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EINLEITUNG

1 Einleitung

1.1 Purinerge Rezeptoren

Das Konzept des ,,Purinergic Signalling* wurde erstmals 1972 durch Burnstock et al.
beschrieben.!' Es basiert auf der Entdeckung, dass Adenosintriphosphat (ATP, Abb.
als Neurotransmitter in inhibitorischen nicht-adrenergen und nicht-cholinergen Nerven

im Darm eines Meerschweins wirkte.

NH,
N NS
N
/4
- <)
_ 0 O o© N N
O\lla/O\Fl)/O\FI)/O
1 ] 11 O
O O O
OH OH

Abbildung 1: Chemische Struktur von Adenosintriphosphat (ATP)

Entsprechende Membranrezeptoren fiir Adenosin und Adenosintriphosphat wurden 1987
entdeckt und abhéngig von ihrer Aktivierbarkeit durch Adenosin bzw. AMP, ADP
oder ATP in die Klassen P1 bzw. P2 eingeteilt. % Die P1-Rezeptoren lassen sich in
vier Subtypen, die Ai-, Asa-, Asp- und die As-Rezeptoren unterteilen. Aufgrund der
Feststellung, dass die P2-Rezeptoren Ligand-gesteuerte Ionenkanile (LGIC) oder G-
Protein-gekoppelte-Rezeptoren (GPCR) darstellen, wurden sie spéter in zwei Gruppen,
die P2X- und die P2Y-Rezeptoren, eingeteilt.? Bisher wurden siecben P2X-Rezeptor-
Subtypen identifiziert, die hauptsichlich durch extrazellulires ATP gesteuert werden.
Die acht bekannten P2Y-Rezeptoren sind je nach Subtyp durch Adenin- oder Uracil-
Nucleotide aktivierbar.” Die dritte Rezeptorklasse, P0, stellt das neueste Mitglied der
purinergen Rezeptorfamilie dar. Die ebenfalls G-Protein-gekoppelten Rezeptoren wur-
den bisher nur in Nagetieren beschrieben und werden durch Adenin aktiviert.® Bisher
konnten zwei Adenin-Rezeptor-Subtypen (Adel und Ade2) identifiziert werden. Eine
Ubersicht iiber die Familie der purinergen Rezeptoren zeigt die Abb.
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Abbildung 2: Schematische Ubersicht iiber die purinergen Rezeptoren

1.2 Die P2X-Rezeptoren

P2X-Rezeptoren stellen Ligand-gesteuerte Ionenkanile fiir Kationen (Ca?*, Nat, KT)
dar, die durch extrazelluldres ATP aktivierbar sind. Sie sind innerhalb der Gattung der
Wirbeltiere weit verbreitet, jedoch ist die Sequenzhomologie innerhalb der wirbellosen
Lebewesen sehr gering.” Die P2X-Proteine einer Rezeptoruntereinheit sind 379 bis 595
Aminosauren lang und zeigen zwischen 35 und 54 % Sequenzhomologie. Ein Rezeptor
ist aus drei Rezeptoruntereinheiten zusammengesetzt.”

P2X-Rezeptoren kommen ubiquitédr im Koérper vor, am verbreitetsten sind sie jedoch im
zentralen Nervensystem, im vaskuldren und pulmonalen System, im Gastrointestinal-
trakt, in der Skelettmuskulatur, den Knochen und dem blutbildenden System (vgl. Tab.

1.~

Tabelle 1: Verteilung der P2X-Rezeptoren im Organismus®

Rezeptor | Hauptverteilung
P2X1 glatte Muskulatur, Blutplattchen,
Cerebellum, Spinalneuronen
P2X2 glatte Muskulatur, Gehirn, Pankreas, Retina,
chromaffine Zellen, autonome und sensorische Ganglien

P2X3 nozizeptive sensorische Neuronen, Nucleus Tractus Solitarius (NTS),
einige sympathische Neuronen

P2X4 Mikroglia, Hoden, Darm, Endothelzellen

P2X5 Proliferierende Hautzellen, Darm, Blase,

Thymus, Riickenmark, Herz, Nebennierenmark

P2X6 Hirn, motorische Neuronen im Riickenmark

P2XT7 Makrophagen, Mastzellen, Mikroglia,

Pankreas, Haut, endokrine Organe

P2X-Rezeptoren stehen aufgrund ihrer Beteiligung an zahlreichen (patho)physiolo-
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gischen Prozessen wie der Wahrnehmung von Schmerz, entziindlichen Verdnderungen
oder Krebs als Zielstrukturen fiir potentielle neue Wirkstoffe im Fokus der Forschung.”
Bisher wurden sieben Subtypen (P2X1-P2X7) identifiziert, wobei jeder Rezeptor-Sub-
typ unterschiedliche pharmakologische und elektrophysiologische Eigenschaften, wie
z.B. ATP-Potenz oder Desensibilisierungsrate aufweist.*! Der ECso-Wert fiir ATP
variiert je nach Subtyp zwischen nanomolaren und geringen mikromolekularen Konzen-
trationen. Die einzige Ausnahme stellt der P2X7-Rezeptor dar, der einen ECso-Wert
von grofer als 100 pM aufweist und der durch ATP nur partialagonistisch aktiviert
wird.”! P2X-Rezeptoren konnen in schnell und langsam desensibilisierende Rezeptoren
unterteilt werden. Wahrend die P2X1- und P2X3-Rezeptoren schnell desensibilisieren,
desensibilisieren die P2X2-, P2X4-, P2X5- und P2X7-Rezeptoren langsam."” Diese Ei-
genschaft ist von grofler physiologischer Relevanz, da sie die Dauer der Signaltransduk-
tion bedingt und die Empfindlichkeit bei weiterer Anwesenheit von ATP reguliert. Die
Desensibilisierung resultiert hochstwahrscheinlich aus einem Ubergang in den geschlos-
senen Zustand bei andauernder Bindung des Agonisten.™ Die erneute Anregung des Re-
zeptors erfordert demnach eine Konformationséinderung des Rezeptors zum Ubergang
in den Ruhezustand. Die molekularen Mechanismen, die diesen Zustand bedingen, sind
noch nicht ausreichend verstanden.” Die Bildung von Rezeptor-Chiméren aus Teilen
desensibilisierender und nicht-desensibilisierender Rezeptoren zeigt aber eine Verwick-
lung der TM-Doménen sowie der cytoplasmatischen N-und C-terminalen Doménen in
dieses Phinomen, 1041

P2X-Rezeptoren bilden homo- oder heterotrimere Komplexe aus drei Rezeptor-Mono-
meren.1? Die pharmakologischen Eigenschaften eines Heterotrimers kénnen sich von
denen der Homotrimere unterscheiden, wobei ihre Relevanz bisher noch nicht vollstéin-
dig verstanden ist. Eine Zusammenfassung der moglichen Homomer- bzw. Heteromer-

bildung zeigt Tabelle

Tabelle 2: Mdglichkeiten der Homomer- bzw. Heteromerbildung'?

P2X1 P2X2 P2X3 P2X4 P2X5 P2X6 P2X7
P2X1 + +
P2X2 + + +
P2X3 + +
P2X4 + + +
P2X5 + +
P2X6 + +
P2X7 +

Fiinf von sieben humanen P2X-Subtypen (P2X1-P2X4 und P2X7) sind in der Lage,
funktionelle homotrimere Ionen-Kanile zu bilden.? Der humane homotrimere P2X5-

Rezeptor ist dagegen meist nicht funktionell, was mit dem Fehlen des Exons 10 asso-
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ziiert ist.73 Der humane P2X6-Rezeptor-Subtyp zeigt nur in Koexpression mit P2X2-
oder P2X4-Subtypen ein Signal fiir ATP.% Der erste P2X-Rezeptor, der kristallisiert
werden konnte, war der P2X4-Rezeptor des Zebrafisches (zf). Es konnten Rontgenstruk-
turen des Rezeptors im ungebundenen und im ATP-gebundenen Zustand (beide N- und
C- terminal trunkiert) erhalten werden, die ein verbessertes Verstdndnis der Ereignis-
se im Zusammenhang mit der ATP-Bindung und der Rezeptor-Aktivierung erméglicht
haben. 1415 Jedes Rezeptor-Monomer besitzt zwei transmembrane Segmente (TM1 und
TM2), die die Membran komplett durchqueren. Die Amino- und Carboxytermini (N-
und C-Termini) liegen intrazelluldr. Die im Vergleich mit den Tansmembrandoménen
grofile Extrazellulirdoméne ragt weit aus der Membran hinaus (vgl. Abb. )IZHJEIJEI
Die Transmembranregion besteht aus sechs Transmembranhelices, wobei jeweils zwei
Helices zu einer Untereinheit gehoren. Innerhalb der Untereinheiten sind die Helices
antiparallel angeordnet. Die inneren TM2-Helices kreuzen sich mittig. Dabei schniiren

sie die Transmembranpore ein und definieren so den geschlossenen Ruhezustand des
Ionenkanals (vgl. Abb. )

Abbildung 3: Der Aufbau des homotrimeren P2X/-Rezeptors. (a) Seitenan-
sicht, geschlossener Zustand. (b) Seitenansicht, aktivierter Zustand. (c) Auf-
sicht, geschlossener Zustand. (d) Aufsicht, aktivierter Zustand. "2
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Die TM-Doménen sind an der Offnung und der SchlieBung des Tonenkanals beteiligt.?
Der Aufbau einer einzelnen P2X4-Untereinheit dhnelt der Gestalt eines Delfins, wobei
die Transmembranhelices die Schwanzflossen und die extrazelluldre Region die Flossen
und den oberen Kérperbereich darstellen (vgl. Abb. [4).

Abbildung 4: (a)Delfinartiger Aufbau eines P2Xy-Rezeptor-Monomers des
Zebrafischs. (b) Intermolekulare Kontakte zwischen zwei P2X4-Rezeptor-
Untereinheiten.™

Die Extrazellulair-Doméne beinhaltet unter anderem zehn konservierte Cysteinreste,
die Disulfidbriicken ausbilden und damit eine wichtige Rolle in der dreidimensionalen
Organisation des Rezeptors spielen.® AuBerdem sind vierzehn Glycinreste, zwischen
zwei und sechs Consensussequenzen fiir N-Glykosylierungsstellen sowie die orthosteri-
schen Bindungsstellen fiir ATP vorhanden.®

Nach Kawate et al. wird der zentrale Aufbau des Delfinkoérpers durch den extrazelluldren
Teil gebildet und ist durch ein Transthyretin-artiges S-Sandwich-Motiv charakterisiert,
das eine sehr starre Struktur zeigt und gegeniiber konformatorischen Verdnderungen
stabil zu sein scheint. Die Kontakte zwischen den Untereinheiten werden gréfienteils von
den Extrazellulirdoménen vermittelt. Die oberen Regionen der p-Faltblattstrukturen
in der Korperdoméne stehen in Kontakt zu den benachbarten Untereinheiten, wah-
rend zwischen den angrenzenden Untereinheiten im Bereich der Basis der Extrazellu-
lardoméne kein Kontakt besteht. Angrenzend an die Korperdoméne befinden sich die
strukturell variierenden Kopf-, Schwanzflossen-, linke und rechte Flossen-Doménen. Die
Kopfregion wird durch drei antiparallele S-Faltblattstrukturen und eine a-Helix defi-
niert. Hauptkontakte zwischen Untereinheiten finden zwischen zwei Kérperdoménen,
zwischen Kopf- und Koérperdoménen und linker Flossen- und Schwanzflossendoméne
statt (vgl. Abb. .IE Da die Aminoséurereste im Bereich der Kérperdoméne hoch kon-

serviert sind, wahrend die Aminosdurereste in Kopf, linker Flosse und Schwanzflosse
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wenig konserviert sind, schliefen Kawate et al., dass die Korper-Korper-Interaktion in-
nerhalb der P2X-Rezeptorfamilie verbreitet ist.

2012 gelang es Hattori et al. den P2X4-Rezeptor des Zebrafisches im ATP-gebundenen
Zustand zu kristallisieren und drei Bindungsstellen fiir ATP im extrazelluldren Be-
reich zu identifizieren (vgl. Abb. . Diese liegen jeweils an den Schnittstellen zwischen
zwei Rezeptoruntereinheiten. Das negativ geladene ATP interagiert mit positiv gelade-
nen Aminosaureresten in Form ionischer Wechselwirkungen (Abb. . Im Vergleich mit
der Rontgenstruktur im geschlossenen Zustand bestétigte sich die strukturelle Starr-
heit der oberen Korper-Doméne, die keine elementaren konformatorischen Verdnderun-
gen durch die ATP-Bindung zeigte, wiahrend die untere Kérper-Doméne im Rahmen
der ATP-Bindungen deutlichen Bewegungen unterlag. Die resultierenden mechanischen
Bewegungen fithren zu einem Auseinanderdriften der TM-Helices, wodurch es zur Ka-

naléffnung kommt.

——————

N 4 ATP T189

K193 =
,‘_/ Lower body (B) ’(_D(orsal fin (B
flipper \l{_ A A ~
AN \/\ / o N
Abbildung 5: Darstellung der ATP-Bindungsstelle im P2X/-Rezeptor des
Zebrafischs. 13

Das gebundene ATP-Molekiil zeigt eine U-formige Konformation, die 8- und ~-Phos-
phatreste sind in Richtung des Adenin-Rings orientiert. In der Bindungstasche nimmt
der Aminosaurerest K70 (Untereinheit 2) eine Schliisselrolle ein. Seine Ammonium-
gruppe ist innerhalb des Zentrums der Triphosphatgruppe plaziert und interagiert
mit den Sauerstoff-Atomen aller drei Phosphatgruppen. N296 und K316 der Unter-
einheit 1 interagieren zusétzlich mit dem [-Phosphatrest, wihrend K72 (Untereinheit
2), N298 (Untereinheit 1) und K316 (Untereinheit 1) an Interaktionen mit dem ~-
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Phosphatrest beteiligt sind. Zusétzlich kann die Bildung einer Losungsmittelvermit-
telten Briickenbindung zwischen K193 und der a-Phosphatgruppe beobachten wer-
den, die unter physiologischen Bedingungen vermutlich durch Wassermolekiile ver-
mittelt wird. Die Adenin-Base ist ins Innere der Bindungstasche orientiert und bildet
drei Wasserstoff-Briickenbindungen mit der Seitenkette von Y189 und den Carbonyl-
Sauerstoffatomen von K70 und Y189. Alle beschriebenen Aminosdurereste sind in-
nerhalb der P2X-Familie konserviert. Weitere hydrophobe Interaktionen zwischen der
Adenin-Base und den Aminoséureresten L191 und 1232 sind hinsichtlich ihrer Hydro-
phobizitat in den P2X-Rezeptoren verbreitet, jedoch sind die beschriebenen Reste teil-
weise durch andere Aminoséuren ersetzt. 12

Waiéhrend des Prozesses der Rezeptor-Aktivierung finden verschiedene Konformations-
dnderungen statt (vgl. Abb. [)). Die Bindung von ATP fiihrt zu einer Aufwértsbewegung

der Riickenflossen-Doméne in Richtung der Kopf-Doméne.1%

Left Head (A) Left Head (A)
flipper (A) flipper (A)

Dorsal
fin (B)

Out Out

ChainA ChainB ChainA Chain B
apo, closed ATP-bound, open

Abbildung 6: Darstellung des Mechanismus der Rezeptoraktivierung. 12

Gleichzeitig findet eine Auswéartsbewegung der linken Flossen-Doméne statt. Es schiebt
sich die untere Korper-Doméne durch die Kopplung an Riickenflossen- und linke Flossen-
Doméne ebenfalls nach auflen, wodurch sich der Bereich zwischen den Transmembran-
doménen weitet und sich der Ionen-Kanal 6ffnet (vgl. Abb. und d).19 Die P2X-
Rezeptoren besitzen drei Bindungsstellen fiir ATP, wovon mindestens zwei besetzt sein

miissen um den Rezeptor zu aktivieren.1Y
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Kiirzlich wurden Kristallstrukturen des humanen P2X3-Rezeptors beschrieben, die den
Rezeptor im Ruhezustand ohne gebundenen Agonisten, im ATP-gebundenen aktiven
Zustand, im desensibilisierten ATP-gebunden Zustand und im geschlossenen Zustand
gebunden an die orthosterischen Antagonisten TNP-ATP und A-317491 zeigen.18 Drei
Mutationen (T13P, S15V und V161) wurden in den Rezeptor eingefiigt um ein Kon-
strukt mit langsamer und unvollstdndiger Desensibilisierung zu erhalten. Im Vergleich
zu den bereits beschriebenen Kristallstrukturen des zf P2X4-Rezeptors sind die Trans-
membrandoménen weniger stark verkiirzt weshalb erstmals sichtbar wird, dass cyto-
plasmatische Aminosdurereste im offenen Rezeptor eine sogenannte cytoplasmatische
Kappe bilden und damit den Zustand stabilisieren (vgl. Abb. E)

35 A ' 39 A

Abbildung 7: Trimere Struktur des humanen P2X3-Rezeptors im (links) ge-
schlossenen und (rechts) ATP-gebundenen gedffneten Zustand. 10

Die drei mutierten Aminoséurereste in Position 13, 15 und 161 gehen bei der Bildung
der cytoplasmatischen Kappe elementare hydrophobe stabilisierende Interaktionen ein
(vgl. Abb. . Die Ausbildung dieses speziellen Strukturmotivs scheint eine zentrale
Rolle wihrend der Rezeptoréffnung spielen und wird im geschlossenen oder im desen-

sibilisierten Zustand zerstort.
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35A

Cytoplasmic C
fenestration

Abbildung 8: Darstellung der cytoplasmatischen Kappe bestehend aus (-
Faltblattern der C- und N-Termini sowie der dreieckig geformten Fensteran-
ordnung. 10

Dartiiber hinaus kommt es nach Mansoor et al. wahrend der Rezeptoraktivierung in der
TM2-Doméne innerhalb der Sequenz G333-V334-G335 zum Ubergang von einer a-Helix
zu einer 319 Helix. Beim Ubertritt in den desensibilisierten Zustand entwickelt sich die
310 Helix zuriick zur a-Helix bei gleichzeitiger Einwértsdrehung des Aminoséurerestes
V334.%6 Die Rezeptorpore schlieBt sich wieder wobei sich die Aminosédurereste die die
Pore definieren von denen im geschlossenen ungebundenen Zustand unterscheiden. Ein
Ubergang in den geschlossenen Ausgangszustand setzt weitere konformatorische Ande-
rungen sowohl im extrazelluldren als auch im transmembrandren Bereichen voraus.18
Die beiden kompetitiven Antagonisten TNP-ATP und A-317491 besetzen die gleiche
Bindungsstelle wie ATP, binden jedoch tiefer innerhalb der Bindungstasche und neh-

men eine andere Orientierung als ATP ein.

€ biss OMF* D 'L e j ;
TNP-ATP D158 1@ pos1

Abbildung 9: Darstellung von ATP und der kompetitiven Antagonisten TNP-
ATP und A-317491 innerhalb der Bindungsstasche des hP2X3-Rezeptors. 10
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So interagiert K65 (K67 im hP2X4-Rezeptor) mit der a-Phosphat-Gruppe des TNP-
ATP und nicht mit der y-Phosphat-Gruppe des ATPs. Dadurch liegt die Ribose-Gruppe
tiefer innerhalb des Spaltes zwischen linker Flosse- und Riickenflossen-Doméne und
verhindert die notwendige Aufwirtsbewegung der Riickenflossen-Doméne die elementar
fir die Kanaloffnung ist. Der geschlossene Zustande wird stabilisiert.10

Kristallstrukturen anderer P2X-Subtypen bzw. anderer Spezies fehlen bisher.

1.3 Agonisten an P2X-Rezeptoren

Die Abb. [10] zeigt bekannte Agonisten an P2X-Rezeptoren. Aus den Strukturen wird
ersichtlich, dass sie alle Derivate des ATPs darstellen. Die Verbindungen sind nicht
selektiv, jedoch variiert ihre Potenz je nach P2X-Subtyp. Die zugehorigen ECso-Werte
zeigt Tabelle [3]

NH, NH,
AP 1)
o o N A _CH, - - - " /)
O\I/O\g)/o\é/o O\l/O\I/\rL/O
I I I 0 I I I 0
o} o} o] o} o} 0
2-meSATP OH OH o,p—meATP OH OH
NH,
NH, \ Q
A N </ | )N
— — - —
< | /) _0 o0 o N N
_0_ o_ O_ N N O\I'!’/O\FI’/O\F[’/O
0N )0~} -08 [0 T T °
I I I 0 6 o ©
o} o]
o} o)
BZATP 0. —— NH

S
C

Abbildung 10: Chemische Strukturen mnichtselektiver P2X-Rezeptor-
Agonisten

10
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Tabelle 3: Affinitdten nichtselektiver P2X-Rezeptor-Agonisten, angegeben als

ECs0 (uM)*?
Agonist P2X1 P2X2 P2X3 P2X4 P2X5 P2X7
ATP 0.1-07 28 1241 110 054  2000-4000
@,3-meATP | 0,1-1  >100 1-2 4300 1-12 300
BzATP 0,7-24  6-30 0,04-0,08 3 1-6 10
2MeSATP 0,1-1 1 0,3 10-100 0,5 200

Einzige Ausnahmen stellen die Adenin-Dinucleotide (Ap,A) dar, die je nach Subtyp
als Agonisten oder Partialagonisten wirken, jedoch auch in Abhéngigkeit von der Ket-
tenlédnge inaktiv an einzelnen Subtypen sein (vgl. Tabelle 4) und damit eine teilweise

vorhandene, wenn auch eingeschrinkte Selektivitéit zeigen kénnen.

Tabelle 4: Agonistische Potenz von Adenin-Dinucleotiden an Ratten-P2X-
Rezeptoren. Dargestellt sind die ECsy-Werte in uM. Angelehnt an Burnstock
1999 (r=Ratte). 18

Agonist rP2X1

- inaktiv
Partialagonist

B Agonist

> 100
Ap,A 0,04 + 0,01
09+0,1

1.4 Antagonisten an P2X-Rezeptoren

P2X-Rezeptorantagonisten wird aufgrund der Beteiligung der P2X-Rezeptoren an zahl-
reichen (patho)physiologischen Prozessen therapeutisches Potential zur Bekdmpfung
vielfaltiger Erkrankungen zugesprochen. Abb. [T1] zeigt die Strukturen der unspezifi-
schen P2X-Antagonisten Suramin, PPADS (Pyridoxalphosphat-6-azophenyl-2’ 4’-disul-
fonsdure) und TNP-ATP (2’-(oder-3’)-O-Trinitrophenyl-ATP) und in Tab. [5|sind ihre
IC50-Werte an P2X-Rezeptorsubtypen aufgelistet.

Tabelle 5: Inhibitorische Potenzen nichtselektiver P2X-Rezeptorantagonisten,
angegeben als ICsy (uM)* 17

Antagonist | P2X1 P2X2 P2X3 P2X4 P2X5 P2X7
TNP-ATP | 0,006 2 0,001 15 0,6-0,7 >30

Suramin 1-2 10 3 >300 2-3 >300
PPADS 1 1-3 1,5 >300 0,2-0,6 10-45

11
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Abbildung 11: Chemische Strukturen der unspezifischen P2X-Rezeptoranta-
gonisten PPADS, Suramin und TNP-ATP.

Das Bindungsverhalten dieser Standard-P2X-Rezeptorantagonisten ist bereits in Teilen
untersucht worden. Wahrend TNP-ATP mit der orthosterischen Bindungsstelle intera-
giert und auch fiir Suramin ein kompetitiver Bindungsmechanismus beschrieben wird,

stellt PPADS einen nicht-kompetitiven P2X-Rezeptorantagonisten dar.1?

Mutagenesestudien zeigten, dass PPADS mit Lysinresten, vermutlich durch die Bildung
einer Schiffschen Base interagiert.?’ Die Einfiihrung eines Lysinrestes in Position 249
(Nummerierung des Ratten-P2X4-Rezeptors (rP2X4)) reichte aus um eine in der Hohe
mit den P2X1- und P2X2-Rezeptoren vergleichbare Hemmung des rP2X4-Rezeptors
zu erreichen.?! Jedoch scheinen auch andere Aminosiurereste einen Beitrag zur Bin-
dung dieses Antagonisten zu leisten, denn die ebenfalls PPADS-sensitiven P2X3- und
P2X7-Rezeptoren tragen keinen Lysinrest in der entsprechenden Position.t? Die Bil-
dung von P2X-Rezeptorchiméren zeigte ergénzend den Einfluss der Aminoséurereste
81-183 (P2X4-Rezeptor) auf die Sensitivitit von PPADS.“Y¥22 Dem Argininrest 126 im
P2X7-Rezeptor konnte in Mutagenesestudien eine wichtige Rolle zugeordnet werden.22

Insgesamt betrachtet scheinen vor allem positiv geladene Aminosédurereste in Ndhe der

12
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orthosterischen Bindungsstelle an der Bindung des Antagonisten beteiligt zu sein. Die-
se Erkenntnisse deuten darauf hin, dass die Bindung von PPADS moglicherweise zu
konformatorischen Anderungen in Nihe der orthosterischen Bindungsstelle fiihrt und
dadurch die ATP-Bindung beeinflusst.*?

Suramin wird therapeutisch gegen Trypanosomen-Erkrankungen wie die Schlafkrank-
heit eingesetzt und zeigt, anders als PPADS, einen kompetitiven Hemmmechanismus.23
Jedoch sind unterschiedliche Aminosdurereste an der Bindung von Suramin bzw. ATP
beteiligt.?*2% In Mutagenesestudien wurde dem Aminosiurerest Q78 (Nummerierung
des rP2X4-Rezeptors) eine wichtige Rolle in Bezug auf Unterschiede in der Sensitivi-
tit gegeniiber Suramin zwischen den verschiedenen Spezies zugeschrieben.?! Ein Aus-
tausch des Aminoséurerestes gegen Lysin erhohte die Affinitdt zehnfach. Ein weiterer
Aminosidurerest der in Mutagenesestudien als Teil der Bindungsstelle identifiziert wer-
den konnte ist K138 (Nummerierung des hP2X1-Rezeptors).2® Dieser Aminosiurerest
ist jedoch in Suramin-sensitiven Rezeptoren nicht konserviert, weshalb in erster Linie
die positive Ladung des Lysinrestes als bedeutsam fiir die Interaktion mit der negativ
geladenen Verbindung Suramin postuliert wird.12:20

Zusammengefasst ermoglichen die oben présentierten Standardantagonisten erste Er-
kenntnisse iiber die molekulare Basis der antagonistischen Wirkung an P2X-Rezeptoren.
Die Hauptbemiihungen der Forschung konzentrieren sich jedoch auf die Entwicklung

Subtyp-selektiver Verbindungen.

1.5 Allosterische Modulation

Eine Alternative zur Entwicklung orthosterischer Liganden ist die Entwicklung alloste-
rischer Liganden, die Bindungsstellen abseits der orthosterischen Bindungsstellen be-
setzen und die Rezeptoraktivitit von dort aus durch Anderungen seiner Konformation
modulieren.?29 Prominente Beispiele fiir diese Art der Ionenkanal-Modulation sind
Benzodiazepine am GABA 4-Rezeptor.® Fiir weitere Ligand-gesteuerte-Ionenkanile
sind allosterische Modulatoren beschrieben. Dazu gehéren GABA-, Glycin-, nikoti-
nerge Acetylcholin-Rezeptoren, NMDA-Rezeptoren aber auch P2X-Rezeptoren. 31133
Durch allosterische Modulatoren ausgeloste Effekte konnen von vollstdandiger positiver
Modulation bis zur vollstandigen negativen Modulation variieren.®# Negative alloste-
rische Modulatoren (NAM) stellen nicht-kompetitive Antagonisten dar, deren antago-
nistischer Effekt durch hohe Konzentrationen an Agonisten, im Gegensatz zu kompeti-
tiven Antagonisten, nicht aufgehoben werden kénnen. Positive allosterische Modulato-
ren (PAM) sind in der Lage die Aktivitét oder die Wirksamkeit eines orthosterischen
Agonisten zu erhéhen.?#3% Ein Vorteil der Entwicklung allosterischer Modulatoren ist
ihre Abhingigkeit von der Anwesenheit des endogenen Liganden. Ist dessen Aktivitét
reduziert, reduziert sich in der Regel auch der Effekt des allosterischen Modulators,

was z.B. bei zirkadianer Freisetzung eines Neurotransmitters ein nennenswerter Vorteil

13
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ist. Eine Ausnahme stellen allosterische Agonisten dar, die auch in Abwesenheit des
orthosterischen Liganden den Rezeptor aktivieren kénnen."# Ein weiterer Vorteil allos-
terischer Modulatoren ist die potentielle Subtyp-Selektivitit. Diese ist beispielsweise
im Falle der P2X-Rezeptoren schwierig durch orthosterische Liganden zu erreichen,
da die ATP-Bindungsstelle in allen Rezeptor-Subtypen konserviert ist. Allosterische
Modulatoren kénnen an innerhalb der Rezeptor-Subtypen nicht konservierte Doménen
binden und auf diese Weise Selektivitit erreichen. Auflerdem besteht die Méglichkeit,
dass allosterische Modulatoren zwar zu allen Subtypen gleiche Affinitdt besitzen, je-
doch Subtyp-Selektivitat durch variierende Kooperation dieser allosterischen mit der

orthosterischen Bindungsstelle erreicht werden kann.2”

14
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1.6 Allosterische Modulatoren des P2X4-Rezeptors

Fir den P2X4-Rezeptor sind verschiedene PAMs und NAMs beschrieben, die den Re-
zeptor mit unterschiedlicher Potenz modulieren. Die wichtigsten Verbindungen sind in
Abb. [12] dargestellt. Tabelle [f] fasst dariiber hinaus weitere allosterische Modulatoren
des P2X4-Rezeptors, ihre inhibitorischen bzw. aktivierenden Potenzen, die Testmetho-
den sowie die Spezies an der getestet wurde und die identifizierten Bindungsstellen
zusammen. Dabei wird deutlich, dass ein Grofiteil der genannten allosterischen Mo-
dulatoren nur schwache bis moderate Affinitdten zeigen, Daten am humanen P2X4-
Rezeptor haufig fehlen und die Kenntnis von allosterischen Bindungsstellen bisher sehr

eingeschréankt ist.
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Abbildung 12: Positive und negative allosterische Modulatoren des P2X/-
Rezeptors.

15



91

Verbindung Spezies Methode 1Cso ECso Bindungsstellen Quelle
Human Patch-Clamp 0,54 uM - Ase 2013
ooy 5 Ratte inaktiv
X N\H/N Maus inaktiv
| NG o, CHs Zebrafisch 1,89 uM
r
CH,
BX430
R Ratte Patch-Clamp 2,45 uM - Nagata 2009
o | Human Calcium- 1,87 uM
( j@/\ Einstrom
o)
¢
Paroxetin
H ° Human Patch-Clamp 0,5 uM - Fischer
O N‘/S DE10312969A1
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o —~N

Human Patch-Clamp 0,25 und 2 pM vgl. Kapitel 7 Silberberg 2004
Ratte 3uM Khakh 1999
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Verbindung Spezies Methode I1Cso ECso Bindungsstellen Quelle
o Human Calcium- 0,187 uM - Hernandez-
@ :@ Ratte Einstrom 2,10 uM Olmos 2012
N Maus 1,77 uM
s
PSB-12054
- Human Calcium- 3,44 uM - Tian 2014
O O Ratte Einstrom 54 uM
/L Maus 14 uM
Y
N,N-Diisopropylcarbamazepin
O H o Human Calcium- 0,064 uM - Sakuma
“z Einstrom (Fura W02013105608
N4, 2) Al
@ Calcium- 0,00482 uM A.Abdelrahman
HN cl Einstrom (Fluo (nicht publiziert)
s 4>
NCP-002
Q  NH, coma Ratte Bindungsstudien 9,3 uM - Michel 1997
O‘O : Patch-Clamp 3uM Miller 1998
Seeay
O HN N)\lN
Sy
NaO;S SO;3Na

Cibacron blue
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Verbindung Spezies Methode 1Cso ECso Bindungsstellen Quelle
H,0, Ratte Patch-Clamp 300 uM - Coddou 2009
n* Ratte Patch-Clamp 5uM vgl. Kapitel Coddou 2007
Metallkationen
cu® Ratte Patch-Clamp 10 uM vgl. Kapitel Coddou 2007
Metallkationen
cd* Ratte Patch-Clamp 20 pM Cys132,H140,  Coddou 2005,
D138 Lorca 2005
Hg2+ Ratte Patch-Clamp 10 uMm Cys430 Coddou 2005,
Coddou 2009
Protonen Ratte Patch-Clamp pKa 6.8 His268 Stoop 1997,
Clarke 2000
Ethanol Ratte Patch-Clamp 58 mM Asp331, Xiong 2000,
Met336, Trp46 Ostrovskaya
2011, Franklin
2012
CHy OH  CHs Ratte Patch-Clamp 50 uM - Tomioka 2000

HsC CHj

Propofol
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Verbindung Spezies Methode 1Cso ECso Bindungsstellen Quelle
CHs Ratte Patch-Clamp 1mM - Woodward 2004
Toluen
Ratte Patch-Clamp 0,40 uM - Codocedo 2009
Ratte Patch-Clamp 0,36 uM - Codocedo 2009
Ratte Patch-Clamp 0,10 uM - Codocedo 2009
3a,21Dihydroxy-5a-pregnan-20-on
Ratte Bindungsstudien > 10 uM - Michel 1997
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1.7 P2X-Rezeptoren als Drug-Targets

P2X-Rezeptoren spielen eine Rolle in zahlreichen physiologischen und pathophysiologi-
schen Prozessen und gelten als zukiinftige Zielstrukturen fir Wirkstoffe in der Behand-
lung verschiedenster Erkrankungen.

Der P2X1-Rezeptor zeigt hohe Expression in humanen Blutplédttchen und glatten Mus-
kelzellen.?® Rezeptoren dieses Subtyps spielen eine wichtige Rolle in der Thrombozy-
tenaggregation und der Kontrolle der Blasenfunktion.”>®8 P2X1-Rezeptorantagonis-
ten stellen potentielle antithrombotische Wirkstoffe fiir die Schlaganfallsprophylaxe
dar.Pt59 P2X2-Rezeptoren kommen unbiquitir im Korper vor und werden insbesondere
in peripheren und zentralen Neuronen exprimiert.®) P2X2-Rezeptorantagonisten kom-
men dementsprechend als zukiinftige Wirkstoffe zur Behandlung von Schmerzen und
zur Neuroprotektion in Betracht.%Y P2X3-Rezeptoren kommen in sensorischen Neuro-
nen und in der Harnblase vor.®#¢3 Antagonisten dieses Subtyps stellen potentielle Wirk-
stoffe in der Behandlung von Schmerzen und Erkankungen der Atemwege wie Husten
und pulmonale Fibrose dar.#65 Der P2X3-Antagonist AF-219 (Struktur nicht zuging-
lich) befindet sich bereits in der klinischen Phase II zur Therapie von chronischem
Husten.% Der P2X4-Rezeptor ist der am weitesten verbreitete P2X-Rezeptor-Subtyp
im Organismus.%? P2X4-Rezeptoren zeigen eine Hochregulierung ihrer Expression im
Falle von Entziindung und Verletzungen von Nerven. Thre Blockade ist eine Strategie fiir
therapeutische Interventionen gegen neuropathischen Schmerz und neurodegenerative

0768 p2X7-Rezeptoren sind hoch exprimiert in Immun-Zellen. P2X7-

Erkrankungen.
Rezeptorantagonisten gelten als potentielle Wirkstoffe in der Behandlung zahlreicher
Erkrankungen in Verbindung mit Entziindung und Schmerzen aber auch bei Depressi-
on, Angst- und bipolaren Stérungen. 920

Die Entwicklung positiver allosterischer Modulatoren ist ein Ansatz um die P2X-Re-
zeptor-Aktivierung zu erhéhen, was in der Krebstherapie oder in der Therapie der
Alkoholabhingigkeit von Nutzen sein konnte. #1703 Ethanol wirkt als allosterischer
P2X4-Rezeptorantagonist und der Missbrauch von Alkohol fithrte im Ratten-Modell
zu einer reduzierten P2X4-Rezeptor-Genexpression.™ Besonders wichtig ist die Rolle
des P2X7-Rezeptors in Zusammenhang mit dem Tumorwachstum einzuschétzen, auch
wenn die genauen Mechanismen dahinter, die sowohl progressiv als auch regressiv sein
koénnen, noch nicht vollstindig verstanden sind.”® P2X7-Rezeptoragonisten kénnen die
P2X7-Rezeptorstimulation erhohen, was mit Zell-Tod assoziiert ist, P2X7-Rezeptoran-
tagonisten dagegen blockieren die Tumor-Progression.”™ Beide Strategien gelten daher

als vielversprechend.

1.8 P2X4-Rezeptoren als Zielstruktur fiir Wirkstoffe gegen neuropa-

thische Schmerzen

Unter neuropathischen Schmerzen versteht man Schmerzen, die durch die Verletzung

des Nervensystems zustande kommen. Ursachlich sind meistens Ereignisse wie mecha-
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nische Traumata, metabolische Erkrankungen, neurotoxische Chemikalien, Infektionen
oder Tumore. Zentrale neuropathische Schmerzen resultieren meist aus Schlaganfél-
len, Multipler Sklerose oder Verletzungen des Riickenmarks. Typische Symptome ne-
ben starken Schmerzen sind erhéhte Schmerzsensibilitdt (Hyperalgesie) und Beriih-
rungsempfindlichkeit (Allodynie).”™ Neuropathische Schmerzen sind gegeniiber klas-
sischen Wirkstoffen gegen Schmerzen wie NSAR (nicht-steroidalen Antirheumatika)
oder Opioiden hiufig therapieresistent. Mittel der ersten Wahl in der Therapie sind
Antidepressiva oder Antikonvulsiva, die aber ebenfalls oft nur begrenzte Wirksamkeit
zeigen.™ Neue therapeutische Ansitze zur Behandlung dieser Art von Schmerzen sind
daher dringend notwendig.

Die Blockade von P2X4-Rezeptoren gilt als eine neue Strategie in der Behandlung von
neuropathischem Schmerz. Abbildung [13| zeigt den potentiellen Mechanismus der Mo-
dulation durch P2X4-Rezeptoren, der von Inoue et. al vorgeschlagen wurde.%” Durch
die Verletzung eines peripheren Nervs kommt es zur Aktivierung spinaler Mikroglia
im Riickenmark. Daraus resultiert die Hochregulierung der Expression zahlreicher Ge-
ne wie zum Beispiel von P2X4-Rezeptoren unter Beteiligung zahlreicher proinflam-
matorischer Chemokine. Die P2X4-Rezeptoren werden durch ATP aktiviert, wodurch
es zur Ausschiittung verschiedener bioaktiver Faktoren (z.B. BDNF, Brain-derived
neurotrophic factor) kommt. BDNF reguliert in negativer Weise den Kalium-Chlorid-
Transporter KCC2 iiber TrkB (Tropomyosin receptor kinase B), wodurch es zu einem
intrazellularen Anstieg von Chlorid-Ionen und zur Depolarisation der Neuronen im
Riickenmarkshinterhorn gefolgt von einer Stimulation durch GABA (y-Aminobutter-
sdure) und Glycin kommt. Daraus resultiert eine Ubererregung der Neuronen und in

Folge dessen kommt es zur Entwicklung von neuropathischem Schmerz.%7
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Abbildung 13: Modulation von neuropathischen Schmerzen iiber hochregu-
lierte P2X/-Rezeptoren in aktivierten spinalen Mikroglia.

Eine aktuelle Studie konnte die gleichzeitige Beteiligung von Monozyten neben Mikro-
glia am Ubergang von akutem Schmerz zu chronischem Schmerz nach der Verletzung
eines peripheren Nervs zeigen. Jedoch deuten die Ergebnisse darauf hin, dass nach der
initiierenden Phase Mikroglia-unabhingige Signalwege das Fortschreiten der Erkran-

kung steuern.”?
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1.9 Scherstress und P2X4-Polymorphismen

Blutgefidfle sind durch die pulsartige Natur von Blutdruck und Blutfluss dauerhaft
Scherkriften ausgesetzt.™ Dieser sogenannte Scherstress 16st in Endothel-Zellen Reak-
tionen aus, die mafigeblich den Geféfitonus, die Angiogenese, vaskuldre Remodelierung
und Artherogenese beeinflussen.™ P2X4-Rezeptoren sind die am héchsten exprimierten
P2X-Rezeptoren in vaskuldren Endothel-Zellen, spielen eine Rolle in der Scherstress-
induzierten Ca?*-Signalwirkung und sind an der Entstehung von NO beteiligt. Der
Knockout des P2X4-Gens in Méusen fiithrte zu Tieren mit erhéhtem Blutdruck und
erniedrigter Produktion von NO.™ P2X4-Rezeptoren haben dementsprechend einen
positiven Einfluss auf die arterielle Elastizitat und den Blutdruck.

Es konnte gezeigt werden, dass das Vorhandensein des P2X4-Rezeptor-Polymorphismus
Tyr315P2X4Cys einen negativen Einfluss auf die Hohe des Blutdrucks hat. Fiir den
humanen P2X4-Rezeptor sind bisher vier Single-Nucleotid-Polymorphismen (SNPs)
beschrieben: Tyr315Cys, Ala6Ser, Ile9Val und Ser242Gly.2? Die Tyr315Cys-Mutation
fiihrte 4n vivo zu erhohtem Blutdruck. In elektrophysiologischen Untersuchungen zeigte
der Tyr315P2X4Cys-Rezeptor einen Verlust der Rezeptorfunktion wéihrend an den Re-
zeptormutanten Ala6Ser, Ile119Val und Ser242Gly beziiglich des ATP-Effektes keine si-
gnifikanten Verdnderungen messbar waren. Betrachtet man die zfP2X4-Rontgenstruktur
zeigt sich, dass Tyr315 in direkter Nahe zu einer der ATP-Bindungsstellen liegt (vgl.
Abb. und die Einfiihrung eines zusétzlichen Cystein-Restes moglicherweise die

Struktur der Extrazellulardoméane destabilisiert.

Lys313 "Arg295
Vs

Abbildung 14: (A) Homologie-Modell des humanen P2X/-Rezeptors mit
gedocktem ATP. (B) Nahansicht der ATP-Bindungsstelle und an der ATP-
Bindung beteiligte Aminosdurereste im wt hP2X4-Rezeptor und (C) im
Tyr315Cys-Rezeptor. 50

23



EINLEITUNG

Das Vorliegen einer Tyr315Cys-Mutation stellt einen Risikofaktor und damit einen po-
tentiellen Biomarker fiir Bluthochdruck dar.®!' Gleichzeitig bedeutet dies, dass bei der
Entwicklung moglicher P2X4-Rezeptorantagonisten, kardiovaskuldre Parameter sehr
genau betrachtet werden miissen und das Vorhandensein der Tyr315Cys-Mutation ein
Ausschluss-Kriterium fiir eine moégliche Therapieoption mit P2X4-Rezeptorantagonis-

ten darstellen konnte.
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2 Zielsetzung

Die Blockade von P2X4-Rezeptoren gilt als neue Strategie in der Therapie von neu-
ropathischen Schmerzen.®2 Bei der Entwicklung potentieller Wirkstoffe ergeben sich
jedoch zahlreiche Hiirden. Aus Kristallstrukturen des P2X4-Zebrafischrezeptors in ge-
schlossener und offener Form ist bekannt, dass innerhalb der P2X-Familie konservierte,
geladene Aminosédurereste die orthosterischen Bindungsstellen fiir ATP bilden und an
der Rezeptoraktivierung beteiligt sind.1#83 Die hohe Polaritéit der ATP-Bindungsstelle
macht die Entwicklung orthosterischer Liganden einerseits kompliziert, andererseits er-
gibt sich aus orthosterischen Liganden das Problem einer schwierig zu erreichenden
P2X-Subtypselektivitit. Eine Alternative ist daher die Entwicklung allosterischer Li-
ganden, deren Bindungsstellen innerhalb nicht konservierter Rezeptor-Bereiche liegen.
Zum jetzigen Zeitpunkt ist jedoch das Wissen iiber die allosterischen Bindungstellen
am P2X4-Rezeptor sehr eingeschrinkt. Wie in Abschnitt detailliert erlautert, sind
bereits einige positive allosterische P2X4-Rezeptor Modulatoren (PAMs) und ebenso
negative allosterische P2X4-Modulatoren (NAMs) identifiziert worden, die mit mode-
rater Affinitdt und teilweise auch Subtypselektivitat die P2X4-Rezeptor-Funktion allos-
terisch modulieren.?* In unserem Arbeitskreis wurden dariiber hinaus, ausgehend von
initialen Screenings, verschiedene Bibliotheken von allosterischen P2X4-Antagonisten
entwickelt, die den Rezeptor potent und selektiv hemmen. Die relevanten Bindungs-
stellen dieser Verbindungsklassen sind jedoch noch unbekannt und deren Kenntnis fiir
ihre weitere Optimierung sowie auch zum Aufsplren neuer potentieller Leitstrukturen
unerlésslich.

Ziel dieser Arbeit ist es, die Mechanismen der allosterischen Modulation (positiv und
negativ) des P2X4-Rezeptors zu verstehen und die relevante(n) Bindungsstelle(n) be-
kannter und neuer allosterischer Modulatoren zu identifizieren. Die Ergebnisse sollen
eine verbesserte Basis fiir die Entwicklung von Wirkstoffen fiir die Therapie von chro-
nischem Schmerz sowie neuroinflammatorischer und neurodegenerativer Erkrankungen

liefern.
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3 Strategie

Abb. zeigt verschiedene allosterische Modulatoren des humanen P2X4-Rezeptors
mit Selektivitdt gegeniiber den humanen P2X2- und P2X7-Subtypen. Die chemischen
Strukturen der Verbindungen der Strukturklassen (SK) I-III konnen aus patententrecht-
lichen Griinden im Rahmen dieser Arbeit nicht gezeigt werden. Sie werden nachfolgend

als Verbindungen der SK I-III.Nummerierung bezeichnet.

Strukturklasse 1.1 Strukturklasse 11.1

hP2X4: 0,679 £ 0,072 yM ¢
hP2X2: 18,3 + 2,7 uM { D/\
hP2X7: 10,1 + 2.8 uM o

Paroxetin
hP2X4: 2,78 + 0,76 uMF
hP2X2: 29,6 + 6,2 uM
hP2X7: > 10 uM

ZT

hP2X4: 0,0354 + 0,0029 uM
hP2X2: > 10 pM
hP2X7: 2,38 + 0,78 pM

Strukturklasse 111.1

hP2X4: 0,154 + 0,029 uM
hP2X2: > 10 uM
hP2X7: 0,315 + 0,035 uM

CH, LHs
H
HO 0 O 00;“" CH,
B : 7
oW r CHj CHs Hot
N N N
@ \ﬂ/ OCH, OCHj,
N/ OB CH3
r .
lvermectin

BX430 CHy

i I
Ho H

hP2X4: 0,0667 + 0,0098 M
hP2X2: > 10 uM
hP2X7: > 10 M

hP2X4: ECsq 0,310 £ 0,206 uM
hP2X2: keine Potenzierung
hP2X7: keine Potenzierung

Abbildung 15: Auswahl an allosterischen P2X/-Rezeptor-Modulatoren. Dar-
gestellt sind die inhibitorischen Potenzen als ICsqo-Werte + SEM in uM aus
3-5 Experimenten.

Ausgehend von dem Gedanken, dass die Selektivitat fiir den P2X4-Subtyp aus Bin-
dungsstellen resultieren muss, die in anderen P2X-Subtypen nicht vorhanden sind
bzw. groflere Unterschiede aufweisen, wurde ein Alignment (vgl. Abb. der huma-
nen P2X4-, P2X2- und P2X7-Rezeptorsequenzen durchgefithrt und Regionen mit Se-
quenzvariationen, basierend auf einem P2X4-Rezeptor Homologie-Modell, analysiert.
Dabei wurden 10 variable Regionen (v1-v10) innerhalb der P2X-Familie im extrazel-
luldren Bereich der Rezeptoren identifiziert, die moégliche Bindungsstellen fiir alloste-
rische Modulatoren darstellen kénnten. Diese Variationsbereiche wurden im humanen
P2X4-Rezeptor gegen die entsprechende Sequenz des humanen P2X2-Rezeptor ausge-
tauscht, da die Selektivitidt der Modulatoren gegeniiber dem humanen P2X2-Subtypen
ausgeprigter als gegeniiber dem P2X7-Rezeptor ist. Der Austausch einer potentiell
an der Bindungsstelle beteiligten Rezeptor-Teilsequenz gegen den entsprechenden Teil

des humanen P2X2-Rezeptor sollte zu einem Verlust bzw. einer starken Reduktion
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der Affinitdt der jeweiligen Verbindung fiir den mutierten Rezeptor im Vergleich zum
P2X4-Wildtyp fiithren.

------ TM1-----
hP2X2_gi-25092719 MAAAQPKYPAGATARRLARGCWSALWDYETPKVIVVRNRRLGVLYRAVQLLILLYFVWYV 60
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hP2X2_gi-25092719 SIITRVEATHSQTQGTCPESIRVHNATCLSDADCVAGELDMLGNGLRTGRCVPYYQGPSK 168
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hP2X7_gi-300068987 FVMTNFLKTEGQEQRLCPE-YPTRRTLCS SDRGCKKGWMDPQSKGIQTGRCVVYE- GNQK 160
sk * Lk k *kk * kk ok * . Lok kkkkk . * *
| === v5--—-- | |==-V6--|
hP2X2_gi-25092719 TCEVFGWCPVEDGASVSQ-FLGTMAPNFTILIKNS IHY PKFHFSKGNIA-DRTDGYLKRC 226
hP2X4_gi-116242696 7 N S A T T NG A VNS T, LVKNN IWY PKENFSKRNILPNITTTYLKSC 217

TCEVSAWCPIEAVEEAPRPALLNSAENFTVLIKNNIDFPGHNYTTRNILPGLNIT----C 216
khkkk  kkkk * kkkokokk ok 1k 1., kK *
I——V7—I |-v8]
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hP2X7_gi-300068987
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hP2X7_gi-300068987

[Ep—— |--v10-|
RLDPKHVP--ASSGYNFRFAKYYK- INGTTTRTLIKAYGIRIDVIVHGQAGKFSLIPTII 343
RLDIEHENFI5G YNFRFAKY Y ) SRTLIKAYGIRFDIIVFGKAGKFDIIPTMI 337
RLDDKTTNVSLYPGYNFRYAKYYK-ENNVEKRTLIKVEGIRFDILVFGTGGKEDIIQLVY 335

hP2X2 gi-25092719
hP2X4 gi-116242696
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——--TM2------- I
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Abbildung 16: Alignment der Proteinsequenzen von humanen P2X2-, P2X/-
und P2X7-Rezeptoren. vi-v10 stellen Sequenzvariationen innerhalb der P2X-
Familie dar.

Ergaben sich auf diese Weise Hinweise auf potentielle allosterische Bindungsstellen im
extrazellularen Bereich des Rezeptors, so wurden durch Docking-Studien und gezielte
Mutagenese einzelner potentiell beteiligter Aminoséurereste im jeweiligen Sequenzva-

riationsbereich v1-v10 die moglichen Interaktionen genauer untersucht.
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Abbildung 17: (A) Snake-like Plot des humanen P2X}-Rezeptors. Farbig
markierte Aminosdurereste stellen die Sequenzvariationen vi-v10 dar, die im
humanen P2X4-Rezeptor gegen die entsprechende Sequenz des humanen P2X2-
Rezeptors ausgetauscht wurden. Gelb markierte Aminosdaurereste sind Teil
der ATP-Bindungsstellen.(B) Delfin-artige Darstellung des humanen P2X/-
Monomers mit farbig gekennzeichneten Bereichen vi-v10 (Abb. von V. Nama-
stvayam,).
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4 Allgemeine Methoden

4.1 Bildung von Rezeptorchimiren

Wie bereits beschrieben wurden anhand eines Alignments (Abb. und erganzen-

dem Homologie-Modelling zehn nicht-konservierte extrazelluldre Teilsequenzen ausge-

wahlt, die im P2X4-Rezeptor gegen die entsprechende Sequenz des P2X2-Rezeptors

ausgetauscht wurden. Die variierenden Bereiche v2-v5 wurden gemeinsam gegen die

entsprechende P2X2-Sequenz ausgetauscht, wihrend die Variationen vl und v6-v10 in-

dividuell gegen die entsprechenden P2X2-Sequenzen ausgetauscht wurden (vgl. Tabelle

. Insgesamt entstanden auf diesem Weg sieben P2X4(P2X2)-Rezeptor-Chiméren, die
im weiteren Verlauf dieser Doktorarbeit charakterisiert wurden.
|-=-=-- TM1-----
hP2X2_gi-25092719 MAAAQPKYPAGATARRLARGCWSALWDYETPKVIVVRNRRLGVLYRAVQLLILLYEVWYV 60
hP2X4_gi-116242696 MAGCCAALAA------------- FLFEYDTPRIVLIRSRKVGLMNRAVQLLILAYVIGWV 47
hP2X7_gi-300068987 MPACCSCSDV-—-——---———————- FQYETNKVTRIQSMNYGTIKWFFHVIIFSY -VCFA 44
* T R . e eke * .
== | ===== 1-—--I
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hP2X4_gi-116242696 g louleledC PE - TPDATTVCKSDASCTAGSAGTHSNGVSTGRCVAFN- GSVKINEY)
hP2X7_gi-300068987 FVMTNFLKTEGQEQRLCPE-YPTRRTLCS SDRGCKKGWMDPQSKGIQTGRCVVYE - GNQK 160
cik, Lk k Kk kkk * k% kx| Liky kkkkk . kK
|====-= v5----= I |---V6--|
hP2X2 gi-25092719 TCEVFGWCPVEDGASVSQ-FLGTMAPNFTILIKNS IHY PKFHFSKGNIA-DRTDGYLKRC 226
hP2X4_gi-116242696 [V (R AN\ T T NGB I VAL LVKNN IWY PKENFSKRNILPNITTTYLKSC 217
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|==-v7-] |-v8]
hP2X2_gi-25092719 TFHEASDLYCPIFKLGFIVEKAGESFTELAHKGGVIGVIINWDCDLDLPASECNPKYSFR 286
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hP2X7_gi-300068987 RLDDKTTNVSLYPGYNFRYAKYYK-ENNVEKRTLIKVEGIRFDILVFGTGGKFDIIQLVV 335
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Abbildung 18: Alignment der humanen Sequenzen von P2X4-, P2X2- und
P2X'7-Rezeptoren. Die farbig markierten Regionen vi-v10 stellen Sequenzva-
riationen im extrazelluldren Bereich der P2X-Rezeptoren dar.

Die DNA-Sequenzen der P2X4(P2X2)-Chiméren wurden als Gensynthese bei der Fir-

ma Invitrogen bestellt. Zusétzlich wurden im Rahmen der Gen-Synthese Restriktions-

schnittstellen der Enzyme BamHI und EcoRI eingefiigt, um die mutierten Rezeptorgene
aus dem pMK-RQ-Vektor in den pLVX-IRES-mCherry-Vektor klonieren zu kénnen. In
Abbildung [19] ist dieses Vorgehen beispielhaft fiir die Sequenzvariation v6 gezeigt.

29




METHODEN

Tabelle 7: Ubersicht iiber die gewiinschten P2X4(P2X2)-Rezeptorchimdren
und die jeweils ausgetauschten P2X4-Sequenzbereiche.

Typ Sequenzvariation
Chimare c1 P2X4(V71-183P2X2)
Chimére c2-c5 P2X4(C116-T186P2X2)
Chimére c7 P2X4(1218-D224P2X2)
Chimare c8 P2X4(R265-L269P2X2)
Chimare c9 P2X4(T281-P290P2X2)
Chimare c10 P2X4(R301-Q308P2X2)

hP2X4-hP2X2-Chim_v6

Abbildung 19: Rezeptorgen der P2Xj(P2X2)-Chimdre c6 im pMK-RQ-
Vektor mit angefiigten EcoRI- und BamHI-Schnittstellen.
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4.2 Zielgerichtete Mutagenese

Konnten bei der Testung der P2X4(P2X2)-Chiméren signifikante Verdnderungen im
Bezug auf die Affinitét einzelner Verbindungen, resultierend aus dem Austausch der
variablen Regionen v1-v10 festgestellt werden, wurden zur detaillierteren Analyse ein-
zelne Aminoséurereste des jeweiligen Bereiches zielgerichtet mutiert.

Unter der zielgerichteten Mutagenese versteht man die gezielte Verdnderung einer DNA-
Sequenz durch Austausch einzelner oder mehrerer Basen. Dadurch ergibt sich meistens
eine Anderung in der Proteinsequenz. Die Methode der zielgerichteten Mutagenese wird
hiufig zur Funktionsanalyse einer DNA-Sequenz genutzt.®4 8% Ein Schema der Metho-

de zeigt Abb.
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Abbildung 20: Schematischer Ablauf der zielgerichteten Mutagenese®”

Zur Durchfithrung wird ein Plasmid benétigt, das die gewiinschte DNA-Sequenz, in
diesem Fall die des humanen P2X4-Rezeptors, enthalt. Im vorliegenden Projekt wur-
de das humane P2X4-Gen in den pUC19-Vektor (vgl. Abb. eingebracht, da kleine
Plasmide mit hoherer Effizienz transformiert werden. Auflerdem muss ein Primerpaar
definiert werden, das die gewiinschte, verdnderte Basensequenz trigt und zueinander
komplementéar ist. Zur Einfiilhrung der Mutation wird eine Polymerase-Kettenreaktion
(PCR) durchgefiihrt, wihrend der das Primerpaar an die DNA angelagert und das

Plasmid amplifiziert wird.

31



METHODEN

Dedl &1

BsmBI 51
BstAPI 179
BsmBl 2683 Ndel 183
Eco01091 2674 Kasl - Narl - Sfol 235
Aatll - Tral 2617 Byl 245
BeiVl 2542 Fspl 256
Sspl 2501 y h.L:‘Ivqu?ﬁaﬂﬁ
Brorl 364
Al 2297 BeeAl 387 Apul ookl 308
Xmnl 2294 Banll - Sacl - Eco53K1 402
Acc6s1- Kpnl 408
Begl 2215 MCS vl - BsobBI - Smal -
Scal 2177 TspMl - Xmal 412
Bamil 47
Abal 423
Pvul 2066 Accl - Hinell - Sall 429
Avall 2059 BspMI- BluAl 433
= PUC19 = Shit 434
BsrDl 1935 = 2686 b \ I €
Acll 1924 ' P a7
Fspl 1919
Avall 1837 Prull 628
NmeAIll 1822 Thl 641
Byl 1813 BsaXI 659
Bpml 1784 BspQl - Sapl 683
BsrFlL 1779 Tl 781
Bsal 1766 AMIIIL - Peil 806
BarDI 1753 Dedl 908
Bmrl 1744
Ahdl 1694 Beivl 1015
Bse¥l 1110
AN 1217

BeeAl 1292

Abbildung 21: Genkartierung und Multiple cloning site (MCS) des pUC19-
Vektors.'®®

Dadurch werden sowohl Mutterplasmide ohne Mutation erhalten als auch Tochterplas-
mide, die die gewilinschte Mutation tragen. Nach dem Ende der PCR kann das Mutter-
plasmid durch das Restriktionsenzym Dpnl selektiv verdaut werden. Das Enzym Dp-
nl schneidet spezifisch methylierte und hemimethylierte DNA.®* Das Mutterplasmid
stammt aus E.coli-Bakterien und liegt daher in methylierter Form vor. Das Tochter-
plasmid ist nicht methyliert, wird dadurch nicht geschnitten und kann abschlieend
durch Transformation in Bakterien aufgenommen und vervielfiltigt werden.®¥7 Die
Plasmid-DNA einzelner Bakterien-Klone wurde isoliert und zur DNA-Sequenzierung
durch die Firma GATC geschickt. Enthielt die DNA die gewiinschte Mutation, wurde

sie fiir die Erstellung stabil transfizierter Zell-Linien eingesetzt.
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4.3 Stabile Transfektion

Bei der stabilen Transfektion wird die Rezeptor-DNA, anders als bei der transien-
ten Transfektion, in das Zell-Genom integriert.®” Die Zielzellen, im vorliegenden Fall
1321N1-Astrozytom-Zellen, exprimieren den gewiinschten Rezeptor dauerhaft. 1321N1-
Astrozytom-Zellen wurden als Zielzellen ausgewéhlt, da sie keine ATP-Antwort auslo-
sen und daher spétere Messungen nicht durch ein endogenes ATP-Signal beeinflussen.
Ihr Nachteil besteht jedoch in der aufwéndigen Transfektionsmethode, die zur Bildung
der stabilen Zell-Linien genutzt werden muss. 1321N1-Astrozytom-Zellen lassen sich
nur iiber ein retrovirale Transfektionssystem (im Rahmen dieser Doktorarbeit durch

Lentiviren) transfizieren.

4.4 Lentivirales Transfektionssystem

Lentiviren gehoren zur Familie der Retroviridae und zeichnen sich aus durch ihre Fa-
higkeit, virale genomische Information in ein Wirtsgenom zu integrieren. Dafiir nutzt
das Virus die Enzyme virale reverse Transkriptase und Integrase. Gegeniiber anderen
Retroviren ist das Lentivirus in der Lage, sich auch in nicht teilenden Zellen zu ver-

mehren. 2V

4.4.1 Aufbau des HIV-1-Genoms

Die Mehrzahl der lentiviralen Vektoren basieren auf HIV-1. Das HIV-1-Genom ist 9
kb grofl und codiert fir neun virale Protein (vgl. Abb . Es handelt sich um drei
(Gag, Pol und Env) Strukturproteine, zwei Regulatorproteine (Tat und Rev) und vier
Begleitproteine (Vif, Vpr, Vpu und Nef). Das virale Genom wird durch Long terminal
repeats flankiert (LTRs), die fiir die virale Transkription, die reverse Transkription und
die Integration benotigt werden. Das Verpackungssignal ¢ liegt zwischen dem 5-LTR
und dem Gag-Gen.?!

(2 L0 J oo 140 W1 s————
LTR - IMA/CA/NC/p6 |

Abbildung 22: Aufbau des HIV-1-Genoms?’

4.4.2 Lenti-X"M: Lentivirales Verpackungssystem

Zur Transfektion von Zellen werden replikations-inkompetente Viren genutzt um ein
Absterben der Zelle durch eine dauerhafte Produktion von Viren zu verhindern. Zusatz-

liche Modifikationen dienen zur Produktion hoher Konzentrationen sicherer Viren mit
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hohem transgenen Expressionslevel. Im vorliegenden Fall wird das Lenti-X HTX Packa-
ging System™! genutzt, bei dem das gewiinschte Gen in einen Lenti-X-Expressions-
Vektor (vgl. Abb. eingebracht wird.

pLVX-IRES-mCherry

8172 bp

Xhol Notl
EcoRI Spel Xbal BamHI

2801 GTGAATTCCT CGAGACTAGT TCTAGAGCGG CCGCGGATCC
CACTTAAGGA GCTCTGATCA AGATCTCGCC GGCGCCTAGG

Abbildung 23: Vektorkarte und Multiple cloning site des pLVX-IRES-
mCherry- Vektors?!

Der pLVX-IRES-mCherry-Vektor erméglicht die Koexpression von dem in den Vek-
tor eingebrachten Gen und dem mCherry-Gen. Die Koexpression macht es mdoglich,
mCherry als Indikator fiir die Transduktionseffizienz zu nutzen.?! mCherry ist ein
mutiertes fluoreszierendes Protein aus dem tetrameren Discosoma sp. rot fluoreszie-
rendem Protein DsRed. Um die Expression zweier Gene von einem Transkript zu er-
moglichen, werden die beiden codierenden Regionen iiber eine Internal ribosomal entry
site (IRES) miteinander verbunden.”Y®3 Als Promotor dient dabei ein Promotor des
humanen Cytomegalie-Virus (Pcavrg). Der pLVX-IRES-mCherry-Vektor besitzt dar-
iiber hinaus das posttranskriptionale regulatorische Element des Murmeltier-Hepatitis-
Virus (WPRE). Dieses regulatorische Protein unterstiitzt die Weiterverarbeitung der
RNA, erhoht die Transportquote der viralen RNA aus dem Zellkern und fithrt zu erhéh-
ten viralen Titern der Verpackungszellen. Als zweites regulatorisches Element enthélt

der Vektor das Gen fiir RRE (Rev-response element), dass ebenfalls den Virustiter
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erhoht. Dies geschieht durch eine Zunahme des Auswértstransportes von ungespleif3-
ter viraler RNA aus dem Zellkern.”!! Des Weiteren besitzt der Vektor ein Gen fiir
ein Terminationselement (cPPT/CTS, central polypurine tract/central termination se-
quence), welches im Verlauf der Zielzell-Infektion den Import des viralen Genoms in
den Zellkern steigert. Dadurch wird die Vektorintegration verbessert und die Transduk-
tionsrate erhoht. Auflerdem besitzt der Vektor einen pUC Replikationsursprung (pUC
ORI) und ein E.coli Ampicillin-Resistenz-Gen (Amp), das die Amplifikation in Bakte-
rien moglich macht.”!' Um rekombinante Lentiviren zur Zielzellinfektion herzustellen,
miissen ein spezielles Transfektions-Reagenz und der pLVX-IRES-mCherry-Vektor in
Lenti-X293T-Zellen kotransfiziert werden. Diese Zellen enthalten kein Verpackungssi-
gnal. Das Reagenz besteht aus einer speziellen Zusammensetzung verschiedener Vekto-
ren und exprimiert die wichtigen lentiviralen Proteine Pol, Tat, Rev und GAG sowie

.24 Diese resultiert aus dem vesiku-

larem Stomatitis-Virus (VSV-G). Der pLVX-IRES-mCherry-Vektor enthélt neben den

oben genannten Genen noch ein Verpackungssignal. In der Verpackungszelle kann nun

eine Umbhiillung, die den viralen Tropismus beding

aus den einzelnen Bausteinen ein komplettes, pseudotypisiertes Viruspartikel entste-

hen, das jedoch die Proteine Pol, Tat, Rev und Gag nicht selbst enthélt und deshalb

replikationsdefekt ist.1

1321N1-Zielzellen genutzt werden.

Die Viren kénnen anschlieend zur Infektion der Astrozytom-
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Abbildung 24: Ubersicht diber den Produktionsweg der Lentiviren!
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4.4.3 Fluoreszenz-aktivierte Zellsortierung

Die Analyse und Selektion positiv transfizierter Zellen erfolgte tiber Fluorescence acti-
vated cell sorting (FACS). Diese Methode macht es moglich, positiv transfizierte Zellen
innerhalb eines definierten Wellenlangenbereiches iiber ihre Fluoreszenzmarkierung zu
erkennen und zu isolieren. Zur Anregung des in erfolgreich transfizierten Zellen ex-
primierten mCherry-Proteins wurde eine Wellenldnge von 561 nm gewahlt. Fir die
Emission wurde ein 610/20 nm Filter genutzt. Fluoreszierende Zellen wurden einzeln
kultiviert und bis zur Konfluenz hochgezogen, um monoklonale Zell-Linien zu erhalten.
Abbildung zeigt den vereinfachten Aufbau eines FACS-Gerétes. Die Methode des
FACS beruht auf dem Prinzip der Durchflusszytometrie. Eine Zell-Suspension wird
durch einen Zerstéduber transportiert und als Tropfen mit Zell-Inhalt durch einen La-
serstrahl geleitet. Eine Zelle, die den Laserstrahl durchquert, wird fiir einen kurzen
Moment beleuchtet. Der resultierende Fluoreszenz-Puls wird {iber ein Detektorsystem
analysiert. Zellen mit gewiinschten Fluorenszenzcharakteristika werden umgekehrt po-
larisiert und tiber ein elektrisches Feld geleitet, welches sie in ein Auffanggefafl aussor-

tiert, im vorliegenden Fall in eine sterile 96-Well-Platte.

PRESSURIZED CELL
RESERVOIR

ULTRASONIC
TRANSDUCER
PULSE
SIGNAL »—|ANALYZER &
ELECTRONICS [ | COUNTER

PRESSURIZED QUTER FLOW
RESERVOIR

l CELL
2 H_____, COLLECTOR

Abbildung 25: Vereinfachter Aufbau eines Fluoreszenz-aktiverten Zellsortie-
94
rers.
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4.5 Pharmakologische Charakterisierung
4.5.1 Calcium-Assay

Zur pharmakologischen Charakterisierung der mutierten P2X4-Rezeptoren wurde der
ATP-induzierte Calcium-Ionen-Einstrom in die Zellen in An- und Abwesenheit ver-
schiedener Konzentrationen an allosterischen Modulatoren gemessen. Als Fluoreszenz-
Farbstoff wurde Fluo-4 Direct® der Firma Invitrogen verwendet, das einen fluoreszie-
renden Indikator fiir Calcium darstellt. Das schematische Prinzip der Messung zeigt
Abb. Die nicht fluoreszierende Vorstufe Fluo-4-acetoxymethylester kann die Zell-
membran passieren und wird innerhalb der Zellen durch Esterasen in die aktive Form
Fluo-4 umgewandelt. Fluo-4 bildet mit Calcium-Ionen einen fluoreszierenden Chelat-
komplex. Die Aktivierung des Rezeptors durch den Agonisten ATP fiihrt zum Ca?*-
Einstrom in die Zellen und als Folge der Bindung der Calcium-Ionen an Fluo-4 zur kon-
zentrationsabhingigen Erhéhung der Fluoreszenz.® Im Rahmen dieser Doktorarbeit
wurden die Messungen an adhérenten Zellen im 96-Well-Format an einem FlexStation®

Microplate Reader durchgefiihrt.

CaZ+

extrazelluldr

intrazellular
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Abbildung 26: Prinzip des ATP-induzierten Calcium-Einstrom Assays. Als
Fluoreszenzfarbstoff wird Fluo-4 verwendet.
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5 Bildung von Rezeptorchimiren zwischen dem humanen
P2X4- und dem P2X2-Rezeptor

Ein erster Ansatz zur Ermittlung potentieller Bindungsstellen allosterischer Modula-
toren am P2X4-Rezeptor war die Bildung von Rezeptorchiméren. Dafiir wurden, wie
bereits beschrieben, Teilsequenzen (v1-v10) des humanen P2X4-Rezeptors gegen die
entsprechenden Sequenzen des humanen P2X2-Rezeptors ausgetauscht. Der humane
P2X2-Rezeptor wurde ausgewédhlt, da die zu testenden Verbindungen eine hohe Selek-
tivitdt fir den humanen P2X4-Rezeptor aufwiesen, wihrend sie keine nennenswerte
inhibitorische Potenz am humanen P2X2-Rezeptor zeigten. Die DNA-Sequenzen der
P2X4(P2X2)-Chimédren wurden durch De Novo-Synthesen von der Firma Invitrogen
hergestellt. Uber im Rahmen der Gen-Synthese eingefiigte Restriktionsschnittstellen
wurden die chiméren Rezeptorgene mit den Restriktionsenzymen BamHI und EcoRI
aus dem pMK-RQ-Vektor in den pLVX-IRES-mCherry-Vektor kloniert. Abbildung [27]
und [2§| zeigen exemplarisch das experimentelle Vorgehen fiir die P2X4(P2X2)-Chiméren
cl, c7, c8 und c10.

Abbildung 27: Umklonierung der chimdren Rezeptorgene aus dem pMK-
RQ-Vektor in den pLVX-IRES-mCherry-Vektor durch Restriktion mit den
Enzymen EcoRI und BamHI. Die Markierung zeigt exemplarisch die Bande
des jeweiligen Rezeptorgens, die ausgeschnitten und aufgereinigt wurde. cl1:
hP2X4 (V71-183hP2X2), c¢7: hP2X4 (1218-D224hP2X2), ¢8: hP2X) (R265-
L269nP2X2), c10: hP2X} (R301-Q308hP2X2)

Positive P2X4(P2X2)-Rezeptor-Klone wurden selektiert, der Rezeptor in 1321N1-Astro-
zytom-Zellen exprimiert (Abschitt , positiv stabil transfizierte Zellen iiber FACS
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(Abschnitt|4.4.3)) selektiert und im fluorimetrischen ATP-induzierten Calcium-Einstrom-
Assay pharmakologisch charakterisiert (Abschnitt und [4.5.1).

Abbildung 28: Kontrollrestriktion der P2X4(P2X2)-Klone im pLVX-IRES-
mCherry Vektor mit EcoRI und BamHI. Die Markierung zeigt exemplarisch
einen positiven Klon, der anschlieffend zum Sequenzieren zur Firma GATC
geschickt wurde. c1: hP2X/ (V71-183hP2X2), c7: hP2X/ (1218-D22/hP2X2),
c8: hP2X) (R265-L269hP2X2), c10: hP2X} (R301-Q308hP2X2)
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5.1 Pharmakologische Charakterisierung der P2X4(P2X2)-Rezeptor-
chimiren

Um die sieben chiméren P2X4(P2X2)-Rezeptoren auf Funktionalitéit zu priifen, wurde
ihre Aktivierbarkeit durch den natiirlichen Liganden ATP gemessen. Die Messgrofie in
diesem Testsystem stellt der Anstieg der intrazelluldren Calcium-Konzentration in Ab-
héngigkeit von der ATP-Konzentration dar. Jede Messung wurde mindestens drei Mal
an jedem Rezeptor durchgefithrt (n=3-5). Fiir jeden Rezeptor wurden der maximale Ef-
fekt von ATP und die ATP-Potenz (ECso-Wert von ATP) ermittelt. Als Bezugsgrofie
fiir den maximalen ATP-Effekt wurden 100 uM an Carbachol eingesetzt, einem Ago-
nisten des natiirlicherweise in den Astrozytoma-Zellen vorkommenden muscarinischen
M3-Rezeptors. Die Ergebnisse an den P2X4(P2X2)-Rezeptoren wurden mit denen am
humanen P2X4-Rezeptor verglichen und Abweichungen auf Signifikanz gepriift.

A Maximaler ATP-Effekt B ATP-Potenz
2001 9
~ 84
g 150 - »
% § 100 . B g
o © * x S
- 2 *k *x I3)
< 501 *kk 9

RN

Abbildung 29: Calciumeinstrom-Experimente  P2X4(P2X2)-
Rezeptoren.

(A) Mazimaleffekt von ATP in Bezug auf 100 pM Carbachol an chimdren
P2X}(P2X2)-Rezeptoren im Vergleich zu den P2X}- und P2X2-Wildtypen,
rekombinant exprimiert in 1321N1-Astrozytoma-Zellen. (B) ATP-Potenzen
dargestellt als pECso-Werte = SEM. (Ergebnisse eines one-way Anova-Testes
mit nachfolgendem Dunnetts-Test wverglichen mit dem humanen hP2X/-
Wildtyp: Signifikanz (*) der Abweichung wurde angenommen, wenn p < 0,05;
**wenn p < 0,01; *** wenn p < 0,001 und **** wenn p < 0,0001.)

ATP induziert den Einstrom von Calcium mit ECsy-Werten von 0,354 M am P2X4-
und 0,763 uM am P2X2-Rezeptor (vgl. Tab. . Wie aus Abb. und Abb. und
B ersichtlich sind alle chimédren P2X4(P2X2)-Rezeptoren, mit Ausnahme von c1 und
c9, signifikant durch ATP aktivierbar. Der Austausch der grofien Region C116-T186
in Chimére c2-c5 fiihrte zu einem tiber 7-fach erhohten Anstieg des ECso-Wertes von
ATP. Zusétzlich ist an dieser Chimére der Maximaleffekt von ATP im Vergleich zum
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P2X4-Rezeptor um 50 % reduziert. Fiir die Rezeptoren ¢7 und c10 konnte ein dhn-
licher Effekt beobachtet werden mit ECzp-Werten von 1,21 pM (c7) und 0,923 pM
(c10) und maximalen ATP-Effekten von 54 % (c7) bzw. 40 % (c10). Fiir die chiméren
Rezeptoren ¢6 und c8 konnten keine signifikanten Unterschiede in den ECso-Werten
festgestellt werden (0,592 M und 0,392 pM); die maximalen Effekte, die fir ATP er-
mittelt werden konnten, lagen relativ hoch (87 % und 61 %).

Tabelle 8: Calciumeinstrom-Experimente P2X/(P2X2)-Rezeptoren.
Stimulation des humanen P2X4-, des humanen P2X2- und der P2X}(P2X2)-
Rezeptoren durch den Agonisten ATP. Dargestellt sind die maximalen ATP-
Effekte in Relation zu 100 uM an Carbachol und die ECso-Werte von ATP +
SEM. (Ergebnisse eines one-way Anova-Testes mit nachfolgendem Dunnetts-
Test verglichen mit dem humanen hP2X/-Wildtyp: Signifikanz (*) der Abwei-
chung wurde angenommen, wenn p < 0,05; ** wenn p < 0,01; *** wenn p <
0,001 und **** wenn p < 0,0001.)

Rezeptor ATP
Name Sequenzvariaton ECso + SEM (UM) | Effekt (% = SEM)
bei 100 uM ATP
wt P2X4 - 0,357 £ 0,031 100 + 15
wt P2X2 - 0,763 + 0,083 139+9
Chimére c1 P2X4(P2X2V71-183) (4,83 £ 1,38****) 4 + IxFF*
Chimére c2-c5 | P2X4(P2X2C116-T186) 2,32 £ 0,06**** 50 + 2**
P2X4(P2X2N208-5216) 0,592 + 0,027 87+3
P2X4(P2X21218-D224) 1,21 + 0,10*** 54 + 1**
Chimdre c8 P2X4(P2X2R265-L.269) 0,392 + 0,033 61 + 10*
Chimdre c9 P2X4(P2X2T281-P290) (1,28 + 0,16****) 5 &
Chimére c10 P2X4(P2X2R301-Q308) 0,923 + 0,058** 40 £ 6***

Die Rezeptoren cl und c9 zeigten eine sehr geringe Aktivierbarkeit durch ATP mit
maximalen Effekten von nur 4-5 % (Abb. 29A) verglichen mit dem humanen P2X4-
Wildtyp-Rezeptor. ECsp-Werte fiir ATP, 4,83 pM fiir ¢1 und 1,28 yM fiir ¢9, konnten
trotzdem noch abgeschatzt werden; sie scheinen nur moderat reduziert zu sein im Ver-

gleich zu denen am wt P2X4-Rezeptor.
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Konzentration- Wirkungskurven des natirlichen Liganden ATP an wt hP2X4-,
wt hP2X2- und chimdren P2X/(P2X2)-Rezeptoren.

5.1.1 Zusammenfassung und Diskussion

Die Klonierung von sieben P2X4(P2X2)-Rezeptorchiméren und die Erstellung stabil

transfizierter Zell-Linien war erfolgreich. Fiinf der sieben mutierten Rezeptoren (c2-c5,

c6, c7, c8 und cl0) zeigten gute Funktionalitdt. Die Rezeptorchiméren c1 und c9

waren hingegen nur in geringem Mafle durch ATP aktivierbar.

In einer fritheren elektrophysiologischen Patch-Clamp-Studie wurde gezeigt, dass ei-

ne Mutation des Aminosaurerestes V291 im P2X4-Rezeptor des Zebrafisches zu einem

signifikanten Anstieg des ECso-Wertes von ATP und gleichzeitig zu einer Reduktion des
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maximalen ATP-Effekts fithrte.?8 Der Autor konnte dariiber hinaus zeigen, dass Ami-
nosaurereste in direkter Nahe zu den orthosterischen Bindungsstellen an koordinierten,
essentiellen und fiir den P2X4-Rezeptor spezifischen allosterischen Konformationsénde-
rungen beteiligt sind, die von der ATP-Bindung zur Kanaltffnung fithren. Modifikatio-
nen im Bereich dieser Aminoséurereste hatten einen grofien Einfluss auf die maximale
ATP-Antwort des Rezeptors.”?® In den im Rahmen dieser Doktorarbeit beschriebenen
Experimenten wurde die Region v9 des hP2X4-Rezeptors inklusive des Aminoséureres-
tes V291 (Nummerierung des zf P2X4-Rezeptors) gegen die entsprechende Sequenz des
humanen P2X2-Rezeptors ausgetauscht, was ebenfalls zu einer signifikanten Reduktion
der maximalen ATP-Antwort bei gleichzeitig steigendem ECs0- Wert von ATP fiihrte.
Die Regionen v1 und v9 befinden sich dariiber hinaus in direkter Nachbarschaft zu den
orthosterischen Bindungsstellen. Unsere Ergebnisse an den Chiméren ¢l und c9 unter-
stlitzen damit die Hypothese, dass essentielle allosterische Verdnderungen in der Nahe
der orthosterischen Bindungsstellen eine wichtige Rolle fiir die Rezeptorfunktionalitét
spielen. Sie bestédtigen auflerdem die Bedeutung der Region v9 inklusive des Amino-
sdurerestes V291, nicht nur fiir den zf P2X4-Rezeptor, sondern auch fiir den humanen
P2X4-Rezeptor.

5.2 Einzelmutationen im Sequenzbereich v1, v2-v5 und v10

Zur detaillierten Analyse potentieller allosterischer Bindungsstellen am humanen P2X4-
Rezeptor wurden als weitere Strategie im Sequenzbereich v1, v2-vH und v10 einzelne
Aminosédurereste mutiert, die mutierten Rezeptoren stabil exprimiert und pharmako-

logisch analysiert. Eine Ubersicht iiber alle vorhandenen Einzelmutanten zeigt Tab @

Tabelle 9: Ubersicht diber alle generierten Einzelmutanten im humanen P2X4-
oder in einem chimdren P2X/(P2X2)-Rezeptor. In der Klammer steht der
jeweilige Sequenzbereich, in dem sich die Mutation befindet.

hP2X4 (v2-v5) hP2X4 (v10) Chimaére c10 (v10) Chimaére c10 (v1)

D121A D302l T306E K78A
K127A Q308T

D129A Q308A

S131A E307T

T133A

G138A

H140A

N142A
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5.3 Umbklonierung des humanen P2X4-Gens in den pUC19-Vektor

Zur Erhéhung der Transformationseffizienz wurde das humane P2X4-Rezeptor-Gen aus
dem pQXCIN-Vektor in den kleineren pUC19-Vektor umkloniert. Dafiir wurde ein Re-
striktionsverdau mit EcoRI und Xbal durchgefithrt. Die Aufreinigung iiber ein Agaro-
segel ergab das folgende Bandenmuster (vgl. Abb. . Die Bande des hP2X4/EcoRI-
+XBal-Fragmentes lag bei etwa 1800 kb.

Lambda DNA/EcoRI+Hindlll Marker, 3
bp ng/0.5 pg %

A-Marker — 2126 218.8 438

5148 831 106
/49713 5.3 103
— 468 M0 88
— 3530° 364 73

2027 209 42
— 1904 196 39

— 1584 163 33
— 137 142 28

O pUC19/EcoRI+XBal

pQXCINhP2X4/EcoRI+XBal

947 a8 195
— 831 86 17

— 564 58 12

p/hane, 8 em length gel,
TAE, 7 Wem, 45 min

Abbildung 31: Geldokumentation der FEcoRI und XBal geschnittenen
pQXCINhP2X)- und pUC19-Fragmente (Abb. Lambda-Marker??).

Nach der Ligation des hP2X4/EcoRI+XBal-Fragmentes und des pUC19/EcoRI+XBal-
Fragmentes wurde die Plasmid-DNA in kompetente E.coli-Bakterien transfomiert. Zur
Analyse der erhaltenen Bakterien-Klone wurde ein Restriktionsverdau der isolierten
Plasmid-DNA mit EcoRI/XBal durchgefiihrt. Positive Klone zeigen im Agarose-Gel
zwei Banden. Das Insert betrug etwa 1800 kb (vgl. Abb. [32)).
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Marker pUC19hP2X4/EcoRI+XBal

Abbildung 32: Geldokumentation der positiven pUC19hP2X/4-Klone nach
etnem Restriktionsverdau mit EcoRI und XBal. Das Insert betrigt ca. 1800
kb.

5.3.1 Zielgerichtete Mutagenese

Abbildung [33] zeigt einen Ausschnitt der DNA-Sequenz des humanen P2X4-Rezeptors
im Bereich v2-v5. Die Aminosédurereste, die gegen Alanin ausgetauscht wurden, sind

gelb markiert.

GTCATGACCAACGTGATCCTCACCATGAACCAGACACAGGGCCTGTGCCCCGAGATTCCA

30T, ————————- o o t——————— t——————— +——————— + 360
CAGTACTGGTTGCACTAGGAGTGGTACTTGGTCTGTGTCCCGGACACGGGGCTCTAAGGT

01 v M T N V I L T M N Q T ¢ G L C P E I P -

GATGCGACCACTGTGTIGTAAATCAGATGCCAGCTGTACTGCCGGCTCTGCCGGCACCCAC

361 ————————- Fo————— o dom———— fomm o + 420
CTACGCTGGTGACACACATTTAGTCTACGGTCGACATGACGGCCGAGACGGCCGTGGGTG

122 b A T T VvV C K s D A S C T A G S A G T H -

AGCAACGGAGTCTCAACAGGCAGGTGCGTAGCTTTCAACGGGTCTGTCAAGACGTGTGAG

421 ————————— t——————— t———— +———— t———— o + 480
TCGTTGCCTCAGAGTTGTCCGTCCACGCATCGAAAGTTGCCCAGACAGTTCTGCACACTC

141 s N G VvV § T G R C V A F N G S V K T C E -

Abbildung 33: Ausschnitt der DNA-Sequenz des humanen P2XJ-Rezeptors.
Gelb markierte Aminosdurereste wurden gegen Alanin ausgetauscht.

In Abbildung [34]ist exemplarisch fiir die Mutante hP2X4D129A die Strategie des Ba-
senaustausches erlautert. Das Primerpaar, das die Mutation (gelb) tragt und zueinander

komplementér ist, wird im Rahmen der Mutagenese-PCR an die DNA angelagert.
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GTCATGACCAACGTGATCCTCACCATGAACCAGACACAGGGCCTGTGCCCCGAGATTCCA

301 ————————- - e e o - + 360
CAGTACTGGTTGCACTAGGAGTGGTACTTGGTCTGTGTCCCGGACACGGGGCTCTAAGGT
a 101v M T N V I L T M N Q T Q G L C P E I P -

CTGTGTGTAAATCAGCCGCCAGCTGTACTGCC
GATGCGACCACTGTGTGTAAATCAGATGCCAGCTGTACTGCCGGCTCTGCCGGCACCCAC
361 ————————-— o o o Fom o + 420
CTACGCTGGTGACACACATTTAGTCTACGGTCGACATGACGGCCGAGACGGCCGTGGGTG
GACACACATTTAGTCGGCGGTCGACATGACGG
a 121 p A T T VvV C K $S D A S C T A G S A G T H -

AGCAACGGAGTCTCAACAGGCAGGTGCGTAGCTTTCAACGGGTCTGTCAAGACGTGTGAG

421 ————————~ Fom Fem Fomm Fom Fom + 480
TCGTTGCCTCAGAGTTGTCCGTCCACGCATCGAAAGTTGCCCAGACAGTTCTGCACACTC
a 141 s N G Vv s T G R C V A F N G S V K T C E -

hP2X4D129A-f CTGTGTGTAAATCAGCCGCCAGCTGTACTGCC

hP2X4D129A-r GGCAGTACAGCTGGCGGCTGATTTACACACAG

Abbildung 34: Anlagerung des definierten Mutageneseprimers an die DNA-
Sequenz (Ausschnitt) des humanen P2X/-Rezeptors.

Das Plasmid wird amplifiziert, wodurch sowohl Mutter- als auch die Mutation tragende
Tochterplasmide entstehen. Nach dem Ende der PCR kann das Mutterplasmid durch
das Restriktionsenzym Dpnl, das spezifisch methylierte und hemimethylierte DNA
schneidet, selektiv restringiert werden. Der Ansatz wird anschlieffend in kompetente
E.coli-Bakterien transfomiert. Zur abschlieenden Identifizierung positiver Mutagene-
seklone wurde die isolierte Plasmid-DNA durch die Firma GATC-Biotech sequenziert
und iiber das BLAST®-Programm analysiert. In Abb. 35 ist exemplarisch das Ergebnis
der Analyse der Mutante hP2X4D129A dargestellt. Die eingefiigte Mutation ist gelb

markiert.

Query 368 TCCCTCTTCGTCATGACCAACGTGATCCTCACCATGAACCAGACACAGGGCCTGTGCCCC 427

FEEEEEEE et e e e e e e e e e e e e e et e e e e e e e e e e ey
Sbjct 596  TCCCTCTTCGTCATGACCAACGTGATCCTCACCATGAACCAGACACAGGGCCTGTGCCCC 655

Query 428 GAGATTCCAGATGCGACCACTGTGTGTAAATCAGCCGCCAGCTGTACTGCCGGCTCTGCC 487
Crerrerrrrrrrrrrerrrrrrrrrrrrrree e rrr e e

Sbjct 656 GAGATTCCAGATGCGACCACTGTGTGTAAATCAGATGCCAGCTGTACTGCCGGCTCTGCC 715

Query 488 GGCACCCACAGCAACGGAGTCTCAACAGGCAGGTGCGTAGCTTTCAACGGGTCCGTCAAG 547

Frerrerrrrrrrrrrerrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr et
Sbjct 716 GGCACCCACAGCAACGGAGTCTCAACAGGCAGGTGCGTAGCTTTCAACGGGTCTGTICAAG 775

Abbildung 35: Ergebnis der DNA-Sequenzierung (Ausschnitt) der Mutante
D129A; gelb: eingefiigte Mutation.

5.4 Umklonierung in den pLVX-IRES-mCherry-Vektor

1321N1-Astrozytom Zielzellen wurden iiber das Lenti-X”M lentivirale Verpackungssys-
tem mit der mutierten P2X4-Rezeptor-DNA transfiziert. Dies erforderte eine Umklonie-
rung der mutierten Rezeptor-DNA in den bicistronischen pLVX-IRES-mCherry-Vektor.
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Dieser erlaubt die Koexpression des gewiinschten Rezeptorgens neben dem fluoreszie-
renden mCherry-Protein zur Identifikation positiv transfizierter Zellen. Dafiir wurden
die DNA der Mutageneseklone mit dem Restriktionsenzym EcoRI verdaut, fehlende
Basenpaare aufgefiillt und anschliefend eine Restriktion mit Notl durchgefiihrt. Das
pLVX-IRES-mCherry-Plasmid wurde mit BamHI verdaut, iiberhdngende Basen auf-
gefiillt und anschliefend mit Notl verdaut. Die erhaltenen Fragmente wurden ligiert
und in kompetente E.coli-Bakterien transformiert. Zur Analyse der erhaltenen Klone
wurde ein Restriktionsverdau der isolierten Plasmid-DNA mit EcoRI und SaclIl durch-
gefiihrt. In Abb. 36] ist beispielhaft das Ergebnis des Restriktionsverdaus der Mutante
hP2X4D129A dargestellt.

Marker

e

pLVX-IRES-
mcherry

>
..
S
Q
£
<
£
S
x 0O
o
x
(o]
8
o c

pLVX-IRES-mcherr
hP2X4D129A

Abbildung 36: Geldokumentation der Umklonierung von hP2X/D129A aus
pUC19 in den pLVX-IRES-mCherry-Vektor. Der Restriktionsverdau wurde mit
EcoRI HF und Sacll durchgefiihrt.

Positive pLVX-IRES-mCherry P2X4-Rezeptorklone mit Einzelmutation wurden zur Er-

stellung stabil transfizierter Zell-Linien genutzt.
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5.5 Pharmakologische Charakterisierung von Rezeptoren mit Einzel-

mutation

Zur Charakterisierung der Rezeptormutanten wurde, wie bereits beschrieben, der ATP
abhingige Calcium-Einstrom in die Zellen gemessen. Dazu wurden Konzentrations-
Wirkungskurven des natiirlichen Liganden ATP aufgenommen und die maximalen ATP-
Effekte sowie die ECso-Werte von ATP gemessen und mit den erzielten Werten am
P2X4-Wildtyp bzw. an der Chimére c¢10 verglichen. Alle einzelmutierten Rezeptoren
konnten durch ATP aktiviert werden (Abb. 37). An den Mutanten E307T (47 %),
Q308T (53 %) und D302I (39 %) waren die maximalen Effekte von ATP signifikant
reduziert. Die ATP-Potenzen der verschiedenen Mutanten waren gréflenteils unveréan-
dert. Lediglich an der Mutante P2X4E307T war der ECs5p-Wert mit 0,865 uM gegen-
iiber 0,357 uM am hP2X4-Rezeptor, geringfiigig erhoht (vgl. Tab. . Am mutierten
cl0K78A-Rezeptor lag die ATP-Potenz verglichen mit der unmutierten Chimére ¢10
etwas hoher. Mit 0,598 puM bewegte sich der EC5p-Wert stattdessen im Bereich des
humanen P2X4-Wildtyps.
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Abbildung 37: Calciumeinstrom-Experimente an P2X/- und
P2X4(P2X2)-Rezeptormutanten.

Links: ATP-Effekte (100 uM) Rechts: ATP-Potenzen als pECso- Werte £ SEM
an humanen P2XJ-, chimdren c10- und einzelmutierten P2X}- oder c10-
Rezeptoren, rekombinant exprimiert in 1321N1-Astrozytoma-Zellen, im Ver-
gleich zum humanen P2X}-Wildtyp bzw. zur Chimdre c10. (Ergebnisse eines
one-way Anova-Testes mit nachfolgendem Dunnetts-Test verglichen mit dem
humanen hP2X /- Wildtyp: Signifikanz (*) der Abweichung wurde angenommen,
wenn p < 0,05; ** wenn p < 0,01; *** wenn p < 0,001 und **** wenn p <
0,0001.)
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Tabelle 10: Calciumeinstrom-Experimente an P2Xj- und
P2X/(P2X2)-Rezeptormutanten.

Wirksamkeit und Potenz von ATP an humanen P2X/-, chimdren c10- und
einzelmutierten P2X4- oder c10- Rezeptoren, rekombinant exprimiert in
1321N1-Astrozytoma-Zellen, in Relation zu 100 uM Carbachol. Ergebnisse
etnes one-way Anova-Testes mit nachfolgendem Dunnetts-Test verglichen mit
dem humanen hP2X4-Wildtyp bzw. der Chimdre c10: Signifikanz (*) der
Abweichung wurde angenommen, wenn p < 0,05; ** wenn p < 0,01; ***
wenn p < 0,001 und **** wenn p < 0,0001.

Rezeptor ATP
Name ECso + SEM (UM) ATP-Effekt + SEM (%)
wt P2X4 0,357 £ 0,031 100 + 15
P2X4 E307T 0,865 + 0,011 ** 47 £+ 8*
P2X4 D302I 1,60 £ 0,59 39+2*
P2X4 Q308T 0,295 + 0,073 53+2*
P2X4 Q308A 0,248 + 0,094 95+13
Chimare V10 0,862 + 0,068 ** 40+6 *
V10 T306E 0,717 0,210 334
V10 K78A 0,598 + 0,060 * 575
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5.5.1 Charakterisierung von P2X4-Rezeptoren mit Einzelmutation im Be-

reich v2-v5

Zur Charakterisierung der Rezeptormutanten wurden erneut Konzentrations-Wirkungs-
kurven von ATP aufgenommen (Abb. [39).

hP2X4D121A-Rezeptor

150

100+

o
o
1

Anstieg [Ca’’]; (%)

[ATP], M

hP2X4S131A-Rezeptor

1504

(%)

— 1004 !
N | J
© °
=
(=2}
2 501
2]
c
<
0+ T T T 1
8 7 6 -5 4 3
[ATP], M
hP2X4H140A-Rezeptor
1501
S
:‘——T 100 3
©
2 (]
o
2 501
(2]
c
<
°
0 ——TTT

[ATP], M

150

Anstieg [Ca®"]; (%)

Anstieg [Ca®'], (%)

hP2X4K127A-Rezeptor hP2X4D129A-Rezeptor

2007
2 -
< 150 Id
100 = *.: = LI
N ’ i1
© L
O 100 L
o
50 2
» 504
o -/
< | |
0 T T T T 1 01" T T T 1
-8 -7 -6 -5 -4 -3 -8 -7 -6 -5 -4 -3
[ATP], M [ATP], M
hP2X4T133A-Rezeptor hP2X4G138A-Rezeptor
150 1509
X
100 — 1004
Nm
o
(=2}
50 1 2 504
1%
c
<
0+—— T T T 1 0 T T T T 1
-8 -7 -6 -5 -4 -3 -8 -7 -6 -5 -4 -3

Anstieg [Ca’"]; (%)

[ATP], M [ATP], M

hP2X4N142A-Rezeptor

200

150 9 °

100+

50

0 T
9 -8 -7 -6 -5 -4 -3

[ATP], M

Abbildung 39: Calciumeinstrom-Experimente an P2X/-Rezeptoren
mit Alaninmutation im Sequenzbereich v2-v5.

Konzentrations- Wirkungskurven von ATP an humanen P2X/-Rezeptoren mit
Alaninmutation im Sequenzbereich v2-v.

Alle P2X4-Rezeptormutanten konnten durch ATP aktiviert werden. An den Mutanten
D121A, T133A und G138A war die Wirksamkeit von ATP signifikant erniedrigt
(vgl. Abbildung [40| und Tab. . An den iibrigen Mutanten waren die ATP-Effekte,
verglichen mit dem humanen P2X4-Rezeptor Wildtyp, nicht signifikant verandert. Die
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ECs50-Werte von ATP waren an allen Mutanten unverdndert gegeniiber dem P2X4-
Rezeptor Wildtyp.
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Abbildung 40: Calciumeinstrom-Experimente an P2X/-Rezeptoren
mit Alaninmutation im Sequenzbereich v2-v5.

Links: ATP-Potenzen als pECsy-Werte = SEM an humanen P2X/-Rezeptoren
mit  Alaninmutation im Sequenzbereich v2-v5, rekombinant exprimiert in
1821N1-Astrozytoma-Zellen, und rechts: Wirksamkeit von ATP bezogen auf
100 uM Carbachol. Ergebnisse eines one-way Anova-Testes mit nachfolgen-
dem Dunnetts-Test verglichen mit dem humanen hP2X4-Wildtyp: Signifikanz
(*) der Abweichung vom humanen P2X/-Rezeptor Wildtyp wurden angenom-
men, wenn p < 0.05; (**) wenn p < 0.01; *** wenn p < 0,001 und **** wenn
p < 0,0001.
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Tabelle 11: Calciumeinstrom-Experimente an P2X/-Rezeptoren mit
Alaninmutation im Sequenzbereich v2-v5.

Potenzen und Wirksamkeit von ATP + SEM in Relation zu 100 uM Carba-
chol. Ergebnisse eines one-way ANOVA mit nachfolgendem Dunnetts-Test im
Vergleich zum humanen P2X/-Rezeptor. Signifikanz (*) wurde angenommen,
wenn p < 0,05; ** wenn p < 0,01; *** wenn p < 0,001 und **** wenn p <
0,0001.

Verbindung ATP

Rezeptor ECso £ SEM (M) ATP-IE)f:ieI;;; SIE/IM (%)

wt hP2X4 0,357 £ 0,031 100 + 15
hP2X4 H140A 0,221 + 0,050 85+ 15
hP2X4 G138A 0,421 + 0,030 54 + 4**
hP2X4 D129A 0,248 + 0,047 110+ 13

0,259 + 0,035 36 + 1****

hP2X4 N142A 0,251 + 0,060 117 +8
hP2X4 S131A 0,230 + 0,045 82+1
hP2X4 K127A 0,435 + 0,005 73+5
hP2X4 T133A 0,159 + 0,044 51 + 4**
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5.5.2 Zusammenfassung und Diskussion

Die Klonierung von vier humanen P2X4-Rezeptoren mit Einzelmutation im Variations-
bereich v10, acht humanen P2X4-Rezeptoren mit Einzelmutation zu Alanin im Variati-
onsbereich v2-v5 sowie von zwei P2X4(P2X2)c10-Rezeptormutanten mit jeweils einer
Einzelmutation in den Bereichen v1 und v10 und die Herstellung stabil transfizierter

Zell-Linien war erfolgreich.

Alle P2X4-Rezeptormutanten zeigten gute Funktionalitit und mit dem humanen P2X4-
Rezeptor-Wildtyp vergleichbare ATP-Potenzen, mit Ausnahme der Mutante E307T
(geringfiigig erhohter ECsp-Wert). An den Rezeptormutanten P2X4D3021,
P2X4E307T, P2X4Q308T, P2X4D121A, P2X4T133A und P2X4G138A waren je-
doch die Effekte von 100 uM ATP signifikant reduziert. Die P2X4(P2X2)c10-Rezeptor-
mutanten zeigten gegeniiber der Chimére c10 keine signifikante Anderung der ATP-
Effekte, jedoch war die ATP-Potenz an der c10K78 A-Mutante geringfiigig erhht.

Es konnte bereits durch die Bildung von P2X4(P2X2)-Rezeptorchiméren gezeigt wer-
den, dass Modifikationen im Bereich der Aminosaurereste V71-183 (v1) in Nahe der
ATP-Bindungsstellen K67 und K69 einen grofien Einfluss auf die maximale ATP-
Antwort des Rezeptors haben. Der Austausch der variablen Region v1 fiihrte zu einem
Rezeptor mit geringer Funktionalitit. Die alleinige Mutation des polaren Aminoséu-
rerestes K78 zu Alanin in Bereich v1 in Chimére c10 reichte aus um den maximalen
Effekt von ATP signifikant zu reduzieren. Dies konnte auf die Beteiligung des Lysin-
restes in Position 78 in von der ATP-Bindung zur Kanal6ffnung fithrende Prozesse
zuriickzufithren sein (vgl. Zhao et al."%).

Die Aminosaurereste D302, E307 und Q308 liegen innerhalb des Variationsbereiches
v10, in Ndhe der ATP-Bindungsstellen R295, N293 und K313. Der komplette Austausch
dieses Bereiches in Chimére c10 fiihrte ebenfalls zu einem reduzierten ATP-Effekt.
Moéglicherweise verdndern die eingefiigten Mutationen die Konformation des Rezep-
tors. Da die Mutation des Glutaminrestes zu einem polaren Threoninrest in Position
308 bei vergleichbarer ATP-Potenz zu einem reduzierten ATP-Effekt fiihrte, jedoch der
Austausch der gleichen Position gegen einen Alaninrest keinen verdnderten ATP-Effekt
bedingte, scheint in diesem Fall die Auswahl des eingefiigten Aminoséurerestes eine
entscheidene Rolle gespielt zu haben. Da sich in Chimére ¢10 durch den Austausch
der variablen Region v10 in Position 308 ebenfalls eine Threoninrest befindet, kdnnte
dies darauthin deuten, dass ein polarer Threoninrest in Position 308 (indirekt) zu einer
Reduzierung des ATP-Effektes beitragt.

Die mutierten Aminosdurereste D121, T133, G138 liegen in grofler Entfernung von

den orthosterischen Bindungsstellen. Ein direkter Einfluss der entsprechenden Amino-

saurereste auf die Hohe des ATP-Effekts ist daher unwahrscheinlich. Dartiber hinaus
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konnten in experimentellen Studien durch Coddou et al. an den Mutanten H140A,
T133A und D138A im Ratten-P2X4-Rezeptor keine Verdnderungen des ATP-Effekts
festgestellt werden.4”

Die Uberpriifung der Expressionslevel aller Rezeptormutanten steht noch aus.
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6 Identifizierung von Bindungsstellen neuer allosterischer

P2X4-Rezeptor-Antagonisten

Auf der Suche nach neuen potenten und selektiven P2X4-Rezeptor-Antagonisten wur-
den verschiedene Strukturklassen (SK) identifiziert, die den P2X4-Rezeptor mit mode-
rater bis sehr guter Potenz hemmen und Selektivitdt gegeniiber anderen P2X-Rezepto-
ren zeigen. Die chemischen Strukturen sind aus patentrechtlichen Griinden nicht dar-
gestellt. Fur die Experimente zur Identifizierung méglicher Bindungsstellen am P2X4-
Rezeptor wurde stellvertretend fiir jede Strukturklasse eine Leitverbindung (vgl. Abb.
ausgewahlt, die in fluoreszenzdetektierten Calciumeinstrom-Experimenten an den
P2X4(P2X2)-Chiméren auf ihre inhibitorische Potenz getestet wurde. Konnten im Rah-
men dieser Versuchsreihen fiir die Potenzen der Leitverbindungen signifikante Abwei-
chungen vom P2X4-Rezeptor-Wildtyp beobachtet werden, wurden zunéchst weitere
Vertreter der betreffenden Strukturklasse an der entsprechenden Rezeptorchimére ge-
testet.

Strukturklasse 1.1

hP2X4: 0,0354 + 0,0029

hP2X2: > 10 Strukturklasse 11.1
hP2X7: 2,38 + 0,78

hP2X4: 0,679 + 0,072
hP2X2: 18,3 + 2,7
hP2X7:10,1 + 2,8

Strukturklasse I11.1

hP2X4: 0,154 + 0,029
hP2X2: >10
hP2X7: 0,315 + 0,035

Abbildung 41: Ausgewdhlte Leitverbindungen verschiedener Strukturklassen
(SKI-III) mit P2X/-Rezeptor antagonistischer Aktivitat und Selektivitit ge-
gentiber anderen P2X-Rezeptor-Subtypen. Dargestellt sind die ICso- Werte +
SEM in uM aus 3-5 Experimenten.

6.1 Allosterische Antagonisten: Strukturklasse I (SKI)

Die Leitverbindung SKI.1 der Strukturklasse I hemmte den humanen P2X4-Rezeptor
mit einem ICso-Wert von 0,0354 uM. An humanen P2X1- und P2X2-Rezeptoren konnte
keine signifikante Inhibition gemessen werden (Tab . An humanen P2X3- und P2X7-
Rezeptoren waren die inhibitorischen Potenzen der Verbindung signifikant niedriger mit
IC50-Werten von 1,46 pM und 2,38 uM.
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Abbildung 42: Calciumeinstrom-Experimente am humanen P2X/-
Rezeptor.

Konzentrations- Wirkungskurve des allosterischen Antagonisten SKI.1 am
humanen P2XJ-Rezeptor, rekombinant exprimiert in 1321N1-Astrozytoma-
Zellen. Zur Aktivierung des Rezeptors wurde eine ATP-Konzentration verwen-
det, die dem ECgy-Wert entspricht. Dargestellt sind Mittelwerte + SEM aus 3
FExperimenten.

Tabelle 12: Calciumeinstrom-Ezxperimente an P2X-Rezeptoren.
Selektivitit der Verbindung SKI.1 gegeniiber anderen P2X-Subtypen. Darge-
stellt sind die 1C50-Werte = SEM aus 3-5 Ezxperimenten.

Rezeptor SKI.1
Name ICsq £ SEM (UM)

wt P2X1 >10

wt P2X2 >10

wt P2X3 1,46 + 0,03

wt P2X4 0,0354 + 0,0029

wt P2X7 2,38+0,78
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6.1.1 Testergebnisse von SKI.1 an chimiren P2X4(P2X2)-Rezeptoren

Um die Aktivitat der Verbindung an den mutierten P2X4-Rezeptoren zu messen, wur-
den Konzentrations-Wirkungskurven (Abb. von SKI.1 an allen funktionellen chi-
méren P2X4(P2X2)-Rezeptoren aufgenommen. Wéhrend die Verbindung die Chiméren
c2-c5 und c10 mit unverdnderter Potenz hemmte, die IC5g-Werte betrugen 0,0388 bzw.
0,0432 uM, zeigten sich an den Chiméren c¢6, ¢7 und c8 signifikante Abweichungen von
0,0354 uM am humanen P2X4-Rezeptor-Wildtyp (Abb. und Tab. .

*kkx  Fhkk

_ *kkk
7 b

pICs; (SKI.1)

Abbildung 43: Calciumeistrom-Experimente an humanen P2X/-
(P2X2)-Rezeptoren.

Allosterische Modulation chimdrer P2X4(P2X2)-Rezeptoren, rekombinant ex-
primiert in 1821 N1-Astrozytomazellen, durch den allosterischen Antagonisten
SKI.1. Dargestellt sind die Potenzen von SKI.1 als pICso-Werte + SEM an
P2X(P2X2)-Rezeptorchimdren im Vergleich zu den Potenzen an P2X4- und
P2X2-Wildtyprezeptoren. (Ergebnisse eines one-way Anova-Testes mit nach-
folgendem Dunnetts-Test verglichen mit dem humanen hP2X/4-Wildtyp: Signi-
fikanz (*) der Abweichung wurde angenommen, wenn p < 0,05; ** wenn p <
0,01; *** wenn p < 0,001 und **** wenn p < 0,0001.)

Mit 0,294 pM war der 1C59-Wert an der Chiméren ¢6 im Vergleich zum P2X4-Wildtyp
8-fach erhoht. Ahnliches konnte an den chiméren P2X4(P2X2)-Rezeptoren ¢7 und c8
beobachtet werden. Die ICso-Werte lagen mit 0,197 (an ¢7) bzw. 0,189 uM (an c8)
6-fach bzw. 5-fach hoher als am P2X4-Rezeptor-Wildtyp.
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Abbildung 44: Calciumeinstrom-Experimente an  humanen
P2X4(P2X2)-Rezeptoren.
Konzentrations- Wirkungskurven wvon SKI.1 an humanen P2X4(P2X2)-
Rezeptorchimdren.
Tabelle 13: Calciumeinstrom-Experimente an humanen
P2X4(P2X2)-Rezeptoren.
Modulation chimdrer P2X4(P2X2)-Rezeptoren, rekombinant exprimiert in
1821N1-Astrozytomazellen durch den allosterischen Antagonisten SKI.1.
Dargestellt sind die Potenzen von SKI.1 als ICsyo-Werte + SEM aus 3-5
Experimenten. (Ergebnisse eines one-way Anova-Testes mit nachfolgendem
Dunnetts-Test verglichen mit dem humanen hP2X/-Wildtyp: Signifikanz (*)
der Abweichung wurde angenommen, wenn p < 0,05; ** wenn p < 0,01; ***
wenn p < 0,001 und **** wenn p < 0,0001.)
SKI.1
Rezeptor Sequenzvariation
wt P2X4 - 0,0354 + 0,0029
wt P2X2 - >10
Chimére c2-c5 P2X4 (C116-T186P2X2) 0,0388 + 0,0090
0,294 + 0,014****
Chimare c7 P2X4 (1218-D224P2X2) 0,197 + 0,050****
Chimare c8 P2X4 (R265-L269P2X2) 0,189 + 0,031 *****
Chimare c10 P2X4 (R301-Q308P2X2) 0,0432 + 0,0086
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6.1.2 Testung von SKI.1-Analoga an chimiren P2X4(P2X2)-Rezeptoren

Zur

dung SKI.1 an den Chiméren c6, c7 und ¢8 wurden vier weitere Strukturanaloga an
den entsprechenden Rezeptoren getestet. Erneut wurden Konzentrations-Wirkungskur-

ven aufgenommen und die Potenzen der Verbindungen in Form der ICsg-Werte ermittelt

Bestétigung und zur weiteren Untersuchung der signifikanten Effekte der Verbin-

(ADbb. [A5] und [46).

pIC, (SK1.2)

pIC s, (SK1.4)

Die Testergebnisse variierten je nach Verbindung deutlich. SKI.2 zeigte an der Chimaé-
ren c8 (ICsp 0,381 uM) eine sehr geringe signifikante Abweichung in der Potenz vom
P2X4-Wildtyp (ICs0 0,193 uM). An allen anderen Chiméren war die Potenz der Verbin-
dung nahezu unverandert. Anders sahen die Ergebnisse fiir die Verbindung SKI.5 aus.

In diesem Fall waren die IC5o-Werte mit 0,132 uM an ¢7 und 0,176 M an c8 gegeniiber
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Abbildung 45: Calciumeinstrom-Experimente an  humanen
P2X4(P2X2)-Rezeptoren.

Modulation chimdrer P2X4(P2X2)-Rezeptoren, rekombinant exprimiert in
1321N1-Astrozytoma-Zellen, durch SKI.1-Analoga im Vergleich zum hu-
manen P2XJ-Rezeptor. Dargestellt sind die inhibitorischen Potenzen als
pICso-Werte £ SEM aus 3-5 FExperimenten. (Ergebnisse eines one-way
Anova-Testes mit nachfolgendem Dunnetts-Test verglichen mit dem humanen
hP2X /- Wildtyp: Signifikanz (*) der Abweichung wurde angenommen, wenn p
< 0,05; ** wenn p < 0,01; *** wenn p < 0,001 und **** wenn p < 0,0001.)
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0,0375 uM am P2X4-Rezeptor 4-5-fach erhéht. Deutlich ausgepriagter war der Effekt
auch fiir die Verbindung SKI.3. Mit einem ICgso-Wert von > 10 uM war SKI.3 kaum
noch aktiv an der Mutante ¢8. Zuséatzlich konnten starke signifikante Verdnderungen
in ihrer Affinitdt zu den Chiméren c6 und c7 gemessen werden. Einem ICsp-Wert von
0,0512 uM am P2X4-Rezeptor-Wildtyp standen 1Cso-Werte von 2,50 uM an c6 und
0,134 uM an c7 gegeniiber. Fiir die Verbindung SKI.4 konnten hingegen nur geringe

signifikante Abweichungen an der Chiméren c8 gemessen werden.
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Abbildung 46: Calciumeinstrom-Experimente an  humanen
P2X/(P2X2)-Rezeptoren.

Konzentrations- Wirkungskurven und ICsq-Werte £ SEM von SKI.2, SKI1.5,
SKI.4 und SKI.3 an P2Xj(P2X2)-Chimdren. (Ergebnisse eines one-way
Anova-Testes mit nachfolgendem Dunnetts-Test verglichen mit dem humanen
hP2X4-Wildtyp: Signifikanz (*) der Abweichung wurde angenommen, wenn p
< 0,05; ** wenn p < 0,01; *** wenn p < 0,001 und **** wenn p < 0,0001.)
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6.1.3 Zusammenfassung und Diskussion

Die vorliegenden Ergebnisse deuten daraufhin, dass Aminosidurereste innerhalb von drei
variablen Regionen (v6, v7 und v8) eine Rolle in der Bindung der untersuchten Derivate
spielen konnten (vgl. Abb. . Es miissten jedoch weitere Verbindungen der Struktur-
klasse I an den Chiméren c6, c7 und c8 getestet werden, um ein genaueres Bild zu
erhalten und um die Hypothese einer allosterischen Bindungsstelle im Bereich der drei

variablen Regionen v6, v7 und v8 weiter zu priifen.
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Abbildung 47: (A) Snake-like Plot des hP2X/-Rezeptors und (B) Delfin-
artige Darstellung des humanen P2X/j-Monomers (Abb. von V. Namasiva-

yam).

Die aus den ausgetauschten Aminosdureresten des P2X4-Rezeptors resultierenden Ef-
fekte variieren je nach Verbindung deutlich. Fiir einige Verbindungen (SKI.1, SKI.3)
sind erhebliche signifikante Abweichungen der IC5o-Werte an allen drei Rezeptorchimé-
ren sichtbar, andere Verbindungen (SKI.2, SKI.4 und SKI.5) dagegen zeigen nur an
einzelnen Chiméren leichte Abweichungen in ihrer Potenz. Eine Aussage iiber Struktur-
Wirkungsbeziehungen ist auf Basis dieser fiinf Verbindungen nicht méglich. Da die Ver-
bindungen aufgrund der kaum messbaren Funktionalitit der Rezeptoren nicht an den

Chiméren cl1 und c9 getestet werden konnte, kann eine Interaktion mit den variablen
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Regionen v1 und v9 nicht ausgeschlossen werden.

6.1.4 Allosterische Modulation von P2X4-Rezeptormutanten durch SKI.1

Zur genaueren Betrachtung des Variationsbereiches v2-v5, der bereits mit der allos-
terischen Modulation durch Metall-Ionen im P2X4-Rattenrezeptor in Verbindung ge-
bracht wurde, %% wurde die Leitverbindung der Strukturklasse I auch an den vor-
handenen Alaninmutanten im Bereich v2-v5 getestet. Aufgenommene Konzentrations-
Wirkungskurven (vgl. und Tab. zeigten an den Mutanten D121A, S131,
T133A, G138A gerinfiigige signifikante Abweichungen vom humanen P2X4-Rezeptor.
An diesen Rezeptoren waren die inhibitorischen Potenzen der Verbindung SKI.1 ge-
ringfiigig erhoht. Eine Interaktion der Strukturklasse mit den Aminosdureresten D121,
K127, D129, S131, T133, G138, H140 und N142 kann daher ausgeschlossen wer-

den, da in diesem Fall eine deutliche Abnahme der Potenzen zu erwarten gewesen wére.
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Abbildung  48: Calciumeinstrom-Experimente an  hP2X}j-
Rezeptormutanten im Variationsbereich v2-v5.

Dargestellt sind die inhibitorischen Potenzen von SKI.1 als pICsy- Werte +
SEM aus 3-5 Experimenten. (Ergebnisse eines one-way Anova-Testes mit
nachfolgendem Dunnetts-Test verglichen mit dem humanen hP2Xj-Wildtyp:
Signifikanz (*) der Abweichung wurde angenommen, wenn p < 0,05; ** wenn
p < 0,01; *** wenn p < 0,001 und **** wenn p < 0,0001.)
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Abbildung  49: Calciumeinstrom-Experimente an  hP2Xj-
Rezeptormutanten.

Konzentrations- Wirkungskurven von SKI.1 an humanen P2X)-Rezeptormu-
tanten im Variationsbereich v2-v.

Tabelle 14: Calciumeinstrom-Experimente an P2XY4-
Rezeptormutanten.

Negative allosterische Modulation wvon hP2X4-Rezeptormutanten durch
SKI.1. Dargestellt sind die ICso-Werte £ SEM aus 3-5 Ezxperimenten.

Verbindung SK1.1
Rezeptortyp I1Cs0 + SEM [uM]
wt hP2X4 0,0354 + 0,0029

H140A 0,0102 + 0,0006
G138A 0,00873 + 0,00075*
D129A 0,0200 + 0,0052
D121A 0,00843 + 0,00145*
S131A 0,0104 + 0,0030*
K127A 0,0126 + 0,0015
T133A 0,00672 + 0,00001*
N142A 0,0111 + 0,0003
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6.2 Allosterische Antagonisten: Strukturklasse 11

Der allosterische Antagonist SKII.1 (Abb. hemmte den humanen P2X4-Rezeptor
mit einem ICsq-Wert von 0,679 M.
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Abbildung 50: Calciumeinstrom-FExperimente am humanen P2X/-
Rezeptor.

Konzentrations- Wirkungskurve von SKII.1 am humanen P2X/-Rezeptor, re-
kombinant exprimiert in 13821 N1-Astrozytomazellen. Zur Aktivierung des Re-
zeptors wurde eine ATP-Konzentration verwendet, die dem ECgy-Wert ent-
spricht. Dargestellt sind Mittelwerte + SEM aus 5 Exzperimenten.

Die Verbindung zeigte mittelmafige bis gute Selektivitdt abhédngig vom P2X-Subtyp
(vgl. Tab. . Mit einem ICso-Wert von 2,45 uM am humanen P2X1-Rezeptor war die
Selektivitat gegeniiber diesem Rezeptor-Subtyp am schwichsten ausgepragt (4-fach).
Am P2X2- und P2X7-Rezeptor waren die ICsg-Werte von SKII.1, bezogen auf den
P2X4-Rezeptor, deutlich erhoht (27- bzw. 15-fach). Am P2X3-Rezeptor konnte dagegen

keine signifikante inhibitorische Aktivitdt der Verbindung gemessen werden.
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Tabelle 15: Calciumeinstrom-Experimente an humanen P2X-

Rezeptoren.

Selektivitdit von SKII.1 gegeniiber verschiedenen P2X-Rezeptor-Subtypen.
Dargestellt sind die 1Csg-Werte der Verbindung an den P2X-Rezeptoren +

SEM aus 3-5 Experimenten.

Rezeptor IC50 + SEM (UM)
wt P2X1 2,45 + 0,33
wt P2X2 18,3+2,7
wt P2X3 >10

wt P2X4 0,679 £ 0,072
wt P2X7 10,1+2,8

6.2.1 Testung von SKII.1 am chiméiren (P2X4)P2X2-Rezeptor c2-c5

Zur Untersuchung des allosterischen Modulators auf mogliche Interaktionen mit dem

P2X4-Rezeptor im Bereich der Sequenzvariationen v2-v5 wurden Konzentrations-Wir-

kungskurven der Verbindung an der c2-c5-Chimére aufgenommen. Es wurde der ICgg-

Wert der Verbindung am mutierten Rezeptor bestimmt und mit denen an humanen

P2X4- und P2X2-Rezeptoren verglichen. Dabei zeigte sich eine signifikante Abwei-

chung der Potenz der Verbindung am c2-c5-Rezeptor im Vergleich zum humanen P2X4-

Rezeptor. Die Potenz der Verbindung war an der Rezeptorchimére um den Faktor 10

geringer (vgl. Abb. [51] und Tabl16).
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Abbildung 51: Calciumeinstrom-Ezxperimente am  humanen

P2X/(P2X2)-Rezeptor c2-c5.

Negative Modulation des chimdaren P2X4(P2X2)-Rezeptors c2-c¢5 durch
SKII.1. Links: Konzentrations- Wirkungskurven an humanen P2X4-und
P2X2- und dem chimdren P2X4(P2X2)-Rezeptor c2-c5, rechts: Potenzen
der Verbindung als pICso-Werte += SEM aus 3-5 Ezperimenten. (Ergebnisse
eines one-way Anova-Testes mit nachfolgendem Dunnetts-Test verglichen
mit dem humanen hP2Xj-Wildtyp: Signifikanz (*) der Abweichung wurde
angenommen, wenn p < 0,05; ** wenn p < 0,01; *** wenn p < 0,001 und
*EEF wenn p < 0,0001.)

Tabelle 16: Calciumeinstrom- Experimente am humanen
P2X4(P2X2)-Rezeptor c2-c5.

Negative allosterische Modulation der Chimdre c2-c5 durch SKII.1 im
Vergleich zum humanen P2X4-Rezeptor. Dargestellt sind die inhibitorischen
Potenzen als ICsy-Werte £ SEM aus 3-5 Ezperimenten. (Ergebnisse eines
one-way Anova-Testes mit nachfolgendem Dunnetts-Test verglichen mit dem
humanen hP2X}-Wildtyp: Signifikanz (*) der Abweichung wurde angenom-

men, wenn p < 0,05; ** wenn p < 0,01; *** wenn p < 0,001 und **** wenn
p < 0,0001.)
Rezeptor Sequenzvariation I1C5 + SEM (UM)
wt P2X4 - 0,679 + 0,072
wt P2X2 - 18,3+2,7
Chimare c2-c5 P2X4 (C116-T186P2X2) 6,70 + 0,06****
n.v.
n.v.
Chimaére c8 P2X4 (R265-L269P2X2) n.v.
Chimaére c10 P2X4 (R301-Q308P2X2) n.v.

n.v. nicht vorhanden
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6.2.2 Testergebnisse weiterer Verbindungen der Strukturklasse II

Zur Uberpriifung und weiteren Untersuchung der signifikanten Effekte der Verbin-
dung SKII.1 an der Chimére c2-c5 wurden drei Strukturanaloga mit ebenfalls P2X4-
Rezeptor antagonistischer Wirkung an dem mutierten Rezeptor getestet. Die Ergebnis-
se sind in Abbildung [52| und Tabelle [17] dargestellt. Im Gegensatz zu der Verbindung
SKII.1, zeigten die allosterischen Modulatoren SKII.4, SKII.3 und SKII.2 an der
Chimére c2-c5 die gleichen Potenzen wie am P2X4-Rezeptor-Wildtyp und konnten die
Ergebnisse der Leitverbindung SKII.1 nicht bestétigen.
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Abbildung 52: Calciumeinstrom-Ezxperimente am  humanen

P2X4(P2X2)-Rezeptor c2-c5.

Negative allosterische Modulation der Chimdre c2-c5 durch SKII.1-Analoga
im Vergleich zum humanen P2X4-Rezeptor. Dargestellt sind die inhibitori-
schen Potenzen als 1Cs50- Werte =+ SEM aus 3-5 Experimenten.

Tabelle 17: Calciumeinstrom-Experimente am humanen
P2X4(P2X2)-Rezeptor c2-c5.

Negative allosterische Modulation der Chimdre c2-c¢5 durch SKII.1-Analoga.
Dargestellt sind die inhibitorischen Potenzen als ICso-Werte + SEM aus 3-5

Experimenten.
Verbindung SKII.2 SKII.3 SKIl.4
Rezeptor 1C50 £ SEM (UM)
wt hP2X4 1,05+0,10 1,34 +0,32 2,22 +0,27
Chimaére c2-c5 2,23+0,76 2,99+ 0,60 2,47 + 0,32
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6.2.3 Testergebnisse von SKII.2 an chimiren P2X4(P2X2)-Rezeptoren

Im néchsten Schritt sollten die Verbindungen der SK II an allen weiteren funktionellen
chiméren Rezeptoren getestet werden, um die entsprechenden variablen Bereiche auf
mogliche Bindungsstellen fiir die Strukturklasse zu iiberpriifen. Da die Leitverbindung
SKII.1 nicht mehr zur Verfiigung stand, wurde SKII.2 fiir weitere Untersuchungen
verwendet. Erneut wurden Konzentrations-Wirkungskurven der Verbindung an den Re-
zeptorchiméren c6, c7, ¢8 und c10 aufgenommen und die ICgso-Werte am jeweiligen

Rezeptor bestimmt und mit denen am humanen P2X4-Rezeptor verglichen (vgl. Abb.

und Tab. .
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Abbildung 53: Calciumeinstrom-FExzperimente an  humanen

P2X/(P2X2)-Rezeptoren.

Negative allosterische Modulation von P2X/(P2X2)-Rezeptor-Chimdren durch
SKII.2. Dargestellt sind die inhibitorischen Potenzen als plCsg-Werte +
SEM aus 3-5 Experimenten.

Jedoch konnten keine signifikanten Unterschiede zum P2X4-Rezeptor beobachtet wer-

den. SKII.2 hemmte die Rezeptorchiméren ¢6, c¢7, ¢8 und ¢10 mit dhnlicher Potenz.
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Tabelle 18:
P2X/(P2X2)-Rezeptoren.
Negative allosterische Modulation chimdrer P2X4(P2X2)-Rezeptoren durch
SKII.2. Dargestellt sind die inhibitorischen Potenzen als 1Csy-Werte &= SEM.

Calciumeinstrom- Experimente

an humanen

Rezeptor Sequenzvariation 1Cs5 = SEM (UM)
wt P2X4 - 1,05+0,10
wt P2X2 - -
Chimére c2-c5 P2X4 (C116-T186P2X2) 1,35+0,08
2,24+0,71
Chimare c7 P2X4 (1218-D224P2X2) 1,01 £0,50
Chimare c8 P2X4 (R265-L269P2X2) 1,51+0,41
Chimare c10 P2X4 (R301-Q308P2X2) 0,524 + 0,377
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6.2.4 Testung von SKII.1 an P2X4-Rezeptoren mit Alaninmutation im Be-

reich v2-v5

Zu weiteren Untersuchung des gemessenen Effektes an der Chiméren ¢2-c¢5 wurden
Konzentrations-Wirkungskurven an P2X4-Rezeptoren mit Mutation im Bereich der
variablen Regionen v2-v5 (Abb. aufgenommen.
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Abbildung 54: Snakeplot des humanen P2X/4-Rezeptor-Monomers. Farbig
markierte Aminosdurereste des variablen Bereichs v2-v5 wurden zu Alanin
mutiert. Es konnten die hP2X4-Rezeptormutanten DI121A, K127A, D129A,
S131A, T133A, G138A, H140A und N142A erhalten werden.
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Abbildung 55: Calciumeinstrom-Experimente an humanen P2X/-
Rezeptoren mit Einzelmutation.

Links: pICsy-Werte von SKII. 1 an einzelmutierten P2X/-Rezeptoren + SEM
aus 3-5 Fxperimenten. Rechts: Konzentrations- Wirkungskurven von SKII.1
an der K127AP2X/-Mutante und am humanen P2X/-Rezeptor- Wildtyp. Uber-
prifung der Abweichungen vom wt hP2Xj- Rezeptor auf Signifikanz durch
einen one-way ANOVA mit anschliefendem Dunnetts-Test. Signifikanz (*)
wurde angenommen, wenn p < 0,05; ** wenn p < 0,01; *** wenn p < 0,001
und **** wenn p < 0,0001.

Der allosterische Antagonist SKII.1 zeigte zwar an fast allen P2X4-Rezeptor-Mutanten
minimal (2-3-fache) reduzierte Potenzen im Vergleich zum P2X4-Rezeptor-Wildtyp
(vgl. Abb. [55{und Tab, jedoch war die Reduktion 10-fach geringer ausgeprégt als an
der Chiméren c2-c5. Die geringste inhibitorische Potenz zeigte die Verbindung an der
K127A-Mutante. Der ICs9-Wert lag mit 2,43 uM 3,6-fach niedriger als am humanen
P2X4-Rezeptor (ICso 0,679 uM).
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Tabelle 19: Calciumeinstrom-Experimente an humanen P2X}j-
Rezeptoren mit Einzelmutation.

Allosterische Modulation einzelmutierter P2X4-Rezeptoren durch SKII.1.
Dargestellt sind die inhibitorischen Potenzen als 1Csg-Werte = SEM aus 3-
5 Experimenten. Uberpriifung der Abweichungen vom wt hP2X/- Rezeptor auf
Signifikanz durch einen one-way ANOVA mit anschlieffendem Dunnetts-Test.
Signifikanz (*) wurde angenommen, wenn p < 0,05; ** wenn p < 0,01; ***
wenn p < 0,001 und **** wenn p < 0,0001.

Rezeptor I1Csp £ SEM [UM]

hP2X4 wt 0,679 + 0,072
H140A 2,12 + 0,55**
G138A 1,20+0,23
D129A 1,30+0,42
D121A 2,33+0,61**
N142A 2,26 + 0,55**
S131A 3,01+1,71*

(n=2)

K127A 2,43 +0,10**
T133A 1,00+0,17

6.2.5 Zusammenfassung und Diskussion

Die vorliegenden Ergebnisse liefern keine klare Aussage beziiglich einer potentiellen al-
losterischen Bindungsstelle fiir SKII-Derivate im variablen Bereich v2-v5. Zwar konnte
flir die Leitstruktur der Gruppe SKII.1 eine 10-fach niedrigere Potenz am c2-c5-
Rezeptor als am humanen P2X4-Rezeptor und damit eine Annadherung an den ICgo-
Wert des humanen P2X2-Rezeptors (18,6 uM) gemessen werden, jedoch lielen sich die
Ergebnisse fiir weitere SKII.1-Analoga nicht bestatigen. Alle drei getesteten Verbin-
dungen zeigten an der Chiméren c2-c5 eine vergleichbare Potenz mit der am P2X4-
Rezeptor-Wildtyp. Da jedoch die Kettenldnge der Leitstruktur SKII.1 deutlich langer
ist als in den Folgeverbindungen SKII.2-SKII1.4, ware auch eine abweichende Bin-
dungsstelle moglich. Eine Beteiligung der Aminosaurereste D121, H140, G138, S131,
K127 und N142 im variablen Bereich v2-v5 an einer Interaktion mit SKII.1 ist zwar
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grundsétzlich nicht ausgeschlossen, jedoch waren die Abweichungen verglichen zum
P2X4-Wildtyp so minimal, dass keiner der entsprechenden Aminosédurereste eine allei-
nige elementare Rolle in der Bindung des Antagonisten spielen kann. Eine Beteiligung
der variablen Regionen v6, v7, v8 und v10 an der Bindung der SKII-Derivate 2-4 kann
dagegen ausgeschlossen werden. An den entsprechenden chiméren Rezeptoren zeigten
sich keine signifikanten Abweichungen vom P2X4-Rezeptor. SKII.1 stand zur Testung
an den chiméren Rezeptoren c6, c7, ¢8 und ¢10 nicht mehr zur Verfiigung, weshalb zu
einer moglichen Interaktion keine Aussage getroffen werden kann. Da die Verbindun-
gen aufgrund der kaum messbaren Funktionalitit der Rezeptormutanten, bisher nicht
an den Chiméren cl und c9 getestet werden konnte, kann eine Interaktion mit den

variablen Regionen v1 und v9 nicht ausgeschlossen werden.

6.3 Allosterische Antagonisten: Strukturklasse 111

Die Verbindung SKIII.1 hemmte den humanen P2X4-Rezeptor mit einem 1Cg5o-Wert
von 0,154 puM (Abb. und Tab. . Am humanen P2X1-Rezeptor war SKIII.1
geringfiigig potenter (ICs9 0,0769 pM) als am humanen P2X4-Rezeptor, wohingegen
der P2X7-Rezeptor, mit einem 1Cso-Wert von 0,315 M, dhnlich stark gehemmt wurde.
An P2X2- und P2X3-Subtypen konnte keine signifikante Aktivitdt der Verbindung

gemessen werden.
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Abbildung 56: Calciumeinstrom-Experimente am humanen P2X}j-
Rezeptor.

Konzentrations- Wirkungskurve der Verbindung SKIII.1 am humanen P2X/-
Rezeptor-Wildyp, rekombinant exprimiert in 1321N1-Astrozytoma-Zellen. Zur
Aktivierung des Rezeptors wurde eine ATP-Konzentration verwendet, die dem
ECgo-Wert entspricht. Dargestellt sind Mittelwerte £ SEM aus 5 Experimen-
ten.
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Tabelle 20: Calciumeinstrom-Experimente an humanen P2X-
Rezeptoren.

Selektivitdt von SKIII.1 gegeniiber anderen P2X-Subtypen. Dargestellt sind
die 1Cso-Werte + SEM aus 3-5 Ezxperimenten der Verbindung an humanen
P2X1-, P2X2-, P2X3-, P2X)- und P2X7-Rezeptoren.

Rezeptor 1C59 + SEM (UM)
wt P2X1 0,0769 + 0,0106
wt P2X2 >10

wt P2X3 >10

wt P2X4 0,154 + 0,029
wt P2X7 0,315 + 0,035

6.3.1 Allosterische Modulation von P2X4(P2X2)-Rezeptoren
durch SKIII.1

Zur Untersuchung der Verbindung SKIII.1 auf moglicherweise verdnderte Aktivitit an
den P2X4(P2X2)-Rezeptoren wurden Konzentrations-Wirkungskurven des Antagonis-
ten an allen funktionellen Chimaren aufgenommen. Die IC5p-Werte der Verbindung an
den mutierten Rezeptoren wurden bestimmt und mit dem am humanen P2X4-Rezeptor
verglichen. Die Ergebnisse zeigt die Abbildung [57] Im Balkendiagramm sind hier die
pICso-Werte dargestellt. SKIII.1 hemmte den P2X4-Rezeptor-Wildtyp und alle Re-
zeptorchiméren mit dhnlicher Potenz (vgl. Tab und Abb. .
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Abbildung 57: Calciumeinstrom-Experimente an  humanen
P2X/(P2X2)-Rezeptoren.

Negative allosterische Modulation chimdrer P2X/(P2X2)-Rezeptoren, rekom-
binant exprimiert in 1321 N1-Astrozytoma-Zellen, durch SKIII.1 im Vergleich
zu den Wildtyp-Rezeptoren. Dargestellt sind die inhibitorischen Potenzen der
Verbindung als pICso-Werte £ SEM aus 3-5 Experimenten.

150 = 150
X X A c8
- c6 - Y c10
E 100 4 T‘!\."'- * c7 © E 100 ¢
= =2 2 ® wthP2X4 s = ® wthP2X4
12 12
E N el
W 50+ A § W 50+
£ = E
3 b z =
° « e
© [ EEEEEEEEEEERRERRRERRAS S e TR © 0
[$) [$)

T T T T T 1 T T T T T 1
10°10° 10® 107 10° 10° 10 10'°10° 10® 107 10°® 10° 10
[SKIII.1], M [SKIII.1], M

150 =
—~ ® c2-c5
X
< B wthP2X4
€ 1004
o
@
=
w504
£
2
L
© 0
[$)

1072°10° 10°® 107 10° 105 10
[SKIIL1], M

Abbildung 58: Calciumeinstrom-Experimente an  humanen
P2X4(P2X2)-Rezeptoren.

Konzentrations- Wirkungskurven der Verbindung SKIII.1 an chimdren
P2X}(P2X2)-Rezeptoren, rekombinant exprimiert in 1321N1-Astrozytoma-
Zellen, im Vergleich zum humanen P2X/-Rezeptor-Wildtyp. Zur Anregung
des jeweiligen Rezeptors wurde eine ATP-Konzentration verwendet die dem
ECgy-Wert entspricht.
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Tabelle 21: Calciumeinstrom- Experimente an humanen
P2X4(P2X2)-Rezeptoren.

Modulation chimdrer P2X4(P2X2)-Rezeptoren im Vergleich zu den P2X2-und
P2X4-Rezeptor- Wildtypen durch SKIII.1. Dargestellt sind die inhibitorischen
Potenzen als 1Cs5q-Werte + SEM aus 3-5 Experimenten.

Rezeptor Sequenzvariation IC50 £ SEM (uM)

wt P2X4 - 0,154 + 0,029

wt P2X2 - >10
Chimare c2-c5 P2X4 (C116-T186P2X2) 0,483 £ 0,218

0,156 + 0,048

0,157 + 0,026
Chimire c8 P2X4 (R265-L269P2X2) 0,0485 + 0,0071
Chimare c10 P2X4 (R301-Q308P2X2) 0,143 + 0,027

6.4 Zusammenfassung und Diskussion

Der allosterische Antagonist SKIII.1 hemmte den humanen P2X4-Rezeptor und alle
funktionellen P2X4(P2X2)-Rezeptoren mit vergleichbaren Potenzen. Diese Ergebnisse
deuten darauf hin, dass die variablen Regionen v2-v5, v6, v7, v8 und v10 keine direkte
Rolle in der Bindung von SKIII.1 spielen. Aus den vorliegenden Ergebnissen lédsst sich
aulerdem schlieflen, dass bei der Bindung von SKIII.1 andere Bereiche des P2X4-
Rezeptors eine Rolle spielen als bei der Bindung von den Derivaten der SKI. Da die
Verbindung aufgrund der kaum messbaren Funktionalitit nicht an den Chiméren c1
und c9 getestet werden konnte, kann eine Interaktion mit den variablen Regionen v1

und v9 nicht ausgeschlossen werden.
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6.4.1 Allosterische Modulation von P2X4-Rezeptormutanten durch
SKIII.1

Unterstiitzend wurde SKIII.1 auch an den H140A-, G138A-, T133A-, S131A-,
D129A-, K127A- und D121 A-Mutanten getestet. Die durchgefithrten Calcium-Ein-
stromexperimente ergaben fiir den Grofiteil der P2X4-Rezeptormutanten keine signi-
fikanten Abweichungen vom Wildtyp-Rezeptor. Nur an den H140A- und N142A-
Rezeptoren waren die inhibitorischen Potenzen mit IC5p-Werten von 0,744 und 4,94
uM signifikant erniedrigt. Da die Testergebnisse an diesen Rezeptoren jedoch aufgrund
von Loéslichkeitsproblemen der Verbindung nur schwer reproduzierbar waren, eine ho-
he Standardabweichung lieferten und ein zweites Testsystem zur Kontrolle fehlt, kann
keine endgiiltige Aussage iiber eine mogliche Interaktion der Aminosdurereste H140
und N142 mit der Verbindung getroffen werden. Die zukiinftige Testung weiterer Deri-
vate der SKIII an den entsprechenden Mutanten kénnte weiterfithrende Erkenntnisse

liefern.
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Abbildung 59: Calciumeinstrom-FExperimente an  hP2X/-
Rezeptormutanten.

Negative allosterische Modulation von humanen P2X4-Rezeptormutanten
durch SKIII. 1. Dargestellt sind die plCso-Werte = SEM aus 3-5 Ezxperimen-
ten. Uberpriifung der Abweichungen vom wt hP2X/-Rezeptor auf Signifikanz
durch einen one-way ANOVA mit anschliefendem Dunnetts-Test. Signifikanz
(*) wurde angenommen, wenn p < 0,05; ** wenn p < 0,01; *** wenn p <
0,001 und **** wenn p < 0,0001.
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Abbildung  60: Calciumeinstrom-Experimente an  hP2Xj-
Rezeptormutanten.
Konzentrations- Wirkungskurven — von  SKIII.1 an  humanen P2X}-
Rezeptormutanten im Variationsbereich v2-v5.
Tabelle 22: Calciumeinstrom- Experimente an P2X -

Rezeptormutanten.

Negative allosterische Modulation von hP2X4-Rezeptormutanten im Variati-
onsbereich v2-v5 durch SKIII.1. Dargestellt sind die 1C5-Werte £ SEM aus
3-5 Ezxperimenten.

Verbindung ICso £ SEM [UM]

wt hP2X4 0,154 + 0,029
H140A 0,744 £ 0,131%**
G138A 0,277 + 0,029
D129A 0,332+ 0,103
D121A 0,453 + 0,151
S131A 0,192 + 0,046
K127A 0,330+ 0,077
T133A 0,366 + 0,212
N142A 4,94 + 1,60%***
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7 Ivermectin

7.1 Einleitung

Im Jahr 2015 wurde der Nobelpreis in Medizin an Satoshi Omura and William C.
Campbell fiir die Entdeckung von Avermectin verliehen, einer antiparasitisch wirksa-
men Verbindung, die aus Streptomyces-Kulturen gewonnen werden konnte.”” Das ma-
krocyklische natiirliche Produkt Ivermectin (Abb. ist ein Derivat des Avermectins.
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Abbildung 61: Struktur des natirlichen Liganden ATP und des allosteri-
schen Modulators Ivermectin.

Es aktiviert mit hoher Potenz einen exklusiv in wirbellosen Lebewesen vorkommen-
den Glutamat-gesteuerten Chlorid-Ionenkanal.* Diese Eigenschaft macht Ivermectin
zu einem weit verbreiteten Therapeutikum in der Human- und Tiermedizin zur Be-
handlung von Infektionen mit Ektoparasiten. In hoheren Konzentrationen beeinflusst
Ivermectin allosterisch die Aktivitat weiterer Ligand-gesteuerter-lonenkanéle wie den -
Aminobuttersdure A (GABA 4)-Rezeptor, den nikotinischen a7-Acetylcholin-Rezeptor
und den Glycin-Rezeptor.1%Y Dariiber hinaus wurde Ivermectin als positiver allosteri-
scher Modulator (PAM) des P2X4-Rezeptors=®U sowie des humanen P2X7-Rezeptors,
jedoch nicht der P2X7-Rezeptoren der Maus und der Ratte, beschrieben.'4 An ande-
ren P2X-Subtypen zeigt es keinen positiven allosterischen Effekt.® Aufgrund seiner
ungewoOhnlichen pharmakologischen Charakteristika wird Ivermectin als Werkzeug in
der P2X-Rezeptorforschung eingesetzt. Ausserdem wird es in seiner FEigenschaft, P2X4-
Rezeptoren positiv allosterisch zu modulieren, als Wirkstoff zur Behandlung von Al-
koholabhingigkeit diskutiert.#3 Die modulatorischen Effekte von Ivermectin sind kon-
zentrationsabhéngig. In elektrophysiologischen Patch-Clamp-Experimenten am P2X4-
Rezeptor fiihrte seine Applikation in niedrigen Konzentrationen (ECs¢ 0,25 pM) zu
einer Erhohung der Kanal-Amplitude und in hohen Konzentrationen (ECso 2 pM) zu
einer erleichterten Rezeptoréffnung und einer verlingerten Rezeptor-Deaktivierung.=?
Wegen dieses zweiphasigen Charakters wurde in verschiedenen Publikationen die Exis-
tenz mehrerer allosterischer Bindungsstellen fiir Ivermectin in P2X4-Rezeptoren postu-

liert, die teilweise hohe und teilweise niedrige Affinititen besitzen. 2383910 Tyermectin
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wirkt als Potenziator nur, wenn es extrazelluldr, nicht wenn es intrazellular appliziert
wird. Dies zeigt, dass die Bindungsstelle bzw. die Bindungsstellen von Ivermectin im
extrazelluliren Teil des Rezeptors lokalisiert sein miissen.? Verschiedene Publikationen
postulieren eine Involvierung der Transmembran-Doménen in die Ivermectin-Bindung
am P2X4-Rezeptor,10310 jedoch ist die exakte Lage der Bindungsstelle nicht bekannt.
Keine der bisher beschriebenen Mutationen in der P2X4-Rezeptorsequenz konnte die
positiv modulierenden Effekte von Ivermectin vollstandig unterbinden.?3 Dariiber hin-
aus konnten Experimente mit chimaren Zell-Linien und scannender Mutagenese der
zwei Transmembran-Doménen keine fiir die Interaktion des Rezeptors mit Ivermec-
tin relevanten und dabei auch gleichzeitig P2X4-Rezeptor-spezifischen Aminoséurereste

identifizieren. 1034104

7.2 Ergebnisse: Effekte von Ivermectin an verschiedenen P2X-Rezep-
tor-Subtypen

Um die Effekte des allosterischen Modulators Ivermectin auf verschiedene P2X-Rezeptor
Subtypen zu untersuchen, wurden Konzentrations-Wirkungskurven der Verbindung in
Anwesenheit von 100 uM ATP (entsprechend dem maximalen ATP-Effekt) am huma-
nen P2X4-Rezeptor aufgenommen. Der maximale ATP-Effekt, gemessen in Anwesen-
heit einer hohen Konzentration von Ivermectin (10 xM) und die Potenz von Ivermectin
wurden bestimmt. Am humanen P2X4-Rezeptor Wildtyp potenzierte Ivermectin den
ATP-Effekt mit einem ECsp-Wert von 0,310 M. Eine Konzentration von 10 uM an
Ivermectin erhohte die maximale ATP-Antwort von 100 % auf 167 % (vgl Tab. [23[ und
Abb. . Dagegen fiihrten 10 pM an Ivermectin am humanen P2X2-Rezeptor zu keiner
Potenzierung der ATP-Antwort. Am humanen P2X1- (74 % Reduzierung der ATP-
Antwort), humanen P2X3- (49 %) und am Ratten-P2X3-Rezeptor (70 %) fiihrten hohe
Konzentrationen von Ivermectin (10 uM) zu einer signifikanten Rezeptor-Inhibition
(vgl. Abb. , wéahrend am humanen P2X7-Rezeptor nur ein minimaler inhibitorischer
Effekt beobachtet werden konnte (8 %). Anschliefend wurden die IC5-Werte von Iver-
mectin an P2X1-, P2X2- und P2X3-Rezeptoren in Anwesenheit von ATP (in seiner
ECgo-Konzentration) bestimmt. Ivermectin inhibierte den P2X1-Rezeptor mit einem
IC50-Wert von 1,72 uM. Die Ivermectin-Potenz am Ratten P2X3-Rezeptor lag im glei-
chen Bereich (IC5p 4,43 uM), wohingegen der IC50-Wert von Ivermectin am humanen
P2X3-Rezeptor signifikant hoher lag (17,1 pM).
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Abbildung 62: Modulation von P2X-Rezeptor-Subtypen durch Ivermectin.
(A) Positive Modulation dargestellt als pECso-Werte £ SEM. (B) Nega-
tive Modulation dargestellt als pICso-Werte £ SEM. (C) Konzentrations-
Wirkungskurven von Ivermectin.
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Abbildung 63: Effekte des allosterischen P2X4-Rezeptor Modulators Iver-
mectin an verschiedenen P2X-Rezeptoren.

ATP-Modulation Inhibition durch
ICs5p = SEM
Rezeptor durch 10 HM ECso + SEM (uM) | 10 uM Ivermectin 50

Ivermectin (% £ SEM) (uM)

(% + SEM) o
hP2X4 167 + 17 0,310 + 0,206 keine Inhibition n.v
mP2X4 150+ 6 1,66 +0,47 keine Inhibition n.v
rP2X4 235+7 0,107 + 0,042 keine Inhibition n.v
hP2X2 Keine Potentierung n.v keine Inhibition n.v
hP2X1 Keine Potentierung n.v 705 1,72 +0,23
hP2X3 Keine Potentierung n.v 49+1 17,1+4,5
rP2X3 Keine Potentierung n.v 74+ 20 4,43 +1,58
hP2X7 Keine Potentierung n.v 8+29 >10

(bei 20 uM)

h: human, r: Ratte, m: Maus, n.v. nicht vorhanden

7.2.1 Radioligand-Bindungsstudien von Ivermectin am hP2X4-Rezeptor

Zur Untersuchung der beschriebenen allosterischen Eigenschaften von Ivermectin wur-
den Radioligand-Kompetitions-Assays durchgefiihrt. Die Inkubation erfolgte bei Raum-
temperatur fiir eine Stunde. Es wurde die Membranpréaparation des in 1321N1-Astrozy-
tom-Zellen stabil exprimierten humanen P2X4-Rezeptors genutzt. Fiir die Ermittlung
der unspezifischen Bindung wurden 100 uM ATP eingesetzt. In Abwesenheit von Iver-
mectin zeigte ATP~S Affinitdt fiir die humane P2X4-Rezeptor-Membranpraparation
mit einem IC50-Wert von 14,6 nM (Abbildung |64] A und . Der ermittelte Kp-Wert
lag bei 14,1 nM und damit deutlich hoher als der Kp-Wert aus Séattigungsassays (Kp
0,761 nM).

Konzentrations-Wirkungskurven von Ivermectin zeigten keine Modulation der Bindung
von 0,2 nM (Kp=0,7) [**SJATP~S an den humanen P2X4-Rezeptor (vgl. Abb. [64).
Homologe Kompetitions-Experimente mit ATP~S in Anwesenheit von 1 uM oder 10 M
an Ivermectin (Abb. fiihrten zu keinen signifikanten Verdnderungen der Kp-Werte
im Vergleich zu den Werten von ATP~S ohne Ivermectin. Dies zeigt den allosterischen

Bindungscharakter von Ivermectin.
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Abbildung  64: (A)  Kompetitions-Bindungsstudien — des — P2X4-
Rezeptoragonisten ATP~S; homologe Kompetitions-Experimente mit ATPvS
gegen  [PPSJATPyS (0,2 nM) an Membranpriparationen von humanen
P2X-Rezeptoren, stabil exprimiert in 1321N1 Astrozytoma-Zellen. (B)
Konzentrations-abhingige Wirkung wvon Ivermectin auf die Bindung wvon
PPSJATPyS an den humanen P2X4-Rezeptor (durchgefiihrt durch Dr. A.
Abdelrahman).

Bindung von [*°S]ATPyS
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[ATPYS], M +1 uM Ivermectin [ATPYS], M + 10 pM Ivermectin
Kp (nM), n=3
ATPyS ohne lvermectin 141+2,7
ATPyS + 1 uM lvermectin 25,7+8,0
ATPyS + 10 uM lvermectin 11,5+0,7

Abbildung 65: Homologe Kompetitions-FExperimente mit ATPyS gegen
PPSJATPYS (0,2 nM) an Membranpriparationen von hP2X/-Rezeptor expri-
mierenden 1321N1 Astrozytoma-Zellen in Anwesenheit von 1 puM Ivermectin
und 10 pM Ivermectin (durchgefihrt durch Dr. A. Abdelrahman).
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7.3 Allosterische Modulation chimérer P2X4(P2X2)-Rezeptoren durch

Ivermectin

Im néchsten Schritt wurde der Effekt von Ivermectin auf die sieben chiméren P2X4-
(P2X2)-Rezeptoren untersucht, um die entsprechenden variablen Sequenzbereiche auf
mogliche Bindungsstellen zu iiberpriifen. Dafiir wurden Konzentrations-Wirkungskurven
von Ivermectin in Anwesenheit von 100 uM ATP aufgenommen. Die Stimulation des
ATP-Effekts durch eine hohe Ivermectin-Konzentration (10 pM) und der entsprechende
ECs50-Wert wurden berechnet und verglichen mit seinen Effekten an humanen P2X4-
und humanen P2X2- Rezeptoren. Interessanterweise variierte die Richtung der allosteri-
schen Modulation (positiv, negativ) abhéngig von der ausgetauschten Sequenzvariation.
Eine Ubersicht iiber die jeweiligen Ergebnisse zeigt Abbildung

Rezeptoren die durch Rezeptoren die durch
Ivermectin potentiert werden Ivermectin inhibiert werden
8 1 8 -
7 L B R R R I I I 7 L R I I Iy
O 6 2 67
w S
o 5 - o 5=
4 - 4 - |l‘ H |l‘

<
,];\y - < PN Ok AN
Q +‘1, O <o
\‘(\ Qq' ©
N N

Abbildung 66: Potenzierung bzw. Inhibition chimdarer P2X4(P2X2)-
Rezeptoren durch Ivermectin. Dargestellt sind die Potenzen von Ivermectin
als pECs0- bzw. plCsy-Werte £ SEM aus 3-5 Experimenten.

7.3.1 Positive allosterische Modulation

Die chiméren Rezeptoren ¢2-¢5 und c10 zeigten eine positive allosterische Modulation
der ATP-Antwort durch Ivermectin mit EC59-Werten von 0,119 bzw. 1,15 uM (vgl.
Abb. und Tab. . Ivermectin erhohte, berechnet auf der Basis des humanen
P2X4-Rezeptor-Wildtyps, den maximalen Effekt von ATP am chiméren Rezeptor c2-
¢5 von 50 % auf 137 % (um 274 %) und am ¢10 P2X4(P2X2)-Rezeptor von 40 auf 70
% (um 75 %).
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Abbildung 67: P2X/(P2X2)-Rezeptoren die durch Ivermectin positiv allos-
terisch moduliert werden. Die Modulation der ATP-Antwort + SEM durch 10
uM Ivermectin an chimaren P2X4(P2X2)-Rezeptoren im Vergleich mit den
humanen hP2X/}- und P2X2-Rezeptor- Wildtypen ist dargestellt.

0-

7.3.2 Funktionsgewinn durch Ivermectin

An den chiméren Rezeptoren cl und ¢9, die nur geringe Rezeptor-Aktivierbarkeit (4-5
%) durch alleinige Stimulierung mit ATP gezeigt haben, fiithrte Ivermectin zu einem
Funktionsgewinn (vgl. Abb. und Tab. . Eine Ivermectin-Konzentration von
10 M induzierte einen partiellen Funktionsgewinn an den chiméren Rezeptoren c1 (auf
29 %, 7,3-fach) und ¢9 (auf 47 %, 9,4-fach). An beiden P2X4(P2X2)-Rezeptoren zeigten
sich keine signifikanten Unterschiede der ECgso-Werte von Ivermectin im Vergleich zu

denen am humanen P2X4-Rezeptor Wildtyp.

L1100 uM ATP
&= 100 uM ATP + 10 pM lvermectin
200- * @ wt hP2X4
B wt hP2X2
El c1
150+ R o0

ATP Effekt (%)
3

A
o
1

Abbildung 68: P2X/(P2X2)-Rezeptoren, die einen Funktionsgewinn durch
Ivermectin zeigen. Die Modulation der ATP-Antwort + SEM durch 10 pM
Ivermectin an chimdren P2X/(P2X2)-Rezeptoren im Vergleich zu den huma-
nen hP2X4- und P2X2-Rezeptor- Wildtypen ist dargestellt.
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7.3.3 Negative allosterische Modulation

Uberraschenderweise wirkte Ivermectin an den chiméiren Rezeptoren ¢6, c¢7 und c8
als negativer allosterischer Modulator und fiihrte zu einer signifikanten Inhibition der
ATP-Antwort um 32 % am ¢6-, um 44 % am c7-Rezeptor und um 54 % am c8-Rezeptor
(vel. Abb und Tab. 23)). Die berechneten IC5o-Werte lagen dabei zwischen 12
und 26 uM und damit um ein Mehrfaches hoher als der EC5p-Wert von Ivermectin am

humanen P2X4-Rezeptor.

L1100 uM ATP
&= 100 uM ATP + 10 pM Ivermectin

200+
= 150- . wthP2X4
< : m wthP2X2
2 1004 e = c7
w owx — B9 c8
o e £ c6
< 50 koo H

0-

Abbildung 69: P2X4(P2X2)-Rezeptoren mit Inhibition durch Ivermectin.
Modulation der ATP-Antwort + SEM durch 10 pM Ivermectin an chimdren
P2X4(P2X2)-Rezeptoren im Vergleich mit den humanen hP2X}- und P2X2-
Rezeptor- Wildtypen.
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Abbildung 70: Allosterische Modulation chimdarer P2X/(P2X2)-Rezeptoren,
stabil exprimiert in 1321N1 Astrozytoma-Zellen, durch Ivermectin. Anstiege
des intrazelluliren Calciums wurden in Relation zu den Effekten gesetzt, die
durch Stimulation mit 100 uM ATP (entspricht dem maximalen Effekt) in Ab-
wesenheit von Ivermectin am humanen P2X/-Rezeptor- Wildtyp erzielt werden
konnten. (A) Positive allosterische Modulation des humanen P2X/-Rezeptors
und der P2X4(P2X2)-Rezeptoren ¢2-c¢5 und c10 durch Ivermectin. (B) Ne-
gative allosterische Modulation von ¢7 und ¢8 durch Ivermectin. (C) Funkti-
onsgewinn von c1 und c¢9 durch Ivermectin.
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Rezeptor

Ivermectin

ECso £ SEM von

ATP Antwort bei 100 uM

ATP Antwort bei 100 pM

1Cs0 = SEM von

Name Sequenzvariation Ivermectin (UM) (%) ohne Ivermectin (%) in Anwesenheit von Ivermectin (UM)
10 uM Ivermectin
wt P2X4 - 0,310 + 0,206 100 + 15 168 + 10 n.v.
wt P2X2 - n.v. 139+9 139+2 n.v.
Potentierung
ECso + SEM von ATP Antwort bei 100 uM | ATP Antwort bei 100 pM 1Cs59 + SEM von
Name Sequenzvariation Ivermectin (%) ohne Ivermectin (%) in Anwesenheit von Ivermectin (M)
(M) 10 uM Ivermectin
Chimera c2-c5 P2X4 (P2X2C116-T186) 0,199 + 0,005 50+2 135+ 12 n.v.
Chimera c10 P2X4 (P2X2R301Q308) 1,15 + 0,66** 40+6 70+ 12 n.v.
Funktionsgewinn
ECso + SEM von . ATP Antwort bei 100 uM ICso = SEM von
Name Sequenzvariation Ivermectin (uM) ATE Antwort bei 100 UM |- (95) in Anwesenheit von Ivermectin (uM)
(M) (%) ohne Ivermectin 10 UM Ivermectin
Chimera c1 P2X4 (P2X2V71-183) 1,82 +0,76** 4+1 29+1 n.v.
Chimera c9 P2X4 (P2X2T281-P290) 0,356 + 0,046 5+1 47+6 n.v.
Inhibition
ATP Antwort bei 100 pM
. ECSO * SEM von ATP Antwort bei 100 [J.M (%) in Anwesenheit von |C50 * SEM von
Name Sequenzvariation lvermectin o - ; Ivermectin (LM)
(IJM) (A)) ohne lvermectin 10 HM lvermectin
Chimera c7 P2X4 (P2X21218-D224) n.v. 54+1 301 25,8 + 8,6%***
Chimera c8 P2X4 (P2X2R265-L.269) n.v. 61+10 29+5 12,1 +2,9%***
P2X4 (P2X2N208-S216) n.v. 87+3 60 + 10 20,1 £ 6,9 ****
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7.4 Homologie-Modelling und Molecular Docking

Zahlreiche frithere Studien, die darauf abzielten die ATP-Bindungsstelle am P2X4-
Rezeptor zu charakterisieren und das Verstidndnis des Mechanismus der ATP-induzierten
Ionenkanalofinung zu erhéhen, haben gezeigt, dass eine Abwértsbewegung der Kopfdo-
méne und eine Aufwértsbewegung der Riickenflossendoméne und der linken Flosse-
Doméne elementare Mechanismen im Prozess der P2X4-Rezeptor Aktivierung dar-
stellen.B3105 Auf dieser Basis haben wir die Analyse des P2X4-Rezeptors fortgesetzt.
Ausgehend von den Rontgen-Strukturen des Zebrafisch-(zf) P2X4-Rezeptors in der ge-
schlossen™ und der offenen Form® wurde ein Homologie-Modell (Abb. ) des hu-

manen P2X4-Rezeptors durch Dr. V. Namasivayam entwickelt.

Extrazellular

©)]
®
@

02008e6000)

(©)
[©)
o ©,

v10
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2000CERERRQ
@RRRHRCRO

CREEREDRRO,
000000

m <102 40000

Intrazellular

Abbildung 71: (A) Snake-like Plot des humanen P2X4-Rezeptors. Farbig
markierte Aminosdurereste stellen die Sequenzvariationen vi-v10 dar. Gelb
markierte Aminosdurereste sind Teil der ATP-Bindungsstellen.(B) Homologie-
Modell des humanen P2X4-Monomers in ATP-gebundener Form und farbig
gekennzeichneten Bereichen vi-v10 (Dr. V. Namasivayam,).

Die Aminosdurereste der Regionen v6, v7 und v8 bilden gemeinsam die Riickenflossen-
region (Abb. und sind innerhalb der P2X-Rezeptorfamilie in ihrer Sequenz variabel

(vgl. Abb. [72).
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Variable region v6

SP|P51575 | P2RX1 HUMAN EVNAAHMKT 216
SP|QO9UBLY | P2RX2 HUMAN DRTDGYLKR 225
SP|P56373 | P2RX3 HUMAN NLTARDMKT 202
SP|Q99571|P2RX4:HUMAN NITTTYLKS 216
SP|015547 | P2RX6 HUMAN TWDPTYFKH 227
SPIQ99572|P2RX7:HUMAN GLNIT-——- 215

Variable region wv7

SP|P51575 | P2RX1 HUMAN LFHKTLH 224
SPIQQUBLQIPZRXZ:HUMAN TFHEASD 233
SP|P56373 | P2RX3 HUMAN RFHPDKD 210
SP|Q99571|P2RX4:HUMAN IYDAKTD 224
SP|015547 | P2RX6 HUMAN RYEPQFS 235
SPIQ99572|P2RX7:HUMAN TFHKTQON 223

Variable region v8

SP|P51575|P2RX1_ HUMAN WHVRH 269
SP|Q9UBLY | P2ZRX2_HUMAN LPASE 278
SP|P56373 | P2RX3 HUMAN KAWDQ 255
SP| Q99571 | P2RX4_HUMAN RAASL 269
SP|015547 | P2ZRX6_HUMAN TGDSG 280
SP| Q99572 | P2RX7_ HUMAN RWFHH 268

Abbildung 72: Alignment der variablen Regionen v6, v7 und v8 in humanen
P2X-Subtypen.

Bindet ATP an die orthosterische Bindungsstelle des P2X4-Rezeptors, so bildet sich
eine Vertiefung unterhalb der Riickenflossenregion des Rezeptors. Ivermectin wurde
in diesen Bereich des offenen humanen P2X4-Rezeptor-Modells gedockt und mégliche
Bindungspositionen der Verbindung und ihre Interaktionen mit Aminosdureresten der
v6-, v7- und v8-Doménen detailliert analysiert. Die Bindungsposition mit der gerings-
ten freien Bindungsenergie zeigte Interaktionen des Ivermectins mit Aminosdureresten
aller drei betrachteter Regionen der Riickenflossendoméne (v6, v7 und v8). Demnach
kénnen zahlreiche Aminoséurereste an den Wechselwirkungen mit Ivermectin beteiligt
sein, wenngleich eine eindeutige Aussage zu den exakten Wechselwirkungen aufgrund
der hohen mechanischen Flexibilidt der Region und der begrenzten Aussagekraft eines
Homologie-Modells ohne weitere experimentelle Belege zu spekulativ wéare. Abbildung
zeigt die ermittelte Bindungsstelle von Ivermectin im extrazelluldren Bereich des

Rezeptors.
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hP?X4 anononer
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varfation v8 hpoxo: LPASE

hP2X4: HITTTYLES
hP2X2: DRTDGTLER
varfation vé

hP2X¥4: IYDAKTD
hP2X2: TFHEASD

hP2¥4: RAASL

Binding pocket of ivermectin{TVM)

Abbildung 73: (A) Humanes P2X/-Rezeptor-Trimer in ATP-gebundener
Konformation. Die variablen Regionen v6, v7 und v8 sind farbig markiert in
tirkis, grin bzw. orange. (B) Monomer des humanen P2X/-Rezeptors in ATP-
gebundener Form mit den hervorgehobenen variablen Regionen v6, v7 und v8.
Die Position des energieminimert gedockten Ivermectins (IVM) innerhalb des
Homologie-Modells des humanen P2X4-Rezeptors ist illustriert durch gelb ge-
farbte Kohlenstoffatome und rot gefirbte Sauerstoffatome. (C) Nahansicht der
Ivermectin-Interaktionsstelle. Dargestellt sind Ivermectin, ATP und die Ami-
nosdaurereste der Regionen v6, v7 und v8 (Abb. Dr. V. Namasivayam,).
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In (A) wird das humane P2X4-Rezeptor-Trimer im ATP-gebundenen Zustand darge-
stellt. (B) zeigt das P2X4-Monomer in ATP- und Ivermectin-gebundener Form sowie
(C) eine Nahansicht der vorgeschlagenen Interaktionsstelle von Ivermectin innerhalb der
Regionen v6, v7 und v8. Die Aminoséurereste Asn208 (v6) und Thr223 (v7) kénnten in
die Bildung von Wasserstoffbriicken involviert und Tyr213 (v6) an der Bildung schwa-
cher aromatischer Wechselwirkungen mit Wasserstoffatomen des Ivermectins beteiligt
sein. Zusétzlich ist auch eine Beteiligung von 11e209 (v6), Phe226 (zwischen v7 und v8),
Leu269 (v8), Leu271 (zwischen v8 und v9) an hydrophoben Wechselwirkungen maoglich.
Die ermittelte Bindungsposition von Ivermectin ermdéglicht aufgrund ihrer Entfernung
von 4.5-4.0 A schwiichere Interaktionen des Molekiils mit Aminoséureresten in der un-
mittelbaren Umgebung. So kénnten die Seitenketten der Aminosaurereste Asp224 (v7),
Phe 226 (zwischen v7 und v8), Ser268 (v8) und das Riickgrat von Pro272 (zwischen v8
und v9) an Wechselwirkungen in Form von Wasserstoffbriicken-Bindungen oder wie im
Falle des Phe226 (zwischen v7 und v8), in Form von aromatischen Wechselwirkungen
mit Wasserstoffatomen, an der Bindung des Ivermectin beteiligt sein. Fiir genauere

Aussagen wiren weitere Mutagenesen der genannten Aminosédurereste notwendig.

7.5 Zusammenfassung

In der vorliegenden Studie konnten wir demonstrieren, dass extrazellulare variable Re-
gionen eine Rolle in der allosterischen Modulation des P2X4-Rezeptors durch den po-
sitiven allosterischen Modulator Ivermectin spielen. Aus dem Austausch der Regionen
v6, v7 und v8 im humanen P2X4-Rezeptor gegen die korrespondierenden Regionen des
humanen P2X2-Rezeptor-Wildtyps resultierte ein deutlicher Effekt auf die positive al-
losterische Modulation durch Ivermectin. Interessanterweise zeigte Ivermectin an diesen
drei P2X4(P2X2)-Rezeptorchiméren (c6, ¢7 und c¢8) nicht nur signifikant reduzierte
Affinitét, sondern auch eine gegensétzliche Modulationsrichtung. Ivermectin wirkte ne-
gativ statt positiv auf den ATP-induzierten Calciumeinstrom an den Chiméren c6, c7

und c8.

7.5.1 Potenzierung durch Ivermectin

An den chiméren Rezeptoren c2-c5 und ¢10 wurden keine signifikanten Verédnderun-
gen der allosterischen Potenzierung durch Ivermectin festgestellt. An beiden chiméren
Rezeptoren potenzierte Ivermectin die ATP-Antwort, in vergleichbarer Weise wie am
wt hP2X4-Rezeptor. Dies deutet daraufhin, dass Ivermectin keine Interaktionen mit

Aminoséureresten der Regionen v2-v5 oder v10 des humanen P2X4-Rezeptors eingeht.

7.5.2 Funktionsgewinn

Ivermectin fiihrte an den chiméren Rezeptoren ¢9 und c1, die nur 4-5 % Aktivierung

durch ATP zeigten, zu einem signifikanten Funktionsgewinn, also einer positiven alloste-
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rischen Modulation durch Ivermectin. Dies zeigt, dass die variablen Regionen v1 und v9
moglicherweise eine Rolle in der Rezeptoraktivierung durch ATP spielen, jedoch keine
Rolle im Mechanismus der positiven allosterischen Modulation durch Ivermectin. Dies
verdeutlicht aulerdem den allosterischen Modulationscharakter des Ivermectins. Da
Ivermectin jedoch nur in Anwesenheit von ATP den P2X4-Rezeptor aktivieren kann,3%
zeigen diese Ergebnisse auch, dass der Austausch der Regionen v1 und v9 keinen di-
rekten Einfluss auf die ATP-Bindung hat. Moglicherweise sind stattdessen wichtige
allosterische Bewegungen, die im Rahmen der Rezeptoraktivierung ein Rolle spielen,
durch den Sequenzaustausch unterbunden. Diese Hypothese wird durch eine frithere
Patch-Clamp Studie unterstiitzt, die beschreibt, dass Aminosdurereste in der Néhe
der orthosterischen Bindungsstellen in essentielle, P2X4-spezifische allosterische Pro-
zesse involviert sind, die von der ATP-Bindung zur Kanalo6ffnung fithren (vgl. Kapitel
.96 Die variablen Bereiche v1 und v9 liegen in unmittelbarer N&he der orthosteri-
schen Bindungsstellen. Ivermectin konnte demnach essentielle allosterische Bewegungen
stabilisieren, die die Offnung des Ionenkanals erleichtern. Bereits 2004 konnte in elek-
trophysiologischen Experimenten gezeigt werden, dass Ivermectin den offenen Zustand

des Tonenkanals stabilisiert,*” was die vorliegenden Ergebnisse zusitzlich unterstiitzt.

7.5.3 Negative allosterische Modulation

Computer-Simulationen basierend auf dem Homologie-Modell des humanen P2X4-Re-
zeptors zeigten, dass die variablen Regionen v6, v7 und v8 wahrend des Prozesses der
Rezeptor-Aktivierung eine Vertiefung unterhalb der Riickenflossen-Region bilden, die
aus Aufwértsbewegungen der linken Flosse und der Riickenflossenregion bei gleichzei-
tiger Abwértsbewegung der Kopfregion des Rezeptors resultiert. Dockingstudien in die
gebildete Vertiefung zeigten eine gute Aufnahme der Verbindung. Ivermectin konn-
te mit Aminosdureresten aller drei variabler Regionen v6, v7 und v8 interagieren.
Moglicherweise erleichtert oder verldngert die Bindung von Ivermectin in diese Ver-
tiefung den Aufenthalt der Riickenflossenregion des Rezeptors im aktivierten Zustand
(Aufwartsbewegung der Riickenflossenregion in Richtung der ATP-Bindungsstelle) was
zur Potenzierung des ATP-Effektes fithrt. Von fritheren Experimenten mit chiméren
P2X4(P2X2)-Rezeptoren ist bekannt, dass Transmembrandoménen und Teile der extra-
zellularen Doménen eine wichtige Rolle in der positiven allosterischen Modulation des

103104 Eine experimentelle Studie,

humanen P2X4-Rezeptors durch Ivermectin spielen.
in der Sequenzen des P2X2-Rezeptors durch korrespondierende Sequenzen des P2X4-
Rezeptors ersetzt wurden, zeigte, dass der Austausch von nur einer Transmembran-
doméne (TMD) oder der extrazelluliren Doméne nicht ausreicht um die Ivermectin-
Sensitivitat auf den P2X2-Rezeptor zu iibertragen. Der Austausch beider TMDs reichte
aus um partielle Sensitivitat fiir Ivermectin zu erzielen und der gemeinsame Austausch
von TMD2 und der extrazelluliren Doméne fithrte zur vollen Ivermectin-Sensitivitat

des P2X2-Rezeptors. Der gleichzeitige Austausch beider TMDs und der Extrazellu-
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lairdoméne fithrte zu einem P2X2-Rezeptor mit hoéherer Ivermectin-Sensitivitdt als
der P2X4-Rezeptor.1% Verschiedene Experimente konnten einzelne Aminosiurereste
(W46, W50, D331, M336 und andere) innerhalb der Transmembrandoménen TMD1
und TMD?2 identifizieren, die in den Prozess der Ionenkanal-Passage involviert sind™"¢
und die in Patch-Clamp-Studien mit Effekten, die durch Ivermectin induziert werden,
interferierten. 43 UHUTH0Y Joqoch konnte keine der genannten Einzelmutationen alle po-
sitiven modulatorischen Effekte des Ivermectins reduzieren.’? Mutationen innerhalb
der Transmembrandoménen konnten die verlangerte Kanaldeaktivierung und die Erwei-
terung der Pore aufheben, jedoch nicht die Potenzierung des maximalen ATP-Effekts
durch Ivermectin. V1Y% Daten aus Mutagenesestudien am Aminoséiurerest W46 unter-
schieden sich zwischen verschiedenen Arbeitsgruppen. J0UEI0T Wihrend eine Gruppe
fiir die Einzelmutante W46A am Ratten P2X4-Rezeptor in Anwesenheit von Ivermectin

104 konnte eine andere

eine Erhohung des maximale Effektes von ATP messen konnte,
Gruppe™ an der gleichen Mutante Inhibition durch Ivermectin messen. Eine Studie
postulierte die Beteiligung von Y42 an der Bindungsstelle von Ivermectin.'” Diese ex-
perimentellen Ergebnisse sind schwierig zu interpretieren, da Y42 einen konservierten
Aminoséurerest darstellt, der eine besondere Rolle in der Kanalaktivierung innerhalb
der gesamten P2X-Rezeptorfamilie spielt. ' Eine Mutation in dieser Position fiihrte zu
P2X-Rezeptoren mit verdnderter ATP-Affinitit und Kanalpassagen-Eigenschaften. 0
Moglicherweise wird die Hemmung durch die Bindung an einer andere Bindungsstelle
induziert als die Steigerung. Der hemmende Effekt ist beim P2X4-Wildtyp-Rezeptor
nicht apparent, weil er vom aktivierenden Effekt {iberlagert wird. Erst wenn der sti-
mulierende Effekt reduziert oder vollstandig blockiert ist (wie bei ¢6, ¢7 und c8) wird
ein hemmender Effekt beobachtet. Basierend auf den vorliegenden Ergebnissen und in
Ubereinstimmung mit Literaturdaten®? postulieren wir daher die Existenz von zwei
Ivermectin-Bindungsstellen im P2X4-Rezeptor, die erste zwischen den Transmembran-
Doménen (geringe Affinitét, IC50-Werte im micromolaren Bereich) und die zweite inner-
halb der variablen Regionen v6, v7 und v8 (hohe Affinitét, EC5p-Werte im nanomolaren
Bereich). Mutationen innerhalb der Bindungsstelle im extrazelluldren Bereich (v6, v7
und v8) heben den potenzierenden Effekt von Ivermectin auf und fithren, wie an den
Chiméren c6, c7 und c8, zur Rezeptorinhibition.

Diese Hypothese einer zweiten Bindungsstelle mit geringer Affinitdt wird durch ver-
schiedene experimentelle Ergebnisse gestiitzt. Erstens konnten wir in unseren Se-
lektivitatsstudien zeigen, dass Ivermectin die humanen P2X1-, humanen P2X3- und
Ratten-P2X3-Rezeptoren nicht potenziert, sondern konzentrationsabhéngig inhibiert,
wenn auch mit geringerer Potenz (ICsg im mikromolaren Bereich). Die chiméren Re-
zeptoren ¢6, c7 und c8 zeigten ebenfalls keine Potenzierung durch Ivermectin, die
Rezeptoren wurden jedoch durch hohe Konzentrationen (im mikromolaren Bereich) an
allosterischem Modulator inhibiert. Zweitens ist die von uns postulierte Ivermectin-
Bindungsstelle im extrazelluldren Bereich innerhalb der P2X-Familie variabel, wiahrend

die Aminosaurereste zwischen den Transmembrandomanen in der P2X-Familie konser-
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viert sind. Die Aminosdurereste W46, D331 und M336, die an der Bindung von Iver-
mectin innerhalb der Transmembrandoméinen beteiligt sein sollen,*¥ sind nicht P2X4-
Rezeptor-spezifisch. Die selektive Potenzierung des P2X4-Rezeptors durch Ivermectin
lasst sich anhand dieser Aminoséurereste alleine kaum erkldren. Betrachtet man die
Sequenzen der humanen P2X1-, P2X3- und Ratten-P2X3-Rezeptoren zeigt sich, dass
W46 in humanen hP2X1-, humanen P2X3- und Ratten-P2X3-Rezeptoren, D331 und
Ma336 auch im humanen P2X1-Rezeptor und D331 auch im humanen P2X7-Rezeptor
vorhanden sind. Nur im humanen P2X2-Rezeptor sind keine der oben erwdhnten Ami-
nosaurereste vertreten.

Die hier prasentierte neue Bindungsstelle ist in der P2X-Rezeptorfamilie wenig konser-
viert, was die Abwesenheit von potenzierenden Effekten in humanen P2X1-, P2X2- und
P2X3-Rezeptoren erklidren kénnte. Ebenso lassen sich speziesspezifische Unterschiede
in P2X7-Rezeptoren, beschrieben durch Nérenberg et al.,"%? sowie in P2X3- und P2X4-
Rezeptoren in Hinblick auf die Ivermectin-Potenzen (vgl. Abb. mit den molekularen
Interaktionen des Ivermectin erkliren die in Docking-Studien identifiziert werden konn-
ten. Da der Grofiteil der publizierten Experimente am Rattenrezeptor durchgefiihrt
wurden, kénnen speziesspezifische Unterschiede auch in Hinblick auf die Bindungsstelle
nicht ausgeschlossen werden.

Der speziesspezifische Effekt von Ivermectin am humanen P2X7-Rezeptor konnte durch
die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Untersuchungen bisher nicht bestétigt
werden. Aufgrund einer vorhandenen Mutation im wt hP2X7-Rezeptor miissen diese
Ergebnisse jedoch noch einmal wiederholt werden.

Die variablen Regionen v6, v7 und v8 wurden als Loop-Regionen mit grofler mechani-
scher Flexibilitat identifiziert, weshalb Aussagen tiber interagierende Aminoséaurereste
ohne weitere experimentelle Daten schwer zu treffen sind. In der variablen Region v6
wurden durch den Austausch der Sequenz gegen die korrespondierenden Bereiche des
hP2X2-Rezeptors die Aminosdurereste Isoleucin 209 und Tyrosin 213 durch Arginin und
Threonin, in der variablen Region v7 Alanin 221 und Lysin 222 durch Glutaminséure
und Alanin und in der variablen Region v8 Leucin 269 und Arginin 265 durch Glutamin-
sdure und Leucin ersetzt, wodurch sich die Bindungsstelle verdndert hat. Die Mehrzahl
der Aminoséurereste, die in der Lage sind Interaktionen mit Ivermectin einzugehen,
entsprechen jedoch denen in den chiméren Rezeptoren ¢6, c7 und c8. So sind Asp224,
Phe226, Ser268 und Pro272 ebenfalls im humanen P2X4-Rezeptor vorhanden. Trotzdem
kénnte der Austausch der Regionen v6, v7 und v8 des P2X4-Rezeptors gegen die ent-
sprechenden Teilsequenzen des humanen P2X2-Rezeptors und die dadurch resultieren-
den Verdnderungen benachbarter spezifischer Aminosédurereste die Orientierung nicht-
spezifischer Aminosdurereste sowie deren Fahigkeit zu Wasserstoff-Briickenbindungen
oder hydrophoben Wechselwirkungen verandert sowie auch die Form der Bindungsstel-
le beeinflusst haben. Notwendige und spezifische Wechselwirkungen, die fiir eine hoch
affine Bindung des macrozyklischen Ivermectins notig wéren, kénnten so verloren ge-

gangen sein.
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Zusammenfassend gehen wir davon aus, dass die potenzierenden und inhibitorischen Ef-
fekte des Ivermectins mdoglicherweise eine Konsequenz aus seiner Eigenschaft, mit zwei
verschiedenen Rezeptorbindungsstellen interagieren zu kénnen, darstellen. Die Docking-
Simulationen unterstiitzen die Hypothese, dass Ivermectin an eine extrazelluldre Bin-
dungsstelle binden kénnte, die alle drei variable Regionen v6, v7 und v8 einbezieht. Je-
doch mochten wir die auf einem Homologie-Modell basierenden Ergebnisse nicht iiber-
interpretieren. In Hinblick auf die mechanische Flexibilitdt der Regionen v6, v7 und
v8 sind die vorgeschlagenen konkreten Interaktionen hypothetisch: wegen konformato-
rischer Verdnderungen, zum Beispiel im Zusammenhang mit der Rezeptoraktivierung,
ist Toleranz fiir zahlreiche spezifische Interaktionen zwischen Aminosdure-Reste der
Regionen v6, v7 und v8 und dem Modulator Ivermectin vorhanden. Zur Zeit kénnen
wir ohne weitere experimentelle Belege nicht endgiiltig festlegen, welche Aminoséure-
reste der drei Regionen an den Wechselwirkungen mit dem makrocyklischen Molekiil
Ivermectin im Detail beteiligt sind und damit die Potenzierung bzw. die Inhibition aus-
l6sen. Dazu wéaren weitere experimentelle Studien, beispielsweise mit Einzelmutanten
(Asn208, 11e209, Thr223, Phe225, Leu269 und Leu271) innerhalb der Bereiche v6, v7
und v8 oder auch die Bildung einer gegensétzlichen Rezeptor-Chimére (v6, v7 und v8
aus dem humanen P2X4-Rezeptor in den humanen P2X2-Rezeptor einsetzen) notwen-

dig.
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8 BX430

8.1 Einleitung

Das Phenylharnstoff-Derivat BX430 (vgl. Abb. wurde in elektrophysiologischen
Patch-Clamp-Experimenten als selektiver, negativer allosterischer Modulator (NAM)
des humanen P2X4-Rezeptors identifiziert.?® An P2X4-Rezeptoren der Ratte und der
Maus war keine Inhibition durch BX430 messbar, wéhrend der P2X4-Rezeptor des Ze-
brafischs effektiv gehemmt wurde. Durch weitere Untersuchungen konnte gezeigt wer-
den, dass die Verbindung den ATP-Effekt vom extrazelluldren Bereich des Rezeptors
aus negativ moduliert. Die Bindungsstelle der Verbindung wird daher in der Ektodo-
méne oder innerhalb der Transmembran-Doménen vermutet, da eine Applikation von
intrazelluldrer Seite aus zu keiner Inhibition fiihrte. BX430 fiihrte auflerdem zu einer
signifikanten Hemmung der Ivermectin-induzierten positiven Modulation des humanen
P2X4-Rezeptors.®

~ o) CHj

CHj,

Abbildung 74: Chemische Struktur des allosterischen P2X/-Rezeptor-
Antagonisten BX430.

8.2 [Ergebnisse
8.2.1 Allosterische Modulation der P2X-Rezeptor-Subtypen

Zur Bestatigung der negativen allosterischen Modulation des humanen P2X4-Rezeptors
durch BX430 wurden ATP-induzierte Calcium-Einstrom-Assays durchgefiihrt. Zu die-
sem Zweck wurden Konzentrations-Wirkungskurven der Verbindung in Anwesenheit
der ECgg-Konzentrationen von ATP an P2X1- (ECgy 0,1 uM), P2X2- (ECgp 1 puM),
P2X3- (ECgp 0,1 uM), P2X4- (ECgp 1 M) und P2X7-Rezeptoren (ECgg 2000 pM)
aufgenommen. Die prozentuale Inhibition durch 10 yM an BX430 und - wenn mog-
lich - der IC59-Wert wurden bestimmt. Das Phenyl-Harnstoff-Derivat BX430 hemmte
den humanen P2X4-Subtypen (vgl. Tab. mit einem 1C59-Wert von 0,0667 uM. Am
P2X4-Rezeptor der Maus war der Effekt 4-fach (IC5p 0,286 M) am P2X4-Rezeptor der
Ratte 40-fach (IC5g 2,74 uM) schwécher. An anderen P2X-Rezeptor Subtypen fithrten
10 M BX430 zu keiner signifikanten Inhibition (vgl. Abb. [75).
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Tabelle 24: Allosterische Modulation der ATP-Antwort durch BX430. Darge-
stellt sind die prozentuale Inhibition der P2X-Rezeptoren durch 10 uM BX430
sowie fiir den P2X4-Subtypen der ICso-Wert £ SEM von BX430.

Rezeptor BX430
Typ 1C50 £ SEM (uUM) %-Inhibition £ SEM bei 10 uM
wt P2X4 0,0707 + 0,0059 98+6
r P2X4 2,36 £ 0,19 84+4
m P2X4 0,206 + 0,022 94 +2
wt P2X1 >>10 -14 + 24
wt P2X2 >> 10 -1+3
S15VrP2X3 >>10 24+9
wt P2X7 >> 10 17+8
150+ = wt hP2X4 < 200-
< mP2X4 3
- s [P2X4 i 150 .
58 104 <
EN’ &L
S 2, 100
8 g c
£ E 50 S
£ 5 o 504
L c
©
0 1 o 0 T T T T T T
9 8 -7 6 -5 -4 10 9 8 -7 6 -5 -4
[BX430], M [BX430], M

Abbildung 75: (A) Konzentrations- Wirkungskurven von BX430 an P2X/-
Rezeptoren. (B) Konzentrations-abhingige Wirkung von BX430 auf die Bin-
dung von [PPSJATPyS an den humanen P2X/-Rezeptor (durchgefiihrt durch
Dr. A. Abdelrahman).

8.2.2 Radioligand-Bindungsstudien von BX430 am hP2X4-Rezeptor

Zur Uberpriifung der allosterischen Eigenschaft des humanen P2X4-Rezeptor-Anta-
gonisten wurden Radioligand-Kompetitions-Assays durchgefithrt. Dafiir wurden Kon-
zentrations-Wirkungskurven von BX430 aufgenommen. Die Inkubation erfolgte bei
Raumtemperatur fiir eine Stunde. Es wurde die Membranpraparation des in 1321N1

Astrozytoma-Zellen stabil exprimierten humanen P2X4-Rezeptors genutzt.
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ATPyS ohne Inhibitor 14127
ATPyS + 1 uM BX430 11,1+ 0,54
ATPYS + 10 UM BX430 10,5+2,0

Abbildung 76: Homologe Kompetitions-Experimente mit ATPvyS gegen
PSSJATPYS (0,2 nM) an Membranpriparationen von hP2X/-Rezeptor expri-
mierenden 1321N1 Astrozytoma-Zellen in Anwesenheit von 1 pM BX430 und
10 uM BX430 (durchgefiihrt durch Dr. A. Abdelrahman).

Fir die Ermittlung der unspezifischen Bindung wurden 100 uM ATP eingesetzt. BX430
zeigte keine Modulation der Bindung von 0,2 nM (Kp=0,7) [**SJATP~S an den huma-
nen P2X4-Rezeptor (vgl. Abb. ) Homologe Kompetitions-Experimente mit ATP~S
in Anwesenheit von 1 pM oder 10 uM BX430 (Abb. fithrten zu keinen signifikanten
Verédnderungen der Kp-Werte im Vergleich zu den Werten von ATP~S ohne Inhibitor.
Diese Ergebnisse bestédtigen den allosterischen Bindungscharakter der Verbindung am

humanen P2X4-Rezeptor.

8.2.3 Allosterische Modulation von chimiren P2X(P2X2)-Rezeptoren durch
BX430

Um die Effekte von BX430 an den chiméren P2X4(P2X2)-Rezeptoren zu untersuchen,
wurden Konzentrations-Wirkungskurven der Verbindung an allen funktionellen Chi-
méren aufgenommen. Die 1C5o-Werte sowie die prozentuale Inhibition durch 10 M
BX430 wurden ermittelt und mit den Werten am humanen P2X4-Rezeptor verglichen
(vgl. Abb. und Tab. . An den chiméren Rezeptoren ¢7 und c10 konnten keine
signifikanten Unterschiede des ICso-Wertes im Vergleich zum humanen P2X4-Rezeptor
gemessen werden. Am Rezeptor ¢2-c5 war der 1Csp-Wert von BX430 10-fach erhoht.
Die Chiméren ¢6 (35 %) und ¢8 (77 %) wurden durch die Verbindung nur teilweise
gehemmt. Die 1C5p-Werte waren mit 3,09 uM am c6-Rezeptor (46-fach) und 0,323 M
am c8-Rezeptor (5-fach) signifikant erhoht.
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Abbildung 77: (A) plCso-Werte + SEM fir BX430 am humanen
P2X4-Rezeptor und chimdren P2X}(P2X2)-Rezeptoren. (B) Konzentrations-
Wirkungskurven von BX430 an den chimdren P2X4(P2X2)-Rezeptoren. Uber-
priifung der Abweichungen vom wt hP2X/-Rezeptor auf Signifikanz durch einen
one-way ANOVA mit anschlieffendem Dunnetts-Test. Signifikanz (*) wurde
angenommen, wenn p < 0,05; ** wenn p < 0,01; *** wenn p < 0,001 und
*AEX wenn p < 0,0001.

Tabelle 25: Negative allosterische Modulation der ATP-Antwort durch
BX4830. Dargestellt sind die prozentuale Maximalinhibition der chimdren
P2X4(P2X2)-Rezeptoren durch BX430 sowie die ICsy-Werte £ SEM wvon
BX430 an den Chimdren. Uberpriifung der Abweichungen vom wt hP2X/-
Rezeptor auf Signifikanz durch einen one-way ANOVA mit anschlieffendem
Dunnetts-Test. Signifikanz (*) wurde angenommen, wenn p < 0,05; ** wenn
p < 0,01; *** wenn p < 0,001 und **** wenn p < 0,0001.

Rezeptor BX430

Typ Sequenzvariation IC50 + SEM (pM) Maximalinhibition (%)

wt P2X4 - 0,0707 + 0,0059 99+6

wt P2X2 - >>10 -1+3

Chimére c2-c5 P2X4(P2X2C116-T186) 0,676 £ 0,073** 98 +6

P2X4(P2X2N208-5216) 4,80 + 1,91**** 46 + 5***

Chimare c7 P2X4(P2X21218-D224) 0,0970 + 0,0326 101+3

Chimadre c8 P2X4(P2X2R265-L269) 0,379 £ 0,025** 84+3

Chimére c10 P2X4(P2X2R301-Q308) 0,0590 + 00,0189 102+2
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8.3 BX430-Bindungsstelle

Docking-Simulationen des allosterischen Inhibitors BX430 in das Homologie-Modell
des humanen P2X4-Rezeptors im geschlossenen Zustand zeigten, dass BX430 in
der Nédhe der Aminosdurereste der variablen Region v6 bindet. Eines der beiden Brom-
Atome am Phenyl-Ring bildet elektrostatische Wechselwirkungen mit dem Rest Asp224
(v7). In Hinblick auf die mechanische Flexibilitdt der Region besteht zusétzlich die
Moglichkeit, dass auch das zweite Brom-Atom an den Wechselwirkungen mit dem Re-
zeptor teilnehmen koénnte. Zur Uberpriifung der Beteiligung beider Brom-Atome wire
die Synthese eines Derivates mit nur einem Brom-Substituenten notwendig. Die Ent-
fernung zum Carbonyl-Atom des Restes Asn208 (v6) betriigt ungefihr 2.5 A in einem
ca. 85°-Winkel. Der Phenyl- und der Pyridin-Ring kénnen zusétzlich schwache aroma-
tische Wechselwirkungen mit Wasserstoffatomen der Reste Ile 209 und Asn208 (beide
v6) ausbilden. Der Isopropyl-Rest der Verbindung bindet innerhalb des Spaltes, der
von den Aminosdureresten Thr210 bis Tyr213, im Bereich der variablen Region v6,
geschaffen wird. Durch die Anordnung der Isopropyl-Gruppe koénnte der Pyridin-Ring
eine m-m Wechselwirkung mit Phe226 (zwischen v7 und v8) bilden. Dartiber hinaus ist
Ser268 aus der variablen Region v8 in der Nédhe des Pyridin-Rings von BX430 platziert
(vgl. Abb. |78 und und konnte ein Wasserstoftbriickenbindung eingehen.

Oberflache des wt hP2X4-
Rezeptors im Bereich der v6, v7
Nahansicht von BX430 und v8 Regionen mit BX430
innerhalb der Regionen v6, v7
und v8

wt hP2X4-Monomer mit den
variablen Regionen v6, v7, v8
und BX430

Abbildung 78: (A) Humanes P2X4-Rezeptor-Monomer mit BX430 und den
variablen Regionen v6, v7 und v8 sowie eine Nahansicht auf die postulier-
te Bindungsstelle von BX/30. (B) Darstellung der Oberfliche des humanen
P2X-Rezeptors mit BX/30 innerhalb der Regionen v6, v7 und v8 (modifiziert
nach Dr. V. Namasivayam,).
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Variable Region v6 Interaktionen von BX430 mit nahen
hP2X1 EVNAAHMKT Aminosdureresten
hP2X2 DRTDGYLKR .
hP2X3 NLTARDMKT o

hP2X4 NITTTYLKS (%)
rP2X4 NITTSYLKS
mP2X4 NITTSYLKS
hP2X7 GLNIT---- C’)

hP2X4 IYDAKTD
rP2X4 IYNAQTD
mP2X4 IYNARTD

Variable Region v7

® Variable Region v8

hP2X4 RAASL
rP2X4 RAASL
mP2X4 RAASH

Abbildung 79: 2D-Interaktions-Diagramm von BX430 und dem humanen
P2X4-Rezeptor und Alignment der variablen Region v6 in den humanen P2X-
Rezeptoren und v7 und v8 in den P2X/-Rezeptoren (modifiziert nach Dr. V.
Namasivayam).

8.4 Zusammenfassung und Diskussion

Das kleine Molekiil BX430 wirkte in unseren Untersuchungen als Antagonist des hu-
manen P2X4-Rezeptors mit einem IC59-Wert von 0,0707 pM. In Radioligand-Bindungs-
studien zeigte es keine Modulation der Bindung von [*S]JATP~S an den humanen
P2X4-Rezeptor, was den allosterischen Bindungscharakter der Verbindung bestétigt.
BX430 zeigte eine Spezies-Spezifitit fiir den humanen P2X4-Rezeptor. Die Potenz der
Verbindung war deutlich schwécher an P2X4-Rezeptoren der Ratte (40-fach) und der
Maus (4-fach). An anderen P2X-Subtypen konnte keine Aktivitat von BX430 detektiert

werden.

Der Austausch der variablen Regionen v2-v5, v6 und v8 in den chiméren Rezepto-
ren c2-¢5, ¢6 und c8 reduzierte die BX430-Potenz an den entsprechenden Rezeptor-
mutanten, wahrend keine signifikanten Verédnderungen an den ¢7- und ¢10-Chiméren
gemessen werden konnten (vgl. Tab. . Die Erhohung des 1Cso-Wertes war moderat
an ¢8 (5-fach) und c¢2-¢5 (10-fach), jedoch 50-fach am c6-Rezeptor.

Ausgehend von Docking-Simulationen ist Ile 209 in der variablen Region v6 der wich-
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tigste Aminoséurerest fiir die Bindung von BX430 im humanen P2X4-Rezeptor. Dieser
Aminoséurerest ist innerhalb der P2X4-Familie konserviert und ist im chiméren Rezep-
tor ¢6 durch Arginin ersetzt. Sein Austausch kénnte die Bindung von BX430 inner-
halb der Bindungsstasche im Bereich der variablen Region v6 behindern, wodurch es
zur deutlichen Reduktion der Affinitdt kam. Andere Aminoséurereste, die an der Bin-
dung von BX430 beteiligt sein konnten, sind Asn208 in der Region v6 (ersetzt durch
Asparaginsdure im humanen P2X2-Rezeptor) und Asn224 innerhalb von v7, ebenfalls
ersetzt durch Asparaginsdure im humanen P2X2-Rezeptor. In allen P2X-Subtypen ist
die Region v6 komplett variabel, womit sich die Selektivitdt von BX430 erkliaren lassen
konnte.

Eine Interaktion von BX430 mit der Region v2-v5 ist basierend auf dem Homologie-
Modell nicht plausibel. Méglicherweise hat der Austausch einer langen Sequenz von 70
Aminoséureresten im chiméren Rezeptor ¢2-c5 zu einer gewissen Konformationsénde-
rung des Rezeptorproteins gefithrt und dabei indirekt die Interaktionen des Rezeptors
mit dem BX430-Molekiil beeinflusst.

Ein Alignment der variablen Region v6 in P2X4-Rezeptoren von Maus, Ratte und
Mensch ergab einen Unterschied in einem einzigen Aminoséurerest (vgl. Abb. . Der
Threoninrest im humanen P2X4-Rezeptor ist in den P2X4-Rezeptoren von Maus und
Ratte gegen einen Serinrest ausgetauscht. Dies kénnte eine Erklarung dafiir liefern,
warum die inhibitorische Potenz von BX430 an den Nagetierrezeptoren im Vergleich
zum humanen P2X4-Rezeptor reduziert ist. Genaueren Aufschluss kénnte die Mutage-
nese der Position 212 im humanen P2X4-Rezeptor von Threonin zu Serin geben und
umgekehrt in den Nagetier-Rezeptoren von Serin zu Threonin.

Mit ausschliefflich diesem einzelnen Aminoséurerest lassen sich jedoch die Unterschiede
in den Potenzen zwischen dem P2X4-Rezeptor der Maus und der Ratte nicht erkléren.
Betrachtet man zusatzlich die variablen Bereiche v7 und v8, zeigt sich ein weiterer Un-
terschied in Position 222 im variablen Bereich v7. Der basische Aminosdurerest Lysin
im humanen P2X4-Rezeptor ist in der Maus gegen das ebenfalls basische Arginin, in
der Ratte jedoch gegen einen Glutaminrest ausgetauscht. Zwar scheint der Aminoséu-
rerest 222 entgegen dem benachbarten Asparaginsiurerest in Position 224 nicht direkt
an der Bindung von BX430 beteiligt zu sein, moglicherweise kénnte er aber indirekt

Einfluss nehmen und Unterschiede in den Potenzen an Maus und Ratte bedingen.

Diese Ergebnisse unterstiitzen dariiber hinaus die Hypothese einer extrazelluldren Bin-
dungsstelle von Ivermectin im Bereich von v6 (vgl. Kapitel. Der NAM BX430 wurde
kiirzlich als Inhibitor der positiven allosterischen Modulation durch Ivermectin am hu-
manen P2X4-Rezeptor identifiziert.%® Beide Verbindungen interagieren nach den in
dieser Arbeit beschriebenen Ergebnissen mit der Region v6, was auf eine gemeinsame
oder iiberlappende extrazelluldre Bindungsstelle fiir BX430 und Ivermectin im huma-
nen P2X4-Rezeptor innerhalb der Riickenflossen-Region hindeutet. BX430 ist deutlich

105



ERGEBNISSE

kleiner als Ivermectin und scheint daher in erster Linie verstarkt mit Aminosédureresten
der v6-Region zu interagieren. Das makrocyklische Ivermectin ist dagegen grofler, wes-
halb Wechselwirkungen mit insgesamt drei variablen Regionen (v6, v7, v8) stattfinden

konnen.
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9 Der allosterische Antagonist Paroxetin

9.1 Einleitung

Die Verbindung Paroxetin (vgl. Abb. wurde urspriinglich als antidepressiver Wirk-
stoff entwickelt, der sehr potent die selektive Serotonin-Wiederaufnahme (SSRI) hemmt
und daher zu erhéhten Serotonin-Spiegeln fiihrt. ' In héheren Konzentrationen wirkt
es als nicht-kompetitiver Antagonist an P2X4-Rezeptoren (IC59 humaner P2X4-Rezeptor
1,87 uM).®" In Maus-Modellen konnte der Nutzen von Paroxetin in der Behandlung von
taktiler Allodynie bei neuropathischen Schmerzen iiber einen P2X4-antagonistischen

Wirkungsmechanismus gezeigt werden. =12

ZT

F

Abbildung 80: Chemische Struktur des allosterischen Antagonisten Paroxe-
tin.

9.2 Ergebnisse
9.2.1 Allosterische Modulation durch Paroxetin

Zur Bestatigung der negativen allosterischen Modulation des humanen P2X4-Rezeptors
durch Paroxetin wurden Konzentrations-Wirkungskurven der Verbindung in Anwesen-
heit einer ECgp-Konzentration an ATP zur Stimulation des Rezeptors aufgenommen.
Paroxetin hemmte den humanen P2X4-Rezeptor-Wildtyp mit einem ICso-Wert von
2,08 uM (vgl. Abb. 81| und Tab. . Der Antagonist zeigte eine deutlich geringere Po-
tenz am humanen P2X2-Rezeptor (ICso 29,6 pM). In einer hohen Konzentration von
10 uM hemmte Paroxetin den humanen P2X1-Rezeptor zu 54 % wéhrend es keinen

signifikanten Effekt am humanen P2X7-Rezeptor zeigte.
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Abbildung 81: Calciumeinstrom-Experimente an humanen P2X-
Rezeptoren.

(A) Konzentrations- Wirkungskurve wvon Paroxetin am humanen P2X/-
Rezeptor, rekombinant exprimiert in 1321N1 Astrozytoma-Zellen und (B) Se-
lektivitdt von Paroxetin fir den P2X/-Rezeptor-Subtypen. Dargestellt sind die
pICso-Werte + SEM wvon Paroxetin an P2X1-, P2X2-, P2X4- und P2X7-

Rezeptoren.

Tabelle 26: Calciumeinstrom-Experimente an humanen P2X-
Rezeptor Subtypen.

Selektivitdt von Paroxetin fiir den humanen P2X4-Subtypen. Dargestellt sind
die inhibitorischen Potenzen als ICs50-Werte sowie die prozentuale Inhibition
bei 10 uM an Paroxetin + SEM.

Verbindung Paroxetin
Rezeptortyp ICsp = SEM [uM], n=3-4 | %-Inhibition bei 10 pM
2,08 + 0,55
hP2X4 1Cso = 1, 87 uM (Nagata et al. Mol. 93+6
Pain 2009)
hP2X2 29,6 £ 6,2 8+4
hP2X1 >10 54+5
hP2X7 >10 16+ 0

108



ERGEBNISSE

9.2.2 Allosterische Modulation chimirer P2X4(P2X2)-Rezeptoren durch

Paroxetin

Zur Untersuchung eines weiteren Antagonisten mit moderater Affinitat fiir den P2X4-
Rezeptor und guter Selektivit gegeniiber anderen P2X-Rezeptor-Subtypen wurden Kon-
zentrations-Wirkungskurven von Paroxetin an allen funktionellen P2X4(P2X2)-Rezep-
torchiméren aufgenommen. Die Aktivitdt der Verbindung an den Rezeptorchiméren war
im Vergleich zum humanen P2X4-Rezeptor unverdndert (Abb. und Tab. . Alle

funktionellen Rezeptorchiméren konnten durch Paroxetin vollstindig gehemmt werden.
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Abbildung 82: Calciumeinstrom-Experimente an P2X4(P2X2)-
Rezeptorchimdren.

Modulation chimarer P2X4(P2X2)-Rezeptoren durch Parozetin. Dargestellt
sind die inhibitorischen Potenzen als pICsg- Werte == SEM.
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Abbildung 83: Calciumeinstrom-Experimente an P2X/4(P2X2)-
Rezeptorchimdren.

Konzentrations- Wirkungskurven von Parozetin an chimdren P2X/(P2X2)-
Rezeptoren
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Tabelle 27: Calciumeinstrom-Experimente an P2X4(P2X2)-
Rezeptorchimdren.
Negative allosterische Modulation von P2X4(P2X2)-Rezeptoren durch Par-

oxetin. Dargestellt sind die inhibitorischen Potenzen wvon Paroxetin als
1C50-Werte = SEM.

Rezeptor Verbindung Paroxetin
Typ Sequenzvariation I1Cs0 £ SEM (UM)

wt P2X4 - 2,08 £ 0,55
wt P2X2 - 29,6 £6,2
Chimaére c2-c5 P2X4 (C116-T186P2X2) 1,47 £ 0,22
2,72+1,15
Chimare c7 P2X4 (1218-D224P2X2) 1,83+0,36
Chimare c8 P2X4 (R265-L269P2X2) 1,39+0,49
Chimaére c10 P2X4 (R301-Q308P2X2) 1,32+0,45
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9.2.3 Allosterische Modulation von hP2X4-Rezeptormutanten durch Par-

oxetin

Zur genaueren Betrachtung des Sequenzbereiches v2-v5, der bereits mit der alloste-
rischen Modulation durch Metall-Tonen im P2X4-Rattenrezeptor in Verbindung ge-
bracht wurde, "8 wurde Paroxetin auch an den vorhandenen P2X4-Rezeptormutanten
H140A, G138A, T133A, S131A, D129A, K127A und D121A getestet. Dafiir
wurden erneut Konzentrations-Wirkungskurven der Verbindung an den Mutanten auf-
genommen. Tabelle 28 und die Abbildungen [84] und [85] zeigen, dass Paroxetin alle

getesteten Rezeptoren mit vergleichbaren Potenzen hemmte.
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Abbildung 84: Calciumeinstrom-FExperimente an  hP2X/-
Rezeptormutanten.

Dargestellt sind die inhibitorische Potenzen von Paroxetin als pICso- Werte +
SEM.
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Abbildung  85: Calciumeinstrom-Experimente an  hP2Xj-
Rezeptormutanten.
Konzentrations- Wirkungskurven von Parozetin an hP2X4-Rezeptormutanten.
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Tabelle 28: Calciumeinstrom- Experimente an hP2X/-
Rezeptormutanten.

Negative allosterische Modulation wvon hP2X4-Rezeptormutanten durch
Parozxetin. Dargestellt sind die inhibitorischen Potenzen von Parozxetin als
1C50-Werte &= SEM.

Verbindung Paroxetin
Rezeptortyp IC5o £ SEM [uM]
wt hP2X4 2,08+ 0,55
H140A 1,42 +0,14
G138A 3,51+2,33
D129A 2,52+0,37
D121A 3,94+1,70
S131A 2,90+0,42
K127A 2,73+1,29
T133A 2,51+0,38
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Die Ergebnisse aus Experimenten mit P2X4-Rezeptormutanten unterstiitzen das Re-
sultat aus den Experimenten mit P2X4(P2X2)-Rezeptorchiméren, die keine Interaktion

von Paroxetin mit Aminosdureresten des Sequenzbereichs v2-v5 gezeigt haben.

9.3 Zusammenfassung und Diskussion

Der allosterische Antagonist Paroxetin zeigte am humanen P2X4-Rezeptor und an al-
len funktionellen P2X4(P2X2)-Rezeptoren dhnliche Potenz. Paroxetin geht demnach
und im Gegensatz zu den allosterischen Modulatoren Ivermectin und BX430 keine In-
teraktionen mit den variablen Regionen v2-v5, v6, v7, v8 und v10 ein. Dies deutet
auf die Existenz mehrerer allosterischer Bindungstellen im Bereich der extrazelluldren
Doméne hin. Des Weiteren konnte auch eine Interaktion mit den Aminosédureresten
H140, G138, T133, S131, D129, K127 und D121 im Bereich der Kopfdoméne aus-
geschlossen werden, die eine Rolle in der allosterischen Modulation durch verschiedene
Metall-Tonen spielt (vgl. Kapitel [10). Die Bindungsstelle(n) von Paroxetin im humanen
P2X4-Rezeptor konnte(n) im Rahmen dieser Doktorarbeit nicht identifiziert werden.
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10 Allosterische Modulation der P2X-Rezeptoren durch

die Metall-Kationen Cu?t und Zn2*

10.1 Einleitung

Metall-Kationen haben elementare Funktionen in biologischen Systemen als Ladungs-
triger (Nat, K1), Strukturstabilisatoren (Mg?+ Ca?*) oder Katalysatoren in verschie-
densten biochemischen Reaktionen (z.B. Zn%*, Fe?T /Fe3t, Cut/Cu?t, Co*t/Co3t).
Wihrend Nat, KT, Mg?t und Ca?T als dissoziierte Salze intra- oder extrazellulir vor-
liegen, kommen Spurenelemente wie Zn?", Fe?T /Fe3*, Co?*t /Co3" und Cut/Cu?t in
der Regel und auch aufgrund ihrer teilweise vorhandenen Toxizitdt nur in Proteinkom-

plexen vor .13

10.2 Koordination von Metall-Kationen im Organismus

Trotz der zahlreichen theoretisch denkbaren Interaktionsmdoglichkeiten zwischen Amino-
sdureresten und Metall-Kationen hat sich gezeigt, dass je nach Metall-Kation Interak-

tionen mit bestimmten Aminosduren favorisiert sind (vgl. Tabelle .

Tabelle 29: Metall-Kationen mit typischen Liganden und Koordinationsgeo-
metrie nach Williams. 114119

Typische Zahl und Art Typische

Metallkation Bindungsbestandigkeit der Liganden Koordinationsgeometrie
Zn(l1) hoch 3: His, Cys, (Glu) verzerrt tetraedrisch
Cu(l), Ag(1) hoch 3,4: Cys, His, Met verzerrt tetraedrisch
Cu(Il), Pd(I1) hoch 3,4: His, Met, (Cys) verzerrt quadratisch

planar

Fe(I1), Ni(I1), Co(ll), Mg(l1) oktaedrisch (wenig

niedrig 4-6: His, Glu, (Asp) verzerrt)

oktaedrisch (wenig

Fe(ll) hoch 4-6: Glu, Asp, Tyr, Cys verzerrt)

Diese Priferenzen lassen sich durch das HSAB-Konzept (Hard and Soft Acids and Ba-
ses) nach Pearson erkliren.!4% Diesem Prinzip nach existieren harte Sduren, die bei
kleiner Grofie eine hohe positive Ladung durch wenig Auflenelektronen besitzen und
schlecht polarisierbar sind (z.B. H*, Mg?"), sowie weiche Siuren mit kleiner positi-

ver Ladung, vielen Auflenelektronen und grofiler Grofe, die gut polarisierbar sind (z.B.

114



ERGEBNISSE

Ag™). Auf der anderen Seite gibt es harte Basen, die bei kleiner Grofie ebenfalls eine
hohe Ladungsdichte aufweisen und schlecht polarisierbar sind (z.B. F~) sowie weiche
Basen, die bei grofler Grofle durch viele Auflenelektronen eine hohe negative Ladung
tragen und gut polarisierbar sind (z.B. Br™). Besonders stabile Komplexe ergeben die
Kombinationen aus harten Sduren und harten Basen bzw. aus weichen Sduren und
weichen Basen. % Metall-Kationen stellen demnach Siuren dar, die in Abhingigkeit
vom Jonenradius, der Ladung und der Oxidationsstufe harte oder weiche Liganden sein
kénnen. Cu™ ist dem HSAB-Konzept nach eine weiche Siure und interagiert bevorzugt
mit den Stickstoff- bzw. Schwefelatomen in den Seitenketten von Aminosduren wie His-
tidin, Cystein und Methionin, die weiche Liganden darstellen.™ ' Cu?* und Zn?* sind
dagegen weniger weich. Sie werden in einen Zwischenbereich zwischen hart und weich
eingeordnet und interagieren bevorzugt mit Basen, die ebenfalls in diesen Zwischenbe-
reich fallen.17

Eine Analyse von 100 Metalloproteinen und 3000 Ubergangsmetall-Komplexen, basie-
rend auf Protein- und Struktur-Datenbanken, konnte die oben beschriebenen préferier-
ten Interaktionen zwischen Metall-Kationen und bestimmten Aminosduren bestétigen,
jedoch in geringerer Anzahl auch das Vorkommen von Zn(II)- und Cu(Il)-Aspartat-
Komplexen sowie vereinzelt auch die Bildung von Komplexen mit weiteren Aminoséu-
reresten zeigen.!® So konnten im Zusammenhang mit der Vermittlung insbesondere
negativer allosterischer Effekte durch Zn?*T-Kationen, auch Lysinreste als hiufiger vor-
kommende (13 %) Komplexliganden identifiziert werden.*t Eine Ubersicht iiber Ami-
noséuren, die bevorzugt koordiniert mit Cu?* und Zn?* vorliegen, sowie die Form der
jeweiligen Interaktion, zeigt Abbildung

0 o o o
_S
HS o -0 o HaC o
NH,* NH,* NH,*

L-Cystein L-Glutaminsaure L-Methionin
o) 0
N N o O\\‘/\)}\o,
+H<\N I NH5* 0" NH;*
L-Histidin L-Aspartat

Aminosaure Interaktion mit Zn%*/ Cu?*
Histidin Imidazol
Cystein Thiol
Methionin Thioether
Aspartat Carboxylat
Glutaminsaure Carboxylat

Abbildung 86: Strukturen der durch Zn**- bzw. Cu*t-Kationen bevorzugten
Aminosduren und mégliche Strukturelemente die an den Interaktionen beteiligt
sind.
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10.3 Physiologische und pathophysiologische Bedeutung von Kupfer-
und Zink-Kationen

Kupferionen als Cut /Cu?*-Redoxsystem spielen eine katalytische Schiisselrolle in zahl-
reichen biochemischen Prozessen wie Redox-Reaktionen und Elektronentransfer 120121
Aufgrund dieser Féhigkeit sind sie ein hiufiger Bestandteil von Elektronen {ibertra-
genden Enzymen. Die Aufnahme von Kupfer, das in der Nahrung bevorzugt als Cu?*
vorliegt, sowie der Transport in die Zellen und die Speicherung innerhalb des Orga-
nismus geschieht tiber Kupfertransporter (z.B. Ctrl, ATP7A, ATP7B) und -chaperone
(z.B. AtoxI, Cox17, CCS), die jeweils Préferenzen fiir bestimmte Oxidationsstufen zei-
gen (vgl. Abb. . L3 Die hochsten Kupferkonzentrationen im menschlichen Kérper

befinden sich in der Leber und im Gehirn. ¥ Mutationen in den Genen fiir die Trans-

porter ATP7A (Menkes-Protein, in extrahepatischen Geweben) und ATP7B (Wilson-
13

Protein, in Hepatozyten) fithren zu Kupferverteilungsstérungen.*
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Abbildung 87: Schliisselorganellen und Proteine der Kupferhoméostase.t=

2

Zn?*-Tonen haben katalytische, strukturelle und signaltransduktorische Bedeutung im
Organismus.'#? Sie sind Bestandteil von iiber 300 Enzymen und an der Insulinspeiche-
rung beteiligt sowie in Form von an DNA-bindenden Zink-Finger-Motiven Bestandteil
von genregulatorischen Transkriptionsfaktoren.™ Fiir den Zn?*-Ionen-Transport ste-
hen CDF- (Cation diffusion facilator) und ZIP-Transporter zur Verfiigung. Abbildung
zeigt die Verteilung von Zn?*-Ionen innerhalb der Zellen.
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Abbildung 88: Verteilung von Zn**-Ionen innerhalb der Zellen.123

In zahlreichen Studien konnte gezeigt werden, dass ein Ungleichgewicht von Zink-

(Zn?*) und Kupfer- (Cu?") Ionen im zentralen Nervensystem in die Pathogenese zahl-

reicher neurodegenerativer Erkrankungen involviert ist.24 Proteine, die mit der Pa-

thogenese solcher Erkrankungen assoziiert sind (Amyloid-3-, a-Xynuclein- und Prion-

Proteine), binden an Ubergangsmetalle und beeinfluBen méglicherweise die Proteinag-
gregation. 12126 Aych eine Modulation von NMDA- und GABA 4-Rezeptoren durch

(Zn?T)- und (Cu?*)-Kationen ist beschrieben.

Zn?*-Kationen modulieren NMDA-Re-

zeptoren positiv und GABA 4-Rezeptoren negativ, Cu?t-Kationen dagegen beide Re-

zeptorarten negativ. H¥2HI3L Dieg legt einen Einfluss der Metallkationen auf wichtige

zentrale Neurotransmittergleichgewichte nahe. 122125
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10.4 Allosterische Modulation der P2X-Rezeptoren durch Metall-Kat-

ionen

Zahlreiche Metall-Kationen kénnen aulerdem P2X-Rezeptoren allosterisch modulieren.
Dazu gehéren neben Schwermetallen wie Blei (Pb?*), Quecksilber (Hg?*) und Cadmi-
um (Cd?"), Makroelementen wie Calcium (Ca?*t), Natrium (Nat) oder Magnesium
(Mg?*), auch essentielle Spurenelemente wie Kupfer (Cu?") und Zink (Zn?*). Sie wer-
den neben Neurotransmittern prasynaptisch innerhalb von Vesikeln gespeichert, durch
elektrische Zelldepolarisation gemeinsam mit diesen freigesetzt und kénnen so post-
synaptisch vorhandene Zielstrukturen, beispielsweise Ligand-gesteuerte Ionenkanile,
modulieren.”™ Die Richtung der Modulation (positiv oder negativ) sowie die Positi-
on der an der Interaktion beteiligten Aminosdurereste unterscheiden sich dabei sowohl
abhingig vom Rezeptor-Subtypen als auch von der Spezies (vgl. Tab. [30]und Abb. [39).
Die Bindungsstellen fiir Metall-Kationen sind demnach innerhalb der P2X-Familie nicht
vollig konserviert.M Zusitzliche Komplexitit erhilt das Thema durch Aminoséiureres-
te die zwar innerhalb der P2X2-Rezeptoren spezies-konserviert vorliegen, jedoch nicht
in jeder Spezies an der allosterischen Modulation durch Metall-Kationen beteiligt sind
(vgl. Abb. . Ebenso zeigt sich am Beispiel des P2X2-Rezeptors, dass konservierte
Aminosédurereste abhéngig von der Spezies eine gegensétzliche Richtung der Modulati-
on durch Metallkationen vermitteln kénnen.42:132

Sind in P2X2-Rezeptoren ausschliefllich Histidinreste an der Bindung von Metallkatio-
nen beteiligt, so wurden im P2X4-Rezeptor unterschiedliche Aminosédurereste (H140,
D138, D121, E118) als Interaktionspartner identifiziert. 4233
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Tabelle 30: Ubersicht iiber die Modulation der P2X/- und P2X2-Rezeptoren
durch Cu?*- und Zn?*-Ionen. Speziesspezifische Unterschiede, die Richtung
der Modulation (potenzierend, inhibierend) sowie an der Bindungsstelle betei-

ligte Aminosdurereste sind dargestell

+ 42098132137

Cu?*-Kationen

Rezep-
tor Effekt EC,,/1C;, Methode Bindungsstellen
hP2X4 | nicht bekannt nicht bekannt - nicht bekannt
rP2X4 | inhibitorisch IC50 4,9 UM Patch-clamp, ATP 1 | H140, D138
Coddou et al. 2007 UM Coddou et al. 2003
E118, D121 Igawa
et al. 2015
hP2Xx2 | inhibitorisch 1Cs0 0,04 UM Patch-Clamp, EC, ATP| H204, H209, H330
Punthambaker et al. Punthambaker et
2014 al. 2014
rP2X2 | Zweiphasig: 2 pM, 10-20 % Patch-Clamp, H120, H213, H192,
Potentierung 7l 2
potenzierend und 10 uM ATP H319, H245
inhibierend 10 M, 20 % Lorca et al. 2005
Inhibition
Lorca et al. 2005
Zn?*-Kationen
Rezep-
Lels Effekt EC,,/1C;, Methode Bindungsstellen
hP2X4 | Zweiphasig Potenzierung bei Patch-Clamp, 5pM -
[Zn*] <10 uM und  |ATP
Inhibition > 100 uM
Guzmann et al. 1997
rP2X4 | Zweiphasig: ECsp 2,4 UM Patch-Clamp, 1 uM | €132, H140, D138
potenzierend und IAcuna-Castillo et al. ATP Coddou et al. 2007
inhibierend 2000 H140, D138 Igawa
50 % Inhibition bei el 2ens
1000 uM Zn?*
hP2Xx2 | inhibitorisch ICs50 8 UM Patch-Clamp, EC, ATP| H204, H209, H330
Punthambaker et al. Punthambaker et
2012 al. 2012
rP2X2 | Zweiphasig: 10 uM, 10-20 % Patch-Clamp, 10 uM | H120, H213,
Potentierung IATP (H192), (H245)

potenzierend und
inhibierend

100 uM, 20 %
Inhibition

Lorca et al. 2005

Lorca et al. 2005,
Nagaya et al. 2005,
Clyne et al. 2002
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SP|P56373 | P2RX3_HUMAN
SP|Q9UBLY | P2RX2_HUMAN
SP|P49653 | P2RX2_RAT

SP|015547 | P2RX6_HUMAN
SP[Q99572 | P2RX7_HUMAN
SP1093086 | P2RX5_HUMAN
SP|P51575 | P2RX1_HUMAN
SP1Q99571 | P2RX4_HUMAN
SP|P51577 | P2RX4_RAT

SP|P56373 | P2RX3_HUMAN
SP|Q9UBLY | P2RX2 HUMAN
SP|P49653 | P2RX2 RAT

SP|015547 | P2RX6_HUMAN
SP|Q99572 | P2RX7_ HUMAN
SP[Q93086 | P2RX5 HUMAN
SP|P51575|P2RX1_HUMAN
SP[Q99571 | P2RX4 HUMAN
SP|P51577|P2RX4_RAT

SP|P56373 | P2RX3_ HUMAN
SP|QOUBLY | P2RX2 HUMAN
SP|P49653 | P2RX2_RAT

SP|015547 | P2RX6_HUMAN
SP|Q99572 | P2RX7_HUMAN
SP|Q93086 | P2RX5_HUMAN
SP|P51575|P2RX1_HUMAN
SP10Q99571 | P2RX4 HUMAN
SP|P51577|P2RX4 RAT

SP|P56373 | P2RX3_HUMAN
SP|QOUBLY | P2RX2 HUMAN
SP|P49653 | P2RX2_RAT

SP|015547 | P2RX6_ HUMAN
SP[Q99572 | P2RX7_HUMAN
SP[Q93086|P2RX5 HUMAN
SP|P51575|P2RX1_HUMAN
SP|Q99571 | P2RX4 HUMAN
SP|P51577|P2RX4_RAT

SP|P56373 | P2RX3 HUMAN
SP|Q9UBLY | P2RX2_ HUMAN
SP|P49653 | P2RX2 RAT

SP|015547 | P2RX6_HUMAN
SP|Q99572 | P2RX7_HUMAN
SP[Q93086|P2RX5 HUMAN
SP|P51575|P2RX1_HUMAN
SP[Q99571 | P2RX4 HUMAN
SP|P51577 | P2RX4_RAT

SP|P56373|P2RX3 HUMAN
SP|QOUBLY | P2RX2 HUMAN
SP|P49653 | P2RX2 RAT

SP|015547 | P2RX6_HUMAN
SP|Q99572 | P2RX7_HUMAN
SP[Q93086|P2RX5 HUMAN
SP|P51575|P2RX1_HUMAN
SP[Q99571 | P2RX4 HUMAN
SP|P51577| P2RX4_RAT

SP|P56373 | P2RX3_ HUMAN
SP|Q9UBLY | P2RX2_HUMAN
SP|P49653 | P2RX2 RAT

—————————————————— MNCISDFFTYETTKSVVVKSWTIGIINRVVQLLIISYFVGWV
MAAAQPKYPAGATARRLARGCWSALWDYETPKVIVVRNRRLGVLYRAVQLLILLYEFVWYV
———————————— MVRRLARGCWSAFWDYETPKVIVVRNRRLGFVHRMVQLLILLYEFVWYV
-—--MCPQLAGAGSMGSPGATTGWGLLDYKTEKYVMTRNWRVGALQRLLQFGIVVYVVGWA
————————————— MPACCS--CSDVFQYETNKVTRIQSMNYGTIKWFFHVIIFSYV-CFA
—-MGQAGCKGLCLSLFDYKTEKYVIAKNKKVGLLYRLLQASILAYLVVWV
-MARRFQEELAAFLFEYDTPRMVLVRNKKVGVIFRLIQLVVLVYVIGWV
--MAGCCAALAAFLFEYDTPRIVLIRSRKVGLMNRAVQLLILAYVIGWV
————————————— MAGCCSVLGSFLFEYDTPRIVLIRSRKVGLMNRAVQLLILAYVIGWV
. . .ox .

* k. . *

FLHEKAYQVRDTAIESSVVTKVKGSGLYA--——-—-——-—-——-— NRVMDVSDYVTPPQGTSVFE
FIVOKSYQESETGPESSIITKVKGITTSE- HKVWDVEEYVKPPEGGSVF
FIVQKSYQDSETGPESSIITKVKGITMSE-————-——————— DKVWDVEEYVKPPEGGSVV
LLAKKGYQERDLEPQFSIITKLKGVSVTQ--—--—-— IKELGNRLWDVADFVKPPQGENVE
LVSDKLYQRKE-PVISSVHTKVKGIAEVKEEIVENGVKKLVHSVFDTADYTFPLQG-NSF
FLIKKGYQDVDTSLQSAVITKVKGVAFTN--——--—-— TSDLGQRIWDVADYVIPAQGENVE

FLYEKGYQTSS-GLISSVSVKLKGLAVTQ- -LPGLGPQVWDVADYVFPAQGDNSF

FVWEKGYQETD-SVVSSVTTKVKGVAVTN- -TSKLGFRIWDVADYVIPAQEENSL

FVWEKGYQETD-SVVSSVTTKAKGVAVTN--—--—-— TSQLGFRIWDVADYVIPAQEENSL
.k . .

* kK .. * ok x *

VIITKMIVTENQMQOGFCPESEE--KYRCVSDSQC--GPERLPGGGILTGRCVNYS-SVLR
SIITRVEATHSQTQGTCPESIRVHNATCLSDADCVAGELDMLGNGLRTGRCVPYYQGPSK
SIITRIEVTPSQTLGTCPESMRVHSSTCHSDDDCIAGQLDMQGNGIRTGHCVPYYHGDSK
FLVINFLVTPAQVQGRCPEHPSVPLANCWVDEDCPEGEGGTHSHGVKTGQCVVEFNG-THR
FVMTNFLKTEGQEQRLCPEYPT-RRTLCSSDRGCKKGWMDPQSKGIQTGRCVVYEG-NQK
FVVINLIVTPNQRQNVCAENEGIPDGACSKDSDCHAGEAVTAGNGVKTGRCLRRENLARG
VVMTNFIVTPKQTQGYCAEHPE-G-GICKEDSGCTPGKAKRKAQGIRTGKCVAFND-TVK
FVMTNVILTMNQTQGLCPEIPD-ATTVCKSDASCTAGSAGTHSNGVSTGRCVAFNG-SVK

FIMTNMIVTVNQTQSTCPIIPI—KTSICﬁSBADITPGSVDTHSSGVATGRCVPFNE—SVK
. * * * *

.k * * * ok ke kK eke

TCEIQGWCPTEVD-TVET-PIMMEAENFTIFIKNSIRFPLENFEKGNLLPNLTARDMKTC
TCEVFGWCPVEDG-ASVSQFLGTMAPNFTILIKNSIHYPKFHFSKGNIADR-TDGYLKRC
TCEVSAWCPVEDG-TSDNHFLGKMAPNFTILIKNSIHYPKFKFSKGNIASQ-KSDYLKHC
TCEIWSWCPVESG-VVPSRPLLAQAQNFTLFIKNTVTFSKEFNFSKSNALETWDPTYFKHC
TCEVSAWCPIEAVEEAPRPALLNSAENFTVLIKNNIDFPGHNYTTRNILPGLN--—--ITC
TCEIFAWCPLETS-SRPEEPFLKEAEDFTIFIKNHIRFPKFNFSKSNVMDVKDRSEFLKSC
TCEIFGWCPVEVDDDIPRPALLREAENFTLFIKNSISFPRFKVNRRNLVEEVNAAHMKTC

TCEVAAWCPVEDDTHVPQPAFLKAAENFTLLVKNNIWYPKFNFSKRNILP C
TCEVAAWCPVENDVGVPTPAFLKAAENFTLLVKNNIWYPKEFNFSKRNILPNITTSYLKSC

KKKk e *kKk K . K ekKke s ekKk e . . * *

RFHPDKDPFCPILRVGDVVKFAGQDFAKLARTGGVLGIKIGWVCDLDKAWDQCIPKYSFT
TFHEASDLYCPIFKLGFIVEKAGESFTELAHKGGVIGVIINWDCDLDLPASECNPKYSFR
TFDODSDPYCPIFRLGFIVEKAGENFTELAHKGGVIGVIINWNCDLDLSESECNPKYSFR
RYEPQFSPYCPVFRIGDLVAKAGGTFEDLALLGGSVGIRVHWDCDLDTGDSGCWPHYSFQ
TFHKTONPQCPIFRLGDIFRETGDNFSDVAIQGGIMGIEIYWDCNLDRWFHHCRPKYSFR
HFGPK-NHYCPIFRLGSVIRWAGSDFQDIALEGGVIGINIEWNCDLDKAASECHPHYSFS
LFHKTLHPLCPVFQLGYVVQESGONFSTLAEKGGVVGITIDWHCDLDWHVRHCRPIYEFH
IYDAKTDPFCPIFRLGKIVENAGHSFQDMAVEGGIMGIQVNWDCNLDRAASLCLPRYSFR
IYNAQTDPFCPIFRLGTIVEDAGHSFQEMAVEGGIMGIQIKWDCNLDRAASLCLPRYSFR
. **::::* T, :* * :* * K :*: : * *:** KKk *'*
RLDSVSEKSSVSPGYNFRFAKYYKMENGSEYRTLLKAFGIRFDVLVYGNAGKFNIIPTII
RLDPKH--VPASSGYNFRFAKYYKING-TTTRTLIKAYGIRIDVIVHGQAGKFSLIPTII
RLDPKY——DPASSGYNFRFAKYYKINGTTTTRTLIKAYGIRIDVIVIGQAGKFSLIPTII
LOQE-—-———--—- KSYNFRTATHWWEQPGVEARTLLKLYGIRFDILVTGQAGKFGLIPTAV
RLDDKTTNVSLYPGYNFRYAKYYKE-NNVEKRTLIKVFGIRFDILVFGTGGKFDIIQLVV
RLDNK-LSKSVSSGYNFRFARYYRDAAGVEFRTLMKAYGIRFDVMVNGK--——-——==———
GLYE---EKNLSPGFNFRFARHFVE-NGTNYRHLFKVFGIRFDILVDGKAGKEFDIIPTMT
RLDTRDVEHNVSPGYNFRFAKYYRDLAGNEQRTLIKAYGIRFDIIVFGKAGKFDIIPTMI
RLDTRDLEHNVSPGYNFRFAKYYRDLAGKEQRTLTKAYGIRFDIIVFGKAGKFDIIPTMI

L Kok K skkKk kg ik K
SSVAAFTSVGVGTVLCDIILLNFL-—=-=—=———=———————— KGADQYKAKKFEEVNETT
NLATALTSVGVGSFLCDWILLTFM-----———-———-———-———— NKNKVYSHKKFDKVCTPS
NLATALTSIGVGSFLCDWILLTFM-——=——=-——————————— NKNKLYSHKKFDKVRTPK

Abbildung 89: Alignment zwischen den Sequenzen der humanen P2X- und
den Ratten-P2X2- und P2X/-Rezeptoren. Pink: Variationsbereich v2-v5 (durch
entsprechenden Sequenzen des hP2X2-Rezeptors ausgetauscht); Tirkis: v6;
Grin: v7; Orange: v8; Rot: v10; Unterstrichen: FEinzelmutante vorhanden;
Grau: Mutation zu Histidin fiihrt zur ,Humanisierung® des Rattenrezeptors;
Hellgriin: an der Vermittlung allosterischer Effekte durch Cu*t-Kationen be-
teiligt; Gelb: an der Vermittlung allosterischer Effekte durch Zn**- und Cu?*-

Kationen beteiligt; Violett: an Vermittlung potenzierenden Effekte durch Zn?T -
Kationen beteiligt. TE424 1133 135158 {140
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10.4.1 Allosterische Modulation durch Cu?*-Ionen

Kupfer (Cu?*/Cu?) ist ein wichtiges Spurenelement im Organismus und im Gehirn als
Cofaktor, Neuromodulator und strukturelle Komponente in zahlreiche physiologische
Prozesse involviert. Die Freisetzung des Metall-Kations in Folge einer elektrischen De-
polarisation kann im synaptischen Spalt zu Kupfer-Konzentrationen (Cu?*) von 15 bis
250 mM fiihren.™ 4" P2X-Rezeptoren werden durch direkte Interaktion der Cu®t-Ionen
mit den Rezeptoren allosterisch moduliert. Dabei stellen neben dem P2X4-Subtypen die
P2X2-Rezeptoren (jeweils humaner und Nagetierrezeptor) und der P2X7-Rezeptor der
Ratte Zielstrukturen fiir Cu?t-Ionen dar.1? Der P2X4-Rezeptor der Ratte wird durch
mikromolare Konzentrationen an Cu?*-Ionen inhibiert.133 Als Bindungstellen werden
in der Literatur H140, D138%%133 sowie neuerdings eine zusitzliche Beteiligung der
sauren Aminosiurereste E118 und D121 diskutiert.13? Am P2X2-Rezeptor der Rat-
te zeigten Kupferkationen, abhéngig von der Konzentration, zweiphasige (positiv und
negativ) modulierende Effekte. Die potenzierenden Effekte werden mit den Amino-
sédureresten H120, H192, H213, H245 assoziiert.#2138 Am humanen P2X2-Rezeptor
wurde dagegen ein ausschlieBlich hemmender Effekt (IC50 40 nM) beobachtet. 134 Mu-
tagenesestudien am hP2X2-Rezeptor konnten die Aminosdurereste H204, H209 und
H330 als relevante Bindungsstellen fiir die Vermittlung inhibitorischer Effekte durch
Cu?*-Kationen identifizieren.'34 Der P2X7-Rezeptor der Ratte wird durch Cu®*-Ionen
ebenfalls gehemmt."*4 Tabelle 30| und Abb. [89] zeigen eine Ubersicht der an der alloste-
rischen Modulation der P2X4- und P2X2-Rezeptoren durch Cu?*-Kationen beteiligten

Aminosaurereste.

10.4.2 Allosterische Modulation durch Zn?*-Ionen

Zink ist ein essentielles Schwermetall und Zn?* ist ein wichtiger Bestandteil zahlrei-
cher Proteine, darunter intrazellulire Signalenzyme und Transkriptionsfaktoren.148 Im
zentralen Nervensystem spielt Zink, es liegt im Korper immer in der stabileren Oxida-
tionsstufe (+2) als Zn?* vor, eine wichtige Rolle als neurosekretorisches Produkt und
Cofaktor.'4? Zn?*-Tonen werden in bestimmten Hirnregionen gemeinsam mit endoge-
nen Liganden innerhalb der synaptischen Vesikel gespeichert, in Folge von elektrischer
Zell-Depolarisation freigesetzt und kénnen dadurch postsynaptisch vorhandene P2X-
Rezeptoren modulieren.?” Im Gehirn kénnen auf diese Weise Zn?t-Konzentrationen
von 100 bis 150 M erreicht werden.™Y In zahlreichen Publikationen wird ein konzen-
trationsabhéingiger, zweiphasiger Effekt der extrazelluliren Modulation durch Zn%*-
Ionen an den Rattenrezeptoren (r) rP2X2, rP2X3, rP2X4, rP2X5 beschrieben. In ge-
ringen Konzentrationen kommt es durch Zn?* zu einer positiven Modulation der ATP-

LAL39AIA A den Rezeptoren

Antwort, in hohen Konzentrationen zu einer Hemmung.
rP2X1 und rP2X7 wirken Zn?*-Ionen dagegen nur inhibitorisch.13%142°144 7wei weitere
Publikationen von Tittle et al.72! und Punthambakert et al.1% beschreiben gegensétz-

liche Effekte von Zn?*-Ionen am P2X2-Rezeptor der Ratte im Vergleich zum humanen
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P2X2-Rezeptor. Wahrend eine starke positive Modulation des Rattenrezeptors durch
Zn?**-Tonen beobachtet werden konnte (im Bereich von 2-100 uM), wurde der huma-
ne P2X2-Rezeptor im gleichen Konzentrationsbereich durch Zn?*-Ionen ausschlieflich
gehemmt. Dies deutet auf einen speziespezifischen zweiphasigen Effekt hin. Die inhibi-
torische Modulation durch Zn?*-Ionen hing auch von der eingesetzten Menge an ATP
ab (Abb. . Zunehmende ATP-Konzentrationen fiihrten zur Abnahme der
Zn’*-Potenz. 51
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Abbildung 90:  Abhdngigkeit der Zn*t-Potenz won der ATP-
Konzentration. 21

In Mutagenesestudien konnte im Zusammenhang mit der zweiphasigen Modulation
K197 als elementarer Aminosdurerest identifiziert werden, dessen alleinige Mutation
zu Histidin zur ,Humanisierung® der Antwort des P2X2-Rattenrezeptors fithrte, der
anstelle geringer inhibitorischer Zn?*-Potenz hohe inhibitorische Zn?*-Potenz lieferte
und damit eine Basis fiir die beobachteten speziesspezifischen Unterschiede darstellt. 42
Coddou et al. 1747133 konnten drei Aminosdurereste identifizieren, die in die Modulie-
rung des rP2X4-Rezeptors durch Zn?*-Ionen involviert sind. Wihrend C132 eine Rolle
in der Potenzierung des Rezeptors spielen soll, werden die Mutanten H140A, D138A
im Zusammenhang mit dem inhibitorischen allosterischen Effekt diskutiert. Untersu-
chungen von Igawa et al. konnten die Beteiligung von C132 nicht bestéitigen, wohin-
gegen die Bedeutung der Aminosdurereste H140 und D138 zusétzlich belegt werden
konnte.13% Im Gegensatz dazu spielen im P2X2-Rezeptor der Ratte zwei extrazellu-
lare Histidinreste, H120 und H213, eine wichtige Rolle bei der Potenzierung durch
Zn?t 12 H192 und H245 sind teilweise in diesen Prozess involviert, méglicherweise
tragen sie zur Stabilisierung der allosterischen Bindungsstelle bei.?*4 Punthambakert
et alM5 konnten das ,,Histidin-Cluster H204, H209 und H330 als elementar fiir die
Inhibition des hP2X2-Rezeptors durch Zn?* identifizieren. Die Dreifachmutation dieser
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Histidinreste zu Alanin fiihrte zu einer dramatisch reduzierten inhibitorischen Potenz.
Friday et al.'4% haben die grundsitzliche Beteiligung negativ geladener Aminosiure-
reste an der potenzierenden bzw. inhibierenden Modulierung des P2X2-Rezeptors der
Ratte durch Zn?* untersucht, konnten jedoch nur D136 als méglichen Kandidaten
fiir die positive Modulierung identifizieren. Zur Ubersicht sind die an der Modulation
potenziell beteiligten Aminoséurereste in Tabelle [30] bzw. in Abb. [89] dargestellt.
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10.4.3 Ergebnisse: Allosterische Modulation durch Cu?*-Ionen

Abbildung [91] zeigt die Konzentrations-Wirkungskurve von CuCly am humanen P2X4-
Rezeptor. Der Rezeptor wurde durch Cu?*-Ionen konzentrationsabhiingig gehemmt.
Der IC50-Wert von CuCly lag mit 3,58 M im Bereich des Literaturwertes (ICso 4,9
(M) 133

m  wt hP2X4-Rezeptor wt hP2X2-Rezeptor
150+ 200+
Ny » = 150+
o £ . o £
£ § 100 £
R 3 @ 100-
o= 3=
N U 504 N
s E S £ 504
£ .3 £3
£.2 3
© 4 ©
8 0 O 0
108 16'7 16-5 1(.)-5 1(')4 1(.)-3 10-1°10-° 10 107 10¢ 105 10+
[CuCl,], M [CuCl,], M

Abbildung 91: Calciumeinstrom-Ezxperimente an humanen P2X}-
und P2X2-Rezeptoren.

Konzentrations- Wirkungskurven des allosterischen Modulators CuCly an hu-
manen P2X4- und P2X2-Rezeptoren, stabil exprimiert in 1321N1-Astrozytom-
Zellen. Zur Aktivierung des Rezeptors wurde ATP in seinen FECg-
Konzentrationen (P2X4R 1 uM, P2X2R 3uM) eingesetzt.

Am humanen P2X2-Rezeptor-Wildtyp war die Potenz von Cu?*-Kationen zehnfach
hoher als am humanen P2X4-Rezeptor-Wildtyp (Abb.[92)). Der IC50-Wert lag bei 0,395
UM
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Rezeptor 1Cso £ SEM (uM)

wt hP2X4 3,58+0,17
(rP2X4: 4,9 uM, Coddou et al.,J Biol. Chem.,
2007, Patch-Clamp, 1 uM ATP )

plCsy CuCl,

0,395 + 0,097

wt hP2X2 (hP2X2: 0,04 uM, Punthambaker et al.,
Neuropharmacol. 2014, Patch-Clamp ECy 4 T
ATP) ™

Abbildung 92: Calciumeinstrom-Experimente an humanen P2X-
Rezeptoren.

Negative Modulation humaner P2X-Rezeptoren, stabil exprimiert in 1321N1-
Astrozytom-Zellen, durch Cu*t-Ionen. Links: CuCly-Potenzen dargestellt als
1C50-Werte im Vergleich zu Literaturdaten. Rechts: CuCly-Potenzen an wt
hP2X4- und P2X2-Rezeptoren dargestellt als pICso- Werte £ SEM aus 3-5 Fx-
perimenten.

CuCly zeigte keine Modulation der Bindung von 0,2 nM (Kp=0,7) [**SJATP~S an den
humanen P2X4-Rezeptor (vgl. Abb. . Dieses Ergebnis verdeutlicht den allosterischen

Bindungscharakter von Cu?t-Kationen an den humanen P2X4-Rezeptor.
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Abbildung 93: Radioligand-Bindungsstudien am humanen P2X/-
Rezeptor.

Kompetitionsexperimente mit CuCly gegen [P°SJATPyS (0,2 nM) an Membran-
priparationen von humanen P2X4-Rezeptoren, stabil exprimiert in 1321N1
Astrozytom-Zellen (durchgefiihrt durch Dr. A. Abdelrahman,).

Modulation chimirer P2X4(P2X2)-Rezeptoren durch Cu?*-Ionen
AnschlieBend wurde der Effekt von Cu?*-Ionen auf alle funktionellen im Rahmen
dieser Arbeit hergestellten chimdren P2X4(P2X2)-Rezeptoren getestet. Dafiir wurden

Konzentrations-Wirkungskurven von CuCls an den chiméren Rezeptoren aufgenom-
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men. Fir die Aktivierung der Rezeptoren wurden die entsprechenden ECgy-Werte von
ATP eingesetzt. Abbildung [05] zeigt pICso-Werte und Konzentrations-Wirkungskurven
von CuCl, an den Chiméren c2-c5, ¢6, c7, ¢8 und c10. Alle Rezeptoren wurden durch
Cu?*-Tonen mit &hnlicher Potenz gehemmt (vgl. auch Tab. . Es konnten keine signi-

fikanten Verdnderungen im Vergleich zum humanen P2X4-Rezeptor festgestellt werden.
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Abbildung 94: Calciumeinstrom-Experimente an  chimdren
P2X/(P2X2)-Rezeptoren.

Negative Modulation chimdrer P2XJ(P2X2)-Rezeptoren, stabil exprimiert
in 1321N1-Astrozytom-Zellen, durch Cu?*-Ionen. Links: CuCly-Potenzen
dargestellt als pICso-Werte £ SEM aus 3-5 Ezxperimenten im Vergleich
zum humanen P2X/j-Rezeptor. Rechts: Konzentrations- Wirkungskurven von
CuCly an chimaren P2X}(P2X2)-Rezeptoren. (Ergebnisse eines one-way
Anova-Testes mit nachfolgendem Dunnetts-Test verglichen mit dem humanen
hP2X4-Wildtyp: Signifikanz (*) der Abweichung wurde angenommen, wenn p
< 0,05; und ** wenn p < 0,01.)
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Tabelle 31:

(P2X2)-Rezeptoren.
Negative allosterische Modulation von P2X4(P2X2)-Rezeptorchimdren, stabil
exprimiert in 1321N1-Astrozytom-Zellen, durch Cu?T-Ionen. Dargestellt sind
die 1Cso-Werte = SEM aus 3-5 FExperimenten im Vergleich zum humanen
P2X-Rezeptor. (Ergebnisse eines one-way Anova-Testes mit nachfolgendem
Dunnetts-Test verglichen mit dem humanen hP2X4-Wildtyp: Signifikanz (*)
der Abweichung wurde angenommen, wenn p < 0,05; und ** wenn p < 0,01.)

Calciumeinstrom-Experimente an chimadren P2XJ-

Rezeptor Sequenzvariation I1C50 £ SEM (UM)
wt hP2X4 - 3,58+0,17
(rP2X4: 4,9 uM, Coddou et al., J. Biol. Chem.,
2007, Patch-Clamp, 1 uM ATP)
0,395 + 0,097
wt hP2X2 - (hP2X2: 0,04 UM, Punthambaker et al.,

Neuropharmacol. 2014, Patch-clamp, ECy
ATP)

Chimare c2-c5

P2X4 (C116-T186P2X2)

1,79 £ 0,32
2,27 + 0,62
Chimare c7 P2X4 (1218-D224P2X2) 2,17 + 0,28
Chimare 8 P2X4 (R265-L269P2X2) 2,77 + 0,46
Chimaére c10 P2X4 (R301-Q308P2X2) 2,34+0,75
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Allosterische Modulation von P2X4-Rezeptoren mit Alaninmutation im Se-

quenzvariationsbereich v2-v5 durch Cu?*-Ionen

Mit Blick auf die Publikationen von Coddou et. al. #7133 sowie einer neueren Publikation
von Igawa et. al., 135 die den Bereich der Sequenzvariationen v2 und v3 als bedeutsam
fiir die Modulation des P2X4-Rattenzeptors durch Cu?t-Ionen identifizieren konnten,
wurde CuCly zusétzlich auch an den vorhandenen einzelmutierten Rezeptoren im Be-
reich v2 und v3 (D121A, K127A, D129A, S131A, T133A, G138A, H140A, N142A) getes-
tet. Abbildung |95| zeigt, dass alle einzelmutierten P2X4-Rezeptoren durch Cu?*-Ionen
negativ moduliert wurden. Signifikante Unterschiede in den ICsp-Werten konnten nicht
gemessen werden. Anhand des Kurvenverlaufes der Konzentrations-Wirkungskurven

konnten keine nennenswerten Unterschiede zum P2X4-Wildtyp festgestellt werden.
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Abbildung 95: Calciumeinstrom-FExperimente an  hP2X/-
Rezeptormutanten.

Negative Modulation der P2X4-Rezeptormutanten, stabil exprimiert in
1821N1-Astrozytom-Zellen, durch CuCly. Dargestellt sind die CuCly-Potenzen
als plCso-Werte &= SEM aus 3-5 Experimenten und die Konzentrations-
Wirkungskurven. (Ergebnisse eines one-way Anova-Testes mit nachfolgendem
Dunnetts-Test verglichen mit dem humanen hP2X/4-Wildtyp: Signifikanz (*)
der Abweichung wurde angenommen, wenn p < 0,05; und ** wenn p < 0,01.)
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Tabelle 32: Calciumeinstrom-Experimente an hP2X/-
Rezeptormutanten.

Negative allosterische Modulation der einzelmutierten P2X4-Rezeptoren
durch CuCly. Dargestellt sind die 1Cso-Werte £ SEM aus 3-5 Experimenten.
(Ergebnisse eines one-way Anova-Testes mit nachfolgendem Dunnetts-Test
verglichen mit dem humanen hP2X4-Wildtyp: Signifikanz (*) der Abweichung
wurde angenommen, wenn p < 0,05; und ** wenn p < 0,01.

Rezeptor CucCl,
Name ICso £ SEM (uM)

wt hP2X4 3,58+0,17
hP2X4 H140A 1,90+ 0,25
hP2X4 G138A 3,22 +1,33
hP2X4 D129A 2,86+1,84
hP2X4 D121A 1,59+ 0,46
hP2X4 N142A 3,11+0,78
hP2X4 S131A 4,93 + 0,25
hP2X4 K127A 2,49 +0,53
hP2X4 T133A 2,32+1,12
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10.4.4 Zusammenfassung und Diskussion

Modulation durch Cu?*-Ionen

Der humane P2X4-Rezeptor sowie alle chimiren P2X4(P2X2)-Rezeptoren und P2X4-
Mutanten wurden durch Cu?*-Ionen konzentrationsabhiingig (ICs50-Werte zwischen 1
und 4 M) gehemmt. Diese Daten entsprechen den beschriebenen Ergebnissen von Cod-
dou et. al., die eine Hemmung des P2X4-Rattenrezeptors durch mikromolare Konzen-
trationen an CuCly zeigen konnten. %133 Der humane P2X2-Rezeptor wurde ebenfalls
durch Cu?*-Ionen gehemmt. Verglichen mit dem humanen P2X4-Rezeptor lag der ICsq-
Wert mit 0,395 uM um den Faktor 10 niedriger. Bindungsstellen fiir Metall-Kationen
sind, wie bereits beschrieben, innerhalb der P2X-Rezeptoren weniger konserviert. Soll-
te beim Austausch gegen entsprechende Sequenzen des humanen P2X2-Rezeptors eine
potentielle P2X2-Rezeptorbindungsstelle in die Chimére eingefiigt worden sein, wére
eventuell an dem entsprechenden Rezeptor eine erhéhte Cu?t-Potenz erwartet worden.
Wie und ob sich die Einfiigung einer zusétzlichen Bindungsstelle auf die Ergebnisse
des Calcium-Einstromassays auswirken wiirde, ist dabei nicht vorhersehbar. Zur Er-
niedrigung der Potenz sollte es kommen, wenn eine Bindungsstelle des humanen P2X4-
Rezeptors gegen einen Bereich des humanen P2X2-Rezeptors ausgetauscht wurde in
dem sich keine Bindungsstelle befindet. Da die Bindungsstellen am humanen P2X2-
Rezeptor bereits beschrieben sind (vgl. Abb. wéare eine Erhohung der Potenz even-
tuell fiir die Chimére c7 zu erwarten gewesen. Der entsprechende Aminosédurerest H330
wurden durch den Austausch der variablen Region v7 in den P2X4(P2X2)c7-Rezeptor
eingefiigt. Die anderen beiden Bindungsstellen H204 und 209 liegen dagegen zwi-
schen den variablen Bereichen v5 und v6. Sie wurden in keiner der Chiméren eingefiigt.
Die Cu?*-Potenzen waren jedoch an den chiméren P2X4(P2X2)-Rezeptoren, inklusive
dem Rezeptor c7 unverdandert, verglichen mit dem humanen P2X4-Rezeptor- Wildtyp.
Das Einfiigen einer einzelnen Bindungsstelle aus dem hP2X2-Rezeptor scheint keinen
Einfluss auf den Rezeptor zu haben. Auch an allen Einzelmutanten waren die CuCls-
Potenzen vergleichbar mit denen am humanen P2X4-Rezeptor. Eine direkte Beteiligung
der als relevant beschriebenen Aminosédurereste in der Ratte D121, D138 (G138 im
humanen P2X4-Rezeptor) und H140 konnte demnach im humanen Rezeptor nicht be-
statigt werden. Die 1C5o-Werte waren an den H140A- und D121 A-Mutanten sogar
geringfiigig niedriger als am humanen P2X4-Wildtyp. Diese Ergebnisse deuten darauf-
hin, dass es in Bezug auf die Lage der Bindungsstelle fiir Cu?*-Ionen im P2X4-Rezeptor
speziesspezifische Unterschiede zwischen Ratte und Mensch gibt. Die Hemmung des
P2X4-Rezeptors durch Cu?t kénnte biologische Relevanz besitzen, da die physiologi-

schen Konzentrationen im synaptischen Spalt millimolare Werte erreichen kénnen.
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10.4.5 Ergebnisse: Allosterische Modulation durch Zn?t-Ionen

Zur Untersuchung der allosterischen Modulation des humanen P2X4-Rezeptors durch
Zn?*-Tonen wurden Calciumeinstrom-Experimente am wt P2X4-Rezeptor durchgefiihrt.
Dafiir wurden Konzentrations-Wirkungskurven von ZnCly aufgenommen. Der humane
P2X4-Rezeptor wurde durch Zn?*-Ionen konzentrationsabhingig gehemmt (vgl. Abb.
[96). Der IC50-Wert fiir Zn?*-Tonen lag bei 21,6 uM.
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Abbildung 96: Calciumeinstrom-Ezxperimente an humanen P2X}j-
und P2X2-Rezeptoren.

Konzentrations- Wirkungskurven des allosterischen Modulators ZnCly an
humanen P2X/- und P2X2-Rezeptoren, stabil exprimiert in 1321N1
Astrozytoma-Zellen. Zur Aktivierung des Rezeptors wurde ATP in seinen
ECso-Konzentrationen (P2X4R 1 pM, P2X2R 3 uM ) eingesetzt. (Hill-
Koeffizient ng 1).

Der humane P2X2-Rezeptor wurde ebenfalls durch Zn?t-Ionen gehemmt. Der ICsq-
Wert lag mit 70 uM 3,5-fach hoher.
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Abbildung 97: Calciumeinstrom-Experimente an humanen P2X-
Rezeptoren.

Negative Modulation humaner P2X-Rezeptoren, stabil exprimiert in 1321N1
Astrozytoma-Zellen, durch Zn*t-Ionen. Links: ZnCly-Potenzen dargestellt als
IC50-Werte £ SEM aus 3-5 FExperimenten im Vergleich zu Literaturdaten.
Rechts: ZnCly-Potenzen an wt hP2X4- und P2X2-Rezeptoren dargestellt als
plCso- Werte.

ZnCly zeigte keine Modulation der Bindung von 0,2 nM (Kp=0,7) [3**SJATP~S an den
humanen P2X4-Rezeptor (vgl. Abb. , was den allosterischen Bindungscharakter der
Zn’*-Kationen an den P2X4-Rezeptor unterstreicht.
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Abbildung 98: Radioligand-Bindungsstudien am humanen P2X}j-
Rezeptor.

Kompetitionsexperimente mit ZnCly gegen [P°SJATPyS (0,2 nM) an Mem-
branpraparationen wvon hP2X/-Rezeptoren, stabil exprimiert in 1321N1
Astrozytoma-Zellen (durchgefihrt durch Dr. A. Abdelrahman).
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Modulation chimirer P2X4(P2X2)-Rezeptoren durch Zn?*-Ionen

Im néchsten Schritt wurden Zn?*-Ionen in hohen Konzentrationen an allen funktio-
nellen P2X4(P2X2)-Rezeptorchiméren getestet und ihre Potenzen an den mutierten
Rezeptoren mit der am Wildtyp-Rezeptor verglichen. An den Chiméren c¢7, c¢8 und
c10 konnten keine signifikanten Unterschiede zum humanen P2X4-Rezeptor gemessen
werden. Alle drei Rezeptoren wurden mit vergleichbaren I1Cso-Werten vollsténdig ge-
hemmt. An den Chiméren c2-c5 und c6 zeigte sich eine signifikante Erhéhung der
IC50-Werte (255 uM an ¢2-¢5 und 116 uM an c6) fiir Zn?*-Tonen, die auch noch héher
als die am humanen P2X2-Rezeptor gemessenen Werte waren (Abbildungen und
Tabelle .
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Abbildung 99: Calciumeinstrom-Experimente an  chimdren

P2X/(P2X2)-Rezeptoren.

(A) Negative allosterische Modulation chimdrer P2X}(P2X2)-Rezeptoren,
stabil exprimiert in 1321N1 Astrozytoma-Zellen, durch ZnCly. Zur Aktivierung
des Rezeptors wurde ATP in seinen entprechenden ECgo-Konzentrationen
eingesetzt. Dargestellt sind die pICso-Werte + SEM. (Ergebnisse eines
one-way Anova-Testes mit nachfolgendem Dunnetts-Test verglichen mit dem
humanen hP2X4-Wildtyp: Signifikanz (*) der Abweichung wurde angenom-
men, wenn p < 0,05; ** wenn p < 0,01; *** wenn p < 0,001 und **** wenn
p < 0,0001.) (B) Konzentrations- Wirkungskurven von ZnCly an chimdren
P2X4(P2X2)-Rezeptoren stabil exprimiert in 1321N1-Astrozytom-Zellen.
Zur Aktivierung der Rezeptoren wurde ATP in seiner ECgg-Konzentration
eingesetzt. (Hill-Koeffizient ng 1).
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Tabelle 33: Calciumeinstrom- Experimente an chimaren
P2X/(P2X2)-Rezeptoren.

Allosterische  Modulation wvon P2X4(P2X2)-Rezeptoren, stabil exprimiert
i 1821N1 Astrozytoma-Zellen, durch ZnCly. Zur Aktivierung der Rezepto-
ren wurde ATP in seiner ECgo-Konzentration eingesetzt. Dargestellt sind
die 1C50-Werte = SEM aus 3-5 Experimenten. (Ergebnisse eines one-way
Anova-Testes mit nachfolgendem Dunnetts-Test verglichen mit dem humanen
hP2X4-Wildtyp: Signifikanz (*) der Abweichung wurde angenommen, wenn p
< 0,05; ** wenn p < 0,01; *** wenn p < 0,001 und **** wenn p < 0,0001.)

Rezeptor ZnCl,
Bezeichung Sequenzvariation 1C50 = SEM (uM)
wt P2X4 - 21,6+4,7

(hP2X4: Potenzierung < 10 uM und Inhibition > 100
UM, Guzmann et al., Mol. Pharmacol., 2011, Patch-
Clamp, ATP 5 uM.)

wt P2X2 - 70,0+17,6

(hP2X2 ICso: 13 uM, Punthambaker et al., J. Biol.
Chem., 2012, Patch-Clamp EC,o ATP.)

Chimare c2-c5 P2X4 (C116-T186P2X2) 255 + 46%***
116 + 8**
25,3+6,7

Chimare c8 P2X4 (R265-L269P2X2) 18,9+7,0
Chimare c10 P2X4 (R301-Q308P2X2) 18,9+1,7

Modulation von P2X4-Rezeptormutanten durch Zn?*-Kationen

Die nachfolgende Tabelle [34] sowie die Abbildungen und zeigen die Modulati-
on im Bereich der Sequenzvariation v2-v5 einzelmutierter humaner P2X4-Rezeptoren
durch Zn?*-TIonen. An den Mutanten K127A, G138A und N142A waren die inhibi-
torischen Potenzen von Zn?*-Tonen im Vergleich zum humanen P2X4-Rezeptor signifi-
kant reduziert. Dieser Effekt war besonders ausgepriagt an den Mutanten G138 A und
N142A.
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Abbildung 100: Calciumeinstrom-FExperimente an  P2X)-
Rezeptormutanten.

Negative allosterische Modulation von P2X4-Rezeptormutanten, stabil ex-
primiert in 1821N1 Astrozytoma-Zellen, durch ZnCly. Zur Aktivierung der
Rezeptoren wurde ATP in seinen entsprechenden FECgo-Konzentrationen
eingesetzt. Dargestellt sind die plCso-Werte + SEM aus 3-5 Experimenten.
(Ergebnisse eines one-way Anova-Testes mit nachfolgendem Dunnetts-Test
verglichen mit dem humanen hP2X4-Wildtyp: Signifikanz (*) der Abweichung
wurde angenommen, wenn p < 0,05; ** wenn p < 0,01; *** wenn p < 0,001
und **** wenn p < 0,0001.
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Abbildung 101: Calciumeinstrom-FExperimente an  P2X)-
Rezeptormutanten.

Konzentrations- Wirkungskurven des allosterischen Modulators ZnCly an
einzelmutierten P2X/-Rezeptoren, stabil exprimiert in 1321N1 Astrozytoma-
Zellen. Zur Aktivierung der Rezeptoren wurde ATP in seinen entstprechenden
ECgy-Konzentrationen eingesetzt (Hill-Koeffizient ng 1).
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Tabelle 34:

Rezeptormutanten.
Negative allosterische Modulation einzelmutierter P2X/-Rezeptoren, stabil
exprimiert in 1321N1 Astrozytoma-Zellen, durch ZnCly. Zur Aktivierung
der Rezeptoren wurde ATP in seinen entsprechenden ECgy-Konzentrationen
eingesetzt. Dargestellt sind die 1Csy-Werte + SEM aus 3-5 Experimenten.
(Ergebnisse eines one-way Anova-Testes mit nachfolgendem Dunnetts-Test
verglichen mit dem humanen hP2X4-Wildtyp: Signifikanz (*) der Abweichung
wurde angenommen, wenn p < 0,05; ** wenn p < 0,01; *** wenn p < 0,001

Calciumeinstrom-Experimente an P2Xy-

und **** wenn p < 0,0001.)

Rezeptor ZnCl,
Name IC5  SEM (uM)
wt hP2X4 wt 21,6 +6,7
hP2X4 H140A 61,6 £ 19,2
hP2X4 G138A 248 + 134***
hP2X4 D129A 27,3+£9,82
hP2X4 D121A 41,0+5,2
hP2X4 N142A 190 + 34%**
hP2X4 S131A 64,8 +£9,2
hP2X4 K127A 108 + 34*
hP2X4 T133A 54,3+5,9
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10.4.6 Zusammenfassung und Diskussion

Modulation durch Zinkchlorid

Die humanen P2X4- und P2X2-Rezeptoren, sowie alle P2X4-Rezeptormutanten bzw.
P2X4(P2X2)-Chiméren zeigten in Calciumeinstrom-Experimenten eine konzentrations-
abhingige Hemmung durch Zn?*-Ionen. Diese Ergebnisse stehen im Widerspruch zu
den Daten am Ratten-P2X4-Rezeptor, die einen konzentrationsabhéingigen, zweiphasi-
gen Effekt (potenzierend in geringen Konzentrationen und hemmend in hohen Konzen-
trationen) im gleichen Konzentrationsbereich zeigten.” Die Richtung der Modulation
durch Zn?*-Tonen scheint demnach am P2X4-Rezeptor speziesspezifisch zu sein. Sol-
che gegensitzlichen Effekte, abhéngig von der Spezies, konnten bereits fiir den P2X2-

145 Dije Ubertragbarkeit auf noch weitere Subtypen konnte

Rezeptor gezeigt werden.
nicht iberpriift werden, da nur Daten an Rattenrezeptoren existieren.

An den Rezeptorchiméren c2-c5 und c6 war die Zn?T-Potenz signifikant gegeniiber
dem humanen P2X4-Rezeptor erniedrigt. Auch gegeniiber dem P2X2-Rezeptor war
die Zn?*-Potenz erniedrigt, der Effekt war jedoch nur signifikant fiir die Chimére c2-
c5. Dies konnte daraufhin deuten, dass Bindungsstellen fiir Zn?T-Kationen durch den
Austausch gegen die entsprechenden P2X2-Sequenzen aus dem P2X4-Rezeptor ent-
fernt wurden. Bereits beschriebene Bindungsstellen fiir Zn?*-Ionen im humanen P2X2-
Rezeptor (H204, H209 (im Bereich zwischen v2-v5 und v6) und H330 (v7)) liegen in

keiner dieser Regionen (vgl. Abb. [89).

Auch an den einzelmutierten P2X4-Rezeptoren K127A, N142A und insbesondere in
der Mutante G138A im Bereich v2-v5 waren die inhibitorischen Potenzen durch Zn?*-
Ionen signifikant reduziert. Damit bestétigen die Ergebnisse die bereits fiir den Ratten-
P2X4-Rezeptor beschriebene Bindungsstelle in Position 138. Im humanen P2X4-Re-
zeptor befindet sich an dieser Stelle jedoch ein Glycin- anstelle eines Aspartatrestes im
Rattenrezeptor. Ebenso bestitigen die Ergebnisse eine generelle Beteiligung des Berei-
ches v2-v5. H140 als weitere Bindungsstelle konnnte dagegen nicht bestétigt werden,
stattdessen wére eine Beteiligung von K127 und N142 sowie ergéinzend des Bereiches
v6 an der Interaktion mit Zn?T-Kationen wahrscheinlich. Abbildung zeigt den
Snake-like Plot des humanen P2X4-Rezeptors. Die farbig gekennzeichneten Bereich

sind moglicherweise an Interaktionen mit Zn?*-Kationen beteiligt.
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Abbildung 102: Snake-like Plot des humanen P2X/-Rezeptors. Die Kopfdo-
mdne die in der Chimdre c2-c5 gegen die entsprechende Sequenz des humanen
P2X2-Rezeptors ausgetauscht wurde ist farblich in pink gekennzeichnet. Blau
eingefirbte Aminosdurereste sind moglicherweise an der Interaktion mit Zn**-
Kationen beteiligt. Der Bereich v6 ist in tiirkis gekennzeichnet.

Im Vergleich mit den Literaturdaten liegt der im Calcium-Einstrom-Assay gemesse-
ne IC50-Wert des humanen P2X2-Rezeptors mit 70 uM gegeniiber 13 ,LLM deut-
lich héher. Dies konnte auf die Abhingigkeit der Zn?*-Potenz von der eingesetzten
ATP-Konzentration zuriickzufithren sein.’ Im Gegensatz zum durch Punthambaker
et al. eingesetzten EC1g von ATP, wurde im Rahmen dieser Arbeit die jeweilige ECgg-

Konzentration von ATP eingesetzt.
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Die ermittelten ECsp-Konzentrationen von ATP schwanken in Abhéngigkeit vom getes-
teten Rezeptor, weshalb zur Anregung der Rezeptoren auch unterschiedliche Konzen-
trationen an ATP als ECgy-Konzentrationen je nach Chimére oder Mutante eingesetzt
wurden. Durch die individuelle Anpassung der ATP-Konzentrationen an die entspre-
chenden ECgo-Werte ist die Vergleichbarkeit der Zn?*-Potenzen an den Rezeptormu-

tanten und -Chiméren gegeben.

10.5 Fazit

Wihrend die Lage der Bindungsstellen fiir Cu?*-Ionen am humanen P2X4-Rezeptor
weiterhin unklar ist und nicht den beschriebenen Bindungsstellen am Ratten-P2X4-
Rezeptor zu entsprechen scheinen, unterstiitzen die Testergebnisse von ZnCly, am hu-
manen P2X4-Rezeptor eine Beteiligung des Sequenzbereiches v2-v5 an der Bindung
von Zn?*-Kationen. Insbesondere die Aminoséurereste K127, N142 und G138 schei-
nen in die Interaktion mit Zn?* involviert zu sein, was unter anderem aufgrund des
gegeniiber dem P2X4-Rattenrezeptor verdnderten Aminosdurerestes in Position 138
iiberraschend erscheint. Dazu kommt, dass Asparagin und Glycin keine Aminoséure-
reste darstellen, fiir die Zn?*-Ionen nach dem HSAB-Konzept eine besondere Priferenz
besitzen. Lediglich fiir Lysin werden in der Literatur vereinzelt Komplexe mit Zn?*-
Kationen iiber die Bindung an das Amin beschrieben, insbesondere im Zusammenhang
mit der Vermittlung negativer allosterischer Modulation. 1812 Bekannt ist jedoch, dass
sekundére Liganden durch Wasserstoff-Briicken-Bindungen einen signifikanten stabili-
sierenden Effekt auf die Metall-koordinierenden Seitenketten haben und dadurch die
Metallaffinitét erhohen kénnen.'®? Dies kénnte ein Hinweis darauf sein, dass die Ami-
nosaurereste in Position 127, 138 und 142 moglicherweise nicht direkt, aber indirekt
an einer Interaktion mit Zn?*-Kationen beteiligt sind und durch zielgerichtete Muta-
genese bzw. den Austausch gegen die ensprechenden Sequenzen des hP2X2-Rezeptors
stabilisierende Wasserstoffbriicken-Bindungen zerstért worden sein kénnten. Gleiches
konnte auch fiir die ausgetauschten Aminosdurereste innerhalb des Variationsbereichs
v6 gelten. Fiir eine direkte Interaktion mit Zn?*-Kationen kommt nur der Lysinrest in
Position 214 in Frage, eine direkte Interaktion mit weiteren Aminoséureresten ist da-
gegen unwahrscheinlich, da sich keine bevorzugten Aminoséurereste wie Histidin (H),
Cystein(C), Aspartat (D) oder Glutamin (Q) innerhalb des Bereiches v6 befinden, (vgl.
Abb. [89).

Anders als am Ratten-P2X4-Rezeptor ist jedoch die Richtung der allosterischen Mo-
dulation durch Zn?*-Ionen am humanen P2X4-Rezeptor im gemessenen Konzentrati-
onsbereich nicht zweiphasig (potenzierend in geringen Konzentrationen und hemmend
in hohen Konzentrationen), sondern ausschliefilich hemmend, was bereits fiir den hu-
manen P2X2-Rezeptor beschrieben wurde.'* Die Richtung der Modulation der P2X-
Rezeptoren durch Metall-Tonen sowie die Lage der Bindungsstellen scheint demnach

nicht nur abhéngig vom Subtypen, sondern auch abhéngig von der Spezies zu sein. Au-
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flerdem variieren die Aminosédurereste innerhalb der P2X-Rezeptoren die mit Metall-
Kationen interagieren. Wahrend in P2X2-Rezeptoren ausschliellich Histidinreste Bin-
dungsstellen fiir Metall-Kationen bilden, sind in P2X4-Rezeptoren auch Asparagin-
sdure-, Glutaminsdure- und Cystein-Reste an den Interaktionen beteiligt. Ein zentrales
Bindungsmotiv fiir Metall-Kationen scheint demnach innerhalb der P2X-Rezeptoren

nicht zu bestehen.
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11 Anthrachinone

11.1 Einleitung

Ein weiterer bekannter allosterischer Modulator des P2X4-Rezeptors ist das Anthra-
chinon-Derivat Cibacron Blue (Abb. [103]). Die Verbindung stellt das ortho-Isomer von
Reactive Blue 2 dar.

O  NH,

O NH,
SO;Na
O‘O SO;Na

O HN
O HN SO;H
\C[ NH
NH

A

SO3Na
Reactive blue 2 Cibacron Blue

Abbildung 103: Chemische Strukturen von Reactive blue 2 und Cibacron
Blue.

Cibacron Blue ist nicht selektiv, sondern moduliert auch weitere P2X-Subtypen, P2Y-
Rezeptoren sowie Ecto-5*Nucleotidasen und Ectonucleosid-Triphosphat-Diphosphohy-
drolasen. 12317

An P2X-Rezeptoren scheint die Richtung der allosterischen Modulation in Abhéngig-
keit vom Subtypen und der Spezies zu variieren. So konnte die Verbindung in funk-
tionellen Studien als zweiphasiger allosterischer Modulator des P2X4-Rattenrezeptors
identifiziert werden.* In niedrigen Konzentrationen (3-30 puM) fiihrte Cibacron Blue
zur Potenzierung des Rezeptors, wiahrend es in hohen Konzentrationen (ICso > 300
pM) als Antagonist wirkte. Eine Radioligand-Bindungsstudie mit [**S]JATP~ konnte
Cibacron Blue als allosterischen Antagonisten im gleichen Konzentrationsbereich (1-
100 uM) identifizieren, wobei Cibacron Blue auch unter diesen Assay-Bedingungen
eine zweiphasige [35S]ATP~S Kompetitions-Kurve ergab.*!

Am P2X2-Rattenrezeptor wirkte Cibacron Blue dagegen ausschliefflich als Antago-
nist, Y wihrend es am humanen P2X3-Rezeptor die Potenz der ATP-induzierten Akti-
vierung konzentrationsabhingig erhéhte. 128

Eine Bibliothek von Anthrachinon-Derivaten mit struktureller Verwandtschaft zum Ci-
bacron Blue die potente and selektive Antagonisten am P2X2-Rattenrezeptor darstel-

len, wurde kiirzlich beschrieben.12?
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P2Y-Rezeptoren gehoren ebenfalls zu den purinergen Rezeptoren.'?? Anders als die
P2X-Rezeptoren stellen sie jedoch G-Protein-gekoppelte Rezeptoren dar. Bisher konn-
ten acht Rezeptor-Subtypen identifiziert werden (P2Y1, 2, 4, 6, 11, 12, 13 und 14). Der

P2Y2-Rezeptor spielt eine wichtige Rolle in der Thrombozytenaggregation,16Y

wes-
halb die (irreversible) Blockade dieses Rezeptorsubtyps als vielversprechender Ansatz
in der antithrombotischen Therapie gilt.1%! Bereits vor einiger Zeit konnte gezeigt
werden, dass Anthrachinon-Derivate mit struktureller Verwandtschaft zum Cibacron
Blue potente Inhibitoren des P2Y1o-Rezeptors darstellen.’2% Selektivitit der Verbin-
dungen konnte durch unterschiedliche Substitutionen der Position 4 des Anthrachinon-
Grundgeriistes erreicht werden.12#159 Anhand von Kristallstrukturen und Mutagenese-
studien konnten die Aminosdurereste R256 und K280 innerhalb der Bindungsstelle fiir
Anthrachinon-Derivate identifiziert werden. Diese beiden Aminoséurereste interagieren
mit den Sulfonat-Gruppen der Verbindungen.164164

Wie bereits zuvor beschrieben (vgl. Kapitel [2) wurden eine Serie von chiméren P2X4-
(P2X2)-Rezeptoren kloniert und exprimiert, mit dem Ziel allosterische Bindungsstellen
im extrazelluldren Bereiche des hP2X4-Rezeptors zu identifizieren und charakterisie-
ren. Dafiir wurden Calciumeinstrom-Experimente mit dem allosterischen Modulator

Cibacron Blue durchgefiihrt.

11.2 Ergebnisse
11.2.1 Allosterische Modulation durch Cibacron Blue

Um die Effekte des in der Literatur beschriebenen allosterischen Modulators Cibacron
Blue auf die humanen P2X4- und P2X2-Rezeptoren zu untersuchen, wurden Konzen-
trations-Wirkungskurven der Verbindung aufgenommen. Fiir die Stimulation beider
Rezeptoren wurde ATP in seiner ECgo-Konzentration (jeweils 1 uM) eingesetzt. Ab-
bildung und Tabelle [35] zeigen, dass Cibacron Blue beide Wildtyp-Rezeptoren al-
losterisch moduliert. Am humanen P2X4-Rezeptor war die Richtung der Modulation
biphasisch. In hohen Konzentrationen von 10-100 uM wurde der Rezeptor durch Ci-
bacron Blue inhibiert, wahrend in geringeren Konzentrationen von 0,1 bis 3 uM der
Rezeptor stimuliert wurde (bis zu 41 %). Der humane P2X2-Rezeptor wurde dagegen
durch Cibacron Blue ausschlieBlich gehemmt (ICso 13,1 uM).
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Abbildung 104: Calciumeinstrom-Ezxperimente an humanen P2X/-
und P2X2-Rezeptoren.
Konzentrations- Wirkungskurven von Cibacron Blue an (A) humanen P2X/-
und (B) P2X2-Rezeptoren.

Tabelle 35: Negative bzw. positive allosterische Modulation der humanen
P2X/ - und P2X2-Rezeptoren durch Cibacron Blue. Dargestellt sind die 1Csq-
bzw. ECsy-Werte £ SEM von Cibacron Blue.

Cibacron Blue

Rezeptor

I1C5o £ SEM [uM] ECso £ SEM [uM]
wt hP2X4 12,1+4,2 0,243 + 0,096
wt hP2X2 13,1+2,2 n.v.

n.v. nicht vorhanden

11.2.2 Allosterische Modulation von P2X4(P2X2)-Rezeptoren durch Ci-

bacron Blue

Zur Untersuchung der Effekte von Cibacron Blue an allen funktionellen chiméren
P2X4(P2X2)-Rezeptoren wurden erneut Konzentrations-Wirkungskurven der Verbin-
dung aufgenommen (vgl Abb. und Tab. . Wiéhrend Cibacron Blue auch den
P2X4(P2X2)c6-Rezeptor zweiphasisch modulierte, iiberwog an den anderen chiméren
Rezeptoren die negative allosterische Modulation. An den Rezeptoren ¢2-c¢5, ¢7 und
c8 war die Affinitdt von Cibacron Blue gering. Die IC5p-Werte der Verbindung lagen
zwischen 8,60 und 23,6 uM. Uberraschenderweise war die Potenz von Cibacron Blue am
chiméren Rezeptor ¢10 signifikant erhéht. Der IC5o-Wert lag mit 0,00476 uM 2500-fach
niedriger als am humanen P2X4-Rezeptor (vgl. Abb. und 2700-fach niedriger als
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am humanen P2X2-Rezeptor.
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Abbildung 105: Calciumeinstrom-Experimente an hP2X/(P2X2)-
Rezeptorchimdren.

Negative  bzw. positive allosterische  Modulation von hP2X}(P2X2)-
Rezeptorchimdren durch Cibacron Blue. Dargestellt ist die inhibitorische
oder potenzierende Potenz der Verbindung als pICso-Wert bzw. als pECsg-
Wert £ SEM im Vergleich zu humanen P2X4- und P2X2-Rezeptoren.
(Ergebnisse eines one-way Anova-Testes mit nachfolgendem Dunnetts-Test
verglichen mit dem humanen hP2X4-Wildtyp: Signifikanz (*) der Abweichung
wurde angenommen, wenn p < 0,05; ** wenn p < 0,01; *** wenn p < 0,001
und **** wenn p < 0,0001.
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Abbildung 106: Calciumeinstrom- Experimente an der

hP2X/(P2X2)-Rezeptorchimdre c10.
Konzentrations- Wirkungskurven wvon Cibacron Blue an humanen P2XJ-,
P2X2-, und P2X}(P2X2)c10-Rezeptoren.
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Tabelle 36: Calciumeinstrom-Ezxperimente an hP2X/4(P2X2)-
Rezeptorchimdren.

Negative bzw. positive allosterische Modulation der humanen P2X/(P2X2)-
Rezeptorchimdren durch Cibacron Blue. Dargestellt sind die ICsy- bzw. die
ECs0-Werte £ SEM wvon Cibacron Blue. (Ergebnisse eines one-way Anova-
Testes mit nachfolgendem Dunnetts-Test verglichen mit dem humanen hP2X/-
Wildtyp: Signifikanz (*) der Abweichung wurde angenommen, wenn p < 0,05;
**wenn p < 0,01; *** wenn p < 0,001 und **** wenn p < 0,0001.)

Cibacron Blue
Rezeptor
1Cs5o = SEM [uM] ECso £ SEM [uM]
wt hP2X4 12,1+4,2 0,243 + 0,096
wt hP2X2 13,1+2,2 n.v
Chimaére c2-c5 8,99+1,16 n.v.
8,60 £ 0,63 0,530 £ 0,326
Chimare c7 23,6+1,4 n.v.
Chimare c8 20,3+8,0 n.v.
- 0,00476
Chimare c10 +0,00062%*** n.v.
n.v. nicht vorhanden
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11.2.3 Allosterische Modulation der P2X4(P2X2)-Chimaéire ¢10 durch An-

thrachinon-Derivate

Zur Bestétigung der hohen Affinitdt des Cibacron Blue an der Chimére ¢10 und zur
Analyse erster Struktur-Wirkungsbeziechungen (SAR) wurde eine Bibliothek weiterer
Anthrachinon-Derivate mit struktureller Verwandtschaft zum Cibacron Blue an dem
mutierten Rezeptor getestet. Die Verbindungen wurden entsprechend der Fragestel-
lungen ausgewahlt inwiefern das Ringsystem, das Vorhandensein von Sulfonatgruppen
bzw. anderer polarer Gruppen sowie der Linker zwischen Ring D und E die inhibitori-
schen Potenzen beeinflussen. Alle ausgewédhlten Verbindungen hemmten den chiméren
Rezeptor €10 mit 1C50-Werten im nanomolaren Bereich, wohingegen die Verbindungen
nur geringe inhibitorische Potenz am humanen P2X4-Rezeptor zeigten (vgl. Abb.
und Tab. [37| und . Die potentesten Verbindungen an der P2X4(P2X2)-Chimére c10
waren Cibacron Blue (IC509 0,00476 pM) und PSB-0739 (IC5¢ 0,00341 pM). Demnach
scheinen beide Sulfonat-Reste an den Ringen C und D fiir die hohe inhibitorische Akti-
vitdt der Verbindungen essentiell zu sein. Der Ring F in Cibacron Blue scheint dagegen
nicht notwendig zu sein. Detailliertere SAR werden im weiteren Verlauf des Kapitels

beschrieben.

Il hP2X4-Rezeptor
Il hP2X4(P2X2)cl0-Rezeptor

pICs, AQs

Abbildung 107: Calciumeinstrom-Experimente an der
hP2X4(P2X2)-Rezeptorchimdre c10.

Negative allosterische Modulation der humanen P2X4(P2X2)-Rezeptorchimdre
c10 und des humanen P2X/-Rezeptors durch eine Bibliothek an Anthrachinon-
Derivate. Dargestellt sind die pICso-Werte + SEM der Verbindungen.
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Tabelle 37: Calciumeinstrom-Ezxperimente an der hP2X/4(P2X2)-

Rezeptorchimadre c10.

Negative allosterische Modulation der humanen P2X4(P2X2)-Rezeptorchimdre
c10 und des humanen P2X/-Rezeptors durch eine Bibliothek an Anthrachinon-
Derivate. Dargestellt sind die 1C5y-Werte £ SEM der Verbindungen.

ICso + SEM [uM

Verbindung Struktur
wt hP2X4 P2X4(P2X2) c10
O NH,
25,2+0,7 0,0429
A0 O BN @ +0,0033
N
SO,NE
O NH
4O
A4l >10 >10
o HN\©\ :
N
O NH,
SO;Na
PSB-0739 “O >10 0,00341
O HN /@ +0,00049
N
SO3NE'
O NH,
SO3Na
YB059 O‘O 20,0 + 8,45 0,266
© “NQ/C'% +0,018
CHy
O NHy
O‘O SO3Na
YB3-1 O HN COH >10 0,0124
+0,0020
HN N Cl
&
Cl
O NH,
oo™
. cl 3,91 0,00476
Cibacron Blue I N)\IN £153 +0,00062
N)%N N
SO3NZH A SOzNa
O NH,
SOgNa
>10 0,0149 +0,0021

YB1-1 O HN
\©\SO3Na
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Tabelle 38: Calciumeinstrom-Ezxperimente an der hP2X4(P2X2)-
Rezeptorchimdre c10 (Teil 2)
Negative allosterische Modulation der humanen P2X4(P2X2)-Rezeptorchimdre
c10 und des humanen P2X/-Rezeptors durch eine Bibliothek an Anthrachinon-
Derivaten. Dargestellt sind die 1Csq-Werte £ SEM der Verbindungen.

ICs0 £ SEM [UM

Verbindung Struktur
wt hP2X4 P2X4(P2X2) c10
O NH,
SO;,Na
YB 21-1 O uN 210 0,274 + 0,029
© (38 £8)
HN N\ Cl
N'\fN
Cl
O NH,
o
Y8011 4,33+1,29 0,0619 +0,0103
[e] HN\©\
OH
0 NH,
SOSA
Y8012 3,28 £ 0,80 0,0448 +0,0073
o HN\©/OM3
0 NH,
SObA
YB 128 50,5 +27,3 0,273 + 0,044
] HN
O NH,
SO
YB 129 9,33+0,40 0,266 + 0,017
ERCRe
0O NH,
SO
YB 026 1,35+0,22 0,0922 + 0,021
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11.2.4 Charakterisierung der Anthrachinon-Bindungsstelle in der P2X4-
(P2X2)-Chimére c10

Nachfolgend stellte sich die Frage, warum die Anthrachinon-Derivate eine so hohe Af-
finitdt zu der Chimére c¢10 zeigten, wohingegen sie am humanen P2X4- und P2X2-
Rezeptor nur schwach aktiv waren. Zur Klarung dieser Frage wurde die bereits bekann-
te Bindungsstelle des Derivats PSB-0739 im P2Y13-Rezeptor detailliert betrachtet. In
Dockingstudien basierend auf der existierenden Kristallstruktur des humanen P2Ys-
Rezeptors162 und Interaktionsanalysen der Anthrachinon-Derivate mit dem P2Y2-Re-
zeptor konnten bereits K280 (Lys280) und R256 (Arg256) als Interaktionspartner der
Sulfonat-Gruppen der Verbindung PSB-0739 identifiziert werden (vgl. Abb. .

4.60
Asnt ?9 His187536

O HN [Leuz7673]
) &)
H

S03 Phe252°51

Asn191540
Arg2568-55

Abbildung 108: Docking von PSB-0739 in die Bindungsstelle am P2Yio-
Rezeptor (Abbildung Dr. V. Namasivayam,).

Ubertrigt man diese Kenntnisse der Bindungsstelle im P2Y2-Rezeptor auf den P2X4-
Rezeptor bzw. die P2X4(P2X2)-Chimére c¢10 kénnten die Aminoséurereste K78, R82
im Bereich vl sowie R301 und T307 (im wt hP2X4-Rezeptor E307) im Bereich v10

eine Bindungsstelle fiir Anthrachinon-Derivate bilden.
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Ubersicht

71 78 82 301 307
wt hP2X4 V1: VAVINTSKLGFRIW V10: EDLAGN_IIEQ Geringe Affinitat
Langerer Loop Intermolekulare Interaktion
wt hP2X2 V1: [ITISEHKV V10: IEING—T_‘IFT Geringe Affinitat
Kirzerer Loop Keine intermolekulare Interaktion
Chimdre C10 V1. VAVINTSKLGFRIW V10: EING—BTT Hohe Affinitat
Langerer Loop Keine intermolekulare Interaktion

Die Reste K78, R82, R301 und T307 sind moglicherweise
in die Interaktion mit den Anthrachinonderivaten involviert

EinfUhrung einer einzelnen Mutation in den hP2X4-Rezeptor

71 78 82 301 307
hP2X4 Mutante V1. VAVINTSKLGFRIW V10: RDLAGNTQ Erwartete
E307T b - Hohe Affinitét
Langerer Loop Keine intermolekulare Interaktion

Abbildung 109: Bindungsstellen-Hypothese fiir Anthrachinon-Derivate im
humanen P2X}-Rezeptor bzw. chimdaren P2X4(P2X2)-Rezeptor ¢10. Ange-
lehnt an Dr. V. Namasivayam.

Stattfindende bzw. unterbrochene intermolekulare Interaktionen zwischen R301 und
E307 im Bereich v10, sowie die Linge des Loops in v1 bilden méglicherweise die Grund-
lage fiir starke oder schwache Affinitdt der Anthrachinon-Derivate an den Rezeptoren
hP2X4, hP2X2 und P2X4(P2X2) (vgl. Abb. [109)). Fiir hohe Affinitéit wéire demnach
ein langer Loop in v1 und unterbrochene intermolekulare Interaktionen im Bereich v10
zwischen R301 und T307 notwendig. Zur Bestétigung dieser Hypothese wurde eine
Serie von Rezeptormutanten erstellt, exprimiert und charakterisiert. Dabei sollte die
Einfiihrung eines Threoninrestes in Position 307 des hP2X4-Wildtyp zu einer Zunahme
der Affinitat fithren. Zusétzlich sollte auch eine mogliche Beteiligung von P2X4Q308
und P2X4D302 durch Mutation beider Positionen untersucht werden. Synonym sollte
ein Austausch des Threonins in Position 306 der Chimére ¢10 zu einer Reduktion der
Affinitat fiihren. Ebenso sollte ein Austausch von Lysin in Position 78 bzw. von Arginin
in Position 82 in der Chimére c¢10 zu reduzierter Affinitdt fithren. Das experimentelle
Vorgehen und die Charakterisierung der Rezeptormutanten wurde bereits in Kapitel
beschrieben. Die Mutante P2X4(P2X2)c10R82A konnte bisher leider mit den vor-

handenen Mutageneseprimern nicht erhalten werden. Aus Zeitgriinden wurde auf die
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Definition neuer Primer und die erneute Mutagenese verzichtet.

11.2.5 Uberpriifung der Bindungsstellen-Hypothese anhand weiterer An-

thrachinon-Derivate

Zur Uberpriifung der Bindungsstelle-Hypothese wurden Konzentrations-Wirkungskur-
ven von Cibacron Blue an den P2X4E307T-, P2X4Q308T-, P2X4Q308A-,

P2X4D302I-, P2X4(P2X2)c10T306E- und P2X4(P2X2)c10K78A-Rezeptoren aufge-
nommen. Die Testergebnisse sind in Abb. dargestellt. Cibacron Blue zeigte signi-
fikant erhohte Potenz am P2X4E307T-Rezeptor (IC50 0,0178 pM) im Vergleich zum
wt hP2X4-Rezeptor. Am P2X4D302I-Rezeptor war die Potenz geringfiigig, aber signi-
fikant erhoht. Am P2X4Q308T-Rezeptor war keine signifikante Abweichung vom wt
hP2X4-Rezeptor zu erkennen, wiahrend Cibacron Blue an der P2X4Q308A-Mutante
keinen antagonistischen Effekt zeigte. An der P2X4(P2X2)-Chimére c10K78A war
der ICsp-Wert von Cibacron Blue signifikant reduziert, wihrend an der P2X4(P2X2)-

c10T306 E-Mutante nur eine geringfiigig reduzierte Potenz gemessen werden konnte.

109

Kkkk * * Kkkk

H H
SO;Na SO4Na

Cibachron Blue

Abbildung 110: Calciumeinstrom-Experimente an  P2X/-
Rezeptormutanten und P2X/(P2X2)c10-Rezeptormutanten.
Negative allosterische Modulation der P2X/-Rezeptormutanten bzw. der
P2X/(P2X2)c10-Rezeptormutanten durch Cibacron Blue. Dargestellt sind
die plCso-Werte = SEM der Verbindungen. (Ergebnisse eines one-way
Anova-Testes mit nachfolgendem Dunnetts-Test verglichen mit dem humanen
hP2X4-Wildtyp bzw. der P2X4(P2X2)-Chimare ¢10: Signifikanz (*) der
Abweichung wurde angenommen, wenn p < 0,05; ** wenn p < 0,01; ***
wenn p < 0,001 und **** wenn p < 0,0001.)

Zur Bestétigung der Ergebnisse wurden Konzentrations-Wirkungskurven von vier wei-
teren Anthrachinon-Analoga (A40, YB059, PSB-0739 und YB3-1) an den Rezeptormu-

tanten aufgenommen. Die Verbindungen wurden entsprechend ihrer hohen inhibitori-
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schen Potenz an der Chimére c10 bei gleichzeitiger struktureller Vielfalt ausgewéhlt.
Die Ergebnisse zeigen Tab. [39 und Abb.

Tabelle 39: Calciumeinstrom-Experimente an hP2X4- und
hP2X/(P2X2)c10-Rezeptormutanten.

Negative allosterische Modulation humaner P2X/- und P2X/(P2X2)c10-
Rezeptormutanten durch eine kleine Bibliothek an Anthrachinon-Derivaten.
Dargestellt sind die I1C5y-Werte £ SEM der Verbindungen. (Ergebnisse eines
one-way Anova-Testes mit nachfolgendem Dunnetts-Test verglichen mit dem
humanen hP2X/-Wildtyp bzw. der P2X}(P2X2)-Chimdre ¢10: Signifikanz
(*) der Abweichung wurde angenommen, wenn p < 0,05; ** wenn p < 0,01;
£ wenn p < 0,001 und **** wenn p < 0,0001.)

1Cs0 + SEM [uM], n=3-4

Verbindung hP2X4 hP2X4 hpP2Xx4 hP2X4 hpP2Xx4 :‘PF;Z)()(Z‘; c10 c10
E307T D302I Q308A | Q308T 10 T306E K78A
O NH,
CH3
25,3+ 0,180 17,2 14,9 18,8 0,0429 | 0,0674 | >10****
o m Q 0,8 +0,007 +7,6 +4,86 +5,40 | +0,0033 | +0,0169
N % %k %k k
SO,NE
A40
O NH,
SO;Na
>10 0,0353 11,4 >10 18,3 0,00341 | 0,00552 | >10%****

o m /@ +£0,0047 | +1,41%* +3,60%* + +
\Q\N % %k k

soNd 0,00049 | 0,00022
PSB-0739

O NH,

SO;Na

s

20,0 + 0,195 8,37 6,38 17,0 0,266 0,0898 | > 10****
o o 8,45 +0,014 +0,46 +1,85 +7,8 +0,018 | +0,0327
% %k %k k
CHs
YB059
O NH,
O‘O SO;Na
'Y >10 0,117 >10 >10 >10 0,0124 | 0,0315 | >10****
+0,018 +0,0020 | +0,0067
HNWN\N Cl * Kk ok
Y
Cl
YB3-1
O NH,
sogﬂ
N o, 13,1 0,0178 1,42 >10 10,4 0,00476 | 0,00974 | 110+
C[NH +2,2 | £0,0047 | +0,16* +1,3 + + 7,07%**x*
By ook 0,00062 | 0,0017*

)
cw)\l)\N
" SomNa

Cibacron Blue
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Abbildung 111: Calciumeinstrom-Experimente an  P2X/-
Rezeptormutanten und P2X/(P2X2)c10-Rezeptormutanten.
Negative allosterische Modulation der P2XJ-Rezeptormutanten bzw. der
P2X}(P2X2)c10-Rezeptormutanten durch eine Auswahl an Anthrachinon-
Derivaten. Dargestellt sind die plCso-Werte + SEM der Verbindungen.
(Ergebnisse eines one-way Anova-Testes mit nachfolgendem Dunnetts-Test
verglichen mit dem humanen hP2X4-Wildtyp bzw. der P2X4(P2X2)-Chimare
c10: Signifikanz (*) der Abweichung wurde angenommen, wenn p < 0,05; **
wenn p < 0,01; *** wenn p < 0,001 und **** wenn p < 0,0001.)
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Alle getesteten Verbindungen zeigten signifikant erhdhte inhibitorische Affinitdt zu
der Mutanten P2X4E307T und signifikant reduzierte inhibitorische Affinitdt zu der
Mutanten P2X4(P2X2)c10K78A. An den anderen Rezeptormutanten zeigten die Ver-
bindungen keine abweichenden Effekte verglichen mit dem P2X4-Rezeptor bzw. der
P2X4(P2X2)-Chimére c¢10. Einzige Ausnahme stellte die Verbindung PSB-0739 dar,
die auch an den Mutanten P2X4D302I und P2X4Q308T signifikant erhohte Potenz
zeigte. Jedoch waren die 1C59-Werte an beiden Rezeptoren mit 11,4 bzw. 18,3 uM ver-
héltnisméfig hoch, wiahrend die Verbindung mit einem ICgsg von 0,0353 uM an der
P2X4E307T-Mutanten 300- bis 500-fach affiner war.

11.2.6 Zusammenfassung und Diskussion

Die Einfithrung einer Mutation von Glutamin zu Threonin in Position 307 des huma-
nen P2X4-Rezeptors reicht aus, um eine hohe Affinitdt der Anthrachinon-Derivate zum
Rezeptor zu erzielen. Ebenso reicht eine Mutation der Position K78 zu Alanin in der
P2X4(P2X2)-Chiméren c10 aus, um die hohe Affinitét fiir Anthrachinon-Derivate zu
verlieren. Der Gegenbeweis, die Einfithrung einer Mutation von Threonin zur Glutamin
in Position 306, zeigte dagegen keine groflien Effekte. An diesem Rezeptor wére nach
der Bindungsstellen-Hypothese eine deutliche Reduktion der Affinitét erwartet worden.
Diese Abweichung kann damit erklart werden, dass der Sequenzbereich v10 im hP2X2-
Rezeptor gegeniiber dem humanen P2X4-Rezeptor um einen Aminoséurerest verkiirzt
ist. Demzufolge wurde beim Sequenzalignment ein Gap gesetzt (vgl. Abb. .

V10
hpP2X4 RDLAGNEQ
hP2X2 KING-TTT
hP2X4 (P2X2) KING-TTT

Abbildung 112: Sequenvariationsbereich vi0 in hP2X}-, hP2X2- und
hP2X4(P2X2)-Rezeptor.

Da an der besagten Stelle drei Threoninreste hintereinander liegen, besteht die Mog-
lichkeit, dass der Gap nicht an der korrekte Stellen gewdhlt wurde und demnach der
Jfalsche“ Threoninrest zu Glutamin mutiert wurde. Zur genaueren Uberpriifung soll-
ten in den anderen beiden Positionen (T305 und T307) jeweils Glutaminmutationen
eingefiigt werden und der Effekt auf die Anthrachinon-Affinitdt getestet werden. An
einer der beiden Mutanten sollte eine reduzierte Affinitdt der Verbindungen gemessen

werden.
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Die Ergebnisse aus Calciumeinstrom-Experimenten an P2X4- bzw. c10-Rezeptormu-
tanten bestitigen die Bindungsstellen-Hypothese, nach der die Reste K78 und T307 in

die Interaktion mit den Anthrachinon-Derivaten involviert sind.

155



ERGEBNISSE

11.3 Analyse der Struktur-Wirkungsbeziehungen von Anthrachinon-
Derivaten am hP2X4E307T-Rezeptor

Zur genaueren Analyse der Struktur-Wirkungsbeziehungen von Anthrachinon-Derivaten
an der hP2X4E307T-Mutante wurden weitere ausgewdhlte Verbindungen getestet. Die

Verbindungen wurden entsprechend der Fragestellungen ausgewéhlt inwiefern das Ring-

system, das Vorhandensein von Sulfonatgruppen bzw. anderer polarer Gruppen, eine

NHs-Gruppe in Position C1 an Ring C, sowie der Linker zwischen Ring D und E die

inhibitorischen Potenzen beeinflussen.
Im ersten Schritt wurde der generelle Aufbau des Ringsystems betrachtet (Abb.

und Tab. .

Das Ring-System

‘*‘O
O HN

N
SO,N3

PSB0739
9
®
SE 8-
w 5
o =
< ¢
c ™~ 7
2
3 w
<
o
a6
o
=
54
S
Q/\%
N4 N
Q% 0,\0

SO;Na
l l cl

OHN

‘”‘O

)\ o] HN
|
N N N
N N NH2

SO;Na SONa

Cibacron Blue

plCgsovon AQs an
hP2X4 E307T-Mutante

> Ring F ist fiir die Aktivitdit

nicht essentiell

Abbildung 113: Calciumeinstrom-Experimente

Rezeptor.

SO;Na

YB002

Ring E verbessert
die Potenz

*‘OSOSNE

NH,

)
*! l l SO;Na
\W 0 HN COH

\(

YB006

plCsovon AQs an
hP2X4 E307T-Mutante

> Ring sollte iiber para-
Position verkniipft sein

am P2X/E307T-

Negative allosterische Modulation des P2X4E307T-Rezeptors durch eine Aus-
wahl an Anthrachinon-Derivaten. Dargestellt sind die pICso- Werte der Verbin-
dungen + SEM. (Ergebnisse eines one-way Anova-Testes mit nachfolgendem
Dunnetts-Test verglichen mit dem humanen hP2X4-Wildtyp: Signifikanz (*)

der Abweichung wurde angenommen, wenn p < 0,05;

wenn p < 0,001 und **** wenn p < 0,0001.)

wenn p < 0,01; ***

Die beiden Verbindungen mit der héchsten Affinitdt zur hP2X4E307T-Mutanten wa-
ren PSB-0739 und Cibacron Blue, die den Rezeptor mit ICsy-Werten von 0,0353 bzw.
0,0178 uM hemmten. Die Einfiihrung eines Rings F in der Verbindung Cibacron Blue
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fiihrte zu einer minimal erhohten Potenz, jedoch war dieser Effekt nicht signifikant, wes-
halb davon ausgegangen werden kann, dass Ring F fiir die inhibitorische Aktivitat der
Anthrachinon-Derivate an der Rezeptormutanten nicht essentiell ist. Der Verlust des
Rings E in Verbindung YBO0O02 fithrt dagegen zu einer signifikant reduzierten Potenz.
Das Vorhandensein eines Rings E erhéht demnach die Aktivitdt am hP2X4E307T-
Rezeptor. Die Verkniipfung des Rings D mit Ring E tiber die meta-Position in Ver-
bindung YB3-1 scheint im Vergleich zur Verkniipfung iiber die para-Position zu einer
reduzierten Potenz zu fiithren. Allerdings liegen keine direkt vergleichbaren Verbindun-

gen vor um die Theorie weiter zu verfolgen.

Tabelle 40: Calciumeinstrom-FExzperimente am P2X/E307T-
Rezeptor.

Struktur- Wirkungsbeziehungen: Das Ringsystem. Negative allosterische
Modulation des P2X4E307T-Rezeptors durch eine Auswahl an Anthrachinon-
Derivaten. Dargestellt sind die 1C50-Werte der Verbindungen + SEM. - noch
nicht getestet.

Das Ringsystem

1C5o £ SEM [uM], n=3-4

Verbindung Struktur
hP2X4 hP2X4E307T P2X4(P2X2) c10
O NH,
SO;Na
B-i
o7 o >10 0,0353 + 0,0047 0,00341
o HN\Q\ /@ ’ - + 0,00049
N
SO,Na
O NH,

SOzNa
YB3-1
O‘O >10 0,117 + 0,018 0,0124

+0,0020

SO3Na
Cibacron Blue O‘O al 0,00476
+ ,0178 + 0,0047 ’
° )N\)\IN 12,1+4,2 0,0178 + 0,00 +0,00062

SO3Na
98e _ 0,139 £0,022

YB002
o HN\©:SO3N3
NH,
0 NH,
SOSA
+
YB003 R 0,362 + 0,084

SOCA
¥
YB006 R 0,123 +0,0257
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Als néchstes sollte der Einfluss und die Positionierung der Sulfonat-Gruppen untersucht

werden (vgl. Abb. und Tab. [41)).

Die Sulfonat-Gruppe an den Ringen Cund D

o NH, O NH, O NH, O NH,

A cope sogNa CHa CH3
oo oo e oo

H
SOaNg SO3Na

PSB-0739 YB026 A40 A4l
°] > Beide Sulfonat-Reste an Ring C

o R und Ring D sind essentiell fiir hohe
inhibitorische Aktivitdit.

74

piCsovon AQs an
hP2X4 E307T-Mutante

o » Mindestens einer der beiden

Sulfonat-Reste muss vorhanden
5 P S sein, sonst ist die Verbindung
&S © v v inaktiv.

Abbildung 114: Calciumeinstrom-Experimente am P2X/E307T-
Rezeptor.

Negative allosterische Modulation des P2X4E307T-Rezeptors durch eine Aus-
wahl an Anthrachinon-Derivaten. Dargestellt sind die pICso- Werte der Verbin-
dungen + SEM. (Ergebnisse eines one-way Anova-Testes mit nachfolgendem
Dunnetts-Test verglichen mit dem humanen hP2X4-Wildtyp: Signifikanz (*)
der Abweichung wurde angenommen, wenn p < 0,05; ** wenn p < 0,01; ***
wenn p < 0,001 und **** wenn p < 0,0001.)

Verglichen mit der Verbindung PSB-0739, die jeweils eine Sulfonatgruppe an den Rin-
gen C und D tragt, fiilhrte der Verlust einer der beiden Gruppen in Verbindung YB026
und A40 zu einer reduzierten Affinitdt. Bei Abwesenheit beider Sulfonate in A4l zeigt
die Verbindung am P2X4E307T-Rezeptor keine Aktivitdt mehr. Daraus ergibt sich,
dass das Vorhandensein zweier Sulfonatgruppen, jeweils einer an den Ringen C und
D, fiir die Affinitat wichtig ist. Das Vorhandensein einer der beiden Sulfonat-Reste ist

essentiell.
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Tabelle 41: Calciumeinstrom-Experimente am P2X,E307T-
Rezeptor.

Struktur- Wirkungsbeziehungen: Die Position der sauren Funktionen. Negative
allosterische Modulation des P2X4E307T-Rezeptors durch eine Auswahl an
Anthrachinon-Derivaten. Dargestellt sind die ICso-Werte der Verbindungen
+ SEM. - noch nicht getestet.

Die SOs;Na-Gruppe an den Ringen C und D

1C5o + SEM [uM], n=3-4

Verbindung Struktur
hP2X4
hP2X4 E307T P2X4(P2X2) c10

SO;Na
PSB-0739 O‘O >10 0,00341

0,0353 + 0,0047

O HN. ; i +0,00049

SOsN
I ‘ 0,164 + 0,042
1,350,22 0,0922 + 0,021

YB 026

SO;Na
Q0 0,0124
YB3-1 > 10 0,117 £ 0,018 £0,0020

SO;Na
YB 21-1 O‘O >10 0,274 + 0,029

0,115+ 0,035

O NH,
A40 S HN 25,3+0,8 0,180 + 0,007 ’
\@LN Q +0,0033
SO. Nt!
O NH
A4l O‘O >10 >10 >10

Des Weiteren wurde untersucht, ob die Sulfonat-Gruppen durch Carboxylat-Gruppen
bzw. durch andere polare Gruppen ersetzt werden konnen (vgl. Abb. und Tab.
. Wihrend der Austausch der beiden Sulfonat-Gruppen durch zwei Carboxylat-
Gruppen nur zu einer schwachen Reduktion der Affinitat fithrten (Verbindung PSB-
0704), fuhrte der Austausch einer der beiden Sulfonate in den Ringen C (LW25) und
D (ENA025) durch einen Hydroxymethyl-Rest zu einer reduzierten Affinitdt an der
P2X4E307T-Mutante. Demnach ist ein Ersatz der Sulfonatgruppen durch Carboxylat-
Gruppen -unter minimaler Reduktion der Affinitdt- moglich, jedoch nicht durch andere
polare Gruppen. Die Sulfonat-Gruppe in Position 2 (Ring C) scheint, betrachtet man
die Verbindung ENA25 im Vergleich zur Verbindung LW25, etwas stérker zur hohen
Affinitat beizutragen als die Sulfonat-Guppe am Ring D.
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Die Sulfonat-Gruppe an den Ringen Cund D

O NH,

Wllsoam
OO
N

SO,N

PSB-039

plCgsovon AQs an
hP2X4 E307T-Mutante

O NH,

COQH
o HN\Q\N /@

coH!
PSB-0704

Sulfonat am Ring C kann
durch Carboxylat ersetzt
werden, was nur zu
einer leichten
Reduzierung der
Aktivitdt fiihrt.

plCsovon AQs an
hP2X4 E307T-Mutante

0 NH,

*@‘OW

°”"I\1©
N
H
OH

ENA25

Sulfonat kann
nicht durch
andere polare,
ungeladene
funktionelle
Gruppen ersetzt
werden.

Abbildung 115: Calciumeinstrom-Experimente am P2X/E307T-

Rezeptor.

Negative allosterische Modulation des P2X4E307T-Rezeptors durch eine Aus-
wahl an Anthrachinon-Derivaten. Dargestellt sind die pICso- Werte der Verbin-
dungen + SEM. (Ergebnisse eines one-way Anova-Testes mit nachfolgendem
Dunnetts-Test verglichen mit dem humanen hP2X4-Wildtyp: Signifikanz (*)
der Abweichung wurde angenommen, wenn p < 0,05; ** wenn p < 0,01; ***

wenn p < 0,001 und **** wenn p < 0,0001.)
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Tabelle 42: Calciumeinstrom-Experimente am P2X,E307T-
Rezeptor.

Struktur- Wirkungsbeziehungen: FEinfithrung polarer Gruppen. Negative al-
losterische Modulation des P2X,E307T-Rezeptors durch eine Auswahl an
Anthrachinon-Derivaten. Dargestellt sind die ICso-Werte der Verbindungen
+ SEM. #: n=1, in Duplikaten. - noch nicht getestet.

Austausch von Sulfonat- durch polare Gruppen

ICso £ SEM [uM], n=3-4

Verbindung Struktur
hP2X4 P2X4E307T P2X4(P2X2) c10

SO;Na
YB3-1 O‘O >10 0,117 +£ 0,018 0,0124 + 0,0020

YB1-1 o HN\Q\ >10 0,168 + 0,008 0,0149 + 0,0021
SOsNa

LW25 >10 0,233 £ 0,039 -

NH,
CO,H
9es
(PSB-0704) © ”“@N Q

- 0,0724 +0,0102 -

SO;Na
YB 011 O‘O 4,33+1,29 0,289 + 0,044 0,0619 + 0,0103

SO;3;Na
Y8012 O‘O 3,28 + 0,80 0,204 + 0,027 0,0448 + 0,0073

ENA025

o Hm; Q 5,94* 0,116 + 0,0083 -
H
H
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NH,-Linker als Verkntipfung fiir Ring D und E

O NH, O NH,

)
O HN N__N._Cl O HN
T 0

COH Gl SO;Na
YB3-1 YB030

6-
$ 3 * NH,-Linker kann durch
SE andere Verkniipfungen
:g w (z.B. Ether-Linker) ersetzt
= X -
=g ° werden.

6

@0«@ *Q)Q%Q

Abbildung 116: Calciumeinstrom-Experimente am P2X,E307T-
Rezeptor.

Negative allosterische Modulation des P2X4E307T-Rezeptors durch eine Aus-
wahl an Anthrachinon-Derivaten. Dargestellt sind die pICso- Werte der Verbin-
dungen + SEM. (Ergebnisse eines one-way Anova-Testes mit nachfolgendem
Dunnetts-Test verglichen mit dem humanen hP2X4-Wildtyp: Signifikanz (*)
der Abweichung wurde angenommen, wenn p < 0,05; ** wenn p < 0,01; ***
wenn p < 0,001 und **** wenn p < 0,0001.)

Im néchsten Schritt wurde die Verkniipfung des Ringes D mit dem Ring E untersucht
(vgl. Abb. und Tab. . Dabei sollten die Frage geklért werden, ob die Amino-
Gruppe zwischen Ring D und E durch andere Strukturen ersetzt werden kann. Die
Einfiihrung einer Ether- anstelle der Amino-Gruppe fiihrte zu keiner Verdnderung der
Affinitat zwischen den Verbindungen PSB-0739 und YB030. Diese Ergebnisse zeigen,
dass die Aminogruppe durch andere Linker austauschbar ist. Beziiglich der Positio-
nierung des Linkers zwischen Ring D und E konnte keine definitive Aussage getroffen

werden, da keine direkt miteinander vergleichbaren Verbindungen existieren.
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Tabelle 43: Calciumeinstrom-Experimente am P2X,E307T-
Rezeptor.

Negative allosterische Modulation des P2X4E307T-Rezeptors durch eine
Auswahl an Anthrachinon-Derivaten. Dargestellt sind die IC5o-Werte der
Verbindungen £ SEM. - noch nicht getestet.

NH-Linker zwischen den Ringen D und E

ICso = SEM [uM], n=3-4
Verbindung Struktur

hP2X4
E307T

hP2X4 P2X4(P2X2) c10

NH,
SO:Na
PSB-0739 O‘O

Lo >10 0,0353 +0,0047 0,00341 + 0,00049

SO;Na
YB3-1 98 3

[ >10 0,117 £ 0,018 0,0124 + 0,0020

YB030 - 0,0396 + 0,0876 -

SO;3Na
veo0s SOCH

- 0,123 +0,0257 -

Q™
Lw23

- >10 -
o) HN\©/OMe
NH, Gruppe in Position 1 1Cso = SEM [uM], n=3-4
Verbindung Struktur hP2X4 P2X4E307T P2X4(P2X2) c10
[e]
A -SOzH
|
. Z
1-des-Amino 11,4 £0,3 0,0404 + 0,0090 ;

YB039 0 HN\Q\ @
N
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NH, an Ring C (an C1)
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Abbildung 117: Calciumeinstrom-Experimente am P2X/E307T-
Rezeptor.

Negative allosterische Modulation des P2X4E307T-Rezeptors durch eine Aus-
wahl an Anthrachinon-Derivaten. Dargestellt sind die pICso- Werte der Verbin-
dungen + SEM. (Ergebnisse eines one-way Anova-Testes mit nachfolgendem
Dunnetts-Test verglichen mit dem humanen hP2X4-Wildtyp: Signifikanz (*)
der Abweichung wurde angenommen, wenn p < 0,05; ** wenn p < 0,01; ***
wenn p < 0,001 und **** wenn p < 0,0001.)

Vergleicht man die Affinitdten der Verbindungen PSB-0739 und des-Amino-YB039
(Abb. und Tab. zeigt sich, dass die Amino-Gruppe in Position 1 des Rin-
ges C nicht essentiell ist. Die Verbindungen hemmten die P2X4E307T-Mutante mit

gleicher Potenz.

Zur Vervollstindigung des Gesamtbildes wurden weitere Verbindungen mit unsubsti-
tutiertem Ring D, Carboxylat- anstatt Sulfonat-Gruppe in para-Position oder ortho-
Position an Ring D, aromatischer Verkniipfung der Ringe D und E sowie unterschied-
lichen polaren Gruppen in meta-Position an Ring D getestet (Tab. . Alle Verbin-
dungen zeigten miteinander vergleichbare inhibitorische Potenzen, die deutlich geringer

ausgepragt waren als die Potenz von PSB-0739.
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Tabelle 44:
Rezeptor.
Negative allosterische Modulation des P2X4E307T-Rezeptors durch eine
Auswahl an Anthrachinon-Derivaten. Dargestellt sind die IC5o-Werte der
Verbindungen £ SEM. - noch nicht getestet.

Calciumeinstrom-Ezxperimente am P2X,E307T-

Ergéinzende Verbindungen

1Cso £ SEM [uM], n=3-4

Verbindung

hP2X4

P2X4E307T

P2X4(P2X2) 10

YB025

YB005

YB008

YB044

YB137

YB041

0,176 + 0,040

0,325 + 0,029

0,231 + 0,045

0,220 + 0,028

0,176 + 0,040

0,282 + 0,029
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Tabelle 45: Selektivitdit wvon Anthrachinon-Derivaten an der
hP2X4E307T-Mutante gegeniiber P2Y-Rezeptoren

Ergebnisse von Calciumeinstrom- bzw. B-Arrestin- und cAMP-FEzxperimenten.
Dargestellt sind die ICso- Werte der Verbindungen + SEM. #: n=1 in Dupli-
katen. - noch nicht getestet.

Rezeptor hP2X4 hP2X4E30T hP2Y1 hP2Y4 hP2Y12
Assa Calcium Calcium Calcium Calcium R-Arrestin cAMP
4 influx influx influx influx
Verbindung 1Cso £ SEM [uM], n=3-5 1Cso £ SEM [uM], n=3-5
0 NHy T
PSB-0739 @e soaa >10 0,0353 + - 562+1,76 0,0613 +
T P 0,0047 0,0196
u El
o]
dA-YB039 ’ 11,4+0,3 0,0404 + - 2,98" 0,199 + 0,716
° ““Q @ 0,0090 0,039 0,240
N
O NH,
COH
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Vergleicht man die Ergebnisse der affinsten Verbindungen PSB-0739, des-Amino-YB039
und PSB-0704 am P2X4E307T-Rezeptor mit denen an den P2Y-Rezeptoren, zeigt sich
eine 20-60-fache Selektivitdt der Verbindung PSB-0704 fiir die P2X4E307T-Mutante
(vgl. Tabelle . Die zukiinftige Synthese eines Des-Amino-Derivates von PSB-0704
kénnte eventuell dazu beitragen die Selektivitit gegeniiber den P2Y-Rezeptoren weiter
zu erhohen. Im Gegensatz zu den P2Y-Rezeptoren ist das Vorhandensein der Ami-
nogruppe an Ring C fiir hohe inhibitorische Potenz am P2X4E307T-Rezeptor nicht

notwendig.
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11.4 Docking-Experimente

Zur Analyse und Veranschaulichung der Bindungsstelle wurde das Anthrachinon-Derivat
PSB-0739 in das Homologie-Modell des humanen P2X4-Rezeptors im geschlossenen, in-
aktiven Zustand gedockt. Abbildung[118]zeigt die Aufsicht auf das humane P2X4E307T-
Rezeptortrimer. Die einzelnen Monomere sind in hellgriin, hellblau und gelb dargestellt.
Die Verbindung PSB-0739 ist in die Bindungsstelle zwischen den variablen Regionen
vl (orange) und v10 (blau) gedockt.

o
ERCwC

30,M3

PSB-0739

Abbildung 118: Aufsicht auf die das hP2X4E307T-Trimer mit dem gedockten
PSB-0739. Die farblich gekennzeichneten Bereiche v1 (orange) und v10 (blaw)
zeigen die Anthrachinon-Bindungsstelle (Abb. Dr. V. Namasivayam.

Abbildung [TT9] A zeigt die Orientierung der Verbindung PSB-0739 innerhalb der Bin-
dungsstelle zwischen den Aminoséureresten der Bereiche v1 und v10. In Abbildung[TT9]
B ist ein detailliertes Interaktionsdiagramm der Aminoséurereste mit dem Anthrachinon-
Derivat PSB-0739 abgebildet. Daraus ergibt sich, dass die Aminosidurereste K78 und
R301 mit den Sulfonat am Ring D interagieren, wihrend die Reste R82 und T307
(E307 im wt hP2X4-Rezeptor) mit dem Sulfonsidure-Rest an Ring C interagieren. Die

Ergebnisse werden durch die vorliegenden Mutagenese-Daten gestiitzt.
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Asp
A88

Abbildung 119: (A) PSB-0739 innerhalb der Bindungsstelle zwischen vl und
v10 mit benachbarten Aminosdureresten. (B) Interaktionsdiagramm von PSB-
0739 und Aminosduren-Resten (Abb. Dr. V. Namasivayam,).
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Abbildung [120] zeigt eine Oberflichendarstellung des humanen P2X4E307T-Trimers
sowie eine Nahansicht der Anthrachinon-Bindungsstelle mit gedocktem PSB-0739 zwi-
schen v1 (orange) und v10 (blau). Die Position der ATP-Bindungsstelle ist rot gekenn-

zeichnet.

il . .ATP-
,@lndungssielle

Anthrachinon-
Bindungsstelle
(Aufsicht)

Abbildung 120: Oberfiichendarstellung des humanen P2X4E307T-Trimers
und Nahansicht der Anthrachinon-Bindungsstelle innerhalb der Bereiche vl
(orange) und v10 (blau) von oben betrachtet (Abb. Dr. V. Namasivayam,).

Die variablen Bereiche v1 und v10 liegen in Ndahe der ATP-Bindungsstelle, auch wenn
keine Aminosdurereste innerhalb dieser Bereiche direkt an der ATP-Bindung beteiligt

sind.

11.5 Zusammenfassung

Anhand der Bildung von P2X4(P2X2)-Rezeptorchiméren ist es gelungen, eine allosteri-
sche Bindungsstelle fiir Anthrachinon-Derivate innerhalb des Sequenzbereiches v10 (vgl.
Abb. zu identifizieren. An der entsprechenden Rezeptorchimére P2X4(P2X2)c10,
jedoch nicht an den anderen chiméren P2X4(P2X2)-Rezeptoren, zeigten Cibachron
Blue und verwandte Derivate eine gegeniiber den humanen P2X4- und P2X2-Rezeptoren

vielfach erhohte Potenz mit ICsg-Werten im niedrigen nanomolaren Bereich.
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Abbildung 121: Delfin-artige Darstellung des humanen P2X4-Monomers mit
farbig gekennzeichneten Bereichen v1-v10 (Abb. Namasivayam)

Die potentesten Verbindungen stellten PSB-0739 (IC5¢ 0,00341 M) und Cibacron Blue
(IC50 0.00476 M) dar (Abb. [[22).

2

NH
4O
Cl
HN
HN ° N)\ |N
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H H

H SOzNa SO3Na
SOgNa

PSB-0739 Cibachron Blue

0]
0]

Abbildung 122: Chemische Struktur der allosterischen Antagonisten PSB-
0379 und Cibacron Blue an der P2X4(P2X2)c10-Chimdare.

Unter Betrachtung eines Homologie-Modells des humanen P2X4-Rezeptors und darauf
basierender zielgerichtete Mutagenese war es moglich, an der Bindungsstelle beteiligte
Aminoséurereste im Bereich vl (R82, K78) und v10 (R301, T307) zu identifizieren. Die
Lénge des Loops in vl sowie die Abwesenheit intermolekularen Interaktionen zwischen
R301 und T307 sind dabei urséchlich fiir die hohe Aktivitdt an dem chiméren Rezeptor

10 (Abb. [[23).
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Ubersicht

71 78 82 301 307
wt hP2X4 V1: VAVINTSKLGFRIW V10: EDLAGN_IIEQ Geringe Affinitat
Langerer Loop Intermolekulare Interaktion
wt hP2X2 V1: [ITISEHKV V10: IEING—T_‘IFT Geringe Affinitat
Kirzerer Loop Keine intermolekulare Interaktion
Chimdre C10 V1: VAVINTSKLGFRIW V10: EING—BTT Hohe Affinitat
Langerer Loop Keine intermolekulare Interaktion

Die Reste K78, R82, R301 und T307 sind moglicherweise
in die Interaktion mit den Anthrachinonderivaten involviert

EinfUhrung einer einzelnen Mutation in den hP2X4-Rezeptor

71 78 82 301 307
hP2X4 Mutante V1. VAVINTSKLGFRIW V10: RDLAGNTQ Erwartete
E307T b == Hohe Affinitét
Langerer Loop Keine intermolekulare Interaktion

Abbildung 123: Ubersicht zur Erkldrung der erhéhten Anthrachinon-
Affinitit an P2X4(P2X2)-Chimdre ¢10 im Vergleich zu den humanen P2X/-
und P2X2-Rezeptoren (modifiziert nach Dr. V. Namasivayam).

Dartiber hinaus ermoglichten diese Erkenntnisse durch die Einfiithrung einer einzelnen
Mutation zu Threonin in Position 307 des humanen P2X4-Rezeptors, die hohe Affinitat
der Anthrachinon-Derivate an der Chimére ¢10 auch im hP2X4-Rezeptor zu simulie-
ren. Damit steht fiir tiefergehende Versuche (z.B. der Losung einer Kristallstruktur)
eine Bibliothek von Verbindungen als Werkzeuge zur Verfiigung, die den groflen Vorteil
aufweisen, wasserloslich zu sein.

Eine Analyse der Struktur-Wirkungsbeziehungen der Anthrachinon-Bibliothek an der
P2X4E307T-Mutante konnte Aufschliisse iiber relevante Strukturbestandteile und ele-
mentare funktionelle Gruppen liefern (vgl. Abb. .
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Nicht erforderlich

PSB-0739
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durch Carboxylat
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essentiell, ersetzbar
durch Carboxylat

Abbildung 124: Struktur- Wirkungsbeziehungen von Anthrachinon-Derivaten
am ES07TTP2X)-Rezeptor.

Mit der Verbindung PSB-0704 (Abb. konnte dariiber hinaus eine gegeniiber den
P2Y-Rezeptoren 20-60-fach selektive Verbindung identifiziert werden, die als Basis fiir
weitere Synthesen dienen kénnte, beispielsweise des Des-Amino-Derivat von PSB-0704.
Diese Verbindung kénnte die Selektivitét flir die P2X4E307T-Mutante gegeniiber den

P2Y-Rezeptoren weiter erhchen.

O NH,
4909
TCLO)
N

PSB-0704
Co,H"

Abbildung 125: Chemische Struktur des allosterischen Antagonisten PSB-
0704.

Die Identifizierung einer weiteren allosterischen Bindungsstelle fiir Anthrachinonderi-
vate, in den Bereichen v1 und v10, liefert erneut einen Hinweis auf das Vorhandensein
multipler allosterischer Bindungsstellen im extrazelluldren Bereich des humanen P2X4-

Rezeptors.
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12 Zusammenfassung und Ausblick

P2X-Rezeptoren stehen aufgrund ihrer Beteiligung an zahlreichen (patho)physiolo-
gischen Prozessen wie der Wahrnehmung von Schmerz, entziindlichen Verdnderungen
oder Krebs als Zielstrukturen fiir potentielle neue Wirkstoffe im Fokus der Forschung.
Der P2X4-Rezeptor gilt aufgrund seiner hohen Expression in spinalen Microglia-Zellen,
die mit neuropathischem Schmerz assoziiert werden, als vielversprechende Arzneimittel-
Zielstruktur.®? Die Blockade sowie der Knockout von P2X4-Rezeptoren fiihrte zu deut-
lich reduzierten neuropathischen Schmerzzustinden.®® Die Aktivierung von P2X4-Re-
zeptoren gilt dagegen als neue Strategie in der Therapie der Alkoholabhingigkeit. 4373
Ethanol wirkt als allosterischer Antagonist des P2X4-Rezeptors und der Missbrauch von
Alkohol fithrte im Ratten-Modell zu einer reduzierten P2X4-Rezeptor-Genexpression. ™
Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Mechanismen der allosterischen Modulation des
P2X4-Rezeptors zu verstehen und die relevante(n) Bindungsstelle(n) bekannter und
neuer allosterischer Modulatoren zu identifizieren, um damit eine verbesserte Basis fiir
die Entwicklung neuer, potenter und selektiver positiver und negativer allosterischer
P2X4-Rezeptor-Modulatoren (PAMs und NAMSs) zu schaffen.

12.1 Mutagenesestudien am humanen P2X4-Rezeptor

Im Rahmen dieser Doktorarbeit konnte die Klonierung und Herstellung stabil transfi-
zierter humaner P2X4-Rezeptor Zell-Linien erfolgreich durchgefithrt werden. Es konn-
ten neben dem humanen P2X4-Rezeptorwildtyp sieben chimére P2X4(P2X2)-Rezeptor
Zell-Linien (c1, ¢2-c5, ¢6, c7, ¢8, ¢9 und c10), acht humane P2X4-Rezeptormutanten
im Bereich der variablen Doménen v2-v5 (D121A, K127A, D129A, S131A, T133A,
G138A, H140A und N142A), vier P2X4-Rezeptormutanten innerhalb des variablen
Bereichs v10 (D302I, E307T, Q308A, Q308T) sowie zwei Mutanten der Chimére
cl0 (T306E und K78A) generiert werden. Mit Ausnahme der beiden Chiméren c1
und c9 waren alle Rezeptoren funktionell. Eine Ubersicht zeigt Abbildung Die
Sensitivitdt der c1- und c9-Chiméren gegeniiber dem PAM Ivermectin, die fiir P2X4-
Rezeptoren typisch ist, bestétigte die grundsétzliche Expression der beiden Rezeptoren
die in Abwesenheit von Ivermectin kaum aktivierbar waren. Zukiinftige Radioligand-
Bindungsstudien mit [**SJATP~S kénnten méglicherweise kldren, ob und inwiefern die
ATP-Bindung an die Chiméren c1 und ¢9 beeintriachtigt ist.
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Innerhalb v10 in P2X4R:
D302l

E307T

v10 Q308A

Q308T

Innerhalb v2-v5 in
P2X4R:
D121A
K127A
D129A
S131A
T133A
G138A
H140A
N142A

Innerhalb v10 in
Chiméare c10: T306E

Innerhalb v1 in Chimare
c10: K78A

Abbildung 126: Darstellung des humanen P2X/-Rezeptormonomers im
ATP-gebundenen Zustand mit den farbig gekennzeichneten variablen Berei-
chen v1-v10, die in den chimdren Rezeptoren cI1-c10 gegen die entsprechenden
Sequenzen des humanen P2X2-Rezeptors ausgetauscht wurden. Die vorhan-
denen P2X/-Rezeptormutanten bzw. Mutanten der Chimdre c10 sind in den
Kdsten notiert und deren Lokalisierung ist farblich dem entsprechenden Rezep-
torbereich (vi-v10) zugeordnet.

12.2 Charakterisierung allosterischer Bindungsstellen neuer P2X4-
Rezeptorantagonisten

Die Untersuchung der allosterischen Antagonisten der Strukturklasse SKI an allen
funktionellen P2X4(P2X2)-Rezeptorchiméren ergab, dass Aminoséurereste der drei va-
riablen Regionen v6, v7 und v8 an der Bindungstelle beteiligt sein kénnten. Fiir de-
tailliertere Untersuchungen miissten weitere Verbindungen der Strukturklasse an den
entsprechenden Rezeptoren getestet werden. Zur Bestitigung der Ergebnisse wéren
dariiber hinaus Radioligand-Bindungsstudien hilfreich. Ein Radioligand der entspre-
chenden Strukturklasse ist zum momentanen Zeitpunkt noch in der Entwicklung. Auch
die Herstellung weiterer Chiméren (P2X2(P2X4)v6, P2X2(P2X4)v7, P2X2(P2X4)v8)
wére sinnvoll, mit denen man untersuchen kénnte, ob sich die Sensitivitit des humanen
P2X2-Rezeptors fir die Antagonisten durch den Austausch gegen die entsprechenden
P2X4-Rezeptor-Sequenzen erhéhen lasst.
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Untersuchungen der Strukturklasse SKII ergaben keine klaren Ergebnisse in Bezug
auf potentielle Bindungsstellen. Wahrend die Leitverbindung eine 10-fach niedrigere
Potenz an der Chiméaren c2-c5 zeigte, konnte mit anderen Verbindungen der Klasse
diese Interaktion nicht bestdtigt werden. An innerhalb des variablen Bereichs v2-v5
vorhandenen P2X4-Rezeptormutanten konnten allenfalls schwache Effekte gemessen

werden.

Fir die Strukturklasse SKIII konnten bisher keine Bindungsstellen identifiziert wer-
den. Interaktionen mit den variablen Regionen v2-v5, v6, v7, v8 und v10 wurden nicht

festgestellt.

Interaktionen mit den variablen Regionen v1 und v9 kénnen bisher fiir keine der Struk-
turklassen ausgeschlossen werden. Da der Calcium-Einstrom-Assay die Funktionalitét
des Rezeptors voraussetzt, war eine Testung der Verbindungen an den Rezeptoren cl
und c9 bisher nicht moglich. Eventuell konnte eine zukiinftige Strategie die Vorinku-
bation der Rezeptoren mit dem PAM Ivermectin darstellen; anschlieffend kénnte der
Effekt der Antagonisten auf den durch Ivermectin potenzierten ATP-Effekt gemessen

werden.

12.3 Charakterisierung allosterischer Bindungsstellen bekannter P2X4-
Rezeptor-Modulatoren

Der allosterische Antagonist Paroxetin (Abb. [127)) zeigte am humanen P2X4-Rezeptor
und an allen funktionellen P2X4(P2X2)-Rezeptoren dhnliche inhibitorische Potenzen.

ZT

O/\O
plCso (Paroxetin)
i

Abbildung 127: Chemische Struktur und inhibitorische Potenzen des alloste-
rischen Antagonisten Parozetin an chimdaren P2X/4(P2X2)-Rezeptoren im Ver-
gleich zum wt hP2X)-Rezeptor.

Paroxetin geht demnach keine Interaktionen mit den variablen Regionen v2-v5, v6, v7,
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v8 und v10 ein. Die Lage der Bindungsstelle ist weiterhin unbekannt.

Im Gegensatz dazu konnten drei variable Regionen (v6, v7 und v8) identifiziert werden,
die vermutlich eine Rolle bei der positiven allosterischen Modulation durch Ivermectin
(Abb. spielen. An den betreffenden Rezeptoren ¢6, ¢7 und ¢8 kam es anstatt zur
Potenzierung durch Ivermectin zur Inhibition. Diese Ergebnisse deuten auf das Vorhan-
densein mehrerer Bindungsstellen fiir Ivermectin hin, die jeweils hemmende bzw. poten-
zierende Effekte vermitteln. Zur endgiiltigen Festlegung der an den Wechselwirkungen
mit Ivermectin beteiligten Aminosédurereste wéren weitere experimentelle Studien, bei-
spielsweise in Form von zielgerichteter Mutagenese (Asn208, 11209, Thr223, Phe225,
Leu269 und Leu271) innerhalb der Bereiche v6, v7 und v8 oder auch die Bildung ge-
gensétzlicher Rezeptor-Chiméren (v6, v7 und v8 aus dem humanen P2X4-Rezeptor in
den humanen P2X2-Rezeptor einsetzen) hilfreich.

Rezeptoren die durch Rezeptoren die durch
Ivermectin potentiert werden Ivermectin inhibiert werden

8 -

pICs,

Abbildung 128: Struktur und positive bzw. negative modulatorische Po-
tenzen des allosterischen Modulators Ivermectin an chimdaren P2X/(P2X2)-
Rezeptoren im Vergleich zum wt hP2X/-Rezeptor.

Der gegeniiber anderen P2X-Subtypen selektive allosterische Antagonist BX430 (Abb.
129)) zeigte wie Ivermectin ebenfalls Wechselwirkungen mit Aminoséureresten der va-

riablen Region v6.
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Abbildung 129: Chemische Struktur und inhibitorische Potenzen des al-
losterischen P2X/-Rezeptor-Antagonisten BX430 an chimdren P2X/(P2X2)-
Rezeptoren im Vergleich zum wt hP2X/-Rezeptor.
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An der Chiméren c6 zeigte sich eine 50-fache Erhohung des 1C59-Wertes der Verbin-
dung. Durch Docking-Studien konnte Ile 209 in der variablen Region v6 als wichtigster
Aminosédurerest fir die Bindung von BX430 im humanen P2X4-Rezeptor identifiziert
werden. An P2X4-Rezeptoren der Ratte und der Maus war BX430 deutlich weniger
potent. Die 1C50-Werte waren 40-fach erhoht am Rattenrezeptor und 4-fach am Re-
zeptor der Maus. Ein Alignment der variablen Region v6 der P2X4-Rezeptoren von
Maus, Ratte und Mensch ergab einen Unterschied in einem einzigen Aminosiurerest.
Der Threoninrest im humanen P2X4-Rezeptor ist in den P2X4-Rezeptoren von Maus
und Ratte gegen einen Serinrest ausgetauscht. Dies konnte eine Erklarung dafiir liefern,
warum die inhibitorische Potenz von BX430 an den Nagetierrezeptoren im Vergleich
zum humanen P2X4-Rezeptor reduziert ist. Genaueren Aufschluss kann die Mutage-
nese der Position 212 im humanen P2X4-Rezeptor von Threonin zu Serin geben und

umgekehrt in den Nagetier-Rezeptoren von Serin zu Threonin.

Interaktionen von Aminosdureresten im variablen Bereich v2-v5 der Rezeptor-Kopfdo-
méne mit Metallkationen konnten nur fiir Zn?* bestétigt werden, wobei die Richtung
der allosterischen Modulation am humanen P2X4-Rezeptor, entgegen der am Ratten-
rezeptor, ausschliefllich hemmend war. Insbesondere die Aminosidurereste K127, N142
und G138 scheinen in die Interaktion mit Zn?* involviert zu sein, wobei eine direkte
Interaktion mit N142 und G138 unwahrscheinlich ist, da die entsprechenden Ami-
nosaurereste nach dem HSAB-Konzept keine besondere Préferenz fiir Zink-Kationen
besitzen. Erginzend sind Interaktionen mit der variablen Region v6 wahrscheinlich.
Eine direkte Interaktion von Zn?T-Kationen mit Lysinresten bei der Vermittlung ei-
ner negativen allosterischen Modulation ist dagegegen méglich.™ Es konnten keine

Interaktionen der Kopfdoméne mit Cu?t-Kationen festgestellt werden.
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Abbildung 130: Snake-like-Plot des humanen P2X/-Rezeptors. Die Kopfdo-
mdne, die in der Chimdre c2-cH gegen die entsprechende Sequenz des humanen
P2X2-Rezeptors ausgetauscht wurde, ist farblich in pink gekennzeichnet. Blau
eingefirbte Aminosdiurereste scheinen an der Interaktion mit Zn®T-Kationen
beteiligt zu sein.

Eine neue allosterische Bindungsstelle konnte innerhalb der variablen Bereiche v1 und
v10 identifiziert werden. Hier binden die an humanen P2X2- und P2X4-Rezeptoren rela-
tiv schwach wirksamen Anthrachinon-Derivate. An der Rezeptorchimére P2X4(P2X2)-
c10 zeigten Cibachron Blue und verwandte Derivate deutlich erhéhte Potenzen mit
IC50-Werten teilweise im niedrigen nanomolaren Bereich. Die potentesten Verbindun-
gen stellten PSB-0739 (ICs9 0,00341 pM) und Cibacron Blue (ICs9 0,00476 pM) dar

(Abb. [I31).
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Abbildung 131: Chemische Strukturen der allosterischen Antagonisten PSB-
0379 und Cibacron Blue.

Computersimulationen und darauf basierende zielgerichtete Mutagenese ermoglichten
die Identifizierung der an der Bindungsstelle beteiligten Aminoséurereste in den Berei-
chen vl (R82, K78) und v10 (R301, T307). Danach erscheinen die Lénge des Loops
in vl sowie die Abwesenheit intermolekularer Interaktionen zwischen R301 und T307
als urséchlich fiir die hohe Aktivitdt an dem chiméren Rezeptor ¢10. Die Einfithrung
einer einzelnen Mutation zu Threonin in Position 307 des humanen P2X4-Rezeptors
lieferte einen Rezeptor mit hoher Cibacron Blue-Affinitat. Fiir weiterfithrende Projek-
te, z.B. die Losung einer Kristallstruktur des P2X4-Rezeptors im Komplex mit einem
allosterischen Liganden, stehen damit zahlreiche potente und wasserlosliche Verbindun-

gen zur Verfiigung.

Eine Analyse der Struktur-Wirkungsbeziehungen an der P2X4E307T-Mutante ergab
Erkenntnisse iiber relevante Strukturbestandteile und fiihrte zur Identifizierung ei-
ner Verbindung (PSB-0704, Abb. , die 20-60-fache Selektivitéit gegeniiber P2Y-

Rezeptoren zeigte. Interessant wére zukiinftig die Synthese des Des-Amino-Derivats von

hP2X4E30T : IC,,0,0724 + 0,0102 uM

O NH,
CO.H hP2Y, : 1C;,4,48 uMP
O‘O hP2Y, : IC;, 1,47 + 0,06° uM
IC;, 1,68 + 0,46 uM

hP2Y,, : 1C;1,30 + 0,52¢ uM

O HN
/@ aR-Arrestin, P Calciumeinstrom, ¢ cAMP
N

PSB-0704
CO,H

Abbildung 132: Chemische Struktur und Potenzen des allosterischen Ant-
agonisten PSB-0704 an der Mutante hP2X4E307T im Vergleich zu den hP2Y-
Rezeptoren.

PSB-0704 (Abb. [133]) mit der Moglichkeit zur weiteren Erhohung der Selektivitat, da
die Aminogruppe fiir die Bindung an den P2X4-Rezeptor, im Gegensatz zur Bindung
an die P2Y-Rezeptoren, nicht erforderlich ist.
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Abbildung 133: Chemische Struktur des Des-Amino-Derivats von PSB-
0704.

Interaktionen mit den variablen Regionen v1 und v9 konnten bisher aufgrund der feh-

lenden Funktionalitdt der entsprechenden Rezeptorchiméren nicht untersucht werden.

12.4 Fazit

Durch Herstellung und Untersuchung von P2X4(P2X2)-Rezeptorchiméren und mit Hil-
fe von zielgerichteter Mutagenese ist es gelungen, allosterische Bindungsstellen fiir be-
kannte und neue positive und negative allosterische Modulatoren (PAMs und NAMs)
des humanen P2X4-Rezeptors zu identifizieren. Die vorliegendenen Ergebnisse deuten
auf die Existenz mehrerer allosterischer Bindungstellen im Bereich der extrazelluldren
Domaéne des humanen P2X4-Rezeptors hin, was die Vielseitigkeit der P2X-Rezeptoren
als ,,Drug Targets“ verdeutlicht. Eine Zusammenfassung aller potentiellen Bindungs-
stellen zeigt Abbildung Mit BX430 und den Metall-Kationen Cu?* und Zn?**
konnten fiir einige allosterische Modulatoren speziesspezifische Unterschiede, einerseits
was die Potenzen (BX430) und andererseits was die Richtung der allosterischen Mo-
dulation und die Lage der Bindungsstellen (Metallkationen) angeht, gezeigt werden. In
Hinblick darauf sollten in der Literatur bereits beschriebene Bindungsstellen fiir allos-
terische Modulatoren an P2X-Rezeptoren sehr genau iiberpriift werden, stammt doch
der Grofiteil der Daten lediglich aus Experimenten an Rattenrezeptoren. Unterschiede
zu humanen P2X-Rezeptoren, auch in Bezug auf die Lage der Bindungsstellen, kon-
nen demnach nicht ausgeschlossen werden und miissen individuell {iberpriift werden,

speziell was die Modulation durch Kationen betrifft.
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Anthrachinonderivate

v10

Anthrachinonderivate

sk zn |

BX430, SKI, lvermectin

SKI, lvermectin

Abbildung 134: Zusammenfassung potentieller Bindungsstellen neuer und
bekannter P2X}-Rezeptormodulatoren. (SK=Strukturklasse, Strukturen unter-
liegen aus patentrechtlichen Grinden noch der Geheimhaltung).

Die erhaltenen Ergebnisse konnen dazu beitragen, die Entwicklung neuer Arzneistoffe,

nicht nur fir P2X4-Rezeptoren, sondern dariiber hinaus fir weitere P2X-Rezeptor-

Subtypen entscheidend voranzutreiben.
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13 Experimenteller Teil

13.1 Material und Gerate

Analysenwaage
Autoklav
Autoklavierbeutel
Brutschrank
Bakterienrohrchen

Bakterienschiittler

Einmalspritzen 5 ml, 20 ml

Eppendorfgefiafie 1,5 ml
Eppendorfgefidfie 2 ml
Falcon 15 ml/50 ml
Fluorimeter
Foto-Dokumentations-
system

Gefrierschrank -80 °C

Gelelektrophoresekammer

Elektrophorese-Netzgerat

Halbmikrokiivetten

Heizgerét

Kryovials, steril

Magnetriithrer und Heizplatte

Mehrkanalpipetten
Mikroskop
Mikro-Assayplatte
Mikrotestplatte

Mikrowelle
Minivials C
Multipette

Multipettenaufsitze

Mettler Toledo, XA205D4
Systec VX-95

Sarstedt, 861200

Memmert INCO 246

Sarstedt

Innova 4200 Incubator Shaker,
New Brunswick Scientific, USA
Braun

Eppendorf

Axygen Scientific, Union City
Sarstedt

Novostar BMG, Flex Station Molecular devices

Geldoc, BioRad

New Brunswick Scientific (USA),

U725-86 EU-20°C Bosch

BioRad, Mini Protean IT™™

Schiitt Labortechnik Novex Mini-Cell,
Invitrogen

Power Pac 300 Schiitt Labortechnik
Power Pac, Universal, Bio Rad

Cuvettes 10 x 4 x 45 mm, Sarstedt
Thermomixer comfort, Eppendorf
Heidolph MR, 3001

Sarstedt

IKA Labortechnik, RCT Basic

Eppendorf

Axiovert 25, Zeiss

Corning® 3340 CellBind 96 Well plates, steril
Rotilabo® microtest plates, V profile, 96 Well
Carl Roth GmbH Co. KG

Microwave 800, Severin

Roth

Eppendorf, Multipette Plus

Medicinal care, Ritips professional 1,0/5,0
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Neubauer Zahlkammer
Petrischalen

pH-Meter

Photometer

Pipetten
Pipettenspitzen
Pipettierhilfen

Quarzkiivetten

Reservoir, nicht steril
Reservoir, steril
Serologische Einmalpipetten

Software

Sterilfilter
Thermocycler

Thermomixer

Vortexer
Ultraschallbad
Ultrazentrifuge
Waage
Wiégeschalen
Werkbank

Zellkulturflaschen
Zellkulturschalen
Zellkulturplatte 96-Well, steril
Zellstoff

Zentrifuge

Zentrifugenrohrchen

Marienfeld, Germany

Sarstedt

Metrohm, 691 pH Meter

Beckmann, DU 530

Eppendorf, 0,5-10 p1, 10-100 pl, 100-1000 pl
Brand, Greiner Plastibrand®

Pipettus Akku, Eppendorf Accu Jet, Brand
Prézisionskiivetten aus Quarzglas SUPRASIL®),
10 mm, Hellma®), 101.150-QS

50 ml, VWR International GmbH

50 ml, VWR International GmbH

5 ml, 10 ml, 25 ml, 50 ml, steril, Sarstedt
BLAST® Protein Alignment

ChemDraw, Cambridgesoft

Clone Manager, Version 9

DNA Translator 2.0, Dr. Schiedel/J. Bosmann
GraphPad Prism@® Version 4.0, 6.0

San Diego, CA,USA,

Microsoft Excel, Version Office 2007,

GOLD Version 5.01

Chromas Version 1.45, Conor McCarthy
OligoAnalyser 3.1, IDT, Scitools

Filtropur 0,22 pum, Sarstedt

Px2 Thermal Cycler, Thermo Scientific Biometra
HeizThermoMixer MHR 23, Eppendorf
thermomixer confert

2x3, UniEquip MS2 Minishaker, IKA Labortechnik
Bandelin electronic

SW 55Ti (Rotor), Beckman Coulter

SBC 42, SCALTEC

Roth

Laminar-Air-Flow NUNC®

Safe flow 1.2 NUNC® BIOFLOW

175 ecm?, 75 cm?, 25 cm?, steril, Sarstedt

175 cm?, steril, Sarstedt

Greiner Bio-one GmbH

Labomedic

Allegra™ 21 R, Beckman Coulter Avanti™ J-201,
Beckman BIOFUGE pico, HeraeusRotofix 32,
Hettich

Ultra-Clear® Tubes, Beckman
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13.2 Chemikalien

Agarose

Ampicillin Natriumsalz
BSA

Bromphenolblau
Calciumchlorid-Dihydrat
di-Natriumtartrat-Dihydrat
di-Natriumhydrogenphosphat
D-(+)-Glucose (wasserfrei)
DMSO

DMSO, steril

EDTA

Ethanol, p.A.

Ethanol, technisch

Fluo-4 AM cell permanent dye
Folin-Reagenz

G418

Glycerol

Isopropanol

Kaliumchlorid
Kaliumhydrogenphosphat
Kanamycin
Kupfersulfatpentahydrat
LB-Agar

LB-Medium
Magnesiumchlorid
Magnesiumsulfat
Natriumbutyrat
Natriumcarbonat
Natrium-dihydrogenphosphat-Monohydrat
Natriumchlorid
Natronlauge

Phenolrot

Pluronic® F-127

Polybren

Salzsdure 37 %

TRIS

184

Lonza

AppliChem
AppliChem

Roth

Fluka; Sigma Aldrich
Applichem
Applichem

Sigma Aldrich

Roth

AppliChem

Sigma Aldrich
Merck

ZVE Bonn-Endenich
10 x 50 pg Invitrogen GmbH
Sigma Aldrich
AppliChem

Acros

ZVE Bonn-Endenich
Applichem

Roth

Sigma Aldrich
Applichem

Roth

Roth

Fluka BioChemika; Sigma Aldrich

Sigma Aldrich
Alfa Aesar
Applichem
Roth

Roth

Fluka

Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Roth
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13.3 Zellkulturmedien und -zusatze

DMEM-Medium, Invitrogen
FCS (Fotales Kélberserum), Sigma Aldrich
Penicillin-Streptomycin (10 000 I.E./ml, 10 mg/ml), Invitrogen

13.4 Enzyme

13.4.1 Restriktionsenzyme

Restriktionsenzym Hersteller

Schnittstelle

Arbeitsbedingungen

Notl HF
Stul
EcoRI HF
Xbal

Dpnl

Sacll
BamHI HF

NEB
NEB
NEB
NEB
NEB
NEB
NEB

5-GC/GGCCGC-3" Puffer 4, BSA, 37 °C

5-AGG/CCT-3’
5-G/AATTC-3
5-T/CTAGA-3'
5-GAmet/TC-3’
5-CCGC/GG-3’
5-GGA/TCC-3’

Puffer 4, 37 °C
Puffer 4, 37 °C
Puffer 4, BSA, 37 °C
Puffer 4, 37 °C
Puffer 4, 37 °C
Puffer 4, 37 °C

13.4.2 Sonstige Enzyme

Enzym

Hersteller

KOD Hot Start DNA-Polymerase

T4 Ligase

T4 DNA-Polymerase
Pyrobest DNA-Polymerase

Novagen
NEB
NEB

Takara

13.5 Nukleinsauren und Nukleotide

13.5.1 Nukleotide

dNTPs (2 mM jeweils), Novagen
ATP, AppliChem

13.5.2 Plasmide

pUC 19, Clonetech

pQCXIN-hP2X4 (Das hP2X4-Fragment wurde von Sonja Hinz in den Vektor einge-

bracht)

pLVX-IRES-mCherry, Clonetech

13.5.3 Primer

Mutageneseprimer s.h [13.12.11

Sequenzierungsprimer (GATC-Archiv)
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13.5.4 Marker

Lambda DNA /EcoRI+HindIII Marker, Fermentas

13.6 Zusatze fiir die lentivirale Transfektion

Tet-approved FCS, Clontech

Xfect Reaction Buffer, Clontech

Xfect Polymer, Clontech

Lenti-X HTX Packaging-Mix, Clontech

13.7 Kits

ZR Plasmid Miniprep!™-Classic Kit, Zymo Research
Zymoclean™™ Gel DNA-Recovery Kit, Zymo Research
DNA Clean & Concentrator’™ Kit, Zymo Research
FLIPR Calcium 4 Assay Kit, Molecular Devices
PureLink® HiPure Plasmid Filter Midiprep Kit, Invitrogen

13.8 Zellen

One Shot® TOP 10 Chemically Competent E.coli, Invitrogen
Lenti-XTM 293T Zell-Linie, Clontech
1321N1 humane Astrozytom-Zellen
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13.9 Herstellung von Puffern und Losungen

13.9.1 Losungen und Puffer fiir die fluorimetrische Calciumbestimmung

HBSS-Puffer (pH 7,3)

Komponente ‘ mg/L ‘ mM
Hepes 4766 20

NaCl 8000 137
Glucose 1000 5,95
MgSQOy 92 0,765
CaCly* 2 H,O 186 1,265
NaHCOs; 350 4,17
KCI 400 5,366
KoHPO4 7 1,47
Na,HPO,* 2 H,0 49 0,318

Pluronic® -Stocklosung
200 mg Pluronic® -Feststoff wurden in 800 xl DMSO angesetzt. Das Gemisch wurde
etwa 30 Minuten bis zur vollstindigen Losung im Ultraschallbad behandelt.

Fluo-4®-Farbstofflosung
Ein Rohrchen des Farbstoffs wurde in 46,9 uL DMSO gelost und in Eppendorf-Geféfie
aliquotiert. Die Aliquots wurden vor Licht geschiitzt bei -20 °C gelagert.

13.9.2 Losungen und Puffer fiir die Molekularbiologie

TAE-Puffer (50X)
242 g TRIS (2 M), 14,61 g EDTA (50 mM) und 57,1 ml Eisessig wurden mit deio-
nisiertem Wasser auf 1 1 aufgefiillt. Der Puffer wurde autoklaviert und vor Gebrauch

verdunnt.

TENS-Liosung

Zur Herstellung von 500 ml TENS-Loésung wurden 50 ml einer 100 mM TRIS-Lésung
mit 50 ml einer 10 mM EDTA-Lésung gemischt. Der Ansatz wurde mit deionisiertem
Wasser auf 500 ml aufgefiillt. Anschliefend wurde die Losung autoklaviert und bei
Raumtemperatur gelagert. Fiir die Herstellung von 50 ml 100 mM TRIS wurden 605
mg TRIS in 45 ml deionisiertem Wasser gelost und der pH-Wert auf 7,4 eingestellt.
Anschlielend wurde die Losung mit deionisiertem Wasser auf 50 ml aufgefiillt. Zur
Herstellung von 50 ml 10 mM EDTA wurden 146 mg EDTA mit 45 ml Wasser versetzt.
Der pH-Wert wurde mit NaOH auf pH 8 eingestellt. Die beiden Losungen wurden ver-
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einigt und 12,5 ml 20 %-ige SDS-Losung und 50 ml 1 N Natronlauge hinzugegeben.

6X Gel-Ladepuffer

Fiir die Herstellung des 6x Gel-Ladepuffers wurden 25 mg Bromphenolblau (0,25 %) in
einer Mischung aus 5 ml Glycerin und 5 ml deionisiertem Wasser gelost. Die Lagerung
erfolgte bei 4 °C.

EDTA-Lésung (100 mM)
Zur Herstellung wurde eine entsprechende Menge an EDTA in deionisiertem Wasser
gelost und mit NaOH auf pH 8 eingestellt. Die Losung wurde autoklaviert und bei

Raumtemperatur gelagert.

13.9.3 Losungen und Puffer fiir die Zellkultur

Natriumbutyrat-Losung (500 mM)
Zur Herstellung wurden 55,05 mg Natriumbutyrat in 1 ml deionisiertem Wasser gelost.

Die Losung wurde sterilfiltriert und bei -20 °C gelagert.

PBS
Es wurden 8,0 g NaCl (150 mM), 0,2 g KC1 (2,5 mM), 1,3 g NagHPO, (7,5 mM) und
0,2 g KHoPOy4 (1,5 mM) in 1 Liter deionisiertem Wasser gelost. Anschliefend wurde

der Puffer autoklaviert und bei Raumtemperatur gelagert.

Polybren-Léisung (4 mg/ml)
Zur Herstellung wurden 20 mg Polybren in 5 ml deionisiertem Wasser gelost. Die Lo-

sung wurde sterilfiltriert und bis zum Gebrauch bei 4 °C gelagert.

Trypsin-EDTA-Lésung

0,6 ml einer 0,5 mM EDTA-Stammlésung wurden mit 500 ml PBS zwanzig Minuten
bei 120 °C autoklaviert und abgekiihlt. Anschliefend wurden unter der Werkbank 10
ml einer sterilfiltrierten 2,5 %-igen Trypsinlosung und 1,5 ml einer sterilfiltrierten 0,5

%-igen Phenolrotlosung hinzugegeben. Die Losung wurde bei 4 °C gelagert.

13.10 Herstellung von Kulturmedien fiir Bakterien
13.10.1 LB-Medium

Zur Herstellung von 1 Liter LB-Medium wurden 25 g der LB-Fertigmischung in 1000
ml Wasser gelost. Das fertige Medium wurde autoklaviert und nach Anbruch bei 4 °C

gelagert.
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13.10.2 SOC-Medium

Zur Herstellung von 100 ml an SOC-Medium wurden 2 g Trypton, 0,5 g Hefeextrakt,
0,05 g Natriumchlorid, 18,6 mg Kaliumchlorid sowie 0,5 ml einer 2 M Magnesiumchlo-
ridlésung vermischt und mit deionisiertem Wasser aufgefiillt. Nach dem Autoklavieren
wurden 2 ml einer sterilfiltrierten 1 M Glucoselésung hinzugefiigt. Das Medium wurde
bis zum Gebrauch bei -20 °C aufbewahrt.

13.10.3 Herstellung von LB-Agar-Platten

Es wurden 32 g der LB-Agar-Fertigmischung in 1 1 deionisiertem Wasser gel6st und au-
toklaviert. Nach dem Abkiihlen der Losung auf ca. 50 °C und dem Zusatz des gewiinsch-
ten Antibiotikums wurde die Losung in Petrischalen (10 cm Durchmesser) gegossen.

Nach dem Erstarren der Losung wurden die Platten luftdicht bei 4 °C gelagert.

13.11 Zellkultur
13.11.1 Zellen auftauen

Eine Zellkulturflasche T 25 wurde mit 5 ml DMEM und den Zusétzen 10 % FCS (0,1
pM) und 1 % PenStrep (10000 U/ml Pencillin, 10 mg/ml Streptomycin) vorbereitet.
Die gewtiinschten Zellen wurden aus fliissigem Stickstoff entnommen und im Wasserbad

bei 37 °C angetaut. Die Zellsuspension wurde in die Zellkulturflasche iiberfithrt und im
Brutschrank bei 37 °C und 5 % COs inkubiert.

13.11.2 Zellen splitten

Bei einer Konfluenz von 80-90 % wurden die Zellen gesplittet. Dazu wurden die Trypsin-
EDTA-L6sung, das PBS und das Medium angewarmt. Das Medium der bewachsenen
Flasche wurde abgesaugt und die Zellen einmal mit PBS gewaschen. Zum Lo&sen der
Zellen von der Flasche wurde Trypsin-EDTA-Lésung zugegeben und die Flaschen 1-
2 Minuten bei 37 °C inkubiert. Zum Stoppen der Reaktion wurde Medium zugegeben
und die Zellen durch mehrmaliges Auf- und Abpipettieren vereinzelt. Abhéngig von dem
gewilinschten Verhéltnis wurden die Zellen auf neue, mit Medium vorbereitete Flaschen
verteilt. Die fertig gesplitteten Zellen wurden bei 37 °C und 5 % COs inkubiert.

13.11.3 Einfrieren von Zellen

Zum Einfrieren von Zellen wurden die Zellen wir oben beschrieben gesplittet und in
ein Falcon-Tube tberfiihrt. Das Gefal wurde bei 1000 g 5 Minuten lang bei 4 °C
zentrifugiert. Anschliefend wurden die Zellen in einem Gemisch aus 90 % FCS und
10 % DMSO resuspendiert und jeweils 1 ml in ein Kryorohrchen pipettiert. Die Zellen
wurden fiir 2 h bei -20 °C, dann 24 h bei -80 °C und anschlieffend im Stickstofftank
gelagert.
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13.12 Molekularbiologische Methoden
13.12.1 Agarose-Gelelektrophorese

Zur Herstellung eines 1 %-igen grofien Gels wurden 0,6 g Agarose angewogen und mit
60 ml TAE-Puffer versetzt. Das Gemisch wurde bis zur vollstdndigen Loésung in der
Mikrowelle zum Sieden erhitzt. AnschlieBend wurden 3 pul GelRed® hinzupipettiert
und das Gemisch in einen mit einem Kamm ausgestatteten Gelschlitten geschiittet.
Nach dem Erstarren des Gels und der Entfernung des Kamms wurde das Gel mit TAE-
Puffer iiberschichtet. Die Proben wurden nun mit 6X Gel-Ladepuffer versetzt und in die
Taschen pipettiert. Nach Anlegung einer 100 V Spannung wurde das Gel ca. 40 Minuten
laufen gelassen. Unter Nutzung eines GelDoc®-Systems wurden die erhaltenen Banden

mit UV-Licht sichtbar gemacht und das Gel zu Dokumentationszwecken fotografiert.

13.12.2 Reinigung von DNA iiber Agarosegel

Zur Reinigung von DNA-Fragmenten iiber ein Agarosegel wurde eine Gelelektrophorese
geméaf} der Vorschrift in durchgefiihrt. Die erhaltenen Banden des gewiinschten
Fragmentes wurden unter UV-Licht mit einem Skalpell aus dem Gel ausgeschnitten und
gemiB dem Protoll des Zymoclean”™ Gel DNA-Recovery Kits (vgl. gereinigt.

13.12.3 Reinigung des Vektorfragmentes

Die Reinigung der Vektorfragmente erfolgte geméfl dem Protokoll des DNA Clean &
Concentrator”™ Kits (vgl. [13.7).

13.12.4 Identifikation positiver Klone

Zur Identifikation moglicher erfolgreich mutierter Klone wurde ein Restriktionsverdau
und anschlieflend eine Agarose-Gelelektrophorese (vgl. [13.12.1) durchgefithrt. Anhand
der Fragmentanzahl und -gréfle wurden Klone ausgewahlt und zum Sequenzieren ge-
schickt.

2 ul DNA

2 ul 10X Puffer 4
1 pl Enzym 1

1 pl Enzym 2

14 ul HoO

20 pul/ Ansatz

13.12.5 Subklonierung von Rezeptor-DNA in den pUC19-Vektor

Zur Erhéhung der Transformationseffizienz wurde das hP2X4-Rezeptor-Gen aus dem
pQXIN-Vektor in den kleineren pUC19-Vektor umkloniert. Dafiir wurde ein Restrik-
tionsverdau nach folgendem Ansatz durchgefithrt: Der Ansatz wurde 1 h bei 37 °C
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pQXCINhP2X4
52 ul DNA

6 pl 10X Puffer 4
1 pl EcoRI

1 pl XBal

60 pl/ Ansatz

pUC19

20 u1 DNA

3 ul 10 X NEB-Puffer 4
5) Ml HQO

1 pl EcoRI

1 pl XBal

30 pl/ Ansatz

inkubiert. Das erhaltene pUC19-Vektorfragment wurde iiber das DNA Clean & Con-
centrator’ ™ Kit (vgl. , das hP2X4-Fragment {iber ein Agarosegel (vgl. |13.12.1))

und das Zymoclean”™ Gel DNA-Recovery Kit gereinigt. Die Ligation wurde wie in
Abschnitt [13.12.8] beschrieben durchgefiihrt.

13.12.6 Subklonierung der Mutageneseklone in den pUC19hP2X4-Ursprungs-
klon

Da bei der durchgefiihrten zielgerichteten Mutagenese neben der erwiinschten Mutation
teilweise weitere unerwiinschte Mutationen auftraten, wurden alle erfolgreich mutierten
Rezeptorgene in den Ursprungsklon riickkloniert und erneut sequenziert. Dies geschah

nach dem folgendem Ansatz:

Mutanten

25 ul DNA

3 pl 10X Puffer 4
1 pl Notl

1 pl Stul

30 p1/ Ansatz

pUC19hP2X4

2 ul DNA

3 pl 10 X NEB-Puffer 4
21 pl HoO

1 pl NotHF

1 pl Stul

50 ul/ Ansatz

Der Ansatz wurde 1 h bei 37 °C inkubiert und 10 Min. auf 65 °C erhitzt. Nach Eis-
kithlung wurde der Reaktionsansatz iiber das DNA Clean & Concentrator’ ™ Kit (vgl.
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13.7) gereinigt. Die Ligation erfolgte gemafi dem Abschnitt [13.12.8

13.12.7 Klonierung der Mutageneseklone in den pLVX-IRES-mCherry-
Vektor

Die erfolgreich mutierten hP2X4-Rezeptor-Gene wurden mit dem Restriktionsenzym
EcoRI verdaut, anschlieBend wurde eine Auffiillreaktion durchgefiihrt und letztendlich
ein Restriktionsverdau mit Notl durchgefiihrt. Das erhaltene Fragment wurde iiber ein

Agarose-Gel gereinigt. Dies geschah nach dem folgenden Protokoll:

Mutanten

30 pul DNA (ca. 10 pg)
5 ul 10 X NEB-Puffer 4
10 pl HoO

5 ul EcoRI

50 pl/ Ansatz

pLVX-IRES-mCherry-Vektor
20 pul DNA (ca. 10 pg)

5 ul 10 X NEB-Puffer 4

20 pl HoO

5 pl BamHI

50 ul/ Ansatz

Der Ansatz wurde 3 h bei 37 °C inkubiert und anschliefend das Enzym 20 Min. bei 65
°C inaktiviert.
Die Auffiillreaktion wurde sowohl fiir die Mutanten als auch fiir den Vektor folgender-

mafen durchgefiihrt:

50 pul DNA-Losung

5 ul ANTPs (2mM)

10 pl BSA

2,5 ul T4 DNA-Polymerase (3U/pul)
32,5 pl HO

100 pl/ Ansatz

Der Ansatz wurde 15 Min. bei 12 °C inkubiert. AnschlieBend wurden 11 pul EDTA
(100 mM) hinzugegeben und der Ansatz 20 Min. bei 70 °C inkubiert. Nach Eiskiihlung
wurde der Reaktionsansatz iiber das DNA Clean & Concentrator’™ Kit (vgl.
gereinigt. Im weiteren Verlauf wurden 40 pl der gereinigten DNA-Losungen nach fol-

gendem Protokoll verdaut:
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40 p1 DNA-Losung (ca. 10 ug)
5 pl 10 X NEB-Puffer 4

5 ul NotHF

50 pl/ Ansatz

Der Ansatz wurde 3 h bei 37 °C inkubiert. Anschlielend wurden die DNA-Fragmente
der Mutageneseklone iiber das Zymoclean”™ Gel DNA-Recovery Kit, das Vektorfrag-
ment dagegen iiber das DNA Clean & Concentrator’™ Kit (vgl. aufgereinigt. Die
Ligation wurde wie in Abschnitt beschrieben durchgefiihrt.

13.12.8 T4-Ligase vermittelte Ligation

Fir die Verkniipfung des linearisierten pUC19-EcoRI/Xbal-Vektorfragments und des
Rezeptor-Gens (hP2X4-EcoRI/Xbal-Fragment) wurde der folgende Ligationsansatz ge-
wéhlt:

6 /Ll H2O

2 pl 10 X Ligase-Puffer

1 ul ATP

10 pl hP2X4-EcoRI/Xbal-Fragment

1 pl pUC19-EcoRI/Xbal-Vektorfragment
1 pl T4-Ligase

20 pl/ Ansatz

Der Ansatz wurde 2 h bei 37 °C inkubiert und anschlieffend fiir 10 Min. bei 65 °C er-
hitzt, um das Enzym zu inaktivieren. Als Negativkontrolle wurde eine weitere Ligation
ohne Zusatz des hP2X4-EcoRI/Xbal-Fragments durchgefiihrt.

Fiir die Ligation der pUC19-hP2X4-Notl/Stul-Vektorfragmentes und des Mutagenese-
klon-NotI/Stul-Fragmentes wurde der folgenden Ligationsansatz gewéhlt:

7 ,LLl HQO

2 pl 10 X Ligase-Puffer

9 pl Mutageneseklon-NotI/Stul-Fragment

1 pl pUC19-hP2X4-Notl/Stul-Vektorfragment
1 pl T4-Ligase

20 pul/ Ansatz

Der Ansatz wurde 2 h bei 37 °C inkubiert und anschlieflend fiir 10 Min. bei 65 °C. Der
gleiche Ansatz wurde zur Ligation des pLVX-IRES-mCherry-EcoRI/NotI-Fragmentes
und des Mutageneseklon-EcoRI/NotI-Fragmentes gewéhlt.

193



EXPERIMENTELLER TEIL

13.12.9 Umklonierung chimarer P2X4(P2X2)-Rezeptoren aus dem pMK-
RQ-Vektor in den pLVX-IRES mCherry-Vektor

Die chimérischen P2X4(P2X2)-Rezeptoren wurden von der Firma Invitrogen im pMK-
RQ-Vektor geliefert und miissten fiir die lentivirale Transfektion in den pLVX-IRES
mCherry-Vektor kloniert werden. Dafiir wurde das nachfolgende Protokoll durchge-
fiihrt.

14 pl HaO

2 pul 10 X Cut Smart Puffer

2 pl chimérische P2X4(P2X2)-Rezeptor DNA
1 pl EcoRI

1 pl BamHI

20 pl/ Ansatz

14 ul HoO

2 pl 10 X Cut Smart Puffer

2 pl pLVX-IRES mCherry Vektor-DNA
1 pl EcoRI

1 pl BamHI

20 pl/ Ansatz

Die Ansétze wurden jeweils 1h bei 37 °C inkubiert. AnschlieBend wurde das Rezeptor-
DNA-Fragment iiber das Zymoclean” Gel DNA-Recovery Kit, das Vektor-DNA-
Fragment dagegen iiber das DNA Clean & Concentrator’ ™ Kit (vgl. aufgereinigt.
Nachfolgend wurden die erhaltenen Fragmente wie in Absatz beschrieben ligiert
und in kompetente E.coli Bakterien transfomiert (vgl. [13.12.10)).

13.12.10 Herstellung und Transformation chemisch kompetenter E. coli

Bakterien

Herstellung

5 ml antibiotikafreies LB-Medium wurden mit einer einzelnen Kolonie oder 20 pl E.
coli-Kultur angeimpft. Die Kultur wurde iiber Nacht bei 37 °C und 250 rpm inkubiert.
Am nichsten Tag wurden 2,5 ml der Ubernachtkultur mit 500-1000 ml LB-Medium
versetzt und weiterhin bei 37 °C bis zu einer ODggg von 0,4-0,5 inkubiert. Nach 15-
miniitiger Ruhe auf Eis wurde die Kultur 15 min. bei 4000 g und 4 °C zentrifugiert. Der
Uberstand wurde verworfen und das Pellet in 125 ml eiskalter 0,1 M MgCly-Losung
resuspendiert. Anschlieend erfolgte eine erneute Zentrifugation bei oben genannten
Bedingungen. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet in 25 ml eiskalter 0,1 M
CaCls-Losung resuspendiert. Erneut wurde bei gleichbleibenden Bedingungen zentrifu-
giert und der Uberstand verworfen. Das Pellet wurde in 10 ml eiskaltem Gemisch aus

0,1 M CaCly-Losung und 15 % (v/v) Glycerol resuspendiert. Das Resuspendat wurde
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zu 100 pl aliquotiert und in fliissigem Stickstoff schockgefroren. Die fertigen kompe-

tenten Zellen wurden bei -80 °C gelagert.

Transformation

100 pl an kompetenten Zellen wurden aufgetaut und auf Eis gestellt. Eine ausgewéhlte
Menge an zu transformierender Plasmid-DNA wurde zupipettiert und 30 Minuten auf
Eis inkubiert. AnschlieBend erfolgte ein Hitzeschock fiir 45 Sekunden bei 42 °C und
ein erneutes Ruhen des Transformationsansatzes auf Eis. Nach Zugabe von 1 ml LB-
oder SOC-Medium wurde der Ansatz fiir 1 h bei 37 °C und 500 rpm inkubiert. Eine
ausgewahlte Menge an DNA wurde auf selektiven Agar-Platten ausgestrichen und {iber
Nacht bei 37 °C inkubiert.

13.12.11 Gezielte Mutagenese des P2X4-Rezeptors und der Chimire c10

Fiir die Durchfiithrung der zielgerichteten Mutagenese wurden Primer definiert, die den
gewlinschten Basenaustausch enthalten. Zusétzlich wurden die ausgetauschten Basen
von jeweils 12-15 komplementédren Basen flankiert, damit die Primersequenz an die
DNA-Sequenz binden kann. Die Primersequenzen wurden im Programm Oligo-Analyzer
3.1 auf mogliche Hairpin-Bildung und Selbstdimerisierung untersucht. Die fertig defi-
nierten Primer sind in der nachfolgenden Tabelle aufgelistet. Die ausgetauschten

Sequenzen sind fett gedruckt.
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Mutation

Tabelle 46: Mutageneseprimer

Primer

D121A

£-5-GCCCCGAGATTCCAGCCGCGACCACTGTGTGT-3’
r-5-ACACACAGTGGTCGCGGCTGGAATCTCGGGGC-3’

K127A £-5-GCGACCACTGTGTGTGCCTCAGATGCCAGCTGT-3’
r-5’-ACAGCTGGCATCTGAGGCACACACAGTGGTCGC-3’
D129A £-5-CTGTGTGTAAATCAGCCGCCAGCTGTACTGCC-3’
r-5-GGCAGTACAGCTGGCGGCTGATTTACACACAG-3
S131A £-5-GTGTAAATCAGATGCCGCCTGTACTGCCGGCTC-3’
r-5-GAGCCGGCAGTACAGGCGGCATCTGATTTACAC-3’
T133A £-5-TCAGATGCCAGCTGTGCCGCCGGCTCTGCCGG-3’
r-5’-CCGGCAGAGCCGGCGGCACAGCTGGCATCTGA-3’
G138A £-5-CTGCCGGCTCTGCCGCCACCCACAGCAACGG-3’
r-5-CCGTTGCTGTGGGTGGCGGCAGAGCCGGCAG-3’
H140A £-5-GCTCTGCCGGCACCGCCAGCAACGGAGTCTCAA-3’
r-5’-TTGAGACTCCGTTGCTGGCGGTGCCGGCAGAGC-3’
N142A £-5-GCCGGCACCCACAGCGCCGGAGTCTCAACAGGC-3
r-5-GCCTGTTGAGACTCCGGCGCTGTGGGTGCCGGC-3’
E307T £-5-CAGAGACCTGGCTGGCAACACACAGCGCACGCTCATCAAG-3’
r-5’-CTTGATGAGCGTGCGCTGTGTGTTGCCAGCCAGGTCTCTG-3’
D3021I £-5-CCAAGTACTACAGAATCCTGGCTGGCAACG-3’
r-5-CGTTGCCAGCCAGGATTCTGTAGTACTTGGC-3’
Q308A £-5-CTGGCTGGCAACGAGGCACGCACGCTCATCAAG-3’
r-5-CTTGATGAGCGTGCGTGCCTCGTTGCCAGCCAG-3’
Q308T £-5-CTGGCTGGCAACGAGACACGCACGCTCATCAAGG-3’
r-5-CTTGATGAGCGTGCGTGTCTCGTTGCCAGCCAG-3’
T306E £-5-CCAAGATCAATGGCACCGAAACCCGCACGCTCATC-3
r-5-GATGAGCGTGCGGGTTTCGGTGCCATTGATCTTG-3’
KT78A £-5-GTGACCAACACTTCTGCACTTGGATTCCG-3’

r-5’-GATCCGGAATCCAAGTGCAGAAGTGTTGG-3’

Da mit dem ersten generierten Primerpaaren die Mutation H140A nicht generiert wer-

den konnte, wurde ein neuer kiirzerer Primer (vgl. Tabelle definiert, der im Pro-

gramm Oligo-Analyzer 3.1 weniger Moglichkeiten zur Selbstdimerisierung zeigte.

Tabelle 47: modifizierte Mutageneseprimer

Mutation Primer

H140A £-5-CTGCCGGCACCGCCAGCAACGGAGTCT-3’

r-5-AGACTCCGTTGCTGGCGGTGCCGGCAG-3’
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Mutagenese-PCR
Fir die Durchfihrung der zielgerichteten Mutagenese wurde das folgende Pipettier-

schema verwendet:

7 ul HQO

2,5 pul 10X KOD-Puffer

2,5 ul ANTPs (jeweils 2 mM)

2,0 pl MgSOy4 (25 mM)

5,0 pl f-Primer (10 pmol/ul)

5,0 gl r-Primer (10 pmol/ul)

0,5 ul DNA (50 ng)

0,5 ul Hot Start DNA-Polymerase KOD (2,5 U/pul)
25 pl Ansatz

Die Konzentration an MgSO,4 wurde fiir die Mutante H140A veréndert. Positive Klone
konnten mit einem Zusatz von 0,5 ul MgSO, erhalten werden. Zusétzlich wurden den
Ansétzen fir die Mutanten H140A und T133A 10 % DMSO zugesetzt um die Bildung
von Hairpins zu verhindern.

Fiir die Durchfithrung der PCR wurde das folgende PCR-Protokoll gewahlt:

1 95°C 2 Min.

2 95°C 15 Sek.

3 58°C 15 Sek.

4 68°C 2 Min. 30 Sek.
5 4-—2 35Zyklen

6 63°C 5 Min.

7 4°C

Restriktionsverdau methylierter DNA
Dem PCR-Produkt wurde das Restriktionsenzym Dpn I zugesetzt, welches die methy-

lierte DNA des Ursprungsplasmids verdaut. Dazu wurde der folgende Ansatz verwendet;:

25 ul PCR-~Produkt
3 ul Puffer 4

1 pl Dpn I

1 pl steriles Wasser
30 pl Ansatz

Der Restriktionsansatz wurde 1 h bei 37 °C inkubiert und anschlieSend 10 Min. bei 65
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°C inaktiviert. Der Ansatz wurde im weiteren Verlauf in kompetente Zellen transfor-

miert.

13.12.12 Selektion von Bakterien-Monoklonen

Zur Selektion wurden auf der Agarose-Platte vorhandene Klone einzeln mit einer steri-
len Pipettenspitze gepickt. Die einzelnen Klone wurden in einem Bakerienréhrchen mit
5 ml LB-Medium und 100 pg/ml Ampicillin-Zusatz iiber Nacht bei 37 °C und 500 rpm

inkubiert.

13.12.13 Minipraparation

TENS

Eine Ubernachtkultur von 5 ml LB-Medium und 100 pg/ml Ampicillin wurde mit je-
weils einer Bakterienkolonie angeimpft und bei 37 °C inkubiert. 2ml der Kultur wurden
im 2 ml Eppendorf Gefial bei 14000 rpm 1 Minute lang zentrifugiert. Der Uberstand
wurde verworfen und das erhaltenen Pellet in 100 pul LB-Medium unter Vortexen re-
suspendiert. Anschliefend wurden 300 pul TENS hinzugefiigt und durch Bewegung des
Eppendorf Geféflies vermischt. Bei Raumtemperatur wurde der Ansatz 3 Minuten ru-
hen gelassen. Es wurden 150 pul 3 M NaOAc pH 5,2 zugegeben und das Gemisch gut
geschiittelt. Dabei sollte sich ein weifler Niederschlag bilden. Nach 5-miniitiger Zentri-
fugation bei 14000 rpm wurde der Uberstand in ein neues Gefia8 mit 500 ul Isopropanol
iiberfithrt. Nachdem der Ansatz gevortext wurde, wurde er 5 Minuten ruhen gelassen.
Anschliefend wurde erneut bei 14000 rpm 8-10 Min. zentrifugiert um die DNA zu pra-
zipitieren. Das Pellet wurde mit 500 pl Ethanol (70 %) gewaschen und 3-5 Minuten
ruhen gelassen. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet 5-10 Minuten bei Raum-
temperatur trocknen gelassen. Das trockene Pellet wurde in 100 pl TE mit 20 pg/ml
RNAse A-Zusatz resuspendiert.

Miniprep Kit

Eine Ubernachtkultur von 5 ml LB-Medium und 100 pg/ml Ampicillin wurde mit je-
weils einer Bakterienkolonie angeimpft und bei 37 °C bebriitet. Die DNA-Préparation
folgt dem Protkoll des ZR Plasmid Miniprep” ™-Classic Kits (vgl. .

13.12.14 Midipraparation
Die DNA-Préaparation wurde geméfi dem Protokoll des PureLink® HiPure Plasmid
Filter Midiprep Kits (vgl. [13.7]) durchgefiihrt.

13.12.15 Sequenzierung

Die Sequenzierung der Plasmid-DNA wurde extern durch die Firma GATC-Biotech
durchgefiihrt. Fiir die Sequenzierung wurde der GATC-Archiv-Primer GATC-f-PQCXIP-
193764 eingesetzt.
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13.12.16  Retrovirale Transfektion mit Lenti-X-System

Die HEK293T-Verpackungszellen wurden ausgesét und bis zu einer Konfluenz von 80-90
% wachsen gelassen. Anschliefend wurden die Zellen abgelost und in 3 ml resuspen-
diert. Die einzelnen Flaschen wurden vereinigt. In einer Neubauer-Ziéhlkammer wurden
die Zellen ausgezihlt und 1,5 x 10° Zellen pro T25 Flasche mit 5 ml DMEM (10 %
FCS und P/S) ausgesit. Bei einer Konfluenz von 80 bis 90 % wurde einige Stunden vor
der Transfektion ein Mediumwechsel (DMEM ohne Antibiotikum) durchgefithrt. Fir

die Transfektion wurde der folgende Ansatz genutzt:

steriles Eppendorfgefafl 1

185,5 pl Xfect Reaction Buffer

12 ul Lenti-X HTX Packaging-Mix
2,5 u Lenti-X Vektor-DNA (1 ug/ul)
200 pl Endvolumen

steriles Eppendorfgefiafl 2
1975 pl Xfect Reaction Buffer
2,5 pl Xfect Polymer

200 pl Endvolumen

Das Xfect Polymer sollte nicht ldnger als 30 Min. in wassriger Phase bei Raumtempe-
ratur stehen. Das Gemisch aus Eppendorfgefafl 2 wurde in Eppendorfgeféf 1 iiberfiihrt,
gut gemischt und bei Raumtemperatur 10 Minuten inkubiert. Anschliefend wurde der
gesamte Ansatz tropfenweise auf die Verpackungszellen gegeben, umgeschwenkt und 4-
12 h bei 37 °C inkubiert. Nach dem Ende der Inkubationszeit wurde ein Mediumwechsel
mit 3 ml DMEM (Tet-approved FCS/PS) durchgefithrt und 30 ul Natriumbutyratlo-
sung (500 mM) in jede Flasche hinzugegeben. Die Flaschen wurden bei 32 °C fiir 48 h in-
kubiert. Wahrend der Dauer der Inkubation wurden die 1321N1-Astrozytom-Zielzellen
ausgesit. Pro T25 Zellkulturflasche wurden 5 x 10 Zellen benétigt. Nach dem Ende der
Inkubation wurden pro Flasche Verpackungszellen 3 ml des Vireniiberstandes abgenom-
men und durch einen Filter (45 pum Porengréfe) in ein 15 ml Falcon sterilfiltriert. Das
Medium der Zielzellen wurde entfernt und durch 3 ml des Vireniiberstandes ersetzt. Zu-
satzlich wurden 6 pl Polybrenelésung (4 mg/ml) zugegeben. Nach 2,5 h wurde das Me-
dium verworfen und durch 5 ml neues Nullmedium (DMEM/FCS/PS/Ultraglutamin)
ausgetauscht. Die Zellen wurden fiir 48-72 h bei 37 °C inkubiert. Anschlielend wurden
die Zellen im FACS bei einer Anregungswellenlénge von 587 nm auf Emission bei 610

nm untersucht und fluoreszierende Einzelklone isoliert.

13.12.17 Vorbereitung gefriergetrockneter DN A

Zur Aufbereitung der gefriergetrockneten DNA wurden 50 ul destilliertes Wasser auf
die DNA gegeben und das DNA-Wasser-Gemisch 1 h bei Raumtemperatur inkubiert.
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Anschlielend wurde es mehrfach auf-und abpipettiert und bei -20 °C aufbewahrt.

13.12.18 Subklonierung in den pLVX-IRES-mCherry-Vektor

Restriktion des pLVX-IRES-mCherry-Vektor

20 pl pLVX-IRES-mCherry-Vektor
3 ul NEB Puffer 4

1 1 BamHI

1 pl Eco RI

) /Ll HQO

30 pl/ Ansatz

30 ul hP2X4(P2X2)-Chimére
4 ul NEB Puffer 4

1 pl BamHI

1 pl Eco RI

9 ,ul HQO

40 p1/ Ansatz

Die Ansétze wurden bei 37 °C 1h inkubiert. Die anschliefende Aufreinigung, Ligation,
Transformation, Minipreparation und Transfektion erfolgte nach den in [13.12] beschrie-

benen Protokollen.

13.13 Fluorimetrischer Calcium-Assay

Die stabil transfizierten Zell-Linien wurden zur pharmakologischen Charakterisierung
auf Agonist-induzierten Calcium-Einstrom untersucht. Dies geschah am Messgerét Flex-
Station®. Es wurden 50.000 Zellen pro Vertiefung in eine schwarze 96-Well-Platte mit
durchsichtigem Boden (Corning 3340) ausgeséit. Die Platten wurden tiber Nacht in-
kubiert und am néchsten Tag mit 15 ul Fluo-4-Farbstoflosung und 15 pl Pluronic-
Stocklosung in 4970 ul HBSS-Puffer beladen. 40 ul des Ansatzes wurden in jede Ver-
tiefung pipettiert. Nach einer Inkubationszeit von einer Stunde bei RT wurde die Farb-
stofflosung verworfen. Fiir die Messung wurden 150 ul HBSS-Puffer (Testung von Ago-
nisten) bzw. 148 pl HBSS-Puffer und 2 pl des jeweiligen Antagonisten (Testung von
Antagonisten) in jede Vertiefung pipettiert. Antagonisten wurden 30 Minuten bei RT
vorinkubiert. ATP-Verdiinnungen bzw. Verdiinnungen des Agonisten wurden in HBSS-
Puffer hergestellt und jeweils 60 ul der Verdiinnung in eine durchsichtige 96-Well-Platte
mit V-Boden iiberfiihrt. Wahrend des Assays wurden 50 pl der jeweiligen Verdiinnung

zu den Zellen pipettiert und die resultierende Fluoreszenz in jeder Vertiefung gemessen.
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14 Abkiirzungsverzeichnis

2-meSATP
5-BDBD
BDNF
AMP
Amp
ADP

Ala

ApsA
ATP
ATP7A,B
BX430
BzATP
CDF
Chim
Pomv
cPPT/CTS
Ctrl

Cys
DMEM
DMSO
ECsg
EDTA
FACS
FCS
Fluo4-AM
G418
GABA
Gly
GPCR

h

HBSS
Hepes
HIV

ICs5

Ile

IRES

LB

LGIC

Lys

LTR

2-Methylthioadenosintriphosphat

5-(3-Bromophenyl)-1,3-dihydro-2H-benzofuro[3,2-¢]-1,4-diazepin-2-on

Brain-derived neurotrophic factor
Adenosinmonophosphat
Ampicillin

Adenosindiphosphat

Alanin

Diadenosintetraphosphat
Adenosintriphosphat
ATP-getriebene Kupfertransporter

N-[2,6-Dibromo-4-(1-methylethyl)phenyl]- N’-(3-pyridinyl)urea

27(37)-0-(4-Benzoylbenzoyl)adenosintriphosphat
Cation diffusion facilator
Chimére

Promoter Cytomegalovirus

Central polypurine tract/central termination sequence

Coppertransporter 1

Cystein

Dulbeccos s modified Eagle medium
Dimethylsulfoxid

Mittlere effektive Konzentration
Ethylendiammintetraessigsdure
Fluorescence activated cell sorting
Fotales Kélberserum
Fluo-4-acetoxymethylester
Geneticin

~v-Aminobuttersdure

Glycin
G-Protein-gekoppelter-Rezeptor
human

Hank “s balanced salt solution
4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinylethansulfonsdure
Humanes Immundefizienz-Virus
Mittlere inhibitorische Konzentration
Isoleucin

Internal ribosomal entry site
Lysogeny broth
Ligand-gesteuerter-lonenkanal
Lysin

Long terminal repeats
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MCS

m
nACh
NMDA
NSAR
NAM
ORI
PAM
PBS
PPADS
PSB-12054
r

RRE
SEM
Ser
SNP
TAE
TMD
TNP-ATP
TRIS
TrkB
Tyr
UDP
uUuTP
Val
VSV-G
WPRE
7ZI1P
ZNS

Multiple cloning site

Maus

Nikotinischer Acetylcholinrezeptor
N-Methyl-D-aspartat

Nicht-steroidale Antirheumatika

Negativer allosterischer Modulator

Origin of replication

Positiver allosterischer Modulator
Phosphat-gepufferte Salzlosung
Pyridoxalphosphat-6-azophenyl-2 4 “-disulfonsdure
N-(Benzyloxycarbonyl)phenoxazin

Ratte

Rev Response Element

Standard error of the mean

Serin

Single-Nucleotid-Polymorphism
TRIS-Acetat-EDTA

Transmembran-Doméne

2’-(oder 3)-O-Trinitrophenyladenosintriphosphat
Tris(hydroxymethyl)aminomethan

Tropomyosin receptor kinase B

Tyrosin

Uridindiphosphat

Uridintriphosphat

Valin

Vesikuldres Stomatitis-Virus

Woodchuck hepatitis virus posttranscriptional regulatory element
Zinc-regulated transporters, Iron-regulated transporter-like protein

Zentrales Nervensystem
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