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Einleitung

1 Einleitung

Adenosintriphosphat (ATP) wird auch als die ,,Energie des Lebens* bezeichnet,
da es der Energiespeicher ist, welcher von allen Lebewesen fiir grundlegende
Prozesse genutzt wird. Die Spaltung von ATP zu Adenosindiphosphat (ADP)
setzt Energie frei, die zum Antrieb endothermer Reaktionen in der Zelle genutzt
wird'.

Aber auch extrazellulédr spielen Purine wie Adenosin, ADP und ATP als Boten-
stoffe in vielen verschiedenen biologischen Prozessen eine wichtige Rolle. Dazu
zahlen Kontraktionen glatter Muskeln, Neurotransmission, Sekretion, Immunre-
aktionen, Entziindungen, Blutgerinnung, Schmerzauslosung und Modulation der
Herzfunktion”.

Unter normalen Umstdnden betrdgt die intrazellulire ATP-Konzentration ca.
3 -5 mM, der extrazelluldire Raum ist dagegen weitgehend frei von ATP 3. Unter
bestimmten Umstidnden, z.B. wenn Zellen geschidigt oder zerstort werden, tritt
das ATP aus. ATP wird auerdem bei Hypoxie und im Rahmen des Entziin-
dungsgeschehens in den Extrazellulirraum sezerniert’. Das Vorhandensein von
ATP auBerhalb der Zelle stellt somit ein wichtiges Alarmsignal fiir das Immun-
system dar.

Der zu den Purinorezeptoren gehorende P2X;-Rezeptor ist ein Ionenkanal, wel-
cher nach Aktivierung durch extrazellulidres ATP einen Kationenstrom durch die
Zellmembran ermdoglicht. Er wird hauptsichlich von Zellen des Immunsystems,
aber auch von anderen Zelltypen, wie z.B. Driisenzellen, exprimiert. P2Xj5-
Rezeptoren sind weiterhin an der Ubermittlung von Nervensignalen im Hippo-
campus beteiligt, wo ATP als Botenstoff genutzt wird’.

Es wird angenommen, dass der P2X;-Rezeptor eine wichtige Rolle als Modulator
entziindlicher Prozesse spielt. Dariiber hinaus besteht ein Zusammenhang zwi-
schen einer Variante des P2X;-Gens und dem Auftreten von Depressionen und
bipolaren affektiven St('jrungen6. Damit ist der P2X;-Rezeptor ein interessanter
Angriffspunkt zur Behandlung verschiedener Erkrankungen auf entziindlicher
Basis wie z.B. Rheuma oder auch Atemwegserkrankungen wie chronischer
Bronchitis’. Tatsichlich wurden bereits Studien durchgefiihrt, in denen eine mog-
liche blockierende Wirkung verschiedener Substanzen auf den P2X;-Rezeptor

gepriift wurde®’. Dies geschah allerdings bisher immer nur indirekt, indem man
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Einleitung

beispielsweise die ATP-abhingige Aufnahme von Kalzium oder Fluoreszenz-
markern in P2X;-Rezeptoren exprimierenden Zellen oder P2X;-abhingige Ganz-
zellstrome analysierte'”.

Die biophysikalische Charakteristik des einzelnen P2X;-Kanals ist jedoch noch
unklar. Grundlegende Eigenschaften des Kanals wie Leitfdhigkeit, Permeabilitét
fiir verschiedene Ionen, Schaltkinetik oder Schaltzustinde (modes) wurden bisher
noch nicht untersucht.

Eine Besonderheit, die dem P2X;-Kanal zugeschrieben wird, ist die Fahigkeit zur
Ausbildung einer groen unselektiven Pore, durch die Ionen mit einer Grosse
von bis zu 900 Da durchstromen kdnnen. Eine solche Umwandlung zu einer Pore
ist eine einzigartige Eigenschaft, die bisher nur fiir Kanile der P2X-Familie be-
schrieben wurde''™'. Auch bei den diesbeziiglichen Untersuchungen erfolgte der
Nachweis der Pore lediglich indirekt durch die Messung der Permeabilitit der
gesamten Zellmembran fiir groBe Ionen nach der Aktivierung des P2X;-
Rezeptors.

Auch zum Mechanismus der P2X5-induzierten Pore existieren bisher keinerlei
direkte Untersuchungen. So ist vollkommen unklar, ob es sich dabei um ein lang-
sames Aufweiten der Kanaloffnung, einen zweiten gedffneten Kanalzustand oder
einen sekundiren, von weiteren Proteinen gebildeten Kanal, handelt.

Im Gegensatz zu den o.g. indirekten Untersuchungsmethoden ist die patch-
clamp-Technik eine Methode, die eine unmittelbare Beobachtung der Ionenstro-
me einzelner Kanile und der Verweilzeiten im offenen und geschlossenen Zu-
stand mit sehr hoher zeitlicher Auflosung ermoglicht®. Eine Beeinflussung der
Ergebnisse durch fremde Ionenstrome wird dabei praktisch ausgeschlossen. Da-
her ist diese Methode am besten geeignet, die physikalischen Eigenschaften eines
Ionenkanals zu erforschen.

Die vorliegende Arbeit soll einen Beitrag zum Verstdndnis des P2X;-Kanals und
der zum Teil sehr widerspriichlichen Ergebnisse der bisherigen indirekten Mes-
sungen leisten. Eine mittels patch-clamp-Messungen erlangte Kenntnis der
Schaltkinetik ermoglicht es, das Verhalten des Kanals zu modellieren. Ein derart
erstelltes kinetisches Modell kann als Grundlage fiir die weitere Erforschung und
das Verstindnis der Rezeptorfunktion unter verschiedenen biophysikalischen

Bedingungen dienen.
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2 Grundlagen

2.1 Stofftransport zwischen Zelle und Umgebung

Zellmembranen

Zellmembranen bilden die Abgrenzung des Zytoplasmas der Zelle zur d@uleren
Umgebung. Diese Membranen sind komplexe Systeme, welche aus einer Viel-
zahl unterschiedlicher Molekiile aufgebaut sind. Ihr Grundgeriist wird von einer
Lipiddoppelschicht gebildet, in die u.a. Proteine und Cholesterol eingelagert sind
(Abb. 2.1)23. Der Austausch wasserloslicher Stoffe zwischen intra- und extrazel-
luldrem Raum wird durch die Membran begrenzt. Eine reine Lipiddoppelschicht
hat einen spezifischen elektrischen Widerstand von ca. R = 10" Qem und stellt
damit einen nahezu perfekten Isolator dar'’. Da jedoch der Stoffaustausch der
Zelle sowie die Signaliibertragung zwischen den Zellen durch die Membran hin-
durch erfolgen muss, verfiigt die Membran iiber aktive und passive Transportsys-
teme zum selektiven Austausch von Substanzen, die nicht frei durch die Lipid-

membran diffundieren konnen.
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Abb. 2.1 Membranmodell nach Singer und Nicolson**

Neben den Transportern zédhlen lonenkanile zu den passiven Transportsystemen,
da der Stofftransport entlang des elektrochemischen Gradienten stattfindet. Die
Leitfihigkeit eines Kanals fiir verschiedene Ionen kann sehr unterschiedlich sein
(Selektivitit). Manche Kanile wirken aullerdem wie ein Gleichrichter, indem sie
bevorzugt Ionenstrome in eine Richtung zulassen. Das Offnen der Kanile wird
meist durch externe Einfliisse gesteuert. So werden beispielsweise Natriumkanile
in Nervenzellen durch Depolarisation der Zellmembran aktiviert, andere Kanile

offnen nach Bindung eines Agonisten (wie der hier untersuchte P2X;-Rezeptor),
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sind G-Protein-gekoppelt (z.B. P2Y-Rezeptoren) bzw. reagieren auf Temperatur-
dnderungen oder mechanische Reize'. Sogenannte Hintergrundkanile 6ffnen und

schlieBen stiandig auch ohne eine solche Beeinflussung.

2.2 Membranpotenziale

Lebende Zellen halten ein elektrisches Potenzial aufrecht, indem sie die Ionen-
konzentration im Zellinneren und im Extrazelluldrraum sowie die Permeabilita-
ten fiir lonen durch die Zellmembran regeln. Daraus ergibt sich ein Gleichge-
wichtspotenzial ¥ der Membran, welches durch die Goldman-Hodgkin-Katz-

Gleichung (1) beschrieben werden kann:

_kr Z[P w Cwr ] 2 [Pf Oy } .
I Z[PK+ -01‘7]+Z[}fl_ "?‘1;] @

P: Permeabilitit, c: Konzentration der Anionen (A*) und Kationen (K*) innen (i)

AY

bzw. auflen (a)

Die Konzentrationen werden durch entsprechende lonenpumpen und Transporter
aufrecht erhalten. Durch das Offnen bestimmter Ionenkaniile kann die Permeabi-
litét fiir einzelne Ionen sehr schnell und reversibel erhoht werden.

Als Umkehrpotenzial E' der Ionensorte j bezeichnet man das Potenzial, bei dem
kein Nettoionenstrom dieser Ionensorte durch die Membran stattfindet. Es wird

auch Gleichgewichtspotenzial genannt und nach Nernst durch GI. (2) berechnet.

; _RT c!
= — - In—= (2)
/- F c/

c: Konzentration des lons innen bzw. auf3en; z: Ladung des lons
Der elektrochemische Gradient, der die Ionen der Sorte j durch die offene Kanal-
pore treibt, wird quantitativ durch die treibende Kraft E,; beschrieben:

E/ =¥-E’ 3)
Die durch den Ionenstrom folgende Anderung des Membranpotenzials stellt ei-
nen wichtigen Signalweg auf zelluldrer Ebene dar. Membranpotenzialdnderungen
beeinflussen z.B. die Offnungswahrscheinlichkeit spannungsabhingiger Ionen-
kandle, was zusammen mit der verdnderten treibenden Kraft den Ionenstrom
durch die Ionenkanile modifiziert. Ein Beispiel hierfiir ist die Nervenleitung:

Hierbei wird durch riumlich fortschreitendes Offnen spannungsaktivierter Na*-
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Kanile eine Verringerung (Depolarisation) des Membranpotenzials iiber grof3e
Entfernungen schnell fortgeleitet. Die Endstrecke der ionenkanalabhingigen Sig-
nale besteht hédufig in der Beeinflussung des Schaltverhaltens spannungsabhéngi-
ger Ca**-Kanile, was zu einer Verinderung der intrazelluliren Ca*'-
Konzentration fiihrt, die wiederum grundlegende zelluldre Prozesse wie Kontrak-
tion oder Sekretion steuert. So fiihrt die fortgeleitete Membranpotenzialinderung
schlieBlich an den Nervenenden zur Ausschiittung eines Neurotransmitters, der

das Signal an die néchste Zelle weitergibt.

2.3 Eisenmannsequenz

Viele Ionenkanile leiten Ionen selektiv oder haben zumindest Priferenzen fiir
bestimmte Ionen.

Fiir die fiinf monovalenten Kationen Li*, Na*, K*, Rb" und Cs" existieren theore-
tisch 5! =120 mogliche Selektivitdtsreihenfolgen, von denen aber nur elf in der
Natur auftreten. Diese Selektivitdt wird durch das Modell von Eisenmann, wel-
ches die Energien bei einem Ionenaustausch betrachtet, beschrieben. In der Reak-
tionsgleichung:

A*(gelist )+ B* (gebunden)«—s A* (gebunden)+ B* (gelost) 4)
verlduft die Reaktion von rechts nach links, wenn eine Bindung von A" bevor-
zugt wird. Dies ist dann der Fall, wenn fiir die Freie Enthalpie gilt:

AG (ge]ds’t — gel)lmden) <AG, (g’e]ds‘t —_— gel)lmden) (5)

Die relevanten Freien Enthalpien werden zum einem durch die elektrostatischen
Wechselwirkungen Ug, der positiv geladenen Ionen mit negativ geladenen Ab-
schnitten des Kanals und zum anderem von den Hydratationsenergien der Ionen
bestimmt, da die Hydrathiille des permeierenden Ions in der Pore eines Ionenka-
nals groftenteils abgestreift wird. Besonders in Ionenkanélen mit groBem Poren-
durchmesser kann sich jedoch noch Wasser in der Kanalpore befinden®. Eisen-
mann modellierte die Bindungsstelle vereinfacht als ein kugelférmiges Anion im
Vakuum. Daher werden die relativen Dielektrizitdtskonstanten im gebundenen
Zustand ¢; =1 und in Losung (Wasser) ¢, = 80 gesetzt. Als Ionenradius r wird
der Pauliradius angenommen. Die Anderung der Freien Enthalpie AGy, fiir die

Hydratation ergibt sich dann als'*:
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22N 1 1
AG, =222 11
T e r e, € ©)

eo Dielektrizititskonstante des Vakuums, 7 Ladungszahl des Ions, g, Elementar-
ladung

Die Entropie und Hydratationsenergie fiir die einzelnen Ionen wurden von Edsall
und McKenzie berechnet®®.

Die elektrostatische Bindungsenergie wird nach dem Coulombschen Gesetz be-

12
rechnet ~:

2
ZIon ZBindungssz‘elle qe N

" dree, (rn +7,

lon Bindungsstelle

Ug ) (7)
Im Extremfall eines sehr groBen Radius der Bindungsstelle (7gingungsierre) 18t der
Einfluss der elektrostatischen Anziehung gegeniiber der Hydratationsenergie ge-
ring. Da Cisium die kleinste Hydratationsenergie besitzt, wird dieses bevorzugt
(Eisenmannsequenz I). Bei einem extrem kleinen Radius der Bindungsstelle hin-
gegen dominiert die elektrostatische Anziehung, daher wird die Bindung von
Lithium aufgrund des kleinsten Durchmessers begiinstigt (Eisenmannsequenz
XI). Fiir Radien zwischen diesen beiden Extremen ergeben sich die Sequenzen II
bis X (s. Tabelle 1). Ist die Bindungsstelle fiir das Ion unbekannt, so erlaubt die
experimentell ermittelte Eisenmannsequenz Riickschliisse auf den Charakter der

Bindung.

< Bevorzugt
I Cs* Rb" K* Na' Li"

on =

I Rb" Cs" K* Na' Li* £ 8

m Rb* K Cs" Na' Li" 52

IV K Rb" Cs" Na' Li' 2@
V K Rb* Na* Cs* Li* <
VI K Na" Rb" Cs* Li* 5
VI Na* K' Rb" Cs* Li* 2
VII Na* K° Rb" Li* Cs* %

IX Na* K' Li* Rb" Cs" & .

X Na® Li* K* Rb" Cs" 25

X1 Li" Na" K* Rb" Cs*

Tabelle 1 Eisenmannsequenzen12
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2.4 Der P2X;-Rezeptor

Purinorezeptoren

Bereits im Jahre 1929 wurde die Wirkung von ATP auf Herz und Venen durch
Szent-Gyorgyi beschrieben”’. Die Funktion von ATP als Neurotransmitter konnte
dann 1970 durch Burnstock nachgewiesen werden®®.

Heute sind eine ganze Reihe von Rezeptoren bekannt, welche durch extrazelluli-
re Purine und Pyrimidine aktiviert werden. Diese wurden anhand ihrer Eigen-
schaften klassifiziert, zum Einen die Adenosin-aktivierten P1-Rezeptoren und
zum Anderen die ADP/ATP-aktivierten P2-Rezeptoren, welche weiter in G-
Protein-gekoppelte P2Y-Rezeptoren und liganden-aktivierte P2X-Ionenkanile
unterschieden werden®. Alle Kanile des P2X-Typs sind unselektive Kationen-
kanile, welche durch extrazelluldres ATP aktiviert werden. 1994 wurden die ers-
ten P2X-Rezeptor-codierenden cDNAs isoliert’’ und seitdem sieben Subtypen

des P2X-Rezeptors identifiziert.

Bedeutung fiir den Organismus

Der P2X;-Rezeptor wird vornehmlich auf Zellen des Entziindungs- und Immun-
systems exprimiert. ATP wird von verschiedenen Zellen durch Hypoxie, Nekro-
se, Blutgerinnung oder Zellzerstorung freigesetzt und kann als Alarmsignal fiir
das Immunsystem dienen. Infolge dessen spielt der P2X;-Rezeptor eine wichtige
Rolle bei Entziindungsprozessen. Beispielsweise wird eine Beteiligung von
P2X7-Rezeptoren beim Abtéten intrazelluldrer Bakterien und der Freisetzung von
Interleukin 1B in Makrophagen angenommen13. Selektive P2X;-Blocker konnten
daher als entziindungshemmende Mittel eingesetzt werden®’. Potenzielle Anta-
gonisten zeigen unterschiedliche Wirkungen auf P2X;-Rezeptoren verschiedener

3235 ..
. Dies konnte

Spezies oder unter verschiedenen experimentellen Bedingungen
zum Teil darin begriindet liegen, dass einige dieser Stoffe nicht direkt P2X;-
Rezeptoren, sondern weitere Glieder der dem P2X;-Rezeptor nachgeschalteten
Signalkaskade hemmen, die wiederum durch unterschiedliche metabolische Zell-
zustinde modifiziert sein konnten.. Deshalb ist das Erstellen eines genauen
pharmakologischen Profils nur durch Beobachtung der Effekte direkt am Rezep-

tor moglich.
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Struktur

Der humane P2X;-Rezeptor ist ein Trimer, dessen identische Untereinheiten aus
jeweils 595 Aminosduren aufgebaut sind”'. Jede Einheit enthilt zwei trans-
membrane Helices, welche durch eine extrazelluldre Schleife verbunden sind. C-
und N-Terminus befinden sich im Zellinneren (s. Abb. 2.2). Die genaue raumli-
che Struktur ist jedoch unbekannt. Im Gegensatz zu P2X; und P2Xj3, deren Un-
tereinheiten direkt nach der Synthese zu Trimeren assemblieren, ist im Zellinne-
ren ein hoher Anteil von P2X,-Untereinheiten in Aggregaten undefinierter Sto-

. . 36
chiometrie vorhanden™.

i
Ly

1,
§
5
e
y |
L

Abb. 2.2 Aminosiuresequenz einer hP2X,-Untereinheit

Stand der Forschung
Der Zeitverlauf der Aktivierung und Deaktivierung des P2X;-abhédngigen Ganz-
zellstroms, welcher an heterolog exprimierten P2X;-Rezeptoren oder P2X;-

dhnlichen Rezeptoren gemessen wurde, variiert mit der Tierart, welche fiir die
11
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Expression eingesetzt wurde, der Agonistenkonzentration, der Dauer der Ago-
nistenapplikation und der Konzentration von divalenten Kationen wie Ca®" und

Mg** *!. Es wurden exponentiell aktivierende® ™, biphasische schnell und lang-

15,17,35,41-43 43-47

sam aktivierende , teilweise inaktivierende und noch komplizierter

aktivierende®*' P2X;-Rezeptor-abhingige Strome beschrieben. Die Aktivierung

erfolgt dabei meist in Zeitspannen von weniger als 100 ms. Ahnlich vielfiltig

wurde die Deaktivierung als einfach exponentiell mit Zeitkonstanten 7. < 1 s 374l

oder als nicht exponentiell mit bis zu mehreren Minuten Verzogerung beschrie-

ben '®'72%214 Wiederholte Agonistenapplikationen fiihrten zu nahezu konstan-

. 741 18,19,38,41,4
ten Ganzzellstromamplituden®” 819384146 7w

44,46

oder zu sukzessiv steigenden
sinkenden Amplituden™"". Diese Resultate konnen als aktivierungsbedingte lang
anhaltende Konformationsinderungen des Rezeptors, als Aktivierung sekundérer
Tonenstrome infolge der P2X,-Aktivitit’' oder als unterschiedliche Aktivierung
des Rezeptors aufgrund verschiedener ATP-Bindungsstellen interpretiert wer-

42
den™.

“ Adenosin

TR
“ i&ﬁi@&% QE@

extrazellular

T
G

intrazellular

Abb. 2.3 Schematische Darstellung des P2X;-Kanals Die Aktivierung erfolgt durch ext-
razellulires ATP*, moglicherweise auch durch ADP”. Die Kanalpore ist durch-
lassig fiir kleine Kationen. Die Permeabilitit fiir grolere organische Kationen
wurde bisher nicht eindeutig nachgewiesen.

Als minimale ATP-Konzentration, welche zur Aktivierung des Kanals notig ist,

3148 1~ .
. Die maximale Kanal-

wurden Werte zwischen 1 uM und 100 uM angegeben
aktivitit wird bei ATP-Konzentrationen im millimolaren Bereich erreicht. Die
ATP-Konzentration, welche zur halbmaximalen Aktivierung des P2X;-Rezeptors
benotigt wird (ECs), hingt stark von der Konzentration divalenter Kationen wie

12
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Ca™ und Mg** ab. Dies fiihrte zu der Schlussfolgerung, dass freies ATP* der

331 Jedoch wurden auch unter Beriicksichtigung

Agonist dieses Rezeptors ist
dessen stark voneinander abweichende ECs)-Werte zwischen 3 * und 400 uM H
ATP* publiziert. Adenosin aktiviert den P2X;-Rezeptor-Kanal nicht, die eventu-
elle Aktivierung durch ADP” ist noch ungeklirt'®*’ (Abb. 2.3).

Eine Besonderheit, welche dem P2X;-Kanal zugeschrieben wird, ist die Ausbil-
dung unselektiver Poren, die fiir Molekiille von bis zu 900 Da durchléssig
sind'*". Diese Poren sollen vor allem nach langandauernden oder wiederholten
Applikationen hoher ATP*-Konzentrationen auftreten®. In Folge dieser Poren-
bildung kommt es zu Zellschwellung, Vakuolisierung und schlieBlich zum Zell-
tod durch Nekrose oder Apoptose. Obwohl die P2X;-induzierten Poren Gegens-
tand zahlreicher Arbeiten sind, konnte bisher nicht geklirt werden, ob diese
durch den Kanal selbst oder durch sekundér aktivierte Kanéle oder Transporter

11,14-21

gebildet werden . In einer Vielzahl von Experimenten wurde tiberhaupt kei-

ne P2X;-induzierte Porenbildung beobachtet®*'#+>°,

Die vorhandenen Daten aus Ganzzellstrommessungen sind schwer zu interpretie-
ren und widersprechen sich zum Teil, da der eigentliche Strom des P2Xj;-
Ionenkanals durch eine Vielzahl anderer Effekte tiberlagert wird. Dazu zéhlen
Strome, welche in nativen Zellen durch andere Purinorezeptoren induziert wer-
den, unspezifische, d.h. Purinorezeptor-unabhéngige ATP-Effekte sowie sekun-
dire Reaktionen der Zelle auf den Kationeneinstrom, wozu auch die Aktivierung
zusitzlicher Ionenkandle gehort.

Zur Klirung dieser Fragen wurden im Rahmen der Arbeit Untersuchungen zur

Kinetik des humanen P2X5-Kanals auf Einzelkanalebene durchgefiihrt.

2.5 Ionenkaniile als Markov-Systeme

Das Offnen und SchlieBen eines ligandengesteuerten Ionenkanals ldsst sich als
eine Reihe aufeinanderfolgender stochastischer Uberginge betrachten. Diese Zu-
stinde unterscheiden sich voneinander z.B. durch die Besetzung der Bindungs-
stellen oder die Konformation des Proteins. Da die Uberginge zwischen den ein-
zelnen Kanalzustdnden nicht davon abhingen, wie der momentane Zustand er-
reicht wurde, konnen die Zustandsinderungen, die wihrend der Kanalaktivierung

und -deaktivierung stattfinden, als Markov-Prozess betrachtet werden.
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Als Markov-Prozess wird eine Verkettung stochastischer Ereignisse bezeichnet.
Markov-Prozesse erster Ordnung sind gedéchtnislos, d.h. fiir die weitere Ent-
wicklung des Systems ist nur der momentane Zustand, nicht aber seine Vorge-
schichte relevant. Fiir eine endliche Zustandsmenge S = { s,,...,s,, / und diskrete
Zeiten 1 = 0,1,2,... lassen sich die Ubergangswahrscheinlichkeiten p;; von einem

Zustand i in einen anderen Zustand j durch eine Ubergangsmatrix beschreiben

) o p, ()
(@)= = ®)

Punt) - p,,(0)
Die Uberginge in Ionenkanilen finden jedoch nicht nur zu diskreten Zeitpunkten
statt, sondern hierbei ist von sprunghaften Zustandsdnderungen zu Zeitpunkten
0 < #<..<t,in einer kontinuierlichen Zeit auszugehen. Daher existieren im ste-
tigen Fall fiir den Zustand zum Zeitpunkt #, + k (k > 0) kontinuierlich viele von k
abhingige Ubergangsmatrizen P(k). Da im Grenzfall k — 0 der momentane Zu-
stand erhalten bleibt, geht P(k) in die Einheitsmatrix I iiber und die Ubergangs-

matrix P(k) ldsst sich als:

Plk)=e ©)
mit der Ratekonstantenmatrix Q
. Ple)-1
€= tm = (10)

beschreiben.

Aus einem Kanalmodell mit m Zustdnden ldsst sich die Matrix Q direkt ableiten.
Die Elemente auBerhalb der Diagonale der Matrix Q entsprechen den Ratekon-
stanten der Uberginge zwischen den Zustinden (siehe 5.4). Die Diagonalenele-
mente werden so gewihlt, dass die Summe einer Zeile jeweils Null ergibt™'.

P bzw. Q beschreiben das Schaltverhalten des Kanals vollstindig. Somit lassen
sich daraus Kanaleigenschaften wie Aktivierungszeiten, mittlere Verweilzeiten in
den Zustinden und die Besetzungswahrscheinlichkeiten der Zustidnde berechnen.
Damit ist es moglich, die Matrixelemente des Modells den experimentellen Er-
gebnissen anzupassenzz’sz.

Der normierte Eigenvektor zum Eigenwert 1 der Ubergangsmatrix P liefert die
Besetzung der einzelnen Zustinde im Gleichgewichtszustand.

Ein spezieller Fall sind verborgene Markov-Prozesse, bei denen einzelne Zustin-

de nicht direkt, sondern nur indirekt iiber einen weiteren stochastischen Uber-
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gang beobachtet werden konnen. Ionenkandle mit mehreren geschlossenen Zu-
stinden stellen bei Messung des Stromflusses durch den Kanal einen solchen
verborgenen Markov-Prozess dar, da die einzelnen geschlossenen Zustinde nicht
unterscheidbar sind. Beobachtbar ist lediglich der Ubergang zwischen einem ge-
schlossenen und einem offenen Zustand. Verschiedene gedffnete Zustidnde eines
Kanals konnen mit Hilfe der patch-clamp-Technik nur dann direkt beobachtet
werden, wenn sie sich deutlich in ihrer Ionenleitfdhigkeit unterscheiden. Offen-
zustande gleicher Leitfdhigkeit oder verschiedene Geschlossenzustinde konnen
jedoch indirekt mit Hilfe eines Verweilzeit-Histogramms identifiziert werden.
Der Zeitverlauf des Stroms in einem Modell mit m Zustdnden lédsst sich unab-
hingig davon, wie diese miteinander verbunden sind, als eine Summe von m-1
exponentiell zeitabhidngigen Summanden darstellen (GI. 11)

—t
m

1(t)=1,, +ZA,eT' (11)

Die Amplituden A; und die Zeitkonstanten 7 lassen sich durch Messung des zeit-
lichen Verlaufs der Stromstidrke im Ungleichgewicht, beispielsweise wihrend der
Aktivierung bzw. Deaktivierung des Kanals, experimentell bestimmen™. Diese
makroskopischen Zeitkonstanten entsprechen den reziproken Eigenwerten der
Ratekonstantenmatrix  und konnen somit zum Anpassen der Ratekonstanten
des Modells herangezogen werden . Die Simulation kann numerisch mit Pro-
grammen wie MathLab oder mit speziell fiir Kanalmodellierung entwickelter
Software wie SCALCS bzw. QuB erfolgen.
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3 Materialien und Methoden

3.1 Chemikalien
Soweit nicht anders angegeben, wurden alle Chemikalien von Sigma (Deisenho-

fen) bezogen. Na,ATP wurde von Roche (Mannheim) geliefert.

3.2 Losungen

Die Préparation und Aufbewahrung der Xenopus laevis-Oozyten erfolgte in
Barth-Losung (100 mM NaCl, 1 mM KCI, ImM CaCl,, 1 mM MgCl,, 5 mM
Hepes, 1 mM Penicillin, 1 mM Streptomycin) bei pH=7,4. Zum Losen der
gap-junctions (s.u.) wurde Barth-Losung ohne CaCl, verwendet.

Die Priparationskammer zum Erstellen des Patches wurde mit Oozyten-Ringer-
Losung (100 mM NaCl, 2,5 mM KCI, 1 mM CaCl,, 1 mM MgCl,, 5 mM Hepes,
pH =7,4) durchspiilt. Die Badlosung, welche die AuBlenseite des Patches um-
spiilte, bestand aus 100 mM eines monovalenten Kations (wenn nicht anders an-
gegeben: Na*), 100 mM CI, 0,5 mM CaCl, sowie 5 mM Hepes bei pH = 7,4.

Der pH-Wert wurde mittels HCI oder je nach Losung mittels NaOH, KOH,
CsOH oder Tris eingestellt.

Die Zusammensetzung der Losung im U-Rohr entsprach der Badlosung (siehe
3.5.3), jedoch wurden je mnach Experiment unterschiedliche ATP*-
Konzentrationen zugesetzt. Da ATP* mit Ca** einen Komplex bildet, mussten
die absoluten Konzentrationen der beiden Substanzen entsprechend erhoht wer-
den’. Die Konzentration des freien Ca** wurde auf 0,5 mM eingestellt. Die Be-
rechnung erfolgte anhand eines Computerprogramms’®, welches von Dr. R.
Schubert, Universitdt Rostock, zur Verfiigung gestellt wurde. Alle ATP* und
Ca”*-Konzentrationsangaben in dieser Arbeit beziehen sich, sofern nicht anders
angegeben, auf die freien Konzentrationen.

Die jeweiligen absoluten Konzentrationen von Ca>* und ATP* in den Extrazellu-

larlosungen sind in Tabelle 2 aufgefiihrt.
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[ATP*] [ATPly [Ca®'ly, XURECHUIAES pompty (ATPL,, [Ca¥,, XURiClUIAres
10 57 34,7 Na* 10 52,03 34,7 K*
3 17 10,8 Na* 3 15,8 10,8 K*
1 5,7 3,95 Na* 1 5,3 3,95 K*
0,3 1,7 1,53 Na* 0,3 1,6 1,53 K*
0,1 0,57 0,85 Na* 0,1 0,53 0,845 K*
0,03 0,17 0,6 Na* 0,03 0,16 0,6 K*
0,01 0,057 0,53 Na* 0,01 0,053 0,53 K*

0,003 0,017 0,51 Na* 0,003 0,016 0,51 K*
1 5,2 3,95 organisch 0,1 1,3 0,85 Li*
0,1 0,52 0,85 organisch 0,1 0,5 0,85 Cs*

Tabelle 2 Freie und absolute Ca**- und ATP-Konzentrationen (in mM) der extrazelluli-
ren Losung; Die freie Ca**-Konzentration wurde immer auf 0,5 mM eingestellt

Die Standardinnenlésung enthielt 90 mM Asparaginsaure, 10 mM KCl,
10 mM EGTA, 10 mM BAPTA, 10 mM Hepes und 0,5 MgCl, (pH = 7,2 mittels
CsOH oder KOH). Zum Teil kamen auch Innenlésungen mit 100 mM CsClI oder
NaCl zum Einsatz. Zur besseren Nachahmung der natiirlichen Intrazellulidrlosung
wurde fiir einige Experimente ATP-haltige (5 mM ATP*) Pipettenldsung ver-
wendet. Dabei konnte weder ein Einfluss auf den P2X--Kanal noch auf die Halt-
barkeit des Patches festgestellt werden. Um das Modellsystem moglichst einfach
zu halten, wurde daher meist auf ATP in der Pipettenlosung verzichtet.

Es konnte kein deutlicher Einfluss des monovalenten Kations in der Pipettenlo-
sung auf Kinetik und Amplitude des P2X;-Kanals beobachtet werden. Getestet
wurden Na'-, K*- und Cs*-haltige Losungen. Fiir die ersten Experimente wurde
die Cs'-Innenldsung verwendet, um eventuell vorhandene Kalium-Kanile zu
blockieren. Es wurden jedoch auch mit K™-Innenldsung keine zusitzlichen Kani-
le registriert. Die Kalium-Innenldsung erwies sich auflerdem als die am besten
geeignete, da hier die hochste Stabilitit der Patches erreicht wurde. Aus diesem
Grund wurde die Kalium-Innenldsung als Standardinnenldsung fiir die meisten

Experimente verwendet.

3.3 Herstellung der cRNA fiir den humanen P2X,-Rezeptor
Die zur Injektion in Xenopus-Oozyten verwendeten cRNA der P2X;-Rezeptoren
wurden vom Labor von Prof. Schmalzing des Pharmakologischen Institutes der
Universitait Aachen (RWTH Aachen) hergestellt57. Die DNA von P2X5-
Untereinheiten wurden mittels PCR aus humaner B-lymphozytirer Gesamt-RNA
amplifiziert und in den Vektor pNKS2 eingebunden®. Fiir die Herstellung der
DNA wurde zunichst die aus bereits publizierten Studien bekannten Sequenzen
17
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des hP2X; ' mittels PCR amplifiziert und es erfolgte die Ligation der cDNS
mit dem Plasmid pNKS2, dem Oozyten—Expressionsvektor58. Die cRNA wurden
mittels SP6-RNA-Polymerase (Pharmacia) aus linearisierten DNA-Matrizen syn-
thetisiert. Nach der Reinigung durch Sepharose-G50-Chromatographie, Phenol-
Chloroform-Extraktion und Ethanol-Fillung wurden die cRNAs in 5 mM
Tris/HCI, pH = 7,2 in Konzentrationen von 0,5 - 1 mg/ml gelost.

3.4 Priparation der Xenopus laevis-Oozyten

Als Modellsystem fiir die patch-clamp-Untersuchungen dienten Oozyten des af-
rikanischen Krallenfrosches (Xenopus laevis). Die Frosche wurden von der Afri-
can Xenopus Facility (Kynsna, Siidafrika) bezogen. Die Temperatur in den Be-
cken, in denen die Frosche gehalten wurden, betrug konstant 19 °C. Auch die
Préparation und Aufbewahrung der Zellen erfolgte bei dieser Temperatur. Die
Frosche wurden in einer 0,2%igen Losung von 3-Aminobenzoesdureethylester
(Tricain, MS-222) narkotisiert, um ihnen ein Teil des Ovars entnehmen zu kon-
nen. Dieses wurde in kleinere Stiicke zerteilt und fiir ca. 2 Stunden in 10 ml mit
Collagenase (1 mg/ml) versetzter Barth-Losung geschwenkt. Zum Einsatz kamen
Collagenasen von Sigma, Serva (Heidelberg) und Biochrom (Typ CLS II
226 U/mg, Biochrom KG, Berlin), wobei sich letztere als die am besten geeigne-
te herausstellte. AnschlieBend wurde die Collagenaseldsung fiir ca. 10 Minuten
durch kalziumfreie Barthlosung ersetzt. Der Kalziummangel 16ste die gap juncti-
ons (Zell-Zell-Kanile) zwischen Oozyte und den umgebenden Follikelepithelzel-
len. Danach wurden die Oozyten mehrfach mit kalziumhaltiger Barth-Losung
gespiilt, welche auch zur Aufbewahrung der Oozyten bis zur weiteren Verwen-
dung diente. Fiir die Experimente wurden nun intakte Oozyten der Entwicklungs-
stufen V und VI ausgewihlt.

Die Injektion der cRNA erfolgte mittels des Mikroinjektionssystems ,,Nanoject
(Drummond scientific Co. Broomall, PA, USA). Die pro Zelle injizierte cCRNA-
Menge von 0,5 — 10 ng richtete sich nach der benotigten Kanaldichte und dem
Expressionsverhalten der jeweiligen cRNA.

Vor den patch-clamp-Messungen, welche ein bis drei Tage nach der Injektion
erfolgten, wurde die Glashaut (Zona pellucida) mechanisch mittels Pinzetten ent-

fernt. Um diesen Vorgang zu erleichtern, wurden die Zellen zuvor einige Minu-
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ten in durch Zugabe von Saccharose (100 g/l) hyperton eingestellter Barth-
Losung inkubiert und dadurch geschrumpft.

3.5 Einzelkanalmessungen

3.5.1 Messprinzip

Bei der hier angewendeten voltage-clamp-Methode wurde das Membranpotenzial
kiinstlich auf einem bestimmten Wert gehalten (Haltepotenzial V}). Um dies zu
erreichen, wurde iiber einen negativen Riickkopplungsmechanismus ein Kom-
pensationsstrom erzeugt, der dem Strom durch die Membran entgegengesetzt
war. Die Messung dieses Kompensationsstromes erlaubte unmittelbare Riick-
schliisse auf die Leitfdhigkeit des untersuchten Membranfleckens (Patch, siehe
unten).

Fiir die Einzelkanalmessungen wurde eine kapazitive Riickkopplung (Schema
siche Abb. 3.1) gewihlt, da diese Betriebsart sehr schnelle Messungen bei mini-
malem Rauschen des Verstirkers ermoglicht. Tatsdchlich war das intrinsische
Rauschen des Verstidrkers im Vergleich zum Rauschen, das von der Probe bzw.
der Pipette (thermisches Rauschen) verursacht wurde, praktisch zu vernachlissi-

gen.

INTEGRATOR

—
Cy = 1pF DIFFERENTATOR

|_
- Vo

SCALING

Abb. 3.1 Kapazitive Riickkopplung® Der Vorverstirker misst das Integral des Stroms.
Anschlieend erfolgt eine Differenziation des Signals im Verstirker.

3.5.2 Patch-Pipetten

Die bendtigten  Patch-Pipetten  wurden aus  Borsilikatglaskapillaren
(GB150F-8P 0,86 x 1,50 x 80mm; Science Products, Hofheim) durch zweistufi-
ges Ausziehen mit Hilfe eines Pipettenziehgerites (Narishige, Tokio, Japan) her-
gestellt. Zur Verringerung der elektrischen Kapazitit der sehr diinnen Pipetten-
spitze wurde diese mit Sylgard184® (Dow Corning Corp., Midland, MI, USA)
ummantelt. Durch die Ummantelung (coating) wurde aullerdem das durch Fluk-

tuationen an der Glas-Wasser-Grenzschicht verursachte Rauschen vermindert.
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Die Spitze der Pipette wurde unter mikroskopischer Kontrolle iiber einem glii-
henden Platindraht poliert, um Verletzungen der Membran beim Aufsetzen der
Pipette zu vermeiden und eine dicht schlieBende Verbindung zwischen Pipette
und Zellmembran zu ermoglichen. Der gemessene Widerstand der verwendeten
Pipetten lag zwischen 5 und 10 MQ, dies entspricht einem Offnungsdurchmesser

im Bereich von etwa einem Mikrometer.

3.5.3 Messanordung

Bei allen Experimenten herrschte eine Raumtemperatur von ca. 22 °C. Um me-
chanische und elektrische Stérungen zu minimieren, befand sich die gesamte
Anordnung auf einem schwingungsgeddmpften Tisch innerhalb eines Faraday-
schen Kifigs.

U-Rohrstrahl -\ /7 Messkammer

U-Rohr Zulauf %\
U-Rohr Ablauf ‘ ,/ N Ablauf

Badlésung Zulauf — Badelekirode
ORI Zulauf -f // | 1
Uberfihrungskanal Préparationskammer J \ Oozyte Patchpipe?e
Abb. 3.2 Schematische Darstellung der verwendeten Messkammer

Die Messkammer war auf dem Kreuztisch eines Umkehrdurchlichtmikroskops
angeordnet, das iiber einen angeschlossenen Videomonitor eine optische Kontrol-
le der Oozytenposition erlaubte. Neben der Messkammer (Abb. 3.2) befand sich
eine Prédparationskammer, in der die Oozyte aufbewahrt und der Patch erstellt
wurde. Dieser wurde stindig von Oozyten-Ringer-Losung durchspiilt. Im an-
grenzenden eigentlichen Messbereich konnten verschiedene Losungen an einen
Patch appliziert werden, ohne die Oozyte zu beeinflussen.

Die mit Innenldsung gefiillten Patch-Pipetten wurden an einen Pipettenhalter
montiert, welcher sich direkt am Vorverstirker (CV 201A) des Patch-Clamp-
Verstérkers (Axopatch 200A, Axon Instruments, Inc., Foster City, USA) befand.
Der elektrische Kontakt wurde iiber einen chlorierten Silberdraht hergestellt. Die
Badlosung wurde ebenfalls mittels chlorierten Silberdraht geerdet und mit dem

Verstirker verbunden.
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Der Vorverstiarker war auf einem Halter befestigt, der iiber einen hydraulisch
gesteuerten Mikromanipulator eine erschiitterungsfreie dreidimensionale Positio-
nierung der Pipette von auflen ermdoglichte.

Schnelle Losungswechsel wurden durch ein U-Rohr, welches mittels einer com-
putergesteuerten Piezokeramik (P-888.90, Physik Instrumente GmbH, Wald-
bronn) verschoben werden konnte, erméglicht. Durch die Kombination von Piezo
und U-Rohr konnte sowohl ein Wechsel zwischen Badlosung und U-Rohrlésung
am Patch innerhalb einer Millisekunde, als auch die schnelle Bereitstellung ver-
schiedener Losungen im U-Rohr innerhalb von ca. 10 Sekunden erreicht werden
(Abb. 3.3).

2500

KRi ORi KRi
2000 1 — I

1500 +

T=0,6ms
1000 H

500 +

400 420 440 460
t (ms)

Abb.3.3  Demonstration des schnellen Losungswechsels Die Geschwindigkeit
des Losungswechsels mittels U-Rohr wurde an einer offenen Patch-
Pipette beim Wechsel zwischen KRi und ORi bestimmt. Die Zeit-
konstanten lagen bei 0,6 ms fiir den Ein- und 0,7 ms fiir den Ausschalt-
vorgang. Die kiirzere Einschaltzeit ist durch die etwas hohere Stro-
mungsgeschwindigkeit im Strahl im Vergleich zur Badlosung begriindet

Das U-Rohr bestand aus einer in der Mitte diinn ausgezogenen Glaskapillare,
welche U-formig gebogen war. Durch ein in der Mitte befindliches kleines Loch
(Durchmesser ca. 0,1 mm) konnte die Losung austreten. Uber eine Seite der Ka-
pillare wurden die Losungen zugefiihrt, die andere Seite fungierte als Ablauf. Die
Apparatur war so eingestellt, dass bei gedffnetem Ablaufventil an der Austritts-
offnung des U-Rohrs ein Unterdruck herrschte und somit iiber den einen Schen-
kel des U-Rohrs zulaufende U-Rohr-Losung sowie durch die Offnung an der U-
Rohr-Spitze Badlosung angesaugt wurde. Damit war ein Austausch der Fliissig-
keit im Inneren des Rohres in kurzer Zeit moglich, ohne dass die Losung in die

Kammer austrat.
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Bei geschlossenem Ablaufventil stromte die Losung durch das Loch in die Mess-
kammer. Aufgrund der laminaren Stromung bildete sich ein rdumlich gut be-
grenzter Strahl aus®. Mit Hilfe des Piezos konnte das U-Rohr nun so positioniert
werden, dass der austretende Strahl entweder auf den Patch traf oder daran vorbei

floss.

3.5.4 Datenerfassung

Die Erfassung der Daten erfolgte mittels PC iiber eine A/D-D/A-Wandlerkarte
(Lab Master DMA, Scientific Solutions, Inc, Solon, USA). Die verwendete haus-
eigene Software SP-Multi iibernahm neben der Erfassung der Daten auch viele
Steuerungsfunktionen, wie das Schalten des Piezos sowie das Anlegen der ge-
wiinschten Klemmspannungssequenzen.

In Tabelle 3 sind die verwendeten Programmtypen aufgefiihrt. Die Haltepotenzi-
ale und Zeitspannen wurden gegebenenfalls nach den Erfordernissen des jeweili-

gen Experimentes angepasst.

Programm Bespielsequenz Verwendung
(A) 1imv L -Messung des
Rechteckimpuls omV Pipettenwiderstandes
+1 mV -1 mV AmV -Erstellen des Gigaseals
B) -Messung und Kompensation
Rechteckimpuls -40mV —— —— der Pipettenkapazitit
-40 mV -50 mV -Aufreifien des Patches und
50mV Uberfiihrung in outside-out-
Konfiguration
© Z_I_Jr Bestimmung von:
Konstantes " -Offnungswahrscheinlichkeit
Haltepotenzial Vi, ATP -Schaltkinetik

-Dauerapplikation oder
zeitgesteuerte Applikation
(grauer Bereich)

bei verschiedenen
Haltepotenzialen V),

(D) +60mV

Rampe bzw. Zur Bestimmung von:
Sdgezahn -Umkehrpotenzial und
(Messung wihrend Leitfahigkeit

des linearen 160mV ’ -I-U-Abhingigkeit
Anstiegs) “relm L

Tabelle 3 Verwendete Stimulationsprogrammtypen
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Die Strome wurden, sofern nicht anders angegeben, mit einer Samplingrate von
5 kHz unter Verwendung des internen 4-Pol-Besselfilters des Verstirkers mit
1 kHz aufgezeichnet.

Die Analyse der Daten erfolgte mittels hauseigenem Programm ,,Super-
patch 2000%, ,,SP-Analyzer* (© T. Bohm) sowie ,,ASCD* (© G. Droogmans,

Katholische Universitit Leuven, Belgien).

3.5.5 Outside-out-Messungen

Da der in der vorliegenden Arbeit untersuchte P2X;-Rezeptor durch
extrazellulire Agonisten im ms-Bereich aktiviert wird, war ein moglichst
schneller Losungswechsel an der AuBenseite der gepatchten Zellmembran
notwendig. Dies ist in der outside-out-Konfiguration der patch-clamp-Technik
gewihrleistet.

Das gemessene Diffusionspotenzial (nach %1y an der Pipettenspitze lag bei 3 mV
fiir K*- bzw. 5 mV fiir die Cs*-Pipettenldsung. Das Diffusionspotenzial sowie die

Elektrodenpotenziale wurden nach dem Eintauchen der noch offenen Pipette in

die Badlosung am Verstirker kompensiert.

T

Abb. 3.4: Patch-Konfigurationen (a) Kontakt mit der Zelloberflidche (Seal), (b) durch Unter-
druck dichte Verbindung zwischen Membran und Pipette (Gigaseal), (c) Patch aus
Zelle herausgerissen (inside-out), (d) Patch durch starken Unterdruck gedffnet
(Ganzzellkonfiguration), (e) Patch schlieft sich beim langsamen Wegziehen in Ca-
haltiger Losung von selbst (outside-out)

Im ersten Schritt wurde die Pipette unter optischer und elektrischer Kontrolle
(Rechteckimpuls —1 mV +1 mV Tabelle 3 A) an die Zelloberfliche herangefiihrt.

Ein geringer Uberdruck im Inneren der Pipette verhinderte dabei das Eindringen

23



Materialien und Methoden

von Badlosung in die Pipette und verringerte auflerdem das Risiko von Ver-
schmutzungen der Spitze durch abgeloste Zellbestandteile. Der Kontakt der Pi-
pettenspitze mit der Membran machte sich durch einen Anstieg des Pipettenwi-
derstandes bemerkbar. Der Uberdruck wurde nun durch einen leichten Unter-
druck ersetzt, bis sich ein sogenanntes Gigaseal, d.h. eine dichte Verbindung
zwischen Pipettenspitze und Zellmembran mit elektrischem Pipettenwiderstand
im GQ-Bereich, ausbildete (cell attached configuration).

Nach einer Ruhezeit von ca. 30 Sekunden (um eventuell in die Pipette einge-
drungene Extrazelluldrlosung durch Diffusion zu verdiinnen sowie zur Konsoli-
dierung der Verbindung zwischen Zellmembran und Pipette) wurde der Patch
durch Zerstorung der Membran innerhalb der Pipette mittels starkem Unterdruck
oder kurzem Spannungspuls in die Ganzzellkonfiguration (whole cell configura-
tion) iiberfiihrt. Der Erfolg dieses Schrittes konnte durch Messung des Pipetten-
widerstandes (Ganzzellwiderstand + Serienwiderstand), welcher typischerweise
bei 10 - 30 MQ lag, iiberpriift werden (Rechteckimpuls -40 mV -50 mV Tabelle
3 B).

Im letzten Schritt wurde die Pipette vorsichtig von der Membran weggezogen.
Dabei schloss sich die anhaftende Membran so, dass sich die AuBenseite der
Zellmembran an der AuBlenseite der Pipette befand (outside-out-Konfiguration, s.
Abb. 3.4). Der Erfolg wurde wiederum durch einen Anstieg des Widerstandes
auf tiber 1 GQ sichtbar.

0
f
h
Losungen " Membran |
L] L] Elektroden- |
potenzial ——
__|Elektroden- Tonenkanal Dittusions-
T potenzial Bl (] — |_ (I
T potenzial .
| Leckstrom P1pette__
EE T

Abb. 3.5 Ersatzschaltbild eines Einzelkanalpatches Ry s << Rpipette << Rianat << Ryiembran
Die Potenziale und Kapazititen wurden am Verstirker kompensiert (Abb. erstellt
mit TARGET 3001!V13)
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3.6 Kinetik

Die Schaltkinetik des P2X;-Kanals wurde anhand kurzer ATP4'—Applikationen
bei konstantem Haltepotenzial untersucht (s. Tabelle 3 C). Dabei wurde ein
Spannungsbereich zwischen —160 und +80 mV betrachtet. Die verwendeten
ATP*-Konzentrationen lagen zwischen 0,3 uM und 10 mM. AuBerdem wurde
der Einfluss verschiedener Kationen durch Austausch des Na* auf der extrazellu-
ldren bzw. des K" auf der intrazelluliren Membranseite gegen andere monova-
lente Kationen untersucht (s. auch 3.7). Aus den gemessenen Daten wurden, wie
in Kap. 3.8 beschrieben, die Offenwahrscheinlichkeit, die Kinetik der Aktivie-
rung und Deaktivierung sowie die Verweilzeiten im offenen bzw. geschlossenen

Zustand bestimmt.

3.7 Bestimmung der Permeabilitit verschiedener Ionen

Zur GroBenabschitzung der Kanalpore wurde die Leitfahigkeit des P2X;-Kanals
fiir monovalente Kationen verschiedener Groe untersucht. Zu diesem Zweck
wurde Na* der extrazelluldren Bad- und U-Rohr-Losung vollstindig gegen das zu
untersuchende Ion ausgetauscht. Gemessen wurden sowohl Spannungsrampen (s.
Tabelle 3) zur Bestimmung der Leitfdhigkeit und des Umkehrpotenzials, als auch
Strome bei konstantem Haltepotenzial zur Analyse der Einzelkanalstromamplitu-

de sowie der Schaltkinetik (s. 3.6).

MMA DMA TMA
4,8 A 54 A 6,4 A

TEA
8,3 A

AMA
6,7 A

Abb. 3.6 GroBenverhiltnisse der verwendeten organischen Kationen im CPK Modell
jeweils von der kleinsten Querschnittsfliche betrachtet. Mono-Methyl-Ammonium
(MMA), Di-Methyl-Ammonium (DMA), Tri-Methyl-Ammonium (TMA), Tetra-
Ethyl-Ammonium (TEA) Tetra-Methyl-Ammonium (4MA), Tris, NMDG
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Die Durchmesser der anorganischen Ionen wurden publizierten Daten entnom-
men (Li* 0,60 A; Na* 0,95 A; K* 1,33 A; Cs* 1,69 A)"?. Die GroBe der organi-
schen Ionen wurden mit Hilfe des Programms ArgusLab 4.0.1 (Mark A. Thomp-
son, Planaria Software LLC, Seattle, WA, http://www.arguslab.com) modelliert.
Als effektiver Durchmesser wurde der Kreis angenommen, der die zwei kleinsten
Dimensionen des Molekiils im CPK-Modell umspannt (Abb. 3.6)

3.8 Auswertung der Daten

3.8.1 Amplitudenhistogramme

Zur Bestimmung der Offnungswahrscheinlichkeit P, und der Einzel-
kanalstromamplitude wurden die gemessenen Strome in einem Amplituden-
histogramm aufgetragen und die erhaltenen Peaks mittels Gaulkurven approxi-
miert:

y=Pe ** (12)
Im Falle eines Einzelkanalpatches konnte aus den Parametern direkt die mittlere
Einzelkanalamplitude iy, die Wahrscheinlichkeit des Zustandes P (offen oder ge-
schlossen) und die Halbwertsbreite @ der Verteilung abgelesen werden.
Bei mehreren Kanilen im Patch wurde eine Binomialverteilung der Offnungszu-
stinde angenommen, wobei vorausgesetzt werden musste, dass alle enthaltenen
Kanidle die gleichen Eigenschaften beziiglich Einzelkanalstromamplitude und

Offenwahrscheinlichkeit aufwiesen. Die Offenwahrscheinlichkeit eines Kanals
P, wurde dann nach der Binomialgleichung (13) berechnet:

P =1-%P(0) (13)
Dabei steht n fiir die Zahl der aktiven Kanéle und P(0) fiir die aus dem Amplitu-
denhistogramm bestimmte Wahrscheinlichkeit, alle Kanile im geschlossenen
Zustand zu finden.
Es wurden nur Registrierungen von Patches mit maximal drei gleichzeitigen Ein-
zelkanaloffnungen bei Applikation von 1 mM ATP* verwendet. Die hier beo-
bachtete maximale Anzahl iiberlappender P2X;-Kanaloffnungen wurde als die

Anzahl der enthaltenen aktiven Kandle angenommen, da die Offenwahrschein-

lichkeit P, hier mit ca. 25 % sehr hoch war (s. Abb. 4.12 B). Das von Colqu-
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houn®® beschriebene Modell fiir die minimal notwendige Beobachtungszeit, um
Uberlappung von Offnungen zweier Kanile im Patch zu erkennen, wurde auf n
Kanile erweitert. Die mittlere Offenzeit von n gleichzeitig gedffneten Kanilen

betrigt demnach:

n

T,=L — (14)
n

Fiir die mittlere Zeit zwischen zwei gleichzeitigen Offnungen aller n Kanile im

Patch ergibt sich:
T, 1

T = -1
e = po (15)

o

Unter der Annahme, dass die Streuung der Verwelilzeiten einer symmetrischen
Verteilung entspricht, wird nach einer Beobachtungszeit 7,. eine gleichzeitige
Offnung aller Kanile mit einer Wahrscheinlichkeit von 0,5 detektiert.

Dementsprechend ergibt sich die Beobachtungszeit t um das Vorhandensein wei-
terer Kanile (n + 1 oder mehr) im Patch mit der Irrtumswahrscheinlichkeit § aus-

zuschlieBen:

t—ln’BT _Ihnfr, [ 1
Inl ™ Inlal P

0

-1 (16)

In der Praxis wurden nur Patches untersucht, bei denen innerhalb von 2 s Appli-

kation von 1 mM ATP nur 3 oder weniger Kanile gleichzeitig 6ffneten.

n Toc/ MS t/ ms

1 15,00 64,83
2 37,50 162,07
3 105,00 453,80
4 318,75 1377,61
5 1023,00 4421,33

Tabelle 4 Notwendige Beobachtungszeiten # um das Vorhandensein weiterer aktiver Kanile
bei einer fiir P2X; typischen mittleren Offenzeit von 5 ms und einer Einzelkanalof-
fenwahrscheinlichkeit von 0,25 mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit f von 0,05
auszuschlieBen. 7,.. mittlere Zeit zwischen zwei gleichzeitigen Offnungen aller n
Kanile im Patch

3.8.2 Offen- und Geschlossenzeiten

Die Verweilzeiten des Kanals im offenen oder geschlossenen Zustand (dwell ti-
mes) wurden mit Hilfe idealisierter Daten analysiert. Dazu wurden den Messwer-

ten, die unterhalb eines Schwellenwertes lagen, die Eigenschaft geschlossen (0)
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und denen iiber einem weiteren Schwellenwert die Eigenschaft gedffnet (1) zu-
gewiesen. Fiir Werte im Hysteresebereich zwischen den beiden Schwellenwerten
wurde die vorige Eigenschaft beibehalten, um Rauschartefakte zu verhindern
(Abb. 3.6). Zur Bestimmung der mittleren Verweilzeiten wurden die aus der Ide-
alisierung gewonnen Zeiten in ein Histogramm aufgetragen und nach Gleichung
(17)% angepasst:

—t

P(tVerweilzeit ) = z A‘ie i (17)

Auch die zeitliche Entwicklung der Verweilzeiten wihrend des Experimentes
lieB sich anhand der idealisierten Daten gut verfolgen. Hierfiir wurden die jewei-
ligen Verwelilzeiten iiber der Ereignisnummer in einem Stabilitédtsplot dargestellt.
Fiir die Bestimmung der Verweilzeiten wurden nur Registrierungen von Patches
mit genau einem Kanal, d.h. Patches, bei denen keine iiberlappenden Offnungen

bei einer Konzentration von 1 mM ATP* auftraten, herangezogen.

A
I R 5 [ W ST
I SN S L S A

Abb. 3.7 Idealisieren der Daten A) Rohdaten B) Idealisierter Datensatz

3.8.3 Makro-Patches

Patches, die viele Kanile enthalten, wurden fiir die Bestimmung des Aktivie-
rungs- (zunehmende Offnungswahrscheinlichkeit wihrend ATP4'—Applikation)
und Deaktivierungsverlaufs (abnehmende Offnungswahrscheinlichkeit wihrend
des Auswaschens von ATP") verwendet, da diese Analysen mittels Einzelkanal-
messungen sehr aufwindig wiren. Waren nur wenige Kanile im Patch vorhan-

den, wurden mehrere Zeitverldaufe der Kanalaktivierung und -deaktivierung ge-
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mittelt. Die Beschreibung der Zeitverldaufe erfolgte mittels Exponentialfunktio-
nen (GI. (22) und (23)).

3.8.4 Umkehrpotenziale

Das Potenzial, bei dem kein Nettoionenstom flieBft (Umkehrpotenzial Vi, ), ist
eine experimentell gut zugdngliche Grole, welche Riickschliisse auf das Permea-
tionsverhalten der Zellmembran ermdglicht. In den patch-clamp-Konfigurationen
inside-out und outside-out (Abb. 3.4 c,e) lassen sich die Konzentrationen der
permeierenden Ionen auf beiden Seiten der Membran einstellen. Bei Verwen-
dung von jeweils nur einer permeierenden lonenart auf jeder Seite des Patches,
kann das Verhiltnis des Permeationsvermégens der beiden Ionensorten P,/P, aus
dem Umkehrpotenzial #errechnet werden (siehe Gl. (1)).

Fiir Kationen K;" mit der Konzentration c; innen und K, mit der Konzentration c,

auf der AuBenseite der Membran gilt:

p
PK:. _6 A

- (18)
PKT (l

Die Umkehrpotenziale wurden mit Hilfe des Programms ,,SP Analyzer 2000* aus
den Daten der Spannungsrampenexperimente gewonnen. Hierzu wurde eine Reg-
ressionsgerade durch die Abschnitte genau erkennbarer Kanal6ffnungen in der
Nihe des Umkehrpotenzials gelegt (Abb. 3.8 D). Vorher mussten die ,,unspezifi-
schen* Membranstrome, die nicht durch den P2X;-Rezeptor flossen, subtrahiert
werden. Hierzu wurden Stromregistrierungen, die keine oder wenige Kanaloff-
nungen aufwiesen, genutzt und der wihrend der KanalschlieBungen auftretende

unspezifische Strom linear approximiert (Abb. 3.8 B, C).
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Abb. 3.8 Beispiele fiir Spannungsrampen (A) vor ATP4’-Applikation (B) unspezifische
Komponente (C) unspezifische und Kanalkomponente (D) Registrierung nach Ab-
zug der unspezifischen Komponente; Alle Registrierungen stammen vom gleichen
Patch.
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4 Ergebnisse

4.1 Komponenten des Stroms durch den P2X,-Kanal

Im Einzelkanalexperiment zeigte sich, dass der durch ATP induzierte Ionenstrom
aus mehreren Stromkomponenten zusammengesetzt war, welche sich hinsichtlich
ihrer Kinetik, Amplitude und ihres Rauschverhaltens unterschieden.

In Abb. 4.1. A ist das Verhalten des Patches in Na'-haltiger Oozytenringerldosung
vor, wihrend und nach der Applikation von 0,3 mM ATP* dargestellt. Die Ein-
zelkanaloffnungen begannen kurz nach dem Start der ATP*-Applikation und
endeten sofort nach dem Auswaschen. Gut zu erkennen ist, dass neben den ei-
gentlichen Einwirtsstromen von ca. 1,3 pA durch die Kanal6ffnungen (Abb.
4.1. B, C) eine weitere Komponente mit exponentiellem Ein- bzw. Ausschaltver-

halten iiberlagert war.

A =3

-4

Anzahl/1000

i (pA)

t(s)

Abb. 4.1 Stromkomponenten eines outside-out-patches bei Applikation von 0,3 mM
ATP, V;, =-120 mV, 1 Tag nach Injektion der cRNA, Bad: Na-ORI, Pipette Cs-
Innenldsung (A): Gesamtstrom; (B): Einzelkanalstrome aus (A) nach Abzug der
unspezifischen Komponente; (C) Amplitudenhistogramm der Einzelkanalstrome
aus (A) (1,3 bis 4,2 s)
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Diese ,,glatte Komponente stellte eine P2X;-unspezifische Reaktion des Patches
auf ATP* dar, welche auch bei P2X;-freien Kontrolloozyten (H,0 bzw. keine
Injektion) bzw. bei der Applikation von ADP>, UTP* oder GTP* beobachtet
wurde (Abb. 4.2).

Fiir die weitere Betrachtung des Einzelkanalstroms wurde diese unspezifische
Komponente nach Gleichung (19) und (20) gefittet und vom Gesamtstrom abge-

zogen.

_I=Idel,act

Tact

i (1) =i |1-e +S'(t_[del,m)+io (19)

Idel,deact

Tdeact

i (1)=i_ e +i (20)
Dabei ist tje1acr DZW. 401 40qcr jENE Zeit, ab der eine Reaktion auf das Ein- bzw.
Auswaschen von ATP erfolgt, i, . die maximale Amplitude, welche sich nach
langer Applikation einstellt, 7., bzw. 7, die Aktivierungs- bzw. Deaktivie-
rungszeitkonstante, s der Anstieg der linearen Komponente und i, der ATP*-

unabhiingige Strom vor bzw. nach ATP*-Applikation.

" J‘l-lﬂ;ﬂu,h.%

Abb. 4.2 Zeitverlauf der P2X;-unabhiingigen ATP-aktivierten Stromkomponente. Die
Zeitverldufe der Aktivierung und Deaktivierung wurden nach Formel (19) bzw.
(20) angenihert (graue Linie); V}, = -120 mV; Cs*-Pipettenlésung

Insbesondere bei Registrierungen mit mehreren iiberlagerten Kanilen oder bei
Ganzzellmessungen ist die Unterscheidung von unspezifischer und Kanalkompo-
nente schwierig. Daher wurde die Kinetik der unspezifischen P2Xj5-

unabhingigen Komponente eingehender untersucht.
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Abb. 4.3 Charakterisierung der P2X;-unspezifischen Komponente. Einfluss der ATP*-
Konzentration auf (A): Aktivierungszeit; (B): Deaktivierungszeit; (C) Anstieg der
linear aktivierenden Komponente (D): Stromamplitude; (E): wie (D), jedoch auf
1mM ATP normiert; (F): Amplitude der unspezifischen Komponente wihrend Ap-
plikation von 1 mM ATP* in Bezug zum Leckstrom vor der ATP-Applikation;

Vha=-120mV; N=5 bis 20 Patches von unterschiedlichen Oozyten; Cs'-
Pipettenlosung

Die Zeitkonstanten der Aktivierung und Deaktivierung von 200 ms bis 500 ms
wiesen keine signifikante Abhidngigkeit von der ATP*-Konzentration auf (Abb.
4.3 A, B). Sowohl der linear ansteigende Strom (Abb. 4.3 C), als auch der expo-
nentiell ansteigende Strom wurden mit wachsender ATP-Konzentration grofer
und zeigten im untersuchten Konzentrationsbereich von 0,3 bis 10 mM keine

Sattigung (Abb. 4.3 D). Jedoch schwankte der Effekt zwischen Registrierungen
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von unterschiedlichen Patches stark. Diese starke Variabilitit wurde durch eine
lineare Abhdngigkeit der Amplitude vom Leckstrom des Patches vor der Appli-
kation verursacht (Abb. 4.3 F). Die auf eine Konzentration von 1 mM ATP*
normierte Darstellung (Abb. 4.3 E) zeigt daher eine deutlich geringere Streuung
als die absoluten Stromamplituden (Abb. 4.3 D). Die unspezifische Komponente
stellt also eine ATP-abhéngige Verstirkung des Leckstroms dar, welche auch in

wasser- bzw. nichtinjizierten Kontrolloozyten auftrat.

4.2 Offen- und Geschlossenzeiten

Die Einzelkanalanalyse des P2X;-Kanals zeigte zwei Arten von Kanal6ffnungen,
welche sich hinsichtlich ihrer mittleren Offnungszeiten unterschieden. Diese im
Folgenden als kurze bzw. lange Offnungen bezeichneten Schaltmodi wurden ge-
trennt voneinander analysiert. Auerdem wurden gelegentlich, vor allem bei ho-
hen ATP*-Konzentrationen und positiven Haltepotenzialen, ultrakurze Offnun-
gen (~1 ms), welche mit einem hohen Rauschen des Stroms und hiufig mit einer
Zerstorung des Patches einhergingen, registriert. Diese wurden als Rauscharte-
fakte infolge der Destabilisation des Patches und nicht als Kanalo6ffnungen ange-
sehen.

Die mittlere Offen- und Geschlossenzeit und damit auch die Offenwahrschein-
lichkeit der kurzen Offnungen des P2X;-Kanals #dnderte sich auch nach langan-
dauernder oder wiederholter Applikation hoher ATP*-Konzentrationen nicht (so-
fern nicht lange Offnungen auftraten). Exemplarisch ist in Abb. 4.4 ein Stabili-
tatsplot eines Einzelkanalpatches wihrend einer 50 s dauernden Applikation von
0,3 mM ATP* dargestellt.

In einigen Patches wurden deutlich lingere Kanaloffnungen (7, ca. 20 ms) als die
hauptsichlich auftretenden im Mittel ca. 5 ms langen Offnungen beobachtet (Sta-
tistik Abb. 4.12). Aufgrund dieser verlingerten Offenzeiten bei unveridnderten
Geschlossenzeiten erhohte sich auch die Offenwahrscheinlichkeit des Kanals.
Die Hiufigkeit dieser langen Offnungen stieg mit steigender ATP*-
Konzentration (Abb. 4.5) und mit lingerer oder wiederholter ATP*-Applikation.
(Abb. 4.6 A)
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Abb. 4.4 Stabilitiit der Offen- und Geschlossenzeiten. Typischer Stabilititsplot eines

Patches ohne lange Offnungen (gleicher Patch wie Abb. 4.8). Schwarze Linie:
Gleitender Durchschnitt iiber 15 Punkte. ([ATP4'] =0,3 mM)
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Abb. 4.5 Auftreten langer Kanaloffnungen in Abhiingigkeit von der ATP*-
Konzentration N = 16 - 50 Patches (Zahlen iiber den Sdulen) von 10 bis 35 ver-
schiedenen Oozyten.

In Einzelkanal-patches wurde nie eine Uberlagerung von kurzen und langen Off-

nungen beobachtet.
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Abb. 4.6 B zeigt Beispielrampen, welche nur kurze (oben) oder lange (Mitte)
Kanal6ffnungen aufwiesen. Nach dem Austausch von Na® gegen Tris™ in der
AuBenlosung konnte auch bei vorher vorhandenen langen Offnungen keine Ein-
zelkanalaktivitdt mehr festgestellt werden. Dies bedeutet, dass die langen Kanal-
offnungen nicht mit einer deutlichen Zunahme der Leitfihigkeit der Kanalpore
fiir groBe organische Kationen einhergeht, wie es fiir die P2X5-abhéngigen gro-
Ben Poren beschrieben wurde™.

Die statistische Auswertung eines Patches mit kurzen und langen Offnungen
(Abb. 4.7 A) lieB eine leicht erhohte Einzelkanalleitfihigkeit wihrend der langen
Offnungen erkennen (Abb. 4.7 B, C). Weiterhin sind bei Patches mit langen Off-
nungen 3 Offenzeitkomponenten mit 7,y = 1,6 ms der ultrakurzen, z,; = 5,7 ms
der kurzen und 7., = 24 ms der langen Offnungen zu erkennen (Abb. 4.7 D). Pat-
ches ohne lange Offnungen wiesen dagegen nur die beiden kleineren mittleren
Offenzeitkomponenten auf. In allen Féllen wurden jedoch nur zwei Geschlossen-

zeitkomponenten beobachtet (Abb. 4.7 E).
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Abb. 4.6 Langandauernde Kanaloffnungen (A) Beispiele wiederholter 1 mM ATP*-
Applikation mit zunehmend hiufiger auftretenden langen Kanal6ffnungen.
Vi =-120 mV, K*-Pipettenlésung (B) Spannungsrampen (-120 bis +60 mV) an ei-
nem Einzelkanalpatch, 1 mM ATP*. Oben und Mitte: Typische Beispiele mit kur-
zen und langen Offnungen. Unten: Nach dem Austausch des extrazelluliren Na*
gegen Tris* sind keine einwirtsgerichteten Einzelkanalstréme mehr erkennbar
(20s 1 mM ATP*). Die Leitfahigkeiten y und die Umkehrpotenziale V, wurden
durch lineare Regression der Spannungsabhingigkeit der offenen Kanile bestimmt.
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Abb. 4.7 Statistik der kurzen und langen Offnungen (A) Ausschnitt einer Registrierung
mit kurzen und langen Offnungen (B) Amplitudenhistogramm (C) Spannungsab-
hingigkeit der Einzelkanalamplituden ermittelt aus den Amplitudenhistogrammen.
Die Regressionsgeraden wurden im Bereich von —100 bis +40 mV angepasst (r >
0,98). (D) Offen- und (E) Geschlossenzeithistogramme Schwellwert: -0,65 pA. Die
durchgezogene Linie ist die Summe von 2 bzw. 3 angepassten Exponentialfunktio-
nen (unterbrochene Linien) V}, =-120 mV, [ATP4'] = 0,1 mM K*-Pipettenldsung
Alle Daten wurden vom gleichen Patch erhoben.

4.3 ATP*-Abhingigkeit der Kanalkomponente
In Abb. 4.8 ist ein Beispiel des Schaltverhaltens des P2X;-Kanals in einem Patch,

welcher nur kurze Kanal6ffnungen zeigte, dargestellt. Die Kanal6ffnungen traten

ab einer minimalen ATP*-Konzentration von 10 uM auf. Die Offenwahrschein-

lichkeit stieg mit zunehmender ATP*-Konzentration und erreichte bei 1 mM na-

hezu die Sittigung (Abb. 4.12 B). Die Einzelkanalstromamplituden waren unab-

hingig von der ATP*-Konzentration - wie die zugehdrigen Amplituden-

histogramme belegen (Abb. 4.8 B). Auch nach langandauernder ATP*-

Applikation konnte keine signifikante Erhohung der Einzelkanalstromstirke,

welche auf eine Aufweitung der Kanalpore deuten wiirde, beobachtet werden.
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Bei hohen ATP*-Konzentrationen trat jedoch ein verstirktes Rauschen des ge-
schlossenen Stromlevels auf (vgl. ATP4'—Abh'angigkeit von G in Abb. 4.8 B). Die

naheliegendste Erklidrung hierfiir ist eine Destabilisation des Patches durch hohe

ATP*-Konzentrationen.
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Abb. 4.8 Beispiel fiir die [ATP4']-Abhéingigkeit des P2X;-Kanals (A): Konzentrationsab-
hiingige Einzelkanalstrome, die geraden Linien entsprechen dem geschlossenen
Niveau nach Abzug der unspezifischen Komponente (B): zugehorige Amplituden-
histogramme. V}, = -120 mV, K*-Pipettenlésung

Eine Zusammenfassung der ATP*-Abhiingigkeit der P2X;-Kanals findet sich in
Abb. 4.12. Die Einzelkanalamplituden (Abb. 4.12 A) und die mittleren Offenzei-
ten (Abb. 4.12 C) waren ATP4'—unabh'angig. Die Zunahme der Offenwahrschein-
lichkeit mit Erhohung von [ATP*] (Abb. 4.12 B) wurde durch eine Verkiirzung
der mittleren Geschlossenzeiten (Abb. 4.12 D) und damit durch ein héufigeres
Offnen des Kanals bewirkt.

Die Offenwahrscheinlichkeit in Abhéngigkeit von der ATP*-Konzentration wur-

de nach GI. 21 angendhert.

P(ATP* =2 ; 1)
lo—log K, j

[ATP™]
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Dabei ist P,, die maximale mogliche Offenwahrscheinlichkeit bei ATP*-
Konzentrationen, welche die Agonisten-Bindungsstelle sittigen und Ky die

scheinbare ATP*-Bindungskonstante.

4.4 Spannungsabhingigkeit der Kanaleigenschaften

Der P2X;-Kanal war fiir kleine anorganische Kationen in beide Richtungen
durchlédssig (Abb. 4.9 A). Das Umkehrpotenzial lag bei etwa gleichen intra- und
extrazelluldren Konzentrationen von kleinen monovalenten Kationen bei etwa
0 mV. Allerdings war eine leichte Einwirtsgleichrichtung der Einzelkanalstrom-
amplitude zu verzeichnen (Abb. 4.9 A, Abb. 4.10). Bei negativen Haltepotenzia-
len war keine signifikante Abhingigkeit der Offenwahrscheinlichkeit von der
angelegten Spannung zu erkennen. Beim Ubergang zu positiven Haltepotenzialen
und damit auch einer Stromrichtungsumkehr, erhohte sich die mittlere Offenzeit
signifikant und damit auch die Offenwahrscheinlichkeit auf etwa das Dreifache.
Die mittlere Geschlossenzeit hingegen blieb unverdndert (Abb. 4.9, Abb. 4.10).
Mogliche Erklidrungen hierfiir sind das Verdringen des Na*, das durch Binden im
AuBlenbereich des Kanals seine SchlieBung fordert, an der KanalauBenseite durch
die ausstromenden Kationen der Innenlésung (siehe Kap. 4.9) oder die Lokalisa-
tion der Na'-Bindungsstelle im elektrischen Feld der Zellmembran (s. 4.10, Abb.
4.27 B). Da positive Membranpotenziale unter physiologischen Bedingungen

nicht auftreten, wurde dieser Effekt jedoch nicht weiter untersucht.
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Abb. 4.9 Spannungsabhingigkeit der Stromamplitude und der Offenwahrscheinlich-
keit (A) Ausschnitte aus Beispielregistrierungen eines Patches mit unterschiedli-
chen Haltepotenzialen V), (B) zugehorige Amplitudenhistogramme mit angepassten
GauBkurven; [ATP*] =0,1 mM
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Abb. 4.10 Spannungsabhingige Kinetik der Strome durch den P2X,-Kanal. Mittlere
Offen- 7, (A), Geschlossenzeiten . (B), Offenwahrscheinlichkeiten P, (C) und Ak-
tivierungs- bzw. Deaktivierungszeiten z (D). N = 1 - 15 [ATP*] = 0,1 mM
4.5 Kinetik der Aktivierung und Deaktivierung
Die Kinetiken der Aktivierung bzw. Deaktivierung wurden unter Verwendung
eines sehr schnellen Losungswechselsystems, welches das Ein- bzw. Auswa-
schen innerhalb einer Millisekunde erlaubte, untersucht (siehe Kap. 3.5.3). Zur
Aufnahme der globalen Zeitverldufe der P2X;-Rezeptor-induzierten Strome bei
bestimmten ATP*-Konzentrationen wurden sowohl Multikanalpatches als auch
gemittelte Strome verschiedener Einzelkanalpatches oder Mittel mehrerer ATP*-
Applikationen des gleichen Einzelkanalpatches verwendet. Da langandauernde,
langsam deaktivierende Offnungen in Na*-Oozytenringerlosung nur unregelmi-
Big auftraten, wurden nur Patches ohne solche Offnungen analysiert. Abb. 4.11
zeigt ein typisches Beispiel eines solchen Multikanalpatches. Die Aktivierung
wurde nach GI. (22) angepasst:

7t"del,act 7t"del,act

. Tact,1 Tact,2

iact (t) = lact,oo,l ) 1 —¢€ + iact,oo,Z ’ 1 —¢€ +s- (t - tdel,act ) + iO (22)
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Darin sind i, ; und i, die Amplituden der Gleichgewichtsstrome nach un-
endlich langer ATP4'—Applikation und 7., ; und 7., die Aktivierungszeitkonstan-
ten der langsam und der schnell aktivierenden Stromkomponenten. s, #;.; 4, und iy
haben die gleiche Bedeutung wie in (19). Der Zeitverlauf der Deaktivierung nach

dem schnellen Auswaschen des ATP* wurde gemiB Gl. (23) angenhert:

1—Idel,deact _I=Idel.deact
Tdeact,1 Tdeact,2

Ljeact (t ) = Igeqer,1 "€ Flgeqer "€ ) (23)
ip und 4 geac: €Ntsprechen den Symbolen in (20), igeacro0 7 UNA igegeron2 Sind die An-
fangsamplituden und 4., ; und 74, die Zeitkonstanten der langsamen bzw.
schnellen Deaktivierung. Die schnell aktivierenden und deaktivierenden Kompo-
nenten (Index 2) beschreiben das Verhalten der P2X;-abhidngigen Einzelkanaler-
eignisse. Die langsam aktivierenden und deaktivierenden Strome (Index 1) hatten
Zeitkonstanten 7,.,; und 7 ... ; von etwa 300 ms und stellen die Aktivierung und

Deaktivierung der unspezifischen Komponente dar (Kap. 4.1).
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Abb. 4.11 Beispiele fiir die ATP*-Abhiingigkeit der Aktivierung und Deaktivierung des
Stroms. Es wurden jeweils die Strome 3 - 12 wiederholter ATP*-Applikationen
gemittelt (schwarze Linie). Die nach GIl. (22) und (23) angepassten Kurven sind
grau gezeichnet. Die daraus ermittelten Zeitkonstanten sind jeweils neben den
Kurven dargestellt. K*-Pipettenldsung, V;, = -120 mV

Aufgrund ihrer ATP-Abhingigkeit (Abb. 4.3 C, D) wird die unspezifische Kom-

ponente allerdings erst bei hohen ATP*-Konzentrationen relevant, wie es bei
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einem Vergleich der Stréme fiir 0,1 und 1 mM ATP* (Abb. 4.11) zu erkennen
ist.

Die Abhingigkeiten der schnell aktivierenden und deaktivierenden Stromkom-
ponente, welche die Einzelkanalaktivitit widerspiegelt, von der ATP*
Konzentration, wurden genauer betrachtet (Abb. 4.13). Der Zeitverlauf des deak-
tivierenden Stroms war unabhéngig von der ATP*-Konzentration (Abb. 4.13 B).
Uberraschenderweise wurde die Aktivierung durch Erhohungen der ATP*-
Konzentration nur wenig beschleunigt (Abb. 4.11, Abb. 4.13 A). Wiire die Bin-
dung des ATP" der geschwindigkeitslimitierende Schritt bei der Kanal6ffnung,
sollte die Aktivierungsrate proportional zur ATP*-Konzentration ansteigen. Je-
doch verursachte eine 300-fache ATP*-Konzentration nicht einmal eine Ver-
dopplung der Aktivierungsrate (R, = 1/7,;2) von 1/24 ms auf 1/14 ms (Abb.
4.13 A). Dies legt nahe, dass die Aktivierungskinetik des P2X;-Kanals kaum
durch die ATP*-Bindung, sondern wesentlich durch eine nachfolgende Konfor-

mationsdnderung bestimmt wird.

4.6 Modellierung der P2X;-Kinetik

Ein Modell der Offnungskinetik des P2X;-Rezeptors sollte sowohl das mikro-
skopische Verhalten (Verweilzeiten, d.h. Offen- und Geschlossenzeiten) als auch
die Aktivierung und Deaktivierung P2X;-induzierter makroskopischer Strome
beschreiben. Das einfachste kinetische Modell eines ligandengesteuerten Kanals
besteht nur aus einem geschlossenen C (closed) und einem offenen Zustand O
(open). Um der geringen Konzentrationsabhédngigkeit der Aktivierungsgeschwin-
digkeit von der ATP*-Konzentration Rechnung zu tragen, wurde das Modell zu-
niichst um einen geschlossenen Zustand erweitert®. Dieses Modell enthilt somit
zwei unterschiedliche Vorginge der Aktivierung von P2X;: Die Bindung des

Agonisten und die anschlieBende Offnung des Kanals.

B s
AN
Cl 2 - 2 C2 T @)
- (24)
Darin sind k. ; und k_; die Raten der ATP4'-Bindung bzw. Dissoziation und £ und

k., [ATP* ]

o. die Ratekonstanten der Kanaloffnung und des Schlieens. Folgende Parameter
wurden festgesetzt: ar=200s™", um eine mittlere Offenzeit von 5 ms zu erhalten
(Abb. 4.12 C), da 7, = 1/a. Weiterhin wurde f = 66 s gewihlt, um eine maxima-

le Offenwahrscheinlichkeit von 0,25 zu modellieren (Abb. 4.12 B) (fiir unendlich
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grofle [ATP*] gilt Py ax = B/(04PB)). SchlieBlich wurden ;=50 s’ und
k,; =167 mM's" gewihlt, um die mittlere Geschlossenzeit von 15 ms fiir groBe
[ATP4'] und eine Konzentration halbmaximaler Aktivierung (ECs, ) von 0,3 mM
zu simulieren.

Die Anwendbarkeit dieses Modells auf die vorhandenen Daten wurde mit Hilfe
des Programms SCALCS gepriift. Dieses C-C-O Modell zeigte eine gute Uber-
einstimmung mit den Verweilzeiten, der Offenwahrscheinlichkeit und dem Akti-
vierungszeitverlauf. Jedoch war es mit diesem Modell nicht méglich die Deakti-
vierungszeitkonstante korrekt wiederzugeben. Aus diesem Grund wurde das Mo-
dell um einen weiteren geschlossenen Zustand mit einer weiteren ATP*-
Bindungsstelle erginzt. Fiir die beiden ATP*-Bindungsschritte wurden identi-
sche Raten angenommen (d.h. beide Bindungsstellen besallen die gleiche Affini-
tit zu ATP"). Es ergibt sich also ein Modell mit geschlossenen Zustinden ohne
gebundenen Liganden (C;), mit einem (C,) bzw. zwei (C3) gebundenen ATP*
und einem offenen Zustand (O). Dabei ist es gleich, welche der beiden Bin-
dungsstellen zuerst besetzt wird.

Die Ratekonstante k,; in diesem Modell betrdgt 320 mM's™! alle anderen Rate-

konstanten blieben unverindert.

2k, [ATP] ky [ATPY] B .
>C, 2 >C,—=—0

k., 2k, Y« (25)

C, ¢

Daraus ergibt sich die folgende Ratekonstantenmatrix Q (26):

2k, [ATP*] 2k, [ATP*] 0 0
0= k_, —k_ —k, [ATP*] Kk, [ATP*] 0

0 2k, 2k -8 B
0 0 o -

~720[ATP*"] T20[ATP* ] 0 0

_ 50 ~50—-360[ATP* ] 360[ATP*] 0 26)

0 100 ~166 66
0 0 200 —200
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Abb. 4.12 [ATP*] Abhiingigkeit der kurzen und langen Kanal6ffnungen
(A) Einzelkanalamplitude (B) Offenwahrscheinlichkeit angepasst nach GI. 21 (C)
mittlere Offenzeiten (0: ultrakurz, 1: kurz, 2: lang). (D) mittlere Geschlossenzeiten.
Alle mittleren Offenzeiten und die kurzen Geschlossenzeiten sind unabhéngig von
der ATP*-Konzentration; Die Vorhersagen des C-C-C-O Modells sind als gepunk-
tete Linien dargestellt; N=3 - 18 von 3 — 13 Oozyten; K*-Pipettenlésung; V;, = -
120 mV

Die gepunkteten Kurven in Abb. 4.12 und Abb. 4.13 wurden unter Verwendung
der angepassten Kinetikparameter des C-C-C-O Modells errechnet (SCALCS).
Das Modell lieferte drei verschiedene Geschlossenzeiten (Abb. 4.12 D), welche
allerdings so nah beieinander lagen, dass sie aufgrund der Streuung der Daten im
Verweilzeit-Histogramm nicht zu trennen waren. Auflerdem wurden drei Zeit-
konstanten fiir die makroskopische Aktivierung und Deaktivierung vorhergesagt.
Dabei war jedoch je eine Zeitkonstante so dominant, dass eine Niherung mit ei-
ner einfachen Exponentialgleichung eine ausreichend gute Niherung darstellte (s.
Abb. 4.13 C). Die iibrigen Zeitkonstanten bewirkten eine Verzogerung, die un-
terhalb der Auflosungsgrenze der verwendeten Messanordnung lag.

__!ldelact

Tact,2,model

Po,act,model ([) = Po,oo ) 1_ € (27)
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1—1del,deact
Tdeact,2,model
Po,deact,model (t) = P0,<>° € (28)

Darin sind Pg » moder die Offenwahrscheinlichkeit des Kanals nach unendlich lan-
ger ATP4'—Applikation und Ty 2 moder UNA Taeacr2.moder di€ Zeitkonstanten der
schnellen Aktivierung bzw. Deaktivierung der P2X;-Rezeptor abhédngigen Stro-
me. Abb. 4.13 C zeigt, dass sich auf diese vereinfachte Weise die vom C-C-C-O-
Modell vorausgesagten triexponentiellen Zeitverldufe der Aktivierung und Deak-
tivierung sehr gut beschreiben lassen. Die ATP*-Abhiingigkeit dieser Zeitkon-
stanten ist in (Abb. 4.13 A,B) dargestellt.
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Abb. 4.13 Abhiingigkeit der Aktivierung und Deaktivierung von der ATP*
Konzentration (A) und (B) Aktivierungs- und Deaktivierungszeiten. schwarz: ex-
perimentelle Daten; gepunktet: Vorhersagen des Modells. (C) Offenwahrschein-
lichkeiten eines P2X,-Kanals fiir 0,3 mM ATP*

4.7 Kanalkinetik in cell-attached-Konfiguration einer intakten Qozyte

Durch die outside-out-Konfiguration wurde die natiirliche Intrazellularlosung

durch die Pipettenlosung ersetzt. Um den Effekt des Auswaschens intrazelluldrer

Molekiile auf die Funktion des P2X,-Rezeptors zu untersuchen, wurden ATP*-

induzierte Strome in P2X;- exprimierenden Xenopus-Oozyten in der cell-

attached-Konfiguration aufgenommen. Dazu wurde die Patchpipette mit der 0,1

bzw. 0,3 mM ATP-haltigen Ringerlosung gefiillt, die sonst durch das U-Rohr

appliziert wurde. Die Patchpipette wurde so auf die Oozyte aufgesetzt, dass sich
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ein Gigaseal ausbildete, ohne die Zelle zu verletzen (Abb. 3.4 B). Da es bei die-
ser Methode nicht moglich ist, in der extrazelluliren Losung ATP* ein- oder
auszuwaschen, wurden die von P2X;-Rezeptoren verursachten Stréme anhand

ihrer charakteristischen Einzelkanaleigenschaften identifiziert.
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Abb. 4.14 Verhalten P2X;-induzierter Strome in einer intakten OQozyte in cell-attached-
Konfiguration Als Pipettenlosung wurde die sonst iiber das U-Rohr applizierte
Losung (ORi 0,5 mM Ca®) mit 0,1 mM ATP* verwendet. Die Beispiele wurden
(A) 3 und (B) 10 Minuten nach Ausbildung des gigaseals aufgenommen.
Vi=-60 mV (C) Stromamplitudenhistogramm (10 min < ¢< 10,5 min) (D) I-U-
Abhingigkeit des Einzelkanalstromes. (E,F) Offen- bzw. Geschlossen-
zeithistogramm (10 min < ¢ < 10,5 min)

In Abb. 4.14 ist ein typisches Beispiel einer solchen Aufnahme abgebildet. Das
Fehlen iiberlappender Kanal6ffnungen deutet darauf hin, dass mit hoher Wahr-
scheinlichkeit nur ein aktiver Kanal im Patch enthalten war (siehe 3.8). Die ge-
messenen Werte fiir Leitfihigkeit, Verweilzeiten, Offen- und Geschlossenwahr-
scheinlichkeit (Abb. 4.12 C, D) lagen innerhalb der Standardabweichung der ent-
sprechenden outside-out-Experimente. Die Charakteristik der Einzelkanaloff-
nungen #dnderte sich iiber die gesamten 20 Minuten, in denen der Patch intakt
blieb, nicht. Aus den insgesamt 5 cell-attached-Patches mit 0,1 mM ATP* wur-

den Offen- und Geschlossenzeiten von 3,9 + 2.3 ms bzw. 44 + 12 ms bestimmit,
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die nicht signifikant von den gemessenen Werten bei 0,1 mM ATP" in der outsi-
de-out-Konfiguration (Abb. 4.12 C,D) abwichen.

4.8 Permeabilitit fiir verschiedene Molekiile

Zur Bestimmung der Permeationscharakteristik des P2X;-Rezeptors wurden
Strome durch outside-out-Patches in Extrazelluldarlosungen mit 0,1 und 1 mM
ATP* und verschiedenen monovalenten Kationen gemessen.

Dies geschah zunéchst anhand von Spannungsrampen im Bereich von -160 bis
+60 mV. Die in Abb. 4.15 dargestellten Beispielregistrierungen lassen die Ab-
nahme der Einzelkanalleitfdhigkeit und die Verschiebung des Umkehrpotenzials
durch groe Kationen direkt erkennen.

Die groBte Einzelkanalleitfihigkeit wurde bei Na* mit ca. 11 pS beobachtet. Fiir
groBere Ionen war eine tendenzielle Abnahme der Einzelkanalleitfahigkeit mit
steigendem Durchmesser zu verzeichnen (Abb. 4.16, Abb. 4.17). Eine Ausnahme
stellt das Lithiumion dar. Trotz seines kleineren Durchmessers ist die Leitfahig-
keit fiir Li" nur etwa halb so hoch wie die der Natriumionen. Das groBte betrach-
tete Ion war Tetraethylammonium® (TEA®), da sich zum einen die TEA'-
abhidngigen Strome nahe der Auflosungsgrenze bewegten und zum anderen die
Applikation des noch groBeren Kations Tetrabutylammonium® (TBA™) zu einer
raschen Zerstorung des Patches innerhalb von ca. 10 Sekunden fiihrte.

Eine VergroBerung der Ionendurchmesser iiber 4 A fiihrte zu einer sukzessiven
Verschiebung des Umkehrpotenzials zu negativeren Werten (Abb. 4.15, Abb.
4.18).

Eine Extrapolation der Einzelkanalleitfihigkeit auf y=0 ergab einen Kanalpo-
rendurchmesser von 8,5 A (Abb. 4.17).
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Abb. 4.15 P2X;-abhéngige Strome in verschiedenen extrazelluliren Losungen Beispiel-
registrierungen fiir Spannungsrampen von —160 bis +60 mV innerhalb 1 s. (A) vor,
(B) bis (F) wihrend der Applikation von 1 mM ATP*. Die Geraden reprisentieren
die lineare Regression des Stroms durch den gedffneten Kanal im Bereich von
+50 mV um das Umkehrpotenzial V. Extrazelluldrlosung: XORi 0,5 mM Ca2+;
(X = Kation wie in Abb. angegeben) Cs*-Pipettenldsung; Filter 1000 Hz (A, B)
bzw. 100 Hz (C - F)
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Abb. 4.16 Einzelkanalleitfihigkeiten fiir die untersuchten Ionen V,=-140mV,
[ATP4’] =0,1 mM, N =3 bis 15; unterschiedliche Symbole bezeichnen signifikant
verschiedene Stromamplituden.
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Abb. 4.17 Einzelkanalleitfihigkeit in Abhingigkeit des effektiven Ionendurchmessers
Die durchgezogene Linie entspricht der Regressionsgeraden (MMA bis TEA),
welche zur Extrapolation des Porendurchmessers verwendet wurde.
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Abb. 4.18 Einfluss des extrazelluliiren Kations auf das Umkehrpotenzial Die Bestim-

mung des Umkehrpotenzials erfolgte wie in Abb. 4.15 gezeigt (Mittelwerte +

SEM, N = 3 bis 15)
4.9 Einfluss des extrazelluliiren Kations auf das Schaltverhalten des

Einzelkanals

Abb. 4.19 zeigt typische Beispiele ATP*-induzierter Einzelkanalstrome in Bad-
16sungen mit verschiedenen monovalenten Kationen bei konstantem Haltepoten-
zial. Unabhingig von der veridnderten Stromamplitude war eine drastische Ver-
lingerung der Offenzeiten zu beobachten, wenn Na® durch ein anderes monova-
lentes Kation ersetzt wurde.
Zur genaueren Betrachtung dieses Effektes wurden die mittleren Offen- und Ge-
schlossenzeiten des Kanals ausgewertet (Abb. 4.21, Abb. 4.22). Die Offenwahr-
scheinlichkeit, die Einzelkanalleitfahigkeit und das Umkehrpotenzial dnderten
sich bei keinen der verwendeten extrazelluliren Kationen ¢ wihrend ATP"-
Applikation von mehr als 30 s Dauer. Beispielhaft sind in Abb. 4.19 Registrie-
rungen direkt am Beginn der ATP*-Applikation (0,1 mM) und 30 s danach fiir
100 mM NMDG"-haltige Badlésung dargestellt.
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Abb. 4.19 Einzelkanalregistrierungen in Abhiingigkeit der Extrazellulirlosung (nach

Abzug der

Leck-

und

unspezifischen

Komponenten)

Vh=-140 mV,

[ATP*]=0,1 mM, Filter: 1 kHz (Na*, K¥, MMA*, DMA"), 300 Hz (TMA") bzw.
100 Hz NMDG; links: Beispielmessungen, rechts: zugehdriges Amplituden-

histogramm
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In Abb. 4.23 sind Beispiele fiir die Kanaloffen- und Geschlossenzeiten fiir Bad-
16sungen mit 0,3 und 100 mM Na* abgebildet, als Austauschion wurde K" ver-
wendet. In Losungen, welche Na* und K" enthielten, wurden sowohl kurze als
auch lange Kanaloffnungen beobachtet. Die statistische Auswertung zeigt, dass
die Verlingerung der Offenzeiten 7, dabei unabhingig von der ATP*-
Konzentration ist (Abb. 4.26 C). Auch die Einzelkanalleitfihigkeit wurde, wie
schon bei der Na“-AuBenldsung, nicht von der ATP*-Konzentration beeinflusst
(Abb. 4.26 A). Die Offenwahrscheinlichkeit stieg jedoch bei allen Kationen (ex-
emplarisch fiir Na* in Abb. 4.12 B und K* in Abb. 4.26 B) mit steigender ATP*-
Konzentration.
Im einfachsten Fall und entsprechend des verwendeten Modells (25) besitzen alle
Bindungsstellen die gleiche ATP*-Affinitit und es besteht keine Interaktion zwi-
schen ihnen. Die ATP4'—Abh'angigkeit der Offenwahrscheinlichkeit in Na'-freier
Losung kann dann wie in Na'-haltigen Extrazellulirlosung nach Gleichung 20
angenihert werden. Die Approximation fiir K*-haltige Extrazellulidrlosung ergab
einen Hillkoeffizienten n von 1,6 + 0,2, welcher sich nicht signifikant von dem in
natriumhaltiger Losung unterschied. Die maximale Offenwahrscheinlichkeit P, .,
von 0,86 + 0,01 und der logK, von —4,36 + 0,09 unterschieden sich jedoch deut-
lich von denen in Na*-Extrazellulirldsung (Abb. 4.12 B).
Die ATP*-abhiingige Erhhung der Offenwahrscheinlichkeit wurde auch in die-
sem Fall durch eine ATP*-abhiingige Verkiirzung der mittleren Geschlossenzei-
ten 7. bedingt (Abb. 4.22, Abb. 4.26 C). Die mittleren Geschlossenzeiten ent-
sprachen denen in Na'-haltiger Losung. Fiir die Messungen in K™-haltigen Lo-
sungen wurden lidngere Traces verwendet, welche zu einer scheinbaren Verlidnge-
rung der Geschlossenzeiten fithren konnen, da die Traceldnge die maximal mog-
liche gemessene Verweilzeit begrenzt. Diese Anpassung der Traceldnge war zur
Erfassung der deutlich lingeren Offenzeiten notwendig.
Der Austausch des Na* gegen andere monovalente Kationen reduzierte die Ein-
zelkanalleitfahigkeit, wenn groB3e Ionen verwendet wurden. (Abb. 4.16). Wih-
rend bei Na'-haltiger AuBenldsung vorwiegend kurze Kanal6ffnungen von etwa
5 ms beobachtet wurden, stiegen die Offenzeiten bei Austausch von Na™ gegen
andere monovalente Kationen drastisch bis auf 260 ms fiir Tris* an.
Die Geschlossenzeiten dagegen wurden vom extrazelluldren Kation nicht signifi-
kant beeinflusst. Nur bei Cs* wurde keine signifikante Erhohung der Offenwahr-
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scheinlichkeit (Abb. 4.20) beobachtet, da hier neben der Verlingerung der Of-
fenzeiten (Abb. 4.21) auch eine Verlingerung der Geschlossenzeiten (Abb. 4.22)

auftrat.

Aufgrund dieser Daten ist die erhohte Offenwahrscheinlichkeit des P2X;-

Rezeptors in Na'-freien Extrazelluldrlosungen auf eine verlingerte Offenzeit,

nicht aber auf eine Anderung der Geschlossenzeiten zuriickzufiihren.
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Li Na K Cs MMA DMA TMA Tris NMDG TEA

Abb. 4.20 Offenwahrscheinlichkeit des P2X;-Kanals in Abhéingigkeit vom extrazelluli-
ren Kation V;, = -140mV, [ATP4"] =0, mM
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Abb. 4.21 Mittlere Offenzeiten des P2X;-Kanals in Abhéngigkeit vom extrazelluliren
Kation V;, = -140 mV, [ATP*] = 0,1 mM
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Abb. 4.22 Mittlere Geschlossenzeiten des P2X,-Kanals in Abhéngigkeit vom extrazellu-
liren Kation V;, = -140 mV, [ATP*] = 0,1 mM
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Abb. 4.23 Einfluss der extrazelluliiren Na*-Konzentration auf die P2X,-Kinetik (Einzel-
kanalpatch) (A) Offenzeithistogramm, (B) Geschlossenzeithistogramm Na* wurde
schrittweise durch K* ersetzt. Alle Beispiele stammen vom gleichen Patch.
Vi =-120 mV, [ATP*] = 0,1 mM, K*-Pipettenldsung

4.10 Beeinflussung der makroskopischen Kinetik durch extrazellulire
Kationen

Wird ATP* appliziert, traten unabhiingig vom Vorhandensein von Na* P2X,-

abhingige Kanaloffnungen auf (Abb. 4.24 A,B). Beim anschlieBenden Auswa-

schen zeigten sich jedoch deutliche Unterschiede in der Kanalkinetik. Wihrend

beim Ausspiilen mit Na'-haltiger Badlosung die Kanalaktivitit sofort stoppte,
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offnete und schloss der Kanal beim Ausspiilen mit Na'-freier Badlosung z. T.
noch iiber mehrere Sekunden (Abb. 4.24 B). Dies geschah unabhiingig vom Na'-
Gehalt der Losung wihrend der ATP*-Applikation.

A
21 Na* 1 ATP* ,
T O T M A
27 Bad: Na*
_4 T T T T T T T T T T T T
B :{ wwmat1aP* |
— 1
< "™ A SR Wl byl
g -
4] Bad: MMA*
_6 T T T T T T T T T T T T
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

Abb. 4.24 Einfluss des extrazelluliren Kations auf Kanaloffnungen wihrend und nach
der Applikation von 1 mM ATP* Gut zu erkennen ist das unterschiedliche Ver-
halten der Einzelkanile bei der Deaktivierung in (A) Na*- und (B) MMA*-haltiger
AuBenlosung. Beide Beispielregistrierungen sind vom gleichen Patch.

Fiir die genauere Untersuchung des Schaltverhaltens unter Na'-Mangel wurde K"
als Austauschion gewihlt. Die Wirkung des Austausches des extrazellulidren Na*
gegen K" wurde anhand makroskopischer Strome von Multikanalpatches bzw.
bei Patches mit wenigen Kaniilen durch Mittelung der Antworten mehrerer ATP*
-Applikationen untersucht. Die Zeitverldufe der Aktivierung wurden nach Glei-
chung (22) und die der Deaktivierung nach dem Auswaschen des ATP* entspre-
chend Gleichung (23) angenihert.

Die Amplitude der unspezifischen Komponente, deren Aktivierungs- und Deak-
tivierungskonstante bei ca. 300 ms lag (s. Kap. 4.1), war mit wenigen pA im All-
gemeinen klein im Vergleich zu Kanalkomponente, (Abb 4.25 A und C) (s. Kap
4.5).

Die Beispiele der Multikanalpatches in Abb. 4.25 zeigen, dass das Ersetzen von
Na" durch K" sowohl die Aktivierung als auch die Deaktivierung des Kanals ver-
zogerte. Die unspezifische Komponente spielte nur in (A) eine wesentliche Rolle,
da nur hier sowohl die Kanalkomponente klein als auch die Kanal-Deaktivierung

schnell war.
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Abb. 4.25 Aktivierungs- und Deaktivierungszeiten in Na*-haltiger und Na*-freier (K*-
haltiger) AuBlenlosung grau: Gemittelte Kurven von je zwei Registrierungen eines
Multikanalpatches; schwarz: Anpassung nach (22) und (23)

Die statistische und quantitative Auswertung ist in Abb. 4.27 dargestellt. Es zeig-
te sich, dass der schrittweise Austausch von Na* gegen K die mittlere Einzelka-
nalamplitude nicht signifikant dnderte (Abb. 4.27 A). Zu beachten ist, dass, ob-
wohl die Einzelkanalleitfihigkeit des P2X;-Rezeptors (i) fiir andere Ionen als
Na" zum Teil deutlich geringer ist, in natriumfreier Losung in Folge der hoheren
Offenwahrscheinlichkeit dennoch groBere Ganzzellstrome (Iz) auftreten kon-

nen, da:
1,0 (I()n, |:ATP‘L J) =17 (I()n) Ny, - L, (I()n, [ATP‘L]) (29)

i(Ion): Einzelkanalstromstirke; Npx7;: Anzahl der P2X,-Kandle; P,: Offenwahr-
scheinlichkeit eines Kanals

Zum Ausgleich der variierenden Expression des Kanals wurden die durch P2X;-
Rezeptoren induzierten makroskopischen Multikanalstrome I([Na]), welche
durch 0,1 mM ATP* in Badlosungen verschiedener Na*-Konzentrationen verur-
sacht wurden, auf den Strom I([0]), welcher in einer Na'-freien Losung mit
100 mM K" floss, normiert. Die Dosis-Wirkungs-Kurve (Abb. 4.27 C) wurde
durch Gleichung (30) angenéhert:
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-1, .
Irel (Na+) — I([Na]) — rel, min + Irel .
I([O]) (10'10gEC50 jn ’ (30)
I+ >

[Na™]

Darin ist /,,; i, der minimale relative durch P2X;-Rezeptoren verursachte Strom,
welcher in 100 mM Na*-Losung ohne K' auftrat, ECsy (in mM) ist die
Konzentration der halbmaximalen Na'-abhiingigen Stromaktivierung. Bei einem
Haltepotenzial von V}, = -120 mV wurde ein log(ECs) von (-2,24 + 0,03) und ein
Hill-Koeffizient n von 1,2+0,1 ermittelt. Der Effekt des Na* wurde auf
Spannungsabhingigkeit iiberpriift. Fiir ein Haltepotenzial von V,=-50 mV
wurde ein signifikant abweichender log(ECsp) von -1,94 £ 0,06 ermittelt. Der
Hill-Koeffizient n blieb mit 1,1 + 0,2 jedoch vom Haltepotenzial unbeeinflusst.

Ebenso waren die mittleren Offenzeiten 7, (Abb. 4.27 C) und die Zeitkonstanten
der Aktivierung der ATP*-abhingigen Summenstréme (Abb. 4.27 E) stark von
der extrazelluliren Na'-Konzentration abhingig. Diese Abhingigkeit wurde mit-

tels Gleichung (31) angenéhert:

+ z.ma)c B z.min
T(Na") = —+7T,., 31)
IO'IOgEC.so
+ - @@
( Na'] j

Sowohl die logECsy Werte mit (2,24 +£0,02) mM als auch die Koeffizienten
(-1,2 £ 0,1 fiir ¢, bzw. 1,3 £0,2 fiir 7,.,) waren nicht signifikant verschieden von
denen in Na*-haltiger Losung.

Die mittleren Geschlossenzeiten zwischen den Kanal6ffnungen wurden von der
extrazelluldren Na‘-Konzentration nicht beeinflusst (Abb. 4.27 D). Der Deakti-
vierungszeitverlauf verlangsamte sich jedoch signifikant, wenn wiéhrend des
Auswaschens des ATP* K*-haltige, statt Na*-haltiger Badlosung verwendet wur-
de (Abb. 4.27 F).

Diese verlangsamte Deaktivierung des Kanals lisst sich im C-C-C-O Modell (25)
durch eine natriumabhingige Reduktion der Ratekonstante a, welche den Uber-
gang von O nach Cj;, beschreibt simulieren. Die Simulationsergebnisse fiir
a=19mM"s"*[Na*']+8 s sind in Abb. 4.26 B-D und Abb. 4.27 B-E den expe-
rimentellen Befunden gegeniibergestellt. Der zusitzliche Term 8 s triigt der Tat-
sache Rechnung, dass der Kanal auch in vollkommen Na'-freier Umgebung in

der Lage ist zu schlieBen.
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Abb. 4.26 [ATP"']-abhéingiges Verhalten einzelner P2X,-Kanile in natriumfreier
K*-Losung (A) Einzelkanalamplitude, (B) Offenwahrscheinlichkeit angepasst
nach GI. (21), (C) mittlere Offenzeit, (D) mittlere Geschlossenzeit ; N =3 bis 6,
K*-Pipettenldsung,, V;, = -120 mV. Die gepunkteten Linien geben die Vorhersagen
des in Kap.4.6 beschriebenen Modells mit angepasstem a an. Auch dieses
modifizierte Modell liefert 3 Geschlossenzeitkonstanten 7, die experimentell nicht
zu trennen sind.
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Abb. 4.27 Abhiingigkeit der P2X;-Kanaliile von der extrazelluliiren Na*-Konzentration
Die Gesamtkonzentration [Na*] + [K'] der 0,1 mM ATP4’-L6sung wurde konstant
auf 100 mM eingestellt. Sofern nicht anders angegeben, wurde der Patch auf V}, = -
120 mV geklemmt. Die Badlosungen in (A - E) enthielten entweder 100 mM Na*
oder K*, was jedoch keinen Einfluss auf den Patch wihrend der ATP*-Applikation
hatte. Die Messung der Einzelkanaldaten begann 1s nach Beginn der ATP"-
Applikation. (A) Einzelkanalamplitude. (B) Relative Offenwahrscheinlichkeit
(gemittelter Strom iiber 1 s, bezogen auf Na*-freie Losung) nach Gleichung (30)
(C, D) Mittlere Offen- und Geschlossenzeiten (kurze und lange C)ffnungen). (E, F)
Einfluss von [Na'] auf die Aktivierungs- Gl. (22) bzw. Deaktivierungszeitkonstan-
ten Gl. (23) Die Vorhersagen des Modells sind jeweils gepunktet dargestellt.
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5 Diskussion

5.1 Unterscheidung der ATP*-induzierten Stromkomponenten in
P2X;-exprimierenden Oozyten
Die hier beschriebenen Einzelkanalstrome waren die einzigen Einzelkanalereig-
nisse, die schnell und wiederholt durch ATP* aktiviert werden konnten. Zusam-
men mit der Tatsache, dass diese Einzelkanal6ffnungen nur in Membranpatches
P2X;-Rezeptoren exprimierender Oozyten auftraten, wurde gewihrleistet, dass es
sich um Strome durch den P2X,-Kanal und nicht um sekundire P2X5-induzierte
Effekte handelte. Andere Kanal6ffnungen erfolgten selten und wurden vom Ein-
oder Auswaschen des ATP* nicht beeinflusst.
In den vorliegenden Experimenten wurde neben den eigentlichen Einzelkanal-
stromen noch eine zweite ,,glatte® Stromkomponente, welche keine erkennbaren
Einzelkanaloffnungen aufwies, beobachtet (Abb. 4.2, Abb. 4.3). Wahrscheinlich
handelt es sich hierbei um eine unspezifische Wirkung der negativ geladenen
Purine auf die Leckstromleitfihigkeit des Patches, da sie

a) unabhidngig von der Expression der P2X,-Rezeptoren ist,

b) keine Sittigung bei hohen ATP*-Konzentrationen zeigt,

c) einen [ATP4']-unabh'zingigen Zeitverlauf aufweist,

d) auch durch 1 mM ADP3', UTP* und GTP* induziert wird, welche keine

P2X--Einzelkanile aktivieren,

e) proportional zum Leckstrom vor der ATP4'—Applikation ansteigt.
Eine derartige Verschiebung des Haltestroms durch ATP* wurde auch schon bei
Messungen an nativ in humanen B-Lymphozyten vorkommenden P2Z-
Rezeptoreinzelkanilen beobachtet™. (Beim P2Z-Rezeptor handelt es sich wahr-
scheinlich ebenfalls um den P2X;-Rezeptor.) Diese unspezifische Komponente
muss bei der Analyse quasimakroskopischer Strome von Multikanalpatches oder
gemittelter Einzelkanalstrome, bei denen die Einzelkanal6ffnungen schwer zu
identifizieren sind, in die Betrachtungen einbezogen werden. Zwar wurden im
Rahmen dieser Arbeit solche Messungen zur Analyse der makroskopischen Ki-
netik der P2X;-verursachten Strome verwendet. Allerdings konnte diese Kompo-
nente in unseren Versuchen leicht anhand ihrer relativ langsamen Aktivierung
und Deaktivierung von den durch P2X;-Rezeptoren verursachten Stromen abge-
grenzt werden. Bei Ganzzellexperimenten jedoch, bei denen nur ein langsamer
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Losungswechsel moglich ist, kann diese ,,glatte Stromkomponente durchaus zu
einer Beeinflussung der Ergebnisse fiihren. Bei einem Patch mit einem Sealwi-
derstand von 12 GQ betrdgt der Leckstrom bei —120 mV 10 pA (bei angenom-
mener linearer U-I-Beziehung) (Abb. 4.3 F). Die Applikation von 1 mM ATP*
fiihrt in diesem Beispiel zu einem zusitzlichen Strom von ca. 5 pA, was einen
erheblichen Beitrag zum Gesamtstrom liefern kann, insbesondere, wenn nur we-

nige P2X;-Rezeptoren vorhanden sind.

5.2 Einzelkanalkinetik
Im Gegensatz zu den meisten Ganzzellexperimenten zur Aktivierung P2X5-

. : . 16,17,20,21,41,43-45 47,66
Rezeptor  induzierter  Strome

zeigen die  P2X5-
Einzelkanalstrome relativ einfache schnelle Aktivierungs- und Deaktivierungs-
zeitverldufe. Abgesehen vom wesentlich langsameren Austausch der extrazellu-
laren Losung bei Ganzzellexperimenten im Vergleich zu den hier gezeigten
patch-clamp-Messungen kommen verschiedene weitere Erkldrungen fiir diese
Diskrepanz in Betracht. Moglicherweise wird die Funktion des P2X;-Rezeptors
durch intrazellulare Einfliisse, wie z.B. sekundire Botenstoffe oder Kinasen, be-
einflusst. Dies entféllt bei outside-out-Experimenten, da diese Zellbestandteile
anders als bei den Ganzzellexperimenten ausgewaschen werden. Dagegen spricht
jedoch, dass im Rahmen dieser Arbeit bei cell-attached- und outside-out-
Messungen keine Unterschiede in der Kinetik festgestellt wurden. Da in der cell-
attached-Konfiguration die Zelle intakt bleibt, kann das Auswaschen intrazelluli-
rer Zellbestandteile die Verdnderungen der Kinetik nicht erkldren. Eine zweite
mogliche Deutung sind zusitzliche Ionenleitfdhigkeiten. Da P2X;-Kanile auch
fiir Kalziumionen durchlissig sind, konnte der Anstieg der Ca®**-Konzentration in
der Zelle derartige Leitfdhigkeiten aktivieren. Bei den outside-out-Experimenten
wurde die freie Ca**-Konzentration in der Pipettenldsung durch EGTA und
BAPTA gepuffert. Tatsichlich lieferten Ganzzellexperimente mit starker Ca*'-
Pufferung an humanen B-Lymphozyten®” und Experimente mit reduzierter extra-

.. 2 . 19,4041
zelluldrer Ca“*-Konzentration

einfache Zeitverldufe der P2X;-Rezeptor in-
duzierten Strome. AuBerdem zeigt ein Vergleich zwischen P2X;-Stromen in
Ganzzell- und cell-attached-Experimenten, dass Ca”* als sekundirer intrazelluli-
rer Botenstoff bei der P2X;-induzierten Porenformation wirkt®”. Auch scheinen

artspezifische Unterschiede eine wichtige Rolle zu spielen, denn beispielsweise

63



Diskussion

wurden fiir P2X;-Rezeptoren der Ratte!02! 444347 kompliziertere Zeitverldufe als

17,37,41 -
publiziert.

fiir menschliche P2X;-Rezeptoren
Der anhand der Einzelkanalaktivierung ermittelte ECs, Wert von ca. 0,3 mM
freiem ATP* stimmt gut mit den entsprechenden Werten aus Ganzzellexperi-

menten nativer oder rekombinanter P2X; (P2Z)-Rezeptoren der Maus'***%, der

37,41

Agakr('jte38 und des Menschen tiberein. Im Gegensatz dazu scheint der Rat-

ten-P2X,-Rezeptor schon durch wesentlich geringere ATP*-Konzentrationen mit
ECsy Werten von 3 bis 30 uM aktiviert zu werden'®*,

Durch Zweielektroden-Spannungsklemmen-Experimente an P2X;-Rezeptoren
exprimierenden Xenopus-Oozyten konnte gezeigt werden, dass der Rezeptor ak-
tivierende ATP4'—Bindungsstellen mit hoher und niedriger ATP*-Affinitit be-
sitzt*. Auf Einzelkanalebene entspricht die Bindungsstelle, welche zur Kanal6ff-
nung fiihrt, der niedrigaffinen Bindungsstelle mit einem ECsy von 0,3 mM. Der
Effekt der Aktivierung der hochaffinen Bindungsstelle (ECs, von ca. 0,03 mM)

scheint im Einzelkanalexperiment eine Erhohung des Stromrauschens zu sein

(Daten nicht gezeigt). Dieser Effekt muss noch weiter untersucht werden.

5.3 Langandauernde Einzelkanalo6ffnungen
In Ganzzellexperimenten wurde héufig eine verzogerte Deaktivierung des P2X5-
Rezeptor verursachten Stroms nach wiederholter oder langer Applikation hoher

ATP*-Konzentrationen beobachtet'®!”?*2!

. Das Auftreten solcher langsam deak-
tivierender Strome wurde meistens von einem Verlust der Porenselektivitit fiir
kleine anorganische Kationen begleitet. Dies zeigte sich in einem zeitabhéngigen
Anstieg der Permeabilitit fiir groBe Kationen wie Tris™ und NMDG®. Dieses
Phinomen wurde als eine Aufweitung der Kanalpore von anfinglich 7 A auf bis
zu 40 A interpretiert49.

Entsprechende Protokolle mit langandauernden ATP4'—Applikationen fiihrten bei
den hier gezeigten patch-clamp-Messungen zu einer weiteren Einzelkanalkom-
ponente mit ldngeren Einzelkanal6ffnungen (>9 ms) und einer langsameren De-
aktivierung, welche mit der Porenvergroferung in Zusammenhang stehen konnte.
Jedoch konnte in Losungen, in denen Na* durch Tris" ersetzt wurde, auch nach
langer ATP4'—EinWirkung keine erhohte Leitfihigkeit fiir Tris™ festgestellt wer-
den. Es ist daher davon auszugehen, dass die Porenerweiterung des P2X5-

13,49

Rezeptors, welche bei makroskopischen Stromen beobachtet wurde ™, auf Ein-
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zelkanalebene nicht existiert. Dies bedeutet, dass die Permeabilititserhohungen
wahrscheinlich nicht direkt auf den P2X-,-Kanal, sondern eher auf sekundire Ef-
fekte, also Aktivierung anderer Ionenkanile oder elektrogener Transporter zu-
riickzufiihren sind.

Abrupte Anderungen der Offenzeiten, wie sie hier im Rahmen des Auftretens der
langandauernden Offnungen beobachtet wurden, und/oder der Geschlossenzeiten
unter konstanten experimentellen Bedingungen, sind charakteristisch fiir viele
Tonenkaniile, wie z.B. nikotinerge Azetylcholin-Rezeptoren® und NMDA-
Rezeptoren®. Dieses Verhalten wird als modales Schaltverhalten bezeichnet. Der
Wechsel zwischen den kurzen und langen Offnungen wird demzufolge auch
beim P2X;-Rezeptor eher durch zwei verschiedene Schaltmodi ohne Anderung
der Permeationseigenschaften bewirkt. Eine Verldngerung der Offnungszeiten,
begleitet von einer Erhohung der Offenwahrscheinlichkeit, trat auch bei Substitu-
tion des extrazelluldren Na* auf (s.u.). Inwieweit diese Vorginge miteinander in
Beziehung stehen, muss noch genauer untersucht werden.

Vom Auftreten des Schaltmodus mit langen Offnungen ist die breite Streuung
der Offen- und Geschlossenzeiten innerhalb des Modus mit kurzen Offnungen zu
trennen. Sie wurde vor allem durch die biologische Variabilitdt der Oozyten von
verschiedenen Krallenfréschen und weniger durch die Variabilitit der Oozyten
einer Pridparation oder verschiedener Patches einer Oozyte verursacht. Abwei-
chungen im Stoffwechsel, welche z.B. zu unterschiedlicher Phosphorylierung des
Rezeptors fiihren, konnten einen solchen Effekt bewirken. Insbesondere eine Ty-
rosin-Phosphorylierung fiihrt zu einer Beeinflussung der Amplitude und des
Zeitverlaufs von P2X;-Rezeptor abhingigen Ganzzellstromen®. Das Auftreten
der langandauernden Offnungen kann hingegen offensichtlich nur von metaboli-
schen Veridnderungen ausgelost werden, die nicht durch das Auswaschen der in-
trazelluldren Losung in den hier verwendeten outside-out-Experimenten beein-

flusst werden.

5.4 Kinetikmodel des P2X,-Kanals

Die Geschwindigkeit der Aktivierung bzw. Deaktivierung der kurzen P2Xj5-
Kanaloffnungen (Zeitkonstanten von ca. 20 ms) ist zu hoch, als dass sie in Ganz-
zellexperimenten aufgelost werden konnte. Durch die outside-out-Methode war

es jedoch moglich, anhand von mikroskopischen und makroskopischen Stromen
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ein C-C-C-O Modell (GI. (25)) zu entwickeln, welches die Kinetik des P2X-
Rezeptorkanals beschreibt. Dies ist die einfachste Modellierung zur vollstindigen
Beschreibung des Rezeptorverhaltens. Mit diesem Modell ist es moglich die ei-

46.70.71 Zu trennen.

gentlichen P2X;-Strome von sekundir aktivierten Strémen
Aufgrund der trimeren Struktur des P2X;-Kanals wére im Prinzip auch ein C-C-
C-C-O Modell mit einer dritten ATP4'—Bindungsstelle denkbar. Auf die Modellie-
rung einer weiteren Bindungsstelle und damit der Einfiithrung zusétzlicher Para-
meter wurde jedoch verzichtet, da die experimentellen Daten keinen Beweis fiir
die Existenz eines weiteren geschlossenen Zustandes lieferten. Bei der hier vor-
ausgesetzten voneinander unabhingigen Besetzung der einzelnen ATP*-
Bindungsstellen erfolgt die Besetzung der ersten Bindungsstelle mit einer sehr
hohen Wahrscheinlichkeit, daher unterscheidet sich die Kinetik des Modells mit
3 ATP*-Bindungsstellen nur unwesentlich von dem hier vorgestellten Modell
mit 2 Bindungstellen.

Fiir die mittlere Anzahl der KanalschlieBungen pro burst (Kanaldffnungssalve),
welche durch die Ratekonstanten fiir die Uberginge zwischen Cs und C, bzw. O
bestimmt Wird54, wurde anhand der Modellparameter ein Wert von 0,66 berech-
net. Dies bestitigt die Daten der Einzelkanalexperimente, die zeigen, dass P2X5-
Kanile kein ausgeprigtes burst-Verhalten aufweisen. An dieser Stelle soll darauf
hingewiesen werden, dass andere ligandenoperierte Ionenkanile, wie z.B. nikoti-
nerge Azetylcholin- oder Glycin-Rezeptoren’”, iiber eine Komponente mit sehr
kurzen Geschlossenzeiten von 10 bis 30 us verfiigen. Aufgrund der geringen
Einzelkanalamplitude des P2X;-Kanals und der sich daraus ergebenden Notwen-
digkeit einer relativ starken Filterung konnen jedoch derartig kurze Ereignisse
nicht aufgelost werden. Sollte der P2X7-Kanal auch iiber solche kurzzeitigen
SchlieBungen verfiigen, so miissten die Offenzeiten als burst-Linge interpretiert
werden.

Einen weiteren Hinweis darauf, dass keine bursts auftreten, lieferte die Berech-
nung der Autokorrelationsfunktionen der gemessenen Verweilzeiten. In Patches
ohne lange Offnungen konnte keine Korrelation zwischen aufeinander folgenden
Offen- und Geschlossenzeiten gefunden werden, was bei Kanilen mit burst-
Verhalten, wie nikotinergen Azetylcholinrezeptoren hingegen der Fall ist’>. Die

signifikanten Korrelationen, welche dagegen in Patches mit sowohl langen als
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auch kurzen Offnungen gefunden wurden, koénnen als Wechsel zwischen dem
kurz 6ffnenden und dem lang 6ffnenden Schaltmodus interpretiert werden.

Die grofite Abweichung der experimentellen Daten von den Vorhersagen des
Modells tritt bei den mittleren Geschlossenzeiten bei niedrigen ATP*-
Konzentrationen auf. Der Hauptgrund hierfiir diirfte die messtechnische Begren-
zung der detektierbaren Verweilzeiten auf maximal 500 ms sein. Bei 10 uM
ATP* liegt die erwartete mittlere Geschlossenzeit jedoch im Bereich von mehre-
ren Sekunden. Messungen solcher lang andauernder Geschlossenzeiten setzen
sehr lange Registrierungen von Einzelkanalpatches voraus. Allerdings sind derar-
tige Messungen nur schwer zu realisieren, da nur sehr wenige Patches eine Halt-
barkeit von bis zu einer Stunde aufweisen. Weiterhin war der Deaktivierungs-
zeitverlauf bei hohen ATP*-Konzentrationen langsamer als vom Modell vorher-
gesagt. Obwohl das verwendete System zum Losungswechsel die schnellste be-
kannte Moglichkeit zum Austausch der Losungen darstellt, kann nicht vollstédn-
dig ausgeschlossen werden, dass die Austauschgeschwindigkeit ein limitierender
Faktor bei sehr groen Konzentrationsidnderungen ist. Auch konnen kleinere Un-
regelméBigkeiten in der Richtung der Stromung von Badldsung und U-Rohrstrahl
den genauen Zeitpunkt des Ein- und Auswaschens des ATP* beeinflussen. Dies
konnte zu einer Streuung und damit einer Verzogerung der aus den gemittelten
Stromen bestimmten Aktivierungs- und Deaktivierungszeiten fiihren.

Es wurde nicht versucht, die Kinetik des Schaltmodus mit den langen Offnungen
zu modellieren, da diese zu selten auftraten und ihre Aktivierung von zu vielen
schwer zu kontrollierenden Faktoren abhing. Ein Ansatz zur Modellierung dieses
Schaltmodus wire, wie schon bei der Natriumsubstitution, eine Verringerung der
Ratekonstante «.

Beschreibungen der Kinetik auf Einzelkanalebene von heterolog exprimierten
P2X-Rezeptoren existieren bisher nur fiir P2X273 und zum Teil fiir P2X,-
Rezeptoren74. Abgesehen von der leichten Einwirtsgleichrichtung, der schnellen
Aktivierung durch ATP* und der gleichen FEinzelkanalleitfahigkeit der P2X,-
Rezeptors, unterscheiden sich P2X, und P2X, in ihren Eigenschaften von denen
des P2X;. Insbesondere die lange mittlere Offenzeit vom etwa 5 ms scheint ty-
pisch fiir den P2X;-Rezeptor zu sein, denn diese und andere Charakteristika der
gemessen ATP4'—abh'angigen Einzelkanalstréme humaner B—Lymphozyten65 un-

terscheiden sich nicht von hier gefundenen P2X;-Stromen. Dies stiitzt die These,
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dass es sich bei dem nativen humanen P2Z-Rezeptor um einen P2X;-Rezeptor
handelt. Das identische Verhalten in natiirlichen Zellen und in Fremdzellen deu-
tet zudem darauf hin, dass die elektrophysiologischen Eigenschaften des P2X5-
Rezeptors nicht durch die heterologe Expression in Xenopus laevis-Oozyten ver-

falscht wurden.

5.5 Permeationsverhalten einzelner P2X,-Rezeptoren

Die Resultate der Spannungsrampenexperimente zur Messung der Leitfdhigkeit
und des Umkehrpotenzials der P2X;-Rezeptor abhingigen Strome fiir verschie-
dene monovalente Kationen der Extrazelluldrlosung bestitigte, dass die P2X5-
Kanalpore nur wenig zwischen kleinen Kationen wie Li*, Na*, K" und Cs" diffe-
renziert. Die gemessenen Umkehrpotenziale dieser Alkalimetallionen unterschei-
den sich nicht signifikant voneinander, es wurden jedoch deutliche Unterschiede
in der Einzelkanalleitfihigkeit gefunden. Die aus den Einzelkanalleitfdhigkeiten
ermittelte Ionenselektivitit (Na® > K" = Cs+ > Li") entspricht der Eisenmannse-
quenz VII (siehe 2.3), was auf eine Wechselwirkung mittlerer Feldstirke zwi-
schen Ion und Kanal hindeutet.

Bei der Verwendung organischer Kationen zunehmender Grofe (4,5 bis 6,6 A)
als Ladungstrédger dnderte sich sowohl Einzelkanalleitfihigkeit als auch Umkehr-
potenzial signifikant.

In diesem Bereich nimmt die Einzelkanalleitfdhigkeit nahezu linear mit dem
steigenden Durchmesser der Ionen ab. Dies deutet auf einen Siebeffekt hin, wel-
cher die Ionenselektivitit verursacht. Daraus ergibt sich ein extrapolierter Poren-
durchmesser von 8,5 A. Diese Permeationscharakteristik dhnelt sehr denen des
P2X, und des P2X, Rezeptors sowie anderer ligandenoperierter Kanéle wie niko-
tinischen Azetylcholinrezeptoren und Kanilen, die durch 5-Hydroxytryptamin
(Serotonin) aktiviert werden (5—HT3—Rezeptoren)75.

Messungen intrazellulirer pH-Anderungen infolge des Einstroms von Ammoni-
um+-Verbindungen ergaben fiir den nativen P2Z-Rezeptor humaner B-
Lymphozyten eine Durchlissigkeit fiir MMA"™ und DMA”, nicht aber fiir TMA"
und TEA* 7. Dies stellt jedoch nicht zwingend einen Widerspruch zu den Ergeb-
nissen dieser Arbeit dar, da die Sensitivitit der patch-clamp-Methode zur Detek-
tion von Einwirtsstromen vermutlich hoher liegt als die der pH-Messungen. Der

groBenselektive Filter scheint nur wenig zwischen groeren organischen Katio-
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nen im Bereich von 6,7 (4MA") bis 8,3 A (TEA™) zu unterscheiden. Ein entspre-
chender Effekt wurde bereits fiir den P2X,-Rezeptor publiziert’’, dabei wurde
eine Wechselwirkung der Kanalpore mit den organischen Kationen fiir diesen
Effekt verantwortlich gemacht. Eine solche Moglichkeit kann auch fiir den P2X5-
Rezeptor nicht ausgeschlossen werden. Jedoch sind auch andere Erkldrungen
denkbar. So besteht eine gewisse Unsicherheit bei der Abschitzung des Ionen-
durchmessers, die Annahme einer kreisformigen Pore stellt nur eine grobe Néhe-
rung der tatsdchlichen Kanalgeometrie dar und nicht zuletzt wurden sowohl die
Ionen als auch die geodffnete Pore als starre Strukturen betrachtet, was die poten-
ziell flexible Struktur dieser Molekiile auBer Acht Iésst.

Obwohl P2X;-Rezeptoren durchlissig fiir Ca**-Ionen sind und die Losungen in
unseren Experimenten aus Griinden der Patchstabilitit 0,5 mM freies Ca®™ ent-
hielten, ist ein wesentlicher Beitrag des Ca®* zum Gesamtstrom aus folgenden
Griinden unwahrscheinlich:

1) In Ganzzellexperimenten trug Ca®* lediglich mit einem Anteil von 4,6 % zum
P2X;-verursachten Strom bei (Vi =-55mV; 145mMNa"; 1 mM Mg™;
2 mM Ca**)’®. Wird eine lineare Abhiingigkeit des relativen Ca**-Stroms von der
prozentualen Zusammensetzung der Extrazelluldrlosung angenommen, ergibt
sich bei 0,5 mM Ca® ein Beitrag von lediglich 1,7 %. Bezogen auf die Na'-
Leitfihigkeit von ca. 11 pS ergibt sich eine anteilige Ca**-Leitfihigkeit von ca.
0,18 pS. Diese liegt weit unterhalb der fiir die gro3ten hindurchtretenden Ionen
ermittelten 2 - 3 pS.

2) Messungen der Leitfihigkeit und des Umkehrpotenzials in Na'-freier Losung
(100 mM NMDG) zeigten keine signifikanten Anderungen fiir freie Ca*'-
Konzentrationen von 0,2; 0,5 und 2 mM (Tabelle 5). Lediglich bei 10 mM freiem

extrazelluldren Ca®* wurde eine signifikante Verschiebung des Umkehrpotenzials

beobachtet.
Ca®* (mM) 7 (PS) Vy (mV)
0,2 2,6+0,3 74,4458
0,5 29402 74,7+ 3,8
2,0 2,6+0,3 68,9 £3,9
10,0 3,1+04 54,4 +6,7

Tabelle 5 Einzelkanalleitfahigkeit und Umkehrpotenzial bei verschiedenen extrazelluldren
Ca’*-Konzentrationen

Das Molekulargewicht von TEA" liegt deutlich unter dem von Ethidium®

(314 Da), welches den P2Z-Rezeptor passieren soll””. Dieser Ethidiumeinstrom
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konnte durch die in vielen Publikationen beschriebene Erweiterung der Kanalpo-
re erfolgen11’14'21. Andere Veroffentlichungen bestétigen die P2X;-abhiingige Po-

: : . 1..37.41,44,50
renerweiterung jedoch nicht’’ "

. Auch in unseren Experimenten wurde kein
Hinweis auf eine Vergroerung des Porendurchmessers wie Anstieg der Einzel-
kanalleitfihigkeit oder eine Anderung des Umkehrpotenzials infolge einer linge-
ren ATP4'—Applikation gefunden. Auch blieb die Schaltkinetik des Kanals unter
langandauernder ATP4'—Applikation konstant. Entsprechende Ergebnisse wurden
auch fiir P2Z-Rezeptoren in humanen B-Lymphozyten gefunden®. Daraus lisst
sich schlieBen, dass der P2X;-Kanal selbst nicht in der Lage ist, den Durchmesser
seiner Pore so zu vergrofern, dass sehr groB3e organische Ionen hindurchtreten
konnen. Vielmehr ist anzunehmen, dass andere Membranproteine und sekundére
Botenstoffe an der Bildung der groen Pore beteiligt sind (siehe auch 7). Interes-
santerweise wurde diese Porenformation auch nicht bei einzelnen P2X,- "’ oder
P2X,-Rezeptoren’’, sondern nur fiir ganze Zellen, welche diese Rezeptoren

. 49,80
exprimieren, beobachtet™ ™,

5.6 Einfluss extrazellulirer monovalenter Kationen auf Aktivierung
und Deaktivierung von P2X;-Rezeptoren

Alle getesteten Substitute des Na* verinderten nicht nur das Permeationsverhal-
ten des Einzelkanals, sondern beeinflussten auch stark die Kinetik des P2X5-
Rezeptors. Insbesondere die mittlere Offenzeit, die Offenwahrscheinlichkeit und
die Aktivierungs- und Deaktivierungszeitkonstanten stiegen an. Der gefundene
Effekt kann durch eine allosterische Na'-spezifische Bindungsstelle am P2X;-
Rezeptor mit einem K, von etwa 5 mM erklirt werden, welche ein beschleunigtes
Schlieen des Kanals verursacht. Im C-C-C-O Modell (Gl. (25)) fiihrt die Abwe-
senheit von Natrium zu einer konzentrationsabhingigen Verringerung der Uber-
gangsrate o von O nach C;. Geht man davon aus, dass Na* sowohl an P2X; im
geschlossenen als auch offenen Kanalzustand binden kann, besitzt ein komplettes
P2X,-Modell, dass den Na'-Effekt einschlieBt (32), jedoch acht Zustinde und 20
Ratekonstanten, welche Anhand der vorhandenen Daten nicht ermittelt werden

konnen.

C, C, C, o)
T T T T (32)
C;\Ia C(I:Ia C;\Ia ONa
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Diese Na'-Bindungsstelle befindet sich auf der extrazelluliren Seite des Rezep-
tors, da das Auswaschen bzw. die Zugabe von Na'-Ionen die kinetischen Kanal-
eigenschaften innerhalb von wenigen Millisekunden verdndert. Im Gegensatz
dazu konnte keine offensichtliche Anderung der Kanalkinetik bei Substitution
des intrazellulidren K bzw. Cs™ gegen Na* beobachtet werden.

Des Weiteren scheint sich die Na“-Bindungsstelle im elektrischen Feld der Zell-
membran zu befinden, worauf eine geringe Spannungsabhiingigkeit der Na'-
Substitutionseffekte (Abb. 4.27 B) hinweist. Die Na*-Bindung wurde bei positi-
veren Membranpotenzialen abgeschwicht. Dies bedeutete, dass allein ein ausrei-
chend positives Membranpotenzial zu einer Verldangerung der mittleren Offenzei-
ten und einem Anstieg der Offenwahrscheinlichkeit fiihrt. Lange Kanal6ffnungen
mit bis zu 20 ms wurden allerdings auch in einigen Patches in Na'-Badlésung bei
negativen Potenzialen, insbesondere bei langandauernder Applikation hoher
ATP*-Konzentrationen beobachtet (s.0.). Mdglicherweise wird die Na'-Bindung
durch ATP* beeinflusst. Andererseits gibt es keinen direkten Effekt der Na'-
Bindung auf die ATP4'—Bindung, d.h. Na™- und ATP4'—Bindungsstellen sind nach
dem hier vorgestellten Modell zur Erklidrung der Effekte des extrazellulidren Na*
rdumlich voneinander getrennt.

Der Einfluss einer Na*-Substitution auf heterolog exprimierte Purinorezeptoren
wurde auch fiir P2X,- " und native P2X,-artige Rezeptoren aus Flimmerepithel-
zellen der Lunge’ untersucht. In beiden Fillen konnte keine Verlingerung der
Offenzeiten durch Na'-Substitution beobachtet werden. Die Na*-Abhiingigkeit

scheint also eine spezifische Eigenschaft des P2X;-Rezeptors zu sein.

5.7 Physiologische Bedeutung der Natrium®-Bindungsstelle

Es ist bekannt, dass eine Substitution des extrazelluliren Na* durch andere mo-
novalente Kationen zu einem Anstieg des Ba®'-, Ethidium'™’’, und Ca*-
Einstromes®' in P2Z exprimierenden B-Lymphozyten fiihrt. Der Anstieg der in-
trazelluliren Ca**-Konzentration bewirkt eine Aktivierung sekundirer Kanile in

1 Na*-Substitution

Xenopus-Oozyten, welche hP2X;-Rezeptoren exprimieren
fiihrt auBerdem zu einer NMDG"-Permeabilitit in P2X;-Rezeptoren exprimie-
renden HEK-293-Zellen*’ und zur Erhéhung der Beweglichkeit von Flimmer-

haarzellen, welche P2X;-artige Rezeptoren exprimieren7.
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Diese Effekte wurden durch eine Konkurrenz von Na* und Ca®* um den Permea-
tionsweggl, eine extrazellulire Na'-Bindungsstelle, welche die Formierung der
P2X;-Rezeptor abhiingigen Pore verhindert’’ oder durch eine Hemmung der
ATP*-Bindung am Rezeptor durch Na*” erklirt. Aufgrund der hier beobachteten
Wirkung der Na'-Substitution auf P2X;-Einzelkanile kénnen diese makroskopi-
schen Effekte jedoch auf die verldngerten Offenzeiten bzw. die erhohte Offen-
wahrscheinlichkeit zuriickgefiihrt werden. Unter der Annahme einer unverdnder-
ten Ca’’-Permeabilitit ergibt sich in Na'-freier Badlosung ein stark erhdhter
P2X;-abhidngiger Ca**-Einstrom. Dies konnte zu einem Anstieg der intrazelluli-
ren Ca**-Konzentration in Membrannihe fiihren, da die Wirkung der intrazelluli-
ren Ca’*-Puffer moglicherweise nicht ausreicht, einen fiir lingere Zeit nicht
durch KanalschlieBungen unterbrochenen Kalziumeinstrom durch P2X;-Kanile
zu kompensieren. Die erhdhte Ca**-Konzentration konnte, wie schon Faria® an-
genommen hat, fiir die Bildung der ,,groBen Pore* und auch fiir die erhohte
Flimmerhaarbeweglichkeit verantwortlich sein.

Die hier gezeigten patch-clamp-Experimente konnten nicht in Ca**-freien Lo-
sungen durchgefiihrt werden, da dies die Patches destabilisierte. Mehrere in der
Literatur beschriebene Ganzzellexperimente wurden dagegen ohne Kompensati-
on der Chelatierung von extrazellulirem Ca®* durch ATP* durchgefiihrt. Deshalb
kann nicht ausgeschlossen werden, dass ein Entzug von extrazelluldrem Kalzium
fiir die makroskopischen Effekte in diesen Ganzzellexperimenten mitverantwort-
lich ist.

Wihrend einer Gewebeverletzung wird von den nekrotischen Zellen ATP, aber
auch K" freigesetzt. Des weiteren ist bekannt, dass unter hypoxischen Bedingun-
gen von in ihrem Stoffwechsel gestorten Zellen ATP und K* abgegeben wer-

3182835 Unter diesen Bedingungen ersetzt K das Na" in metabolisch gefihrde-

den
ten Geweben und verstirkt somit den Effekt das ATP* auf Zellen des Immun-
und Entziindungssystems. AuBBerdem bewirkt die ATP-induzierte Depolarisation
der Zellen®' eine Erhchung der treibenden Kraft des K*-Ausstroms und verringert
die Affinitit des Na* zur Bindungsstelle. Auf diese Weise verstirkt der Kalium-
ausstrom die Wirkung des ATP* auf P2X;-Kanile exprimierende Zellen, wes-

halb schon geringe Mengen ATP* zu einem grof3en Effekt fiithren konnten.
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6 Zusammenfassung

Erstmalig wurde der P2X;-Rezeptor ausfiihrlich auf Einzelkanalebene untersucht.
Die Schwerpunkte bildeten dabei zum einen die Charakterisierung grundlegender
Kanaleigenschaften wie ATP*- und Membranpotenzial-Abhingigkeit der Ein-
zelkanalleitfahigkeit, Offen- und Geschlossenzeiten, Offenwahrscheinlichkeit,
Permeabilitit fiir unterschiedliche Ionen sowie Aktivierungs- und Deaktivie-
rungszeitverlauf.

Mit den gewonnenen Daten war es moglich, die Anzahl der vorhandenen Kanal-
zustinde und der ATP4'—Bindungsstellen abzuschidtzen. SchlieBlich konnte ein
mathematisches Modell mit drei geschlossenen und einem gedffnetem Zustand
entwickelt werden, welches die Einzelkanalkinetik, aber auch das makroskopi-
sche An- und Abschaltverhalten des Kanals mit hoher Genauigkeit abbildet.
Ausgehend von den Permeabilitdtsmessungen wurde der Durchmesser der Ka-
nalpore bestimmt. Ein besonderes Augenmerk galt der moglichen Existenz einer
groBen unspezifischen P2X5-induzierten Pore, welche in der Literatur kontrovers
diskutiert wird. Die Bildung einer solchen Pore durch P2X; konnte auf Einzelka-
nalebene nicht bestétigt werden, jedoch wurde ein bis dato unbekannter Effekt
von extrazellulidren Na*-Ionen auf den Kanal aufgedeckt, welcher wahrscheinlich
zur Porenhypothese fithrte. Anhand der Einzelkanalmessungen war es nun mog-
lich, den dahinterstehenden Mechanismus aufzukldren. Der P2X;-Kanal verfiigt
demnach iiber eine spezifische Na'-Bindungsstelle auf extrazelluldrer Seite, die
das SchlieBen des Kanals beschleunigt. Fehlt das Natrium, bewirkt dies eine
drastische Verlidngerung der Kanaloffenzeit und somit sehr grofe Katione-
neinstréme. Insbesondere der verstirkte Ca®*-Einstrom konnte Ca2+—abh'eingige
sekunddre Leitfdhigkeiten aktivieren, was wiederum als Bildung groBer Poren
fehlinterpretiert werden konnte. Auch dieses Verhalten des P2X;-Rezepors in
Na'-freier Umgebung konnte durch eine geringfiigige Modifikation des erstellten
Modells beschrieben werden,

Die hier aufgezeigte Charakteristik des P2X;-Rezeptors liefert grundlegende Er-
kenntnisse, welche fiir die Interpretation vieler mit anderen Methoden durchge-
fiihrter Experimente am P2X7-Rezeptor relevant sind sowie die Effekte von Ka-

nalmutationen und pharmakologischer Beeinflussung zu erklidren helfen wird.
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Abkiirzungen und Formelzeichen

Abkiirzungen und Formelzeichen

Abkiirzung Bedeutung

4MA Tetra-Methyl-Ammonium

ADP Adenosin-Di-Phosphat

ATP Adenosin-Tri-Phosphat

BAPTA 1,2-bis(o-aminophenoxy)ethan-N,N,N',N'- Tetraessigsidure
DMA Di-Methyl-Ammonium

ECs halbmaximale Aktivierungskonzentration
EGTA Ethylenglykol-bis(aminoethylether)-N,N'-Tetraessigsdure
Hepes 4-(2hydrxy-ethyl)-1-Piperazinethansulfonsédure
MMA Mono-Methyl-Ammonium

NMDG N-methyl-D-Glucamin

ORI Oozyten-Ringerlosung

RNA Ribonukleinsiure

TBA Tetra-Buthyl-Ammonium

TEA Tetra-Ethyl-Ammonium

TMA Tri-Methyl-Ammonium

Tris Tris(hydroxymethyl)-aminomethan
Formelzeichen Bedeutung

c Konzentration

F Faraday-Konstante

G Freie Enthalpie

1 makroskopische Stromstirke (Summenstrom)
i mikroskopische Stromstirke (Einzelkanal)

k Ratekonstante

P Permeabilitit

P. Geschlossenwahrscheinlichkeit

P, Offenwahrscheinlichkeit

qe Elementarladung

R Universelle Gaskonstante

t Zeit

T absolute Temperatur

Vi, Haltepotenzial

Vu Umkehrpotenzial

Y elektrische Leitfdhigkeit

£ Dielektrizitdtskonstante
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