P2~ receptor je iontovy kandl, jehoZz ligandem je ATP. Je to jediny sav¢i purinergni receptor, ktery mize
byt modulovan piisobenim extracelularné aplikovaného ivennektinu (IVM). IVM je alostericky
modulator, ktery zvysuje citlivost P2~ receptoru k agonistiim, potencuje maximalni proudové odpovédi
a prodluzuje dobu deaktivace kandlu po od myti agonisty. V této studii jsme se pokusili lokalizovat
vazebné misto pro IVM a pomoci jeho pozitivniho alosterického ucinku ziskat nové infonnace o vztahu
struktury a funkce P2~ receptoru.

Nejdiive jsme se zaméfili na identifikaci oblasti P2X4 receptoru a jednotlivych aminokyselinovych
zbytkl, které se podileji na U¢ incich IVM na otevirani kandlu. K tomuto ucelu jsme vyuzili rtizné
chimémi receptory P2X2 a P2~ receptort a déle také fadu bodovych mutantnich receptorti. Experimenty
s chimérnimi receptory ukéazaly, Ze extracelularni sekvence V 49-V61, ale ne sekvence V64-Y315, je
dilezitd pro ucfinek IVM na deaktivaci kanalu. Receptor-specifické mutace v oblasti trans
membranovych domén G29-V61 a N338-L358 ukazaly, ze také zbytky W50, V61 a V357 hraji roli v
uc¢inku IVM na deaktivaci kandlu. Nasledné¢ jsme také testovali vyznam vSech z bytkili v oblasti
transmembranovych domén. Vysledky cysteinové skenovaci mutageneze po dpofily naSi domnénku o
vyznamu zbytku W50 a dale také odhalily diilezitost zbytkti G29, R33, Q36, L40, V43, V47, N338,
G342, L346, A349 a 1356 pro vazbu IVM na P2~ receptor.

V této studii jsme vyuzili IVM také jako farmakologicky néstroj k urceni potradi diilezitosti vybranych
rezidui v extracelularni doméné¢ pro vazbu ATP a funkci iontového kanalu. Vytvofili j me alaninové ¢i
zachranné mutace zbytkd K67, F185, K190, F230, R278, D280, F294, R295 a K313, které jsou
povazovany za klicové pro vazbu ATP. VétSina téchto mutantnich receptorti odpovidala jen velmi mélo
nebo vitbec na stimulaci ATP, avSak modulacni G¢inek [VM byl u téchto re ceptorti zachovan.
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