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Referat

Humane purinerge P2X;,-Rezeptoren (P2X;R) werden auf einer Reihe von Zelltypen,
insbesondere auf B-Lymphozyten und Makrophagen exprimiert. Den P2X;R werden wichtige
Funktionen bei pathophysiologischen Vorgidngen wie Hypoxie und Inflammation
zugeschrieben. Hypoxie und Inflammation verursachen einen niedrigen pH-Wert, also einen
hohen Gehalt an freien Protonen im Extrazellularraum. Ziel dieser Arbeit war es, eine
differenzierte Betrachtung der Beeinflussung der P2X;R-abhingigen Strome durch Protonen
vorzunehmen. Die P2X;R-Aktivierung erfolgte durch die Applikation der Agonisten ATP und
BzATP an hP2X;R heterolog exprimierenden Xenopus laevis-Oozyten. Zusitzlich zur
Untersuchung des P2X;R erfolgte die experimentelle Untersuchung der Mutante hP2X;**"R
und des humanen P2X,R.

Es konnte belegt werden, dass der P2X,R {iiber Ligandenbindungsstellen unterschiedlicher
Affinitat verfiigt. Es zeigte sich weiterhin, dass der Rezeptor einer komplexen Beeinflussung
durch Protonen unterliegt. Zum einen erfolgt eine elektrovalente Bindung des ATP durch
Protonen, wodurch der Anteil des freien ATP (ATP*, respektive BZATP*) abnimmt. Hiermit
erfolgt eine Erniedrigung der Potenz der Agonisten ATP bzw. BZATP bei niedrigen pH-Werten.
Zum anderen erfolgt eine allosterische Beeinflussung des P2X;R durch Protonen, die eine
Erniedrigung der Wirksamkeit der Agonisten verursacht.

Die Untersuchung der Mutante hP2X,>**YR zeigte, dass diese ausschlieBlich iiber eine
funktionelle Ligandenbindungsstelle von hoher Affinitdt verfiigt und dass hier im Gegensatz
zum Wildtyp keine allosterische Beeinflussung des Rezeptorproteins durch Protonen erfolgt.
Die Untersuchung des hP2X,R ergab keine Abhingigkeit der ATP-induzierten Stréme von der

freien Protonen-Konzentration.

Flittiger, Bente, Einfluss des pH-Wertes auf die Funktion von P2X,-Rezeptoren,
Halle (Saale), Martin-Luther-Universitéit, Medizinische Fakultét, Dissertation, 73 Seiten, 2010
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Einleitung

1. Einleitung

1.1 Purinozeptoren

Purine und Pyrimidine sind im menschlichen Organismus ubiquitdr vorkommende Molekiile.
Sie sind das Grundgeriist der DNS und RNS und haben grofite Bedeutung bei jeglicher
Stoffwechselaktivitit der Zellen. Doch neben der intrazelluldren Funktion ist insbesondere die
extrazelluldre Mediatoreigenschaft der Purine zunehmend von Interesse.

Schon 1929 wurden durch die Applikation von Adenosinmonophosphat (AMP) biologische
Effekte wie Storungen der Erregungsleitung des Herzens, Vasodilatation, Blutdruckabfall und
eine Abnahme der intestinalen Peristaltik beschrieben (Drury and Szent-Gyorgyi 1929). Die
Relevanz zeigt sich heute beispielsweise bei dem Einsatz von intravends injiziertem Adenosin
bei paroxysmalen supraventrikuldren Tachykardien im Kindesalter. Bereits fiinf Jahre nachdem
Drury et al. die ersten Untersuchungen publiziert hatten, erfolgte eine differenziertere
Betrachtung der verschiedenen Adenosinderivate. Es konnte gezeigt werden, dass eine
Deaminierung der Molekiile die pharmakologische Wirksamkeit vermindert, eine Entfernung
des Pentose-Zuckers einen Wirksamkeitsverlust bewirkt und eine Dephosphorylierung sowohl
die pharmakologische Potenz vermindert als auch den Antworttyp beeinflusst. So wurde mit
abnehmender Zahl der Phosphatgruppen eine zunehmende Vasodilatation und
Blutdrucksenkung verursacht (Gillespie 1934).

Die Adenosinderivate haben neben ihrem Einfluss auf die glatte Muskulatur der Geféafie und des
Intestinaltraktes auch Bedeutung bei neurohumoralen Prozessen. So wurde gefunden, dass es
bei antidromer Nervenstimulation zu einer ATP-Freisetzung kommt (Holton and Holton 1953;
Holton 1959). Erst wesentlich spéter konnte die Bedeutung des ATP als Transmitter und
Cotransmitter und des Adenosins als Neuromodulator ndher charakterisiert werden (Edwards
and Gibb 1993; White et al. 1995).

Neben den beobachteten Effekten der Adenosinderivate ist fiir die biologische Bedeutung
entscheidend, welcher Stimulus eine Freisetzung bewirkt und aus welchen Zellen die
Freisetzung erfolgt. In den siebziger Jahren setzte sich zunehmend der Standpunkt durch, dass
Adenosinderivate an der metabolischen Blutflussregulation beteiligt sind, da gezeigt werden
konnte, dass es infolge einer Herzmuskelhypoxie zu einer Adenosinfreisetzung (Berne 1963;
Gerlach et al. 1963) und infolge einer Belastung der Skelettmuskulatur zu einer ATP-
Freisetzung kommt (Boyd and Forrester 1968; Forrester and Lind 1969).

Inzwischen wird den Adenosinderivaten eine vielschichtige Bedeutung bei der Hamatopoese,
der Immunantwort, der Schmerzauslosung, der Plittchenaggregation und der Kontraktion der

glatten Muskulatur beigemessen. Des Weiteren haben sie kardiozirkulatorischen Effekte,
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funktionieren als exokrine und endokrine Mediatoren und dienen als Neurotransmitter (North
2002).

Die unterschiedlichen biologischen Effekte und relativen Potenzen der verschiedenen
Adenosinderivate flihrten im Jahr 1978 zu einer in modifizierter Form bis heute bestehenden
Unterteilung der purinergen Rezeptoren in P;- und P,-Rezeptoren (Burnstock 1978).

Die P,-Rezeptoren sind dadurch klassifiziert, dass Adenosin der wirksamste natiirliche Agonist
ist. Daher sind die Begriffe P;-Rezeptor und Adenosin-Rezeptor Synonyma. Weiterhin werden
diese Rezeptoren durch einen selektiven Antagonismus von Methylxanthin und durch ihren
Einfluss auf den intrazelluldiren Gehalt von zyklischem Adenosinmonophosphat (cAMP)
charakterisiert. =~ Anhand der verschiedenen  Molekiilstrukturen, pharmakologischen
Eigenschaften und dem Vorkommen in verschiedenen Geweben werden die P;-Rezeptoren in
vier verschiedene Subtypen (A, Asa, Azs, A;) unterteilt. Alle Subtypen sind G-Protein-
gekoppelte Membranproteine mit teilweise unterschiedlichen intrazelluldren Signalwegen: Es
erfolgt entweder eine Aktivierung (A,4) oder Hemmung (A, As) der Adenylatcyclase und/ oder
eine Aktivierung der Phospholipase C (A1, Asg, Aj).

Die wirksamen Agonisten der P,-Rezeptoren sind Adenosindiphosphat (ADP),
Adenosintriphosphat (ATP), Uridindiphosphat (UDP) und Uridintriphosphat (UTP). Die
Aktivierung der P,-Rezeptoren hat entscheidenden Einfluss auf die intrazelluldre
Prostaglandinsynthese (Burnstock 1978).

Nachdem sowohl die Existenz von ATP-aktivierten Ionenkandlen 1987 (Benham and Tsien
1987) als auch von G-Protein-gekoppelten ATP-Rezeptoren 1991 (Dubyak 1991) nachgewiesen
werden konnte, erfolgte zur systematischen Klassifikation eine Unterteilung der P,-Rezeptoren
anhand der  verschiedenen  Signaltransduktionsmechanismen in  P2X-Rezeptoren
(ligandenaktivierte lonenkanidle) und P2Y-Rezeptoren (G-Protein-gekoppelte Rezeptoren)
(Fredholm et al. 1994; Abbracchio and Burnstock 1994).

Mit der erfolgreichen Klonierung der ersten P2X-Rezeptoren 1994 (Valera et al. 1994; Brake et
al. 1994) wurde zum einen die Voraussetzung fiir eine weiterfilhrende Charakterisierung der
einzelnen Subtypen geschaffen, zum anderen wurde offenbar, dass P2X-Rezeptoren in vielerlei

Geweben exprimiert werden.

1.2 P2X-Rezeptoren

Die Rezeptoren der P2X-Rezeptor-Familie haben eine weite Verbreitung in vielfdltigen
Geweben und haben funktionelle Bedeutung in Neuronen, Neuroglia, Epithelien,
GefaBmuskulatur, Knochen, Skelettmuskulatur, Hypophyse und in himatopoetischem Gewebe.

Wihrend den P2X, ¢-Rezeptoren vor allem Bedeutung bei der neuronalen Signaltransduktion
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zugeschrieben wird, hat der P2X;-Rezeptor (P2X;R) seine hauptsidchliche physiologische
Bedeutung im Bereich der Immunmodulation und Entziindungsantwort (North 2002).
P2X-Rezeptoren (P2XR) sind ligandenaktivierte lonenkandle mit einer kurzen Reaktionszeit
(<10 ms). Die Quartérstruktur der lonenkanéle ist untersucht worden. Diese Untersuchungen
legen nahe, dass die lonenkanéle sich aus drei Rezeptorproteinen zusammensetzen (Nicke et al.
1998, 2008; Barrera et al. 2005; Mio et al. 2005). Die einzelnen Rezeptorproteine sind somit als
Untereinheiten des lonenkanals zu betrachten. Jedes Rezeptorprotein setzt sich aus 384 (P2X,R)
bis 595 Aminosduren (AS) (P2X;R) zusammen, bildet zwei transmembranire Sequenzen,
zwischen denen eine extrazelluldre etwa 280 AS lange Sequenz gelegen ist, und intrazellular
gelegene N-terminale und C-terminale Proteinabschnitte. Die Ligandenbindungsstelle liegt in
dem schleifendhnlichen extrazellularen Polypeptid (North 2002). Die C-terminalen Sequenzen
der Subtypen unterscheiden sich wesentlich, wobei der P2X,R die ldngste Sequenz hat.
Insgesamt liegt die Sequenzhomologie der Rezeptorproteine bei 40-55 %, wobei der P2X,R die
groBite und der P2X;R die geringste Homologie mit anderen Subtypen aufweist. Es gibt keine
Sequenzhomologie mit anderen bekannten Proteinen. Eine gewisse Ahnlichkeit ist nur fiir die
Aminoacyl-tRNS-Synthetase der Klasse II beschrieben worden (Freist et al. 1998). Alle P2XR
weisen in der extrazelluldren Doméne zehn konservierte Cysteinreste auf, die einen Einfluss auf
die Tertidrstruktur im Sinne der Ausbildung von Disulfidbriicken oder einen Einfluss auf die
Proteinkonformation durch die Bindung von Kationen haben kdnnten (Clyne et al. 2002b). Die
Rezeptoren der P2XR-Familie haben N-glykosylierbare Sequenzen, denen entscheidende
Bedeutung fiir den Transport an die Zelloberfliche zugewiesen wird (North 2002). Weiterhin
scheint flir die Lokalisation und die Stabilisierung des Proteins in der Zellmembran eine in allen
Subtypen konservierte Sequenz zwischen der zweiten Transmembrandomine und dem C-
Terminus essenziell zu sein, da Verdnderungen der AS-Sequenz in diesem Bereich eine
verminderte Expression des Rezeptors auf der Zelloberflache zeigen (Chaumont et al. 2004).
Die kiirzlich erfolgte Rontgenstrukturanalyse eines Kristalls des P2X ;R des Zebrafisches
bestdtigte diese durch funktionelle Untersuchungen vermutete Tertidrstruktur der P2XR
(Kawate et al. 2009).

Eine Unterscheidung der verschiedenen P2XR kann zum einen anhand ihres pharmakologischen
Profils, zum anderen anhand ihres Desensitivierungsverhaltens erfolgen. Pharmakologisch
unterscheiden sich die Rezeptoren in af-methyl-ATP-sensitive (P2X;, P2X3) und -insensitive
(P2X,, P2X,.7) Subtypen mit unterschiedlicher Antagonistensensitivitét.

Das Desensitivierungsverhalten bezeichnet die abnehmende Rezeptorantwort der P2XR-
abhingigen lonenstrome auf kontinuierliche oder wiederholte Applikation des Agonisten. Zu
den schnell desensitivierenden Rezeptoren zdhlen der P2X,R (Rettinger and Schmalzing 2003)
und der P2X3R (Sokolova et al. 2004). Die anderen P2XR werden den nicht (P2X;R)

beziehungsweise langsam desensitivierenden Rezeptoren zugerechnet.
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Alle Subtypen der P2XR-Familie sind permeabel fiir kleine monovalente Kationen, wihrend die
Permeabilitit fiir Kalziumionen oder Anionen spezifisch fiir den jeweiligen Rezeptor ist. Die
P2XR sind bei kurzzeitiger Applikation eines Agonisten nahezu impermeabel fiir Kationen mit
einem Molekulargewicht iiber 200 Da. Die langdauernde Aktivierung der Rezeptoren hP2X, 4 ;
induziert eine zunehmende Permeabilitit der Zellmembran fiir groBe organische Kationen
(Virginio et al. 1999). Diese Permeabilitétssteigerung ist im Falle des P2X,R und des P2X4,R
schnell reversibel und fiihrt im Gegensatz zum P2X;R nicht zur Zytolyse (s.u.).

Die P2XR unterscheiden sich in ihrem Aktivierungsverhalten in Abhédngigkeit von der
Anwesenheit extrazelluldrer divalenter Kationen. Ca®" und Mg®" wirken in unterschiedlichem
Ausmal inhibierend auf die Aktivierung aller P2XR (Brake et al. 1994; Stoop et al. 1997; Ding
and Sachs 1999a). Die Anwesenheit von Zn*" und Cu®" beeinflusst die Subtypen der P2XR-
Familie in unterschiedlicher Weise. Die Anwesenheit von Zn*" (<100 uM) fiihrt zu einer
gesteigerten Aktivierung der P2X,.s5¢R (Le et al. 1998; Xiong et al. 1999), einem
unverdnderten Aktivierungsverhalten des P2X3;R und einer Inhibition der P2X;.7R (Virginio et
al. 1997).

Cu®" inhibiert die Aktivierung des P2X;R (Virginio et al. 1997; Acuna-Castillo et al. 2000),
potenziert die Aktivierung des P2X,R und bewirkt keine Verdanderung in der Aktivierung des
P2X,R (Xiong et al. 1999). Diese verschiedenen Effekte divalenter Kationen legen nahe, dass
unterschiedliche Mechanismen fiir die Beeinflussung der Rezeptoren verantwortlich sind oder
dass die Beeinflussung durch verschiedene Bindungsstellen der Rezeptorproteine fiir divalente
Kationen zu Stande kommt.

Die pH-Abhéngigkeit der P2XR ist sowohl in neuronalem Gewebe als auch in Zellen des
Immunsystems relevant. Im Nervengewebe erfolgt die ATP-Speicherung in prisynaptischen
Vesikeln mit saurem pH-Wert (Hollins and Ikeda 1997). Bei der Freisetzung von ATP kommt
es auch zu einer Freisetzung von Protonen und somit zu einem Wechsel des pH-Wertes. Eine
pH-bedingte verdnderte ATP-Empfindlichkeit der Zellen ist wahrscheinlich, zumal gezeigt
werden konnte, dass Protonen einen modulierenden Einfluss auf die Funktion der Rezeptoren
der P2XR-Familie haben (Stoop et al. 1997; Dixon et al. 2004).

Bei zelluldren Belastungssituationen wie bei einer intensiven neuronalen Stimulation, Ischdmie
oder Entziindung kommt es neben der Freisetzung von Zytokinen zu einer Ansduerung des
Extrazellularraums. Es ist von hohen Protonenkonzentration in entziindetem Gewebe (pH 5,4),
nach chirurgischen Eingriffen (pH 5,5), bei kardialer Ischdmie (pH 5,7) und in malignen
Tumoren berichtet worden (Gerevich et al. 2007). Verldssliche Messungen legen einen Abfall
des pH-Wertes auf 6,9 im entziindeten Gewebe nahe (Punnia-Moorthy 1987).

Eine Beeinflussung der P2XR durch Protonen kann iiber verschiedene Mechanismen erfolgen.
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Protonen konnen (Gerevich et al. 2007)

e zur ionischen Bindung von ATP fiihren,

die Affinitdt des Rezeptors fiir den Agonisten beeinflussen,

die Aktivierung des Kanals nach der Bindung des Agonisten beeinflussen,

die lonenpermeabilitit beeinflussen.

1.3 Der P2X,-Rezeptor

Der P2X,-Rezeptor (P2X,R) hat funktionelle Bedeutung bei der Signaltransduktion im zentralen
und peripheren Nervensystem. Er wurde erstmals aus Phdochromozytom-(PC12)-Zellen der
Ratte kloniert (Brake et al. 1994), wiahrend die humane cDNS 1999 aus der Hypophyse
amplifiziert werden konnte (Lynch et al. 1999). Das Rezeptorprotein setzt sich aus 472 AS
zusammen, wobei die extrazellulire Sequenz etwa 280 AS betrdgt und zehn Cystein- und neun
Histidylreste enthélt (North 2002).

Verschiedene Splice-Varianten mit unterschiedlicher zytoplasmatischer carboxyterminaler
Sequenz sind nachgewiesen und untersucht worden. Sie zeigen eine dhnliche ATP-Sensitivitit
(ECsp), aber eine unterschiedliche Desensitivierungskinetik. Infolge dieser Beobachtung wurde
die Hypothese iiber einen Zusammenhang zwischen der carboxyterminalen Sequenz und dem
Desensitivierungsverhalten formuliert (Brandle et al. 1997; Simon et al. 1997; Koshimizu et al.
1998).

Unklar ist nach wie vor die genaue Lokalisation der ATP-Bindungsstelle. Wasserstoffbriicken
in der extrazelluliren Schleife sind ebenso wie die AS Isoleucin an Position 67 (Ile®’) und Lysin
an Position 69 (Lys®”) und 308 (Lys’”) an der Ausbildung der Bindungsstelle beteiligt (Jiang et
al. 2000b; Wilkinson et al. 2006), wobei Lys’® eine Funktion bei der Kanalaktivierung
zugeschrieben wird (Cao et al. 2007). AuBBerdem gibt es Hinweise auf eine Bindung des ATP
zwischen den Untereinheiten des P2X,R (Marquez-Klaka et al. 2007).

Aller Wahrscheinlichkeit nach liegt der hP2X,R im nativen Gewebe sowohl als homomerer als
auch als heteromerer Komplex vor, da experimentelle Untersuchungen ergeben haben, dass die
Eigenschaften der klonierten homomeren und heteromeren Rezeptoren gut mit den
Eigenschaften im nativen Gewebe iibereinstimmen. Potenziell ist eine Assoziation mit den
Untereinheiten der hP2X;-, P2X;-, P2X;s- und P2X¢-Rezeptoren moglich (Torres et al. 1999).
Ein heteromerer Rezeptor aus hP2X,- und hP2X;-Untereinheiten mit eigenen von den
homomeren hP2X,- und hP2X;-Rezeptoren differierenden kinetischen Eigenschaften konnte
nach Koinjektion der RNS beobachtet werden (Radford et al. 1997). Weiterhin wurde der
biologische Nachweis der Heteromerenbildung aus hP2X,R- und hP2X;R-Untereinheiten in
sensorischen Neuronen erbracht (Lewis et al. 1995; McGaraughty et al. 2003; Wu et al. 2004).
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Der hP2X,R wird vor allem in neuronalem Gewebe wie sensiblen Neuronen des Nervus
trigeminus und des Hinterhornes des Riickenmarks, in sensorischen Neuronen (gustatorischen
Neuronen, Neuronen der Retina, Neuronen des Bulbus olfactorius), in autonomen
Ganglienzellen (Neuronen des gastrointestinalen Plexus myentericus, Chemorezeptoren des
Glomus caroticum) und in zahlreichen zentralnervosenen Strukturen (Substantia nigra, Locus
coeruleus, Area tegmentalis ventralis) exprimiert (Buell et al. 1996; Vulchanova et al. 1996).
Die funktionelle Bedeutung in den verschiedenen Expressionsgeweben ist nicht abschlieSend
geklart. Es besteht Evidenz fiir eine Bedeutung des hP2X,R bei sensorischer Wahrnehmung,
viszeraler Relaxation, neuropathischem Schmerz, Chemorezeption und fiir eine modulierende
Eigenschaft bei neuronaler Signaltransduktion (North 2002; Gever et al. 2006; Surprenant and
North 2008).

1.3.1 Agonisten

Bisher sind keine selektiven Agonisten fiir den P2X,R bekannt. Eine Aktivierung des Rezeptors
erfolgt nahezu dquivalent durch ATP, ATPyS und 2-meSATP. Die halbmaximale Aktivierung
(ECso) des Rezeptors erfolgt bei 19+ 3 uM ATP (Virginio et al. 1999). Der hP2X,R ist
insensitiv gegeniiber o,f—methyl-ATP sowie gegeniiber B,y—methyl-ATP (Valera et al. 1994;
Brake et al. 1994; Evans et al. 1995). Cytosin-5"-triphosphat (CTP) und ATP sind die einzigen
natiirlich vorkommenden auf den P2X,R wirksamen Triphosphate, wahrend UTP, Guanosin-5'-
triphosphat (GTP) und Inosin-5"-triphosphat (ITP) unwirksam sind (King et al. 1997).
Potenzierend auf die Kanalaktivierung wirken niedrige Konzentrationen von freien Zink- und
Kupferionen, die dazu in der Lage sind, die ATP-Antwort bis zu verzwanzigfachen (Wildman et
al. 1998; Xiong et al. 1999). Einzelkanaluntersuchungen haben ergeben, dass erst die Bindung
von drei ATP-Molekiilen eine Aktivierung bewirkt, dass die Bindung der verschiedenen ATP-
Molekiile nicht unabhingig voneinander, sondern chronologisch und kooperativ erfolgt und
dass der Kanal, um in zwei verschiedene Offnungszustinde zu gelangen, vier verschiedene

geschlossene Zustinde durchlduft (Ding and Sachs 1999a, b, 2000).

1.3.2 Antagonisten

Zurzeit sind keine selektiven Antagonisten fiir den hP2X,R bekannt. Die Anwesenheit von
divalenten Kationen, ausgenommen Kupfer und Zink (s.0.), wirkt der Kanalaktivierung
entgegen. Hemmend auf den Ioneneinstrom wirken mit absteigender Potenz Mangan (Mn”") >
Magnesium (Mg®") > Kalzium (Ca®>") > Barium (Ba*"). Die Stirke der Hemmung korreliert
positiv mit der lonengroBe (Ding and Sachs 1999b, 2000), welches die Vermutung stiitzt, dass
die Blockade durch eine Bindungsstelle fiir divalente Kationen in der Kanalpore verursacht
wird. Hemmend auf die Offnungswahrscheinlichkeit des Kanals wirken die divalenten Kationen

in der Potenz Ca®” > Mg®" > Ba® > Mn”>" (Evans et al. 1996; North 2002). Unter der
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Anwesenheit von Ca>" nimmt die maximale Stromstirke ab und es wird eine Desensitivierung
des Kanals ausgeldst (Ding and Sachs 2000). Die halbmaximale Inaktivierungskonzentration
(ICsy) fiir extrazelluldres Ca®” betrégt 5 mmol/l (Virginio et al. 1998; Ding and Sachs 2000).
Nicht-kompetitive Antagonisten sind Trinitrophenol-ATP, Coomassie Brilliant Blue, Suramin,
PPADS und Pyridoxal-5-Phosphat, die aber unspezifisch auch auf andere P2XR wirken (Evans
et al. 1995).

1.3.3 pH-Abhéngigkeit des P2X,-Rezeptors

Die pH-Abhéngigkeit des P2X,R ist von besonderem Interesse, da die in Neuronen mit
Katecholaminen vergesellschaftete ATP-Speicherung in présynaptischen Vesikeln bei
azidotischem pH (pH 5,4) erfolgt (Hollins and Ikeda 1997). Daher ist bei einer Freisetzung der
Transmitter von einer simultanen Beeinflussung des hP2X,R durch ATP und Hydroniumionen
auszugehen. Weiterhin kommt es im Falle von zerebraler Ischdmie, Hypoxie oder
Schlaganfillen ebenfalls zu einem Absinken des pH-Wertes (s.a 1.2), was einen Einfluss auf die
im zentralen und peripheren Nervensystem weit verbreiteten P2X,R haben kann.

Zahlreiche Untersuchungen der pH-Abhéngigkeit der Rezeptoraktivierung und der Stromstérke
sind unternommen worden (King et al. 1997; Stoop et al. 1997; Wildman et al. 1998; Ding and
Sachs 1999b, 2000; Clyne et al. 2002a, b). Es wurde gezeigt, dass ein saures Milieu (pH-Wert
im Bereich von 6,3) fiinf- bis zehnfach potenzierend auf die P2X,R-abhingige ATP-Antwort
wirkt. Dabei kommt es zu einer Linksverschiebung der ATP-Dosis-Wirkungs-Kurve ohne
Anderung der maximalen Reizantwortstirke bzw. des maximal aktivierenden Stromes.
Umgekehrt fiihrt eine Alkalisierung der extrazelluldren Losungen zu einer Rechtsverschiebung
der Dosis-Wirkungs-Kurve; die Rezeptoraffinitit zeigte sich bei einem pH-Wert von 8 vier- bis
fiinffach vermindert (Ding and Sachs 1999b). Dieser Potenzierungseftekt im sauren Milieu ist
einheitlich fiir ATP-Konzentrationen kleiner als 100 uM beschrieben worden. Im Falle hoherer
ATP-Dosen (> 100 uM) wurden unterschiedliche Ergebnisse publiziert: Einige Arbeiten
zeigten, dass der maximal aktivierende Strom vom pH-Wert unbeeinflusst ist (Stoop et al. 1997,
Clyne et al. 2002a), andere, dass es im aziden Milieu zu einer Erniedrigung des maximal
aktivierenden Stromes kommt (Stoop and Quayle 1998; Skorinkin et al. 2003).

Die differenzierteste Untersuchung der pH-Abhéngigkeit des P2X,R erfolgte durch Ding und
Sachs 1999. Sie konnten anhand von Einzelkanaluntersuchungen zeigen, dass es bei Absenkung
des pH-Wertes von 7,4 auf 6,3 zu einer Steigerung der Offnungswahrscheinlichkeit und der
Aktivierungsrate kommt, wahrend die Amplitude des einzelnen Stroms unverdndert bleibt (Ding
and Sachs 1999b).

Die Angaben fiir die maximale Potenzierung der Rezeptoraktivierung differieren von pH 5,5
(Wildman et al. 1998) iiber pH 6,3 (Stoop et al. 1997) bis pH 6,5 (King et al. 1997). Bei

weiterem Absenken des pH-Wertes konnte jeweils keine weitere Steigerung der
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Rezeptoraffinitit erzielt werden. Die Potenzierung von niedrigem pH und Zn®* scheint nicht
additiv zu sein (Wildman et al. 1998), was einen gleichgerichteten Wirkmechanismus nahelegt.
Um die durch die Kationen verursachten Effekte genauer zu erkldren, wurde durch den
Austausch  der neun  extrazelluldren  Histidinreste  eine  Verdnderung  der
Potenzierungseigenschaften untersucht (Clyne et al. 2002a). Bei einer der verdnderten Mutanten
(His*"’Ala) wurde die Potenzierung durch Protonen aufgehoben, wihrend zwei andere Mutanten
(His'*Ala und His*"’Ala) den Einfluss von Zink auf die Reizantwort aufhoben. Die daraus
abgeleitete Hypothese ist, dass die Histidinreste wesentlich an der Reizantwortstirke beteiligt
sind und dass die Bindungsstellen von H" und Zn®" an verschiedenen Stellen lokalisiert sind.
Die Beobachtung, dass eine Behandlung des Rezeptorproteins mit Diethylpyrocarbonat
(DEPC), welches Histidylreste irreversibel denaturiert, ohne Einfluss auf die
Rezeptoraffinitdtssteigerung war, spricht allerdings dagegen. Jedoch kann nicht ausgeschlossen
werden, dass DEPC die Histidinreste iiberhaupt nicht erreichte und somit keine Denaturierung
stattfand (Wildman et al. 1998). Eine Verdnderung der ebenfalls extrazelluldr lokalisierten
Cysteinreste hatte keinen Einfluss auf die pH-Abhédngigkeit der Stromstdrke, aber auf die
Potenzierung durch Zn** und auf die Potenz der Agonisten (Clyne et al. 2002b).

1.4 Der P2X7-Rezeptor

Der P2X;-Rezeptor (P2X5R) wurde erstmals 1996 von Surprenant et al. aus Makrophagen und
Rattenhirn kloniert (Surprenant et al. 1996), 1997 folgte die humane cDNS-Klonierung aus
Monozyten (Rassendren et al. 1997). Die Transkription der cDNS des humanen (hP2X;R) und
des Ratten-P2X;-Rezeptors (rP2X;R) fiihrt zu einem zu 80 % identischem Rezeptorprotein. Der
hP2XR ist weniger sensitiv fiir Agonisten und zeigt schneller deaktivierende Strome nach Ende
der Applikation des Agonisten. In geringerem Ausmaf} als der rP2X-R neigt der hP2X;R bei
langandauernder Applikation eines Agonisten zur Induktion einer Zellmembranpermeabilitat fiir
Molekiile mit hoherem Molekulargewicht (YO-PRO 1) (Rassendren et al. 1997).

Der P2X;R ist identisch mit dem frither in Mastzellen, Makrophagen, Fibroblasten,
Lymphozyten, Erythrozyten und Leukozyten beschriebenen zytolytischen P2Z-Rezeptor
(Dahlquist and Diamant 1974; Gordon 1986; Surprenant et al. 1996).

Im Vergleich zu den anderen Rezeptoren der P2XR-Familie benétigt er fiir die Aktivierung
wesentlich hohere Agonisten-Konzentrationen im Bereich von iiber 100 uM ATP (Jacobson et
al. 2002), obwohl am hP2X,R eine weitere hochaffine Bindungsstelle im niedrig mikromolaren
Bereich beschrieben worden ist (Klapperstiick et al. 2001). Weiterhin wird beim P2X;R keine
Verstirkung, sondern nur eine Hemmung der Aktivierung durch die divalenten Kationen Cu**
und Zn*" verursacht. P2X;R 16sen intrazelluldre Signalkaskaden aus, die fiir andere P2XR so

nicht beschrieben sind (s.u.).
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1.4.1 Lokalisation und biologische Bedeutung

Der P2X;R zeigt die hochste Expression in Epithelzellen und Zellen des Immunsystems. Er ist
in Zellen des Knochenmarks und des Bronchialepithels, in Makrophagen und Histiozyten
(gewebestdndigen Makrophagen beispielsweise in Leber und Milz), Lymphozyten und
dendritischen Zellen, Zellen der Retina, Osteoblasten und Osteoklasten zu finden (Surprenant et
al. 1996; Collo et al. 1997; Mutini et al. 1999; Di Virgilio et al. 2001; Gartland et al. 2001).
Dem Rezeptor wird eine Bedeutung bei der Modulation von Immunantwort, Entziindung,
Zellproliferation, Zelltod, FElimination intrazelluldrer Pathogene, Knochenaufbau und
Knochenresorption zugeschrieben (Jiang 2008). Nach der Aktivierung des P2X;R erfolgt nicht
nur die Offnung eines Ionenkanals, sondern eine vielfiltige Antwort auf den Stimulus in Form
einer zytoskelettalen Reorganisation, einer Freisetzung proinflammatorischer Zytokine und
einer Apoptose oder Nekrose (Chen and Brosnan 2006b).

Die Beteiligung des P2X;R an der Entziindungsantwort wird unter anderem durch die
Freisetzung von Zytokinen wie IL-1p aus Makrophagen vermittelt. Diese Zytokine binden sich
an Rezeptoren der Zielzellen und bewirken dort die Hochregulation von an der
Entziindungsantwort ~ mitwirkenden = Genprodukten = wie  Matrix-Metalloproteinasen,
Cyclooxygenase-2, IL-6 und zelluldiren Adhdsionsmolekiilen (Solle et al. 2001; Samad et al.
2001). Gleichzeitig erfolgt durch Zytokine wie IL-1p im Sinne einer proinflammatorischen
Stimulation der Leukozyten eine verstarkte Expression und Sensibilisierung des P2X;R fiir den
Agonisten BZATP (Humphreys and Dubyak 1998; Narcisse et al. 2005). Der P2X;R spielt somit
eine entscheidende Rolle in der Amplifikation der Entziindungsantwort.

Weiterhin hat der P2X5R eine essenzielle Bedeutung fiir die Differenzierung und Proliferation
der Lymphozyten (Baricordi et al. 1999; Budagian et al. 2003; Tsukimoto et al. 2006), der
Differenzierung der antigenprasentiecrenden Zellen (Mutini et al. 1999) sowie bei der
Entstehung von mehrkernigen Riesenzellen (Chiozzi et al. 1997; Di Virgilio et al. 1999). Der
P2X;R hat Relevanz fiir die Expression von Oberflichenmolekiilen wie L-Selektin (CD62L)
und dem Komplement-Rezeptor Typ II (CD21), welche die Leukozytenmigration und die
Aktivierung von B-Lymphozyten beeinflussen (Sengstake et al. 2006; Chen and Brosnan
2006b).

Die Aktivierung des Rezeptors fiihrt zur Polymerisation von Aktinfilamenten in Makrophagen,
was eine entscheidende Bedeutung bei der Phagozytose, der Zellmigration und der Fusion von
Phagosomen und Lysosomen besitzt (Kuehnel et al. 2009a, 2009b).

Aus den vielfiltigen belegten Beinflussungsmechanismen der Immunantwort durch den P2X;R
und den Untersuchungen von P2X;R-defizitdiren Méusen wird offenbar, dass der P2X;R ein

zentraler Regulator der Entziindungsreaktion ist (Chen and Brosnan 2006b).
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Der P2X,R zeigt auch Verbreitung in neuronalem Gewebe wie Astrozyten und Gliazellen mit
der Funktion der Neurotransmitter- respektive der Zytokinfreisetzung (Duan et al. 2003;
McGaraughty et al. 2007).

Vielerlei weitere Expressionsorte sind von moglicher physiologischer und pathophysiologischer
Bedeutung etwa beim Schmecken (Expression in Zellen der Geschmacksknospe) (Surprenant
and North 2008), der Alzheimer Krankheit (Parvathenani et al. 2003), der Depression (Lucae et
al. 2006), der interstitiellen renalen Fibrose durch Apoptose von mesangialen Zellen des
Nierenglomerulus (Surprenant and North 2008) und der Arthritis (Labasi et al. 2002; Caporali et
al. 2008).

Des Weiteren ist der P2X;R in die Schmerzwahrnehmung involviert (McGeraughty and Jarvis
2006; Shieh et al. 2006). Bei Einsatz der P2X;R-Antagonisten (5-Quinolyl, A-740003) und bei
der Beobachtung von P2X;R-defizitdiren Médusen konnte die antinozizeptive Wirkung einer
Ausschaltung des P2X-R insbesondere bei Inflammation und neuropathischen Schmerzen
nachgewiesen werden (Honore et al. 2006; McGaraughty et al. 2007; Hughes et al. 2007,
Romagnoli et al. 2008; Carroll et al. 2008Db).

Die Aktivierung von Makrophagen, Lymphozyten und dendritischen Zellen als Zellen des
Immunsystems erfolgt bei zelluldren Belastungssituationen wie Entziindung, Infektion und
Gewebezerstorung. Hierbei kommt es neben der Freisetzung von Zytokinen auch zu einem
Absinken des extrazelluldren pH-Wertes (Gerevich et al. 2007). Das Entziindungsgeschehen ist
somit typischerweise mit Azidose vergesellschaftet (Punnia-Moorthy 1987; Dray 1995;
Marchand et al. 2005), und zahlreiche Nozizeptoren werden durch Protonen aktiviert und
sensibilisiert (McCleskey and Gold 1999; Kress and Zeilhofer 1999; Wemmie et al. 2006). Der
Effekt der Protonen auf den P2X-R ist daher von groBem Interesse, um die Funktion der P2X;R
in entziindetem Gewebe zu verstehen.

Anhand der gut belegten antinozizeptiven Wirkung der P2X;R-Antagonisten iiberschlug sich
die Entwicklung im Bereich der Erforschung von selektiven Antagonisten, so dass sich seit
Oktober 2008 ein hP2X,R-Antagonist als Wirkstoff zur Behandlung der rheumatoiden Arthritis
und anderen entziindlichen Systemerkrankungen in der Erprobung befindet (klinische Phase-I-
Studie, (Evotec AG 2009)).

Eine weitere interessante Beobachtung mit moéglicher therapeutischer Relevanz ist das Auftreten
des P2X;R in Tumorzellen wie Neuroblastomzellen, Hautkrebszellen, préainvasiven
Mammakarzinomzellen, Prostatakarzinomzellen und B-Lymphozyten bei chronisch
lymphatischer Leukdmie (Adinolfi et al. 2005). Bei den Lymphomzellen kommt es bei geringer
tonischer Aktivierung des P2X;R zu einer gesteigerten Proliferationsrate der entarteten Zellen,
wihrend eine starke akute Stimulation des P2X;R durch Nukleotidanaloga zum Zelltod fiihrt
(Adinolfi et al. 2002). Angesichts der progredienten Inzidenz der chronisch lymphatischen

Leukédmie und der nach wie vor eingeschriankten Therapieoptionen bei allen oben genannten
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Karzinomen bietet die weite Verbreitung des hP2X;R im entarteten Gewebe eine Grundlage fiir

weitere Forschungsbemiihungen auf diesem Gebiet.

1.4.2 Die Rezeptorstruktur

Im Vergleich zu den anderen Mitgliedern der P2XR-Familie hat der P2X;R die léngste
Aminoséuresequenz (595 AS), die ldngste carboxyterminale zytoplasmatische Doméne
(244 AS) mit einer zusitzlichen hydrophoben Sequenz (zwischen AS an Postion 510 und 530)
und die geringste Sequenzhomologie mit den anderen Mitgliedern der P2X-Rezeptor-Familie
(<25%) (North 2002). Die Stochiometrie des hP2X;R ist nicht abschlieBend geklirt, die
aktuelle Datenlage ldsst jedoch behaupten, dass der Kanal als Multimer und insbesondere als
Trimer vorliegt (Nicke et al. 1998, 2008).

Es wurde lange davon ausgegangen, dass die Untereinheiten des hP2X,;R keine
Heteromerenbildung mit Untereinheiten der anderen hP2XR zeigen (Torres et al. 1999). In der
jingeren Vergangenheit hat sich jedoch ein Anhalt fiir eine Heteromerenbildung von
Untereinheiten des hP2X;R mit dem hP2X,R gezeigt (Guo et al. 2007; Dubyak 2007). Dennoch
ist davon auszugehen, dass die homomere Assoziation von P2X;R-Untereinheiten der
dominante Assoziationsstatus ist (Nicke 2008).

Die Ligandenbindungsstelle des hP2X;R liegt im Bereich der etwa 280 AS langen
extrazelluliren Schleife. Positiv geladene Lysinreste (Lys'”, Lys’'") sind entscheidend fiir die
Bindung des negativ geladenen ATP am P2X;R (Worthington et al. 2002). Die trimere Struktur
des Rezeptors legt nahe, dass zur vollstindigen Aktivierung die Bindung dreier Liganden
erforderlich ist.

Der hP2X;R hat eine biphasische Aktivierungskinetik, da er iiber verschiedene ATP-
Bindungsstellen mit unterschiedlichem Effekt auf die Rezeptoraktivierung verfiigt, die sich
durch eine unterschiedliche Affinitdt fiir Agonisten auszeichnen. Die hochaftine Bindungsstelle
hat einen Kp-Wert (Kp,) im Bereich von 4 uM ATP*, wihrend die niedrigaffine Bindungsstelle
nur bei hoheren Agonisten-Konzentrationen besetzt wird und einen Kp-Wert (Kp,) von etwa
220 uM ATP?* besitzt. Offen bleibt, ob die Bindung eines Molekiils ATP* im Sinne einer
negativen Kooperativitit die Bindung eines weiteren ATP*-Molekiils hemmt oder ob die
Bindungsstellen von vorneherein von unterschiedlicher Affinitdt sind (Klapperstiick et al.
2001). Ersteres erscheint anhand der vermutlich homotrimeren Struktur des hP2X;R (Nicke
2008) wahrscheinlicher. Die Aktivierung und die Deaktivierung des P2X-R zeichnen sich durch
eine Zweiphasigkeit aus: Der aktivierende Strom besteht aus einer exponentiellen séttigenden
und aus einer linear zunehmenden Komponente, die beide mit zunehmender Agonisten-
Konzentration ansteigen. Auch bei der Deaktivierung des hP2X,R kénnen zwei, ndmlich eine
schnell und eine langsam exponentiell abklingende Stromkomponente unterschieden werden

(Klapperstiick et al. 2001).
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Der P2X;R assoziiert mit verschiedenen anderen Proteinen, denen entscheidende Bedeutung fiir
die Besonderheiten der Signaltransduktion zugeschrieben wird. Mittels Proteomanalyse wurde
die Interaktion des hP2X,;R mit elf verschiedenen Proteinen beschrieben (Kim et al. 2001).
Diese Proteine sind dem Zytoskelett zuzuordnen (Integrin f2, Laminin-a3, B-Aktin, a-Aktinin,
Supervillin), sind entscheidend fiir die Signaltransduktion (Integrin f2, Membran-assoziierte
Guanylatzyklase, Phosphatidylinositol-4-Kinase (PI4K) und Rezeptorprotein
Tyrosinphosphatase  (RPTPf)) oder sind Hitzeschockproteine (Hsp 90, Hsp 70, Hsc 71).

Die PI4K konnte durch PIP2-Bildung bei Einwirkung der Phospholipase C den IP;- und
Diacylglycerin-Signalweg aktivieren oder aber eine direkte Aktivierung der Phospholipase D
bewirken (Kim et al. 2001). Die RPTPp ist auf niedrigem Niveau konstant aktiv. Zu einer
gesteigerten Aktivitdt der RPTPB kommt es bei Ligandenaktivierung des P2X;R-Kanals durch
eine supramaximale Agonisten-Konzentration. Dieses bewirkt eine verminderte Bindung an das
Zytoskelett und eine Desensitivierung des Kanals. Es konnte sich somit um einen Mechanismus
der Autoregulation beziehungsweise der Herunterregulation des Rezeptors handeln und damit
eine Schutzfunktion der Zelle vor hohen Nukleotidmengen darstellen, um die Zellintegritit zu
bewahren (Kim et al. 2001). Die Assoziation des Hitzeschockproteins Hsp 90 mit dem hP2X;R
ist ndher untersucht worden. Die Phosphorylierung des Hsp 90 in Assoziation mit dem P2X;R
hemmt die Rezeptoraktivierung und ist ein moglicher weiterer Mechanismus der
Herunterregulation des P2X;R (Adinolfi et al. 2003). Weiterhin konnte der Einfluss des hP2X;R
auf das Zytoskelett anhand seiner Beteiligung an der Aktivierung der Aktin-Polymerisierung
gezeigt werden (Kuehnel et al. 2009a, 2009b).

Eine Interaktion des rP2X5R ist auch mit den epithelialen Membranproteinen (EMP-1, EMP-2,
EMP-3 und PMP-22) beobachtet worden. EMP-2 ist ein 167 AS langes Protein mit vier
Transmembrandoménen und zeigt eine direkte Interaktion mit der C-terminalen Doméine des
P2X;R. Bei Abwesenheit der C-terminalen Doméne erfolgt keine Assoziation und es kommt bei
der Aktivierung des Kanals zu einer verminderten Permeabilitidtszunahme (s.u.) des Kanals.
Eine Uberexpression der epithelialen Membranproteine durch einen bis dato unklaren
Wirkmechanismus fiihrt zu Zellhydrops, Membranabschniirungen und einer Reduktion der
Uberlebensrate der Zellen. Die EMP sind ubiquitéir vorkommende Molekiile. Mdglicherweise
stellt eine Aktivierung des hP2X5R einen Triggerfaktor zum Zellhydrops durch die EMP dar
(Wilson et al. 2002).

1.4.3 Signaltransduktion

Als Folge der P2X;R-Aktivierung kommt es zu einer Reihe von Second-messenger-abhéngigen
Effekten. Es kommt zur Aktivierung der Phosphatidylcholin-spezifischen Phospholipase D
(PLD) in humanen und murinen Makrophagen (El-Moatassim and Dubyak 1992, 1993;
Humphreys and Dubyak 1996) und in humanen leukdmischen Lymphozyten (Gargett et al.
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1996). An der Aktivierung der PLD sind die gesteigerte zytosolische Konzentration von
divalenten Kationen wie Ca*", Ba*" und Sr*" (Gargett et al. 1996) und die PI4K (s.0.) beteiligt.
Die Aktivierung der PLD durch die BzATP-induzierte P2X;R-Aktivierung ist vom pH-Wert
abhingig. Die Aktivierung der PLD ist im physiologischen pH-Bereich (7,5) maximal und im
alkalischen und sauren Milieu geringer. Hingegen ist die Depolarisation der Zellen nach der
BzATP-abhingigen Aktivierung des P2X;R bei verschiedenen pH-Werten unverdndert. Die
Aktivierung der PLD ist somit keine Voraussetzung fiir die P2X;R-abhidngige Porenbildung (EI-
Moatassim and Dubyak 1993).

Weiterhin gibt es auch Hinweise fir die P2X,R-abhingige Aktivierung der Phospholipase A,
(PLA),) (Alzola et al. 1998), die an der Synthese von Arachidonsdurederivaten beteiligt ist.

Die Aktivierung der hP2X;R durch ATP ist ein Stimulus fiir die Freisetzung von IL-1f (und
IL-18) aus mit Lipopolysaccharid-vorbehandelten Monozyten und Makrophagen (Mehta et al.
2001; Perregaux et al. 2001; Ferrari et al. 2006; Chen and Brosnan 2006b). Der erste Schritt zur
Interleukin-Freisetzung wird durch entziindungsassoziierte Stimuli wie die Lipopolysaccharid-
Vorbehandlung der Zellen initiiert, die zu einer gesteigerten Produktion von biologisch
inaktivem Prointerleukin-1p, aber nur zu einer geringen Freisetzung von reifem IL-1 fiihrt. In
einem zweiten Schritt sind Sekretionsstimuli wie ATP (aber auch bakterielle Toxine oder unter
experimentellen Bedingungen K -Ionophore wie Nigericin) notwendig. Hierdurch kommt es zu
einem Ausstrom von K'-Ionen aus der Zelle, was das Interleukin-1-convertierende Enzym
(Caspase-1) enthemmt. Folglich wird die posttranslationale Prozessierung von IL-1p durch die
Caspase-1 beschleunigt und die IL-1B-Freisetzung forciert (Solle et al. 2001; Mehta et al. 2001;
Perregaux et al. 2001; Le Feuvre et al. 2002).

Neben der Beeinflussung der Zelle auf translationaler Ebene hat die Aktivierung des P2X;R
auch Einfluss auf die Transkription, wie die Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF«xB und
die mogliche Aktivierung der Transkriptionsfaktoren NFAT und CREB zeigt (Chen and
Brosnan 2006b).

Aus den aufgefiihrten Erkenntnissen wird offenbar, dass der hP2X;R auf mehreren Ebenen in
den Zellmetabolismus eingreift und vielféltige Interaktionen mit anderen Signalkaskaden

eingeht.

1.4.4 Agonisten

Der potenteste bekannte Aktivator des P2X;R ist 2,3°-O-(4-benzoyl)-benzoyl-ATP (BzATP).
Darauf folgen in absteigender Effektivitdt ATP, 2-meATP, ATPyS und ADP (Surprenant et al.
1996). Jedoch erwies sich ADP in Einzelkanalmessungen am hP2X;R als wirkungslos
(Markwardt et al. 1997; Riedel et al. 2007a). Als unwirksam sind of-methyl-ATP, By-Methyl-
ATP, UTP und Adenosin beschrieben worden (Surprenant et al. 1996). Es konnte jedoch auch
eine Aktivierung des P2X;R durch af-methyl-ATP nachgewiesen werden (Seyffert et al. 2004).
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BzATP ist an allen anderen P2XR weniger oder hochstens genauso potent wie ATP, im Fall des
P2X4R hingegen ist BZATP ein zehn- bis dreifigfach potenterer Aktivator als ATP (North 2002;
Gever et al. 2006). Als der aktive Ligand wird vielfach das freie, vierfach negativ geladene ATP
[ATP*] diskutiert (North 2002), welches in Abhingigkeit vom Ionenmilieu und pH-Wert nur
einen Teil des gesamten gelosten ATP ausmacht. Dieses wiirde erkléren, dass relativ hohe ATP-
Konzentrationen (~100 uM) fiir die Aktivierung des Rezeptors benétigt werden (Jacobson et al.
2002). Diese These wird weiterhin gestiitzt durch die inhibitorische Wirkung von divalenten
Kationen auf die Kanalaktivierung (s.u.) und die Tatsache, dass bei Abwesenheit sdmtlicher
divalenter Kationen durch [ATP*] ein hP2X,R-abhingiger Strom auslosbar ist, dessen
Amplitude sich nicht wesentlich von der in Ba*-haltigen Medien gemessenen Strémen

unterscheidet (Klapperstiick et al. 2001).

1.4.5 Antagonisten und Inaktivierung

Historisch etablierte potente Antagonisten des hP2X;R, aber nicht des rP2X;R, sind KN-62,
KN-04 (Gargett and Wiley 1997) und Coomassies Brilliant Blue G (Jiang et al. 2000a). Ein
weiterer Antagonist ist oxidiertes ATP (0ATP), das nach einer mehrstiindigen Inkubationszeit
den Kanal irreversibel inaktiviert (Wiley et al. 1994; Surprenant et al. 1996; Humphreys and
Dubyak 1996). Weiterhin sind Suramin, das Suramin-Analogon NF279 und PPADS in relativ
hoher Konzentration Kanalblocker (Rassendren et al. 1997; Klapperstiick et al. 2000b).

Eine nicht-kompetitive Hemmung des rP2X;R-abhingigen Ionenkanals wird auch durch
Calmidazolium verursacht mit der Besonderheit, dass es den Kationeneinstrom hemmt, aber die
Aufnahme von grofleren Molekiile wie beispielsweise YO-PRO 1 (629 Da) unbeeinflusst 1dsst
(Virginio et al. 1997). Calmidazolium hemmt direkt spannungsabhingige Ionenkanéle und ist
auerdem bei zytoplasmatischer Lokalisation in der Lage, die Calcium-Calmodulin-abhingige
Proteinkinase zu hemmen. Aus der Tatsache, das nur extrazellulédr appliziertes Calmidazolium
den rP2X;R-abhéngigen lIonenkanal beeinflusst (Virginio et al. 1997), lisst sich schlieen, dass
Calmidazolium an der extrazelluldren Oberfldche des Rezeptors ansetzt und somit Calmodulin-
unabhingig entweder eine direkte selektive Kanalblockade ohne Beeinflussung der
Porenbildung oder aber eine allosterische Verdnderung des Rezeptors bewirkt.

Die oben genannten nicht-selektiven Antagonisten sind abgeldst worden von einer Reihe neuer
Molekiille mit hoher Diversitit in ihrer molekularen Struktur (zyklische Imide,
Diarylimidazoline, adamantane Amide, Cyanoguanidine und substituierte Aryltetrazole,
Arylhydrazide). Diese Molekiile befinden sich in der Erprobung, um selektive, therapeutisch
nutzbare Antagonisten fiir den hP2X;R zu etablieren (Nelson et al. 2008; Carroll et al. 2008a).
Der hP2X,R ist sensitiv gegeniiber dem extrazelluldren lonenmilieu. Folgende divalente
Kationen haben mit absteigender Potenz hemmende Wirkung auf die Kanalaktivierung (Cu®" >

Cd* = Zn™ > Ni*" >Mg"" = Co’" > Mn*" > Ca* = Ba® >Sr’). Die Hemmung ist
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konzentrationsabhéngig (Virginio et al. 1997). Der Mechanismus der Hemmung ist bisher nicht
abschlieBend geklért. Verschiedene Mechanismen werden diskutiert: Zum einen kdnnen die
divalenten Kationen eine Komplexierung des ATP (MgATP*, CaATP*) bewirken und damit
die freie ATP*-Konzentration vermindern (Klapperstiick et al. 2001). Die Annahme, dass
ATP* anstelle von MgATP* der wirksame Agonist ist, kann die aus der Anwesenheit von
divalenten Kationen resultierenden Rechtsverschiebung der Konzentrations-Wirkungs-Kurve
fiir die absolute ATP-Konzentration erkldren (Di Virgilio et al. 1998). Zum anderen konnte die
direkte Blockade der Ionenkanalpore eine Rolle spielen. Dagegen spricht allerdings, dass die
Hemmung spannungsunabhingig ist (Virginio et al. 1997). Die experimentellen
Untersuchungen von Virginio et al schlieBen nicht aus, dass diese zwei Faktoren eine Rolle
spielen, legen aber in einer dritten Hypothese nahe, dass die Anwesenheit von Kationen einen
allosterischen Effekt hat, der eine verminderte Affinitdt der Ligandenbindungsstelle verursacht
oder das Offnen des Kanals nach Agonistenbindung beeinflusst (Virginio et al. 1997). Es
bestehen Hinweise darauf, dass es Mg*"-Bindungsstellen in der extrazelluliren AS-Sequenz des
P2X;R gibt (His"’, His*""), die fiir die Inhibition durch Mg®" essenziell sind (Acuna-Castillo et
al. 2007).

1.4.6 Leitfihigkeitseigenschaften und Porenbildung

Der hP2XR ist ein bifunktionales Molekiil. Zum einen bewirkt eine kurze Aktivierung (1-3 s)
durch BzATP und ATP eine reversible schnelle Membrandepolarisation mit einem
einwiartsgerichteten Kationenstrom, der intrazelluldre Signalkaskaden nach sich zieht (s.o.).
Zum anderen kommt es bei andauernder oder wiederholter Aktivierung des P2X,;R zu
zunehmender Permeabilitit der Zellmembran fiir Molekiile bis 831 Da (in B-Lymphozyten bis
200-300 Da) (Steinberg et al. 1987; Surprenant et al. 1996; Rassendren et al. 1997). Die
Permeabilitatssteigerung wird auch bei den P2X,R und P2X,R beobachtet (Virginio et al. 1999),
einzigartig ist aber die als Folge der Permeabilititssteigerung auftretende Zytotoxizitdt der
P2X;R-Aktivierung. Die Stimulation des P2X;R kann zur Apoptose und/ oder Nekrose der
Zelle fiihren. Ob die Permeabilitdtssteigerung durch die Dilatation des lonenkanals oder durch
die Assoziation der P2X;R mit einem kanalbildenden Protein zu Stande kommt, ist ungeklart
(North 2002). Porenbildenden Membranproteinen wie Pannexin 1 (Pelegrin and Surprenant
2006; Di Virgilio 2007) wird ebenso eine Bedeutung zugeschrieben wie intrazelluldren
Signalkaskaden mit Aktivierung der Caspase-1 (Perregaux et al. 2001). Die Aktivierung der
Caspase-1 scheint jedoch keine zwingende Voraussetzung flir den Zelltod zu sein, da die
Zytolyse auch in Caspase-1-defizitdren Zellen beobachtet werden konnte (Le Feuvre et al. 2002;
Chen and Brosnan 2006b). In Thymozyten konnte die Beteiligung der durch extrazelluldre

Signale regulierten Proteinkinase ERK 1/2 am Zelltod nachgewiesen werden. Des Weiteren
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konnte gezeigt werden, dass die Porenbildung aber auch unabhéngig von der ERK 1/2-
Aktivierung ablaufen kann (Auger et al. 2005). Die P2X,R-abhingige Porenbildung ist
abhingig von der intrazelluldren Kalzium-Konzentration und der Aktivierung der MAP-Kinase
(Lajdova et al. 2004; Faria et al. 2005).
Mittlerweile gewonnene FErkenntnisse sind: Die Prozesse, die zur Zytolyse fiihren, sind
abhingig von der Dauer der Inkubation, der ATP-Konzentration und dem P2X;R-
exprimierenden Zelltyp (Chen and Brosnan 2006b). Die IL-1pB-Freisetzung findet unabhingig
von der Porendilatation statt (Grahames et al. 1999; Chessell et al. 2001). Die IL-1p3- und IL-18-
Freisetzung der ATP-exponierten Zelle setzt ein, bevor es zur Freisetzung von mit Apoptose
vergesellschafteten Proteinen kommt (Ferrari et al. 1997). Bei hoherer Expressionsdichte des
P2X;R kommt es schneller zur Permeabilititssteigerung der Zellmembran (Chessell et al. 2001).
Der Kanal verbleibt Kationen-selektiv und die Permeabilitdtssteigerung ist progredient
(Virginio et al. 1999). Die Porenbildung ist nicht abhingig vom Ionenstrom iiber den
ligandenaktivierten Kanal (Surprenant et al. 1996; Virginio et al. 1997), ist aber an die
Expression und Funktion des P2X-;R gekniipft, da sich bei P2X;R-defizitdren Méausen keine
Permeabilitatssteigerung zeigt (Chen and Brosnan 2006a).
Die lange carboxyterminalen Sequenz bezichungsweise die Interaktion dieser Sequenz mit
assoziierten Membranproteinen (Wilson et al. 2002) scheint eine Voraussetzung fiir die
Permeabilititssteigerung zu sein, da ein verkiirzter Kanal (C-terminal um 177 AS gekiirzt) zwar
eine analoge kurze Kanalaktivierung zeigt, jedoch bei ldngerer Applikation eines Agonisten
keine Permeabilititssteigerung zu beobachten ist (Surprenant et al. 1996). Allerdings sind die
ATP-induzierten Stromamplituden bei trunkierten hP2X;R deutlich gegeniiber dem
Vollldngenrezeptor reduziert und die Kanalkinetik wird durch die Entfernung des C-Terminus
deutlich verandert (Becker et al. 2008).
Zwei verschiedene Erklarungsmodelle fiir die Permeabilititssteigerung werden diskutiert (North
2002; Liang and Schwiebert 2005):
1. Die Permeabilititsteigerung kommt durch eine zunechmende Dilatation des Ionenkanals zu

Stande. Dafiir spricht,

e dass der Permebilitdtszuwachs progredient ist (Virginio et al. 1999),

e dass in der Regel Kanalblocker beide Komponenten betreffen (Coomassie Brillant Blue,

divalente Kationen, Suramin, oATP),

e dass die Porenbildung in heterologen Expressionssystemen beobachtet werden kann,

e dass auch andere Rezeptoren der P2XR-Familie einen Permeabilitidtszuwachs zeigen.
2. Der lonenkanal und die Pore sind zwei verschiedene Lokalisationen. Dafiir spricht,

e dass es gelungen ist, hemmende Wirkstoffe zu finden, die nur den Kationeneinstrom

(Calmidazolium, s.0.) beeinflussen (Virginio et al. 1997),
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e dass bei einem C-terminal verkiirzten (s.0.) Mutanten die Kanalaktivitét erhalten ist,
wihrend die Porenbildung unterbleibt (Surprenant et al. 1996),

e dass ohne eine Beteiligung von zweiten Botenstoffen wie Ca*’, MAP-Kinase und
MEKK-Kinase keine Zytolyse stattfindet (Lajdova et al. 2004; Faria et al. 2005),

e dass Maitotoxin eine Pore mit sehr dhnlichen Eigenschaften 6ffnen kann, ohne den
P2X;R zu beeinflussen (Schilling et al. 1999),

e dass in bestimmten Expressionssystemen wie bei der Expression des hP2X;R in
Xenopus-Oozyten (Klapperstiick et al. 2000a) oder in B-Lymphozyten (Bretschneider et
al. 1995; Lohn et al. 2001) keine Porenbildung beobachtet wird,

e dass in Einzelkanalexperimenten keine Anzeichen fiir eine Porendilatation wie ein
Anstieg des FEinzelkanalstroms oder Verdnderungen des Permeationsverhaltens
einzelner hP2X;R-abhéngiger lonenkanile gefunden wurden (Riedel et al. 2007a, b),

e dass eine Beteiligung von Pannexin-1 an der apoptotischen Zellantwort nachgewiesen

ist (Pelegrin and Surprenant 2006; Locovei et al. 2007; Pelegrin and Surprenant 2007).

Die aktuelle Datenlage stiitzt cher das zweite Erklarungsmodell (Liang and Schwiebert 2005; Di
Virgilio 2007). Nach wie vor bleiben jedoch einige Fragen offen zu der genauen Struktur und zu
der Aktivierung des Komplexes, der fiir die Permeabilitétssteigerung verantwortlich ist.

Die Experimente dieser Arbeit betreffen nur die Funktion des hP2X;R als ligandenaktivierten
Ionenkanal, da die Applikation der Agonisten nur kurzzeitig mit anschlieBender dreiminiitiger
Erholungsphase erfolgte und da gezeigt werden konnte, dass die Aktivierung des hP2X,R bei
der Expression in Oozyten nicht zur Porenbildung fiihrt (Klapperstiick et al. 2000a, 2001; Boldt
et al. 2003; Riedel et al. 2007a, b).

Es ist beschrieben worden, dass der hP2X;R bei wiederholter Exposition mit submaximalen
ATP- und BzATP-Konzentrationen einen progredienten Zuwachs der Stromgrofle zeigt (Hibell
et al. 2000). Ob die Ursache dafiir eine Porendilation oder vielmehr eine Affinitéitssteigerung fiir
Agonisten ist, bleibt ungeklirt. Weiterhin ist gezeigt worden, dass nach Applikation von ATP
die Sensitivitit des Rezeptors fiir dessen Metabolite, ADP und AMP, zunimmt (Chakfe et al.
2002). Die Relevanz ergibt sich aus der physiologisch vorkommenden Degradation von ATP zu
ADP, AMP und Adenosin im Extrazellularraum (Zimmermann 1996). Im Widerspruch dazu
steht, dass an Einzelkanaluntersuchungen am hP2X;R keinerlei Aktivierbarkeit durch ADP
beobachtet wurde (Markwardt et al. 1997; Riedel et al. 2007a).

Kim et al. konnten hingegen zeigen, dass bei supramaximalen Agonisten-Konzentration eine
Desensitivierung des hP2X;R erfolgt (Kim et al. 2001).

Eine mogliche Schlussfolgerung ist, dass die Sensitivierung eine erhdhte Adaptationsfahigkeit
der Zelle auf das extrazelluldre Milieu bewirkt, wahrend die Desensitivierung im Sinne einer

Protektion vor der Zytolyse stattfindet. Andererseits sind die Ergebnisse durch Messungen
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P2X;R-abhédngiger Ganzzellstrome oder durch noch indirektere Methoden der P2X;R-
Charakterisierung (P2X;R-abhingige Ca’’-Erhohung im Zytosol oder Aufnahme von
Fluoreszenzfarbstoffen) gewonnen worden. Hierbei ist immer die Kontamination durch

zusitzliche indirekt durch die Aktivierung des P2X;R induzierte Permeationswege moglich.

1.4.7 pH-Abhingigkeit des P2X,-Rezeptors

Die Funktion des P2X;R ist pH-abhingig. Es konnte gezeigt werden, dass die Aktivierung des
Kanals im aziden Bereich geringer ist (Rozengurt et al. 1977; Steinberg et al. 1987; Dubyak and
El-Moatassim 1993).

1997 untersuchten Virginio et al. den Einfluss von Protonen auf den P2X;R (Virginio et al.
1997). Sie konnten zeigen, dass eine Steigerung der Hydroniumionen-(H")-Konzentration bei
einer festgelegten BzZATP-Konzentration eine Abnahme des maximalen lonenstroms und der
YO-PRO 1-Aufnahme bewirkt. Die Untersuchungen des H'-Einflusses erfolgte im H'-
Konzentrationsbereich von 0,015 uM bis 100 uM, was einem pH von 4,0 bis 7,8 entspricht.
Michel et al. maBen 1999 die H-Abhiingigkeit der YO-PRO 1-Aufnahme im pH-Bereich von 5
bis 9 und zeigten, dass die YO-PRO 1-Aufnahme mit steigendem pH-Wert sukzessive zunahm,
wiahrend die Affinitdt des Agonisten im Bereich von pH 7,5 am grofiten war (Michel et al.
1999).

Die zahlreichen moglichen Effekte der Protonen auf den P2X;R (s.0.) komplizieren die
Untersuchung und erschweren das Verstindnis der Beeinflussung. Weiterhin erschweren
indirckte Messmethoden wie die fluorimetrische Messung der intrazelluliren Ca®'-
Konzentration oder die Aufnahme von fluoreszierenden Farbstoffen die Beurteilung der
tatsdchlichen Beeinflussung des P2X-R, da Protonen mit verschiedenen Ebenen der komplexen
Signalkaskade (z.B. mit den Farbstoffen) interagieren kénnten. Auch wenn das frithe Signal der
P2X;R-Aktivierung in Form des Ionenstromes gemessen wird, kann die zusétzliche sekundéire
Erhohung der Leitfahigkeit von lonenstromen durch den P2X;R (Faria et al. 2005; Pelegrin and
Surprenant 2006; Iglesias et al. 2008; Schachter et al. 2008) zu Fehlinterpretationen der Effekte
der Protonen auf den P2X,R fiihren.

Daher war das Ziel, die Versuchsbedingungen fiir die Messung der Beeinflussung des P2X;R
durch Protonen so einfach wie moglich zu halten. Die Messung der P2X;R-abhédngigen Strome
in Xenopus-Oozyten ermoglichte die experimentelle Untersuchung in Ldsungen, die frei von
divalenten Kationen waren. Dieses vereinfacht die Messbedingungen, da die komplexierenden
Effekte von Ca®” und Mg”" auf ATP und mogliche Effekte dieser Kationen auf den P2X;R
wegfallen. Zusitzlich findet in hP2X;R-exprimierenden Xenopus-Oozyten keine Porenbildung

statt (Klapperstiick et al. 2000a) und geht somit nicht in die Betrachtung ein.
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2. Zielstellung

In dieser Arbeit sollte fiir humane P2X;R untersucht werden, ob die Aktivierung des hP2X;R
durch typische Agonisten eine pH-Abhédngigkeit zeigt. Hierbei sollte die Art der Beeinflussung
der hP2X;R-abhéngigen Strome beschrieben werden.

Die Zielstellung erstreckt sich nicht auf das zytolytische Verhalten des hP2X;R, sondern
lediglich auf die Eigenschaft als ligandenaktivierter lonenkanal.

Es war Ziel dieser Arbeit, zu beleuchten, ob Protonen einen unterschiedlichen Einfluss auf die
zwei funktionell verschiedenen Ligandenbindungsstellen des hP2X;R haben, die sich durch ihre
Affinitdt fiir Agonisten und ihre Wirkung auf die Ionenkanalaktivierung unterscheiden
(Klapperstiick et al. 2001). Weiterhin sollte eruiert werden, ob die vorhandene pH-Abhéngigkeit
fiir verschiedene Agonisten (ATP, BZATP) ein gleichsinniges Verhalten zeigt.

Untersucht werden sollte, ob die Rezeptoren hP2X,R und hP2X;%*YR, die ausschlieBlich iiber
funktionell hochaffine Bindungsstellen verfiigen, eine dhnliche und vergleichbare pH-Wert-

Abhingigkeit zeigen.
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3. Material und Methodik

3.1 Material
Soweit nicht anders vermerkt, stammen die verwendeten Chemikalien von der Firma Sigma
(Deisenhofen, Deutschland). Na,ATP wurde von Roche (Mannheim, Deutschland) bezogen. Als

Bezugsquelle der Xenopus laevis Frosche diente die African Xenopus Facility (Knysna,

Republik Siidafrika).

3.2 Methodik

3.2.1 RNS-Priéparation

Die RNS-Préparation erfolgte durch die Arbeitsgruppe von Herrn Prof. G. Schmalzing (RWTH
Aachen). Im Rahmen dieser Arbeit wurde fiir die Experimente RNS des hP2X,R und hP2X;R
verwandt. AuBlerdem wurde eine Mutante des hP2X;R untersucht, der hP2X7S33°y—Rezeptor
(hP2X;***'R).

Fiir die Herstellung der DNS wurden zunéchst die aus bereits publizierten Studien bekannten
Sequenzen des hP2X,R (Brake et al. 1994) und des hP2X,R (Surprenant et al. 1996; Rassendren
et al. 1997) mittels PCR amplifiziert. Es erfolgte die Ligation der cDNS mit dem Plasmid
pNKS2, dem Oozyten-Expressionsvektor (Gloor et al. 1995). Fiir die Synthese der Mutante,
hP2X;5**"R, erfolgte mithilfe eines Kits (QuickChange Site-directed mutagenesis kit,
Stratagene, Heidelberg, Deutschland) ein Triplett-Austausch in der ¢cDNS, um im RNS-

Endprodukt an Position 339 anstelle der Aminosaure Serin ein Tyrosin-Molekiil zu erhalten.

3.2.2 Behandlung der Oozyten

Fiir die Préparation der Oozyten wurden die Krallenfrosche in einer wéssrigen Losung mit dem
Zusatz von 2 g/ 1 Tricain und 5 mM Hepes anisthesiert (Losung a, Tab. 1). Es erfolgte eine
Teilresektion des Ovars nach einer kleinen bauchseitigen Inzision. Um die Oozyten von
bindegewebigen und follikuldren Anteilen zu befreien, wurde dem Resektat fiir vier bis sechs
Stunden Kollagenase zugesetzt (Losungb, Tab. 1) (Worthington, Biochrom, Berlin,
Deutschland). Hiernach erfolgte eine zehnminiitige Inkubation und mehrmalige Auswaschung
der Kollagenase in Ca®-freier Losung (Losung ¢, Tab. 1). Nachfolgend wurden die Oozyten in
Petri-Schalen in Ringer-Losung (Lésung d, Tab. 1) verwahrt.

Zeitnah erfolgte die Injektion von in 23 nl geloster RNS (0,5 pg/ ul) in verschiedenen
Verdiinnungen (1:1, 1:2, 1:5). Die Zellen inkubierten bis zur Durchfiilhrung der
Spannungsklemmexperimente fiir ein bis drei Tage bei 19°C in Antibiotika-haltiger Losung

(Losung d, Tab. 1) in Petrischalen.
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3.23 Elektrophysiologie

Die Erhebung der Daten erfolgte durch elektrophysiologische Messungen an den Oozyten
mittels der Zwei-Mikroelektroden-Spannungsklemmmethode (Voltage-Clamp-Methode, Cole
1949, (Schwarz and Rettinger 2000)) unter Verwendung des Spannungsklemmverstarkers OC-
725C (Hamdon, USA). Das Prinzip der Spannungsklemme besteht darin, dass das
Zellmembranpotential auf einen definierten Wert fixiert wird und jeglichem entstehenden Strom
(wie zum Beispiel durch P2X-Rezeptor-abhiingige Ionenkanile), der Anderungen des
transmembrandren Potentials verursachen wiirde, durch einen entgegengerichteten
Kompensationsstrom des  Spannungsklemmverstirkers — entgegengewirkt wird. Eine
Mikroelektrode dient dabei der Messung des Membranpotentials und eine zweite der
Strominjektion. Dadurch wird es mdglich, bei konstanter treibender Kraft Anderungen der
transmembranédren lonenstrome zu erfassen.

Alle Versuche wurden bei Raumtemperatur (=22 °C) durchgefiihrt. Wéhrend der Messungen
befanden sich die Oozyten in einer 0,01 ml fassenden Badkammer. Die
Durchflussgeschwindigkeit der Extrazelluldrlosung betrug etwa 75 ul/s, die Einwaschzeit
1210+ 70 ms und die Auswaschzeit 1770 £ 170 ms (Bretschneider and Markwardt 1999;
Klapperstiick et al. 2000a). Die Mikroelektroden wurden aus Borosilikat-Glaskapillaren
ausgezogen und mit 3 M KCl gefiillt. Es wurden Elektroden mit einem Widerstand von 0,9-
1,5 MQ verwendet. Der Abgleich von Elektroden- und Diffusionspotentialen erfolgte in
Oozyten-Ringer-Losung (ORi, Losunge, Tab. 1). Die Klemmenspannung betrug bei allen
Versuchen -40 mV.

Um einen schnellen und reproduzierbaren Losungswechsel zu ermoglichen, wurde die
Durchstromung der Badkammer mit extrazelluldren Losungen durch drei computergesteuerte
Magnetventile reguliert. Die Applikation der Testlosungen erfolgte dabei iiber ein modifiziertes
U-Rohr-System (Bretschneider and Markwardt 1999).

Die einzelnen Applikationen der Losungen mit unterschiedlichen ATP-Konzentrationen
erfolgten in zufilliger Reihenfolge in einem Abstand von mindestens drei Minuten. Die Dauer
einer einzelnen Applikation betrug jeweils 6 s, in einzelnen Versuchsreichen auch 3 s. Sowohl
in den Testintervallen als auch wihrend der Applikation von ATP oder BZATP wurden die
Oozyten mit einer Ca>’- und Mg**-freien Oozyten-Ringer-Lsung (ORi, Losung f, Tab. 1)
umspiilt. Der indizierte pH-Wert der Losungen wurde durch Titration mit 1 mM NaOH oder
2 M HCI hergestellt und immer am Ende der Versuchsreihen kontrolliert. Es zeigte sich keine
Veranderung des pH-Wertes im Verlauf der Versuche.

Es erfolgte die Verwendung einer Ca*'- und Mg* -freien Losung, um endogene durch den Ca*'-
Einstrom induzierte Strome und Ca®- und Mg*"-bedingte Komplexierungen des ATP zu
vermeiden. Da die Abwesenheit extrazelluldrer divalenter Kationen einen Leckstrom durch CI'-

Kanile verursacht, wurde zu dessen Unterdriickung der Losung der Cl-Kanal-Blocker
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Flufenaminséure (0,1 mM) zugesetzt (Weber et al. 1995; Klapperstiick et al. 2000a). Es ist zu
berticksichtigen, dass die Flufenaminséure die ATP-induzierten P2X;R-abhidngigen Stréme um
den Faktor 1,25 + 0,14 verstéarkt (Klapperstiick et al. 2000a).

Die Aufzeichnungen wurden bei 100 Hz gefiltert, mit 85 Hz digitalisiert und durch eine im
physiologischen Institut entwickelte Software ausgewertet. Die Auswertung und die graphische
Darstellung der Ergebnisse erfolgt mittels der Programme Lotus
(Lotus Development Corporation, Cambridge, USA) und Sigma Plot 8.0 (SPSS, Chicago,
USA). Die berechneten Mittelwerte werden jeweils * Standardabweichung angegeben. N
bezeichnet die Anzahl der Zellen. Die nichtlinearen Approximationen wurden mit SPSS
durchgefiihrt. Die daraus resultierenden Parameter werden als
Mittelwerte + Standardabweichung (MW + SD) angegeben. Die statistische Datenanalyse
erfolgte mittels ANOVA (p<0,05). Die daraus resultierenden signifikanten Differenzen
zwischen Mittelwerten wurden mit dem multiplen t-test (Bonferroni) verifiziert.

Um den unterschiedlichen Expressionsgrad der verschiedenen Zellen zu beriicksichtigen, sind
die Ergebnisse in Relation zum an der gleichen Zelle gemessenen Strom bei
0,1 mM ATP pH 7,4 gesetzt, soweit es nicht anders beschrieben ist.

Um die Zwei-Phasen-Kinetik der Deaktivierung (Klapperstiick et al. 2001) zu beriicksichtigen,
wurde der schnelle Anteil des deaktivierenden Stroms 3504 ms nach dem Applikationsende

gemessen und auf den gesamten deaktivierenden Strom bezogen.
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3.24 Die freie ATP-Konzentration
In Abhingigkeit vom pK,-Wert einer Sdure (S) verdndert sich bei Anderungen des pH-Wertes
der Anteil der protonierten Sdure, da durch die Anderung des pH-Wertes der Anteil der freien

Wasserstoffionen (H") zu- oder abnimmt:

[ATP*]+ [H] & [ATP H] +[H'] & [ATP*H,] +[H] < [ATP"H;] +[H"] — [ATPH,]
szl szz sz3 sz4

Wobei [ATP*] dem freien ATP und [ATPH,] der nfach protonierten Form entspricht. [ATP*]
hat entsprechend den vier Protonenbindungsstellen vier pKs-Werte, wobei pK; 6,51 £ 0,03 und
pKy 4,05+ 0,05 betragen (Martell and Smith 1990). pKg; und pKy, liegen weiter im aziden
Bereich als pKy, und haben damit im experimentell untersuchten Bereich der vorliegenden
Arbeit keine Relevanz.

Fiir die Berechnung des freien BZATP [BzATP*] wurde der pK,;-Wert von ATP genutzt.

Die Konzentration des freien ATP [ATP*] beziehungsweise des freien BZATP [BzATP*] lasst

sich aus der abgeleiteten Henderson-Hasselbach-Gleichung errechnen:

pH = pK, + log;o ([Salz]/ [Saure])

daraus ergibt sich

[agonist]

Gleichung 1 [agonist* ] = L1 10757

Unter Abwesenheit von divalenten Kationen erfolgt also keine Komplexierung des ATP,
sonderm die Bindung des H™ an ATP* durch elektrostatische Anziehung in Abhingigkeit von
der freien Protonenkonzentration. Das freie, nicht-gebundene ATP* bei der gleichen gesamten
gelosten ATP-Menge bei verschiedenen pH-Werten ldasst sich ebenso anhand von Gl. 1
berechnen (Tab.2) wie die notwendige ATP-Menge, um #quivalente freie ATP*-

Konzentrationen herzustellen (Tab. 3).
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Tab. 1: Zusammensetzung der verwendeten Losungen. Soweit nicht anders vermerkt,

werden die Konzentrationen in mmol/ 1, bei pH 7,4 angegeben.

Badlsung
Auswaschen Bad- wihrend

Verwendung | Anésthesie | Kollagenase der Inkubation N

16sung der

Kollagenase
Versuche
Losung a b c d e f
NaCl 100 100 100 100 100
KCl1 1 1 1 2,5 2,5
CaCl, 1 1 1
MgCl, 1 1 1 1
Hepes 5 5 5 5 5 5
E @ufenamln— 0.1
sdure
EGTA 0,1
Tricain (g/ 1) 2
Kollagenase 15
(mg/ ml) ’
Penicillin
(U/ ml) 100
Streptomycin
100

(ug/ ml)
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Tab. 2: Freie ATP-Menge (JATP*]) und Anteil des [ATP*] an der gesamten gelosten ATP-
Menge ([ATP,]) in Abhiingigkeit vom pH-Wert (nach GI. 1).

pH-Wert [ATPes] (umol/ 1) [ATP*] (umol/ 1)  [ATP*J/[ATPges] (%)
5,7 100 13,4 13,4
6,4 100 43,7 43,7
6,7 100 60,8 60,8
7,0 100 75,6 75,6
7.4 100 88,6 88,6
7,7 100 93,9 93,9
8,0 100 96,9 96,9
8,4 100 98,7 98,7

Tab. 3: Totale ATP-Konzentration fiir die Herstellung von ATP-Lésungen mit dquivalenter

freier ATP*-Konzentration in Abhéngigkeit vom pH-Wert (nach Gl. 1).

pH-Wert [ATP*] (umol/ 1) [ATP,..] (umol/ 1)
5,7 100 7457
6,4 100 228,8
6,7 100 164,6
7,0 100 132,4
7.4 100 112,9
7,7 100 106,5
8,0 100 103,2
8,4 100 101,3
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4. Ergebnisse

4.1 Der hP2X7-Rezeptor

Die Messung von P2X;R-abhidngigen Stromen an Xenopus-Oozyten in Abwesenheit von
extrazelluldren divalenten Kationen vereinfacht die Messung der pH-Abhédngigkeit. Hiermit
stellen Protonen (H") die einzigen relevanten Bindungspartner fiir ATP* dar, die in der Lage

sind, die Konzentration des P2X;R-Agonisten zu beeinflussen.

4.1.1 Einfluss des pH auf die Dosisabhiingigkeit P2X,;R-abhingiger Strome

In Abb.1 sind typische Ganzzellstrome der hP2X;R-exprimierenden Oozyten nach der
Applikation von 0,1 mM ATP bei den pH-Werten 6,4, 7,4 und 8,4 dargestellt. Aus dem
mittleren Graphen (pH 7,4) werden der Zeitverlauf der Aktivierung und Deaktivierung, das
Prinzip der Messung der Amplitude des aktivierenden Stroms sowie die durch die
Approximation ermittelten Anteile des schnell (Igeactrast) Und des langsam deaktivierenden
(Tgeact.s1ow) Stromes ersichtlich.

Der Zeitverlauf des aktivierenden Stromes, I,.(t), wurde approximiert mit

t
Gleichung 2 L. (7L, -(1-¢ Tact )+s -t

wobei t die Zeit, I, der unter Abwesenheit von ATP gemessene Leckstrom, s der Anstieg einer
linear zunehmenden Stromkomponente, T, die Zeitkonstante fiir den exponentiell séttigenden
aktivierenden Strom und I, der maximal aktivierende Strom durch den betreffenden
Agonisten sind.

Die Anndherung an den Stromverlauf des deaktivierenden Stromes, ly..(t), erfolgte mit Hilfe

von

t t

Tdeact,fast I

Tdeact,slow +Io

Gleichllllg 3 Ideact (t):Ideact,faSt € €

deact,slow

T deact.fast UNA Tgeactsiow Stellen die Zeitkonstanten, Ljeact st UN lgeactsiow die Anfangsamplituden der
schnell bzw. langsam deaktivierenden Stromanteile dar (Klapperstiick et al. 2001; Becker et al.
2008).

Das Absenken des pH-Wertes der ATP-Losung von pH 7,4 auf pH 6,4 bewirkte eine deutliche
Verminderung der Stromamplitude. Die Alkalisierung der Losung von pH 7,4 auf pH 8,4
bewirkte eine geringfiigige Zunahme der Stromamplitude (Abb. 1).
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Abb. 1: Einfluss des extrazelluliren pH-Wertes auf hP2X;R. Typische Beispiele hP2X;R-
abhiingiger Strome bei unterschiedlichem extrazellulirem pH-Wert wie angegeben. Die
horizontalen Balken geben die Zeit der Applikation von 0,1 mM ATP an. Die Stromverldufe
wurden mittels GIl. 2 (Aktivierungszeitverlauf wahrend der ATP-Applikation) bzw. GI. 3
(Deaktivierungszeitverlauf nach der ATP-Applikation wahrend des Auswaschens von ATP)
approximiert. Die mittlere Abbildung zeigt das Prinzip der Messung der Amplitude des
aktivierenden Stromes (I,6s) sowie die durch die Approximation ermittelten Anteile des schnell

(Tdeact, fast) und des langsam (Ljeqcrsiow) deaktivierenden Stromes.
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BzATP ist ein typischer hP2X;R-Agonist und verursacht vor allem eine Aktivierung der
niedrigaffinen Ligandenbindungsstelle des wt hP2X;R (Abb. 3). Im Vergleich zu ATP zeichnet
sich BzATP weiterhin durch eine hohere Potenz (niedrigerer Kp-Wert) und eine hohere
Wirksamkeit (groBerer Strom bei séttigenden Konzentrationen des aktivierenden Agonisten) aus
(Abb. 3, (Klapperstiick et al. 2000a)).

In Abb. 2 sind typische Ganzzellstrome der wt hP2X;R-exprimierenden Oozyten nach der
Applikation von 0,01 mM BzATP bei den pH-Werten 6,4, 7,4 und 8,4 dargestellt. Das
Absenken des pH-Wertes der BzATP-Losung von 7,4 auf 6,4 bewirkt eine deutliche
Verminderung der Stromamplitude. Die Alkalisierung der Losung von pH 7,4 auf 8,4 bewirkte
eine moderate Zunahme der Stromamplitude.

Um den Zusammenhang zwischen Agonisten-Konzentration und pH-Abhéngigkeit der hP2X;R-
abhidngigen Strome genauer zu analysieren, erfolgte die Erstellung von ATP- und BzATP-
Konzentrations-Wirkungskurven bei verschiedenen pH-Werten (Abb. 3).

Die Konzentrations-Wirkungs-Kurven zeigen deutlich einen biphasischen Verlauf. Das heil3t,
dass sich alle Konzentrations-Wirkungs-Kurven des wt hP2X;R besser durch ein Modell mit
zwei unterschiedlichen, voneinander unabhingigen Ligandenbindungsstellen beschreiben lassen
als durch ein Modell mit nur einer Sorte Ligandenbindungsstellen (Horn 1987). Dieses stimmt
iiberein  mit dem Vorhandensein von mindestens zwei Ligandenbindungsstellen
unterschiedlicher Affinitit, die fiir den hP2X;R nachgewiesen werden konnten (Klapperstiick et
al. 2001). Dementsprechend wurden die Agonisten-Konzentrations-Wirkungs-Beziehungen

mittels der Summe aus zwei Hillfunktionen approximiert:

Gleichung 4
I H, [agonist 1 I
Irel ([agonist] ): act,6s (p [ g ]) — rel,c0,1 . + rel,0,2 i
Iact 6s (749 [O ImM ATP]) 10PKD,1 IOPKD’2
, I+— I+
[agonist] [agonist]

Lctos Wurde gemessen, wie in Abb. 1 gezeigt. pKp; und pKp, sind die negativen dekadischen
Logarithmen der Agonisten-Dissoziationskonstanten fiir hochaffine und niedrigaffine
Bindungsstellen (Klapperstiick et al. 2001; Becker et al. 2008). Iii.; und L., sind die
maximal aktivierenden Stréme der hochaffinen respektive der niedrigaffinen
Ligandenbindungsstellen. Bei allen Konzentrations-Wirkungs-Kurven ergab ein Hill-
Koeffizient von jeweils 2 fiir die unterschiedlichen Ligandenbindungstellen eine grofiere
Korrelation mit den erhobenen Daten als Hill-Koeffizienten von kleiner 1 oder gréfer 2. Die
ATP-Bindungsstellen werden im Folgenden als die hochaffine und die niedrigaffine
Bindungsstelle benannt, um zu veranschaulichen, dass die Aktivierung des Rezeptors bei
niedrigen bzw. hoheren ATP-Konzentrationen durch unterschiedliche ATP-Bindungsstellen

erfolgt.
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Abb. 2: Modulation BZATP-induzierter hP2X,R-abhiingiger Strome durch extrazellulire
H'-Tonen. Typische Beispiele von Strémen bei unterschiedlichem extrazelluliren pH-Wert (wie
angegeben), die durch den P2X;R-Agonisten BZATP (Applikation von 0,01 mM als Balken

symbolisiert) ausgelost wurden. Die Stromverldufe wurden mittels Gl. 2 und GI. 3 approximiert.
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Abb. 3: Beeinflussung der Konzentrations-Abhingigkeit der Aktivierung von hP2X;R

durch den pH-Wert. Die Amplituden der durch totale (oben) bzw. freie (unten) Agonisten-

Konzentrationen induzierten hP2X;R-abhéngigen Strome wurden nach GIl. 4 normiert und

approximiert. Die errechneten Parameter zeigt Tab. 4. Messungen an N =4 - 26.
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Betrachtet man das totale ATP als Agonist (Abb. 3 oben), zeigt sich, dass die Ansduerung der
ATP-Losung (pH 6,4) eine Rechtsverschiebung der Konzentrations-Wirkungs-Kurve
verursacht. Die Rechtsverschiebung der ATP-Konzentrations-Wirkungs-Kurve bedeutet eine
Abnahme der Potenz des ATP als hP2X;R-Agonist im niedrigen pH-Wert-Bereich.
Dementsprechend ist der pKp-Wert fiir die hochaffine Bindungsstelle (pKp;) bei pH 6,4
signifikant verschieden von dem pKp ; bei pH 7,4 (Tab. 4).

Die Wirksamkeit eines Agonisten bezeichnet die Gréfle des maximal aktivierenden Stromes
(Ite1p, der durch den betreffenden Agonisten verursacht werden kann. Die Wirksamkeit von
ATP an der hochaffinen Bindungsstelle (I, i)unterscheidet sich bei pH 6,4 nicht signifikant
von der Wirksamkeit bei pH 7,4 (Tab. 4).

Die hochaffine Bindungsstelle unterliegt bei ATP und BZATP einer gleichartigen Beeinflussung
durch die freie Protonenkonzentration. Die Konzentrations-Wirkungs-Beziehung des Agonisten
BzATP bei pH 6,4 im Verhiltnis zu pH 7,4 zeigt im Bereich der hochaffinen Bindungsstelle
ebenfalls eine signifikante Rechtsverschiebung, also eine Abnahme der Potenz des Agonisten
im aziden Bereich, gemessen am pKp;-Wert (Tab. 4). Die Wirksamkeit des BzATP auf die
hochaffine Bindungsstelle (I,1) unterscheidet sich nicht signifikant bei pH 6,4 und pH 7,4
(Abb. 3, Tab. 4).

BzATP weist wie an der hochaffinen auch an der niedrigaffinen Bindungsstelle eine hohere
Potenz als ATP auf (hoherer pKp,-Wert). Zusétzlich ist der maximal aktivierende Strom im
Bereich der niedrigaffinen Bindungsstelle im Vergleich zum ATP signifikant groBer (Lo,
Tab. 4). Das bedeutet, dass an der niedrigaffinen Bindungsstelle BzATP der deutlich
wirksamere Agonist ist.

Bei pH 6,4 im Vergleich zu pH 7,4 ist bei der niedrigaffinen Ligandenbindungsstelle eine
geringere Potenz (niedrigerer pKp,-Wert) und eine geringere Wirksamkeit (verringerte relative
maximale Stromgrofe, L., Tab. 4) beider untersuchter Agonisten zu beobachten.

Der inhibitorische Effekt der Protonen auf die Potenz des ATP und des BzATP kann durch die
Bindung der Protonen an den freien Agonisten ATP* bzw. BzATP* erklirt werden. Die Abb. 3
unten beriicksichtigt dieses und zeigt die relative Stromgrofle in Abhdngigkeit von der freien
ATP- und BzATP-Konzentration ([Agonist*]) bei den verschiedenen pH-Werten. Im Bereich
der hochaffinen Bindungsstelle sind die Kurvenverldufe bei gleicher [Agonist*]-Konzentration
und unterschiedlichem pH-Wert nahezu deckungsgleich und die berechneten pKp ;-Werte nicht
signifikant verschieden (Tab. 4). Dieses weist darauf hin, dass der pH-Effekt an der hochaffinen
Bindungsstelle ausschlieBlich durch den ATP-bindenden Effekt der Protonen zu Stande kommt.
Der inhibitorische Effekt der Protonen auf die Potenz der niedrigaffinen Bindungsstelle kann
ebenfalls durch die elektrovalente Bindung des ATP und BzATP erklirt werden. Dieses wird
daraus ersichtlich, dass die pKp,-Werte der absoluten Agonisten-Konzentrationen sich bei

pH 6,4 und pH 7,4 signifikant unterscheiden, was bei den freien Agonisten-Konzentrationen
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nicht der Fall ist (Tab. 4). Dariiber hinaus erfolgt durch die Protonen eine Reduktion der
Wirksamkeit des ATP und BzATP an der niedrigaffinen Bindungsstelle und damit eine
Reduktion des maximal aktivierenden Stromes (L., Tab. 4).

Die Konzentrations-Wirkungs-Kurven bei pH 7.4 und pH 8,4 unterschieden sich nicht
signifikant (Abb. 3, Tab. 4).

Der fehlende Effekt auf die Potenz des Agonisten lasst sich mit dem Kp-Wert fiir die Bindung
von H" am ATP* und der daraus folgenden nahezu gleichen Menge an freiem ATP* bei pH 7,4
und pH 8,4 erkliren. (GI. 1, Tab. 2). Ein wesentlich stirker bindender Effekt von H" auf das
ATP ist dagegen fiir die Ansduerung auf pH 6,4 nachweisbar, wobei das freie ATP dann nur

noch etwa 44 % des gesamten ATP ausmacht.

Tab. 4: Einfluss des extrazelluliiren pH-Wertes und des verwendeten Agonisten auf das

Konzentrations-Wirkungs-Verhalten des wt hP2X;R. Die Berechnung der Parameter

erfolgte mittels Gl. 4.

o o PKp. PKbp.1 pKb.2 pKbp.

P2X;R  Lrew1 (%) | Lrewa (%0) (Agonist) | (Agonist") (Agonist) (Agonist")
wt, ATP 70+9 1349° | 48+01" | 51+01 |32+05 35+0,5
pH 6,4
WLATP | o015 | 317414 | 52402 52402 |37+03 37403
pH 7,4
WLATP g | 284513 | 54202 54+02 |40=0,1 40+0,1
pH 8.4

WLBZATP | 015 | 3844157 614027 | 64403 | 442027 | 47402
pH 6,4

Wt}’)ngf Pl os0403 | 15542163 | 67402 67+02 |51+02 51402

": Signifikanter Unterschied zu pH 7,4.

4.1.2 Einfluss des pH auf die P2X;R-abhiingigen Strome bei konstanter
Agonisten-Konzentration

Abb. 4 veranschaulicht die Verminderung des durch 0,1 mM ATP induzierten Stromes bei
Erhéhung der H' -Konzentration. Dieser Effekt bleibt, wenn auch in etwas geringerem Ausmal,
erhalten, wenn die freie ATP*-Konzentration konstant gehalten wird. Dieses legt wie Abb. 3
nahe, dass nur ein Teil des inhibitorischen Effektes der Protonen durch die ionische Bindung am
ATP* erklirt werden kann und dass es einen weiteren inhibitorischen Effekt auf die GroBe der

hP2X;R-abhéngigen Strome geben muss.
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Abb. 4: Beeinflussung hP2X;R-abhiingiger Strome durch Agonist und pH. Darstellung der
pH-Abhingigkeit hP2X;R-abhiingiger Strome bei Applikation von freiem ([ATP*]) bzw.
absolutem ([ATP,]) ATP in der Konzentration von 0,1 mmol/ 1. Die Stromamplituden nach 6 s
ATP-Applikation (Lcies, S- Abb. 1) wurden auf einen extrazelluldren pH von 7,4 normiert und

mittels Gl. 5 approximiert (Parameter in Tab. 5). N =4 - 20.

Fir den Vergleich der pH-Abhéngigkeit der Stromgrofe erfolgte eine Anpassung der

Kurvenverldufe durch Gl. 5.

I H, ist 1
Gleichung 5 I ([pH])=— (p [agon%s D_ CEN
Iact,6s (749 [agonlSt]) 1 0'pH
+ 1OPK11

Lictos Wurde gemessen, wie in Abb. 1 gezeigt. L, ist der pH-abhédngige, maximal aktivierende
Strom durch den betreffenden Agonisten (0,1 mM ATP, oder 0,1 mM ATP*), pKy der
negative dekadische Logarithmus der approximierten H'-Dissoziationskonstante und c die
extrapolierte Stromamplitude bei unendlich hoher H'-Konzentration. Ein Hill-Koeffizient von
drei ergab die hochste Korrelation bei der Approximation der Kurven.

Abb. 5 zeigt, dass die Beeinflussung der hP2X;R-abhéngigen Strome durch den pH-Wert auch
von der absoluten Agonisten-Konzentration (0,1 mM bzw. 0,01 mM ATP) abhingt. Der
Kurvenverlauf der ATP-Konzentration von 0,1 mM ATP zeigt eine Rechtsverschiebung im

Vergleich zum Kurvenverlauf bei 0,01 mM ATP (s. Tab. 5). Dieses legt nahe, dass H'-Ionen
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entweder mit verschiedenen, von der ATP-Konzentration abhéngigen Zustinden des hP2X;R

interagieren oder die ATP-Bindung am hP2X,R beeinflussen.

140 - I

0] —=— 001ATP
—=— 0,1ATP

100 A

80 A
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Abb. 5: Beeinflussung hP2X,R-abhéngiger Strome durch Agonistenkonzentration und pH.
Es ist die Abhédngigkeit der ATP-induzierten Strome vom extrazelluldiren pH-Wert bei zwei
verschiedenen absoluten ATP-Konzentrationen (mmol/1) dargestellt. Die Stromamplituden
nach 6 s ATP-Applikation wurden auf einen extrazelluliren pH von 7,4 normiert und

entsprechend GI. 5 approximiert. N = 4 - 20.

Abb. 6 zeigt die Statistik der pH-Abhéngigkeit bei zwei verschiedenen absoluten BzATP-
Konzentrationen. Eine BzATP-Konzentration von 1 uM (0,001 mM) bewirkt vor allem eine
Aktivierung der hochaffinen Ligandenbindungsstelle, wéhrend eine Konzentration von
10 uM (0,01 mM) BzATP beide Ligandenbindungsstellen aktiviert, wobei bei Letzterem die
Amplitude des Stroms, der durch die niedrigaffine Bindungsstelle aktiviert wird, {iberwiegt
(Abb. 3). Die Erhohung der BZATP-Konzentration von 1 uM auf 10 uM fiihrt zu einer stirkeren
pH-Abhéngigkeit der Stromamplituden (gesteigerte Wirksamkeit von H"). Zusitzlich fiihrt die
hohere BzATP-Konzentration zu einer Rechtsverschiebung des Kurvenverlaufes der pH-
Abhingigkeit, also zu einer gesteigerten Protonenemfindlichkeit (gesteigerte Potenz der

Beeinflussung durch H") des hP2X;R.
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Abb. 6: Beeinflussung hP2X;R-abhiingiger BzATP-induzierter Strome durch den
extrazelluliren pH-Wert. Die Darstellung der Messergebnisse erfolgte analog zu Abb. 5. Es
ist die Abhéngigkeit der BzZATP-induzierten Strome vom extrazelluliren pH-Wert bei zwei
unterschiedlichen BzATP-Konzentrationen (mmol/ 1) dargestellt. Die Stromamplituden nach 6 s
BzATP-Applikation wurden auf ecinen extrazelluliren pH-Wert von 7,4 normiert und

entsprechend GI. 5 approximiert. N =4 — 16.

Die gleiche Beobachtung konnte im Vergleich der ATP-Konzentrationen von 0,1 mM und
0,01l mM ATP (Abb. 5), welches einer zehnfach hoheren als der BzATP-Konzentration
entspricht, gemacht werden. Dieses ist in Ubereinstimmung mit der Beschreibung des BzZATP
als eines zehn- bis dreiffigfach potenteren Agonisten des P2X;R als ATP (North 2002; Gever et
al. 2006) und legt nahe, dass ATP- und BzATP-aktivierte hP2X;R einer gleichartigen
Beeinflussung durch die Protonenkonzentration unterliegen, die sich im Fall der Erhéhung der
Agonisten-Konzentration verstérkt..

Die Unterschiede in der pH-Abhéngigkeit des hP2X;R bei verschiedenen Agonisten-
Konzentrationen kénnen erklart werden durch verschiedene Beeinflussungsmechanismen, die
durch die freien H -Ionen zu Stande kommen. Einer dieser Effekte ist die ionische Bindung des
H" an ATP, welche einen pKp von 6,51 (Martell and Smith 1990) hat. Dieser ATP-bindende
Aspekt der Protonen erniedrigt den aktivierenden Effekt des ATP auf die hochaffine wie die
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niedrigaffine Bindungsstelle. Der andere Aspekt der Beeinflussung des hP2X;R betrifft
ausschlieBlich die niedrigaffine Bindungsstelle. Dieser Angriffsort der Protonen ist aller
Wahrscheinlichkeit nach im P2X;R-Protein lokalisiert. Dieser Effekt ist dominant bei der
Aktivierung des hP2X;R durch 10 uM BzATP oder 0,1 mM ATP. Aus den entsprechenden in
Abb. 5 und 6 dargestellten Messungen kann ein pKy-Wert von 6,8 fiir die Bindung von H' an
diese Stelle angenommen werden (Tab. 5).

Da H'-Ionen in Abhingigkeit von der Agonisten-Konzentration unterschiedliche Effekte auf
den hP2X,R haben, ist der in den Abb. 5 und 6 dargestellte pH-Effekt eine Kombination aus
ATP*-Bindung und allosterischer Unterdriickung der Wirkung der niedrigaffinen
Bindungsstelle auf die hP2X;R-Aktivierung. Die Approximation der Daten anhand von GI. 5 ist
eine Simplifizierung der Sachlage und kann darum nur als quantitative und nicht als kausale

Beschreibung betrachtet werden.

Tab. 5: Effekt der extrazelluliren H'-Konzentration auf die Aktivierung des hP2X;R
(s. Abb. 4, 5 und 6). Die angegebenen Agonist-Konzentrationen in mmol/ 1. Die Berechnung

der Parameter erfolgt mittels GI. 5.

Lrero (%0) ¢ (%) PKx
0,1 ATP* 51+4" 79+2" 7,0 +0,1
0,1 ATPy, 88 + 4 52+3 6,8+0,1
0,01 ATP 82+4 30+4" 6,1 £0,1"
0,001 BZATP 94 +7 19+6 6,3+0,1
0,01 BZATP | 159+4 15+3 6,8+0,1"

> signifikanter Unterschied zu 0,1 ATP bzw. zu 0,001 BzZATP.
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4.1.3 Effekt des pH-Wechsels wihrend der Agonistenapplikation

Die Abb. 7A-D zeigen die Verdnderung der Stromgréf3e bei andauernder ATP-Applikation und
einem pH-Wert von 7,4 und kurzzeitigem (6s) pH-Wert-Wechsel zu 6,4 oder 8,4. Die
Experimente erfolgten mit konstant gehaltener freier (ATP*) oder absoluter (ATP) ATP-
Konzentration. Die pH-bedingten Anderungen des aktivierten hP2X;R wurden, wie in Abb. 7B

dargestellt, ausgemessen und entsprechend Gl. 6 quantifiziert.

+ A1

act,pH 1

I
Gleichung 6 Al _ lact74

act,pHyrel — ]
act7.4

Die statistische Auswertung (Abb. 7E) ergibt, dass eine akute Ansduerung den ATP-induzierten
Strom vermindert, eine Alkalisierung ihn verstarkt. Die Effekte sind auch bei Konstanthaltung
der freien ATP*-Konzentration vorhanden, jedoch signifikant vermindert.

Im Fall von pH 6,4 entspricht dieses dem Erwartungswert (Abb. 3). Im Fall von pH 8,4 ist die
signifikante Stromvergroferung iiberraschend, da die ATP-Konzentrations-Wirkungskurve
weder im Fall der niedrigaffinen noch im Fall der hochaffinen Bindungsstelle eine signifikante
Veranderung der Potenz oder der Wirksamkeit zeigte (Abb. 3). In jedem Fall wére zu erwarten
gewesen, dass die Verdnderung der StromgroBe eine stirkere pH-Abhdngigkeit bei einer
Ansduerung als bei einer Alkalisierung der Losung zeigt. Eine abschlieBende Erklarung fiir den
starker ausgepriagten Effekt bei pH 8,4 nach vorheriger ATP-Applikation bei pH 7,4 kann nicht
erbracht werden. Es ist zu beriicksichtigen, dass bei einer Alkalisierung der Ldsungen
moglicherweise eine signifikante Steigerung der Wirksamkeit der Agonisten besteht. Dass
dieses in Abb. 3 nicht offenbar wird, kann durch die groBe Streuung der gemessenen Werte
bedingt sein. Die grofle Standardabweichung in Abb. 3 wird verursacht durch die Applikation
von sittigenden Agonisten-Konzentrationen, die vor allem im neutralen und alkalischen Bereich
zu absoluten Stromen fithren, die eine kritische Grofle erreichen und die Zellintegritit
gefdhrden. Fine weitere mogliche Erkldrung fiir diesen Effekt ist, dass wihrend der
langandauernden ATP-Applikation sekundidr andere (z.B. dehnungsabhingige) lonenkanile
aktiviert werden, die pH-abhéngig sind.
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Abb. 7: Einfluss einer pH-Anderung auf ATP-aktivierte Strome des hP2X;R.

A-D: Typische Registrierungen. Die Applikation von 0,1 mM ATP sowie Anderungen des pH-

Wertes der Badlosung sind durch horizontale Balken gekennzeichnet. Wiahrend. der
Aktivierung der hP2X,R durch 0,1 mM ATP wurde der pH-Wert fiir 6 s von 7,4 auf 6,4 (A, C)
bzw. 8,4 (B, D) verandert. Dabei wurde entweder die absolute (A, B) ATP- oder die freie

ATP*-Konzentration (C, D) konstant gehalten. E: statistische Auswertung. Die pH-bedingten

Anderungen wurden entsprechend Gl. 6 quantifiziert. Alle Werte sind signifikant voneinander

verschieden. N =6 - 10.
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4.2 Der hP2X;>**Y-Rezeptor

Um die Beeinflussung der hochaffinen Bindungsstelle des hP2X;R durch den extrazelluldren
pH-Wert unabhéngig vom Effekt der niedrigaffinen Bindungsstelle zu untersuchen, erfolgte die
Expression der Mutante hP2X;****'R in Xenopus-Oozyten. Typische Ganzzellstrome der
hP2X,;5**"R-exprimierenden Oozyten nach der Applikation von 0,1 mM ATP bei den pH-
Werten 6,4, 7,4 und 8,4 sind in Abb. 8 dargestellt.

hP2X;%**"R-abhingige Strome sind gekennzeichnet durch eine monophasische ATP-
Konzentrations-Wirkungs-Kurve mit einer ATP-Dissoziationskonstante von etwa 0,5 pM. Die
Sattigung des Rezeptors erfolgt also bei ATP-Konzentrationen im mikromolaren Bereich
(Abb. 10). Dieses gibt einen deutlichen Hinweis darauf, dass ausschlieBlich die hochaffine
Bindungsstelle zur Aktivierung des hP2X,>*'R fiihrt. Dariiber hinaus fiihrt die Verwendung
von BzATP als Agonist zu eciner hoheren Potenz, aber einer unverdnderten Wirksamkeit
gegeniiber dem ATP (Abb. 10A). Das Absenken des pH-Wertes von 7,4 auf 6,4 hat einen
wesentlich geringeren Effekt auf die Potenz des Agonisten, wenn man die freie ATP-
Konzentration ([Agonist™]) als Agonisten und H™ als ATP-bindendes Agens betrachtet (vgl.
Abb. 10A und B, Tab. 6).

Bei eciner absoluten ATP-Konzentration von 0,1 mM ATP erfolgt keine Verdnderung der
StromgroBe des hP2X,***"R in Abhingigkeit vom pH-Wert (Abb. 8, 9). Die Erklirung wird
offensichtlich bei der Betrachtung der ATP-Konzentrations-Wirkungskurve des hP2X;***'R
(Abb. 10). Das Absenken des pH auf 5,7 bewirkt die Reduktion der freien ATP-Konzentration
von 0,1 mM auf 0,013 mM (GI. 1, Tab. 2), welches wie 0,1 mM eine nahezu sittigende
Konzentration darstellt. Der hemmende Effekt der Protonen auf die StromgréBe des
hP2X;%***YR bei einer absoluten ATP-Konzentration von 0,01 mM ATP kann vollstdndig durch
den ATP-bindenden Effekt der Protonen erklart werden. Abb. 10B demonstriert dieses, indem
eine parallele Darstellung der pH-Effekte bei einer absoluten ATP-Konzentration von
0,01 mmol/ 1 und des Effektes von unterschiedlichen freien ATP-Konzentration bei konstantem

pH erfolgt.
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Abb. 8: Einfluss des extrazelluliren pH auf mutierte P2X;R ohne funktionelle

niedrigaffine Ligandenbindungsstelle. Typische Beispiele hP2X7%*°YR-abhingiger Stréme

bei unterschiedlichem extrazelluldren pH-Wert wie angegeben. Die horizontalen Balken geben

die Zeit der Applikation von 0,1 mM ATP an. Die Stromverldufe wurden mittels Gl. 2 und Gl. 3

approximiert.
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Abb. 9: Beeinflussung ATP-induzierter Strome des hP2X,***R durch den extrazelluliiren
pH-Wert. Die Stromamplituden nach 6 s ATP-Applikation von 0,01 bzw. 0,1 mM ATP wurden
auf einen pH-Wert von 7,4 normiert. N =4 - 12.

Tab. 6: Einfluss des extrazelluliren pH-Wertes und des verwendeten Agonisten auf das
Konzentrations-Wirkungs-Verhalten des hP2X,**YR. Die Berechnung der Parameter

erfolgte mittels GI. 4.

o pKD,l pKD,l
P2X,R Lrerw1 (%0) (Agonist) (Agonist")
S339Y, ATP * "
iy 105+4 | 55+0,1° | 59£0,18,
S339Y, ATP 10242 | 624005 6,2+ 0,05
pH 7.4
S339Y, BzATP | 1015 | 694005° | 694005
pH 7,4

": signifikanter Unterschied zu den bei pH 7,4 kalkulierten Parametern.
$: signifikanter Unterschied zwischen den kalkulierten Werten bei freier (Agonist*) und totaler

(Agonist) ATP-Konzentration.
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Abb. 10: Beeinflussung der Aktivierung des hP2X;****R durch Art und Konzentration des

Agonisten und den pH-Wert. Die Amplituden der durch totale (A) bzw. freie (B) Agonisten-

Konzentrationen induzierten hP2X;R-abhéngigen Strome wurden nach Gl. 4 (mit L., =0)

normiert und approximiert. B: Die offenen Symbole o, ¢ repriasentieren Daten aus Abb. 9 und

stellen diese als Abhingigkeit der relativen aktivierenden StromgroBe von der freien ATP*-

Konzentration dar. Die Errechnung der freien ATP-Konzentrationen erfolgte mittels GI. 1. Die

Parameter der Approximation sind aus Tab. 6 zu entnehmen. N =4 — 19.
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4.3 Einfluss von Protonen auf die Deaktivierungskinetik des P2X;R

Beim wt P2X;R kommt fiir die beiden Agonisten ATP und BzATP die Reduktion des
deaktivierenden Stromes augenscheinlich vor allem auf Kosten der schnell deaktivierenden
Komponente zu Stande (Abb. 1, Abb. 2). Es besteht eine signifikante Reduktion des Anteils des
schnell deaktivierenden Stromes am gesamten deaktivierenden Strom bei pH 6,4 im Vergleich
zu pH 7,4 und pH 8,4 (Abb. 11).

Der schnell deaktivierende Strom wird verursacht durch die Deaktivierung der niedrigaffinen
ATP-Bindungsstelle des P2X;R (Klapperstiick et al. 2001; Becker et al. 2008). Die in Abb. 11
dargestellten Effekte der Konzentrationen 0,1 mM ATP und 0,01 mM BzATP verursachen im
Fall des wt P2X;R vor allem eine Aktivierung der niedrigaffinen Bindungsstelle (Abb. 3). Der
signifikante Unterschied bei diesen Konzentrationen mit verschiedenen pH-Werten belegt eine
starke Beeinflussung der niedrigaffinen Bindungsstelle durch Protonen.

Die Deaktivierung des hP2X;%**YR erfolgt langsam, was kennzeichnend ist fiir Strome, die
durch die hochaffine Bindungsstelle verursacht werden (Klapperstiick et al. 2001; Becker et al.
2008). Die Zeitkurve der Deaktivierung unterliegt keiner Beeinflussung durch die Verdnderung
des pH-Wertes (Abb. 8, Abb. 11). Legt man zugrunde, dass diese Mutante lediglich eine
Aktivierung iiber die hochaffinen Bindungsstellen aufweist, belegt dieses die Hypothese, dass
extrazellulire Wasserstoffionen die Deaktivierungskinetik des hP2X-;R vorrangig tber die

Beeinflussung der niedrigaffinen Bindungsstelle veréndern.
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Abb. 11: Beeinflussung des Deaktivierungszeitverhaltens hP2X;R-abhéingiger Strome
durch den pH-Wert. Einfluss des extrazelluliren pH-Wertes auf den Anteil des schnell
deaktivierenden Stromes (Lgeactfastrel = ldeact fast/(Laeactfast T ldeactsiow)s S Gl 3) auf hP2X;R-
abhingige Strome, die durch 0,1 mM ATP (oben) oder 0,01 mM BzATP (Mitte) ausgeldst
wurden sowie auf durch 0,1 mM ATP induzierte Stréme der Mutante hP2X,>***YR (unten).

N=7-27. Signifikant verschiedene Mittelwerte sind durch * gekennzeichnet.
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4.4 Der hP2X,-Rezeptor

Um einen weiteren Rezeptor der P2X-Familie mit ausschlieBlich hochaffiner
Ligandenbindungsstelle in Bezug auf den Einfluss freier Protonen auf die Wirksamkeit und
Potenz des ATP zu untersuchen, erfolgte die experimentelle Untersuchung des hP2X,R.

Die hP2X,R-abhidngigen Strome zeigen keine pH-Abhdngigkeit der Stromgrofe bei 1 uM,
10 uM und 100 uM ATP. Es konnten keine signifikanten Verdnderungen der Ganzzellstrome
im Bereich des pH von 5,7 bis 8,4 nachgewiesen werden (Abb. 12).

120 A
100 A
80 -
2
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40 - v 0,001 mMATP
—a— 0,00 mMATP
20 - —=— 0, 1TmMATP
0 T T T T T T
55 6,0 6,5 7,0 7,5 8,0 8,5
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Abb. 12: Beeinflussung hP2X,R-abhiingiger ATP-induzierter Strome durch den
extrazelluliren pH-Wert. Die Stromamplituden nach 6 s ATP-Applikation wurden auf einen

extrazelluldaren pH-Wert von 7,4 normiert. N =5 — 23,
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5. Diskussion

5.1 Die pH-Abhéngigkeit der Rezeptoren der P2X-Rezeptor-Familie
Extrazellulire H'-Ionen verursachen verschiedene Effekte an den einzelnen Rezeptoren der
P2XR-Familie. Beschrieben worden ist, dass ein Absenken des pH-Wertes die Aktivierung der
P2X;-, P2X;-, P2X,- und P2X;s-Rezeptoren hemmt und dass es zu einer Rechtsverschiebung der
ATP-Konzentrations-Wirkungs-Kurven bei erniedrigtem pH-Wert im Verhéltnis zu pH 7,3
kommt, wihrend die Alkalisierung der applizierten LoOsung nur eine geringgradige
Linksverschiebung der ATP-Konzentrations-Wirkungs-Kurve verursachte (Stoop et al. 1997,
Haines et al. 1999; Wildman et al. 2002).

Weiterhin unterscheiden sich die P2XR beziiglich der pH-Abhédngigkeit der Wirksamkeit der
Agonisten. Der P2X R zeigt keine Verdnderung des maximal aktivierenden Stromes bei
variablem pH-Wert (Stoop et al. 1997). Im Fall des P2X;3R ist die Datenlage inhomogen. Es
wurde sowohl eine Zunahme des maximal aktivierenden Stromes bei hohen ATP-
Konzentrationen (>100 umol/1 ap-Methyl-ATP) im sauren Milieu (pH 5,8) (Gerevich et al.
2007) als auch eine Erniedrigung des maximal aktivierenden Stromes bei vermindertem pH-
Wert beschrieben (Wirkner et al. 2008). Fiir den P2X,R ist sowohl ein unverdnderter maximal
aktivierender Strom (Stoop et al. 1997) als auch eine Erniedrigung des maximal aktivierenden
Stroms beschrieben worden (Clarke et al. 2000). Der P2XsR-abhidngige maximal aktivierende
Strom ist bei der Applikation saurer Losungen erniedrigt (Wildman et al. 2002). Ganz anders
verhélt sich der P2X,R, wenn man die aktuelle Studienlage beriicksichtigt. Bei niedrigen pH-
Werten nimmt die Potenz der Agonisten des P2X,R zu, fiir den maximal aktivierenden Strom
liegen widerspriichliche Ergebnisse vor (s.u.).

Durch lokalisationsspezifische Mutagenese konnte gezeigt werden, dass Histidinreste der
extrazelluliren AS-Sequenz essenziell fiir die pH-Abhingigkeit des P2X,R (His*"®) (Clyne et al.
2002a), des P2X;R (His**) (Gerevich et al. 2007) und des P2X,R (His*™*) (Clarke et al. 2000;
Yan et al. 2005) sind.

Der Wildtyp (wt) des rP2X4R zeigt bei einem niedrigen pH-Wert eine Rechtsverschiebung der
ATP-Konzentrations-Wirkungs-Kurve (Stoop et al. 1997), widhrend bei der Mutation des
Histidins zu Alanin an Position 286 (His**Ala) keine pH-Abhéngigkeit der rP2X,R-abhéingigen
Strome mehr nachzuweisen ist (Clarke et al. 2000; Yan et al. 2005).

Der rP2X;R zeigt ebenfalls eine Rechtsverschiebung der ATP-Konzentrations-Wirkungs-Kurve
bei niedrigem pH-Wert (pH 6,3) (Stoop et al. 1997; Gerevich et al. 2007). Zu der pH-
Abhéangigkeit der Wirksamkeit der Agonisten des P2X3R liegen widerspriichliche Ergebnisse
vor (s.0.). Gerevich et al. zeigten, dass der maximal aktivierende Strom bei niedrigem pH-Wert
und hohen Agonisten-Konzentrationen zunimmt und dass diese pH-Abhédngigkeit durch die

Mutation His**Ala aufgehoben wird (Gerevich et al. 2007). Weiterhin konnte eine Beteiligung
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von Asparaginen (Asn) in der extrazelluldren AS-Sequenz des P2X;R an der pH-Abhéngigkeit
nachgewiesen werden. Die daraus abgeleitete Hypothese ist, dass eine vollstindige N-
Glykosylierung fiir eine regulire Beeinflussung des P2X;R durch den externen pH notwendig
ist (Wirkner et al. 2008).

Im Vergleich mit dem P2X;R wird deutlich, dass auch die ATP-Konzentrations-
Wirkungskurven der Rezeptoren P2X;, P2X; P2X, und P2X;s rechtsverschoben sind. Die Frage,
ob dieser Rechtsverschiebung die gleiche Kausalitét, also die Protonierung des ATP, zugrunde
liegt, kann nur teilweise beantwortet werden.

Der P2X,R wird in Abwesenheit von Ca*” und Mg”" aktiviert, welches zeigt, dass ATP* ein
wirksamer Agonist ist (Seyffert et al. 2004). Es ist daher nicht auszuschlieBen, dass die
Protonierung des ATP* die Potenz des Agonisten des P2X,R vermindert.

Im Fall der Rezeptoren P2X; und P2X, erscheint dieses unwahrscheinlich, da die Mutanten mit
dem Austausch einer Aminosdure vom pH-Wert unabhingig werden (s.o., Skorinkin et al. 2003;
Gerevich et al. 2007). Dieses legt nahe, dass der Effekt der Protonen hauptsachlich durch eine
allosterische Beeinflussung zu Stande kommt. Es ist also davon auszugehen, dass entweder das
freie ATP" nicht der aktive Ligand ist oder aber dass eine stattfindende ionische Bindung des
ATP* durch die Protonen keinen Effekt hat, da die Affinitit der Rezeptoren zum ATP
wesentlich hoher ist als der elektrovalente Effekt der Protonen oder dass die Anndherung des
ionengebundenen ATP an die ATP-Bindungsstelle der P2XR die lonenbindung schwicht.

Der P2XsR ist experimentellen Untersuchungen schwierig zugénglich. Divalente Kationen
haben stark differierende Effekte auf die Aktivierung des Rezeptors. Die divalenten Kationen
Ca®" und Zn** potenzieren die P2XsR-abhéngigen Strome jeweils bei niedrigen Konzentrationen
und hemmen diese bei hohen Konzentrationen (Wildman et al. 2002). Es ist aus der aktuellen
Studienlage nicht moglich, Riickschliisse auf die Wirksamkeit von freiem ATP und den Effekt
der ionischen Bindung des ATP durch divalente Kationen und Protonen beim P2X;sR zu zichen.

Weiterhin ist bei den desensitivierenden Rezeptoren P2X;, P2X; und auch P2X, zu
beriicksichtigen, dass die verwendeten Messverfahren mit ihren im Vergleich zur
Rezeptorkinetik langsamen Losungswechseln (z.B. bei der Messung von Ganzzellstromen
innerhalb von mehr als hundert Millisekunden (Hamill et al. 1981; Fenwick et al. 1982)) keine
Aktivierung der Rezeptoren im Gleichgewicht ermoglichen (Rezeptoraktivierung und
Rezeptordesensitivierung deutlich schneller (North 2002)) und somit die Interpretationen von
Konzentrations-Wirkungs-Kurven erschweren. So wurde bei genauerer Analyse der ATP-
Konzentrationsabhéngigkeit des P2X;R eine Aktivierung bereits in nanomolaren Bereich
gefunden (Rettinger and Schmalzing 2003), wihrend ansonsten von einer Aktivierung durch

Konzentrationen im mikromolaren Bereich berichtet wird (North 2002).
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5.2 Die pH-Abhiingigkeit des hP2X;-Rezeptors

Die Untersuchung des hP2X,R erfolgte, um neben dem hP2X,%*°*R einen weiteren Vergleich
mit einem P2XR mit ausschlieBlich hochaffinen Bindungsstellen zu haben. Die Ergebnisse
dieser Arbeit zeigen, dass bei der Untersuchung des Einflusses des pH-Wertes bei 1 uM, 10 uM
und 100 uM ATP keine signifikanten Verdnderungen der P2X,;R-abhidngigen Ganzzellstrome
im Bereich des pH von 5,7 bis 8,4 entstehen (Abb. 12). Es zeigt sich weder eine Verdnderung
der Potenz noch der Wirksamkeit des Agonisten ATP.

Dieses Ergebnis steht im Widerspruch zu den bisher publizierten Ergebnissen zur pH-
Abhingigkeit des P2X,R, die zumindest eine gesteigerte Potenz des Agonisten ATP erwarten
lassen (King et al. 1997; Stoop et al. 1997; Wildman et al. 1998; Ding and Sachs 1999b; Clyne
et al. 2002a; Skorinkin et al. 2003).

Die o.g. Untersuchungen zeigen, dass ein niedriger pH-Wert cine gesteigerte Affinitdt des
P2X,R fiir Agonisten und somit eine Linksverschiebung der ATP-Konzentrations-Wirkungs-
Kurve bewirkt. Die GroBe des P2X,;R-abhdngigen maximal aktivierenden Stromes zeigte sich in
der Mehrzahl der Untersuchungen vom pH-Wert unbeeinflusst (King et al. 1997; Stoop et al.
1997; Ding and Sachs 1999b; Clyne et al. 2002a).

Allerdings wurde ebenfalls berichtet, dass bei hoheren ATP-Konzentrationen (> 100 uM) im
sauren Milieu im Vergleich zum neutralen Milieu eine Verminderung des maximal
aktivierenden Stromes resultiert (Stoop and Quayle 1998; Skorinkin et al. 2003).

Die ATP-Konzentrations-Wirkungs-Kurven von Skorinkin et al. (Skorinkin et al. 2003) zeigen
bei einer ATP-Konzentration von 100 pmol/ 1 einen relativen aktivierenden Strom von gleicher
GroBe fiir den pH-Wert von 6,0 im Vergleich zu 7,4. Dies ist im o.g. Fall der Schnittpunkt der
beiden Kurven, der durch die Linksverschiebung der ATP-Konzentrations-Wirkungs-Kurve bei
pH 6,0 und die gleichzeitige Erniedrigung der Grofe des maximal aktivierenden Stromes bei pH
6,0 zu Stande kommt. Dieses wire eine Erklérung fiir die bei 100 uM ATP gemessene fehlende
pH-Abhéngigkeit in den hier vorliegenden Experimenten. Es liefert aber keine Erklarung fiir die
fehlende pH-Abhéngigkeit bei 1 pM und 10 uM ATP.

Die Versuchsbedingungen, unter denen die hier prisentierten Werte erhoben wurden,
unterscheiden sich von den Versuchsbedingungen der anderen Studien: Fiir die Versuche dieser
Arbeit wurde die RNS des humanen P2X,-Rezeptors injiziert. Die oben genannten
Untersuchungen erfolgten unter Verwendung der RNS des P2X,R der Ratte (King et al. 1997,
Stoop et al. 1997; Wildman et al. 1998; Ding and Sachs 1999b; Clyne et al. 2002a; Skorinkin et
al. 2003). Es ist nicht auszuschlieBen, dass die fir dic pH-Abhdngigkeit relevanten
Aminosauren sich in den speziestypischen RNS unterscheiden.

Clyne et al. untersuchten die Eigenschaften des polaren Cysteins und des positiv geladenen
Histidins in der extrazelluldren AS-Sequenz des rP2X,;R (Clyne et al. 2002a, b). Sie konnten

zeigen, dass bei Austausch eines der Histidine gegen Alanin (His’'’Ala) eine Mutante entsteht,
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die keine pH-Abhingigkeit zeigt (Clyne et al. 2002a). Die humane RNS unterscheidet sich an
dieser Position nicht von der RNS der Ratte (Lynch et al. 1999). Jedoch sollte der Effekt der
Mutation His*'’Ala durch die Expression der humanen RNS mit der entsprechenden Mutation
verifiziert werden.

Neben der speziesdifferenten RNS unterschieden sich die Versuchsbedingungen weiterhin in
der verwendeten Badlosung. Es wurde bei allen oben genannten Publikationen entweder mit
Ca**-haltiger (Wildman et al. 1998), mit Mg*"-haltiger (Clyne et al. 2002a) oder mit Ca**- und
Mg* -haltiger Badlosung (King et al. 1997; Stoop et al. 1997; Ding and Sachs 1999b; Skorinkin
et al. 2003) experimentiert. Vor der Etablierung der Verwendung von Flufenaminsdure in der
Badlésung wurden fortwihrend Badlosungen mit divalenten Kationen verwendet, da Oozyten
unter Abwesenheit von Flufenaminsdure und divalenten Kationen auf Grund eines Leckstroms
(Klapperstiick et al. 2000a) die experimentellen Gegebenheiten nicht tolerieren. Fiir divalente
Kationen und insbesondere fiir Ca®" ist beschrieben worden, dass sie einen hemmenden Effekt
auf die Kanalaktivierung des rP2X,R haben und dass eine Desensitivierung des rP2X,R nur in
Anwesenheit von Ca’" stattfindet (Ding and Sachs 2000). Es ist nicht auszuschlieBen, dass die
Anwesenheit von Kalzium die Proteinkonformation und damit den pH-Effekt beeinflusst und
somit auch die Anwesenheit von Ca*"-lonen fiir den potenzierenden Effekt der H-Ionen am
rP2X,R erforderlich ist.

Die Moglichkeit, dass ein pH-abhidngiger unterschiedlicher Dissoziierungsgrad der
Flufenaminséure einen Effekt auf die pH-Abhédngigkeit des P2X,R hat, ist unwahrscheinlich, da
Flufenaminsédure mit einem pKs-Wert von 3,6 bis 4,0 (Hill et al. 2004) im experimentellen pH-
Bereich kaum eine Verdnderung der Protonierung des Molekiils aufgewiesen haben kann.

Die endgiiltige Erklérung fiir die Divergenz zwischen der bestehenden Studienlage und dieser
Arbeit kann an dieser Stelle nicht erbracht werden und erfordert weitere Untersuchungen.

Im Kontrast zum P2X;R zeigt sich laut der vorbestehenden Datenlage im Fall des P2X,R im
aziden Bereich ecine gesteigerte Affinitdt des Rezeptors fiir Agonisten, wihrend die pH-
Abhéngigkeit des maximal aktivierenden Stromes im Bereich hoherer ATP-Konzentrationen
kontrovers diskutiert wird (s.o.). Die Mutation von Histidin an Position 319 (His*'’Ala) hebt die
pH-Abhéngigkeit der Affinitdt des rP2X,R fiir Agonisten bei saurem pH-Wert auf. Zusétzlich
zeigt die Mutante His’'’Ala eine deutliche Erniedrigung des maximal aktivierenden Stromes bei
hohen ATP-Konzentrationen im sauren Milieu (Clyne et al. 2002a). Interessant ist, dass diese
Erniedrigung des maximal aktivierenden Stromes durch einen niedrigen pH-Wert beim Wildtyp
zu den diskutierten und nicht abschlieBend gekldrten Phdnomenen gehdrt. Aus den genannten
Beobachtung lisst sich ableiten, dass Protonen die ATP-Affinitit der Ligandenbindungsstelle
des rP2X,R erhdhen, aller Wahrscheinlichkeit nach iiber die Beeinflussung des His*'. Eine
mogliche und die einfachste Erkldrung hierfiir ist eine stirker positive Ladung der

Bindungsstellen durch die Protonierung. Diese Beeinflussung liefert aber keine Erkldrung fiir
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die diskutierte Erniedrigung des maximal aktivierenden Stromes. Dass dieser Effekt bei der
Mutante des rP2X,R sehr deutlich zu Tage tritt, ldsst Raum fiir die Spekulation, dass es neben
His’" eine weitere Protonenbindungsstelle gibt, die bei der Ausschaltung der ersten

Protonenbindungsstelle (His’'?) eine gesteigerte Bedeutung erlangt.

53 Die pH-Abhingigkeit der hochaffinen und niedrigaffinen
Bindungsstellen des hP2X,-Rezeptors

Die Untersuchungen des hP2X;R haben das bekannte Phidnomen der zweifach sigmoiden
Beziehung zwischen der ATP-Konzentration und der Kanalaktivierung im Sinne einer Bindung
von mindestens zwei ATP-Molekiilen bestitigt (Abb. 3, Klapperstiick et al. 2001). Die
vorliegende detaillierte Untersuchung des hP2X;R zeigt, dass die Modulation des hP2X;R durch
Protonen sehr komplex ist und dass sowohl die hochaffine als auch die niedrigaffine
Bindungsstelle (Klapperstiick et al. 2001) durch extrazelluldre H'-Ionen beeinflusst werden. Zur
Unterscheidung der pH-Effekte auf die Funktion dieser verschiedenen Bindungsstellen wurden

verschiedene Ansatzpunkte genutzt:

I.  Verwendung niedriger und hoher Agonist-Konzentrationen, um jeweils nur die
hochaffine oder niedrigaffine Bindungsstelle zu aktivieren,
II.  Untersuchung der Mutante hP2X,>**YR, die nur die Effekte der hochaffinen
Bindungsstelle aufweist,
HI.  Verwendung hoher BzATP-Konzentration, um eine vornehmliche Untersuchung der

niedrigaffinen Bindungsstelle zu ermdglichen.

Betrachtet man die bestehende Studienlage, so belegen die Ergebnisse dieser Studie die
getroffene Aussage, dass die Aktivierung des Kanals im aziden Bereich geringer ist (Rozengurt
et al. 1977; Steinberg et al. 1987; Dubyak and El-Moatassim 1993). Ebenso konnten wir
bestdtigen, dass der maximal aktivierende Strom mit zunehmender Protonenkonzentration
kleiner wird (Virginio et al. 1997; Acuna-Castillo et al. 2007; Liu et al. 2009).

Die YO-PRO 1-Aufnahme ist ein sehr indirektes Mal} fiir die Kanalaktivierung, da nach dem
Ubertritt des Molekiils in die Zelle zunichst eine Bindung an die DNS erfolgen muss, bevor die
Fluoreszenz-Messung erfolgen kann. Des Weiteren setzt die YO-PRO 1-Aufnahme eine
Permeabilititssteigerung des P2X;R voraus. Dennoch zeigt auch die YO-PRO 1-Aufnahme eine
gleichsinnige pH-Abhéingigkeit in Form einer verminderten Aufnahme von YO-PRO 1 in die
Zelle bei der P2X;R-Aktivierung unter dem Einfluss eines niedrigen pH-Wertes. Die YO-
PRO 1-Aufnahme war allerdings auch unter alkalischen Bedingungen vermindert (Steinberg et
al. 1987; Virginio et al. 1997; Michel et al. 1999).

Der Vergleich der dquivalenten freien und der absoluten ATP-Konzentration von 0,1 mmol/ 1

ergab fiir beide H'-Konzentrations-Wirkungs-Kurven eine Beeinflussung der hP2X;R-
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abhéingigen Stromgrofe (Abb. 4). Diese ist im Fall der absoluten ATP-Abhéngigkeit wesentlich
stairker ausgeprdgt. Im Nachfolgenden soll auf diesen Unterschied, der durch zwei

unterschiedliche Phinomene bedingt ist, eingegangen werden.

5.3.1 Die pH-Abhéngigkeit der hochaffinen Ligandenbindungsstelle

Die hochaffine Bindungsstelle des hP2X;R wird bei Applikation eines Agonisten zuerst
aktiviert und macht insbesondere bei niedrigen Agonisten-Konzentrationen den Hauptteil des
aktivierenden Stromes aus (Klapperstiick et al. 2001).

Die in Abb. 3 ersichtliche Rechtsverschiebung der ATP-Konzentrations-Wirkungs-Kurve im
Bereich der hochaffinen Bindungsstelle war ebenso im Fall der P2X;R-abhingigen Stromgrofie
von der absoluten ATP-Konzentration wie im Fall der Abhéngigkeit von der absoluten BZATP-
Konzentration ([Agonist]) bei pH 6,4 im Vergleich zu pH 7,4 signifikant (Tab. 4). Diese
Rechtsverschiebung lisst sich vollstindig durch die ionische Bindung der H'-Ionen an das
ATP* bzw. an das BzATP* und damit durch die Verringerung der freien Agonisten-
Konzentration ([Agonist*]) erkliren.

Um die Hypothese zu untermauern, dass vor allem die elektrovalente Bindung des ATP durch
Protonen einen Einfluss auf die hochaffine Bindungsstelle hat, erfolgte die Untersuchung einer
Mutante, des hP2X,"*'R. Die Aktivierung dieser Mutante erfolgt ausschlieflich durch die
hochaffine Bindungsstelle. Zum einen wird dieses belegt durch die Sattigung des Rezeptors im
Bereich mikromolarer ATP-Konzentrationen und die monophasische ATP-Konzentrations-
Wirkungs-Kurve. Zum anderen sind die unverdnderte Wirksamkeit bei gleichzeitig hoherer
Potenz von BZATP im Vergleich zu ATP (Abb. 10) und die langsame Deaktivierungsskinetik
(Abb. 11) typische Merkmale der hochaffinen Ligandenbindungsstelle bei P2X;R-abhéngigen
Stromen (Klapperstiick et al. 2001; Becker et al. 2008).

Die Beeinflussung des hP2X,5***YR durch eine erhéhte Konzentration freier H' -Tonen fiihrt zu
einer Rechtsverschiebung der Konzentrations-Wirkungs-Kurve fiir absolutes ATP ohne eine
Veranderung des maximal aktivierenden Stromes (Abb. 10A). Dieses ist durch den ATP-
bindenden Effekt der Protonen erklarbar (Abb. 10B, Tab. 6).

Die Hypothese, dass das freie ATP der wirksame Agonist des hP2X,R ist und nicht MgATP*>
oder CaATP*, wurde vielfach erwogen (Dahlquist and Diamant 1974; Cockcroft and Gomperts
1980; Steinberg et al. 1987; Di Virgilio et al. 1998; Klapperstiick et al. 2001; North 2002).
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Fiir die Hypothese spricht Folgendes:

I.  Bei erniedrigter Ca’*- und Mg’ "-Konzentration bedarf es einer reduzierten ATP-
Konzentration fiir die halbmaximale Aktivierung (ECsy) des Rezeptors (Di Virgilio et
al. 1998).

II. Bei Abwesenheit simtlicher divalenter Kationen ist durch [ATP*] ein hP2X,R-
abhéngiger Strom evozierbar, dessen Amplitude sich nicht wesentlich von der bei
gleicher ATP*-Konzentration in Ba®"-haltigen Medien gemessenen Stromen
unterscheidet (Klapperstiick et al. 2001).

III.  Es wurde der Nachweis erbracht, dass die hemmende Wirkung von Ca®"- (Markwardt et
al. 1997) und Mg**-Ionen (Klapperstiick et al. 2001) auf die hP2X,R-Aktivierung durch
eine Komplexbildung mit ATP* zu Stande kommt.

IV.  Der hP2X;R benétigt eine zehn- bis hundertfach hohere Agonisten-Konzentrationen fiir
die Aktivierung als die anderen Rezeptoren der P2XR-Familie, da unter
physiologischen Bedingungen das freie ATP nur etwa 1% ausmacht (Ralevic and
Burnstock 1998).

V. Sowohl der lonenstrom als auch die Permeabilititszunahme werden in Anwesenheit von
divalenten Kationen inhibiert (Michel et al. 1999).

VI. Die elektrovalente Bindung des freien ATP durch Protonen fiithrt zu einer

Rechtsverschiebung der ATP-Konzentrations-Wirkungs-Kurve (s.o.).
Folgende Argumente werden der Hypothese entgegen gesetzt:

L. Die Effekte divalenter Kationen auf P2X;R-abhéngige Strome konnen nicht alleine
durch die Bindung des ATP erklirt werden (Virginio et al. 1997).

IL. Die Hemmung durch Zn*" und Cu®" kommt nicht durch die Komplexierung des ATP,
sondern durch allosterische Modulation zu Stande (Liu et al. 2007).

111 Es bestehen Hinweise darauf, dass es Mg*"-Bindungsstellen in der extrazelluliren AS-
Sequenz des P2X,R gibt (His"’, His*""), die fiir die Inhibition durch Mg*" essenziell
sind (Acuna-Castillo et al. 2007).

Sicher ist, dass ATP* ein wirksamer Agonist des hP2X,R ist, da sonst kein charakteristischer
hP2X;R-abhingiger Strom in Abwesenheit divalenter Kationen erzielt werden konnte
(Ergebnisse der vorliegenden Arbeit und (Klapperstiick et al. 2000a, 2001; Becker et al. 2008)).
Ob CaATP* oder MgATP” ebenfalls wirksame Agonisten des hP2X,R sind, kann nicht
vollstandig ausgeschlossen werden. Dieses ist jedoch unwahrscheinlich, da mittels Zugabe
extrazelluldrer Mg**-Ionen der ATP-induzierte Strom stark verringert wird (Seyffert et al.

2004).
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Klare Hinweise gibt es dafiir, dass die divalenten Kationen Zn*", Cu*" und Mg”" iiber eine
allosterische Beeinflussung inhibitorisch auf die Aktivierung des P2X;R wirken (Liu et al.
2007; Acuna-Castillo et al. 2007). Dieses schliefit aber eine Komplexierung des ATP durch
diese Kationen nicht aus. Wie hier am Beispiel des H™ gezeigt wurde, kénnen Kationen sowohl
zu einer ionischen Bindung des ATP als auch zu einer allosterischen Modifikation eines P2X-
Rezeptors fiihren.

Aus der ATP-Konzentrations-Wirkungs-Kurve (Abb. 3) wird ersichtlich, dass bei einer
absoluten ATP-Konzentration von 0,1 mM eine vollstindige Aktivierung der hochaffinen und
eine partielle Aktivierung der niedrigaffinen Bindungsstelle vorliegt. Bei einer absoluten ATP-
Konzentration von 0,01 mM ATP ist vorrangig eine Aktivierung der hochaffinen und kaum eine
Aktivierung der niedrigaffinen Bindungsstelle anzunehmen (Abb. 3). Es ist davon auszugehen,
dass die Beeinflussung der Stromgrofle durch den pH-Wert im Fall von 0,1 mM ATP vor allem
durch einen Effekt der Protonen auf die niedrigaffine Bindungsstelle verursacht wird und im
Fall von 0,0l mM ATP auf den Effekt der Protonen auf die hochaffine Bindungsstelle
zuriickzufiihren ist. Die aus diesen Messungen abgeleiteten Werte fiir eine halbmaximale
Stromhemmung durch H'-lonen (pKy-Wert,s. Tab. 5) betragen fiir die niedrigaffine
Bindungsstelle 6,8+ 0,1 und fiir die hochaffine Bindungsstelle 6,1 =0,1. Damit ist die
Beeinflussung der niedrigaffinen Bindungsstelle schon bei einer geringeren freien
Protonenkonzentration manifest als die der hochaffinen Bindungsstelle. Dies bedeutet, dass der

hP2X;R bei geringeren aktivierenden ATP-Konzentrationen weniger pH-empfindlich ist.

5.3.2 Die pH-Abhéngigkeit der niedrigaffinen Ligandenbindungsstelle

Die niedrigaffine Ligandenbindungsstelle des hP2X;R zeigt ebenfalls eine pH-Abhingigkeit.
Neben der Beeinflussung der Potenz des Agonisten durch H'-Ionen ist ein weiterer Effekt auf
die P2X;R-abhéngige Stromgrofe zu beobachten.

Die Rechtsverschiebung der ATP- und BzATP-Konzentrations-Wirkungs-Kurven bei erhohter
freier H' -Konzentration ist fiir die niedrigaffine Ligandenbindungsstelle ebenso zu beobachten
wie fiir die hochaffine Ligandenbindungsstelle (Abb. 3, Tab. 4). Die Ursache hierfiir ist auch im
Fall der niedrigaffinen Bindungsstelle die Reduktion des freien ATP durch die ionische
Bindung an Protonen. Die Beeinflussung beider Ligandenbindungsstellen durch einen ATP-
bindenden Effekt von Kationen konnte bereits fiir Mg*" beschrieben werden (Klapperstiick et al.
2001). Eine Alkalisierung (auf pH 8,4) der Badlosung verdndert weder im Fall der hochaffinen
noch im Fall der niedrigaffinen Bindundungsstelle die Potenz des ATP. Dieses ist erkldrbar
durch die geringgradige Verinderung der Protonierung des ATP* bei dieser pH-Wert-
Veranderung (Tab. 2).

Die [Agonist*]-Konzentrations-Wirkungs-Kurven sind auch bei der Beriicksichtigung der ATP-
Bindung durch Protonen bei den pH-Werten 6,4, 7,4 und 8,4 nicht deckungsgleich (Abb. 3).

53



Diskussion

Eine mogliche Erklarung dafiir ist, dass sich die Protonierung des ATP unter den bei den
vorliegenden Ergebnissen verwendeten Versuchsbedingungen von denen der publizierten H'-
Bindungskonstante (Martell and Smith 1990) unterscheidet. Eine weitere mogliche Ursache ist,
dass es neben der ionischen Bindung des ATP einen weiteren hemmenden Effekt der Protonen
auf die ATP-Bindungsstelle gibt. Dieses wiirde im Kontrast zu den fiir den P2X,R
beschriebenen Effekten der Protonen stehen, die vermutlich hier auf Grund ihrer Ladung die
Bindung des negativ geladenen ATP*, CaATP> oder MgATP* fordern (Skorinkin et al. 2003).
Zusitzlich zu dem ATP-bindenden Effekt der Protonen konnte in der vorliegenden Arbeit eine
weitere Beeinflussung der hP2X,R-abhéngigen Stréme durch eine erhohte Konzentration freier
H'-Ionen gezeigt werden. Eine Erniedrigung des pH-Wertes (auf pH 6,4) verursacht eine
Reduktion des maximal aktivierenden Stromes der niedrigaffinen Bindungsstelle
(Abb. 3, Tab 4). Dieser Effekt der Protonen ldsst sich nicht durch die Bindung der Protonen an
das ATP erkldren, da alle dargestellten ATP-Konzentrations-Wirkungs-Kurven die Sattigung
des Rezeptors erreichen.

Es ist davon auszugehen, dass es sich bei dieser zusétzlichen Beeinflussung der niedrigaffinen
Ligandenbindungsstelle um einen allosterischen Effekt der Protonen auf den hP2X;R handelt,
da in Einzelkanaluntersuchungen gezeigt werden konnte, dass die Permeationseigenschaften des
P2X;R keine Beeinflussung durch Protonen zeigen (Flittiger et al. 2010). Dieser allosterische
Effekt betrifft die extrazellulire Aminosdure-(AS)-Sequenz des hP2X;R, da die
Applikationsdauer von 6 s sicher keinen Einfluss auf den intrazelluldren pH-Wert hat. Zudem
geschieht der Eintritt des pH-Effektes bei kontinuierlicher Applikation eines Agonisten und
akutem pH-Wechsel etwa mit der Geschwindigkeit des Losungswechsels in der verwendeten
Badkammer im Bereich von 1-2 s (Abb. 7) (Klapperstiick et al. 2000a). Dieses spricht fiir einen
extrazelluldren Angriffspunkt der H -Ionen.

Eine verinderte H'-Konzentration kann die Protonierung und Ladung und damit die
Tertidrstruktur des Rezeptorproteins verdndern. Orte der Protonierung eines Proteins sind
insbesondere polare oder geladene AS, in dem beobachteten pH-Bereich vor allem die
Aminosaure Histidin. Die Seitenkette des Histidins weist einen pKs-Wert von 6,0 auf (Clyne et
al. 2002a), was bedeutet, dass sich die Protonierung der Seitenkette sowohl im physiologischen
als auch in dem von uns untersuchten pH-Wert-Bereich relevant verandert. Bei der Betrachtung
der pK-Werte der Seitenketten ist jedoch auch zu beriicksichtigen, dass die Protonierung dieser
Seitenketten nicht alleine in Abhéngigkeit vom pH-Wert variiert. Einfluss auf die Protonierung
haben weiterhin die benachbarten AS-Seitenketten und deren Ladung, die rdumliche
Konfiguration des Proteins und die Elektrolytzusammensetzung des Mediums. Der pKs-Wert
der Seitenkette des Histidins in Proteinen ist als zwischen 5,0 und 8,0 variierend beschrieben

worden (Kao et al. 2000).
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Die aktuellen Studien zur mutagenetischen Analyse der extrazelluldren AS-Sequenz sind am
rP2XR und dessen Mutanten durchgefiihrt worden. Es konnten 14 potentielle Angriffsorte (fiinf
Histidin-, drei Glutamat-, zwei Aspartat- und vier Lysinreste) flir modulatorische Ionen
identifiziert werden, die ausschlieBlich in der extrazelluliren Sequenz des P2X;R und nicht in
der Sequenz der Rezeptoren P2X, s vorhanden sind (Liu et al. 2007). Liu et al. konnten den
Nachweis erbringen, dass extrazelluldre AS des P2X;R einen Effekt auf die Hemmung durch
Cu’ und Zn*" (His®, Asn'’") haben und dass sie entscheidend fiir die Potenz des ATP (Asn®™)
und des BZATP (Lys'?’, Asn***) sind.

Die Mutation von den sechs Histidinen zu Alanin in der extrazelluldren Sequenz des rP2X;R

zeigte, dass die AS Histidin an Position 130 (His'"

) eine Bedeutung bei der pH-Sensitivitét des
rP2X5R hat (Acuna-Castillo et al. 2007). Der Austausch des Histidins gegen Alanin bewirkte im
Vergleich zwischen dem Wildtypen und der Mutante His'*’Ala eine geringere Hemmung durch
einen niedrigen pH-Wert bei der Mutante, aber immer noch eine signifikante Hemmung
gegeniiber der Stromgrofle bei pH 7,4. Alle anderen Mutanten zeigten sich beziiglich der pH-
Abhingigkeit dem Wildtyp analog. His*’Ala zeigt im Vergleich zum Wildtyp ebenso eine
verminderte Inhibition des Rezeptors durch Magnesiumionen, aber eine analoge Inhibition
durch Zinkionen (Acuna-Castillo et al. 2007). Diese Untersuchungsergebnisse des rP2X;R sind
nicht auf den hP2X;R iibertragbar, da an Position 130 der AS-Sequenz des humanen P2X-R die
Aminoséure Serin lokalisiert ist (Rassendren et al. 1997). Es ist also nicht von einer analogen
Beeinflussung auszugehen. Diese Studie liefert dennoch den Hinweis, dass ein Histidinrest in
der extrazelluldren Sequenz des hP2X;R als allosterische Bindungsstelle fiir Protonen fungieren
und einen FEinfluss auf die pH-Abhdngigkeit haben kann. Zudem zeigt sie auch, dass die
allosterische Modifikation nur einen Teil der H'-bedingten Hemmung der P2X;R-abhingigen
Strome verursacht. Dieses unterstiitzt die Hypothese, dass es sich um zwei verschiedene
Mechanismen handelt, zum einen die allosterische Modifikation des Rezeptorproteins und zum
anderen die ATP-bindende Eigenschaft der Protonen.

Weiterhin konnte jlingst gezeigt werden, dass der Austausch der AS an den Positionen 85
(His®), 219 (His*'"’) und 137 (Lys"") gegen Alanin eine gesteigerte Protonen-Empfindlichkeit
des rP2X-R bewirkt, wihrend der Austausch der AS 