ABSTRAKT (CZ)

Purinergni P2X receptory jsou ATP-aktivavané iontové kanaly, které maji mnoho
fyziologickych roli a nové predstavuji dulezité terapeutické cile v fadé nemoci. P2X
podjednotky se skladaji ze dvou transmembranovych a-helixtt (TM1 a TM2), extracelularni
ATP-vazebné domény a intracelularnich N- a C- koncl. Sedm rtiznych P2X podjednotek
(P2X1-7) se muze slozit a vytvorfit homotrimérni nebo heterotrimérni iontové kanaly propustné
pro monovalentni kationty a vapnik. P2X receptory se vyskytuji prakticky ve vSech tkanich, v
mozku maji nejvétsi zastoupeni podjednotky P2X2, P2X4 a P2X7. Aktivita P2X nezavisi jen
na pritomnosti ATP, ale také alosterickych modulatort, které mohou inhibovat nebo zvySovat
aktivitu té€chto kanalt. Nasim cilem bylo identifikovat nové molekuly, které mohou interagovat
s alosterickymi vazebnymi misty na P2X receptorech, navrhnout a syntetizovat nové analogy
neurosteroidd a urcit kritické receptorové domény nebo aminokyseliny, které¢ jsou dulezité pro
vazbu neurosteroidu. Pomoci patch-clamp elektrofyziologické techniky jsme snimali ATP-
evokované proudy z HEK293T bunék transfekovanych potkanimi P2X2, P2X4 a P2X7, a z
buné¢k ptedniho laloku hypofyzy nebo hypotalamickych neuroni, které tyto receptory ptirozené
exprimuji. Nalezli jsme, ze 17B-ester derivaty testosteronu, predevSim testosteron butyrat a
testosteron valerat, selektivné potencuji P2X2 a P2X4, nikoliv ale P2X7. Tyto latky alostericky
moduluji otevirani P2X iontového kanalu pravdépodobné vazbou mezi transmembranové
helixy. Také jsme ukazali, Ze sekundarni zlu€ové kyseliny, litocholovad kyselina a 4-
dafachronové kyselina, jsou silné inhibitory P2X2, ale pozitivni alosterické modulatory P2X4
a v men$i mite také P2X7. Modulace ATP-evokovanych proudt zprostiedkovanych endogenné
exprimovanymi P2X2 a P2X4 receptory byla po aplikaci neurosteroidii potvrzena v nativnich
bunikach. Navic jsme detailné popsali strukturni poZadavky na tyto latky pro modulaéni G¢inek.
Jak testosteronové derivaty tak litocholova kyselina byly schopny Caste¢né inhibovat G¢inek
ivermektinu, P2X4-specifického positivniho alosterického modulatoru. Ukézali jsme, Ze
potencia¢ni t€inek litocholové kyseliny byl inhibovan u Y42A, a vyznamné snizen u F48A and
V43A mutaci, které jsou soucasti vazebného mista pro ivermektin u P2X4. Znamena to, Ze
vazebné misto pro ndmi identifikované neurosteroidy se prekryva s vazebnym mistem pro

ivermektin, ktery interaguje s transmembranovou doménou receptoru.



