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2. Einleitung

2.1 Der P2X7-Rezeptor

Der P2X7-Rezeptor (P2X7R) ist ein ATP-gesteuerter Kationenkanal, dessen Aktivierung
zum Influx von Na* und Ca?* sowie dem Efflux von K* fiihrt [1, 2]. Im Gegensatz zu den
sechs anderen P2X-Rezeptorsubtypen ist der P2X7R durch eine niedrige ATP-Affinitat
charakterisiert und wird deshalb auch als ,,Gefahrenrezeptor” bezeichnet [3, 4]. Eine wei-
tere Besonderheit des P2X7R ist die sogenannte Porenbildung. Die repetitive oder an-
haltende Stimulation des P2X7R flhrt zur Ausbildung einer unselektiven Plasmamemb-
ranpore, die flr Molekile bis zu einer GréRe von 900 Dalton (Da) permeabel ist [4, 5],
[6, 7].

Das humane P2X7-Gen besteht aus 13 Exons und liegt auf dem humanen Chromosom
12. Das murine P2X7-Gen ist auf dem Chromosom 5 lokalisiert [8, 9]. Bisher wurden 9
verschiedene humane Splicevarianten (P2X7B-J) und Uber 650 Einzelnukleotid-Poly-
morphismen (single nucleotide polymorphism, SNP) identifiziert [9-13]. Einige dieser
SNPs zeichnen sich dabei durch eine erhéhte Suszeptibilitdt gegenliber Pathogenen wie
beispielsweise Mycobacterium tuberculosis aus oder werden mit Erkrankungen wie der
chronisch lymphatischen Leukamie assoziiert [9, 14-17].

Bei Nagern wurden bisher vier unterschiedliche Splicevarianten (P2X7a, P2X7Kk,
P2X713b, P2X713c) identifiziert [18]. Die P2X7k-Variante verfugt Uber einen alternativen
N-Terminus und eine alternative Transmembrandomane 1 (TM1). Sie ist voll funktions-
fahig. Die Isoform der Ratte weist jedoch eine hdhere Sensitivitat gegentiber Agonisten,
eine verstarkte Porenbildung und eine langsamere Deaktivierung auf [9, 19, 20].

Das P2X7-Monomer besteht aus 595 Aminosauren und bildet den homotrimeren P2X7R
[1, 21]. Der transmembrane Bereich (TM) des P2X7-Monomers besteht aus zwei Heli-
ces, die jeweils 24 Aminosauren lang sind (Abbildung 1). Extrazellular besitzt das P2X7-
Monomer einen aus 282 Aminosauren bestehenden Teil. Wie alle P2X-Rezeptorsubty-
pen, verflugt das P2X7-Monomer Uber einen kurzen intrazellularen N-Terminus, der 26
Aminosauren lang ist [18, 22]. Das intrazellulare C-terminale Ende ist im Gegensatz zu
allen anderen P2X-Rezeptorsubtypen sehr lang und besteht aus 239 Aminosauren. Es
besitzt mehrere Lipid- und Proteinbindemotive [23, 24] und reguliert unter anderem Pro-
tein-Protein-Interaktionen sowie posttranslationale Modifikationen [25, 26]. Fir die Po-
renbildung ist der C-Terminus unverzichtbar [18, 21]. Die Kryo-EM-Struktur des P2X7R
wurde kurzlich publiziert [27] und zeigt eine globulare Struktur des C-Terminus sowie
eine unerwartete Zink-Bindungsstelle und ein neuartiges GTP/GDP-Bindemotiv.
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Abbildung 1: Struktur des P2X7-Monomers und einige Funktionen des P2X7R

Abbildung modifiziert nach Bartlett et. al., 2014 und Mortaz et al., 2012 [28, 29]. Die Abbildung
zeigt die vereinfachte, schematische Darstellung des 595 Aminosauren grof3en P2X7-Monomers.
Dieses verfligt Gber zwei transmembrane Helices (TM1 und TM2), einen extrazellularen Teil so-
wie einen kurzen intrazellularen N-Terminus und den 239 Aminosduren umfassenden intrazellu-
laren C-Terminus. Das P2X7-Monomer bildet den homotrimeren P2X7-Rezeptor [1, 21].

Durch Entziindung und Zelltod kommt es zur extrazellularen Akkumulation von Nukleotiden wie
ATP. Auch kommensale Bakterien der Mikroflora setzen ATP frei [30, 31]. Die Aktivierung des
P2X7R durch ATP fiihrt zum Influx von Na* und Ca?* sowie dem Efflux von K* [1, 2], zur Aktivie-
rung des NLRP3-Inflammasom, zur Freisetzung von Zytokinen, Reaktiven Sauerstoffspezies
(ROS) und Stickstoffmonoxid (NO) [18, 25, 32-41] sowie zur Entziindung und der Induktion des
Zelltodes [18, 42-48].
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2.2 Die Zelltyp-spezifische P2X7R Biosynthese und
Lokalisation

Der P2X7R wird nachweislich vor allem von Zellen des angeborenen und des adaptiven
Immunsystems wie Monozyten, Makrophagen, Dendritischen Zellen, Mastzellen und
Lymphozyten sowie von Epithel- und Endothelzellen exprimiert und biosynthetisiert und
nimmt dadurch u.a. eine wichtige Rolle bei der Regulation der Immunantwort sowie ent-
zindlicher Prozesse ein [9, 37, 49-63].

Immunhistochemische und elektrophysiologische Untersuchungen des zentralen Ner-
vensystems (ZNS) wiesen die P2X7R Synthese durch Gliazellen wie Astrozyten, Oli-
godendrozyten und Ependymzellen [64-68] sowie die Expression und Synthese des
P2X7 auf mMRNA- und Proteinebene aktivierter Mikroglia nach [34, 53, 68-71].

Einige Studien berichten zudem von der Expression und Synthese des P2X7R durch
Neuronen des ZNS [68, 72-75]. Der neuronale P2X7R wird hierbei u.a. mit der Induktion
des neuronalen Zelltods assoziiert [68, 72, 73]. Trotz zahlreicher Studien in den letzten
Jahren, wird die neuronale P2X7R Lokalisation und Funktion kontrovers diskutiert [76,
77].

AuRerhalb des ZNS wird der P2X7R u.a. von Schwann- und Satellitenzellen des peri-
pheren Nervensystems (PNS) sowie von Gliazellen des enterischen Nervensystems
(ENS) exprimiert und synthetisiert [9, 78].

2.3 Funktionen des P2X7R

Untersuchungen mit P2rx7"'~ Mausmodellen und P2X7R Antagonisten deuten auf die
Involvierung des P2X7R in den Knochenstoffwechsel [79-81], den Glukose- und Lipid-
stoffwechsel [82, 83], in die Pathogenese von chronisch-entziindlichen Erkrankungen
wie der rheumatoiden Arthritis [84] sowie auf die Assoziation mit Tumorerkrankungen
[85, 86] und der Tumormetastasierung hin [87, 88]. Der P2X7R scheint an der Pathoge-
nese von Epilepsie [89, 90] und neurodegenerativen Erkrankungen wie der Alzheimer-
Erkrankung, Chorea Huntington sowie dem Parkinson-Syndrom [34, 91-96] beteiligt zu
sein und wird hierbei mit dem Zelltod von Neuronen und Gliazellen in Verbindung ge-
bracht [3, 4, 97-99].

Bei der Abwehr von Pathogenen wie Chlamydiaceae, Leishmanien, Toxoplasma gondii,
Streptococcus pneumoniae, Mycobacterium tuberculosis und Protozoen nimmt der
P2X7R eine wichtige Rolle ein [100-104]. Bei mit Mykobakterien infizierten Makrophagen
fuhrt die Aktivierung des P2X7R beispielsweise zum Zelltod [104] und einzelne P2X7-
SNPs werden mit einer erhdhten Suszeptibilitat gegentiber Mycobacterium tuberculosis
in Verbindung gebracht [9, 14, 15].

Auf zellularer Ebene wird der P2X7R von Immunzellen exprimiert und synthetisiert [37,
56, 105-111] und ist in die Regulation der angeborenen und der adaptiven Immunantwort
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involviert. Die P2X7R Aktivierung fihrt abhangig von der ATP-Konzentration zur Prolife-
ration, Differenzierung oder zum Zelltod von T-Lymphozyten [54, 112-116]. Daneben
supprimiert die P2X7R Aktivierung die Aktivitat und Viabilitat von antiinflammatorischen
Regulatorischen T-Zellen (Treg) [117, 118]. AuBerdem scheint der P2X7R auch Einfluss
auf die Regulation der intestinalen af3 und yd T-Zellen zu haben [18, 119] und begtinstigt
die Differenzierung von nativen T-Zellen zu Th17-Zellen [117, 118].

Die Aktivierung des P2X7R stimuliert daneben auch die Freisetzung von proinflammato-
rischen Zytokinen wie Interleukin-1R (IL-1R) und Interleukin-6 (IL-6) aus humanen Fib-
roblasten, murinen Mikroglia und Mastzellen sowie von Tumornekrosefaktor alpha (TNF-
a) aus humanen Dendritischen Zellen und murinen Mikroglia [18, 37-41]. Insbesondere
fur die NLRP3 Aktivierung und die nachfolgende IL-1 Reifung und Freisetzung ist der
P2X7R von besonderer Bedeutung (Abbildung 2). Die Aktivierung des P2X7R flhrt zur
Zusammenlagerung des NLRP3-Inflammasoms und der Maturation und Freisetzung des
proinflammatorischen IL-1B [41]. Untersuchungen mit dem P2rx7"Mausmodell zeigten,
dass LPS aktivierte Makrophagen bei P2X7-Depletion kein Pro-IL-1 prozessieren kén-
nen und die ATP-Stimulation nicht zur Freisetzung des reifen IL-13 fuhrt [120]. Dies
konnte auch bei Leukozyten, welche aus dem peripheren Blut des P2rx77-Mausmodell
gewonnen wurden, beobachtet werden [121]. Durch die Freisetzung von Zytokinen und
die konsekutive Veranderung des inflammatorischen Mikromilieus, kann die P2X7R Ak-
tivierung zudem auch indirekt Einfluss auf die Differenzierung von Treg-, Th17- sowie
die M1/M2-Differenzierung von Makrophagen nehmen [18, 122, 123].

Neben den immunologischen Funktionen wird die P2X7R Aktivierung auch mit dem Zell-
tod assoziiert [18]. Die ATP vermittelte Aktivierung kann hierbei zur Nekrose [42-44],
Pyroptose [18, 44, 124] oder Apoptose [45-48, 104] fihren. Der zum Zelluntergang fih-
rende Mechanismus ist dabei von dem Zelltyp, dem jeweiligen Agonisten und dessen
Konzentration abhangig [18, 43, 47, 115, 125]. Bei Dendritischen Zellen, Makrophagen
und Lymphozyten wurde der P2X7R vermittelte Zelltod in Untersuchungen durch
Apoptose initiiert [45-48, 104].

Der P2X7R ist neben den bereits beschriebenen Funktionen, auch an der Aktivierung
verschiedener Signalwege wie der nuclear factor of activated T cells 1 (NFATc1), nuclear
factor 'kappa-light-chain-enhancer’ of activated B-cells (NF-kB), hypoxia-inducible factor
1-alpha (HIF-1 a) [18, 126, 127] beteiligt und in die Bildung von Reaktiven Sauerstoffspe-
zies (reactive oxygen species, ROS) [33-35] und Stickstoffmonoxid (NO) [36] sowie in
die Freisetzung von Prostaglandin-E2 [128, 129] involviert.
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Abbildung 2: Schematische Darstellung der IL-1B Prozessierung nach der Aktivierung des
P2X7R

Abbildung modifiziert nach Cheng et al., 2020 [130]. Die Reifung und Freisetzung des IL-1 ist
ein zweistufiger Prozess. Die Stimulation von Toll-like Rezeptoren in Anwesenheit von PAMPs
fhrt zur Transkription des IL-13-Gens und zur Akkumulation von Pro-IL-113 im Zytoplasma. Durch
die Aktivierung des P2X7R erfolgt der Efflux von K*. Uber die Oligomerisierung der NLRP3-In-
flammasom-Bestandteile NLRP3 und ASC kommt es zur proteolytischen Spaltung der Pro-
Caspase-1 in die aktive Caspase-1 und der nachfolgenden Konvertierung von Pro-IL-13 zu IL-
18. [41, 131].
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2.4 Das P2X7R-EGFP Mausmodell

Fur die vorliegende Arbeit wurde ein von Kaczmarek et al., generiertes bacterial artificial
chromosome (BAC)-transgenes Mausmodell verwendet [132, 133]. In diesem BAC-
transgenen P2X7R-EGFP Mausmodell wird ein transgener P2X7R, der C-Terminal an
ein EGFP fusioniert ist, unter der Kontrolle des endogenen murinen P2X7-Gen-Promo-
tors moderat Uberexprimiert. Die C-terminale Strep-tagll-Gly-7xHis-Gly-Linkersequenz,
an welche eine EGFP-Sequenz fusioniert wurde, erleichtert die in vivo Visualisierung
des P2X7R und ermdglicht dessen Aufreinigung fur biochemische Analysen. Das Trans-
gen wurde sowohl mit der P2X7451P- als auch der 451L-Varianten generiert, wobei der
zu 451L fihrende SNP im C57BL/6 Mausstamm vorliegt. Der SNP der in der zytoplas-
matischen P2X7-Domane lokalisiert ist, scheint die Funktion des Kanals signifikant zu
beeintrachtigen [132, 134, 135].

Die Expression, Synthese und Funktionalitat des transgenen P2X7R-EGFP wurde von
Kaczmarek-Hajek et al., durch sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophore-
sis, (SDS-PAGE), Patch-Clamp-Analysen und durch ATP-induzierte Ethidium-Auf-
nahme in humanen embryonalen Nierenzellen (human embryonic kidney, HEK-Zellen)
bestatigt [132]. In diesen Untersuchungen wurden keine Beeintrachtigungen der Rezep-
torfunktion durch die Fusion an das EGFP festgestellt. Southern Blot Untersuchungen
zeigten die Integration von 4-15 BAC-Kopien in verschiedenen, generierten Transgen-
Linien. Die endogene P2X7 Proteinsynthese wird durch die P2X7-EGFP-Uberexpres-
sion nicht beeinflusst. Zudem zeigte die Aufreinigung von P2X7-EGFP mit Nitrilotriessig-
saure-Agarose (Ni-NTA) die Zusammenlagerung von endogenen und transgenen P2X7-
Untereinheiten [132].
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Abbildung 3: Schematische Abbildung des P2X7R-EGFP Mausmodells und des verwende-
ten BAC-Klons RP24-114E20

Abbildung modifiziert nach [28, 29, 132]. Schematische Darstellung des P2X7R-EGFP Mausmo-
dells (A) und des BAC-Klons RP24-114E20 (B), der das P2rx7-Gen plus 103 kb (5°) und 10 kb
(3") flankierenden Sequenzen enthélt. Eine Strep-His-EGFR-Kassette (0,8 kb), wurde mittels
zweier Homologiearme (HomA, HomB; blaue Kastchen), direkt vor dem Stopcodon in Exon 13
des P2rx7-Gens insertiert [28, 29, 132].
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2.5 Der P2X7R im Gastrointestinaltrakt und seine Rolle bei
chronisch-entziindlichen Darmerkrankungen

2.5.1 Anatomie des Gastrointestinaltrakts

Der Gastrointestinaltrakt weist vom Osophagus bis zum Enddarm einen gleichartigen
Wandaufbau auf und gliedert sich von luminal nach basolateral in die folgenden vier
Schichten (Abbildung 4):

Tunica mucosa (Schleimhaut)

Die Mukosa umfasst die Lamina epithelialis mucosae, die Lamina propria mucosae und
die Lamina muscularis mucosae. Sie grenzt mit dem Epithel an das Lumen des Gastro-
intestinaltrakts. Die Lamina propria mucosae besteht aus Bindegewebe, durch das Blut-
gefale und Nerven ziehen. Die Lamina muscularis mucosae ermdglicht die Motilitat der
Mukosa und besteht aus glatter Muskulatur [136, 137]. Die Enterozyten des Epithels
verfugen Uber Mikrovilli und sind apikal durch Schlussleisten verbunden. Zudem kom-
men vereinzelt M-Zellen im Epithel vor, die Uber Lymphfollikeln lokalisiert sind und Anti-
gene transportieren kénnen [138].

Tela submucosa (Submukosa)

Basal der Mukosa liegt die Tela submucosa die aus lockerem Bindegewebe besteht. In
der Submukosa verlaufen groRere Blutgefale. Zudem beinhaltet die Submukosa einen
Teil des enterischen Nervensystems, den Plexus submucosus sowie eine Ansammlung
von Lymphfollikeln [136, 137].

Tunica muscularis (Muskularis)

Die Tunica muscularis ist basal der Tela submucosa lokalisiert. Sie setzt sich aus dem
Stratum circulare und dem Stratum longitudinale zusammen, welche aus glatter Musku-
latur bestehen. Ein dinner Bindegewebestreifen liegt zwischen der Langs- und Quer-
muskelschicht. In diesem befinden sich die Ganglien des Plexus myentericus. Die Kon-
traktion der Muscularis fihrt zu den Pendel- und Segmentationsbewegungen der Peri-
staltik [136, 137].

Tunica adventitia oder Tunica serosa mit Tela subserosa

Intraperitoneal folgt der Muskelschicht die Tunica serosa mit der Tela subserosa.
Extraperitoneal die Tunica adventitia, welche aus lockerem Bindegewebe besteht [136,
137].

10
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Abbildung 4: Schematische Darstellung des Colonaufbaus

Abbildung modifiziert nach Gabanyi et al., 2016 [139]. Die Abbildung zeigt den vereinfachten,
schematischen Aufbau der Colonwand. Der schichtartige Wandaufbau gliedert sich vom Lumen
aus in die Schleimhaut (Tunica mucosa), die Submukosa (Tela Submucosa), die Muscularis mit
dem Stratum circulare und dem Stratum longitudinale und extraperitoneal der Adventitia (Tunica
adventitia) [137]. Zwischen der Langs- und Quermuskelschicht befinden sich die Ganglien des
Plexus myentericus, in der Submukosa die Ganglien des Plexus submucosus. [136, 137].

2.5.2 Das enterische Nervensystem

Das enterische Nervensystem (ENS) steuert und koordiniert den Verdauungsprozess,
den enteralen Elektrolyttransport, den gastrointestinalen Blutfluss sowie die gastrointes-
tinale Motilitat [140] und tragt zur Aufrechterhaltung der Integritat der epithelialen Barri-
ere bei [140-143].

Es umfasst circa 400-600 Millionen Neuronen [140, 144] und verflgt neben der extrinsi-
schen parasympathischen und sympathischen Innervation, tber intrinsische neuronale
Schaltkreise, welche unabhangig vom ZNS, reflexartige Kontraktionen erzeugen kénnen
[140, 144, 145]. Zudem interagiert das ENS mit dem Immunsystem und dem endokrinen
System des GITs [140, 143] und scheint daneben auch in entziindliche Prozesse und in
die Pathogenabwehr involviert zu sein [146-148].

2.5.3 Der Aufbau des enterischen Nervensystems

Das enterische Nervensystem ist ein komplexes Netzwerk. Es erstreckt sich intramural
Uber den gesamten Gastrointestinaltrakt [149] und besteht aus Ganglien und den inter-
ganglionaren Verbindungsfasern sowie aus neuronalen Fasern, die aus den Plexus her-
vorgehen und die Muskeln, Blutgefal’e und die Schleimhaut des Gastrointestinaltrakts
innervieren [150].

11
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Die Ganglien des enterischen Nervensystems bestehen aus einer Ansammlung von
neuronalen Zellkérpern und den umgebenden enterischen Gliazellen [140]. Die einzel-
nen Ganglien der Plexds sind durch primare interganglionare Nervenfasern miteinander
verbunden [140]. Sie sind in neuronalen Plexds, hauptsachlich in dem Plexus myenteri-
cus (Auerbachscher Plexus, nach Leopold Auerbach, 1864 [151]) und dem Plexus sub-
mucosus (Meissnerscher Plexus, nach Georg Meissner, 1857 [152]) organisiert [140,
153-156].

2.5.4 Der Plexus myentericus

Den gréfiten Teil des enterischen Nervensystem bilden der Plexus submucosus und der
Plexus myentericus. Die Ganglien des Plexus myentericus sind in einer bindegewebigen
Schicht zwischen der Muscularis longitudinalis und der Muscularis circularis lokalisiert
[140, 157, 158]. Der Plexus myentericus kann in 3 Hauptkomponenten differenziert wer-
den. Die Primar- und Sekundarkomponenten wurden von Auerbach, 1864 [151] identifi-
ziert, die Tertidrkomponente wurde spater unter anderem von Stohr [159] und Richard-
son [160] beschrieben [161].

Der primare Plexus besteht aus den Ganglien und den intergangliondren Verbindungs-
fasern. Aus dem primaren Plexus treten dinne Nervenfasern aus, die parallel zur Mus-
cularis circularis verlaufen und den sekundaren Plexus ausbilden [140, 151, 157, 161].
Der tertiare Plexus besteht aus feinen Faserbiindeln von noch geringerer GréR3e als die
des sekundaren Plexus, welche ein Netzwerk zwischen den Maschen des primaren Ple-
xus bilden [140, 151, 157, 159, 160]. Die Fasern des tertiaren Plexus sind nicht vollstan-
dig von Gliazellen umhdillt und enthalten disseminierte Nervenzellkorper. Sie verlaufen
an der Innenflache der Muscularis longitudinalis und durchdringen diese teilweise [140,
159-162]. Die Muscularis longitudinalis wird abhangig von der Muskeldicke und Spezies,
neben dem tertidren Plexus auch durch den longitudinalen Muskelplexus innerviert. Die-
ser besteht aus Blindeln feiner Nervenfasern, die parallel zur Muskulatur verlaufen [140,
160].

Die Muscularis circularis wird von dem primaren und sekundaren Plexus des Plexus
myentericus innerviert. Feine Nervenfaserblindel ziehen zu der zirkularen Muskulatur
und bilden ein kontinuierliches Geflecht. Zum Teil treten zudem Fasern des Plexus sub-
mucosus hinzu, welche sich mit den primaren und sekundaren Bestandteilen des Plexus
myentericus verbinden [140, 160, 161, 163].

2.5.5 Der Plexus submucosus

Im Bindegewebe der Tela submucosa ist der Plexus submucosus lokalisiert. Er kann in
einen Plexus submucosus internus und einen Plexus submucosus externus unterteilt
werden. Allgemein sind die Verbindungsstrange des Plexus submucosus feiner und die
Ganglien kleiner als die des Plexus myentericus [140, 164]. Zudem sind im Osophagus
und im Magen nur einzelne, verstreute submukdse Ganglien lokalisiert, die im Gegen-
satz zum Intestinum jedoch keine Plexis ausbilden [140].

12
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Der Plexus submucosus internus ist ein mehrschichtiges Netzwerk aus Ganglien. Die
Ganglien bestehen Ublicherweise aus finf oder weniger Neuronen. Jedoch kann der
Plexus submucosus internus auch groflere, tber 30 Neuronen umfassende Ganglien
beinhalten. Diese sind in zwei oder drei Ebenen im apikalen Teil der Tela submucosa
lokalisiert. Stellenweise kann sich der Plexus submucosus internus auch Gber mehrere
Ebenen erstrecken. Die unterschiedlichen Ebenen des Plexus submucosus internus
werden durch interganglionare Nervenstrange verbunden, die sich in den verschiedenen
Ebenen kreuzen [149].

Der Plexus submucosus externus ist dagegen ein einschichtiges Netzwerk, welches im
basalen Teil der Tela submucosa lokalisiert ist [140, 149]. Gewundene, korkenzieherar-
tige Nervenstrange verbinden den einschichtigen basalen Plexus submucosus externus
mit dem mehrschichtigen apikalen Plexus submucosus internus. Diese Nervenstrange
gehen von allen Ebenen des Plexus submucosus internus aus und enthalten teilweise
Ganglien von unterschiedlicher Grofe [149].

Der Plexus submucosus internus innerviert die Mukosa und steuert die Resorption und
Sekretion [165]. Das Stratum circulare der Tunica muscularis wird zum Teil vom Plexus
submucosus externus innerviert [140, 161].

Neben dem Plexus submucosus internus und dem Plexus submucosus externus wird
von manchen Autoren ein dritter, intermediarer Plexus im humanen Colon und bei gro-
Ren Saugetieren beschrieben [149, 162, 166].

2.5.6 Weitere Plexus des enterischen Nervensystems

Neben den ganglionaren Plexus, wie dem Plexus myentericus und dem Plexus submu-
cosus, existieren im GIT noch weitere kleine Plexids, wie der Plexus mucosus in der
Tunica mucosa, der Plexus muscularis mucosae sowie aganglionare Plexis wie der Ple-
xus muscularis circularis und der Plexus muscularis longitudinalis in der Muscularis ex-
terna [157, 162, 167]. In den aganglionaren Plexds stellen die enterischen Gliazellen
neben den neuronalen Fasern die vorherrschende Zellpopulation dar [157, 168].

2.5.7 Der Aufbau enterischer Ganglien

Die Ganglien des enterischen Nervensystems beinhalten sensorische Neuronen, Inter-
neuronen sowie exzitatorische und inhibitorische Motoneuronen [150]. Diese werden
von enterischen Gliazellen, Bindegewebszellen und von Cajal-Zellen (ICC) begleitet
[143, 169]. Im Interstitium sind die neuronalen Ganglien von der Extrazellularmatrix
(extracellular matrix, ECM), Fibroblasten, BlutgefalRen, ICC und glatten Muskelzellen
umgeben [170].

Die ECM, welche den extrazellularen Raum der Ganglien ausfiillt, ist von komplexer
Struktur. Sie besteht aus verschiedenen Makromolekilen, welche von Bedeutung fir die
Entwicklung und die Regeneration des ENS sind [169, 171, 172]. Diese bilden einen
wichtigen Rahmen fiir die enterische Mikroumgebung und beeinflussen die Homodostase
myenterischer neuronaler Schaltkreise [173].

13
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In den Ganglien und den Verbindungsstrangen der Plexds sind eine Vielzahl von Glia-
zellen vorhanden. Enterische Gliazellen wurden analog zu den enterischen Neuronen
erstmals 1899 von Alexander Dogiel beschrieben [174, 175]. Sie weisen eine sternfor-
mige Morphologie auf [175, 176] und teilen sich einige Eigenschaften mit Astrogliazellen
des ZNS, weshalb sie auch als periphere Astrogliazellen bezeichnet werden [158, 177,
178]. Enterische Gliazellen und Gliazellen des ZNS enthalten beispielsweise beide pro-
minente Gliofilamente, besitzen keine eigene Basalmembran [158, 177, 178] und expri-
mieren und synthetisieren teilweise die gleichen zelluldren Antigene [179]. Gliazellen
wurden in der Vergangenheit vor allem als mechanisches Stutzgewebe fiir Neuronen
betrachtet. In den letzten Jahren wurde jedoch zunehmend die Wichtigkeit der enteri-
schen Gliazellen fir die intestinale Homoéostase erkannt [175, 180-182]. Enterische Gli-
azellen setzen eine Vielzahl von Faktoren frei, die fur die Entwicklung, Differenzierung,
Neuroprotektion und Neuroplastizitat enterischer Neuronen sowie fiir die Aufrechterhal-
tung der intestinalen Homoostase und der Barrierefunktion des intestinalen Epithels ver-
antwortlich sind [142, 175, 183-187]. Neben der gut untersuchten, protektiven Funktion,
kénnen enterische Gliazellen bei entziindlichen Prozessen aktiviert werden und zur in-
flammatorischen Reaktion beitragen [175]. Sie fungieren dabei als APCs (Antigen-
presenting cells, antigenprasentierende Zellen) [175, 188-193] und exprimieren und syn-
thetisieren Zytokinrezeptoren sowie iNOS. Zudem kdénnen sie auch Zytokine wie IL-6,
IL-18 sowie NO freisetzen [175, 189, 194-197].

Die Somata von Gliazellen sind langlich und schmal sowie im Allgemeinen kleiner als
die der enterischen Neuronen [193, 198-202]. Die enterischen Gliazellen umgeben die
Axone und Somata der Neuronen. Die Fortsatze der Gliazellen weisen morphologisch
eine unregelmafige Form und GroRe auf, sind stark verzweigt und breiten sich zwischen
den neuronalen Fortsatzen und Perikarya aus. Eine gro3e Anzahl der glialen Fortsatze
umgeben die enterischen Neuronen und Axone zum Teil komplett [170]. Einige der neu-
ronalen Axone sind zudem in Einfaltungen der enterischen Gliazellen eingebettet [193,
198-202].

Neben den Gliazellen werden die Nervenfaserbiindel von den langen zytoplasmatischen
Prozessen der ICC und von Fibrozyten umhiillt, welche sie vom umgebenden Bindege-
webe und den glatten Muskelzellen abgrenzen [169, 178, 203]. Die ICC sind fibroblas-
tenahnliche Zellen, die Uber Gap junctions mit den glatten Muskelzellen verbunden sind.
Sie bilden ein dichtes Netzwerk in der Tunica muscularis und dienen als Vermittler zwi-
schen dem ENS und der Muskulatur. Als Schrittmacherzellen kénnen sie langsame De-
polarisationswellen generieren und leiten exzitatorische und inhibitorische Impulse an
die glatte Muskulatur der Tunica muscularis [136].

Elektronenmikroskopische Untersuchungen der Ultrastruktur des Plexus myentericus
durch Cook und Burnstock zeigten wenige Mastzellen, die in der Nahe kleiner, in der
glatten Muskulatur verlaufender Nervenblindel, lokalisiert sind. Plasmazellen sowie eo-
sinophile oder neutrophile Granulozyten wurden in elektronenmikroskopischen Untersu-
chungen nur vereinzelt festgestellt [169, 178, 203]. Hingegen sind zahlreiche Makropha-
gen in der Muscularis externa verteilt und interagieren mit enterischen Neuronen, wo-
riber sie Einfluss auf die peristaltische Aktivitat des Colons nehmen kénnen [204].
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2.5.8 Epidemiologie und Pathogenese chronisch entzundlicher
Darmerkrankungen

Chronisch entzindliche Darmerkrankungen (CED) sind multifaktorielle, chronisch ver-
laufende oder rezidivierende Entziindungen des GITs [205-208].

Klinisch manifestieren sich CED unter anderem durch gastrointestinale Blutungen, Diar-
rhoen, Tenesmen, Fieber und Gewichtsverlust [209].

Histologisch gehen die Entziindungen mit Ulzerationen, Erosionen und Odemen der Mu-
kosa einher und flhren zur Infiltration einer gro3en Anzahl von Neutrophilen, Monozyten
und Lymphozyten [209].

In den letzten Jahrzenten wurde vor allem in den Industrienationen eine zunehmende
Pravalenz von CED festgestellt [105, 210-212]. Die Inzidenz von CED weist ein starkes
Nord-Siudgefalle auf, mit den héchsten Inzidenzraten in Nordamerika und Europa und
den niedrigsten in Asien, Afrika und Asien [213, 214].

Atiologisch geht man von einem Zusammenspiel einer genetischen Pradisposition, im-
munologischen Ursachen und Umweltfaktoren aus, welche zur Entwicklung der Erkran-
kungen fihren [215]. Es wurden verschiedene Genloci wie NOD2, IBDS, IL23R und
ATG16L1 identifiziert, die mit CED assoziiert sind und auf die Bedeutung des angebore-
nen Immunsystems, der Autophagie und der Phagozytose bei der Pathogenese von
CED hindeuten [216-225]. Auch Umwelt- und Lebensstilfaktoren scheinen eine Rolle bei
der Entstehung von CED zu spielen. So weisen Raucher ein 2-fach erhdhtes Risiko fur
Morbus Crohn auf. [226].

Neuere Studien zeigen, dass CED mit einer Dysregulation des intestinalen Immunsys-
tems einhergehen [107, 110]. Die Stimulation von Immunzellen durch luminale Antigene
fuhrt zur Produktion von proinflammatorischen Zytokinen wie TNF-a und IL-113 sowie zur
Freisetzung von ROS und ATP [107, 111, 227]. Dies flhrt konsekutiv zur weiteren Akti-
vierung der Entziindungskaskade und zu Gewebeschadigungen [107, 216, 228]. Unter
entzindlichen Bedingungen sezernieren Immunzellen ATP Uber Pannexin-1 [107, 229,
230]. Durch Zelluntergang werden zusatzlich grolRe Mengen an ATP in den extrazellula-
ren Raum freigesetzt [107, 229], wodurch hohe extrazellulare ATP-Konzentrationen auf-
treten kdnnen [107, 229].

Langfristig verursachen intestinale Entziindungen Veranderungen des enterischen Ner-
vensystems. Colitismodelle mit 2,4-Dinitrobenzolsulfonsaure (DNBS), 2,4,6-Trinitroben-
zolsulfonsaure (TNBS) und Natriumdextransulfat (DSS) zeigten, dass Makrophagen und
Mastzellen in die neuromuskulare Schicht des Colons infiltrieren [231, 232] und intesti-
nale Entzindungen zum Verlust enterischer Neuronen sowie einer dadurch induzierten
motorischen Dysfunktion fliihren [99, 231].

2.5.9 Die Rolle des P2X7R bei der Entstehung von chronisch-
entzundlichen Darmerkrankungen

Die Beteiligung des P2X7R an der Pathogenese von CED wurde in den letzten Jahren
intensiv untersucht. In Tiermodellen konnte gezeigt werden, dass durch die Blockade
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oder Deletion des P2X7R Gewebeschadigung und Krankheitssymptome vermindert wer-
den koénnen [105, 106, 233-236]. P2X7R-Antagonisten reduzierten die Symptome einer
TNBS- und DSS-induzierten Colitis, fliihrten zu einer verminderten Produktion proin-
flammatorischer Zytokine, zu einer Verringerung der NF-kB-Aktivierung und der Myelo-
peroxidaseaktivitat sowie zu einer Reduktion von Kollagenablagerungen und zu einer
verringerten Anzahl von T-Zellen und Makrophagen in der Lamina propria [105, 107,
235]. Im Mausmodell fihrte die P2X7R-Depletion zum Versagen einer TNBS oder DSS
induzierten Colitis [56, 105, 106]. Die klinische Erprobung des P2X7R Antagonisten
AZD9056 in einer placebokontrollierten, multizentrischen, doppelblinden Phase-lla-Stu-
die mit einer kleinen Gruppe an Morbus Crohn erkrankter Patienten, verbesserte signifi-
kant die klinischen Symptome der teilnehmenden Probanden [237].

Trotz intensiver Forschung ist die Involvierung des P2X7R in die Pathogenese von CED
bisher nur unzureichend aufgeklart. Untersuchungen deuten hierbei vor allem auf die
Beeinflussung der T-Zell- und Makrophagenfunktion, auf eine Dysfunktion des ENS so-
wie auf die gestorte Integritat der epithelialen Barriere hin.

2.5.9.1 Der Einfluss des P2X7R auf die T-Zell und Makrophagen Funktion

Vor allem Makrophagen und T-Helferzellen bestimmen den Verlauf von CED und sind
mit der Krankheitsaktivitdt und dem Rezidivrisiko assoziiert [107, 110, 111, 238]. Die
Mukosa von an CED erkrankten Patienten weist eine erhdhte Anzahl an aktivierten T-
Zellen auf, welche proinflammatorische Mediatoren freisetzen und die inflammatorische
Reaktion aufrechterhalten und verstarken [105, 239-241].

Der P2X7R wird u.a. von Immunzellen wie Makrophagen und T-Lymphozyten exprimiert
und synthetisiert [37, 56, 105-111]. Die P2X7R Aktivierung fiihrt dabei, abhangig von der
ATP-Konzentration, entweder zur Proliferation und Differenzierung oder auch zum Zell-
tod von T-Lymphozyten [54, 112-116]. Daneben wird die Aktivitdt und Viabilitat von an-
tiinflammatorischen Regulatorischen T-Zellen supprimiert [117, 242]. Treg produzieren
antiinflammatorische Zytokine wie TGF- und IL-10 und tragen damit zur Aufrechterhal-
tung der Immunhomoostase und der intestinalen Integritat bei. Die Treg Funktionssto-
rung ist mutmallich eine wichtige Ursache fir CED [105, 243-245]. Untersuchungen
zeigten, dass die Aktivierung des P2X7R zum Zelltod von mukosalen Tregs flhrt [106]
und P2X7R-Antagonisten die Anzahl von Treg in inflammatorischen Regionen des Dar-
mes erhdhen kdénnen [105, 246]. Der P2X7R scheint durch die Induktion des Zelltods
von Treg Einfluss auf die Immuntoleranz sowie antiinflammatorische Mechanismen aus-
zutben und nimmt dadurch wahrscheinlich eine Schlisselrolle bei der Pathogenese ent-
zindlicher Darmerkrankungen ein [105, 106].

Daneben flihrt die Induktion einer Colitis im Mausmodell auch zu einer erhéhten Anzahl
P2X7R-exprimierender Makrophagen und einer erhdhten IL-13 Konzentration in der Mu-
kosa und der Lamina propria [105, 235]. Es wird daher vermutet, dass die P2X7R-indu-
zierte NLRP3-Inflammasom-Aktivierung in Makrophagen mit nachfolgender Reifung und
Freisetzung von IL-113 zur inflammatorischen Reaktion bei CED entscheidend beitragen
kann [105].
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2.5.9.2 Der Einfluss des P2X7R auf die epitheliale Barriere

Fir die physiologische Homdostase ist die epitheliale Barriere der Darmschleimhaut es-
sentiell. Sie stellt die erste Abwehr gegen pathogene Mikroorganismen und exogene
Antigene dar [208, 247, 248]. Die Integritat der Epithelbarriere hangt von der Aufrecht-
erhaltung des dynamischen Gleichgewichts in Bezug auf Zellzahl, Zelltyp und Differen-
zierungsgrad ab [249]. Eine gestorte Funktion oder erhohte Permeabilitat der epithelia-
len Barriere fuhrt durch die Stimulation der Mikrobiota zur verstarkten Sezernierung von
Entziindungsmediatoren durch die Darmepithelzellen. Dies flihrt nachfolgend vermutlich
zu einer abnormen Interaktion zwischen den Immun- und den Epithelzellen und tragt
wahrscheinlich entscheidend zur Pathogenese von CED bei [105, 250-252]. Neben Im-
munzellen, wird der P2X7R auch von intestinalen Epithelzellen exprimiert [249, 253-
255]. Die epitheliale Expression und Synthese des P2X7R wurde dabei mit dem Zelltod
der intestinalen Epithelzellen assoziiert [254]. Bei anhaltender Aktivierung des P2X7R
werden Apoptose und Autophagie der Darmepithelzellen initiiert [105, 256]. Dartber hin-
aus zeigten Studien, dass die Hemmung des P2X7R die Expression und Synthese des
antiinflammatorischen TGF-R erhoht und die Proliferationsrate von intestinalen Epithel-
zellen beschleunigt [105, 246].

2.5.9.3 Der Einfluss des P2X7R auf das enterische Nervensystem

CED gehen mit einem Untergang enterischer Neuronen und einer konsekutiven motori-
schen Dysfunktion einher [99, 231].

Neben den intestinalen Immunzellen [37, 106, 118, 257], wurde die P2X7R Expression
und Synthese auch durch Neuronen des ENS mehrfach beschrieben [99, 231, 258, 259].
Hierbei demonstrierten Studien mit Ischamie-Reperfusions- und Colitismodellen die neu-
ronale Expression und Synthese des P2X7R durch enterischen Neuronen des Plexus
submucosus und des Plexus myentericus [99, 231, 258-261]. Die Colitisinduktion fihrte
dabei bei Ratten zu einer Verstarkung der P2X7R Expression und Synthese in myente-
rischen Neuronen und in der neuromuskularen Schicht [231].

Dartber hinaus legen Daten aus Colitismodellen nahe, dass der P2X7R mit dem Zelltod
enterischer Neuronen und den daraus resultierenden Motilitatsstorungen wahrend einer
Colitis assoziiert ist [99, 106, 231]. Funktionelle Untersuchungen mit murinen Colitismo-
dellen zeigten, dass die Aktivierung eines neuronalen P2X7R, Pannexin-1, Asc und
Caspasen-Signalkomplexes zum Untergang enterischer Neuronen fiihrt. Die Inhibierung
des neuronalen P2X7R, des Pannexin-1-Rezeptors, Asc oder der Caspasenaktivitat hat-
ten hierbei eine neuroprotektive Wirkung und verhinderten den wahrend der Entzindung
auftretenden Untergang der Neuronen des Plexus myentericus [99].
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2.6 Ziele der Arbeit

P2X7R werden vor allem durch Immunzellen exprimiert und vermitteln pro-inflammato-
rische Effekte. Studien mit verschiedenen CED-Tiermodellen zeigen mildere Verlaufe
und eine protektive Wirkung auf CED-assoziierte Schadigungen von Neuronen, wenn
der P2X7R antagonisiert oder depletiert wurde. In einer klinischen Studie mit an Morbus
Crohn erkrankten Patienten wurde eine Besserung der klinischen Symptomatik bei The-
rapie mit einem P2X7R Antagonisten gefunden [105, 106, 235-237].

Trotz seiner Bedeutung als potentielles Arzneistofftarget sind die Lokalisation, Regula-
tion und Funktionen des P2X7R, auch aufgrund fehlender, selektiver Antikorper, unvoll-
standig geklart und insbesondere die Lokalisation und Funktion in Neuronen wird kont-
rovers diskutiert. In mehreren, zu Beginn dieser Arbeit publizierten Studien, wurde die
Aktivierung neuronaler P2X7R als Ursache funktioneller ENS-Schadigungen gefunden.
Da die Klarung der Lokalisation des P2X7R wichtig fur potenzielle P2X7R-basierte me-
dikamentdse Therapien [262] ist, wurden in der vorliegenden Arbeit ein neuartiges BAC-
transgenes P2X7R-EGFP-Reportermausmodell und neue P2X7R-spezifische Nanobo-
dies sowie P2X7R-knockout-Kontrollmause verwendet, um die zelltypspezifische Loka-
lisation des P2X7R im ENS des distalen Colons aufzuklaren. Dariber hinaus wurde in
in vitro- und in vivo-Experimenten untersucht, ob eine P2X7R-Uberexpression im trans-
genen P2X7R-EGFP-Mausmodell mit einer hdheren Suszeptibilitat verbunden ist.
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3. Zusammenfassung

Der P2X7-Rezeptor (P2X7R) ist ein durch ATP aktivierter Kationenkanal [1]. Er wird
durch Zellen des angeborenen und adaptiven Immunsystems exprimiert [37, 106, 118,
257, 263] und spielt eine wichtige Rolle bei entzindlichen Prozessen [50]. Die Aktivie-
rung des P2X7R fuhrt u. a. zur Zusammenlagerung des NLRP3-Inflammasom, zur Frei-
setzung von proinflammatorischen Zytokinen, wie IL-1 [18, 37-41] und kann zum Zell-
tod durch Apoptose filhren [18, 54, 57, 264].

Die Beteiligung des P2X7R an der Pathogenese von chronisch-entzindlichen Darmer-
krankungen (CED) konnte in verschiedenen CED-Modellen gezeigt werden [105, 235,
236]. Der P2X7R Antagonist AZD9056 verbesserte in einer Phase lla Studie mit einer
kleinen Gruppe von an Morbus Crohn erkrankter Patienten die klinische Symptomatik
[237]. Wahrend die P2X7R Lokalisation und Funktion in Neuronen des ZNS umstritten
ist [76], wurde die Lokalisation in Neuronen des Plexus myentericus und des Plexus
submucosus mehrfach beschrieben [99, 231, 258, 259]. Diesbezlglich wird angenom-
men, dass der Untergang enterischer Neuronen wahrend einer Colitis und die damit ver-
bundenen enteralen Motilitatsstorungen durch die Aktivierung neuronaler P2X7R vermit-
telt wird [99, 231, 265].

Um die zelltypspezifische Lokalisation und Funktion des P2X7R im enterischen Nerven-
system (ENS) naher zu untersuchen, wurden in der vorliegenden Arbeit zunachst ver-
schiedene Colonpraparationen eines BAC-transgenen P2X7R-EGFP-Mausmodells mit-
tels EGFP- und P2X7R-spezifischen Antikdrpern sowie eines P2X7R-spezifischen Na-
nobodies analysiert und mit dem Wildtyp (wt) verglichen. Die Immunfluoreszenzuntersu-
chungen von Colonquerschnitten, LMMP (longitudinal muscle myenteric plexus)-Prapa-
rationen, Praparationen des Plexus submucosus sowie planarer Mukosapraparationen
zeigten die P2X7R- und EGFP-Expression in Enterozyten, Zellen der Lamina propria
und in der Muscularis externa. Mittels Durchflusszytometrie konnte die Vergleichbarkeit
der P2X7R-Expression in Immunzellen von wt und transgenen Mausen gezeigt werden.
Weiterhin wurden Gbereinstimmende Expressionsmuster in LMMP-Praparationen von wt
und transgenen Mausen demonstriert und die Spezifitat der Antikérper und des Nano-
bodies durch knockout-Kontrollen belegt.

In weiteren Untersuchungen wurden Co-Farbungen mit Antikérpern fur verschiedene
Markerproteine (Neuronen, ICC, Gliazellen, Mastzellen und Makrophagen) durchgefuhrt.
Im Gegensatz zu friheren Studien [99, 231, 258, 259] zeigten diese Untersuchungen
keine P2X7R Lokalisation in Neuronen des Plexus myentericus und des Plexus submu-
cosus, sondern eine dominante P2X7R Expression und Synthese durch S-100R positive
Gliazellen sowie durch F4/80 und CD68 positive Makrophagen. Ferner konnten hierbei
zwei unterschiedliche Makrophagentypen differenziert werden, die sich hinsichtlich ihrer
Lokalisation, Morphologie und der IBA-1 Expression und Synthese unterscheiden. Die
Quantifizierung der F4/80 positiven Makrophagen ergab eine um 40% erhéhte Makro-
phagenanzahl im transgenen P2X7R-EGFP-Mausmodell im Vergleich zum wt und in
diesen Zellen konnte interessanterweise auch der Proliferationsmarker Ki-67 nachge-
wiesen werden.
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Schlieflich wurde untersucht, ob eine neuronale P2X7R-Expression und Synthese unter
pathophysiologischen Bedingungen induziert werden kann und ob die P2X7R-Uberex-
pression im P2X7R-EGFP-Mausmodell mit einer hdheren Suszeptibilitat bei Induktion
einer Colitis einhergeht.

In einem ex vivo Modell fliihrte die Applikation des physiologischen Agonisten ATP zu
keiner nachweisbaren neuronalen P2X7R Expression und Synthese des Plexus myen-
tericus, jedoch zu einer verminderten Neuronenanzahl in Ubereinstimmung mit friiheren
Beobachtungen [99]. Die Quantifizierung der Neuronenanzahl im ex vivo Modell nach
Applikation des selektiveren P2X7R Agonisten BzATP, zeigte eine geringere Anzahl an
Neuronen im P2X7R-EGFP-Mausmodell und wt im Vergleich zum P2rx7”~Mausmodell,
die jedoch nicht signifikant war.

Nach in vivo Colitis-Induktion mittels DSS sowie im T-Zell-Transfer-Colitismodell, konnte
ebenfalls keine P2X7R-Hochregulation nachgewiesen werden. Die Uberexpression des
P2X7R im P2X7R-EGFP-Mausmodell flihrte im DSS-Colitismodell zudem zu keinen sig-
nifikanten Unterschieden im Vergleich zum wt.

Die vorliegende Arbeit zeigt, dass der P2X7R im ENS vor allem durch Makrophagen und
S-100B-positiven Gliazellen exprimiert wird. Die ATP-induzierte neuronale Schadigung
des ENS ist somit wahrscheinlich ein indirekter Effekt der P2X7R Aktivierung in Makro-
phagen und/oder Gliazellen. Dies ahnelt der Situation im ZNS, wo P2X7R in hohem
Mafe von Mikroglia und S-100B-positiven Astrozyten exprimiert werden. Interessanter-
weise ahneln Mikroglia im ZNS in vielerlei Hinsicht den Makrophagen im ENS [266].
Zusammenfassend liefern die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit eine wichtige Grund-
lage zum Verstandnis der physiologischen und pathophysiologischen P2X7R-Funktio-
nen und seine Validierung als Zielstruktur fur die Entwicklung neuartiger Arzneistoffe zur
Behandlung entzindlicher Erkrankungen.
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4. Summary

The P2X7 receptor (P2X7R) is an ATP-activated cation channel [1]. It is expressed by
cells of the innate and adaptive immune system [37, 106, 118, 257, 263] and plays an
important role in inflammation [50]. Activation of the P2X7R leads to NLRP3-Inflam-
masome assembly and the release of proinflammatory cytokines such as IL-1 [18, 37-
41]. Furthermore, it leads to cell death through apoptosis in various cell types [18, 54,
57, 264].

The involvement of P2X7R in the pathogenesis of inflammatory bowel disease (IBD) has
been demonstrated in various IBD models [105, 235, 236]. The P2X7R antagonist
AZD9056 improved disease symptoms in a phase lla study with a small group of patients
suffering from Crohn's disease [237]. While the P2X7R localization and function in neu-
rons of the CNS is controversial [76], its localization in neurons of the myenteric plexus
and submucosal plexus has been described several times [99, 231, 258, 259] and it is
assumed that the death of enteric neurons during colitis and the associated enteral mo-
tility disorders are mediated by the activation of neuronal P2X7R [99, 231, 265].

In order to investigate the cell type-specific localization and function of the P2X7R in the
ENS, various colon preparations of a BAC-transgenic P2X7R-EGFP mouse model were
analyzed using EGFP and P2X7R-specific antibodies as well as a P2X7R-specific nano-
body and compared to wt tissues. Immunofluorescence studies of colon cross-sections,
LMMP (longitudinal muscle myenteric plexus) preparations, submucosal plexus prepa-
rations and planar mucosal preparations showed P2X7R and EGFP expression in enter-
ocytes, cells of the lamina propria and in the muscularis externa. Flow cytometry demon-
strated the comparability of P2X7R expression levels in immune cells from wt and trans-
genic mice. Furthermore, consistent expression patterns were shown in wt and trans-
genic mice in LMMP preparations and the specificity of the antibodies and the nanobody
was demonstrated by knockout controls. In further studies, co-staining was carried out
with antibodies for various marker proteins (neurons, ICC, glial cells, mast cells and mac-
rophages).

In contrast to previous studies [99, 231, 258, 259] this study did not show P2X7R locali-
zation in neurons of the myenteric plexus and submucosal plexus but rather a dominant
P2X7R expression by S-100R positive glial cells and F4/80 and CD68 positive macro-
phages. Two different types of macrophages could be differentiated, which differ in their
localization, morphology and IBA-1 expression. The quantification of the F4/80 positive
macrophages revealed a 40% increase in the number of macrophages in the transgenic
P2X7R-EGFP mouse model compared to the wild type and, interestingly, the expression
of the proliferation marker Ki-67 could be found in these cells.

Finally, we investigated whether neuronal P2X7R expression can be induced under path-
ophysiological conditions and whether P2X7R overexpression in the P2X7R-EGFP
mouse model is associated with higher susceptibility when inducing colitis.

In an ex vivo model, application of the physiological agonist ATP resulted in no detecta-
ble neuronal P2X7R expression of the myenteric plexus but in a reduced number of neu-
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rons in agreement with previous observations [99]. Quantification of the number of neu-
rons after application of the more selective P2X7R agonist BZATP showed a lower num-
ber of neurons in the P2X7R-EGFP mouse model and wild type compared to the P2rx7-
" mouse model, but this was not significant.

After colitis induction in vivo using DSS or a T-cell transfer model, P2X7R upregulation
could also not be detected. Overexpression of the P2X7R in the P2X7R-EGFP mouse
model did not result in any significant differences in the DSS colitis model compared to
the wt.

The present work shows that the P2X7R in the enteric nervous system is mainly ex-
pressed by macrophages and S-100B-positive glial cells. The ATP-induced neuronal
damage to the ENS is therefore probably an indirect effect of P2X7R activation in mac-
rophages and/or glial cells. This is similar to the situation in the CNS, where P2X7R are
highly expressed by microglia and S-100B-positive astrocytes. Interestingly, microglia in
the CNS also resemble macrophages in the ENS in many aspects [266].

In summary, the results of the presented work provide an important basis for understand-
ing the physiological and pathophysiological P2X7R functions and its validation as a tar-
get structure for the development of novel drugs for the treatment of inflammatory dis-
eases.
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