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Cuvillier Verlag Nov 2011, 2011. Buch. Condition: Neu. Neuware - Strukturelle Charakterisierung der C-terminalen Endodomane des hP2X7-
RezeptorsDer P2X7-Rezeptor (P2X7R) gehort zur P2X-Rezeptorfamilie ATP-gesteuerterKationenkanale. Die sieben Isoformen (P2X1-P2X7) teilen eine
gemeinsame Topologie mitzwei Transmembranregionen, einer groRen extrazelluldaren Schleife und intrazelluldren N- undC-terminalen Doméanen.
Drei Untereinheiten einer Isoform assemblieren zu einemfunktionellen homotrimeren Rezeptor. Aufgrund seiner Lokalisation in Zellen mit
Beteiligungan Schmerzentstehung, Entziindungsprozessen und neurodegenerativen Erkrankungen ist derP2X7R ein interessanter Angriffspunkt fiir
die Entwicklungen neuer Arzneimittel gegenverschiedene Krankheiten. Strukturell unterscheidet sich die 595 Aminosduren umfassendeP2X7R-
Untereinheit von anderen P2XR-Subtypen (P2X1R-P2X6R) durch eine um 120-200Aminosauren lédngere C-terminale Endodomaéne. Funktionelle und
biochemische Daten, dievon unserer Arbeitsgruppe zusammen mit der Arbeitsgruppe von Prof. Markwardt in Hallepubliziert wurden (Becker et al.,
2008), lassen den Schluss zu, dass die C-terminaleEndodomane des P2X7-Rezeptors ein Gating-Modul darstellt, wobei eine trimere Anordnungdes
Moduls zur trimeren Struktur der P2X7-Rezeptoren passen wiirde. Modelle, wie solchecytoplasmatische Domé&nen das Offnen von lonenkanélen
regulieren, wurden bereits fiirspannungsabhdngige K+-Kandle durch Kombination funktioneller Daten mit Kristallographie-Strukturdaten
abgeleitet. Die C-terminale Endodomaéne des hP2X7-Rezeptors (hP2X7355-595-Protein) wurde in dieser Arbeit in der methylotrophen Hefe P. pastoris
liberexprimiert unddurch Ni2+-NTA-Affinitatschromatographie aufgereinigt. Nach Optimierung derAufreinigungsbedingungen konnte ~1,5 mg
hP2X7355-595-Protein in hoher Reinheit pro LiterKulturmedium aufgereinigt werden. 2D-Kristallisationsversuche mit demHis-hP2X7355-595-Protein
wurden in Kooperation mit Prof. Schmidt-Krey an der Fakultdt fiirBiologie am Georgia Institute of Technology in Atlanta im Rahmen eines
einjahrigenAufenthalts durchgefiihrt. Durch die Optimierung der Kristallisationsparameter Lipid-Protein-Verhaltnis (LPR), Salz sowie Temperatur
wurde die Ausbildung von DMPC-Membranstrukturen glinstig beeinflusst und eine Abnahme von zuvor vorhandenenProteinaggregaten beobachtet.
Nach elektronenmikroskopischer Auswertung der Probenzeigte sich, dass es durch DMPC-Zugabe, in einem Lipid-Protein-Verhaltnis von 1 bis 5,
zueiner Stabilisierung des His-hP2X7355-595-Proteins kommt. Durch Zugabe von NaCl zumDialysepuffer konnte die Ausbildung von DMPC-
Membranen geférdert werden. EineRekonstitution des His-hP2X7355-595-Proteins in die DMPC-Doppelschicht und eineAusbildung von kristallinen
Bereichen konnte allerdings mit keiner derParameterveranderungen mit Sicherheit beobachtet werden. Die Optimierung
weitererKristallisationsparameter ist daher...
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