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Referat

Die Nukleosidtriphosphate ATP und UTP bewirken Uber die Bindung an P2-Rezeptoren
verschiedene regulatorische Effekte innerhalb des kardiovaskuldren Systems. Dazu
zahlen u. a. die Thrombozyten-Aggregation, die Angiogenese sowie die Regulation des
Blutdruckes. Zudem vermitteln sie in den Kardiomyozyten von verschiedenen
Saugetieren einen Anstieg der Kontraktilitdt und eine Hypertrophie. Innerhalb dieser
Arbeit wurde sowohl der Einfluss des ATP- als auch des UTP-Signalweges auf die
Aktivierung der Mitogen-aktivierte Proteinkinasen (MAPK) in Saugetier-Kardiomyozyten
untersucht. Das Interesse konzentrierte sich dabei auf die Extracellular signal-regulated
protein kinases 1 und 2 (ERK 1/2) und die p38-MAPK, die ihrerseits an der Regulation
wichtiger  Zellfunktionen,  wie der  Proliferation und  Aktivierung  von
Transkriptionsfaktoren, beteiligt sind. Die Untersuchungen des ATP- und UTP-
Signalweges in isolierten adulten Maus- und neonatalen Ratten-Kardiomyozyten
ergaben, durch beide Nukleotide kommt es zu einer zeit- und konzentrationsabhangigen
Aktivierung der p38- sowie der ERK 1/2-MAPK. Durch den Einsatz von UTP und
Rezeptorantagonisten konnte fir adulte Mauskardiomyozyten eine Aktivierung bzw.
Inhibition des MAP-Kinase-Signalweges (p38 und ERK 1/2) gezeigt werden, die eine
Vermittlung der Effekte von UTP auf Mauskardiomyozyten durch den P2Y,-Rezeptor
nahelegt. Der Einsatz von Signalkaskadehemmstoffen zur Untersuchung des
Phosphorylierungszustandes von p38 und ERK 1/2 durch UTP konnte eine Beteilung
von Adenylatcyclasen, Phospholipase C sowie der MAPK-Kinasen MEK 1 und 2
wahrscheinlich machen. In weiteren Untersuchungen ergab sich moglicherweise eine
Aktivierung der MAPK durch UTP Uber einen weiteren Rezeptortyp, da in den
Kontraktionsuntersuchungen an menschlichen sowie Mausvorhéfen kein Unterschied in
der Kontraktionskraft bei P2Y2-, P2Ys- und P2Ys-Knock-out-M&usen sowie nach Einsatz
spezifischer Rezeptorantagonisten (AR-C118925, PSB-1454) kein Unterschied bei der
Inotropie  festgestellt werden konnte. ATP und UTP erhdhen den
Phosphorylierungszustand von p38- und ERK 1/2-MAPK in isolierten menschlichen

rechten Vorhofen.
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1. Einleitung

1.1 Extrazellulares ATP und UTP

Das Purinnukleotid ATP hat neben seiner Schlusselrolle im Zellmetabolismus als
enzymatischer Kofaktor und als intrazellulare Hauptenergiequelle eine Funktion als
extrazellulares Signalmolekil. Das Pyrimidinnukleotid UTP sowie die Dinukleotide ADP
und UDP wirken ebenfalls als extrazellulare Signalmolekile. Ihre Wirkung entfalten
diese uber Purinozeptoren vom Typ 2 (P2-Rezeptoren) (Ralevic und Burnstock, 1998).
UTP ist zudem an der DNA-Synthese beteiligt und kommt wohl in jeder Zell-RNA vor.
Jede Zelle kann Trinukleotide in den Extrazellularraum transportieren sowie P2-
Rezeptoren exprimieren (Verkhratsky und Burnstock, 2014).

ATP wird in den Extrazellularraum als auto- bzw. parakrines Molekiil, unter anderem als
Antwort auf neuronale Stimulation, Plattchenaktivierung, Stress, mechanische
Stimulation sowie durch andere Rezeptoragonisten sezerniert (Ostrom et al., 2000). Zur
Rezeptoraktivierung werden zwischen 0,1 und 10 uM der Tri- und Dinukleotide benétigt
(Abbracchio et al., 2006). Jedoch ist die Bestimmung der ,in vivo* extrazellularen Tri-
und Dinukleotidkonzentration umstritten. Haufig wird sie bis zum 20fachen unterschéatzt
(Joseph et al., 2003). ATP existiert im unteren Millimolarbereich in allen Zelltypen und
durch die Nettonegativladung sowie MolekillgroRe kdnnen ATP und die anderen
Nukleotide (UTP, ADP, UDP) die Zellmembran nur eingeschréankt passiv passieren
(Gordon, 1986). Die intrazellulare Konzentration von UTP entspricht etwa einem Zehntel
der Konzentration von ATP (Lazarowski und Harden, 1999; Wihlborg et al., 2006). Die
intrazellulare  Konzentration von ATP und UTP wird hauptsachlich durch
Wiederverwertung von Adenosin und Uracil aufrechterhalten. Ein geringer Anteil wird
durch ,de novo* Synthese gewonnen (Anderson und Parkinson, 1997). Stress oder
mechanische Stimulation sorgen fir einen raschen Anstieg sowie raschen Abfall der
Extrazellularkonzentration von ATP auf das basale Niveau. Dies liegt in den meisten
Zelltypen bei 0,5 bis 10 nM (Lazarowski et al., 2000). Die physiologische Rolle dieser
basalen Konzentration bleibt unklar. Teilweise wird eine Funktion in der Kaskade anderer
Signaltransduktionen bzw. als Verstarkerprozess angenommen (Corriden und Insel,
2010).

Die Freisetzung von ATP aus exzitatorischen Zellen in Vesikeln ist die bis heute am
besten verstandene Quelle von extrazelluldarem ATP. Die intravesikale Konzentration

kann bis zu 1.000 mM betragen (Sperlagh und Vizi, 1996). Die Freisetzung von ATP aus



nicht-exzitatorischen Zellen geschieht hauptsachlich durch Stress, Hypoxie,
mechanischer Stimulation, agonistenvermittelt sowie Vesikeltransport (Literatur siehe
Abbracchio et al., 2006). Eine Zellzerstérung muss bei mechanischer Stimulation oder
Scherstress nicht zwingend vorliegen. Hier erfolgt eine Freisetzung von ATP durch
Aktivierung verschiedener Kandle und Transporter (ABC-Transporter, Scherstress-
sowie spannungsabhangige Kanale) (Bodin und Burnstock, 2001; Knight et al., 2002;
Lazarowski et al., 2003). Vor allem der scherstressabhangige Kanal ist mit dem CFTR-
Kanal assoziiert (Braunstein et al., 2001). Der Vesikeltransport kann beispielweise durch
Scherstress ausgeltst werden (Knight et al., 2002). Agonisten zur ATP- Freisetzung, die
hauptséachlich aus Endothelzellen erfolgt, kdnnen Bradykinin, Acetylcholin und Serotonin
sein. Eine weitere Freisetzung erfolgt durch Zellzerstérung (Ostrom et al., 2000).

Der extrazellulare Abbau von ATP und UTP erfolgt durch Ektonukleotidasen (Corriden
et al, 2010). Der Effekt des extrazellularen ATP und UTP hangt von der
Abbaugeschwindigkeit der Ektonukleotidasen sowie der  vorhandenen
Subrezeptorverteilung ab (Zimmermann et al., 2012). Die resultierenden Metabolite sind
ADP, AMP, Adenosin sowie UDP, UMP und konsekutiv Uridin. Uridin kann die
Zellmembran passieren und wird zur Herstellung von UTP durch Wiederverwertung
(Salvage Pathway) bendtigt. Die Konversion zu ADP bzw. UDP erfolgt durch die
Ektonukleosidtriphosphatdiphosphohydrolase 1 (CD39) oder durch Ekto-ATPasen
(Giuliani et al., 2018).

1.2 Wirkung und Funktion von Trinukleotiden am Herzen

1.2.1 Funktion von ATP am Herzen

Purine als extrazellulare Signalmolekile wurden erstmals von Drury und Szent-Gyorgyi
1929 beschrieben. Gillespie gelang 1934 ein differenzierter Nachweis des Effektes von
ATP gegeniiber AMP im Meerschweinchenuterus. Hiermit war klar, dass es
unterschiedliche Purinrezeptoren geben misste. In den folgenden Jahrzehnten gab es
vor allem Untersuchungen zum Effekt von ATP auf das kardiovaskulare System (Ralevic
und Burnstock, 1998).

ATP ist ambiphil, es hat hydrophile sowie hydrophobe Eigenschaften (Vassort, 2001).
Vor allem autonome Nervenendigungen enthalten ATP als Ko-Transmitter (Burnstock,
2014). ATP hat eine koronare intraplasmale Konzentration von weniger als 1 nM

(Burnstock und Pelleg, 2015). Dies ist sehr wahrscheinlich der schnellen Degradation



durch Ektonukleasen geschuldet (Giuliani et al., 2018). Die Konzentration steigt durch
Hypoxie, Ischamie, mechanischen Stress und erhdhte Durchblutung. Weitere Quellen
des ATP-Anstiegs kdnnen ischamische Myozyten, aktivierte Thrombozyten,
Nervenendigungen, Entzindungs-, Endothel- sowie glatte Muskelzellen sein (Burnstock,
2017). Der Mechanismus mit dem ATP Uber die Zellgrenzen transportiert wird ist aktuell
nicht vollstandig verstanden (Vassort, 2001). Unter anderem ist die Anwesenheit des P-
Glykoproteintransporter oder CFTR mit einer ATP-Freilassung assoziiert (Corriden et al.,
2010). Der elektrochemische Gradient fur den ATP-Ausstrom ist neunfach im Vergleich
zum Einstrom, sodass die intra- und extrazellulare Konzentration 10 mM bzw. 10 nM
betragt. Die Permeabilitéat von ATP ist aufgrund der Moleklgré3e sehr gering (Vassort,
2001).

1.2.2 Funktion von UTP am Herzen

Das intrazellulare UTP ist neben unterschiedlichen metabolischen Prozessen vor allem
fir die RNA-Synthese verantwortlich und neu gebildetes UTP ist fiir die Synthese von
UDP-Zucker bzw. CDP-Phospholipid verantwortlich (Slingerland et al., 1995). Die
Neubildung bzw. intrazellulare Wiederverwendung bildet vermutlich einen gemeinsamen
extrazellularen Pool an verfiigbarem UTP (Anderson und Parkinson, 1997). UTP als
extrazellularer Stimulus sorgt zudem fiir die Ausschiittung von ATP (Ostrom et al., 2000).
Die vesikularen Wiederaufnahmetransporter von ATP wirken in gleicher Weise fir UTP
sowie die Freisetzungsmechanismen dhneln denen von ATP (Lazarowski, 2012). Auch
in Kardiomyozyten kann deutlich weniger UTP mit 1,7 pmol/g Protein im Vergleich zu
ATP (27 umol/g Protein) nachgewiesen werden (Vassort, 2001).

Extrazellulares UTP stimuliert Uber Diacylglycerin (DAG) die Proteinkinase C und p38-
MAPK in Kardiomyozyten, sodass UTP eine Rolle in der Prakonditionierung spielen
konnte (Schulz et al., 2001). UTP-sensitive P2Y,-Rezeptoren induzieren eine
Vasodilatation via Prostaglandin-, NO- und EDHF-Freisetzung und konnen zur

Ausschuittung von t-PA aus Endothelzellen fuhren (Erlinge et al., 2005).

Ein kardioprotektiver Effekt von UTP ist an der Langendorff-Apparatur bei Ischdmie in
vitro an Wildtyp-Mauseherzen nachgewiesen (Wee et al., 2007). Dieser Effekt kommt
vielleicht vom positiv inotropen Effekt der schon in vielen Spezies, inklusive Ratten-,
Maus-, Meerschweinchenvorhof, isolierten ventrikularen Myozyten der Ratte, Maus,
Huhn, papillarem Muskel vom Meerschweinchen sowie Ventrikel der Maus in vivo
nachgewiesen wurde (Froldi et al., 1994, 1997, 2001; Gergs et al., 2008, 2013b;



Podrasky et al., 1997). Beim rechten Vorhof des Menschen ist der positiv inotrope Effekt

ebenfalls nachgewiesen (Gergs et al., 2014).

1.3 P2-Rezeptoren

Die P2-Rezeptoren wurden erstmals von Burnstock beschrieben (Burnstock, 1976).
Wobei hier schon eine Differenzierung zwischen P1-Purinozeptoren, welche vor allem
durch Adenosin aktiviert werden, sowie P2-Purinozeptoren, die nach damaliger Sicht
durch ATP und AMP aktiviert werden, erfolgte (Burnstock, 1978). Diese Differenzierung
war durch die relative Potenz der Nukleotide sowie Rezeptorantagonisten erfolgt
(Burnstock, 2010). 1996 wurde die Wirkung von extrazellularem UTP den P2-
Rezeptoren zugeschrieben sowie eine neue Nomenklatur empfohlen. Die P1-
Rezeptoren sowie die P2Y-Rezeptoren agieren G-Protein-gekoppelt und die P2X-
Rezeptoren als Liganden-gesteuerte Kationenkanale (P2X) (Burnstock, 2014). ATP und
seine Metabolite agieren vor allem via P2X. Hier sind sieben verschiedene
Subrezeptoren (P2Xi.7) bekannt (Khakh et al., 2001). Auch extrazellulares UTP ist ein
Agonist an P2-Rezeptoren in unterschiedlichen Geweben. UTP ist vorallem ein Agonist
an P2Y,-, P2Y4- und P2Ye- Rezeptoren. Weitere Subrezeptoren sind P2Y; und P2Y1;
(von Kugelgen und Hoffmann, 2015) (Tab. 1). Die ECso von ATP bzw. UTP zur
Aktivierung der Rezeptoren ist maximal 17,3 uM (Jacobsen et al., 2014).

Tabelle 1: P2Y-Rezeptornomenklatur und Pharmakologie (nach Erlinge und Burnstock,
2008; von Kiigelgen, 2016)

Rezeptorsubeinheit Rangordung der Agonisten Signalkaskade
P2Y, ADP > ATP (partieller Agonist) IP3 1
P2Y, UTP = ATP IP3 1
UTP (Mensch)

P2Y, IP3 1

UTP = ATP (Ratte)

P2Ys UDP > UTP >> ATP IP3 1
ATP (Mensch)

P2Y11 _ IP3 1, cAMP 1

ADP > ATP (Kaninchen)
P2Y1, ADP cAMP |

P2Y: wird mehr durch ADP als durch ATP aktiviert und ATP wirkt als partieller Agonist
(Waldo und Harden, 2004). Nach Aktivierung kommt es zum IPs-Anstieg und zur Ca?*-

Freisetzung (Abbracchio et al., 2006). Der humane sowie murine P2Y-Rezeptor ist auf
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RNA-Ebene via Nothern Blot in allen menschlichen Geweben nachgewiesen worden
(Tokuyama et al., 1995; Ayyanathan et al., 1996). P2Y:-Knock-out-Mause haben einen
normalen Phanotyp sowie milde Veranderungen in der Blutgerinnung wurden
beobachtet (Léon et al., 1999a).

Der P2Y,-Rezeptor ist in den verschiedenen Geweben (Skelettmuskel, Herz, Hirn, Milz,
Lymphozyten, Makrophagen, Knochenmark, Lunge, Leber, Magen und Pankreas) der
Maus, Ratte und des Menschen nachgewiesen worden (Moore et al., 2001). Er wird
gleichermaf3en durch ATP und UTP aktiviert, wohingegen ADP und UDP weniger potent
sind (Lustig et al., 1993; Parr et al., 1994; Lazarowski et al, 1995; Moore et al., 2002).
Uber G-Proteine wird die Phospholipase C aktiviert und hierliber IP; sowie DAG erhoht
und somit die Calciumionen- und Proteinkinase C-Freisetzung aktiviert. Durch P2Y-
Rezeptoraktivierung kommt es zur erhOhten Freisetzung bzw. Synthese von
Arachidonséaure, Prostaglandinen und NO (Lustig et al., 1992; Xing et al., 1999; Buvinic
et al., 2002; Welch et al., 2003). In Astrozyten der Maus wurde die Calcium-abhangige
sowie -unabhéangige Aktivierung der PKC sowie ERK 1/2 mit konsekutiver Aktivierung
der Phospholipase A2 nachgewiesen (Xu et al., 2002). Neben ERK 1/2 kommt es auch
zur Aktivierung der JNK und p38 MAPK (Gendron et al., 2003). Aufgrund einer P2Y>-
Rezeptor-Knock-out-Maus gibt es Hinweise auf eine Rolle in der Nukleotid-stimulierten

lonensekretion in pulmonalen Epithelzellen (Cressman et al., 1999).

Der P2Ys-Rezeptor wird in erster Linie durch UTP aktiviert (Communi et al., 2005). Der
P2Ys-Rezeptor der Maus wird aquipotent von ATP und UTP aktiviert (von Kiigelgen,
2016). Beim Menschen ist ATP ein Antagonist am P2Ys-Rezeptor (Hou et al., 1999;
Kennedy et al., 2000). Der Unterschied liegt wahrscheinlich in der N-terminalen Doméane
sowie der extrazellularen Schleife des Rezeptors (Herold et al., 2004). Der Nachweis
von P2Y; and P2Y, im fetalen Herzen wurde gezeigt, der P2Ys-Rezeptornachweis im
adulten Herzen gelang nur eingeschrankt (Horckmans et al., 2012). Der Hemmstoff
.,Reactive Blue 2“ blockiert den murinen P2Ys-Rezeptor vollstandig, jedoch nur teilweise
den humanen Rezeptor (Bogdanov et al., 1998). Der humane Rezeptor koppelt
hauptsachlich an Gg/11 und Gi/o wahrend das Differieren zwischen dem P2Y,- und
P2Y4- Mausrezeptor aufgrund von fehlenden spezifischen Antagonisten schwierig ist
(Wildman et al., 2003). P2Ys-Knock-out-Mause zeigen ein normales Verhalten, normales
Wachstum und eine normale Vermehrung (Robaye et al., 2003). Ausfihrlich untersucht
ist die Beteiligung des P2Ys-Rezeptors an der intestinalen Chloridsekretion (Ghanem et
al., 2005).



Der murine sowie humane P2Ye¢-Rezeptor wird durch UDP aktiviert. Mit geringerer
Potenz folgt dann UTP, ADP und ATP (Communi et al., 1996). Vermutlich wird hierdurch
konsekutiv Gg/11 aktiviert (Nicholas et al., 1996). Ein Anstieg von cAMP ist mdéglich
(Kottgen et al., 2003). Die Rezeptor-mRNA wurde ubiquitéar detektiert und UDP kann
hiertiber bspw. Zellwachstum induzieren (Hou et al., 2002; von Kigelgen, 2016). Zudem
wird ein kontraktiler Effekt auf die Gefal3zellen sowie eine intestinale Chloridsekretion
durch P2Ys-Aktivierung beschrieben (Malmsjo et al., 2000; Koéttgen et al., 2003).

Der P2Y1; -Rezeptor wird durch ATP und in geringerer Affinitat durch ADP aktiviert und
koppelt anschlieRend an Phospholipase C (PLC) und Adenylatcyklase. Dies fihrt zum
Anstieg von IP3z und cAMP (Communi et al., 1999; Qi et al., 2001). Der cAMP-Anstieg
erfolgt moglicherweise unabhangig durch Gg/11 wie auch Gs (Suh et al., 2000). Es gibt
sehr wahrscheinlich kein Aquivalent in Nagetieren (Abbracchio et al., 2006). UTP ist
moglicherweise ein Agonist und Suramin ein kompetitiver Antagonist (Communi et al.,
1999; White et al., 2003). Die Rezeptor-mRNA wurde ubiquitdr nachgewiesen. Die
geringste Rezeptordichte herrscht in Leber, Knochen und Knorpel (Moore et al., 2001).
Zudem wurde an diesem Rezeptor eine unterschiedliche Signalkaskade durch differente

Agonisten nachgewiesen (White et al., 2003).

ADP ist der physiologische Agonist am P2Y1,—Rezeptor, der wohl Uber Gi-Proteine die
Aktivitat der Adenylatcyclase hemmt (Zhang et al., 2001). Der Rezeptor wird in
Megakaryozyten, Thrombozyten sowie neuronalem Gewebe exprimiert (Abbracchio et
al., 2006). ATP kann ebenfalls als Antagonist am P2Y1,—Rezeptor von humanen und
murinen Thrombozyten wirken sowie die aktivierende Wirkung von ADP aufheben
(Kauffenstein et al., 2004). Dieser Mechanismus wird aktuell noch diskutiert und ist
moglicherweise zelltypabhangig (Abbracchio et al., 2006). P2Yi,-Knock-out-Mause
haben dementsprechend eine verlangerte Blutungszeit, fehlende
Thrombozytenaggregation sowie eine geringere Rate an arteriellen Thrombosen
(Conley und Delaney, 2003).

1.4 Mitogen-aktivierte Proteinkinase-Kaskade

Mitogen-aktivierte Proteinkinasen (MAPK) kommen wohl in allen eukaryontischen Zellen
vor (Errede und Levin, 1993; Roux und Blenis, 2004). Extrazellulare Stimuli aktivieren
drei Ebenen der MAPK, eine MAPK Kinase Kinase, diese wiederum aktiviert eine MAPK
Kinase sowie abschlieRend eine MAPK (Abb. 1). Daraus ergibt sich z.B. eine Induktion

und Regulation des Zellzykluses (Roux und Blenis, 2004). Die 12 gegenwartig



bekannten MAPK werden in drei Familien eingeteilt: Die ERK-Familie, die p38-Kinase-
Familie sowie die c¢c-Jun N-terminale Kinase (IJNK)-Familie. Das Herzgewebe
verschiedener Spezies (Ratte, Maus, Mensch, u. a.) exprimiert alle bekannten MAPK-
Familien (Michel et al., 2001). Die MAPK-Aktivitat hangt von der dualen Threonin- und
Tyrosin-Phosphorylierung ab, wahrend die Inaktivierung Uber 11 verschiedene MAPK-
Phosphatasen (Liu und Molkentin, 2016) ablauft. Die Mehrzahl der Substrate die mittels
MAPK aktiviert werden sind Transkriptionsfaktoren (Widmann et al. 1999). Deren
Aktivierung geschieht mittels Phosphorylierung entweder direkt im Zellkern oder im
Zytoplasma gefolgt von einer Translokation in den Zellkern. Die Substrate der JNK-
Familie befinden sich teilweise im Zellkern (Bogoyevitch und Kobe, 2006).

Erstmals 1980 entdeckt, ist der ERK-Signalweg einer der am meisten untersuchten
Signalwege. ERK1 und ERK2 sind zu 83 % identisch (Chen et al., 2001). Es besteht
keine vollstandige funktionelle Redundanz. ERK1/2 wird ubiquitar exprimiert und hat auf
Zellebene verschiedene Funktionen. Zellzyklusproliferation, Zytogenese, Transkription
und Differenzierung sind nur einige Beispiele. Auch in den pathologischen Ablaufen
kardiovaskularer Erkrankungen spielt diese Kinase wohl eine Rolle. Der Effekt erfolgt
Uiber Phosphorylierung mindestens 100 moglicher Substrate (Rose et al., 2010). Aktiviert
wird die ERK 1/2 durch die Phosphorylierung der MAPK-Kinase MEK 1/2 (Roux und
Blenis, 2004).

Zehn Jahre nach der Entdeckung von ERK, wurde die JNK als weitere Subfamilie der
MAPK entdeckt. Die drei Subeinheiten werden durch separate Gene kodiert und kénnen
aus etwa zehn verschiedenen Proteineinheiten mit 80 % Homologie bestehen. Sie
kommen ubiquitér vor und spielen vor allem in der Zellproliferation und -differenzierung,
Apoptose, Zellmobilitdt und -metabolismus eine Rolle. Der JNK- Signalweg wird durch
Warme, Hyperosmolaritat, Ischamie, UV-Strahlung und G- Protein gekoppelte
Rezeptoren aktiviert. Sehr unterschiedliche zytosolische sowie nukledre genomische

sowie nicht-genomische Substrate werden durch die JNK aktiviert (Rose et al., 2010).

Ebenfalls 1990 wurde p38 als weitere Subfamilie der MAPK identifiziert. p38 gibt es in
vier Isoformen (q, B, vy, 8) und sie kommt ebenfalls ubiquitér vor. Die Isoformen und ihre
Substrate sind zu 60 % homolog. Unklar ist, welche Substrate durch welche Isoform
phosphoryliert werden (Rose et al.,, 2010). Wie andere MAP-Kinasen spielt p38 eine
Rolle in der Immunantwort sowie in der Zellproliferation und -differenzierung. Die
aktivierenden Mechanismen sind der JNK sehr &ahnlich. Bisher sind mindestens 60

verschiedene extrazellulare Stimuli zur Aktivierung der p38- Kinase bekannt (Ono und
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Han, 2000). p38 hat ebenfalls zytosolische sowie nukledre Funktionen und die Substrate
beinhalten Transkriptionsfaktoren, nukleare sowie zytosolische Proteine (Rose et al.,
2010). Die p38-MAPK scheint auch eine Rolle bei der Herzinsuffizienz zu spielen (See
etal., 2004, Wenzel et al., 2005). Die Phosphorylierung der p38-MAPK-Isoformen erfolgt
durch die MAPK-Kinasen MEK 3/6 (Roux und Blenis, 2004).

Mitogene Stress/ Zytokine Stimuli

|

MEKK1-4, DLK, MLK2
Tpl-2, ASK1, TAK1
TAO1/2

A-Raf, B-Raf
Raf-1, c-Mos

Abb. 1: Signalkaskade MAPK-aktivierter Proteinkinasen (MK). ERK 1/2 und p38 wird
durch Mitogene und Zellstress ausgeltst und dies fiihrt konsekutiv zur Aktivierung der
MKs (modifiziert nach Roux und Blenis, 2004 und Rose et al., 2010).

1.5 Therapeutischer Nutzen der P2Y- bzw. P2X-Rezeptoren

Aktuell wird hauptsachlich die Verteilung der P2Yi1- bzw. P2Yi,-Rezeptoren auf
Thrombozyten zur Sekundarprophylaxe von kardiovaskuldren Ereignissen genutzt.
Verwendet werden hier die irreversiblen P2Y>-Rezeptorantagonisten Ticlopidin,
Clopidogrel (Savi und Herbert, 2005) und Prasugrel (Niitsu et al., 2005). Ticagrelor
hingegen ist ein nicht-kompetitiver reversibler P2Y1,-Rezeptorantagonist (Savi und
Herbert, 2005).

P2Y>-, P2Ys- und P2Yi-Rezeptorantagonisten koénnen eine Rolle in der
antihypertensiven sowie Herzinsuffizienztherapie spielen (Hou et al., 1999; Balogh et al.,

2005). Zudem wurde beispielsweise eine Veranderung in der Expression des P2Ye-



Rezeptors auf T-Zellen bei Patienten mit chronisch-entzindlicher Darmerkrankung
gefunden (Wang et al.,, 2004). Ein P2Y-Rezeptorantagonismus kann neuroprotektiv
wirken (Zona et al., 2000). Untersuchungen mit Applikation von UTP bzw. UDP in
Mausschmerzmodellen hat zur Reduktion des Schmerzes gefiihrt (Okada et al., 2002).
Die inhalative Verabreichung von ATP und UTP soll zur Sekretolyse in akuten und
chronischen Lungenprozessen flhren. Teilweise ist die Surfactantsekretion P2-

Rezeptor-vermittelt (Abbracchio et al., 2006).



2. Fragestellung

Anhand von Zellkulturen und Western Blot-Analysen sollte eine zeit- und
konzentrationsabhangige Signalkaskade durch Einsatz von ATP und UTP in Maus-,

Ratten- sowie menschlichen Kardiomyozyten untersucht werden.

Um die Signalkaskade von ATP und UTP besser zu charakterisieren, wurde mittels
Antikdrpern fur verschiedene MAP-Kinasen die Zellkulturen nach Behandlung mit den
Purin- und Pyrimidinrezeptoragonisten sowie zusatzlichen Rezeptorantagonisten sowie
Hemmstoffen der Signalkaskade behandelt. Vergleichend wurde dies fir Maus- sowie
humane Kardiomyozyten geprift. Ein Ziel war die zeit- und konzentrationsabhangige
Phosphorylierung von MAP-Kinasen mittels Antikbrpern nachzuweisen. Durch Einsatz
der Rezeptorantagonisten sowie Hemmstoffen der Signalkaskade sollte der spezifische
Rezeptoragonismus an Kardiomyozyten untersucht werden. Unterstitzend erfolgten
Kontraktionsversuche an Wildtyp- bzw. Knock-out-Mausvorhéfen bzw. an menschlichen
Vorhofen und Mausvorhéfen mit spezifischen Rezeptorantagonisten.

Die wichtigste Frage, die im Mittelpunkt dieser Untersuchungen stand, war die nach der
Subrezeptoraktivierung durch UTP in Mauskardiomyozyten sowie die Aktivierung der
MAPK durch ATP und UTP in humanen Kardiomyozyten. Grundlage ist das aktuelle
Wissen lber den Rezeptoragonismus von ATP und UTP an anderen Zelltypen. Neue
Erkenntnisse kdnnten dazu beitragen, die physiologische und pathophysiologische Rolle
von UTP im Herzen besser zu verstehen, um dies perspektivisch bei der

Herzinsuffizienztherapie oder Myokardinfarktbehandlung zu nutzen.
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3. Material und Methoden

3.1 Zellisolation neonataler Rattenkardiomyozyten

Die Versorgung und Handhabung der Tiere entsprach der Leitlinie fir Pflege und
Gebrauch von Labortieren des US Nationalen Institutes fur Gesundheit (2011) sowie
bestatigten Protokollen der Tierschutzabteilung der Martin-Luther-Universitat Halle-
Wittenberg. Die Zellisolation der neonatalen Rattenkardiomyozyten erfolgte nach den
Anleitungen des  Worthington  Zellisolationssystems  (Worthington  Neonatal
Cardiomyocyte Isolation System) und wurde bereits beschrieben (Gergs et al., 2007). Im
Folgenden eine kurze Beschreibung der Zellisolation. Zur Untersuchung der
Kardiomyozyten, von ein bis drei Tage alten Rattenherzen, erfolgte die Entnahme der
Herzen der getoteten Tiere nach Dekapitation. Durch Sternumer6ffnung konnte das Herz
entnommen und in eine Schale mit Hank's Balanced Salt Solution (HBSS) gelegt
werden, um das Gewebe weiterhin mit notwendigen lonen zu versorgen. In der Schale
wurden die Vorhofe entfernt und die Ventrikel in eine neue Schale mit HBSS Uberfuhrt.
Im Anschluss wurden die Ventrikel bei ca. 4 °C in acht etwa gleich gro3e Teile
zerschnitten und in 2 ml Trypsinlésung (0,1 %) je Herz zur Proteolyse flr 16 Stunden bei
4 °C inkubiert, um den Gewebeverband weiter aufzulésen. Am Folgetag wurden die
Herzen mittels Pipette ohne Trypsinlésung aufgesogen und in einen Kolben mit Medium
199, 10 % Newborn calf serum (NCS) und 1 % Penicillin — Streptomycin (Pen/Strep)
gegeben und 25 Minuten bei 37 °C inkubiert. Das zuséatzlich verabreichte Serum enthalt
Wachstumsfaktoren. Anschlie@end wurden die Zellen durch ein Sieb mit 70 pm
Maschenweite in ein steriles Rohrchen Uberfuhrt, um unverdaute Gewebereste zu
entfernen und in einer Zellkulturflasche fur eine Stunde bei 37 °C und 5 % CO; inkubiert.
Nach einer Stunde konnen die noch in Suspension vorliegenden Kardiomyozyten
abgenommen und weiter verarbeitet werden. Im Folgenden wurden die Zellen mit 10
pi/ml Demecolcine (Mitose-Hemmestoff) versetzt und in einer Zahlkammer nach
Neubauer ausgezahlt, sodass pro 3,5 cm-Kulturschale circa 10° Zellen ausgebracht
werden konnten. Die Zellen wurden dann in Medium 199 mit 10 % NCS und 1 %
Pen/Strep fur zwei Tage kultiviert. Weitere Verwendungen sind dann in den Kapiteln 3.5,
3.6, 3.7 und 3.8 beschrieben.

3.2 Zellisolation adulter Mauskardiomyozyten

Die ventrikularen Myozyten wurden von adulten Mausherzen nach einem bereits
publizierten Protokoll isoliert (Kirchhefer et al. 2001). Nachfolgend eine kurze
Beschreibung des Ablaufs. Den mit 50-75 mg/kg Pentobarbital intraperitoneal
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narkotisierten Mausen wurde der Brustkorb getffnet und das Herz enthommen.
Zunachst wurde die Aorta auf eine Kanlle gefadelt und mit 10 ml Tyrode bei
Raumtemperatur gespult. Anschlielend wurde das Herz an der Pumpvorrichtung
unterhalb des Warmeaustauschers, der alle Lésungen fur die Perfusion auf 37 °C
erwarmte, angebracht. Zuerst wurde vier Minuten mit Tyrode gesplilt. Um das Gewebe
von Calciumionen zu befreien, folgten nun 10 Minuten Perfusion mit Ca?*-freier Tyrode.
Nun konnte das Gewebe mittels Enzymlésung verdaut werden, um die einzelnen
Kardiomyozyten zu isolieren, der Verdau erfolgte tber 8-10 Minuten in Abh&ngigkeit der
HerzgroRe. Zum Beenden der Enzymaktivitat wurde die Enzymldsung mit Tyrode 10
Minuten lang ausgespilt. AnschlieRend wurden die Vorhofe abgeschnitten, das Herz
von der Pumpe abgenommen und in Tyrode bei Raumtemperatur wberfihrt. Zur
Gewinnung der Myozyten wurde das Gewebe vorsichtig mechanisch zerkleinert und in
einem frischen GefalR mit Tyrode mindestens eine Minute lang ausgeschiittelt.
Anschlieend wurden die Zellen durch ein Sieb mit 70 pm Maschenweite in ein steriles
Rohrchen Gberfihrt und danach konnten sich die Kardiomyozyten mindestens eine
Stunde von der Isolationsprozedur erholen, bevor sich die verschiedenen Experimente
anschlossen. Alle Lésungen zur Perfusion wurden sterilfiltriert. Tyrode, die zur Perfusion
bei 37 °C bestimmt war, wurde bei Raumtemperatur auf pH 7,6 und alle bei
Raumtemperatur verwendeten Losungen auf pH 7,4 eingestellt. Weitere Verwendungen
sind dann in den Kapiteln 3.5, 3.6, 3.7 und 3.8 beschrieben.

3.3 Knock-out-Mause

Die untersuchten P2Y»-, P2Ys- und P2Ys-Knock-out-Mause sind bereits beschrieben
(Homolya et al., 1999; Robaye et al., 2003; Bar et al., 2008). Bei den P2Y,-Knock-out-
Méausen wurden nur weibliche Mause untersucht. Bei den P2Y4- sowie P2Ys-Knock-out-
Mausen wurden nur mannliche Mause untersucht. Die Mause waren jeweils ca. 6
Monate alt. Um experimentelle Fehler zu minimieren, wurden die Knock-out- sowie

Wildtypm&use am selben Tag parallel untersucht.

3.4 Untersuchung humaner Gewebeproben

Die Herzmuskelpraparate wurden, wie bereits beschrieben, intraoperativ wahrend
arteriokoronarer Bypassoperationen gewonnen (Gergs et al., 2008). Eine kurze
detaillierte Beschreibung dieser Methodik im Folgenden. Direkt postoperativ wurden die
Vorhofpraparate in vorgekihlte (4 °C) Tyrode Uberfuhrt. Die Muskelsticken wurden
anschliel3end in kleine Proben zu etwa 20 mg Feuchtgewicht je Probe geschnitten und

in separate Probengefal3e mit Tyrode tberfuhrt. Bei 37 °C wurden die Gewebeproben
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dann fur funf Minuten nur mit Tyrode (Kontrolle) oder jeweils zusatzlich 100 uM UTP
oder 100 uM ATP inkubiert. Die Praparate wurden dann aus dem Réhrchen genommen,
kurz abgetupft und mittels flissigem Stickstoff eingefroren. Vor der Homogenisation
wurde den Proben 100 pl Homogenisationspuffer hinzugefligt. Dann wurden die Proben,
wie in Kapitel 3.8 beschrieben, homogenisiert und weiterverwendet. Die Deklaration von
Helsinki wurde eingehalten und es gab ein positives Votum des Ethikkomitee (hm-bi

04.08.2005). Alle Patienten gaben eine Einverstandniserklarung ab.

3.5 Untersuchung von Proben zur Zeitabhangigkeit der ATP/UTP-Wirkung

Die Zellen wurden eine Stunde bei Raumtemperatur (20 °C) vorinkubiert und lagen in 1
ml Medium 199 in Form einer Suspensionskultur (adulte Kardiomyozyten) oder als
adhérente Zellen (neonatale Kardiomyozyten) vor. Auf die Zellkulturen, die sich jeweils
auf Schalen oder in Probenrohrchen befanden, wurde eine ATP- oder UTP-
Stammldsung (100 uM) bei 20 °C gegeben und geschwenkt. Nach 1, 2, 5, 10, 15 und 20
Minuten wurden die Reaktionen gestoppt. Dazu wurden die Suspensions-Zellkulturen
eine Minute bei Raumtemperatur mit 4.000 U/min in einer Tischzentrifuge sedimentiert
und der Uberstand verworfen. Das verbliebene Zellmaterial wurde mit 100 pl Lysispuffer
durch auf- und abpipettieren bei Raumtemperatur aufgeldst. Parallel verblieb zu jeder
Versuchsreihe eine Suspensionskultur als Kontrolle unbehandelt. Bei adhéarenten
Zellkulturen wurde das Medium zu den entsprechenden Zeitpunkten abgegossen, die
Zellen mit kalter (4 °C) physiologischer NaCl-Losung kurz gewaschen und abschliel3end
erfolgte die Zugabe von 100 pl Lysispuffer bei Raumtemperatur pro 3,5 cm-Schale.

Diese Lésungen wurde im Anschluss homogenisiert (siehe Kapitel 3.8).

3.6 Untersuchung von Proben zur Konzentrationsabhéngigkeit der ATP/UTP-Wirkung

Die Zellen wurden wie oben eine Stunde vorinkubiert und lagen in 1 ml Medium 199 vor.
Auf die Zellkulturen, die als adhéarente Zellen in Schalchen bzw. als Suspensionskultur
in Probenréhrchen vorlagen, wurde ATP oder UTP in 1 nM, 10 nM, 100 nM, 1 pM, 10
MM oder 100 pM in Form einer Verdinnungsreihe, ausgehend von einer ATP
beziehungsweise UTP Stammldsung (100 pM), gegeben und wie in den Abbildungen
beschrieben bei Raumtemperatur inkubiert. Die Kontrollen blieben jeweils in 1 ml
Medium 199 unbehandelt. Diese Lésungen wurden im Anschluss homogenisiert (siehe
Kapitel 3.8).
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3.7 Untersuchung von Proben mit Rezeptorantagonisten oder Hemmstoffen der
Signalkaskade

Die isolierten adulten Mauskardiomyozyten lagen als Suspensionskultur in
Probenréhrchen mit 1 ml Medium 199 vor, die neonatalen Rattenkardiomyozyten als
adharente Zellen in 3,5 cm Schalchen. Zuvor verlief die Isolation wie in Kapitel 3.1 und
3.2 beschrieben. Die Zellkulturen wurden aus dem Inkubator genommen und auf
Raumtemperatur gebracht. Im Anschluss wurde den Probenrdhrchen/Schalen die A;-
bzw. P2- Rezeptorantagonisten DPCPX, PPADS, Reactive blue 2 und Suramin
hinzugefugt und fur 20 Minuten inkubiert bzw. die Hemmstoffe SQ22563, U73122 und
U0126 hinzugefugt und fir eine Stunde inkubiert. Dann wurde entweder 100 uM ATP
oder UTP als Stammlésung dazugegeben und fur finf Minuten bei Raumtemperatur
inkubiert. Es blieben jeweils 1-2 Proben ohne Zugabe von Hemmstoffen der
Signalkaskade, Rezeptorantagonisten oder Nukleosidtriphosphaten in Medium 199 als
Kontrolle bzw. Proben ohne Zugabe von Nukleosidtriphosphaten. Das verbliebene

Zellmaterial wurde auf Eis gekihlt und anschlieend homogenisiert (siehe Kapitel 3.8).

3.7.1 DPCPX

DPCPX ist ein seit Ende der 1980er synthetisierter selektiver Al-
Adenosinrezeptorantagonist und steht fiir 1,3-Dipropyl-8-Cyclopentylxanthin (Martinson
et al.,, 1987; Lohse et al., 1987) (Abb. 2A). Der Einsatz von DPCPX diente als
Negativkontrolle, da die P2-Rezeptoren nicht von dem Wirkstoff inhibiert werden sollten
(Huxtable et al., 2009). AufRerdem konnte somit gezeigt werden, dass nicht etwa
Abbauprodukte von UTP oder ATP (z. B. Adenosin) fir die beobachteten Effekte
verantwortlich sind. Fir die Versuche kam eine 100 uM Stammldsung des Wirkstoffes
zum Einsatz, die Endkonzentration betrug 1 uM.

3.7.2 PPADS

Pyridoxalphosphat-6-azophenyl-2",4"-disulfonséure (PPADS) ist eine unselektiver P2X-
und P2Y-Rezeptorantagonist mit einer diffizilen Subrezeptoraffinitat (Abb. 2B). PPADS
ist vor allem ein potenter Inhibitor am P2Y;-, eine schwéchere Inhibition erfolgt am
P2Y46,13-Rezeptor und keine Inhibition am P2Y 311 1,-Rezeptor (von Kiigelgen, 2006). Bei
den P2X-Rezeptoren erfolgt am P2Xi.3s- eine potente, eine schwéchere Inhibition
erfolgt am P2X4 6 7-Rezeptor bzw. keine Inhibition erfolgt am P2X4 6 7-Rezeptor (Khakh et
al., 2001). Fur die durchgefuhrten Stimulationsversuche wurde eine 5 mM Stockldsung
des Wirkstoffes PPADS verwendet, die Endkonzentration betrug 50 puM.
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3.7.3 Reactive blue 2

Zu den nicht-selektiven P2X- bzw. P2Y-Rezeptor-Antagonisten zéhlend ist Reactive
Blue 2 (RB2) ein histochemischer Farbstoff mit einer hohen Affinitat zu ATP-
Bindungsstellen (Abbracchio et al., 2006) (Abb. 2C). Die Inhibierung von humanen P2Y-
Rezeptoren durch RB2 ist am P2Yie-Rezeptor potenter als am P2Y4111213-Rezeptor
(von Kugelgen, 2006). Wohingegen am P2Y.-Rezeptor eine schwache inhibitorische
Aktivitat bzw. antagonistische Wirkung beschrieben wird (Widmann et al., 2003;
Hillmann et al.,, 2009). Eine &hnliche Reihenfolge der Potenz existiert auch fur die
Inhibierung der P2X-Rezeptoren. Der P2X>-Rezeptor wird durch RB2 effektiver (IC50 =
0,36 Mmol/l) als der P2Xs-Rezeptor inhibiert (Khakh et al., 2001). Fur die Versuche
wurde eine 10 mM Stammlésung verwendet, die Endkonzentration betrug jeweils 500
UM.

3.7.4 Suramin

Suramin ist ein polysulfonierter Naphthylharnstoffderivat und weist eine komplexe
Strukturformel auf (Abb. 2D). Aufgrund der endstandigen Aminonaphthyltrisulfonsauren
ist es gut wasserloslich und wird als weil3es bzw. blassrosa-farbenes Natriumsalz
verwendet. In Bezug auf die Wirkung auf P2-Rezeptoren handelt es sich bei Suramin
um einen nichtselektiven, nicht-kompetitiven P2-Rezeptor-Antagonisten, der zur
Identifizierung von verschiedenen Rezeptor-Typen verwendet wird (Ralevic und
Burnstock, 1998). Fir die Inhibierung der P2Y-Rezeptoren, insbesondere die
Blockierung des G-Proteins sind Suramin- Konzentrationen im mikromolaren Bereich (30
— 100 pM) notwendig, sodass alle Nukleotid-sensitiven P2Y-Rezeptoren, bis auf den
P2Yas-Rezeptor, blockiert werden (von Kigelgen et al., 2006). Fir die Sensitivitat von
Suramin innerhalb der Familie der P2Y-Rezeptoren ergibt sich demnach die folgende
Rangordnung: P2Y1 > P2Y2> P2Ya4 (von Kigelgen et al., 2016). Im Bereich der P2X-
Rezeptoren inhibiert Suramin u. a. die homomeren P2Xi-, P2X2-, P2Xs- und P2Xs-
Rezeptoren (Khakh et al., 2001). Suramin inhibiert jedoch auch die Ektonukleasen
(Abbraccio et al., 2006). Fur die durchgefuhrten Stimulationsversuche wurde eine 50 mM

Stammldsung des Wirkstoffes verwendet, die Endkonzentration betrug 500 puM.
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Abb. 2: Strukturformeln von DPCPX (A), PPADS (B), RB2 (C) und Suramin (D)

3.7.5 5022563

Der Wirkstoff SQ22536 ist ein Hemmstoff der Adenylatcyclaseaktivitat mit einem [Cso-
Wert von 1,4 uM. Aus chemischer Sicht handelt es sich bei SQ22536 um die Verbindung
9-[Tetrahydro-2-furanyl]-9H-purin-6-amin (Abb. 3A). Fir die Versuche wurde eine 10 mM
SQ22536-Stockldsung in DMSO hergestellt. Die Endkonzentration betrug 10 uM.

3.7.6 U73122

U73122 ist ein Phosphoinositid-Phospholipase C- Hemmstoff (Bleasdale et al., 1989;
Bleasdale et al., 1990). Die Abklrzung U73122 steht hierbei fur (1-(6-((17p-3-
Methoxyestra-1, 3, 5 (10)-trein-17-yl)amino)hexyl)-1H-pyrrole-2,5-dion (Abb. 3C). Der
Wirkstoff inhibiert Gber die Blockierung der PLC die Hydrolyse von Phosphatidylinositol
zu IP3, was zu einem Abfall des frei im Cytosol vorkommenden Ca?* fiihrt (Wihlborg et
al., 2006). Zusatzlich bewirkt er die Hemmung der PLC-Aktivierung, die aus der
Kopplung an G-Proteine resultiert (MacMillan et al., 2010). Fir die Versuche wurde die

Endkonzentration von 10 pM des Hemmstoffes in DMSO verwendet.

3.7.7U0126

U0126 ist ein funktioneller AP-1 Transkriptionsfaktorinhibitor via nicht-kompetitiver
Hemmung der MEKinase mit einer ICso von 0,07 uM fur MEK 1 und 0,06 uM fir MEK 2
(Duncia et al., 1998) (Abb. 3B). Die MEK 1/2-Inhibition ist selektiv (Favata et al., 1998).

16



MEK phosphoryliert die Threonin- und Tyrosinreste an ERK 1/2 und aktiviert diese damit
(Michel et al., 2001). Uber Elk-1 werden die cFos- und cJUN-Gene aktiviert und
wiederum AP-1 aktiviert. Die Abbauprodukte von U0126 sind nur noch im geringen Malf3
antagonistisch wirksam (Duncia et al., 1998). Fir die Stimulationsversuche wurde eine

5 mM Stammldsung (in DMSO) eingesetzt, die Endkonzentration betrug 10 puM.

NH> NH,

CN
N~ | N — NH,

J H,N —

N N NC s

@) H,N
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C

Abb. 3: Strukturformeln von SQ-22563 (A), U0126 (B) und U73122 (C)

3.8 Untersuchung von Homogenaten zur Western Blot Analyse

Die hergestellten Zell- und Gewebeproben wurden jeweils vor der SDS-PAGE mit einem
Ultraschallhomogenisator dreimal 30 Sekunden bei 75% Leistung auf Eis homogenisiert.
AnschlieRend inkubierten die Proben 30 Minuten bei Raumtemperatur. Danach wurden
sie 30 Minuten bei 4°C bei 14.000 U/min in einer Tischzentrifuge zentrifugiert. Der
Uberstand (Homogenat genannt) wurde in ein neues Probenrohrchen tberfiihrt und der

Proteingehalt mit dem Verfahren nach Lowry (Lowry et al., 1951) am Photometer bei
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einer Extinktion von 595 nm bestimmt. Die Western Blot Analyse wurde wie bereits
beschreiben durchgefiihrt (Gergs et al., 2007).

3.9 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die Auftrennung der Proteine erfolgte unter den denaturierenden Bedingungen der
diskontinuierlichen SDS-PAGE nach Lammli (Laemmli, 1970). Es wurden 10 %ige
Trenngele (Porzio und Pearson, 1977) und 4 %ige Sammelgele verwendet. Erst erfolgte
die Herstellung des Trenngels. Um einen glatten oberen Rand zu erhalten und das
Austrocknen des Trenngels zu verhindern, wurde dieses nach dem Giel3en mit Propanol
tberschichtet und die anschlieRende Polymerisation erfolgte bei 4 °C tber Nacht. Am
darauffolgenden Tag wurde das 4 %ige Sammelgel auf das zuvor mit bidestilliertem
Wasser gereinigte Trenngel gegossen. Es erfolgte eine Inkubation von einer Stunde bei
Raumtemperatur. Es wurde je Spur 50 pl von den zu analysierenden Proben mit 50 pl
zweifach Probenpuffer nach Lammli (siehe Anhang) im Verhaltnis 1:1 hergestellt und
mittels Pipette auf das polymerisierte Gel aufgetragen. Auf jedes Gel wurde ebenfalls
ein Protein-GroBenmarker (Tab. 3) aufgetragen. Die Elektrophorese wurde bei einer
Stromstarke von 40 mA bei 4 °C dUber vier Stunden in einer vertikalen
Elektrophoresekammer in Elektrophoresepuffer durchgefiihrt. Die Elektrophorese wurde
beendet, wenn die Farbfront den unteren Rand des Gels erreicht hatte. Der Transfer der
Proteine vom Gel auf eine Nitrocellulosemembran erfolgte stromkonstant mittels
Western Blot im Transferpuffer bei 4,5 Ah bei 4 °C in einer Transferkammer. Als

Transferkontrolle diente jeweils eine reversible Ponceaurot-Farbung.

3.9 Immunologische Identifizierung von Proteinen

Zur Detektion der MAPK-Proteine auf der Nitrocellulosemembran wurden monoklonale
Antikorper gegen p38 und ERK 1/2 in Blockierungspuffer eingesetzt. Kardiales
Calsequestrin wurde als Beladungskontrolle auf einem anderem Membranabschnitt
jeweils derselben Membran bestimmt. Die Nitrocellulosemembran wurde im Bereich von
30 - 49 kDa bzw. 50 - 60 kDa ausgeschnitten (Tab. 2). Dies war durch den Protein-
GroRenmarker mdglich, welcher Proteine mit bekanntem Molekulargewicht enthielt.
Nach dem Zuschnitt wurden die entsprechenden Membranen zum Abwaschen der
Ponceau-Losung dreimal 10 Minuten in TBST-L6sung bei Raumtemperatur gespuilt.
AnschlieBRend wurde die Membran eine Stunde bei Raumtemperatur in
Blockierungspuffer zur Besetzung von unspezifischen Bindungsstellen inkubiert. Wurde
diese Membran auf Phospho-38- und Phospho-ERK 1/2-MAPK-Phosphorylierung

untersucht, dann geschah dies mit 5 % BSA in TBST-Puffer und beim Calsequestrin
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(CSQ) wurde die Membran mit 5 % Milchpulver in TBST-Puffer geblockt. CSQ diente als
Beladungskontrolle fur jede Probe. Dies geschah, da bekannt ist, dass die kardiale
Proteinexpression von CSQ konstant und unabhangig von Erkrankungen sein soll
(Minch et al., 1998). So wurden die Signalintensitaten von p38 und ERK 1/2 auch durch
den CSQ-Wert der entsprechenden Probe dividiert und analysiert. AnschlieRend wurde
der Blockierungspuffer abgeschuttet und die Membranstreifen Uber Nacht bei 4 °C mit
dem ersten Antikorper inkubiert. Die Antikorper wurden dazu in dem entsprechenden
Blockierungspuffer verdinnt. Am Folgetag wurden die AntikGrperlosungen mittels
Pipette abgenommen. Anschliel3end wurde die Membran, wieder bei Raumtemperatur,
dreimal mit TBST-Puffer je 10 Minuten gespult. Die folgende Inkubation mit dem
sekundaren Antikdrper geschah unabhanging vom Primarantikérper tber zwei Stunden
mit 5 % Milchpulver in TBST-Puffer und dem passenden 2. Antikdrper. AnschlieRend
wurde die Membran erneut mit TBST dreimal 10 Minuten gespdlt und zweimal mit AP-
Puffer fur zwei Minuten &quilibriert. Zur quantitativen Auswertung wurden die Blots mit
dem Fluoreszenz-Substrat ECF fur funf Minuten im Dunkeln inkubiert und die Signale im
Multimode Imager ausgelesen. Die Detektion des Fluoreszenz-Substrats erfolgt im
Fluoreszenz-Modus (Emmission Filter: 526 SP Fluorescein, Cy2, AlexaFluor488; PMT:
600 (V); Laser: Green (532); Sensitivity: Normal).

3.10 Kontraktionskraftmessungen an isolierten Herzvorhofen

Die Kontraktionskraftmessungen wurden an elektrisch gereizten linken Vorhéfen sowie
an spontan schlagenden rechten Vorhéfen von P2Y»-, P2Y4- sowie P2Ys-Knock-out- und
Wildtyp (WT)-Mausen sowie an elektrisch gereizten Trabekel aus der rechten
Vorhofwand des Menschen, wie bereits beschrieben, durchgefuhrt (Bohm et al., 1986,
Gergs et al., 2013a). Eine kurze Beschreibung im Folgenden. Vor jedem Versuch wurde
das Organbad neu hergestellt und es enthielt 119,8 mM NacCl, 5,4 mM KCI, 1,8 mM
CaCl,, 1,05 mM MgCl,, 0,42 NaH,POQO4, 22,6 mM NaHCO3, 0,05 mM Na;EDTA, 0,28 mM
Ascorbinsaure und 5,05 mM Glukose. Die Losung wurde kontinuierlich mit 95%
Sauerstoff und 5% Kohlenstoffdioxid begast sowie konstant mit 37°C temperiert und ein
pH von 7,4 eingestellt. Die atrialen Praparationen wurden in 10 ml grof3en, beheizbaren
Organbader an zwei starren Metalldrdhten in einer Tyrode-Ldsung aufgehangen. Durch
einen Kraftmesser wurde die Kontraktionskraft Uber einen Verstarker auf einen
Schreiber weitergeleitetet. In jedem Glasgefal? befanden sich zwei Reizelektroden,
zwischen denen die Vorhofe platziert wurden. Die linken Vorhofe der Maus sowie die
Trabekel aus dem menschlichen Vorhof wurden mit 1 Hz und einer Pulsdauer von 5 ms

elektrisch stimuliert. Die Spannung lag etwa 10 % uber der Reizschwelle. Die rechten
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Vorhofe mussten nicht gereizt werden und schlugen mit Sinusknotenfrequenz. Die
Kalibrierung ermdglichte die Einstellung der Zugspannung auf die Vorhofe und die
Kontrolle dieser anhand des Schreiberausschlages. Die Zugspannung wurde auf die
maximale Kontraktionskraft eingestellt. Nach etwa 30 Minuten Adaptationszeit und
dreimaligem Spulen der Vorhofe mit frischer Tyrode-Losung begannen die Versuche mit
Applikation von ATP oder UTP allein fir 10 Minuten bzw. bei Einsatz der
Rezeptorantagonisten (siehe auch 3.10.1 und 3.10.2) fur 30 Minuten prainkubiert. Die
Messung der Kontraktionskraft aller Praparate erfolgte mittels Standardprozeduren.

3.10.1 AR-C118925

AR-C118925 ist ein kompetitiver P2Y,-Rezeptorantagonist und er wurde durch
chemische Modifikation von UTP entwickelt (Meghani, 2002). Mit Ausnahme des P2Xi-
und P2Xs-Rezeptor besteht eine 50fache Selektivitat flr die Inhibition von P2Y-
Rezeptor gegeniiber den anderen P2Y-Rezeptoren. Hierflr war eine Konzentration von
1 uM notwendig. Die Stammldsung muss einen pH von 7,4 haben. Die Substanz ist

metabolisch sehr stabil und peroral nur einschrankt verfigbar (Rafehi et al., 2017a).

3.10.2 PSB-1454

PSB-1454 ist ein selektiver P2Y4-Rezeptorantagonist und RB2-assoziierter
Atrachinonabkdémmling mit einem ICso von 0,746 uM und 20fach selektiver gegeniiber
dem menschlichen P2Y,-Rezeptor (Rafehi et al., 2017b).

3.11 Auswertung

Die entstandenen Bilder wurden mittels der Software ImageQuant TL analysiert und die
Intensitat der entsprechenden Proteinbanden quantifiziert. Die Calsequestrinsignale
dienten als Beladungskontrolle und die p38- und ERK 1/2-Signale wurden auf die
jeweilige Calsequestrinbande bezogen. Im Fall der Messungen an den Herzvorhdfen
wurde jeweils die Kontraktionskraft in Prozent im Vergleich zur unbehandelten
Ausgangssituation bzw. in mN angegeben. Alle aufgefiihrten Werte sind als Mittelwerte
* Standardabweichung des arithmetischen Mittels (SEM) angegeben. Die Werte wurden
je nach Protokoll des Versuchs durch einen ein- oder zweiseitigen, ungepaarten t-Test
sowie ANOVA mit Bonferroni-Korrektur als Post-hoc Test ermittelt, ein signifikanter

Unterschied wurde angenommen wenn ein p-Wert kleiner als 5 % war (,p < 0,05%).
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4. Ergebnisse

4.1 Zeit- und konzentrationsabhangige Phosphorylierung von MAPK in neonatalen
Rattenkardiomyozyten

4.1.1.1 Zeitabhangige Phosphorylierung von MAPK durch extrazellulares ATP

Wie in Kapitel 3.5 beschrieben, wurden die isolierten neonatalen Rattenkardiomyozyten
mit 100 uM ATP fur 1, 2, 5, 10, 15 und 20 Minuten inkubiert, um eine mdgliche
zeitabhangige Phosphorylierung der p38- und ERK 1/2-MAP-Kinasen zu untersuchen.
Durch anschlieBende immunologische Identifizierung mittels Phosphorylierungs-
spezifischer Antikbrper und darauffolgender Quantifizierung im Phospholmager (siehe
Kapitel 3.10) wurde der Phosphorylierungszustand bestimmt. Nach statistischer
Auswertung konnte fir 100 uM ATP eine zeitabhéangige Phosphorylierung der p38- und
ERK 1/2-MAPK in den isolierten Rattenkardiomyozyten nachgewiesen werden. Dabei
zeigte sich bei der p38-MAPK ein Anstieg der Phosphorylierung bis zu einem Maximum
bei 10 Minuten. Danach folgte ein Abfall des Phosphorylierungszustand zurtick auf das
Ausgangshniveau. Das Maximum des Phosphorylierungszustand der p38 lag bei 10
Minuten und betrug 215% * 36% zum Kontrollwert (p<0,05; Abb. 4 A/B). Die
phosphorylierte Form der ERK 1/2-MAPK erreichte nach einem raschen Anstieg
dagegen ihr Maximum bereits nach 5 Minuten und erreichte mit 206% + 25% einen
ahnlich hohen Anstieg zum Kontrollwert wie die p38-MAP-Kinase nach Stimulation mit
ATP (p<0,05; Abb. 4 A/B). Es folgte ein Abfall des Phosphorylierungszustand auf das
Ausgangshiveau. Nach 20 Minuten entsprach der Phosphorylierungszustand wieder
dem Kontrollwert beziehungsweise dem Ausgangswert. Als Beladungskontrolle fir jede
Probe diente die Expression von CSQ. Dies geschah, da bekannt ist, dass die kardiale
Expression von CSQ konstant und unabhangig von Erkrankungen sein soll (Minch et
al., 1998). So wurden die Signalintensitaten von p38 und ERK 1/2 auch durch den CSQ-
Wert der entsprechenden Probe dividiert und analysiert. Es wurden jeweils vier

unabhangige Versuche je MAPK durchgefihrt.
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Abb. 4: Darstellung der zeitabhangigen Phosphorylierung von p38- und ERK 1/2- MAPK
durch 100 uM ATP und die Proteinexpression von CSQ im Western Blot (A) und in der
statistischen Auswertung als Liniendiagramm fur p38- oder ERK 1/2-MAPK (B) in
isolierten neonatalen Rattenkardiomyozyten. CSQ diente als Ladungskontrolle. Auf der
Abszisse ist die Zeit dargestellt, in der die neonatalen Rattenkardiomyozyten mit 100 uM
ATP inkubierten. Im Western Blot sind rechts die entsprechenden Proteine dargestellt.
Im Diagramm ist auf der Ordinate der Phosphorylierungszustand in normierten Werten
(Pl Einheit) im Bezug auf die unbehandelte Kontrolle dargestellt. Die Ergebnisse
stammen aus vier unabhangigen Versuchen (n=4) und sind als Mittelwerte + SEM
dargestellt. *p < 0,05 vs. Kir., #p < 0,05 vs. Maximum.
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4.1.1.2 Konzentrationsabhéngige Phosphorylierung von MAPK durch extrazellulares
ATP

Fur die Untersuchung des MAPK-Signalweges in neonatalen Rattenkardiomyozyten
wurden neben der zeitabhangigen auch die konzentrationsabhangige Phosphorylierung
der p38- und ERK 1/2-MAP-Kinase untersucht. Es sollte die optimale ATP-Konzentration
zur Durchfuhrung weiterer Versuche herausgefunden werden. Zeitgleich konnte ein
konzentrationsabhangiger Effekt der Phosphorylierung untersucht werden. Dazu
wurden, wie in Kapitel 3.6 beschrieben, die adharenten Zellkulturen in unterschiedlicher
Konzentration fur funf Minuten mit ATP inkubiert und anschlieBend quantitativ
untersucht. Nach fanf Minuten Inkubation mit ansteigenden ATP-Konzentrationen zeigte
sich eine konzentrationsabhéngige Phosphorylierung von p38- und ERK 1/2-MAPK in
den neonatalen Rattenkardiomyozyten. Bei Konzentrationen im nanomolaren Bereich
war kaum ein Unterschied im Vergleich zum Kontrollwert zu sehen. Ab einer
Konzentration von 1 pM ATP ist ein Phosphorylierungseffekt von 123% + 20% bei p38
und 132% * 13% bei ERK 1/2 zu sehen. Der Anstieg der Phosphorylierung setzte sich
bis zu einem Konzentrationsmaximum von 100 uM ATP fir die beiden MAP-Kinasen
fort. Die p38-MAPK erreichte bei 100 uM ATP 196% * 4% vom Kontrollwert (p<0,05;
Abb. 5 A/B). Bei der ERK 1/2-MAP-Kinase waren das 233% * 21% vom Kontrollwert
(p<0,05; Abb. 5 A/B). Als Beladungskontrolle fir jeden Versuch diente auch hier die

Proteinexpression von Calsequestrin.
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Abb. 5: Darstellung der konzentrationsabhangigen Phosphorylierung von p38- und ERK
1/2-MAPK durch 100 uM ATP und die Proteinexpression von CSQ im Western Blot (A)
und der statistischen Auswertung als Liniendiagramm fiir p38- oder ERK 1/2- MAPK (B)
in isolierten neonatalen Rattenkardiomyozyten. CSQ diente als Ladungskontrolle. Auf
der Abszisse ist die konzentrationsabhéangige Wirkung (1, 10 und 100 nM sowie 1, 10
und 100 uM) von ATP auf die Phosphorylierungszustande von p38 und ERK 1/2 nach
Inkubation fur 5 Minuten als negativer dekadischer Logarithmus dargestellt. Die Daten
sind in Bezug auf die Werte der unbehandelten Kontrolle in Proben in normierten
Einheiten (Ordinate) angegeben. Im Western Blot sind rechts die entsprechenden
Proteine dargestellt. Die Ergebnisse stammen aus drei beziehungsweise vier
unabhangigen Versuchen (n=3-4) und sind als Mittelwerte £+ SEM dargestellt. *p < 0,05
vs. Kitr.
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4.1.2.1 Zeitabhangige Phosphorylierung von MAPK durch extrazellulares UTP

Wie in Kapitel 3.5 beschrieben, wurden die isolierten neonatalen Rattenkardiomyozyten
auch mit 100 uM UTP fir 1, 2, 5, 10, 15 und 20 Minuten inkubiert, um eine zeitabhangige
Phosphorylierung der p38- und ERK 1/2-MAP-Kinasen nachzuweisen. Durch
anschlieRende immunologische ldentifizierung mittels Phosphorylierungs-spezifischer
Antikérper und darauffolgender Quantifizierung im Phospholmager auf einer
Nitrocellulosemembran (siehe Kapitel 3.10) wurde der Phosphorylierungszustand
detektiert. Dabei konnte flr UTP eine zeitabhangige Phosphorylierung der p38- und ERK
1/2-MAPK in den isolierten Rattenkardiomyozyten nachgewiesen werden. Die
Phosphorylierung der p38-MAPK erreichte ihr Maximum bei finf Minuten und betrug 204
% + 21 % im Vergleich zum Kontrollwert (p<0,05; n=4). Es folgte ein langsamer Abfall
des Phosphorylierungsniveaus auf den Ausgangswert (Abb. 6 A/B). Die phosphorylierte
ERK 1/2 MAP-Kinase erreichte bereits nach finf Minuten ein Phosphorylierungszustand
von 310 % * 6 %, um nach weiteren finf Minuten ihr Maximum bei 10 Minuten von 352
% + 22% zum Kontrollwert zu erreichen (p<0,05; n=4). Der anschlieRende Abfall des
Phosphorylierunggrads verlief steil abfallend und entsprach nach 20 Minuten dann
wieder dem Ausgangswert. Als Beladungskontrolle diente die Expression von CSQ.
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Abb. 6: Darstellung der zeitabhangigen Phosphorylierung von p38- und ERK 1/2- MAPK
durch 100 uM UTP und die Proteinexpression von CSQ im Western Blot (A) und in der
statistischen Auswertung als Liniendiagramm fur p38- oder ERK 1/2- MAPK (B) in
isolierten neonatalen Rattenkardiomyozyten. CSQ diente als Ladungskontrolle. Auf der
Abszisse ist die Zeit dargestellt, in der die neonatalen Rattenkardiomyozyten mit 100 pM
UTP inkubierten. Im Western Blot sind rechts die entsprechenden Proteine dargestellt.
Im Diagramm ist auf der Ordinate der Phosphorylierungszustand in normierten Werten
(PI Einheit) im Bezug auf die unbehandelte Kontrolle dargestellt. Die Ergebnisse
stammen aus vier unabhangigen Versuchen (n=4) und sind als Mittelwerte + SEM
dargestellt. *p < 0,05 vs. Ktr., “p < 0,05 vs. Maximum.
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4.1.2.2 Konzentrationsabhéngige Phosphorylierung von MAPK durch extrazellulares
UuTP

Fur die Untersuchung des MAPK-Signalweges in neonatalen Rattenkardiomyozyten
wurden auch fir UTP neben der zeitabhdngigen auch die konzentrationsabhangige
Phosphorylierung der p38- und ERK 1/2-MAP-Kinase untersucht. Es sollte die optimale
UTP-Konzentration zur Durchfihrung weiterer Versuche herausgefunden werden.
Zeitgleich konnte ein konzentrationsabhangiger Effekt der Phosphorylierung untersucht
werden. Dazu wurden wie in Kapitel 3.6 beschrieben die adharenten Zellkulturen fur 5
Minuten mit unterschiedlichen UTP-Konzentrationen inkubiert und anschlieRend
quantitativ untersucht. Nach funf Minuten Inkubation mit ansteigenden UTP-
Konzentrationen zeigte sich eine konzentrationsabhangige Phosphorylierung von p38-
und ERK 1/2-MAPK in den isolierten neonatalen Rattenkardiomyozyten. Bei der
phosphorylierten Form der p38- MAPK zeigte sich bei 100 pM UTP ein maximaler Wert
von 223% * 28% im Vergleich zur Kontrolle. Bei der ERK 1/2-MAPK gab es ab einer
Konzentration von 100 nM UTP einen stetigen Anstieg des Phosphorylierungsniveaus
im Vergleich zum Kontrollwert. Bei 100 uM UTP wurde das Maximum mit 250% + 50%
im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle erreicht. Die Maxima fiir beide MAPK bei 100
UM UTP sowie fur 10 uM UTP bei der ERK 1/2- MAPK waren jeweils erhéht zum
Kontrollwert (p<0,05; Abb. 7 A/B). Es erfolgten drei separate Praparationen fiur die p38-
beziehungsweise fiinf separate Praparationen fur die ERK 1/2-MAPK. Als

Beladungskontrolle fiir jeden Versuch diente die Proteinexpression von Calsequestrin.
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Abb. 7: Darstellung der konzentrationsabhangigen Phosphorylierung von p38- und ERK
1/2-MAPK durch 100 uM UTP und die Proteinexpression von CSQ im Western Blot (A)
und der statistischen Auswertung als Liniendiagramm fur p38- oder ERK 1/2- MAPK (B)
in isolierten neonatalen Rattenkardiomyozyten. CSQ diente als Ladungskontrolle. Auf
der Abszisse ist die konzentrationsabhangige Wirkung (1, 10 und 100 nM sowie 1, 10
und 100 pM) von UTP auf die Phosphorylierungszustande von p38 und ERK 1/2 nach
Inkubation fur 5 Minuten als negativer dekadischer Logarithmus dargestellt. Die Daten
sind in Bezug auf die Werte der unbehandelten Kontrolle in normierten Einheiten (PI
Einheit) auf der Ordinate angegeben. Im Western Blot sind rechts die entsprechenden
Proteine dargestellt. Die Ergebnisse stammen aus drei (p38) beziehungsweise funf
(ERK 1/2) unabhangigen Versuchen (n=3-5) und sind als Mittelwerte + SEM dargestellt.
*p < 0,05 vs. Kir.
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4.2 Zeit- und konzentrationsabhangige Phosphorylierung von MAPK in adulten
Mauskardiomyozyten

4.2.1.1 Zeitabhangige Phosphorylierung von MAPK durch extrazellulares ATP

Die isolierten adulten Mauskardiomyozyten wurden mit 100 pM ATP fur 1, 2, 5, 10, 15
und 20 Minuten inkubiert (siehe auch Kapitel 3.5), um eine zeitabhangige Veranderung
des Phosphorylierungszustandes der p38- und ERK 1/2-MAP-Kinasen zu untersuchen.
Wie in Kapitel 3.7 beschrieben, wurden mit Hilfe von monoklonalen Antikérpern die
phosphorylierten Formen der p38- und ERK 1/2-MAPK im Western Blot bestimmt um
eine zeitabhangige Phosphorylierung durch  ATP in isolierten  adulten
Mauskardiomyozyten nachzuweisen. Nach statistischer Auswertung konnte fir 100 uM
ATP eine zeitabhangige Phosphorylierung der p38- und ERK 1/2-MAPK in den isolierten
Mauskardiomyozyten nachgewiesen werden. Dabei zeigte sich fur die p38-MAPK ein
konstanter, aber schwacher Anstieg des Phosphorylierungszustand, der sein Maximum
bei 10 Minuten hatte und 183 % + 21 % des Kontrollwertes betrug. Die anschlielende
Dephosphorylierung verlief im gleichen Zeitraum von 10 Minuten und der
Phosphorylierungszustand erreichte  somit bei 20 Minuten wieder seinen
Ausgangskontrollwert. Die ERK 1/2-MAPK erreichte dagegen ein deutlich héheres
Maximum von 319% * 47% zum Kontrollwert aber erst nach 15 Minuten. Das erste
Maximum nach einer Minute ist wahrscheinlich fehlerbedingt. Aufgrund des spaten
Maximums wurde in diesem Fall nach 20 Minuten das Ausgangsniveau im Vergleich
zum unbehandelten Ausgangswert nicht erreicht (Abb. 8 A/B). Die Maxima waren jeweils
erhoht zum Kontrollwert. Nach 20 Minuten entsprach nur der p38-MAPK-Wert dem
Ausgangswert. Als Beladungskontrolle fiir jede Probe diente die Proteinexpression von

CSQ. Es waren jeweils drei bzw. vier unabhangige Versuche je MAPK.
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Abb. 8: Darstellung der zeitabhangigen Phosphorylierung von p38- und ERK 1/2- MAPK
durch 100 uM ATP und die Proteinexpression von CSQ im Western Blot (A) und in der
statistischen Auswertung als Liniendiagramm fur p38- oder ERK 1/2-MAPK (B) in
isolierten adulten Mauskardiomyozyten. CSQ diente als Ladungskontrolle. Auf der
Abszisse ist die Zeit dargestellt, in der die adulten Mauskardiomyozyten mit 100 pM ATP
inkubierten. Im Western Blot sind rechts die entsprechenden Proteine dargestellt. Im
Diagramm ist auf der Ordinate der Phosphorylierungszustand in normierten Werten (Pl
Einheit) im Bezug auf die unbehandelte Kontrolle dargestellt. Die Ergebnisse stammen
aus drei bis vier unabhéngigen Versuchen (n=3-4) und sind als Mittelwerte + SEM
dargestellt. *p < 0,05 vs. Kir., #p < 0,05 vs. Maximum.
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4.2.1.2 Konzentrationsabhéngige Phosphorylierung von MAPK durch extrazellulares
ATP

Fur die Untersuchung des MAPK-Signalweges in adulten Mauskardiomyozyten wurden
wie schon fir die neonatalen Zellen neben der zeitabhéngigen auch die
konzentrationsabhangige Phosphorylierung der p38- und ERK 1/2-MAP-Kinase
untersucht. Es sollte die optimale ATP-Konzentration zur Durchfiihrung weiterer
Versuche herausgefunden werden. Zeitgleich konnte ein konzentrationsabhangiger
Effekt der Phosphorylierung untersucht werden. Dazu wurden, wie in Kapitel 3.6
beschrieben, die in Suspension vorliegenden Kardiomyozyten mit unterschiedlichen
ATP-Konzentrationen fur flinf Minuten inkubiert und anschlieBend quantitativim Western
Blot untersucht. Es erfolgte eine Staffelung in 1, 10 und 100 uM. Es gab einen Anstieg
des Phosphorylierungszustandes mit einem Maximum fur die phosphorylierte Form der
p38-MAPK von 151% * 12% beim Einsatz von 100 pM ATP im Vergleich zum
Kontrollwert (p<0,05, n=3; Abb. 9 A/B). Bei der ERK 1/2-MAP Kinase sorgte 100 uM ATP
fir einen 145% + 14% hoheren Phosphorylierungsgrad im Vergleich zum Kontrollwert
(p<0,05, n=3, Abb. 9 A/B). Es erfolgten drei separate Préparationen fir die p38-
beziehungsweise ERK 1/2-MAPK. Als Beladungskontrolle fiir jeden Versuch diente die

Proteinexpression von CSQ.
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Abb. 9: Darstellung der konzentrationsabhangigen Phosphorylierung von p38- und ERK
1/2-MAPK durch 100 uM ATP und die Proteinexpression von CSQ im Western Blot (A)
und der statistischen Auswertung als Liniendiagramm fur p38- oder ERK 1/2-MAPK (B)
in isolierten adulten Mauskardiomyozyten. CSQ diente als Ladungskontrolle. Auf der
Abszisse ist die konzentrationsabhangige Wirkung (1, 10 und 100 uM) von ATP auf die
Phosphorylierungszustande von p38 und ERK 1/2 nach Inkubation fur finf Minuten in
adulten Mauskardiomyozyten als negativer dekadischer Logarithmus dargestellt. Die
Daten sind in Bezug auf die Werte der unbehandelten Kontrolle in normierten Einheiten
(Pl Einheit) auf der Ordinate angegeben. Im Western Blot sind rechts die
entsprechenden Proteine dargestellt. Die Ergebnisse stammen aus drei unabhéangigen
Versuchen (n=3) und sind als Mittelwerte + SEM dargestellt. *p < 0,05 vs. Kir.
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4.2.2.1 Zeitabhangige Phosphorylierung von MAPK durch extrazellulares UTP

Wie in Kapitel 3.5 beschrieben, wurden die isolierten adulten Mauskardiomyozyten auch
mit 100 uM UTP fir 1, 2, 5, 10, 15 und 20 Minuten inkubiert, um eine zeitabhéngige
Phosphorylierung der p38- und ERK 1/2-MAP-Kinasen nachzuweisen. Durch
anschlieRende immunologische Identifizierung mittels monoklonaler Antikorper und
darauffolgender Quantifizierung im Phospholmager auf einer Nitrocellulosemembran
(siehe Kapitel 3.10) wurde der Phosphorylierungszustand detektiert. Dabei konnte fir
UTP eine zeitabhangige Phosphorylierung der p38- und ERK 1/2-MAPK in den isolierten
adulten Mauskardiomyozyten nachgewiesen werden. Es zeigte sich ein kontinuierlicher
Anstieg des Phosphorylierungszustandes beider untersuchter MAP-Kinasen. Die
maximale Phosphorylierung von p38 war bei fiunf Minuten und betrug 201% + 6% im
Vergleich zur unbehandelten Kontrolle. Das Phosphorylierungsniveau der ERK 1/2-
MAPK lag bestandig tber der von p38 und erreichte ein Maximum von 238% + 21%
ebenfalls nach funf Minuten. Es erfolgte ein Abfall des Phosphorylierungszustandes
beider MAPK und nach 20 Minuten entsprach dieser wieder dem Ausgangskontrollwert.
(Abb. 10 A/B). Die Maxima waren jeweils erhoht zum Kontrollwert. Als
Beladungskontrolle diente die Expression von CSQ.
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Abb. 10: Darstellung der zeitabh&ngigen Phosphorylierung von p38- und ERK 1/2-MAPK
durch 100 uM UTP und die Proteinexpression von CSQ im Western Blot (A) und in der
statistischen Auswertung als Liniendiagramm fur p38- oder ERK 1/2-MAPK (B) in
isolierten adulten Mauskardiomyozyten. CSQ diente als Ladungskontrolle. Auf der
Abszisse ist die Zeit dargestellt, in der die adulten Mauskardiomyozyten mit 100 pM UTP
inkubierten. Im Western Blot sind rechts die entsprechenden Proteine dargestellt. Im
Diagramm ist auf der Ordinate der Phosphorylierungszustand in normierten Werten (Pl
Einheit) im Bezug auf die unbehandelte Kontrolle dargestellt. Die Ergebnisse stammen
aus drei unabhangigen Versuchen (n=3) und sind als Mittelwerte + SEM dargestellt. *p
< 0,05 vs. Ktr., *p < 0,05 vs. Maximum.
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4.2.2.2 Konzentrationsabhangige Phosphorylierung von MAPK durch extrazellulares
UuTP

Entsprechend den Versuchen mit ATP wurde fur die Untersuchung des UTP-abhéngigen
MAPK-Signalweges in adulten Mauskardiomyozyten neben der zeitabhangigen auch der
konzentrationsabhangige Phosphorylierungszustand der p38- und ERK 1/2-MAP-
Kinase untersucht. Es sollte die optimale UTP-Konzentration zur Durchflihrung weiterer
Versuche herausgefunden werden. Zeitgleich konnte ein konzentrationsabhangiger
Effekt auf die Phosphorylierung untersucht werden. Dazu wurden, wie in Kapitel 3.6
beschrieben, die in Suspension vorliegenden Kardiomyozyten mit unterschiedlichen
UTP-Konzentrationen fur funf Minuten inkubiert und anschlie3end quantitativ im Western
Blot untersucht. Es erfolgte eine Staffelung in 1, 10 und 100 pM. Es ergab sich fur die
verwendeteten MAPK-Antikorper ein differenter Verlauf. Jedoch gab es fir beide ein
Maximum der phosphorylierte Form der MAPK von 158% + 24% fur p38 und respektive
168% + 28% fur ERK 1/2 beim Einsatz von 100 uM UTP im Vergleich zum Kontrollwert.
Bei der ERK 1/2-MAPK kam es schon beim Einsatz von 10 uM UTP zu einem Anstieg
von 145% * 14% zum Kontrollwert. Die Maxima waren jeweils erhéht zum Kontrollwert
(Abb. 11 A/B). Es erfolgten drei separate Praparationen fur die p38- beziehungsweise
ERK 1/2-MAPK. Als Beladungskontrolle fiir jeden Versuch diente die Proteinexpression
von CSQ.
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Abb. 11: Darstellung der konzentrationsabhdngigen Phosphorylierung von p38- und
ERK 1/2-MAPK durch 100 pM UTP im Western Blot (A) oder als Liniendiagramm fur
p38- oder ERK 1/2-MAPK (B) in isolierten adulten Mauskardiomyozyten. CSQ diente
als Ladungskontrolle. Auf der Abszisse ist die konzentrationsabhéangige Wirkung (1, 10
und 100 pM) von UTP auf die Phosphorylierungszustande von p38 und ERK 1/2 nach
Inkubation fir finf Minuten in adulten Mauskardiomyozyten als negativer dekadischer
Logarithmus dargestellt. Die Daten sind in Bezug auf die Werte der unbehandelten
Kontrolle in normierten Einheiten (PI Einheit) auf der Ordinate angegeben. Im Western
Blot sind rechts die entsprechenden Proteine dargestellt. Die Ergebnisse stammen aus
drei unabhangigen Versuchen (n=3) und sind als Mittelwerte + SEM dargestellt. *p <
0,05 vs. Kitr.
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4.3 Wirkung von Rezeptorantagonisten auf die Phosphorylierung von MAPK durch
extrazellulares UTP

Im Folgenden wurde die Wirkung von Rezeptorantagonisten auf die UTP-vermittelte
ERK 1/2- und p38-MAPK-Phosphorylierung untersucht, um Hinweise auf die beteiligten
Rezeptorsubtypen zu bekommen. Dazu wurden die adulten Mauskardiomyozyten
entsprechend mit 100 uM UTP und den jeweiligen Antagonisten PPADS, Reactive blue
2 (RB2), DPCPX und Suramin behandelt (siehe auch Kapitel 3.7). Im Kontrollversuch
zeigte sich, wie bereits bei den zeitabhdngigen Versuchen, dass es zu einem Anstieg
der Phosphorylierung durch UTP nach 5 Minuten im Vergleich zur unbehandelten
Kontrolle kommt. Es zeigte sich, dass PPADS die Phosphorylierung sowohl von p38- als
auch von ERK 1/2-MAPK antagonisiert. Suramin hatte nur bei ERK 1/2 hemmende
Effekte auf die UTP-induzierte MAPK-Phosphorylierung. Nach der Behandlung mit
PPADS lag der Phosphorylierungsgrad der p38-MAP-Kinase bei 92 % + 22 % gegeniber
dem Kontrollwert. Die Phosphorylierung von ERK 1/2 lag mit PPADS bei 103 % + 16 %
und bei Suramin bei 108 % + 13 % im Vergleich zum Kontrollwert. Die Werte lagen damit
unterhalb des UTP-Wertes von 150 % + 22 % fir p38 und 140 % + 19 % fur ERK 1/2.
Dementgegen gab es bei der gleichzeitigen Inkubation von 100 uM UTP mit RB2 und
DPCPX keine Minderung des Phosphorylierungszustand im Vergleich zur
Positivkontrolle, die nur mit 100 uM UTP behandelt wurde. Bei der p38-MAPK war im
Vergleich zur unbehandelten Kontrolle bei Reactive blue 2 ein Wert von 153% * 19%
und bei DPCPX ein Wert von 142 % + 20 % erreicht worden (Abb. 12 A/B) Zusatzlich
wurde in Anwesenheit von Suramin ein Wert von 156 % + 26 % erreicht und somit keine
Verminderung der Phosphorylierung durch UTP. Die entsprechenden Werte fur ERK 1/2
waren bei Reactive blue 2 151 % + 10 % und flir DPCPX 175 % + 8 % (Abb. 12 A/C). Es
erfolgten drei bzw. finf separate Praparationen fir die p38- beziehungsweise ERK 1/2-
MAPK. Als Beladungskontrolle fur jeden Versuch diente die Proteinexpression von CSQ.
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Abb. 12: Antagonisierung der UTP-abhangigen Phosphorylierung von p38- und ERK 1/2-
MAPK durch unterschiedliche Rezeptorantagonisten, dargestellt im Western Blot (A)
oder als Saulendiagramm fir p38 (B) bzw. ERK 1/2 (C). Die adulten
Mauskardiomyozyten wurden neben 100 pM UTP nach funf Minuten Inkubation allein
auch mit den angezeigten Rezeptorantagonisten (PPADS, RB2, DPCPX, Suramin)
sowie nhach Vorinkubation fir 30 Minuten mit den Rezeptorantagonisten im Anschluss
mit 100 uM UTP untersucht (Abszisse). Der reine Antagonisteneinsatz erfolgte zur
Quantifizierung des Phosphorylierungszustandes ohne entsprechenden Agonist (UTP).
Die  Proteinexpression von CSQ diente als Ladungskontrolle.  Der
Phosphorylierungszustand ist auf der Ordinate dargestellt. Die Ergebnisse sind im
Vergleich zum Phosphorylierungszustand von unbehandelten Zellen und stammen aus
drei (p38) bzw. funf (ERK 1/2) unabhéngigen Versuchen (n=3-5) und sind als normierte
Mittelwerte + SEM dargestellt. Die Zahlen in den S&ulen entsprechen der Anzahl der
durchgefiihrten Messungen. *p < 0,05 vs. Ktr., “p < 0,05 vs. UTP.
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4.4 Wirkung von Hemmestoffen der Signalkaskade auf die Phosphorylierung von MAPK
durch extrazellulares UTP

Es erfolgte ebenfalls eine Untersuchung der Wirkung von Hemmstoffen der
Signalkaskade auf die UTP-vermittelte ERK 1/2- und p38-MAPK-Phosphorylierung, um
mdgliche Komponenten der MAPK-Kaskade zu ermitteln. Eingesetzt wurden der PLC-
Inhibitor U73122, der Hemmstoff der Adenylatcyclaseaktivitat SQ22536 und der MEK-
Inhibitor U0126. Dazu wurden die adulten Mauskardiomyozyten mit 100 uM UTP und
den jeweiligen Signalkaskadeinhibitoren inkubiert (Abb. 13 A). Beim gleichzeitigen
Einsatz von UTP und U0126 ergab sich fir die p38-Phosphorylierung eine Reduktion
des Phosphorylierungsgrades im Vergleich zur Probe die nur mit UTP behandelt wurde.
Eine reine UTP-Stimulation tber 5 Minuten ergab 156 % + 17 % im Vergleich zum
unbehandelten Kontrollwert. Bei gleichzeitiger Inkubation mit dem MEK 1/2-Inhibitor
U0126 wurde nur noch ein Wert von 46 % + 8 % erreicht. Bei SQ22526 wurde eine
Reduktion des Phosphorylierungsgrades auf 101 % * 24 % erreicht. Bei U73122 fand
sich ebenfalls eine Reduktion auf 103 % * 22 % ausgehend vom UTP-
Phosphorylierungsgrad. Jedoch waren die Effekte von SQ22526 und U73122 aufgrund
der hohen Varianz nicht statistisch verschieden von der Positivkontrolle mit UTP alleine
oder der unbehandelten Kontrolle (Abb. 13 B). Dagegen konnte die ERK 1/2-MAPK
Phosphorylierung durch alle eingesetzten Signalkaskadeinhibitoren reduziert werden
(p<0,05). Es zeigte sich, dass U0126 ein Niveau von 72% * 19% ausgehend vom
Kontrollwert hatte. Die ERK 1/2-MAPK Phosphorylierung wurde durch den PLC-Inhibitor
U73122 auf ein Niveau von 107% + 11% reduziert und der Hemmstoff der
Adenylatcyclaseaktivitdt SQ22536 reduzierte das Niveau auf 120% + 14% im Vergleich
zum Kontrollwert. Die Werte lagen damit unterhalb des UTP-Grades von 151% + 18%
fur ERK 1/2-MAPK (Abb. 13 C). Es erfolgten mindestens drei separate Praparationen fr
die p38- beziehungsweise ERK 1/2-MAPK. Als Beladungskontrolle fur jeden Versuch

diente die Proteinexpression von CSQ.
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Abb 13: Hemmung der UTP-abh&angigen Phosphorylierung von p38- und ERK 1/2-MAPK
durch unterschiedliche Hemmstoffe der Signalkaskade dargestellt im Western Blot (A)
oder als Saulendiagramm ftr p38 (B) und ERK 1/2 (C). Die adulten Mauskardiomyozyten
wurden neben 100 pM UTP nach funf Minuten Inkubation allein auch mit den
angezeigten Hemmestoffen (U73122, SQ22536, U0126) sowie nach Vorinkubation fiir 30
Minuten mit den Hemmestoffen im Anschluss mit 100 pM UTP untersucht (Abszisse). Der
reine Hemmestoffeinsatz erfolgte zur Quantifizierung des Phosphorylierungszustandes
ohne entsprechenden Agonist (UTP). Die Proteinexpression von CSQ diente als
Ladungskontrolle. Der Phosphorylierungszustand ist auf der Ordinate dargestellt. Die
Ergebnisse sind im Vergleich zum Phosphorylierungszustand von unbehandelten Zellen
und stammen aus mindestens drei (p38) bzw. funf (ERK 1/2) unabh&ngigen Versuchen
und sind als normierte Mittelwerte + SEM dargestellt. Die Zahlen in den Saulen
entsprechen der Anzahl der durchgefiihrten Messungen. *p < 0,05 vs. Kitr., “p < 0,05 vs.
UTP.
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4.5 Effekt von UTP auf Vorhofpraparate in Wildtyp und P2Y-Knock-out-Mausen

Zum Vergleich mit den biochemischen Untersuchungen erfolgte ebenfalls eine Messung
der Kontraktionskraft der Vorhéfe von Wildtyp- und P2Y-Knock-out-Mausen (P2Y2,46).
Dazu wurden die WT- sowie Knock-out-Mausevorhéfe wie beschrieben gewonnen und
prépariert sowie mit 100 pM UTP behandelt. Wahrenddessen wurde die
Kontraktionskraft gemessen (siehe auch Kapitel 3.10). Bei den Wildtyp- sowie P2Y>2-,
P2Ys,- und P2Ye-Knock-out-Mausen konnte ein positiv inotroper Effekt gemessen
werden (Abb. 14 A/B, Abb. 15 A/B und Abb. 16 A/B). Bei den P2Y;-Knock-out-Mausen

fehlte jedoch der initial negativ inotrope Effekt.
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Abb. 14: Positiv inotroper Effekt von 100 uM UTP im Vorhof von WT- bzw. P2Y»-KO-
Méausen. Dargestellt ist jeweils ein exemplarisches Mechanogramm (A) bzw. ein
Saulendiagramm (B). In dieser Abbildung ist die Kontraktionskraft (in % der Ktr.) vor
(Ktr.) und nach UTP-Gabe abgebildet. Auf der Ordinate ist die Kontraktionskraft in % von
der unbehandelten Kontrolle sowie auf der Abszisse ist die Quantifikation des positiv
inotropen Effekts von UTP bei WT- vs. KO-Méausevorhofen im Vergleich vor und nach
UTP-Gabe abgebildet. Die Ergebnisse stammen aus funf unabhéngigen Versuchen und
sind als auf die Kontrolle normierte Mittelwerte + SEM dargestellt. Die Zahlen in den
Saulen entsprechen der Anzahl der durchgefihrten Messungen. *p < 0,05 vs. Kir.
(einseitiger t-Test)
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Abb. 15: Positiv inotroper Effekt von 100 uM UTP im Vorhof von WT- bzw. P2Y4-KO-
Méausen. Dargestellt ist jeweils ein exemplarisches Mechanogramm (A) bzw. ein
Saulendiagramm (B). In dieser Abbildung ist die Kontraktionskraft (in % der Ktr.) vor
(Ktr.) und nach UTP-Gabe abgebildet. Auf der Ordinate ist die Kontraktionskraft in % von
der unbehandelten Kontrolle sowie auf der Abszisse ist die Quantifikation des positiv
inotropen Effekts von UTP bei WT- vs. KO-Méausevorhofen im Vergleich vor und nach
UTP-Gabe abgebildet. Die Ergebnisse stammen aus neun bzw. sieben unabhéngigen
Versuchen und sind als auf die Kontrolle normierte Mittelwerte + SEM dargestellt. Die
Zahlen in den Saulen entsprechen der Anzahl der durchgefiihrten Messungen. *p < 0,05
vs. Ktr. (einseitiger t-Test)
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Abb. 16: Positiv inotroper Effekt von 100 uM UTP im Vorhof von WT- bzw. P2Ys-KO-
Mausen. Dargestellt ist jeweils ein exemplarisches Mechanogramm (A) bzw. ein
Saulendiagramm (B). In dieser Abbildung ist die Kontraktionskraft (in % der Ktr.) vor
(Ktr.) und nach UTP-Gabe abgebildet. Auf der Ordinate ist die Kontraktionskraft in % von
der unbehandelten Kontrolle sowie auf der Abszisse ist die Quantifikation des positiv
inotropen Effekts von UTP bei WT- vs. KO-Mausevorhéfen im Vergleich vor und nach
UTP-Gabe abgebildet. Die Ergebnisse stammen aus sieben bzw. drei unabhangigen
Versuchen und sind als auf die Kontrolle normierte Mittelwerte + SEM dargestellt. Die
Zahlen in den Saulen entsprechen der Anzahl der durchgefiihrten Messungen. *p < 0,05
vs. Ktr. (einseitiger t-Test)

4.6 Wirkung von P2Y-Rezeptorantagonisten auf den Effekt von UTP in menschlichen
und Mausvorhofen

In weiteren Kontraktionsexperimenten mit zwei kirzlich entwickelten P2Y,- oder P2Y.-
Rezeptorantagonisten (AR-C118925: Rafehi et al., 2017a; PSB-1454: Rafehi et al.,
2017b) schwachte 1 yM AR-C118925 (IC50 = 0,1-1 uM fir den P2Y.-Rezeptor) die
positive inotrope Wirkung von 100 yM UTP in rechten Vorhofproben nicht. Ebenso
konnte 1 yM PSB-1454 (IC50 = 0,751 uM fir den P2Y4-Rezeptor) die positive inotrope
Wirkung von 100 uM UTP in Praparaten des rechten Vorhofs nicht blockieren (n = 4—6

bei drei bis vier Patienten, Abb. 17 A/B). Zum Vergleich wurden die gleichen Experimente
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an linken Vorhofpraparaten von Mausen durchgefuihrt, und es wurden dieselben

Ergebnisse wie bei menschlichen Praparaten gefunden (Abb. 18 A/B).
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Abb. 17: Auswirkungen von P2Y-Rezeptorantagonisten auf die Inotropie von UTP in
Mausvorhofpréparaten. Weder der P2Y,-Rezeptorantagonist AR-C118925 (1 uM) (A)
noch der P2Y4-Rezeptorantagonist PSB-1454 (1 uM) (B) schwéchte die positiv inotrope
Wirkung von 100 uM UTP in linken Vorhofpraparaten von Mausen. Auf der Ordinate ist
die Kontraktionskraft in % von der unbehandelten Kontrolle (Ktr.) sowie auf der Abszisse
ist die Quantifikation des positiv inotropen Effekts von UTP bei WT-Mausevorhofen im
Vergleich vor und nach UTP-Gabe sowie nach Inkubation mit den Rezeptorantagonisten
abgebildet. Die Ergebnisse stammen aus 5-10 unabhéngigen Versuchen (n=5-10) und
sind als auf die Kontrolle normierte Mittelwerte £+ SEM dargestellt. *p < 0,05 vs. Kir.
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Abb. 18: Auswirkungen von P2Y-Rezeptorantagonisten auf die Inotropie von UTP in
menschlichen Vorhofpraparaten. Weder der P2Y»-Rezeptorantagonist AR-C118925 (1
HM) (A) noch der P2Y4-Rezeptorantagonist PSB-1454 (1 uM) (B) schwéachte die positiv
inotrope Wirkung von 100 uM UTP in menschlichen Vorhofpraparaten. Auf der Ordinate
ist die Kontraktionskraft in % von der unbehandelten Kontrolle (Ktr.) sowie auf der
Abszisse ist die Quantifikation des positiv inotropen Effekts von UTP bei den
menschlichen Vorhofpraparaten im Vergleich vor und nach UTP-Gabe sowie nach
Inkubation mit den Rezeptorantagonisten abgebildet. Die Ergebnisse stammen aus vier
bis sechs unabh&angigen Versuchen (n=4-6 von 3-4 Patienten) und sind als auf die
Kontrolle normierte Mittelwerte + SEM dargestellt. *p < 0,05 vs. Kir.
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4.7 Phosphorylierung von p38- und ERK 1/2-MAPK in adulten humanen

Vorhofpraparaten

In einem weiteren Versuchsansatz wurde die mdgliche Beteiligung von p38- und ERK

1/2-MAPK in der Signaltransduktion von ATP und UTP in humanen Vorhofpraparaten

untersucht. Die Vorhofpraparate wurden jeweils finf Minuten mit 200 uM ATP und UTP

inkubiert (siehe Kapitel 3.4). In der anschlie3enden Quantifizierung des Western Blots
konnte fur 100 uM ATP und UTP eine Phosphorylierung von p38 und ERK 1/2 im
menschlichen Vorhof nachgewiesen werden (Abb. 14 A). Dabei lag der maximale
Phosphorylierungzustand von p38 durch ATP bei 404% + 116% und durch UTP bei
270% + 68% im Vergleich zum Kontrollwert. Die Phosphorylierung von ERK 1/2 durch
ATP lag bei 184% + 11% und durch UTP bei 181% * 44% (Abb. 14 B/C). Es erfolgten
drei separate Préparationen fir die p38- beziehungsweise ERK 1/2-MAPK. Als

Beladungskontrolle fiir jeden Versuch diente die Proteinexpression von CSQ.
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Abb. 19: Darstellung der Phosphorylierung von p38- und ERK 1/2-MAPK durch 100 pM
ATP bzw. UTP im Western Blot (A) oder als Saulendiagramm fur p38- (B) oder ERK
1/2-MAPK (C) in adulten humanen Vorhofpraparaten. Die Vorhofpraparate wurden mit
100 puM ATP bzw. UTP fur funf Minuten inkubiert und es erfolgte der Vergleich des
Phosphorylierungszustand zu unbehandelten Zellen (Ktr.) (Abszisse). Der
Phosphorylierungszustand ist auf der Ordinate dargestellt. Die Proteinexpression von
CSQ diente als Ladungskontrolle. Die Ergebnisse stammen aus drei unabh&ngigen
Versuchen (n=3) und sind als auf die Kontrolle normierte Mittelwerte + SEM dargestellt.
*p < 0,05 vs. Kitr.

46



5. Diskussion

Bis heute hat man die mRNA aller ionotropen (P2X1-7) sowie metabotropen
(P2Y1,2,4,6,11,12) Rezeptoren in Kardiomyozyten nachgewiesen (Khakh et al., 2001;
Abbracchio et al., 2006). Zwischen den Spezies gibt es erhebliche Unterschiede in der
Subrezeptorexpression (Moore et al., 2001). Die P2Y-Rezeptoren sind im Vergleich zu
den P2X-Rezeptoren G-Protein-gekoppelt und aktivieren davon die Adenylatcyklase und
vermitteln die Rezeptoraktivitat via cAMP sowie Phospholipase C (Vassort, 2001). Das
purinerge System spielt eine wichtige Rolle in der kardiovaskuldren Regulation (Erlinge
et al., 2008). Fur ATP und UTP sind positiv-inotrope Effekte am Myokard von Ratte,
Maus sowie beim Menschen nachgewiesen worden (Gergs et al., 2008; Gergs et al.,
2014).

Eine Aktivierung der MAPK innerhalb der Signalkaskade durch extrazellulares ATP und
UTP ist bereits beschrieben worden (Abbracchio et al., 2006). In der vorliegenden Arbeit
gelang es, eine zeit- und konzentrationsabhéngige Phosphorylierung der MAP-Kinasen
p38 und ERK 1/2 in Maus- und Rattenkardiomyozyten sowie eine MAPK-

Phosphorylierung durch ATP und UTP in menschlichen Vorhéfen nachzuweisen.

Die aktuellen Ergebnisse der zeitabhéngigen Phosphorylierung konnte bekannte Daten
fir neonatale Rattenkardiomyozyten (Pham et al., 2003; Shainberg et al., 2009) sowie
adulte Mauskardiomyozyten sowie menschlichen Vorhofzellen erweitern. Insgesamt
zeigt sich eine maximale Phosphorylierung nach 5-10 Minuten. Mit einer Ausnahme
erreichten alle zeitabhangigen Versuchskonstellationen ihr Ausgangsniveau. Dies
konnte im vorliegenden Fall erstmals auch fir UTP nachgewiesen werden. Eine zeit-
und konzentrationsabhangige Phosphorylierung der MAPK durch ATP ist bereits fr
andere, hauptsachlich andere Zelltypen (Caco-2-, EAhy 926-Endothelzellen, PC12-
Zellen) bekannt und hierbei zeigte sich auch ein unterschiedliches Konzentrations- und
Zeitmaximum (Soltoff et al., 1998, Swanson et al., 1998, Markou et al., 2003; Vazquez-
Cuevas et al., 2010). Fur ATP wird beispielsweise eine maximale Phosphorylierung der
MAPK innerhalb von zwei bis finf Minuten nach entsprechender Inkubation beschrieben
(Buzzi et al., 2009). Fruhere Studien beschrieben einen Anstieg der ERK 1/2-
Phosphorylierung in neonatalen Rattenkardiomyozyten in Gegenwart von 100 uM UTP
nach 10 Minuten (Morris et al., 2004). Zudem sind maximale Stimulationen der MAPK
nach Applikation von Trinukleotiden in Zellkulturen nach 10-20 Minuten nachgewiesen
(Huwiler et al., 1997).
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Bei der konzentrationsabhangigen Phosphorylierung ergab sich ein einheitlicheres
Ergebnis. Der Phosphorylierungszustand verdoppelt sich bei den neonatalen Ratten-
und adulten Mauskardiomyozyten nach finf Minuten sowie der maximalen
Konzentration von 100 uM ATP und UTP im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle (Abb.
5, 7, 9 und 11). Das Konzentrationsmaximum lag hierbei bei 100 uM ATP bzw. UTP.
Hohere Konzentrationen waren sehr unphysiologisch bzw. haben in anderen
Untersuchungen zu keiner zuséatzlichen Phosphorylierungen der MAPK geftihrt (Soltoff
et al., 1998; Swanson et al., 1998; Sellers et al., 2001).

Der Effekt der P2-Rezeptoraktivierung wird durch G-Proteine und konsekutivem
PLC/IPs-Signalweg sowie Adenylatcyclase/cAMP-Signalweg mediiert (Abbracchio et al.,
2006). Die konsekutive Ca?*-Erhohung aktiviert weitere Signalkaskaden wie die
Proteinkinase C, Phospholipase A,, NO-Synthetase sowie Mitogen-aktivierte
Proteinkinase-Kaskade (Vassort, 2001). Die Mehrzahl der P2Y-Rezeptoren aktivieren
die Phospholipase C/IPs-Signalkaskade. Die Aktivierung der P2Y-Rezeptoren ist im
allgemeinen mit einer Stimulation unterschiedlicher MAPK, inshesondere ERK 1/2,
assoziiert (Santiago-Pérez et al., 2001; Sellers et al., 2001). In kardialen Fibroblasten
konnte der rasche Anstieg der ERK durch den Gg-assoziierten Phospholipase C-
Inhibitor U73122 aufgehoben werden (Murasawa et al., 1998).

Die Phosphorylierung von p38 und ERK 1/2 durch 100 uM UTP konnte im Vergleich zur
Phosphorylierung nach Inkubation mit dem Hemmstoff der Adenylatcyclaseaktivitét
SQ22526, dem PLC-Hemmstoff U73122 sowie dem AP-1 Transkriptionsfaktorinhibitor
U0126 reduziert werden (Abb. 13). Mit U0126 erreichte das Phosphorylierungsniveau
von p38 und ERK 1/2 einen Wert, der sogar unterhalb des Kontrollniveaus lag (Abb. 13
A/B/C). Die anderen Hemmstoffe erreichten jeweils das Kontrollniveau (Abb. 13 A/B/C).
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Abb. 20: Schematische Darstellung der Signalkaskaden nach Aktivierung durch
extrazellulare Stimuli des P2Y-Rezeptor mit Wirkort der Signalkaskadeinhibitoren
(5Q22563, U73122, U0126) (modifiziert nach Karlson et. al., 2005; Burnstock, 2014)

U0126 als MEK 1/2-Inhibitor inhibiert die Phosphorylierung der ERK 1/2-MAPK. Eine
Inhibierung der p38-MAPK war bei einer eigenstandigen und MEK 1/2-unabh&ngigen
Signalkaskade weniger wahrscheinlich (Han et al., 1994; Lee et al., 1994).
Nichtsdestotrotz ergab sich dies in der aktuellen Arbeit sowie in weiteren
Untersuchungen (Gergs et al., 2018). Moglicherweise gibt es hier eine Verbindung der
MAPK-Kaskaden Uber Gerlstproteine wie 3-Arrestin oder G-Proteine (Brown und Sacks,
2009), MAPK-Phosphatasen (Liu und Molkentin, 2016), MAPK-KIM (Kinase Interactions
Motif) (Peti und Page, 2013) oder die spezifischen Inhibitoren haben jeweils auch
unspezifische inhibitorische Effekte. So wurde fir die spezifischen MEK1 bzw. MEK1/2-
Hemmstoffe SB203580 und U0126 ebenfalls eine Hemmung der p38-MAPK bereits
nachgewiesen (Daum et al.,1998, Huth et al., 2016). Die Relevanz dieser gegenseitigen
Beeinflussung erscheint aktuell unklar. So kénnte dies einen gegenseitigen
Regulierungsmechanismus reprasentieren (Dickinson et al., 2011). Die nahezu
gleichwertige Inhibition der durch UTP induzierten p38- sowie ERK 1/2-MAPK-
Phosphorylierung durch den PLC-Inhibitor U73122 bzw. den Hemmstoff der
Adenylatcyclaseaktivitdit SQ22563 spricht jedenfalls flr eine Vernetzung der
Signalkaskadewege nach Aktivierung durch einen extrazellularen Stimulus. Die
Aktivierung des P2Y11-Rezeptors durch ATP flhrt zu einem Anstieg von IP; sowie CAMP
und konsekutiv zu einer intrazellularen Ca?*-Erhéhung, wohingegen die Aktivierung des
gleichen Rezeptors durch UTP cAMP- bzw. IP3-unabhangig verlauft (White et al., 2003).
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Zur Bestimmung der Subrezeptorspezifitat erfolgte zunéchst eine Inkubation mit den
Rezeptorantagonisten gefolgt von einer Stimulation mit UTP. Der Effekt von UTP wird
nach bisherigen Erkenntnissen allgemein tber P2Y»-, P2Ys-, P2Y¢s-Rezeptoren (Erlinge,
2008) oder P2Y1:-Rezeptoren (White et al., 2003) vermittelt. In einer PC12-Zelllinie wird
der Effekt von UTP vor allem durch den P2Y,-Rezeptor vermutet (Soltoff et al., 1998).
Diese Annahme erfolgte jedoch nicht durch Untersuchungen mit Antagonisten, sondern
durch die fur den P2Y,-Rezeptor bekannte aquipotente Stimulation der MAPK durch ATP
und UTP (Burnstock und Williams, 2000). In menschlichen Herzmuskelzellen ist vor
allem der P2Y,-Rezeptor vorhanden (Hou et al.,, 1999). In deutlich geringerer
Konzentration wurde der P2Y4-Rezeptor nachgewiesen. Allerdings gelang der Nachweis
des P2Y4-Rezeptor mittels PCR nicht immer (Wihlborg et al., 2006), sodass ein positiv
inotroper Effekt in menschlichen Herzmuskelzellen durch den P2Y,-Rezeptor

angenommen werden kénnte.

Die UTP-abhéngige Phosphorylierung von p38 und ERK 1/2 konnte durch PPADS
unterdrickt werden. PPADS ist ein schwacher Inhibitor des P2Y:-Rezeptors in
Mauskardiomyozyten, aber ein effektiver Inhibitor des P2Y4-Rezeptors (Communi et al.,
1996a; von Kugelgen et al., 2006). Dies deutet auf eine Vermittlung der UTP-Effekte an
Mauskardiomyozyten eher durch den P2Ys-Rezeptor. Durch Suramin konnte hier die
UTP-abhangige Phosphorylierung von ERK 1/2 aber nicht von p38 geblockt werden. Da
Suramin ein kompetitiver Antagonist am P2Y -, jedoch nicht am P2Y4-Rezeptor ist, kann
aufgrund der unterschiedlichen Antagonisierung der verschiedenen Signalkaskaden von
der Beteiligung mehrerer Rezeptortypen ausgegangen werden (von Kigelgen et al.,
2006). Reactive blue 2 und DPCPX hatten keinen Effekt auf die Phosphorylierung der
MAPK. Zudem fiel ein hoher Phosphorylierungszustand in Gegenwart der reinen
Antagonisten auf. Reactive blue 2 hat eigentlich den gleichen Antagonismus an P2-
Rezeptoren wie Suramin. Die Inhibition durch Reactive blue 2 ist aufgrund einer engen
Konzentrationsbreite und Wirkzeit sehr variabel (Ralevic und Burnstock, 1998). Das
eingesetzte UTP kann rasch degradiert worden sein und somit zur Aktivierung des P2Y-
Rezeptors fihren, der insbesondere durch UDP aktiviert wird. Zudem ist eine
unterschiedlich starke Inhibition der Ektonukleasen durch die Rezeptorantagonisten
bekannt (Chen et al., 1996). Im Mausherz wird ERK 1/2 durch DUSP1, DUSP4 und
DUSP10 und p38 wird durch DUSP6 dephosphoryliert (Liu und Molkentin, 2016). PKA
kann DUSP phosphorylieren und die Wirkung von DUSP auf ERK 1/2 und p38 hemmen,
sofern ERK 1/2 nicht phosphoryliert und damit weniger aktiv ist, was zu einer
Stimulierung der Aktivierung von Proteinkinasen fuhrt (Saxena et al., 1999). Dies macht

eine Interpretation des Antagonisteneffekt beim Einsatz von nattrlichen Agonisten und
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der mdglichen zusatzlichen Wirkung ihrer Abbauprodukte schwierig (Ralevic und
Burnstock, 1998). Durch den Einsatz stabiler Agonisten kdnnte diesem Effekt
vorgebeugt werden (Malmsjo et al., 2000). Die Interpretation von P2-Rezeptoren in der
Zellkultur sollte vorsichtig erfolgen (Ralevic und Burnstock, 1998). Die Stimulation von
Astrozyten in vivo nur eingeschrankt bzw. teilweise gar nicht mdglich ist. Wohingegen
die Stimulation in der Zellkultur nach Isolation aus dem Rattenhirn durch ATP mdglich
ist (Jabs et al., 1997; Kimelberg et al., 1997). Ahnliches ergibt sich durch eine
Hochregulation von P2Y>-Rezeptoren in Zellen der Rattenspeicheldrise im Laufe der
Zellkultur im Vergleich zu frisch isolierten Zellen (Turner et al., 1997). Zudem kann der
Antagonismus an P2-Rezeptoren zwischen verschiedenen Spezies unterschiedlich sein
(von Kigelgen et al., 2006).

Die MAPK-Phosphorylierung durch ATP bzw. UTP erfolgt moglicherweise nicht via P2-
Rezeptoren oder ob hier eine Vernetzung der Signalwege bzw. ein Agonismus an
anderen Rezeptoren besteht (Lenz et al., 2009). Wéahrend der kardioprotektive Effekt
von UTP via P2-Rezeptoren mediiert wird (Yitzhaki et al., 2005), konnte dies durch Golan
et al. (2011) spater in der Zellkultur nicht mehr nachgewiesen werden. Wir wollten
wissen, welcher P2-Rezeptor den positiv inotropen Effekt von UTP vermittelt durch
Untersuchungen der Kontraktionskraft an Vorhofen. Der positiv inotrope Effekt von UTP
im menschlichen Herzen nicht auf Suramin oder PPADS anspricht (Gergs et al., 2013b,
2014a, b). In der aktuellen Untersuchung konnte der positiv inotrope Effekt durch UTP
und Einsatz der Rezeptorantagonisten bzw. bei den P2Y;46-Knock-out-Mausen nicht
aufgehoben  werden. Suramin und PPADS  weisen unterschiedliche
Rezeptorsensitivitaten flr verschiedene Spezies oder unspezifische Wirkungen auf
Proteinkinasen und -phosphatasen auf. In der Arbeit von Shainberg et al. (2009)
erreichte die Wirkung von UTP auf die Phosphorylierung von ERK 1/2 nach 5 Minuten
ein Maximum und U0126 blockierte die ERK 1/2-Phosphorylierung. UTP (300 yM, 5 min)
erhohte die ERK-Phosphorylierung in glatten Gefalimuskelzellen in Kultur und eine
Vorinkubation (20 min) mit dem MAP-Kinaseinhibitor PD098059 (10 uM) hob die ERK-
Phosphorylierung auf (Harper et al. 1998). Unterschiedliche Studien haben einen positiv
inotropen Effekt durch pharmakologische (U0126) oder genetische Inhibition der MAPK-
Kinasen gezeigt (Kaikkonen et al., 2014; Liao et al., 2002). Dieser positiv inotrope Effekt
wurde auf die Hemmung der Aktivitdat von PP2A (Kaikkonen et al., 2014) und eine
erhohte Ca?*-Empfindlichkeit von Myofilamenten zuriickgeftihrt (Liao et al., 2002). Das
eben Genannte ist ggf. eine Folge der Aktivierung einer Kinase der leichten Kette von
Myosin und der Hemmung einer Phosphatase der leichten Kette von Myosin (Kwon et

al., 2015). In der vorliegenden Studie war die Auswirkung von UTP auf die ERK 1/2-
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Phosphorylierung vortubergehend, wohingegen die Auswirkung von UTP auf die
Kontraktionskraft dauerhaft war. Der anfangliche positiv inotrope Effekt von UTP kann
von der transienten ERK-Phosphorylierung abhangen. Ebenso induzierte die Aktivierung
von PKA nach Stimulierung von [-Adrenozeptoren durch Isoprenalin einen
voribergehenden Anstieg der p38-Phosphorylierung in isolierten adulten Maus-
Kardiomyozyten und dieser Anstieg wurde durch SB203580 blockiert (Zheng et al.,
2000). Darlber hinaus potenzierte SB203580 die kontraktile Reaktion auf Isoprenalin in
adulten Maus-Kardiomyozyten (Zheng et al.,, 2000). p38 stimuliert eine negative
Ruckkopplungsschleife bei PKA-vermittelten kontraktilen Reaktionen oder Apoptose
(Communal et al., 2000; Zheng et al., 2000).

Der Effekt von UTP ist nicht allein durch die P2Y,46- Rezeptoren bedingt. Im ZNS der
Maus, der Schweineohrarterie sowie in menschlichen Enterochromaffinen-Zellen
(Calvert et al., 2004; Rayment et al., 2007, Lifidn-Rico et al., 2017) gibt es Hinweise auf
Purin- bzw. Pyrimidin-rezeptorunabhangige Effekte. Beispielsweise zeigten Lifian-Rico
et al., dass UTP wahrscheinlich einen direkten, P2Y-unabhangigen, Einfluss auf einen
bisher unbekannten Kaliumkanal hat (Lifian-Rico et al.,, 2017). Ebenso ist eine
Aktivierung des P2X;-Rezeptor durch UTP diskutiert worden (Froldi et al., 1997). In
weiteren Versuchen sollte man Uberprifen, ob UTP ein Agonist an P2X-Rezeptoren ist
oder ob heteromere P2-Rezeptoren hierfiir verantwortlich sind (Ecke et al.,, 2008;
Ribeiro-Filho et al., 2016).

Die Phosphorylierung von p38 bzw. ERK 1/2 nach Stimulation mit ATP oder UTP konnte
auch in menschlichen Vorhéfen nachgewiesen werden. Dies offenbart die Mdglichkeit
fur zukunftige klinische Einsétze. Beispielsweise konnte man einen lokalen Einsatz von
UTP wahrend der Herzkatheteruntersuchung nach Herzinfarkt zur Besserung der

Postkonditionierung erwéagen.

5.1 Klinischer Ausblick

Neben den bereits etablierten P2Y1,-Rezeptorantagonisten Prasugrel, Clopidogrel und
Ticagrelor (Cattaneo et al., 2011) und deren weit verbreiteten Einsatz bei der
Sekundarprophylaxe kardiovaskularer Erkankungen (Zeidner et al., 2008) und P2Y»-
Rezeptoragonisten Diquafosol (Koh et al., 2013) bei trockenem Auge und Denufosol bei
zystischer Fibrose (Ratjen et al., 2012) gibt es weitere Untersuchungen beziiglich der

P2-Rezeptoren, ihrer Agonisten und Antagonisten sowie der Signalkaskade.
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Antihypertensive Effekte sind in vivo bei der Maus nachgewiesen. Nach intraventser
Applikation von INS45973, ein P2Y,s-Rezeptoragonist und UTP-Analogon kam es zur
Reduktion des Blutdrucks und zur vermehrten Natriumexkretion bei der WT-Maus im
Vergleich zur P2Y,-Knock-out-Maus (Rieg et al., 2011). Aufgrund der vermehrten
MRNA-Expression des P2Xi- und P2Y,-Rezeptors bei an Herzinsuffizienz erkrankten
Ratten- und Menschenmyokard, wird eine Rolle in der Herzinsuffizienz angenommen
(Hou et al., 1999). Zudem wurden verschiedene Agonisten fir den Einsatz am P2Y1;-
Rezeptor zur Verbesserung des Herzzeitvolumens bei Patienten mit Kreislaufschock
und P2Y11-Rezeptor-Antagonisten bei Patienten mit Herzinsuffizienz erwogen (Balogh
et al., 2005). In vivo konnte durch lokale Applikation von ATP-MgCl, wahrend einer
Herzkatheteruntersuchung an Kindern eine vergleichbare Reduktion des
pulmonalarteriellen Drucks (PAP) wie durch Tolazolin (a,-Adrenozeptor-Antagonist)
nachgewiesen werden (Brook et al., 1994). Bei der ischamischen Postkonditionierung
sind neben UTP (siehe unten) auch die MAPK untersucht. So konnte in vivo bei der
Maus eine Reduktion der Infarktgréf3e durch den Einsatz von spezifischen MAP-
Kinaseinhibitoren (PD098059) nachgewiesen werden (Darling et al., 2005). Weitere
Untersuchungen decken die Grundlage fir die P2Y-gekoppelte Kontrolle des
endothelialen Gewebefaktors (Tissue factor) auf und weisen darauf hin, dass das eine
attraktive neue Strategie zur Kontrolle von Gefal3entziindungen und Thrombogenitét im

Zusammenhang mit endothelialen Dysfunktionen sein konnte (Liu et al., 2016).

Die klinischen sowie pathophysiologischen Effekte von ATP und Adenosin sind vielfach
untersucht worden, wohingegen die Effekte von UTP auf das kardiovaskuldre System
noch nicht im Detail bekannt sind (Abbracchio und Burnstock 1998; Reid et al., 2005).
Pathophysiologisch wurde durch UTP ein hypertropher Effekt auf Kardiomyozyten
beobachtet, der durch ATP nicht nachgewiesen werden konnte (Pham et al., 2003). Der
durch UTP und ATP gleichermalRen aktivierte P2Y>-Rezeptor spielt eine Rolle in der
Atherosklerose durch Stimulation proinflammatorischer Zelladhasionsmolekile und
erhohter Adhasion von Monozyten (Seye et al.,, 2002). Wohingegen UTP einen préa-
sowie postischamisch protektiven Effekt auf Kardiomyozyten zu haben scheint, dies
konnte durch in vivo behandelte Mauskardiomyozyten mit UTP mittels Verkleinerung des
Ischédmieareals sowie eine schnellere postischAmische Erholung erreicht werden
(Yitzhaki et al., 2005; Yitzhaki et al., 2006). ATP sowie UTP aktivieren jeweils ein Gq-
Protein und nachfolgend MAP-Kinasen (Gendron et al., 2003). Die unterschiedliche
Antwort  trotz  gleicher Signalkaskade wird (Uber eine unterschiedliche
Rezeptoraktivierung erklart (Pham et al., 2003). Ein weiterer kardialer Effekt von UTP ist

ein positiv inotroper Effekt (Gergs et al.,, 2014). Dies wurde in vivo in Maus- und
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Rattenkardiomyozyten nachgewiesen sowie ein moglicher Zusammenhang durch
Anstieg von UTP in der kardialen Ischamie (Wihlborg et al.,, 2006). Kardiale
vasodilatative Effekte scheinen durch UTP via P2Y,- und P2Ys;-Rezeptor vermittelt
(Wihlborg et al., 2003; Burnstock, 2017). Vasokonstriktive Effekte durch UTP in den
koronaren Gefalien wurden in vitro ebenfalls diskutiert (Malmjo et al., 2000). Es werden
nicht nur neue klinische Therapiemdglichkeiten untersucht, sondern auch neue Effekt
von bereits etablierten Therapien. Es wird ein Reduktion des pulmonalen Vasospasmus
bei der pulmonalen Hypertonie durch P2Yi>-Rezeptorantagonisten angenommen
(Kennedy et al., 2013). Aufgrund der relativen Rezeptoraffinitat von UTP und UDP
konnte ein Kklinischer Einsatz denkbar sein.
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6. Zusammenfassung

UTP ist als intra- sowie extrazellulares Molekil in allen Geweben von Saugetieren
vorhanden. Intrazellular ist es neben unterschiedlichen metabolischen Prozessen vor
allem fir die RNA-Synthese zustandig. Das extrazellulare Vorkommen ist hauptséchlich
durch Hypoxie, Ischamie, mechanischen Stress und erhdhte Durchblutung bedingt. Die
extrazellulare Wirkung von UTP wird durch P2Y-Rezeptoren vermittelt. Die
Purinozeptoren unterteilt man in die P1-Rezeptoren sowie die P2Y-Rezeptoren, die G-
Protein-gekoppelt sind und die P2X-Rezeptoren als Liganden-gesteuerte lonenkanéle.
UTP ist vor allem ein Agonist an P2Y»-, P2Ys- und P2Ys-Rezeptoren. Mitogen-aktivierte
Proteinkinasen (MAPK) kommen in allen eukaryontischen Zellen vor. Extrazellulare
Stimuli aktivieren drei Ebenen der MAPK. Daraus ergibt sich z.B. eine Induktion und
Regulation des Zellzyklus. Die MAPK werden in drei Familien eingeteilt. Die ERK-
Familie, die p38-Kinase-Familie sowie die JNK-Familie.

Extrazellulares ATP und UTP aktiviert konzentrations- und zeitabhangig MAP-Kinasen
in neonatalen Ratten- sowie adulten Mauskardiomyozyten. Es wurden Antikdrper fir die
phosphorylierte Form von p38 und ERK 1/2 eingesetzt. Durch den Einsatz von UTP und
der Rezeptorantagonisten PPADS, Suramin, RB2 sowie DPCPX konnte fiir die adulten
Mauskardiomyozyten eine spezifische Aktivierung bzw. Inhibition des MAP-Kinase-
Signalweges (p38 und ERK 1/2) gezeigt werden, die eine Vermittlung der Effekte von
UTP auf Mauskardiomyozyten durch den P2Ys-Rezeptor nahelegt. Der
Phosphorylierungszustand von p38 und ERK 1/2 durch UTP konnte im Vergleich zum
Phosphorylierungszustand nach Inkubation mit den Signalkaskadehemmstoffen
SQ22526, U73122 sowie U0126 reduziert werden. Diese Ergebnisse sprechen fiir eine
Beeinflussung der Signalkaskadewege nach Aktivierung durch einen extrazellularen
Stimulus. Mdéglicherweise aktiviert UTP die MAPK Uber einen weiteren Rezeptortyp, da
in den Kontraktionsuntersuchungen an menschlichen sowie Mausvorhofen kein
Unterschied in der Kontraktionskraft bei P2Y,-, P2Ys- und P2Ys-Knock-out-Mausen
sowie nach Einsatz spezifischer Rezeptorantagonisten (AR-C118925, PSB-1454) kein

Unterschied bei der Inotropie festgestellt werden konnte.

ATP und UTP erhéhen den Phosphorylierungszustand von p38- und ERK 1/2-MAPK in

isolierten menschlichen rechten Vorhofen.
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Extrazellulares ATP und UTP aktiviert zeit- und konzentrationsabhangig MAPK
in neonatalen Rattenkardiomyozten

Extrazellulares ATP und UTP aktiviert zeit- und konzentrationsabhangig MAPK
in adulten Mauskardiomyozten.

Die MAP-Kinase-Aktivierung von extrazelluldrem UTP in  adulten
Mauskardiomyozyten wird nicht via P2Y,-Rezeptor vermittelt.

Der MEK 1/2-Signalkaskadehemmstoff U0126 inhibiert die Phosphorylierung von
ERK1/2 durch extrazelluldares UTP.

Der MEK 1/2-Signalkaskadehemmstoff U0126 inhibiert nicht die
Phosphorylierung von p38 durch extrazellulares UTP.

Der positiv inotrope Effekt von UTP kann auch in P2Y;-Knock-out-Mausvorhéfen
nachgewiesen werden.

Der positiv inotrope Effekt von UTP kann nicht in P2Y 4-Knock-out-Mausvorhéfen
nachgewiesen werden.

Der positiv inotrope Effekt von UTP kann nach Einsatz eines spezifischen P2Y -
Rezeptorantagonisten in Kontraktionsuntersuchungen nachgewiesen werden.
Der positiv inotrope Effekt von UTP kann nach Einsatz eines spezifischen P2Y -
Rezeptorantagonisten in Kontraktionsuntersuchungen nicht nachgewiesen

werden.

10) Extrazellulares ATP und UTP aktiviert den MAP-Kinase-Signalweg in humanen

Vorhofzellen.
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9. Anhang

9.1 Puffer und Losungen

AP-Puffer:

APS 10 %:

Blockierungspuffer:

Elektrophoresepuffer:

Homogenisierungspuffer (Gewebe):

Lammli 2 x ohne SDS:

Lysis-Puffer (Zellen):

Badlésung

100 mM NacCl

5 mM MgCl; x 6 H.O

1,49 % (v/v) Triethanolamin
pH 9,4

1g Ammoniumpersulfat / 10 ml H.O

5 % (w/v) BSA im TBST-Puffer
5 % (w/v) Milchpulver im TBST-Puffer

51,6 mM Tris-Base
150 mM Glycin
0,1 % (w/v) SDS

10 mM NaHCOs
5 % (w/v) SDS
pH 7,4

20 mM Tris-Base
2 mM EDTA

10 % (w/v) DTT
pH 7,8

Spur Bromphenolblau

50 mM NaHPO.
10 mM EDTA
25 mM NaF

2% (w/v) SDS
pH 7

119,8 mM NacCl
5,4 mM KCI
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1,8 mM CacCl;

1,05 mM MgCl;

0,42 NaH,PO4

22,6 mM NaHCO3

0,05 mM Na;EDTA
0,28 mM Ascorbinsaure
5,05 mM Glukose

pH 7,4

Ponceaurot-Farbeldsung: 0,2 % (w/v) Ponceau S
3 % (w/v) TCA

Porziopuffer 2 x: 0,4 % (w/v) Polyacrylamid
0,2 M Tris-Base
0,6 M Glycin
0,12 mM EDTA
0,2 % (w/v) SDS
10 % (v/v) Glycerin
pH 8,8

Porzio-Trenngel (10 %): 37,5 ml Porziopuffer 2 x
25 ml Rotiphorese® Gel 30
6,23 ml Glycerin
10 ml H.O
65 pl TEMED
300 pl 10 % (w/v) APS

Sammelgel: 4,7 ml Sammelgelpuffer
2,5 ml Rotiphorese® Gel 30
11, 6 ml H.O
12 yl TEMED
190 pl 10 % (wiv) APS

Sammelgelpuffer: 0,5 M Tris-Base
0,4 % (w/v) SDS
pH 6,8



TBST-Puffer:

Transferpuffer:

Tyrode

9.2 Substanzen

Acrylamid 30%: Rotiphorese Gel 30
Ammoniumpersulfat (APS)
Bromphenolblau

Dimethylsulfoxid (DMSO)
1,4-Dithiothreitol (DTT)

ECF

Ethylendiamintetraessigséure (EDTA)
Folin-Ciocalteau-L6sung

Glycerol

Glycin

HBSS

M199-Medium
Magnesiumchlorid-Hexahydrat
(MgCl, x 6H,0)

Milchpulver

Demecolcine (Mitose-Hemmstoff)

10 mM Tris-Base
154 mM NacCl

0,1 % (v/v) Tween 20
pH 7,4

210 mM Naz:HPO4 x 2 H.O
40 M NaH2PO4 x H20

NaCl 119,90 mmol/l

KCI 5,40 mmol/l

MgCl, 1,10 mmaol/l
NaHCO3; 22,60 mmol/l
NaH>PO4 0,42 mmol/l
CaCl, 1,80 mmol/l
Glucose 5,05 mmol/l
Ascorbinsaure 0,28 mmol/l
Nax-EDTA 0,05 mmol/l

pH 7,4

Roth, Karlsruhe, BRD

Roth, Karlsruhe, BRD
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Sigma-Aldrich, Steinheim, BRD
Sigma-Aldrich, Steinheim, BRD

GE HealthCare, Uppsala, Schweden
Merck, Darmstadt, BRD

Merck, Darmstadt, BRD

Roth, Karlsruhe, BRD

AmpliChem, Darmstadt, BRD

Gibco, Life Technologies, Darmstadt, BRD
Gibco, Life Technologies, Darmstadt, BRD

Merck, Darmstadt, BRD

Roth, Karlsruhe, BRD
Sigma-Aldrich, Steinheim, BRD



Natriumfluorid (NaF)

Natriumchlorid (NaCl)
Natriumdodecylsulfat (SDS)

Newborn calf serum (10%)
Dinatriumhydrogenphosphat (Na2HPO4)
Dinatriumhydrogenphosphat-Dihydrat
(NazHPO4 x 2H,0)
Nariumdihydrogenphosphat-Monohydrat
(NaH2PO4 x H20)
Nitrocellulosemembran
N,N,N",N"-Tetramethyl-ethylendiamin
(TEMED)

Penicillin-Streptomycin (10.000 U/ml)
Pentobarbital

Polyacrylamid

Ponceaurot S-Losung
Protein-GroRenmarker
Rinderserumalbumin (BSA)
Trichloressigsaure

Triethanolamin
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan
(Tris-Base)

Tween 20

Merck, Darmstadt, BRD

AmpliChem, Darmstadt, BRD

BioRad Laborytories, Hercules, CA

Gibco, Life Technologies, Darmstadt, BRD
Roth, Karlsruhe, BRD

Roth, Karlsruhe, BRD

Merck, Darmstadt, BRD

Whatman, Dassel, BRD

Serva, Heidelberg, BRD

Gibco, Life Technologies, Darmstadt, BRD
Spofa, Prag, Tschechien

Roth, Karlsruhe, BRD

Sigma-Aldrich, Steinheim, BRD
Fermentas, St. Leon-Rot, BRD
Sigma-Aldrich, Steinheim, BRD

Merck, Darmstadt, BRD

Roth, Karlsruhe, BRD

ApliChem, Darmstadt, BRD

Merck, Darmstadt, BRD

9.3 Zellisolationsystem, Antikdrper, Rezeptorantagonisten und Hemmstoffe

Zellisolationssystem
Worthington Neonatales

Kardiomyozyten Isolationssystem

Antikdrper

Anti-CSQ

Anti-Phospho-ERK 1/2 MAPK
Anti-Phospho-p38 MAPK
Anti-Rabbit 1IgG (whole molecule)

CellSystems, Troisdorf, BRD

Acris Antibodies, SP5340P

Cell Signaling Technology, #9101
Cell Signaling Technology, #8690
Sigma-Aldrich, A3687
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Tabelle 2: Ubersicht iber verwendete Antikorper

Antikorper Medium Verdinnung Medium Verdinnung
1. Antikdrper | 1. Antikorper | 2. Antikérper | 2. Antikdrper
5% (W/V) BSA 5% (W/IV)
Anti-ERK 1/2 in TBST 1:1000 Milchpulver in 1:1000
TBST
5% (W/V) BSA 5% (WIV)
Anti-p38 in TBST 1:1000 Milchpulver in 1:1000
TBST
5% (WI/V) 5% (WIV)
Anti-CSQ Milchpulver in 1:1000 Milchpulver in 1:1000
TBST TBST

Tabelle 3: GroRenbereich fir Proteinnachweise im Western Blot

Gro3e des Proteins

GroRenbereich (kDa) nachzuweisendes Protein

(kDa)
50 - 60 Calsequestrin 55
30-49 p38-MAPK 43
30-49 ERK 1/2 -MAPK 44, 42

Rezeptorantagonisten

DPCPX Sigma-Aldrich, Steinheim, BRD
PPADS Sigma-Aldrich, Steinheim, BRD
RB2 Sigma-Aldrich, Steinheim, BRD
Suramin Sigma-Aldrich, Steinheim, BRD
AR-C118925 Prof. Dr. Christa E. Miller, Pharmazeutisches Institut, Bonn, BRD
PSB-1454 Prof. Dr. Christa E. Muller, Pharmazeutisches Institut, Bonn, BRD

Signalkaskadehemmstoffe

SQ-22563 Sigma-Aldrich, Steinheim, BRD
U-0126 Cell Signaling Technology, USA
U-73122 Sigma-Aldrich, Steinheim, BRD
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9.4 Geréateliste und Bezugsquellen

Bandelin Sonopuls;

Biophotometer;
Elektrophorese-Einheit SE 600;

Prism 5;

ImageQuant TL 1D Version 7.0;
Transfer-Einheit TE 62;

Typhoon 9410 Variable Mark Imager;
Vortex Shaker Eppendorf Mixer 5432;
Zentrifuge Modell 5415 C;

Bandelin electronic GmbH & Co. KG, Berlin
Eppendorf-Netheler-Hinz-GmbH, Hamburg
Hoefer, San Francisco, USA

GraphPad Software, San Diego, USA

GE Healthcare, Piscataway, USA

Hoefer, San Francisco, USA

Amersham Biosciences, Freiburg
Eppendorf-Netheler-Hinz-GmbH, Hamburg
Eppendorf-Netheler-Hinz-GmbH, Hamburg
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