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Referat

Diese Arbeit untersucht den Einfluss des Lipidmediators Sphingosin-1-phosphat auf RAW-
Makrophagen. Elektrophysiologische Ganzzellanalysen zeigten, dass Sphingosin-1-phosphat
(51P) in  nanomolaren Konzentrationen eine lonenleitfahigkeit mit moderater
Auswartsgleichrichtung in RAW-Makrophagen hervorruft. Die Substitution von Anionen,
jedoch nicht von Kationen, flihrte zu deutlichen Verschiebungen des Umkehrpotentials der
S1P-abhangigen lonenstrome. Dies legt nahe, dass die beobachteten Strome durch Anionen
getragen werden. Die S1P-induzierten Stréme konnten durch Verdnderungen der intra- und
extrazelluldren Osmolaritdt deutlich beeinflusst werden. Unter der daraus folgenden
Annahme, dass die Stréme durch Volumen-sensitive Anionenkanale (VSOR-Kanale) getragen
werden, wurde eine umfangreiche pharmakologische Testung durchgefiihrt. Diese ergab ein
fir VSOR-Kanéle typisches pharmakologisches Profil. Die S1P-induzierten Strome konnten
durch W123, einen Antagonisten am S1P-Rezeptor 1 (S1PR1), sowie durch GDPR-S deutlich
gehemmt werden. Daraus wird auf eine Beteiligung des S1PR1 und der abhdngigen G-Protein-
gekoppelten Signalkaskade an den S1P-induzierten Stromen geschlossen. Cytochalasin D, ein
Polymerisationshemmer des Aktinzytoskeletts, inhibierte ebenfalls S1P-induzierte Stréme. Dies
deutet auf eine Beteiligung des Zytoskeletts bei der Aktivierung S1P-aktivierter Stréme hin. S1P
und hypoosmolare Losung induzierten in RAW-Makrophagen eine ATP-Sekretion. Diese
Sekretion konnte durch typische Blockersubstanzen von VSOR-Kanalen gehemmt werden. Aus
diesen Ergebnissen wird geschlossen, dass S1P in nanomolaren Konzentrationen in RAW-

Makrophagen eine konduktive ATP-Sekretion Gber VSOR-Kanale hervorruft.

Burow, Philipp: Induktion einer ATP-Sekretion tUber Volumen-sensitive Anionenkandle durch
Sphingosin-1-phosphat in RAW-Makrophagen, Halle (Saale), Univ., Med. Fak., Diss., 64 Seiten,
2015.
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1 Einflihrung in die Theorie

Eine konzertierte Aktion von angeborenem und adaptivem Immunsystem ist nur dann moglich,
wenn Zellen, Extrazellularmatrix und Mediatoren reguliert miteinander interagieren. Das
friihzeitige Erkennen korperfremder Strukturen, die Eingrenzung infektidoser Organismen auf
einen moglichst kleinen Raum, die effektive Zerstorung fremder Strukturen sowie das
Abschalten des Immunsystems nach erfolgreicher Abwehr erfordern eine optimale
Positionierung beteiligter Zellen und die Produktion der ,richtigen” Mediatoren.
Fehlregulationen in einem oder mehreren dieser Systeme durch angeborene Defekte,
Fehlerndhrung, erworbene Krankheiten oder iatrogen induziert kénnen einerseits zu
Immunschwache und Tumorerkrankungen, andererseits zu Hypersensitivitdits- und
Autoimmunerkrankungen fiihren. Die Anzahl der an der Immunregulation beteiligten
Zellgruppen und Mediatoren ist schier unliberschaubar. Ein Ansatz zum besseren Verstandnis
der komplexen Mechanismen ist die moglichst exakte Analyse eines einzelnen Mediators bzw.
Zytokins auf eine definierte Zellgruppe des Immunsystems. Mehrere solcher Bausteine helfen,
die Gesamtantwort besser zu verstehen. In den letzten Jahren ist dabei der Lipidmediator
Sphingosin-1-phosphat (S1P) fir die Feinsteuerung von Prozessen des angeborenen und
adaptiven Immunsystems immer mehr in das Blickfeld der physiologischen und
neuroimmunologischen Forschung geraten. Wahrend der Einfluss von S1P auf Zellen des
adaptiven Immunsystems schon gut untersucht ist, ist die Bedeutung fir das angeborene
Immunsystem langst nicht so detailliert beschrieben. In diesem Zusammenhang wird in der
vorgelegten Arbeit der Einfluss von S1P auf murine Makrophagen der Linie RAW 264.7

untersucht.

1.1 Der Lipidmediator S1P

1.1.1  Vorkommen und Stoffwechsel

Der lipophile Aminoalkohol Sphingosin als Vorstufe des biologisch aktiven S1P dient als
Grundbaustein in der Biosynthese von Sphingolipiden, einer groflen Gruppe ubiquitar
vorkommender Membranlipide. Sphingosin ist ein einfach ungesattigter Aminoalkohol, der aus

18 Kohlenstoffatomen, einer Aminogruppe und zwei Hydroxygruppen besteht (Rivera et al.,



2008). Zwei Quellen fir intrazelluldres Sphingosin sind bedeutsam: zum Einen die Hydrolyse
bestehender Sphingolipide an der Plasmamembran, zum Anderen die de-novo-Synthese aus
aktiviertem Palmitat und Serin am glatten endoplasmatischen Retikulum. Die Konvertierung
zum Phosphorylierungsprodukt S1P wird durch die Aktivitat zweier Isoenzyme ermoglicht, den
Sphingosin-Kinasen Typ 1 und 2 (SPHK 1 und 2). Die Regulation dieser Enzyme ist ein
entscheidender Punkt zur Kontrolle von intra- und extrazelluldren S1P-Konzentrationen. SPHK
konnen durch die Aktivierung von Toll-like-Rezeptoren (TLRs) bei der Mustererkennung, durch
einige Zytokine und Wachstumsfaktoren, durch Thrombin und durch Quervernetzung von
transmembrandrem IgE durch Antigene stimuliert werden (Spiegel und Milstien, 2011),(Chi,
2011). Intrazelluldr generiertes S1P kann mithilfe verschiedener Transporter, darunter wohl
auch Proteine der ATP-binding-cassette-Familie (ABC-Transporter), nach extrazellular
transportiert werden (Hisano et al.,, 2012). Mehrere Enzyme, darunter spezifische S1P-
Phosphatasen, unspezifische Lipid-Phosphatasen sowie S1P-Lyasen fiihren zu einem schnellen
Abbau von extra- und intrazellularem S1P. Untersuchungen mit radioaktiv markiertem S1P
zeigten in vivo eine Halbwertszeit von etwa 15 min im Blutplasma (Hla et al.,, 2008). Die
Wirkungen von S1P sind dabei nur im Kontext mit seinen Nachbarn im Stoffwechsel zu
verstehen, da auch diese — beispielswiese Ceramide oder Sphingosin selbst — wie S1P in
entscheidende Prozesse wie die Kontrolle des Zellzyklus oder die Apoptose eingreifen (Gulbins

und Li, 2006), (Tani et al., 2007).

Viele biologische Funktionen des S1P (s.u.) sind eng an das Vorhandensein physiologischer
S1P-Gradienten gebunden. Im Blutplasma liegt S1P, an Albumin oder HDL gebunden, in hohen
nanomolaren bis niedrigen mikromolaren Konzentrationen vor. Die Quellen fiir dieses
konstitutiv produzierte S1P stellen Erythrozyten, in geringerem MaRe auch das GefaRendothel
dar. In der Lymphflissigkeit findet man nanomolare S1P-Konzentrationen, mutmallich
ebenfalls vom GefdRendothel produziert. Dagegen ist in der Gewebeflissigkeit unter
physiologischen Bedingungen kaum S1P zu finden. Durch Zellschddigung und
Entzindungsvorgange kann jedoch unter anderem Uber die Stimulation der SPHK der S1P-
Level lokal im Gewebe stark ansteigen, der Blut-Gewebe-Konzentrationsgradient wird geringer
(Rivera et al., 2008). Die vielfdltigen Auswirkungen dieser Konzentrationsdanderungen werden

in einem eigenen Abschnitt dargestellt.



1.1.2 Signalgebung durch S1P

S1P wird durch die Aktivitat der SPHK zundchst intrazelluldar synthetisiert. In diesem
Kompartiment kann es als second messenger dienen. Im Rahmen von Entziindungsprozessen
kann S1P unter anderem zur Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-kB fiihren. Auch eine
Beteiligung bei der Regulation epigentischer Prozesse — (iber die spezifische Bindung an
bestimmte Histon-Deacetylasen — ist bekannt (Hisano et al., 2012). Die Identifizierung von S1P-
Transportproteinen in der Plasmamembran und die Detektion von extrazelluldrem S1P lenkte
die Aufmerksamkeit auf extrazelluldre Effekte von S1P. Derzeit sind finf Subtypen von G-
Protein-gekoppelten 7-TM-Rezeptoren bekannt (S1PR1-5), Uber die S1P Signale vermitteln
kann (S1PR1-5). Die Signalweiterleitung erfolgt intrazelluldr (ber unterschiedliche a-
Untereinheiten von G-Proteinen: im Falle des S1PR1 (iber G;, bei S1IPR2 und 3 vornehmlich
Uber Giz/13, Giund Gg, S1IPR4 und 5 aktivieren G;und Giz/13 (Rosen et al., 2013). Daraus folgt,
dass die Antwort einer Zelle auf S1P stark von der S1P-Rezeptorbesetzung auf der
Zelloberflaiche abhangt. Viele Zellen des angeborenen und adaptiven Immunsystems
exprimieren S1PR1, der hier die meisten bekannten Funktionen des S1P vermittelt.
Makrophagen, Mastzellen und dendritische Zelllinen exprimieren zusatzlich S1PR2,
Lymphozyten oft zuséatzlich S1IPR3 und S1PR5 (Rivera et al., 2008). Murine Makrophagen — zu
denen auch die RAW 264.7 gehoren — exprimieren vornehmlich S1IPR1 und S1PR2 (Weigert et
al.,, 2009) (Kuehnel et al.,, 2009). Teilweise wirken diese Rezeptoren redundant, teilweise
antagonistisch. Die Aktivierung migratorischer Prozesse in Makrophagen tber S1PR1, G; und
rac sowie ihre Hemmung via S1PR2, G113 und rho ist ein klassisches Beispiel fir einen solchen
Antagonismus (Rivera et al., 2008). Hinzu kommt, dass S1P-Rezeptoren, besonders der S1PR1,
zur Internalisierung neigen, wenn sie (iber langere Zeit einem Rezeptoragonisten ausgesetzt
sind. Dies wurde besonders bei Untersuchungen mit Fingolimod (Gilenya®) deutlich, einem
S1PR-Agonisten (mit Ausnahme von S1PR2), der zu einer starken Abnahme der Rezeptordichte
insbesondere von S1PR1 fiihrte und auf diese Weise eine funktionell antagonistische

Bedeutung hat (Krump-Konvalinkova et al., 2008).



1.1.3 Funktionelle Bedeutung von S1P im Allgemeinen

S1P als pleiotropes, ubiquitar vorkommendes Molekiil beeinflusst viele Organsysteme. Am
besten untersucht und charakterisiert ist die Wirkung des S1P auf das GefaRsystem und das
Immunsystem. Knockout-Mause ohne Aktivitat beider SPHK (,,double-knockout mice”) weisen
in der Embryogenese schwere Missbildungen des Neuralrohrs sowie multiple intra- und
extrakranielle Blutungen und GefalBmissbildungen auf und sind nicht Gberlebensfahig
(Mizugishi et al., 2005) (Mendelson et al., 2014). S1P beeinflusst den Gefiltonus, die
Gefallpermeabilitdt, die Gewebedurchblutung und Endothel-Leukozyten-Interaktionen. Es
konnte gezeigt werden, dass die Aktivierung des S1P-Systems im GefafRendothel (iber Rho- und
Rac-abhingige Signalkaskaden zytoskelettale Umordnungen und Anderungen bei der
Assemblierung von Adhaerenskontakten aus Cadherinen bewirkt (Hla et al., 2008), (Hait et al.,
2006). Im adaptiven Immunsystem spielt S1P eine wichtige Rolle als Koordinator von
Migrationsprozessen und bei der Positionierung von Lymphozyten. S1P steuert den Austritt
naiver T-Lymphozyten aus dem Thymus in das Blut, die Kompartimentierung von B- und T-
Lymphozyten in sekundaren lymphatischen Organen sowie die Rezirkulationsprozesse von
Lymphozyten (Goetzl et al., 2008), (Cyster und Schwab, 2012). Untersuchungen mit Fingolimod
(s.0.) zeigten, dass bei Verwendung dieser Substanz die Anzahl der im Blut zirkulierenden T-
und B-Lymphozyten und die Infiltration von Nervengewebe durch diese Zellen stark abnahm.
Auch bei Zellen des angeborenen Immunsystems, insbesondere bei aktivierten dendritischen
Zellen, Makrophagen und neutrophilen Granulozyten, beeinflusst S1P die Zellmigration. Die
Rezeptorbesetzung auf der Zelloberflache entscheidet, ob S1P pro- oder antimigratorisch wirkt
(Rivera et al., 2008). Von Bedeutung sind hier vor allem parakrine und autokrine Effekte von
S1P. In den letzten Jahren ist dariiber hinaus eine entscheidende Rolle des SPHK/S1P-Systems
in der Regulation von Zellproliferation und Apoptose bei verschiedenen Zelllinen in und
aulerhalb des Immunsystems bekannt geworden (Spiegel und Milstien, 2011). Fir
Makrophagen konnte eine antiapoptotische Wirkung von S1P {iber eine Stimulation der
Synthese antiapoptotischer Proteine der bcl-Familie gezeigt werden (Weigert et al., 2009). Eine
direkte kardiale Wirksamkeit von S1P wird klinisch bei der Fingolimod-induzierten Bradykardie

bedeutsam, die nach der ersten Gabe des Medikaments auftreten kann (Hersh et al., 2014).



1.1.4 Einfluss von S1P auf Makrophagen

Die Wirkungen von S1P auf Zellen des angeborenen Immunsystems, insbesondere
Makrophagen, dendritische Zellen und NK-Zellen, sind im Vergleich zu B- oder T-Zellen langst
nicht so dezidiert untersucht. Fir murine und humane Makrophagen gibt es eine Reihe von
Arbeiten, die einen Einfluss von S1P auf Uberleben, Zelldifferenzierung, phagozytotische
Aktivitat, bakterizide Effektivitat, Migration und Zytokinproduktion nahelegen (Weigert et al.,
2009). Verkomplizierend wirkt der Umstand, dass die Zellpopulationen sowohl von Monozyten
als auch von Makrophagen aulierst heterogen sind. Die Steuerung der Differenzierung in die
verschiedenen Zelltypen — also beispielsweise Gewebsmakrophagen (,, Histiozyten®), Mikroglia,
Osteoklasten, Kupffer-Zellen und viele andere mehr — ist noch ungeniigend untersucht. Eine
entscheidende Rolle hierbei scheint das im jeweiligen Gewebe vorherrschende ,,Mikromilieu”
(microenvironment) zu spielen (Gordon und Taylor, 2005). Die Erkennung korperfremder
Strukturen, sogenannter pathogen-associated molecular patterns (PAMPS) durch
Mustererkennungsrezeptoren — beispielsweise durch die Toll-like-Rezeptoren (TLR) — ist
entscheidend flr eine effektive antimikrobielle Aktivitdit und Zytokinproduktion durch
Gewebsmakrophagen. Zusatzlich scheinen auch Marker fir Zellschadigung in entziindetem
Gewebe, sogenannte damage-associated molecular patterns (DAMPS) — so wie ATP oder
Harnsdure — synergistisch die Aktivierung von Makrophagen voranzutreiben (Kantari et al.,
2008). Die Bindung von Lipopolysacchariden an einen Proteinkomplex, der unter anderem
auch den TLR4 enthalt, flhrt intrazelluldr zur Stimulation von SPHK. Exogenes S1P kann nun
autokrin und parakrin in Makrophagen die IL-1R-Sekretion (ber die intrazelluldre
Zytokinmaschinerie (sog. , Inflammosom®) steigern und somit als DAMP wirken (Luheshi et al.,
2012). Direkte Interaktionen zwischen intrazelluldren Signalen nach S1PR-Aktivierung und TLR-
induzierter NF-kB-Aktivierung sind bereits bekannt (Spiegel und Milstien, 2011). Zusatzlich
dient S1P als potentes Chemokin flir monozytare Zelllinien sowie Makrophagen und festigt
Leukozyten-Endothel-Interaktionen durch Hochregulierung spezifischer Zell-Zell-
Adhéasionsmolekile (Weigert et al.,, 2009). Intrazellulares S1P foérdert in Makrophagen die
Fusion von Phagosomen mit Lysosomen und steigert damit die antimikrobielle Aktivitdt, unter
anderem durch Umordnung zytoskelettaler Mikrofilamente. Dabei muss beachtet werden,
dass neben den ,klassisch aktivierten”, proinflammatorischen Makrophagen auch
Makrophagen fir die Wundheilung sowie mehrere regulatorische Formen existierten. Wie das
S1P-System hier die Differenzierung von Makrophagen steuern kann, wird noch diskutiert

(Hughes et al., 2008), (Weigert et al., 2009).



1.1.5 Therapeutische Bedeutung von S1P

Die beiden herausragenden Funktionen von S1P, die immunmodulatorische und
antiapoptotische Wirkung, flihrten zu breiten Untersuchungen hinsichtlich der Bedeutung des
S1P-Systems bei akut und chronisch entziindlichen Erkrankungen, Immunsuppression sowie
Tumorerkrankungen. Ausgehend von den Signalkaskaden, an denen S1P beteiligt ist, kommen
verschiedene Targets fir die Medikamentenentwicklung in Frage, unter anderem S1P-
Rezeptor-Agonisten/Antagonisten, SPHK-Inhibitoren, Hemmer von Sphingosin-Transportern
und Antikorper gegen S1P (Kunkel et al., 2013). Das pro-drug Fingolimod, das 2010 in den USA
und 2011 in der EU fiir remittierende Formen der Multiplen Sklerose (MS) zugelassen wurde,
fuhrt als S1IPR-Agonist durch Downregulation besonders von S1PR1 bei Lymphozyten zu einem
Migrationsarrest und damit zu einem Verbleib dieser Zellen in den sekundaren lymphatischen
Organen. Fir die entzindlichen Erkrankungen der Rheumatoiden Arthritis und der Psoriasis
werden S1PR1-Agonisten sowie S1P-Lyase-Inhibitoren zurzeit in klinischen Studien gepriift.
Hinsichtlich Tumorerkrankungen scheint das S1P eine wichtige Rolle bei Proliferations- und
Migrationsprozessen zu spielen. S1P-basierende Therapieprinzipien werden unter anderem fir
das Mammakarzinom, Pankreaskarzinom, Lymphome und das Glioblastom diskutiert (Bi et al.,
2014) (Noack et al., 2014) (Sukocheva und Wadham, 2014). Die wichtige Funktion von S1P zur
Aufrechterhaltung der Integritat der vaskuldren Barriere lenkte die Aufmerksamkeit auch auf
systemische Infektionskrankheiten und Sepsis sowie Anaphylaxie. Antagonisten am S1PR3
konnten prolongierte inflammatorische Reaktionen von dendritischen Zellen bremsen (Niessen
et al., 2008). Zum Verstdandnis der Bedeutung der einzelnen S1P-Rezeptorsubtypen und der
komplexen Regulation der Rezeptorexpression an der Zelloberflache sind allerdings noch

weitreichendere Untersuchungen notwendig.

1.2 S1P, Purinnukleotide und Entziindungsreaktionen

1.2.1  Wirkung von S1P auf das Zytoskelett von Makrophagen

Die Entwicklung neuer, zielgerichteter antientziindlicher Medikamente auf S1P-Basis erfordert
die dezidierte Aufschlisselung der S1P-induzierten molekularen Mechanismen in Zellen des
Immunsystems. 2009 berichteten Kuehnel et al. Uber die rasche Induktion einer Umordnung
von F-Aktin-Molekiilen wenige Sekunden nach Zugabe von frischem fetalen Kalberserum und
nach Gabe von 10 nM S1P in RAW-Mausmakrophagen. Diese intrazelluldre Reaktion wurde

durch die extrazelluldare Zugabe von Apyrase, die die Hydrolyse von Nukleotidtriphosphaten



und Nukleotiddiphosphaten katalysiert, aufgehoben. Die extrazelluldre Detektion von
Adeninnukleotiden nach S1P-Gabe untermauerte die Beteiligung des purinergen Systems.
Kombinierte elektrophysiologische und molekulargenetische Untersuchungen sprachen fir
eine Beteiligung des P2X7-Rezeptors (Kuehnel et al., 2009). Die mechanistische Frage, Uber
welche Signalkaskade S1P die Adeninnukleotidsekretion induziert und wie diese Molekile
durch die Zellmembran gelangen, blieb allerdings unbeantwortet. Darliber hinaus wurde zwar
ein typischer P2X7-Strom nach ATP-Gabe, aber keine signifikant verdnderte P2X7-Leitfahigkeit
nach S1P-Gabe bei RAW-Makrophagen beobachtet. Somit stellte sich die Frage, welche
Proteine in RAW-Makrophagen durch S1P aktiviert werden und ob ein Zusammenhang mit der
Sekretion von Purinnukleotiden hergestellt werden kann. Dazu wird in den nachsten
Abschnitten der derzeitige Kenntnisstand purinerger Effekte in Makrophagen und die gangigen
Mechanismen der kontrollierten Ausschleusung von Purinnukleotiden von Zellen kurz

dargestellt.



1.2.2 Adeninnukleotide als extrazellulare Botenstoffe

Die EinfUhrung des Konzeptes des sogenannten , purinergic signalling”, d.h. die Funktion von
ATP als Neurotransmitter und extrazellulares Signalmolekil in den frihen 1970-er Jahren
ebnete den Weg fir die extrazellulare Purinforschung. Heute ist die Beteiligung des purinergen
Systems bei der Neurotransmission, der Schmerzentstehung und —weiterleitung, der Kontrolle
des Zellvolumens, der Beeinflussung des GefaBRtonus, den tubuloglomeruldren
Feedbackprozessen in der Niere, und nicht zuletzt im Immunsystem allgemein anerkannt
(Burnstock, 2006). Die geringe Halbwertszeit extrazelluldrer Nukleotide ergibt sich aus dem
Vorhandensein einer Vielzahl von extrazelluldr hydrolytisch wirksamen Nukleotidasen. Daher
sind autokrine und parakrine Effekte flr das purinerge System am bedeutsamsten. Die
Ektonukleotidasen an der Zelloberflache flihren zum sequentiellen Abbau von ATP zu Adenosin
und damit zu komplexen Reaktionen von Zellen auf Purinnukleotide (Corriden und Insel, 2010).
Neben Purinrezeptoren fiir Adenosin (P1-Rezeptoren mit Subtypen) existiert eine grolle
Gruppe von P2-Rezeptoren, unterteilt in ionotrope P2X- und metabotrope, G-Protein-
gekoppelte P2Y-Rezeptoren. P2X-Rezeptoruntereinheiten formen Homo- und Heterotrimere

und dienen als ligandengesteuerte lonenkanale (Di Virgilio, 2007b).

1.2.3 Das purinerge System und Makrophagen

Fir eine effektive und kontrollierte Zytokinproduktion durch Makrophagen in der Entziindung
sind aktivierende Signale notig. Es konnte gezeigt werden, dass Makrophagen nach erfolgter
Mustererkennung ATP sezernieren. Dieses ATP kann in autokriner und parakriner Weise die
Zytokinproduktion und antimikrobielle Aktivitdt der Makrophagen weiter erhohen (Sakaki et
al., 2013). ATP kann auch die Apoptose von Makrophagen, die mit intrazellular lebenden
Bakterien infiziert sind, fordern. Fiir die oben genannten Prozesse scheinen P2X7-Rezeptoren
eine zentrale Rolle zu spielen (Di Virgilio, 2007a). Insgesamt dienen ATP — und zum Teil auch

seine Hydrolyseprodukte — im entziindeten Gewebe als proinflammatorisches Signal.



1.2.4  Freisetzungsmechanismen von ATP

Die Funktion von ATP als extrazelluldres Signalmolekil erfordert eine kontrollierte Freisetzung
aus dem Zytoplasma. Dort liegt das Purinnukleotid in millimolaren Konzentration vor. Durch
Zellnekrosen, beispielsweise in bakteriellen Entziindungsherden, kénnen hohe ATP-Mengen in
kurzer Zeit freigesetzt werden und benachbarte immunkompetente Zellen wie
Gewebsmakrophagen oder dendritische Zellen aktivieren. ATP fungiert hier als Signal fir
Gefahr, als DAMP (s.0.). Zellen konnen aber auch kontrolliert ATP durch Ausschiittung von
ATP-haltigen Vesikeln sezernieren (Corriden und Insel, 2010). Im ZNS wurde ATP zunachst als
exzitatorischer Kotransmitter beschrieben. Dieses Bild hat sich jedoch massiv erweitert — ATP
und seine Hydrolyseprodukte sind Bestandteil eines komplexen neuro-glialen
Kommunikationsnetzwerkes (Abbracchio et al., 2009). ATP beeinflusst zentrale Prozesse wie
Neuritenwachstum und Migration von Mikrogliazellen (Bork et al., 2013) (Burnstock, 2008).
ATP wird von Endothelzellen konstitutiv freigesetzt und beeinflusst den Gefadlltonus.
Thrombozyten setzen ATP und ADP nach Aktivierung frei und férdern prokoagulatorische
Prozesse (Corriden und Insel, 2010). Clopidogrel, ein wichtiges Sekundarprophylaktikum bei
atherosklerotischen Erkrankungen, ist als P2Y12-Rezeptor-Inhibitor ein Ergebnis dieser
Purinforschung. Neben der lytischen und exozytotischen Freisetzung von Nukleotiden ist auch
die Sekretion Uber lonenkanale oder Transporter in der Zellmembran moglich (Lazarowski,
2012). Vor allem fiir Prozesse der Zellvolumenregulation spielt die autokrine ATP-Sekretion
eine grolRe Rolle (Corriden und Insel, 2010). In verschiedenen Zelltypen, darunter murine
Tumorzellen der Brustdriise (C127-Zellen), Cardiomyozyten, Hepatozyten, Astrozyten und
Neuronen wird (iber eine nicht-lytische, nicht-exozytotische ATP-Sekretion nach
hypoosmolaritdtsinduzierter Zellschwellung berichtet (Lazarowski, 2012), (Kimelberg et al.,
2006), (Espelt et al., 2013). Da ATP bei physiologischem pH-Wert als mehrwertiges Anion
vorliegt, wurden mehrere Anionenkanédle als konduktive Freisetzungsmechanismen von
Purinnukleotiden postuliert. Dazu zdhlen unter anderem CFTR-Kanale als Mitglied der ABC-
Transporterfamilie,  Volumen-regulierte  Anionenkandle  (VRAC), Calcium-abhingige
Chloridkanale (CaCC), spannungsabhangige Chloridkandle (VDCC) und der sogenannte ,maxi-
anion-channel” (Lazarowski, 2012), (Dutta et al., 2004). Auch andere Zellstimuli, wie Hypoxie
oder mechanische Scherkrafte, konnen zum konduktiven ATP-AusstoR fiihren. In einigen Fallen
geht die ATP-Sekretion mit der Freisetzung exzitatorischer Aminosauren wie Glutamat einher
(Haskew-Layton et al., 2008). Auch fiir Connexinmolekiile, die sich in die Plasmamembran
einlagern, aber nicht zu Zell-Zell-Kontakten beitragen und somit eine konduktive Verbindung

zum Extrazelluldarraum darstellen konnen, wird eine Permeabilitat flir ATP postuliert. Durch die



Abhangigkeit der Connexon-Leitfahigkeit von intra- und extrazellularen
Calciumkonzentrationen kénnten diese eine Verbindung zwischen purinerger und Calciumion-
basierter Signaltransduktion darstellen. Auch transmembrandre Kandle, geformt aus

Pannexinmolekiilen, sollen fiir ATP permeabel sein (Lazarowski, 2012).

1.3 Fragestellungen dieser Arbeit

S1P ist ein wichtiges immunmodulatorisches Molekil, das in Makrophagen
proinflammatorische Reaktionen férdern kann. Nach Initiierung einer Entziindungsreaktion
missen diese Reaktionen amplifiziert und verbreitet werden. Von Makrophagen sezernierte
Purinnukleotide tragen hierzu bei. Eine Verbindung zwischen den Wirkungen bioaktiver Lipide
wie S1P und dem purinergen System konnte ein weiterer wichtiger Baustein sein, um die
Pathophysiologie von Entziindungsreaktionen zu verstehen. Die Arbeit von Kuehnel et al.
(Kuehnel et al., 2009) erbrachte Hinweise auf eine solche Verbindung. Es stellten sich nun

folgende Fragen:

1. Kann durch S1P eine ATP-Sekretion durch RAW-Makrophagen hervorgerufen werden?

2. Gibt es lonenkanale, die in RAW-Makrophagen eine S1P-induzierte ATP-Sekretion
vermitteln?

3. Uber welche Signalkaskade findet eine solche Aktion statt?

10



2 Material und Methoden

Zur Beantwortung der oben genannten Fragen wurden elektrophysiologische Methoden zur
Bestimmung und Charakterisierung einer Anderung der Membranleitfihigkeit durch S1P in
RAW-Makrophagen verwendet. Diese wurden durch eine luminometrische quantitative
Bestimmung von ATP im Extrazelluldarraum ergdnzt. Zunachst werden die verwendeten
Reagenzien und Zelllinien beschrieben, anschlieBend die oben genannten Methoden

vorgestellt.

2.1 Reagenzien und Zellen
2.1.1 Verwendete Bad- und Pipettenldosungen

Alle Reagenzien, soweit nicht anders angegeben, wurden von der Firma Sigma-Aldrich Chemie

GmbH, Miinchen geordert.

Die Standard-Badlosung beinhaltete (Konzentrationsangaben in mM): 140 NacCl, 5,4 KCl, 10
Hepes, 10 Glukose, 0,5 MgCl, und 1 CaCl,, pH 7,4 (eingestellt mit 3 M NaOH), Osmolaritat
305 mOsm/kg H,0. Zu Beginn der Strommessungen wurde diese Losung gegen eine
kaliumfreie, isoosmolare Pufferldsung mit gleicher Osmolaritat ausgetauscht (140 NaCl, 10
Hepes, 10 Glukose, 2 MgCl,, 1 CaCl,, pH 7,4 (eingestellt mit 3 M NaOH)). Die héhere
Konzentration von Magnesiumionen wurde zur Chelatierung von eventuell extrazellular
auftretendem ATP%, dem Agonisten von P2X7-Rezeptoren, verwendet. Dies verhinderte ATP*
vermittelte P2X7R-Stréme. Die Losung enthielt darlber hinaus keine Kaliumionen, um K*-
Einwartsstrome wahrend der Messungen zu verhindern. Zur Herstellung hypo- bzw.
hyperosmolarer Losungen wurde die kaliumfreie Lésung als Grundlage genommen und die
NaCl-Konzentrationen verandert: Fiir die hypoosmolare Losung wurden 100 mM NaCl (230
mOsmol/kg H,0), fiir die hyperosmolare Lésung 180 mM NaCl (390 mOsmol/kg H,0)

verwendet.

Die Pipettenlosung (Innenlésung) enthielt (in mM): 120 Na-Aspartat, 10 Hepes, 10 Glukose,
2 CaCl,, 5 MgCly, 3 EGTA, 3 BAPTA und 5 Na,ATP, pH 7.2 (eingestellt mit 3 M NaOH), 300
mOsm/kg H,0. Die verbleibende Konzentration an intrazellulidrem, freiem Ca% wurde unter

oben genannten Bedingungen mit 73 nM berechnet (Schubert, 1996). Zur Herstellung hypo-
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bzw. hyperosmolarer Innenlésungen wurden die Konzentrationen von Na-Aspartat verandert:
Fur die hypoosmolare Losung wurden 90 mM Na-Aspartat (250 mOsmol/ kg H,0), fur die
hyperosmolare Losung 160 mM Na-Aspartat (375 mOsmol/kg H,0) verwendet. Die
Osmolaritaten wurden mittels eines Gefrierpunktosmometers gemessen (OM-815, Vogel

GmbH, GielRen).

2.1.2 Die Handhabung von Sphingosin-1-phosphat und seiner Lésungen

S1P ist ein amphiphiles, zwitterionisches Molekil mit einem langen aliphatischen
Kohlenstoffrest. Die Loslichkeit dieses Molekiils in wassrigen Losungen, auch versetzt mit
organischen Losungsvermittlern wie Dimethylsulfoxid (DMSQ), ist sehr eingeschrankt. Lediglich
in Methanol ist eine maximale Loslichkeit von 1 mg/ml bei Zimmertemperatur beschrieben
(Produktinformation Cayman Chemicals, Ann Arbor, MI, USA, Stand November 2014, s.
Website-Zitat). Von 1 mg Festsubstanz ausgehend (Cayman Chemicals) wurde zunachst
mithilfe eines Ultraschallbads und Vortexen eine klare, farblose S1P-Stammldsung in 99,9 %
Methanol mit einer Konzentration von 1 mM S1P hergestellt. Die Stammldsung wurde in kleine
Portionen aliquotiert und bei -20 °C eingefroren. Unter diesen Bedingungen wird eine
Haltbarkeit von maximal einem Jahr angegeben. Fir die elektrophysiogischen Messungen (s.u.)
wurde eine Portion Stammldsung aufgetaut und mit 99,9 % Methanollésung zu einer
Konzentration von 1 uM (1:1000 der Stamml&sung) verdiinnt. Die jetzt erhaltene S1P-
Stammlosung konnte auf Eis fiir einen Tag benutzt werden. Fiir die direkte Applikation zu den
Zellen wurden 10 pl dieser 1 uM Stammldsung mit 990 pl kaliumfreier, isoosmolarer
Pufferlosung vermischt (s.0). Daraus resultierte eine weitere Verdiinnung von 1:100, sodass
eine Endkonzentration von 10 nM S1P erreicht wurde. Die Konzentration des Loésungsmittels
Methanol betrug dabei 1 %. Dies fiihrte in Kontrolluntersuchungen nicht zu Anderungen der
Membranleitfahigkeiten der Makrophagen (s. Abschnitt 3). Jeder Verdiinnungsschritt wurde

unter Nutzung von Vortexer und Ultraschallbad durchgefiihrt
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2.1.3 Verwendung weiterer Substanzen und ihrer Losungsmittel

Fiir die in der pharmakologischen Testung des S1P-aktivierten Stromes verwendeten
Substanzen wurde dhnlich wie flr S1P vorgegangen. Fir die in DMSO oder Methanol gelosten
Stoffe wurde jeweils eine 1 uM Stamml6sung hergestellt. Fir die Messungen wurde dann eine
weitere 1:100-Verdinnung (im Falle von Tamoxifen eine 1:1000-Verdiinnung) mit
isoosmolarem Puffer wie oben beschrieben hergestellt. Somit war die Konzentration der
organischen Losungsmittel, die die Zellen erreichte, stets 1 % bzw. 0,1 % bei Verwendung von
Tamoxifen. Fir die S1P-Rezeptorantagonisten W123 und JTE-013 sowie fiir Cytochalasin D
wurden ebenfalls Stammldsungen hergestellt und daraus eine 1:100-Verdiinnung mit
isoosmolarem Puffer fiir die Applikationen verwendet. Die eingesetzten Stammldsungen der

oben genannten Substanzen wurden fiir jeden Tag neu hergestellt.

2.1.4  Zellkultur

Fiir die Kultur der RAW-264.7-Mausmakrophagen wurde als Medium DMEM high glucose
(Biochrom AG, Berlin) unter Zusatz von 10 % fetalem Kalberserum, 4mM L-Glutamin, 100 U/ml
Penicillin und 100 pg/ml Streptomycin genutzt. Nach ausreichender Proliferation bis zu einem
Minimum von etwa zwei Millionen Zellen pro Zellkulturflasche (Wachstumsflache 75 cm?)
wurden die Zellen in kleine Petrischadlchen umgesetzt. Fir die elektrophysiologischen
Messungen waren diese Schalchen jeweils mit flinf bis sechs Poly-L-Lysin-beschichten runden
Deckgldschen (Durchmesser 5 mm) versehen. Diese Messungen fanden bei einer Konfluenz
von ca. 30-70 % statt, bei der geniigend einzelne Zellen zur Verfligung standen. Die
luminometrischen ATP-Messungen wurden bei einer Konfluenz von 50-75 % durchgefiihrt. Die
RAW-Zellen erreichten die oben genannten Konfluenzraten nach 1-3 Tagen Inkubationszeit der
kleinen Petrischdlchen nach dem Umsetzen. Die Inkubation fand bei 37 °C und einem

Luftgemisch mit 5% CO,im Brutschrank statt.
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2.2 Elektrophysiologische Messungen
2.2.1 Methode und Aufbau der Messapparatur

Die Anderungen der Membranleitfahigkeiten der Makrophagen wurden mithilfe der voltage-
clamp-Technik ermittelt. Zu den physikalischen Grundlagen dieser Methode wird auf die
einschlagige Literatur verwiesen (Hille, B., 01) (Schwarz, W. and Rettinger, J., 04). Abbildung
2.1 zeigt schematisch den Aufbau der verwendeten Messapparatur. Die Messungen wurden
bei Raumtemperatur durchgefiihrt. Pipetten wurden aus Borosilikatglas-Kapillaren gefertigt
und hatten Widerstdande im Bereich von 4-9 MQ. Fir Applikationswechsel von Messlosungen
wurde die U-Rohr-Technik verwendet, die Rechner-gesteuerte Wechsel der Extrazellularlésung
einzelner Zellen in <200 ms ermoglicht (Bretschneider und Markwardt, 1999). Fir die
Messungen wurde jeweils ein Deckglaschen mit den adhdrenten Zellen in die
Perfusionskammer beférdert. Die Flussrate der Bad- und Messlosungen wurde stets bei
1 ml/min oder darunter gehalten, um die Aktivierung mechanosensitiver lonenkanéle zu
minimieren. Bei einer einzeln stehenden Zelle wurde nun durch vorsichtiges Heranflihren der
Elektrode und leichten mechanischen Unterdruck (durch Saugen) zunéachst die cell-attached-,
schlieBlich  durch  starkeres Saugen die  Ganzzell-Konfiguration erreicht.  Die
Membranwiderstande der Makrophagen betrugen 1914 + 427 MQ. Auf eine Kompensation des
Serienwiderstandes (Access resistance) mit mittleren Werten von 13,5 + 6,2 MQ wurde
verzichtet. Bei Serienwiderstanden > 20 MQ wurde die Zelle verworfen. Zur Bestimmung der
Kanalleitfahigkeiten und der Umkehrpotentiale wurden Spannungsrampen von -80 mV bis +40
mV innerhalb von 500 ms alle 1000 ms appliziert (s. Abb. 3.1.). Die Filterung der Daten erfolgte
bei 1 kHz, das Sampling bei 2 kHz (Verstarker Axopatch 200A, Axon Instruments Inc., Foster
City, USA). Die Datenanalyse erfolgte am PC mithilfe des Programms Superpatch 2000 (T.
Bohm, hauseigene Software) und Microsoft Excel. Zur Berechnung S1P- oder
Hypoosmolaritats-induzierter Leitfahigkeiten wurde die Ruheleitfahigkeit vor Applikation von
S1P oder Hypoosmolaritat subtrahiert (s. Abb. 3.1.). Der Spannungsfehler (Spannungsabfall am
Serienwiderstand) aufgrund dieser Subtraktion wurde bei der Berechnung der

Umkehrpotenziale korrigiert.
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2.1.: Schematischer Aufbau des patch-clamp Setups. Die Messungen wurden in einem
Faradayschen Kafig durchgefiihrt. Das Umkehrmikroskop mit der Halterung fir die
Perfusionskammer und die Elektroden standen auf einem schwingungsgedampften Tisch, um
den Einfluss von duleren Erschiitterungen auf das Seal zu mininieren. Die Lésungswechsel
erfolgten mithilfe der U-Rohr-Methode, wobei ein Rechner-gesteuertes Magnetventil zum
Einsatz kam. Die Feinsteuerung der Halterung erfolgte mit Wasser-hydraulischen
Mikromanipulatoren (MM-3 Mikromanipulator, Narishige Group, Japan).
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2.2.2 Auswertung von Strom-Spannungs-Kurven

Die Applikation von Spannungsrampen und die Analyse des Gesamtstroms uber die
Zellmembran in Abhangigkeit von der geklemmten Spannung ermoglichen eine genaue
Bestimmung von Umkehrpotentialen und die Bestimmung von Charakteristika wie Auswarts-
oder Einwartsleitfahigkeit oder Gleichrichtung. Die Leitfahigkeit fiir eine bestimmte Spannung
V ist definiert als der Anstieg der Tangente, die an den Graphen angelegt wird. Das
Umkehrpotential (I = 0) ist die Spannung am Schnittpunkt des Graphen mit der Abszisse. Die
Leitfahigkeiten flir Spannungen negativer oder positiver als das Umkehrpotential (Geinwarts bzw.
Gauswirts) wurden durch lineare Interpolation ermittelt. Daraus kann die Auswartsgleichrichtung

des Stromes mit Hilfe eines Indexes lg quantifiziert werden:

(1) IGl = Gauswéirts

Geinwérts

In Abbildung 2.2. findet sich eine exemplarische Auswertung einer Strom-Spannungs-Kurve. Zu
beachten ist, dass jede angegebene Leitfdhigkeit auf die Gesamtkapazitit der Zellmembran

bezogen ist, um den Einfluss der ZellgréRRe auf den gemessenen Strom zu kompensieren.
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Abb. 2.2.: Exemplarische I-V-Kurve aktivierter RAW-Makrophagen. Die Stimulation erfolgte
mit 10 nM S1P. Leitfahigkeiten (Geinwarts bZW. Gauswarts) wurden durch lineare Interpolation
approximiert. Der Quotient aus Auswarts- und Einwartsleitfahigkeit ist ein Mal} fiir die
Auswartsgleichrichtung des aktivierten Kanalproteins.

2.3 Luminometrische ATP-Bestimmung

Die Bestimmung von ATP im Kulturiiberstand von Makrophagen nach Zugabe der
entsprechenden Substanzen (s. Ergebnisse) erfolgte luminometrisch im Réhrchenluminometer
(Lumat LB 9507, Berthold Technologies, Bad Wildbad) nach Reaktionen von ATP mit Luciferin.
Zur Katalyse wird rekombinant hergestellte Luciferase verwendet, ein Enzym, das zuerst in

Glihwiirmchen nachgewiesen wurde. Folgende Reaktionen laufen nacheinander ab:
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(1) ATP + Luciferin —_—— Adenyl-Luciferin + Pyrophosphat

B

(2) Adenyl-Luciferin + O, E— Oxyluciferin + AMP + CO; + Licht

Im ersten Schritt wird Luciferin ATP-abhangig aktiviert. Das Gleichgewicht dieser Reaktion liegt
weit auf der rechten Seite. Im folgenden Schritt findet die irreversible Oxidation des aktivierten
Luciferins statt. Wird Luciferin im Uberschuss zugegeben, so ist die Geschwindigkeit der
Gesamtreaktion und damit die Menge des emittierten Lichts proportional zur ATP-
Konzentration (Wood et al., 1989). Fiir die Experimente wurde ein ATP-Assay-Kit von Sigma-

Aldrich (Produktcode FL-AA, Stand Oktober 2013) benutzt.

Zur Vorbereitung auf die Experimente wurden RAW-Makrophagen auf 35 mm-Petrischalchen
umgesetzt und bis zu einer Konfluenz von 50-75 % bebritet (s. Abschnitt 2.1.4). Eine Stunde
vor Versuchsbeginn wurde das Medium gegen 2 ml frisches Medium ausgetauscht, um die
Basiskonzentration an ATP zu reduzieren. Zu Beginn des Versuches wurde aus jedem Schalchen
eine 50 pl-Probe des Kulturliberstandes zur Bestimmung der ATP-Ausgangskonzentration
vorsichtig entnommen und sofort in fliissigem Stickstoff eingefroren. Weitere 50 pl-Proben
wurden aus jedem Schalchen nach Zugabe der entsprechenden Substanzen in bestimmten
Zeitintervallen (s. Abschnitt 3.7) entnommen und ebenfalls sofort in fliissigem Stickstoff
eingefroren. Fiir die Zugabe dieser Substanzen wurden zunichst 495 pl Uberstand
entnommen. Dieser Uberstand wurde mit 5 pl einer 1 pM S1P-Lésung versetzt, sodass die
finale S1P-Konzentration im Schalchen 10 nM betrug und die Methanolkonzentration 1 % nicht
Uberstieg. AnschlieRend erfolgte fiir die pharmakologischen Testungen die Zugabe der
entsprechenden Substanzen (s. Abschnitt 3.7) in ihrem entsprechendem Lésungsmittel. Auch
hier Uberstieg die Konzentration des jeweiligen Losungsmittels nicht 1 %. Das in dieser Weise
angereicherte Medium wurde dann wieder in das Schalchen zuriickgegeben. Fiir die
Negativkontrolle wurde das Medium ohne Anderungen wieder zuriickgegeben, um den
Einfluss mechanischer Pertubationen der Zellen auf die ATP-Sekretion zu erfassen. Im Falle der
hypo- bzw. isoosmolaren Pufferlésungen wurde 500 ul Uberstand entnommen und verworfen.
Dieses Volumen wurde mit 500 pl einer Pufferldsung mit einer definierten Osmolaritat ersetzt,
sodass sich im Petrischdlchen zusammen mit dem verbliebenen Medium entweder eine
isoosmolare (300 mosmol/kg H,0) bzw. eine hypoosmolare (240 mosmol(kg H,0) befand. Die
artifizielle Zunahme von ATP-Konzentrationen auch durch mehrfache Probenentnahme wurde
aufgrund der kleinen Probenvolumina im Vergleich zum Gesamtvolumen des Mediums in den
Petrischalchen bei den Berechnungen nicht berticksichtigt. Nach Abschluss der

Probengewinnung wurden die Zellen mechanisch abgel6st und eine quantitative
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Proteinbestimmung durchgefihrt (s. Abschnitt 2.4). Zur luminometrischen ATP-Bestimmung
wurden die Proben der Zelliberstande nach dem Auftauen fiir 30 s bei 1000 U/min
zentrifugiert. 10 ul des Uberstands wurden dann mit 90 pl Assay-Mix vermischt und sofort
luminometrisch fiir 20 s pro Probe gemessen. Die 1:10-Verdiinnung reduzierte den
hemmenden Einfluss von Kationen auf die Luciferase und steigerte damit die Sensitivitat der
Messungen. Fir jeden Experimentiertag wurde eine ATP-Standardreihe von 1 nM bis 1 uM
luminometrisch gemessen. Die in den Experimenten verwendeten Substanzen und
Losungsvermittler wurden einzeln hinsichtlich einer Beeinflussung der Luciferin-Luciferase-

Reaktion getestet. Keine Substanz hatte einen maligeblichen Effekt.

24 Quantitative Proteinbestimmung

Die Konzentrationsbestimmung des Gesamtproteins in den Petrischdlchen erfolgte durch die
BCA-Methode, einer Abwandlung der Methode nach LOWRY. Diese beruht auf der Reduktion
zweiwertiger Kupferionen zu einwertigen Cupro-lonen (Cu*), die konzentrationsabhangig durch
Peptide im alkalischen Milieu stattfindet. Die Cupro-lonen bilden nun mit Bicinchoninsaure
einen wasserldslichen Komplex mit violetter Farbe. Der Komplex zeigt eine starke Absorption
monochromatischen Lichts bei einer Wellenlange von 562 nm. Die gemessene Extinktion ist
nach dem (Lambert-)Beer’schen Gesetz proportional zur Konzentration des Komplexes und

damit auch zur Proteinkonzentration (Noble und Bailey, 2009).

Dazu wurden die Zellen vom Boden der Petrischidlchen mechanisch entfernt, bei 5000 U/min
10 min zentrifugiert, der Uberstand entfernt, mit PBS gewaschen und nochmals zentrifugiert.
Nach Entfernung des Uberstands wurde das Zellpellet fiir 30 min in 50 pl Triton-X-100-Lésung
lysiert. Die Proteinbestimmung der Lysate wurde dann nach erneuter Zentrifugation nach
standardisierten Protokollen durchgefiihrt (BCA Protein Assay, Life Technologies). Extinktionen
wurden mit einem Plattenreader gemessen (Tecan Sunrise™, Tecan Trading AG, Schweiz). Die

Standardlosungen enthielten bovines Serumalbumin (BSA) in Konzentrationen von 0 — 700

ug/ml.

19



2.5 Berechnung der sezernierten ATP-Stoffmengen

Ziel war es, die ATP-Sekretion als Stoffmenge pro Proteinmasse zu quantifizieren. Dazu

mussten folgende Schritte durchgefiihrt werden:

1) Standardisierung der ATP-Konzentration auf eine Protein-Massenkonzentration 8 von 1
mg/ml. Die Konzentrationen wurden aus den Extinktionswerten unter Nutzung der Standard-

Regressionsgerade ermittelt. Fiir die korrigierten ATP-Konzentrationen gilt:

[ATP] |
(2) [ATP/korr] = W [nmol/mg Protein]

2) Die Proteinmasse wurde in einem Probenvolumen von 50 pl bestimmt (s. Abschnitt 2.4).
Unter der nun standardisierten Protein-Massenkonzentration von 1 mg/ml betragt die

Proteinmasse in einem Petrischalchen daher 50 pg (entspricht 1/20 mg).

3) In den Petrischalchen wurde die (korrigierte) ATP-Konzentration (in nM) in einem Volumen
von anndhernd 2 ml (entspricht 1/500 |) bestimmt. Fur die sezernierte ATP Stoffmenge gilt

dann nach der Formeln=c* V:

nmol] 1

3) n (ATP)[nmol] = [ATP/korr][ | *=00 l

4) Aus dem Quotienten der ATP-Stoffmenge und der Proteinmasse ergibt sich also:

nmol

@ n (ATP)[nmol] [ATP [korr] [ ] ] 1
= *
m (Protein) %mg 500
Somit ergibt sich:
n (ATP)[nmol] 1 L _ [ATP]
) m (Protein)[mg] [ATP /korr] * 25 [mg] =0.04* R (Protein) [nmol/mg]

Dies erlaubt die einfache Umrechnung von ATP-Konzentrationen in eine ATP-Stoffmenge pro
1 mg Proteinmasse. Aufgrund der héheren Genauigkeit der BCA-Methode wurde diese

Methode einer Zellzahlbestimmung vorgezogen.
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2.6 Statistische Auswertung

Die Erstellung der Graphen erfolgte mithilfe des Programms Sigmaplot (Systat Software Inc.).
Die gemittelten Daten werden im Text und in den Abbildungen stets als Mittelwert +
Standardfehler angegeben. Zur Berechnung der statistischen Parameter wurden die

integrierten mathematischen Funktionen von Microsoft Excel genutzt.
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3 Experimentelle Resultate

Ausgehend von den in Abschnitt 2 skizzierten Methoden werden nun zunachst die

elektrophysiologisch, anschlieRend die luminometrisch gewonnenen Ergebnisse vorgestellt.

3.1 S1P aktiviert einen auswarts-gleichrichtenden Strom in RAW-Makrophagen

Zur Beantwortung der Frage, ob S1P Kanalproteine in RAW-Makrophagen aktivieren kann,
wurden 10 nM S1P in isoosmolarem Puffer mittels U-Rohr zu den Zellen gegeben. Die niedrige
nanomolare Konzentration wurde gewahlt, um die physiologischen S1P-Konzentrationen im
Gewebe bzw. in der Lymphe zu imitieren. Tatsachlich erhohte sich die Leitfahigkeit der
Zellmembran nach Zugabe von S1P nach einer kurzen Latenzzeit (Abb. 3.1). Diese Antwort war
Uber den Zeitraum aller mit S1P stimulierten Zellen etwa bei der Hélfte der gemessenen Zellen
reproduzierbar. Eine solche Reaktion war bei Applikation von isoosmolarem Puffer mittels U-
Rohr nicht festzustellen. In einigen Fallen erhéhte sich transient die Leitfahigkeit um 1-2 nS als
moglicher Ausdruck der kurzen Aktivierung mechanosensitiver lonenkanéle. Der vorhandene
Grundstrom vor der ersten Applikation war umso hoher, je niedriger der Sealwiderstand war.
Daher interpretierten wir diesen Strom stets als Leckstrom, den wir von allen nachfolgenden
Stromkurven grafisch subtrahierten (Abb. 3.1). Auffallig ist eine deutliche
Auswartsgleichrichtung des S1P-aktivierten Stromes. In allen gemessenen Zellen war die
Antwort auf S1P mit einer Latenzzeit verbunden. Ebenfalls war nach Beendigung der S1P-Gabe
stets ein weiteres Ansteigen der Strome zu beachten, in einem Fall bis zu 20 s nach dem
Auswaschen des Agonisten. Auch bei hypoosmolaritats-induzierten Stromen wurden
Latenzzeiten bis zum Anstieg der Leitfahigkeiten gefunden. Nach Beendigung der Gabe des
hypoosmolaren Puffers wurde allerdings im Gegensatz zu S1P-induzierten Stromen kein
weiterer Anstieg der Leitfdhigkeiten beobachtet. Bei der statistischen Auswertung wurden die
Latenzzeiten stets nicht bericksichtigt, d.h., der Zeitpunkt t = 0 s markiert den ersten

signifikanten Anstieg einer Leitfahigkeit und nicht den Zeitpunkt der Zugabe eines Agonisten.
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Abb. 3.1: Darstellung eines S1P-aktivierten Stroms in RAW-Makrophagen. Die S1P-
Konzentration betrug 10 nM. Nach Erreichen der Ganzzell-Konfiguration wurden die Zellen auf
ein Ruhepotential von -40 mV geklemmt, unterbrochen durch die unten gezeigten
Spannungsrampen. Die dariiberliegenden kleinen Graphen zeigen die zugehdérigen Strome zu
den gekennzeichneten Zeitpunkten. Nach elektrophysiologischer Konvention bedeutet ein
positiver Strom einen Einstrom negativer oder einen Ausstrom positiver Ladungen in die bzw.
aus der Zelle. Der gemessene Strom direkt vor der ersten Applikation (hier bei t = 15 s, linker
oberer kleiner Graph) wird als Leckstrom bzw. Nullstrom gewertet und von allen
nachfolgenden Stromen abgezogen (mittlere kleine Graphen). Zu beachten ist, dass der
Anstieg der Membranleitfahigkeit auch nach Beendigung der S1P-Gabe fiir circa zehn
Sekunden fortbesteht.
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3.2 Permeationsanalysen

Die in Abbildung 3.1. erhaltenen Stromkurven erlauben noch keine Aussagen Uber die lonen,
die die beobachteten Strome tragen. Zur Beantwortung dieser Frage wurden lonenspezies mit
grofleren Molekildurchmessern im Vergleich zu Natrium- und Chloridionen verwendet. Als
groRes Anion diente die saure Aminosadure Glutamat, als groRRes Kation die Puffersubstanz
TRIS. In Abbildung 3.2. wird die Abhangigkeit des Umkehrpotentials und der
Membranleitfahigkeit von der Zusammensetzung der extrazellularen Losung dargestellt. In
NaCl-Lésung (isoosmolarem Puffer) betrug das Umkehrpotential etwa -25 mV und der Strom
zeigte eine deutliche Auswartsgleichrichtung. Ersetzt man Chloridionen durch Glutamat, so
wird das Umkehrpotential deutlich in Richtung positiver Werte verschoben. Ein
Kontrollexperiment mit der sauren und bei dem verwendeten pH-Wert von 7,4 ebenfalls
einfach negativ geladenen Aminosaure Aspartat hatte den gleichen Effekt. Die Verwendung
von TRIS anstelle von Natriumionen hat dagegen nur einen sehr geringen Einfluss auf das
Umbkehrpotential. Dies spricht fiir kleine Anionen als Trager des Stroms, unter der Annahme,
dass die groRen Anionen die mutmaRliche Kanalpore schlechter passieren konnen als die
kleineren Chloridionen. Somit ist mehr elektrische Triebkraft notwendig (durch positivere
Potentiale im Zellinneren), um bei Glutamat als Ladungtrédger einen gleichgroRen
Nettoeinstrom negativer Ladungen in das Zellinnere zu bewirken wie bei Chloridionen
(dargestellt durch positive Stromwerte, s. Abb. 3.1. und 3.2.). Untermauert wird die oben
genannte Annahme durch die deutliche Abnahme der Membranleitfahigkeit bei extrazellularer
Verwendung grofRer Anionen. Auch hier hatte TRIS nur einen sehr kleinen Effekt im Vergleich

zur Leitfahigkeit in NaCl-Extrazellularlésung (Abb. 3.2).

Durch eine Beschadigung der Zelle wahrend der Substanzapplikation und der damit
verbundenen Verringerung des Sealwiderstandes konnen Leckstrome deutlich an Intensitat
zunehmen und das gewtinschte Signal Gberlagern. Diese Stréme verhalten sich allerdings
streng wie Strome durch Ohm’sche Kanidle, d.h., sie zeigen keinerlei Auswartsgleichrichtung.
Aus diesem Grund wurden nur Rampen ausgewertet, die einen Index fir
Auswartsgleichrichtung von mindestens 2,0 auswiesen (IGl, Gl. 1, s. Abschnitt 2.2.2). Der

mittlere Index betrug 3.0 + 1.5 flr S1P-aktivierte Strome in der NaCl-Extrazellularlosung.
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Abb. 3.2: Permeationscharakteristika des S1P-aktivierten Stromes. Die S1P-Konzentration
betrug 10 nM. (a-c) Exemplarische Darstellung von I-V-Kurven; in (b) wurden extrazelluldre
Natriumionen durch TRIS, in (c) Chloridionen durch Glutamat ersetzt. Die jeweiligen
Umkehrpotentiale sind durch den Schnittpunkt der Graphen mit der Abszisse definiert. Die
Gesamtleitfahigkeiten werden an den jeweiligen Umkehrpotentialen durch die Anstiege der
Tangenten ausgedriickt. (d-e) Statistische Auswertung. An den Abszissen sind die verwendeten
Anionen bzw. Kationen beschrieben. In (e) wurden die S1P-induzierten Anderungen der
Membranleitfahigkeit (AG) in Beziehung zur Leitfahigkeitsanderung bei Verwendung
isoosmolarer Pufferlésung mit NaCl gesetzt ((AG - AGNaCl)/ AGNaCl). Die statistische
Auswertung erfolgte jeweils aus einem Pool von finf bis acht einzelnen Messungen an
unterschiedlichen Zellen. Die Symbole (* bzw. #) markieren jeweils eine Gruppe von Werten,
die sich nicht signifikant unterscheiden.
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3.3 Abhangigkeit des S1P-aktivierten Stromes von extra- und intrazellularer

Osmolaritat

Wie in Abschnitt 3.2. gezeigt, aktiviert S1P auswartsgleichrichtende Anionenkanale in RAW-
Makrophagen. Auswartsgleichrichtende Anionenstrome werden haufig durch lonenkanéle
getragen, die durch osmotische Zellschwellung aktiviert werden kénnen (z.B. VRAC/VSOR-
Kandle, s. 1.2.4). Die wichtigsten Vertreter dieser Kanéle sind der in vielen Zelltypen
vorkommende Volumen-sensitive Anionenkanal (VSOR, ,volume-sensitive outward rectifying”)
sowie der sogenannte ,,maxi-anion-channel” (Sabirov und Okada, 2009) (Okada, 1998). Beide
Kanile reagieren auf Anderungen des Zellvolumens. Durch die Kanalporen werden, ausgeldst
durch eine Zellschwellung in hypoosmolarer Losung, Osmolyte sezerniert. Durch den damit
verbundenen Ausstrom von Wassermolekiilen kann das intrazelluldare Volumen gesenkt
werden (sogenannter ,regulatory volume decrease, RVD) (Hoffmann und Pedersen, 2010). Um
zu prifen, ob auch die S1P-induzierten Strome durch volumenregulatorische Anionenkanale
getragen werden, wurde der Einfluss von Zellschwellung oder —schrumpfung auf S1P-
induzierte Leitfahigkeiten tberprift. Als Vergleich diente die ,klassische” VRAC-Aktivierung
durch hypoosmolare extrazelluldre Lésung. Dabei wurden die Osmolaritdaten sowohl extra- als
auch intrazellular variiert. Eine Zellschwellung und Kanalaktivierung durch eine hypoosmolare
Badlosung kann durch den Einsatz einer ebenfalls hypoosmolaren Innenlésung vermindert
bzw. aufgehoben werden. Ist auch der S1P-aktivierte Strom in dieser Weise beeinflussbar,
spricht dies fir die Aktivierung volumenregulierender Anionenkandle durch S1P. Die

Ergebnisse dieser Untersuchungen sind in den Abbildungen 3.3 und 3.4 dargestellt.

Zunachst war das Vorhandensein volumenregulatorischer Kanale in RAW-Makrophagen zu
zeigen. Dies wurde durch extrazelluldre Gabe hypoosmolarer Pufferlésung erreicht, wobei sich
ein Anstieg der Membranleitfahigkeit nach Gabe der Pufferlosung zeigte. Die Leitfahigkeit
nahm Uber die Zeit linear zu (Abb. 3.4a). Die Graphen zeigen entsprechende Leitfdhigkeiten bis
30 s nach dem ersten signifikanten Anstieg. Aus noch ungeklarter Ursache nahm nach dieser
Zeit bei vielen Messungen die Auswartsgleichrichtung signifikant ab und unterschritt meist den
oben definierten Schwellenwert von 2,0. Eine valide statistische Auswertung fiir Zeitrdume
Uber 30 s war daher fiir die kinetische Analyse des Stromes nicht moglich. Stabile Zellen
zeigten jedoch auch nach zwei Minuten Gabe hypoosmolarer Losung einen kontinuierlichen,
annahernd linearen Anstieg der Leitfahigkeit. Erwartungsgemal war der Anstieg der

Leitfahigkeit (Abb. 3.4a) bei Verwendung hypoosmolarer Innenlésung deutlich gemindert.
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Die S1P-induzierte Membranleitfahigkeit stieg nach unterschiedlicher Latenzzeit ebenfalls an
(Abb. 3.3 und Abb. 3.4b). Die erreichten Werte der Membranleitfahigkeit (22,2 + 2,9 pS/pF
nach 30 s) entsprechen denen der durch Hypoosmolaritat aktivierten Zellen. Auch bei S1P
nahm die Auswartsgleichrichtung nach 30 s signifikant ab, wobei sich bei den ,,stabil
gebliebenen” Zellen fast immer nach etwa 30-60 s eine Art Plateau einstellte und die
Membranleitfahigkeit trotz weiter bestehender S1P-Gabe nicht zunahm. Bei Verwendung
hypoosmolarer Losung fiihrte die weiter bestehende Gabe dagegen stets zu einem weiteren,
annahernd linearen Anstieg der Leitfahigkeit. Die S1P-induzierte Membranleitfahigkeit konnte
durch Verwendung hypoosmolarer Innenlésung deutlich vermindert werden (Abb. 3.3b und
Abb. 3.4b). Hyperosmolare Innenldsung hatte keinen modifizierenden Effekt auf S1P-
induzierte Strome (Abb. 3.4b). S1P-induzierte Strome sind also durch intrazellulare
Anderungen der Osmolaritit beeinflussbar. Das mittlere Umkehrpotential S1P-aktivierter
Stréome betrug -30,5 £ 6,5 mV, der mittlere Index fiir die Auswartsgleichrichtung 3,0 £ 1,5. Fir
hypoosmolaritatsaktivierte Strome betrug das mittlere Umkehrpotential -27,0 £ 5,5 mV, der
mittlere Gleichrichtungsindex 3,5 + 1,0. Die Werte fiir Hypoosmolaritat und S1P sind auch hier
nicht signifikant verschieden. Die Ergebnisse sprechen deshalb fiir eine Aktivierung

volumenregulierender Kanale durch S1P in RAW-Makrophagen.
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Abb. 3.3: Einfluss der intrazellularen Osmolaritat auf S1P- und hypoosmolaritdts-induzierte

Strome: Beispiele. In (a, b) Beispiele von S1P-induzierten Strémen unter Verwendung

isoosmolarer (a) oder hypoosmolarer (b) Pipettenlésung.
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Abb. 3.4: Einfluss der intrazellularen Osmolaritat auf S1P- und hypoosmolaritits-induzierte

Strome: Statistische Auswertung. In (a) wurden die Zellen , klassisch” mit extrazellularer

hypoosmolarer Pufferlésung aktiviert und damit das Vorhandensein volumenregulatorischer

Kanale gezeigt. Ebenso in (b) mit 10 nM S1P als Stimulator. In beiden Fallen war die

Leitfahigkeit unter Verwendung hypoosmolarer Innenlésung deutlich vermindert (blaue

gepunktete Graphen). Die Zeit t = 0 s gibt den Beginn eines signifikanten Anstieges der

Leitfahigkeit an. Ursache dafiir sind die deutlich unterschiedlichen Latenzzeiten bis zum

Anstieg der Membranleitfahigkeit nach Gabe des jeweiligen Agonisten (s. auch Abschnitt 3.1).
Die Mittelwerte wurden jeweils aus acht bis 25 Einzelmessungen ermittelt.

34 Pharmakologie des S1P-aktivierten Stromes

Die pharmakologische Testung volumensensitiver Anionenstréome ist seit vielen Jahren ein
wichtiges Werkzeug zur Identifizierung volumensensitiver Anionenkandle. Die Problematik
besteht darin, dass es keine spezifischen Blockersubstanzen sowohl fiir VSOR-Kanile als auch
fiir maxi-Anionenkanale gibt. Haufig verwendete Substanzen sind NPPB und DIDS, sogenannte
»konventionelle” Blocker eines breiten Spektrums von Chloridkanalen und
Anionentransportern. Carboxylate wie 9-Anthracensaure oder Flufenaminsdaure hemmen
ebenfalls ein breites Spektrum von Chloridkanélen in verschiedenen Zelltypen. Dagegen wird
Tamoxifen, einem Hemmer von p-Glykoprotein, eine gewisse Spezifitat flir VSOR-Kanale
nachgesagt (Okada, 1997). Ebenso reagieren diese Kanéle sensitiv auf Glibenclamid, ein
Sulfonylharnstoff, der bekanntermafen ATP-abhdngige Kaliumkandle hemmt. Phloretin, ein
Inhibitor von Glukosetransportern und Natrium-Glukose-Cotransportern (SGLT1 und 2), wird

ebenfalls als relativ spezifischer VSOR-Kanalblocker diskutiert (Kurbannazarova et al., 2011).

Wir testeten die oben genannten Substanzen auf eine Hemmung des volumensensitiven
Anionenstromes in RAW-Makrophagen und erstellten die in Abb. 3.6 gezeigten

pharmakologischen Profile. Dazu wurden die Zellen zunéchst durch hypoosmolaren Puffer
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oder 10 nM S1P aktiviert. Die Blockersubstanzen wurden anschlieBend in einer Konzentration
von 100 uM (Ausnahme: Tamoxifen 10 uM) hinzugefligt und die Hemmeffektivitdt nach 10 s
bestimmt (Abb. 3.5). Die Blocker wurden zusammen mit hypoosmolarer Lésung bzw. S1P
appliziert, um Auswascheffekte zu vermeiden. Es zeigte sich eine erwartet starke Hemmung
der Hypotonizitats-induzierten Leitfahigkeit durch NPPB, DIDS und Flufenaminsaure. Auch die
S1P-getriggerte Leitfahigkeit war durch diese Substanzen beeinflussbar. Tamoxifen und
Glibenclamid, relativ spezifische Blocker fiir VSOR-Kanale, reduzierten die Leitfahigkeiten zu
etwa 50-60 %. Dagegen hatten 9-Anthracensdure (9-AC) und Phloretin keine signifikanten
Blockeffekte. Insgesamt fallt auf, dass sich die pharmakologische Beeinflussbarkeit von S1P-
und hypotonizitatsaktivierten Stromen nicht signifikant unterscheidet. Dies unterstiitzt die
Annahme, dass durch beide Stimuli gleichartige Kanadle in RAW-Makrophagen aktiviert werden.

Insgesamt spricht das pharmakologische Profil fiir die Beteiligung von VSOR-Kanalen.

) i

Zeit [s]

Abb. 3.5: Beispiel einer partiellen Reduktion eines S1P-induzierten Stromes durch
Glibenclamid. Die Blockersubstanz wurde zusammen mit S1P appliziert (roter Balken). Zur
Veranschaulichung kann die Blockeffizienz in diesem Beispiel ndherungsweise durch den
Quotienten [l (block) / I (max)] angegeben werden. Zur exakten Berechnung wurden die
Leitfahigkeiten pro Zellkapazitat verwendet (s. Abb. 3.6).
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Abb. 3.6: Vergleich der pharmakologischen Profile von S1P- und hypoosmolaritidtsaktivierten
Stromen. Statistische Auswertung. Zunachst erfolgte eine Stimulation der RAW-Makrophagen
mit S1P oder hypoosmolarer Losung. Nach Erreichen einer ausreichenden Leitfahigkeit Go
(mindestens 10 pS/pF) wurde jeweils eine der oben genannten Substanzen zugegeben. Die
Effektivitat der Hemmung wurde 10 s nach Applikation des Blockers aus der verbliebenen
Leitfahigkeit Guiock und des Ausgangswertes Go berechnet: Effektivitat = [(Go — Goiock) / Go] *
100%. Die Blockersubstanzen sind nach steigender Effektivitat geordnet. Gemittelte Werte aus
jeweils sechs bis zwolf Einzelmessungen. 9-AC entspricht 9-Anthracensaure.

Die in den bisherigen Abschnitten durchgefiihrten Versuche hatten das Ziel, ein Zielprotein fur
die beobachteten S1P-Effekte auf die Makrophagen zu definieren. Im Folgenden wird die

Signalkaskade analysiert, die zur Aktivierung dieses Proteins durch S1P fiihrt.
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3.5 Die Beteiligung von S1P-Rezeptoren

Murine Makrophagen exprimieren vornehmlich S1IPR1 und 2 (s. Abschnitt 1). Zur
Beantwortung der Frage, welcher S1PR fiir die beobachteten Effekte verantwortlich ist,
wurden S1P-Rezeptorantagonisten genutzt. Die Substanz W123 als Fingolimod-Analogon ist
ein kompetitiver Antagonist am S1PR1 mit einem Ki-Wert von 0,69 pumol/l, wobei die
Hemmung anderer S1PR in hoheren Konzentrationen nicht ausgeschlossen ist
(Produktinformation Cayman Chemicals, s. Website-Zitat). JTE-013 ist ein hochselektiver
S1PR2-Antagonist mit einem Ki-Wert von etwa 20 nmol/l; andere S1PR werden erst ab
Konzentrationen im hohem mikromolaren Bereich relevant besetzt (Produktinformation

Cayman Chemicals, s. Website-Zitat).

Die oben genannten S1PR-Antagonisten wurden zusammen mit S1P erst nach einer
signifikanten Induktion eines auswartsgleichrichtenden Stromes in Makrophagen durch S1P
appliziert. Dies zeigte zunachst die Aktivierbarkeit der Zellen durch S1P, da dies nur bei etwa
Halfte der Zellen Gberhaupt moéglich war (s. Abschnitt 3.1). Applizierte man S1P erneut allein,
nahm die Leitfahigkeit ohne weitere Latenzzeit weiter linear zu (Abb. 3.8). Unter Verwendung
von W123 jedoch war keine weitere Aktivierung mehr feststellbar, im Gegenteil, die Substanz
fiihrte zu einer langsamen Erniedrigung der Leitfahigkeit. Dieser Effekt war vollstandig
reversibel, denn die Zellen waren erneut durch S1P allein aktivierbar sowie auch durch W123
wiederholt hemmbar (Beispiel in Abb. 3.7a). Im Vergleich zu den in Abschnitt 3.4 untersuchten
VSOR-Blockersubstanzen war die Abnahme der Leitfahigkeit durch W123 nur langsam, sodass
dieser Effekt nicht als direkter Kanalblock zu werten ist. W123 konkurriert mit S1P um die S1PR
und wurde in 1000-facher Konzentration im Vergleich zu S1P verwendet. Die Abnahme der
kanalabhdngigen Leitfahigkeit wird daher am ehesten durch die Verdrangung des Agonisten
am Rezeptor hervorgerufen. Appliziert man S1P allein ohne Rezeptorantagonist und pausiert
dann die Applikation, ist eine Abnahme des Stromes nach Auswaschen von S1P, wenn
Uberhaupt feststellbar, sehr gering (zum Vergleich siehe Abb. 3.1). Im Falle von JTE-013 ist kein
Effekt hinsichtlich einer Hemmung des S1P-induzierten Anstieges der Membranleitfahigkeit
festzustellen (Abb. 3.7b). In der statistischen Auswertung ist im Vergleich zur Antwort auf die
alleinige Applikation von S1P ist kein Unterschied festzustellen (Abb. 3.8). Diese Daten
sprechen fir eine Beteiligung des S1PR1, aber nicht des S1PR2 an der S1P-induzierten

Anionenleitfahigkeit.
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Abb. 3.7: Beteiligung von S1P-Rezeptoren an S1P-induzierten Stromen. Reprasentative
Stromverldufe unter Verwendung der S1P-Rezeptorantagonisten W123 und JTE-013
(Einzelheiten siehe Text). Nach Auswaschen von W123 ist die Stimulation der Zellen mittels
S1P erneut moglich (a). Dagegen hat JTE-013 keinen modifizierenden Effekt auf die S1P-

Wirkung (b).

33



160 -

140 —
= 120 1 =
St -
Oo1ooc -
G 804 Y.
< { e L
60

407 ...geeee STP+W123 {

55| —m— SIP

—O— S1P + JTE-013

0 T T T T T T
o 5 10 15 20 25 30 35

Abb. 3.8: Beteiligung von S1P-Rezeptoren an S1P-induzierten Strémen: Statistische
Auswertung. Die Zellen wurden bis zu einer Ausgangsleitfahigkeit Go , die minimal 20 pS/pF
betrug, mit 10 nM S1P aktiviert. AnschlieRend wurden W123 oder JTE-013 zusammen mit 10
nM S1P hinzugegeben und die zu den angegebenen Zeitpunkten erreichten Leitfahigkeiten
prozentual auf Go bezogen. Die Negativkontrollen (S1P im Graph c) wurden mit einer
wiederholten alleinigen Gabe von 10 nM S1P durchgefihrt.

S1P-Rezeptoren auf der Zelloberflache sind G-Protein-gekoppelte Rezeptoren. Zur
Untersuchung einer solchen Signalweiterleitung ist der Einsatz von GTP- oder GDP-Analoga
moglich (Eckstein et al., 1979). In dieser Arbeit wird GDP-R-S (Guanosin- 5’-0-(2-
thiodiphosphat)) verwendet, ein hydrolyseresistentes GDP-Analogon, das durch
Nukleosiddiphosphat-Kinasen kaum phosphoryliert wird. Es unterbindet als kompetitiver
Inhibitor die Aktivierung eines G-Proteins durch GTP. Bisherige bekannte Inhibitionskonstanten
befinden sich im kleinen mikromolaren Bereich mit einer gewissen Variationsbreite. Uber die
Patchpipette kann GDP-R-S von der Pipettenldsung in das Zellinnere diffundieren. Es zeigte
sich, dass bei einer Konzentration von 0,7 uM GDP-R-S eine Erhéhung der
Membranleitfahigkeit auch nach mehrfacher Gabe von 10 nM S1P ausblieb (Abb. 3.9). Zum
Ausschluss eines unspezifischen Blockeffektes von GDP-R-S auf VSOR-Kanéle oder einer
fehlenden Stimulierbarkeit von VSOR-Kanalen applizierten wir am Ende der Messung stets
hypoosmolare Losung. Bei allen Zellen zeigte sich — sofern der Seal stabil blieb — eine Erhéhung
der Membranleitfahigkeit (als Beispiel s. Abb. 3.9a). Die Aktivierung volumenregulierender
Anionenkanale durch S1P ist also abhangig von aktivierten G-Proteinen, nicht jedoch die

Stimulierbarkeit durch Anderungen der extrazelluldren Osmolaritat.
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Abb. 3.9.: Der Effekt von GDP-B-S auf S1P-induzierte Strome in RAW-Makrophagen.

(a) Charakteristische Stromkurve unter Verwendung einer Pipettenlésung mit 0,7 mM GDP-R-
S. Es ist auch durch wiederholte Gabe von 10 nM S1P keine Stromantwort ausldsbar, allerdings
am Ende durch hypoosmolare Losung mit einem typisch linearen Anstieg der
Membranleitfdhigkeit. Statistische Auswertung in (b) unter Verwendung von zwolf
Einzelmessungen (GDP-R-S), Vergleich mit den in Abb. 3.3.d gezeigten S1P-stimulierten Zellen
ohne GDP-R-S.
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3.6 Beteiligung des Zytoskeletts

Der Prozess der osmotischen Zellschwellung wird begleitet von Umbauprozessen
zytoskelettaler Mikrofilamente. Unter anderem fiihrt eine Zellschwellung zu einer Zerstdrung
des kortikalen Aktinzytoskeletts (Klausen et al., 2006). Physiologische Prozesse, die mit lokalen
Anderungen des Zellvolumens einhergehen — beispielsweise die Zellmigration — sind ebenfalls
von Umstrukturierungen des Aktinzytoskeletts abhangig (Cramer, 2010). Der Auf- und Abbau
von Aktinpolymeren wird unter anderem (iber Phosphoinositid-Signalwege sowie durch
Mitglieder der Rho-GTPasen-Familie gesteuert (Ridley, 2001). Das Rho/Rho-Kinase-System ist
auch bei der Modulation von VSOR-Kanélen von Bedeutung (Okada et al., 2009). Modulatoren
des Aktinzytoskeletts — beispielsweise Cytochalasine, Phalloidin und Latrunculin B —
beeinflussen Aktivierbarkeit und Stromamplitude von VSOR-Kanalen unter hypoosmolarer
Stimulation, auch wenn die bisher beobachteten Effekte nicht konsistent sind (Wei et al., 2003)
(Levitan et al., 1995) (Okada, 1997). S1P ist ein wichtiger Modulator des Zytoskeletts und
steuert unter anderem dariiber auch Prozesse der Chemotaxis, Zellmigration und Diapedese (s.
Abschnitt 1). Eine Verbindung zwischen S1P, dem Zytoskelett und der Aktivierung

volumenregulierender Kanale erscheint daher nicht nur in Makrophagen-Zelllinien plausibel.

Zur Uberpriifung, ob die S1P- und Hypoosmolaritits-induzierte Membranleitfihigkeit von
Umbauprozessen der Mikrofilamente abhangig ist, wurde Cytochalasin D zusammen mit S1P
bzw. hypoosmolarer Losung appliziert (Abb. 3.10). Cytochalasine binden an die schnell
naszierenden Plusenden von F-Aktinmolekilen und verhindern dort die weitere
Polymerisation. Insgesamt fihrt dies zu einer Reduktion des F-Aktin-Gehaltes, da die
Depolymerisation am Minusende erhalten bleibt (Mills et al., 2000). Es zeigte sich eine stark
verminderte Aktivierbarkeit sowohl des hypoosmolaritats-induzierten als auch des S1P-
induzierten Stromes, wenn Cytochalasin D zusammen mit dem jeweiligen Stimulus appliziert
wird (Abb. 3.10b). Falls die Zellen schon vorher stimuliert wurden, reduziert Cytochalasin D die
Membranleitfdhigkeiten in beiden Fallen (Abb. 3.10.c). Die Abnahme der Leitfahigkeiten ist
vergleichbar der bei den S1PR-Antagonisten beobachteten Abnahme (Abb. 3.7). Ein direkter
Blockeffekt von Cytochalasin D auf VSOR-Kanile ist daher unwahrscheinlich. Der Effekt von
Cytochalasin D sowohl auf die ,klassisch” osmotische Stimulation als auch auf die S1P-
induzierte Aktivierung von VSOR-Kanélen weist auf eine allgemeine Bedeutung des

Zytoskeletts fiir die Offnung von VSOR-Kanalen unabhingig vom aktivierenden Stimulus hin.
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Abb. 3.10.: Effekt von Cytochalasin D auf hypoosmolaritit- und S1P-aktivierte Stréme. (a)
Beispiel des Effektes von Cytochalasin D (Cyt D) auf eine Zelle, die mit S1P stimuliert wurde. (b)
Statistische Auswertung. Hier wurde CytD von Beginn an zusammen mit dem jeweiligen
Agonisten zugegeben (gestrichelte bzw. gepunktete Graphen). Es zeigt sich eine fehlende
Stimulierbarkeit des Stromes durch die Hypoosmolaritat als auch durch S1P. In (c) wurden die
Zellen zunachst wie schon in Abb. 3.5 vorher durch 10 nM S1P oder hypoosmolare
Extrazelluldrlosung aktiviert und Cyt D anschlieBend koappliziert. Auch hier zeigt sich bei
beiden Stimulationsarten ein Effekt, der zu einer langsamen Abnahme der Gesamtleitfahigkeit

fuhrt.
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3.7. ATP-Sekretion

Werden Zellen verschiedenster Zelllinien hypoosmotischem Stress ausgesetzt, kénnen sie
bioaktive Nukleotide oder Aminosauren Uber nicht-lytische sowie nicht-vesikulare
Mechanismen freisetzen. Als konduktive Freisetzungsmechanismen werden dazu unter
anderem auch volumensensitive Anionenkanéle diskutiert (Dutta et al., 2004) (Schlichter et al.,
2011). Abbildung 3.11 zeigt eine ATP-Sekretion durch RAW-Makrophagen induziert durch
hypoosmolare Losung sowie durch S1P. Auch die Verwendung isoosmolarer Lésung erhdhte
die extrazelluldare ATP-Konzentration, allerdings signifikant geringer als bei der hypoosmolaren
Losung. Wird anstelle der isoomolaren Lésung Medium verwendet, ist der ATP-
Konzentrationsanstieg noch geringer (Abb. 3.11d). S1P, das im Versuch in einer Konzentration
von 10 nM geldst in Medium vorlag, induziert im Vergleich zu reinem Medium eine starkere
ATP-Sekretion (Abb. 3.11b). Im Vergleich zur hypoosmolaren Lésung ist der ATP-
Konzentrationsanstieg bei Verwendung von S1P numerisch geringer (nach 20 s etwa 150
pmol/mg bei Hypoosmolaritdt gegeniiber 300 pmol/mg bei 10 nM S1P) und zeigt einen
transienten Verlauf, wahrend die ATP-Konzentration bei hypoosmolarer Lésung auch nach 2
min Stimulation noch konstant hoch ist bzw. sogar weiter ansteigt. Sowohl bei S1P als auch bei
hypoosmolarer Stimulation ist die ATP-Sekretion durch die bereits elektrophysiologisch
getesteten Substanzen (s. Abschnitt 3.4.) gleichartig beeinflussbar (Abb. 3.11 a und c). Auch
hier spricht das pharmakologische Profil fir die Beteiligung von VSOR-Kanalen an der

beobachteten ATP-Sekretion.

Bei den ATP-Experimenten fiel auf, dass die Durchfiihrung der Experimente entweder mit
isoosmolarer Pufferlésung oder mit Medium nicht zu vergleichbaren ATP-Konzentrationen
flhrte (vergleiche die Kontrollgraphen in Abb. 3.11b und d). Somit ist ein rein durch
mechanische Pertubation der Zellen erklarbarer ATP-Konzentrationsanstieg nicht die einzige
Ursache fir die beobachtete ATP-Grundkonzentration. Die durch S1P bzw. durch
Hypoosmolaritat induzierte ATP-Sekretion kann daher nur mit der jeweilig passenden Kontrolle

korrekt verglichen werden.
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Abb. 3.11.: ATP-Sekretion durch RAW-Makrophagen. (a, c) Zeitlicher Verlauf der
extrazelluldaren ATP-Konzentration bis maximal 2 min nach Stimulation zum Zeitpunkt t=0s.
Die Kontrollen wurden mit Medium (a) bzw. mit isoosmolarer Pufferlésung (c) durchgefiihrt.
(b, d) Pharmakologische Profile der ATP-Sekretion durch 10 nM S1P (b) bzw. hypoosmolare
Losung (d). Die Substanzen wurden in den gleichen Konzentrationen wie in Abb. 3.4.
verwendet. Die Kontrollen erfolgten mit Medium (b) bzw. mit isoosmolarer Pufferlésung (d).
Die ATP-Konzentrationswerte der Sdulen entsprechen stets der extrazellularen ATP-
Konzentration nach 20 s Stimulationszeit. Gemittelte Werte aus 6 bis 14 Einzelmessungen.
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4 Diskussion

RAW-Makrophagen zeigten bei Stimulation durch hypoosmolare Losung einerseits und durch
10 nM S1P andererseits eine Erhohung der Membranleitfahigkeit. Die durch Anionen
getragenen Strome sind durch eine moderate Auswartsgleichrichtung sowie durch die
Beeinflussbarkeit durch Anderungen der extra- und intrazelluldren Osmolaritit
gekennzeichnet. Die pharmakologische Analyse der Strome brachte keine signifikanten
Unterschiede zwischen S1P- und hypoosmolaritatsaktivierten Stromen. Aus diesen Ergebnissen
schlossen wir auf eine Aktivierung volumen-sensitiver, auswartsgleichrichtender
Anionenkanale (VSOR-Kanéle) durch S1P in RAW-Makrophagen. Die Untersuchung der zur
VSOR-Kanalaktivierung flihrenden Signalkaskade erbrachte eine Beteiligung des S1PR1 und des
Aktinzytoskeletts. Die Stimulation der Zellen mit hypoosmolarer Losung und mit S1P erh6hte
die ATP-Konzentration im Zellliberstand signifikant gegeniber den Negativkontrollen. Dieser
Konzentrationsanstieg konnte bei beiden Stimulationsarten pharmakologisch in dhnlicher
Weise wie schon bei den elektrophysiologischen Messungen beeinflusst werden. Wir schlossen
aus diesen Ergebnissen auf eine konduktive ATP-Sekretion Giber VSOR-Kanéle in RAW-
Makrophagen. In diesem Kapitel wird zunachst die Plausibilitit dieser Ergebnisse erortert.
AnschlieBend wird auf der Grundlage dieser Analyse ein kurzer Ausblick mit weiteren

Experimentiervorschldagen gegeben.

4.1 Identifizierung des S1P-induzierten Anionenstromes
4.1.1 Zellvolumenregulation

Zur Uberpriifung der Annahme, dass der S1P-induzierte Strom in Makrophagen durch VSOR-
Kanile getragen wird, wurde zunichst die Abhangigkeit des Stromes von Anderungen des
Zellvolumens gepriift (s. Abschnitt 3.3). Pertubationen von Zellen durch Anderungen der
extrazelluldren und intrazelluldren Osmolaritat kommen haufig vor. Dies beinhaltet
physiologische Prozesse wie die Verdauung hypo- oder hyperosmolarer Nahrung im
Gastrointestinaltrakt, die Harnkonzentrierung in der Niere oder den programmierten Zelltod.
Pathophysiologisch kénnen beispielsweise Entziindungsreaktionen und Ischdamie durch
Zellnekrosen und Freisetzung proinflammatorischer Mediatoren zu erheblichen, lokalen

Osmolaritatsanderungen und Aktivierung volumenregulatorischer Systeme fiithren. Klinisch
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bedeutsam sind auch Osmolaritatsanderungen bei Hypo- und Hypernatriamie und bei deren
therapeutischem Ausgleich. Es ist nicht verwunderlich, dass eine grof3e Anzahl von Kanalen
und Transportern identifiziert wurden, die zur Zellvolumenregulation beitragen (Hoffmann et
al., 2009). Im steady-state-Modus wird das intrazelluldre Volumen Uber die
energieverbrauchende Tatigkeit der Na*-K*-ATPase aufrechterhalten. Bei Osmolaritats- und
Volumenverschiebungen besteht ein generelles Prinzip der zellularen Volumenregulation
darin, Osmolyte (iber die Plasmamembran zu sezernieren oder zu resorbieren. Wasser folgt
dem osmotischen Druck anschlieRend tiber Aquaporine. Im Falle einer osmotisch ausgelosten
Zellschwellung erhoht sich typischerweise transient die Membranleitfahigkeit fir K*- und CI--
lonen, vermittelt durch ClI'-Kanale (sogenannter regulatory volume decrease, RVD).
Elektrophysiologische Messungen wiesen in verschiedenen Zelltypen als Antwort auf eine
Zellschwellung verschiedene durch Cl-lonen getragene Strome nach (Okada, 1997). Als
wichtigster Vertreter volumen-sensitiver Anionenkanéle, weil in so vielen Zelltypen
vorkommend, wird dabei der volumen-sensitive, auswartsgleichrichtende Anionenkanal
(VSOR-Kanal) benannt. Die Rolle von Ca?*-, cAMP- sowie spannungsabhingigen Chloridkanalen
der CIC-Familie sowie Bestrophinen fiir die Volumenregulation ist noch nicht befriedigend
geklart. K*- CI-Cotransporter (KCC) sind u.a. ebenfalls an der Volumenhomaoostase beteiligt

(Hoffmann et al., 2009).

4.1.2 VSOR-Kanile — eine Ubersicht

Bei Ganzzellanalysen an Epithelzellen des Gastrointestinaltrakts Ende der 1980iger Jahre
wurden moderat auswartsgleichrichtende Anionenstréme bei Induktion einer Zellschwellung
gemessen (Hazama und Okada, 1988). Die Gesamtleitfdhigkeit stieg proportional zum simultan
naherungsweise bestimmten Zellvolumen an. lonenstréme wurden nur dann nachgewiesen,
wenn zytosolisches ATP vorhanden war. Eine Depolarisation der Zellmembran tber +50 mV
fiihrte zu einer Abnahme des Stromes. Pharmakologisch konnten die Strome durch
konventionelle Chloridkanalblocker wie NPPB oder DIDS, aber auch durch p-Glykoprotein-
Inhibitoren wie Tamoxifen und Verapamil sowie durch Sulfonylharnstoffe wie Glibenclamid
effektiv gehemmt werden (Okada, 2006). Inzwischen sind Volumen-sensitive Anionenstrome
mit vielen der oben genannten elektrophysiologischen und pharmakologischen Charakteristika
in vielen Zelltypen bekannt, u.a. in Epithelzellen, Endothelzellen, Hepatozyten, Fibroblasten,
Osteoblasten, Astrozyten, Lymphozyten und Oozyten (Okada, 1997). Gemeinsame

Charakteristika sind v.a. der lineare Anstieg der Membranleitfahigkeit wahrend einer
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ausgelosten Zellschwellung, die moderate Auswartsgleichrichtung sowie die Abhangigkeit von
intrazellularem ATP. Unterschiede ergaben sich bei der Inaktivierung durch hohe positive
Membranpotentiale — in T-Lymphozyten beispielsweise nicht nachweisbar — sowie z.T. in der
pharmakologischen Blockade (Okada, 2006). Die lange Suche nach der molekularen Struktur
von VSOR-Kanélen hat durch die Identifikation von LRRC8A als wichtige Komponente von
VSOR-Kanélen neuen Auftrieb erfahren. Dies wurde unabhéangig von zwei Arbeitsgruppen etwa
zur selben Zeit vorgestellt (Voss et al., 2014) (Qiu et al., 2014). Die Ergebnisse dieser Arbeiten
deuten darauf hin, dass Proteine der LRRC8-Familie (LRRC8A-E, leucine-rich repeat-containing
8A-E) Heteromere bilden, wobei LRRC8A als Bestandteil eines moglichen Kanalproteins obligat
ist (Pedersen et al., 2015). Es wurde auBerdem gezeigt, dass die Freisetzung von Glutamat und
Taurin nach hypotonem Stress, eine als typisch angenommene Funktion von VSOR-Kanalen
(s.0.), von der Expression von LRRC8A abhéangig ist (Pedersen et al., 2015). Weitere
Untersuchungen zur praziseren Darstellung einer VSOR-Kanalpore und der
Aktivierungsmechanismen sowie der Bedeutung der LRRC8-Untereinheiten sind nun

notwendig.

Die intrazelluldaren Mechanismen, die zur Aktivierung von VSOR-Kanalen flihren kénnen, sind
nach den derzeitigen Erkenntnissen vielfaltig. Es sind Ca?*-abhangige und Ca*-unabhingige
Signalkaskaden involviert, unter anderem der Rho-Rho-Kinase-pathway, Ras-Raf-abhangige
Kaskaden, die Aktivierung der Phospholipase C mit nachfolgender intrazelluldrer Ca?*-
Mobilisierung sowie Kaskaden, die tber eine Stimulation von NADPH-Oxidasen reaktive
Sauerstoffspezies (ROS) erzeugen (Nilius et al., 1999) (Okada, 2006). Wie die Expansion des
Zellvolumens und diese Signalkaskaden mechanistisch miteinander verkniipft sind, ist noch
unzureichend bekannt. Die klassische VSOR-Aktivierung durch Zellschwellung kann dariiber
hinaus durch verschiedene Mediatoren beeinflusst werden: Thrombin und Veranderungen des
Membran-Cholesteringehaltes verdnderten die VSOR-Antwort auf Anderungen des
Zellvolumens in Endothelzellen bzw. Ehrlich-Asziteszellen (Manolopoulos et al., 1997) (Klausen
et al., 2006). Liu et al. fanden sogar eine Aktivierung von typischen VSOR-Kanal-vermittelten
Strémen durch Bradykinin, einem Mediator von Entziindungsreaktionen, ganzlich ohne eine
Anderung des Zellvolumens (Liu et al., 2009). Die Identifizierung weiterer chemischer
Modulatoren und Aktivatoren des nahezu ubiquitar exprimierten VSOR-Kanals sowie der
abhangigen Signalkaskaden ermoglicht die weitere Aufklarung der physiologischen und

pathophysiologische Bedeutung dieser Kandle.
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4.1.3 Vergleich der durch Hypoosmolaritat und S1P induzierten Stréme

In Kapitel 3 wurde gezeigt, dass Hypoosmolaritats- und S1P-aktivierte Stréme in RAW-
Makrophagen durch Anionen getragen werden und eine moderate Auswartsgleichrichtung
aufweisen. Hypoosmolare Losung flihrte zu einem Anstieg der Membranleitfahigkeit nach
einer mittleren Latenz von 16,5 s, bei S1P-aktivierten Stromen betrug die mittlere Latenz etwa
30 s. Volumenregulierende Systeme werden erst ab einem bestimmten Grad einer
Zellschwellung aktiv (sog. volume set point, (Hoffmann et al., 2009) (Okada et al., 2009)).
Latenzzeiten volumen-aktivierter Anionenstréme kdnnen bis zu mehreren Minuten reichen
(z.B. (Kimelberg et al., 2006)). Dies ist abhangig vom jeweilig untersuchten Zelltyp sowie von
der Osmolaritat der verwendeten hypotonen Extrazellularlésung. Bei S1P-induzierten Stromen
ist die Aktivierungszeit der ausgeldsten Signalkaskade, die zur Aktivierung des volumen-
sensitiven Anionenkanals fiihrt, zu berticksichtigen. Dies konnte die langere Latenzzeit im
Vergleich zur hypoosmolaren Losung erklaren. Auffallig ist dabei, dass nur etwa 50 % der
untersuchten Zellen auf S1P Gberhaupt mit einem Anstieg der Leitfahigkeit reagieren, aber
mehr als 90 % der Zellen auf hypoosmolare Losung. Fiir die Kanalaktivierung durch S1P ist, wie
in Abschnitt 3.5 gezeigt wurde, eine intakte G-Protein-gekoppelte Signalkaskade notwendig.
Dies erfordert u.a. die intrazellulare Bereitstellung energiereicher Nukleotide sowie eine
suffiziente Synthese, Transport und Positionierung der an der Kaskade beteiligten Proteine. Es
ist nicht zu erwarten, dass diese Prozesse auch in mikroskopisch gesund erscheinenden Zellen
stets in gleichem Umfang stattfinden. Dazu kommt, dass sich S1P durch seine groRe lipophile
aliphatische Kohlenstoffkette in wassrigem Milieu nicht molekular 16st und gleichmaRig
verteilt. Die L6slichkeit kann durch den Einsatz von Ultraschallbddern —verbessert werden,
indem moglicherweise grofRere Konglomerate an S1P-Molekilen aufgebrochen werden.
Insgesamt ist aber auch dann eine homogene S1P-haltige Lésung mit einer in jedem Milliliter
gleichen und definierten S1P-Konzentration nicht zu erwarten. Es ist somit moglich, dass
wahrend einer Applikation S1P-Molekiile die Zielzelle verzogert bzw. nur in geringem Ausmaf3
erreichen. Daher wurden bei der Erstellung der Abbildungen zur Aktivierung der
Anionenkanéle (Abb. 3.2) die Latenzzeiten nicht bericksichtigt. Ebenfalls wurden die Zellen,
die nicht auf S1P reagierten, nicht in die Auswertung mit einbezogen, um die S1P-induzierten
Stromamplituden mit denen, die durch hypoosmolare Stimulation erreicht wurden,
vergleichbar zu machen. Auf die Erstellung einer Konzentrations-Wirkungs-Kurve von S1P
wurde verzichtet. Der Einsatz eines Rotationsverdampfers zur Entfernung des Losungsmittels
Methanol und die nachfolgende Losung des S1P-Lipidfilms in einer wassrigen Losung mit

bovinem Serumalbumin (BSA) kdnnte sicherere und homogenere Konzentrationen von S1P
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erzeugen. Da S1P im Blut zu etwa 55 % an HDL gebunden ist (Prifer et al., 2014), ist die
Verwendung dieses Lipoproteins zur besseren Darstellung physiologischer Konditionen

moglich.

Ein Charakteristikum der Aktivierung von VSOR-Kanalen ist ein oft zeitlich gleichbleibender
Anstieg der Membranleitfahigkeit nach initialer Kanalaktivierung. Dies wurde in verschiedenen
Zelllinien beobachtet, sowohl in Abhéngigkeit von der Stimulationszeit (Okada, 1997) als auch
vom mikroskopisch bestimmten Zellvolumen (Okada et al., 2009). Diese Eigenschaft war auch
in den in Abschnitt 3 vorgestellten Messungen sowohl beim hypoosmolaritatsaktivierten als
auch beim S1P-induzierten Strom reproduzierbar (s. Abb. 3.3). Der Index fiir die
Auswartsgleichrichtung und das Umkehrpotential waren bei beiden Stimulationsarten nicht
signifikant verschieden (s. Abschnitt 3.3). Bei S1P-induzierten Stromen wurde im Gegensatz zu
hypoosmolaritatsaktivierten Stromen in vielen Fallen trotz weiterer Gabe des Agonisten nach
etwa 30 s ein Plateau der Leitfahigkeiten erreicht. Moglicherweise findet eine schnelle
Desensitivierung von S1PR1 durch S1P statt, sodass die abhangige G-Protein-gekoppelte

Signalkaskade den Kanal nicht weiter aktivieren kann.

Volumensensitive Anionenkandle kénnen auch durch Modulation der intrazelluldren
Osmolaritat, die bei Ganzzellanalysen durch die Osmolaritat der Pipettenldsung
ndherungsweise charakterisiert ist, beeinflusst werden (Okada, 1997). ErwartungsgemaR
konnte der Stromanstieg durch hypoosmolare extrazelluldre Stimulation durch Verwendung
ebenfalls hypoosmolarer Pipettenldsung deutlich gemindert werden (Abb. 3.4a). Die
Verwendung hyperosmolarer Pipettenlosung konnte aber weder eine Akzeleration der
Kanalaktivierung bei hypoosmolarer extrazellularer Stimulation (Abb. 3.4a) noch eine spontane
Kanalaktivierung bei extrazellularer isoosmolarer Pufferlosung ausldsen (nicht dargestellt).
Dies wurde in einigen Zelllinien bereits beobachtet (Okada, 1997). Der S1P-induzierte Strom
verhielt sich bei Anderungen der intrazelluldren Osmolaritit in gleicher Weise wie der
hypoosmolaritatsaktivierte Strom (Abb. 3.3b und 3.4b). Auch hier war keine signifikante
Modulation des Stromes durch hyperosmolare Pipettenldsung zu verzeichnen. Es kann
spekuliert werden, dass der Anstieg der Leitfahigkeiten allein durch die Verwendung
hypoosmolarer Pufferlésung bzw. S1P schon maximal ist und nicht mehr zusatzlich durch
hyperosmolare Pipettenlosung gesteigert werden kann. Moéglicherweise benétigt die
Verwendung hyperosmolarer Pipettenlésung aber auch deutlich mehr Zeit (mindestens im

Minutenbereich), um einen messbaren, signifikanten Effekt hervorzurufen.
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4.1.4 Die Abgrenzung zum volumensensitiven ,maxi-anion channel”

Neben der Vielzahl an volumenregulierenden Kanalen und Transportern (s. 4.1.1) wird Gber
einen Anionenstrom berichtet, der wie die Stréme durch VSOR-Kanile auf Anderungen der
intra- und extrazellularen Osmolaritat reagiert und in vielen Zelltypen beobachtet wurde
(Sabirov und Okada, 2009). Auch in Lymphozyten und Makrophagen wurden derartige Stréme
gemessen. Aufgrund einer Einzelkanalleitfahigkeit von mehreren hundert pS (variierend je
nach Zelltyp) und einer geschéatzten PorengréBe von 0,6-1,3 nm je nach verwendeter Methode
wurde die Existenz eines vom VSOR-Kanal verschiedenen Kanalproteins, des sogenannten
»,maxi-Anionenkanals”, postuliert. Der klassische Stimulus fiir diese Kanalentitat ist wie fir den
VSOR-Kanal die osmotisch ausgeldste Zellschwellung mit einer variablen Latenzzeit. Weitere
Stimuli sind unter anderem Hypoxie, Ischdmie sowie weitere chemische Stimuli, unter
anderem Agonisten an Adenosin- und Endothelinrezeptoren sowie Bradykinin, das schon als
Stimulator von VSOR-Stromen gesehen wurde (s. 4.1.2.). Es ist insgesamt davon auszugehen,
dass in vielen Zelltypen bei osmotischer Zellschwellung verschiedene Kanale und Transporter
aktiviert werden und sich somit ein Mischsignal aus verschiedenen Kanalentitdten ergibt.
Unterschiede zwischen Stromen vermittelt durch VSOR-Kanale und maxi-Anionenkanéle
ergeben sich zum Einen durch unterschiedliche elektrophysiogische Charakteristika: Der maxi-
Anionenkanal zeigt typischerweise keine oder nur eine sehr geringe Auswartsgleichrichtung
und zeigt eine hohe Einzelkanalleitfahigkeit. Zum Anderen werden maxi-Anionenstrome durch
Glibenclamid nicht gehemmt und durch Ostrogenrezeptormodulatoren wie Tamoxifen oder
Toremifen typischerweise sogar stimuliert (Sabirov und Okada, 2009) (Kurbannazarova et al.,
2011). Dies zeigte sich in den in Abschnitt 3 vorgestellten Experimenten mit RAW-
Makrophagen nicht. Dies macht den Einfluss von maxi-Anionenkanalen auf die gesehenen
volumenaktivierten Strome unwahrscheinlich. Einzelkanalmessungen wurden nicht
durchgefihrt. Eine definitive Abgrenzung kann nach derzeitigem Stand aufgrund des Mangels
an kanalspezifischen Antagonisten nur molekulargenetisch durch gezielte Ausschaltung von
Kanalproteinen erfolgen. Die derzeitigen Fortschritte in der molekulargenetischen Analyse

volumensensitiver Proteine (s.0.) lassen baldige neue Erkenntnisse in dieser Richtung erhoffen.
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4.2 Untersuchung der zur VSOR-Aktivierung fiihrenden Signalkaskaden
4.2.1 S1P-induzierte, G-Protein-gekoppelte Signalwege

Die Identifikation der intrazelluliren Mechanismen, die zur Offnung und SchlieBung von VSOR-
Kanalen fiihren, ist ein wichtiger Schritt zur Aufklarung ihrer physiologischen und
pathophysiologischen Funktionen. Extrazelluldares S1P aktiviert tGber die Bindung an funf
verschiedene 7-TM-Rezeptoren G-Protein-vermittelte Signalwege. In RAW-Makrophagen
werden S1PR1 und 2 exprimiert, deren Signale liber G; bzw. liber Gi,/13 weitergeleitet werden
(Rosen et al., 2013). Die Modulation volumenaktivierter Anionenstrome durch chemische
Beeinflussung G-Protein-gekoppelter Signalwege mittels schwer hydrolysierbarer GDP- bzw.
GTP-Analoga wurde schon in den 90er Jahren untersucht: Die intrazelluldre Applikation von
GDPRS Uber die Patchpipette flihrte zu einer partiellen Reduktion volumenaktivierter Stréme
in bovinen Endothelzellen (Voets et al., 1998), wahrend GTPyS bei den gleichen Zellen in
isotoner Losung typische VSOR-Strome hervorrufen konnte (Nilius et al., 1999). In der hier
vorliegenden Arbeit wurde die Aktivierung von VSOR-Kanalen durch S1P (s. Kapitel 3) durch die
intrazelluldre Coapplikation von GDPRS um mehr als 75% vermindert (Abb. 3.9b). Dagegen
waren hypoosmolaritatsaktivierte Strome trotz GDPRS weiterhin ausldsbar (s. Beispiel in Abb.
3.9a). Mit zunehmendem Datenmaterial zur Aktivierung von VSOR-Strémen wurde deutlich,
dass die Beeinflussung von VSOR-Strémen in verschiedenen Zelllinien durch unterschiedliche
Signalkaskaden stattfinden kann und die (pharmakologische) Inhibition eines einzelnen Weges
bzw. Molekils nur zu einer partiellen Reduktion von VSOR-Strémen fiihrt (Okada et al., 2009).
Es zeigte sich darliber hinaus, dass sich die Modulation von VSOR-Stromen in verschiedenen
Zelltypen unterscheidet. AuRerdem konnte fiir keinen Signalweg, auch nicht fiir den G-Protein-
gekoppelten, nachgewiesen werden, dass dieser fir die Aktivierung von VSOR-Kanalen
zwingend bendtigt wird. Die Aktivierung von VSOR durch Volumen- bzw.
Osmolaritatsanderungen in RAW-Makrophagen scheint auch nach den Ergebnissen dieser
Arbeit unabhangig von G-Protein-gekoppelten Signalwegen zu funktionieren. Die Aktivierung

durch S1P ist allerdings zu einem groRen Prozentsatz von solchen Signalwegen abhangig.
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4.2.2 Die Rolle des Zytoskeletts bei der VSOR-Kanalaktivierung

Zytoskelettale Elemente in epithelialen und nicht-epithelialen Zellen tragen viel zur
mechanischen Stabilitat der Zelle bei, sind aber durch ihre enge Verknipfung mit
transmembrandren und zytosolischen Proteinen zusétzlich stark an der Koordination
komplexer Prozesse wie Zellmigration, Zellwachstum, Endozytose und der Volumenregulation
beteiligt. Fiir letzteren Prozess konnte fiir viele Zelltypen im Allgemeinen gezeigt werden, dass
sich bei Volumenanderungen die Menge an F-Aktin, besonders im kortikalen Bereich,
verandert. Oftmals geht eine Zellschwellung mit einer Abnahme und eine Zellschrumpfung mit
einer Zunahme des kortikalen F-Aktingehaltes einher (Hoffmann et al., 2009). In Verbindung
mit dieser Beobachtung konnte beispielsweise in B-Lymphozyten gezeigt werden, dass
volumenaktivierte Stréme, aktiviert durch milde Hypotonizitat, durch eine Verminderung von
F-Aktinmolekilen durch Cytochalasin B, verstarkt werden. Die Stabilisierung von F-Aktin durch
Phalloidin fiihrte dagegen zu einer Verminderung der Stromamplituden (Levitan et al., 1995).
Es wurde die Hypothese aufgestellt, dass die Zerstorung (kortikalen) F-Aktins einen positiven
modulatorischen Effekt auf volumenaktivierte Stréme ausiibt (Okada, 1997). Dies konnte in
einigen Arbeiten bestéatigt werden, teilweise war aber auch kein oder sogar der gegenteilige
Effekt zu beobachten (zusammengefasst in (Hoffmann et al., 2009). In der vorliegenden Arbeit
zeigte sich ein Hemmeffekt sowohl des S1P- als auch des hypoosmolaritatsaktivierten Stromes
durch die Koapplikation von 10 uM Cytochalasin D (s. Abb. 3.10). Dies ist ein Hinweis darauf,
dass die Integritat des F-Aktingehaltes in RAW-Makrophagen fiir VSOR-Kanal-vermittelten
Stréme wichtig ist, unabhdngig von der Art der Kanalaktivierung. Dabei muss beachtet werden,
dass Effekte von Cytochalasinen von der Art des verwendeten Cytochalasins und der
Substanzkonzentration abhangig sein konnen (Mills et al., 2000). In der vorliegenden Arbeit
wurde daher auch mit 1 uM und 0,1 uM Cytochalasin D experimentiert, wobei sich allerdings
kein signifikant verschiedener Effekt im Vergleich zu den dargestellten Ergebnissen mit 10 uM
ergab (1 und 0,1 uM nicht dargestellt). Fir weitere Untersuchungen des zytoskelettalen
Einflusses auf VSOR-Strome kénnen weitere Parameter, wie der Gesamt-F-Aktingehalt, die
kortikale Aktinskelettstruktur sowie die Zellmorphologie in Abhadngigkeit von Hypoosmolaritat
und S1P analysiert werden. Die genauen mechanistischen Prinzipien des Gatings von VSOR-
Kanalen, an dem moglicherweise auch das mikrofilamentare Zytoskelett beteiligt ist, sind noch
weitestgehend unbekannt. Es wurde vermutet, dass bei osmotisch ausgeldster Zellschwellung
durch die Entfaltung der Plasmamembran mechanisch VSOR-Kanale aktiviert werden. Dabei
sollen Einstiilpungen der Plasmamembran aufgebrochen werden, die durch das

Aktinzytoskelett bzw. durch Stressfasern aktiv und passiv festgehalten werden (Okada, 1997).
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Eine Unterbrechung dieser Mikrofilamente durch o.g. Reagenzien kdnnte somit die VSOR-
Kanalaktivierung erleichtern. Die Divergenz der experimentellen Ergebnisse in letztgenannter
Richtung lasst aber auf weitere Mechanismen und/oder eine differente Regulation von VSOR-
Kanalen in verschiedenen Zelltypen schlieBen. Es stellt sich auch die Frage, inwieweit die
anderen Komponenten des Zytoskeletts — also Intermediarfilamente und Mikrotubuli — an der
Funktion des VSOR-Kanals und an der Zellvolumenregulation Gberhaupt beteiligt sind.
Hinweise auf letztes gibt es vereinzelt, zusammengefasst in (Hoffmann et al., 2009). Dies ist,
jedenfalls im Falle der Intermediarfilamente, anzunehmen, zumal sie einen grolRen Anteil an
der intrazytoplasmatischen Signalweiterleitung von Zell-Zell- und Zell-Matrix-Kontakten
innehaben. Zur Klarung dieser Vermutung sind noch eine Reihe von Untersuchungen

notwendig.

4.2.3 Die Rolle von intrazelluldrem Ca?* bei der VSOR-Kanalaktivierung

Bei den elektrophysiologischen Messungen in dieser Arbeit wurde intrazelluldres Ca*
chelatiert, sodass freies, intrazelluldres Ca%* nur in nanomolaren Konzentration vorlag (s.
Material und Methoden). Zur Uberpriifung, ob bei der Signalgebung von S1P iiber S1PR1 und
S1PR2 in RAW-Makrophagen das intrazelluldre Ca®* ansteigt, wurde nach Gabe von S1P
intrazelluldres Ca?* fluorimetrisch gemessen (Abb. 4.1.). Es zeigte sich kein signifikanter Anstieg
des intrazelluldren Ca®* durch extrazelluldre S1P-Gabe. Dies stimmt mit zahlreichen
Untersuchungen Uberein, dass fiir eine VSOR-Kanalaktivierung héchstens eine permissive,
geringe Ca?*-Erhdhung im nanomolaren Bereich notwendig sein kénnte (Sziics et al., 1996)
(Hoffmann et al., 2009). Diese Ergebnisse sind auch zur Abgrenzung von Ca?*-aktivierten
Chloridkanalen wichtig, die wie VSOR-Kanale ebenfalls durch eine osmotisch ausgel6ste
Zellschwellung aktiviert werden kénnen (Okada, 1997). S1P fiihrt daher in RAW-Makrophagen

nicht zur Aktivierung von Ca?*-abhangigen Chloridkanélen.
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Abb. 4.1.: Intrazelluldrer Ca**-Konzentrationsverlauf nach S1P-Gabe. Zur Ca®*-
Konzentrationsmessung wurde der Fluoreszenzfarbstoff fluo-4 genutzt. Die Fluoreszenzen sind
relativ in Bezug auf die maximal erreichte Fluoreszenz bei Zugabe des lonophors A23187 (als
Positivkontrolle) angegeben. Nach Beendigung der S1P-Gabe sowie zu Beginn der Gabe des
lonophors kam es transienten Ca**-Anstiegen, die am ehesten durch eine mechanische
Pertubation der Zellen bei Austausch der Substanzen zu erkldren sind. Mittelwerte aus 15
Einzelmessungen +- SD. Mit freundlicher Genehmigung durch Dr. M. Klapperstiick, MLU Halle-
Wittenberg.
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4.3 ATP-Sekretion iiber VSOR-Kanile
4.3.1 Vorbemerkungen

Eine Vielzahl von Anionenkandlen kann in epithelialen und nicht-epithelialen Zellen eine
kontrollierte ATP-Sekretion vermitteln (s. Abschnitt 1.2.4.). Unter den Chloridkanélen sind
dabei Kanale der ABC-Transporterfamilie, VSOR-Kanale und maxi-Anionenkanale am besten
untersucht (Sabirov und Okada, 2005). Eine ATP-Sekretion ist iber die Kanalpore nur dann
maoglich, wenn das jeweilige lon — beispielsweise ATP*, HATP* oder MgATP? - durch die
jeweilige Kanalpore passt. Die effektiven Radien der o.g. lonen bewegen sich in einem Bereich
von ca. 0,55 - 0,70 nm (Sabirov und Okada, 2005). Fir VSOR-Kanéle und maxi-Anionenkanéle
konnten die Radien der Kanalporen bisher nur approximiert werden. Fiir VSOR-Kanale sind
unter Verwendung unterschiedlicher Methoden Werte zwischen 0,6 und 0,7 nm ermittelt
worden (Sabirov und Okada, 2005), fiir maxi-Anionenkanale Werte um 1,3 nm (Sabirov und
Okada, 2004). Somit ist eine Permeation von Purinnukleotid-lonen durch diese Kanile
rechnerisch moglich. Bei diesen theoretischen Kalkulationen muss jedoch in Betracht gezogen
werden, dass Kanalporen weitere und engere Stellen besitzen, also nicht symmetrisch
aufgebaut sein missen. Dazu kommen komplexe Regulationsmechanismen, beispielsweise
durch Konformationsanderungen des Kanalproteins durch reversible Modifikation oder
allosterische Beeinflussung. Der Einfluss dieser dynamischen Veranderungen auf die

Permeation organischer Anionen ist bei diesen Kanalen noch nicht untersucht.

4.3.2. Pharmakologische Testung der ATP-Sekretion

Bei den in dieser Arbeit vorgestellten Experimenten zeigte sich sowohl nach Gabe
hypoosmolarer Losung als auch nach S1P-Gabe eine Erh6hung der extrazelluldren ATP-
Konzentration nach wenigen Sekunden Stimulationszeit (s. Abb. 3.113a, c). Dieser
Konzentrationsanstieg war im Vergleich zu den jeweiligen Negativkontrollen signifikant hoher,
sodass dieser Anstieg nicht allein durch mechanische oder chemische Pertubation der Zellen
durch die Losungswechsel erklart werden kann. Somit kann angenommen werden, dass ein
groRer Teil der ATP-Konzentrationserhohung durch eine ATP-Sekretion der Zellen zustande
kommt, die kontrolliert als Antwort der Zellen auf die Zugabe der jeweiligen Stimulanzien
geschieht. Die pharmakologische Testung dieser ATP-Sekretion erfolgte dabei mit einer
Auswahl derjenigen Substanzen, die schon fir die elektrophysiologischen Messungen benutzt

wurden. Es zeigte sich, dass sich das pharmakologische Profil der ATP-Sekretion von S1P und
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hypoosmolarer Losung nicht signifikant unterscheidet (s. Abb. 3.11b, d). Im Vergleich mit den
elektrophysiologischen Messungen ergeben sich ebenfalls nur geringe Unterschiede (s. Abb.
3.4.). Dies spricht pharmakologisch gegen die Beteiligung von maxi-Anionenkanalen (s.
Abschnitt 4.2.2.). CFTR-Kanale kdnnen zwar durch konventionelle Chloridkanalblocker wie
NPPB und durch Sulfonylharnstoffe wie Glibenclamid geblockt werden, jedoch gibt es Hinweise
auf einen Hemmeffekt von Carboxylaten wie 9-Anthracensaure (9-AC) (Hwang und Sheppard,
1999). 9-AC zeigte allerdings keinen inhibitorischen Effekt auf die ATP-Sekretion von RAW-
Makrophagen (Abb. 3.11b, d). Auch Connexin-basierte Kanale kdnnen eine ATP-Sekretion
vermitteln (s. Abschnitt 1.2.4). Es konnte jedoch gezeigt werden, dass Stilbenderivate wie DIDS
sowie der Ostrogenrezeptormodulator Tamoxifen auf bestimmte Connexinuntereinheiten
inhibitorische Wirkungen besitzen (Eskandari et al., 2002). Der starke Hemmeffekt von
Flufenaminsaure spricht gegen die Beteiligung von Pannexin-1 an der ATP-Sekretion (Ma et al.,
2009). Ein Beweis fiir eine VSOR-vermittelte ATP-Sekretion kann jedoch erst dann erbracht
werden, wenn entweder spezifische Proteinantagonisten zur Verfligung stehen oder das
Kanalprotein genetisch, z.B. mittels siRNA gegen LRRC8-Untereinheiten, ausgeschaltet wird.
Ob die ATP-Sekretion bei den RAW-Makrophagen auch (iber vesikulare Mechanismen

vermittelt werden kann, wurde in der vorgelegten Arbeit nicht untersucht.

4.3.3 Kinetik der ATP-Sekretion

Bei einem Vergleich der ATP-Konzentrationsverldaufe nach Stimulation mit hypoosmolarer
Losung bzw. S1P fallen deutliche Unterschiede auf: Bei der S1P-induzierten Stimulation zeigt
sich ein ATP-Konzentrationsmaximum nach 20 s Stimulationszeit gefolgt von einem
naherungsweise exponentiellen Konzentrationsabfall (Abb. 3.11a). Ein dhnlicher
Konzentrationsverlauf nach Gabe von 10 nM S1P bis 20 s Stimulationszeit bei RAW-
Makrophagen wurde schon beobachtet (Kuehnel et al., 2009). Dagegen fallt die ATP-
Konzentration bei hypoosmolarer Stimulation nach einem schnellen Anstieg bis 10 s nicht ab,
sondern steigt sogar leicht an (Abb. 3.11c). Die in der extrazellularen Lésung bestimmte ATP-
Konzentration ist, wenn die basale ATP-Konzentration nicht beriicksichtigt wird, das Ergebnis
einer ATP-Sekretion durch die Zellen und eines gleichzeitig stattfindenden ATP-Abbaus durch
membrangebundene Ectonukleotidasen (Espelt et al., 2013). Dies kann als Erklarung fir den
phasischen Verlauf von extrazellularen ATP-Konzentrationsmessungen herangezogen werden
(Leal Denis et al., 2013) (Espelt et al., 2013). Wird die Aktivitat der Ectonukleotidasen bei S1P-

und hypoosmolaritdts-basierten Messungen als gleich angenommnen, so ist fir die o.g.

51



Unterschiede in den Graphen eine unterschiedliche ATP-Sekretion verantwortlich.
Moglicherweise nimmt durch eine Desensitivierung von S1PR1 (Arnon et al., 2011) die ATP-
Sekretion im Verlauf ab. Die elektrophysiologischen Messungen, wobei sich bei S1P-
stimulierten, aber nicht bei hypoosmolaritatsaktivierten Zellen oft nach etwa 30-60 s ein
Stromplateau einstellte, sprechen fiir diese Hypothese (s. Abschnitte 3.3. und 4.1.3.).
Weiterfiihrende Messungen kénnten die Rolle von Ectonukleotidasen, fir die es kommerziell
erhaltliche Hemmstoffe gibt, fir den ATP-Konzentrationsverlauf klaren. Auerdem ist in
diesem Zusammenhang, wie bei Kuehnel et al. (Kuehnel et al., 2009), die Bestimmung der

Hydrolyseprodukte von ATP sinnvoll.

4.3.4 Analyse der ATP-Bestimmungsmethode

Fiir die extrazelluldre ATP-Bestimmung wurde die Luciferin-Luciferase-Reaktion genutzt (s.
Abschnitt 2.3.). Diese Methode erlaubt die zuverlassige Detektion auch sehr kleiner Mengen
von ATP (bis in den femtomolaren Bereich) unter Beachtung konstanter experimenteller
Bedingungen (Wood et al., 1989). Das extrazellulare Volumen, das in den o.g. Experimenten
genutzt wurde, betrug 2 ml. Die in dieses Volumen sezernierte und experimentell bestimmte
ATP ist daher einem starkem Verdiinnungsprozess unterworfen. Die tatsachlich an der
duBeren Seite der Plasmamembran vorliegende Konzentration diirfte um einige Faktoren
hoher liegen. Untersuchungen mit plasmamembran-gebundener Luciferase zeigten mehr als
1000-fach hohere Konzentrationen (Praetorius und Leipziger, 2009). Eine Verringerung des
Analysevolumens auf 200 pl in 24-Well-Platten unter genereller Beibehaltung der ATP-
Bestimmungsmethode zeigte keine signifikante Anderung der ATP-Konzentrationen (nicht
dargestellt). Die in dieser Arbeit gewonnenen Ergebnisse zeigen daher eine generelle ATP-
Sekretion durch RAW-Makrophagen, lassen aber keine Schllsse auf die tatsachlich an der
Plasmamembran wirksamen Konzentrationen zu. Es stehen mehrere Methoden zur
hochauflésenden Echtzeitdarstellung von freigesetztem ATP zur Verfligung (Praetorius und
Leipziger, 2009) (Ledderose et al., 2015). Der Einsatz solcher Methoden kdnnte die
Aussagekraft gemessener ATP-Konzentrationen erheblich verbessern, zumal fiir die Bindung an

Rezeptoren auf der Plasmamembran die membrannahe Konzentration mafigeblich ist.
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4.4. Funktionelle Bedeutung einer S1P-induzierten ATP-Sekretion

Die Vermutung, dass es zahlreiche Verbindungen zwischen dem purinergem System und
bioaktiven Lipiden wie Arachidons&ure oder auch S1P gibt, ist nicht neu (Costa-Junior et al.,
2011). Im Immunsystem sind ATP und seine Hydrolyseprodukte Bestandteil eines komplexen
regulatorischen Netzwerks (Di Virgilio, 2007b). ATP kann u.a. durch die Zerstérung von Zellen,
aber auch durch hypoxische und inflammatorische Signale freigesetzt werden (Di Virgilio,
2007a). Die Stimulation von SPHK und die Freisetzung von S1P erfolgt durch ganz dhnliche
Signale (Weigert et al., 2009) (Spiegel und Milstien, 2011). Freigesetztes ATP kann als DAMP
wirken und zur auto- und parakrinen Amplifikation proinflammatorischer Signale dienen. Auch
Uber eine Stimulation von SPHK durch extrazelluldres ATP wird berichtet (Klawitter et al.,
2007). Fur komplexe Prozesse wie Chemotaxis und Zellmigration, Phagozytose und
intrazelluldre bakterizide Aktivitat gibt es zahlreiche Hinweise auf eine Beteiligung sowohl des
purinergen als auch des S1P-Systems (Weigert et al., 2009) (Takai et al., 2012) (Kronlage et al.,
2010) (Fairbairn et al., 2001). Die Zellmigration erfordert dabei die koordinierte und lokalisierte
Aktivitat von Kanalproteinen, u.a. auch von volumenaktivierten Kanalen (Schwab et al., 2012).
Die Sekretion von proinflammatorischen Zytokinen, eine der zentralen Aufgaben von
Makrophagen in der Inflammation, kann sowohl lGber die Aktivierung von P2X7R als auch
durch S1P gesteigert werden (Nayak et al., 2010) (Hughes et al., 2007). Interessanterweise gibt
es sowohl fuir ATP- als auch S1P-induzierte Signale Hinweise auf antiinflammatorische Effekte,
die z.T. durch unterschiedliche Mediatorkonzentrationen zustande kommt (Weigert et al.,
2009) (Di Virgilio, 2007a). Inwieweit S1P- und ATP-induzierte Signale zeitlich und rdumlich
kommunizieren, muss noch genauer untersucht werden. Die erreichten therapeutischen
Fortschritte in der S1P-basierten Pharmakologie (s. Abschnitt 1.1.5.) nicht nur bei
immunvermittelten Enzephalomyelopathien wie der MS lassen auch weiterhin einen direkten

Nutzen dieser Forschung fiir die klinische Medizin erhoffen.
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5 Zusammenfassung

In Abschnitt 1 wurden Fragestellungen formuliert, die diese Arbeit zu beantworten versucht.

Auf der Grundlage der experimentellen Resultate und Analysen kann geschlussfolgert werden:

1. Extrazellular appliziertes S1P induziert in nanomolaren Konzentrationen in RAW-

Makrophagen eine ATP-Sekretion.

2. Bei gleichen S1P-Konzentrationen wird in RAW-Makrophagen ein auswartsgleichrichtender
Anionenstrom aktiviert, dessen elektrophysiologische und pharmakologische Charakteristika

auf VSOR-Kanal-vermittelte Strome hinweisen.

3. Fir die Aktivierung dieses Anionenstromes ist eine Signalkaskade verantwortlich, die den

S1PR1, G-Proteine sowie das Aktinzytoskelett einschlieRt.

4. Die S1P- sowie die hypoosmolaritats-induzierte ATP-Sekretion sind pharmakologisch in
gleicher Weise beeinflussbar. Dieses pharmakologische Profil deckt sich mit der
pharmakologischen Beeinflussbarkeit von S1P- und hypoosmolaritats-aktivierten Stromen. Das
pharmakologische Profil ist typisch fiir VSOR-Kandle. Daraus wird geschlussfolgert, dass die

S1P-induzierte ATP-Sekretion durch VSOR-Kanéle vermittelt wird.

Abbildung 4.2. zeigt eine bildliche Veranschaulichung der oben getroffenen Aussagen.

Macrophage

Abbildung 4.2: S1P-induzierte ATP-Sekretion iiber VSOR-Kanile in RAW-Makrophagen. Die
blauen Linien reprasentieren das intrazellulare Aktinzytoskelett. VRAC —volume-regulated
anion channel, eine haufig verwendete Bezeichnung fiir VSOR-Kanile in der englischsprachigen
Literatur.
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Ausgehend von den bisherigen Erkenntnissen und Analysen ergeben sich dabei auch weitere

Vertiefungsmoglichkeiten fiir Experimente:

1. Die jingst gewonnenen, neuen molekulargenetischen Erkenntnisse liber volumenabhangige
Anionenkanale eréffnen neue molekularbiologische Anséatze zur besseren ldentifizierung und
Abgrenzung volumenabhangiger Strome in Erganzung zu bisherigen unspezifischen

pharmakologischen Hemmstoffen.

2. Eine tiefere Analyse der zur Kanalaktivierung fihrenden Signalkaskade, z.B. Rho- und
Phosphoinositid-abhangige Wege, ist zum besseren Verstandnis der Kanalregulation

notwendig.

3. Die genaue Aufklarung der mechanistischen Prinzipien der Kanalaktivierung in Verbindung
mit dem Zytoskelett ist wiinschenswert. Daraus kdnnen sich auch neue Erkenntnisse in Bezug

auf die Volumenregulation von Sdugetierzellen ergeben.

4. Eine membrannahe ATP-Konzentrationsbestimmung und die Untersuchung, ob und welche
Purinorezeptoren auf der Oberflache durch ATP bzw. seine Abbauprodukte nach einer ATP-
Sekretion aktiviert werden, ermoglicht die Untersuchung der physiologischen Funktion der

ATP-Sekretion.

5. Eine Analyse typischer physiologischer Tatigkeiten von Makrophagen wie Zellmigration,
Phagozytose oder Zytokinproduktion in Verbindung mit den bisherigen Ergebnissen kann

physiologisch relevante Funktionen der S1P-induzierten ATP-Sekretion kldren.

6. Die Ubertragbarkeit der Ergebnisse auf andere Zelltypen, auch humane Zelllinien, erfordert

die Durchfiihrung der Experimente an weiteren Zelllinien.

7. Die Untersuchung der Bedeutung der S1P-abhdngigen ATP-Sekretion unter
pathophysiologischen Bedingungen (Hypoxie, Entziindung, Sepsis) ist fiir die klinische

Forschung bedeutsam.
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1. Sphingosin-1-phosphat steuert die Funktion und Positionierung von Zellen des
adaptiven und des angeborenen Immunsystems. In Makrophagen steuert es

Zelliberleben, Migration und Zytokinproduktion.

2. Zur Untersuchung des Effektes von Sphingosin-1-phosphat auf Makrophagen ist
die elektrophysiologische Ganzzellanalyse geeignet. Diese Methode wird durch die

quantitative ATP-Bestimmung in der Extrazellularflissigkeit erganzt.

3. Sphingosin-1-phosphat (S1P) und hypoosmolare Losung fiihren in Maus-
Makrophagen (RAW-Makrophagen) zu einer kontinuierlich ansteigenden Erhéhung der

Membranleitfahigkeit mit moderater Auswartsgleichrichtung.

4. Die durch hypoosmolare Lésung und S1P getriggerten Strome werden durch

Anionen getragen.

5. Die durch hypoomolare Losung und S1P getriggerten Strome reagieren in

gleicher Weise auf Anderungen der intrazelluldren Osmolaritit.

6. Die durch hypoosmolare Lésung und S1P getriggerten Stréome sind
pharmakologisch gleichartig beeinflussbar. Die beobachteten Strome werden durch

VSOR-Kanile (Volumen-sensitive, auswartsgleichrichtende Kanale) getragen.

7. Die Aktivierung volumensensitiver Anionenstrome durch S1P erfordert die
Aktivierung des S1PR1 und der abhangigen G-Protein-gekoppelten Signalkaskade.
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8. Die Aktivierung volumensensitiver Anionenstrome durch S1P erfordert einen
Umbau des Aktinzytoskeletts.

9. Hypoosmolare Losung und S1P induzieren in Mausmakrophagen eine ATP-

Sekretion.

10. Die durch hypoosmolare Losung und durch S1P hervorgerufene ATP-Sekretion

ist eine konduktive Sekretion tiber VSOR-Kanale.

11. Die gewonnene Erkenntnisse zeigen eine Verbindung zwischen den
Signalwegen bioaktiver Lipide und Purinnukleotiden. Dies erweitert den Wissensstand

insbesondere im Gebiet akut und chronischer Entziindungsreaktionen.
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