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Souhrn

P2X, receptor je iontovy kanal, jehoz ligandem je ATP. Je to jediny savéi purinergni
receptor, ktery muze byt modulovan plsobenim extracelularné aplikovaného ivermektinu
(IVM). IVM je alostericky modulator, ktery zvysuje citlivost P2X, receptoru k agonistiim,
potencuje maximalni proudové odpovédi a prodluzuje dobu deaktivace kanalu po odmyti
agonisty. V této studii jsme se pokusili lokalizovat vazebné misto pro IVM a pomoci jeho
pozitivniho alosterického u¢inku ziskat nové informace o vztahu struktury a funkce P2Xy
receptoru.

Nejdiive jsme se zamé&fili na identifikaci oblasti P2X; receptoru a jednotlivych
aminokyselinovych zbytk, které se podileji na u€incich [VM na otevirani kanalu. K tomuto
ucelu jsme vyuzili rizné chimérni receptory P2X,; a P2X, receptori a déale také radu
bodovych mutantnich receptort. Experimenty schimémimi receptory ukazaly, Ze
extraceluldrni sekvence V49-V61, ale ne sekvence V64-Y315, je dilezitd pro ucinek IVM
na deaktivaci kanalu. Receptor-specifické mutace v oblasti transmembrdanovych domén
G29-V61 a N338-L.358 ukazaly, 7e také zbytky W50, V61 a V357 hraji roli v G€¢inku IVM
na deaktivaci kanalu. Nasledné jsme také testovali vyznam vSech zbytkii v oblasti
transmembranovych domén. Vysledky cysteinové skenovaci mutageneze podpofily nasi
domnénku o vyznamu zbytku W50 a dale také odhalily dilezitost zbytk( G29, R33, Q36,
L40, V43, V47, N338, G342, L346, A349 a 1356 pro vazbu IVM na P2X, receptor.

V této studii jsme vyuzili IVM také jako farmakologicky nastroj k urCeni pofadi
dilezitosti vybranych rezidui v extracelularni doméné pro vazbu ATP a funkci iontového
kanalu. Vytvotili jsme alaninové ¢i zachranné mutace zbytka K67, F185, K190, F230, R278,
D280, F294, R295 a K313, které jsou povaZovany za kli¢ové pro vazbu ATP. Vétsina téchto
mutantnich receptori odpovidala jen velmi malo nebo viibec nastimulaci ATP, avsak
modula¢ni G¢inek IVM byl u téchto receptorti zachovan. U jednotlivych mutaci jsme
pozorovali v pfitomnosti I[VM odli$nosti, které naznadily rozdilnou ulohu mutovanych
aminokyselinovych zbytki ve funkci receptoru. Nase vysledky ukazuji, Ze zbytky K67, R295

a K313 jsou kritické pro vazbu ATP nebo pro otevirani kanalu.



Summary

The P2X, receptor is ATP-gated cation channel. It is the only mammalian purinergic
receptor which is modulated by extracellularly applied ivermectin (IVM). IVM is an allosteric
modulator that has several effects on receptor function: it increases sensitivity to agonists,
potentiates maximum current amplitude and prolongs the deactivation kinetics of the channel
after agonist washout. The aim of this study was to localize IVM binding site and using its
positive allosteric effect to get new information about the structure and function of P2X4
receptor.

Initially we focused on identification of regions and residues responsible for IVM
effect on channel function. We used several chimeras of P2X, and P2X, receptors and P2X,4
receptors with single point mutation. Experiments with chimeric receptors revealed that
extracellular sequence V49-V61 but not the sequence V64-Y315 is important for the effects
of IVM on channel deactivation. Receptor-specific alanine mutations placed
in transmembrane domains G29-V61 and N338-L.358 showed the importance of residues
W50, V61 and V357 for IVM effect on channel deactivation. We tested further
the importance of all residues in transmembrane domains. Cysteine scanning mutagenesis
supported the relevance of previously identified W50 residue and showed the importance
of residues G29, R33, Q36, L40, V43, V47, N338, G342, 1346, A349 and 1356 for the
binding of IVM molecule to the P2X4 receptor.

We used IVM also as a pharmacological tool to evaluate the importance of several
ectodomain residues presumably involved in the ATP binding and/or channel gating
mechanism. We created alanine and rescue mutations of K67, F185, K190, F230, R278,
D280, F294, R295 and K313 residues. The majority of these mutant receptors were low-
responsive or non-responsive to ATP, however, the modulatory effect of IVM was preserved.
We observed differences in channel characteristics in the presence of IVM which suggested
their different role in channel function. The results of our experiments indicate that residues

K67, R295 and K313 are critical for ATP binding or channel gating at P2X, receptor.
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Seznam zKkratek

AMPA
ATP
ATP-y-S
BzATP
DMSO
DNA
dNTP
ECso
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GABA
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HEPES
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Ky4
mRNA
nAChR
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Px
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schP2X
™
TNP-ATP

a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolova kyselina
adenosin-5"-trifosfat

adenosin-5"-O-(3-thiotrifosfat)
3’-O-(4-benzoyl)benzoyl ATP

dimethylsulfoxid

deoxyribonukleova kyselina

deoxyribonukleosidtrifosfat

koncentrace u€inné latky, pfi niZ je dosazeno poloviny maximdlniho

(potencia¢niho) Géinku

ethylendiamintetraoctova kyselina
glykol-bis(2-aminoethylether)-N,N,N',N'-tetraoctovéa kyselina
kyselina y-aminomaselna

zeleny fluorescenéni protein

bun&¢na linie lidskych embryonalnich ledvinnych bunék
N-(2-hydroxyethyl)piperazine-N'-(2-ethansulfonova kyselina)
hodnota maximalni proudové odpovédi

ivermektin

rovnovazna disociaéni konstanta

medidtorova ribonukleova kyselina

nikotinovy acetylcholinovy receptor
N-methyl-D-aspartat

N-methyl-D-glukamin

fosfaty pufrovany solny roztok

polymerazova retézova reakce
pyridoxal-5’-fosfat-6-azo-fenyl-2,4-disulfonat
koeficient permeability iontu

metabotropni purinergni receptory

ionotropni purinergni receptory

P2X receptor naklonovany ze Schistosoma mansoni
transmembranova (doména)

2’, 3’-0-(2,4,6-trinitrofenyl)adenosin-5’-trifosfat



Tris 2-amino-2-(hydroxymethyl)propan-1,3-diol

tRNA transferova ribonukleova kyselina
YO-PRO-1* 4-[(3-methyl-2(3H)-benzoxazolyliden)methyl]-1-[3-(triethylamonium) propyl]
dijodid

o,p-meATP  a,B-methylen-adenosin-5"-trifosfat
B,y-meATP [3,y-methylen-adenosin-5"-trifosfat
T ¢asova konstanta

2-meSATP  2-methylthio-adenosin-5"-trifosfat



Tab.l Aminokyseliny
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Ndézev aminokyseliny

alanin

cystein

aspartat

glutamat

fenylalanin

glycin

histidin

isoleucin

lysin

leucin

methionin

asparagin

prolin

glutamin

arginin

serin

threonin

valin

tryptofan
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tyrosin




1. UVOD

Molekula ATP (adenosin-5’-trifosfat) je znama predevsim jako univerzalni zdroj energie
vriznych biologickych systémech. AvSak ATP muze puasobit také extracelularné
prostiednictvim tzv. purinergnich receptord, jejichZz existence byla s kone¢nou platnosti
prokazana teprve nedivno, v poloviné 90. let 20. stoleti. Podle zptsobu funkce rozliSujeme
dva typy purinergnich receptori — metabotropni P2Y receptory sptazené s G-proteiny a
ionotropni P2X receptory, které tvofi iontovy kandl. Purinergni receptory se vyskytuji
na povrchu bungk rizného pivodu a typu, u organismll na rGzném stupni vyvoje.
U obratloved hraji purinergni receptory roli v nervovém, kardiovaskuldrnim, respiraénim,
imunitnim, urogenitdlnim, nervosvalovém a gastrointestindlnim systému, ve funkci
specializovanych smysll, a maji vyznam ve vyvoji, ve stafi i v nemocech.

U savcl bylo doposud naklonovano 7 riznych typd P2X receptorti, oznaCovanych jako
P2X, 7. Navzdory skute¢nosti, Ze P2X4 receptor byl prvnim naklonovanym P2X receptorem,
je toho o jeho funkci a mechanismu pisobeni zndmo jen pomémé malo. Je to dano tim, Ze
po jeho aktivaci nasleduje pomérné rychla desenzitizace a jen velmi pomald resenzitizace, coZ
znesnadiiuje analyzu funkénich vlastnosti tohoto iontového kanalu. P2X4 receptor je zajimavy
také tim, ze jako jediny P2X receptor je citlivy k plsobeni alosterického modulatoru
ivermektinu (IVM). IVM se pouzZivad k lé€be parazitdrnich onemocnéni ve veterindrni i
huméanni medicing. Bylo zjidténo, Ze piisobi jako agonista €i alostericky modulétor i na fadu
jinych iontovych kanalii napf. glutamatovy receptor, receptor pro kyselinu y-aminomaselnou
¢i nikotinovy acetylcholinovy receptor, avSak u Z4dného z téchto receptorti nebylo doposud
uréeno vazebné misto pro IVM.

V této dizertaéni praci jsem se zaméfila na identifikaci aminokyselinovych zbytkl, které
se podileji na specifickych u€incich IVM. Déle jsem vyuZila modulaéniho u€inku IVM

ke studiu vazebného mista pro ATP a funk¢&nich vlastnosti P2X4 receptoru.



2. LITERARNI PREHLED

2.1 lontové kanaly

Iontové kandly jsou bunéfné membranové proteiny, které umoziuji prichod kladné
nebo zaporné nabitych iont ve sméru gradientu z jedné strany membrany na druhou. Kanaly
maji schopnost otevirat se a zavirat, a tak prichod iontd regulovat. lontové kandly se podileji
na regulaci fady fyziologickych funkci, napt. vedeni nervového vzruchu, sekreci
neurotransmitert a hormond, kontrakci svalstva, imunitni odpovédi apod. Kandly se
charakterizuji na zdklad€¢ svych permeacnich vlastnosti, zpisobu regulace otevirani a podle
molekularni struktury.

Kazdy iontovy kandl obsahuje ve své struktufe vodny por, kterym pii jeho otevieni
proudi vybrané ionty. Permeabilita kanalu zavisi nejen na velikosti tohoto pdru, ale zejména
na jeho selektivnim filtru. Selektivni filtr se nachazi v ziZené oblasti poéru a je zpravidla
tvofen postrannimi fetézci polarnich ¢i nabitych rezidui, kterd interaguji s vybranymi ionty.
Aby mohly ionty projit uzkou oblasti péru, musi se zbavit svého hydrata¢niho obalu. To je
samoziejmeé zna¢né energeticky narocné, takZe pouze ty ionty, u nichZ nasledné
elektrostatické interakce s postrannimi fetézci aminokyselinovych zbytkd kandlu tuto
energetickou ztratu vykompenzuji, mohou projit kanalem.

Otevirani kanali je konformaéni zména, kterd je zprostfedkovana riznymi podnéty.
Podle typu podnétu rozdélujeme kanaly do dvou velikych skupin — napétim fizené kanaly a
ligandem otevirané kanaly. U napétové fizenych kandli je otevirdni vyvoldno zménou
v napéti pres membranu, ligandem otevirané kanaly se oteviraji po navazani pfislusného
ligandu. K otevieni obou typd kanalti mGze dojit také fosforylaci makromolekuly proteinu
nebo mechanickym piisobenim.

Ligandem otevirané kandly se deéli do n€kolika skupin podle charakteru ligandu a
molekularni struktury. Celkem rozliSujeme tfi velké skupiny. Prvni skupina obsahuje
nikotinovy acetylcholinovy receptor (nAChR), receptor typu A pro kyselinu y-aminoméselnou
(GABAAR) a glycinovy receptor. Tyto kandly jsou tvofeny z 5 podjednotek, kazdd ma Ctyfi
transmembranové domény. Druhou skupinu tvofi ionotropni glutamatové receptory:
N-methyl-D-aspartatovy (NMDA), alfa-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolovy (AMPA)
a kaindtovy receptor, které jsou tvofeny ze Ctyi podjednotek, kazda z nich obsahuje &tyfi

transmembranové struktury. Posledni skupinu pak tvofi purinergni P2X receptory.



2.2 Purinergni receptory

Purinergni signalizace je mezibunéény pienos informace molekulami extracelularniho ATP a
jinych nukleotidii nebo nukleosida. Je uskute¢novana prostiednictvim dvou zcela odlisnych
typl receptort - P1 receptorti (aktivovanych adenosinem) a P2 receptorti (aktivovanych ATP
a jeho analogy). P2 receptory se dale déli na zaklad€ své molekularni struktury a mechanismu
prevodu signalu do dvou skupin — na metabotropni P2Y receptory a ionotropni P2X receptory

(Abbracchio and Burnstock 1994).

2.2.1 P2X receptory

2.2.1.1 Struktura

Doposud bylo naklonovano 7 riiznych podjednotek P2X receptori oznatovanych jako
P2X,, P2X,, P2X;, P2X,, P2Xs, P2Xe a P2X; o délce 379-595 aminokyselin (obr. 2.1).
Vechny P2X receptory maji podobnou strukturu. Skladaji se ze dvou hydrofobnich
transmembranovych usekt (TM1 a TM2) spojenych rozsdhlou extraceluldrni doménou a
intracelularnich N- a C- konctli (Brake, Wagenbach et al. 1994; Valera, Hussy et al. 1994;
Newbolt, Stoop et al. 1998; Torres, Egan et al. 1998). Vz4jemna identita jednotlivych
podjednotek je 25-48 %.

Viechny P2X receptory jsou, podobn& jako vétSina membranovych receptorq,
glykosylované. Bylo zjisténo, Ze glykosylace podjednotek je nezbytnd pro tvorbu funké&nich
receptort a pro jejich povrchovou expresi (Newbolt, Stoop et al. 1998; Torres, Egan et al.
1998; Rettinger, Aschrafi et al. 2000). V sekvencich P2X receptori byl identifikovan
konzervativni motiv pro N-glykosylaci N-X-S/T. Pocet téchto mist se u jednotlivych
podjednotek lisi (P2X; — 4, P2X; — 3, P2X; - 4, P2X, — 6, P2X5 — 2, P2X, - 3, P2X; -3
(North 2002)). Bylo prokazéno, Ze pro vznik funkéniho receptoru je postacujici glykosylace
pouze jednoho konzervativniho mista a pro zabudovani receptoru do plasmatické membrany
glykosylace dvou libovolnych mist (Newbolt, Stoop et al. 1998; Rettinger, Aschrafi et al.
2000).
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Obr. 2.1 Porovnani sekvenci podjednotek potkanich P2X receptori. (pfevzato z (North 2002))



V extracelularni doméné podjednotek P2X receptort bylo identifikovano celkem 10
konzervovanych zbytkti cysteint. Jak bylo pozdé€ji prokdzéno, tyto cysteiny tvofi
intramolekularni disulfidové vazby (Clyne, Wang et al. 2002; Ennion and Evans 2002).
Experimentdln€ byli urfeni partnefi té€chto vazebnych interakci (pro lidsky P2X; receptor:
C117-C165, C126-C149, C132-C159, C217-C227 a C261-C270). Tyto disulfidové mistky se
podileji na tvorbé tercidrni struktury receptoru.

Funkéni receptory se vyskytuji ve formé homo- ¢i heterotrimerti (Nicke, Baumert et al.
1998; Stoop, Thomas et al. 1999; Aschrafi, Sadtler et al. 2004; Mio, Kubo et al. 2005).
Struktura funk&niho kanélu pfipominéd pievracenou trojbokou pyramidu (Mio, Kubo et al.
2005).

Extracelularni

Intracelularn{

COOH

NH,

Obr. 2.2 Schématické zobrazeni struktury podjednotky P2X receptoru

Torres a kol. ukézali, Ze pro spojovani jednotlivych podjednotek v trimery je kriticka
druhd transmembranova doména (Torres, Egan et al. 1999). P2X receptory trimerizuji
kotransla¢né v endoplasmatickém retikulu a ziastavaji v intracelularnich kompartmentech ¢i
plasmatické membrané ve formé trvale vytvofenych trimerti. Pfedpoklada se, ze TM2 pfispiva
k seskupovani podjednotek spise tim, Ze funguje jako jakasi hydrofobni kotva v plasmatické
membrang, neZ tim, Zze by byla rozpoznavana sousednimi podjednotkami. Dilezitou ulohu
v trimerizaci by mohl hrat zbytek D355 z TM2 (hP2Xs), konzervovany u vSech receptort,
ktery by mohl iniciovat oligomerizaci transmembréanovych helix@i pomoci vodikovych vazeb
(Duckwitz, Hausmann et al. 2006).

Kromé& P2X; receptoru viechny podjednotky P2X receptori mohou tvofit homo- 1
heteromery. V piipadé P2Xs podjednotky se dlouho predpokladalo, Ze se nevyskytuje ve

form& homomerti, nebot’ ve vétsiné studii se nepodafilo ziskat funkéni kanély a v ostatnich



vznikaly kanaly jen velmi neefektivné. To by mohlo byt disledkem nedostate¢ného
formovani receptoru v endoplasmatickém retikulu (Ormond, Barrera et al. 2006) nebo
nepfitomnosti nékteré nezbytné podjednotky/proteinu pro spravné spojovani a ptresun.

Doposud byly charakterizovany funkéné a biochemicky tyto kombinace heteromerti:
P2X,/P2X; (Brown, Townsend-Nicholson et al. 2002), P2X,/P2X,4 (Nicke, Kerschensteiner et
al. 2005), P2X,/P2X;s (Torres, Haines et al. 1998; Le, Boue-Grabot et al. 1999; Surprenant,
Schneider et al. 2000), P2X,/P2X; (Lewis, Neidhart et al. 1995; Radford, Virginio et al. 1997;
Wilkinson, Jiang et al. 2006), P2X,/P2X¢ (King, Townsend-Nicholson et al. 2000),
P2X4/P2Xs (Le, Babinski et al. 1998). Tyto studie, s vyjimkou jediné, ale nenaznacuji,
vjakém poméru se jednotlivé podjednotky spojuji. Jiang a kol. zjistili, Ze heteromery
P2X,/P2X5 se vyskytuji ve sloZzeni P2X,(P2X3); (Jiang, Kim et al. 2003), coz bylo pozdéji
potvrzeno také Wilkinsonem a kol. (Wilkinson, Jiang et al. 2006). Pomoci
koimunoprecipitaéni techniky byla déale naznaCena moZnost vzniku téchto heteromeri:
P2X,/P2X;, P2X/P2X¢, P2X,/P2Xs, P2X3/P2Xs, P2X4/P2Xs a P2Xs/P2Xs (Torres, Egan et
al. 1999), ale doposud nebyly farmakologicky charakterizovany. Pii studiu
heteromultimerizace byly vzdy zkoumany jen moZnosti spojovani dvou riznych podjednotek
a tak zistava otazkou, zda-li mohou vznikat funkéni kandly i ze tfi rGznych podjednotek.

Bylo zjisténo, Ze fada bun€k exprimuje sou€asné rizné typy P2X podjednotek. Jak
vyplyva z funkénich studii, maji tyto heteromery jiné farmakologické vlastnosti nez
homomerni receptory. Tvorba heteromerd je tak zfejmé jednim z moznych zpisobl, ktery

bufice umoziiuje piesnéjsi regulaci funkce receptort.

2.2.1.2 Tontova selektivita

P2X receptory jsou Casto oznaCovany jako neselektivni kationtové kandly. To je ale
poncékud neptesné., nebot jak vyplyva z experimentdlnich studii, jsou nékteré typy P2X
receptorii propustné do zna¢né miry 1 pro anionty (zejména Cl') a také do uréité miry rozlisuji
mezi jednotlivymi kationty.

Selektivita kandlu se urCuje bud’ meéfenim relativni propustnosti nebo relativni
vodivosti pro urcité spektrum iontd. Relativni propustnost lze vypoditat z reverznich
potencidli proudti nameéfenych vroztocich o definovaném iontovém sioZeni pomoci

Goldman-Hodgkin-Katzovy rovnice:
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kde V), je membranovy potencidl, R je univerzalni plynova konstanta, T je absolutni teplota, F
je Faradayova konstanta a px pn, pc znadi koeficienty permeability piislu§nych ionti.

Pro kandly s vazebnym mistem pro iont v permeacni cesté plati, Ze nejpevnéji se
vazici iont ma nejvyss$i propustnost. Relativni vodivost kanalu vyjadiuje, jak ochotné ion
prochazi pérem, a je urfena méfenim amplitud proudi jednotlivych kanald ziskanych
pro srovnatelné hodnoty koncentraci propustnych ionti. Mize se stat, Ze potadi ionti podle
relativni vodivosti a relativni propustnosti je odlisné. To miiZze nastat v piipadé, Ze afinita
vazebného mista pro iont je tak vysoka, ze zplsobi zpomaleni prichodu iontu kanalem. Je
tedy vhodné popisovat kandl pomoci obou parametri (Egan, Samways et al. 2006).
Jednotkova vodivost P2X4 receptoru se pohybovala vrozmezi 9-12 pS (Negulyaev and
Markwardt 2000; Silberberg, Chang et al. 2005).

Propustnost pro monovaletni kationty (alkalickvch kovii)

Permeadni selektivita P2X receptor pro kationty alkalickych kovu (podle jejich
relativni vodivosti i relativni propustnosti) je v tomto potadi: K" > Rb" > Cs" > Na" > Li"
(prona = 1,40; proma = 1,35; pesva = 1,28; pnana = 1,00; pLinva = 0,83; hodnoty jsou ureny
z proudl jednotlivych kanalii P2X, receptori a vypocteny podle Goldman-Hodgkin-Katzovy
rovnice). Toto pofadi je jen lehce odliné od potadi relativnich pohyblivosti té€chto iontl
ve vodé, coz naznacuje existenci vazebného mista pro ionty o slabé elektrické sile (Ding and

Sachs 1999).

Propustnost pro divalentni ionty

P2X receptory jsou propustné také pro Ca’* ionty. P¥i aktivaci P2X receptorti tak
dochazi k nariistu koncentrace volnych Ca®" jontd v butice. Kromé toho se hladina volnych
Ca®" iontl zvySuje i prostfednictvim napétové fizenych Ca”" kanald, které se aktivuji
v diisledku depolarizace membrany vyvolané proudénim iontd skrze P2X receptory.
U elektricky neexcitabilnich tkéni ale postac¢uje k vyvolani biologické odpovédi zvySeni
koncentrace Ca*" zprostiedkované pouze P2X receptory (Egan, Samways et al. 2006).
Relativni propustnost Ca** byla stanovena na zékladé méfeni celkového proudu

za soudasného urleni velikosti proudu zprosttedkovaného Ca®" ionty (pomoci fluorescenéniho



méfeni). Bylo zjisténo, Ze podil Ca®* proudu na celkovém proudu se pohybuje v rozmezi

od 2,7 % (P2X3) aZz po 12,4 % (P2X,) (Egan and Khakh 2004).

Propustnost pro anionty

Neékteré typy P2X receptorli, zejména P2Xs receptor, jsou propustné i pro anionty.
Poprvé byla tato skute¢nost pozorovana Humem a kol. pfi zkoumani ATP evokovanych
bifazickych odpovédi na kultivovanych kufecich embryonalnich prsnich svalech (Thomas and
Hume 1990). Pozdéji bylo zjisténo, Ze i lidsky P2Xs receptor je znagn€ propustny pro Cl°
ionty (pcina = 0,5) (Bo, Jiang et al. 2003).

Propustnost pro vétsi kationty a anionty

Neékteré P2X  receptory (P2X,, P2X4, P2Xs, P2X7;) jsou propustné nejen

pro monovalentni a divalentni kationty, ale také pro v&t$f organické ionty jako napt. NMDG",
ethidium® nebo YO-PRO-1** (obr.2.3.). Vykazuji tak n&kolik vodivostnich stavii
definovanych pomoci riznych relativnich propustnosti pro tyto veliké ionty. Kanal ve stavu
oznacovaném jako O;, ma pramér péru okolo 8 A (P2X7) az 11 A (P2X,) a PnmDG/Pra 0,03
(Evans, Lewis et al. 1996; Virginio, MacKenzie et al. 1999, Eickhorst, Berson et al. 2002).
Druhy vodivostni stav je oznadovany jako O, a priimér péru kandlu je v&tsi minimalné o 3 A
(méfeno pro P2X;) (Eickhorst, Berson et al. 2002). V piipadé receptoru P2X; mtze dosdhnout
pruméru dokonce az 40 A. Hodnota pnuwpa/pa tohoto stavu je 0,34 (P2X,) az 0,48 (P2X5).
Zajimavé je, ze v pripadé P2X,, P2X4 a P2X; receptoru je nardst v permeabilité
pro vétsi ionty vyvolan opakovanymi aplikacemi ATP (Khakh, Bao et al. 1999; Virginio,
MacKenzie et al. 1999; Virginio, MacKenzie et al. 1999), zatimco P2X;s receptor je propustny
pro tyto ionty okamzité a s prodluzujici dobou ptisobeni ATP se propustnost jiz neméni (Bo,

Jiang et al. 2003).
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Obr. 2.3 Casové zavislé zmény propustnosti P2X, receptoru exprimovaného v buiikdch HEK293.
V pribéhu delsiho plsobeni (40s) 100 uM ATP dochéazi k postupné zméné reverzniho potencialu v roztoku
obsahujicim Na'/NMDG", coZ nazna¢uje obrovsky nariist v propustnosti pro NMDG" ionty.

Nartst permeability u P2X;, P2X, a P2X7 receptortl je doprovazen dilataci pdru. jez je
zavisla na koncentraci agonisty, takze vyS$$i koncentrace agonisty vyvola vyS$si rychlost
dilatace (Virginio, MacKenzie et al. 1999; Virginio, MacKenzie et al. 1999).

Relativni propustnost pro vétsi ionty je do znaéné miry zavisld na subtypu P2X
receptoru, coz vede k otdzce, zda jednotlivé typy receptorti nepfechazi ze stavu O, do O,
odlisSnymi zpusoby. Tento pfechod by mohl byt uskute¢iiovan néasledujicimi zptsoby:
1) dilataci existujiciho péru, 2) shlukovanim a néslednou oligomerizaci existujicich
monomernich kanal (klastrovanim) za vzaniku nového poru a 3) aktivaci jiné odlisné vodivé
drahy. Druhda moZnost se zda byt velmi nepravdépodobnda, nebot’ ke zméné stechiometrie
kandlu pravdépodobné nedochazi. Navic bylo prokazano, Zze P2X, receptor, ktery vykazuje
propustnost pro vetsi ionty, neklastruje. Otazka, zda je zvySend propustnost zprostiedkovana
dilataci existujiciho péru nebo zapojenim jiné vodivé drahy, musi byt jesté fadné
prozkoumadna, nebot’ existuji experimentalni data potvrzujici ob& hypotézy (Eickhorst, Berson
et al. 2002; Fisher, Girdler et al. 2004; Jiang, Rassendren et al. 2005; Egan, Samways et al.
2006).

2.2.1.3 Por kanalu

Vodivost a permeabilita iontovych kandla zavisi nejen na velikosti jejich vodivého
poru, ale také na selektivnim filtru. VSeobecné se predpoklada, ze por P2X kanalu je tvoten

hydrofobnimi transmembranovymi Useky proteinu. Bylo uskute¢néno nékolik experimentt



na P2X, a P2X, receptorech s cilem zjistit, jaké je uspofadani transmembranovych domén a
jaka je uloha jednotlivych aminokyselinovych zbytk(i (Rassendren, Buell et al. 1997; Egan,
Haines et al. 1998; Haines, Migita et al. 2001; Haines, Voigt et al. 2001; Jiang, Rassendren et
al. 2001; Li, Migita et al. 2004; Khakh and Egan 2005; Silberberg, Chang et al. 2005).
Vysledky ukazuji, ze pér kanalu je pravdépodobné tvoien ob€ma transmembranovymi
doménami, u trimérniho receptoru tedy celkem z $esti transmembranovych Gseku, coz by bylo
v souladu s obecnou hypotézou, Ze na tvorb& poru selektivniho pro kationty se podili vice jak
3 transmembranové domény. Skute¢né uspofdddni domén neni zndmé, nicméné existuje
domnénka, Ze TM2 smé&fuje vice dovnitf péru, naopak TM1 sméiuje vn€. TMI1 a TM2
sousednich podjednotek musi byt u vnéjsi strany membrany v t€sném kontaktu, nebot’ byla
prokdzana moznost tvorby disulfidové vazby mezi V48C a 1328C (P2X, receptor) (Jiang,
Rassendren et al. 2001; Khakh and Egan 2005). U vétSiny iontovych kanal maji tseky
protinajici cytoplasmatickou membranu a podilejici se na tvorb& poéru strukturu a-helixu.
Vysledky experimentii naznacuji, Ze i TM1 P2X receptori by mohla mit helikalni uspofadani.
U TM2 v3ak helikalni uspofadani dosud prokdzano nebylo, snad jen s vyjimkou horni ¢asti
této domény (Rassendren, Buell et al. 1997; Egan, Haines et al. 1998; Li, Migita et al. 2004,
Silberberg, Chang et al. 2005).

Je zatim nejasné, které aminokyselinové zbytky se ptimo podileji na tvorbé poru. Bylo
provedeno sice nekolik studii, ale jejich vysledky se mnohdy dosti odliSuji. Vysledky
alaninové skenovaci mutageneze P2X, receptoru naznacuji, ze TM1 zbytky F31, R33 a Q37
by mohly hrat roli v dilataci poru (Khakh and Egan 2005). Horni ¢ast TM1, zejména zbytky
Y43 a F44, vyznamné ovliviiovala citlivost P2X, receptoru k ATP (Haines, Migita et al.
2001; Li, Migita et al. 2004). S ohledem na svoji pozici a konzervovanost u vSech typu P2X
receptort by TM2 zbytek G342 (P2X, &islovani) mohl fungovat jako jakysi pant, ktery lezi
uprostied na rozhrani vnitini a vnéj$i €asti péru, a umoznuje otevirani a zavirani kanalu
(Egan, Haines et al. 1998; Li, Migita et al. 2004; Khakh and Egan 2005).

DileZitou soucasti poru je selektivni filtr, ktery je v podstaté vazebné misto pro ionty.
Migita a kol. zjistili pomoci polohove fizené mutageneze, Ze zdména zbytkl T339 a S340
(P2X, receptor) zpasobuje zménu sekvence propustnosti pro alkalické ionty na poradi
odpovidajici relativni pohyblivosti iontl ve vod€. Navic nahrazenim zbytk T336, T339 a
S340 ruznymi jinymi aminokyselinami se podafilo specificky zménit propustnost kanalu
pro Ca®" jonty. Lze se tedy domnivat, Ze tyto, a pravdépodobné jesté nékteré dalsi, polarni
zbytky aminokyselin se podileji na tvorb€ vazebného mista (selektivniho filtru), které docasné

vaze ionty pii jejich priichodu pérem kanalu. Vazba iontu na toto misto by mohla plsobit jako
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jakysi zdroj naboje, ktery umoziuje prochazejicim iontiim zbavit se hydrata¢niho obalu, ktery
Jim jinak brani v prichodu pérem (Migita, Haines et al. 2001). Podle jiné hypotézy by
zvys$ena propustnost P2X, a P2X, receptori pro Ca*" jonty mohla souviset s konzervovanymi
nabitymi zbytky glutamatu, ktery se nachazi u konce prvni, a aspartatu, ktery se nachazi
u zaCatku druhé transmembranové domény. AvSak i receptory P2X3; a P2X;, které maji
relativné nizkou Ca*" propustnost, maji v podobnych pozicich kysely zbytek (Egan, Samways
et al. 2006), takZe otazka mechanismu vzniku Ca** propustnosti ziistava oteviena.

Uloha jednotlivych zbytkii bude jist® v budoucnosti jesté zkoumana, ale jiZ nyni je
zieymé, Ze oba TM tuseky hraji dtlezitou Glohu ve funkci kanalu, a Zze mutace v této oblasti

vyraznym zpusobem ovliviiuji vlastnosti receptoru véetné jeho citlivosti k ATP.

2.2.1.4 ATP vazebné misto

VSeobecné se piedpoklada, Zze se ATP vaze v extraceluldrni domén& P2X receptoru.
Receptory se viak v citlivosti k ATP li8i (Gever, Cockayne et al. 2006) a zustdva otdzkou,
zdali jsou jejich ATP vazebna mista stejna. Struktura tohoto vazebného mista nebyla ale zatim
uréena u Z4dného z P2X receptor. Rada proteinil, které maji schopnost vazat ATP, tak &ini
prostfednictvim tzv. Walker motivu. Ten v8ak u P2X receptorti chybi. U né€kterych protein,
které také nemaji Walker motiv, je ATP koordinovano asto prostfednictvim lysinovych
(pozn. lysinovy zbytek je také obsaZen ve Walker motivu), fenylalaninovych &i argininovych
zbytkti. Proto byly tyto aminokyseliny testovany pro sviij mozny podil na vazbé ATP také
v pipadé P2X receptorti. Bylo vytvofeno nékolik experimentalnich a teoretickych modelit
ATP vazebného mista. Evans a kol. vytvofili model na zaklad¢ dat z polohové fizené
mutageneze lidského P2X, receptoru a krystalové struktury potkaniho synapsinu II, u kterého
byl popsan podobny zplusob uspofadani residui koordinujicich vazbu ATP.
V tomto modelu je adeninovy kruh molekuly ATP koordinovan motivy F185-T186 a
N290-F291-R292, konzervovanymi u vSech sav¢ich P2X receptord. Kladné nabité zbytky
K68 a K309 koordinuji vazbu zaporné nabitych B- a y-fosfatovych skupin. R292 pak
interaguje s a-fosfatem (Ennion, Hagan et al. 2000; Roberts and Evans 2004; Vial, Roberts et
al. 2004; Roberts and Evans 2006; Roberts, Vial et al. 2006).

Dal3i, tentokrate teoretické modely, navrhli Freist a kol. (Freist, Verhey et al. 1998) a
Mager a kol. (Mager, Weber et al. 2004). Freist se svymi spolupracovniky vytvofil model

na zédkladé podobnosti sekvence a sekundarni struktury mezi extracelularni doménou P2X
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podjednotek a katalytickym centrem aminoacyl-tRNA syntetdz t¥idy II. Této podobnosti
vyuzili také Stojilkovic a kol. (Yan, Liang et al. 2005). S vyuzitim krystalovych struktur
tRNA syntetaz jako templatu, vytvofili novy 3D model ATP vazebného mista P2X4 receptoru,
ktery nasledn€ experimentalné ovéfili. Tento model se do znaéné miry shoduje s modelem
Freista, ale v nékolika ohledech se li§i. D280 koordinuje vazbu Mg2+, F230 wvazbu
adeninového kruhu a K190 vazbu a-fosfatu, podobné jako je tomu u Freistova modelu, ale
B-fosfat a y-fosfat je koordinovan pomoci H286 a R278 (v tomto pofadi). R318, ktery byl
navrzen Freistem pro interakci s y-fosfatem, ma vyznam pro pfevod signalu z vazebného
mista smérem k druhé transmembranové doméné (Yan, Liang et al. 2005). K313 P2X,
receptoru hraje podle Yanova modelu vyznamnou roli ve funkci receptoru, ale nepodili se
piimo na vazbé fosfatového fetézce ATP (Yan, Liang et al. 2006), jak je to navrZeno
v Evansové modelu.

V nékterych bodech se prace kolektivii Evanse a Stojilkovice shoduji. Napf. mutace
K190 u lidského P2X; méla za néasledek sniZeni citlivosti receptoru k ATP. Podobné tomu
bylo i v pfipadé mutace korespondujiciho zbytku (K188) u potkaniho P2X, receptoru (Jiang,
Rassendren et al. 2001). Na druhou stranu mutace F230 a R314 (ekvivalent R318 P2X,)
u lidského P2X; receptoru neméla Zadny vliv na G¢innost ATP (Ennion, Hagan et al. 2000;
Roberts and Evans 2004).

Rada proteinii, které interaguji s ATP, jej vaZe ve form& komplext s Mg®™ ionty.
Vazba Mg”" je zahmuta ve Freistové a Yanové modelu, ale nikoli v Evansové. Evans a kol.
dospéli na zakladé experimentalnich dat k zavéru, e komplex ATP s Mg*" ionty neni
pro vazbu na P2X; receptor dilezity (Ennion, Ritson et al. 2001). Je zajimavé, Ze vysledky
experimentdlnich dat ziskanych pro P2X; receptor jsou z¢asti vsouladu s vysledky
ziskanymi pro P2X4 receptor a z €asti pro P2X, receptor. Mutace F227 (ekvivalent F230
P2X,) vedla u P2X; receptoru ke zmén¢ citlivosti (Nakazawa, OQjima et al. 2004). Na druhé
strané ale mutace K69, K71, R290 a K308 (K68, K70, R291 a K309 P2X, receptoru) mély
podobny vliv na u¢inek ATP jako tomu bylo v pripadé P2X; receptoru (Jiang, Rassendren et
al. 2000). Je tedy patrné, Ze jednotlivé modely se sice v n€kterych ohledech shoduji, ale
v mnoha se lisi. Tato skute¢nost by mohla byt vysvétlena tim, Ze tyto modely byly vytvoteny
pro rizné typy P2X receptort a ty se 1isi svym ATP vazebnym mistem. V soucasné dob¢ se
také zda, Z7e jedna podjednotka nesta¢i ke zmapovani celé oblasti vazby ATP (viz dale).
Yantv model je navic modelem pouze druhé poloviny extracelularni domény (tsek K180-

K326) a neobjastiuje vyznam prvni poloviny extracelularni domény, kterd je soucésti
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Evansova modelu. Presnou strukturu vazebného mista pro ATP budeme tedy znéat az
po objasnéni krystalové struktury P2X receptoru.

Jak bylo zminéno vySe (kapitola.2.2.1), funkéni kandly jsou trimerni. Kazdy kanal
tedy obsahuje celkem 3 ATP vazebna mista, pro funkénost kandlu je vSak postadujici
obsazeni pouze dvou vazebnych mist ligandem (Wilkinson, Jiang et al. 2006; Marquez-Klaka,
Rettinger et al. 2007). Dlouhou dobu se diskutovalo, zda jsou tato vazebna mista lokalizovana
v ramci jedné podjednotky, nebo zda se nachazi na rozhrani sousedicich podjednotek jako je
tomu u nékterych iontovych kanalt (napf. nACh receptor). Vysledky poslednich studii
naznaCuji, Ze vazebnid mista pro ATP se nachézi pravdépodobné mezi podjednotkami.
V tomto piipadé by se na tvorbé vazebné kapsy mohla podilet residua K69 a K308 (P2X,
¢islovani). Souéasti této kapsy by mohl byt i zbytek F291 (P2X ¢&islovani) (Marquez-Klaka,
Rettinger et al. 2007).

2.2.1.5 Kinetika aktivace a deaktivace

lontové kandly se mohou vyskytovat v otevieném, zavieném nebo desenzitizovaném
stavu. Pfechod mezi jednotlivymi stavy popisujeme pomoci né€kolika pojmu jako je aktivace,
deaktivace, desenzitizace, resenzitizace.

Aktivace ligandem oteviranych kandld zahrnuje vazbu agonisty a konformaéni zmény,
které vedou k otevieni kandlu. Koncentra¢n€ zavisly ucinek agonisty je charakterizovan
Hillovou rovnici a koncentrace, pfi které bylo dosazeno poloviny maximélni odpovédi (ECsp)
se pro rizné receptory lisi. Deaktivace je proces opalny. Pii deaktivaci dochézi k uzavieni
kandlu a disociaci agonisty z vazebného mista. Deaktivace nedesenzitizujicich P2X receptort
miiZze probihat dvéma zpiisoby, kterymi jsou: 1) pomaly piechod kanalu (zavisly na typu
kanalu) z otevieného stavu do uzavieného nasledovany rychlou disociaci agonisty z receptoru
nebo 2) rychlé uzavieni kanalu nasledované pomalou disociaci agonisty z receptoru. Otazkou
zlstava, ktery zkrokl je rychlost limitujici (Rettinger and Schmalzing 2004). Méfitkem
deaktivace je rychlost poklesu proudii po odmyti agonisty charakterizovana &asovou
konstantou deaktivace 1Tor. U P2X receptorG byla pozorovana inverzni korelace
mezi hodnotami T @ hodnotami ECsy agonistil (Rettinger and Schmalzing 2004; Zemkova,
He et al. 2004). Zda se tedy, Ze na deaktivaci P2X receptort se podili pfedevsim odvazovani

agonisty.
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Bylo vytvofeno jiz né€kolik kinetickych modelt popisujicich ptechod z uzavieného
stavu do otevieného stavu P2X kanali. Dosud nejlepsi model navrhli Ding a Sachs na zakladé
méfeni charakteristik jednotlivych P2X; kanali v membranach (outside out patches) HEK293
bunék a oocyti Xenopus laevis. Tento model zahrnuje 5 uzavienych a 2 oteviené stavy a je

schématicky zndzornén na obr. 2.4 (Ding and Sachs 1999).

Obr. 2.4 Kineticky model P2X;, receptoru.

C oznacuje uzavieny stav, O oznacuje otevieny stav. (Ding and Sachs 1999)

Podle tohoto modelu ptfedchazi otevieni kanalu postupné navazani 3 molekul ATP
(uzaviené stavy C,, Ci,a Cs), pii€emz vazebna mista pro ATP nejsou nezavisla, ale pozitivné
kooperativni. Kandl se otevira pouze tehdy, ma-li v§echna vazebna mista obsazena. Z modelu
je dale zfejmé, Ze se kanal muZe vyskytovat ve 2 ruznych otevienych stavech (Os a Og),
na ktery navazuje jeden stav uzavieny (C), ktery je necitlivy k ATP. Z modelu také vyplyva,
ze aktivace a deaktivace kanalu probiha stejnou cestou. Model je v8ak nedokonaly, jednak
vném neni zahrnuta desenzitizace (viz kapitola 2.2.1.6.) a je v rozporu s nedavnymi
vysledky, podle kterych mtize k otevieni kanalu dochazet i tehdy, pokud nejsou vSechna ATP
vazebna mista obsazena (Wilkinson, Jiang et al. 2006).

Vysledky experimentll dédle ukazaly, Ze v zavislosti na membranovém potencialu se
meénila stfedni doba otevieni a zavieni kandlu, z ¢ehoz plyne, Ze rychlostni konstanty otevieni
a zavieni jsou napétové zavislé, nicméné tato zavislost je mala. Plati, Ze pravdépodobnost
vyskytu kandlu v otevieném stavu klesa s depolarizaci. Bylo také potvrzeno, Ze s rostouci
koncentraci agonisty se zvySuje pravdépodobnost, Ze se kanal nachazi v otevieném stavu,
pfi¢emZ maximalni hodnota P, je 0,61 a u P2X; kandld je ji dosaZeno jiZ pfi koncentraci
30 uM ATP. Skute¢nost, Ze hodnota P, je takto nizkd, naznacuje, Ze rychlost zavirani je veétsi
nez rychlost otevirani. Jak bylo prok4zéno, narist hodnoty pravdé€podobnosti P, s rostouci
koncentraci agonisty je diisledkem sniZeni pruimé&mé doby zavieni kanali a ne prodlouzenim
primérné doby otevieni. To by naznaovalo, Zze ATP kontroluje rychlost otevirani kandlu, ale

ne jeho zavirani. Hodnoty Hillova koeficientu a ECsy urené z koncentra¢ni zavislosti
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pravdépodobnosti otevirani byly srovnatelné s hodnotami velikosti odpovédi naméfenymi
pii snimani z celych bunék (Ding and Sachs 1999).

Vazba agonisty a nasledné otevirani a zavirdni kandlu je spojené sftadou
konforma¢nich zmén, které se ale zatim nepodafilo popsat. Haines a kol. vytvofili na zakladé
vysledkl s chimernimi receptory, u nichz byla zaménéna TM1, hypotézu, podle niZ by TM1
slouzila jako pfevodni cesta mezi navazanim agonisty a otevienim kanalu. P¥i navazani
agonisty do vazebného mista dochézi ke zménam ve struktuie ektodomény, kieré jsou pak
dale pfevedeny na TM1, ktera poté interaguje s TM2, coZ ma za nasledek posun TM2 a tedy
otevieni kandlu (Haines, Migita et al. 2001). Na otevirani kanalu se podileji obé
transmembranové domény. Vzajemnou interakci TM domén pfi otevirani kanalu doklada
pozorovani, ze mezi V48C a I328C (P2X; ¢islovani) se miiZze vytvatret disulfidova vazba,
kterda ma za nasledek vznik konstitutivné otevieného kandlu (Jiang, Rassendren et al. 2001;
Khakh and Egan 2005). Béhem otevirani dochdzi k nejvét§im zménadm v oblasti vn&j$ich
Casti transmebranovych tsekd Y42-V47 a T335-L346 (P2X4 Cislovani) (Silberberg, Chang et
al. 2005).

2.2.1.6 Desenzitizace

V dlouhodobé pritomnosti agonisty se stavaji P2X receptory odolné vii¢i stimulaci a
dochézi k poklesu bunééné odpovedi. Tento proces, zvany desenzitizace, je disledkem toho,
Ze ligandem obsazené kandly piechazi do stabilni konformace, v niZ je propustnost pro ionty
zablokovana nebo zménéna. Jednotlivé podtypy P2X receptort se lisi rychlosti desenzitizace:
P2X, a P2Xj receptory desenzitizuji rychle (t.j. v fadu milisekund), P2X, a P2X¢ receptory
desenzitizuji stfedné¢ rychle (v fadu né€kolik sekund) a P2X,, P2Xs a P2X; receptory
desenzitizuji pomalu nebo nedesenzitizuji vibec (He, Koshimizu et al. 2002) (obr. 2.5).

Heteromerni receptory se li§i desenzitizaci od homomernich receptorti svych podjednotek.
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Obr. 2.5 Desenzitizace P2X receptoril pozorovana pti kratkodobé (nahote) a dlouhodobé (dole) stimulaci ATP.
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Rychla desenzitizace byla pozorovéna pfi 2 s stimulaci supramaximalni koncentraci ATP (30 uM ATP) u P2X; a
P2X; receptoru. Pomald desenzitizace byla pozorovana u P2X, a P2X, receptoru pii stimulaci po dobu 60 s.
V piipadé P2X; receptoru nedochdzi k desenzitizaci ani v pfitomnosti | mM ATP. U P2Xs receptoru se
rychlost desenzitizace nepodatilo zjistit (North 2002).

Molekularni mechanismus desenzitizace P2X receptord a ndvratu z desenzitizovaného
stavu (resenzitizace) nebyl zatim upln€ popsan (Lewis, Neidhart et al. 1995; Koshimizu,
Koshimizu et al. 1999). Experimentalni data ukazuji, Ze se jednd o sloZity proces, na némz se
mohou podilet rizné &asti receptoru, a Ze resenzitizace neprobihd mechanismem obracené
desenzitizace (Zemkova, He et. al. 2004). Na zakladé dosavadnich vysledkl byly navrzeny
2 hypotézy desenzitizace. Prvni vychdzi ze struktury kandlu a druhd pak z Cinnosti
intraceluldrnich pienadecu.

Rizné laboratoie se ve svych pokusech zaméfily na zjiSt€ni vyznamu jednotlivych
Casti receptoru pro jeho desenzitizaci. Werner a spol. dospéli na zékladé experimentt
s chimérami P2X, a P2X, nebo P2Xj; receptoru k zadvéru, Ze pro zrychlenou desenzitizaci je
nezbytna interakce mezi transmembranovymi useky (Werner, Seward et al. 1996). Tato
hypotéza by byla v souladu s pozorovanim, Ze heteromery desenzitizuji jinym zpisobem nez
homomerni receptory jejich podjednotek. Velkd pozornost byla také vé€novdna vyznamu
C-konce. Bylo objeveno, Ze ruzné sestfihové varianty P2X, receptoru, liSici se délkou
C-konce, desenzitizuji riznou rychlosti. Sestiihové varianta oznacovana jako P2X5, receptor,

které chybi tisek 69 aminokyselin v oblasti C-konce (V370-Q438), vykazovala ve srovnani
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s nezkracenou variantou receptoru P2X,, téZ oznatovanou jako P2X,,, vyrazné zrychlenou
desenzitizaci (Brandle, Spielmanns et al. 1997; Koshimizu, Tomic et al. 1998). Vyuzitim
polohové fizené mutageneze se pak podatilo identifikovat n€kolik zbytkl v oblasti C-konce,
které by mohly byt zodpovédné za prube¢h desenzitizace P2X, receptoru. (Koshimizu 1998,
Zhou 1998, Smith 1999). Koshimizu a kol. ukazali, Ze segment R371-P376 na C-konci je
kriticky pro rozvoj pomalého zpiisobu desenzitizace P2X,, receptoru (Koshimizu, Tomic et
al. 1998). Smith a spolupracovnici dospéli k podobnym zaveértim, kdyZz prokazali, Ze
pfitomnost tseku 9 aminokyselin od V370 je dostatetnd k prib&hu desenzitizace, jaka je
pozorovana u P2X,, receptoru (Smith, Humphrey et al. 1999). Zmény ve struktufe C-konce
mohou ovliviiovat desenzitizaci také u P2X;, P2X3 a P2X, receptorti. V piipadé P2X, a P2X;
receptoru se na prub&hu desenzitizace podili i jiné ¢4asti receptoru (Koshimizu, Koshimizu et
al. 1999).

Podobné jako u fady jinych ligandem oteviranych kanall, také extracelularni doména
hraje roli v rychlosti desenzitizace P2X receptorti. Stabilita desenzitizovaného stavu je
ovliviiovana N-polovinou ektodomény, zatimco na stabilizaci otevieného konformaéniho
stavu se podili C-polovina ektodomény (Zemkova, He et al. 2004). Tuto hypotézu také
podporuji experimenty s chimérami variant P2X, receptori s ektodoménou P2Xj3, P2X, a
P2X; receptoru, které ukazuji na vzidjemné propojeni mezi ektodoménou a C-koncem
pii desenzitizaci. Priib¢h desenzitizace zavislé na C-konci totiz zavisi na vazebné afinité
ligandu a na jeho aktivaéni uéinnosti. Agonisté s vysokou potenci vyvolaji C-koncem
kontrolovanou desenzitizaci, ale agonisté s nizkou potenci toto nedokazi. Zda se tedy, ze
konforma¢ni zmény vyvolané vazbou agonisty nejsou nekdy postadujici ke spusténi
C-koncem kontrolované desenzitizace. P2X receptory desenzitizuji koncentra¢né zavislym
zpusobem, takZe s rostouci koncentraci agonisty vzristd rychlost desenzitizace (He,
Koshimizu et al. 2002; He, Zemkova et al. 2003). Koncentraéni zavislost desenzitizace a vliv
ektodomény na prub&h desenzitizace byly pozorovany i u jinych typii kanala jako napf.
AMPA receptoru, glutamatového receptoru (typu 6). Je ziejmé, Ze ektodoména muZe
ovliviiovat desenzitizaci také nezdvisle na C-konci, ale mechanismus plsobeni neni znam
(He, Zemkova et al. 2003). Lze se domnivat, Ze by zde mohla byt urCitd souvislost s ATP
vazebnym mistem. Mutace aminokyselinovych zbytki K68, K70 a K309 (P2X; ¢&islovani),
o nichZ se pfedpokladd, Ze piispivaji ktvorb€ ATP vazebného mista na P2X; a P2X;
receptoru, se totiz projevila zménou rychlosti desenzitizace (Ennion, Hagan et al. 2000; Jiang,
Rassendren et al. 2000).
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Také véapnik a jiné divalentni kationty ovliviiuji rychlost desenzitizace a resenzitizace
v nativnich i rekombinantnich receptorech (Cook, Rodland et al. 1998; Ding and Sachs 2000).

Druha hypotéza predpokladd, Ze desenzitizace mZe byt regulovana také procesy
buné&éné signalizace. Né&které studie ukazaly na moZnou regulaci desenzitizace P2X receptort
aktivitou proteinkinazy C, a to bud’ prostfednictvim fosforylace na N-konci (v misté vysoce
konzervovaného mista pro proteinkindzu C) nebo prostfednictvim fosforylace asociovaného
proteinu (Fountain and North 2006). Vsechny P2X receptory maji v oblasti N-konce
konzervativni misto TXK/R (T18) pro proteinkindzu C. Fosforylace threoninu
proteinkindzou C zpomaluje desenzitizaci P2X, a P2X; receptoru (Boue-Grabot, Archambault
et al. 2000; Paukert, Osteroth et al. 2001; Ennion and Evans 2002). Kromé& konzervovaného
mista pro proteinkinazu C se nachazi v sekvenci P2X, receptoru v oblasti C-konce jesté misto
pro proteinkindzu A. Vysledky experimentli naznacuji, Ze u¢inek proteinkinazy A a
proteinkindzy C na pribéh desenzitizace P2X, receptoru je opacny, nebot fosforylace
receptoru proteinkinazou A desenzitizaci urychluje (Chow and Wang 1998; Boue-Grabot,
Archambault et al. 2000).

Na zaklad€ experimentd s P2X,; receptorem navrhli Rettinger a kol. model popisujici
prubéh desenzitizace, podle kterého receptor pfechazi do desenzitizovaného stavu vyhradné
z otevieného stavu (Rettinger and Schmalzing 2004). Pribéh navratu receptoru
z desenzitizovaného stavu byl doposud prozkouman jen zmalé ¢asti. Navrat
z desenzitizovaného stavu je zfejmée strukturné zavisly na jinych &astech receptoru, nez jsou
tseky zodpovédné za desenzitizaci (Fabbretti, Sokolova et al. 2004; Zemkova, He et al.
2004). Resenzitizace probiha bez otevieni kandlu pfimo z desenzitizovaného do uzavieného
stavu (Rettinger and Schmalzing 2004) a pfedpokladd se, Ze je dvoustupiiova. V prvnim
kroku se pomalu odvazuje agonista, pfiéemz tento krok limituje rychlost resenzitizace.
V druhém kroku pak dochazi k rychlé konforma¢ni zméné, ktera je na agonistovi nezavisla.
Vazebné misto pro ligand je vysokoafinitni a je v desenzitizovaném stavu exponované.
Navazanim drzi agonista receptor v desenzitizovaném stavu. Rychlost odvazovani agonisty
uréuje rychlost navratu z desenzitizace. Jestlize ma agonista nizsi afinitu pro vazebné misto,
probiha resenzitizace receptoru rychleji. Navic je potfeba vysSich koncentraci k tomu, aby
agonista udrzel receptor v desenzitizovaném stavu (Pratt, Brink et al. 2005). Navrat
z desenzitizovaného stavu miZe byt urychlen také piitomnosti extraceluldrnich Ca®* jonti.
Tato vlastnost, unikatni pro P2X; receptor, je zprostiedkovana né€kolika zadporn€ nabitymi
nekonzervovanymi aminokyselinovymi zbytky v extracelularni &asti receptoru (Fabbretti,

Sokolova et al. 2004).

18



2.2.1.7 Farmakologie

Receptory lze podle citlivosti k riznym ATP agonistim rozdélit do 3 skupin. Prvni
skupinu tvoti P2X; a P2Xj; receptory. Je pro né& charakteristicka vysokd citlivost k ap-meATP
ve srovnani s ostatnimi P2X receptory (Evans, Lewis et al. 1995; Garcia-Guzman, Stuhmer et
al. 1997; Bianchi, Lynch et al. 1999). Viibec nejudinn&jSim agonistou je u téchto receptort
3’-0-(4-benzoyl)benzoyl ATP (BzATP) (Bianchi, Lynch et al. 1999). Mezi dal$i agonisty
patii také 2-methylthioATP (2-meSATP), adenosin-5’-O-(3-thio)trifosfat (ATP-y-S),
B,y-methylenATP (B,y-meATP) (Evans, Lewis et al. 1995; Garcia-Guzman, Stuhmer et al.
1997), v ptipadé P2X, receptoru sem lze zafadit i adenosin-5"-hexafosfat, a jako parcidlni
agonisty 1 adenosin-5'-pentafosfat a adenosin-5"-tetrafosfat (Wildman, Brown et al. 1999).
P2X, a P2X; receptory lze vzdjemné odlisit pomoci B,y-meATP. Citlivost P2X,; receptoru
k B,y-meATP je srovnatelnd scitlivosti k o,B-meATP, avSak citlivost P2X3 receptoru
k B,y-meATP je jen 30-50% (Evans, Lewis et al. 1995; Garcia-Guzman, Stuhmer et al. 1997).
P2X; a P2X3 receptory jsou oba citlivé k piisobeni klasickych P2X inhibitord — suraminu a
pyridoxal-5’-fosfat-6-azo-fenyl-2,4-disulfonatu (PPADS) (Evans, Lewis et al. 1995; Garcia-
Guzman, Stuhmer et al. 1997). V nedavné dobé byly pfipraveny G¢inné&jsi derivaty téchto
latek (napt. NF279, MRS2220), které vykazuji vétsi selektivitu pro P2X, receptor (Rettinger,
Schmalzing et al. 2000; Gever, Cockayne et al. 2006). Kromé téchto latek, inhibi¢né plisobi
také 2°,3’-0-(2,4,6-trinitrofenyl)adenosin-5"-trifosfat (TNP-ATP) a jiné derivaty TNP-
nukleosidtrifosfat, pti¢emz jejich selektivita pro P2X; receptoru a P2Xj3 receptor je vyrazné
vys8i nez pro ostatni P2X receptory (Virginio, Robertson et al. 1998).

Do druhé skupiny lze na zdkladé vzajemné podobnosti zafadit P2X,, P2X, a P2X;
receptory. Neju¢inn&j§im agonistou této skupiny je ATP (Soto, Garcia-Guzman et al. 1996;
Lynch, Touma et al. 1999; Gever, Cockayne et al. 2006). Receptory mohou byt dale
stimulovany pomoci 2-meSATP (Lynch, Touma et al. 1999; Jones, Chessell et al. 2000; Bo,
Jiang et al. 2003). V piipadé P2X, receptoru je agonistou také ATP-y-S, adenosin-5’-
tetrafosfat a CasteCn€ i BzATP (Lynch, Touma et al. 1999). P2X, receptor mize byt
stimulovan prostfednictvim CTP a také adenosin-5’-tetrafosfatu (Jones, Chessell et al. 2000).
P2Xs receptor je také citlivy k BZATP (Bo, Jiang et al. 2003). K methylenovym derivatim
ATP jsou receptory této skupiny obecné necitlivé s vyjimkou P2X4 receptoru, na ktery pisobi
a,B-meATP jako parcidlni agonista (Buell, Lewis et al. 1996; Soto, Garcia-Guzman et al.
1996; Garcia-Guzman, Soto et al. 1997). Dosud neni znam Zadny dostate¢né G¢inny ani
selektivni inhibitor P2X; receptoru. PPADS, TNP-ATP ¢&i reaktivni modf sice inhibuji P2X;
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receptor, ale v mnohem mensi mife neZ je tomu u P2X; a P2X; receptoru (Bianchi, Lynch et
al. 1999). Také suramin ptsobi podle nekterych studii inhibi¢né. P2X, receptor je relativné
necitlivy ke klasickym P2X antagonistim PPADS a suraminu (Buell, Lewis et al. 1996; Soto,
Garcia-Guzman et al. 1996; Garcia-Guzman, Soto et al. 1997). Kromé téchto sloucenin
plsobi inhibiéné i obé formy reaktivni modfi — cibakronova modr a basilejska modi (Garcia-
Guzman, Soto et al. 1997). PPADS a suramin uéinn€ blokuji také proudy P2Xs receptoru
(Garcia-Guzman, Soto et al. 1996), zatimco TNP-ATP pulsobi jen &asteéné (Surprenant,
Schneider et al. 2000).

Do treti skupiny patii P2X; receptor. Obecné lze fici, Ze je nejméné citlivy k plisobeni
nukleotidd. Lze jej dobie stimulovat jen pomoci BzATP, zatimco 2-meSATP, ATP-y-S,
o,p-meATP a B,y-meATP jsou jen velmi mélo G¢inné nebo zcela neucinné (Chessell, Simon
et al. 1998; Hibell, Kidd et al. 2000). Z inhibitord vykazuje dobrou u&innost PPADS
(Chessell, Michel et al. 1998; Chessell, Simon et al. 1998). Naopak suramin je jen velmi mélo
ucinny nebo zcela netcinny (Bianchi, Lynch et al. 1999). PPADS, stejné¢ jako oxidované
ATP, blokuje navic 1 vstup YO-PRO-1 do buriky, ke kterému dochézi pfi stimulaci BZATP
(Chessell, Michel et al. 1998; Chessell, Simon et al. 1998). Jako antagonista P2X; receptoru
pusobi i briliantova modi G. Mezi antagonisty P2X; receptoru patii i velké kationické
inhibitory Caz*/kalmodulin-dependemni proteinkinazy typu Il (napf. kalmidazolium, KN-62)
(Gever, Cockayne et al. 2006).

2.2.1.8 Regulace

Aktivita P2X receptori miiZze byt fyziologicky regulovana nejriiznéj$imi mechanismy
jako je piima fosforylace receptoru, interakce s regulaénimi proteiny nebo s jinymi ligandem
oteviranymi kanaly a receptory spfazenymi s G-proteiny. Kromé fosforylace mista
pro proteinkindzu C voblasti N-konce, které hraje roli pii desenzitizaci, mulZe byt
aktivita P2X receptori modulovadna i prostiednictvim jinych fosforylaénich mist. Napf.
proteinkinaza A fosforyluje S431 P2X, receptoru, coz ma za nasledek inhibici P2X; odpovédi
(Chow and Wang 1998). Aktivita Ca®>* /kalmodulin-dependentni kinazy II naopak potencuje
ATP odpovédi receptoru tim, Ze zvySuje jeho transport na povrch bunky (Xu and Huang
2004). Vysledky nedavné studie naznacuji, Ze fosforylaci nepodléhaji jen intracelularni ¢asti
receptoru, ale také extracelularni, a sice prostfednictvim ekto-proteinkinazy C (Wirkner,

Stanchev et al. 2005). Na regulaci P2X kanali se mohou podilet i receptory, které s nim
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v membran€¢ sousedi. Byla popsdna interakce mezi P2X, receptory a jinymi ligandem
otviranymi kanaly (napf. a3Bs nikotinickym receptorem, S-hydroxytryptaminovym
receptorem typu 3, GABAA, receptory, P2Y receptory). P2X receptory mohou interagovat také
s regulaénimi proteiny (napf. basicky myelinovy protein, Fe65 — protein vazici se na beta-
amyloid prekurzorovy protein-adaptorovy proteinovy komplex 2) (Roberts, Vial et al. 2006).

Také samotna povrchova exprese je, jak se zda, regulovany proces. Jak jiz bylo
zminéno vyse, je pro transport receptortt do membrany nezbytna urcita mira glykosylace. To
v8ak neni jediny faktor, ktery miru povrchové exprese ovliviiuje. Rizné podjednotky P2X
receptorti vykazuji riiznou stabilitu na povrchu buiiky. Receptory P2X, jsou v membrané
poméme stabilni na rozdil od P2X, receptorl, které jsou internalizovany a poté opétovné
zabudovany do membrany. Také P2X, receptor je v disledku aplikace agonisty internalizovan
a opétovné zatlenovan do plasmatické membrany.

Zménou relativni rychlosti odstranéni a opétovné inzerce do membrany muze burika
citlivé regulovat pocet receptorii na svém povrchu a tak ovliviiovat velikost odpovédi
vyvolané navazanim agonisty. Aplikace ATP zvy3uje rychlost internalizace. V heteromerech
obsahujicich P2X4 podjednotku se tato podjednotka chova jako dominantni a rozhoduje
o umisténi heteromeru v buiice (Bobanovic, Royle et al. 2002). Internalizace probiha
klathrinem zprostfedkovanou cestou. Na C-konci P2X,; receptoru byl identifikovan
nekanonicky na tyrosinu zaloZeny endocyticky motiv YXXG® (,,®“ zna¢i aminokyselinu
srozvétvenym hydrofobnim fet€zcem), konkrétn€ jde o motiv YEQGL, tvoieny
aminokyselinami Y378, G381 a 1382, ktery je zodpovédny za konstitutivni a agonistou
vyvolanou internalizaci (Royle, Bobanovic et al. 2002). Tento motiv je rozpoznavan p2
podjednotkou adaptor proteinu 2 (AP2) klathrin adaptorového proteinového komplexu. Poté
dochazi ke shromazdovani jednotlivych receptorti do klastri a néslednému zaclenéni do
klathrinem potaZenych vackt (Royle, Qureshi et al. 2005). P2X receptory obsahuji
na C-konci také konzervovany motiv YXXXK, ktery je zodpovédny za spravnou povrchovou
expresi P2X,, P2Xj, P2X4, P2Xs5 a P2X¢ receptoru. Tento motiv neovliviluje transport
receptori  z endoplasmatického retikula do membrany, ale stabilizuje tyto receptory
na povrchu buriky. Mutace tohoto motivu méa za nasledek redukci poctu receptort
v membranég v disledku jejich zrychlené internalizace (Chaumont, Jiang et al. 2004). Kromé
téchto dvou motivli obsahuje P2X, receptor jeSté dal§i kanonicky motiv - YXX® (Y372,
YXXV) v blizkosti YXXGL (Y378). Tento kanonicky motiv ale neni vyuzZivéan, nebot’ neni

pfistupny AP2 komplexu. Nicméné je to oblast receptoru, kterd vyznamné ovliviiuje funkci
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receptoru, nebot’ mutace Y372A méla za nasledek vyrazné konformaéni zmény vedouci

k nefunkénosti kanalu (Royle, Qureshi et al. 2005).

2.3 P2X, receptor
2.3.1 Vyskyt a fyziologicka uloha

P2X4 receptor byl naklonovan nezavisle 5 skupinami, byl ziskan z mozku, horniho
cervikdlniho ganglionu a pankreatu (Bo, Zhang et al. 1995; Buell, Lewis et al. 1996; Seguela,
Haghighi et al. 1996; Soto, Garcia-Guzman et al. 1996; Wang, Namba et al. 1996). Patii mezi
nejrozsitenéj§i P2X kandly. Jeho mRNA a proteinové lokaliza¢ni studie naznacuji, ze P2X4
podjednotka je exprimovana v riznych oblastech mozku (zejm. cerebralnich Purkyného
burikach) a patefni michy, autonomnich a sensorickych gangliich, arteridlnich hladkych
svalech, osteoklastech, ledvinach, plicich, srdci, jatrech, pankreatu a lidskych B-lymfocytech
(Soto, Garcia-Guzman et al. 1996; Bo, Kim et al. 2003; Gever, Cockayne et al. 2006).
Funkéni uloha P2X, receptoru ve vétsing téchto tkanich je stale nejasna. Nékolik poslednich
studii ukazalo, Ze exprese P2X, receptoru je zvysSend na aktivovanych patetnich mikrogliich
po poskozeni pateinich nervii. P2X, receptor se pravdépodobné podili na rozvoji taktilni
alodynie a neuropatické bolesti obecné a dale také na chronické zanétlivé odpovédi (Inoue,
Tsuda et al. 2004; Gever, Cockayne et al. 2006). P2X, receptor hraje zfejmé také ulohu
v parasympatetické aktivaci slinnych Zlaz, ktera vede k produkci a exkreci slin (Brown, Bruce

et al. 2004).

2.3.2 Struktura a funkce P2X, receptoru
P2X, receptor byl také naklonovan z rtznych Zivoci$nych druhii. Podrobnéji byly

studovany lidské, potkani a mysi receptory a bylo zjiSténo, Ze se v n¢kterych ohledech mohou
i znaéné lisit. U lidi se jeho gen nachazi na konci dlouhého ramene chromozomu 12, v t€sné
blizkosti genu pro P2X; receptor. Dokazuje to, Ze jde pravd€épodobn€ o nasledek genové
duplikace. Pro heterologni expresi receptoru byly nejcast¢ji vyuzity HEK293 buiiky a oocyty.
P2X, receptor ma délku 388 aminokyselin. Celkova struktura kanélu je obdobna s ostatnimi
P2X receptory: je sloZzen ze dvou hydrofobnich transmembranovych useki (TM) spojenych
rozsahlou extracelularni doménou a intracelularnich N- a C- konct. Pfedpoklada se, ze TM1
sahd od G29 — V49 a TM2 je vymezena zbytky N338 — L358 (North 2002). Podle Egana a
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kol. je TM2 delsi o 6 aminokyselinovych zbytkl a je vymezena useky 1332-L358 (Egan,
Haines et al. 1998).

Biochemicky a funkén& byla prokazdna tvorba heteromert P2X,/P2X, (Nicke,
Kerschensteiner et al. 2005) a P2X4/P2X¢ v oocytech Xenopus (Le, Babinski et al. 1998).
Heteromerizace ma za nésledek odlisné vlastnosti receptoru, které ale v nékterych ohledech
pfipominaji chovani homomernich receptori. Napiiklad P2X,/P2X4 receptory se svoji
kinetikou podobaji P2X4 homomerim a farmakologickym profilem naopak P2X, homomerim
(Nicke, Kerschensteiner et al. 2005).

P2X, receptor je propustny jak pro monovalentni (pgkna = 1,0; pesna = 0,8) tak i
pro divalentni kationty (pcana = 4,2) (Buell, Lewis et al. 1996). Podobné jako P2X,, P2Xs a
P2X; receptory muiZze byt P2X4 receptor propustny také pro vétsi ionty. Propustnost pro vétsi
ionty ziskava P2X4 receptor bud’ pii del$im pisobeni ATP (az 5 min) nebo pii opakovanych
kratkych stimulacich ATP (1 s aplikace kazdych 10 s, celkem po dobu 1 min). U oocyti se
propustnost pnmpa/pna béhem  prodlouzené doby pusobeni ATP zvySila z 0,097 (O; stav)
na 0,20 (O, stav). Mechanismus stojici za vznikem téchto dvou odli§nych vodivostnich stavii
neni znam. Zajimavé bylo pozorovani, Ze mutace TM2 zbytku G347 ovlivnila vyrazné
v tomto sméru chovani receptoru a v zavislosti na chemickém charakteru nové vneseného
zbytku vykazovaly mutantni receptory zmény jak v O, tak v O, Vneseni nabitych
aminokyselin lysinu a argininu mélo za nasledek vymizeni O, stavu, stav O; byl zachovan.
V pripadé€ tyrosinu pak byla situace opatnd (Khakh, Bao et al. 1999). Na vzniku O, stavu se
podili kromé transmembranovych usekl ziejmé i cytoplasmaticky C-konec. Mutace rezidua
Y378 na alanin zpusobila vyraznou redukci O, stavu (Toulme, Soto et al. 2006).

Lidsky a my$i receptor jsou si svym chovanim vice podobné a odlisuji se od potkani
formy. Nejuc¢innéj$im agonistou P2X, receptoru je ATP. Hodnota ECs, pro potkani receptor
se liSila v zavislosti na pouzitém typu bun€k, ve kterych byl receptor exprimovén. Pro potkani
receptor exprimovany v mysich imortalizovanych neuronélnich butikach sekretujici hormon
uvoliujici gonadotropin (GT1 neurony) byla naméfena hodnota 3,0 £ 0,5 pM (Yan, Liang et
al. 2005), v butikach HEK293 5,5 + 2,9 uM (Jones, Chessell et al. 2000) a v oocytech zaby
Xenopus 6,9 = 0,8 uM (Soto, Garcia-Guzman et al. 1996). Pro lidsky receptor exprimovany
v burikdich HEK293 byla naméfena hodnota 1,4 = 0,6 pM (Jones, Chessell et al. 2000) a
v oocytech Zaby Xenopus 7,4 = 0,5 uM (Garcia-Guzman, Soto et al. 1997). P2X, receptory
mohou byt dédle stimulovany 2-methylthioATP, cytidin-5"-trifosfatem (CTP) nebo adenosin-

5'-tetrafosfatem (APy), ktery je u¢inny zejména na lidské a mysi forme (Jones, Chessell et al.
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2000). Malo u€innymi agonisty jsou také af-meATP a deoxyadenosin-5-trifosfat (dATP).
Receptory jsou naopak necitlivé k plisobeni adenosin-5'-difosfitu (ADP), adenosin-5'-
monofosfatu (AMP), By-methylenATP, guanosin-5'-trifosfitu (GTP) a adenosinu i pfi
vysokych koncentracich 100 az 300 uM (Buell, Lewis et al. 1996; Soto, Garcia-Guzman et al.
1996; Garcia-Guzman, Soto et al. 1997).

2.3.3 Farmakologicka modulace P2X, receptoru

P2X, receptor je obecné pomérné malo k citlivy ke klasickym antagonistim P2X
receptoru jako jsou PPADS a suramin, pficemz PPADS je G&inngj$i neZ suramin (Buell,
Lewis et al. 1996; Soto, Garcia-Guzman et al. 1996; Garcia-Guzman, Soto et al. 1997).
Obecné lze fici, ze lidskd a my$i forma receptoru je citlivéjsi k plisobeni antagonistii nez
potkani (Jones, Chessell et al. 2000). Kromé& téchto antagonisti plisobi inhibi¢né také obg
formy reaktivni modii — cibakronova modf a basilejska modf. Vysledky studii zabyvajicich se
uéinky antagonistii se ale mnohdy dost lii. V nekterych studiich je PPADS, suraminu ¢i
reaktivni modii pfisuzovan naopak potenciaéni u¢inek (Miller, Michel et al. 1998; Townsend-
Nicholson, King et al. 1999). Bylo také popsano, Ze cibakronova modf je alosterickym
modulatorem P2X, receptoru (Miller, Michel et al. 1998).

P2X, receptorové proudy mohou byt modulovany také zménou pH extracelularniho
roztoku. SniZeni pH (6,3-6,5) ma za nasledek redukci proudovych odpovédi a posun kiivky
koncentra¢ni zavislosti doprava k vy$§im hodnotdm ECsy. Dal3i sniZovani pH (pH 5,5) vede
jesté vyrazn€jSimu poklesu citlivosti receptoru. Zvyseni pH (8.0-8,3) nema vliv, popf. muze
jen slabé zvysit citlivost k agonistim (Stoop, Surprenant et al. 1997; Wildman, King et al.
1999).

Utinek agonistii miize byt modulovan také plisobenim divalentnich kationtii kovi.
Jako prvni byla objevena potenciace zinkem (Seguela, Haghighi et al. 1996; Garcia-Guzman,
Soto et al. 1997). Bylo zji§téno, Ze potenciace je zavisld na pouZité koncentraci Zn®'.
S rostouci koncentraci vzriistd potenciace, maximalniho zvySeni proudu je dosaZeno cca pii
10 uM Zn*". Déle jiz pak potenciace klesi a pii vysokych koncentracich Zn** byla
pozorovana inhibice (Garcia-Guzman, Soto et al. 1997; Xiong, Peoples et al. 1999; Acuna-
Castillo, Morales et al. 2000). Piisobenim 10 uM Zn®>" iontd dochédzi k posunu koncentragni
zavislosti doleva a k niz§im hodnotdam ECs,, pfi€emz hodnota maximalniho proudu (Imax)
zistava zachovana (Acuna-Castillo, Morales et al. 2000) Kromé zinku muZe potencia¢né

pusobit i kadmium (Acuna-Castillo, Morales et al. 2000; Coddou, Lorca et al. 2005), pfi¢emzZ
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jejich uginek je aditivni. Naopak Cu** a Hg®" blokuji kanal. Pisobenim Cu?" dochazi ke
snizeni Iy, ale ECso se neméni. Uginek Cu®" a H g2+ je také aditivni (Acuna-Castillo, Morales
et al. 2000). Piedpoklada se, Ze ionty kovli plisobi prostiednictvim specifickych vazebnych
mist (Xiong, Peoples et al. 1999; Acuna-Castillo, Morales et al. 2000; Coddou, Morales et al.
2003). Existuji minimalné¢ 2 vazebnd mista pro dvojmocné kovy. Jedno, které
zprosttedkovava potenciatni piisobeni Zn®', a druhé, které zprostiedkovavé pusobeni Cu®",
Mutagenezi bylo zjisténo, Ze na vazb& Cu®* by se mohl podilet zbytek H140. Soudésti
vazebného mista by pak mohly byt také zbytky T123, S124, S141 a T146, které jsou podle
pocitaové vytvofeného 3D modelu v blizkosti H140 (Coddou, Morales et al. 2003).
Nejnov&jsi vysledky naznatuji existenci jesté dalsiho vazebného mista pro Cu®* a Hg**. lonty
Pb2*, Ni?*, Mn**, Ag", Ga** neménily vyznamné proudy stimulované ATP (Coddou, Lorca et
al. 2005). Byla také naznacena mozZnost blokace ATP stimulovanych proudu prostiednictvim
Mg?*, coz by mohlo byt diisledek komplexace ATP Mg”" ionty (Negulyaev and Markwardt
2000).

Jako alostericky modulator P2X, receptoru muze také pisobit etanol, a to jiz
ve fyziologickych koncentracich. Pro jeho modula¢ni plisobeni se ukdzal byt vyznamnym
zbytek v extracelularni doméné H241 (Xiong, Hu et al. 2005).

Viechny vySe uvedené zplsoby modulace jsou vice ¢i méné sdilené i ostatnimi P2X

receptory. Jedinym dosud popsanym specifickym modulatorem P2X, proudi je ivermektin.

2.3.3.1 Ivermektin

Ivermektin (IVM) je nazev pro 22,23-dihydroavermektin. Vznikd selektivni
hydrogenaci avermektinu Bl, coz je latka syntetizovana pidni bakterii Streptomyces
avermitilis. IVM je smési dvou izomerd 22,23-dihydroavermektin Bl, (>80%) a 22,23-
dihydroavermektin Bly (<20%) (Chabala, Mrozik et al. 1980). Je to latka o vysoké
molekulové hmotnosti, vysoce lipofilni, s velmi malou rozpustnosti ve vodeé. IVM se stal
roz8ifenym lé¢ivem ve veterinarni mediciné, kde se pouZiva proti ¢erviim a hmyzu, ale také
v huméanni medicing, kde se pouZiva pro prevenci a lécbu filaridlnich infekci, zejména

onchocerkdzy a lymfatické filariézy (Edwards 2003).
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Obr, 2.6 Struktura IVM

Z experimentQ s Caenorhabditis elegans vyplyva, ze IVM plisobi na glutamatem
otevirané chloridové kandly v neuronech a svalovych bunkéch hltanu ¢ervii. IVM indukuje
pomalé otevirani kanal(, které je témé&f ireverzibilni. To m4 za nasledek zmény v propustnosti
membrdn a tedy i blokovani dal$i funkce bun€k. Timto je narusen travici proces parazita a
dochazi k jeho vyhladovéni (Dent, Davis et al. 1997; Dent, Smith et al. 2000). Bylo
prokazano, ze IVM pulsobi pfi vy3$ich koncentracich (10 uM) jako agonista glutamatem
oteviranych chloridovych kanalii (Dent, Davis et al. 1997), pfi nizSich (10 nM) jako
modulator glutamatovych odpovédi (Cully, Paress et al. 1996). Jini autofi naopak uvadéji,
na zdkladé experimenti s glutamatem oteviranymi chloridovymi kandly Haemonchus
contortus, ze je to U¢inek IVM, ktery je potencovan glutamatem (Forrester, Prichard et al.
2003). Predpokléada se proto, ze se [IVM vaZe v jiné Casti receptoru nez glutamat.

Kromé glutamatem oteviranych chloridovych kanald je k IVM citliva i fada jinych
kanali — GABA 4 receptory mysich neuronti (Krusek and Zemkova 1994; Adelsberger, Lepier
et al. 2000), a7 nikotinické receptory (Krause, Buisson et al. 1998), lidsky glycinovy receptor
(Shan, Haddrill et al. 2001), histaminovy receptor Drosophila melanogaster (Zheng,
Hirschberg et al. 2002). Na téchto kandlech pisobi IVM jako agonista (histaminovy receptor,
glycinovy receptor) ¢i jako pozitivni alostericky modulédtor (nikotinicky receptor, P2X4
receptor) nebo oboji (GABA receptor).

Skute¢nost, ze IVM miize modulovat chovani P2X, receptoru, jako jediného z rodiny
savCich purinergnich P2X receptorti, byla poprvé popsdna Khakem (Khakh, Proctor et al.
1999). O nékolik let pozdéji pak bylo objeveno, ze IVM moduluje také proudy P2X receptoru
naklonovaného z bezobratlého organismu Schistosoma mansoni (schP2X) (Agboh, Webb et
al. 2004). IVM nema schopnost aktivovat P2X, receptor, plisobi pouze jako modulator.
Preinkubace s IVM se projevuje nékolika u¢inky na P2X, receptor.
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IVM ma schopnost potencovat proudy stimulované ATP (Khakh, Proctor et al. 1999;
Priel and Silberberg 2004). Potencia¢ni u€inek IVM je zna¢ny. V ptitomnosti 3 uM IVM byly
odpovédi stimulované saturujicimi koncentracemi ATP navySeny aZ 2-nasobné (Priel and
Silberberg 2004). Uginek IVM na amplitudu se rozviji postupné a je zcela reverzibilni
(Khakh, Proctor et al. 1999; Priel and Silberberg 2004). Casova konstanta nastupu t¢inku
IVM na amplitudu byla pro lidsky receptor exprimovany v HEK293 burikach stanovena
na To, = 1,9 min a asova konstanta pro odeznéni Giéinku po odmyti To¢ = 11,5 min (Priel and

Silberberg 2004).
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Obr. 2.7 Reprezentativni zdznam P2X, receptoru exprimovaného v oocytech pfi stimulaci 100 uM ATP
v pfitomnosti (vpravo) a v nepfitomnosti (vlevo) IVM. IVM potencuje amplitudu proudu a prodluzuje dobu

deaktivace kanalu. (Khakh, Proctor et al. 1999)

IVM ma také vyrazny u¢inek na deaktivaci kandlu, ktery se projevuje zpomalenim
poklesu proudové odpovédi po odmyti ATP a celkovym prodlouzenim ATP odpovédi.
Preinkubace s 3uM IVM zpisobuje az 30-ndsobné prodlouzeni doby deaktivace kanalu
(Khakh, Proctor et al. 1999; Priel and Silberberg 2004). Také tento Géinek neni okamzity, ale
rozviji se s dobou puisobeni IVM. Casové konstanta nastupu uéinku IVM na deaktivaci byla
pro lidsky receptor exprimovany v HEK293 buiikach stanovena na to,,= 4,6 min a ¢asova
konstanta pro odeznéni u¢inku po odmyti to¢ = 2,2 min (Priel and Silberberg 2004).

Tietim pozorovanym ucinkem IVM na P2X, receptory je zvySovani citlivosti
receptoru k agonistim. Pidsobenim 1 uM IVM se sniZila hodnota ECsy pro ATP z 3,8 uM
na 0,5 uM. Tento u¢inek IVM byl pozorovan nejen pfi stimulaci ATP, ale také pti stimulaci
Casteénym agonistou af3-meATP, z n¢hoz se stava uplny agonista P2X4 receptoru (Khakh,

Proctor et al. 1999).
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Uctinek IVM je zavisly nejenom na dobé jeho piisobeni, ale také na jeho koncentraci.
S rostouci koncentraci potenciaéni i deaktiva¢éni uCinek IVM stoupd, pfiemz maxima je
dosazeno piiblizné pii 10 uM a dale jiz klesa (Khakh, Proctor et al. 1999; Priel and Silberberg
2004). Pii niZSich koncentracich IVM (0,2 uM) je ovlivnéna zejména In.x, pfi vysSich
koncentracich (1 uM) je ovlivnéna i deaktivace (Priel and Silberberg 2004). To je v souladu
s vysledky Khakha, podle kterych je hodnota ECsy pro potencia¢ni uc¢inek 257 nM (Khakh,
Proctor et al. 1999). Rozdily v pusobeni IVM v zavislosti na pouZité koncentraci byly
pozorovany i na urovni jednotlivych kanal. Niz8i koncentrace IVM zvysily celkovou dobu
otevieni kandlu, aniz by doSlo k navySeni primémé doby otevieni nebo k ovlivnéni
jednotkové vodivosti. Vyssi koncentrace IVM ¢&asteéné prodlouzily priimérnou dobu otevieni
kanalu a déle zvysily pravdépodobnost otevieni (Priel and Silberberg 2004). Znamena to, Ze
IVM stabilizuje kanal v otevieném stavu.

IVM pisobi jako alostericky modulator. Lokalizace jeho plsobeni a vazebné misto
nejsou dosud znamy. Bylo zjiSt€no, Ze ucinek IVM je nezavisly na predchozi stimulaci
receptoru ATP, coZ naznacuje, Ze neni potieba permeace otevienym kanalem (Khakh, Proctor
et al. 1999) a Ze pusobi pouze z extraceluldrni strany burnky (Priel and Silberberg 2004).
Utinek IVM také neni zavisly napétové, takze lze predpokladat, Ze vazebné misto lezi mimo
por (Khakh, Proctor et al. 1999). Jestli jsou u€inky IVM zprostfedkovany jednim spoleénym
mistem, nebo zda ma IVM vice vazebnych mist, neni zatim ztejmé. Priel a kol. vytvofili
hypotézu, podle které existuji na receptoru 2 vazebnd mista pro IVM - nizkoafinitni a
vysokoafinitni, znichz kazdé je zodpovédné za jeden zucinkd. Vysokoafinitni misto
primarné pusobi na In.x a nizkoafinitni je zodpovédné za sniZeni rychlosti deaktivace
po odmyti agonisty (Priel and Silberberg 2004). Jak jiZ bylo uvedeno, IVM je smés dvou
izomert. Nabizi se tedy moZnost, Ze jeden z izomert by mohl zprostfedkovéavat potenciacni
G¢inek a druhy by byl zodpov&€dny za prodlouZenou deaktivaci. Tato hypotéza ale byla
vylou¢ena (Priel and Silberberg 2004). A jak prokézaly vysledky dalSich experimentd,
potencia¢ni i¢inek IVM neni ani disledek zvysené propustnosti kanalu (Khakh, Proctor et al.
1999). Byla vyslovena domnénka, ze vlivem pusobeni IVM dochézi ke zvyseni poétu P2X,4
receptori na povrchu bun€k (mechanismem zahrnujicim Kkonstitutivni AP2/klathrin
dependentni internalizaci), coZ by se mohlo projevit zvétSenim proudd (Toulme, Soto et al.
2006). To je ale vrozporu s pozorovanimi Khakha a kol., ktefi nezaznamenali zmény
v membranové kapacitanci, coz znamena, Ze vlivem IVM nedochézelo k inzerci vesikuld

s novymi P2X, receptory a Ze potenciace tedy byla diisledkem modulace existujici populace
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P2X,4 (Khakh, Proctor et al. 1999). Zvyseny pocCet receptori v membrané také nemuze
vysvétlit zménu v citlivosti receptoru pro ATP.

Je tedy ziejmé, Ze informace o misté a mechanismu piisobeni IVM jsou velmi nejasné,
mnohdy i rozporuplné, a kjejich objasnéni bude potieba provést jest€ fadu dalSich

experimentil.
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3. CiLE PRACE

Cilem této dizertaéni prace bylo pfispét k objasnéni vztahu mezi strukturou a funkci
potkaniho purinergniho P2X, receptoru s vyuzitim specifickych u€inkt alosterického
moduldtoru ivermektinu (IVM) a déle analyzovat mechanismus plsobeni a vazebné misto této

latky na P2X, receptor. Konkrétné v této praci byly feSeny tyto ukoly:

1. Identifikovat oblasti receptoru a receptor-specifické aminokyselinové zbytky, které se

podileji na selektivnim u¢inku IVM na P2X4 receptor.

2. Postupnou zameénou v8ech aminokyselin v prvni a druhé transmembranové doméné P2X,

receptoru za cystein ur¢it zbytky, které jsou dilezité pro plisobeni IVM na tento receptor.
3. Analyzou pozitivniho modula¢niho G¢inku IVM na ATP odpovédi receptori s mutaci

ektodoménovych konzervovanych nabitych a aromatickych zbytkli zjistit vyznam téchto

aminokyselin pro vazbu extracelularniho ATP a funkci receptoru.
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4. MATERIAL A METODY

4.1 Molekularné biologické metody

4.1.1 Pouzité geny a chimeéry

V préci jsem pracovala s geny pro divoky typ potkanich purinergnich receptorti P2X,,
P2X5, a P2X3y, které byly ziskany reverzni transkripci a pfeklonovany do vektoru pIRES2-
EGFP (Clontech, Mountain View, CA, USA). Tento vektor je navrZen takovym zptsobem, Ze
umoziiuje translaci cilového genu (P2X) a genu pro EGFP z jedné bicistronické mRNA. Dale
jsem pracovala s geny pro p&€t chimér téchto receptort, které byly pfipraveny v laboratofi Dr.
S.S. Stojilkovice, NICHD, NIH, Bethesda, USA. Seznam pouzitych genii divokych receptort
a chimér je uveden v tab. 4.1.

Chiméry P2X,,/V64-Y315P2X, a P2X3,/V64-Y315P2X, obsahovaly ektodoménovou
sekvenci V64-Y315 receptoru P2X,; misto pivodni sekvence 166-Y310 receptoru P2X;, a
P2X5, (He, Zemkova et al. 2003). Chimérni receptor P2X,,/V49-V61 P2X4, u kterého byl
fragment 14 aminokyselin I50-E63 receptoru P2X;, nahrazen V49-V61 fragmentem
receptoru P2X,. Chimérni receptor P2X4/150-E63 P2X;, obsahoval 14 aminokyselin 150-E63
receptoru P2X5, misto sekvence V49-V61 receptoru P2X4 (Jelinkova, Yan et al. 2006).

Tab. 4.1 Geny a chiméry pouZité v experimentech

Gen Plivod , citace

P2X, podjednotka GenBank accesion no. NM 031594
(Koshimizu, Koshimizu et al. 1999)

P2X,, podjednotka GenBank accesion no. NM 053656
(Koshimizu, Koshimizu et al. 1999)

P2X,, podjednotka GenBank accesion no. Y09910

(Koshimizu, Koshimizu et al. 1999)

P2X, podjednotka zna¢ena EGFP (Yan, Liang et al. 2005)

chiméra P2X,,/V64-Y315 P2X, (He, Zemkova et al. 2003)

chiméra P2X,,/V64-Y315 P2X, (He, Zemkova et al. 2003)

chiméra P2X,/166-Y310 P2X, (He, Zemkova et al. 2003)
chiméra P2X,,/V49-V61 P2X, (Jelinkova, Yan et al. 2006)
chiméra P2X,/I50-E63P2X,, (Jelinkova, Yan et al. 20006)
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4.1.2 Roztoky pro transformaci bakterii

Roztoky pro kultivaci bakterii a agarosovou elektroforézu byly pfipraveny
rozpusténim chemikalii (zakoupenych od firmy Sigma a Serva) v deionizované vodé.

Konkrétné byly pouZity tyto roztoky a média:

LB (Luria-Bertani) médium
1% tryptonu, 0,5% kvasni¢ného extraktu, 1 % NaCl

sterilizace 20 min pii 121°C

LB agar s kanamycinem
1% tryptonu, 0,5% kvasni¢ného extraktu, 1% NaCl, 1,5-2,0% agaru
sterilizace 20 min pfi 121°C, po ochlazeni na 50°C pfidat kanamycin (30 pg/ml), rozlit

agarovy roztok na Petriho misky

TBE pufr (10x koncentrovany)
0,89 M Tris, 0,89 M kyseliny borité, 0,02 M EDTA (pH = 8,3)

DNA vzorkovaci pufr
50% glycerolu, 1% bromfenolové modre, 1x TBE pufr

4.1.3 Agarosova elektroforéza

Agarosovy gel (1%) byl pfipraven smichanim 0,8 g agarosy v 80 ml TBE pufru (1x) a
jejim naslednym rozvafenim v mikrovinné troubé. Po €aste€ném schlazeni na cca 60°C byl
roztok agarosy nalit do plastové nalévaci vani¢ky a byly do n& ponofeny hiebeny.
Po ztuhnuti gelu (cca 20 min), byly hifebeny vytazeny. Gel byl pfenesen do elektroforetické
vany a zalit TBE pufrem. Do jednotlivych jamek v gelu byly poté naneseny jednotlivé vzorky,
které byly pifipraveny natedénim 5 pl DNA v 5 pl deionizované vody a pfidanim 5 ul DNA
vzorkového pufru. Elektroforetickd vana byla pfipojena ke zdroji stejnosmérného proudu
onapéti 72 V (4 Vna 1 cm, vzdalenost elektrod 18 cm). Elektroforetické déleni probihalo
1 hodinu. Poté byl gel pfenesen do roztoku ethidium bromidu. Po 10 min byl gel prohlizen
na UV transluminatoru (model UVT-14M, Herolab, Wiesloch, Némecko).
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4.1.4 Transformace bakterii

Transformace bakterii byla provadéna metodou teplotniho $oku. Pro transformaci byly
pouzity kompetentni bunky E.coli IM109 (Promega, Madison, WI, USA). 30-45 ul bun€k
bylo smichano se 150-250 ng plasmidové DNA a poté byly ponechany 20-30 min na ledu.
Po skonceni inkubace byly buiiky vystaveny teplotnimu Soku ve vodni lazni po dobu 45 s
pii 42°C. Buiiky pak byly umistény na 2 min zpét do ledu. Nasledn¢ k nim bylo pifidano
150-180 pl tekutého LB média a smés byla kultivovana za stalého tfepéni po dobu 1 hod
pii 37°C. Poté byla bunééné suspenze nanesena na Petriho misky s LB agarem (30 pg/ml
kanamycinu) a rozetfena rovnomémé po celé ploSe misky ochlazenou sterilni sklenénou

hokejkou. Miska byla inkubovéana v termostatu pii 37°C pies noc.

4.1.5 lzolace plasmidu a méreni koncentrace DNA

Bakterie nesouci piislusny plasmid byly zaofkovany do tekutého LB média
s kanamycinem (30 pg/ml) a aerobné kultivovany pii 37°C, 200 rpm, 16-20 hod. Izolace
plasmidu byla provedena podle firemniho ndvodu pomoci kitu JETquick Plasmid Miniprep
(Genomed, Lohne, Némecko). Nejprve byly postupné odstfedény v mikrozkumavce 3-5 ml
této kultury (1 min, 12 000 rpm). Vznikla peleta byla resuspendovana 250 pl G1 roztoku az
do vzniku homogenni suspenze. Poté bylo k suspenzi ptidano 250 ul G2 roztoku a v§e bylo
dikladné, ale jemné promichéno otd€enim zkumavky. Po 5 min inkubace bylo k smési dale
pfidano 350 pul G3 roztoku, ¢imZ vznikla srazenina, kterd byla odstranéna centrifugaci
(10 min, 12 000 rpm). Vznikly supernatant byl prenesen na JETquick spin kolonku a
odstiedén (1 min, 12 000 rpm). Nasledné bylo na kolonu pfidano 500 pl GX roztoku. Po jejim
odstiedéni (1 min, 12 000 rpm) byl proces zopakovan jest€ s 500 ul G4 roztoku. Po promyti
roztokem G4 byla provedena je$té jedna centrifugace (1 min, 12 000 rpm), aby byly
odstranény zbylé stopy G4 roztoku. Poté byl eluovan plasmid. K eluci bylo pouzito 50-70 ul
TE pufru vytemperovaného na 65°C. Po 1 min inkubace pfi laboratorni teploté byla kolonka
centrifugovana (2 min, 12 000 rpm). Koncentrace ziskané plasmidové DNA byla stanovena
méfenim na spektrofotometru BioPhotometr 6131 (Eppendorf, Hamburg, Némecko)

programem dsDNA.
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4.1.6 Polohové fizena mutageneze

V této praci jsme vytvofili 46 novych mutaci genu pro P2X, receptor, ve kterych jsme
zameénili vSechny aminokyseliny, jednu po druhé, v obou transmembrianovych doménach
za cystein (popf. alanin). Konkrétn€ jsme pfipravili tyto mutantni TM1 a TM2 receptory:
P2X,4G29C, P2X4L30C, P2X;M31C, P2XuN32C, P2X4R33C, P2X,A34C, P2X4V35C,
P2X,Q36C, P2X4L37C, P2X4;L38C, P2X4I39C, P2X4,L40C, P2X;A41C, P2X,;Y42C,
P2X4V43C, P2X4l44C, P2X,G45C, P2X,W46C, P2X,V47C, P2X4F48C, P2X4V49C,
P2X4N338C, P2X,V339C, P2X,G340C, P2X,S341C, P2X,G342C, P2X,L343C,
P2X4A344C, P2X4L345C, P2X4L346C, P2X4G347C, P2X,V348C, P2X,;A349C,
P2X,4T350C, P2X,V351C, P2X4L.352C, P2X4C353A, P2X4D354C, P2X,V355C, P2X41356C,
P2X4V357C, P2X,41L.358C. V piipadé P2X, receptor-specifickych aminokyselinovych zbytkt
TM1 a TM2 jsme provedli také jejich substituci alaninem (v piipad€¢ A41 leucinem) a
pfipravili tyto mutantni receptory: P2X,;M31A, P2X A41L, P2X,V355A a P2X,V357A.
V oblasti ektodomény sousedici sTMI1 jsme nahrazenim receptor-specifickych
aminokyselinovych zbytki vytvorili 7 mutantnich receptori: P2X,WS0A, P2X,WS50C,
P2X4ES6A, P2X,T57A, P2X,S59A, P2X4V60A a P2X4V6lA. Dale jsme pripravili 4
receptory s bodovou mutaci vektodoméné, u kterych byla aromatickd nebo nabita
aminokyselina nahrazena za alanin: P2X4K67A, P2X F185A, P2X,F294A a P2X,;R295A.
V laboratoii NICHD/NIH byly pfipraveny tyto receptory s bodovou mutaci v ektodoméné:
P2X,4K67R, P2X,F185W, P2X4K190A, P2X.KI190R, P2X,K197A, P2X,F230A,
P2X,F230W, P2X;K258A, P2X4R278A, P2X4R278K, P2X4D280A, P2X4D280E,
P2X4N287A, P2X4F294W, P2X,R295K, P2X,K313A, P2X4K313R. U téchto receptort byla
aromaticka nebo nabitd aminokyselina nahrazena za aminokyselinu s podobnymi chemickymi
vlastnostmi nebo za alanin.

Oligonukleotidové primery pro polohoveé fizenou mutagenezi byly zakoupeny
od firmy VBC-genomics (Vienna, Rakousko). Primery byly o délce 33-36 bazi, mutované
misto bylo zhruba uprostied a na 3’- a *5-koncich byly G nebo C baze. PfuUltra polymeraza
byla zakoupena od firmy Stratagene (La Jolla, CA, USA). Reak¢ni smés byla pfipravena
na ledu podle tab. 4.2.
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Tab. 4.2 Reakéni smés pro polohové Fizenou mutagenezi

Slozka Objem
Deionizovana voda x ul
10x PfuUltra pufr 5 ul
Smeés dNTP (25 mM) 2,5ul
Primery (100 pmol/pl) 1 pl kazdy
PfuUltra DNA polymeraza 1l
DNA templat (500 ng/ul) 0,5 ul
Celkovy reakéni objem 50 ul

Hotova reakéni smés byla vloZena do cykleru (Mastercycler gradient, Eppendorf,
Hamburg, Némecko) a poté byla provedena polymerdzova fet€zova reakce (PCR) podle

nasledujiciho schématu:

1. 2 min, 95°C,
2. 1 min, 95°C,
3. 1 min, 51°C,
4. 10 min, 72°C,
5. kroky 2-4 opakovat 20-krat,
6. 12 min, 72°C
7

. dale udrzovat piti 4°C.

Po skonéeni PCR bylo kreakc“:ni smesi pridano 1,5 ul enzymu Dpnl (New England
Biolabs, Beverely, MA, USA), aby byla rozstépena templatova DNA, a smés byla inkubovana
1,5-2 hod pi1 37°C. Poté byla smés analyzovana pomoci elektroforézy v agarosovém gelu.
Reakéni smés byla nasledné pouZita pro transformaci kompetentnich bunék (2,5-5 ul reakéni
smeési + 45 ul kompetentnich bun€k). Transformace byla provedena teplotnim Sokem (viz.
odstavec 4.1.4). Nasledujici den bylo vybrano né€kolik kolonii z Petriho misky pro zao¢kovani
tekutého LB média s kanamycinem. Narostlé bakterialni kultury pak byly pouzity pro izolaci
plasmidové DNA. Spravnost sekvence DNA a tspéSnost vneseni bodové mutace byla poté
u jednotlivych kloni ovéfena sekvenovanim. Sekvenace byly provedeny na pfistroji
ABI Prism 3100 Genetic Analyzer (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) v Laboratofi
DNA sekvenace, Mikrobiologicky tstav, AV CR, vvi.
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4.2 Tkanové kultury

Pro elektrofyziologické experimenty byla pouZita bunéénd linie lidskych ledvinnych
bunék - HEK293 (CRL-1573, American Type Culture Collection). Buiiky byly kultivovany
v tekutém médiu pii 37°C v atmosféfe nasycené vodnimi parami a obsahujici 5% CO,, 95%

vzduchu.

4.2.1 Roztoky a média pro kultivaci bunék

Roztoky pro kultivaci bun€k byly pfipraveny rozpusténim chemikalii nebo nafedénim
zakoupenych koncentrovanych roztokd. Produkty pro tkanové kultury a Lipofectamine 2000
pro transfekei buné€k byly zakoupeny od Invitrogenu (Carlsbad, CA, USA). Byly pouzity tyto

roztoky a média:

0,025% trypsin
0,25% Trypsin-EDTA4Na, fedéno komeréné dostupnym Versenovym roztokem

na pozadovanou koncentraci

Kultivaéni médium HEK293
90% Dulbeccovo modifikované Eaglovo médium (DMEM) , 10% fetalni hovézi sérum (FBS)
(tepelné inaktivované), 100 (50) pg/ml streptomycinu, 100 (50) units/ml penicilinu

0,025% trypsin byl skladovan pii -20°C po dobu nékolika mésict. Kultivaéni média byla
uchovavana pfi 4°C po dobu 4-6 tydnt.

4.2.2 Pasazovani bunék

Buriky byly kultivovany na plastikové T-75 ldhvi aZz do 80-95% konfluence a poté
byly pasdzovéany (cca 2-3 dny). Nejprve bylo z ldhve odsato kultivaéni médium. Pak byly
buriky oplachnuty Versenovym roztokem (popt. PBS) a nésledné inkubovany 2-5 min
s roztokem 0,025% trypsinu pii 37°C az do té doby, nez doslo k jejich uvolnéni z povrchu
lahve. K uvolnénym buikdm bylo pfidano kultivaéni médium a smés byla jemné, ale
dukladné promichana pipetou. Buné¢na suspenze byla centrifugovana 5 min pfi 100 g. Po sliti
supernatantu  bylo k buiikdm prfidano kultivaéni médium a byla provedena jejich

resuspendace. Cést resuspendovanych bunék byla pouZita pro zachovéni linie (1,5-10°%
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2-10° bunék na T75 lahev) a &4st byla nasazena na poly-L-lysinovana sklicka v 35 mm
polystyrenové misce (cca 1,5:10° bunék na 1 misku), ktera pak byla vyuZita nasledujici den

pro transfekci.

4.2.3 Transfekce

Den ptfed transfekci byly buriky nasazeny na poly-L-lysinovana sklicka v 35 mm
polystyrenové misce (cca 1,5:10° bunék na 1 misku). Pied vlastni transfekei bylo buiikdm
nahrazeno jejich norméalni kultivaéni médium za médium vhodné pro transfekce - OptiMEM.
S novym médiem byly buriky inkubovéany po dobu aspori 20 min. Mezitim byla pfipravena
transfekéni smés DNA s Lipofectaminem2000. Nejprve byla rozpusténa v OptiMEMu v jedné
zkumavce DNA (1 pg) a ve druhé zkumavce Lipofectamin2000 (7 ul) a to tak, aby vysledny
objem smési byl 250 pl. Po kratké inkubaci (5 min) byly obsahy zkumavek smichany a
vznikla smés byla ponechéna po dobu 20 min pfi laboratorni teploté. Poté byla smés pfidana
k buitkdm v OptiMEMu a buriky byly inkubovény v termostatu 4-6 hod. Nasledné bylo
médium s transfek¢éni smési vyménéno za normalni kultivaéni médium a buiky byly dale

inkubovany v termostatu 24-48 hod, kdy byly pouZity pro mé&feni.

4.3 Elektrofyziologie

4.3.1 Extracelularni a intracelularni roztoky

Roztoky byly pfipraveny rozpusténim navaZenych nebo odméfenych chemikalii

v deionizované vodé.

Extracelularni roztok pro elektrofyziologicka méfeni
142 mM NaCl, 3 mM KCl, 1 mM MgCl,, 2 mM CaCl,, 10 mM D-glukéza, 10 mM HEPES,
pH=7.3 (upraveno pomoci NaOH)

Intracelularni roztok (na bazi K*)

70 mM KCIl, 70 mM K-aspartat, S mM EGTA, 0,5 mM CaCl,, 1 mM MgCl,, 10 mM HEPES,
pH=7,2 (upraveno piidavkem KOH)
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Intracelularni roztok (na bdzi Cs")

154 mM CsCl, 11 mM EGTA, 10 mM HEPES, pH=7,2 (upraveno pfidavkem CsOH)

Osmolalita roztokl byla stanovena na osmometru Vapro 5520 (Wescor, Logan, UT,
USA). Osmolalita extracelularniho roztoku se pohybovala vrozmezi 290-300 mOsm/I,
osmolalita intracelularniho roztoku byla v rozmezi 280-290 mOsm/l. Extracelulérni roztok
byl uchovavan pii -20°C po dobu ~1 mésice, intracelularni roztoky pfi -80°C po dobu
~6 mésict.

ATP bylo pfipraveno rozpusténim v deionizované vodé¢ na findlni koncentraci 0,01 M
a ulozeno pii -80°C. IVM byl rozpustén v DMSO na koneénou koncentraci 0,01 M a
skladovan pfi 4°C po dobu 1 tydne.

Na zaéatku kazdého experimentu byly pfipraveny aplikaéni roztoky nafedénim ATP ¢&i
IVM v extracelularnim roztoku. Koncentrace DMSO v aplika¢nim roztoku IVM nepfesahla
1 % a v této koncentraci neméa vliv na odpovédi receptoru stimulované ATP (Khakh, Proctor

et al. 1999).

4.3.2 Snimani proudovych odpovédi

Meéfeni bylo provadéno 24-48 hod po transfekci z bunék podobné velikosti, tvaru a
miry exprese receptoru, Pied vlastnim méfenim byly buiiky na poly-L-lysinovaném skli¢ku
pieneseny do Petriho misky naplnéné extracelularnim roztokem. Miska byla upevnéna
na stolek fluorescen¢niho invertovaného mikroskopu (model IX71, Olympus, Melville, NY,
USA), s objektivy o zvétSeni 10x a 40x. Transfekované buriky byly identifikovany podle
fluorescenéniho signalu EGFP pomoci UV lampy a filtru U-MWIB2 pro excitaéni vinové
délky 460-490 nm a emisi pii 505 nm.

ATP-stimulované proudové odpovédi z celych bun€k byly snimany technikou patch
clamp za pomoci zesilovate Axopatch-200B (Axon Instruments, Union City, CA, USA).
Metoda patch clamp (Hamill, Marty et al. 1981) byla pivodn¢ vyvinuta pro studium
jednotlivych iontovych kanalti v malém kousku membrany izolovaném ve $pi¢ce sklenéné
mikroelektrody a udrZzovaném na konstantnim napéti. Pozdé&ji ale bylo zjisténo, ze lze
provadét i snimani z celé bunky, a pokud je membranovy potencial udrzovan na konstantni
hodnotg, je velikost membranového proudu dana sou¢tem proudl zprostiedkovanych ionty
prochédzejicimi vSemi aktivovanymi kandly na bunééné membran€. Zakladem meficiho

obvodu jsou dvé elektrody, snimaci (sklenéna mikropipeta) a referentni, a zesilovat.
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PfiloZzenim sklenéné mikropipety naplnéné vodivym intraceluldrnim roztokem na membranu
buriky, nasatim membrany v misté kontaktu do vnittku pipety a naslednym protrZzenim tohoto
kousku membrany dojde k propojeni vnitiku elektrody s vnittkem buriky. Roztok v pipeté je
pak propojen pomoci Ag/AgCl dratku (Ag dratek pokryty vrstvou AgCl) se zesilovacem.
K nému je pfipojena i referentni elektroda, taktéz z Ag/AgCl dratku, ktera je ponoiena
do extracelularniho roztoku obklopujiciho buriku, a kteréd tedy zajiSt'uje propojeni zesilovace
s vnéj$im prostfedim buriky. Proudy, které prochdzi membranou, jsou vedeny snimaci pipetou
do sondy zesilovace. Sonda zesilovace obsahuje proudovo — napétovy pievodnik. Pfichézejici
proudy jsou zde pievedeny na napétovy signal, ktery je pak v zesilovadi dale zesilovan a
filtrovan. Konstantni membranovy potencidl je b&hem méfeni udrZovan prostfednictvim
snimaci elektrody. Snimaci elektroda je tedy pouzita nejen pro snimdni membranovych
proudt, ale také pro kontrolu membranového potencidlu. V naSich pokusech byl elektricky
signal filtrovan vestavénym 8-polovym Besselovym filtrem na 1 kHz, digitalizovan
(Digidata 1200, Axon Instruments, Union City, USA) a zaznamendvan do pocitade
vzorkovaci frekvenci 2 kHz. Do zavére¢ného hodnoceni byly pro sniméni z celé buriky
pfijaty pouze buiiky jejichZ vstupni odpor se po dobu méfeni nezménil a nepfesahl 20 MQ.
Sériovy odpor byl kompenzovan na 40%.

Mikropipety byly vyrobeny z trubi¢ek z borosilikatového skla (World Precision
Instruments, Inc., Sarasota, FL, USA) o vn&jsim primeéru 1,65 mm, tloust’ce stény 0,2 mm a
s vloZenym vlaknem, pomoci horizontalniho tahace (model P-97, Sutter Instruments, Novato,
CA, USA). Spi¢ka elektrody byla otavena pomoci mikrokovarny (model MF-830, Narishige,
Tokyo, Japonsko), ¢imZ doslo k uhlazeni hrotu a k odstranéni prachovych necistot. Po otaveni
se prumér Spi¢ky elektrody pohyboval vrozmezi 1-2 um. Odpor elektrod po naplnéni
intracelularnim roztokem byl v rozmezi 3-5 MQ. Motorizovany mikromanipulator (model
MP-285, Sutter Instrument, Novato, CA, USA) umoziioval pohyb mikropipety
pod mikroskopem.

Testované latky byly aplikovany pomoci mikroperfize. Mikroperfizni systém se
skladal z deseti kiemennych (Composite Metal Services, Shipley, Velk4 Britanie) paralelné
spojenych trubifek se spole¢nym vyusténim do jediné trubi¢ky o vnitinim priméru 320 pm.
Kazda trubicka byla spojena teflonovou hadi¢kou s 10 ml nadrzkou obsahujici aplikacni
roztok. Pritok aplikaénich roztoki jednotlivymi trubi¢kami byl fizen solenoidovymi ventily
(Parker Hannifin Corporation, General Valve division, Fairfield, NJ, USA) ovladanymi
mikroprocesorem (Ing. I. Dittert a RNDr. V. Vlachova, FGU AVCR, vvi). Spole&né vytisténi

39



trubicek bylo nastavovano ~ 500 um od snimaci mikropipety tésné nad povrch bunééné
kultury v thlu ~ 45°. Kompletni vyména roztoku v okoli buniky trvala méné nez 300 ms.

Sniméani byla provadéna pii pokojové teploté 22-24°C.

4.3.3 Vyhodnoceni dat

Vyhodnocovani dat bylo provadéno pomoci poc¢itatového programu Clampfit verze 8,
ktery je soucasti programového nastroje pClamp verze 8 (Axon Instruments, Union City, CA,
USA) a dale pomoci programu Sigmaplot 2000 verze 6.1 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA).
Hodnoty ECsy byly stanoveny méfenim amplitud odpovédi na opakované aplikace ATP
o riznych koncentracich (vétSinou 0,3-100 pM) v intervalech 20-120 s. VSechny odpovédi
byly vztaZzeny bud’ k3 uM nebo k maximalni odpovédi (indukované 100 uM ATP,
v n€kterych ptipadech az 5000 uM ATP) a ptedpokladalo se, Ze pokles, k némuz dochazi pii
opakovanych aplikacich ATP, je linearni. Tento ptepocet byl provadén s cilem odstranit vliv
internalizace a pomalého ndvratu receptoru P2X, z desenzitizovaného stavu, ktery byl
zpusobeny aplikacemi vysokych koncentraci ATP. Krivky prokladajici data v grafech
koncentra¢nich zavislosti byly ziskdny pomoci 3-parametrové logistické rovnice:
I=1/ 1+(EC50/[ATP])H”, kde [ATP] je testovana koncentrace ATP, ny je Hillav koeficient,
I je amplituda proudu vyvolana aplikaci ATP o dané koncentraci, ECsy je koncentrace ATP
vyvolavajici polovinu maximalni proudové odpovédi. V nekterych ptipadech byla hodnota
ECsp uréena extrapolaci pomoci zadaného primérného Hillova koeficientu = 1,3. Kinetika
poklesu proudu pfi odmyvéani agonisty byla pomoci programu Clampfit v.8 prolozena
I-exponencidlni funkci: y=A expEt/r) + C, nebo 2-exponencialni funkci: y = A exp(t/'cl) +
A; exp(t/rz) + C, kde C =0, A; a A; jsou relativni amplitudy prvni a druhé exponencialy, T, a
T, jsou Casové konstanty. Odvozena konstanta doby deaktivace byla oznacena Tofr. Casové
konstanty pro nastup a pokles u¢inku IVM na velikost amplitudy a t.¢ byly odvozeny pomoci
monoexponencialnich funkci. Rovnovazna disociacni konstanta Ky pro IVM na WT P2X,
receptoru byla vypoétena podle rovnice Ky = k,/ky, kde ky je rychlostni konstanta pro vazbu
IVM a k, je konstanta pro odvazovani IVM. Hodnoty k; a k, byly vypoéteny podle rovnic
ky = 1/76r @ ky = ((1/16n) — ku)/[IVM], kde 1o, je ¢asova konstanta vyjadiujici nastup ucinku
IVM a 1o je ¢asova konstanta popisujici pokles t€inku IVM. VSechny hodnoty jsou uvedeny
jako pramér + SEM a statistickd vyznamnost rozdilu byla ovéfovana pomoci Studentova t-

testu s hladinami vyznamnosti (P) 0,05 a 0,01.
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4.4 Konfokalni mikroskopie

4.4.1 Roztoky pro fixaci preparatu

PBS pufr (10x koncentrovany)
1,37 M NaCl, 27 mM KCl, 15 mM KH;PO,, 80 mM Na,HPO,

roztok paraformaldehydu

2% paraformaldehydu, 1x PBS pufr, pH = 7,4 (upraveno NaOH)

4.4.2 Priprava preparatu a snimani konfokalnich obrazua

Transfekované butiky na poly-L-lysinovanych skli¢kach byly nejprve oplachnuty 2x
roztokem PBS a poté zafixovany roztokem 2% paraformaldehydu. Inkubace probihala 15 min
na ledu. Poté byl roztok odstranén a po dvojitém oplachnuti roztokem PBS byly buiky
ponechany dalSich 5 min na ledu. Nasledné byly buiky oSetfeny roztoky s rostouci
koncentraci ethanolu (70%, 80% a 95% ethanol) vzdy po dobu 1 min. Po oschnuti bylo
skli¢ko s bunikami priloZeno na sklenénou podlozku s médiem Vectashield. Lokalizace EGFP
znalenych receptori v burice byla sledovdna pomoci laserové skenovaci konfokélni
mikroskopie (vinova délka pouZitd pro snimani — 488 nm). Obrazky byly ziskany s vyuzitim
inverzniho mikroskopu Leica SP2 AOBS (Leica Microsystems, Wetzlar, Némecko)

s objektivem 63x a s dodatecnym 2-nasobnym zvétSenim.

4.5 Pocitacové modely

Helikalni kruhova projekce TM domén byla vytvofena pomoci internetové aplikace
(nttp://cti.itc.virginia.edu/~cma/Demo/wheel/wheelApp.html). Pro vytvofeni modelu molekuly IVM
byla pouZita sada softwarovych nastrojii pro molekuldrni modelovani Ghemical (Hassinen
and Perakyla 2001) a program Desktop Molecular Modeller v4.2 (Polyhedron software,
Witney, UK). Model a-helixu sekvence G29-W50 P2X, receptoru byl vytvofen pomoci
programu DeepView/Swiss-PdbViewer v3.7 (Guex and Peitsch 1997).
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5. VYSLEDKY

5.1 Identifikace oblasti a P2X, receptor-specifickych
aminokyselinovych zbytku prispivajicich k u¢inku ivermektinu
na deaktivaci kanalu

5.1.1 Charakterizace ucinku ivermektinu

Ivermektin plsobi jako selektivni pozitivni alostericky modulator P2X, receptoru
(Khakh, Proctor et al. 1999; Priel and Silberberg 2004). Potkani P2X, receptor byl podrobné;ji
zkouman pouze v oocytech, proto jsme se v prvni fazi pokust soustiedili nejprve na podrobné
prozkoumani Géinku IVM na tento receptor v naSich experimentalnich podminkéch.

Aplikace ATP vyvolala u HEK293 bunék exprimujicich divoky typ P2X4 receptoru
(WT P2X4) proudy sméfujici do buitky. V piitomnosti 3 uM IVM bylo pozorovano vyrazné
navySeni amplitud proudovych odpovédi a prodlouZeni doby deaktivace kanélu (obr. 5.1A).
Méitenim zavislosti proudové odpovédi na pouzité koncentraci ATP bylo zji§téno, Ze
v piitomnosti IVM dochazelo také ke zvySeni citlivosti P2X, receptoru pro ATP (obr. 5.1).
Hodnota ECsy pro ATP byla v tomto pfipad¢ sniZena z 6,3 + 0,6 uM na 0,6 + 0,3 uM.

A B
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3 uM IVM . = [ 1_+
1 UM ATR , , . ; . " 8 15
\’_/ ;/"-' //"l A / '.’f !If % \
| { / [ E 10
i / ' ! | g | /
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00's 0=
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Obr. 5.1 Utinky ivermektinu (IVM) na ATP-stimulované proudy v HEK293 buitkach exprimujicich potkani
WT P2X, receptor.

A Typicky zaznam dokumentujici i¢inek IVM na amplitudu a dobu deaktivace proudii pfi opakované stimulaci
1 pM ATP (2-s pulsy aplikované kazdé 2 min, délka aplikace je naznaCena ¢ernym obdélnikem nad stopou).

B Graf znazoriujici zavislost amplitudy proudovych odpovédi WT P2X, receptoru na pouzité koncentraci ATP
v neptitomnosti (¢ symbol) a v pfitomnosti (e symbol) 3 uM IVM. Vertikalni Cary reprezentuji primérmné

hodnoty ECse. Jednotlivé body predstavuji aritmeticky pramér = SEM z 5 — 17 bunék.
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Navy$eni amplitudy proudové odpovédi v piitomnosti IVM (tzv. potenciaéni G¢inek
IVM) bylo zavislé na pouzité koncentraci ATP. Pro nizké mikromolarni ¢i submikromolarni
koncentrace bylo dosazeno az 20-nasobku (obr. 5.1), pro supramaximaini (100 uM) ATP
koncentrace bylo navySeni proudové amplitudy (Imax) pfiblizn€ 2-nasobné (tab. 5.1).
Potenciacni u¢inek nebyl okamzity, ale rozvijel se postupné s prodluzujici se dobou inkubace
v IVM. Podrobna analyza ukdzala, Ze néstup potenciaéniho U€inku byl pomémé rychly,
charakterizovany ¢asovou konstantou 0,3 = 0,03 min (obr. 5.2A). Tato konstanta vyjadiuje
pfiblizné dobu, za kterou doSlo k navy3eni amplitudy v proudu v pfitomnosti 3 uM IVM
na polovinu maximalni odpovédi. Po odmyti IVM byl pezorovan postupny pokles amplitud
proudovych odpovédi az k hodnotam, které byly naméfeny pied plsobenim IVM. Tento
pokles byl charakterizovdn €asovou konstantou 13,9 + 2.3 min. Z téchto dvou €asovych
konstant néastupu a poklesu G¢inku IVM na amplitudu ATP odpovédi byla vypoctena

rovnovazna disocia¢ni konstanta K4= 0,07 uM.

3 uM IVM _ 3uMIvM .
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% 20 ;
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Obr. 5.2 Casova zavislost Géinku IVM na amplitudu proudovych odpovédi a dobu deaktivace kandlu WT P2X,
receptoru .

A Prib&h navySovani amplitudy ATP-stimulovanych proudovych odpovédi béhem aplikace IVM a pokles
amplitudy po odmyti IVM. Cisla pfedstavuji aritmeticky primér = SEM hodnot &asovych konstant pfi nastupu
potencia¢niho uéinku vyvolaného IVM a pii navratu do pivodniho stavu po odmyti IVM (N=4).

B Casovy priibéh poklesu proudu po odmyti ATP v pfitomnosti IVM. Na podatku byla deaktivace
charakterizovana pomoci dvouexponencidlni funkce (o - rychla komponenta , ® - pomala komponenta). Cisla
vyjadfuji aritmeticky primér+= SEM hodnot &asovych konstant (N =4) nastupu deaktivaéniho uéinku IVM
(pomala komponenta) a navratu k vychozimu stavu po odmyti [VM.

B vloZzka, graf dokumentujici rychly pokles podilu rychlé komponenty na deaktivaci receptoru b&hem

opakovanych stimulaci ATP v pfitomnosti IVM.

V nepfitomnosti IVM byla deaktivace receptoru stimulovaného 1- 3 uM ATP nejlépe

popsana pomoci |-exponencidlni funkce s primé&rmou ¢asovou konstantou tor=0,4 £ 0,1 s.
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V piitomnosti 3 uM IVM pak byla deaktivace charakterizovana zpocatku 2-exponencialni
funkei a byly urCeny dvé deaktivaéni konstanty - rychld a pomald. Nastup G€inku [VM
na deaktivaci receptoru nebyl, podobné jako tomu bylo u potencia¢niho ucinku, okamZity.
Casova konstanta charakterizujici nastup pro ob& komponenty byla rovna 1,5 + 0,2 min
(obr. 5.2B). Na zagatku inkubace v IVM pievladal (z 96%) v celkovému pribé¢hu deaktivace
podil rychlé komponenty (tor = 5,5 £ 1,2 s), ten ale postupné klesal. Po 2 min inkubace ¢inil
jiz méné nez 20% a po 6 min zcela vymizel. Béhem delsi inkubace s IVM bylo tedy mozno
popisovat deaktivaci receptoru pouze pomoci pomalé komponenty Tt kterd byla rovna
29 + 3,5 s (tab. 5.1). Po odmyti IVM byl pozorovan postupny pokles doby deaktivace kanalu
charakterizovany ¢asovou konstantou 3,4 + 1,2 min (obr. 5.2B). Z ¢asovych konstant nastupu
a poklesu u€inku IVM na deaktivaci byla vypoltena rovnovazna disocia¢ni konstanta
Kg= 1,43 pM. Dvé rozdilné disocia¢ni konstanty pro G¢inek IVM na amplitudu a deaktivaci
naznacuji, ze IVM se vaze k molekule receptoru nejméné ve 2 vazebnych mistech, coz je
v souladu s predpoklady publikovanymi v jinych laboratofich (Khakh, Proctor et al. 1999;
Priel and Silberberg 2004).

Na rozdil od potencia¢niho u¢inku nebyl u€inek IVM na deaktivaci zavisly na pouZité
koncentraci ATP (obr. 5.3). Vzhledem k tomu, Ze po odmyti IVM klesly hodnoty amplitudy
proudu i ¢asoveé konstanty pro deaktivaci na pivodni hodnoty pted inkubaci s IVM, je ziejmé,
ze Gcinek IVM na P2X, receptor byl reverzibilni, coZ je také v souladu s publikovanymi daty

(Khakh, Proctor et al. 1999; Priel and Silberberg 2004).
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Obr. 5.3 Koncentra¢ni nezavislost doby deaktivace kanalu WT P2X, receptoru po odmyti ATP.

Vlevo Graf dokumentujici koncentraéné nezavisly vliv ATP na &asovou konstantu deaktivace v pfitomnosti 1
v nepfitomnosti VM. Vpravo jsou uvedeny piiklady zaznaml deaktivace proudii indukovanych odmyvanim
0,3uM a 100 uM ATP v pFitomnosti VM, Cerné &ary piedstavuji monoexponencidlni k¥ivky, jimiz byly
odpovédi proloZeny.

44



Cast experiment@ uvadénych vtéto praci byla provadéna také na buiikich
transfekovanych WT P2X,; receptorem znacenym na C-konci zelenym fluorescenéni
proteinem EGFP a s mutanty tohoto receptoru. Divodem byla skute¢nost, Ze fluorescenéni
znateni nam umozZnilo ur¢it lokalizaci receptoru v bunce, coz bylo dilezité zejména
v pripadé€, kdy funkce receptoru byla vyrazné naru$ena. Nase vysledky ukézaly, Ze pfipojeni
EGFP nemélo vliv na amplitudu a deaktivaci WT P2X,4 receptoru, v nepfitomnosti i

ptitomnosti IVM (tab. 5.4), coz je v souladu s publikovanymi daty (Yan, Liang et al. 2005).

5.1.2 Uloha extracelularni domény

Vysledky prace z jiné laboratofe ukazuji, Ze IVM plsobi pouze extracelularné. IVM
pfidany do intracelularniho roztoku nezptisoboval zadné zmény v chovani P2X, receptoru
(Priel and Silberberg 2004). To by naznacovalo, Ze v plisobeni IVM na P2X, receptoru hraje
dileZitou ulohu extracelularni doména receptoru.

Vyznam extracelularni smy¢ky pro ucinek IVM jsme zkoumali pomoci jiz diive
zkonstruovanych chimérnich receptortt P2X,,/V64-Y315P2X, a P2X,,/V64-Y315P2X, (He,
Zemkova et al. 2003). Chiméry obsahovaly extraceluldrni doménu P2X, receptoru, zbytek byl
z P2X; receptoru, a jsou schématicky znazornény na obr. 5.4A. Oba chimémi receptory byly
funkéni a proudové odpovédi téchto receptori se v mnoha ohledech podobaly. Byla
zkoumana zavislost velikosti amplitudy proudové odpovédi na pouZité koncentraci ATP
(obr. 5.4D). Hodnota ECsy vypoltena ztéto zdvislosti pro oba receptory spole¢né byla
2,3 £ 0,8 uM, coz je hodnota blizkd ECsy WT P2X, receptoru (6,3 £0,6 uM; tab. 5.1 a
3,8 £ 0,3 uM; tab. 5.4). To potvrzuje skuteénost, Ze prenesenim extracelularni sekvence P2X,
receptoru na P2X; receptor ziskal chimérni receptor citlivost P2X, receptoru vici agonistim
(He, Zemkova et al. 2003).

Vlastnimu testovani plsobeni IVM na chimérni receptory predchazelo ovéfeni
skute¢nosti, Ze rodicovské P2X,, a P2X,, receptory nejsou citlivé k IVM (data nejsou
zobrazena), coz je v souladu s literaturou (Khakh, Proctor et al. 1999). Také u chimérnich
receptorii P2X,,/V64-Y315P2X, a P2X5/V64-Y315P2X, nebyl v piftomnosti 3 uM IVM
pozorovén zadny uginek na amplitudu ani na deaktivaci (obr. 5.4B a 5.4C). Casova konstanta
deaktivace Tof byla stejnd v pritomnosti i nepfitomnosti IVM a rovnala se 1,6 + 0,2 s. IVM

také nezvySoval citlivost chimérnich receptori vi¢i agonistim (obr. 5.4D). Tyto vysledky
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tedy ukazaly, Ze chimérni receptory P2X,,/V64-Y315P2X, a P2X5,/V64-Y315P2X, jsou
k IVM necitlivé.

Chtéli jsme také testovat [IVM u¢inek na obraceném chimérnim receptoru P2X,/166-
Y310P2X,. Tento receptor byl viak nefunk¢ni (He, Zemkova et al. 2003) a ani v pfitomnosti
IVM neodpovidal na ATP stimulaci (data nejsou zobrazena).

Cela extraceluldarni doména P2X,; receptoru je tvofena usekem WS50-1337.
V uvedenych chimérnich receptorech tedy nebyly zamé&nény extracelularni domény
kompletné. Nebyly v nich nahrazeny kratké useky V49-S63 nad prvni transmembranovou
doménou a G316-1337 nad druhou transmembranovou doménou. Existovala zde tedy
moznost, Ze [VM by mohl plsobit pravé v t€chto oblastech. Vzhledem k tomu, Ze v useku
G316-1337 se nenachazi Zadny P2X, receptor-specificky aminokyselinovy zbytek, zaméfili
jsme se v daldi fazi experimentli na zji$t€ni vyznamu useku V49-S63. K tomuto Géelu jsme
zkonstruovali dva nové chimérni receptory P2X,,/V49-V61P2X, a P2X4/150-E63P2X3,.

Oba chimérni receptory byly funkéni, v porovnani s WT P2X4 receptorem byly ale
méné citlivé k ATP. Stimulace chimérniho receptoru P2X,,/V49-V61P2X, 30 uM ATP
vyvolala nizké amplitudy proudovych odpovédi (220 =46 pA), které nebyly v pfitomnosti
3uM IVM zvySeny. Pfitomnost [VM neméla také zadny vliv na deaktivaci kanalu
(obr. 5.4E). Amplituda proudovych odpoveédi P2X4/150-E63P2X,, receptoru stimulovaného
100 uM ATP byla dokonce jesté nizsi (70 £ 10 pA), av8ak s prodluzujici se dobou inkubace
v 3 uM IVM doslo k jejimu postupnému navySeni aZz na 660 + 130 pA. Vliv IVM na dobu
deaktivace chimérniho receptoru byl ale jen minimélni (obr. 5.4F). Hodnota t¢ v pfitomnosti
3 uM IVM byla pro P2X4/150-E63P2X5, jen 1,9+ 0,4 s, zatimco pro WT P2X, receptor
dosahovala hodnoty 29,0 £ 3,5 s. Lze tedy fici, Ze chimérni receptor P2X,,/V49-V61P2X, byl
k IVM necitlivy. P2X4/150-E63P2X,, receptor byl sice k IVM citlivy, aviak piné¢ byl
zachovan byl pouze potenciaéni G¢inek IVM a deaktivacni u€inek byl vyrazné snizen.

Pokusy s chimérnimi receptory ndm ukazaly, ze IVM neptsobi pies ektodoménu P2X,

receptoru a jeho receptorové misto se tak nepiekryva s vazebnym mistem pro ATP.
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Obr. 5.4 Charakterizace a¢inkd IVM na ATP-indukované proudy v chimérnich P2X,/P2X, receptorech.

A Schématické znazormnéni WT receptord a chimémich konstruktd pouzitych v této studii. P2X,, a P2Xy;, jsou
dvé riizné sestiihové varianty P2X, receptoru. Crkované obdélniky oznaduji transmembranové tseky TM1 a
T™2.

B.C Ukazky odpovédi P2X,,/V64-Y315P2X, a P2X,,/V64-Y315P2X, chimérnich receptori na kratké (1-2 s)
aplikace ATP pfed plsobenim 1VM, 4 min po za¢atku aplikace [IVM a 20 min po odmyti I[IVM (smérem zleva
doprava).

D Zavislost velikosti amplitudy proudovych odpovédi obou chimérnich receptorii na pouZité koncentraci ATP
v nepiftomnosti (0 symbol) a v pfitomnosti (e symbol) 3 pM VM. Vertikalni pferuovana Céara reprezentuje
pramé&mé hodnoty ECso. Body pfedstavuji aritmeticky primér + SEM ze 3 — 5 bun&k pro kazdou koncentraci
ATP a pro kazdou chiméru.

E,F Ziznamy dokumentujici &aste€nou zavislost deaktivaéniho acinku IVM na ektodoménové sekvenci
V49-V61 receptoru P2X,. Chimémi receptor P2X,,/V49-V61P2X, byl necitlivy k pisobeni IVM (E) na rozdil
od chimérniho receptoru P2X4/150-E63P2X,,, u n€hoZ byl pozorovan sniZeny U¢inek IVM na deaktivaci proudu

a pIné zachovany potencia¢ni u¢inek.
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G Reprezentativni proudové zdznamy WT P2X, a chimérniho P2X,/150-E63P2X,, receptoru indukované 3 uM
ATP v pfitomnosti 3 uM IVM. Symbol * oznacuje stopu, kterd je zobrazena v men§im ¢asovém méfitku také na

obr. F. Superponované zidznamy ukazuji vyrazny rozdil v deaktivaci rodi¢ovského a chimerniho receptoru.

5.1.3 Zavislost G¢inku ivermektinu na P2X; receptor-specifickych
ektodoménovych a transmembranovych aminokyselinovych
zbytcich

Experimenty s chimérnimi receptory ndm pomohly vymezit oblasti receptoru, které by
mohly byt zodpovédné za uCinek IVM na P2X, receptor. V téchto oblastech byl pak
s vyuzitim techniky polohov€ fizené mutageneze sledovan vyznam jednotlivych P2X4
receptor-specifickych aminokyselinovych zbytki pro plisobeni IVM na P2X4 receptor. Byl
zkouman usek V49-V61, nebot’ experimenty s chimernimi receptory P2X,,/V49-V61P2X, a
P2X4/150-E63P2X,, ukazaly dlleZitost této sekvence pro IVM ucinek na deaktivaci kanalu.
V tomto useku se nachazi celkem pét P2X4 receptor-specifickych residui — W50, T57, S59,
V60 a V61 (obr. 5.5A). Pro mutagenezni experimenty byl vybran také zbytek E56, ktery se
nachdzi v této oblasti. Tento zbytek se nam jevil zajimavym z toho divodu, Ze je spoleény
pouze pro P2X, receptor, nefunkéni P2Xs receptor a pro P2X receptor ze Schistosoma
mansoni (schP2X), ktery je podobné jako P2X, receptor citlivy k IVM (Agboh, Webb et al.
2004). Soucasné byly studovany P2X, specifické zbytky z TM1 a TM2. Divodem byla
skuteénost, ze IVM je latka lipofilniho charakteru. Povazovali jsme tedy za moZné, Ze diky
této své vlastnosti se mize fasteéné zanofit do membrany buriky a interagovat i se zbytky
v transmembranovych tsecich. V transmembranovych doménach se nachazi celkem 4 P2X,
receptor-specifické zbytky: M31, A4l, V355 a V357 (obr. 5.5A). VSechny tyto vybrané
aminokyselinové zbytky byly zaménény za alanin, s vyjimkou A41, ktery byl zaménén
za leucin.

Vsechny vzniklé mutantni receptory byly funk¢ni. Vneseni mutace nemélo vliv
na citlivost receptoru k ATP (tab. 5.1). AvSak u receptori P2X;V60A a P2X,;V355A byla
pozorovana sniZzena velikost maximalni proudové odpoveédi. Maximalni amplituda proudu
poklesla u P2X,VG60A receptoru na 54% a u P2X4V355A receptoru na 33% ve srovnani s WT
P2X4 receptorem. Aplikace 3 uM IVM vedla u vSech receptord k navySeni maximalni
amplitudy proudu. Potenciace byla 1,7-2,5-nasobn4. Pritomnost 3 pM IVM méla za nasledek
také prodlouzeni doby deaktivace kandlu podobné jako tomu bylo u WT P2X, receptoru
s vyjimkou 3 receptori - P2X4W5S0A, P2X4V60A a P2X4V357A. V pfipadé receptort

48



P2X4sW50A a P2X,V357A byl ucinek IVM na deaktivaci kanalu statisticky vyznamné snizen
(Toir P2X4W50A =5,9 £ 1,8 s a 1o P2X4V357A = 10,1 £+ 2,3 s), naopak v pfipadé P2X4,V60A
vyrazné navySen (TogrP2X4V60A =46,6+5,45s) ve srovnani s WT P2X, receptorem
(Tofs P2X4 =28, 9 £ 3,5 s) (tab. 5.1, obr. 5.4). Tyto pokusy naznalily, ze zbytky W50, V60 a
V357 by mohly hrat dilezitou roli v G€¢inku IVM na P2X, receptor.

Tab. 5.1 U¢inky IVM na WT a mutantni P2X, receptory se zaménou receptor-specifickych zbytki.

Receptor ECso (uUM) -IVM -IVM +IVM +IVM Imax (nésobek
| (BA) Toff (S) Tinax (II_A) Toff (S) navﬁem’)
WT P2X, 6.3+0.6 1.6+0.2 0.4+0.05 3.1+£04 29+3.5 1.9+0.2
V6lA 54+1.3 23+0.2 0.6 £0.06 43+0.2 30+5.3 1.9+0.2
V60A 6.9+1.6 0.9+0.1* 0.5+0.47 1.5+0.3 47 £ 5.4* 1.7=0.4
S59A 32+£13 1.3+0.2 0.5+0.09 24+£04 24+£5.4 1.8+0.3
TS57TA 7.6x1.1 1.1£0.6 0.7 +£0.09 1.9+0.2 25+4.8 1.7+ 0.2
ES56A 40+1.8 19x04 0.3 +0.04 3405 3194 1.8+0.3
WS50A 4.6+0.5 1.2+04 0.3+0.01 25+0.5 5.9+ 1.8%* 2.1+£0.4
A41L 7.0+1.6 1.8+ 0.5 0.5+0.05 3.4+0.5 29 +6.8 1.9+03
M31A 7.2+£2.2 1.440.2 0.3£0.09 33+0.5 21+3.9 25£03
V355A 7.6+2.0 0.5 £ 0.1** 0.3 +0.04 1.2+03 36+4.1 23+0.5
V357A 5612 2405 0.2 £0.02 46=0.3 10 £ 2.3%* 1.9+0.1

ECs, — koncentrace ATP vyvolavajici odpovéd’ dosahujici 50% maximalni proudové odpovédi, I, — maximalni
proudové odpovéd’ indukovand 30 — 100 uM ATP, t.¢- Casova konstanta deaktivace proudu po odstran&éni ATP
Kazdy receptor byl zkouman v 6 - 19 buiikéch v pfitomnosti (+IVM) a v nepfitomnosti (-IVM) 3 uM IVM.
Statistické rozdily *P>0,05 a **P >0,01 byly vypocteny pro ECsy a o mezi WT a mutantnimi receptory.
Rozdily v potenciaénim u¢inku IVM byly posuzovany porovnanim nasobku navy3eni I, ktery byl vypoéten
jako podil hodnot I, (FIVM) a [ (-IVM).

49




T™1
P2X, 30 VIFRLIQLVVLVYVIGWVFVYEKGYQT -SSDLISSV 65
P2X; 30 FVHRMVQLLILLYFVWYVFINQKSYQDSETGPESST 66
P2X; 24 IINRAVQLLIISYFVGWVFLHEKAYQVRDTATESSV 60
P2Xs 30 LLYRVLQLIILLYLLIWVFLIKKSYQDIDTSLQSAV 66
P2X; 31 ISQRLLOLGVVVYVIGWALLAKKGYQEWDMDPQI SV 67
P2X; 27 TIKWILHMTVFSYVS- FALMEDKLYQR-KEPLISSV 61
P2Xy 29 LivravoLLILEYVIGWVFVEEKGYQEBDEN - Bssv 64
schP2X 25 VTQRLLQLVILIYVVCWVMIYEKGYQENDIA-KSAY 60
TM2
P2X, 312 GIHFDILVDGKAGKFDIIPTMTIIGSGIGIFGVATVLCDLLLL] 354
P2X, 311 GIRIDVIVHGQAGKFSLIPTIINLATALTSIGVGSFLCDWILL] 353
P2X, 298 GIRFDVLVYGNAGKFNIIPTIISSVAAFTSVGVGTVLCDIILL| 340
P2X; 317 GIRFDVIVNGKAGKFSIIPTVINIGSGLALMGAGAFFCDLVLI| 359
P2Xs 310 GIRFDILVTGQAGKFALIPTAI[VGTGAAWL.GMVTFLCDLLLL] 352
P2Xy 314 GVRFDILVFGTGGKFDIIQLVVYIGSTLSYFGLATVCIDLIIN| 356
P2X,4 316 GIRFDIIVFGKAGKFDIIPTMINVGSGLALLGVATVLCDMIfL| 358
schP2X 317 GIRFVIHVSGEAGKFHLLPLTMNIGSGLALLGLAPTVCDIIAL| 359
-IVM +IVM -IVM +VM
IuMATP 3 uMATP 3uMATP 3 uMATP
WT o — WE0A - =
- . T
{ =
g Toff =268 I T,4=88
B 720 8L_
20s 30s
3 &M ATP 3 pEA ATP 3uMATP 3 uMATP
VE0A  wm gt g V357A ._“,___ B
<
< <
8
S 20s Toff =608 8
%2

Obr. 5.5 Charakterizace mutantmich P2X, receptori, u kterych byly zamé&nény receptor-specifické zbytky.

A Porovnani sekvenci potkanich P2X receptorti a schP2X receptoru v oblasti transmembranovych domén a
piilenlych useki ektodomén, které nebyly nahrazeny v chimérnich receptorech P2X,,/V64-Y315P2X, a
P2X,,/V64-Y315P2X,. Mutované P2X, receptor-specifické aminokyseliny jsou oznageny modrou barvou.
Predpoklédané useky TM1 a TM2 jsou oznadeny velkymi obdélniky.

B Reprezentativni zaznamy HEK293 bungk exprimujicich WT P2X, receptor a vybrané receptor-specificke
mutantni receptory stimulovanych 3 uM ATP v ptitomnosti (+IVM) a v nepiitomnosti (-IVM) 3 uM IVM. Cisla

pod zdznamy jsou konkrétni deaktivaéni konstanty (Toy) v pfitomnosti IVM.
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5.2 Identifikace zbytku transmembranovych domén P2X, receptoru
podilejicich se na uc¢incich ivermektinu

Vysledky pokusi schimémimi receptory a P2X, receptor-specifickymi mutantnimi
receptory ukazaly, Ze u¢inek IVM nelze odstranit zaménou jednotlivych receptor-specifickych
aminokyselin a ze dileZitou Glohu pro u¢inek (nebo vazbu) IVM by mohla mit nejen oblast
zahrnujici 14 aminokyselin extracelularni domény t€sné nad TMI1, ale také oblast
transmembranovych domén. Rozhodli jsme se proto provést skenovaci mutagenezi vSech
aminokyselinovych zbytkd prvni i druhé transmembranové domény P2X, receptoru a
na mutantnich receptorech studovat tfi u¢inky IVM: zvyseni maximalni proudové odpovédi,

prodlouZeni ¢asové konstanty deaktivace a zvySeni citlivosti k ATP (t.). snizeni ATP ECsp).

5.2.1 Cysteinova skenovaci mutageneze TM1

V nésledujicich experimentech jsem zkoumali vliv cysteinové mutageneze na ucinek
IVM u prvni transmembranové domény (TM1), kterd je vymezena zbytky G29 az V49 (North
2002) (obr. 5.5A). Na zakladé vysledka pfedchozich experimentl jsme soucasné studovali
také receptor-specificky zbytek W50, jehoZ alaninovd mutace méla vyznamny vliv na udinek
IVM na deaktivaci kanalu. Po vzoru podobnych pokusii s prvni transmembranovou doménou,
které byly provedeny na receptoru P2X, (Jiang, Rassendren et al. 2001), jsme nahradili
jednotlivé aminokyselinové zbytky za cystein a sledovali vliv mutageneze na chovani
receptoru nejprve v nepfitomnosti a poté i v piitomnosti 3 pM IVM.

Vsechny mutantni receptory TM1 byly funkéni. U bun€k exprimujicich receptory
P2X4G29C, P2X4R33C, P2X,Y42C, P2X4sW46C a P2X,V49C jsme zaznamenali statisticky
vyznamné snizené hodnoty amplitud proudovych odpoveédi ve srovnani s WT P2X,
receptorem (tab. 5.2). Z divodu nizkych odpoveédi se ndm nepodatilo u receptort P2X,G29C
a P2X4V49C stanovit hodnoty ECso. P2XsM31C a P2X4R33C receptory mely snizenou
citlivost k ATP, naopak P2X4Y42C a P2X4G45C receptory vykazovaly zvySenou citlivost
ve srovnani s WT P2X, receptorem. P2X,Y42C receptor se krome zvySené citlivosti a sniZzené
maximdlni odpovédi li§il od ostatnich mutantnich receptori také vyraznym poklesem
velikosti proudovych amplitud béhem opakovanych aplikaci ATP. Lze ocekavat, Ze
receptory, u nichZ mutageneze zpusobila sou¢asn€ zmeény v ECsq 1 Imax, mohou hrét daleZitou
ulohu ve funkci receptoru. U zbyvajici mutantnich receptord (P2X41.30C, P2X4N32C,
P2X4A34C, P2X,V35C, P2X4Q36C, P2X,L37C, P2X,L38C, P2X4I39C, P2X,L40C,

51



P2X4A41C, P2X4V43C, P2X,4144C, P2X4V47C, P2X4F48C a P2X4,WS50C) jsme nepozorovali

vyznamné zmény v hodnotidch ECsg a Imax Oproti hodnotdm WT P2X, receptoru a lze tedy

fici, Ze tyto receptory byly k substituci cysteinem necitlivé.

Tab. 5.2 Uginky IVM na WT a TMI mutantni P2X, receptory

P2X, -IVM +IVM -IVM “IVM | VM +IVM
receptor ECso(UM) | ECso (uM) Imax (nA) Imax (DA) Torr (S) Tofr  S)
WT 4.6+0.3 0.5+0.1 1.6+0.2 2.8+0.2 0.4+0.04 26£1.6
W50C 7.3£1.9 2. 260 1 1.6+0.4 2.54+0.3 0.5+0.20 4+0.4*
v49C” n.d. 1.8+0.3* 0.3+£0.1* 0.9+0.3* 0.4+£0.05 15+1,9*
F48C 3.8+1.3 0.5=0.2 1.2+0.3 1.9+0.3 0.4+0.1 31+2.8
V47C 3.6+1.2 1+0.1 1.320.2 2+0.1* 0.3£0.01 16+1.6*
wW46C 6.2+0.2 0.4=0.1 1+0.2* 1.4+0.3* 0.5+0.16 26+2.7
G45C 1.6+0.3* 0.2+0.03 1.8+0.3 2.9+0.5 0.4+0.04 76+9.3*
144C 4.1+0.4 0.4+0.03 2.1+0.5 2.6+0.3 0.3+0.03 31+4.6
V43C 4,5+0.5 2.240.4* 1.4=0.4 2.2+0.5 0.3+0.15 2.7+0.5*
Y42C 0.6+0.1* 0.5+0.1 0.5+0.2* 0.4+£0.2* 21+1.8* 32442
| A41C 5.1+0.8 0.7+ 0.4 1.6=0.3 2.4+0.2 0.3+0.05 26+2.9
L40C 7.2+1.2 1.7+£0.5* 1.2+0.1 2.7£0.2 0.2+0.09 13+£1.3%*
139C 4.6+1.3 0.5+0.1 1.3+0.3 2.1+£04 0.2+0.18 30+£3.6
L38C 7.4+£2.5 0.9+0.1 1.8£0.2 24+ 04 0.2+0.03 19+2.1
L37C 6.3+0.7 0.9+£0.2 1.8£0.9 2.3+0.2 0.3+0.05 2242.5
| Q36C 7.4+2.5 1.9+0.2* 1.4+£0.2 2.5+0.4 0.2+0.03 13£2.0*
V3s5C 4,1=1.0 0.6+0.3 1.5+0.2 2+0.5 0.3+0.04 37+£3.2
A34C 3.9+1.1 0.5+0.5 2.0+£0.4 2.5£0.4 0.3+0.05 24421
R33C 9.9+1.8% 2.9+1.4* 0.6+0.1* 0.8+0.2* 0.7£0.2 22+2.8
N32C 6+0.9 0.8+0.1 2+0.3 2.8+0.4 0.4+0.07 20+4.7
M31C7 1542% 1+0.2 1.1=0.2 2.6+0.3 0.3+0.15 17+2.5*
L30C 5.7+0.7 0.9+0.2 1.3+0.3 2.6+0.4 0.3+£0.02 21+£3.0
G29C" n.d. 4.9+0.7* 0.1=0.05* 0.5+0.1* 0.3+0.02 16+£1.3%

ECso — koncentrace ATP vyvolavajici odpovéd’ dosahujici 50% maximalni proudové odpovédi, I, — maximalni
proudova odpovéd’ indukovana 30 — 100 pM ATP (u receptor z oznaéenim *az 1 mM ATP), 1o - Casova
konstanta deaktivace proudu po odstranéni ATP, (*) znaéi statistické rozdily mezi WT a mutantnimi receptory

(P<0,01). Cisla ptedstavuji aritmeticky primé&r £ SEM.
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Vétdina receptora tolerantnich k mutagenezi vykazovala v pfitomnosti IVM navySeni
Inax» prodlouZeni doby deaktivace a zvySeni ECsy srovnatelné s WT P2X, receptorem.
Vyjimkou byly receptory P2X4Q36C, P2X,140C, P2X4V43C, P2X,V47C, P2X4WS50C, které
vykazovaly v pritomnosti IVM rychlejsi deaktivaci nez WT P2X,; receptor (obr. 5.6).
Soucasné u vétsiny téchto receptort doslo ke snizeni u¢inku IVM na citlivost k ATP. Jelikoz
se jedna o receptory necitlivé k mutagenezi (nedoslo u nich ke zmén€ ECsyp a Inax
v neptitomnosti IVM), ukazuji tyto zmény na vyznam piislusnych zbytkil pro rozpoznavani

IVM molekuly v lipidové dvojvrstvé.

WT . V43C .

W50C = L40C -~

05nA N

Toﬂ'=35

VA7C = Q36C =

Obr. 5.6 Charakterizace deaktivace vybranych P2X, TM1 mutantnich receptori.
Reprezentativni proudové zaznamy HEK293 bunék exprimujicich WT, W50 a TM1 mutantni P2X, receptory
stimulované 1-3 uM ATP v pFitomnosti 3 uM IVM . Sedou barvou jsou znadeny zdznam, &emné kiivka byla

ziskéna proloZenim stopy monoexponenciélni funkci. Cisla pod zdznamy jsou deaktiva&ni konstanty (To) .

Odlisnosti v plisobeni IVM jsme zaznamenali také v pfipad€ receptoru citlivych
k mutagenezi. V jejich pfipadé je posouzeni, zda zmény v uincich IVM odrazi
pouze naruseni receptorové funkce nebo i zmény ve vazbé IVM, komplikovanéjsi. Sledovali
jsme, zda zména citlivosti v pfitomnosti IVM je provazena odpovidajici zménou v rychlosti
deaktivace receptoru, nebot” bylo zjiSténo, ze tyto dva parametry spolu souvisi (Rettinger and
Schmalzing 2004; Zemkova, He et al. 2004). Pri zvySené citlivosti receptoru k agonistovi
probihd deaktivace pomaleji a naopak. Déle jsme sledovali, zda nasobek navyseni ECsp @ Iinax,
ke kterému dochazi v pritomnosti IVM, je srovnatelny s hodnotami pro WT P2X, receptor

(nasobek ECsy = 65, nasobek Ijax = 1,75).
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V pfitomnosti [VM byla castecn€¢ obnovena funkce P2X,G29C a P2X,V49C
receptort, které byly v nepfitomnosti [IVM téméf nefunkéni. Nicméné i pies vyrazné zvySeni
zlstala citlivost obou receptort niz8i nez citlivost WT P2X, receptoru, coz ale bylo
doprovazeno zrychlenou deaktivaci. Piisobenim IVM doslo k 3- a 5-nasobnému navy$eni Inax.
Zmény v rychlosti deaktivace pozorované u P2X;M31C a P2X4G45C receptort byly rovnéz
paralelni se zménami citlivosti k ATP, na rozdil od P2X4R33C receptoru, kde sniZena
citlivost nebyla doprovazena zrychlenou deaktivaci. Ztoho lze usuzovat, Ze v ptipadé
P2X4R33C receptoru byly zmény v i€inku IVM zptlisobeny nejen narusenou funkei receptoru,
ale také naruSenim vazby IVM. Vyjimeéné bylo také chovani P2X,Y42C receptoru
v pfitomnosti IVM. IVM totiz neovliviioval ani maximalni amplitudu ani citlivost receptoru
k ATP. Pokles proudu po odmyti agonisty byl velmi zpomalen a to jak v p¥itomnosti, tak
v nepfitomnosti IVM. Podobny pokles byl ale pozorovan i pii dlouhych stimulacich ATP
(¢asova konstanta desenzitizace tges=41,2+ 5,2 s), coz ukazuje, ze tento pokles odrazi
ve velké mife i desenzitizaci receptoru. Déle jsme pozorovali v pfitomnosti IVM sniZenou
hodnotu Imax u receptoru P2X,W46C pii soucasné zachované citlivosti k ATP a rychlosti
deaktivace. Tento receptor mél snizenou hodnotu I« jiZ v nepfitomnosti IVM a nasobek
zvySeni I« byl srovnatelny s hodnotou pro WT P2X, receptor. Z toho lze usuzovat, Ze niz§i

Imax J€ zFejmé disledek niZsi exprese receptoru v membrang.

5.2.2 Cysteinova skenovaci mutageneze TM2

Druhéd transmembrianova doména (TM2) P2X,; receptoru je vymezena
aminokyselinovymi zbytky N338 az L358 (North 2002) (obr. 5.5A). Pomoci polohov¢ fizené
mutagenze jsme, podobné jako u TM1, zaménili jednotlivé zbytky TM2 za cystein a v pfipadé
C353 za alanin.

Viechny ziskané mutantni receptory byly funkéni s vyjimkou P2X4D354C receptoru,
ktery neodpovidal na stimulaci ATP (az do | mM) ani v pfitomnosti IVM. Nicméné vysledky
z konfokdlni mikroskopie potvrdily lokalizaci tohoto receptoru v plasmatické membrané
(obr. 5.7A). To ukazuje, Ze nefunkénost receptoru nebyla disledkem Spatného dopraveni
receptoru do plasmatické membrany bun€k, ale zmén ve vazbé ATP ¢&i otevirani kanélu.
Receptory P2X4S341C, P2X,G347C, P2X4T350C, a P2X,V357C vykazovaly statisticky
vyznamné snizené hodnoty maximalni proudové amplitudy ve srovnani s WT P2X,

receptorem (tab. 5.3), jejich citlivost k ATP ale nebyla ovlivnéna. U receptorit P2X,G340C a
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P2X4C353A jsme vedle sniZeni Imax zaznamenali 1 zmény v ECsy. Citlivost k ATP byla, pfi
sou¢asném zachovani Iy.g, velmi vyrazn€ sniZena také v pfipadé receptoru P2X41.343C. U
receptoru P2X4A344C jsme pozorovali pifi opakovanych aplikacich ATP rychly pokles
proudu (obr. 5.7B). Zbyvajici TM2 mutantni receptory byly k cysteinové mutagenezi

tolerantni.
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Obr. 5.7 Charakterizace P2X,A344C a P2X,D354C receptort.

A Obrazy z konfokdalni mikroskopie potvrzujici lokalizaci EGFP znageného WT P2X, receptoru a mutantniho
P2X,D354C receptoru v plasmatické membran€ HEK293 bungk.

B Reprezentativni zdznamy ze stimulace HEK293 bungk exprimujicich P2X,A344C receptor v pfitomnosti
(++IVM) a nepfitomnosti IVM (-IVM). Ze zaznamu je patrny vyrazny pokles proudu pii opakovanych aplikacich
ATP. U tohoto receptoru jsme navic zaznamenali dvouexponencialni prib&h deaktivace i po deli inkubaci

s IVM.

V pritomnosti IVM jsme u nékolika TM2 mutantnich receptort, citlivych i necitlivych
k mutagenezi, pozorovali zmény oproti chovani WT P2X, receptoru. U receptoru
P2X4A344C nedochazelo v pfitomnosti IVM kplnému navratu proudu k pivodnim
hodnotam, a tudiZz jsme nebyli schopni analyzovat vliv IVM na hodnoty ECsy a Ly, tfebaze
potenciaéni i dekativaéni efekt IVM byl zachovan (obr. 5.7B). P2X4N338C, P2X,G342C,
P2X41.346C a P2X4A349C receptory deaktivovaly rychleji nez WT P2X, receptor, pii¢emz

byla soucasné sniZena jejich citlivost k ATP. P2X41356C receptor deaktivoval pomaleji nez
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WT P2X4 receptor (obr. 5.8). VSechny tyto receptory byly tolerantni k substituci cysteinem,
coz ukazuje, Ze zmény byly zplsobeny zifejmé naruSenim vazby molekuly IVM v lipidové
dvojvrstve.

ATP A349C ATP

o =258

1

N338C L346C

T =28

1nA

G342C 1356C

Toﬁ"‘3s y
105 10s

Obr. 5.8 Charakterizace TM2 mutantnich P2X, receptort necitlivych k mutagenezi.

1nA
1nA

Reprezentativni proudové zaznamy HEK293 bunék exprimujicich WT a TM2 mutantni P2X, receptory
stimulovanych 1-3 uM ATP v pFitomnosti 3 uM IVM . Sedou barvou jsou znadeny zaznam, &erna kiivka byla

ziskana proloZenim stopy monoexponencidlnf funkei. Cisla pod zdznamy jsou deaktiva&ni konstanty (Tog) .

Pfi posuzovani vyznamu zmén v ucincich IVM u receptortl, jejichZz chovani se
v disledku mutageneze lisilo od WT P2X, receptoru, jsme sledovali stejné parametry jako
v piipad¢ TM1 domény. P2X4S341C, P2X4G347C, P2X,T350C a P2X,V357C receptory,
unichZ se mutageneze projevila redukci maximalni proudové amplitudy, mély sniZenou
hodnotu Iy 1 v piitomnosti [IVM. Jejich citlivost k ATP i rychlost deaktivace byla podobna
WT P2X, receptoru s vyjimkou P2X4S341C, u kterého ale korespondovala snizena citlivost
k ATP se zvySenou rychlosti deaktivace. Nasobek navyseni [max, ke kterému doslo ptisobenim
[VM, byl v piipadé P2X4T350C srovnatelny s WT P2X4 receptorem, coz ukazuje, Ze tento
zbytek neni kriticky pro vazbu IVM. Nizkd hodnota [« byla patrné zapti¢inéna sniZenou
expresi receptoru v membran€. Na druhou stranu, pro receptory P2X4S341C, P2X,G347C a
P2X,V357C jsme ziskali nasobek navySeni [.x vys$Si nez u WT P2X, receptoru (v rozmezi
2,5-4,8). To ukazuje, Ze receptory P2X;S341C, P2X,G347C a P2X,V357C s vysokou
pravdépodobnosti nemaji snizenou vazbu IVM. ZvySeny narQst Inac ve srovnani s WT P2X,

receptorem svédéi pro skute€nost, Ze receptory maji posunutou rovnovéhu ve prospéch
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uzavieného stavu. Svym chovanim se od ostatnich receptorii vyrazn€ odliSoval receptor
P2X4G340C. U ngj, podobn€ jako u P2X4Y42C z TM1, jsme nezaznamenali v p¥itomnosti
IVM narist citlivosti k ATP ani potenciaci maximalni proudové odpovédi. Deaktivace byla
pisobenim IVM prodlouZena, ale méné neZ tomu bylo v pfipadé WT P2X, receptoru byla

vyznamneé prodlouzena i v nepfitomnosti [VM.

Tab. 5.3 Utinky IVM na WT a mutantni TM2 P2X, receptory

| P2X, -IVM +IVM r -IVM +IVM -IVM +IVM j
receptor | ECso(uM) | ECso (uM) | Inax (nA) Lmax (nA) Torr ( 5) Tofr ( 8)
WT 4.6+0.3 0.5£0.1 1.6:0.2 2.8+0.2 0.40.1 26+1.6
N338C 4.6+0.8 2.5+1.1% 1+0.3 2.4+0.3 0.5+0.1 1.9+0.1*
V339C 3.8+0.2 0.7+0.1 2.3+0.4 3.4£0.5 0.6+0.1 27+0.4
G340C 0.7+0.1* 0.6+0.2 0.8+0.2* 0.9+0.2 * 3.8+0.3* 15+1.5%
S341C7 6=1.1 1.8+0.5* 0.5+0.1* 1.3+0.2* 0.6+0.1 B 12+1.4%
G342C 3.1£0.5 2.2+0.5% 1.4+0.2 T 2.8+0.3 1.74£0.2* J 3.8+0.5*
1.343C" >100 15+2.6* 1.6=0.3 J 2.7+0.3 0.7£0.1 | 4.2+0.5*
A344C 3.4+0.5 n.d. 1.3x0.3 f n.d. 0.7+0.1 26+3.7
L345C 6.5+1.7 140.4 1.8+0.5 2.840.4 0.9+0.3 19+2.1
1.346C 3.3+0.7 2.1+0.5* 1.5£0.3 2.7+0.4 0.8+0.2 4.3+] 2%
G347C 7.5+0.4 0.8+0.2 0.5+0.1* 2.4+0.4 0.6=0.1 20+2.9
V348C 3.2+0.6 0.7+0.2 1.7<0.5 303 0.7+0.1 22:1.8
A349C 4.5+0.5 1.4+0.4* 1.1£0.3 2.3£0.4 0.40.1 10£1.5%
T350C 4.8+1 0.7+0.5 0.9+0.2* 1.8£0.3* 0.7+0.1 34+3.3 |
V351C 5.120.7 1.3:02% [ 1.4203 2.7+0.4 0.5+0.04 19+1.9
1.352C 5.5+1.2 0.7+0.1 1.1£0.2 2.340.2 0.4+0.1 20+3.1

| C353A 10+£3.2% 23+1.1% 0.7+0.1% 1.3£0.4* 0.2+0.05 24+25
D354C - - - - - -
V355C 47£1.5 0.7+0.2 1.2+0.5 1.8+0.2* 0.4+0.04 21422
1356C 4.4+12 0.8+0.1 1.2+0.5 2.240.4 0.3+0.03 51+7.1% J
V357C 3.2+1.3 0.5+0.3 0.6+0.1* 1.540.2% 0.4+0.07 34+1.4
L358C 2.5:1.6 0.6+0.2 1.2%0.1 1.740.2* 0.3+0.07 3022

ECs, — koncentrace ATP vyvolavajici odpovéd’ dosahujici 50% maximalni proudové odpovédi, Iy — maximalni
proudovéa odpovéd' indukovana 30 — 100 uM ATP (u receptori z oznatenim " az 1 mM ATP), 1o - Casova
konstanta deaktivace proudu po odstranéni ATP, n.d. — nebylo stanoveno z diivodu velkého poklesu proudu
pti opakovanych stimulacich ATP, (+IVM) v ptitomnosti a (-IVM) v nepfitomnosti 3 uM IVM, (*) znati

statistické rozdily mezi WT a mutantnimi receptory (P<0,01). Cisla pfedstavuji aritmeticky primér = SEM.
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5.2.3 Modely helikalni struktury TM1 a TM2 a vazebné misto
pro ivermektin

Periodicita zmén IVM-indukovanych G€inki u receptori tolerantnich k mutagenezi
(zasazeni kazdého 3-4 zbytku) je vsouladu s helikdlnim uspofddanim TM domén.
Pomoci poéitatového programu jsme vytvofili kruhovou helikdlni projekci pro useky TM1
(V28-V49) spole¢né s W50 (obr.5.9) a TM2 (N338-L358) (obr. 5.10). Ze vzijemného
usporadani aminokyselinovych zbytkl je patrné, Ze zbytky Q36, L40, V43, V47 a W50, jez
byly tolerantni k cysteinové mutagenezi a u nichZ jsme zaroven pozorovali sniZzeni Géinku
IVM na deaktivaci a citlivost receptoru k ATP, jsou vSechny lokalizovany na stejné strang
vytvoieného TM1 a-helikdlniho modelu. Podobné zbytky N338, G342, L346, A349 a 1356
z TM2, které byly tolerantni k mutagenezi a které vykazovaly zménény ucinek IVM, jsou
viechny orientovany na stejnou stranu TM2 helixu. Na opa¢né strané k témto reziduim leZi u
obou modeld zbytky citlivé k mutagenezi (s vyjimkou S341), u nichZ zmény v udinku IVM

byly disledkem zménéné funkce receptoru a ne ovlivnéni vazby IVM.

Obr. 5.9 Kruhova helikdlni projekce TM1 domény
(*) oznacuje zbytky tolerantni k mutagenezi, u nichz byl zdroveri pozorovan zm&nény u¢inek IVM na deaktivaci
receptoru, véetné G29 a R33, které se také pravdépodobn& podili na vazb&é IVM. (*) znali zbytky, které byly

citlivé k mutagenezi, avsak substituce cysteinem neovlivnila vazbu [VM.
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Obr. 5.10 Kruhova helikalni projekce TM2 domény.
(*) oznatuje zbytky tolerantni k mutagenezi, u nichz byl zdrovefi pozorovan zménény i€inek IVM na deaktivaci
receptoru, véetné C353, ktery se také pravdépodobné podili na vazb& IVM. (¥) znadi zbytky, které byly citlivé

k mutagenezi, aviak substituce cysteinem neovlivnila vazbu IVM.

Na obr. 5.11 je schématické porovnani velikosti IVM molekuly a TM1 domény
v podobg a-helixu (~36-40A). Z tohoto obrazku je zfejmé, Ze rozméry IVM molekuly jsou
takové (~21A), Ze existuje realna moZnost, Ze pHi jejim zanofeni do membrany miZe dochazet

ke vzajemné interakci mezi [IVM a zbytky v TM1 a TM2.

IVM

~35A

Obr. 5.11 Model IVM molekuly s TM1 doménou v podobé& a-helixu.
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5.3 Vyuziti modulaéniho ucinku ivermektinu pro zkoumani ulohy
aromatickych a nabitych  aminokyselinovych  zbytkd
v ektodoméné P2X, receptoru

V poslednich letech probihd intenzivni vyzkum P2X receptori v souvislosti
s cilem objasnit strukturu jejich ATP vazebného mista, podle kterého by pak mohla byt
navrzena nova farmaka, pfedevSim analgetika. Pomoci polohové fizené mutageneze je
zkoumdan hlavn€¢ vyznam konzervovanych aromatickych nebo nabitych aminokyselinovych
zbytkd pro vazbu ATP nebo pro otevirdni kandlu. V fad€ piipadi méa substituce téchto
aminokyselinovych zbytki dramaticky vliv na aktivitu kanali, které jsou bud’ zcela nefunkéni
nebo jen velmi malo odpovidaji na stimulaci agonisty. V nasi studii jsme se rozhodli vyuZit
pozitivniho alosterického efektu IVM na P2X, receptor ke zkoumani, zda sniZend nebo
chybgjici funkce téchto mutantnich receptorti neodrazi pouze jejich sniZenou citlivost k ATP.
Pokud by tomu tak bylo, zvySeni citlivosti receptorii v pfitomnosti IVM, jehoZ vazebné misto
neinterferuje s vazebnym mistem pro ATP a lezi mimo ektodoménu receptoru (viz kap. 5.2),
by potom umoZnilo podrobné&jsi poznani jejich vyznamu pro funkci receptoru.

Zameéfili jsme se na aminokyselinové zbytky K190, F230, R278 a D280 (Yan, Liang et
al. 2005), K67, R295 a K313 (Ennion, Hagan et al. 2000) a F185 a F294 (Roberts and Evans
2004) (v8e P2X, &islovani), o nichZ se predpokladd, ze by se mohly podilet na vazbé ATP
u P2X;, P2X; nebo P2X, receptoril. Provedli jsme zaménu za alanin nebo za aminokyselinu,
kterda ma obdobné vlastnosti jako ptvodni zbytek. Konkrétné byly zkoumany tyto mutantni
P2X4 receptory — P2X4K67A, P2X4K67R, P2X4F185A, P2X,F185W, P2X,K190A,
P2X,KI190R, P2X4F230A, P2X,F230W, P2X4R278A, P2X4R278K, P2X4D280A,
P2X4D280E, P2X4F294A, P2X F294W, P2X4R295A, P2X4R295K, P2X;K313A a
P2X4K313R. Kromé téchto zajimavych zbytkli byly ndhodné zvoleny jesté 3
aminokyselinové zbytky z extracelularni domény a vyrobeny P2X, receptory, v nichZ byly

tyto zbytky nahrazeny alaninem — P2X3K197A, P2X,K258A a P2X4N287A.

5.3.1 Charakterizace nahodnych mutantnich P2X, receptoru

Receptory P2X4K197A, P2X4K258A a P2X,N287A byly citlivé k ATP podobné jako
WT P2X, v nepfitomnosti i pfitomnosti IVM a jejich maximdlni amplituda pod vlivem IVM
vzrostla 1,6-2,5-ndsobné (tab. 5.4). Také deaktivaini kinetika byla, v nepfitomnosti i

pfitomnosti IVM, srovnatelnd s WT P2X4 receptorem. Amplitudy proudovych odpovédi
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P2X4K197A a P2X4N287A receptorii byly vyznamné redukovany, ackoli nebyl pozorovan
rozdil v intenzité fluorescence v oblasti plasmatické membrany u téchto receptorti ve srovnani
s WT P2X, receptorem (Zemkova, Yan et al. 2007). Znamené to, Ze tyto zbytky by

potencialné mohly byt dilezité pro jinou funkci receptoru nez je vazba ATP.

5.3.2 Charakterizace lysinovych a argininovych ektodoménovych
mutantnich receptort

Stimulace bunék exprimujicich P2X4K67A a P2X,K67R receptory aplikaci 1 mM
ATP vyvolala proudové odpovédi, jejichz amplitudy dosahovaly pouze 108+ 28 pA
(P2X4K67A) a 97 + 27 pA (P2X4K67R), coZ predstavovalo ptiblizn€ 6% z hodnoty amplitudy
proudu naméfené z HEK293 bun¢k exprimujicich WT P2X4 receptor. Hodnoty ECsy tedy
nemohly byt uréeny. V pfitomnosti IVM byly u obou mutantnich receptori amplitudy
proudovych odpovédi nékolikandsobné navySeny (obr.5.12). Nicméné i pfes vyraznou
potenciaci nebylo dosazeno maximalni odpovédi srovnatelné s I WT P2X4 receptoru ani
pii pouZiti 5 mM ATP. Vzhledem k tomu, Ze vy$8i koncentrace ATP vyvolavaji nespecifické
permeabilizujici u¢inky, byla hodnota ECsy odhadnuta pomoci extrapolace a pohybovala se
v fadu nékolika mM. To doklada skute¢nost, Ze tyto receptory byly funkéni, ale mély vyrazné
sniZzenou citlivost k ATP ve srovnani s WT P2X, receptorem. Zajimava byla také skute¢nost,
Ze pro viechny testované koncentrace byly proudové odpovédi ziskané s receptorem
P2X,K67A dokonce o trochu vétsi neZ odpovédi sreceptorem P2X,K67R. To ukazuje

na jedine¢nou tlohu lysinu v této pozici, ktery nemohl byt nahrazen argininem.
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Obr, 5.12 Charakterizace P2X,K67A a P2X,K67R mutanmich receptori.

A Reprezentativni proudové zdznamy HEK293 bun&k exprimujicich WT P2X,, P2X,K67A a P2X,K67R
receptory na kratké aplikace ATP v pfitomnosti 5 uM IVM. Horizontalni ary nad stopami znazortiuji dobu
trvani aplikace ATP.

B Zavislost velikosti amplitudy proudovych odpovédi P2X,K67A (nahote) a P2X,K67R (dole) receptorli na
pouZité koncentraci ATP v nepfitomnosti (0 symbol) a v pritomnosti (e symbol) IVM. Body piedstavuji
aritmeticky primér + SEM z 5 -18 buné&k.

Dale jsme studovali mutace zbytkti K190 a R278. Stimulace HEK293 buné¢k 1 mM
ATP vyvolala v pfipadé receptoru P2X;K190A odpovedi dosahujici 13% a v pfipadé
P2X4R278A 31% velikosti amplitudy proudoveé odpovédi WT P2X, receptoru. Hodnota ECsy
nemohla byt uréena. V pfitomnosti IVM byly oba receptory P2X,K190A a P2X,R278A plné
funkéni a jejich maximalni odpovédi byly srovnatelné WT P2X, receptorem (obr. 5.13).
Hodnoty ECs téchto receptorti byly ve srovnani s WT P2X, receptorem zvySeny 40- a

4-nasobné (v tomto pofadi). Piipravili jsme také mutantni receptory se zachovanym kladnym
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nabojem v této pozici - P2X4K190R a P2X,R278K. Jak je zfejmé z hodnot ECsy pro ATP
(tab. 5.4), byly tyto mutantni receptory funkéni, coZ naznacuje dlleZitost kladného naboje

v této pozici pro funkci receptoru.
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Obr. 5.13 Charakterizace P2X,K190A a P2X,;R278A mutantnich receptorti.

Zavislost velikosti amplitudy proudovych odpovédi P2X,K190A (A) a P2X,;R278A (B) receptori na
koncentraci ATP v nepfitomnosti (0 symbol) a v pfitomnosti (e symbol) 5 uM IVM. Body predstavuji
aritmeticky primér+ SEM z4-13 bunék. Vertikalni te¢kované &ary ilustruji odhadnuté hodnoty ECs, (v

piitomnosti IVM).

Také receptory P2X4R295A, P2X4R295K a P2X4K313A a P2X4K313R byly
studovany s cilem zjistit, zdali existuji rozdily mezi alaninovymi a zdchrannymi mutacemi.
Hodnoty ECsp pro ATP nemohly byt u mutantnich receptord P2X;R295A a P2X,K313A
v nepiitomnosti IVM stanoveny, coz jasné naznacuje, Ze funkce receptoru byla silné€ narusena.
Na rozdil od vySe zminénych P2X,K190 a P2X;R278 mutantnich receptort, zavedeni
kladného naboje nevedlo k obnoveni funkce receptoru. Nicméné v pfitomnosti IVM, byla
amplituda vSech ¢tyf mutantnich receptorti zcela obnovena a hodnoty ECsy byly v rozmezi
57 uM az 420 uM (tab. 5.4). To znamend, Ze mutageneze zpusobila sniZeni citlivosti
receptoru pro ATP o 110- az 840-nasobek ve srovnani s WT P2X, receptorem. Zachovani
kladného naboje vedlo jen k €aste¢nému navySeni (cca 4-nasobnému) citlivosti receptoru

(obr. 5.14).
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Vysledky konfokélni mikroskopie potvrdily umisténi v8ech lysinovych a argininovych
mutantnich P2X,; receptori v oblasti plasmatické membrany bun&k, a to v mnoZstvi
srovnatelném s WT P2X, receptorem (Yan, Liang et al. 2005; Zemkova, Yan et al. 2007).

Zména funkce téchto receptorti proto nemohla byt zpiisobena jejich chybnou expresi.
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Obr, 5.14 Vliv mutace kladné nabitého R295 a K313 na citlivost receptoru k ATP.

Zavislost amplitud proudovych odpovédi bun€k exprimujicich P2X,R295(A) a P2X,K313 (B) mutantni
receptory na koncentraci ATP v pFitomnosti 5 uM IVM. Data jsou zobrazena jako aritmeticky primér + SEM
z 5-16 bunék. Vertikalni te¢kované ¢ary ilustruji odhadnuté ECsq hodnoty.

5.3.3 Charakterizace fenylalaninovych a aspartatovych ektodoménovych
mutantnich receptort

Mutantni receptor P2X;D280A exprimovany v HEK293 bunkach byl prakticky
nefunkéni, na rozdil od receptoru se zachovanym zapornym nabojem P2X4D280E, ktery byl
zcela funkéni. To je v souladu s ptedchozimi vysledky Yan a kol. (Yan, Liang et al. 2005).
V piitomnosti [IVM byla funkce P2X4D280A obnovena (tab. 5.4).

Podobna byla i situace u mutantnich receptord P2X,F230A a P2X4F230W. Receptor
P2X,F230A mél snizenou funkénost a odpovidal na submilimoldrni aZ milimolarni
koncentrace ATP. Hodnota ECsy tedy nemohla byt pro receptor P2X;F230A stanovena,
narozdil od P2X4F230W, ktery byl v nepfitomnosti [IVM funkéni a podobal se svym
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chovanim WT P2X, receptoru (tab. 5.4). To ukazuje, Ze pro funkeci receptoru je dileZita
pritomnost aromatického zbytku v této pozici. V pfitomnosti IVM byl P2X,F230A receptor
funkéni s hodnotou ECsg pfiblizné 1 pM. Amplitudy proudovych odpovédi vyvolané aplikaci
ImM ATP ale dosahovaly pouhych 12-18% velikosti amplitud pozorovanych
v HEK293 burikach exprimujicich WT P2X4 receptor, coz by naznacovalo snizenou expresi
tohoto mutantniho receptoru v plasmatické membrané. Vysledky z konfokalni mikroskopie
ukazaly, ze vétSina EGFP fluorescence pochézi zcytosolu (Zemkova, Yan et al. 2007).
Na zékladé tohoto zjisténi, a také proto, Ze aromatické aminokyseliny obecné hraji roli
v transportu, predpokladame, Ze vtomto pfipadé doSlo ke sniZzeni poctu receptorii
v plasmatické membrang.

Mutantni P2X,F185A receptor odpovidal pouze na submilimoldrni a milimolarni
koncentrace ATP a hodnota ECsyp nemohla byt ur€ena (obr. 5.15, tab. 5.4). V pritomnosti IVM
byl mutantni receptor plné funkéni a odhadnuta hodnota ECsy pro ATP se pohybovala okolo
4 uM. V piipadé receptoru P2X,F185W nebyla funkce ovlivnéna, coZ naznacuje vyznam
aromatického zbytku v této pozici (obr.5.15). Receptor P2X4F294A byl funkéni i
v nepiitomnosti IVM. Hodnota ECsy pro ATP byla stanovena na 1 — 3 uM, coZ naznacuje, ze

aromatickd kyselina neni v této pozici kriticka pro funkci receptoru.
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o2 <
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Obr.5.15 Vliv mutaci aromatickych aminokyselin F185 a F294 na citlivost P2X, receptoru.
Zavislost amplitud proudovych odpovédi P2X,F185A, P2X,F294A (A), P2X,F185W, a P2X,F294W (B)
mutantnich receptord na ATP v neptitomnosti (¢ symbol) a v pfitomnosti (e symbol) 5 uM IVM. Data jsou

zobrazena jako aritmeticky primér + SEM z ze 3-15 bunék.
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5.3.4 Deaktivaéni viastnosti mutantnich P2X, receptort

U vSech mutantnich receptorti s vyjimkou P2X,F185A, P2X,F185W a P2X,;R278K
probihala v pfitomnosti IVM deaktivace kandlu rychleji nez u WT P2X, receptoru. U tfech
part mutantii - P2X,K67A/P2X4K67R, P2X,R295A/P2X,R295K a P2X,K313A/P2X4K313R
nebyl pozorovan Zadny vzdjemny vyznamny rozdil v deaktiva¢ni kinetice. Tyto receptory
mély také ve srovnani s WT P2X4 receptorem nejniz$i Casovou konstantu deaktivace
v pfitomnosti IVM ze vSech mutantnich receptorii. Ztoho lze usuzovat, Ze pfitomnost
lysinovych a argininovych zbytkil v téchto pozicich by mohla byt dilezitd pro vazbu ATP
nebo funkci receptoru, pti¢emz jejich dilezitost nebyla déna jejich kladnym nébojem. Naopak
v piipadé dvojic P2X4K190A/P2X4;K190R a P2X4R278A/P2X,R278K byly rozdily
v deaktivaénich vlastnostech veliké (obr. 5.16A, tab. 5.4). Receptory s alaninovou substituci
deaktivovaly v pfitomnosti IVM vyrazné rychleji, neZ receptory se zachovanym kladnym
nabojem, coz by potvrzovalo domnénku o dutlezitosti kladného naboje v této pozici pro funkci
receptoru. Deaktivaéni kinetika P2X4F230A, P2X,F230W, P2X,F294A a P2X,F294W
receptoru byla také urychlena zatimco deaktivace P2X,F185A 1 P2X4F185W mutantnich
receptoril probihala s podobnou rychlosti jako u WT a ndhodnych mutantd P2X, (obr. 5.16A).
Vseobecné ale nebyl vliv mutaci na deaktivaéni kinetiku u téchto zbytkl tak dramaticky, jako
tomu bylo v pfipadé lysinovych ¢&i argininovych zbytkd. Abychom zjistili, zda existuje
zavislost mezi hodnotami ECsy pro ATP a rychlosti deaktivace u mutantnich receptort
v piitomnosti IVM, vypocetli jsme korela¢ni koeficient R pro vSechna ziskand data. Tento
koeficient byl roven -0,68, coz ukazalo na inverzni zavislost mezi hodnotou ECsy pro ATP a
rychlosti deaktivace receptoru v piitomnosti [IVM (obr. 5.16B vlevo). Tento fakt naznacuje, Ze
odvazovani agonisty hraje hlavni roli v deaktivaéni kinetice receptoru. Byla také zkouména
zavislost rychlosti deaktivace na amplitudé proudové odpovédi. Podle nasich ocekévani,
nebyla Zadna souvislost prokdzana (obr. 5.16B vpravo). Hodnota korela¢niho koeficientu byla

rovna 0,38.
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Obr. 5.16 Deaktiva¢ni vlastnosti ektodoménovych mutantnich P2X, receptoru.

A Pribe¢h deaktivace po odstranéni 1 mM ATP. Rozdé&leni mutantnich receptori do skupin podle deaktivace
odpovidd duleZitosti ektodoménovych zbytkli pro vazbu ATP a funkci receptoru. Pro srovnani je v kazdé
skuping jako posledni trasa ukézana deaktivace P2X, receptoru. VZechny experimenty byly uskutednény
v ptitomnosti 5 pM TVM.

B Korelace mezi hodnotami ECsy, a rychlosti deaktivace t,¢ (vlevo) a korelace mezi amplitudami proudil

(indukovanych 1 mM ATP) a hodnotami T, (vpravo). VSe je odhadnuto v ptitomnosti 5 uM IVM. R -
koeficient korelace.
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Tab. 5.4 Charakterizace WT a ektodoménovych mutantnich P2X, receptori.

Receptor -IVM +IVM -IVM +IVM +IVM N
ECso(uM) | ECso (M) Iax (NA) Lnax (A) Togr (8)

WT P2X, 3.8+0.3 0.5+0.1 1.6<0.1 2.9+0.2 24.5:1.0 | 57
K197A 5.7+1.3 0.9£0.2 0.6+0.2* 1.5+0.3* 19.5£13 | 10
K258A 3.1+1.8 0.2+0.1 1.7£0.3 2.8+0.4 228+49 | 4
N287A 5.3+0.7 0.7+0.3 0.6:0.1* 13202 % | 20.1£23 | 11
K67A n.d. 997+105" 0.1+0.03% 0.5+0.1* | 2.5+0.3 * ﬂ
K67R n.d. 2293+450" 0.1£0.03* 0.4+0.1* 3.6£0.4*% | 20 J
FI185A n.d. 3.7+1.5% 0.3+0.09* 1.9+0.3 18.9<1.2 ISJ
FI185W 7£1.5 1£0.2 1.5+0.4 2.2+0.2 21.8+3.7 | 13 .
K190A nd. 18.9=1.2* 0.2+0.02* 1.4£0.3% 4.5+0.6* 131

( K190R 10.7+2.4 2.140.2% 0.7+0.04 12+0.1% [ 185+1.3*% | 7

F23OA n.d. 1£0.2 0.2+0.05* 0.5+0.2* 8.7+0.9% | 22

| F230W 4.6+1.7 1.4+0.4 1.5+0.3 2.5£0.85 | 15.6£1.7% | 8
R278A n.d. 1.9+0.4% 0.5+0.15* 1.4£0.3% 7.8£0.8% | 27
R278K 3+0.9 0.9+0.2 0.9+0.15* 1.6+0.2 38.6+6.3% | 6
D280A n.d. 0.9+0.3 0.5+0.03* 1.5+0.2* 6.9x1.1*% | 17
D280E 3.2+12 0.5+0.2 1.1+0.5 2.0£0.2 11.1£24% | 13
F294A 31.4+5% 3.2+0.8* 0.8+0.11* 1.9+0.3 10.9£1.4% | 23
F294W 13.6+2.2* 1.3+0.4 0.6+0.06* 2.140.3 17.61.7* 12

~ R295A n.d. 267441 0.5+0.07* 22403 5.3+0.5% | 12 |

@95}{. n.d. 57+12*% 0.6+0.17* 2.140.2 6.2+£0.6* | 14
K313A n.d. 420+80* 0.2+0.04* 1.3+0.2 3.3:0.3*% | 16

‘ K313R nd. 125+56% 0.4+0.08* 1.840.2 ] 161047 | 16

ECsy — koncentrace ATP produkujici 50% maximalni proudové odpovédi, I, —proudova odpovéd” vyvolana
1 mM ATP, 1.4 - €asové konstanta deaktivace proudii po odmyti ATP, N - po&et bun&k, n.d. - nebylo stanoveno,

(*) znadi statisticky vyznamny rozdil (P<0,01) mezi WT a mutantnimi receptory, () - odhadnuto extrapolaci.
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6. DISKUZE

IVM je bézné pouzivan ve veterindrni i lidské medicing, je lékem proti parazitim,
pouZzivé se k prevenci a 1é¢b€ tropické nemoci onchocerciasis, znamé jako ,river blindness®,
ktera postihuje odhadem 18 milionu lidi v Africe, Latinské Americe a na Stfednim vychodg
(Rohrer, Meinke et al. 1992). Je znamo, Ze IVM pilsobi jako pozitivni alostericky modulétor
na nékolik ligandem oteviranych kanal, jednd se o GABA, receptor a nikotinicky ACh
receptor obratlovcl a glutamatem-aktivovany chloridovy kandl svalovych i nervovych bunék
bezobratlych. Nedavno bylo nalezeno, Ze IVM pusobi jako modulator také na sav¢i purinergni
P2X receptory, avSak specificky zplsobuje potenciaci pouze u P2X, receptoru (Khakh,
Proctor et al. 1999; Priel and Silberberg 2004) a u jemu podobného P2X receptoru
naklonovaného z bezobratlého organismu Schitosoma mansoni (schP2X) (Agboh, Webb et al.
2004). Vazebné misto pro IVM nebylo dosud identifikovano na zadném z uvedenych
receptori. [VM je pomérné velka molekula, z toho lze usuzovat, Ze rozeznavaci misto
na prisluSném proteinu mize byt ur€eno vice aminokyselinami. Z biofyzikalniho hlediska je
proto jeho specifické plsobeni na P2X4 receptor udivujici a znamend, Ze v jeho vazbé a
piisobeni by mély hrat roli specifické aminokyselinové zbytky, nebo skupiny zbytkii, tohoto
receptoru. Vyuzili jsme této skuteCnosti pfi hledani vazebného mista na potkanim P2X,
receptoru exprimovaném v HEK293 burikach.

IVM piisobi na P2X, receptoru pouze extracelularn€ (Priel and Silberberg 2004),
pivodné se proto piedpokladalo, ze pro ucinek IVM by mohla byt dilezita extracelularni
doména. V celé extracelularni doméné je celkem 67 P2X, receptor-specifickych
aminokyselin. Postupné testovani vSech téchto zbytkli pomoci polohové fizené mutageneze
by bylo zna¢né obtizné, a proto jsme se rozhodli v prvnim kroku nejprve otestovat chimérni
receptory, které maji extracelularni doménu z jiného nez P2X, receptoru.

K tomuto ucelu jsme vyuzili jiz diive zkonstruované chiméry P2X,,/V64-Y315P2X, a
P2X,,/V64-Y315P2X4, u nichz byla pivodni sekvence P2X; receptoru 166-Y310 nahrazena
sekvenci V64-Y315 z P2X, receptoru. JiZz dfive bylo znamo, Ze prenesenim extracelularni
sekvence V64-Y315 P2X, receptoru na P2X, receptor byla zachovana funk&nost receptoru a
citlivost P2X4 receptoru k ATP (He, Zemkova et al. 2003), avSak my jsme nalezli, Ze citlivost
k IVM zachovéna nebyla (obr. 5.4). To ukazuje na skute€nost, ze P2X4 receptor-specificka
rezidua, kterych je 62 v této oblasti, a cela tato oblast, nejsou pro funkci [IVM dalezité. Lze

namitnout, ze chimerizaci mohlo dojit ke zmé&n¢ sekundarni struktury ektodomény a
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k poskozeni oblasti dulezité pro u€inek IVM, nicméng, to se zdd byt nepravdépodobné,
jelikoz ATP vazebné misto, které se rovnéZ nachazi v extracelularni doméné (Ennion, Hagan
et al. 2000; Roberts and Evans 2004; Yan, Liang et al. 2005; Roberts and Evans 2006),
naruSeno nebylo. Zbyvajicich pét extracelularnich P2X,; receptor-specifickych
aminokyselinovych zbytki se nalézé v oblasti V49-V61 nad TM1.

Experimenty s chimérnimi receptory P2X,,/V49-V61P2X, a P2X4/150-E63P2X5, u
kterych byl vyménén kratky tsek nad prvni transmembranovou doménou, naznacily moZny
vyznam této oblasti pro funkci IVM. TiebaZe pfenos tohoto usecku na P2X, receptor
neumoznil pfenos IVM citlivosti na P2X; receptor, jeho nepfitomnost u P2X, receptoru silné
naru$ila u¢inek VM na deaktivaci (obr. 5.4). Nésledna substituce specifickych rezidui W50,
T57, 859, V60 a V61 alaninem ukézala, Ze zbytky W50 a V60 mohou byt dilezité pro uéinek
IVM na deaktivaci, nebot’ u té€chto mutantnich receptorti byla pozorovana zmeéna v rychlosti
deaktivace (obr. 5.5). Na rozdil od zbytku W50, ktery byl k alaninové mutagenezi necitlivy,
byla u mutanta P2X;V60A pozorovana snizena amplituda proudovych odpovédi (tab. 5.1).
V Zadném z existujicich modelit ATP vazebného mista na P2X receptorech neni V60 zbytek
oznaCovan jako kriticky pro vazbu ATP nebo otevirani kanalu. V t&sné blizkosti se vSak
nachazi lysin K67, ktery by se mohl podilet na tvorb& ATP vazebného mista (Ennion, Hagan
et al. 2000; Roberts, Vial et al. 2006). Je tedy mozné, Ze sousedici oblast s V60 by mohla hrat
ulohu v prevodu signalu z ATP vazebného mista smérem k prvni transmembranové doméné a
pti otevirani kanélu.

Mutageneze P2X, receptor-specifickych rezidui v oblasti TM domén ukéazala odli§nosti
vchovani dvou receptori P2X4V355A (snizend amplituda proudovych odpovédi) a
P2X4V357A (zrychlena deaktivace v pfitomnosti IVM) (tab. 5.1, obr. 5.5). Oba tyto zbytky se
nachazi v blizkosti C-konce TM2 domény. Experimenty s lidskym P2Xs receptorem ukéazaly,
ze usek F352-1.356 (odpovida V351-V355) je duleZity pro stabilni inzerci helixu v membrang
(Duckwitz, Hausmann et al. 2006). Zbytky P2X; receptoru korespondujici s V355 a V357 se
zdaji byt dulezité pro dilataci poru (Khakh and Egan 2005). Lze tedy predpokladat, Ze tato
rezidua jsou spise dulezitd pro otevirani kanalu a funkci samotného receptoru, v ptipadé V357
o tom piinesly dukazy i nase dalsf pokusy s cysteinovou skenovaci mutagenezi.

S ohledem na maly pocet P2X, receptor-specifickych zbytkii potencidlné dilezZitych
pro u¢inky IVM na tento receptor se nabizela hypotéza, ze pro pusobeni IVM mohou byt
vyznamné i receptor-nespecifické zbytky. Rozhodli jsme se proto otestovat postupné
jednotlivé zbytky obou TM domén P2X, receptoru. VétSina TM zbytki byla tolerantni
k cysteinové mutagenezi. Z nich receptory P2X4Q36C, P2X,41.40C, P2X4V43C, P2X,V47C,
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P2X4W50C, P2X4N338C, P2X4G342C, P2X,L346C a P2X4A349C vykazovaly snizeny
a¢inek a receptor P2X,1356C naopak zvySeny ucinek IVM na deaktivaci receptoru. JelikoZ se
jedna o zbytky, jejichz substituce nezpisobila v nepfitomnosti IVM Zadné zmény v chovéni
receptoru, lze se domnivat, Ze pozménény ucinek [VM ukazuje na ddlezitost téchto zbytku
pouze pro vazbu IVM. U vétSiny téchto mutantnich receptorti byl navic zaznamenan sniZeny
u¢inek IVM na citlivost receptoru k ATP, coZ podporuje nadi domnénku.

Na vazbé VM se mohou samoziejmé podilet i zbytky citlivé k mutagenezi. Byla
prokazana souvislost mezi citlivosti receptoru a rychlosti jeho deaktivace: ¢im vyssi citlivost
receptoru k ATP, tim pomalejsi je jeho odmyvani a tim i deaktivace kanélu. V pfipad€ zbytka
R33 a C353 neprobihaly zmény v citlivosti k ATP a v rychlosti deaktivace v pfitomnosti IVM
paralelné. Je tedy pravdépodobné, Ze zmény v G¢inku IVM byly dény z €asti i zmé&nou vazby
IVM. Dilezity pro u¢inek IVM by mohl byt také zbytek G29. Usuzujeme tak na zakladé
neprezentovanych vysledki s alaninovou mutaci P2X4G29A, u které jsme pozorovali
sniZzenou citlivost k ATP, ale rychlost deaktivace byla srovnatelnd s WT P2X, receptorem.
G29, R33 a C353 se tedy kromé své dulezZité role pro funkei receptoru podileji patrné i
na vazb& molekuly IVM.

Tésné pred dokoncenim této dizertatni prace uvefejnili Silberberg a kol. praci, v niz
ukazali, Ze k vazbé IVM na P2X4 receptor skuteéné dochézi v oblasti TM domén, zejména
jejich horni ¢asti, a Ze ke vzdjemné interakci dochazi v oteviené konformaci receptoru
(Silberberg, Li et al. 2007). Podobné jako naSe, i jejich studie byla provadéna s vyuzitim
chimérnich receptort, avSak byla pouZita tryptofanova skenovaci mutageneze. Konkrétni
uréené zbytky se s naSimi vysledky pi#ili§ neshoduji. To je dano jednak tim, Ze substituce
objemnym tryptofanem byla hife tolerovana, a také tim, Ze k vyhodnoceni pouZili autofi
jiného pristupu. Vyhednocovali sice také hodnoty ECsp @ Imax, ale vyznam zbytku pro vazbu
IVM posuzovali zejména podle ndsobku navySeni proudovych odpovedi stimulovanych
koncentraci ATP v hodnoté ECsg, ktera se pro kazdy receptor vice ¢i méné lisila. V na$i praci
jsme vyznam zbytk(i pro vazbu IVM hodnotili zejména podle rychlosti deaktivace, ktera je
na koncentraci ATP nezavisla (Jelinkova, Yan et al. 2006). Zjist¢ni asové deaktivaéni
konstanty je ve srovnani s ECsy pfesn€jsi, nebot’ hodnota ECs, je snadno zatiZitelna
experimentalni chybou.

Nase vysledky ukazuji, ze uspotfddani zbytk(l, jejichZ substituce cysteinem ovlivnila
pusobeni IVM, je v souladu s helikalni sekundarni strukturou TM domén (Rassendren, Buell
et al. 1997; Jiang, Rassendren et al. 2001; Li, Migita et al. 2004; Silberberg, Chang et al.
2005), nebot’ zasazeny byl vzdy kazdy 3-4 zbytek a vSechny tyto zbytky lezi na stejné strané

71



helixu. Toto je zaroven v souladu s hypotézou, podle které jsou tyto zbytky v otevieném stavu
orientovany do lipidové dvojvrstvy a podileji se ptimo ¢i nepiimo na tvorbé vazebného mista
pro IVM. Tuto domnénku také podporuji vysledky cysteinové skenovaci mutageneze P2X,
receptoru s vyuzitim nenabitych methanthiosulfonatovych &inidel, o nichZ se ptedpoklada, ze
mohou prochazet pfes membranu a interagovat se zbytky orientovanymi k lipidiim a to jak na
extracelularni, tak na intraceluldrni strané receptoru. Zbytky P2X, receptoru, jeZ interagovaly
s témito Cinidly, se nachazely vSechny na stejné strané predpoklddaného a-helixu a
korespondovaly se zbytky G29, R33, Q36, L40, V43 a V47 P2X, receptoru (Jiang,
Rassendren et al. 2001). Lze se tedy domnivat, Ze zbytky P2X, receptoru, které byly pfistupné
nenabitym methanthiosulfondtovym ¢inidldm, jsou u P2X, receptoru pravdépodobné
ptistupné lipofilni molekule IVM a jejich substituce se projevila snizenym u¢inkem IVM
na receptor. Nasi hypotézu o vyznamu rezidui G29, R33, Q36, L40, V43, V47, W50, N338,
G342, L346, A349 a [356 pro vazbu IVM podporuje 1 vzajemna podobnost v oblasti TM
domén P2X, receptoru a schP2X receptoru, ktery je rovnéz citlivy k IVM. Vzajemna identita
TM domén téchto receptort je pouze 52%, av8ak 11 z vySe uvedenych 12 rezidui navrzenych
jako dulezitych pro vazbu [VM se vzdjemné shoduje a navic W50 je u schP2X nahrazen
tyrosinem, ktery ma velmi podobné chemické vlastnosti jako tryptofan (Agboh, Webb et al.
2004).

Zajimava jsou naSe pozorovani tykajici se zbytkd citlivych k mutagenezi, které nebyly
rozhodujici pro pusobeni IVM. Jednalo se o rezidua M31, Y42, G45, W46, V49, G340, S341,
1.343, A344, G347, T350, D354 a V357. Pokud je urceni orientace helixu v membrané
spravné, sméfovaly by tyto zbytky (s vyjimkou S341) do hydrofilniho péru kanalu. Mohly by
se tedy podilet na dulezitych funkcich receptoru, zejména otevirani kandlu. Jednim
z pouzivanych zpusobu identifikace zbytkli orientovanych do péru je cysteinova skenovaci
mutageneze spojena saplikaci Ag™ iontd & nabitych methanthiosulfonatovych ¢inidel.
Vysledky téchto experimentil s P2X; receptorem prokazaly, Ze zbytky korespondujici s 1.343,
A344, G347, T350, D354 a V357 P2X4 receptoru lezi v uzavieném stavu vSechny na jedné
strané helixu (Egan, Haines et al. 1998). Substituce D354 vedla ke vzniku nefunkéniho
receptoru. Nefunkénost kanalu v disledku substituce tryptofanem (Silberberg, Chang et al.
2005) podobné i jako substituce korespondujiciho zbytku P2X, receptoru alaninem (Li,
Migita et al. 2004; Khakh and Egan 2005) byla zaznamenana 1 v jinych studiich. Z toho lze
usuzovat, Ze se jednd o velmi dulezity zbytek pro funkci receptoru. Existuje hypotéza, zZe
tento zbytek se podili na tvorbé brany, ktera by se méla nachazet mezi zbytky L.343 a D354
(Rassendren, Buell et al. 1997). Také zbytek G347 podle n&€kolika pfedchozich studiich
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na P2X, receptoru hraje dileZitou roli ve funkci receptoru (Egan, Haines et al. 1998; Khakh
and Egan 2005). UvaZuje se o tom, Ze vytvaii jakysi pant, ktery umoZiiuje otevirani a zavirani
kanalu (Egan, Haines et al. 1998). Neméné vyznamnou tlohu budou hrat také zbytky Y42 a
G340. Podle nékterych studii vedla substituce Y42 ke vzniku zcela nefunkénich kanalt, popt.
kanall konstitutivné aktivnich ¢i s omezenou funkénosti (Haines, Migita et al. 2001; Jiang,
Rassendren et al. 2001; Li, Migita et al. 2004; Silberberg, Chang et al. 2005). Vyrazné
zvySeni citlivosti k ATP bylo provazeno zvySenim citlivosti k o,B-meATP. Vysledky
experimentd s mutantnimi P2X, receptory naznalily, Ze P2X,;F44C (koresponduje s
P2X,4V43C) je také citlivy k o,B-meATP, i ptesto, Ze nezmutovany P2X; receptor je k tomuto
agonistovi necitlivy (Jiang, Rassendren et al. 2001). Podobné i v pifipadé G340, jehoz
substituce s¢ v mnoha ohledech projevovala podobné jako substituce Y42, byl mutantni
receptor citlivy k o,B-meATP (Jindfichovd, Gstni sdéleni). Vzhledem k tomu, Ze se tyto
zbytky ziejmé nepodileji na tvorb& ATP vazebného mista, je pravdépodobné, Ze jejich
substituci doslo k ovlivnéni konformaénich zmén spojenych s oteviranim kanalu.

Vysledky dosavadnich praci na P2X, receptoru a jedné prace na P2X, receptoru
naznacovaly helikalni uspofadani pouze pro TM!1 a horni ¢ast TM2 domény. Souhrnem lze
fici, Ze v nasi praci jsme potvrdili helikdlni uspofddani obou TM domén u P2X, receptoru a
jako prvni jsme se u tohoto receptoru pokusili ur€it zbytky v TM1 a TM2, které jsou
v otevieném stavu orientované do lipidii a které se podileji na vytvareni vazebné kapsy pro
IVM. Krom¢ hledani vazebného mista pro IVM, jsme tak popsali né€kolik novych
transmembranovych zbytkl, které hraji vyznamnou ulohu ve funkci P2X, receptoru a
pravdépodobné se podileji na vytvafeni iontového poru receptoru.

V posledni ¢asti této prace jsme vyuzili IVM jako farmakologicky nastroj, sjehoz
pomoci jsme se pokusili uréit poiadi dileZitosti vybranych aminokyselinovych zbytka
pro vazbu ATP. V fadé piipadil totiz substituce té€chto rezidui vede ke vzniku kanald, které
odpovidaji bud’ az pii stimulaci vysokymi koncentracemi ATP (navic jen velmi nizkymi
odpovéd'mi) nebo neodpovidaji viibec. Je pak nemozné rozlisit, zda je tato situace zpisobena
sniZzenim citlivosti receptoru pro agonistu a/nebo ztratou ¢i zménou funkce kanédlu. Vyuziti
[VM a jeho potenciadniho G¢inku by pak tento problém mohlo odstranit. Testovali jsme
zbytky, které byly v pfedchozich studiich s P2X,, P2X; a P2X, receptory oznaceny jako
potencialné dilezité pro sviij podil na vazb&é ATP/otevirani kanalu. Jednalo se o tyto mutantni

receptory - P2X,K67A, P2X4K67R, P2XyF185A, P2Xy4FI185W, P2X,K190A, P2X4K190R,
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P2X,F230A, P2X,F230W, P2X4R278A, P2X4R278K, P2X,D280A, P2X;D280E,
P2X4F294A, P2X,F294W, P2X4R295A, P2X,R295K, P2X,K313A, P2X,K313R.

V nepfitomnosti [VM odpovidaly bunky exprimujici mutantni receptory az na vysoké
koncentrace ATP (v fddu mM) a proudové odpoveédi dosahovaly velmi nizkych hodnot.
V fadé piipadli nebylo mozno stanovit hodnotu ECsy a bylo tedy témé# nemozné jednotlivé
receptory vzajemné& porovnat. Jiz publikované vysledky konfokalni mikroskopie potvrdily, Ze
vSechny receptory s vyjimkou P2X4F230A byly lokalizovany v membrané bun€k, a to v mife
srovnatelné s WT P2X,4 receptorem, a Ze snizend citlivost téchto receptori tedy nebyla
dusledkem jejich $patné lokalizace (Yan, Liang et al. 2005; Zemkova, Yan et al. 2007).

V ptitomnosti IVM doslo ke zvy3eni citlivosti a potenciaci proudovych odpovédi, coz
nam umoznilo ur¢it hodnotu ECsy u vSech receptorit a ur¢it nasledujici potadi citlivosti
mutant k ATP (od nejvyssi k nejnizsi): P2X4D280A, P2X;R278A, P2X,F185A, P2X,K190A,
P2X,4R295K, P2X4K313R, P2X,R295A, P2X,K313A, P2X,K67A a P2X,K67R.

Nase pozorovani, ze zbytky K67 a K313 jsou kritické pro spravnou funkci receptoru je
v souladu s vysledky experimenti s P2X; (Ennion, Hagan et al. 2000) a P2X, receptory
(Jiang, Rassendren et al. 2000), u nichz méla alaninova mutageneze za nasledek rovnéZ vznik
prakticky nefunkénich kanalti. Podobné jako u P2X, receptoru ani v ptipadé P2X, receptoru
nevedlo zachovéni kladného naboje v pozici K67 (P2X, Cislovani) k obnoveni funk&nosti
receptoru (Ennion, Hagan et al. 2000), na rozdil od ekvivalentniho P2X, receptoru
(ECso ~ 2,8 mM) (Jiang, Rassendren et al. 2000). Naopak z porovnani vysledki P2X,;K313A
a P2X4K313R receptort sekvivalentnimi mutantnimi P2X; a P2X, receptory vyplyva, ze
v pripadé zbytku K313 existuje vét§i podobnost mezi P2X4 a P2X; receptorem. V piitomnosti
IVM byl pozorovan zhruba 3-nasobny posun doleva v ucinnosti ATP pro P2X4K313R
mutantni receptor ve srovnani s P2X4K313A receptorem, proti zhruba 55-ndsobnému rozdilu
v ucinnosti ATP pro odpovidajici P2X; mutantni receptory (Ennion, Hagan et al. 2000).

Je ziejmé, ze také zbytek R295 hraje dileZitou alohu ve funkci P2X receptoru. Také
korespondujici P2X, mutantni receptor mé&l v disledku mutageneze vyrazné sniZenou
G¢innost (ECsp ~3 mM) (Jiang, Rassendren et al. 2000). V piipad¢ odpovidajiciho P2X;
mutantniho receptoru byla pozorovana vyrazné€ sniZena citlivost k ATP (Ennion, Hagan et al.
2000). V pfitomnosti IVM jsme zaznamenali jen maly (cca 4,5-ndsobny) rozdil v citlivosti
P2X4R295A a P2X4R295K receptorti (obr.5.19). U P2X; korespondujicich mutantnich
receptortt nebyl Zadny rozdil (Ennion, Hagan et al. 2000) a pro P2X, mutantni receptory byl
rozdil zhruba 50-ndsobny (Jiang, Rassendren et al. 2000).
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Aminokyselinové zbytky K67, R295 a K313 se nachdzi na opaénych koncich
extracelularni smycky, pom&mé v blizkosti transmembranovych domén. Skute¢nost, Ze jejich
substituce nejvyraznéji ovlivnila u¢innost ATP, muze naznafovat mezipodjednotkovou
organizaci ATP vazebného mista, coZ je hypotéza puivodné navrZzena Wilkinsonem a kol.
(Wilkinson, Jiang et al. 2006). Tuto teorii podporuji také nedavno zvetejnéné vysledky
experimenttl s P2X; mutantnimi receptory, v nichZ byla prokazana spontinni dimerizace
receptori s cysteinovymi mutacemi v pozici K67 a F294 a téméf kompletni trimerizace
pfi pouziti receptorii s dvojitou mutaci P2X;K67CF294C (Marquez-Klaka, Rettinger et al.
2007). Tato zjisténi jsou v souladu s mySlenkou, Ze extracelularni smyc¢ky ze sousednich P2X
podjednotek jsou v blizkosti a Ze toto uspofadani je kritické pro zformovani funkéni ATP
vazebné domény a/nebo prevod signalu k brané kanalu.

Ennion a kol. navrhli, Ze zbytky P2X, receptoru K67, R295 a K313 by se mohly
podilet na koordinaci fosfatovych skupin ATP (Ennion, Hagan et al. 2000). Pokud by byla
tato hypotéza spravnd, pak by (vzhledem k prokézané blizkosti zbytkli K67 a F294) mohl
zbytek F294 prispivat ke koordinaci adeninového kruhu ATP. Tuto hypotézu také podporuji
vysledky experimentu, podle kterych zpiisobila substituce zbytku F294 alaninem silné (140-
nasobny) sniZeni citlivosti P2X; receptoru k ATP (Roberts and Evans 2004). U P2X,
receptoru nicméné¢ korespondujici mutace vyvolala jen 10-nasobny pokles citlivosti receptoru
k ATP a P2X,F294W mutantni receptor ukazal 4-nasobné sniZeni citlivosti. Naopak
substituce F185 vedla u P2X, receptoru pouze asi k 10-nasobnému snizeni citlivosti (Roberts
and Evans 2004), zatimco u P2X4 receptoru byl korespondujici mutantni receptor
v nepfitomnosti IVM prakticky nefunkéni. Funkci P2X4 receptoru se podafilo obnovit
vnesenim jiného aromatického zbytku, jak dokazuji vysledky s receptorem P2X,F185W. To
by naznacovalo, Ze v pfipad€ P2X,; by mohl mit vyznamng&jsi roli ve funkci receptoru zbytek
F294. Pro funkci P2X4 receptoru by pak mohl byt dilezitéjsi zbytek F185.

Posledni testovany fenylalaninovy mutantni receptor P2X,F230A byl prakticky
nefunkéni. Pfi¢inou snizené amplitudy proudu, jak ukéazaly vysledky z konfokalni
mikroskopie, byla zfejmé& sniZena hladina inzerce tohoto mutantniho receptoru do plasmatické
membrany. Podobné i Roberts a kol. pozorovali u mutantnich receptord P2X,;F195A a
P2X,W295A dramaticky sniZenou expresi v plasmatické membrané (Roberts and Evans
2004). To by podporovalo domnénku, Ze specifické aromatické zbytky jsou dilezité
pro transport P2X receptoru z endoplasmatického retikula do plasmatické membrany.

Ukazali jsme, Ze fada P2X, mutantnich receptori, dfive oznadenych jako nefunkénich

a/nebo jen malo odpovidajicich, byla funkéni. Pomoci IVM jsme ukazali rozdilnou G¢innost
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ATP pro tyto receptory, kterd je zdvisla na jejich lokalizaci v extraceluldrni doméné.
Pozorovana sniZzena G¢innost agonisty u mutantnich receptorit muze byt disledek redukované
vazebné afinity a/nebo redukované G¢innosti v prevodu signalu smérem k brané a otevirani
kanali. V soucasné dob& je nemozné rozlisit mezi témito dvéma moznostmi (Colquhoun
1998). Dalsi studie by mély urcit ulohu téchto zbytkii ve vazbé agonisty a/nebo v otevirani

kanalu.
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7. ZAVER

Pomoci elektrofyziologickych a molekularné biologickych metod jsme zkoumali
u¢inek IVM na P2X, receptor. Pokusili jsme se identifikovat oblasti receptoru a konkrétni
aminokyselinové zbytky dileZité pro jeho plsobeni na tento receptor. [IVM jsme déle vyuzili
také jako farmakologicky nastroj k ureni struktury vodivého poru P2X, receptoru a vyznamu

vybranych extraceluldrnich zbytkl v procesu vazby ATP/otevirani kanalu.

1. Velka ¢ast ektodomény P2X, receptoru, konkrétné sekvence V64-Y315, se patrné
nepodili na specifickém u€inku IVM na tento receptor. Naproti tomu obé
transmembranové domény a sekvence V49-V61 tésné nad prvni transmembranovou

doménou hraji vyznamnou roli v G¢inku IVM .

2. Zaména P2X, receptor-specifickych zbytkli v oblasti transmembranovych domén
za alanin nevede k vymizeni potenciaéniho u¢inku IVM, pouze v pfipadé¢ mutant
P2X4,W50A, P2X4V60A a P2X,V357A byla pozorovana zména v deaktivaci

receptoru.

3. V této praci jsme potvrdili helikalni uspofaddni TM domén. Aminokyselinové zbytky
obou transmembranovych domén (Q36, L40, V43, V47, N338, G342, 1.346, A349 a
I1356), spole¢né s W50, které byly tolerantni k cysteinové mutagenezi a jsou
v otevieném stavu pravdépodobné orientované do lipidové dvojvrstvy, pravdépodobné

vytvaieji vazebnou kapsu pro IVM.
4. Urcili jsme zbytky v TM1 a TM2 (M31, Y42, G45, W46, V49, G340, S341, L343,
A344, G347, T350, D354 a V357), které sméfuji v otevieném stavu do hydrofilniho

poéru kanalu a maji dilezitou ulohu ve funkci receptoru.

5. Ukazali jsme, Ze fada ektodoménovych mutantnich receptorii, dfive oznacovanych

jako nefunkéni, byla funkéni.
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6. Z vybranych extracelularnich zbytki, navrzenych jako dilezZité pro vazbu agonisty
a/nebo otevirani kanalu, jsme pomoci IVM uréili 3 zbytky — K67, R295 a K313 jako
nejdulezitéjsi pro funkci P2X, receptoru.
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