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? Ankara Universitesi Tip Fakultesi Tibbi Farmakoloji Anabilim Dali Piirinerjik reseptérler P2X ve P2Y olmak iizere iki ana aileden olusmaktadir. P2Y reseptérleri G-proteini
kenetli reseptorler (GPKR), P2X reseptorleri segici olmayan katyon kanallaridir. P2X reseptérlerinin 7
tiyesinden biri olan P2X7 reseptorii immiin hiicreler basta olmak tizere bir¢ok tip hiicrede bulunmak-
tadir. IL-1B salimimi, kaspaz aktivasyonu gibi hticre icinde bir¢ok sinyal yolagini aktive etmekle beraber,
diger tyelerden farkl olarak membranda buyuk bir gegirgenlik aktive etmektedir. Membran gegirgen-
ligini incelemek icin spektroskopik ve elektrofizyolojik yontemler kullaniimaktadir. Buyuk gecirgenli-
gin mekanizmasini agiklamak icin gesitli hipotezler 6ne surtilmektedir. Bunlardan biri P2X7 kanalinin
genisleyerek buyuk molekillere gegirgen hale geldigi, digeri ise gegirgenligin baska bir protein araci-
ligiyla oldugudur. P2X7 reseptoru inflamasyon, agri, kanser ve Alzhzeimer gibi bircok hastalikta rolu
oldugu gosterilen bir reseptér oldugu icin antagonistleri ve modulatorleri iyi birer ilag hedefi olarak
gorulmektedir. Aktivasyon mekanizmasinin aydinlatilmasi da bircok hastaligin tedavisi icin 6nem tasi-
maktadir.

Anahtar Sozclikler: P2X7 Reseptorii, Membran Gegirgenligi, YoPro-1, Lusifer Yellow

Purinergic receptors consist of two main families; P2X and P2Y. P2Y receptors are G protein coupled
receptors (GPCR), whereas P2X receptors are non-selective cation channels. P2X7 receptors which is a
member of P2X receptors, have been found myriad types of cells including immune cells. The activa-
tion of this receptor leads to IL-1B release and caspase activation as well as an increase in membrane
permeability to big molecules. Spectroscopic and electrophysiologic methods have been used to in-
vestigate membrane permeability. Different hypotheses have been proposed as an explanation for
big permeability. One of them proposes that P2X7 channel itself dilates and becomes permeable to
big molecules, whereas the other proposes participation of another channels to big permeability.
Since it has been demonstrated that P2X7 receptor has a role in many disease processes including
inflamation, pain, cancer and Alzheimer’s disease, its antagonists and modulators have been regarded
as a good drug target. The uncovering of its activation mechanism is important for treatment of many
diseases.
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kullanilan ATP’nin htcre disina ¢ikt-
ginda hiicre membranindaki reseptor-
lere baglanarak hiicresel yanitlar olus-
turdugu ilk olarak Burnstock ve arka-
daglari(1) tarafindan 1970 yilinda g&s-
terilmistit. ATP hucre disina hiicre ha-
sartyla, vezikiler tasinmayla veya vezi-
kiler olmayan tasinmayla ¢tkabilmek-
tedir (2). Hiicre dist ATP ve metabo-
litlerini tantyan purinerjik reseptorle-
rin P1, P2X ve P2Y olmak tizere ti¢ alt
sinifi vardir. P1 reseptorleri adenosin
reseptorleridir ve adenosinle aktive
olurlar. Ay, Az, Agb, Az olarak 4 alt tipi
bulunmaktadir. P2 reseptorleri ise
P2X ve P2Y olmak tizere iki alt aileye
ayrilirlar. P2Y reseptorleri G-proteini

torlerdir. P2Y1 24,6,11,12,13,14 olarak 8 alt
tipi bulunmaktadir. P2X reseptorleri
secici olmayan ligand kapilt katyon ka-
nallaridir ve iyonotropik reseptorler-
dir. P2X1’2,3’475,(>’7 olarak 7 alt tlpl bu-
lunmaktadir (3,4,5). P2X reseptorleri
htcre membranint iki kez gecen alt
nitelerin G¢iniin bir araya gelmesiyle
olustugu gosterilmistir. Herbir alt tini-
tenin amino ucu ve karboksi ucu
hucre icine bakmaktadir P2X; haric
diger P2X reseptorlerinin uzunlugu
379-472 aminoasit arasindadir. (6,7).

P2X ailesinin son tyesi olan P2X7 reseptor

cDNA' s1 1996’ da Surptrenant ve arka-
daslart (8) tarafindan fare beyninden
klonlanmistir. Ailenin diger tyelerine
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benzer sekilde htcre ici amino ve kat-
boksi uglari, kanal olusturdugu diisini-
len iki transmembran bolgesi ve hiicre
disinda yer alan biiyiik bir niikleotid bag-
lanma bolgesi bulunur. Bununla beraber
diger tiyelerden en 6nemli yapisal farkl-
lig1, sistein aminoasidi bakimindan zen-
gin karboksi ucunun digetlerinden ¢ok
daha uzun olmasidir. P2X; reseptorii
595 aminoasit uzunlugundadir (8).

P2X5 reseptotleri viicutta yaygin bir dagi-

lim gostermektedir. Bagisiklik siste-
mine ait hiicreler (makrofajlar, dentritik
hiicreler, lenfositler, osteoklastlar, mast
hucreleti, eozinofiller) ve sinir sistemi-
nin destek hiicrelerinde (mikroglia, ast-
rositler, oligodentrositler, Schwann
hticreleri) ¢cok miktarda bulunur. Bu
hucre tltlerinin yant sira osteoblastlar,
fibroblastlar, endotel ve epitel hicreleri
ve bazt néron titlerinde de bulunduk-
lart gSsterilmistir (9).

Bu yaygin dagilimdan 6ngorilebilecegi gibi,

P2X7 nin bir ¢ok inflamatuvar, immin,
norolojik ve kas-iskelet hastaligt ile iliskili
olabilecegini distindiiren insan doku ve
hayvan model ¢alismalart mevcuttur. Bu
hastaliklar arasinda gunlar sayilabilir:
multiple skleroz, amyotrofik lateral skle-
roz, Alzheimer hastaligi, Huntington
hastaligy, kanser, iskemi, néropatik ve
inflamatuvar agri, romatoid artrit, glo-
merulonefrit, pulmoner fibrozis ve
graft-versus-host hastaligt (9).

P2X; reseptorlerinin aktivasyonu hiicre

membraninin  depolarizasyonu  ve
hiicre i¢i Ca*™? un artmasinin yant sira
¢ok sayida hiicre ici sinyal yolaginin
aktivasyonuna yol agmaktadir. Bu sin-
yal yolaklari; kaspaz-1 iceren inflama-
zom NLRP3’in aktivasyonu ve bunu
takiben proinflamatuvar bir sitokin
olan interl6kin-1 (IL-1p) ve benzer si-
tokinlerin islenmesi ve salverilmesi,
reaktif oksijen (ROS) ve nitrojen
(NOS) bilesiklerinin olusumu, proteaz
aktivasyonu ve saltverilmesi, prostag-
landin olusumu ve saliverilmesi, nik-
leer faktSr-kappaB (NFxB) gibi bazt
transkripsiyon faktorlerinin - aktivas-
yonu, fagositoz, hiicre proliferasyonu
ve apoptoz olarak siralanabilir (10).

Agonistleri

P2X7 reseptoriinii tam bir secicilikle ak-

1

2)

3)

4

tive edebilen bir agonist bulunma-
makla birlikte dort 6zellik P2X7 resep-
totlerinden kaynaklanan akimlarin di-
ger P2X reseptorlerinden kaynaklanan
akimlardan ayrilmasini saglar (11):

ATP’nin en digik potense sahip ol-
dugu P2X reseptoric P2X; reseptori-
dir. P2X; reseptoriini aktive edebil-
mek icin 100 uM ve ustinde ATP
konsantrasyonu gerekir.

2’,3’~(benzoyl-4-benzoyl)-ATP
(BzATP), P2X; reseptori icin segici
olmamakla birlikte, ATP’den yaklagik
10-30 kat daha potenttir.

ATP ve BzATP’nin etkisi htcre dist
iki degerli iyonlarin (Ca*™? ve Mg*?)
azaltilmastyla artar.

Aynt agonistin tekratlayan uygulama-
lart ile akimlarin zaman seyitleri ve bu-
yuklikleri degisir.

ATP analogu olan agonistler 2MeSATP,

ATPYS ve ADP ise ATP’ den ¢ok daha
az etkin bulunurken ofmeATP ve
BymeATP hemen hemen etkisizdir (12).

Antagonistleri

P2X57 reseptorii yaygin olarak kullanilan

P2X reseptor antagonisti olan suramine
duyarstzdir. Diger P2X antagonistleri
olan NF279, PPDAS, Brilliant G ve
oxATP ile inhibe edilebilmektedir. An-
cak bu antagonistler segici olmadiklarin-
dan, gerek deneysel gerekse klinik ¢alis-
malarda kullanddmak tizere farklt firma-
lar tarafindan secici ve etkili antagonist-
ler sentezlenmistir. Bunlardan, temel bi-
lim ¢alismalarinda yaygin olarak kullani-
lanlari, parantez icinde sentezleyen fir-
manin adtyla beraber A438079 (Abbot),
A740003 (Abbot), A804598 (Abbot),
A839977 (Abbot), AZ1060612 (Astra-
Zeneca), AZ11645373 (AstraZeneca)
ve GW791343 (GlaxoSmithKline)’tiir.
Bu antagonistler nanomolar konsant-
rasyon araliginda potense sahiptir ve
P2X7 icin diger P2X alt tipleriyle karsi-
lastirldiginda yiiksek segicilik goster-
mekteditler (70,72-19).

P2X; reseptor aktivasyonu ve

hiicre membran
gecirgenligi

Secici olmayan bir katyon kanali olan

P2X7 nin aktivasyonu, bu 6zellikteki
bir iyon kanalindan beklendigi gibi,
hiicre membranint hizla Nat, KT ve
Ca*? iyonlarina gecirgen hale getirir.
Bu klasik gecirgenlik artisina ek olarak,
P2X7nin tekrarlayan veya uzun streli
agonist uyarilart hiicre membraninin
yaklagik 900 Da’ a kadar biiytik mole-
kiillere gecirgen hale gelmesine yol
acar (11).

Biiyiik molekiillere gegirgenlik artisini 6lg-

mek icin elektrofizyolojik yontemler
ve spektroskopik yontemler kullanil-
maktadir. Elektrofizyolojik yontem-
lerde, htcre dist ortamda genellikle
Na* iyonu biyik bir katyon olan
NMDG™ ile yer degistirilmektedir.
Agonist uygulamasini takiben olusan
NMDG™ gegirgenliginin artist P2Xy
reseptoriniin aktive ettigi biyik ge-
girgenligin bir 6lclisi olarak kabul
edilmektedir. Spektroskopik yontem-
lerde ise, YO-PRO-1 gibi membrani
gecemeyen floresan molekdller kulla-
nilmaktadir. ' YO-PRO-1 DNA’ ya
baglandiginda floresans veren bir mo-
lekildir.  Agonist
sonra hucre icindeki floresans artist

uygulamasindan

P2X7 reseptor aktivasyonunun bir 6l-
ciist olarak kabul edilmektedir.

P2X7 reseptor aktivasyonuyla olusan buyik

gecirgenligin basitce kanalin genisleme-
siyle mi yoksa baska kanallarin ikincil
aktivasyonuyla mi1 oldugu; tek bir yolak
mit yoksa farkls hiicre ve kosullarda ay-
ristirtlabilen birden fazla yolak mi ol-
dugu aragtinlmakta olan bir konudur
(11). Membrant gecemeyen buyiik bir
katyon olan NMDG* gecirgenligi ile
ikinci faz gegirgenligin olusma kinetigi-
nin, her ikisinin de iyon akimlarina gére
bir kag¢ saniyelik gecikmeyle baslamast;
ATP ve BzATP’nin etkili konsantras-
yonlarinin benzerligi, hiicre dist Mg*
iyon konsantrasyonu artistnin her iki-
sini de baskilamast; buytk gecirgenli-
gin, P2X; reseptériniin kigiik katyon-
lara gecirgen porunun genislemesiyle
olustugu fikrini 6n plana ¢ikarmaktadir

P2X7 Reseptorii Aracili Hiicre Membran Gegirgenlik Artisi
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(18, 20). Diger yandan, calmidazolium
adli kimyasalin ilk faz hizli katyon aki-
munt etkilemezsen YO-PRO-1 girisini
inhibe etmesi; buyik gecirgenligin
baska kanallarin aktivasyonuyla olustu-
gunu disindirmektedir (19). Ancak
farkl iki yontemle elde edilen bilgilerin
kiyaslanmasinda unutulmamasi gere-
ken nokta Slcim siirelerinin genellikle
farklt oldugudur. Elektrofizyolojik yon-
temlerde agonist uygulamasini izleye-
rek 10-15 saniyelik gézlemler yapilir-
ken, spektroskopik yontemlerde daki-
kalar boyunca gézlem yapilmaktadir.
Farklt strelerde yapilan bu gézlemler
arastirmacilarin isabetli yorum yapma-
sint zotlastirmaktadir.

P2X; reseptoriniin aktivasyonuyla hiicre

membranmin bityiik molekillere gegit-
gen hale gelmesi, P2X7 reseptoruniin za-
manla genisleyerek anyon ve katyonlar
arasinda segicilik gbstermeyen bir kanala
donustigi, anyon ve katyonlar arasinda
secicilik gostermeyen bagka bir kanal
aktive ettigi veya basitce hiicre membra-
nindaki bir hasar seklinde yorumlanabi-
lir. Ancak anyonik floresan molekiillerin
kullanildigy bir ¢alismada 774 fare mak-
rofaj hiicre serisinin ATP ile uyarilma-
styla, hiicre membraninin 831 Da veya
daha kiiciik olan Lucifer Yellow, 6-kat-
boksifloresein ve pentakarboksilat fura-
2’ ye gecirgen hale gelirken, daha buytk
molekiller olan Ewans blue, florosein-
falloidin konjugatt ve 4100 Da agirhigin-
daki floresein-dextran konjugatini gegir-
medigi gozlenmistir (21). Son yillardaki
bazi galismalar da anyonik ve katyonik
biyiik molekil gecirgenliklerinin farkl
yollardan olabilecegini diisiindiirmekte-
dir (22, 23). Cankurtaran-Sayar ve arka-
daglarinin (23) calismasinda, P2X7 re-
septotlerini endojen olarak ifade eden
fare makrofaji kokenli RAW 264. 7 hiic-
releri ve sigan P2X7” sini egzojen olarak
ifade eden insan bobrek epitel hiicre se-
risi olan HEK-293 hiicrelerinde (HEK-
rP2X7), ATP uyarst sonucu pozitif
yikld (YO-PRO-1) ve negatif yikla
(Lucifer Yellow) floresan molekiillerin
hiicre igine girisi incelenmistir. HEK-
rP2X; hucrelerinde, Ca*? vatliginda
ATP ile uyarildiginda hem YO-PRO-
1’in hem de Lucifer Yellow *un hiicre

icine girdigi gézlenmistir. Bu durum se-
gici olmayan bir gecirgenligi destekliyor
gibi gérinmekle birlikte, hiicre dist or-
tamdan Ca*? uzaklastinldiginda YO-
PRO-1 girisinde belirgin bir degisiklik
olmaksizin Lucifer Yellow girisinin orta-
dan kalkmasi, bu iki gecirgenligin farkh
mekanizmalarla oldugunu ortaya koy-
mugtur. HEK-rP2X5 hiicreletinde hiicre
ici Ca?* bir iyonofor ile arttrildiginda
Lucifer Yellow girisinin olmast fakat
YO-PRO-1 girisinin olmamast, bu htic-
relerde Lucifer Yellow gitisinin P2X7 re-
septor aktivasyonun dogrudan bir so-
nucu olmayip hiicre ici Ca?* artisina ikin-
cil oldugunu géstermistir. RAW 264. 7
hucreletinde ise hucre dist ortama Ca?*
eklenmedigi kosullarda P2X5 reseptérle-
rinin aktivasyonuyla hem YO-PRO-1’in
hem de Lucifer Yellow’ un htcre icine
girdigi  gézlenmistir. Bu  hiicrelerde
hiicre dist ortama Ca?* eklenmesi HEK-
rP2X5 hiicrelerinden farkll olarak Luci-
fer Yellow girisinin azalmasina yol ac-
mustir. Bu gozlemler P2X7 reseptor akti-
vasyonuyla ottaya ¢tkan boya girisinin
anyonik ve katyonik molekiller icin
farkli mekanizmalarla oldugunu goster-
mistir. Yine ayni calismada ATP uyarisi-
nin ardindan bazt RAW 264. 7 hiicrele-
rinin pozitif yikli boyay1 alirken Lucifer
Yellow” u almamast aynt hicre tipinde
bile negatif yiikli boya girisine kenet ba-
kimindan farklhiliklar olabilecegini gos-
termektedir (23). Schachter ve arkadas-
larinin ¢aligmasinda da (22), ATP uyati-
styla makrofajlara hem katyonik hem de
anyonik floresan molekillerin girdigi,
P2X; ifade edilmis HEK-293 hiicrele-
rine ise sadece katyonik molekiilletin gir-
digi gbzlenmistir. Bitiin bu bulgular,
P2X5 reseptoriintin aktivasyonuyla go-
rilen membran gecirgenliginin anyonlar
ve katyonlar icin net bir segicilik goster-
digini ortaya koymakta ve aktivasyon
mekanizmasinin aragtirlmastnt Snemli

kilmaktadir.

P2X; reseptor aktivasyonu ile

ortaya ¢citkan membran
gecirgenliklerine aracilik etmesi
muhtemel kanallar

Hiucre membraninda bulunan ve aktivas-

yonuyla buytk bir gecirgenlige yol

acan kanallarin P2X7 reseptort aracilt
gecirgenlikle iliskili olma olasiliklar
bulunmaktadir. Bunlar; konneksin he-
mikanallar;,  panneksin-1, plazma
membran voltaj bagimli anyon kanali
(pl-VDAC), maksi anyon kanali, tran-
sient reseptor potansiyel vaniloid-1
(TRPV1), transient reseptr potansi-
yel anquirin-1 (TRPA1), maitotoksinle
indiiklenen por ve hiicre ici Ca®* arti-
sinin indikledigi porlardir (24). Bu ka-
nallar veya porlar arasinda P2X5 ile
iliskisi ¢ok daha fazla incelenmis olan
konneksin 43 ve panneksin-1 ile ilgili
bilgiler asagida kisaca sunulmustur.

Konneksin hemikanallari: Konneksinler

gap junction’larda yer alan ve karst
karstya gelerek komsu iki hiicrenin si-
toplazmalari arasinda kopri olustura-
rak kiiciik metabolitler ve ikinci haber-
cilerin paylasimina olanak veren yik-
sek gecirgenlikli kanallardir  (25).
Komsu hiicredeki karsiligt ile komp-
leks olusturmamis Cx43 konneksin
hemikanallarinin P2X7 aracili memb-
ran gecirgenlik artisindan sorumlu ol-
dugu ileri surdlmustir (26). Ancak
Cx43’0 silinmis farelerde P2X57 aracilt
biyiik gecirgenligin ortadan kalkma-
mast (27) ve konneksin hemikanal blo-
kirlerinin etkisiz bulunmast (28) bu
olasilig1 zayiflatmugtir.

Panneksin 1: Yapisal olarak konneksinlere

benzeyen ancak hemikanal olarak
membranda bulunan, karsilikli gelme-
leri gerekmeyen panneksin 1, segici ol-
mayan biytk bir gecirgenlige yol ag-
maktadir. ATP ve karboksifloresein
gibi negatif yikli molekdller ve YO-
PRO-1 gibi porzitif yikli molekiller
kanaldan gegebilmektedir. Panneksin
1 kanallar1 mekanik stres, hiicre ici
Ca?" artis1 ve purinerjik reseptorlerin
aktivasyonuyla agcilabilmektedir (29).
Panneksin 1’in RNAI, inhibitér pep-
tidler ve panncksin blokutleri ile in-
hibe edilmesiyle P2X; aracili biytk
gecirgenligin - azalmasi  gézlemlerine
dayanarak, bu kanalin P2X57 aracili bi-
yiik gecirgenlige aracilik ettigi ve hatta
buyiik gecirgenligin bu protein Gzerin-
den oldugu ileri strilmistir (30). An-
cak ayni inhibitotlerin kullanilmasina

Serife Cankurtaran-Sayar, Kemal Sayar
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ragmen P2X5 aracili biytk gecirgen-
likte degisiklik gbzlenmeyen calisma-
lar da mevcuttur (20,22,28). Bu g6z-
lemler panneksin 1’in P2X7 aracili bi-
yuk gecirgenlikte muhtemel bir roli
oldugunu géstermekte ancak gézlenen
tim fenomenleri tek bagina actklaya-
mamaktadir.
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