
Wechselwirkungen mit dem Membranpotential eine Rolle spielen. Die unterschiedlichen Aus-
pragungen der Ca?*-Signale scheinen eine gewisse Spezifitat der zellularen Antwort zu
codieren, d.h. Amplitude und Dauer der Ca®*-Antwort kénnen zu einer differentiellen
Aktivierung verschiedener Transkritionsregulatoren (z.B. NF-kB, JNK, NFAT) fiuhren
[186,187,188]. Die differentielle Aktivierung der verschiedenen Transkriptionfaktoren beruht
auf der unterschiedlichen Ca®*-Sensitivitdit und der unterschiedlichen Dymanik der
entsprechenden Signaltransduktionswege. Uber diese Codierungsstrategie, Ca**-Signale bzgl.
ihrer AmplitudengroRe und -dauer zu variieren, wird es der Zelle moglich, eine hohe
Spezifitat der Ca®*-Signale zu gewahrleisten. In welcher Weise purinerge Rezeptoren in
diesem Zusammenhang eine Rolle spielen, ist in der vorliegenden Arbeit nicht untersucht, die
Beteiligung von metabotropen purinergen Rezeptoren an der Aktivierung unterschiedlicher
Gene ist jedoch bekannt [2,14,59,189]. Ob purinerge Rezeptoren EinfluR auf die Codierung
von Ca?*-Signalen nehmen kdnnen, um eine Genaktivierung, die z.B. zu trophischen oder
apoptotischen Effekten in Zellen fuhrt, auszulsen ist eine interessante Fragestellung, die in

einer weiteren Studie an den transfizierten Zellen untersucht werden konnte.
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4.2 Rezeptorregulation

Proteinphosphorylierung ist einer der wichtigsten molekularen Mechanismen, ber den
extrazelluldre Signale ihren biologischen Effekt in Zellen auslosen. Die Aktivierung von
Proteinkinasen spielt deshalb auch eine zentrale Rolle in Signaltransduktionsprozessen.
Proteinphosphorylierungssysteme bestehen aus a) den Phosphoproteinen, deren Aktivitat Gber
die Phosphorylierung bzw. Dephosphorylierung reguliert wird, b) den Proteinkinasen und c)
den Proteinphosphatasen, die das Phosphorylierungssystem wieder in seinen Grundzustand
bringen [158,190]. Viele Rezeptoren sind Zielproteine von Proteinkinasen und werden uber
ihren Phosphorylierungszustand in ihrer Aktivitat reguliert. Diese Regulation ist, was die
GPCR betrifft, am besten beim B-adrenergen Rezeptor untersucht. Es hat sich herausgestellt,
dal eine langer anhaltende Aktivierung der Rezeptoren zur Phosphorylierung dieser
Rezeptoren flhrt und eine Rezeptordesensitisierung induzieren kann. Diese Phosphorylierung
erfolgt zum einen durch spezielle G-Protein gekoppelte Rezeptorkinasen (GRK)
[20,24,146,147], kann aber auch durch ,,second messenger* Kinasen, wie z.B. PKC oder
CamKI| erfolgen [148,149,150]. [Ca**]; regulierte, intrazelluldre Effekte werden haufig durch
Ca®*/Calmodulin  abhéngige Proteinkinasen (CamKIl) vermittelt. CamKIl st ein
multifunktionales Protein, das in hoher Konzentration im Nervensystem (z.B. Synapsen) vor-
kommt und funktional an Lernprozessen und Gedachtnisbildung beteiligt ist. Durch die
Bindung von Calmodulin/Ca*" wird die CamK aktiviert. Dabei wird die Blockierung der kata-
Iytischen Domaénen des Enzyms, die durch eine Interaktion mit inhibitorischen Doménen
bewirkt wird, durch Phosphorylierung der inhibitorischen Doménen aufgehoben.

Uber die Regulation der P2Y;-Rezeptoren ist auf Grund fehlender molekularbiolo-
gischer Werkzeuge wie Antikorper oder subtypspezifische Agonisten bzw. Antagonisten
nahezu nichts bekannnt. Lediglich der fur GPCR im Allgemeinen akzeptierte Desensiti-
sierungsablauf und ein relativ langsam einsetzender Desensitisierungseffekt sind berichtet.
Homologe Desensitisierung ist ebenfalls durch die Abschwachung der InsPs-Bildung nach
Vorstimulation mit dem entsprechenden Agonisten fir P2Y - und P2Y,-dhnliche Rezeptoren
berichtet. Die Ergebnisse der in dieser Arbeit zur Desensitisierung der P2Yi-Rezeptoren
durchgefiihrten Ca®*-Messungen decken sich mit diesen Berichten, denn ein deutlicher Effekt
bei der homologen Desensitisierung der P2Y;-Rezeptoren 1aBRt sich erst nach einer
Stimulationsdauer von ca. 5 min und einer Agonistkonzentration von 10 pM erkennen. Was
die heterologe Desensitisierung der P2Y-Rezeptoren betrifft, wurde eine von PKC und Ca**

unabhé&ngige Desensitisierung an Erythrozytenmembranen festgestellt und eine partielle
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Desensitisierung der physiologischen 2-MeSATP-Wirkung an Endothelzellen durch UTP [2].
Bei den hier untersuchten HEK Zellinien konnte von uns ebenfalls eine partielle
Desensitisierung der durch ADP bzw. 2-MeSATP induzierten Ca**-Antwort durch UTP
gezeigt werden. P2Y-spezifische Agonisten scheinen dagegen nicht in der Lage zu sein, die
durch UTP induzierte Ca**-Antwort in den HEK293 Zellen zu inhibieren. Dieses Verhalten
konnte einen Mechanismus zur differentiellen Regulation verschiedener, in einer Zelle
exprimierter P2Y-Rezeptoren darstellen.

Dartiiber hinaus wurde die Agonist-induzierte Internalisierung des hP2Y ,-Rezeptor mit
Hilfe eines gentechnisch markierten (,,tagging®) Rezeptorkonstrukt gezeigt [94]. Eine
Agonist-induzierte Internalisierung konnte von uns fur den rP2Y;-eGFP Rezeptor ebenfalls
im fluoreszenzmikroskopischen Bild gezeigt werden. Eine deutliche Verlagerung der GFP-
Fluoreszenz von der Plasmamembran ins Zellinnere konnte nach langeranhaltender (ca. 1h)
Stimulation mit P2Y1-spezifischen Agonisten beobachtet werden. Prozesse, die zur Rezeptor-
desensitisierung und Internalisierung fuhren, sind eng mit der regulierenden Aktivitat von
Kinasen an den Rezeptoren verbunden.

Neben anderen beschreiben z.B. Chen et al. 1999 [191] eine negative ,,feed back” —
Regulation der PKC[ auf die Inositolphosphatbildung, die durch die Aktivierung endogener
P2Y; und P2Y, -dhnlicher Rezeptoren in Endothelzellen induziert wird. Diese
Veroffentlichung steht in der Folge von zwei weiteren, Chen et al 1996 [148] und 1997 [192],
in denen ebenfalls von Regulationsmechanismen bestimmter PKC-Isoformen auf den durch
P2Y1- bzw. P2Y,-Rezeptoren stimulierten Inositolphosphatmetabolismus berichtet wird. Der
Angriffspunkt dieser Regulation scheint zumindest bei Neuro 2A Zellen das beteiligte G-
Protein der Klasse Gq zu sein [192]. Dabei scheint die Stimulation der PKC durch kurzeitige
TPA-Gabe einen starkeren Effekt auf die P2Y;-Rezeptor vermittelten zelluldren Effekte zu
haben als auf die durch den P2Y ,-Rezeptor vermittelten [193,194,195].

Eine genaue Zuordnung des Zielproteins fir die PKC erlauben diese Untersuchungen
nicht, jedoch legt das Ergebnis der Proteinsequenzanalyse des rP2Y;-Rezeptors die Beteili-
gung der PKC an der Regulation des Rezeptors nahe, da ein Sequenzmotif fur eine potentielle
PKC-Erkennungssequenz im C-terminalen, intrazelluldren Bereich des Rezeptors (s.a. Abb.2)
liegt. Das C-terminale Ende und die dritte intrazelludre Schleife sind bei GPCR allgemein
funktionell wichtige Bereiche, die bei der G-Protein Bindung und der Regulation durch
Proteinkinasen eine Rolle spielen [151,152].

Die Aktivierung der PKC fiihrte in den von uns durchgefiihrten Experimenten zur

Rezeptorregulation zu einem spezifischen Desensitisierungseffekt, der sich in der Agonist-
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induzierten Reduktion der durch ADP ausgelsten Ca** -Antwort duRert. Diese Reduktion ist
bei den transfizierten Zellinien deutlicher ausgepragt als bei den nicht-transfizierten Zellen
und konnte seine Ursache in einer unterschiedlichen PKC-Sensitivitdt der beiden P2Y;-
Rezeptortypen aus Ratte bzw. Mensch haben. Die Identifikation der PKC-Effektoren kann
durch radioaktive Markierung mit y-Phosphat erfolgen, wurde in der vorliegenden Studie aber
nicht durchgefuhrt. Aus diesem Grund kommen als Zielproteine der PKC-Wirkung sowohl
die P2Y-Rezeptoren direkt (Rezeptorphosphorylierung) als auch andere Signaltransduktions-
komponenten in Frage, d.h. dal’ die PKC beispielsweise im bereits erwahnten negativen ,,feed
back*“-Regulationsmechanismus an der Rezeptorregulation beteiligt ist. Eine andere
Mdoglichkeit, die PKC-Interaktionspartner zu identifizieren bieten die Fluoreszenz-
eigenschaften des rP2Y;-eGFP Rezeptors. Sie ermdglichen physiologische Untersuchungen
an transfizierten Zellen, bei denen die Western Blottechnik zur Klarung der PKC-vermittelten
Phosphorylierung des P2Yi-Rezeptors (Uber Antikérper) und die Beobachtung der
Translokation der desensitisierten Rezeptoren mittels konfokaler Laserscanmikroskopie
kombiniert werden konnen.

Neben mdglichen Phosphorylierungsstellen fur die PKC sind in der Aminoséure-
sequenz der P2Yi-Rezeptoren auch potentielle Erkennungsstellen fir CamKIl vorhanden
(Abbildung 10). Die direkte Beteiligung der CamKII an der Signaltransduktion von GPCR
[196,197] ist nachgewiesen, aullerdem werden NMDA-Rezeptoren direkt von der CamKIlI
phosphoryliert [198,199]. Aus diesem Grund wurden Ca’*-Messungen an den HEK?293-
Zellinien mit dem spezifischen CamKIlI-Inhibitor KN62 durchgefiihrt. Die Inhibiton der
CamKIlI flhrte zu einer deutlichen Reduktion des agonist-induzierten Densitisierungseffekts

(Abbildung 33). Die Ergebnisse dieser Messungen (Abbildung 35) sprechen fiir eine

Beteiligung der Cam KII an der P2Y1-Rezeptorregulation, wobei das eigentliche Zielprotein

der CamK von uns ebenfalls noch nicht genau identifiziert ist (s.0. bei PKC). Die direkte oder
indirekte Beteiligung unterschiedlicher Proteinkinasen, wie z.B. PKC und CamKIl, an der
Regulation der Rezeptoraktivitat erscheint insbesondere vor dem Hintergrund der zelluléren
Koexpression unterschiedlicher purinerger Rezeptoren sinnvoll. Die endogene Expression von
P2Y1- und P2Y,-Rezeptoren in HEK 293-Zellen gibt dafiir ein Beispiel. Beide Rezeptortypen
haben ganz ahnliche Signaltransduktionskaskaden und kdénnen dartiber hinaus —obwohl in
sehr unterschiedlichem MaR - von ATP aktiviert werden. Bei der Feinabstimmung der
Rezeptorwirkung spielt moglicherweise die unterschiedliche Sensitivitdt der Rezeptoren

gegeniiber PKC, die ebenfalls ein wichtiger negativer feedback“-Regulator der PLC Aktivitat
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ist, in Kooperation mit Faktoren, die die Aktivitat der CamKII beeinflussen, eine entscheide
Rolle [2].

Durch Phosphorylierung und Dephosphorylierung von Proteinen, die in Signaltrans-
duktionsprozessen involviert sind, wird eine Fulle von zellularen Funktionen gesteuert. Dazu
gehort z.B. die posttranslationale Regulation von GPCR, die von Proteinphosphorylierungs-
prozeRBen dominiert wird. GPCR sind dabei nicht nur die Substrate von PKA, PKC und
Rezeptor-spezifischen Kinasen (GRK), sondern ebenfalls von Rezeptoren fiir Wachs-
tumsfaktoren mit intrinsischer Tyrosinkinaseaktivitat [144,200]. Die Zielproteine werden von
Kinasen an bestimmten Serin-, Threonin- oder Tyrosinresten phosphoryliert, fur die
Entfernung dieser Phosphatgruppen ist die Aktivitdt bestimmter Proteinphosphatasen
erforderlich. Das Wechselspiel von Kinase- und Phosphatasewirkung an einem Zielprotein
reguliert dessen Aktivitatszustand und unterliegt deshalb selbst einer strikten Kontrolle.

Wichtige Vertreter der Proteinphosphatasen sind die PP1 und PP2A, die katalytische
Untereinheit von PP1 ist an regulatorische Untereinheiten gebunden, die neben der Enzym-
aktivitdt auch die subzelluldre Lokalisation der PP1 bestimmen. Die PP2A wird durch
transiente Tyrosinphosphorylierung inaktiviert. Die Aktivitat der PP2B (Calcineurin), die aus
katalytischer und regulatorischer Untereinheit zusammengesetzt ist, hédngt von der Anwesen-
heit von Ca**-Calmodulin ab. Daneben sind mehr als 40 Tyrosinphosphatasen bekannt und
eine weitere Gruppe von Phospatasen, die duale Substratspezifitat aufweisen (z.B. Serin/
Threonin und Tyrosin). Diese Phosphatasen sind an der Aktivierung Zyklin-abhangiger
Kinasen und der Inhibition von MAPK beteiligt. Mittlerweile ist gut belegt, da3 Proteinphos-
phatasen nicht nur als Gegenspieler der Kinasewirkung an Phosphoproteinen fungieren,
sondern wichtige Regulatoren der Proteinkinaseaktivitat sind: PP2A scheint die wichtigste
Kinasephosphatase in eukaryotischen Zellen zu sein, die zur Abschaltung aktivierter
Proteinkinasen fiihrt.

Es gibt gute Hinweise fur die Regulation so wichtiger zelludrer Proteinkinasefamilien
wie die PKB, PKC, p70 S6-Kinase, CamK, MAPK und IkB-Kinasen durch PPA2 [153]. Um
die Wirkung der PP2A auf die an der Regulation der in den HEK293 Zellinien exprimierten
P2Y1-Rezeptoren beteiligten Kinasen zu untersuchen, wurden in Ca**-Messungen zwei sehr
wirksame Phosphataseinhibitoren eingesetzt: Calyculin A und Okadaic Acid. Die eingesetzten
Konzentrationen sind fur die spezifische Hemmung der PPA2 geeignet. Die Ergebnisse dieser
Messungen sprechen flr eine Wechselwirkung der PPA2 mit Proteinkinasen, die an der durch
ADP-Stimulation induzierten Rezeptordesensitisierung in HEK293 Zellen beteiligt sind. Die

gemessenen Effekte konnen sich z.B. durch die Verlangerung der Aktivitatsdauer bestimmter
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Kinasen (z.B. PKC und CamKIl ) erkldren lassen. Die Unterdrickung der Desphos-
phorylierung der Kinasen durch die Hemmung von Phosphatasen (z.B. der PPA2) fihrt zu
einer solchen verlangerten Aktivierung der Kinasen. Es kommt zur verstarkten Phos-
phorylierung der P2Y-Rezeptoren, also zu einer verstarkten Desensitisierung der zellulédren
Ca’*-Antwort. Daneben gibt es auch Arbeiten, die darauf hinweisen, daR die Hemmung von
Phosphatasen nicht die Desensitisierung der Rezeptoren, sondern die Resensitisierung dieser
Rezeptoren beeinfluRen. Die Hemmung von Phosphatasen fuhrt in diesem Fall zu einem
verminderten Rezeptorrecycling und deshalb zu einer verminderten (,,desensitisierten*)
zelluldren Antwort auf die Agoniststimulation. Diese Ergebnisse sind ein weiterer Beleg
flr die Beteiligung von Proteinkinasen an der Regulation der Aktivitat von P2Y;-Rezeptoren
in HEK293 Zellen und geben einen Hinweis darauf, daR mdglicherweise auch in HEK293
Zellen die Phosphatase A2 (PPA2) eine Rolle bei der Regulation von Proteinkinasekaskaden
spielt.

Zusammenfassend 18Rt sich feststellen, daR das in dieser Arbeit beschriebene Rezeptor
GFP Fusionsprotein das erste verdffentlichte P2Y-eGFP Rezeptorkonstrukt ist. Der rP2Y ;-
eGFP Rezeptor wurde stabil in HEK293 Zellen exprimiert und ist funktionell an die
Erhohung der [Ca®*]; gekoppelt. Die Ca**-Freisetzung erfolgt aus InsPs-sensitiven, internen
Ca’*-Speichern in Folge einer Rezeptoraktivierung, die durch Agonisteinwirkung hervor-
gerufen wird. Die Kopplung der Rezeptoren an PLC erfolgt vermutlich durch durch G-
Proteine der Klasse Gg11, Anzeichen flr eine artifiziell veranderte G-Protein-Kopplung
konnten nicht gefunden werden. Die korrekte Rezeptorlokalisation und seine Glykosylierung
konnten  biochemisch und fluoreszenzmikroskopisch  nachgewiesen werden. Die
pharmakologischen Eigenschaften des rP2Y;-eGFP-Rezeptors sind mit den Eigenschaften des
Wildtyprezeptors vergleichbar, der ebenfalls in HEK293 Zellen exprimiert wurde. Die
exprimierten Rezeptoren sind durch P2Y;-spezifische Nukleotidagonisten in nanomolaren
Konzentrationen aktivierbar und die Aktivierung beider Rezeptoren 1aBt sich durch PPADS
kompetitiv hemmen.

Die Aktivierung der Rezeptoren durch P2Y;-spezifische Agonisten induziert eine
konzentrations- und zeitabhangige homologe Desensitisierung, an der maglicherweise PKC
und CamKIl beteiligt sind. Diese durch sekunddre Botenstoffe aktivierten (,,second
messenger”) Kinasen konnten durch die Phosphatase PPAZ2 reguliert sein und es gibt
Hinweise auf eine heterologe Desensitisierung der P2Y;1-Rezeptoren durch die Aktivitat von
P2Y,-Rezeptoren. Durch langer andauernde Stimulation der rP2Y;-eGFP Rezeptoren konnte

an lebenden Zellen der transfizierten Zellinie eine Translokation der GFP-Fluoreszenz
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induziert werden, die auf die spezifische Internalisierung der rP2Y;-eGFP Rezeptoren
schlieBen 1aRt.

Aus diesem Grund ist die mit dem rP2Y-eGFP stabil transfizierte Zellinie geeignet,
um die physiologische Bedeutung der Rezeptortranslokation (z.B. Internalisierung und

Recycling) in der P2Y;-spezifischen Signaltransduktion zu untersuchen.
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5 Zusammenfassung

Nukleotide wie z.B ATP und ihre Abbauprodukte - ADP und Adenosin - besitzen eine
wichtige Funktion als extrazelluldre Signalmolekile. Diese sind an der Signalweiterleitung
zwischen Zellen beteiligt und entfalten ihre Wirkung durch die Aktivierung von spezifischen
Rezeptoren auf der Zelloberflache. Diese Rezeptoren sind ubiquitér verbreitet und gehdren zu
den P1- oder P2-Rezeptoren. In den letzten Jahren wurde flr eine ganze Reihe ATP- und
UTP-sensitiver Rezeptoren die cDNA Kkloniert. Einige Vertreter dieser Rezeptoren gehoren
zur Klasse der Liganden-aktivierten lonenkandle (P2X), andere zur Klasse der G-Protein
gekoppelten Rezeptoren (P2Y). Bei den P2Y-Rezeptoren sind mittlerweile eine ganze Reihe
von Rezeptorsubtypen pharmakologisch charakterisiert und in ihrer Nukleotidsequenz
bekannt. Die Aktivierung dieser Rezeptoren bewirkt zumeist die Aktivierung der PLC[3, was
zur Bildung von InsP; und Diacylglycerol fithrt und eine Erhéhung der intrazelluldren Ca®*-
Konzentration zur Folge hat. Neben diesen kurzfristigen Effekten kann die
Rezeptoraktivierung aber auch langer andauernde, proliferative Effekte haben, die z.B. lber
die Aktivierung der MAPK Kaskade vermittelt werden.

In der Absicht die Signaltransduktion der P2Y;-Rezeptors aus Ratte (rP2Y,), die
Rezeptorlokalisation und Phédnomena wie die Desensitisierung, die Internalisierung und das
Rezeptorrecycling untersuchen zu kénnen, konstruierten wir ein Fusionsprotein, das sich aus
dem metabotropen rP2Y-Rezeptor und GFP (green fluorescent protein) zusammensetzt. Die
Untersuchungen wurden an stabil transfizierten HEK293 Zellinien durchgefuhrt, die entweder
den rP2Y; Wildtyprezeptor (P2Y1-wt) oder den rP2Y;-eGFP Rezeptor, der am C terminalen
Ende mit GFP modifiziert wurde, exprimieren. Flr beide Rezeptoren wurde die funktionelle
Expression mittels Ca?*-Messungen an Einzelzellen bewiesen, wobei der Ca**-sensitive
Farbstoff Fura-2 verwendet wurde. Der rP2Y1-eGFP ist genau wie der rP2Y;-wt Rezeptor an
die durch PLC-Aktivierung vermittelte Ca*'-Freisetzung aus intrazellularen Speichern
gekoppelt. Dieses wurde in Experimenten mit Heparin, einem spezifischem Antagonisten des
InsP3; —Rezeptors, und U 73122, einem spezifischen Hemmstoff der PLC, gezeigt. Die P2Y; -
selektiven Agonisten 2-MeSADP and 2-MeSATP waren die Liganden mit der hdchsten
Wirksamkeit (ECso im nanomolaren Bereich) an den heterolog exprimierten Rezeptoren. Fiir
beide heterolog exprimierte Rezeptoren wurde die identische, fir P2Y1-Rezeptoren typische
Ligandenselektivitdt nachgewiesen: 2-MeSADP = 2-MeSATP > ADP > ATPaS, ATP >>
UTP. In Western-Blot Experimenten und mittels fluoreszenzmikroskopischer Untersuchungen
wurde die korrekte Lokalisation, sowie die durch Agonistwirkung induzierte Internalisierung
des rP2Y1-eGFP Rezeptors bestatigt.

Auf Grund dieser Befunde ist die mit dem rP2Y-eGFP stabil transfizierte Zellinie
geeignet weitergehende Untersuchungen zur physiologischen Bedeutung der Rezeptortrans-
lokation (z.B. Internalisierung und Recycling) in der P2Y;-spezifischen Signaltransduktion
durchzufihren.
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Abkirzungen

7 Abkilrzungen

O Durchmesser

(VIv) Volumen/Volumen (bei Prozentangaben)

(wiv) Gewicht/VVolumen (bei Prozentangaben)

[Ca®); intrazellulare Kalziumkonzentration

°C Grad Celsius

pl Mikroliter

pm Mikrometer

10 x 10-fach, 10 mal

10%(w/v) entspricht 10 g Substanz pro 100 ml Losungsmittel

2-MeSADP 2 Methythioadenosin 5" -diphosphat
2-MeSATP 2 Methythioadenosin 5" -triphosphat

4dNTP Mix aus den Nukleotiden dGTP, dCTP, dATP, dTTP

AC Adenylatcyclase

AK/AS Antikdrper/ -serum

APS Ammoniumpersulfat

ATF AMP responsive nuclear factor

ATP Adenosin 5"-triphosphat

ATP S Adenosin 5-O- (1-thiotriphosphat)

bp Basenpaare

Bq Bequerel

BSA bovines Serumalbumin

C- Carboxy-

cAMP cyclic Adenosinmonophosphat

cDNA zur mRNA komplementére DNA; Produkt der reversen Transkription
CDS Protein codierender Bereich der Nukleotidsequenz eines Gens
c-fos/c-jun Transkriptionsfaktoren bilden mit anderen AP1-Komplex
c-myc Protoonkogen (Hauptregulator fiir Zellwachstum und —differenzierung)
ConA Lektin; Concanavalin A

CRE Promotorregion cAMP regulierter Gene an die CREB bindet
CREB CAMP responsive element binding factor

CTP Cytosin-5"-triphosphat

CTX Cholera-Toxin

Da Dalton

DAG Diacylglycerin

ddNTP Dideoxy-Nukleosidtriphosphat

DEPC Diethylpyrocarbonat

Dig Digoxigenin

DMEM Dulbecco’s modified Eagle Medium

DNA Desoxyribonukleinsaure

dNTP Desoxy-Nukleosidtriphosphat

E. coli Escherichia coli

ECs Konzentration des Liganden/Agonisten, die den halomaximalen Effekt hervorruft
EDTA Ethylendiamin-N,N,N",N"-tetraacetat

EGF endothelialer Wachstumsfaktor

EGFP enhanced Green Fluorescent Protein

ER Endoplasmatisches Retikulum

ERK1/2 extracellular signal-regulated kinase 1 bzw 2

FAB-Fragmente variable Region der IgG

FAK fokale adhdsions Kinase

FCS fotales Kalberserum

Fura-2/AM Fura-2 /Acetoxymethyl Ester

g Gramm, Erdbeschleunigung

GAP GTPase-aktivierende Proteine

GAPDH Glycerinaldehyd-3-Phosphat Dehydrogenase

GEF GTP Austauschfaktor

GPCR G-Protein gekoppelter Rezeptor

Grb2/Shc Adapterproteine zu Aktivierung ,,kleiner G-Proteine” (z.B. Ras, Rac)
GRK GPCR- Kinase
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Abkirzungen

GTP
H,Odd
HA

HAc  Eisessig

ICsp
Ins(1,4,5)P;
INK
LB-Medium
M

mA

MAPK
max.

min

mm

mmol

MOQOS
mRNA

N

NOS
NTRK
ODy

P2Y,

P2Y,

PBS

PCR

PEF

PlsK
PKA/PKC
PLA, PLC, PLD
POD

PTX

r.p.m

Raf

RGS

RNA (RNAse)
ROCC
rP2Y,-eGFP
rP2Y-wt
RT

RTK

SDS

sec

SEM
Ser/Thr
SOCC

Src
SRE/SRF
TEMED
TMD/TMR
Tris

TTP

U

u.a.

i.N.

UTP

\Y

VSV
WGA

wit
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Guanosin-5"-triphosphat
doppelt destilliertes Wasser
Hé&magglutinin

Konzentration des Liganden/Antagonisten, die den halbmaximalen Hemmeffekt hervorruft

Inositol (1,4,5) trisphosphat

Kinase fur Transkriptionfaktor jun (bindet mit c-fos in AP1-Komplex)

Luria Bertani Medium (Kulturmedium fur E.coli)

Molaritat (Mol/l)

Milliampere; Einheit elektrischer Stromstarke

mitogen aktivierte Proteinkinase

maximal

Minute

Millimeter

Millimol

Protoonkogen

(messenger RNA); Boten-Ribonukleinséure

Anzahl; Stichprobenmenge

Stickstoffmonoxid (NO) synthetase

nicht Rezeptortyrosinkinase

optische Dichte bei Wellenlange x

metabotroper, prurinerger Rezeptor; gehort zu einer Unterfamilie der P2-Rezeptoren

(Nukleotidrezeptoren)

metabotroper, prurinerger Rezeptor; gehdrt zu einer Unterfamilie der P2-Rezeptoren

(Nukleotidrezeptoren)

Phosphat gepufferte Saline

Polymerase Ketten Reaktion

Proteinfraktion aus einer Zellfraktionierung, in der Plasmamembranen angereichert wurden

Phosphoinositol-3-Kinase

Proteinkinase A / Proteinkinase C

Isoformen der Phospholipase

Meerrettichperoxidase

Pertussis-Toxin

Umdrehungen pro Minute

Serin/Threonin Kinase

Regulatorproteine der G-Protein Signaltransduktion
Ribonuklreinséure (Ribonuklease)

receptor operated calcium entry channel

metabotroper, prurinerger Rezeptor aus der Ratte, der mit eGFP modifiziert wurde

metabotroper, purinerger Rezeptor P2Y ; aus der Ratte

Raumtemperatur

Rezeptortyrosinkinase

Natriumdodecylsulfat

Sekunde

Standardfehler

Serin/Threonin

store operated calcium entry channel

Tyrosinkinase, z.B. an der Aktivierung der MAPK beteiligt

"serum response element /-factor"

N,N,N’,N"-Tetramethylethylendiamin

Transmembrandomaéne /- region

Tris(hydroxymethyl-)aminomethan

Thymidintriphosphat

Unit (Internationale Einheit fir Enzymmengen)

unter anderem

Uber Nacht, d.h. mehr als 12 Stunden

Uridin-5"-triphosphat

Volt; Einheit elektrischer Spannung

vesicular stomatitis virus

Lektin; Weizenkeimagglutinin

Wildtyp



Name:

Anschrift:

Telefon:

geboren:
Staatsangehdrigkeit:

Schulausbildung:

09.1970 bis 06.1975
08.06.1984

LEBENSLAUF

Christian VVOhringer
Wichmannstr.1, 39120 Magdeburg
0391-6228111

11.04.1964 in Reutlingen (BaWii)
deutsch

GHS-Lichtenstein
Abitur am Friedrich-Schiller-Gymnasium in
72793 Pfullingen

Dienst- und Arbeitszeiten

10.1984 bis 12.1985
bis Okt. 1986

Studium
01.10.1986
bis 07.09.1987
18.09.1987

23.11.1989
02.1993 bis 05.1994

10.08.1994

01.09.94 bis 03.1995

03.1995 bis 03.2000

04.96 bis 09.1998

Ableistung des allg. Grundwehrdienstes
Ubergangstatigkeit in der Firma Gebr. Véhringer, 72818
Trochtelfingen und Firma Bosch GmbH Reutlingen

Biochemiestudium an der Universitat Hannover

Studienwechsel und Aufnahme meines Biologiestudiums an der
Universitat Tubingen

Diplom-Vorprufung im Studiengang Biologie

Diplomarbeit mit dem Thema ,, Ausarbeitung der Methoden zur
Klonierung der cDNA fiir CNPase aus Schwein“ am
Physiologischen Institut Tlbingen unter Anleitung von Prof. Dr.
G. Reiser

Abschlul3: Diplom-Biologe

wissenschaftlicher Mitarbeiter bei Prof. Dr. G. Reiser am Institut
fir Neurobiochemie, Universitatsklinikum der Otto-von-
Guericke Universitdt Magdeburg

Dissertation ,,Charakterisierung des heterolog exprimierten
metabotropen purinergen rP2Y; Rezeptors aus dem Hirn der
Ratte als GFP (,,green fluorescent protein) Fusionsprotein in
HEK?293-Zellen™ am Institut fir Neurobiochemie,
Universitatsklinikum der Otto-von-Guericke Universitat
Magdeburg

Mitglied im Graduiertenkolleg "Biologische Grundlagen
neuronaler Erkrankungen” am Universitatsklinikum der Otto-
von-Guericke Universitat Magdeburg



	Einleitung
	G-Protein gekoppelte Rezeptoren (GPCR)
	G-Proteinaktivierung und Signaltransduktionskaskade von GPCR
	Regulation von GPCR-Aktivität
	Einteilung, Vorkommen und physiologische Wirkungen purinerger Rezepto˜ren
	Klonierte P2Y1- und P2Y2-Rezeptoren und die endogenen „P2Y1/P2Y2-ähnlichen“ Re˜zeptoren
	Effektoren der P2Y1- bzw. P2Y2-Rezeptor Signaltrans˜duktionskaskade
	Stimulation der Phospholipase C (PLC)
	Stimulation von Proteinkinase C (PKC)
	Regulation von Adenylatzyklase (AC)

	Regulation der Aktivität von P2Y1/2-Rezeptoren durch posttrans˜lationale Modifikationen
	„Green Fluorescent Protein“ (GFP) als Fusionsanteil heterolog exprimierter GPCR
	Zielstellung des Projekts

	Material und Methoden
	Materialien
	Geräte
	Laborgeräte
	Sonstige Geräte


	Chemikalien und Verbrauchsmaterial
	Molekularbiologische Methoden
	Zellkultur Methoden
	Ca2+-Imaging
	Immunoassays
	Gelelektrophorese
	Primeroligonukleotide für die PCR bzw. RT-PCR:
	Sonstige Materialien
	Puffer und Lösungen

	Methoden
	Molekularbiologische Methoden
	Aufreinigung von DNA
	Aufreinigung von Plasmid-DNA aus Midi-Kulturen
	Plasmidminipräparation (verkürzt nach [107])
	Phenolextraktion zur Reinigung von DNA
	Isolierung genomischer DNA

	RNA-Isolierung
	RNA-Präparation aus Gewebe (LiCl/Harnstoff Methode)
	PeqGOLD TriFast( Protokoll  (Fa. PeqLab, Erlangen)

	Gelelektorphorese zu Aufreinigung, Isolierung und Analyse von DNA [109]
	Nichtdenaturierende Agarosegel-Elektrophorese für DNA
	Denaturierende Agarose-Gelelektrophorese für RNA
	Vertikale nichtdenaturierende Polyacrylamid Gelelektrophorese (PAGE)
	Isolierung von DNA aus Agarosegelen
	Isolierung von DNA aus PAGE-Gelen

	Einsatz RNA- bzw. DNA-abhängiger DNA-Polymerasen
	Erzeugung komplementärer DNA (cDNA-Synthese)
	Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)


	DNA-Sequenzierung
	
	Computerprogramme zur (Nukleotid-) Sequenzanalyse
	Entfernung von 5´-Phosphatgruppen mit alkalischer Phosphatase
	Umwandlung überstehender freier DNA-Enden (sticky ends) in glatte Enden (blunt ends)
	Ligation von DNA-Fragmenten mit Vektor-DNA

	Herstellung kompetenter Zellen
	Präparation elektrokompetenter E.coli-Zellen (XL-1 Blue)
	Präparation CaCl2 -kompetenter E.coli-Zellen (XL-1 Blue) [113]

	Transformation
	Elektroporation [114]
	Transformation CaCl2-kompetenter E.coli [115]


	Zellbiologische Methoden
	Kultivierung von Mammaliazellen („Human Embryonic Kidney“ 293-Zellen)
	Kultivierung in Zellkulturschalen
	Kultivierung der HEK293-Zellen auf Deckgläschen (z.B. [116])

	Transfektion von HEK293-Zellen
	Lipofektion
	Elektroporation von HEK293-Zellen
	Elektroporation von HEK293-Zellen in der Küvette
	Elektroporation von HEK293 -Zellen auf Deckgläschen [118]


	Selektion stabiler Zellklone mittels dominanter Markergene [119]

	Proteinchemische Methoden
	Methoden zur Proteinbestimmung
	Proteinbestimmung mit Amidoschwarz 10B [120]
	Proteinbestimmung nach Bradford [121]

	Aufreinigung von Proteinen
	Grobfraktionierung von Säugerzellen
	Präparation von Plasmamembranen

	Diskontinuierliche SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)
	Transfertechniken
	
	
	Elektrotransfer von Proteinbanden auf Nitrocellulosemembran (Western Blottechnik) [123]




	Nachweis von Proteinen auf Blotmembranen
	
	Immunodetektion
	Lektinblotting
	Stripping-Prozedur von Blot-Membranen


	Zytoplasmatische Kalziumfreisetzung
	Grundlagen der Ca2+-Messungen
	Mikrofluorimetrische Ca2+-Messungen „FURA-2 ratio imaging“ (z.B. [116])
	Auswertung der gemessenen Daten

	Kalibrierung der Fura-2 Messung an HEK293-Zellinien [126]

	Mikroskopie
	Immuno- und GFP-Fluoreszenzmikroskopie



	Ergebnisse
	Erzeugung der Expressionsvektorkonstrukte für den P2Y1-Rezeptor (rP2Y1) aus dem ZNS der Ratte
	Nukleotidsequenz des cDNA-Klons für den P2Y1-Rezeptor aus dem Hirn der Ratte
	Sequenzmotive in der Aminosäuresequenz der P2Y1-Rezeptoren
	RT-PCR: Gewebsverteilung der rP2Y1 Rezeptoren in der Ratte
	Erzeugung stabil transfizierter Zellinien
	PCR Analyse der Gesamt-RNA aus stabil-transfizierter HEK293 Zellinien
	Immunodetektion des P2Y1-eGFP Rezeptors in HEK293 Zellen
	Lokalisation des rP2Y1-eGFP Fusionsproteins
	Untersuchung der glykosylierten Membranproteine stabil-trans˜fizierter HEK293 rP2Y1-eGFP Zellen

	Transiente Expression des rP2Y1-wt Konstrukts in C-6-4-2 Gliom- und HEK293 Zellen
	C
	Charakterisierung der stabil transfizierten Zellinien
	Variabilität der Ca2+-Antworten bei HEK293-Zellen am Beispiel der stabil transfizierten Zellinie rP2Y1-eGFP

	Zusammenhang zwischen der Intensität der GFP-Fluoreszenz und der 2-MeSADP Sensivität bei rP2Y1-eGFP transfizierten Zellen
	Ca2+-Messungen an stabil-transfizierten HEK293 Zellinien
	Konzentrations-Effekt Kurven der verschiedenen Nukleotidagonisten an den HEK293 Zellinien
	Inhibition P2Y1-Rezeptor abhängiger Ca2+-Antworten in HEK293 Zellen
	Mechanismen der Erhöhung der intrazellulären Kalzium˜konzen˜tration ([Ca2+]i )
	Erfolgt die durch P2Y-Agonisten evozierte Ca2+-Freisetzung für P2Y1 und P2Y2 aus denselben Speichern?
	Anteil von extrazellulärem Ca2+ an der durch 2-MeSATP induzierten [Ca2+]i –Erhöhung
	Kapazitiver Ca2+-Einstrom bei HEK293 Zellen

	P
	Phospholipase C (PLC) –Kopplung der in HEK293 Zellen exprimierten rP2Y1-Rezeptoren
	Wirksamkeit verschiedener strukturanaloger ATP-Verbindungen an den P2Y1-Rezeptoren
	Beteiligung von Gq/11-Protein an der Signaltransduktion der rP2Y1-Rezeptoren in HEK293 Zellen
	Experimente zum Desensitisierungsverhalten des rP2Y1-Rezeptors in den verschiedenen HEK293 Zellinien
	Heterologe Desensitisierung zwischen P2Y1- und P2Y2-Rezeptoren in HEK293 Zellinien
	Proteinphosphorylierung und P2Y1-Rezeptorregulation
	Beteiligung von Proteinkinase C (PKC) und Calmodulin aktivierter Kinase (CamK) an der Regulation von P2Y1-Rezeptoren in HEK293-Zellen
	Beteiligung von Proteinphosphatasen an der P2Y1-Rezeptor˜regulation

	Fluoreszenzmikroskopische Untersuchungen an rP2Y1-eGFP transfizierten HEK293 Zellen

	Diskussion
	Nachweis der funktionellen Expression der rP2Y1-Rezeptoren in HEK293
	Biochemische Charakterisierung
	Pharmakologische Charakterisierung
	G-Protein-Kopplung
	Kapazitiver Ca2+-Einstrom

	Rezeptorregulation

	Zusammenfassung
	Literatur
	Abkürzungen

