LUDWIG-

MAXIMILIANS-
UNIVERSITAT
MUNCHEN DISSERTATION

Die autokrine Wachstumsregulation

sensorischer Neuronen von Gallus gallus

Dissertation
der Fakultat fur Biologie
der Ludwig-Maximilians-Universitat Minchen
vorgelegt von

Anja Diana Werner

Minchen im Juni 2016



Diese Dissertation wurde angefertigt
unter der Leitung von Prof. Dr. Rainer Uhl
an der Fakultat fur Biologie

der Ludwig-Maximilians-Universitat Minchen

Erstgutachter: Prof. Dr. Rainer Uhl
Zweitgutachter: PD Dr. Martin Hel3
Tag der Abgabe: 2. Juni 2016

Tag der mundlichen Prifung: 1. Dezember 2016

Eidesstattliche Versicherung

Ich versichere hiermit an Eides statt, dass die vorgelegte Dissertation von mir
selbstandig und ohne unerlaubte Hilfe angefertigt ist. Hiermit erklare ich weiter, dass
diese Dissertation nicht ganz oder in wesentlichen Teilen einer anderen
Prifungskommission vorgelegt worden ist. Ich habe mich nicht anderweitig einer

Doktorprufung ohne Erfolg unterzogen.

Minchen, den 11. Januar 2017 Anja Diana Werner



3: KHQ \RX KDYHItH§FOX Gt
impossible, whatever remains,
however improbable, must be the

truth."
Sherlock Holmes



Abstract

Abstract

The tip of a growing axon is known as growth cone. This dynamic structure controls
the elongation and steering of neuronal processes. Guidance molecules, which
include extracellular purines like adenosine, affect a wide range of neuronal signaling

pathways, which often take place in the growth cone.

This study is aimed to investigate the effects of stimulation and inhibition of
adenosine receptors on the growth of neuronal processes of neurites from sensory
neurons. To this end dorsal root ganglia were explanted from chicken embryos and

neuronal elongation was further investigated.

Here | demonstrate a connection between stimulation and inhibition of the adenosine
A2a receptor and the regulation of neurite elongation. Different experiments, with
specific agonists and antagonists for all known adenosine receptors (A1, Az2a, A2b, A3s),
show that overall elongation is significantly affected only by Aza selective compounds.
Further immune-histochemical data show that Aza receptors are present on the
investigated growth cones. Apparently the activation of Aza receptors stimulates
neurite elongation whereas the inhibition of this receptor type impedes neurite
growth. This finding is supported by experiments with adenosine deaminase, an
enzyme which irreversibly deaminates adenosine and acts on neurite elongation like

a pharmacological block of Aza receptors.

Data of this thesis strongly indicate that adenosine provided by the cells themselves
affect neurite elongation. This leads to the question if adenosine or adenine
nucleotides are released by sensory neurons from chicken dorsal root ganglia. The
release of adenine nucleotides like ATP is more likely than the release of adenosine
itself. This hypothesis is firstly based on the presence of quinacrine positive vesicular
structures of sensory neurons. Quinacrine is a marker for releasable ATP vesicles.
Secondly, the inhibition of ectonucleotidases with ARL 67156 slowed the neurite
elongation of sensory neurons. Ectonucleotidases are a family of nucleotide

metabolizing enzymes, which break down nucleotides to nucleosides.



Abstract

A recent publication of another group showed that the activation state of the Aza
receptor affects neurite growth in primary cortical neurons. This independent study
together with the findings of this thesis shows that the Aza receptor activation takes

part in the regulation of neuronal elongation.

The growth of neuronal processes is the basis of all neuronal connections. There is
still a long way to go to fully understand this process. This thesis contributes a small
piece of information to a better understanding of the development and regeneration

of neuronal systems.
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Einleitung

1. Einleitung

Die medizinische Forschung ist so alt wie die Menschheit selbst. Durch die heutige
Technik und das in den letzten Jahrhunderten erlangte Wissen ist es der Menschheit
gelungen, vielen Umwelteinflissen zum Trotz, die Lebenserwartung deutlich zu
steigern. Es gibt eine Vielzahl von Krankheiten und Leiden, die dank der heutigen
Medizin geheilt oder behandelt werden kdnnen. Doch auch im 21. Jahrhundert stof3t
die Medizin noch an Grenzen. Bei Krankheiten, wie Morbus Alzheimer, Morbus
Parkinson, Chorea Huntington, weiteren neurodegenerativen Erkrankungen und
auch Depressionen oder Schizophrenie ist es heute, trotz neuester Techniken, noch
nicht moglich, diese zu heilen. Das Gehirn, eines der kompliziertesten Systeme im
menschlichen Organismus, und die damit verbundenen neurodegenerativen
Erkrankungen, kénnen in vielerlei Hinsicht noch als terra incognita bezeichnet

werden.
Historischer Rickblick

Die Entdeckung, dass auch das Gehirn aus einzelnen Zellen aufgebaut ist, wurde
erst im spaten 19. Jahrhundert erzielt. Die heute als Golgi-Methode bekannte
Farbung von Gewebsschnitten mit einer Silberldsung legte den Grundstein fir das
heutige Wissen uber die neuronale Architektur. Camillo Golgi entdeckte durch das
Anfarben von Gehirnschnitten mit einer Silberldsung 1873, dass einzelne Neurone im
Gehirn angefarbt werden kénnen [1]. Golgi selbst bezeichnete dieses Farberesultat
als Artefakt und glaubte nicht an die Theorie, die besagt, dass das Gehirn aus
einzelnen Nervenzellen aufgebaut ist. Ein weiterer Wissenschaftler, Santiago Ramén
y Cajal, modifizierte die Technik von Camillo Golgi und konnte so die noch heute
gultige Morphologie des neuronalen Systems aufzeigen [1]. Fur diese Entdeckung
erhielten die beiden Wissenschaftler Camillo Golgi und Santiago Ramén y Cajal im
Jahr 1906 den Nobelpreis fir Medizin.

Entstehung und Aufteilung des Nervensystems

Trotz des heutigen Wissens uber die Entwicklung und Entstehung des neuronalen
Systems sind viele Fragen noch nicht beantwortet. Eine zentrale Fragestellung der
Neurobiologie ist, welche Komponenten und Mechanismen flir das gerichtete

Wachstum von neuronalen Zellen verantwortlich sind.



Einleitung

Das Wort Wachstum beschreibt in der Biologie die Zunahme oder Vermehrung von
individuellen Strukturen, wie z.B. von Zellorganellen, Zellen, Gewebe, Organe und
des gesamten Organismus. Jedes Wachstum ist ein hochkomplexer Vorgang ohne

den kein Leben mdglich ist.

Das menschliche Gehirn, das Nervensystem, das damit verbundene Bewusstsein
und die Intelligenz sind die Hauptkomponenten in denen wir uns von allen anderen
Lebewesen unterscheiden. Die Literatur geht davon aus, dass unser Gehirn aus 100
Billionen Neuronen und zehnmal so vielen Gliazellen besteht [2, 3]. Caspar Friedrich
Wolff war Mitbegriinder der modernen Embryologie. Seine Dissertationsarbeit
A7KHRULD JH Qudlchd & LB®ih Malle verteidigte, handelte von
Entwicklungsvorgangen in Pflanzen und Tieren, was er mit mikroskopischen
Untersuchungen belegen konnte [4]. Heute ist bekannt, dass das Nervensystem
bereits sehr friih, 18 Tage nach Zygotenbildung, angelegt wird [5]. Die Entwicklung
des Nervensystems von Vertebraten beginnt mit der Ausdifferenzierung des
Neuralrohres und der Neuralleiste aus dem Ektoderm. Dabei stellt das Neuralrohr die
Anlage fur das zentrale Nervensystem und die Neuralleiste fur das periphere

Nervensystem dar [5].

Das zentrale Nervensystem wird in Gehirn und Rickenmark, welche auf Grund ihrer
Struktur, wie auch ihrer Funktion, miteinander verbunden sind, unterteilt. Das Gehirn
wird durch den Knochen des Hirnschéadels, das Rickenmark durch die Knochen
(Wirbel) und ihren charakteristischen Aufbau geschitzt. Auch die Ummantelung der
Hirn- und Ruckenmarkshéute, die sogenannten Meningen, dienen dem Schutz [6].
Dem peripheren Nervensystem (PNS) werden die Spinal- und Hirnnervenganglien,
die vegetativen Ganglien und peripheren Nerven zugeschrieben. Trotz der
anatomischen Abgrenzung in Rickenmark und Hirn ist das zentrale Nervensystem
untrennbar mit dem peripheren verbunden. So liegen z.B. Zellkérper (Soma) der
motorischen Neurone im zentralen Nervensystem und senden lhre Fortsatze
(Neuriten) ins periphere Nervensystem aus [7]. Das periphere Nervensystem wird
weiter in somatisches und vegetatives Nervensystem unterteilt. Die Axone des

peripheren Nervensystems, stellen die langsten Zellen im Korper dar [8].

Das somatische Nervensystem, auch bekannt als animalisches Nervensystem, dient
zum einen zur Wahrnehmung der Korperperipherie und zum anderen zur

willktirlichen Ansteuerung der Skelettmuskulatur.
2



Einleitung

Das vegetative Nervensystem, welches aus dem Sympathikus und dem
Parasympathikus besteht, ist fur die unbewusste und unwillkiirliche Steuerung der
inneren Organe zustandig. Zu den Aufgaben des vegetativen Nervensystems
gehoren unter anderem die Steuerung der Atmung, Verdauung, Blutdruckregulation
sowie die Weiterleitung von Informationen aus den einzelnen Organen in das

zentrale Nervensystem [6].

Das wahrend der Embryogenese gebildete Nervensystem ist kein starres Gebilde.
Die lebenslange Variabilitat in seiner Konnektivitat macht es zu einem plastischen
System. Nervenzellen ist es moglich, auch im adulten Zustand neue Synapsen und
Schaltkreise zu bilden oder sich auch nach Traumata, wie beispielsweise nach einem
Schlaganfall, wieder neu zu modulieren [9]. Neurone sind die Bauelemente des
Nervensystems. Der Ausbau, die Wegfindung und das Wachstum dieses Systems
endet nicht mit dem fertig entwickelten Embryo. Auch im adulten Alter spielt die
Veranderung und besonders die Regeneration des Nervensystems eine tragende

Rolle.
Erkrankungen des zentralen und peripheren Nervensystems

Erkrankungen des Nervensystems, kdnnen wie auch das Nervensystem an sich, in
Erkrankungen des zentralen und des peripheren Nervensystems aufgeteilt werden.
Aufgrund der &lter werdenden Weltbevdélkerung ist eine Zunahme an
neurodegenerativen Erkrankungen zu erkennen. Dadurch nehmen diese
Erkrankungen sowohl im Bewusstsein der Bevdlkerung als auch in der Forschung
einen sehr hohen Stellenwert ein. Neurodegenerative Erkrankungen, wie
beispielsweise Morbus Alzheimer, Morbus Parkinson oder auch Chorea Huntington,
haben alle die pathologische Gemeinsamkeit des nicht regenerativen Absterbens
von Nervenzellen und zahlen zu den Erkrankungen des zentralen Nervensystems
[10]. Bis heute sind diese neurodegenerativen Erkrankungen nicht heilbar. Die
Forschungsimpulse zur Verbesserung der Krankheitssymptome oder auch zur

Heilung, zum Beispiel von Morbus Alzheimer, gehen in viele Richtungen [11].

Periphere Neuropathie ist ein Uberbegriff fiir Erkrankungen des peripheren
Nervensystems. Diese kbnnen durch Verletzungen oder Durchtrennung der Nerven
von aulden geschehen. Als Ursachen kdnnen Schnittwunden, Tumore oder auch

immunvermittelte Erkrankungen, wie das Guillain-Barré-Syndrom, genannt werden.

3



Einleitung

Die Pathophysiologie, welche dem Guillain-Barré Syndrom zugrunde liegt, ist meist
eine Infektionskrankheit. Die darauffolgende Autoimmunreaktion fuhrt zu
Nervenschaden oder zum Blockieren der Nervenleitungen [12]. Dank der heutigen
Behandlungsmoglichkeiten kénnen Nervenschaden, besonders im peripheren
System, meist weitest gehend behoben werden. Jedoch sind auch hier der Medizin
Grenzen gesetzt und stark beschadigte Nervenbahnen kénnen nicht wieder
vollfunktionsfahig hergestellt werden, sodass spurbare Funktionsausfalle

zuriickbleiben.
Regeneration und Anséatze der Forschung

Beim Begriff der Regeneration des neuronalen Systems gibt es ebenfalls wesentliche
Unterschiede zwischen dem peripheren und dem zentralen Nervensystem. Das
Gehirn und das Rickenmark ist durch die Knochen des Schadels und durch die
Wirbelsaule bestmaoglich vor Verletzungen geschitzt. Da das peripher gelegene
Nervensystem diese Schutzmechanismen nicht hat, ist es nétig, dass dieses System
sich eigenstandig regenerieren kann. Die Haut, das grofdte Sinnesorgan des
Menschen, welches direkt allen Umwelteinfliissen ausgesetzt ist, braucht eine
Maschinerie, der es mdglich ist, Verletzungen, wie Abschirfungen oder Risse
selbstandig und schnellstmdglich zu reparieren. Dieser Prozess kann auch bei einem
Schnitt in den Finger, einer Verletzung im peripheren System, beobachtet werden.
Muskelfasern, Hautzellen und Nervenfortsatze werden durch den Korper in wenigen
Tagen wieder regeneriert und die verletzte Stelle kann meistens ihre vollstandige
Funktion zurtickerlangen. Durch Fortschritte in den letzten Jahrzenten im Bereich der
Molekular- und Zellbiologie ist auf dem Forschungsgebiet der neuronalen
Regeneration in der Peripherie einiges tUber den Heilungsprozess bekannt. Heute
wissen wir, dass der Regenerationsprozess nicht nur auf die verletzte Stelle
lokalisiert ist, sondern dass auch die Zellkérper, welche in den Ganglien oder auch im
Rickenmark gelegen sind, eine wichtige Rolle in diesem Prozess spielen. Des
Weiteren nehmen auch neurotrophe Faktoren eine zentrale Rolle im Heilungsprozess
ein. Wird ein Nerv im peripheren Bereich verletzt, beginnt ein komplexer Prozess zur
Wiederinstandsetzung der verletzten Region. Bei einer leichten Verletzung findet der
Regenerationsprozess zeitnah statt, bei schwereren Verletzungen, wie zum Beispiel
bei einer kompletten Durchtrennung von Nerven, beginnt dieser Prozess erst,
QDFKGHP GHU VRJHQ'DBIQB QHUD WD DRPGWSUR]JHVIB IBIEJHODXIHQ

4



Einleitung

Die Heilung von verletzen Nervenzellen im zentralen Nervensystem, ist im
Gegensatz zum peripheren System, nicht ohne weiteres moglich. Die spontane
Regeneration der Axone im zentralen Nervensystem bei erwachsenen S&ugetieren
nach einer Verletzung ist gering. Im Gegensatz dazu regenerieren Axone im
peripheren System leicht. Doch schon in den friithen 1980ern konnten Aquayo und
Kollegen zeigen, dass auch Neurone aus dem zentralen Nervensystem noch
Kapazitaten zum erneuten Wachstum besitzen. Heute ist eine Vielzahl an
wachstumsinhibierenden Faktoren, welche beispielsweise im Myelin des ZNS
angereichert sind und das erneute Auswachsen von zerstorten oder geschadigten
Neuronen im ZNS verhindern, bekannt. Zu diesen Molekulen z&hlen unter anderem
das Membranprotein Nogo-A, Myelin-assoziiertes-Glykoprotein (MAG), Ephrin B3
und Ephrin A3. Der Einfluss dieser wachstumsinhibierenden Faktoren kann in zwei
Bereiche unterteilt werden. Zum einem kdnnen diese zu einem schnellen und lokalen
Kollaps in den Lamellipodien und Filopodien des Wachstumskegels fihren und zum
anderen kann es, beispielsweise durch Nogo-A, zu einer lang anhaltenden im

Zellkorper vermittelten Wachstumshemmung fuhren [15-17].

Trotz der Fortschritte in diesem Bereich, ist die Regeneration und das Wachstum von
Neuronen ein sehr wichtiges Thema in der neurobiologischen Forschung. Dabei
stellen die Stammzellenforschung und die Identifizierung der fir das gerichtete
Wachstum verantwortlichen Signalmolekiile, wichtige Aspekte fur die weitere

Forschung und spatere therapeutische Malinahmen dar.

Durch Therapie mit mesenchymalen Stammzellen aus dem Knochenmark wird
versucht, den Verlust an Neuronen, welcher bei Morbus Parkinson auftritt oder den
komplexen Komplettausfallen, welche ein Leitbild der Krankheit Morbus Alzheimer
sind, entgegenzuwirken. Eine Einsatzmdglichkeit fur die aus adultem oder
embryonalem Gehirn gewonnenen Stammzellen ist die Transplantation bei Patienten
mit neurodegenerativen Erkrankungen. Die transplantierten Stammzellen sollen
zerstorte Nervenzellenareale ersetzen oder auch die zellulare Selbstreparatur
anregen [18, 19]. Der heutige Forschungsstand der Stammzellentherapie ermdglicht
es, aus dem Knochenmark stammende mesenchymale Stammzellen in Patienten mit

Morbus Parkinson zu transplantieren [20].



Einleitung

Trotz der Mdglichkeiten der heutigen Forschung in diesem Bereich sind gerade
Risiken, wie die Bildung von Tumoren auf Grund von Stammzellentransplantation,
AbstolRungsreaktionen nach Transplantation von Stammzellen und die Letalitat der
transplantierten Zellen in Langzeitstudien, noch nicht restlos erforscht [21, 22]. Auch

eine ethische Debatte tber solche Therapiemdglichkeiten wird noch gefuhrt [23, 24].

Inspiriert durch die Wissenschaftler Cajal und Sperry wurde in den letzten zwei
Jahrzenten versucht, die Signalmolekule zu identifizieren, durch welche das
neuronale Wachstum gelenkt und gesteuert wird. Bislang sind einige Substanzen,
welche Einfluss auf das Wachstum haben kdnnen, identifiziert worden. Zu den ersten
AD[RQ JXLGDQFH?® OROHN+OHQ ZHOFKH $QIDQJ GHU HU -DK
mit zu den herausragenden Signalmolekulen zahlen, gehdren die Netrine, Slit-
Proteine, Semaphorine und die Ephrine [25]. Weiterhin stellen dabei Proteine der
extrazellularen Matrix (ECM) und Zelladhasionsmolekille (CAMs) eine Klasse dieser
Signalmolekuile dar. Zu den ECM-Proteinen zahlen Laminin, Fibronectin und
Collagen. Eine Hauptgruppe der CAM, ist die Immunglobulin-Superfamilie (Ig-
Superfamilie). Zu dieser Familie von Proteinen zahlen unter anderem NCAM (neural
cell adhesion molecule), Fasciclin und Neurofascin [26, 27]. Eine weitere wichtige
Rolle spielen die Neutrophine. Zur Familie der Neurotrophine zahlen, nerve growth
factor (NGF), brain-dervied growth factor (BNDF), Neurotrophin3 (NT3) und
Neurotrophin4 (NT4). Diese Nervenwachstumsfaktoren bewerkstelligen das
Uberleben von Neuronen, das Wachstum von Axonen und die Bildung von
neuronalen Netzwerken [28]. Trotz des umfassenden Wissens uber Signalmolekile
gibt es noch keine Pharmazeutika, welche fur die klinische Behandlung von

Nervenverletzungen und Nervenregeneration eingesetzt werden konnen [14].
Wachstum

Trotz immenser Fortschritte im Bereich der Forschung tiber neuronale Regeneration
sind noch viele Fragen offen. Aus diesem Grund soll im Fokus dieser Arbeit die
Detektion der Mechanismen, welche flr das gerichtete Wachstum verantwortlich
sind, stehen. Als Modellsystem dienten hierfir dissoziierte sensorische Neurone aus
Hdhnerembryonen (E11). Wenn von Wachstum bei neuronalen Zellen gesprochen
wird, liegt ein besonderes Augenmerk auf den Enden der wachsenden neuronalen
Fortsatze, den Wachstumskegeln. Diese sind fur die Orientierung und die

Wegfindung der Dendriten und Axone verantwortlich [29].
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Die Frage, wie Neurone und auswachsende Axone navigieren um ihren Weg zu
finden, beschaftigt die Wissenschaft noch heute. Die ersten Erkenntnisse bei dieser
Fragestellung konnte Santiago Ramén y Cajal im Jahre 1890 mit seiner Entdeckung
machen. Cajal analysierte die Entwicklung der Neurone des Rickenmarks von
Huhnerembryonen, um die These der Ontogense zu beweisen. Dabei fand er eine
neuartige Struktur, welche sich an den wachsenden Enden der Neurone befand und
einen freibeweglichen Aufbau der Nervenenden darstellte. Diesen bezeichnete er als
AFRQHV G 1D F F 0det WathsrisRayel (Abbildung 1) [30, 31].
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Abb. 1: Zeigt einen Wachstumskegel, mit seiner handartigen Struktur.
Dieses distale Ende der Neuriten ist fur die vorwarts gerichtete Bewegung

zustandig [32]. Abbildung entspricht dem Original [32].

Der Wachstumskegel kann als handartige Struktur bezeichnet werden, welche am
distalen Ende eines wachsenden Neuriten lokalisiert ist. Diese spezialisierte Struktur
des Neuriten kann als ein Instrument der Signaltransduktion verstanden werden. Ihm
ist es moglich, auf Reize in Form von extrazellularen Signalen mit neuronalem

Wachstum zu reagieren.



Einleitung

Eine gerichtete Vorwartsbewegung oder auch die Orientierung und die damit
verbundene Bewegung und Richtungsadnderung des Wachstumskegels resultiert aus
einem fortlaufenden Umbau von zellularen Komponenten. Diese
Orientierungsbewegung, das hin- oder wegkrimmen, ausgelost durch Reize aus der
Umgebung, ist meist aus der Pflanzenwelt bekannt und wird als Tropismus
bezeichnet [33]. Neben dem Aktin-Zytoskelett, welches hauptséchlich in der
Peripherie des Wachstumskegels anzutreffen ist, sind hier auch die Mikrotubuli zu
nennen. Dem Wachstum liegen die auf3erst beweglichen Filo- und Lamellipodien
zugrunde, welche durch ihren hohen Grad an Beweglichkeit die Umgebung

sondieren und auf gesonderte Reize reagieren kdnnen [34, 35].

Der Wachstumskegel kann in zwei verschiedene Kompartimente aufgeteilt werden,
den peripheren und den zentralen Bereich. Der periphere Bereich ist ein breites aber
flaches Geflecht mit den fir diesen Bereich charakteristischen
Membranausstilpungen, den Filo- und Lamellipodien. Diese zwei Arten von
Membranausstilpungen sind in ein Geflecht aus verzweigten Aktinfilamenten und
langen parallelen Aktin-Blindeln eingebunden. Die zentrale Region ist hinter der
peripheren Region lokalisiert und mit dem Neuriten verbunden. Die
Hauptkomponente dieser zentralen Doméne ist ein Gerust aus dicht gepackten
Mikrotubuli, von denen einzelne auch bis in den peripheren Bereich reichen [36]. Die
zentrale Domane bewerkstelligt durch die Mikrotubuli die Stabilisation des

Wachstumskegels.

Das Protein Aktin tritt in zwei unterschiedlichen Formen auf. Zum einen das nicht
gebundene Aktin oder auch globulares Aktin (G-Aktin), welches als Monomer vorliegt
und zum anderen die polymere Form, welche als F-Aktin bezeichnet wird. Beim
Vorgang der Polymerisation, bindet an jedes Aktinmolekil ein Adenosintriphosphat
(ATP), welches beim Einbau in das Polymer zu Adenosindiphosphat (ADP)
hydrolysiert wird [37]. Aktin-Filamente haben zwei Pole, an einem wird G-Aktin
angefugt und am anderen wird depolymerisiert. Das distale oder auch + Ende, an
welchem Aktin angelagert wird, ist dabei Richtung Zellmembran gerichtet. Der Abbau
der Aktinfilamente, die Depolymerisierung, findet am *Ende statt. Eine andauernde
Polymerisation am Randbereich des Wachstumskegels, wirde zu einer stetigen

Vergrofderung fuhren.
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Um diesem Prozess entgegen zu wirken, werden die gesamten Filamente nach
innen verschoben. Dieses Zuriickziehen der gesamten Aktinfilamente in die zentrale

Domaéne bewerkstelligt das Motorprotein Myosin [38].

Die in der Peripherie gelegenen Mikrofilamente hingegen sind mit Hilfe des Myosins
fur die Vorwértsbewegung oder auch Motilitat zustandig [38]. Der Prozess der
Vorwartsbewegung ist ein Zusammenspiel aus der Polymerisation von Aktin nahe
der Plasmamembran, einem durch Myosin bewirkten Zurtckziehen der
Aktinfilamente und dem selektiven Anheften an ein Substrat [36]. Die Motilitat des
Wachstumskegels von Neuronen liegt dem Prinzip der Anhaftung der sogenannten
APROHNXODUHQ .R&Srokkula? cliof)ZGyrunde. Durch das Anhaften
an das Substrat, entsteht eine mechanische Festigkeit. Diese Stabilitat fuhrt zu einer
Reduktion der retrograden Flussgeschwindigkeit von Aktin-Filamenten, wodurch

wiederum der Plasmamembran die Vorwartsbewegung ermdglicht wird [36].
Guidance Molekile

Der Mechanismus des Wachsens und Orientierens der Neuriten wird durch den
Umbau des Zytoskeletts bewerkstelligt. Dennoch stellt sich die Frage, welche Signale
dafur verantwortlich sind und wie der Wachstumskegel dieses Signal wahrnimmt und
weiterverarbeiten kann, so dass ein gerichtetes Wachstum erfolgt. Santiago Ramén y
Cajal, der Entdecker der wachsenden Enden der Axone, schlussfolgerte aus seinen
Beobachtungen zum Einen, dass Axone zielgerichtet und effizient wachsen und zum
Anderen, dass Axone chemotaktisch ihnren Weg finden. Heute ist bekannt, dass das
Richtungswachstum und die Wegfindung der Axone aktiv durch Informationen, in
Form von unterschiedlichen Signalen aus ihrer Umgebung, gesteuert werden [26].
Wie schon beschrieben, ist eine grof3e Anzahl an Signalmolekuilen, die Wachstum
steuern oder inhibieren kbnnen, heute bekannt. Diese Signal- oder guidance
Molekile kdnnen in zwei Gruppen eingeteilt werden, in die gebundenen und die

diffusiven Substanzen.

Zu den gebunden Signalmolekilen werden die Ephrine gezahlt. Ephrin-As sind durch
einen Glycosylphosphatidylinositol-Anker mit der Membran verbunden. Ephrin-Bs
haben eine Transmembrandomane, durchspannen die Lipid-Doppelschicht und sind

so mit der Membran verankert [25].
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Das Binden dieser Signalmolekile an die dazugehérigen Rezeptoren steuert
Zellmechanismen, zu denen sowohl der positive als auch negative Tropismus, die
Migration sowie die Modulation der Dynamik des Aktin-Zytoskelettes zahlen [39]. Zur
Klasse der membranstandigen Proteinsignalmolektile gehéren ebenfalls die
Semaphorine, welche sowohl gebunden als auch diffusiv vorliegen. Dieser Familie
von Signalmolekulen wurde anfanglich nur die axonale Wegfindung zugeschrieben.
Heute, ist bekannt das, sie in vielen biologischen Prozessen, wie der Immunabwehr,

der Angiogenese oder auch bei Tumoren, eine wichtige Rolle spielen [25, 40].

Eine Wichtige Gruppe der diffusiven Molekiile bildet die Familie der Netrine, diese
kénnen sowohl attraktiv als auch repulsiv auf die Wachstumsrichtung von Zellen
wirken [41]. Weiterhin zahlen zu dieser Gruppe auch Slit-Proteine, diese haben die
Aufgabe, Nervenfaserbiindel im zentralen Nervensystem zu leiten und sind fur ein
breites Spektrum der Zell-Zell Interaktion au3erhalb des zentralen Nervensystems
zustandig. Bei den diffusiven Molekilen sind dartiber hinaus noch die Neutropine,

wie NGF, BNDF, Neutrophine3 und Neutrophine4, zu nennen [28].
Purine

Die Familie der Purine zahlt ebenfalls zu den diffusiven Signalmolekulen. Purine sind
an einer Vielzahl biologischer Mechanismen beteiligt. Sie sind beispielsweise
Bausteine der DNA und RNA in Form von Adenin und Guanin (Purinbasen),
Grundlage des Energiestoffwechsels und der Energiespeicherung in Form von ATP
und GTP [42].

Sowohl ATP, cAMP als auch Adenosin sind als Signalmolekule in der Literatur
beschrieben. Im Nervensystem spielen ATP als Neurotransmitter und Adenosin als
Neuromodulator eine Rolle [43, 44]. Im Fokus dieser Arbeit steht die Gruppe der
Purine, die Purinrezeptoren und Nukleotid-Phosphatasen sowie deren Einfluss auf
das Wachstum neuronaler Zellen. Es konnte gezeigt werden, dass ein generierter
Konzentrationsgradient von Adenosin, Wachstumskegel von Neurone aus dorsalen
Hinterwurzelganglien zu einem positiven Tropismus stimuliert [45]. Neben der Frage,
ob Adenosin zu den wachstumsmodulierenden Molekilen z&ahlt, muss dartber
nachgedacht werden, woher das Adenosin stammt. Es sollte geklart werden, ob ein

autokriner Mechanismus im Wachstum von neuronalen Zellen eine Rolle spielt.
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Purin- und Pyrimidinrezeptoren

Der Grundstein fur unser heutiges Wissen tber Adenosinrezeptoren und seine
Liganden legten die beiden Wissenschaftler Alan Drury und Albert von Szent-
Gyorgiyi Nagyrépolt im Jahre 1929. Drury und Szent-Gyorgiyi zeigten als erste in
LKUHU Y HU | Il HQ WIhd ghisinbyQalttiFty of\Wdehine compounds
with especial reference to their action upon the mammalian heart3 GLH :LUNXQJ YRQ
Adenosin auf das kardiovesikulare System [46]. Ende der 1970er Jahre fanden
Forscher heraus, dass es sich bei den durch Adenosin aktivierten Rezeptoren um
mehrere Isoformen handeln muss [47, 48]. Die Nomenklatur der Adenosinrezeptoren,
beruht zum einem auf ihrer molekularen Struktur zum anderen auf ihren
pharmakologischen Eigenschaften und auf die von von Jeffery Burnstock 1978
beschriebenen Rezeptor-Familien welche er mit P1 und P2 bezeichnete [49]. Die
Purin- und Pyrimidinrezeptoren kénnen in weitere Unterklassen eingeteilt werden
(Abb. 2). Die P1- oder auch Adenosinrezeptoren, werden weiter in vier Subtypen, die
A1, A2a, A2b und den As Rezeptoren unterteilt. Eine Aktivierung erfolgt durch den
naturlichen Liganden Adenosin. Bei diesen Rezeptortypen handelt es sich um G-
Protein-gekoppelte Rezeptoren (GPCR) [50]. Diese Rezeptorfamilie durchspannt mit
einer Proteinkette in Form von 7 tr D Q V P H P E UH2Il@éd$ die Plasmamembran.
Diese ist durch drei extrazellulare (ECL 1-3) und drei intrazelluléare (ICL 1-3)
Schleifen miteinander verbunden. Dabei liegt die N-terminale Doméne extrazellular
und die C-terminale Domane intrazellular [51]. Zusétzlich zur molekularen
*HPHLQVDPNHLW GHU Widlig NalP dieBEREPEQibifamilie einen
Signalmechanismus gemeinsam. Die Besetzung des G-Protein-gekoppelten
Rezeptors durch den jeweiligen Liganden induziert eine Konformationsanderung des
Rezeptors, wodurch anschlie3end eine inaktive GDP-gebundene Form in die aktive
GTP-gebundene Form Uberfuhrt wird. Auf diese Weise fungieren G-Protein-
gekoppelte Rezeptoren als Guanin-Nukleotid-Austauschfaktor fir ein

nachgeschaltenes heterotrimeres G-Protein [52].

Die zweite Hauptgruppe der Purin- und Pyrimidinrezeptoren, sind die P2-Rezeptoren.
Diese Rezeptoren werden durch Purine und Pyrimidine aktiviert und kdnnen weiter in
zwei Unterklassen unterteilt werden. Die P2Y-Rezeptoren, welche ebenfalls zu den
G-Protein-gekoppelten Rezeptoren zahlen und die P2X-Rezeptoren, welche zur

Familie der Liganden-gesteuerten lonenkanalrezeptoren (LGICs) gehdren [50].
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Diese lonenkanéle sind mit einer Rezeptordoméne ausgestattet, welche einen der
bestimmten Liganden bindet. Diese Bindung flihrt zu einer Konformationsénderung
des Kanalproteins, was anschlie3end zu einem regulierten lonenstrom durch die
Plasmamembran fuhrt [53]. Der Unterfamilie der P2X Rezeptoren werden sieben
Subtypen zugeordnet (P2X1.7), die P2Y-Rezeptoren bestehen aus acht Mitgliedern
(P2Y1, P2Y2, P2Y4, P2Ys, P2Y11, P2Y12, P2Y13, P2Y14) [50]. Vor wenigen Jahren ist
ein weiteres Mitglied der Purin-Rezeptoren entdeckt worden, welche als PO- oder
auch Adeninrezeptoren bezeichnet werden. Diese zahlen ebenfalls zu den G-
Protein-gekoppelten Rezeptoren und werden durch den nattrlich vorkommenden

Liganden Adenin aktiviert [54].

Purin- und Pyrimidin-Rezeptoren

S _

PO { P1 ( P2
P2Y » - 8

Ade 1 ) ' Ade 2 ) K P2Y, 24611,12,13,14 ,) ( P2X, 534567 )
\ . el y.

aktiviert durch Nukleobase aktiviert durch Purin- oder

Adenin - : - Pyrimidinnukleotide
[ A ) | Ay ) Azb) [ Ag )

aktiviert durch Adenosin

Abb. 2: Heute sind 21 Verschiedene Purin- und Pyrimidinrezeptoren bekannt. Die erst kirzlich beschriebenen

PO Rezeptoren, welche durch die Nukleobase Adenin aktiviert werden [54]. Die zu diesem Zeitpunkt wohl am
besten erforschten P1 oder Adenosinrezeptoren, welche weiter in A1, A2a, A2n und Az unterteilt werden. Der
natirliche Ligand dieser Rezeptorsubtypen ist Adenosin. Zuletzt gibt es noch die P2 Rezeptoren, welche weiter in
den P2Y und den P2X Rezeptor unterteilt werden. Bis heute sind acht Rezeptorsubtypen des P2Y und sieben des

P2X Rezeptors bekannt. Die Aktivierung erfolgt Giber Purin- oder Pyrimidinnukleotide [50].
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Wie bereits ausfuhrlich beschrieben, ist der nattrliche Ligand der P1-Rezeptoren
Adenosin. Ein wesentlicher Unterschied zwischen den P1-Rezeptoren, A1, A2a, A2b
und As, ist die Affinitat fur Adenosin und somit auch die Adenosinkonzentration, bei
der die vier Rezeptorsubtypen aktiviert werden. Jeder Aktivierung der P1-Rezeptoren
durch den natirlichen Liganden, soweit er nicht von aufRerhalb zugefiigt worden ist,

muss eine Ausschittung oder Generierung von Adenosin zu Grunde liegen.

Demnach muss es einen Mechanismus oder eine Signalkette geben, welche
extrazellulares Adenosin fir die P1-Rezeptoren bereitstellt, damit diese aktiviert
werden oder Adenosin aktiv abzubauen, um die Rezeptoraktivierung zu beenden.
Aus diesem Grund muss die Frage gestellt werden, woher das Adenosin stammt,
welches die Adenosinrezeptoren aktiviert. Weiter muss die Frage geklart werden, ob
Adenosin direkt freigesetzt wird oder durch den Abbau von extrazellularen ATP

generiert wird.
Freisetzung von Adenosin und ATP

Die wichtige Rolle von extrazellularen Nukleotiden und Adenosin im gesamten
Organismus ist weit bekannt und wissenschatftlich akzeptiert. Die Freisetzung dieser
extrazellularen Nukleotide durch unterschiedlichste Zellen, beispielsweise in
Stresssituationen oder durch Verletzungen, ist wissenschaftlich bewiesen [55-57].
Die Bereitstellung von Adenosin fur die Modulation neuronalen Wachstums ist tber
zwei unterschiedliche Prozesse moglich. Einerseits kann ein direkter Transport von
Adenosin stattfinden, andererseits kann Adenosin durch Hydrolyse von Nucleotiden

generiert werden.

Equilibrative Nucleosid-Transporter (ENT) transportieren Substanzen, beispielsweise
auch Adenosin, unabhangig von Na*-lonen nach dem Prinzip der erleichterten
Diffusion [58, 59]. Des Weiteren ist der Transport von Adenosin entlang eines Na*-
Konzentrationsgradienten bekannt. Dies geschieht durch konzentrative Nucleosid-
Transporter, welche zur CNT-Familie zahlen [58]. Kirzlich konnten, neben der schon
bekannten Freisetzung von Adenosin tGber Transporter, mit Adenosin angereicherte
vesikulare Strukturen in bestimmten Hirnarealen von Ratten nachgewiesen werden
[60].
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Die Freisetzung von ATP ist sowohl im zentralen als auch peripheren Nervensystem
ein weitverbreiteter Mechanismus. ATP kann sowohl vesikular [61, 62] als auch nicht-
vesikular abgeben werden. Zu den nicht-vesikularen Mechanismen zahlen die ATP
Freisetzung Uber lonenkanéle, Connexin, Pannexin oder P2X7 Rezeptoren [63].
Durch Phosphatgruppen-hydrolysierende Enzyme kénnen sowohl aus ATP oder
dessen Abbauprodukte wie ADP oder AMP Adenosin generiert werden.
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Phosphatgruppen-hydrolysierende Enzyme

Als ein weiterer wichtiger Mechanismus zur Aufrechterhaltung der physiologischen
Zellfunktion und somit zur Steuerung und Verfiigbarkeit dieser essentiellen
Signalmolekule im extrazellularen Bereich, spielen unterschiedliche,
Phosphatgruppen-hydrolysierende, Enzyme eine tragende Rolle. Diese Enzyme
werden als Ekto-Nukleotidasen bezeichnet und besitzen ein katalytisches Zentrum,
welches dem extrazellularen Raum zugewandt ist. Zu diesem Zeitpunkt sind vier
Hauptklassen, welche sich hinsichtlich ihrer Reaktionsmechanismen unterscheiden,
identifiziert und benannt worden. Zu diesen zahlen die Nukleoside-triphosphate-
diphosphohydrolasen (NTPDases), Nukleotide-
pyrophosphatasen/phosphodiesterasen (NPPs), Alkalische Phosphotasen
(APs/ALPs) und die ecto-5"-nukleotidase (e5NT) (Abbildung 3).

E-NPPs ESNT

APs
E-NTPDase COOH NHZ

NH,

e0eeeing
; . _— - 5, .

«
3
C
>
«

J" COOH NPP1,2,3
cAMP —— AMP AMP —— Ado
NTPDasel,2,3,8 Ap,A —> AMP + Ap, ;A
ATP >ADP T2 AMP

Abb. 3: Zeigt die vier Hauptklassen der Ekto-Nukleotidasen. Diese unterscheiden sich hinsichtlich ihrer
Reaktionsmechanismen. Zu diesen zahlen die Nukleoside-triphosphate-diphosphohydrolasen
(NTPDases), Nukleotide-pyrophosphatasen/phosphodiesterasen (NPPs), Alkaline Phosphatasen
(APs/ALPs) und die ecto-5"-nukleotidase (e5NT) [64]. Abbildung entspricht dem Original [64].
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Das gemeinsame Merkmal dieser NTPDasen-Familie, welche auch Ekto-Apyrasen
oder E-ATPasen genannt werden, ist die grol3e extrazellulare katalytische Doméne,
welche funf Apyrase-konservierte Regionen (apyrase conserved regions, ACRS)
enthalt. Zu diesem Zeitpunkt sind acht Isoformen dieses Enzyms bekannt, welche mit
NTPDasel-NTPDase8 bezeichnet werden. Nukleotide, welche von NTPDasen
hydrolysiert werden, sind Nukleosid di- und triphosphate (ADP und ATP).
Nukleosidmonophosphat (AMP) wird dagegen von dieser Emzymgruppe nicht
hydrolysiert. Ein mal3geblicher Unterschied zwischen den jeweiligen NTPDasen ist
die Substratpraferenz. Die NTPDasel hydrolysiert ATP und ADP mit &hnlicher
Geschwindigkeit, die NTPDase2 hingegen hydrolysiert ATP etwa 30mal schneller als
ADP. Die NTPDase3 bildet das Mittelstiick zwischen diesen beiden NTPDasen und

bevorzugt ATP aber hydrolysiert diese nur etwa dreimal schneller als ADP [64, 65].

Heute zahlen sieben Enzyme zu den Nukleotid-
pyrophosphatasen/phosphodiesterasen (NPPs), welche mit NPP1-NPP7 benannt
sind. Nur die drei Isoformen NPP1-NPP3 sind fir den purinergen Stoffwechsel zu
diesem Zeitpunkt interessant, da tber die physiologische Rolle und die Substrate,
welche von NPP4 und NPP5 hydrolysiert werden, bisher noch nichts bekannt ist.
Durch NPP 6 und NPP 7 findet eine Hydrolyse von Phosphodiesterbindungen hin zu
Phospholipiden statt, auch tber diese Subtypen der Nukleotidpyrophosphatasen ist

nicht bekannt, dass sie Nukleotide hydrolysieren [64].

Im Gegensatz zu NPP1 und NPP3, welche in der Membran verankert sind, liegt
NPP2 nicht als membrangebundene Form vor, sondern ist eine I6sliche Form dieser
Ekto-Nukleotidfamilie. Diese Enzyme hydrolisieren ein breites Substratspektrum von
$73 $'3 $03 ELV KLAMIX[64) n

Eine weitere Gruppe sind die alkalischen Phosphatasen. Diese ubiquitar
vorkommende Proteinfamilie dephosphoryliert ein breites Spektrum an Molekdlen.
Diese Gruppe kann weiter in die gewebeunspezifische alkalische Phosphatase
(tissue nonspecific alkaline phosphatase, TNAP) und in die gewebsspezifische
alkalische Phosphatase (APs) unterteilt werden. Dieses Enzym ist nicht nur fir die
Dephosphorylierung von einer grof3en Anzahl an organischen Komponenten
zustaQGLJ VRQGHUQ EDXW DBtk - und sh@nbipRogihatel (NTP,
NDP, NMP) ab.
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Uber die alkalische Phosphatase und ihre Rolle im purinergen Stoffwechsel ist
bislang noch nicht viel bekannt, da die Wissenschaft dieser Thematik noch keine
grolRe Aufmerksamkeit geschenkt hat [64].

Die letzte Gruppe, die im Zusammenhang mit den Ekto-Nukleotidasen erwahnt
werden soll, ist die ecto-5"-nukleotidase (e5NT). Heute sind drei Formen der eSNT
bekannt. Eine mit der Zellmembran verankerte Form, eine l6sliche Form, bei der
davon ausgegangen wird, dass dies eine Loslosung der verankerten Form ist, und
eine im Cytosol vorkommende e5NT. Dabei weicht die Struktur der im Cytosol
gefundenen e5NT von der I6slichen und verankerten Form ab. Der gro3te Teil des
Adenosins im extrazellularen Bereich, welches durch Hydrolyse von AMP entsteht,

wird von der Ecot- pnukleotidase generiert [64, 66].
Zielsetzung dieser Arbeit

Der Grundgedanke, der dieser Arbeit voranging, ist die Frage, welchen Einfluss
Adenosinrezeptoren auf den Wachstumsprozess von sensorischen Neuronen von
Gallus gallus haben. Eine aus dem eigenen Labor stammende Arbeit zeigt, dass
Konzentrationsgradienten von Adenosin die Wachstumsrichtung von sensorischen
Neuronen beeinflussen. Adenosin wirkt in diesem Zellsystem als Chemoattractant
[67]. Ausgehend von diesem Befund sollten in der vorliegenden Arbeit mit Hilfe von
pharmakologischen Methoden untersucht werden ob neben dem
Richtungswachstum auch das Langenwachstum der sensorischen Neurone durch
P1-Rezeptoren beeinflusst wird. Erstaunlicherweise deuteten erste experimentelle
Ergebnisse darauf hin, dass Adenosin nicht nur einen Einfluss auf die neuronale
Wachstumssteuerung hat, sondern dass auch autokrine Mechanismen involviert sein
kann. Diese Interpretation der Daten wurde durch eine Verdéffentlichung unterstitzt,
die einen autokrinen purinergen Mechanismus bei dem Chemotropismus neutrophiler
Zellen nachweist [68]. Aus diesen Griinden sollte in der vorliegenden Arbeit nicht nur
der Einfluss der P1-Rezeptoren auf das neuronale Wachstum untersucht werden,
sondern auch die Hypothese Uberprift werden, ob autokrine purinerge Mechanismen

bei der Wachstumssteuerung sensorischer Neurone eine Rolle spielen.
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2. Materialien und Methoden

2.1 Verbrauchsmaterial, Chemikalien, Stammlésungen und Medien

Die in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien wurden, sofern nicht anders
angegeben, von Sigma Aldrich im hochsten Reinheitsgrad gebrauchsfertig bezogen.
Die Sterilisation von Verbrauchsmaterialien oder auch Lésungen, wie z.B. Phosphat-
gepufferte Saline, erfolgte mit einem Autoklaven (Systec 2540 EL; Tuttnauer).
Glucose und Antibiotikastammldsungen wurden auf Grund ihrer hitzesensitiven
Eigenschaften mittels eines Membranfilters (Zellulosemischester, Roth) mit einer
Porengréf3e von 0,2 uM sterilfiltriert. Die Herstellung der Zellkulturmedien fand
zeitnah zu den jeweiligen Versuchen statt. Fur die Sterilisation von
Verbrauchsmaterialien wie Glas- und Plastikwaren wurde ein Autoklav (Systec 2540
EL; Tuttnauer) verwendet. Fiur die Glaspipetten wurde die Hitzesterilisation in einem
Trockenschrank (FD 115, Binder, Tuttlingen) bei 160°C fur drei Stunden gewahlt.

2.1.1 Lésungsmittel

Demineralisiertes Wasser

Wurde dem Reinstwassersystem (SG Ultra Clear, SG Wasseraufbereitung und
Regenerierstation GmbH, Barsbittel) entnommen.

Dimethylsulfoxid (DMSO, wasserfrei, 98%)

Gelagert bei Raumtemperatur (RT) im Exsikkator

Ethanol (pa)

Fertig bezogen

Bei Raumtemperatur im Lésungsmittelschrank gelagert
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2.1.2. Stammlésungen und Puffer

Antibiotikastammldsung (PenStrep)

6,86 [mM] Streptomycinsulfat

17,42 [mM] Penicilin G

Geldst in physiologischer Kochsalzlosung
Sterilfiltriert

Aliquotiert in 0,5ml Reaktionsgefalen (SSHQGRUI ]X MH O

Gelagert im Gefrierschrank bei -18°C
Glucoseldsung

1 [M] Clucose

Gelost in demineralisiertem Wasser
Sterilfiltriert

Gelagert im Gefrierschrank bei -24°C
Formaldehydlésung

14,8% Formaldehyd

Gel6st in demineralisiertem Wasser
Kurz vor Verwendung frisch angesetzt
Fotales Kalberserum (FCS)

Gelagert im Gefrierschrank oder Gefrierfach bei -18°C

Hanks balanced salt solution ohne Ca  2* und Mg ?* (HANKS)

Fertig bezogen
Gelagert im Kuhlschrank bei +4°C
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N1 Medium Supplement (100x)

Als gebrauchsfertige Losung bezogen

Aliquotiert in 0,5ml ReaktionsgefalRen (Eppendorf) zu je 100pl
Gelagert im Kihlschrank bei +4°C

Trypsin EDTA

Als gebrauchsfertige Losung bezogen

Gelagert im Kuhlschrank bei +4°C

Ziegenserum (Goat Serum)

Aliquotiert in 1,5 ml Reaktionsgefal3en (Eppendorf) zus je 1 ml
Gelagert im Gefrierschrank bei -18°C

7s Nerve Growth Factor (NGF)
QJ O
Geldst in BSA-L6sung
Aliquotiert in 0,5ml ReaktionsgefaBen (SSHQGRUI ]X MH 0]
Gelagert im Gefrierschrank bei -18°C

Permeabilisierungslésung Triton X- 100

Gebrauchslosung mit PBS zur bendtigten Konzentration verdinnt
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Phosphat-gepufferte Saline (PBS)

136, 89 [mM] NaCl
2,68 [mM] KCI

10,14 [mM] NazHPOa4
1,76 [mM] KH2PO4
pH-Wert 7,4

Gelo6st in demineralisiertem Wasser

Phosphat-gepufferte Saline Tween-20 (PBST)

136, 89 [mM] NaCl

2,68 [mM] KCI

10,14 [mM] NazHPO4

1,76 [mM] KH2PO4

0.02% Tween 20

pH-Wert 7,4

Geldst in demineralisiertem Wasser

Physiologische Kochsalzlésung
154 [mM] NacCl
Geldst in demineralisiertem Wasser

Sterilfiltriert
Gelagert im Gefrierschrank bei -24°C
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Blocking Losung

136, 89 [mM] NaCl

2,68 [mM] KCI

10,14 [mM] NazHPOa4

1,76 [mM] KH2PO4

0.02% Tween 20

2%BSA (Bovine Serum Albumin)

0.5%FSG (Fish Skin Gelatin)

pH-Wert 7,4

Gelost in demineralisiertem Wasser
Sterilfiltriert

Gelagert im Gefrierschrank bei -24°C

Polyethylenimin (PEI)

Leihgabe der AG Leonhardt
Gelagert im Kihlschrank bei +4°C

Glycerol

Fertig bezogen

Im Chemikalienschrank bei Raumtemperatur gelagert

Kaliumphosphat Puffer

1 [M] Kaliumphosphate
pH-Wert 6,0
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2.1.3 Beschichtungslosung
Poly-D-Lysin
0,383 [mM] Poly-D-Lysin Hydrobromid

Gel6st in demineralisiertem Wasser

Gelagert im Gefrierschrank bei -24°C

Laminin

0,5 mg/ml (2 ml, Hoffmann La Roche) aufgetaut

Aliquotiert in 1 ml Reaktionsgefalen (SSHQGRUI ]X MH

Gelagert im Gefrierschrank bei -18°C

.XU] YRU 9HUZHQGXQJ DXIJHWDXW XQG
(QGNRQJHQWUDWLRQ J PO

Silikonlésung

Fertig bezogen
Bei Raumtemperatur gelagert
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2.1.4 Zellkulturmedium

Dulbeccos Modified Eagle Medium mit F12-Zusatz (DMEM-F12)

Fertig bezogen

Gelagert im Kihlschrank bei +4°C
DRG-10

DMEM-F12 90% (v/v)

FCS 10% (v/v)

PenStrep 100 /10 ml

1*) O PO
DRG-10 serumfrei
DMEM-F12 90% (v/v)
N1-Supplement 100 1/20 ml
PenStrep 100 /10 ml

1*) 0] PO

HEK 293 Zellkulturmedium

DMEM 4,5 (v/v)
FCS 10% (v/v)
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2.1.5 Agonisten und Antagonisten

CGS 15943

30 [mM] CGS-15943
Gel6st in DMSO

Kurz vor Verwendung frisch angesetzt

CGS 21680

25 [mM] CGS-21680

Gel6st in DMSO

Aliquotiert in 0,5 ml ReaktionsgefaBen (SSHQGRUI ]X MH 0]
Gelagert im Gefrierschrank bei -18°C

MRS1334

10 [mM] MRS1334
Geldst in DMSO
Aliquotiert in 0,5 ml ReaktionsgefaBen (SSHQGRUI ]X MH O

Gelagert im Gefrierschrank bei -18°C
2-Cl-IB-MECA

25 [mM] 2-CI-IB-MECA

Gel6st in DMSO

Aliquotiert in 0,5 ml ReaktionsgefaBen (SSHQGRUI ]X MH O
Gelagert im Gefrierschrank bei -18°C
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SLV320

25 [mM] SLV320

Gel6st in DMSO

Aliquotiert in 0,5 ml Reaktionsgefalen (SSHQGRUI ]X MH 0]
Gelagert im Gefrierschrank bei -18°C

PSB603

25 [mM] PSB603
Gelodst in DMSO
$OLTXRWLHUW LQ PO S5HDNWLRQVJHII% (SSHQGRUI X M

Gelagert im Gefrierschrank bei -18°C

BAY 60-6583

25 [mM] BAY 60-6583

Gel6st in DMSO

Aliquotiert in 0,5 ml ReaktionsgefalRen (Eppendorf ]X MH 0]
Gelagert im Gefrierschrank bei -18°C

Adenosine Desaminase (ADA) from bovine spleen
*HEUDXFKVIHUWLJ EH]JRJHQ ]X - XQLWV PJ
Aliquotiert in 0,5ml ReaktionsgefaBen (SSHQGRUI ]X MH O
Gelagert im Kihlschrank bei +4 °C

Apyrase from potato

*HEUDXFKVIHUWLJ EH]RJHQ ]X - XQLWYV PJ

$OLTXRWLHUW LQ PO 5HDNWLRQVJHII% (SSHQGRUI ]X MH

Gelagert im Gefrierschrank bei -18°C
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ARL67156

20 [mM] ARL67156

Gel6st in Wasser

Material und Methoden

Aliquotiert in 0,5 ml Reaktionsgefalen (SSHQGRUI ]X MH 0]

Gelagert im Gefrierschrank bei -18°C

2.1.6 Farbelbsung

Hoechst (bisBenzimide) 33258

1 [mM] Hoechst 33258
Gelost in Wasser
Aliquotiert in 1,5 ml Reaktionsgefal3en (Eppendorf) zu je 1,0 ml

Gelagert im Gefrierschrank bei -18°C

Quinacrine dihydrochloride

50 [uM] Quinacrine dihydrochloride
Geldst in PBS

Fur jeden Versuchstag frisch angesetzt

MitoTracker®Orange CMTMRos

1 [mM] MitoTracker
Gelost in DMSO
Aliquotiert zu je 50 ug

Gelagert im Gefrierschrank bei -18°C

LysoTracker®Blue-White DPX

1 [mM] LysoTracker
Gel6st in DMSO
Aliquotiert zu je 50 pl

Gelagert im Gefrierschrank bei -18°C
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Fura-2AM cell permeant

1 [mM] Fura-2AM

Gel6st in DMSO

Aliquotiert zu je 50 g

Gelagert im Gefrierschrank bei -18°C

2.1.7 Antikorperfarbung

Mouse Anti-Neurofilament 200 kDa monoclonal antibody,

Clone rt97 (Chemicon/Upstate/Linco, Milipore Corporation)

0,1mg/ml

Geldst in demineralisiertem Wasser mit 0,005 [M] NaH2PO4 0,0,125 [M] NaCl, 50%
Glycerol

Aliquotiert in 0,5ml ReaktionsgefaBlen (SSHQGRUI ]X MH O

Gelagert im Gefrierschrank bei -24°C

Cy3 conjugated Affini Pure Goat Anti Mouse
(Jackson Immuno Research Laboratories, Inc.)

1,5 mg/ml

Gelost in demineralisiertem Wasser mit 0,005 [M] NaH2POa4, 0,125 [M] NaCl, 50%
Glycerol

Aliquotiert in 0,5ml ReaktionsgefalRen (Eppendorf) zu je 25 pl

Gelagert im Gefrierschrank bei -80°C

Adenosine A2A-R (H-82): sc-13937
(SANTA CRUZ BIOTECHNOLOGY, INC.)

Gebrauchsfertig bezogen
Gelagert im Kuhlschrank bei +4°C
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F(ab’)2-Goat anti-Rabbit IgG (H+L) secondary Antibody, Alexa Fluor®488

conjugate
(ThermoFisher SCIENTIFIC)

Gebrauchsfertig bezogen

Dunkel gelagert im Kuhlschrank bei +4°C

2.1.8 Verwendeter Vektor

Plasmidvektor PCMV-SPORTG6 Invitrogen, Adenosin A2a Rezeptor human ATCC-

MGC-21342 von LGC Promochem GmbH, Wesel Germany
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2.2 Neuronale Zellkultur
2.2.1 Herstellung und Beschichtung der Zellkulturschalen

In diesem Versuch wurden von Hand angefertigte Zellkulturschélchen verwendet.
Der Vorteil dieser aufwendigen Herstellung der Schélchen liegt in dem sehr geringen
Fassungsvolumen von etwa 150 pl. Vorversuche mit handelsiblichen
Zellkulturschalen, mit einem Fassungsvermdgen von etwa 400 pl, haben gezeigt,
dass sich der Boden der Schalchen auf Grund der Flussigkeitsmenge etwas absenkt.
Dies erschwerte eine gleichméaRige Verteilung der dissoziierten Neurone. Als
Grundmaterial fur die Zellkulturschalen dienen 35 mm Petrischalen mit Nocken

% DNWHULH Q VVhekttaDIE &idiQer, Frickenhausen). Die Petrischalen wurden
in eine fur diesen Zweck speziell angefertigte Halterung mit Boden nach oben
eingespannt und mit einer zentrischen Bohrung von 15 mm versehen. Um die
Schalchen zu reinigen und zu desinfizieren, wurden diese fiur ca. 60 Minuten in
technischem Ethanol eingelegt. Die Anzahl der spater benétigten Mikroskopier-
Deckgléaschen (rund, Starke 1, @ 24 mm; Assistent, Glaswarenfabrik Karl Hecht KG,
Sondheim) wurden zeitgleich in Ethanol eingelegt. Zur Reinigung von
Bohrriickstanden und Staub wurden die Schalchen mit fusselfreien Labortliichern
(KimTech, Kimberly-Clark, WI, USA) sorgfaltig trockengerieben. Um madgliche
Verschmutzungen wie etwa Fettrickstadnde auf den Deckglaschen zu entfernen,
wurden diese ebenfalls mit fusselfreien Laborttichern sehr vorsichtig trocken poliert.
Zum Anbringen der Deckglaschen wurde die Unterseite der Schélchen, rund um die
Bohrung, mittels eines angewarmten Metallstempels mit fltissigem Paraffin
beschichtet. Nach dem Anwarmen der Deckgldschen auf einer Heizplatte wurden
diese mittig an die Unterseite der Schélchen gedrickt. Die fertigen Schélchen
wurden mit je 150 pl 0,1 M Poly-D-Lysin beschichtet und Gber Nacht in einem
Weinklimaschrank (WKw1806, Liebherr, Biberach) bei 16°C beschichtet. Als letzter
Schritt mussten die Schélchen zweimal mit 1 ml PBS und mit 1 ml demineralisierten
Wasser gewaschen werden. Nachdem die Schalchen an der Luft vollstandig
getrocknet waren, wurden diese zur Sterilisation fur 45 Minuten unter der
Reinluftbank (BDK, Luft und Reinraumtechnik GmbH, Sonnenbuhl-Genkingen) UV
bestrahlt (HNS 30 OFR, Osram, Muinchen). Die gebrauchsfertigen Schalchen wurden
in 100 mm Petrischalen (Greiner, Frickenhausen) tberfiihrt und im Kihlschrank bei

4°C fur bis zu 4 Wochen gelagert.
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Am jeweiligen Versuchstag wurde zeitnah die bendtige Anzahl an sterilen Schélchen
mit Laminin beschichtet. Dies erfolgte mit je 150 pl einer 10 pg/ml Lamininldsung und
anschlieRender Inkubation im CO2-Zellkulturschrank (Model 3111, Forma Series Il
Water Jacket, Thermo Fisher Scientific, USA) bei 37°C, 90% Luftfeuchtigkeit und
7,5% CO:2 fur zwei Stunden. Im darauf folgenden Arbeitsschritt wurden die Schalchen
zweimal mit 1 ml HANKS gewaschen. Nach dem letzten Waschschritt wurde die
Hanksl6sung durch 150 pl serumhaltiges Nahrmedium ersetzt. Wichtig bei diesen
Waschschritten war es, darauf zu achten, dass die Schélchen nicht trockenfallen und
immer ein leichter FlUssigkeitsfilm Gber der Lamininschicht bestehen bleibt. Bis zum
schlussendlichen Gebrauch der Schalchen wurden diese im COz2- Zellkulturschrank
bei 37°C gelagert.

2.2.2 Herstellung von silikonisierten Pasteur-Pipetten

Die Muindung einer langen Pasteur-Pipette wird in einem Bunsenbrenner (Flammy,
Schiitt Labortechnik GmbH, Goéttingen) durch gleichmé&Riges und zigiges drehen so
abgeschmolzen, dass sich die Offnung verkleinert und, falls vorhanden, scharfe
Kanten beseitigt werden. Um zu vermeiden dass beim Vorgang des Dissoziierens
Neurone an der Innenwand der Pipette haften bleiben, muss diese vorab mit Silikon
beschichtet werden. Hierzu wird mit einem Peleusball 35%ige Silikonldsung in
Isopropanol (Serva) in die Pipette aufgezogen und wieder ausgelassen. Im
Anschluss wird der gleiche Vorgang mit demineralisiertem Wasser wiederholt. Die
mit Silikon beschichteten und gespiilten Pipetten werden anschliel3end fur 30
Minuten auf dem hinteren Ende an der Luft getrocknet. Als letzten Waschschritt
werden sie weitere zweimal mit demineralisiertem Wasser gespiilt und anschliel3end
in einer Aluminium-Pipettenbox fir 1h bei 80°C in einem Warmeschrank
hitzesterilisiert. Das Autoklavieren dieser Pipetten ist nicht moglich, da dieser
Vorgang die Silikonschicht beschadigen wirde.
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2.2.3 Bebrttung und Lagerung der Eier

Befruchtete Hihnereier des Haushuhnes Gallus gallus wurden von der Firma
Lohmann Tierzucht, Cuxhaven bezogen. Die fir die Versuchstage bendtigten Eier
wurden in einem Eierbriter (Hova, Turbofan-70) bei 37°C und einer Luftfeuchtigkeit
von etwa 70% fur 11 Tage bebritet und mittels eines motorisierten Eierwenders
umgelagert. E11 Embryonen wurden entnommen und préapariert. Vor Brutbeginn
wurden die Eier einem Weinklimaschrank (WKw1806, Liebherr, Biberach) bei 16°C

gelagert.

2.2.4 Praparation der Spinalnervenneurone

Als Ganglion oder auch Nervenknoten wird die Ansammlung von Nervenkdrpern des
peripheren Nervensystems bezeichnet [69]. Diese liegen beidseitig im Bereich der
Zwischenwirbellécher. Hinterwurzelganglien oder auch dorsal root ganglia (DRG)
sind sensorische Neurone, welche
Informationen der Peripherie in das

| zentrale Nervensystem weiterleiten
e bere (Abbildung 4) [70].

runicuius

lateralis

Funiculus

anterior  Abb. 4: Zeigt im Thorakalbereich ein Teilstlick des
Rickenmarks und die dazugehdérigen
Spinalnervenpaare. Die Wurzelfaden (Radis
ventralis und dorsalis) sind die gruppierten

Nervenbahnen, welche das Rickenmark verlassen.

Die Verdickungen / Spinalganglion (Ganglion

T;‘A spinale), befinden sich in der hinteren Wurzel und

\ enthalten die Zellkérper von Nervenzellen [69].
. Abbildung entspricht dem Original. [69].

Samtliche Versuche wurden in vitro an dissoziierten Neuronen der
Hinterwurzelganglien (DRG, dorsal root ganglia) des Haushuhns (Gallus gallus)
durchgeflhrt.
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Alle Schritte der Préaparation erfolgten unter einer Reinluftbank (BDK, Luft und
Reinraumtechnik GmbH, Sonnenbihl-Genkingen), um sterile Bedingungen zu
gewahrleisten. Mittels einer Pinzette wurde das Ei am stumpfen Pol vorsichtig
eroffnet. Dabei wurde die Eierschale nur bis zur begrenzenden inneren Eimembran
entfernt. Nachdem die innere Eimembran vollstéandig entfernt wurde, konnte der
Embryo entnommen werden. Nach ztugigem Abklemmen des Halses wurde der Kopf
vom Rumpf des Embryos entfernt und in eine neue Petrischale Uberfuhrt. Die darauf
folgenden Schritte wurden unter einem Binokular (Olympus SZX 90, Olympus, Tokio,
Japan) mit einer Kaltlichtquelle (Schott, KL 1500 electronic) mit
Schwanenhalslichtleitern durchgefiihrt. Durch mehrmaliges Spulen mit einer
Hanksl6sung konnten Blut und Gewebereste wahrend der Praparation entfernt
werden. Der Rumpf des Embryos wurde durch vorsichtiges Auseinanderziehen mit
zwei Pinzetten (Dumont Nr. 5 mit Biologiespitze) median getffnet. Um ein Einbluten
in den Thorax zu vermeiden, war es notig als ersten Schritt die zu- und abgehenden
Herzgefal3e an der cranialen Seite mit einer Pinzette zu durchtrennen und das Herz
sofort zu entnehmen. Anschlie3end wurden samtliche Organe des Bauchraumes
vollstandig entfernt und immer wieder mit Hankslésung gespllt. Die sympathischen
Nervenstrange, Blut-, Binde- und Fettgewebe mussten so weit entfernt werden bis
die lateral an der Wirbelsaule liegenden Spinalganglien fur den Praparator gut
sichtbar waren. Vor dem Abtrennen der Ganglien von den lateralen Nervenstrédngen,
mussten zuerst die medialen Nervenstrange mit einer Pinzette durchtrennt werden.
Die separierten Ganglien konnten in eine Zellkulturschale (35 mm x 10 mm, BD
Falcon, BD Biosciences, CA, USA), in welcher sich 1,5 ml COz-angereichertes und
37 °C warmes, serumhaltiges Medium befand, Gberfihrt werden. Der letzte
Praparationsschritt bestand in der vorsichtigen aber sorgfaltigen Reinigung der

Ganglien von Blutgefal3en, Bindegewebe und Nervenstrangresten.
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2.2.5 Dissoziation praparierter Hihner-Neurone

Samtliche Arbeitsschritte fanden, wenn nicht anders angegeben, unter sterilen
Bedingungen unter einer Reinluftbank (Heraeus HS12, Kendro Laboratory Products,
Hanau, Germany) statt.

Fur den Vorgang des Dissoziierens wurden die geputzten Ganglien im ersten
Teilschritt in ein 1,5 ml Reaktionsgefal’ (Eppendorf), in welches 1 ml HANKS
vorgelegt war, Gberfuhrt und fir 5 Minuten bei 0,2 rcf zentrifugiert. Nach vorsichtigem
Abnehmen des Uberstandes wurde das durch das Zentrifugieren entstandene Pellet
in 250 pl Trypsin EDTA resuspendiert. Trypsin, welches zu den Endopeptidasen
z&hlt und ein Wirkoptimum bei ca. 37°C hat, dient in diesem Versuch dazu, die
membranstandigen Zelladhasionsproteine zu spalten. Aus diesem Grund wird die
zehnminutige Inkubation im Zellkulturschrank bei 37°C durchgefihrt. Durch Zugabe
von 750 pl serumhaltigen Zellkulturmediums wurde die Wirkung des Trypsins
gestoppt. Es folgten zwei Waschschritte mit 1 ml DRG-10 serumhaltigem Medium.
Zwischen den Waschschritten wurde jeweils wieder fur 5 Minuten bei 0,2 rcf
zentrifugiert und der Uberstand vorsichtig abgenommen. Nach dem letzten
Waschschritt wurde der Uberstand durch 500 pl DRG-10 serumhaltiges Medium
ersetzt. Hierbei war darauf zu achten, dass das Pellet intakt blieb. Fir den Vorgang
des Dissoziierens wurden eigens vorab angefertigte silikonisierte Pasteur-Pipetten
bendtigt. Durch leichtes Andricken der abgerundeten Spitze, der silikonisierten
Pasteur-Pipette an den Boden des Reaktionsgefal3es und dem gleichzeitigen
ODQJVDPHQ ARPXBMNOW® IDHEUH Q3 ZX U @EiHdd d& emisteleqdeé® L H Q
Scherkrafte vereinzelt. Das vorherige Silikonisieren der Pipetten verhinderte das
Anhaften der Zellen an der Innenseite der Pipetten, wodurch eine héhere Zellzahl
generiert werden konnte. Dieser Vorgang wurde nur etwa zehnmal wiederholt, um

die neuronalen Zellen diesen Scherkraften nicht unnétig auszusetzten.

2.2.6 Selektion neuronaler Zellen

Ein wichtiger Arbeitsschritt vor dem Aussahen der Neurone ist die Selektion. Nicht
neuronale Zellen, wie z.B. Fibroblasten oder auch Satellitenzellen, haben einen
geringeren Anspruch hinsichtlich des Bodenuntergrundes.

Diesen Zellen ist es mdglich, sich schnell am Boden von unbeschichteten

Zellkulturschalen anzuheften und anzuwachsen.
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Neuronale Zellen dagegen benétigen einen besonderen Untergrund zum Anhaften

und Ausbilden ihrer Neuriten, wie z.B. Laminin [71].

Aus diesem Grund wurde das Zellkulturmedium mit den nun vereinzelten Zellen zur
Selektion in eine nicht beschichtete Zellkulturschale (35mm x 10mm, BD Falcon, BD
Biosciences, CA, USA) Uberfuhrt. Anschlielend wurde das Reaktionsgefald mit 1 ml
Medium nachgespiilt und dies auch in das Zellkulturschélchen gegeben.

Zur Inkubation kam das Zellkulturschélchen fur etwa 2 Stunden in einen
Zellkulturschrank bei 37°C, 90% Luftfeuchtigkeit und 7,5% COx.

2.2.7 Aussahen der Zellen

Vor dem Abnehmen des Uberstandes, welcher die neuronalen Zellen beinhaltet,
wurde die Zellkulturschale vorsichtig zweimal geschwenkt. Dies war nétig, um lose
am Boden liegende Neurone mit dem Uberstand abnehmen zu kénnen.

Das mit DRG-Neuronen versetzte Medium konnte anschlieend in ein 1,5 ml
Reaktionsgefal® Uberfuhrt und fir 5 Minuten bei 0,2 rcf zentrifugiert werden. Nach
Abnehmen des Uberstandes konnte das Pellet in 450 pl serumhaltigem
Zellkulturmedium resuspendiert werden.

Vorversuche haben gezeigt, dass Neurone bezliglich des Anwachsens oder auch im
Stadium des Wachstumes an sich auf kleinste Veranderungen reagieren kdnnen.
Aus diesem Grund wurden samtliche weitere Arbeitsschritte im Inkubator
durchgefuhrt. In die mit 150 pl serumhaltigem DRG-10 Medium vorbereiteten
Schélchen wurden nun 50 pl Zellsuspension zugegeben und diese vorsichtig
geschwenkt, um eine gleichmallige Verteilung der Zellen zu erhalten.
Hauptaugenmerk wurde beim Aussahen der Zellen auf eine gleichmaRige Verteilung
und eine geringe Zelldichte gelegt. Um zu vermeiden, dass das Wachstum durch
parakrine Signale ungewollt beeinflusst wird, entsprach das Volumen 200 pl 3-4
Zellen / mm?2. Dieser Wert stimmt mit der in der Literatur beschriebenen klonalen

Dichte von < 5 Zellen / mm? tiberein [72].
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2.2.8 Anwachsen und Fixation dissoziierter Neurone

Die bestilickten Zellkulturschalen wurden anschlie3end fiir 2 Stunden in einem
Zellkulturschrank bei 37°C, 90% Luftfeuchtigkeit und 7,5% COz kultiviert. Bei dem
Prozess des Absinkens und Anhaftens der neuronalen Zellen war es sehr wichtig,
den CO2-Zellkulturschrank nach Moglichkeit nicht zu 6ffnen. Nach 2 Stunden konnten
die 200 pl serumhaltiges Medium komplett abgenommen und durch 1 ml serumfreies
Medium, welches mit dem jeweiligen Inhibitoren oder Kontrollsubstanzen versetzt
wurde, ersetzt werden. Bei diesem Schritt war es noétig, zligig zu arbeiten, um ein
Trockenfallen der Zellen zu vermeiden. Wichtig bei der Zugabe des neuen Mediums
war es, dies langsam und aus einem schragen Winkel auf die Zellen tropfen zu
lassen, um ein Ablosen der schon angehafteten Zellen zu vermeiden. Anschlie3end
wurden die Zellen fir weitere 5,5 Stunden im Zellkulturschrank auswachsen
gelassen.

Damit es mdglich war, das Wachstum der neuronalen Fortsatze nach insgesamt 7,5
Stunden zu bestimmen, mussten die Zellen in dem jeweiligen Zustand festgehalten
werden. FUr die Fixierung wurde eine 14,8% Formaldehydlésung bendétigt. Hierfur
wurde die entsprechende Menge an Paraformaldehyd eingewogen und in 50°C
heiRes, demineralisiertes Wasser gegeben. Zum Losen des Paraformaldehyds wurde
auf einem Magnetrihrgeréat 1 M NaOH zugetropft bis sich die Festsubstanz
vollstandig gelost hat. Nach Abkthlen der Losung wurde diese mit einer 1 M HCI
Ldsung auf den pH-Wert von 7,4 eingestellt. In vorangegangenen Arbeiten konnte
gezeigt werden, dass fur jeden Versuchstag frisch hergestelltes Formaldehyd einen
bestmoglichen Formerhalt des Wachstumskegels bietet. Fur die Fixierlosung wurde
600 mM Glucose mit 14,8% Formaldehyd zu gleichen Teilen vermischt und in einem
Wasserbad auf 37°C vorgewarmt. Samtliche Fixierschritte wurden im CO2-
Zellkulturschrank durchgefiihrt. Fir eine optimale Fixation musste 1 ml der Losung
vorsichtig in das Zellkulturschélchen getropft werden. Die Inkubationszeit fur die
Fixation betrug 6 Minuten, alle weiteren Arbeiten erfolgten unter sterilen
Bedingungen in einer Reinluftbank. Nach zweimaligem Waschen mit 1 ml PBS
konnten die Zellen bis zur weiteren Verwendung in einem Weinklimaschrank bei

16°C gelagert werden.
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2.2.9 Ganglion-Explantate

Zu Beginn der Ganglion-Explantate musste als erster Schritt die benétigte Anzahl
Schalchen mit Laminin beschichtet werden. Nach 2 Stunden Inkubation der
beschichteten Schalchen im CO2-Zellkulturschrank, konnte das Laminin in 2
Waschschritten mit jeweils 1ml HANKS abgewaschen werden. Nun musste 200 pl
Zellkulturmedium vorgelegt werden. Wie unter 2.2.5 genauestens beschrieben,
wurden die Ganglien frei prapariert, geputzt und anschlieBend jeweils ein Ganglion in
ein mit 200ul Zellkulturmedium befllltes Schélchen gegeben. Nach Zurlckstellen der
Schalchen in den Zellkulturschrank musste darauf geachtet werden, dass die
Ganglien zentriert ausgerichtet sind und gegebenenfalls noch einmal vorsichtig mit
einer Pinzette das Ganglion verschoben werden. Nach ca. 3 Stunden konnte das
Volumen des Zellkulturmediums auf 1 ml aufgestockt werden und die Ganglion-
Explantate flir mindestens 24 Stunden ohne weitere Beeintrachtigungen von auBen
anwachsen. Wie in Abbildung 5 zu sehen ist, wuchsen die Explantate wahrend
dieser Zeit sonnenférmig aus und es war gut méglich, einzelne Wachstumskegel in

der Peripherie relativ vereinzelt zu detektieren.

Abb. 5: Ganglion-Explantat nach ca. vierundzwanzig Stunden

Auswachsen. Neuriten sind sonnenférmig um das Explantat

ausgewachsen.
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2.3 HEK 293 Zellkultur

Bei der in dieser Arbeit verwendeten adharenten Zellkultur handelt es sich um HEK
293. Diese Zelllinie stammt urspriinglich aus dem Jahre 1973. Die Abkirzung HEK
bezeichnet embryonalen Nierenzellen (HEK = Human Embryonic Kidney) eines
verstorbenen menschlichen Embryonen mit unbekannter Herkunft. Durch
Transformation wurden Teile des menschlichen Adenovirus 5 in das Genom
eingebaut [73]. Diese Zelllinie zeichnet sich durch die einfache Handhabung in der
Kultivierung und beim Transfizieren aus. Auf Grund dieser Eigenschaften wurden

HEK293 als Zelllinie fur die Transfektionsversuche gewahlt.

2.3.1 Auftauen von Zellen

Die in Kyroréhrchen aufbewahrten Zellen werden bis zum Auftauen in einem Tank
mit Flissigstickstoff bei etwa -200°C gelagert. Zum Auftauen werden die
Kyrorohrchen zuerst fir etwa 1 Minute bei Raumtemperatur stehen gelassen. In
dieser Zeit wird unter einer Reinluftbank ein 50 ml Falconréhrchen 10 m
Zellkulturmedium vorgelegt. Um den Auftauvorgang etwas zu beschleunigen, kbnnen
die Zellen anschlieend in der Handflache gewarmt werden. Mittels einer
Pasteurpipette werden etwa 50% der Zellen entnommen und in das vorbereitete
Medium gegeben. Mit etwas frischen Medium werden nun auch die im Kyroréhrchen
verbliebenen Zellen resuspendiert und in das Falconréhrchen tberfuhrt.
Anschlie3end werden die Zellen bei Raumtemperatur fir 5 Minuten bei 1000 rpm
zentrifugiert (Heraeus Holding GmbH, Biofuge Primo R, Hanau Deutschland). Nach
dem Zentrifugieren wird der Uberstand vorsichtig abgesaugt, ohne das Pellet zu
zerstoren, und mit 1 ml frischen Medium wieder aufgenommen. Die nun in frisches
Medium dberfuhrten Zellen kdnnen dann in eine T25 Zellkulturflasche, in welches
vorab 5 ml Medium gefullt wurde, gegeben werden. Nach ca. 5 Stunden sind die
Zellen am Boden der Zellkulturflasche adhériert und es kann ein Mediumaustausch
vorgenommen werden. In diesem Schritt werden Zellen, die schon tot oder dabei
sind sich abzuldsen, aus der Zellkultur entfernt, um eine schnelle Regeneration zu

gewahrleisten.

38



Material und Methoden

2.3.2 Kultivieren von HEK293

Die Lagerung der HEK293 Zellkulturen erfolgte in einem COz2 Inkubator (Model 3111,
Forma Series Il Water Jacket, Thermo Fisher Scientific, USA) bei 37,5°C, 7,5% CO2
und einer Luftfeuchtigkeit von 90%. Zum Schutz vor Kontamination der Zellkultur war
es notig, die Reinluftbank mit 80% Ethanol zu reinigen und einen Kittel sowie
Handschuhe zu tragen. Als erster Schritt wurde das Zellkulturmedium vorsichtig
abgesaugt. Dabei war darauf zu achten, dass die Spitze der Absaugpipette nicht
direkt auf den Zellboden mit den adharenten Zellen gehalten wird, sondern das
Medium aus einer gegenuberliegenden Ecke abgenommen wurde. Anschliel3end
folgte ein Waschschritt mit 1x PBS. Zum Ablsen der HEK293 vom Boden der
Zellkulturflasche, wurden diese mit Trypsin/EDTA Uberschichtet und fur ca. 30
Sekunden zuriick in den COz2 Inkubator gestellt. Nach vorsichtigem Abnehmen der
Flussigkeit konnten die Zellen in 10 ml Medium, welches vorab in einem Wasserbad
auf 37°C erwarmt wurde, in ein 15 ml Falconréhrchen resuspendiert werden, um sie
anschlieBend fiir 5 Minuten bei 100 rpm zu zentrifugieren. Der Uberstand wurde
wieder vorsichtig abgesaugt und das zurtickgebliebene Pellet mit 5 ml frischem
Medium resuspendiert. Zum weiteren Kultivieren wurde in eine T25 Zellkulturflasche

5 ml Medium vorgelegt und 0,5 ml Zellsuspension dazu pipettiert.
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2.3.3 Aussahen und transfizieren von HEK293

Bei der Transfektion von adahrenten Zellen wird die Zellsuspension zunachst
verdinnt und mit einer Dichte von 30-50% in 200 pl Nahrmedium (DMEM 4,5 mit
10% fotalem Kalberserum) ausgesat. Zum Aussahen der Zellkultur wurden, wie unter
2.2.2 Herstellung und Beschichtung der Zellkulturschalen beschrieben, selbst
hergestellte 35mm Zellkulturschalen mit einer 15 mm Bohrung und einer
anschlielRenden Poly-D-Lysin Beschichtung verwendet. Nach ca. 3 Stunden
Anwachsen der adharenten Zellkultur wurde der Transfektionsansatz, bestehend aus
DMEM 4,5 (ohne FCS und ohne Antibiotika), Plasmid-DNA und PEI, hergestellt. Das
Verhaltnis betrug DNA:PEI 1:3 (ug/ng) und wurde mit der 8,3 fachen Menge des
verwendeten PEI mit DMEM 4,5 aufgefullt. Wichtig war, dass PEI vor der
Verwendung fur 10 Minuten stark vorzutexten. AnschlieRend wurden die drei
Komponenten, Plasmid-DNA, PEI und DMEM 4,5 in ein 0,5 pl Eppendorf
Reaktionsgefal? pipettiert und fur 10 Minuten bei Raumtemperatur im Dunklen
inkubiert. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde der Transfektionsansatz auf die
Zellen getropft. 3 Stunden spater wurde das Volumen des Mediums noch auf 1 ml
aufgestockt und tiber Nacht im COz2 Zellkulturschrank bei 37°C und 7,5% CO2
wachsen gelassen.

Der in diesem Versuchsabschnitt verwendete Plasmidvektor mit dem Insert (A2A-
Rezeptor Human) tragt die Bezeichnung PCMV-SPORT6-MGC-21342.
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2.4 Farbungen

2.4.1 Neurofilamentfarbung

Bei dem in diesem Assay angewandten Selektionsverfahren war es nicht mdglich,
100% der nicht neuronalen Zellen zu beseitigen. Aus diesem Grund musste
sichergestellt werden, dass es moglich ist, nicht neuronale Zellen von neuronalen zu
unterscheiden. Auf eine Selektion und Auswertung anhand einer
Neurofilamentfarbung an jedem Versuchstag wurde verzichtet, da sich der
Zellverlust, bedingt durch die haufigen Waschschritte, auf mehr als 25% belief.
Anhand einer Doppelfarbung konnte festgestellt werden, dass neuronale und nicht
neuronale Zellen anhand von morphologischen Merkmalen, wie z.B. dem Ausbilden

von Fortsatzen, unterschieden werden konnten (vgl. Abbildung 6).

Abb. 6: |Identifikation von neuronalen Zellen: a: Zeigt ein Differentialinterferenzkontrastbild von

neuronalen und nicht neuronalen Zellen. b: Immunozytochemische Farbung der Neurofilamente
(rot) und eine Zellkernfarbung mit HOECHST (blau) zur Detektion von nicht neuronalen Zellen
(markiert mit *). Fir diese Abbildung wurden die Zellen nicht selektiert und auch nicht in klonaler

Dichte ausgesat um neuronale und nicht neuronale Zellen in einer Abbildung zeigen zu kénnen.

Vor der Antikrperfarbung mussten die vorab fixierten Zellen permeabilisiert werden.
Dies geschah mit 0,1% Triton X-100, mit einer Inkubationszeit von 4 Minuten und
jeweils 200 pl pro Schalchen. Nach zweimaligem Waschen mit 1 ml PBS, wurden die
unspezifischen Bindungsstellen durch eine Blockingsolution, bestehend aus PBS und
3% Ziegenserum, fliir eine Stunde bei Raumtemperatur abgesattigt. Als Haupt-
Markerprotein des Neuritenwachstums gelten die Neurofilamente. Aus diesem Grund

wurde eine immunozytochemische Farbung der Neurofilamente verwendet.

41



Material und Methoden

Hierflr wurde der primare Antikorper gegen die 200 kDa Neurofilament-Untereinheit
mit einer Verdinnung von 1:200 mit PBS (100%) auf die Zellen gegeben. Um ein
besseres Farbeergebnis zu erzielen, erfolgte die Inkubation mit dem priméaren
Antikorper Uber Nacht im Kihlschrank.

Anschlie3end folgten drei Waschschritte mit PBS, wobei zwischen jedem
Waschschritt 5 Minuten inkubiert wurde. Um die spezifischen Bindungsstellen des
primaren Antikdrpers sichtbar zu machen folgte eine zweistliindige Inkubation der
Zellen mit dem sekundaren Antikdrper Cy3-konjugierten Goat Anti Mouse-Antikorper.
Die Verdinnung des sekundéaren Antikérpers betrug 1:200.

Im Anschluss an die Antikdrperfarbung folgten wieder drei Waschschritte. Der zweite
Waschschritt diente gleichzeitig zum Anfarben der Kerne mit HOECHST 33258. Fir
die Zellkernfarbung Betrug die Endkonzentration von HOECHST 33258 1 uM bei
einer Inkubationszeit von 5 Minuten. Die Messungen erfolgten zeitnah, um ein

bestmogliches Ergebnis zu erhalten.

2.4.2 Immunfluoreszenzfarbung

Mit Hilfe der Immunfluoreszenzfarbung sollte der Aza-Rezeptor im Wachstumskegel
neuronaler Zellen von Hihnerembryonen und in der Zellmembran von HEK 293
nachgewiesen werden. Neurone wurden wie unter 2.2.9 in Ganglion-Explantaten
vorbereitet. HEK 293 wurden nach vorangegangener Transfektion, wie unter 2.3.3
beschrieben, ebenfalls am Vortag ausgesat und beide Zellsysteme fiir 24 Stunden
auswachsen gelassen. Alle weiteren Schritte wurden fiir neuronale Zellen wie fir
HEK?293 durchgefihrt.

Zunachst mussten die Zellen vorab mit einem Gemisch aus Formaldehyd
(Endkonzentration 2%) und Glucose (Endkonzentration 150mM) fixiert werden. Die
Fixierung fand im Zellkulturschrank statt, um ein Zuriickziehen der Neuriten oder ein
Abkugeln der Zellen zu vermeiden. Hierfur wurde 1 ml Fixationslésung zum
Zellmedium zugegeben und anschlieRend 10 Minuten gewartet. Die Fixation wurde
durch Zugabe von 2 ml PBST beendet und die Schalchen mussten zwei weitere Male
mit PBST gewaschen werden. Anschliel3end fand ein Mediumwechsel statt und nach
dem Absaugen des PBST folgte die Permeabilisierung wofir 0,5% Triton X100/PBS

far 10 Minuten auf die Zellen getropft wurde.
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Ohne anschlie3enden Waschschritt wurde die Permeabilisierungslésung durch die
Blockinglosung ersetzt und fur eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Nach
Ablauf der Inkubationszeit wurde die Blockingldsung vorsichtig abgesaugt, wobei
darauf zu achten war, dass die einzelnen Schalchen nicht komplett trocken fallen,
und sofort mit 200 pl des primaren Antikorpers Adenosine A2A-R Antikdper mit einer
Verdiinnung von 1:50 tberschichtet. Die weitere Inkubation der Schalchen erfolgte
fur eine Stunde bei Raumtemperatur im Dunklen. Um ein Austrocknen zu vermeiden,
musste eine Feuchtkammer geschaffen werden, indem ein nasses, fusselfreies Tuch
in die Petrischale gelegt wurde.

Anschliel3end folgte das viermalige Waschen mit PBST, wobei hier auch sehr wichtig
war, dass die Schalchen nicht trocken fallen. Der sekundéare Antikdrper goat anti-
rabbit IgG Alexa Fluor®488 mit einer Verdinnung von 1:400, wurde ebenfalls mit der
Blockinglésung verdinnt und die Zellen damit fiir eine Stunde im Dunklen bei
Raumtemperatur Uberschichtet. Danach folgte ein viermaliger Waschschritt mit
Blockinglésung und weitere zweimal mit PBS. Daraufhin wurde 10 Minuten bei
Raumtemperatur mit 4%igem Formaldehyd/PBS nachfixiert. Als letzter Schritt wurde
die Fixierung wieder durch die Zugabe von PBS aufgehoben und anschliel3end
Schalchen vorsichtig weitere zwei Mal mit PBS gewaschen.

Die Schalchen wurden bis zur Messung im Dunklen aufbewahrt.

Bei HEK293 Zellen wurde zusétzlich, im Anschluss an die Fixierung, noch eine
Kernfarbung mit HOECHST 33258 durchgefuhrt, um transfizierte Zellen von nicht-
transfizierten Zellen unterscheiden zu kdnnen. Die Gegenfarbung der Zellkerne
wurde mit 1 uM HOECHST 33258 (Stocklésung 1 mM) Losung durchgefihrt. Die
vorab mit PBS gewaschenen Zellkulturschalchen wurden vorsichtig abgesaugt und
mit 200 pl der Farbelésung Gberschichtet. Nach funfminutiger Inkubation im Dunklen
bei Raumtemperatur konnte die Farbelésung durch viermaliges Waschen mit PBS

entfernt werden.
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2.4.3 Doppelfarbung mit Quinacrin und Fura2-AM

Aus der Literatur ist bekannt, dass mit Hilfe von Quinacrine dihydrochloride ATP-
reiche Vesikel angefarbt werden kénnen [74-76]. Um ATP-reiche Vesikel lokalisieren
zu kdénnen, wurde eine Gegenfarbung mit Fura2-AM durchgefuhrt. Mit diesem
Farbstoff war es mdglich Neuriten und Wachstumskegel bei Lebendzellen sichtbar zu
machen.

Fur diese Farbeversuche war es notig, Ganglion-Explantate, wie unter 2.2.9
beschrieben, fir 24 Stunden auswachsen zu lassen. Bei den weiterfiihrenden
Farbeschritten war es sehr wichtig, das Absaugen und Austauschen des Mediums so
behutsam wie mdglich durchzufiihren, um einen Kollaps, also das Zurtickziehen der
Wachstumskegel, zu verhindern. Aus diesem Grund mussten alle Farbeldsungen im
Medium auf 37°C vortemperiert und verdinnt werden. Des Weiteren war darauf zu
achten, dass die Zugabe der Medien und Farbel6ésung nur von der Seite und nicht
direkt auf das Ganglion erfolgte. Vorab wurde eine Stockldsung von 50uM Quinacrin
in PBS und eine Stocklosung von Fura2-AM in DMSO hergestellt und fur 15 Minuten
mittels hochfrequenter Schwingungen in einem Ultraschalbad gelost. Um die
Irritationen der Ganglien durch Medienwechsel so gering wie moglich zu halten,
wurde eine Doppelfarbelésung aus 25uM Quinacrin und 2uM Fura2-AM, welche in
Medium verdunnt wurde, vorbereitet. Nach vorsichtigem Absaugen konnten 200 pl
der Farbeldsung in das Zellkulturschalchen getropft werden. Nach achtsamen
Zurlckstellen in den Zellkulturschrank konnten diese fur 30 Minuten inkubiert
werden. Um die Farbel6sung von den Zellen abzuwaschen, mussten die
Zellkulturschélchen zuerst zweimal vorsichtig ausgesaugt werden, um anschlie3end

sofort mit 1 ml angewarmtem Zellkulturmedium ersetzt zu werden.
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2.4.4 Doppelfarbung MitoTracker® und Quinacrin

Mit einer MitoTracker® / Quinacrin Doppelfarbung sollte ausgeschlossen werden,
dass es sich bei den angeféarbten Vesikeln, um ATP-Vesikel und nicht um
Mitochondrien handelt. Auch in diesem Versuchsteil kamen Ganglion-Explantate zum
Einsatz. Wie auch schon unter 2.4.3 beschrieben, war es auch bei diesen Farbungen
von Lebendzellen wichtig, darauf zu achten, dass die Zellen so wenig wie moglich
aus ihrem idealen Wachstumsklima, dem CO2 Klimaschrank, entfernt wurden. Auch
hier wurde die Farbel6ésung mit vorgewarmtem Zellkulturmedium verdinnt und
Farbeschritte zusammengefasst.

Zuerst wurde eine MitoTracker® Stockldsung 1mM in DMSO gel6st und
anschlieRend eine 50uM Stockldsung von Quinacrin in PBS hergestellt. Damit die
Farbepartikel besser in Losung gehen, kam auch hier das Ultraschallbad fir 15
Minuten zum Einsatz. Die Farbel6ésung mit der Endkonzentration von MitoTracker®
250 nM und Quinacrin 25 uM wurde weiter mit angewarmtem Zellkulturmedium
verdunnt und nach Abnehmen des Zellkulturmediums direkt fir 30 Minuten auf die
Zellen getropft. Die Inkubation mit der Farbelésung fand, wie schon unter 2.2.3, im
Zellkulturschrank statt. Die darauf folgenden zwei Waschschritte mit angewéarmtem
Medium (1 ml) wurden unter einer Reinluftbank durchgefiihrt. Zur besseren
Klimatisierung wurde das Zellkulturschélchen zunéchst fur 10 Minuten auf dem Live-
Cell- Imaging Setup bei 37°C und unter CO2 Begasung inkubiert. Erst nach Ablauf

dieser Zeit konnte mit dem Messprotokoll begonnen werden.
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2.4.5 Dreifachfarbung mit LysoTracker®, MitoTracker® und HOECHST

Bei Lysosomen handelt es sich um Vesikel mit einem sauren pH-Wert, welche von
einer einfachen Biomembran umschlossen sind. Diese Doppelfarbung sollte
Aufschluss darliber geben, ob mit Hilfe von quinacrine dihydrochloride nur
ATP-Vesikel oder auch Lysosome angefarbt werden kdnnen.

Als Gegenfarbung zum Farbstoff LysoTracker ® wurde zum einen wieder der
Farbstoff MitoTracker® gewahlt und zum anderen auch eine Zellkernfarbung mit
HOECHST 33258 durchgefihrt. Um Vergleiche in der Lokalisation der angefarbten
Kompartimente erstellen zu kénnen, wurden in dem hier verwendeten
Zellkultursystem auch Ganglion-Explantate verwendet.

Als erster Schritt mussten auch hier die Stockldsungen der einzelnen Farbstoffe
hergestellt werden. Zur Herstellung der MitoTracker® 1mM Stocklésung wurde der
Farbstoff zuerst in der Hand vorgewarmt und dann mit DMSO gel6st. Der Farbstoff
LysoTracker® wurde bereits fertig geldst in DMSO mit einer Konzentration von 1mM
bezogen. Es wurde eine Dreifachldsung mit den Endkonzentrationen von 250 nM
(MitoTracker®), 50nM (LysoTracker®) und 1,6 uM HOECHST 33258 durch
Verdinnung mit warmem Zellkulturmedium hergestellt. Nach funfzehnminutiger
Inkubation im Ultraschallbad konnte die Farbelésung auf die Zellen gegeben werden.
Nach einer Inkubationszeit von 30 Minuten wurde die Farbeldsung durch
zweimaliges Waschen mit 1 ml warmem Medium abgewaschen. Eine zehnminutige
Inkubation auf dem Live-Cell-Imaging Setup bei 37°C und unter CO2-Begasung,

sollte die Farberesultate verbessern.
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2.5 Verwendete Messsysteme

2.5.1 Neuritenwachstum

Alle mikroskopischen Messungen zur Bestimmung der Wachstumsgeschwindigkeit
von dissoziierten neuronalen Zellen wurden mit einem Olympus 1X70 (Olympus,
Tokio, Japan) mittels einer Phasenkontrast-Beleuchtung durchgefuhrt. Fur die
Messungen wurde ein 20x, NA 0,40, Ph 1, Plan Objektiv (Olympus, Tokyo, Japan)
verwendet (vgl. Abbildung 7). Fur samtliche Bildaufnahmen wurde eine Proscilica GX

(Allied Vision Technologies GmbH, Stadtroda) genutzt, als Software diente GigE
Vision®.

Abb. 7: Setup zur Bestimmung der Wachstumsgeschwindigkeit von dissoziierten
neuronalen Zellen. Dies wurde mit einem Olympus IX70 (Olympus, Tokio, Japan)

mittels einer Phasenkontrast-Beleuchtung durchgefihrt.
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2.5.2 Live-Cell-Imaging

Bei dem Setup fur Live-Cell-Imaging war es wichtig, zu gewahrleiten, dass wahrend
der kompletten Messdauer optimale Bedingungen (Temperatur und CO2 Begasung)
fur die Zellen herrschten, da jede Anderung der Umweltbedingungen die Zellen
stressen kann und somit Messwerte verfalschen wirde. Dieses Messsystem wurde
fur die jeweiligen Doppelfarbungen verwendet.

Um ein Messklima von 37°C aufrechterhalten zu kénnen, stand das komplette
Messsystem unter einer selbstgebauten Styroporkiste, die dafiir gesorgt hat, dass
stérendes Raumlicht abgeschirmt wird. Zudem war es durch die Kiste auch mdéglich,
eine konstante Temperatur von 37°C aufrecht zu halten. Mit Hilfe einer
Messdatenerfasskarte (PCI 6024E, National Instruments) und Break Out Box (BNC
2110 National Instruments) und dem Programm Lab View wurde die Heizung am
Mikroskop gesteuert. Um die Luft innerhalb der Kiste auf 37° C anzuwarmen, wurde
ein Heilluftfohn (Steinel. 3451, Herzebrock-Clarholz) verwendet. Um das System vor
einer Uberhitzung zu schiitzen wurde dies tiber ein Thermostat (ELV, UT100, LEER)
geregelt.

CO2wurde mit Hilfe eines Schlauches aus dem Zellkulturschrank ausgeleitet. Der
Schlauch wurde durch ein kleines Loch im Deckel des Zellkulturschalchens mit dem
System verbunden und der CO2-Transport aus dem Inkubator mit Hilfe einer Pumpe
(Gilson Miniplus2, Gilson) aufrechterhalten. Um Verdunstung und somit eine
Reduzierung des Mediums innerhalb der Schalchen zu vermeiden, wurde das CO2
Uber eine, im beheizten Innenraum stehende, wassergefillte Glasflasche geleitet.
Somit wurde die Luft angewarmt und angefeuchtet, wodurch die Zellen in der
gleichen Atmosphére wie im Zellkulturschrank wachsen konnten.

Bei dem eigentlichen Messsystem handelte es sich um ein Imic (Till Photonics,
Grafelfing, Deutschland) mit einem Polychrome 5000 (Till Photonics, Grafelfing,
Deutschland) als Lichtquelle. Das Mikroskop wurde mit der Software Live Acquisition
(Version 2.4, Till Photonics, Gréfelfing, Deutschland), einem motorisierten
Mikroskoptisch H101ATP (Prior, Cambrige, UK) mit einem beheizbaren Probenhalter
betrieben. Bei der verwendeten Kamera handelte es sich um eine Sensicam QE
(PCO, Kelheim) (Abbildung 8).
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Abb. 8: Gezeigt ist in dieser Abbildung, das fir diese Arbeit verwendete Setup flr die jeweiligen Live-
Cell-lmaging-Aufnahmen. Mit Hilfe der selbstgebauten Styroporkiste war es zum einen méglich, das

Raumlicht abzuschirmen und zum anderen konnte so eine konstante Temperatur, flr die

Zellexplantate, von 37°C generiert werden.

Die Steuerung des Messsystems erfolgte mittels eines digitalen Signalprozessors

(ICU, Till Photonics, Gréafelfing, Deutschland).
Samtliche Bildaufnahmen wurden mit einem 40x Objektiv (NA 1,35, OI, OLYMPUS)

und den Filtersatzen Fura2 (Ex. SP 410, DC. LP 410 Em. Bright Line 510/84) und
dem Filtersatz CFP/YFP gemacht. Die Anregung fur den Farbstoff Fura2-AM lag bei

380 nm, Quinacrin wurde bei 420 nm angeregt.
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2.5.3 Epifluoreszenzmessungen

Dieses Messsystem wurde aufgrund seiner extrem leichten Bedienbarkeit und wegen
des guten Durchlichts, welches einem ermdglichte, schon vorab Zellen auszusuchen
ohne sie zu bleichen, fir die Immunofluoreszenzaufnahmen gewahit.

Die Bildaufnahme wurde mit dem automatischen Epifluoreszenmikroskop, more
(TILL I.D. GmbH, Gréfelfing, Deutschland) und einem Polychrome V Monochromator
(Till Photonics, Gréfelfing, Deutschland) als Lichtquelle aufgenommen. Das Setup
wurde Uber einen digitalen Signalprozessor (ICU, Till Photonics, Grafelfing,
Deutschland) und der Software (Live Aquisition, Version 2.4, Till Photonics,
Grafelfing, Deutschland) gesteuert (vgl. Abbildung 9).

Fiir diese Bildreihe kam ein 60 x Objektiv (NA 1,35, Ol, OLYMPUS) zum Einsatz.

Zellen wurden mit einer LED bei 470 nm angeregt und mit einem DAFI-Filtersatz bei

einer Belichtungszeit von 750 ms gemessen.

Abb. 9: Zeigt ein Epifluoreszenmikroskop, more der Firma TILL
I.D. GmbH (Gréfelfing, Deutschland). Als Lichtquelle kam ein
Polychrome V Monochromator (Till Photonics, Gréafelfing,

Deutschland) zum Einsatz.
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2.6 Versuchsablauf

Das Vermessen der ausgewachsenen Neurite erfolgte im Anschluss an das
Praparieren, Dissoziieren und schlussendliche Fixieren der Zellen, welches unter
2.2.9 ausfihrlich beschrieben ist. Die mit Formaldehyd fixierten und PBS
Uberschichteten Schalchen konnten bis zur Messung am darauf folgenden Tag in
einem Weinklimaschrank (WKw 1806, Liebherr, Bieberach) bei +16°C gelagert
werden.

Das Aussahen von 3-4 Neuronen / mm? (klonale Dichte) [72] war nétig, um die
Neurone im bestmdglichen Abstand zueinander auswachsen lassen zu kénnen. Das
vorherige Verblinden der Schélchen von einer auf3enstehenden Person ermdglichte
es dem Experimentator, objektiv jedes Neuron auf die vorab aufgestellten Kriterien
hin zu Gberprufen ohne, dass Erwartungshaltungen die Auswahl beeintrachtigen.
Kriterien fur Neurone waren, dass der Neurit mit seinem Wachstumskegel gut
erkennbar war. Durch die vorangegangene Fixierung war es maoglich, dass trotz der
richtig temperierten und frisch hergestellten Fixierlosung Zellen, auf diesen Vorgang,
mit einem Kollaps oder mit einem Zurtickziehen des Neuriten reagierten. Auch
mechanische Einwirkungen, wie das Zugeben der Fixationslosung, konnten zu einer
Beschadigung der Neuriten fihren. Auf diese Weise beeintrachtigte Zellen wurden
von der Messung ausgeschlossen. Weiter war es wichtig, darauf zu achten, dass die
Zellen weitestgehend separiert von anderen Zellen gewachsen sind. Damit ist
gemeint, dass sich die Neuriten nicht treffen oder tibereinander wachsen, da dieser
Assay auf Grund der Annahme von autokrinen Mechanismen im Wachstumskegel
entstanden ist und somit parakrine Wirkungen weitestgehend vermieden werden
sollten. Von den ausgewahlten Neuriten wurde mit dem unter 2.5.1 beschriebenen
Setup ein Phasenkontrastbild gemacht. Alle weiteren Schritte wurden unter
Zuhilfenahme des Programmes ImageJ durchgefuhrt.
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2.7 Auswertung der Bilder

ImageJ ist ein in Java geschriebenes Open Source Bildbearbeitungs- und
Bildverarbeitungsprogramm, entwickelt von Wayne Rasband. Das Programm kann
durch eine Vielzahl an Plugins erweitert werden, wodurch es ein grol3es
Anwendungsgebiet gerade in der medizinischen und wissenschaftlichen
Bildbearbeitung findet.

Die manuelle Auswertung der Bilder wurde in dieser Arbeit mit dem ImagJ Plugin,
NeurondJ durchgefuhrt. Da das Plugin NeuronJ auf fluoreszenzgefarbte Bilder
ausgelegt ist [77], somit also helle Neurone auf dunklen Hintergrund erkennen kann,
mussten die mit Phasenkontrast aufgenommenen Bilder mit dem Standardtool von
ImageJ invertiert werden. Die Neuritenlange konnte mit Hilfe eines
Tracingwerkzeuges bestimmt werden, wobei der erste Markierungspunkt am Stoma
lag und der Endmarkierungspunkt in der Mitte des Wachstumskegels. Zur Messung
wurde immer nur der langste Neurit des Neurons ausgewahlt. Die so erhaltenen
Langen der einzelnen Neuriten konnten dann weiter in eine Excel-Tabelle Ubertragen
werden. Die von NeuronJ ausgegebenen Daten stellten Pixel-Werte dar und mussten
anschlielen noch in um umgerechnet werden. Anhand dieser Daten konnte dann die
neuronale Gesamtlange bestimmt werden.

Die statistische Auswertung erfolge mit dem Programm GraphPad Prism.
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2.8 Auswertmethode

Wahrend ein Live-Cell-Assay aus technischen Griinden nur geringe
Stichprobenumfange ermdoglicht, ist es mit dissoziierten und fixierten Zellen mdglich,
eine weit grolRere Zahl an Zellen im gleichen Zeitraum zu untersuchen. Im Live-Cell-
Assay wurde jede einzelne Zelle als statistisch unabhangiges Ereignis behandelt.
Gleiches ist auch im Fall der dissoziierten und fixierten Zellen sinnvoll, da das
Zellsystem gezielt darauf optimiert wurde, dass die Zellen so weit von anderen
entfernt wachsen, dass eine gegenseitige Beeinflussung weitestgehend
ausgeschlossen werden kann. Zwar sind Schwankungen, die vom jeweiligen
Schalchen abhangen, denkbar (Beschichtung, mechanische Einfliisse), jedoch
wurde bei der Durchfiihrung der Experimente auf mdglichst grof3e Reproduzierbarkeit
wert gelegt. Der Auswertung auf Schélchenbasis steht entgegen, dass hierbei
Schalchen, in denen weniger Zellen ausgewertet werden, eine héhere Gewichtung
erhalten wurden. In der Literatur findet man in vergleichbaren Féllen sowohl
Auswertung auf Einzelzellbasis (wie sie in der vorliegenden Arbeit durchgefiihrt

werden) als auch auf Schéalchenbasis [78, 79].

2.9 Verwendete Software

Word 2013, Excel 2013, (Microsoft Corporation Version 1.3.1.8), Adobe® lllustrator®
CS2 (Adobe Systems Inc., San José, USA), Live Acquisition (Version 2.4, Till
Photonics, Gréfelfing, Deutschland), ImageJ Version 1.37I (National Institutes of
Health), GraphPad Prism 5 (Version 5.02, GraphPad Software, Inc.)
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3.0 Ergebnisse

Ziel dieser Arbeit war es zu einem, zu analysieren, welcher Adenosinrezeptor oder
welcher Zusammenschluss von Rezeptoren das Wachstum neuronaler Zellen
beeinflussen kann. Des Weiteren sollte untersucht werden, ob der Aktivierung der
Adenosinrezeptoren ein autokriner Adenosin-Loop zu Grunde liegt. Diese Arbeit
kann funktionell in folgende zwei Abschnitte gegliedert werden, wobei die einzelnen

Unterkapitel meist voneinander abhangen oder aufeinander aufbauen.

X Untersuchung des Einflusses der vier verschiedenen Adenosinrezeptoren auf
das Wachstum von sensorischen Neuronen

X Auswirkungen auf den neuronalen Wachstumsprozess durch den aktiven
Abbau von purinergen Substanzen sowie das Blocken von

nukleotidabbauenden Enzymen (NTPDasen)

3.1 Mel3- und Modellsystem

3.1.1 Auswahl und Etablierung des Mel3systems

Benjamin Grau konnte 2004 in seiner Dissertation zeigen, dass der Aza-Rezeptor, ein
Familienmitglied der P1-Adenosinrezeptoren, Einfluss auf das Richtungswachstum
neuronaler Zellen hat [80]. In weiteren Arbeiten konnte sowohl mit einem Live-Cell
Assay als auch mit einem Wachstumsassay gezeigt werden, dass durch Hemmung
der Adenosinrezeptoren nicht nur Einfluss auf das Richtungswachstum sondern auch
auf die Geschwindigkeit bzw. auf die Gesamtlange der neuronalen Fortsatze
genommen werden kann [81, 82].

Im Rahmen der vorrangegangen Bachelor- und Masterarbeiten zeigte sich, dass fur
Experimente bezuglich des neuronalen Wachstums und die mdgliche Beteiligung der
Adenosinrezeptoren der hier verwendete Wachstumsassay am geeignetsten ist. Dies
liegt zum einen daran, dass der Stichprobenumfang an den Messtagen deutlich
hoher ist als es zum Beispiel mit einem Live-Cell Assay moéglich ware. Der
gewichtigste Grund ist jedoch, dass in diesem Assay die Zellkultur aus dissoziierten,
selektierten und in einer geringen Dichte von 3-4 Zellen pro mm? ausgesaten
Neuronen bestand. Durch das Dissoziieren und Selektieren, war es mdglich, eine

Zellkultur zu genieren die zu mindestens 85% aus neuronalen Zellen besteht.
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Sowohl durch das Selektieren als auch durch das Ausséen in dieser geringen Dichte
konnten parakrine Wirkungsmechanismen zwischen den Zellen weitestgehend
unterbunden werden. Im Gegensatz dazu finden sich in einem Live-Cell-Assay, in
welchem Ganglienexplantate fur die Messungen verwendet werden, in umliegender
N&he sowohl neuronale als auch nicht neuronale Zellen in der Zellkultur. Dadurch ist
es maoglich, dass in diesem System Zellen, zum Beispiel durch parakrine Einfliisse
von neuronalen oder auch nicht neuronalen Zellen, massiv beeinflusst werden
kénnen. Werden die Ganglien jedoch dissoziiert, selektiert und in einer klonalen
Dichte von 3-4 Zellen pro mmz [72] ausgesat, kann vermieden werden, dass Zellen in
unmittelbarer Nahe einen positiven oder negativen Einfluss auf das Wachstum der
Neurone haben. Ein Nachteil dieser Messmethode ist der hohe Zeitaufwand, der bei
ca. 11 Stunden pro Versuchstag liegt. Als Modellsystem dieser Arbeit wurden

Huhnerembryonen (E11) verwendet.

Der genaue experimentelle Ablauf ist in Kapitel zwei detailliert beschrieben. Im ersten
Arbeitsschritt mussten die Hinterwurzelganglien entnommen und geputzt werden.
Der zweite Arbeitsschritt bestand im Dissoziieren und Selektieren. Anschliel3end
konnten die Zellen in der richtigen Dichte, 3-4 Zellen pro mm?, ausgesat und inkubiert
werden. In vorangegangenen Arbeiten zeigte sich, dass die Zellen 2 Stunden
bendtigen, um abzusinken und anzuhaften. Nach exakt dieser Zeit fand ein
Mediumwechsel statt, im Zuge dessen den Zellen der jeweilige Agonist bzw.
Antagonist zugesetzt wurde. Das Abstoppen der jeweiligen Substanzen fand nach
weiteren 5,5 Stunden mittels einer Glucose/Formaldehyd-Fixationslosung statt. Auf
Grund fehlender Erfahrung zur Haltbarkeit von formaldehydfixierten Praparaten sah
das Protokoll vor, die Zellen innerhalb der nachsten 12 Stunden nach Fixierung zu
vermessen. Bis zur eigentlichen Messung fand die Aufbewahrung der Schalchen in

einem Weinklimaschrank bei 16°C statt.

Das oben beschriebene Verfahren, in welchen die Neurone erst nach zwei Stunden
des Absinkens und Anhaftens durch Zugabe der Substanzen stimuliert bzw. inhibiert
werden, hat zur Folge dass nur Aussagen Uber die Gesamtlange getroffen werden
kénnen. Eine Aussage Uber die Wachstumsgeschwindigkeit kann durch diese

Untersuchungsmethode nicht gemacht werden.
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Geschwindigkeit wird definiert als:

O:5PNA;’?LGA|§2 AO?DSEJ@E
P:<AEP ) '

Der Zeitpunkt des Aussaens der Neurone kann zwar als Beginn des Wachstums der
Neurone festgelegt werden, da zuvor durch das Préparieren, putzen und dissoziieren
der Neurone, nur Zellkérper ohne jeglichen Neuriten auf die Schélchen ausgesat
werden. Jedoch konnte Uber die ersten zwei Stunden in denen die Neurone ans
Substrat anhaften und sich akklimatisieren, mit diesem Assay keine Lange gemessen
werden, welche als Basiswert fur alle Versuche herangezogen werden konnte. Um
Aussagen Uber die Geschwindigkeit treffen zu konnen musste klar definiert sein,
wann der Zeitpunkt Null des Auswachsens ist. In Vorversuchen wurde getestet, ob es
maoglich ist, einen Mittelwert fiir diese Anfangszeit zu generieren, der dann auf die
Versuchstage umgelegt werden kann. Das Problem hierbei ist aber, dass es drei
verschiedene Mdoglichkeiten der Zellwachstumsstadien zum Zeitpunkt nach zwei
Stunden gibt. Erstens, Neurone kdnnen schon Neuriten ausgebildet haben.
Zweitens, Neurone haben noch keine Neuriten ausgebildet, sind aber nicht
abgestorben, sondern brauchten nur langer zum anhaften und akklimatisieren und
beginnen zu einem spateren Zeitpunkt mit der Ausbildung von Neuriten. Drittens,
Neurone sind abgestorben und bilden keine Neuriten aus. Wenn nach zwei Stunden
fixiert wird, kann deshalb nicht zwischen Zellen die noch keine Neuriten gebildet
haben und Zellen die keinen Neurit bilden werden unterschieden werden. Fur
Versuche dieser Art scheint ein Live-Cell-Imaging-Assay geeigneter. Hierbei muss
jedoch darauf geachtet werden, dass diese Versuche ein Setup bendgtigen, in
welchem sich die Zellen in einem ann&hernd optimalen Klima entwickeln kénnen.
Dazu zéahlen die Begasung mit CO2 und eine weitestgehend konstante Temperatur
von 37°C.
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3.1.2 Modellsystem Hihnerembryo

Auf Grund seiner extrauterinen Embryonalentwicklung, der einfachen Bestimmung
der Embryonalstadien und der raschen (dreiwdchigen) Ontogenese ist das Huhnerei
ein geeignetes Modellsystem fir viele Forschungsstudien. Schon in der Antike diente
das Huhnerei als erstes Modellsystem zur Untersuchung des embryologischen
Systems. Vor mehr als 2000 Jahren, im 4. Jahrhundert vor Christus, fihrte schon der
Philosoph und Naturforscher Aristoteles (384-322 v.Chr.) Forschungen zur
Embryonalentwicklung an Hihnereiern durch. Seine favorisierte Theorie, dass die
Struktur und Entwicklungsform der Embryonen stufenweise vorangeht und nicht in
kleinster Form, vollstandig ausgebildet schon im Ei vorliegt, stellte sich als richtig
heraus [83]. Jedoch teilten die meisten Forscher bis ins spate 17. Jahrhundert die
Ansicht, dass es durch physikalische und chemische Krafte nicht mdglich ist, einen
Embryo zu formen und somit der Embryo in seiner Form schon von Anbeginn
vorgefertigt sein muss. Nur ein englischer Arzt, Harvey Williams (1578-1657),
welcher auch intensive Forschungen an Hihnereiern durchfiihrte, wandte sich gegen
diese Vorstellung [83] (U SUIJWH GKM®oem\WP AZDV VR YLHO EHGHXWH
ADOOHYV VWDPPW DXV GHP (L3 DEHU ZD WebBhibKo@uksU OHLQXQJ
einer ungeformten Grundsubstanz formt [83, 84]. Die Praformationstheorie, der
Organismus ist schon vollstandig entwickelt und muss nur noch wachsen, und die
Theorie Uber die Epigenese, das Leben bildet sich aus einer Grundsubstanz, waren
bis in das 19. Jahrhundert ein Streitthema in der Wissenschaft [83]. Erst die
Erkenntnis der beiden Naturforscher Theodor Schwann und Jakob Matthias
Schleiden 1893, dass die Zelle als elementarer Baustein lebender Gewebe und
Organismen [85] der Anfang allen Lebens ist, konnte diese wissenschaftliche Frage

klaren.

Laut der Firma Bayer AG Leverkusen betrug der prozentuale Anteil von Nagern als
Versuchstiere in der medizinischen Forschung in Bayern, zu welchen unter anderem
Mause und Ratten zahlen, 95,8%. Vigel hingegen kamen in Bayern laut dieser
Statistik nur auf 0,1% (siehe Abbildung 10) im Jahre 2014.

57






Ergebnisse

Huhnerembryonen als Versuchstiere haben aber nicht nur Vorteile. Dass Nager und
im speziellen Mause fir die biologische Forschung enorm wichtig sind, ist bekannt
und wird auch klar in der von der Firma Bayer AG Leverkusen veroffentlichten
Statistik, bei welcher der prozentuale Anteil von Nagern tGiber 90% ausmacht. Das
Mausmodell ist ein sehr gut verstandenes und etabliertes System, bei welchem
schon 2002, als zweites Saugetier tberhaupt, die komplette Genomsequenz
veroffentlich wurde. Des Weiteren ist die Anzahl der Gene von ca. 21000 dem
Genom des Menschen in der Anzahl als auch in 99% der Sequenz, mit
artspezifischen Abwandlungen und umgekehrt, extrem ahnlich [86]. Auf Grund des
viel verwendeten Modellsystems Maus ergeben sich Probleme fir Experimente mit
Huhnerembryonen. Dadurch, dass besonders Nagetiere sehr viel in der
medizinischen und biologischen Forschung verwendet werden, sind meist Antikorper
und Inhibitoren auf diese Gattung ausgelegt und an diesen erprobt. Die von den
Firmen empfohlenen Konzentrationen und Wirkungssysteme zielen auf Versuche mit
Labortieren wie Ratten oder Mausen ab. Aus diesem Grund sind manche
pharmazeutischen Produkte, wie beispielsweise Inhibitoren nur in eingeschranktem
Malf3e oder auch gar nicht fir andere Modellsysteme empfehlenswert. Ein weiterer
Vorteil von Mausen und zugleich ein Nachteil beim Einsatz von Hihnerembryonen
ist, dass es durch die Kreuzung unterschiedlicher Mause und besonders durch den
Einsatz transgener Mause maglich ist, zum Beispiel Mause zu generieren, welchen
gewisse Eigenschaften fehlen. Fur diese Arbeit konkret géabe es eine

transgene A2a -Adenosin Rezeptor Maus (A2a knockout Maus), welche gerade bei
der Antikorperfarbung als Negativkontrolle einen erheblichen Mehrwert dargestellt
hatte.

Zusammenfassend ist zu sagen, dass es fir und gegen das Modellsystem der
Huhnerembryonen einige Argumente gibt. In dieser Arbeit ist jedoch bewusst das
Modellsystem Huhn gewéhlt worden. Aufgrund des sehr zeitaufwendigen
Wachstumsassays kam die leichte und weniger zeitintensive Praparation der
Hinterwurzelganglien diesem Assay sehr entgegen. Weiter war es auf Grund des
schnellen Heranreifens und der hundertprozentigen Kontrolle, wann welches
Embryonenstadium zu Versuchszwecken vorliegt, gut mdglich einen hohen

Stichprobenumfang zeitnah zu reproduzieren und zu messen.
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3.2 Untersuchung der beteiligten Rezeptoren am Wachstum

sensorischer Neurone

3.2.1 Einfluss des Aza-Rezeptors auf das Wachstum sensorischer

Neurone

In diesem Versuchsteil sollte die Frage geklart werden, ob Adenosinrezeptoren
Einfluss auf das Wachstum sensorischer Neurone des Modellsystems Gallus gallus
haben. Zur Klarung dieser Fragestellung wurden durch Zugabe von Agonisten und
Antagonisten die einzelnen Adenosinrezeptoren stimuliert oder geblockt und das

neuronale Wachstum mittels eines Wachstumsassays gemessen.

Das heutige Wissen uber den biologischen Einfluss von Adenin und seinen
Nucleotiden geht auf das Jahr 1929 zuriick. Die beiden Wissenschaftler Drury und
Szent-Gyorgi beschrieben den Einfluss von Adeninnukleosiden und seinen
Nucleotiden auf das kardiovaskulare System [46]. Es sollte jedoch fast 50 Jahre
dauern bis Geoffrey Burnstock 1978 purinerge Rezeptoren klassifizierte. Bis heute
gilt diese Klassifizierung, bei welcher die Familie der P1-Rezeptoren
(Adenosinrezeptoren) durch den physiologischen Agonisten Adenosin aktiviert wird.
Die purinergen P2-Rezeptoren hingegen kénnen durch ATP, ADP oder andere

Nucleotide aktiviert werden [87].

Als Agonist wird eine Substanz oder ein Ligand verstanden, welcher durch die
Besetzung eines Rezeptors eine bestimmte Aktivierung des Rezeptorproteins den
naturlichen Liganden nachahmt [88]. Die in diesen Versuchsabschnitten
verwendeten Liganden sind zumeist chemische Verbindungen, welche den

eigentlichen Botenstoff in seiner Wirkung imitieren.

2-(p-(2-carboxyethyl)phenylethylamino)- gN-etylcarboxamido-Adenosin (CGS

21680) ist als erster hoch selektiver Aza-Rezeptoragonist in der Literatur beschrieben.

Seine hohe Affinitat fur den Aza-Rezeptor wurde experimentell an Ratten

nachgewiesen [89]. CGS 21680 ist ein synthetisch hergestellter Agonist, dessen

Grundgerust die gleichartige Struktur wie der nattrliche Agonist Adenosin darstellt,

mit dem Substituent (2-carboxyethyl)phenylethylamino-Gruppe an der C2 Position

vom Adenin und dem Substituent Nethylcarboxyamido-*UXSSH DP & W GHU 5LERVI
[90]. In Abbildung 11 ist die Struktur von CGS 21680 gezeigt.
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Ein entscheidender Unterschied zu einem Live-Cell-Assay liegt in der Auswahl der zu
vermessenden Neuriten. Bei Live-Cell Imaging kdnnen die zu vermessenden
Neuriten aktiv beobachtet und vermessen werden, wodurch jeder Neurit, der sich
nicht innerhalb einer Messung zurtickzieht oder kollabiert, in die Auswertung
miteinbezogen werden kann. In einem fixierten Zellkultursystem, wie es in diesem
Assay genutzt wurde, ist dies nicht moglich. Aus diesem Grund wurde vorab
festgelegt, dass der langste Neurit eines jeden Neurons als Mal3 fur die Gesamtlange
vermessen wird. Um eine Aussage Uber den Einfluss des spezifischen Aza-
Rezeptoragonisten CGS 21680 auf das Langenwachstum neuronaler Zellen treffen
zu kdnnen, war es notig gegen die dazugehorigen Kontrollen zu testen.
Kontrollschélchen wurden mit der gleichen Menge an DMSO stimuliert, die auch zum
Ldsen von CGS 21680 verwendet wurde. An keinem der Versuchstage konnte auf
Kontrollmessungen verzichtet werden, da deutliche Schwankungen im
Gesamtlangenwachstum der durchgefihrten Messtage zu verzeichnen waren. Daher
wurde an den jeweiligen Messtagen etwa die gleiche Anzahl von Neuronen in den
stimulierten Schalchen und der Kontrolle ausgewahlt. Die statistische Auswertung
der Gesamtlangen fand auf Basis der einzelnen Neurone statt. Hierfir wurden
Neurone aller Messtage in die Auswertung einbezogen und nicht die Mittelwerte auf
Schélchenbasis verglichen. Der Grund hierfur war, dass durch Einbeziehen jedes
einzelnen Neurons keine Gewichtung der verschiedenen Versuchstage stattfand. Die
statistische Uberpriifung der Wachstumsmessungen mit dem Programm GraphPad
ergab, dass diese nicht normalverteilt sind und somit mittels des Mann-Whitney-Test
auf Signifikanz hin Gberprift werden konnten. Dieser Versuchsteil ergab, dass durch
Stimulation mit 200nM CGS 21680 (n=141) die Gesamtlange der Neuriten signifikant
(p=0,0431) um 9,2% im Vergleich zur DMSO-Kontrolle (n=158) gesteigert werden
konnte (vgl. Abb. 12 und Tab. 1).
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Im Rahmen von neuen Experimenten innerhalb der Arbeitsgruppe, in welchen
untersucht wurde, ob und in welchen Mengen Nukleotide im Zellkulturmedium
vorliegen, konnte in Ubereinstimmung mit [93] festgestellt werden, dass nicht nur
keine Nukleotide in den einzelnen Substanzen des Zellkulturmediums vorliegen,
sondern auch, dass im FCS nukleotidabbauende Enzyme vorkommen [94]. Aufgrund
von fehlenden Kenntnissen tber die Menge und Aktivitat an nukleotidabbauenden
Enzymen, die durch das FCS im Zellkulturmedium vorliegen kdnnten, und dem nicht
bekannten Einfluss auf das in vitro Zellsystem, war es auf Basis dieser neuen
Erkenntnisse unumganglich, die Zusammensetzung des Zellkulturmediums zu
verandern. Fotales Kalberserum ist ein Tierprodukt und beinhaltet eine Vielzahl an
unterschiedlichen Komponenten, wie beispielsweise Wachstumsfaktoren, Hormone
Adhasionsmolekiile, Cytokine, Aminosauren und auch Vitamine. Diese immense
Fulle an wachstumsférdernden Substanzen macht das Serum zu einer idealen
Nahrungsquelle fur in vitro Zellkulturen [95]. Da das Serum eine
Hauptnahrungsquelle im Zellkulturmedium darstellt, ist es nicht mdglich dieses
ersatzlos aus dem Medium zu entfernen. Eine Vielzahl an Herstellern bietet
unterschiedlichste chemisch definierte Fertigmedien an, um serumfreie
Nahrlosungen herstellen zu kdnnen. Als Serum-Ersatz kam in allen weiteren
Versuchen das chemisch definierte Fertigmedium N1-supplement zum Einsatz. N1-
supplement, bestehend aus Insulin, Transferrin, Putrescin, Progesteron und Selenit,
ist ein aus der Literatur bekannter Zusatz, welcher fur in vitro Versuche mit
Hinterwurzelganglien von Hiuhnern geeignet ist, wobei fur das Wachstum der
Neurone von E11-HUhnerembryonen nur Insulin und Transferrin wichtig ist [96]. Des
Weiteren war dieses Fertigmedium in dieser Arbeitsgruppe schon etabliert und wurde

aus diesen Griinden als Ersatz fur FCS in den weiteren Versuchen verwendet.

Auf Grund der Umstellung des Zellkulturmediums von serumhaltigem auf serumfreies
Medium sollte im n&chsten Experimentabschnitt Gberprift werden, ob es auch im
serumfreien Medium moglich ist, das Wachstum durch Blocken der
Adenosinrezeptoren mit CGS 15943 zu hemmen. Dieses Experiment wurde zur
Uberpriifung des geanderten Assays gewahlt, da in vorangegangenen Arbeiten das
Blocken der Adenosinrezeptoren mit CGS 15943 zu einer signifikanten
Verlangsamung der Gesamtlangen der Neuriten gefiihrt hat [97] und diese Daten

zum Vergleich herangezogen werden konnten.
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3.2.2 Einfluss des Ax»,-Rezeptors auf das Wachstum sensorischer

Neurone

Ziel dieses Experimentes war es, mit Hilfe eines spezifischen Agonisten und
Antagonisten zu klaren, ob auch dieser Rezeptor Einfluss auf das LAngenwachstum
sensorischer Neurone hat.

Der Azp-Rezeptor ist zu diesem Zeitpunkt der noch am wenigsten erforschte und
verstandene Rezeptor der Adenosin-Rezeptorfamilie. Insbesondere seine niedrige
Affinitat fir Adenosin, die laut Literatur bei 5,1 uM liegt [100], stitzt die Annahme,
dass dieser Rezeptor in Situationen, in denen vermehrt Adenosin ausgeschuttet wird,
eine Rolle spielt. Die genaue Aufklarung der verschiedenen Funktionen dieses
Rezeptors bildet die Grundlage fir die Erforschung neuer therapeutischer Mittel
[101]. Besonders in Hinblick auf Therapien von entziindlichen kardiovaskularen
Erkrankungen, Diabetes und auch Asthma wird diesem Rezeptor eine wichtige
Funktion zugeschrieben [101, 102]. Im Zuge dieses erheblichen Interesses an
diesem Rezeptor als neues Zielobjekt fir Medikamente sind in der Literatur eine
Vielzahl an potenten und selektiven Antagonisten flr den Azp-Rezeptor in den letzten
Jahren beschrieben worden [103-105]. Die Arbeitsgruppe um Borrmann et al.
publizierte 2009 eine neuentwickelte Serie an hochaffinen und selektiven Azp-
Rezeptorantagonisten, die 1-alkyl-8-(piperazine-1-sulfonyl)phenylxanthines [106]. Auf
Grund seiner spezifischen Affinitat mit dem Ki-Wert von 0,553 nM fiir den humanen
A2n-Rezeptor und keiner Affinitat fur die weiteren Adenosinrezeptoren, bei einer
Konzentration bis hin zu 10 uM, wurde dieser spezifischer A2,-Antagonist 8-(4-(4-(4-
Chlorphenyl)piperazine-1-sulfonyl)phenyl)-1-propylxanthin (PSB603) ausgewahlt
[106]. PSB 603 zahlt zu den von der Xanthin-Struktur (Abb. 15) abgeleiteten
Antagonisten, wie in Abbildung 16 zu sehen ist.
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3.2.3 Einfluss des A:-Rezeptors auf das Wachstum sensorischer

Neurone

Bislang konnte in den letzten Versuchen gezeigt werden, dass durch Blocken,
sowohl des Aza-Rezeptors, als auch des Azn-Rezeptors, das Wachstum sensorischer
Neurone verlangsamt werden kann. Nur das spezifische Stimulieren des Aza-
Rezeptors zeigte einen signifikanten Anstieg in der durchschnittlichen Lange der
Neurite. Ziel dieses Versuchsabschnittes war es, den Einfluss des Ai-Rezeptors auf

das Langenwachstum sensorischer Neurone zu ermitteln.

Adenosin, ein endogenes Nukleosid, welches in allen Zellen einschlie3lich Gliazellen
und Neuronen vorkommt, ist der physiologische Agonist der Adenosinrezeptoren.
Eine Vielzahl physiologischer als auch pathophysiologischer Funktionen von
Adenosin z.B. im zentralen Nervensystem, den peripheren Organen sowie im
Gewebe sind bislang bekannt [115]. In der Pharmakologie spielen bislang die beiden
Adenosin-Rezeptoren A1 und Az2a mit ihren Agonisten und Antagonisten eine
vorherrschende Rolle [116]. Zu diesem Zeitpunkt, gilt Ai-Adenosinrezeptor als der
am besten untersuchte Rezeptor der Familie von P1 Rezeptoren. Eine hohes
Expressionsniveau des Ai-Adenosinrezeptors ist im Cortex, im Cerebellum, im
Hippocampus, im Cornu posterius medulla spinalis und im Auge zu finden. Weiter
konnte dieser Rezeptor auch in der Skelettmuskulatur, verschiedenen Regionen des
Gehirns, in der Leber sowie in der Niere detektiert werden. Dieses detaillierte Wissen
Uber das Vorkommen dieses Rezeptors ist im Besonderen dem Vorhandensein eines
Radioliganden fur den Ai-Rezeptor zu verdanken [117]. Die pharmazeutische
Forschung hat in den letzten Jahren viele Anhaltspunkte gefunden, dass die
Adenosinrezeptoren, unter anderem auch der Ai-Rezeptor in unterschiedliche
Krankheitsbilder involviert sind. Zukinftig konnten spezifische Ai-Agonisten eine
wichtige therapeutische Rolle bei einer Vielzahl von Erkrankungen wie z.B. der
Schmerztherapie, der Behandlung von Angina Pectoris oder bei Erkrankungen des
Herzens (Herzrhythmusstérungen, Tachykardie) spielen [107, 115]. Des Weiteren
wird auch den spezifischen Antagonisten im Bereich der Alzheimerforschung ein

therapeutisches Potential zugeschrieben [116].
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Im Bereich der medizinischen Forschung konnte mit Hilfe dieses selektiven As-
Rezeptoragonisten eine Wachstumsinhibierung von promyeloischen Leukadmiezellen
(HL-60) gezeigt werden [129]. Weitere Studien belegen, dass nicht nur der As-
Rezeptor Einfluss auf die Proliferation in Tumoren haben kann, sondern auch die
Adenosinrezeptoren A1, Azp und unter anderem auch der Aza-Rezeptor [130]. Auf
Grund dieser Erkenntnisse aus der Literatur stellt sich die Frage, ob der As-
Adenosinrezeptor auch einen Einfluss auf das Wachstum neuronaler Zellen hat. Um
dies zu testen, wurden die dissoziierten Neurone mit dem spezifischen Agonisten 2-
CI-IB-MECA, mit einer Endkonzentration von 10 nM, stimuliert. 2-CI-IB-MECA ist in
der Arbeitsgruppe ein bereits etablierter Agonist und auf Grund der Datenlage
vorangegangener Arbeiten wurde die Konzentration in Hohe von 10 nM
Ubernommen. Die mit 2-CI-IB-MECA behandelten Zellen zeigten eine
durchschnittliche Neuritenlange von 150,6 uM nach 7,5 Stunden. Die
durchschnittliche Neuritenlange nach 7,5 Stunden bei den mit DMSO behandelten
Kontrollen lag bei 151,0 uM. Auf Grund des hohen Stichprobenumfangs von n=192
fur die mit 2-CI-IB-MECA stimulierten Zellen und fur n=184 der Kontrollzellen, kann
trotz der wesentlich geringeren Durchschnittslange in Bezug auf die bereits
getesteten Komponenten trotzdem davon ausgegangen werden, dass das
Stimulieren des As-Rezeptors keinen Einfluss auf das Wachstum der Neuriten,
neuronaler Zellen hat (vgl. Abb.23 und Tab.1).
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3.2.5 Zusammenfassung der Adenosinrezeptoren

Uber das Vorkommen der einzelnen Adenosinrezeptoren und tber ihren
physiologischen und pathologischen Einfluss ist bislang schon viel veréffentlicht
worden, jedoch muss noch viel Arbeit in der Forschung geleistet werden, um weitere
Agonisten und Antagonisten in diesem Bereich in der Pharmakologie zu etablieren.
In den Experimenten dieser Arbeit wurde aus diesem Grund der Fokus auf den
Einfluss der Adenosinrezeptoren auf das Wachstum neuronaler Zellen gelegt.
Gezeigt werden konnte, dass mit dem nicht spezifischen Adenosin-
Rezeptorantagonisten CGS 15943 das Wachstum der Neuriten innerhalb von 7,5
Stunden um 16,85 % verlangsamt werden konnte. Um eingrenzen zu kdnnen,
welcher Adenosinrezeptor im Einzelnen an diesem Effekt beteiligt ist, wurden
unterschiedliche spezifische Agonisten sowie Antagonisten in den jeweiligen
Experimenten verwendet. Das Ergebnis dieser Untersuchungen war, dass es durch
die Zugabe von CGS 21680, einem spezifischen Aza-Rezeptoragonisten, moglich
war, das Wachstum signifikant um 9,2 % zu steigern. Weiter konnte durch den
spezifischen Az-Rezeptorantagonisten PSB603 auch eine Wachstumsminderung
von 7,2% gemessen werden. Das Blocken und Stimulieren der Adenosinrezeptoren
A1 und As zeigte keine Veranderung in der durchschnittlichen Neuritenlange. In der
unten aufgefuhrten Tabelle 1 konnen die jeweiligen Agonisten und Antagonisten und
die zur Kontrolle hin gemessenen durchschnittlichen Gesamtlangen entnommen
werden. Abbildung 26 zeigt die prozentuale Anderung des Wachstums, gemessen

gegen die Kontrolle.
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Tabelle 1:Verwendete Agonisten und Antagonisten fiir die Adenosinrezeptoren Aza, Azp, A1 und As

Mann-Whitney-

Rezeptor Mittelwert Standardfehler T % Anderung
Agonisten/Antagonisten n =
(um/7,5h) des Mittelwerts des Wachstums
(p-Wert)
CGS 21680 141 215,9 5,86
Aca 0,0431 (*) 9,2
Kontrolle 158 197,7 5,96
CGS 15943 120 180,7 5,92
A1, Aza, Azb,
< 0,0001 (****) -16,84
As
Kontrolle 110 217,3 7,18
PSB603 176 193,0 5,0
Azb 0,0548 -7,12
Kontrolle 184 207,8 571
BAY60-6583 179 228,3 5,52
Azb 0,9462 -0.43
Kontrolle 177 229,3 5,90
SLV320 161 183,9 6,10
A1 0,7832 1,49
Kontrolle 163 181,2 5,96
2-CI-IB-MECA 192 150,6 4,48
As 0,9920 -0,264
Kontrolle 184 151,0 4,54
MRS1334 159 146,9 4,04
Az 0,6809 -0,33
Kontrolle 163 147,4 4,67
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3.3 Immunbhistologischer Nachweis des Aza-Rezeptors

Der immunhistologischen Technik liegt die Idee zu Grunde, mittels einer spezifischen
Antigen-Antikérper-Reaktion Gewebseigenschaften eindeutig identifizieren zu
konnen. Die hier verwendete Technik wird als die Indirekte oder Zwei-Schritt-
Methode bezeichnet. Diese Technik beruht auf der Affinitat des Antikorpers fur ein
bestimmtes Epitop (auf der Oberflache eines Antigens der Bereich an den der
Antikdrper binden kann). Diese Methode wurde ausgewahlt, da sie sensitiver als die

direkte Methode ist und es zu einer Signalverstarkung kommt.

Des Weiteren ist diese Methode kostengunstiger, da fur alle Primarantikérper
derselbe Sekundarantikdrper verwendet werden kann, vorausgesetzt die
Primarantikdrper stammen aus der gleichen Tierart. Ein weiterer Vorteil ist, dass eine
grofRe Auswahl an unkonjungierten Primarantikdrpern handelsiblich zu Verfigung
steht [132].

In den vorangegangenen Experimenten konnte gezeigt werden, dass der Aza-

Adenosinrezeptor positiv wie auch negativ auf das Wachstum der Neuriten von

dissoziierten Neuronen des Haushuhns (Gallus gallus) wirken kann. In diesem

Versuchsabschnitt sollte durch eine indirekte Antikérperfarbung die Expression des
A2-$GHQRVLQUH]J]HSWRUV ORNDOLVLHUW ZHUGHQ +LHUI«U N|
Primarantikdrper Adenosine A2A-R (H-82): sc-13937 der Firma SANTA CRUZ
BIOTECHNOLOGY, INC. zum Einsatz. Polyklonale Antikérper stammen von

verschiedenen Plasmazellen und sind gegen das gleiche Antigen, jedoch gegen

verschiedene Epitope, gerichtet. Zur Visualisierung der Antigen-Antikdrperbindung

NDP HLQ A*RDWERiQARa Fluor®488 konjungierter Sekundarantikorper

zum Einsatz.
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3.4 Einfluss eines Adenosin bzw. ATP abbauenden Enzyms und eines

Ektonukleotidase-Inhibitors auf das Wachstum sensorischer Neurone

In den letzten Versuchsabschnitten wurde nicht nur gezeigt, dass der Aza-
Adenosinrezeptor eine wachstumsregulierende Wirkung haben kann, sondern auch
dass dieser Rezeptor an der Membran von Wachstumskegeln neuronaler Zellen, mit
Hilfe einer indirekten Antikérperfarbung, detektierbar ist. Aufbauend auf die
Ergebnisse der vorangegangenen Untersuchungen sollte getestet werden, ob diesen
Versuchsergebnissen ein autokriner Mechanismus zu Grunde liegt. Als mdgliche
These ware denkbar, dass ATP oder Adenosin von der Zelle freigesetzt wird,
welches autokrin die in der Zellmembran des gesamten Neurons gelegenen
Adenosinrezeptoren aktivieren kann. Zur Untersuchung eines moglichen autokrinen
Effekts wurden alle Versuche im serumfreien Medium durchgefthrt. Als
weiterfihrende Versuche sollten durch Zugabe von Adenosin Desaminase und
Apyrase die natirlichen Liganden Adenosin bzw. ATP abgebaut werden, um mit Hilfe
des Wachstumsassays die Auswirkungen auf das neuronale Wachstum zu messen.
Weiter sollte untersucht werden, ob durch die unspezifische Inhibierung der
Ektonukleotidasen das Wachstum dieses Zellsystems beeinflusst werden kann. Im
letzten Versuchsteil sollte mit einer ATP-Vesikelfarbung das lokale ATP-Vorkommen

im Neuron Uberpruft werden.
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3.4.2 Aktiver ATP Abbau durch die Zugabe des Enzyms Apyrase

Wie auch schon im vorangegangen Experiment sollte untersucht werden, welche
Auswirkungen der aktive ATP-Abbau, und somit die mdgliche Verminderung der
Adenosinquelle, auf das Wachstum neuronaler Zellen hat. Kirzlich veréffentlichte
wissenschaftliche Publikationen lassen darauf schliel3en, dass Neurone retinaler
Ganglien von Huhnern sowie Hinterwurzelganglien von Ratten ATP freisetzen [135,
136]. Aus der Literatur ist bekannt, dass die Mitglieder der Enzymfamilie ENTPDasen
(Ecto-nucleoside-triphoshate diphosphohydrolase) nucletid-spezifische Enzyme sind
und Nukleosidtri- und diphosphate in die jeweiligen Monophosphate abbauen. Zu
diesem Zeitpunkt sind im menschlichen Korper acht Isoformen (NTPDasel1-8)
bekannt, wobei die von den einzelnen Isoformen bevorzugten Nukleotide variieren
kénnen. Die E-NTPDasen (1-3 und 8) besitzen eine grol3e extrazellulare katalytische
Domane, welche funf Apyrase-konservierte Regionen (apyrase conserved regions,
ACRs) enthalt und einen Marker fur diese Enzymfamilie darstellt [66, 137]. Das
Enzym Apyrase, eine aus der Kartoffel isolierte wasserlosliche Form der NTPDase,
katalysiert die Hydrolyse der Phosphathydrid-Bindungen und somit das Abspalten
der Phosphate der Nukleosidtri- und diphosphate zu monophosphaten und
anorganischem Phosphor (Pi), in der Gegenwart von divalenten Kationen wie Ca?*
und Mg?*[138, 139]. Die Arbeitsgruppe um Handa konnte im Rahmen einer
molekularen Klonierung von Apyrase aus der Kartoffel aufzeigen, dass die
Proteinsequenz dieses Enzyms der im humanen CD39 entspricht [138]. In diesem
Versuchsteil kam die oben beschriebene wasserldsliche ATP-Diphosphorhydrolase
(Apyrase) aus der Kartoffel zum Einsatz. Laut dem Hersteller hydrolysiert 1U
Apyrase 1 uM anorganisches Phosphor (Pi) in der Minute bei optimalen
Bedingungen von pH 6,5 und 30°C. Die hier eingesetzte Menge an Apyrase betrug in
jedem gemessenen Schalchen 10U/ml. Der beschleunigte Abbau von ATP und ADP
durch die zugegebene Apyrase fuhrte zu einer Verminderung im Wachstum von
5,7%. Das entspricht einem mittleren Wachstum von 188,9 um fir die mit der
Apyrase behandelten Zellen (n=187) in 7,5 Stunden und einem durchschnittlichen
Wachstum der Kontrollen (n=186) von 200,3 pum in 7,5 Stunden (vgl. Abb. 31, Tab.2).
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In beiden Versuchsabschnitten konnte sowohl durch den beschleunigten Abbau von
Adenosin zu Inosin durch die Adenosin Desaminase, als auch durch den
beschleunigten Abbau von ATP zu ADP durch die eingesetzte Apyrase, eine
Verminderung im Wachstum der Neuriten von dissoziierten Hinterwurzelganglien
gemessen werden. Des Weiteren konnte durch das unspezifische Blocken der
Ektonukleotidasen mit dem Inhibitor ARL 67156 eine ahnliche Reaktion der Neurone,
in Bezug auf das Wachstum, gemessen werden. Mittels der Adenosin Desaminase
sowie mit dem Inhibitor ARL 67156 konnte ein Riickgang in der Neuritenlange von
Uber 8%, gegeniber der Kontrolle, detektiert werden. Die dazugegebene Apyrase
hingegen fuhrte auch zu einem verkirzten Wachstum der Fortsatze der dissoziierten
Neurone, jedoch betrug dies nur knapp 6%, gemessen gegen die Kontrollen. Die
Werte zu den einzelnen Versuchsabschnitten kénnen der Tabelle 2 enthommen
werden, weiter ist in Abbildung 35 die prozentuale Veranderung des Wachstums, zur

Kontrolle hin gemessen, zu sehen.

Tabelle 2:Verwendete Enzyme und Inhibitoren zur Hydrolyse von Nucleotiden und Blocken der E-
NTPDasen.

Zielstruktur Enzym/Inhibitor n Mittelwert Standardfehler Mann-Whitney-Test | % Anderung des
(um/7,5h) des Mittelwerts Wachstums
(p-Wert)
Adenosin
278 174,4 4,53
Adenosin Desaminase 0,0096 () 8,7%
Kontrolle 320 1911 5,13
Apyrase 187 188,9 5,18
ATP 0,0709 -5,7%
Kontrolle 186 200,3 5,29
ARL 67156 182 1925 531
Ektonukleotidasen 0,0570 -8,4%
Kontrolle 184 210,21 6,10
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Die Durchfihrung von Kontrollfarbungen fand mit MitoTracker® und LysoTracker®
statt. Der hier verwendete Fluoreszenzfarbstoff MitoTracker® der Firma Invitrogen,
wurde zur Farbung von Mitochondrien in Ganglienexplantaten benutzt.
LysoTracker®, welcher ebenfalls von der Firma Invitrogen bezogen wurde, ist ein
Fluoreszenzfarbstoff zur Farbung von lysosomalen Strukturen. Farbungen mit
Quinacrin und MitoTracker® zeigten deutliche Unterschiede in der Lokalisation und
Morphologie der angefarbten Strukturen. Deutlich konnte das mitochondriale
Netzwerk, welches durch die bohnenformigen Mitochondrien gebildet wird, von den
vesikularen Strukturen der Quinacrinfarbung unterschieden werden. Eine
Doppelfarbung mit LysoTracker® und Quinacrin war auf Grund der zu &hnlichen
Anregungswellenlange der beiden hier gewahlten Fluoreszenzfarbstoffe nicht
maoglich. Aus diesem Grund wurden Dreifachfarbungen mit MitoTracker®,
LysoTracker® und HOECHST 33258 gemacht. Mit dem Farbstoff Quinacrin konnten
gleichartige Kompartimente wie mit LysoTracker® angefarbt werden, jedoch bezog
sich dies nur auf Strukturen um den Zellkern, die sowohl mit Quinacrin als auch mit
LysoTracker® angefarbt werden konnten. Wie in Abbildung 37 gezeigt, konnten nur
durch den Farbstoff Quinacrine vesikulare Strukturen in den Neuriten und im

Wachstumskegel detektiert werden.
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4.0 Diskussion

Der Begriff Regeneration stammt aus dem Lateinischen (regeneratio) und bezeichnet
allgemein die Neuentstehung bzw. die Wiederherstellung. Die Regeneration
neuronaler Fortsatze ist ein komplexer Vorgang, welcher im zentralen wie auch im
peripheren System unterschiedlichen Mechanismen unterliegt. Heute ist bekannt das
Axone sowohl im peripheren als auch im zentralen Nervensystem die Kapazitat zur

Regeneration haben.

Herbert Seddon klassifizierte im Jahre 1943 traumatische Schadigungen von
peripheren Nerven in drei Klassen, welche er mit Neurapraxie, Axonotmesis und

Neurotmesis bezeichnete.

Neurapraxie stellt den ersten Verletzungsgrad in der Klassifizierung nach Herbert
Seddon dar. Von einer Neuapraxie spricht man, wenn, beispielsweise durch ein
stumpfes Trauma, die Myelinschicht der Nervenfasern verletzt ist. Diese Verletzung
hat eine Storung der Nervenleitgeschwindigkeit zur Folge. Eine vollstandige

Regeneration ist jedoch innerhalb weniger Tage zu erwarten [148].

Beim zweiten Verletzungsgrad, der Axonotmesis, ist das Axon geschadigt, die
bindegewebigen Strukturen sind jedoch noch intakt. Bei einer Axonotmesis liegt
klinisch gesehen ein vollstandiger Funktionsverlust des Nervs vor. Die erhaltene
mesenchymale Struktur dient dem regenerierenden Axon als Leitschiene, wodurch
eine funktionelle Erholung sehr wahrscheinlich ist. Bei diesem peripheren

Verletzungsgrad erfolgt distal ein Waller-Degenrations-Prozess [148].

Neurotmesis ist der dritte Verletzungsgrad und beschreibt eine komplette
Durchtrennung des Nervs [148]. Sydney Sutherland prazisierte die Klassifizierung
von Seddon und untereilte den dritten Verletzungsgrad weiter wodurch der
Verletzungsgrad und die klinische Prognose besser beurteilt werden kann [148].
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Dass Nervenfortsatze im zentralen System, wie auch im peripheren Nervensystem,
die Kapazitat zu einem erneuten Wachstum haben, konnten in den 1980ern Aquayo
und Kollegen zeigen. Eine Vielzahl an wachstumsinhibierenden Faktoren, welche
beispielsweise im Myelin des ZNS angereichert sind und das erneute Auswachsen
von zerstorten oder geschadigten Axonen im zentralen Nervensystem verhindern,
sind heute bekannt. Zu diesen Molekulen z&hlen unter anderem das Membranprotein
Nogo-A, Myelin-assoziiertes-Glykoprotein (MAG) oder Ephrin A3 und B3. Der
Einfluss dieser wachstumsinhibierenden Faktoren kann in zwei Bereiche unterteilt
werden. Zum einem kénnen diese zu einem schnellen und lokalen Kollaps in den
Lamellipodien und Filopodien des Wachstumskegels fihren, zum anderen kann es,
beispielsweise durch Nogo-A, zu einer lang anhaltenden im Zellkdrper vermittelten

Wachstumshemmung kommen [15-17].

In einer kirzlich erschienenen Publikation wurde gezeigt, dass Rtca (RNA 3 -terminal
phosphatase cyclase) zu den Faktoren zéahlt, die Einfluss auf die Regeneration von
Neuronen haben. Rtca, ein RNA-Prozessierungsenzym, spielt sowohl im zentralen
als auch peripheren Nervensystem eine Rolle im Regenerationsprozess von
Neuronen [149].

Aufgrund der in dieser Arbeit angewandten Technik des Dissoziierens der Neuronen,
bei dem alle neuronalen Fortsatze verloren gehen, kann nicht im klassischen Sinne
von einer Neuritenregeneration gesprochen werden. In dem hier verwendeten
Wachstumsassay sollte nicht die Regeneration von Neuronen sondern das
Wachstum von neuronalen Fortsatzen in einem Zellkultursystem von einzelnen

Neuronen untersucht werden.
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4.1 Verwendete Agonisten und Antagonisten

Diese Arbeit ist aufgebaut auf friheren Ergebnissen der eigenen Arbeitsgruppe, die
zeigen, dass Adenosin ein chemoattractant fir Neurone aus den
Hinterwurzelganglien von Gallus gallus ist [45]. Des Weiteren konnten Ergebnisse
eigener Arbeiten zeigen, dass das Inhibieren des Aza-Rezeptors zu einer Verkirzung

der Gesamtlange der Neuriten fuhrt [97].

Daher ist ein Abschnitt dieser Arbeit der Fragestellung gewidmet, welcher
Adenosinrezeptor das Wachstum von sensorischen Neuronen beeinflussen kann.
Die Basis dieser Arbeit sind ausschlief3lich pharmakologische Experimente. Ein
Grund hierfur ist die Wahl des Modellsystems Hihnerembryo. Die Arbeit mit
transgenen Versuchstieren, wie beispielsweise einer transgenen A2a -Adenosin
Rezeptor Maus (Az2a knockout Maus), hétte einen erheblichen Mehrwert fur die
Versuche dargestellt, war aber auf Grund der Entscheidung fur Hihnerembryonen
nicht moglich. Weiter waren, durch die Rahmenbedingungen innerhalb der

Arbeitsgruppe molekularbiologische Versuche nicht durchfiihrbar.

Bei der Arbeit mit pharmakologischen Substanzen ergeben sich grundlegende

Probleme, die in die Wahl der verwendeten Agonisten und Antagonisten mit

HLQEH]RJHQ ZHUGHQ PXVVWHQ 'HQNEDUHWNREBOMPH I ADWHK
Ldsungsmitteleffekte, die Beeinflussung des Wachstums auf Grund mechanischer

Pertubation durch Zugabe der jeweiligen Substanzen und speziesbedingte

Variationen in der Wirksamkeit der verwendeten Agonisten und Antagonisten.

Die oben genannten Probleme mit einbezogen, fiel die Wahl zunachst auf einen
unspezifischen Adenosinrezeptor-Antagonisten. 9-chloro-2-(2-furanyl)-{1,2,4}-
triazolo{1,5-c}quinazolin-5-amine (CGS 15943) ist ein nicht-Xanthiner
Adenosinantagonist [98]. Die Entscheidung fir CGS 15943 beruhte zum einem
darauf, dass er in der Literatur als potenter, unspezifischer Adenosinrezeptor-
Antagonist beschrieben ist [99]. Zum Anderen lagen langjahrige Erfahrung aus der
eigenen Arbeitsgruppe in Bezug auf die Ldslichkeit fur diesen Antagonisten vor. Die
der Literatur entnommenen Ki-Werte fur diesen Antagonisten liegen fur den Ai-
Rezeptor bei 3,5 nM, fiir den Aza-Rezeptor bei 4,2 nM, fur den Az»-Rezeptor bei
910 nM und fur den As-Rezeptor bei 51 nM [99].
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Um alle Rezeptor-Subtypen zu blocken, entsprach die verwendete Endkonzentration

9uM. Da die Konzentration von CGS 15943 etwa 10 Mal hoher war als der groi3te

Ki-Wert, konnte davon ausgegangen werden, dass nahezu alle Rezeptoren,

einschlief3lich des Az»-Rezeptors, geblockt waren. Dass die signifikante

Verlangsamung des Wachstums neuronaler Fortsatze von 17%, durch Zugabe von

&*6 DXl HLQHQ ARIlI WDUJHW?3 (IIHNW ]XUsFN]XI+KUHQ L\
Diese Annahme ist gestitzt durch die vorangegangenen Versuche, bei welchen ein

spezifischer Aza-Rezeptorantagonist, SCH 442416, einen vergleichbaren Effekt auf

das Wachstum von sensorischen Neurone hatte [97]. Weiter konnte durch die

Zugabe von Adenosin Desaminase, durch den Abbau von Adenosin, ebenfalls ein

wachstumsinhibierender Effekt gemessen werden.

Um Aufschluss daruber zu erlangen, ob ein oder mehrere Subtypen von
Adenosinrezeptoren das Wachstum von neuronalen Fortsatzen beeinflussen, kamen
in der anschlieRenden Versuchsreihe spezifische Agonisten und Antagonisten fur die

jeweiligen Subtypen der Adenosinrezeptoren zum Einsatz.

In der Literatur ist 2-(p-(2-carboxyethyl)phenylethylamino)- pN-etylcarboxamido-
Adenosin (CGS 21680) als hoch selektiver A2a-Rezeptoragonist beschrieben, dessen
hohe Affinitat fir den Aza-Rezeptor experimentell an Ratten nachgewiesen wurde
[89]. CGS 21680 ist ein synthetisch hergestellter Agonist, welcher einen strukturell
gleichartigen Liganden wie der natirliche Agonist Adenosin mit dem Substituent
(2-carboxyethyl)phenylethylamino-Gruppe an der C2 Position vom Adenin und dem
Substituent Nethylcarboxyamido-*UXSSH DP & p G [9Q) darstElR WMider
Literatur ist die Spezifitdt von CGS 21680 lediglich fir den menschlichen
Aza-Rezeptor sowie den entsprechenden Rezeptor in Ratten [89] beschrieben. Nicht
veroffentlichte Daten der eigenen Arbeitsgruppe von John-Christian Eilert aus einem
Cytoskelett-Assay zeigten jedoch auch eine Wirksamkeit im Modellsystem
Hahnerembryo. In der Literatur wird diesem Agonisten, mit einem Ki-Wert = 27nM,
eine hohe Affinitat fur den menschlichen Aza-Rezeptor zugeschrieben [150]. Die in
der vorliegenden Arbeit verwendete Endkonzentration lag bei 100nM. Diese
Konzentration orientierte sich an vorangegangenen Arbeiten und ermdglicht es
Ergebnisse verschiedener Assays zu vergleichen. Durch die Zugabe von CGS21680
konnte das Wachstum, dissoziierter Neurone der Hinterwurzelganglien, signifikant

gesteigert (9%) werden.
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Das weitere Vorgehen bestand darin, den Az,-Adenosinrezeptor sowohl zu blocken
als auch zu stimulieren. Aufgrund fehlender Erfahrungen in der eigenen
Arbeitsgruppe in Bezug auf Agonisten und Antagonisten, den Az»-Adenosinrezeptor
betreffend, konnte ausschlieRlich auf Informationen aus der Literatur zurtickgegriffen
werden. Wie anfanglich schon beschrieben, ist der Azp-Adenosinrezeptor aufgrund
seiner niedrigen Affinitat fir Adenosin im Bereich der pathophysiologischen Prozesse
angesiedelt. Dies macht den Rezeptor zu einem Zielobjekt fir Medikamente, weshalb
in den letzten Jahren eine Vielzahl an potenten und selektiven Antagonisten fir den
A2p-Rezeptor beschrieben worden sind [103-105]. 2009 entwickelten und publizierten
Borrmann et al. 1-alkyl-8-(piperazine-1-sulfonyl)phenylxanthine, eine Gruppe von
hochaffinen und selektiven A2ps-Rezeptorantagonisten [106]. Laut Literatur weist
dieser Antagonist eine Spezifitdt mit einem Ki-Wert von 0,553 nM fir den humanen
Azp-Rezeptor auf. Weiter ist der Literatur zu entnehmen, dass dieser Agonist bis hin
zu einer Konzentration von 10 uM keine Affinitat fir den A1, den A2aund den Az
Rezeptor zeigt. Aus diesen Grunden wurde fur die weiteren Versuche dieser
spezifische Azs-Antagonist 8-(4-(4-(4-Chlorphenyl)piperazine-1-sulfonyl)phenyl)-1-
propylxanthin (PSB603) ausgewahlt [106].

PSB603 zahlt zu den von der Xanthin-Struktur abgeleiteten Antagonisten. Die
verwendete Endkonzentration von PSB603 orientierte sich auf Grund von fehlenden
Erfahrungswerten an in der Literatur etablierten Konzentrationen und betrug in der
vorliegenden Arbeit durchweg 100nM [108, 109]. Das spezifische Inhibieren des Axp-
Adenosinrezeptors mit PSB603 zeigte eine nicht signifikante Verlangsamung des

Wachstums von sensorischen Neuronen von 7%.

Zusatzlich zu diversen Adenosin Azp-Rezeptorantagonisten wurden in den letzten
Jahren an den Azp-Rezeptor bindende Liganden publiziert [111, 112]. 5-N-
ethylcarboxamidoadenosine (NECA) war der erste Adenosinderivat-A2x-Agonist
[113], welcher zu den potenten aber nicht selektiven Adenosinrezeptor-Az2x,-Agonisten
zahlt [109]. Eine weitaus kleinere Gruppe von selektiven Agonisten, welche sich
strukturell nicht von Adenosin ableiten lassen, stellen die Pyridin-3,5-dicarbonitril-
Derivate dar [110]. Zu dieser Klasse zahlt BAY60-6583, ein 2-aminopyridine-3,5-
diacarbonitrile Derivat, welches von Bayer Healthcare (Wuppertal, Germany)

entwickelt worden ist [114].
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In der Literatur ist BAY60-6583 als der einzige derzeit im Handel erhéltliche potente
und selektive A2n-Adenosin-Rezeptoragonist beschrieben [113]. In diesem Versuch
wurde der hoch selektive Agonist BAY60-6583 und nicht der potente Agonist NECA
gewahlt. NECA ist ein haufig in der Literatur verwendeter Agonist, jedoch wurde
dieser mit seiner hohen Affinitat fir den A1, As und Aza-Rezeptor [99] als ungeeignet
fur die im Rahmen der hier geplanten und durchgefiihrten Experimente befunden.
Die verwendete Endkonzentration von BAY60-6583 orientierte sich ebenfalls an den
in der Literatur beschriebenen Konzentrationen von 100nM [113, 151]. Durch die
Zugabe von BAY60-6583 konnte keine Veranderung im Langenwachstum

sensorischer Neuronen gemessen werden.

Wie anfanglich schon beschrieben, kann es in der Wirksamkeit, abhangig von der
Spezies, Variationen geben. Auf Grund der Bedeutung von Nagetieren in der
medizinischen und biologischen Forschung sind die von den Firmen empfohlenen
Konzentrationen und Wirkungssysteme auf Versuche mit Labortieren, wie Ratten
oder Mausen, ausgelegt. Aus diesem Grund sind manche pharmazeutischen
Produkte, wie beispielsweise Inhibitoren, nur in eingeschranktem Malf3e oder auch
gar nicht fir andere Modellsysteme nutzbar. Da im Bereich dieser Inhibitoren nicht
auf personliche Mitteilungen oder Literatur in Bezug auf das hier gewéahlte
Modellsystem zurtickgegriffen werden konnte, waren weitere Versuche in
unterschiedlichen Konzentrationen nétig gewesen, um eine abschlieRende Aussage

treffen zu kdnnen.

Der Ai-Adenosinrezeptor ist der bislang am besten erforschte Rezeptor der P1-
Rezeptorfamilie. In der Literatur sind zahlreiche Ai1-Adenosinrezeptor-Agonisten
sowie Antagonisten beschrieben. Diverse xanthine und nichtxanthine Ai-
Rezeptorantagonisten, unter anderem Rolofylline, Toponafylline, FK-453 (R-{(E)-3-
(2-phenylpyrazolo(1,5-. S\ U E33yl) Ond auch SLV320 (4-(4-
hydroxycyclohexylamino)-6-phenylpyrrolo(2,3-d)pyrimidine), wurden in klinischen
Studien getestet. Bislang wurde jedoch keiner dieser Antagonisten als Medikament
zugelassen [107, 118]. Zum Inhibieren des Ai-Adenosinrezeptors kam ein selektiver
Antagonist (SLV320) zum Einsatz.
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Die gewahlte Arbeitskonzentration von 10nM sttitzte sich zum einen auf die in der
Literatur beschriebenen Ki-Werte, welche flr den menschlichen Ai-Rezeptor bei

1 nM, den Aza-Rezeptor bei 398 nM, den A2p-Rezeptor bei 3,9 mM und den As-
Rezeptor bei 200 nM liegen [107, 152], und zum anderen auf Erfahrungen aus dem

eigenem Labor.

Die Inhibierung mit SLV320 zeigte keine Veranderung im Langenwachstum von
sensorischen Neuronen. Aufgrund der verwendeten Konzentration von 10nM, der
zehnfachen Konzentration des fur den Ai-Rezeptor angegebenen Ki-Wertes, sowie
durch die in der Literatur beschriebene Selektivitat fur den Ai-Adenosinrezeptor,
kann davon ausgegangen werden, dass der Ai-Adenosinrezeptor keinen Einfluss auf

das Wachstum von sensorischen Neuronen hat.

Im letzten Teilabschnitt sollte noch der As-Adenosinrezptor, durch Zugabe von
Agonisten und Antagonisten, auf seinen Einfluss auf das LAngenwachstum von
Neuronen aus den Hinterwurzelganglien von Gallus gallus untersucht werden. Wie
auch fur die Adenosinrezeptoren A1, Aza, und Azp, sind selektive Agonisten ebenfalls
fur diesen Rezeptor handelsublich verfligbar. Die am haufigsten verwendeten As-
Agonisten leiten sich von Adenosinderivaten ab, welche durch eine Substitution von
5°-uranamide und N6-benzyl modifiziert werden und somit eine Rezeptoraffinitat im
nanomolaren Bereich aufweisen. Zu den selektiven As-Agonisten zahlt unter
anderem 2-CI-IB-MECA (1-{2-Chloro-6-{{(3-iodophenyl)methyljJamino}-9H-purin-9-yl}-
1-deoxy-N-methyl- -D-ribofuranuronamide) [127, 128], welches in diesem Versuch
zum Einsatz gekommen ist. Der As-Adenosinrezptor wurde mit dem spezifischen As-
Agonist 2-CI-IB-MECA und einer Endkonzentration von 10 nM stimuliert. 2-Cl-1B-
MECA ist in der eigenen Arbeitsgruppe ein bereits etablierter Agonist und auf Grund
der Datenlage vorangegangener Arbeiten wurde die Konzentration in Hohe von 10
nM Ubernommen. Die verwendete Konzentration von 10 nM entspricht in etwa der
zehnfachen Konzentration des in der Literatur angegebenen Kp-Wertes von 1,4 nM
fur den menschlichen As-Adenosinrezptor [127]. Durch das Stimulieren des As-
Adenosinrezeptors konnte keine Veranderung im Wachstum von sensorischen

Neuronen gemessen werden.
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Fir die Inhibierung des As-Adenosinrezptors wurde der selektive Asz-Antagonist
MRS1334 gewahlt. Die Arbeitsgruppe um Kenneth A. Jacobson publizierte im Jahre
1997 die 4-(Phenylethynyl)-6-phenyl-1,4-dihydropyridin-Derivate, welche selektive
Antagonisten fur den menschlichen As-Rezeptor darstellen [131]. Zu dieser Klasse
chemischer Adenosin-Rezeptorantagonisten zahlt auch (3-ethyl-5-(4-nitrobenzyl)-2-
methyl-4-phenylethynyl-6-phenyl-1,4dihydropyridine-3,5-dicarboxylate) MRS1334
(Abb.24) [99].

Auch die Wahl dieses Inhibitors und die verwendete Konzentration von 25nM stitzt
sich auf die Erfahrung der eigenen Arbeitsgruppe und die in der Literatur
beschriebene Selektivitat fir den As-Adenosinrezptor [99]. So wie schon bei der
Stimulation des As-Adenosinrezeptors, zeigte auch die Inhibierung keine
Wachstumsveranderungen in sensorischen Neuronen.

Die pharmakologischen Studien mit den jeweiligen Agonisten und Antagonisten
zeigen einen deutlichen Einfluss des Aza-Adenosinrezeptors auf das Wachstum. Die
Rolle des Ax-Adenosinrezeptors konnte nicht abschlie3end bestimmt werden. Das
spezifische Stimulieren wie auch das Inhibieren des Ai- und des As-
Adenosinrezeptors war unwirksam in Bezug auf das Wachstum. Dass abhangig von
Agonist bzw. Antagonist eine Wachstumsbeschleunigung, eine Verlangsamung oder
auch kein Effekt auftritt zeigt, dass Lésungsmittel und Zugabeartefakte

ausgeschlossen werden kénnen.
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4.2 Einfluss des A2s:-Adenosinrezeptors auf das Wachstum neuronaler

Fortsatze von dorsalen Hinterwurzelganglien

Das Wachstum neuronaler Zellen ist nicht erst seit den letzten Jahren ein zentrales
Thema der Forschung. Im Fokus der hier vorliegenden Arbeit war der Einfluss von
Adenosinrezeptoren auf das LAngenwachstum von Neuriten einzelner Neuronen. Der
A2a-Adenosinrezeptor zahlt zu den P1 oder Adenosinrezeptoren [50]. Diese sind G-
Protein gekoppelte Rezeptoren (GPCR), welche mit einer Proteinkette der 7
Transmembranhelix die Plasmamembran durchspannt [153]. Der naturliche Ligand
der P1-Rezeptoren ist Adenosin [50].

Eine hohe Expressionsrate des Aza-Adenosinrezeptors weisen sowohl die Milz, der
Thymus, die Leukozyten, das Stratium, der Bulbus olfactorius (Riechkolben) und
auch die Blutplattchen auf. Weiter ist dieser Rezeptor in einer niedrigeren
Expressionsrate in den Blutgefa3en, dem Herzen, der Lunge und in anderen
Bereichen des Gehirns vertreten [154]. Die physiologische Rolle dieses Rezeptors
kann nur sehr schwer eingegrenzt werden, da der Azs-Adenosinrezeptor mit
verschiedenen Rezeptortypen kolokalisiert und mit unterschiedlichen Rezeptortypen
oligoheteromere bildet, wie beispielsweise mit den Dopaminrezeptoren D> und D3
[155] . Eine wichtige Rolle spielt der A2a-Adenosinrezeptor bei der Vasodilatation und
unterstutzt die Bildung neuer BlutgefalRe [155]. Weitere physiologische und
pathophysiologische Prozesse an denen dieser Rezeptor beteiligt ist, sind die
Immunsuppression, die Inhibierung von Thrombozytenaggregation, die
Gefalineubildung und neurodegenerative Erkrankungen, wie Alzheimer und
Parkinson [156].

Uber diesen Rezeptor ist im peripheren System bekannt, das dieser in
Hinterwurzelganglien von Ratten vorkommt. Die Arbeitsgruppe um Kaelin-Lang
konnte bereits 1998 die Expression des Aza-Adenosinrezeptors in
Hinterwurzelganglien von Ratten nachweisen [157]. Weiter wird dieser Rezeptor
auch im Ganglion superius cervicale von Ratten [158] und in Hinterwurzelganglien

von Mausen exprimiert [159].
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Zu den bislang schon bekannten Prozessen, bei denen der A2a-Adenosinrezeptor
involviert ist, konnte durch die vorliegende Arbeit eine weitere Funktion hinzugefugt
werden. Die Daten zeigen auf, dass der Aza-Adenosinrezeptor an der
Wachstumsregulation von sensorischen Neuronen aus dem Hinterwurzelganglion
von Gallus gallus beteiligt ist. Diese gemessenen Effekte stimmen mit einer kirzlich
veroffentlichten Publikation einer Arbeitsgruppe Uberein, die ebenfalls durch
Stimulation des Aza-Adenosinrezeptors im zentralen Nervensystem eine

Wachstumszunahme zeigen konnte [160].

Der Vorgang des Praparierens von dorsalen Hinterwurzelganglien aus
Huhnerembryonen und das anschlie3ende Dissoziieren ist vergleichbar mit der
anfanglich beschrieben Neurotmesis, der kompletten Durchtrennung eines Nervs,
welche mit dem Zeitpunkt Null (Aussaat der Zellen) gleichgesetzt werden kann.
Durch diesen Vorgang sind samtliche Neuriten abgetrennt und missen durch das
Neuron wieder neu gebildet werden. Der Versuchsaufbau, bei welchen nach dem
Dissoziieren 2 Stunden gewartet wird, bis sich die ausgesaten Neuronen abgesetzt
und neue Fortsatze initiiert wurden und dann erst die Zugabe der gewahlten
Substanz erfolgte, ermoglicht es, eine Aussage uUber den Einfluss der
Adenosinrezeptoren auf das Wachstum der Fortséatze zu treffen. Zunéchst zeigte das
unspezifische Blocken aller Adenosinrezeptoren mit CGS15943, (vgl. Abb.14 und
Tab. 1) dass das neuronale Wachstum, im Vergleich zur Kontrolle, signifikant
(p<0,0001) um knapp 17% verlangsamt ist. Dass dieser gemessene Effekt zum
groRten Teil dem Aza-Adenosinrezeptor zuzuschreiben ist, zeigten Ergebnisse bei
denen das spezifische Blocken dieses Rezeptors mit SCH442416, eine ahnliche
inhibierende Wirkung auf das Wachstum der Neuriten hatte, wie CGS15943 [97].
Dariiber hinaus fuihrte das spezifische Stimulieren des Aza-Adenosinrezeptors zu
einem signifikanten (p=0,431) Anstieg des Wachstums um 9,2% (vgl. Abb. 12 und
Tab. 1). Aus diesen Versuchen kann demnach geschlossen werden, dass durch
Stimulieren bzw. Inhibieren des Aza-Rezeptors Einfluss auf das Wachstum von

Neuriten genommen werden kann.
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Wahrend der Endphase dieser Arbeit, konnte eine Arbeitsgruppe aus Portugal einen
ahnlichen Effekt durch den Aza-Rezeptor in Neuronen aus der Grof3hirnrinde von
Sprague-Dawley E18 Ratten zeigen. Wie auch in der hier vorliegenden Arbeit konnte
die Arbeitsgruppe um Ribeiro durch Zugabe von CGS 21680, einem Aza-spezifischen
Agonisten, einen Anstieg im neuronalen Wachstum messen. Weiter verwendetet
diese Arbeitsgruppe zum Blocken des Aza-Adenosinrezeptors den spezifischen Aza-
Antagonisten ZM241385, bei welchem ein signifikanter inhibierender Effekt in Bezug
auf das Wachstum der Neurone beschrieben worden ist [160]. Da in der vorliegenden
Arbeit, wie auch in einer vorangegangenen Bachelorarbeit, ein unspezifischer
Adenosin-Rezeptor-antagonist bzw. der spezifische Aza-Antagonist SCH442416
verwendet worden ist, kdnnen diese Ergebnisse nicht direkt verglichen werden. Wie
schon ausfihrlich beschrieben, beruht die Wahl der verwendeten Agonisten und
Antagonisten auf Erfahrungen dieser Arbeitsgruppe in Bezug auf die Wirksamkeit fur
das hier verwendete Modellsystem Gallus gallus. Jedoch ware es als weiterer
Arbeitsschritt sinnvoll, den Aza-Antagonisten ZM241385 in dem hier verwendeten

Assay ebenfalls zu testen, um die publizierten Daten besser vergleichen zu kdnnen.

Trotz der unterschiedlichen Auswahl der Antagonisten stiitzen die von Ribeiro
publizierten Daten die in der vorliegenden Arbeit gezeigten Effekte. In beiden
Arbeiten konnte gezeigt werden, dass, sowohl durch das Blocken als auch durch das
Stimulieren des Aza-Adenosinrezeptors, Einfluss auf das Wachstum von Neuronen
genommen werden kann. Durch die Ergebnisse dieser Arbeit und durch die kirzlich
erfolgte Publikation der Arbeitsgruppe um Ribeiro kann davon ausgegangen werden,
dass, sowohl im peripheren als auch im zentralen System, der Aza-Adenosinrezeptor
in Bezug auf das Wachstum von Neuronen einen Rolle spielt. Aufgrund der
komplexen Physiologie des neuronalen Wachstums muss davon ausgegangen
werden, dass die Aktivierung bzw. Deaktivierung des Aza-Adenosinrezeptors nur ein
Faktor unter vielen ist. Jedoch ist dies ein weiteres Puzzleteil, welches helfen kann

die Forschung im Bereich der Regeneration von Neuronen voranzubringen.
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4.3 Immunohistochemischer Nachweis des A.a.-Adenosinrezeptors

Die unterschiedlichen Expressionsniveaus des Aza-Adenosinrezeptors, sowohl in
Hinterwurzelganglien von Ratten und Mausen wie auch in Neuronen der superior
cervical ganglion (SCG) von Ratten, wurde bereits angfanglich ausfuhrlich
beschrieben [157-159].

In der hier vorgelegten Arbeit konnte zum ersten Mal im Huhn mit Hilfe einer
Antikorperfarbung der Nachweis erbracht werden, dass der Az2a-Adenosinrezeptor
auch in sensorischen Neuronen aus dem Gallus gallus exprimiert wird. Die
immunohistochemische Farbung zeigte die Expression des Aza-Adenosinrezeptors,

sowohl im Soma, als auch auf dem Wachstumskegel und auf den Neuriten.

4.4 Der Einfluss des Ax,-Adenosinrezeptors auf das Wachstum

neuronaler Fortsatzen von dorsalen Hinterwurzelganglien

Als weiterer Adenosinrezeptor ist der Ax-Rezeptor zu nennen, welcher als enger
Verwandter des Aza-Adenosinrezeptors gilt. Dieser, bislang am wenigsten erforschte
und verstandene Rezeptor der Adenosin-Rezeptorfamilie, unterscheidet sich
hinsichtlich seiner Affinitat fir Adenosin von dem bereits genannten Aza-
Adenosinrezeptor [161]. Laut Literatur liegt die Affinitat des Az,-Adenosinrezeptors
fur Adenosin bei 5,1 pM, im Vergleich hierzu liegt die Affinitat des Aza-
Adenosinrezeptors fur Adenosin bei 0,15 uM [100]. Auf Grund der niedrigen Affinitat
fur Adenosin wird dem Azp-Adenosinrezeptor eine wichtige Rolle in
pathophysiologischen Prozessen zugeschrieben, in denen vermehrt Adenosin
ausgeschiittet wird. Hierzu gehort das Absterben von Zellen, was beispielsweise bei
einem Herzinfarkt oder Schlaganfall stattfindet. Ebenfalls gilt der Azp-
Adenosinrezeptor als interessante Zielstruktur in Hinblick auf Therapien von
entzindlichen kardiovaskularen Erkrankungen, Diabetes und auch Asthma [101,
102]. Die Expression des Az,-Adenosinrezeptors ist ubiquitar im gesamten
Organismus. Dieser Rezeptor ist sowohl in Zellen der Lunge, des Gehirns, im
kardiovaskularen System, in Zellen des Immunsystems oder auch im

Gastrointestinaltrakt zu finden [161].
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Um festzustellen, ob auch der Az,-Adenosinrezeptor eine Rolle in neuronalem
Wachstum spielt, folgten weitere Experimente sowohl mit einem spezifischen
A2n-Rezeptoragonisten als auch einem Azp-Rezeptorantagonisten. Diese
Experimente zeigten, dass das spezifische Blocken des Az»-Adenosinrezeptors mit
PSB603 eine, wenn auch deutlich geringere als durch Blocken des Aza-
Adenosinrezeptors, inhibierende Wirkung auf das Wachstum der Neuriten hat (vgl.
Abb. 17 und Tab. 1). Hingegen zeigte das spezifische Stimulieren dieses Rezeptors

mit BAY60-6583 keinerlei Anderungen im neuronalen Wachstum.

Aufgrund der fehlenden Erfahrung kdnnte der geringe inhibierende Einfluss von 7%
auf die Wahl der Agonisten bzw. Antagonisten zurtickzufiihren sein. Die verwendeten
Konzentrationen fur das hier genutzte Modellsystem Gallus gallus kénnten zu niedrig

gewahlt worden sein oder die gemessenen Daten zeigen einen off Target Effekt.

Grunde die fur eine Beteiligung des A2s-Adenosinrezeptors am Wachstum von
neuronalen Zellen sprechen, sind zum einen, dass eine, wenn auch nicht signifikante
Inhibierung durch den spezifischen Antagonisten PSB603 von 7% gemessen worden
ist. Zum Anderen ist sowohl dem Aza-Rezeptor als auch dem Az,-Rezeptor ein Gs-
Protein (stimulatorisch) nachgeschaltet, welches zu einer Aktivierung der
Adenylzyklasse fuhrt, wodurch es zu einem cAMP-Anstieg kommt. Durch Blocken

beider Rezeptoren wird somit die gleiche Signalkaskade gehemmt.

Jedoch muss in diesem Zusammenhang beriicksichtigt werden, dass die
Komplexbildung von G-Protein gekoppelten Rezeptoren, in Form von homo- oder
heterodimeren, aus der Literatur bekannt sind. So bilden Ai-und Aza-
Adenosinrezeptor homo- wie heteromere Komplexe [162-164]. Weiter sind zu den
schon aufgefiihrten Komplexbildungen mit sich selbst und zwischen dem Ai- und Aza-
Adenosinrezeptor, Verbindungen mit Dopamin oder auch P2Y Rezeptoren in der
Literatur beschrieben [165, 166]. Bei den angewandten biophysikalischen Methoden
fur den Nachweis der Komplexbildungen, handelt es sich um Biolumineszenz-
Resonanz-Energie-Transfer (BRET) oder auch dem Fluoreszenz-Resonanz-Energie-
Transfer (FRET) [167].
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Far die in der vorliegenden Arbeit gemessenen Effekte kdnnten die von der
Arbeitsgruppe um Moriyama 2010 veroffentlichten Daten, welche erstmals Hinweise
fur die Existenz von Aza-A2n-Rezeptor-Heteromeren fand [168], von Bedeutung sein.
Die von Moriyama gezeigten Ergebnisse konnten auch im Rahmen einer
Dissertationsarbeit, unter der Leitung von Prof. Dr. Christa E. Muller, bestéatigt
werden [169]. In A2a-A2p-Rezeptor-Heteromeren kdnnte das spezifische Inhibieren
des A2p-Rezeptors, mit dem Antagonisten PSB603, zu einer verringerten Aktivierung
des Aza-Rezeptors fuhren. Dies kdnnte fir den gemessenen Effekt, das verringerte
Wachstum der Neuronen von 7%, nach Blocken des Azn-Rezeptors, verantwortlich

sein.

Weiterhin spricht eine erst kirzlich veroffentlichte Arbeit fir eine Beteiligung des Azp-
Adenosinrezeptors an der Regulation neuronalen Wachstums. Dort wurde gezeigt,
dass nach Amputation der hinteren Flosse von adulten Zebrafischen, Adenosin ein
Bindeglied zwischen apoptotischen Zellen, epidermaler Zellproliferation, Auswachsen
von Nerven und der Bildung von Blastomen ist. Unter einem Blastom wird hier die
Ansammlung von Vorlauferzellen unterhalb der Amputation des verwundeten
Epithels verstanden, welche durch wuchernde Zellen ein neues Kérpergewebe
bilden. Im Zebrafisch-System spielt der Azs-Adenosinrezeptor sowohl bei der Bildung
des Blastoms als auch beim Nervenwachstum eine Rolle [170]. Ein weiterer
bekannter Mechanismus ist, dass absterbende Zellen Uber pannexinl-Kanéle ATP
IUHLVHW]HQ XPHRI16QJAQIDQ XU 5 Hoh phXgdzytbtiscked Zelten
aussenden damit eine Nekrosenbildung durch absterbende Zellen verhindert wird
[56]. Das beim Absterben von Zellen durch Ektonukleotidase generierte Adenosin ist
das Purin, welches bei der Bildung von Blastomen eine Rolle spielt [170]. Diese
Verdoffentlichung zeigt aber auch, wie anfanglich schon beschrieben, dass der Azb-
Adensoinrezeptor eine Rolle unter pathophysiologischen Bedingungen, bei welchen
eine hohe Adenosinkonzentration vorliegt, spielt. In dem hier verwendeten

Wachstumsassay lagen jedoch Idealbedingungen fir die neuronalen Zellen vor.
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Der gemessene Inhibierungseffekt von 7% weist auf einen geringen Einfluss hin.
Dass der A2px-Adenosinrezeptor aber ein wichtiges Teilstlck in der
Wachstumssteuerung von Neuronen aus dorsalen Hinterwurzelganglien ist, kann auf
Grund der Daten nicht ganzlich ausgeschlossen werden, erscheint aber eher

unwahrscheinlich.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass eine Beteiligung des Azb-
Adensoinrezeptors am Wachstumsprozess der Fortsatze von sensorischen
Neuronen aus Gallus gallus unter physiologischen Bedingungen unwahrscheinlich

ist.
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4.5 Der Einfluss des A:- und Az-Adenosinrezeptors auf das Wachstum

neuronaler Zellen von dorsalen Hinterwurzelganglien

Der Ai-Adenosinrezeptor gilt als der am besten untersuchte Adenosinrezeptor. Dies
ist im Besonderen der Verfuigbarkeit von Radioliganden fur den Ai-Rezeptor zu
verdanken. In hoher Dichte wird dieser Rezeptor vor allem in der Cortex, im
Cerebellum, im Hippocampus, im Cornu posterius medulla spinalis, in den
Nebennierendriisen, in den Vorhéfen des Herzens und im Auge exprimiert. In der
Skelettmuskulatur, verschiedenen Regionen des Gehirns, in der Leber, den Hoden,
dem Dickdarm, der Speicheldriise sowie im Osophagus ist dieser Rezeptor mit einer
mittleren Expressionsdichte zu finden. Die geringste Expressionsrate, des Ai-
Rezeptors liegt in der Lunge und dem Pankreas vor [154]. Zu den physiologischen
Wirkungen durch Aktivierung dieses Rezeptors z&hlen, unter anderem die
Inhibierung der Lipolyse, die Verlangsamung der Herzfrequenz, die Verringerung des
renalen Blutflusses und die Inhibierung der Freisetzung erregend wirkender

Neurotransmitter [171].

Zuletzt ist noch der vierte Rezeptor der Adenosinrezeptorfamilie, der As-
Adenosinrezeptor, zu nennen. Wie auch die schon genannten Vertreter dieser
Rezeptorfamilie wird der Az-Adenosinrezeptor im Herzen, der Lunge und in
Bereichen des ZNS (Hippocampus, Cerebral cortex) exprimiert. Jedoch ist die
Rezeptordichte im Vergleich zu den anderen Adenosinrezeptoren im Gehirn
wesentlich geringer [119-122]. Bislang ist tGber den Az-Rezeptor bekannt, dass er
eine wichtige Rolle bei entziindlichen Krankheiten, wie der rheumatoiden Arthritis
spielt und Auswirkungen auf das Wachstum von Tumoren haben kann. Des Weiteren
ist ein enger Zusammenhang zwischen der Rezeptordichte und Apoptoseprozessen
beschrieben [123-126].

Die experimentellen Untersuchungen mit spezifischen Substanzen sowohl fur den
Ai- als auch fir den As-Adenosinrezeptor waren nétig, um die gemessenen Effekte
des Aza-Adenosinrezeptors richtig einordnen zu kdnnen. Es konnten keine
Anderungen im Wachstum von sensorischen Neuronen durch die Zugaben von
spezifischen Agonisten und Antagonisten, sowohl fir den Ai- und den As-

Adenosinrezeptor, gemessen werden.
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Die Wirksamkeit der verwendeten Agonisten und Antagonisten fir das Modellsystem
Gallus gallus stitzt sich auf die nicht veroffentlichen Daten eines Cytoskelett-Assay

von John Christian Eilert.

Neben der Tatsache, dass die Adenosinrezeptoren A1 und As nicht an der
Wachstumsregulation sensorischer Neurone aus Gallus gallus beteiligt sind, kann
aus den Ergebnissen auch geschlossen werden, dass die Ergebnisse den Aza-
Rezeptor betreffend nicht durch off-target Effekte anderer Adenosinrezeptoren

hervorgerufen wurden.

4.6 Ist ein autokriner Mechanismus fur die Aktivierung des Aza-

Adenosinrezeptors verantwortlich?

Der Gedanke, Adenosin oder seine Derivate als Arzneimittel fur unterschiedlichste
Erkrankungen zu nutzen, ist nicht erst in den letzten Jahren entstanden. Schon seit
1940 ist es ein Ziel in der medizinischen Forschung, diese Substanzen als
Arzneimittel zu verwenden. Die grél3te Herausforderung fur die Forschung liegt
hierbei in der ubiquitaren Verteilung der Adenosinrezeptoren in den
unterschiedlichsten Organen und Gewebestrukturen. Des Weiteren liegt der
physiologische Agonist der Adenosinrezeptoren in Form von Adenosin ubiquitér im
gesamten Organismus vor. Trotzdem werden zurzeit selektive Agonisten und
Antagonisten der Adenosinrezeptoren als potenzielle Arzneistoffe entwickelt [171].
Bis zum heutigen Zeitpunkt konnte bisher aber nur ein selektiver Aza-
Adenosinrezeptoragonist, namlich Regadenoson, medizinisch eingesetzt werden.
Regadenoson wurde von der amerikanischen Arzneimittelzulassungsbehorde Food
and Drug Administration (FDA) am 10. April 2008 anerkannt. Regadensoson wird als
Diagnostikum angewandt um die Durchblutung des Herzens wéhrend der
bildgebenden Herzuntersuchung der Myokardperfusionsaufnahme (engl. myocardial
perfusion imaging, MPI) zu beobachten [172].

Die in der vorliegenden Arbeit generierten Daten lassen nicht nur den Schluss zu,
dass der Aza-Adenosinrezeptor eine Rolle im Wachstum sensorischer Neurone spielt,
sondern auch, dass die Aktivierung des Rezeptors einem autokrinen Mechanismus

unterliegt.
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Zellen ist es moglich, untereinander, durch Freisetzung sogenannten Signalmolekile,
zu kommunizieren. Nach Bindung des freigesetzten Molekils an den jeweiligen
Rezeptor wird eine intrazellulare Signalkette angestof3en. Dabei wird als parakrine
Funktion verstanden, dass die freigesetzte Substanz, beispielsweise ATP, auf eine
benachbarte Zelle wirkt. Autokrine SignalUbertragung hingegen bezeichnet einen
Wirkmechanismus, bei dem die freigesetzte Substanz der Zelle auf sie selbst wirkt
[173, 174].

Die Annahme dass, sensorische Neurone ATP-Derivate freisetzen, welche autokrin
den Aza-Adenosinrezeptor aktivieren und so das Wachstum regulieren, ist durch
mehrere Aspekte begriindet. Das Aussaen der Neurone in klonaler Dichte (<5
Zellen/mm?) [72] spielt hierbei eine wichtige Rolle. In den verwendeten
Versuchsschalchen betrug die Zelldichte 3-4 Zellen / mm?, wodurch Effekte durch
parakrine Wirkmechanismen von benachbarten Zellen weitestgehend

ausgeschlossen werden kénnen.

Anhand der im ersten Teil der vorliegenden Arbeit gezeigten Effekte, dass das
Inhibieren der P1-Adenosinrezeptoren zu einer Verringerung der durchschnittlichen
Neuritenlange von sensorischen Neuronen fuhrt, kann geschlossen werden, dass
eine Basisaktivierung der Rezeptoren vorliegen muss. Es stellt sich daher die Frage

woher das Adenosin stammt.

Im letzten Versuchsabschnitt konnte durch die Zugabe des Enzyms Adenosin
Desaminase, welches Adenosin zu Inosin abbaut, das Wachstum signifikant
verringert (9%) werden (vgl. Abb. 30 und Tab. 2).

Bei den anfanglichen Versuchen kam ein Zellkulturmedium, welches FCS
beinhaltete, zum Einsatz. Aufgrund der Komplexitat der Inhaltsstoffe, welche FCS
beinhaltet, folgte eine Umstellung und FCS wurde durch ein chemisch definiertes
Fertigmedium ersetzt. Ein Derivatisierungs-Assay einer eigenen Arbeit zeigte in
Ubereinstimmung mit einer Publikation, dass sowohl im Zellkulturmedium mit FCS,
wie im Zellkulturmedium mit der Ersatzsubstanz, kein Adenosin oder ATP-
Komponenten gefunden werden konnten [93, 175]. Nachdem bei keinem der
Versuche aktiv Adenosin zugesetzt wurde und auch das Zellkulturmedium keine
Adenin-Derivate enthielt, liegt der Schluss nahe, dass das Adenosin, welches die

Adenosinrezeptoren aktiviert, von der Zelle selbst stammen musste.
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Als mogliche Adenosinquelle in diesem Zellsystem ware noch denkbar, dass
absterbende Zellen ATP freisetzen welches anschliel3end zu Adenosin metabolisiert
wird [176]. Diese mogliche Adenosinquelle kann auf Grund von Verdinnungs- und

Diffusionseffekten, die in diesem System vorliegen, aber ausgeschlossen werden.

Gestutzt auf die Datenlage ist es sehr wahrscheinlich, dass ein autokriner
Mechanismus zur Regulation des Wachstums neuronaler Fortsatze beitragt. Auch
wenn der Prozess noch nicht komplett verstanden ist, ist sicher dass extrazellulares
Adenosin autokrinen Ursprungs und der Aza-Adenosinrezeptor Teil dieses Puzzles

ist.

Eine autokrine Signalkaskade im Zusammenhang mit purinergen Rezeptoren ist
bereits beschrieben worden. Die Arbeitsgruppe um Wolfgang G. Junger konnte an
neutrophilen Granulozyten zeigen, dass der P2Y2-Rezeptor an der Chemotaxis
beteiligt ist. Mikrobielle Krankheitserreger oder beschadigte Zellen senden
chemische Substanzen aus. Anhand dieses Konzentrationsgradienten vom
schwachen zum starken Signal hin, finden Immunzellen, wie zum Beispiel
neutrophile Granulozyten ihren Bestimmungsort. Im Rahmen dieser Antwort,
Vorwartsbewegung und Orientierung, bendtigen diese Zellen ATP. Zunachst wird von
der Zelle selbst ATP freigesetzt, welches anschlie3end autokrin am
membranstandigen P2Y2-Rezeptor bindet. Die Lokalisation dieser Rezeptoren an der
Zellmembran befindet sich in der Bewegungsrichtung ganz vorne. Die ATP-
Freisetzung und anschliel3ende autokrine Rezeptoraktivierung, weist den
Granulozyten die Richtung in welche sie wandern mussen. Damit eine Bewegung
erfolgen kann, bindet Adenosin, ein Abbauprodukt aus dem, von den Granulozyten
freigesetzten ATP, an den As-Rezeptor. Diese Adenosin-Rezeptorbindung ist fir die
Vorwartsbewegung notig [177]. Dieser komplexe Navigationsmechanismus von
neutrophilen Granulozyten, ist dem Wachstumsprozess von sensorischen Neuronen
aus dem Gallus gallus sehr &hnlich. Beiden Systemen liegt eine autokrine
Rezeptoraktivierung, bei Granulozyten der P2Y2-Rezeptor und bei sensorischen

Neuronen der Aza-Rezeptor, zugrunde.
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4.7 Woher stammt das Adenosin, das die Adenosinrezeptoren aktiviert?

Die Hypothese, dass sensorische Neurone den Aza-Rezeptor autokrin aktivieren und
somit das Wachstum der Neuriten beeinflussen, wirft die Frage auf, woher das
Adenosin stammt. Dabei sind zwei Wege denkbar. Die Zelle setzt Adenosin frei,
welches als Ligand fur den Adenosinrezeptor dient. Denkbar ist aber auch, dass ATP
freigesetzt wird und dieses durch Ektonukleotidasen bis hin zu Adenosin abgebaut
wird welches dann die Rezeptoren stimuliert. Welcher Mechanismus fuir die
Freisetzung von Adenosin aus sensorischen Neuronen verantwortlich ist, konnte in

dieser Arbeit nicht abschlieRend geklart werden.

Es ist durch viele Arbeiten gezeigt worden [59, 63, 178], dass eine Vielzahl von
unterschiedlichen Zellen in der Lage sind, purinerge Substanzen freizusetzen.
Adenosin kann durch zwei unterschiedliche Mechanismen in den extrazellularen
Raum gelangen. Zum einen kann Adenosin direkt ausgeschittet werden, zum
anderen kann Adenosin durch die Hydrolyse von Adenin-Nucleotiden erzeugt
werden. Die equilibrativen Nucleosid-Transporter (ENT) transportieren Substanzen,
zu denen auch Adenosin zahlt, unabhangig von Na*-lonen und somit nach dem
Prinzip der erleichterten Diffusion [58, 59]. Dieser Mechanismus wird jedoch meist im
Zusammenhang mit pathophysiologischen Prozessen wie Hypoxie beschrieben
[179]. Unter physiologischen Bedingungen entfernen diese Transporter Adenosin aus
dem extrazellularen Bereich. Eine weitere Form sind die konzentrativen Nucleosid-
Transporter, wie die CNT-Familie. Diese transportieren Adenosin entlang eines Na*-
Konzentrationsgradienten [58], wodurch es unter physiologischen Bedingungen zu
einem Adenosineinstrom kommt. Da es sich, in der vorliegenden Arbeit, gezeigten
Ergebnisse um einen auf dem Liganden Adenosin basierenden Effekt handelt, wéare
es naheliegend, dass sensorische Neuronen dies direkt freisetzten. Da die in der
Literatur beschrieben Mechanismen der direkten Adenosinfreisetzung meist in
pathophysiologischen Prozessen beschrieben sind, ist es aber wahrscheinlicher,

dass ATP freigesetzt wird, welches membrannah zu Adenosin abgebaut wird.
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Die Entstehung von Adenosin durch die Hydrolyse von Nucleotiden [66] setzt eine
Adenin-Nukleotide Freisetzung voraus. Im zentralen sowie im peripheren
Nervensystem ist die ATP-Freisetzung ein bekannter Mechanismus, bei dem
zwischen zwei unterschiedlichen Freisetzungsformen unterschieden werden muss.
Einem vesikularen Mechanismus [61, 62] und einem nicht vesikularen Mechanismus,
zu welchem Connexin, Pannexin, spannungsabhéngigen Anionenkanéle oder P2X7

Rezeptoren z&hlen [63].

Ein Indiz fur eine ATP-Ausschittung, mit nachfolgender extrazellularer Hydrolyse zu
Adenosin ist die gemessene Verlangsamung neuronalen Wachstums nach Zugabe
eines unspezifischen Ektonukleotidasinhibitors ARL 67156. Wie auch schon in den
Versuchen mit der Adenosin Desaminase, fuhrte die Zugabe von ARL 67156 zu
einer Wachstumsverringerung von knapp 9% (vgl. Abb. 33 und Tab. 2). Diese Daten
stitzen die Theorie, dass ATP von der Zelle freigesetzt wird, es durch
membranstandige Ektonukleotidasen zu Adenosin abgebaut wird um autokrin auf die

Adenosinrezeptoren zu wirken.

2009 konnte eine Arbeitsgruppe mit Hilfe von Fluoreszenz-Resonanz-Energie-
Transfer (FRET) die Bildung von A2aund NTPDasel Heterooligomeren messen
[180]. NTPDasel, welches auch als CD39 (Cluster of Differentiation 39) bezeichnet
wird, zahlt zur Familie der Ectonucleotidasen und hydrolisiert ATP sowie ADP zu
AMP [137].

Im Stratium von Basalganglien konnten Wissenschatftler zeigen, dass eine
Koexistenz zwischen dem Aza-Rezeptor und der ecto-5 tnucleotidase (CD73) besteht
[181]. Die ecto-5 tnucleotidase hydrolysiert AMP, CMP, UMP, IMP und GMP, wobei
der Abbau von AMP zu Adenosin als die Hauptfunktion dieses Enzyms erachtet wird
[137]. Diese beiden Veroffentlichungen unterstitzen die These, dass der autokrinen
Aktivierung des Aza-Rezeptors eine Freisetung von ATP durch das Neuron selbst
vorangeht, welches anschlie3end durch die Ektonukleotidasen bis hin zu Adenosin

abgebaut wird.
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Sowohl die oben genannte Literatur, als auch die eigenen Daten, welche durch
Quinacrine anfarbbare vesikulare Strukturen in senosorischen Neuronen zeigen,

stitzen die Theorie, dass sensorische Neurone ATP freisetzen.

4.8 Inhibieren des ATP-Abbaus durch den unspezifischen
Ektonukleotidase-Inhibitor ARL67156

Ein weiterer unabhangiger Nachweis, der die Theorie des autokrinen Mechanismus
in dieser Arbeit stutzt, sind Wachstumseffekte durch das Blocken von
Ektonukleotidasen. Mit Hilfe von ARL67156 wurde versucht, das Hydrolysieren von
ATP zu Adenosin zu unterbinden und somit dem Adenosinrezeptor den nattrlichen
Liganden zu entziehen. Das Inhibieren der Ektonukleotidasen hatte, wie auch das
Blocken der Adenosinrezeptoren, eine hemmende Wirkung auf das Wachstum

dissoziierter sensorischer Neurone.

Bis heute sind im menschlichen Korper acht Isoformen der Ektonukleotidasen
NTPDasen 1-8 (ectonukleoside triphosphate diphosphoydolases) bekannt, welche
sich hinsichtlich ihrer Lokalisation und Affinitat zur Hydrolyse der einzelnen
Nukleotide unterscheiden [137]. Uber den Inhibitor ARL 67156 ist bekannt, dass er in
den von der Literatur verwendeten Konzentrationen (50-100 uM) die NTPDasel,
NTPDase3 und NPP1 (ectonukleotide pyrohoshatase/phoshodiesterases 1) inhibiert.
Nur noch eine geringe inhibierende Wirkung ist fur die NTPDase2, NTPDase8, NPP3
und die ecto-5 tnucleotidase beschrieben [143]. Bislang konnten in
Hinterwurzelganglien von Mausen die NTPDase3 und ecto-5 thucleotidase lokalisiert
werden. Aufgrund einer Ko-lokalisation von NTPDase 3 und ecto-5 tnucleotidase wird
davon ausgegangen, dass diese fur die Bildung von Adenosin durch die Hydrolyse
von ATP verantwortlich sind [182, 183]. NTPDasen hydrolysieren Nukleosid di- und
triphosphate (ADP und ATP), Nukleosidmonophosphate (AMP) werden von dieser
Emzymgruppe nicht hydrolysiert. Dabei weisen die unterschiedlichen Isoformen
bestimmte Substratpraferenzen auf, wie zum Beispiel die NTPDase3, die ATP
dreimal schneller hydrolysiert als ADP. Der Abbau von AMP zu Adenosin wird durch

die ecto-5 tnucleotidase katalysiert [64].
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Das Vorkommen der NTPDase3 in Hinterwurzelganglien von Mausen konnte durch
eine weitere Veroffentlichung bestétigt werden, jedoch zeigt diese Verdoffentlichung
durch Zuhilfenahme von ENTPD”- M&ausen, dass nicht alleine diese
Ektonukleotidase, sondern scheinbar mehrere Isoformen fiir die Hydrolyse der
Nucleotide verantwortlich sind [184]. Die Literatur und die gemessenen Daten legen
nahe, dass ARL67156 nur einen Teil der Ektonukleotidasen blockt und somit die
ATP-Hydrolyse nicht vollstandig zum Erliegen kommt. Dies kdnnte erklaren, warum
das Blocken mit ARL67156 nur eine geringe wachstumsinhibierende Wirkung (9%)
hat.

Aufgrund der noch nicht geklarten Frage, welches Enzym in Neuronen aus dorsalen
Hinterwurzelganglien von Hihnerembryonen fur die ATP-Hydrolyse verantwortlich
ist, war es wichtig, einen unspezifischen NTPDase-Inhibitor zu wahlen. Der Abbau
von ATP hin zu Adenosin ist ein komplexer biochemischer Prozess, welcher durch
eine Vielzahl an unterschiedlichen Mitgliedern der Familie der Ektonukleotidasen
katalysiert werden kann. Zu den Enzymen die ATP bis hin zum AMP abbauen,
zéhlen sowohl die ENTPDasen, die ENPP-s als auch die alkalische Phosphatase.
Der Abbau von AMP zu Adenosin wird sowohl der ecto-5 inucleotidase sowie der
alkalischen Phosphatase zugeschrieben [64]. ARL67156 wurde als Inhibitor gewahlt,
da dieser bislang als einziger kommerziell erhaltlicher Inhibitor der Ektonukleotidasen

gilt, welcher keinen signifikanten Effekt auf purinerge Rezeptoren aufweist [64].

Die Ergebnisse zeigen, dass Ektonukleotidasen eine Rolle im Wachstum von
neuronalen Zellen spielen. Weitere Versuche zum Beispiel mit dem Inhibitor AOPCP
. -Methylene-ADP) sollten folgen. AOPCP blockt die ecto-5 tnucleotidase [141],

wodurch die Generierung von Adenosin aus AMP unterbrochen ware.
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Wie in Abbildung 40 zu sehen ist, fihrt die Aktivierung der Gs-Proteine
(s=stimulatorisch) zu einer erhdhten Adenylzyklaseaktivitat, was zu einer Erhéhung
der intrazellularen cAMP-Konzentration fuhrt.

Sowohl der Aza- als auch der Az»-Adenosinrezeptor sind an Gs-Proteine gekoppelt.
Die Gio-Proteine (i=inhibitorisch, o=olfaktorisch) lI6sen eine inhibierende Kaskade
aus, bei welcher die Adenylzyklase gehemmt wird. Dies fuhrt zu einer Senkung der
intrazellularen cAMP Konzentration. Der Ai- und auch der As-Adenosinrezeptor
interagieren mit der Familie der Gio-Proteine. Zuletzt ist noch die Gq-Familie
(g=chemotaktisch) zu nennen. Diese aktiviert die Phospholipase C. Der Azp- als auch
der As-Rezeptor sind, neben den oben genannten G-Proteinen, auch an Gg-Proteine
gekoppelt [186].

Bereits bekannt ist, dass cAMP im Wachstum von neuronalen Zellen eine Rolle
spielt. Forscher zeigten, dass wahrend der neuronalen Reifung ein deutlicher
postnataler Riickgang des intrazellularen cAMP Levels zu messen ist [187]. Dartber
hinaus ist cAMP an neuronalen Funktionen wie der Wegfindung und beim

Auswachsen von Axonen involviert [188, 189].

Wie schon beschrieben, kann die Familie der Gg-Proteine das membranstandige
Enzym Phospholipase C aktivieren. Dieses Enzym wiederum spaltet
Phosphatidylinostiol-4,5-bisphosphate (PIP2) in Inositoltriphosphat (IP3) und
Diacylgycerol (DAG). Das so entstandene IP3 setzt durch die Bindung an IPs-
Rezeptoren, welche ligandenaktivierte Calciumkandle in der Membran des glatte
endoplasmatischen Retikulums (ER) sind, Calcium-lonen aus dem ER frei und erhéht
somit fur einige Sekunden die intrazellulare Calcium-Konzentration von y100 nM auf
y1uM [190]. Im neuronalen System haben Calcium-Signale unter Anderem
regulatorische Funktion beim Auswachsen von Axonen. Weiter werden diese auch im
Zusammenhang mit der axonalen Wegfindung bzw. Zielfindung als Signalmolekdl
beschrieben [191, 192].

Weitere Signalwege, welche durch die Adenosinrezeptoren A1, Aza, A2n und Az
aktiviert werden kdnnen, sind die mitogen-aktivierten Proteinkinasen (MAPK). Diese
Familie vereint eine Reihe von Serin/Threoninkinasen, zu welchen ERK (extracellular
signal-regulated proteine kinases), stressaktivierte Proteinkinasen p38 und c-jun N-

terminale Proteinkinasen (JNK) gehdren [193].

125



Diskussion

Eine portugiesische Arbeitsgruppe konnte im zentralen Nervensystem zeigen, dass
sowohl der A2a-Adenosinrezeptor im neuronalen Wachstum eine tragende Rolle
einnimmt und auch, dass die Signalwege MAPK/ERK, PI3K (Phosphoinositid-3-
Kinase) und PLC dabei eine wichtige Rolle spielen [160].

Die oben beschriebene Kopplung der Adenosinrezeptoren an unterschiedliche, zum
Teil sogar gegensatzlich wirkende Signalketten erklart, warum es schwierig
vorauszusagen ist, welche Reaktion ein zellulares System nach einer
Adenosinstimulation zeigen wird. Die Komplexitat wird durch die Tatsache erhoht,
dass Expressionsmuster und Expressionsstarke der jeweiligen Rezeptoren auch
subzellular variieren kénnen. Hinzu kommt noch, dass die unterschiedlichen
Adenosin-Bindungsaffinitdten der einzelnen Rezeptorsubtypen dazu fuhren, dass je
nach Adenosinkonzentration, dasselbe Zellsystem unterschiedliche Signalketten

auslost.

Somit hangt der endgultige Effekt der Rezeptoren von den jeweils vorhandenen

Subtypen, der Rezeptordichte und der Adenosinkonzentration ab.

Welcher der oben genannten Signalwege in sensorischen Neuronen eine Rolle
spielt, war nicht Gegenstand der vorliegenden Arbeit. Gleichwohl kdnnten solche
Untersuchungen in Zukunft tiefere Einblicke in die Regulation neuronalen

Wachstums geben.
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Weiter ist in der Literatur ein zwei-Enzym System beschrieben, bei dem durch
Hexokinase und Glucose-6-phosphat Dehydrogenase bei Vorhandensein von ATP
und Glucose, Nicotinamidadenindinukleotidphosphat (NADP) in die reduzierte Form
NADPH umgewandelt wird. NADPH ist eine fluoreszierende Verbindung, die

Fluoreszenzmikroskopisch nachgewiesen werden kann (Abb. 42) [196].

Abb. 42: Zeigt die Zusammenfassung der Tandem-Enzym Reaktion. Dabei wird mit Hilfe von
Glucose und ATP das fluoreszierende Produkt NADPH generiert. Die Absorption von NADPH liegt
bei 340 nm die Emission bei 450 nm [196]. Abbildung entspricht dem Original [196].

Eine weitere Methode fir die Detektion von ATP oder Adenosin ist die ATP- oder
Adenosinmessung mit Hilfe von Biosensoren. Unter Biosensoren werden
Analysesysteme verstanden, die biologisch sensitive Elemente an Signalwandler
koppeln [197]. Durch Biosensoren kdnnen analytische und funktionale Informationen
durch physikalische oder chemische Stimuli erhalten werden [198]. Neuartige
Adenosin-Biosensoren von der Firma Sarissaprobe® kénnen die Freisetzung von
Adenosin in Echtzeit detektieren. Das Prinzip dieser Sensoren beruht auf einer
Enzymkaskade, die auf der Oberflache einer Platinum/Iridium Elektrode verankert ist.
Fur die Messung von Adenosin besteht diese Enzymkaskade aus Adenosin

Desaminase, Nukleosid Phosphorilase und Xanthine Oxidase.
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Durch diese Enzyme wird Adenosin metabolisiert und das dabei entstehende H20:2
auf der Platin/Iridium Elektrode oxidiert. Dies fuhrt zu einem messbaren elektrischen
Strom, proportional zur Adenosinkonzentration [199]. Das gleiche Prinzip kann auch
zur Messung von ATP verwendet werden. Die ATP-Biosensoren unterscheiden sich
nur bezuglich der Enzymkaskade, welche fur ATP aus der Glycerolkinase und
Glyzerol-3-phosphat Oxydase besteht.

Durch diese Enzyme wird ATP verstoffwechselt und wie auch bei den Adenosin-
Biossensoren wird das dabei entstehende H202 wird auf der Platin/Iridium Elektrode
oxidiert [200].

Die letzte hier aufgefiihrte Methode fir die Detektion von ATP ist die Uber FRET-
basierte Sensorproteine. Forster-Resonanzenergietransfer (FRET) ist eine haufig
verwendete Methode, um biochemische Vorgange mikroskopisch detektieren zu
kénnen. Der FRET- Mechanismus beruht auf einer strahlungslosen
Energietibertragung. Ein Fluorophor, welches sich in einem angeregten Zustand
befindet, agiert als Donor und Ubertragt seine Energie auf ein Chromophor, das
wiederum den Akzeptor darstellt. Dabei missen sich Donor- und Akzeptorprotein in
einer raumlichen N&ahe von 1-10 nm befinden. Weiter muss das
Absorptionsspektrum des Akzeptors mit dem Emissionsspektrum des Donors

Uberlappen [201].
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Nach dem derzeitigen Stand der Forschung ist es moglich, ATP oder Adenosin durch
unterschiedlichste Methoden zu messen. Bei der Wahl der Methode fir Neurone
muss beachtet werden, dass Zellen nicht beschéadigt oder gestresst werden, wodurch
ungewollt eine ATP ausgeschlittet werden konnte. Darlber hinaus ist es wichtig,
dass die Methode empfindlich genug ist, um kleinste Mengen von Nukleotiden zu

messen.

Um die Frage zu klaren, ob Adenosin oder ATP aus dem Soma, den Neuriten, den
Wachstumskegeln oder aus mehreren Bereichen freigesetzt wird, wirde sich TIRF
(Total Internal Reflection Fluorescence) Mikroskopie anbieten. TIRF ist eine Form
der Fluoreszenzmikroskopie, durch die, mit dem Prinzip der Totalreflexion beim
Ubergang von einem Medium mit héherem Brechungsindex (n) in ein Medium mit
niedrigerem Brechungsindex, ausschlie3lich Strukturen sichtbar gemacht werden
kénnen, welche sehr nahe an der (<50-100 nm) Brechungsindex-Grenzflache liegen.
Durch dieses Messprinzip, wird die Fluoreszenzanregung auf3erhalb dieser diinnen
Schicht ausnahmslos unterdriickt. Dies verbessert das Signal-Rausch-Verhaltnis,
wodurch einzelne Fluorophore gemessen werden kénnen [203]. So kdnnten

maogliche Fusionen von ATP-Vesikel mit der Zellmembran direkt gezeigt werden.

Im Hinblick auf die hier gezeigten Daten ware auch noch die Frage zu klaren, ob
auch P2-Rezeptoren eine Rolle beim Wachstum von sensorischen Neuronen spielen.
Der Fokus dieser Arbeit lag auf den vier Subtypen der P1-Rezeptoren. Aufgrund der
Vielzahl der P2-Rezeptoren, welche weiter in P2X, mit sieben Subtypen und P2Y, mit
acht Subtypen, unterteilt werden, konnte in dieser Arbeit nicht auf diese Rezeptoren
eingegangen werden. Diese Rezeptorfamilie wird sowohl durch Purin- als auch durch
Pyrimidinnukleotide aktiviert. In der vorliegenden Arbeit wurde ein Versuchsabschnitt
der Untersuchung des Effektes von Apyrase, einem ATP abbauenden Enzym,
gewidmet. Die Zugabe dieses Enzyms flihrte zu einem Rickgang in der
Neuritengesamtlange (vgl. Abb. 31,35 und Tab. 2). Die Abnahme des Wachstums bei
Zugabe von Apyrase lag bei 5,7%. Dieser Effekt konnte darauf zurlckzuflhren sein,
dass mit Apyrase der physiologische membranstandige Abbau von ATP zu Adenosin
gestort ist. Infolgedessen geht nur ein Teil des natirlichen Liganden Adenosin fur die
Adenosinrezeptoren in den Neuronen verloren. Bei der Zugabe von Apyrase muss
jedoch auch bedacht werden, dass durch den Abbau von ATP auch mdogliche, vom

P2-Rezeptor abhangige Mechanismen, inhibiert worden sind.
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Um diese Versuchsergebnisse in Bezug auf die P1- und P2-Rezeptoren richtig
einordnen zu kénnen, mussten weitere Versuche folgen. Der Literatur ist zu
entnehmen, dass Hinterwurzelganglien von Ratten P2X2, P2Xs, P2X4, P2Xs5, P2Xe,
P2Y1 und P2Y2 Rezeptoren exprimieren [204]. Denkbar wéren hier zunachst
immunohistochemische Versuche, um genauer eingrenzen zu kdnnen, welche
Vertreter der P2-Rezeptoren im Modellsystem Gallus gallus eine Rolle spielen

konnten. Nachfolgend sollten pharmakologische Studien durchgefuhrt werden.

4.11 Physiologische Bedeutung

Der Engergiespeicher des Lebens, das ATP, kommt in allen bekannten
Lebensformen vor. Karl Lohman, der als Entdecker dieses Molekdls gilt, isolierte das
Adenosintriphosphat (ATP) 1929 aus Muskel- und Leberextrakten und klarte so die
Struktur dieses Nukleotids auf [205]. Doch auch wenn dieses Molekul erst im frihen
neunzehnten Jarhundert entdeckt wurde, ist es mit eines der altesten Molektle auf
der Erde. Cyanobakterien, deren Entstehung man vor 2,7 Milliarden Jahre datiert,
betreiben oxygene Photosysnthese. ATP ist eines der Bausteine die fur diese Art der
Photosynthese gebraucht werden und zeigt somit, dass auch schon vor 2,7 Miliarden
Jahren ATP als Energiespeicher von Zellformen genutzt wurde [206]. In dieser Arbeit
lag der Fokus auf Adenosin, das ein Bestandteil der energiereichen Verbindung ATP
ist und somit auch ein Molkul darstellt, welches in Organsimen schon vor mehren
Milliarden Jahren eine Rolle spielte.

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass in sensorischen Neuronen, durch einen
autokrinen Adenosin-Loop, Az2a-Adenosinrezeptoren aktiviert werden und so das
Wachstum der Neuriten beinflusst wird. Zum Ende dieser Arbeit, konnte eine
unabhangige Arbeitsgruppe den Effekt, der in der vorliegenden Arbeit an Neuronen
des peripheren Nervensystems gezeigt, wurde auch im zentralen Nervenssytem
nachweisen [160].

Diese erst kurzlich erschienene Publikation unterstitzt die in dieser Arbeit
gewonnenen Daten und zeigt dass der Aza-Adenosinrezeptor ein Bestandteil der
Wachstumskoordination neuronaler Fortsatze, sowohl im zentralen als auch
peripheren System ist. Es ist somit ein grundlegender Mechanismus in neuronalen

Zellen gefunden worden.

132



Zusammenfassung

5.0 Zusammenfassung

Das komplexeste Organ des Menschen, sein Gehirn, besteht aus etwa hundert
Billionen Neuronen und der zehnfachen Zahl an Gliazellen [2, 3]. Dank der
fortschreitenden Technik und dem gro3en Interesse der letzten Jahrzehnte ist das
Wissen im Bereich der Neurobiologie stetig gestiegen. Trotz des heutigen
Wissensstandes sind bislang noch viele Funktionsweisen, Ablaufe und ihre
Zusammenhéange ungeklart. Die Komponenten und Mechanismen des gerichteten
neuronalen Wachstums, im Besonderen die Regeneration von neuronalen Zellen, ist
eine zentrale Fragestellung im Bereich der Neurobiologie. In der hier vorliegenden
Arbeit wurde zum Einen der Einfluss purinerger Rezeptoren auf das
Langenwachstum von neuronalen Zellen untersucht. Zum Anderen sollten die
Versuche Aufschluss tber einen mdglichen autokrinen Mechanismen und deren
Einfluss auf das Wachstum sensorischer Neurone geben. Als Modellsystem dienten
hierfir sensorische Neurone von E11 Hiuhnerembryonen (Gallus gallus). Die

behandelten Aspekte in dieser Arbeit waren:

x Einfluss von purinergen Rezeptoren auf das Wachstum sensorischer
Neurone
Die in dieser Arbeit vorgelegten Ergebnisse, eines in vitro Wachstumsassays,
zeigen, dass Adenosinrezeptoren eine Rolle im Wachstumsprozess von
sensorischen Neuronen spielen. P1-Rezeptoren, oder auch
Adenosinrezeptoren, zahlen zu den G-protein gekoppelten
Transmembranrezeptoren. Die Aktivierung dieser Rezeptoren erfolgt durch
den natirlichen Liganden Adenosin. Die Zugabe von verschiedenen
Adenosinrezeptoragonisten und fantagonisten zeigte, dass der Aza-
Adenosinrezeptor, der einen von vier Subtypen der P1-Rezeptoren darstellt,
sowohl durch seine Aktivierung als auch durch seine Inhibierung Einfluss auf
das Wachstum sensorischer Neurone haben kann. Die Aktivierung des Aza-
Adenosinrezeptors fuhrte zu einer signifikanten Zunahme der
durchschnittlichen Neuritenlange um 9,2 %. Die unspezifische Hemmung der
Adenosinrezeptoren fihrte zu einer signifikanten Abnahme der

durchschnittlichen Neuritenlange der Neurone von knapp 17%.

133



Zusammenfassung

x Beteiligung eines autokrinen Mechanismus am Wachstum von

sensorischen Neuronen

Grundlage des Richtungswachstums und der Wegfindung ist die Steuerung
der Axone durch Signale aus der Umgebung [26]. Die zentrale Struktur ist
hierbei der Wachstumskegel. Sowohl die Vorwértsbewegung als auch die
Orientierung dieser handférmigen Struktur erfolgt durch einen fortlaufenden
Umbau von zellularen Komponenten, wodurch ein gerichtetes Wachstum
generiert wird [34, 35]. Ein Experimentalteil dieser Arbeit beschaftigte sich mit
der Frage, ob ein autokriner Adenosin-Loop den Wachstumsprozess
neuronaler Zellen beeinflusst. Diese These stiitzt die schon oben erlauterte,
Abnahme der durchschnittlichen Neuritenlange durch das Inhibieren der P1-
Rezeptoren. Um sicherzustellen, dass zu keinem Zeitpunkt eine Beeinflussung
der Neurone in diesem in vitro Zellsystem durch Adenosin oder andere
Nukleotide von aul3en stattfindet, wurde mit einem serumfreien Medium
gearbeitet. Auch in diesem Medium hat das Blocken des Aza-Rezeptors
wachstumsinhibierende Wirkung. Daraus kann geschlossen werden, dass
eine Basisaktivierung der Adenosinrezeptoren vorliegen muss.

Weiter zeigte auch die Zugabe von Adenosin Desaminase, einem Enzym,
welches Adenosin zu Inosin abbaut, eine inhibierende Wirkung auf das

Wachstum dissoziierter sensorischer Neurone.

x Freisetzung von ATP oder Adenosin

Der genaue Prozess der Freisetzung von Adenosin-Derivaten in diesem
Zellsystem konnte in dieser Arbeit nicht abschliel3end geklart werden.

Da es sich bei diesem hier gezeigten autokrinen Loop um einen auf dem
Liganden Adenosin basierenden Effekt handelt, ware es denkbar, dass
Adenosin direkt von den sensorischen Neuronen freigesetzt wird. Die hier
generierten Daten sowie die Literatur zeigen, dass die Freisetzung von
Adenosin meist in pathophysiologischen Prozessen zu finden ist. Aus diesen
Grinden ist es wahrscheinlicher, dass ATP freigesetzt wird, dieses durch
membransténdige Ektonukleotidasen bis hin zu Adenosin abgebaut wird und

anschlieRend auf den Aza-Adenonsinrezeptor wirken kann.
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Hierflr sprechen sowohl die Versuche mit dem Fluoreszenzfarbstoff
Quinacrin, mit welchem vesikulares ATP in diesem Zellsystem gezeigt werden
konnte, als auch Versuche mit dem Enzym Apyrase, welches zur Familie der
NTPDasen zahlt und ATP bis hin zu AMP abbaut. Die Zugabe von Apyrase
zeigte ebenfalls eine Abnahme der Gesamtneuritenldnge von sensorischen
Neuronen. Anders wie bei den Versuchen mit der Adenosin Desaminase,
wobei Adenosin direkt abgebaut wird, kdnnen diese Effekte nicht ohne
weiteres den P1-Rezeptoren zugeschrieben werden. Da das verwendete
Enzym ATP abbaut, konnte dieser Effekt auch den P2-Rezeptoren
zuzuschreiben sein und es mussten weitere Versuche folgen um dies genauer
bestimmen zu kénnen. Das unspezifische Blocken der E-NTPDasen und somit
die Unterbrechung der mdglichen Generierung von Adenosin aus ATP,
zeigten ebenfalls eine hemmende Wirkung auf das Wachstum der Neuriten.
Diese Daten lassen den Schluss zu, dass ein autokriner Mechanismus den
Wachstumsprozess neuronaler Fortsatze von sensorischen Neuronen

beeinflusst.
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6.0 Modell des autokrinen Adenosin-Loop

Das in Abbildung 44 dargestellte Modell einer Nervenzelle zeigt den autokrinen
Mechanismus, fur den die in dieser Arbeit generierten Daten sprechen. Zur
Vereinfachung stellt das Modellsystem eine unipolare Nervenzelle dar, den
einfachsten Typ von Neuronen. Diese unipolaren Nervenzellen herrschen im
Nervensystem von wirbellosen Tieren vor, existieren aber auch in bestimmten
Ganglien im autonomen System von Wirbeltieren. Sensorische Neurone in
Vertebraten sind zumeist bipolare oder pseudobipolare Nervenzellen. Beide Typen
von Nervenzellen haben zwei Fortsatze, einen Dendrit und ein Axon. Der Dendrit
Ubermittelt Informationen aus der Peripherie des Korpers, das Axon leitet die
Informationen vom Soma weiter zum zentralen Nervensystem [207]. Aufgrund der
Ergebnisse der Wachstumsversuche mit Apyrase und der Detektion von vesikularen
ATP-Strukturen im Soma, Neuriten und auch im Wachstumskegel mit einer
Quinacrinefarbung, ist es sehr wahrscheinlich, dass die Neurone ATP und nicht
Adenosin freisetzen. Weiter wird die These durch die in der Literatur beschriebene
Ko-Lokalisation der NTPDase3 und der 5 -nukleotidase (e5NT) in
Hinterwurzelganglien [183] gestitzt. Denkbar ware, dass Neurone ATP freisetzen
und dieses durch die NTPDase3 bis hin zu AMP abgebaut wird. Das so generierte
AMP wird weiter durch die 5 -nukleotidase zu Adenosin abgebaut. AnschlieRend
bindet Adenosin an den Aza-Adenosinrezeptor was eine wachstumsstimulierende
Signalkaskade angeregt. Dieser Mechanismus an der Oberflache des
Wachstumskegels ist in Abbildung 44 schematisch dargestellt. Die in dieser Arbeit
gezeigte wachstumsregulierende Wirkung des Aza-Adenosinrezeptors im
sensorischen System steht in Ubereinstimmung mit einer erst kiirzlich
vertffentlichten Publikation, die diesen Effekt im zentralen Nervensystem untersuchte
[160].

Die in dieser Arbeit generierten Daten, im Besonderen aber die ubiquitare Verteilung
des Aza-Rezeptors in der Zellmembran, lassen keinen eindeutigen Schluss zu, wo die
ATP-Freisetzung lokalisiert ist. Eine immunohistochemische Farbung zeigte, dass
der A2a-Rezeptor in den Neuriten, dem Soma und auch dem Wachstumskegel

vorkommt.
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Gestutzt auf diese Daten, ware eine Freisetzung von ATP sowohl am
Wachstumskegel als auch am Soma selbst denkbar. Auf Grund der Distanz, die
zwischen dem Zellkorper, bedingt durch die Lage im Nervenknoten und dem
Wachstumskegel, welcher am Ender der Neuriten liegt, ist es jedoch

wahrscheinlicher, dass dieser autokrine Adenosin-Loop am Wachstumskegel selbst

ablauft.

Abb. 44: Modellsystem einer unipolaren Nervenzelle. Hier ist ein mdglicher Mechanismus der vesikuléaren
Freisetzung von ATP gezeigt. Dieses wird anschlieRend durch die E-NTPDase und die ESNT zu Adenosin

abgebaut, um danach den Aza-Rezeptor zu aktivieren.
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