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ABSTRAKT

Mimobunécny adenosin-5'-trifosfat (ATP), uvolilovany z poskozenych bunéck
nebo sekretovany ze synaptickych vacki, plisobi na své membranové receptory
nazyvané purinergni. Purinergni P2X receptory jsou iontové kanaly aktivované
ATP. Dosud bylo u savct identifikovano sedm P2X podjednotek, oznacenych jako
P2X,7. VSechny podjednotky maji podobnou strukturu, kterou tvoii velka
ektodoménova klicka, dvé transmembranové domény a vnitrobunééné N- a C-
konce. Dal§im spoleCnym rysem jsou konzervované aminokyseliny, mezi néz patii
1 deset cysteinovych zbytki v ektodoménové kli€ce. VSechny ektodoménové
cysteiny tvoii disulfidické mustky, které jsou usporadany do dvou polovin, tfi
disulfidické mustky jsou v N-koncové ¢asti a dva jsou v C-koncové casti
ektodomény. P2X receptory jsou organizovany jako homoméry nebo heteroméry
tii podjednotek. ATP vazebnd kapsa se nachazi mezi dvémi sousednimi
podjednotkami. Cilem diplomové prace bylo prozkoumat tlohu ektodoménovych
cysteini nebo disulfidickych mustkl ve funkci a tvorbé P2X4 receptoru a jeho
citlivosti k ATP. VSech deset cysteintl, jeden po druhém, bylo nahrazeno alaniny
a ATP-stimulované proudy byly snimany z HEK293 bunék nesoucich divoky typ
P2X4 receptoru a jeho mutanty. Pro dal$i vyzkum nefunkénich nebo malo
funkcnich mutaci (C126A, C149A, C217A, C227A, C270A) byl vyuzit ivermektin
a jim prodlouzeny cas deaktivace receptoru. Vysledky ziskané u mutaci C116A,
C126A, C149A a C165A naznacuji poruchu ATP-vazebné kapsy pii naruSeni
jednoho z jimi tvofenych disulfidickych miistki. Treti cysteinovy miistek (Cys' -
Cys'™) se jevi jako postradatelny. Velmi dalezity pro funkci P2X, receptoru je

Stvrty cysteinovy mustek (Cys®'’-Cys*’). Na pievodu signalu z ektodomény
k transmembranovym doménam ¢&i otevirani iontového kandlu se podili Cys™'

a Cysm.
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ABSTRACT

Extracellular adenosine-5"-triphosphate (ATP), released from damaged -cells
or coreleased as a cotransmitter from synaptic vesicles, acts on its plasma
membrane receptors termed purinergic. Purinergic P2X receptors are ATP-gated
cation channels. To date seven P2X isoforms designated P2X,_; have been cloned
that are organized as trimeric homomers or heteromers. All P2X subunits share
a similar structure consisting of a large extracellular loop, two transmembrane
domains and intracellular N- and C- termini. An additional structural feature is
conserved aminoacids, these include ten conserved cysteine residues in the
extracellular loop. All ectodomain cysteines form disulfide bonds which are
organized in two areas: three disulfide bridges are localized in the N-termini half
and two in the C-termini half at P2X receptor. ATP binding pocket is apparently
localized between two neighbouring subunits. The aim of this Diploma Thesis was
to examine the relevance of ectodomain cysteine residue and/or disulfide bonds for
the expression, function and ATP binding properties of the P2X receptor. All ten,
one by one, ectodomain cysteines were substituted by alanines and ATP-induced
currents was recorded in HEK293 cells expressing wild-type P2X, receptor and its
mutants. Low responsible or nonfunctional mutants (C126A, C149A, C217A,
C227A, C270A) were estimated using ivermectin that potentiates maximum
current amplitude and prolongs time of deactivation. Results obtained on
mutations C116A, C126A, C149A and C165A that disruption of one from by them
forming disulfide bonds affects ATP-binding pocket. The third cysteine bridge
(Cys'*-Cys') seems to be dispensable. Fourth cysteine bridge (Cys*'’-Cys*?’) is
very important for P2X4 receptor function. Gating or signal conducting is under

control of Cys*®' and Cys*"".
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1. UvoD

Purinergni receptory jsou relativné nové objevend skupina ligandem
aktivovanych receptorti, které uvadi v ¢innost mimobunécény adenosin-5’-trifosfat
(ATP) a produkty jeho rozkladu. Dvé podskupiny purinergnich receptord,
P1 a P2Y, tvoii G-proteinové receptory se sedmi transmembranovymi doménami
(TM). Tato struktura je v organismu $iroce rozsifena u mnoha typt receptort a je
pomérné dobife prozkouména. [3-4] Tieti skupina, purinergni P2X receptory, je
strukturné 1 funkéné odlisnd, obsahuje podjednotky slozené pouze ze dvou TM
spojenych velkou mimobunécénou smyckou, pticemz C- i N-konec jsou umistény
uvniti bunky. Cely receptor se sklada ze tfi podjednotek. Jedna se o unikatni typ
ligandem aktivovaného iontového kanalu, jenz méa v organismu nejvétsi afinitu
k mimobunécnému ATP. [2, 5]

Vazebné misto pro ATP je mezi dvémi podjednotkami ve velké
ektodoménové smycce. Smycka ma napiic vSemi podtypy P2X receptori mnozstvi
konzervovanych mist, u nichz se predpoklada dulezita role pro funkci receptoru
jako je vazba nukleotidu se tfemi fosfaty, aktivace, otevirani ¢i modulace
iontového kanalu. Mezi tyto vysoce konzervované aminokyseliny (AMK) patii
1 deset cysteintl, které podle poslednich vyzkumi tvoii pfinejmensim v uzavieném
stavu pét cysteinovych mustki (SS). [1, 6-7] Cysteinové mustky jsou vyznamnym
stavebnim a strukturnim prvkem kazdého proteinu a mohou tedy mit zasadni roli
v mnoha procesech spojenych nejen s funkci, ale jiz se samotnou tvorbou
purinergniho P2X receptoru. [8] Zesedmi usavcl znamych podtypl P2X
receptoru byla vybrana do této studie ¢tvrta varianta, P2X4, protoze ji lze jedinecné
modulovat pomoci ivermektinu (IVM) [9], ma dobfe méfitelné odpovédi na podani

ATP a je u ni znama krystalova struktura v uzavieném stavu [1].



1.1.Extracelularni adenosin-5’-trifosfat

Jesté¢ donedavna se ATP povazoval jen a pouze za latku vnitrobunécnou,
pouzivanou v bunice k pfenosu energie. Dnes se ukazuje jeho dilezitd role
signaliza¢ni molekuly mimo buiiku. Dosah signalizace molekul ATP neni velky,
protoze jsou v mimobunééném prostoru rozkladany soustavou mimobunécnych
a membranovych enzymu. Jednd se o pfenos informaci mezi sousednimi butikami
a také zpétné pro bunku, ze které¢ byl ATP sam uvolnén. [4, 10]

Zda se, ze ATP uvolnuje kazda buiika a zaroven kazda buiika ma na svém
povrchu alespon nékteré z purinergnich receptori. Na pocatku evoluce se
pravdépodobné signalizace ATP vyvijela zaroven se signalizaci cyklickym
adenosin-5"-monofosfatem (cAMP); zatimco cAMP zlstal vnitrobunéénym
druhym poslem, z ATP se stal prvni posel, tj. mimobunécna signaliza¢ni molekula.
Koncentrace ATP v buiice je zhruba 5 mM, do mezibunétného prostoru se dostane
jen zlomek dosahujici maximdlné 200 pM. [10-11]

Signalizace molekulami ATP ovliviiuje mnoZstvi vnitrobunééného Ca**
a cAMP, které aktivuji protein kindzy (protein kindzu A, protein kindzu C, Ca*"
a na kalmodulinu zavislou protein kinazu). Vysledkem této signalizace muze byt
zména prutoku krve tkdnémi, transport iontd, regulace objemu buiiky, neuronélni
signalizace, uprava odpovédi na hormony a neurotransmitery ¢i kontrola interakce
mezi patogenem a hostitelem. ATP miize také ovliviiovat vyvoj urcitych neuronti
a navozovat déleni v nekterych typech rakovinovych bunék. [10]

ATP je uvoliovan z poskozenych i zdravych bunék. Podnétem milize byt
hypoxie, ischemie, osmoticky stres, mechanicky stres ¢i patogenni toxiny a obecné
zmeéna extracelularniho prostiedi (v pokusech vyména media). Mezi hlavni tkané
vyuzivajici signalizaci ATP patfi srdce, Cervené krvinky, nervovy systém
a kosterni svalstvo. Na urovni zadnich kofenii miSnich je ATP medidtorem
vnimani chronické bolesti. Ze zdravych bunck se ATP dostavd connexinovymi
a pannexinovymi polokanaly, objem-regulujicim kanalem, kanalem pro velké
anionty a purinergnim P2X5 kanalem. Z nebudivé bunky muze byt ATP uvolnén

iexocytézou ze  zasobnich  vackl  pfipadné zvacki  (endozomi)
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s riznymi receptory. Z neuronti je pak ATP vylévan spolu s neurotransmitery

mechanismem ,,kiss and run“ a exocyto6zou synaptickych vacka. [10, 12-14]

Degradace ATP

V mezibunééném prostoru je ATP rozkladan ctyimi skupinami hydrolyticky
ptsobicich enzymu — ektonukleotidaz. VSechny jsou vazany v bunééné membrang,
ale mohou se 1 odstépit za vzniku rozpustnych forem zvanych exonukleotidazy.
Nukleotid-5"-trifosfaty (NTP) a nukleotid-5"-difosfaty (NDP) s riznou preferenci
jednotlivych nukleotidi degraduji ekto-nukleotidtrifosfat difosfohydrolazy
(E-NTPDazy). Ze skupiny celkem osmi téchto enzymu se vyskytuji na povrchu
buiiky ¢tyfi: E-NTPDéaza 1, E-NTPDéza 2, E-NTPD4za 3 a E-NTPDaza 8. [15-16]
Druhou skupinu tvoii ekto-nukleotidpyrofosfatazy s velice Sirou specifitou. Jsou
schopny rozlozit nejen NTP a NDP, ale i cAMP ¢i nikotinamidadenindinukleotid,
produktem degradace je vzdy AMP. Navic mohou hydrolyzovat fosfodiesterovou
vazbu v nukleovych kyselindich a pyrofosfatovou v nukleotidovych cukrech.
Produkeci anorganického pyrofosfatu jsou dilezité také pro kalcifikaci
a dekalcifikaci kosti. [16-17]

Ekto-fosfomonoesterdzy, zafazené do tieti skupiny ektonukleotiddz, vystépuji
z mnoha nejriznéjSich substratti anorganicky fosfat. Mohou byt, stejné jako dalsi
skupina, ukotveny v membrané nebo Castéji volné v plazmé. Poslednim ¢ldnkem
v pomyslném fetézci degradace NTP je ekto-5"-nukleotiddza. Z nukleotid-5'-
monofosfati vystépuje nukleosidy, ¢imz vznikd naptiklad adenosin potiebny pro
aktivaci P1 receptort. Je zndma jako marker zrani lymfocyti. [16-17] Degradace
mimobunécného ATP je v odlisnych typech tkani rizné rychla. V krvi mohou NTP
vydrzet 10 az 30 minut, kdezto v plicnim epitelu ¢i srde¢ni tkani je polovina
ptitomného mnozstvi zlikvidovana za 0,2 s. [11] VSechny ctyii skupiny
ektonukleotidaz potfebuji ke své spravné funkci ptitomnost dvoumocného
kationtu, nejlépe hotec¢natého ¢i vapenatého, rizné jsou jejich efektivity i dle pH.

[15-17]
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1.2.Ligandem aktivované iontové kanaly

Iontové kandly jsou proteinové makromolekuly, které umoziuji ve sméru
gradientu priichod iontl pfes bunéénou membranu. Po stimulaci maji schopnost se
otevirat a zavirat, ¢imz tok iontl pfes membranu reguluji. Iontové kandly se
podileji na vzniku tfady fyziologickych funkci, napt. vedeni nervového vzruchu,
uvoliiovani neurotransmiterti a hormond, stahy svalstva, imunitni odpovédi apod.
Kanaly jsou charakterizovany na zaklad¢ jejich vodivych vlastnosti, zplsobu
regulace toku iontl a podle molekuléarni struktury. [3]

V organismu lze nalézt iontové kanaly zavislé bud’ na zméné napéti (napét'ove
fizené kanaly) nebo na pfitomnosti ligandu. Napétove fizené kandly jsou pfitomny
hlavné na synapsi, v neuronech a ve svalech, jsou iontové selektivni a struktura
jejich napétového senzoru je velmi podobnd napfi¢ celou skupinou. Ligandem
aktivované iontové kanaly méni svou konformaci po navazani ligandu. Obecné lze
fici, Ze ligandy bud’ oteviraji nebo zaviraji kanal. Ligandem aktivované iontové
kanaly se déli do tfi velkych skupin: Cys-loop superrodina, glutamatové kationtové

kanaly a ATP-aktivované kanaly (viz Obréazek 1) [18-20].

A

B NH; C nNH;

COO-

uvnitf buriky

O
TRIMER TETRAMER PENTAMER

Obrazek 1: Zakladni typy ligandem aktivovanych iontovych kanalu.
(Pfevzato z [2] a upraveno.)

A) P2X receptorova rodina, B) glutamatova rodina, C) Cys-loop superrodina

Nabhote: Schematicky vyjadiena struktura jedné podjednotky receptoru.
Vyznaceny cysteinové mustky (zelen€), rizoveé oznacena TM nejblize stiedu kanalu.

Dole: Formovani homomeri ¢i heteromeri z podjednotek.
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Cys-loop superrodina je velmi rozsahld, patii do ni receptory nikotinové,
serotoninové kationtové kandly (5-HT3), receptory typu A pro y-aminomaselnou
kyselinu (GABA), glycinové, nékteré¢ glutamatové, histaminové a serotoninové
aniontové receptory. Zakladni charakteristikou Cys-loop superrodiny je slozeni
jedné podjednotky ze ctyt TM a tvoteni homomernich kanalt péti podjednotkami.

Glutamatové kationové kandly zahrnuji receptory aktivované N-methyl-D-
aspartatem, o -amino-3-hydroxyl-5-methyl-4-isoxazole propionovou kyselinou ¢i
kainatové receptory. VSechny tyto receptory jsou tvofeny ¢tyfmi podjednotkami,
jedna podjednotka pak tfemi TM. [18-19] ATP-aktivované kanély jsou nejnovéjsi
skupinu iontovych kanald, purinergnich P2X receptord, které se skladaji ze tii

podjednotek, z nichz kazda ma dvé TM.[2]

1.3.Purinergni receptory

Purinergni receptory jsou zvla$tnim typem membranovych receptort,
u kterych jako signaliza¢ni molekula slouzi mimobunéény ATP a nékteré produkty
jeho rozkladu. Objev purinergnich receptorti je datovan do 70. let 20. stoleti
a zaslouzil se o n¢j britsky profesor Geoffrey Burnstock, ktery objev publikoval
v ¢asopisu Pharmacological Review v ¢lanku s ndzvem ,,Purinergic nerves.* [5]

Purinergni receptory byly dosud objeveny u mnoha obratlovci, nékterych
(prevazné motskych) bezobratlych i u nékolika zastupct rostlinné fiSe. Zatim
nejsou zadné znamky o vyskytu u prokaryot, kvasinek, Drosophila melanogaster
¢i Caenorhabditis elegant, coz znesnadiiuje objasnéni jejich evolu¢niho vyvoje [7,
21].

Purinergni receptory byly postupné nalezeny téméf ve vSech tkanich ¢lovéka,
od mozku ptes srdce, cévy, svalstvo, plice, ledviny, jatra az po mocovy méechyt.
Vyskytuji se vneuronech imimo né, na smyslovych bunkach, bunkach
zajistujicich imunitu a také na cervenych krvinkéch. [14] Purinergni receptory se
podileji nejen na fadé normalnich fyziologickych procest, ale uplatiuji se i pfi

mnohych projevech nemoci (artritida [22], muzska neplodnost [23], kiehkost kosti
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[24] aj.) a zejména u chronické a zanétlivé bolesti [25]. Purinergni receptory
délime podle jejich struktury a funkce do dvou velkych skupin: G-proteinové

receptory a iontové kanaly. [7]

1.3.1. G-proteinové receptory (P1 a P2Y)

Purinergni receptory G-proteinového typu se dale déli podle aktivujici latky
na dvé skupiny: P1 a P2Y. Shodné€ s jinymi G-proteinovymi receptory jsou slozeny
ze sedmi TM, N-konce umisténého v mimobunécném prostoru a C-konce uvnitt
bunky. [2, 4, 26]

P1 (nebo také A) receptory jsou aktivovany predevsim adenosinem. Aktivace
adenosinovych receptori ma za nasledek mnoho bunéénych procesi
zprostiedkovanych zménou hladiny cytoplazmatického cAMP. Nepiimo jsou jimi
ovlddany také iontové kanaly. V soucasné dobé jsou znadmy CEtyfi podtypy
adenosinovych receptorii: A1, A2a, A2v a A3. Podileji se na regulaci vasodilatace
¢i stahti srde¢niho svalu, v mozku reguluji uvolilovani neuroptenaseci na synapsi
a hraji roli naptiklad ve spanku. [26-27]

P2Y receptory jsou aktivovany piedevSim ADP, ATP ¢ijinymi
tri/difosfonukleotidy. K jejich aktivaci sta¢i velmi mald koncentrace latky
(v fddech nM), proto mohou reagovat i na vylev ATP ze vzdalenéjSich mist.
V soucasné dobé je u savcl zndmo osm ruznych podjednotek (P2Y, P2Y,, P2Yy,,
P2Yes, P2Y 1, P2Y 12, P2Y 13 a P2Y14). Jejich stimulace vede k uvolnéni véapniku
z vnitrobunéénych zasob. lontové kandly ovladaji jen nepiimo prostiednictvim
dal§iho posla uvnitt buniky. Receptory skupiny P2Y maji roli v procesu srdzeni
krve, stahu hladkych svald, regulace tvorby osteoklastli ¢i kontroly epitelialni

sekrece. [4, 26-27]
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1.3.2. Iontové kanaly (P2X)

Purinergni receptory fungujici jako iontové kandly nesou oznacCeni P2X.
Od jinych purinergnich receptort i ostatnich ligandem aktivovanych iontovych
kanalt se znacné lisi: jedna podjednotka je slozena pouze ze dvou TM a velké
mimobunééné smycky. N- i C-konec sméfuje dovnitt bunky. V organismu jsou
aktivovany ptfevazné ATP. U savci bylo identifikovano sedm podtypi P2X
receptort oznaCovanych P2X; az P2X;. Podtypy se li§i délkou aminokyselinového
fetézce (od 379 aminokyselin (AMK) u receptoru P2Xs po 595 AMK u receptoru
P2X7), umisténim v bunce (P2Xs a P2Xg nevystupuji na cytoplazmatickou
membranu, ale zlstavaji v endoplasmatickém retikulu), citlivosti k ATP a jinym
agonistim (napt. P2X,; a P2X; receptory jsou citlivé k a,f-methylenadenosin-5"-
trifosfatu (a,f-meATP), P2X; receptor k 3’-O-(4-benzoyl)benzoyladenosin-5'-
trifosfatu) a antagonistim, pribéhem odpovédi na podnét i reakci na riizné

modulacni latky. [3, 9]

1.4.Struktura a vlastnosti P2X4 receptoru

V nervové soustaveé se nejcastéji vyskytuje purinergni receptor P2X,. Tento
receptor je slozen z389 AMK, ztoho 28 tvofi N-konec, 21 kazda TM, 289
mimobunécénd smycka a 30 AMK C-konec. V loiiském roce byla vyfesena jeho
struktura v uzavieném stavu pomoci krystalu upraveného P2X, z ryby Danio rerio,
zvané mezi akvaristy zebfiCka (zfP2X4) [1]. Potvrdily se pfedchozi domnénky
o dlouhych a-helixech tvoticich ob& TM i n¢kolika B-listech nad druhou TM [28].

V mimobunééné smycce silné¢ prevazuji B-listy doplnéné nckolika
nedefinovatelnymi useky a Ctyfmi kratickymi oa-helixy. Publikovana struktura
jasné ukazuje na mezipodjednotkovou strukturu ATP-vazebného mista. Cely
protein byl rozdélen do nékolika casti a popsan na zakladé jist¢ podobnosti

s tvarem téla delfina (viz obr. 2A). Mimoto byla oznacena tfi mista, kde mohou
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podjednotky navzajem interagovat (,,hlava“- télo®, ,télo“-, t€lo* a ,,leva ploutev*-
,hibetni ploutev®). [1] Dle presentovaného obrazku se na tvorbé ,,hibetni ploutve*
a ,hlavy“ vyrazn& podileji cysteinové mustky (Cys''®-Cys'®®, Cys'*-Cys'®,
Cys'32-Cys' a Cys?!7-Cys??),

Obrazek 2: Krystal zfP2X,. (Pfevzato z [1] a upraveno.)

A: Schéma struktury zfP2X, podle nalezenych struktur. Struktury ektodomény oznaceny
pismeny s ¢islem: B- Bi4 - listy, ap- a5 a-helixy. Barevnost dle podobnosti s delfinem: fialové
Hhlava®“, modie ,télo“, zluté ,leva ploutev®, Cervené ,prava ploutev”, oranzové ,hibetni
ploutev®, zelené ,,ocas“. Vyznaceny a popsany cysteinové mustky SS1-SS5 (zluté kulicky).

B: Priifez zfP2X, se znazornénim naboje pfitomnych AMK. Cervené negativné nabité (kyselé)
AMK, modfe pozitivné nabité (bazické) AMK. Negativné nabit¢ AMK se soustfed’uji hlavné
kolem pravdépodobného mista praniku iontd — formuji pér. Pozitivné nabité AMK
v ektodoméné jsou pravdépodobné soucasti vazebného mista pro ATP.

Pomoci vyzkumu mutovanych forem receptoru byly jiz dfive oznaceny také
AMK, které se podileji na tvorbé ATP-vazebné kapsy a na interakci s modulatory
¢i antagonisty. Tyto informace byly konfrontovany s krystalovou strukturou
receptoru v uzavieném stavu. Vytipované AMK vazebné kapsy pro ATP se
nachéazi hloubégji v dutiné, kterou uzavirad ,hibetni ploutev jedné podjednotky

a ,,hlava“ sousedni podjednotky (viz obrazek 13). [29-30]
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P2X, receptor je neselektivni kationtovy kanal, ktery propousti predevsSim
jednovazné ionty sodné a draselné. Prochdzi skrz néj i relativné velké mnozstvi
vapenatych iontl, pomér propustnosti Pca+/Pna+ = 4,2. Srovnatelny pomér ma
1P2X,; receptor, ostatni P2X receptory maji pomér nizS§i nebo nepropousti
vapenaté ionty vibec. Tok véapenatych iontli skrz kandl tvofi pfiblizné 11%
proudové odpovédi. Pii kratké aplikaci agonisty je odpovéd P2X4 receptoru velmi
rychla. Rychlost pfesunu ionti (vyjadfena jednotkovou vodivosti kanalu) je
pomérné mala, piiblizné 9 pS. [7, 20, 31]

Por se tvofi pravdépodobné skrze cely receptor (viz obrazek 2B). Primér
nerozsifen¢ho poru se pohybuje mezi 1,6 a 1,9 nm. [32] Pii delsi aplikaci agonisty
(50-100 s) se por kanalu jest¢ dale rozsifuje a je schopen propoustét i velké
organické kationty  jako  je N-methyl-D-glukamin (195 kg/mol;
1,0 x 0,76 x 0,53 nm) nebo i organické barvivo oznacované YO-Pro 1 o velikosti
molekuly 1,9 x 1,0 x 0,55 nm (629 kg/mol)'. Stejné jako P2X,, P2Xs a P2X;
receptory, vyznacuje se také P2Xy receptor pii delsSi aplikaci agonisty pomalou
desenzitizaci, srychlostni konstatnou vys$i nez 20s. Bodovymi mutacemi
s ndslednymi elektrofyziologickymi pokusy byla jako dilezita pro tuto vlastnost

P2X, receptoru uréena AMK glycin na pozici 347 (druha TM). [7, 20, 31]

1.5.Fyziologicka role P2X4 receptoru

Purinergni P2X, receptor se vyskytuje hojné po celém organismu od centralni
nervové soustavy, pfes periferni nervovou soustavu, plice a bronchialni epitel,
slinné Zlazy, pankreatické buiiky, nadledvinky az po mocovy mechyt a chamovody
[7, 20]. V organismu mé celou fadu funkci, znichz vétSina je zaloZena na
ovlivitovani vapnikovych signalizacnich drah [33]. ZvySend exprese P2X4
receptori byla zaznamenana v modelu ischemie [27] au mikroglii po zranéni

michy [34-35].

I px:x ~ ’ x : v s
Pricemz uvedené rozmeéry jsou bez hydratacniho obalu.
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Zvysenim hladiny intracelularniho vapniku ([Ca®i) P2X, receptory ovliviiuji
parasympatickou aktivaci slinnych zlaz odrazejici se ve zméné produkce
a vylucovani slin [20]. Aktivace P2X4 receptorti, pravdépodobné také skrze
ovlivnéni [Ca®]i, napomaha dlouhodobé potenciaci bunék v hipocampu [27].
V hypofyze zplsobuje aktivace P2X4 receptori depolarizaci, kterd zvySuje
frekvenci i velikost akéniho potencialu v klidovych buiikach a usnadiiuje tok Ca*"
pies vapnikové napetové kanaly. Vyskyt P2X, receptoru v laktotropech potvrzuje
jejich podil na prolaktinové sekreci. [36]

Dtlezitd role P2X4 receptoru ve funkci cévniho endotelia byla prokdzana na
modelu mysi bez genu pro P2X; podjednotku. Tato pokusnd zvifata trpéla
zvySenym krevnim tlakem a méla mensi primér tepen nez plné geneticky
vybaveni jedinci. P2Xy receptory v cévnich sténach maji také vliv na produkci
oxidu dusného. [35] P2X4 receptory snizuji propustnost membran bunck
vystélajicich rozmnozovaci cesty, coz nazna¢uje ATP-zavislou regulaci plodnosti
amoznou roli v procesech zabranujicich oplodnéni [20]. Pokusy in vitro na
lidskych monocytickych dendritickych buiikdch ukazuji na moznost ovlivnéni

produkce ¢i ucinku cytokini skrze P2X, receptory [37].

Patofyziologie P2X4 receptoru

Vzhledem k fyziologické roli P2X4 receptorti v cévnich sténach se uvazuje
o antagonistech P2X, receptorti jako o potencialnich lécich proti ateroskleroze
[35]. Mimoto mohou mit P2X4 receptory vliv na vyvoj amyotrofické lateralni
sklerozy [38]. ZvysSeni exprese P2X, receptori v aktivovanych mikrogliich po
zranéni michy je spojovano s neuropatickou bolesti [27, 34, 39-40].

P2X4 receptory v mikrogiliich maji na svédomi uvoliiovani BDNF
(z anglického ,brain-derived neurotrophic factor®), coz je signal zpusobujici
kolaps transmembranového aniontového gradientu a naslednou hyperpolarizaci
neuronu. Postupné se vyviji allodynia (ptecitlivélost na bézné podnéty [41]), kterd

pfechazi az v neuropatickou bolest. Jakym mechanismem je zvySovéana exprese
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P2X4 receptoru po perifernim zranéni nervu neni znamo, pravdépodobné zde hraje
roli ~ fibronectin-integrinova  sit.  Vysledkem experimentii s inhibici
fibronectinovych receptort bylo oslabeni zranénim zvySené exprese P2Xy

receptord. [34, 39-40]

1.6. Tvorba P2X4 receptoru v burnce

Osud purinergniho P2X4 receptoru v buiice od piepisu jeho genu az po
degradaci receptorového proteinu je stale intenzivné zkouman. Nejasnosti jsou
nejen v mechanismech sklddani podjednotky samotné, podjednotek k sobé,
v moznostech skladani vyssich celki, jejichz existenci vyzkumy naznacuji, ale
1vdalSich procesech vcetné¢ degradace receptoru. Pro P2X4 receptor je

charakteristicka velice specifickd cesta transportu v buiice.

1.6.1. Gen P2X4 receptoru

U lidi je gen pro P2X, receptor umistén na dvanactém chromozomu, piesnéji
v useku 12q24.32. Gen o celkové velikosti piiblizné 50 kb je sloZen ze dvanacti
exont. [42] Protein kodujicich exond je jen devét. O pouhych 23,8 kb pred P2X4
genem se nachazi gen pro P2X; receptor. [43] Do této chvile bylo identifikovano
jediné promotorové misto v P2X,4 genu, nachéazejici se 20 az 29 bazi pied start-
kodonem. Vaze se na n¢j protein zrodiny GATA (jedna se o proteiny vazajici
sekvenci GATA, je zndmo Sest ¢lentl rodiny). Bylo doloZeno, Ze mutacemi v tomto
misté je mira transkripce P2Xy receptoru vyrazné snizena. Vzhledem k tomu, Ze
distribuce proteinii rodiny GATA je odlisna v riiznych tkéanich, nabizi se moznost

regulace pfepisu pomoci stability a vyskytu GATA proteint v bunice. [42]
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Polymorfismus

V genu P2X4 receptoru bylo zjisténo mnoho mist s mutacemi, ale pfevazné se
jednd o mutace v intronech. V exonech je znamo 9 mist s jednobodovymi
mutacemi. Ctyfi z téchto mutaci nemaji na vyvoj proteinu vliv, protoZe se jedna
o synonymni mutace, kdy nedochazi ke zmén¢ prepisované aminokyseliny. Pata
mutace zpusobuje posun, protoze je zde jeden nukleotid vynechan. [44]

U zbylych ¢tyt mutaci dochazi ke zméné prepisované aminokyseliny. V malé
mife se vyskytuji mutace v prvnim exonu (T = G; Ser = Ala), ve ¢tvrtém exonu
(G 2 A; Val - lle) av devatém exonu (G 2 A; Cys = Tyr). Az u témér tficeti
procent populace se vyskytuje mutace v exonu 7, kde zdménou adeninu za guanin
dochdzi ke zméné v pfepisu aminokyseliny na pozici 242 z glycinu na serin.
Nékolik polymorfickych mist se nachazi také v nepfepisovaném regionu, at’ uz
pied (6 mist) ¢i za (2 mista) kodem proteinu. Tyto mutace mohou mit potencialné
vliv na miru pfepisu genu pro P2X4 receptor. U Zadné z uvedenych mutaci dosud

nebyl zjistén dopad v klinické praxi. [43-45]

1.6.2. Skladani a kompletace proteinu v burnice

Dle obecného modelu je po spojeni ribozomu s medidtorovou ribonukleovou
kyselinou kodujici membranovy protein rozpozndna smeérujici sekvence
a transkripce zapocne az po nasednuti ribozomu na endoplazmatické retikulum
(ER). Jakmile je mechanismem kontroly kvality odsouhlasena spravnost
sekundarni a terciarni struktury (tzn. vCetné cysteinovych mistkill), je protein
odeslan z ER dale. Klicovou roli vtomto mechanismu pravdépodobné maji
glykany, které rozpoznaji motiv Asn-X-Ser/Thr na pravé syntetizovaném
polypeptidovém fetézci, jakmile vstoupi do ER. [8]

Dle typu pfipojen¢ho glykanu jsou pak provadény dalsi akce: interakce
s riznymi chaperony (calnexin, calreticulin), translocony ¢i opusSténi ER [46].
Cysteinové mistky se tvoii vyhradné¢ v ER, protoze je zde idedlni prostiedi.

Vznikaji spontanné, ale mohou byt vytvofeny ¢i zménény pusobenim protein
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disulfid isomerazy. V redukénim prostiedi jsou cysteinové mistky bez dalsi
enzymatické tcasti Stépeny. [47]

V pokusech sjinymi membranovymi kandly se ukazuje samoskladaci
schopnost receptorovych proteinli. Ke slozeni receptoru by tedy nemusely byt
potieba zadné dalsi pomocné proteiny ¢i lipidy jako jsou translocony ¢i chaperony.
Ale receptor pouzity v uvedenych pokusech nema ve svém fetézci zadné cysteiny.
[48] V protikladu k acetylcholinovému receptoru, kde je pro slozeni podjednotek
hlavni roli druha transmembranova doména, kterd ukotvuje receptor v plazmatické
membrané [49].

Receptory mohou interagovat se svym okolim, shlukovat se do vétSich skupin
a to bud’ se stejnymi receptory ¢i s odliSnymi skupinami, at’ uz receptorti nebo
jinych proteinti [50]. Vyzkumy na ptikladu p1/GABA a P2X, receptort ukazuji, Ze
k tvorbé shlukii nedochazi az na povrchu plasmatické membrany buiky, ale jiz

v ER. Odsud jsou pak spole¢né pieneseny na cilové misto v bunce. [51]

1.6.3. Transport proteinu k membrané a zpét

Kompletné slozeny P2X,; receptor muze byt na zaklad¢ (zatim nezndmé)
smérujici sekvence dopraven z ER pies Golgiho aparat do plasmatické membrany.
Zde je stabilizovan pomoci motivu YxxxK umisténém na C-konci. [8] Primarné je
vSak P2X, receptor smérovan do lysozomu. Vyskyt P2X, receptoru na povrchu
zaznamenan u mikroglii. [50]

Pfesuny a umisténi P2X4 receptoru jsou fizeny endocytickou cestou pomoci
adaptorovych proteinli, dynaminem a cytokininy. V lysozomech nedochazi
k degradaci P2X4 receptoru, ale jen k jeho ulozeni. Je chranén N-glykosylaci na N-
konci. Je mozné, ze je zde receptor i do jisté miry funkcni, napiiklad propousti

vapnik, ktery muze byt v lysozomu ulozen. [52-54]
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Internalizaci, tedy rychlé stazeni receptori z membrany do vacku -
endozomu, provadi adaptorové proteiny. Podjednotka p2 adaptorového proteinu
AP-2 se vaze na netypicky motiv YxxGL vyskytujici se na C-konci P2X4
receptoru. [53] Signalem pro internalizaci je napiiklad iaplikace ATP [55].
Z endozomu muze byt P2X, receptor navracen zpét do plazmatické membrany.
Pokud navréacen neni, ziistdva v endozomu, ktery postupné uzraje v lysozom (viz
Obrazek 3). Tento cyklus miize byt nckolikrat opakovan. P2X, receptory se
navraci na povrch builkky exocytéozou lysozomu, jako odpovéd na aktivaci

fagocytézy &i pii zvyseni [Ca®'i. [8, 53-54]

Obrazek 3: Transport P2X, receptoru v buiice (podle [8])

V endoplasmatickém retikulu (4) zformovany kompletni P2X, receptor je nasledné (1) presunut
pfed cis Golgiho aparat (B) do trans Golgiho aparatu (C). Odtud sméfuje bud’ (2) pfimo do
membrany nebo, prednostné, (3) do pozdniho endozomu (D), z néhoz (4) se stane lysozom (E).
Z membrany (F) je receptor (6) stahovan do ¢asného endozomu (G), ktery muze byt (8) recyklovan
(H), ¢imz se receptor (9) navrati do membrany, nebo (7 a 4) se pfeméni postupné na lysozom.
Z lysozomu (E) muze byt receptor opét (5) navracen do membrany.

P2X4 podjednotka je zobrazena bilé, na N- a C-konci jsou zvyraznény motivy podilejici se na
presunech receptoru (zluta IL motiv, zelend YxxGL) a jeho stabilizaci v membrané (svétle modra
motiv YxxxK).

Stahovani P2X4 receptort z povrchu buiiky miiZze byt zablokovano zvySenim
aktivity protein kindzy A (PKA). NavySend koncentrace cAMP blokuje
konstitutivni endocytézu, pravdépodobné na urovni fosforylace AP-2 proteinu

pomoci PKA. Existuje také moznost piimého ovlivnéni P2X, receptoru, ale
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protoze vime, ze ten sam neni fosforylovan, musel by zde byt pfitomen jesté
néjaky dalsi interagujici protein. Zablokovanim internalizace P2X4 receptorti se
zvysSuje ucinnost ATP-zavislé signalizace, coz muze mit dalekosidhlé nasledky

v nejruznéjsich tkdnich. [52]

1.7.Farmakologie P2X4 receptoru

1.7.1. Aktivace

P2X4 receptor nemd specifického agonistu. Nejucinnéjsi aktivacni latkou je
ATP, v tésném zaveésu za nim je cytidin-5'-trifosfat s 2-methylthioadenosin-5’-
trifosfatem. Oproti jinym podtypiim purinergnich receptori je zde témé&f neaktivni
a,B-meATP (potkani forma je dokonce Uplné necitlivd). P2X4 receptor nelze
aktivovat ani mnohymi z tradi¢nich agonisti purinergnich receptori: ADP, AMP,
adenosinem, B,y-methylenadenosin-5"-trifosfitem ani  guanidin-5’-trifosfat.
V téinku 3°-O-(4-benzoyl)benzoyladenosin-5"-trifosfatu na P2X,4 receptor se
zdroje pon€kud rozchazeji. [7, 20, 31]

1.7.2. Inhibice

Ke klasickym blokatoriim purinergnich receptord, ke kterym se fadi pyridoxal
fosfat-6-azofenyl-2',4'-disulfonova kyselina a suramin, je lidska forma P2X4
receptoru citlivd jen minimalné, potkani forma neni citlivd viibec. Specificky
antagonista pro P2Xy receptor zatim nebyl objeven. [7, 20, 31] Pomérné dobie
blokuje P2X4 receptor jen 2',3'-O-(2,4,6-trinitro-cyklohexadienylidin)adenosin-5'-
trifosfat (TNP-ATP). Ten se také Casto vyuziva v mnoha fyziologickych pokusech

ke zjisténi role receptoru ve sledované tkani. [31]
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1.7.3. Modulace

Moduléatort pro P2X,4 receptor byla objevena cela tfada, vcetné jednoho
naprosto specifického: ivermektinu. Z tradi¢nich modulatori pro skupinu
purinergnich receptort lze na P2X4 receptor pouzit cibacron blue, ktery
v koncentracich 3-30 uM zvySuje U€inek podavaného agonisty, pfi vysSich
koncentracich uz se stava blokatorem. [7, 20] Je mozné, Ze zde dochazi
k ¢astecnému piekryvu vazebnych mist.

Modulaéni vliv na P2X, receptor ma i fada fyziologicky se vyskytujicich
iontll. Zinek pii koncentraci 10 uM piiblizné 3x zvySuje Gcinnost agonisty, aniz by
pii tom ménil maximalni proud nebo strmost kiivky. Pro interakci se zinkem byly
elektrofyziologickymi metodami u zkoumanych mutantt receptoru urceny kritické
AMK v fetézei: Cys'*? a Thr'**. [6, 20]

Ukazalo se také, Ze nahrazeni piislusné AMK za alanin v mistech His'*
a Asp"® vede k dal§imu zvySeni &innosti agonisty v pritomnosti zinku. Tato mista
pravdépodobné také vazi méd’, kterd pii koncentraci 300 uM nesnizuje citlivost
agonisty, ale snizuje maximalni vyvolanou odpoveéd’ zhruba o 60%. P2X, receptor
smutaci D129A jiz nebyl tolik inhibovan médi, ale zaroven se nezménila
modulacni schopnost zinku. Existuje zde tedy urcity predpoklad o vzajemném
plsobeni mist ur€enych k vazb¢ zine¢natych a méd’natych iontd. [6, 41]

Na funkci P2X4 receptoru ma vliv i pH okoli. Jak je zminéno vyse, je v buiice
P2X, receptor uchovavan v lysozomu. Lysozom miize také obsahovat pomérné
velkou zasobu ATP ¢i vapenatych ionti. Jevi se tedy pomérné logické blokovani
receptoru vlivem nizkého pH. Kyselé prostiedi snizuje ucinnost agonisty, pii pH
6,5 0 50% a dale se snizuje, ale neméni jeho maximalni odpovéd’. Inhibice je

zajiSténa protonizaci histidinu v poloze 286. [6, 20, 54]

24



Ivermektin

IVM je derivat ptirodni latky vznikajici v metabolickém procesu Streptomyces
avermitilis. Jedna se o velky makrocyklicky lakton ze skupiny avermektini majici
systematicky nazev 22,23-dihydroavermektin B1%. Vzniké selektivni hydrogenaci
avermektinu B1, je smési dvou izomert Bl, (>80%) a Bl, (<20%). Jednd se
osilng lipofilni latku o velikosti molekuly cca 20 A. Vyuziva se v lidské
1 veterinarni medicin€ jako antiparazitickd latka. IVM piisobi ve svalech a nervech
aktivaci glutamatového receptoru propustného pro chloridové ionty, specifického
pro bezobratlé zivolichy, ¢imz dojde k hyperpolarizaci a nasledné svalové
paralyze. IVM plsobi iv organismu obratlovcd, otevira ¢i méni konformaci
GABA,, a7-nikotinového, glycinového a P2X4 receptoru. Pro P2Xy receptor je
naprosto specificky, na ostatni P2X podjednotky pisobi pifi tadové vysSich
koncentracich ¢i viibec. [9, 56]

IVM ovliviiuje P2X4 receptor na dvou odlisnych rovnich, zfejmé se jedna
o vazbu na dv¢ rtizna mista receptoru. AMK diilezité pro vazbu IVM dosud nebyly
identifikovany. Dle soucasnych poznatkli ma jedno vazebné misto vétsi afinitu nez
druhé. IVM je GC€inny jen pii podani do mezibunééného prostoru, s N- ani C-
koncem nereaguje. Jedno z vazebnych mist je zanofeno z mezibunééného prostoru
do membrany, IVM zde interaguje s hydrofobnimi ¢astmi obou TM. [9, 56]

Pti podani IVM o koncentraci 3 uM dojde az ke dvojnasobnému navyseni
maximalni odpovédi receptoru na aplikaci agonisty mechanismem snizeni trovné
desenzitizace. IVM je schopen zesilovat G¢inek nejen ATP, ale i slabého agonisty,
napf. a,f-meATP. Pii del§im pfisunu IVM do mezibunééného prostoru se navic
prodluzuje doba deaktivace. [9, 56] Schopnosti zvySovat citlivost receptoru
k agonistovi a stabilizovat kanal v otevieném stavu se IVM fadi k dilezitym
nastrojum vyzkumu P2X, receptoru, kdy jim vyvolany pozitivni modulaéni uc¢inek

pomaha dale zkoumat mutace, které se jevi jako nefunkéni. [56-57]

? PIny nazev: (2aE.4E,8E)-(5'S,6S,6'R,7S,11R,13R,15S,17aR,20R,20aR,20bS)-3',4',5',6,6',7,10,11,-
oxospiro(11,15-methano-2H,13H,17H-furo(4,3,2-pg)(2,6)benzodioxacyklooktadecin-13,2'(2H)
pyran)-7-yl 2,6-dideoxy-4-O-(2,6-dideoxy-3-O-methyl-alfa-L-arabino-hexopyranosyl)-3-O-methyl-
alfa-L-arabino-exopyranosid (zdroj: ChemID)
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1.8.Kineticky model P2X4 receptoru

Iontové kandly mohou mit nékolik funkénich stavi: klidovy, aktivovany,
inaktivovany, desenzitizovany aj. Kinetické modely iontovych kanall popisuji
pocet funkénich stavii a rychlosti, jakymi dochazi k pfechodim. Kompletni
kineticky model pro samotny P2X, receptor neni znam, definici ztézuje nejen jeho
pomald desenzitizace a moznost modulace, ale inejasnost v poftu a mozném
ovlivnéni potfebnych molekul agonisty. Jednoduchy linearni Markoviiv model pro
P2X receptory predpoklada ctyfi uzaviené stavy, které odpovidaji postupnému
navazovani ATP do vSech tfi vazebnych mist receptoru, a jeden otevieny stav. [58]

V modelu pro P2X; receptor se jiz odrdzi moZznost otevieni receptoru po
navazani pouze dvou molekul ATP. Zarovent P2X; receptor nedesenzitizuje, takze
i jeho kineticky model je linearni. Oba zminéné modely neptredpokladaji
allosterické ovlivnéni uzavieného receptoru ve sméru zvyseni afinity pro vazbu
dalsi molekuly ATP, jak tomu byvé u jinych ligandem aktivovanych kanald, ale
naopak nezavislost vazby jednotlivych molekul ATP. [58]

Vzhledem k tomu, Ze krystalova struktura receptoru v otevieném stavu neni
znama, mame jen nékolik voditek, jak si predstavit otevirani iontového kanalu
receptoru. Aktivaci receptoru dochazi ke konformacnim zménam, podjednotky se

rozestupuji a pravdépodobné sklani za tvorby vodivého péru. Pohyb podjednotek

-0.5 sec| +ATP 0.0 sec

10 nm
Obrazek 4: Otevirani kanalu P2X, receptoru po aktivaci ATP. Prevzato z [29]

Piimé snimani P2X, receptoru umisténého v micele metodou mikroskopie atomarnich sil. ATP
podano v ¢ase 0, po podani lze sledovat postupné rozestupovani jedné kompaktni struktury na tfi
mensi - podjednotky receptoru. Na snimcich Ize odlisit dva oteviené stavy, hranice mezi nimi je
mezi ¢asy 1,0sa2,0s.
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a konformacni zmény po aktivaci mizeme sledovat na obrazku 4. Je zde vidét, Ze
se nejprve otevird por a poté se podjednotky receptoru jesté dale rozestupuji. [32]
Z toho lze usoudit, ze existuji minimaln¢ dva oteviené stavy receptoru.

Kineticky model pomalu desenzitizujictho P2X, receptoru jiz zahrnuje pét
uzavienych stavii a dva oteviené, které navic netvoti jednu linii (viz obrazek 5).
Stav Cs zde charakterizuje uzavieny stav, kdy receptor neni schopen reagovat na
aplikaci agonisty, coZ je stav desenzitizovany. Ani tento model ale neni schopen

popsat slozitou kinetiku P2X, receptoru a dilataci poru. [58-59]

Oﬂ\
C, = C, = C,=—C, ¢,
ATP ATP ATP \ /
%oeé

Obrazek 5: Kineticky model P2X; receptoru. Prevzato z [59].

C, uzavfeny stav, C, uzavieny stav s jednou navazanou molekulou ATP, C; uzavieny se dvémi
ATP, C,uzavieny se ttemi ATP; O,, Op otevieny stav; Cs uzavieny stav neschopny reagovat na
dalsi aplikaci ATP, tzn. desenzitizovany stav.

P2X, receptor modulovatelny ivermektinem obsahuje pravdépodobné dvé
vazebna mista pro tento modulétor, kterd rizn¢ ovliviuji kinetiku receptoru. Na
zakladé meéfeni zmén aktivity jednotlivych kandld v pfitomnosti [VM autofi
usuzuji, ze v kinetice P2X4 receptoru se musi vyskytovat nejméné pét uzavienych
stavl a tfi oteviené. [9]

Na kinetiku P2X4 receptoru maji vliv i dal§i faktory. Ptes C-konec je
ovlivitovan ptitomnosti fosfoinositolfosfatt, které¢ hraji roli v desenzitizaci.
Fosfoinositol-4,5-bisfosfat (PIP,) ma vliv na kinetiku aktivace a deaktivace.
Dokonce se zda, Zze ATP je vjeho nepfitomnosti jen casteCny agonista.
Fosfoinositol-3,4,5-trisfosfat (PIP3) ovlivituje velikost amplitudy odpovédi na ATP
a délku trvani deaktivace. Ovlivnéni je zifejmé pfi toku vapenaty kationtl pies
P2X, kanal: dojde k aktivaci Ca**-zavislé fosfolipazy C, ta snizi koncentraci PIPs,
coz nasledné snizi odpoveéd’ kandlu na podnét. [60] Dochazi k pfimému kontaktu
mezi lipidem a kanalem v oblasti mezi Cys*® a Val’”. PIP, a PIP; jsou negativng

nabité molekuly, takze pro interakci s nimi piipadaji v ivahu kladn€¢ nabit¢ AMK
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(lysin a arginin). V oblasti C-konce byly dfive ur¢eny dvé AMK, které maji vliv na
desenzitizaci — Lys> > a Tyr’ . [60-61]

zde zahrnuta desenzitizace, kterd je u tohoto podtypu velmi rychld, a aktivace az
po navazani tfech molekul agonisty. Ani tento model neobsahuje moznost aktivace
jen dvémi molekulami, ani dal$i moznosti interakci vazebnych mist, podobné jako
u modelt uvedenych vySe. [62] Pro kineticky model P2X, receptoru se navic

ptedpoklada spoluprace podjednotek pii navazovani dal§ich molekul agonisty. [58]

Ek
R AR AR > AsR AR’

oy
D AD AD AzD A;Dy

Obrazek 6: Kineticky model P2X; receptoru. Pievzato z [62] a upraveno.

R receptor v uzavieném stavu, A agonista, D pomalu desenzitizujici stav, R® otevieny stav,
D¢ rychle desenzitizujici stav. Receptor se v modelu otevird az po navézani tii molekul ATP, ale
pomalu desenzitizujici stavy a uzaviené stavy mezi sebou mohou volné prechazet.

Pokud bychom chtéli vytvoftit kineticky model zahrnujici kromé moznosti
aktivace a otevieni kanalu pifi dvou nebo tfech navdzanych molekulach agonisty
idvé riznd vazebnd mista pro IVM, museli bychom nutné¢ dospét

k trojrozmérnému, pomérné komplikovanému, modelu.
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2. CILE PRACE

Cilem této diplomové prace bylo prispét k objasnéni ulohy deseti

ektodoménovych cysteinovych zbytkii ve funkci purinergniho P2X, receptoru.

Konkrétné byly feseny tyto ukoly:

1)

2)

3)

4)

5)

Klasickymi metodami molekularni biologie vytvotfit v . DNA kodujici
purinergni P2X4 receptor 10 mutaci, z nichz kazda bude mit jeden z deseti

ektodoménovych cysteini vyménén za alanin.

Takto pozménénymi geny transfekovat modelové builkky a pomoci
konfokéalni  mikroskopie  zjistit, bréni-li zaména cysteinu za
alanin transportu receptoru do membrany a potazmo v jeho spravném

sloZeni.

Elektrofyziologickou metodou patch clamp studovat vliv jednobodovych
mutaci v ektodoménové smycce na citlivost receptoru a na maximalni

amplitudu proudové odpovédi vyvolané aplikaci mimobunécného ATP.

Pro vSech deset mutantl sestavit kiivky zavislosti odpovédi na davce
aumutaci snizkou amplitudou sestavit kiivku po preinkubaci s IVM,

specifickym pozitivnim allosterickym modulatorem P2X4 receptoru.

V prostedi IVM zjistit vliv mutaci na ¢asovou konstantu deaktivace (Tos),
tj. poklesu proudové odpovédi po odstranéni ATP, ktery je nepiimo
umérny k poloviéni efektivni koncentraci (ECsp) agonisty aktivujiciho

receptor.

29



3. METODIKA

V proteinu receptoru P2X; byly molekularn¢ biologickymi metodami
vytvateny jednobodové mutace, kdy byly cysteiny vyméiovany za alaniny.
Receptor byl nésledné¢ exprimovdn v bunééné linii lidskych embryondlnich
ledvinnych bunék ¢. 293 (HEK293; American Type Culture Collection, Manassas,
VA, USA). Funk¢nost receptoru byla provétovana elektrofyziologickym méfenim

a jeho exprese byla zkoumana pomoci konfokalni mikroskopie.

3.1. Bodové mutace v proteinu

K mutacim byla pouzita potkani forma genu kddujiciho podjednotku P2X4
receptoru (rP2X4). K dispozici byla zesilenym zelenym fluorescenénim proteinem
(EGFP) znacena cDNA kodujici sekvence, EGFP-rP2X4 (GenBank accesion no.
NM 031594, [63]), klonovana ve vektoru pIERS2 (Clonetech, Mountain View, CA,
USA) a neznaCend rP2X4 [29] klonovana ve vektoru plERS2-EGFP. Pouzité
vektory v sobé nesly rezistenci na kanamycin. Tyto geny byly poskytnuty
laboratoii Dr. S. S. Stojilkovic¢e (NIH, Bethesda, MD, USA).

3.1.1. Polymerazova retézova reakce

Bodové mutace byly do proteinu vnaSeny pomoci pozménénych primert pii
polymerdzové ftetézové reakci (PCR). Primery skladajici se z33-36 bazi
s mutovanym mistem zhruba uprostfed byly objednavany u firmy VBC-Biotech
(Viden, Rakousko). K vytvoreni smési pro PCR byl pouzit kit QuikChange II site-
directed mutagenesis (Stratagene, La Jolla, CA, USA). Reakéni smés byla na ledu
piipravena do mikroeppendorfek. Jako templat byl pouzit znaCeny ¢i neznaceny

cDNA kodujici konstrukt divokého typu (WT) rP2X, receptoru.
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Slozeni reakéni smési:  10x PfuUltra pufr Sul

templat (300 ng/ul) I ul
smes ANTP (50 mM) 1,2 pl
primer DO (100 pm/ul) 2 ul
primer UP (100 pm/pl) 2 ul
deionizovana voda 37,8 ul
PfuUltra DNA polymerasa 1 pul

Eppendorfka se smési byla zvortexovana a stocena, aby byl roztok co nejvice
homogenni, aumisténa do Mastercycleru personal (Eppendorf, Hamburg,
Némecko). Zde probéhla PCR dle nasledujiciho schématu: krok 1 - T = 95 °C,
t=1 min; krok 2 = T =55 °C, t=1 min; krok 3 = T =68 °C, t = 10 min; kroky
1-3 opakovat 19-krat; krok 4 = T = 68 °C, t = 12 min, dale udrzovat pii T = 4 °C.
Po skonceni celého cyklu PCR byl ke smési ptidan 1 pl enzymu Dpn I, ktery ma
za ukol rozstépeni templatové DNA. Obsah eppendorky byl jemné promichéan
Spickou pipety ainkubovan 1 hod pii 37°C. Vyslednd smés byla pouZita pti

transformaci kompetentnich bun¢k ¢i uchovana zamrazenim v -20°C.

3.1.2. Transformace kompetentnich bunék

K transformaci byly pouzity kompetentni bunky Escherichie coli JM109
(Promega, Madison, WI, USA). Transformace byla provedena metodou teplotniho
Soku.

K 50 pl kompetentnich bun¢k bylo ptidano 10 pl vysledné smési z PCR,
obsah eppendorfky byl jemné promichan a ponechan 20-30 minut na ledu. Béhem
této doby byly suchy blok Thermomixeru comfort 1,5 ml (Eppendorf, Hamburg,
Neémecko) a tekuté LB medium piedehiaty na 42°C. Po uplynuti stanoveného ¢asu
byly eppendorfky s transformacni smési pfemistény na 45 s do Thermomixeru.

Po zchlazeni na ledu vdélce 2-3 minuty bylo ke smési ptfiddno 170 pl
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pfedehiatétho LB media. Nasledné byly eppendorfky s transformacni smési za
stalého tiepani (350 rpm) inkubovany 1 hod pti 37°C.

Po inkubaci byly transformované bunky vysety na Petriho misky s LB agarem
obsahujicim kanamycin (30 pg/ml; SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg,
Neémecko) a ulozeny na 16-20 hod do termostatu Binder (BINDER GmbH,
Tuttlingen, Neémecko) nastaveného na teplotu 37°C. Z narostlych kolonii bylo
vybrano n¢kolik dobie ohrani¢enych, samostatnych a pokud mozno vzdalenych.
Ty byly odpichnuty a samostatné inkubovany za stalé¢ho tfepani (200 rpm) v 5 ml
tekutého LB media s pfidavkem kanamycinu (30 pg/ml). Po 12-16 hodinach byly

bunky pfipravené ve vyhovujici koncentraci pro izolaci plazmidu.

Tekuté LB medium

Slozeni: 1% tryptonu (ICN Biomedicals, Aurora, Ohio, USA), 0,5%
kvasinkového extraktu (Serva), 1% chlorid sodny (NaCl; Sigma-Aldrich, Ayrshire,
UK). Smés byla rozpusténa v deionizované vod¢ a pH bylo pomoci hydroxidu
sodného (NaOH) upraveno na 7,4. Medium bylo sterilizovano 20 min pii 121°C

a dale ulozeno v lednici (cca 4°C).

LB agar s kanamycinem

Slozeni: 1% tryptonu, 0,5% kvasinkového extraktu, 1% NaCl, 1,5-2,0% agaru
(Difco, Detroit, USA). Smés byla rozpusSténa v deionizované vodé, sterilizovana
20 min pifi 121 °C apo ochlazeni na 50 °C byl pfidan kanamycin (30 pg/ml).
Takto pfipraveny agarovy roztok byl rozlit v boxu Jouan MSC 12 (Thermo Fisher
Scientific Inc., Wilmington, DE, USA) na Petriho misky a ponechéan pii pokojové
teploté ztuhnout. Hotové misky byly ulozeny do lednice (cca 4°C).
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3.1.3. Izolace DNA, sekvence

Izolace plazmidu byla provedena pomoci kitu JETquick Plasmid Miniprep
(Genomed, Lohne, Nemecko). Suspenze s buiikami byla postupné sto¢ena, 2 min
pii 13000 rpm a pokojové teploté, v eppendorfce. Tekutina byla odstranéna
a peleta byla resuspendovana ve 250 ul roztoku G1. Ke smési bylo ptidano 250 pl
roztoku G2 a obsah eppendorfky byl jemné promichén obracenim dnem vzhiiru.
Smés byla inkubovana 5 min za pokojové teploty. Dale bylo pfiddano 350 pl
roztoku G3. Smés byla opét jemné promichdna az k dosazeni zdanlivé
homogenity. Eppendorfky se smési byly nasledné stoceny 10 min pii 13000 rpm
a pokojové teplot¢.

Odstfedéna tekutina byla slita do specidlnich kolonek a pfi centrifugaci
(1 min, 13000 rpm, pokojova teplota) byla v ni obsaZzena DNA zachycena na filtru.
Nasledn¢ byla DNA cisténa 500 pl roztoku GX a po jeho odstranéni sto¢enim
(1 min, 13000 rpm, pokojova teplota) jesté¢ 500 ul roztoku G4. Piebytecna
kapalina byla odstranéna dvakrat provedenou centrifugaci (1 min, 13000 rpm,
pokojova teplota) pro odstranéni stop etanolu. Nakonec byla DNA z kolonky
vymyta pfi stoeni (2 min, 13000 rpm, pokojova teplota) 60 ul TE pufru
piedehiatého na 70°C v Thermomixeru.

U suspenze byla zméfena koncentrace DNA na pfistroji NanoDrop ND-1000
Spectrophotometer  (Thermo  Fisher  Scientific Inc) pomoci programu
NanoDrop/Nucleic acid/DNA-50. Vzorky byly odneseny na sekvenaci do
komer¢ni laboratotfe (Mikrobiologicky tstav AVCR, v.v.i.), kde byla na pftistroji
ABI Prism 3130x/ Genetic Analyzer (Applied Biosystems Inc, Foster City, CA,

USA) ovéiena spravnost jejich sekvence.

3.2. Péce o bunky

Buitky HEK293 byly péstovany v médiu skladdajicim se z Dulbeccova
modifikovaného Eaglova média (D-MEM; [nvitrogen, Carslbad, CA, USA),
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10% tepelné deaktivovaného hovéziho plodového séra (Sigma-Aldrich),
50 U/ml penicilinu (Invitrogen) a 50 ng/ml streptomycinu (Invitrogen,).

Buiiky rostly v 75 cm® plastovych kultivacnich lahvich (NUNC, Rochester,
NY, USA). Lahve s butikami byly umistény v inkubatoru IR SENSOR (Sanyo E&E
Europe BV Medical Division, Az Etten Leur, Holandsko) pti 37°C v atmosféie
nasycené vodnimi parami a obsahujici 5% CO; a 95% vzduchu. Buiky byly
ponechany v tomto prostfedi pfiblizné 48 az 72 hodin, jakmile pokryly 80% az
95% plochy lahve, byly pfepasaZovany.

3.2.1. Pasazovani

V boxu bylo z kultiva¢nich lahvi odsato médium a buiikky byly oplachnuty
3ml Versenova roztoku (Invitrogen) ohtatého na teplotu 37°C. Aby doslo
k uvolnéni bun¢k od povrchu kultivacni lahve, byly nasledné inkubovany ptiblizné
30s pii 37°C se 3ml Versenova roztoku s0,25% trypsinu. Trypsin byl
inaktivovan 5 ml piedehiattho D-MEM media a cely obsah lahve byl jemné
promichdn nasatim a vypu$ténim z pipety. Obsah lahve byl pfemistén do
zkumavky a stoCen po dobu 5 min pii 800 rpm a 26°C. Tekutina byla slita a peleta
byla resuspendovéna v 5 ml predehiatého D-MEM media.

Pro udrZeni bunécné linie bylo do nové lahve se 7,5 ml pfedehiatého D-MEM
media nasazeno 0,3-0,5 ml suspenze bungk (obsahuje 1,5-2,0.10° bungk). Buiiky
byly vzdy péstovany ve dvou nezavislych lahvich (obvykle jedna s vyssi
koncentraci bunék, druha s niz8i), z nichZ jen jedna byla vybrana k pasazovani.
Celkovy pocet pasazi se pohyboval mezi 30-50. Nové bunky byly ziskany
rozmrazenim zasob (2. — 3. pasaz originalnich bun¢k) uchovavanych v tekutém
dusiku. Pro transfekci se buniky nasazovaly do 35 mm plastovych kultiva¢nich
misek (Sarstedt, Newton, NC, USA) se tftemi 12 mm poly-L-lysinovymi skli¢ky
(Glaswarenfabrik Karl Hecht KG, Sandheim, Nemecko). Do misky se 2 ml
predehiattho D-MEM media byly na kazdé sklicko nasazeny 4 ul bunécné

suspenze.
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3.2.2. Transfekce

Transfekce byla provedena 24 hod po nasazeni bunc¢k na sklicka podle
transfekéniho protokolu jetPRIME (Polyplus-transfection, Illkirch, Francie).
V eppendorfce bylo smichano 200 pl pufru jetPRIME se 2 ng DNA a smés byla
homogenizovana po 10 s vortexovanim s naslednym kratkym stocenim. Ke smési
pufru a DNA byly pfidany 2 pul jetPRIME a transfekéni smés byla po dalsim
10 s vortexovani inkubovana 10 min pfi pokojové teploté. Mezitim bylo z misek
odsato staré kultivacni medium a nahrazeno 2 ml Cerstvého piedehfatého D-MEM
media. Po uplynuti potfebné doby bylo do media ptidano 200 pl transfekéni smési.
Pied méfenim byly buiiky v této smési inkubovany dalsich 20-48 hod. U¢innost

transfekce bunék byla vyssi nez 95%.

3.3. Elektrofyziologicka méreni

Elektrofyziologickd méteni byla provadéna patch-clamp technikou. Po dobu
méteni byly bunky udrZzovany v minimalnim médiu bez séra, napodobujicim
iontové prostfedi wuvnitf organismu, tj. v mezibunééném roztoku (ECS).
Membranové proudy byly vyvolavany aplikaci agonisty do ECS v tésné blizkosti
buniky. Vodivé spojeni s vnitinim prostorem bunky zajisStoval po protrzeni

membrany vnitrobunéény roztok (ICS) ve sklenéné mikropipeté-elektrode.

3.3.1. Roztoky

Mezibunécény roztok

V pribéhu méfeni byly buiiky ponofeny v proudicim ECS, ktery byl slozen
z chloridu sodného, chloridu draselného, chloridu vapenatého, chloridu
hotec¢natého, N-(2-hydroxyetyl)piperazin-N'-2-etansulfonové kyseliny

a D-gluko6zy rozpusténych v deionizované vodé. Vsechny chemikélie pochézely
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v tabulce I.

Tabulka I: SloZeni mezibunééného roztoku.

od firmy Sigma-Aldrich. Pfislusnd mnozstvi a vysledné koncentrace naleznete

mnozstvi vyslednd
chemikalie zkratka koncentrace
na 11ECS
[mM]
chlorid sodny NacCl 8,298 g 142
chlorid draselny KCl 0,223 g 3
chlorid vapenaty (1 M roztok) CaCl, 2 ml 2
chlorid hotec¢naty (1 M roztok) MgCl, 1 ml 1
D-glukosa - 1.8¢ 10
N—(2-hydroxyet,yl)p1p§ra21n- N'- HEPES 2383 ¢ 10
2-etansulfonova kyselina
deionizovana voda - 11 -

Po rozpusténi vSech chemikalii bylo NaOH upraveno pH na 7,3. Vysledny
roztok mél osmolaritu 290-300 mOs/l. Jeji hodnoty byly kontrolovany na
osmometru Vapro 5520 (Wescon, Logan, UT, USA). Zasobni ECS byl ulozen
v plastovych lahvich ktomu urcenych pii -20°C. Obvykle bylo pfipravené

mnozstvi spotfebovano nejpozdéji za mesic.

Vnitrobunéény roztok

Sklenéna elektroda, kterou byly snimany ATP-stimulované odpovédi
z transfekovanych HEK293 buné€k, byla naplnéna ICS ptipravenym z 2,592 g
chloridu cesného (CsCl), 0,238 g HEPES a0,418g etylen glykol-bis(2-
aminoetyleter)-NV,N,N,N'- tetraoctové kyseliny. Po rozpusténi ve 100 ml
deionizované vody bylo roztoku upraveno pH na hodnotu 7,2 hydroxidem cesnym
(CsOH). Roztok byl rozpipetovan do 1 ml eppendorfek aulozen do -80°C.
Vsechny chemikalie pro ptipravu ICS byly zakoupeny u firmy Sigma-Aldrich.

36



Aplikacni roztoky

Jako aplika¢ni roztok byl pouzivan ATP o koncentracich 0,1, 0,3, 1, 3, 10, 30,
100, 300 a 1000 uM. Aplikac¢ni roztoky byly pfipravovany pied kazdym pokusem
cerstvé ze zéasobniho roztoku ATP rozpuSténim v ECS. Aplikaénim roztokiim
s vysokou koncentraci ATP (100, 300 a 1000 uM) bylo kontrolovano pH
a v ptipad¢ potfeby upraveno NaOH na hodnotu 7,3. Zasobni roztoky ATP
v deionizované vod¢ o koncentracich 100 mM a 10 mM byly uchovavany v -80°C.

V nékterych pokusech byl ATP aplikovan po 2-6 minutové preinkubaci bunék
s IVM o koncentraci 3 uM. Roztok IVM v ECS byl také ptred kazdym pokusem
pfipravovan cCerstvy. Jako zasobni roztok byl pfi 4°C uchovavan 10 mM roztok
IVM v dimetylsulfoxidu (DMSO). Vzhledem k nestabilit¢ IVM byl roztok
piipravovan 2x mésicné. Koncentrace DMSO v aplikaénim roztoku IVM
nepiesahla 1%. V této koncentraci nema DMSO vliv na odpovédi P2X4 receptoru

stimulovaného ATP [64].

3.3.2. Snimani signalt z bunék

Pti aktivaci P2X, receptoru a otevieni jeho péru se méni iontova rovnovaha
v buiice a lze tak snimat odpovédi na podnét ve formé miniaturniho elektrického
proudu (fadové v jednotkach pA az nA). Proudové odpovédi byly snimény
z celych bunék po stimulaci ATP patch-clamp technikou. Méfeni bylo provadéno
na HEK293 bunikéach 20-48 hodin po transfekci. Jedno 12 mm poly-L-lysinové
sklicko s buitkami bylo umisténo ve stale proudicim ECS v komtrce o objemu cca
3 ml. Proudéni ECS bylo zajisténo aplikacnim systémem RSC-200 Rapid Solution
Changer System (BIO-LOGIC, Claix, Francie) a odsavanim pomoci vodni
Vyvevy.

Vodivé spojeni s vnitinim prostfedim butiky bylo zajisténo ICS ve sklenéné

elektrodé. Elektroda byla vyrobena z trubi¢ek z borosilikdtového skla (World
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Precision Instruments, Inc., Sarasota, FL, USA) s vnéjS§im primérem 1,65 mm
atloustkou stény 0,2 mm. Do potiebného tvaru byly formovany pomoci
horizontalniho tahace (model P-97, Sutter Instruments, Novato, CA, USA). Jejich
ostra Spicka byla nakonec zatavena pomoci ,,mikrokovarny* (model MF-830,
Narishige, Tokyo, Japonsko). Vysledny primér Spicky elektrody se pohyboval
mezi 1 a2 um. Po naplnéni ICS a pfipojeni k systému mély tyto elektrody odpor
3-5 MQ. Pohyby sklenéné -elektrody byly pifi pokusu ovladany pomoci
mikromanipulatoru (model MP-285, Sutter Instrument).

Sklenéna mikropipeta byla spojena s méficim systémem argentchloridovou
elektrodou ponofenou v ICS. Spicka mikropipety byla lehce pitisknuta k povrchu
bunkky ajemnym podtlakem stabilizovana vtazenim c¢asti builkky do elektrody.
Nasata Cast membrany byla nasledné protrzena zménou tlaku ¢i pasobenim
kratkého elektrického impulsu. Pii spojeni s vnitinim prostiedim buiiky bylo
napéti na membrané¢ nastaveno na -60 mV, hodnotu blizkou pfirozenému
membranovému potencialu bunky. Toto konstantni napéti bylo kontrolovano pies
prevodnik pomoci méfici elektrody.

Odpovédi byly stimulovany aplikaénimi roztoky s ATP, jejichz pfitok byl
regulovan pomoci ventilového systému BioLogic EVH-9 (BIO-LOGIC, Claix,
Francie). Vyusténi aplikacniho systému bylo piiblizné 500 pm od a 50 pm nad
snimanou buitkou. Vyména celého objemu ECS v okoli bunék trvala 100-300 ms.
Odpovédi byly nahravany pomoci programu Clampex 9.0 (Molecular Devices,
Sunnyvale, CA, USA) a zesilovae Axopatch-200B (Axon Instruments, Union City,
CA, USA) ptes Besseluv filtr na 1kHz. K zesilovaci byl pfipojen dratek méfici
argentchloridové elektrody ponofeny v ICS areferencni argentchloridova
elektroda ponofena v ECS. Snimané proudy byly pfevedeny na napétovy signal
pomoci sondy zesilovace s proudovo-napétovym pievodnikem. Napétovy signal
byl zesilen, filtrovan a digitalizovan (Digidata 1200, Axon Instruments).

K méfeni, které probihalo asi 1 hod za pokojové teploty, byly vybirany buiky
o priblizné stejné velikosti, tvaru a miry exprese. K detailnimu pohledu na bunky
byl pouzit mikroskop Olympus (model 1X71, Olympus, Melville, NY, USA)

s objektivy se zvétSenim 10x a 40x a pfidavnou lupou zvétSujici 2x. Protoze
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exprimovany protein byl pfimo spojen s fluoreskujicim EGFP, byla mira exprese
kontrolovana pomoci UV lampy a filtru U-ZWIB2 pro excita¢ni vinové délky
460-490 nm a emisi pii 505 nm.

3.4.Konfokalni mikroskopie

Ke zjisténi vyskytu receptoru v membrané byla pouzita technika konfokalni
mikroskopie. Nebylo tfeba pouzivat zadné protilatky, protoze k transfekeci byly
vyuzité formy mutaci spojené s EGFP. Na konfokélni mikroskopii byly pouzivany

bunky péstované shodn¢ jako bunky urcené k elektrofyziologickym métenim.

3.4.1. Priprava bunék pro konfokalni mikroskopii

Z misek se tfemi 12 mm poly-L-lysinovymi sklicky s transfekovanymi
HEK?293 buitkami bylo opatrné odsato médium a buiiky byly opldchnuty 3% 1 ml
roztoku PBS. Buiky byly fixovany na ledu 2 ml ledového metanolu po dobu
5 minut. Nasledn¢ byl zbyly metanol odsan a sklicka byla ponechéna 10-20 minut
oschnout. Mezitim byla podlozni sklicka ociSténa, odmasténa etanolem a popsana.
Na kapku Vectashieldu (s obsahem DAPI; Vector Laboratories, inc., Burlingame,
CA, USA) byla po osuseni papirovou utérkou pfiloZzena buitkami dovnitf
poly-L-lysinova skli¢ka. Sklicka spojena Vectashieldem byla ponechéna schnout
1 hodinu za pokojové teploty piikrytd filtracnim papirem a v temnoté (Supliku).

Po uschnuti byla skli¢ka pfesunuta do specidlnich desek a umisténa do lednice.
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Extracelularni roztok s fosfatovym pufrem (PBS)

Roztok byl pfipraven rozpusténim 8,591 g NaCl, 0,201 g KCIl, 0,200 g
dihydrogenfosfore¢nanu draselného (KH,PO4) a 0,610 g hydrogenfosforecnanu
sodného (Na,HPO,4) v 1 litru deionizované vody. VSechny chemikalie byly
zakoupeny u firmy Sigma-Aldrich. U roztoku bylo pH upraveno na 7,3 pomoci
NaOH.

3.4.2. Snimani obrazu

Ke snimani obrazu byl pouZzit konfokalni mikroskop Leica SP2 (Leica
Microsystems, Wetzlar, Nemecko). Laser byl nastaven na excitacni vlnovou délku
EGFP A = 488 nm. Orientace na sklicku a vyhledani skupiny bun¢k bylo zajisténo
pomoci filtru zobrazujiciho zbarveni jader DAPI. Signal zbunck byl sniméan
v rozmezi vinovych délek 500-510 nm, coz odpovida emisnimu pasmu EGFP.
Sniméni standardné€ probihalo za jednotné nastavenych podminek (jas aj.) tak, aby
mohl byt jednozna¢né porovnavan divoky typ s mutantem. Pro vysledné obrazky
ale musela byt u mutantd z divodu nizs§i svitivosti nastavena vyssi citlivost
(divoky typ 632 V, mutace 709 V). VSechny vysledné obrazy se skladaly ze

4 horizontalnich a 4 vertikalnich vrstev.
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3.5.Vyhodnocovani vysledki - vypocty

Velikosti odpovédi vyvolanych ATP byly vyhodnocovany pomoci programu
Clampfit 9 (Axon Instruments). Body ziskané pii elektrofyziologickych méfenich
byly prokladany v programu SigmaPlot 10 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA) Hillovou

tii parametrickou sigmoidalni kiivkou podle rovnice:

EC.\" 1
50

Hodnota y pfedstavuje amplitudu proudové odpovédi vyvolané podanim ATP,

Lnee maximalni  amplitudu  proudové odpovédi vyvolané 100 uM ATP,
ECsg koncentraci ATP, pii které receptor dosdhne poloviny velikosti maximalni
amplitudy proudové odpovédi. Proménna x vyjadiuje podavanou koncentraci ATP.
Konstanta 4 oznacuje Hilliv koeficient, ktery zde byl pevné stanoven na hodnotu
h=1,3. Hilliv koeficient se vztahuje k poctu vazebnych mist pro agonistu
v proteinu a pii usnadilovani navazovani dal$i molekuly je nizSi nez pocet
vazebnych mist [65]. Tato hodnota pro Hilliv koeficient byla stanovena
experimentalné pro divoky typ rP2Xs receptoru v rozsdhlém souboru hodnot
méfenych v laboratofi  Bunééné amolekuldrni neuroendokrinologie na
Fyziologickém ustavu Akademie Véd.

Casova konstanta deaktivace byla uréena prolozenim exponencialni funkce
nejlépe vystihujici skute¢nou naméfenou odpovéd’. Casové konstanty deaktivace

byly vypocitavany programem Clampfit 9 dle rovnice:
y = A. e_(t/foff)

Hodnota 4 ptedstavuje amplitudu proudové odpovédi, proménna ¢ je Cas
v bod¢ y, ¢asovou konstantu deaktivace vyjadiuje hodnota Ty

Vsechny hodnoty v textu jsou uvadény jako primér + smérodatnd odchylka.
Statisticky vyznamné odlisné hodnoty byly vyhodnoceny pomoci programu
SigmaStat 9 tabulkou ANOVA s naslednym Tukeyovym testem na Urovni
vyznamnosti 99% (p <0,01).
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4. VYSLEDKY
4.1.Experimentalni model

Deset cysteinit v ektodoménové smycce P2X4 receptoru bylo, jeden po
druhém, nahrazeno alaniny. Nahrada za maly alanin je zédkladni metodou, jiz se
zjistuje vliv polarity, naboje ¢i jinych vlastnosti ptivodni AMK na strukturu
a funkci receptoru. Alaninova substituce ektodoménovych cysteini byla pouzita
i v analogickych pracich na jinych purinergnich P2X receptorech vnesenych do

zabich oocyti (viz tabulka IT).

Tabulka II: Vysledky dosud publikovanych praci o cysteinech v ektodoméné P2X

receptord.
P2X, [66] P2X, [67] P2X, [68]
ECso (uLM) amplituda ECso (uM) amplituda ECso (uM)  amplituda
WT ~1 WT 32 WT 8.2
CI17A 3.2* C113A  990* ! C116A 22.8* !
C165A 2.7+ C164A  869* ! C165A 47.2% )
C126A 4.6 * C124A  462* ! C126A 28.5% !
Cl49A 5.1% C147A  459* ! C149A 19.6* !
C217A 9.8" C214A  303* 1 C217A 16.5% !
C227A 54 %% C224A n.f. 1l C227A 22.5*% l
C261A 1.4 1 C258A 30 I C261A 8.8 !
C270A 23 * 1 C267A 30 I C270A 10.4 !

Sipky u amplitudy zna&i snizeni (|) & vyznamné snizeni (|]) maximélni amplitudy proudové
odpovédi u mutovaného receptoru. Hvézdicky u polovicnich efektivnich koncentraci (ECsy) znaci
statisticky vyznamnou zménu hodnoty oproti divokému typu. VSechny uvedené vyzkumy byly
provadény na zabich oocytech (kromé amplitudy mutaci receptoru P2X,, které byly méfeny také
na HEK293 bunkach). Mutace jsou sefazeny podle mustkd, jak k sobé patii dle publikované
krystalové struktury zfP2X,[1].
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V této praci byla zménéna DNA vnesena do bunck HEK293 a po expresi
receptoru  byly ztéchto bunék snimany proudové odpoveédi vyvolané
mimobunécnou aplikaci ATP. V kazdém pokusu byl kromé mutovaného receptoru
souCasn¢ meéfen také divoky typ receptoru. Porovndni namétfenych hodnot
amplitud vyvolanych riiznymi koncentracemi ATP mélo slouzit k sestaveni kiivky
zavislosti u€inku na davce a ureni hodnoty ECsg, ale u nékterych mutaci byly
proudy tak malé, ze uréeni ECsy nebylo mozné. K dalSimu hodnoceni vlivu mutace
byl proto vyuzit pro P2X4 receptor specificky modulator: ivermektin. Jeho
uc¢inkem dochdzi ke zvySeni citlivosti receptoru na ATP, zvySeni maximalni

odpovédi a prodlouzeni doby deaktivace (viz obrazek 7).
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Obrazek 7: Chovani divokého typu P2X, receptoru.

: Odpovéd’ receptoru na aplikaci ruznych koncentraci ATP (Cernd tsecka nad odpovéd'm
Seda cara znadi aplikaci IVM. Po aplikaci IVM je jasné viditelné prodlouzeni doby deaktiva

a zvyseni amplitudy odpovédi.

>

=
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: K¥ivka zavislosti odpovédi na podané davce ATP. Carkovana kiivka bez piitomnosti IVM,
Cerchovana kiivka v pfitomnosti 3 pM IVM. Jednotlivé body predstavuji hodnoty ziskané ze

114 bunék, méfenych ve 43 pokusech. Naméfenymi body byla v programu SigmaPlot

prolozena kiivka (viz ,,Metodika“).
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4.2.Vyskyt receptoru v membrané

Jak bylo popsano vuvodni kapitole, P2X, receptor podléha velmi
dynamickému mechanismu pfesunu do membrany a stahovani z membrany do
endozomu ¢i lysozomd. Pro zjisténi, zda vneseni ptislusné mutace ovlivnilo piesun
P2X4 receptoru z ER do membrény, byl gen pro receptor pifimo spfazen s genem
pro EGFP (viz ,,Metodika®) a po transfekci byla pfitomnost receptoru v membrané

HEK?293 bunék zkoumana metodou konfokalni mikroskopie (viz obrazek 8).

Obrazek 8: Vyskyt receptoru v plasmatické membrané HEK293 buiiky.

Receptorovy protein byl spojen s EGFP a nasledn¢ zviditelnén v buiice excitaci EGFP za vyuziti
konfokalni mikroskopie. V dolnim pravém rohu oznaceni mutace.

Ackoli vysledky predchazejicich méfeni na receptorech P2X; P2X, a P2X4
vnesenych do Zabich oocytl (viz tabulka II) silné¢ naznacovaly mozZnost poruseni
tohoto mechanismu jiz na poc€atku pfed pfesunem do plasmatické membrany,
ukazalo se, ze u P2X, receptoru exprimovaném v systému HEK293 bun¢k tomu
tak neni. VSechny mutace shodn¢ vykazovaly nizs$i svitivost oproti divokému typu,

ale vSechny bez vyjimky se v membran¢ vyskytovaly.

44



4.3. Toxikologické parametry

Pro ziskani zavislosti odpovédi na davce byly z HEK293 bunék s vnesenym

mutovanym ¢i ptvodnim P2X4 receptorem snimany proudy vyvolané aplikaci

ATP v koncentracich od 0,1 uM po 1 mM.
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Obrazek 9-1: Zavislost odpovédi na davce u mutovanych P2X, receptorii.

Text viz nasledujici strana (obrazek 9-2)
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Obrazek 9-2: Zavislost odpovédi na davce u mutovanych P2X, receptorii.

Tmavé kiivky znaci prubéh zavislosti velikosti proudové odpovédi na davce ATP v neptitomnosti
IVM, svétlé kiivky méfeni pii soudasném podani 3 uM IVM. Carkované vynesena kiivka zavislosti
odpovédi na davce pro divoky typ receptoru v nepfitomnosti IVM. Jednotlivé body ptedstavuji
hodnoty ziskané z 12-55 bun¢k, méfenych v 5-21 pokusech. Naméfenymi body byla v programu
SigmaPlot prolozena sigmoidalni kiivka (viz ,,Metodika“).

Z deseti mutaci mélo pét (C126A, C149A, C217A, C227A a C270A) tak
nizké odpovédi, Ze nebylo mozné u nich vyhodnotit ECsy a zjistit citlivost
pozménéného receptoru k ATP. Mutace C116A a C165A az Sestkrat snizily
citlivost receptoru oproti divokému typu. Kazda z uvedenych sedmi mutaci musela
zpusobit podstatné zmény ve struktufe receptoru, a to bud’ v samotném ATP-
vazebném misté nebo v oblastech zodpovédnych za spoluprici podjednotek c¢i
otevirani poru receptoru.

Zbylé tfi mutace nebyly tolik zasazeny. Mutace C132A méla jen mensi
amplitudu a téméf trikrat nizsi citlivost, mutace C159A a C261A se svou citlivosti
k ATP blizily divokému typu, stejn¢ tak i jejich maximalni odpovédi. Piesné

hodnoty jsou uvedeny v tabulce III.

46



Tabulka III: Hodnoty popisujici vlastnosti (ne)mutovaného P2X, receptoru.

ECso [uM] Lmax [NA] Tofr [S]
mutace
bez IVM s TVM bez IVM s TVM s IVM
WT 4,06+£0,78  1,29+0,12 1,09+0,11 1,45+0,14 22,05+1,91
C116A 24.86+1,40%  6,02+1,09% | 0,29+0,06%  0,80+0,21 5,59+0,46*
C165A 23,7845,15%  4,90+0,92* | 0,48+0,05%  1,08+0,13 6,56=0,40%
C126A n.d. 2,63+0,06* [ 0,1140,01*  0,43+£0,04* |  7.45+0,53*
C149A n.d. 2,8140,30% | 0,13£0,01*  0,57+0,03* | 10.67+1,07*
C217A n.d. n.d. 0,09+0,01*  0,34+0,09* 5,14+0,43*
C227A n.d. n.d. 0,11£0,03*  0,33+0,06* 5.40+0,75*
C261A 7.40£1,61 1,91£0,46 0,88+0,01 2,05+0,62 18,11+2,00
C270A n.d. 2,510,70 0,15+0,03*  1,11+0,24 18,38+1,82

n.d. — nedefinovano (amplituda proudové odpovédi byla pfili§ nizka na vyhodnoceni ECs)
* oznacuyje statisticky vyznamné odchyleni hodnoty od hodnoty pro divoky typ receptoru;
ECs — polovi¢ni efektivni koncentrace ATP, I,.,x — maximalni amplituda proudové odpovédi,

Torr - Casova konstanta deaktivace

4.4.Zména odpovédi receptoru pri aplikaci ivermektinu

Aby bylo mozné vyhodnotit citlivost receptori k ATP u péti mutantii s velmi

nizkymi amplitudami odpovédi, byla vSechna méfeni provadéna také v pritomnosti

pozitivniho allosterického modulatoru ivermektinu, ktery se véaze v oblasti

transmembranovych domén a sdm ektodoménu neovliuje. Aplikace VM

o koncentraci 3 uM m¢la za nasledek u vSech mutaci zvySeni citlivosti receptoru

k ATP a zvySeni maximalni amplitudy proudové odpovédi. U divokého typu

receptoru doslo ke zhruba jeden a pllnasobnému navysSeni odpovédi receptoru.

Ke srovnatelnému navySeni maximalni amplitudy doSlo u mutaci C116A, C165A,

CI59A aC261A. U zbylych Sesti mutaci (C132A, C126A, C149A, C217A,

C227A a C270A) IVM vyvolal jesté vétsi zvyseni amplitudy a napravil funkénost
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receptord. Nejvice se tento vliv projevil u mutace C270A, kde byla proudova

odpovéd’ navysena vice nez sedmkrat (viz obrazek 10).

10 #*
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Obrazek 10: NavySeni maximalni amplitudy odpovédi v pritomnosti
ivermektinu u (ne)mutovanych forem P2X, receptoru.

Hvézdicky oznacuji hodnoty vyznamné odlisSné od divokého typu podle tabulky ANOVA
a Tukeyova testu testované v programu SigmaStat. Barevnost dle mistkii: SS; slozen z Cys''*-
Cys'®, SS,z Cys'™-Cys'* a SS; z Cys'"-Cys'”, 88, z Cys*'7-Cys™’, SS5z Cys**'-Cys”"".

Porovnanim absolutnich hodnot proudovych odpovédi (Tabulka III) se
ukazalo, ze na troven odpovédi srovnatelnou s divokym typem se dostaly mutace
C132A, CI59A, C261A a C270A. Obdobné divoky typ dotahuji zminéné mutace
1 v citlivosti. Mutace C116A a C165A maji s divokym typem za pfisunu [IVM
blizkou vysi maximalni odpovédi, ale jejich citlivost stale vyznamné zaostava.

U divokého typu receptoru doslo ke zhruba ¢tyfndsobnému zvySeni citlivosti
(sniZzeni hodnoty ECsp) a ke srovnatelnému navyseni citlivosti doSlo u mutaci
Cl116A, CI132A, CI165A, CI59A aC261A. Také utii ze zbylych péti mutaci
(C126A, C149A a C270A) se podatilo urcit podobnou hodnotu ECs, ale u mutaci
C217A a C227A se hodnotu ECsy nepodafilo zméfit ani v pfitomnosti [IVM.
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4.5.Deaktivace P2X4 receptoru

Po preinkubaci s IVM dojde také k prodlouzeni doby deaktivace receptoru.
Zatimco pted aplikaci IVM je navrat divokého typu P2X, receptoru po odmyti
agonisty hotov béhem jedné sekundy, po aplikaci IVM trva i vice nez minutu nez
se receptor vrati do piivodniho stavu. Primérnd vypoctend Tt pro divoky typ je
zhruba 22 s. Konstanta byla ziskana pomoci vykresleni kiivky exponenciadlni
funkce (viz ,,Metodika*) nejblizsi skutecnému prabehu ziskaného zdznamu méteni
(viz obrazek 11B) anéslednym vypoltem parametrii v programu Clampfit.
Ze sledovanych mutaci se divokému typu plné¢ vyrovnala jen mutace C159A

(viz obrazek 11A).
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Obrazek 11: Casova konstanta deaktivace u sledovanych mutaci.

A: Grafické znazornéni ¢asovych konstant deaktivace. Hvézdickou oznaceny od divokého typu
vyznamng odli§né hodnoty. Barevnost dle mustk (viz obrazek 10).

B: Priklady odpovédi s fitovanymi exponencielami. Pod kiivkou uvedena jeji konstanta tgy.

Casové konstanty deaktivace mutaci C261A a C270A se divokému typu
priblizily, jejich hodnoty byly nizsi pouze o 20%. U mutaci C217A, C227A,
C116A a C165A byla sice ¢asova konstanta deaktivace delsi nez v méfenich bez
podani IVM, ale dosdhla jen zlomku c¢asu ve srovnani s divokym typem.
Vyznamné byly ovlivnény i mutace C126A a C149A, o néco méné pak CI132A
(viz obrazek 11A).
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5. DISKUZE

Analogicky dle publikovaného krystalu zfP2X4 se v ektodoméné vsech P2X
receptorii obratlovcl vyskytuje pét cysteinovych mustkli, do nichz jsou zapojeny
vSechny cysteiny pfitomné v mimobunééné smycce. Vytvorené pary nejdou po
radé, ale prvnich Sest cysteint tvoti velkou smycku ,,hlavy* (podle autort krystalu,
kterym pfipomina P2X podjednotka télo delfina): u rP2X, je SS; slozen z Cys''®-
Cys'®, SS, z Cys'?®-Cys'* a SS; z Cys'**-Cys'™’. Zbylé &ty cysteiny uz formuji
jen malé samostatné smy&ky: SS, z Cys*'’-Cys™’ vytvati zaklad ,hibetni ploutve*,
SSs z Cys™'-Cys®” spojuje dva B-listy kratkou nepravidelnou otacku v oblasti
Htela®. [1]

5.1.Role cysteinovych miistkii ve skladani a presunu P2X4

receptoru bunkou

Konfokalni mikroskopie jasné ukdzala, ze vSechny z deseti mutovanych forem
P2X, receptoru jsou ve vysledku dopraveny z ER do plazmatické membrany
buniky. VSechny proteiny jsou pfed opusténim ER kontrolovany jeho vnitfnimi
mechanismy a dédle do buiiky se dostanou jen spravné sbalené proteiny [46].
Mutace v mistech cysteinii ruSici cysteinové mistky tedy bud’ nenaruSuji
vyznamné sekunddrni a terciarni strukturu proteinu, nebo je mutace v ER
vyvazena jinymi zménami zaloZenymi na kontaktu s dal§imi proteiny ¢i enzymy,
nebo je tato zména v proteinu pod rozliSovaci schopnosti kontrolnich mechanismi
ER. Rozbity cysteinovy mdistek ale nutné musi zasahovat pfinejmenSim do
terciarni struktury proteinu. Navic zde vznikne nesparovany silny negativni naboj
druhého cysteinu, ktery by mohl vytvofit nahradni vazbu. Ke $patnému sparovani
cysteini by ale nemélo dojit, protoze to je napravovano protein disulfid

isomerazou [47].

50



Nase meéfeni fluorescence EGFP nebyla zaméfend na ptesné hodnoty
svitivosti, nelze tedy kvantitativné porovnavat expresi jednotlivych mutaci mezi
sebou, ale je mozné identifikovat jejich vyskyt v membrané a porovnat jej vici
divokému typu. Celkov€ niz§i svitivost mutovanych forem receptoru oproti
divokému typu (viz ,,Metodika“) znamena mensi vyskyt receptorti v buiice. Z ER
se do plazmatické membrany dostalo mnohem méné receptorti nez u divokého
typu a zaroven 1 v ER je pfitomno méné neptesunutych receptort. Bud’ je cast
receptorovych proteinli degradovana na zakladn€ Spatného nahodného sloZeni, na
némz se podepsala nepiitomnost nekterého z SS mustkli, nebo je cely proces

zpomalen kvili své naro¢nosti, kdy mohou byt chyby ve slozeni napravovany.

5.2.Role cysteinovych miistka v kontaktu podjednotek

Spravné sloZeni podjednotek i celého receptoru je kontrolovano v ER, na
povrch buiiky by se tedy mély dostat jen funkcni a spravné slozené receptory. Neni
ovSem vylouceno, ze pted aktivaci vypada vSe v poradku a protein je propustén
konat svou funkci v buiice. V membrané se vSak projevi receptor jako nefunkéni
nebo méné funkéni. V clanku o krystalové struktufe zfP2X,4 receptoru byla
vytyCena tfi mista kontaktu mezi podjednotkami: ,,hlava“ - ,télo* , ,,leva ploutev* -
,hibetni ploutev® ,télo* - ,télo* (viz obrazek 12), kterd jsou dulezitd pro funkci
receptoru.

Jak bylo uvedeno vySe, na tvorbé ,hibetni ploutve* a ,hlavy* se vyrazné
podileji prvni Ctyfi cysteinové miustky. Mohou mit tedy vliv i na kontakt
podjednotek. Pravdépodobné ma nejveétsi moznost podilet se na kontaktu ,,hlava® -
Jt8lo* SS; tvofeny Cys'’? jehoZ mutace za alanin se odrazila ve sniZeni
jak maximalni odpovédi, tak v citlivosti receptoru k ATP, ale obdobné zmény

nebyly zaznamenany u jeho vazebného partnera, Cys'>’.
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Obrazek 12: Mista kontaktu podjednotek. Pievzato z [1].

Jedna podjednotka zobrazena povrchem (A), druhd schematicky (B). Tfi hlavni kontakty mezi
podjednotkami A a B jsou zvétSeny a oznaeny elipsami v bo¢nich panelech. Podjednotka A
obarvena dle barev pfifazenym jednotlivym ¢astem na zakladé podobnosti s delfinem: fialové
»hlava®, modfe ,,télo”, zluté ,leva ploutev®, ¢ervené ,,prava ploutev®, oranzov¢ ,hibetni ploutev*,
zelené ,,ocas®.

Ve ,hibetni ploutvi“ je pfitomen ¢tvrty cysteinovy mistek, jehoz obé mutace
za alanin mé¢ly dopad na funkci receptoru. Citlivost k ATP nebylo mozné u mutaci
C217A a C217A stanovit, ale na jeji snizeni ukazuje zkracend Casova konstanta
deaktivace. Provazanost citlivosti a deaktivace receptoru je prokazéna, napf.
mutace D286A v ,.levé ploutvi® P2X; receptoru meéni zasadnim zptisobem rychlost
navratu receptoru z desenzitizace [69]. Vzhledem k mezipodjednotkovému
umisténi ATP-vazebného miize mit kontakt ,,hibetni ploutve” s ,,levou ploutvi‘

zéaroven roli ve tvorbé ATP-vazebné kapsy.

5.3.Role cysteinovych mistku v aktivaci kanalu

V diivéjsich vyzkumech byly pomoci jednobodovych mutaci vytipovany

v

z konzervovanych AMK napfi¢ vS§emi P2X receptory ty, které se pravdépodobné

vvvvvv
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293 294

, onéco mén¢ dllezité, ale stile v oblasti vazebné kapsy, jsou Phe™",

Arg™ a Lys’" (viz obrazek 13A). [29-30]

¥

a Asp

Obrazek 13: Predpokladana ATP-vazebna kapsa P2X, receptoru.

A: AMK diileZité pro vazbu ATP. Prvni podjednotka modré, druh4 zelena, teti bézova. Cervené
vyznacéeny cysteinové mustky. Zluté Lys, svétle modie Phe, fialovou barvou Arg a Asn.

B: Profil ATP-vazebné kapsy. Barevnost dle struktur: zluté B-listy, ¢ervené a-helixy, zelené
nepravidelné smycky. Fialové SS mustky. Modra Sipka oznacuje vstup do ATP-vazebné kapsy.

Krystalovd struktura potvrdila umisténi ATP-vazebné kapsy mezi dvé
podjednotky, podili se na ni struktury ,hlavy®, ,hibetni ploutve™ a ,,levé ploutve*.
[1, 70] ATP-vazebnou kapsu muzeme rozdélit na dvé casti: statickou

a dynamickou.

Staticka ¢ast ATP-vazebné kapsy

Statickou spodni ¢ast ATP-vazebné kapsy, na jejiz tvorbé se podili SS4, tvori
,Hhibetni ploutev jedné podjednotky (na obrazku 13A bézova s Cervené
vyzna¢enym mustkem) a ,,levd ploutev sousedni podjednotky (na obrazku 13A
svétle modie). Dle krystalu zde nejsou zaddné pravidelné struktury, ale jen
nedefinovatelné fetézce AMK (viz obrazek 13B).

Mutacemi v SS4 se prokdzala naprostd nepostradatelnost cysteint ve ,,hibetni
ploutvi“. Odpovédi mutaci C217A a C227A byly velmi nizké a nebylo mozné

vyhodnotit jejich citlivost. Tato data jsou v ¢astecné shodé s vysledky vyzkumi na
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jinych purinergnich receptorech. U P2X; receptoru byla vyrazné¢ méné citliva
mutace C227A, u zmény v Cys®' se vliv tolik neprojevil [66]. V receptoru P2X,
byla mutace C224A prohlasena za nefunk¢éni, mutace C214A méla nizké odpovédi
1 citlivost [67]. Oba vyzkumy byly provadény na zabich oocytech, které maji diky
své velikosti na povrchu vice receptori. Na druhé strané, expresni systém
HEK?293 bun¢k, které byly pouzivany v této praci, lépe napodobuje piirozenou
expresi  purinergnich receptorii v organismu savci. Ani preinkubace s IVM
nevedla k velkému zlepSeni a odpovédi mutaci C217A a C227A byly stale nizké.
Ackoli IVM je schopen vétSinu nefunkénich mutaci piivést k zivotu az
sedminasobnym navySenim amplitudy maximalni odpovédi, zde doslo jen ke
trojnasobnému zvyseni. Citlivost k ATP nebylo mozné stanovit, ale na jeji snizeni
ukazuje zkracend doba deaktivace.

Spravna struktura statické ¢asti ATP-vazebné kapsy tvofené ,hibetni ploutvi®
je pravdépodobnd st&Zejni pro aktivaci P2X receptori. Je mozné, ze Cys>'’ a/nebo

Cys227

se podili 1 pfimo na pievodu signalu z ATP vazebné kapsy smérem ke
druhé transmembranové doméné, coz by odpovidalo asymetrii uc¢inkl jednotlivych
mutaci cysteinii tvoficich SS4, ktera byla nalezena na jinych purinergnich

receptorech.

Dynamickda ¢ast ATP-vazebné kapsy

Dynamickou cast ATP-vazebné kapsy piedstavuje ,hlava® podjednotky
receptoru, kterd se sklani nad ATP-vazebnym mistem a dotvaii dutinu.
Ve struktufe ,hlavy“ jsou tfi  -listy a mnoho nepravidelnych smycek, jejichz
propojeni maji na starosti prvni tfi cysteinové mustky. Pfi aktivaci receptoru se
kapsa uzavira priblizenim ,hlavy*“ ke ,hibetni“ a ,levé ploutvi“ a uprostied
trimeru se otevira se pér pro priichod ionti [32]. Casti u sebe zfistavaji i pti dalsim
rozsifeni poru receptoru.

6

,Krk hlavy* vznikajici spojenim Cys''® a Cys'® se nachazi v oblasti, kde

nemuze mit pfimy vliv na vazbu ATP. Nahrazenim téchto AMK za alaniny se vSak
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ukézala dilezitost mistku SS; pro citlivost receptoru k ATP. At uz se jednalo
0 C116A nebo o C165A, oba mutanti méli velmi nizkou citlivost oproti divokému
typu receptoru, ani jejich proudivé odpovédi nebyly piili§ vysoké. Obdobny efekt
se ukézal iureceptori P2X, [67] a P2X4 exprimovanych v oocytech [68], ale
nebyl zaznamenan u receptoru P2X; [66]. Také dramaticky zkracené Casové
konstanty deaktivace, méfené v pritomnosti IVM, vypovidaji o deformaci ATP-
vazebné kapsy. SpiSe nez o problémy s uzavirdnim kapsy se jednd o Spatnou
dostupnost ATP-vazebného mista. Rozbiti prvniho cysteinového miistku by mohlo
mit za nasledek nesoudrznost B-listovych struktur, které mohou zplisobit ¢astecné
blokovani ptistupové cesty k ATP-vazebnému mistu.

Centralni ¢ast hlavy je propojena druhym a tfetim cysteinovym mustkem: SS;

? a SS; slozeny z Cys'*? a Cys"’. Druhy cysteinovy mustek

tvofi Cys'**-Cys'*
ektodoménové smycky se ukazal jako vysoce dulezity pro funkci P2X4 receptoru.
Pii méfeni v nepfitomnosti IVM nebylo mozné urcit citlivost mutantl, jejich
proudové odpovédi byly pfili§ nizké. Vyzkumy na jinych purinergnich receptorech
citlivost vyhodnotily jako mnohonasobné nizsi oproti divokému typu a namétené
maximalni odpovédi byly jen zlomkem hodnot uvadénych pro nemutované
receptory [66-68]. V piitomnosti IVM jiz byly proudové odpoveédi mutaci C126A
a C149A vyssi, ale stale zdaleka nedosahovaly hodnot divokého typu, na rozdil od
citlivosti, ve které se mu znatelng ptiblizily.

Jejich snizena citlivost k ATP a kratka ¢asova konstanta deaktivace sveédci
o konformac¢nich zménach v oblasti vazebné kapsy. Neni pfili§ pravdépodobné, ze
by se néktery z cysteind tvoticich SS, pfimo uc¢astnil vazby ATP. Dobra citlivost,
ale nizké proudové odpovédi naznacuji poruchu v uzavirani ATP-vazebné kapsy,
kterd muize mit za nasledek nizkou frekvenci otevirdni iontového kandlu
a upfednostiiovani uzavien¢ho stavu receptoru. Pfitomnost IVM, ktery tfi az
pétkrat zvysSil maximalni amplitudy proudovych odpovédi, zefektivni otevirani
receptoru a dovoli tak prinik vétSimu mnozstvi iontll, coz ma za nasledek vyssi
proudové odpovédi 1 pti kratkém setrvani ATP ve vazebném miste.

Tieti cysteinovy mustek se zda byt postradatelny. Agkoli zaména Cys'>* za

alanin se odrazila ve sniZzeni jak maximalni odpovédi, tak citlivosti receptoru
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k ATP, obdobné zmény nebyly zaznamenany u jeho vazebného partnera, Cys'™.
V prostiedi IVM vykazuji mutace C132A a C159A citlivost k ATP, maximalni
proudovou odpovéd 1 casovou konstantu deaktivace shodnou nebo velmi
podobnou divokému typu. Z dat vyplyva, Ze rozbiti mlstku SS; samo o sobé
funkci receptoru nezasdhlo, U€innd byla pouze zaména cysteinu v pozici 132.
Podobné vysledky byly pozorovany i na P2X, [68] aP2X; [66] receptorech

exprimovanych v oocytech. Receptor P2X,; ma ob¢ mutace mustku SS; shodné

postizeny [67].

i
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69 71 116
2fP2x4 (120)
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Obrazek 14: Prekryv pusobnosti SS; a SS; s SSs.

A: Detail struktury hlavy. Barevnost dle struktur:a-helixy ¢ervené,  -listy ZIut€, nepravidelné
smycky zelené. Cysteinové mustky fialoveé. Zdroj: GenBank

B: Kéd hlavy s vyznafenymi strukturnimi meotivy. (Pfevzato z [1]) Srovnani kodu zfP2X,
arP2X,. Pismena oznacuji AMK kod, Cervené vyznacené konzervativni AMK v ramci vSech
P2X receptort, zluté cysteiny, modré ramecky oznacuji variabilni oblasti.

Postradatelnost tfetiho cysteinového miustku lze vysvétlit ndhledem do
struktury P2X, receptoru. Cys'>> se nachazi na smy¢ce mezi B-listem 5 a 6 stejnd
jako Cys'?®, Cys"™’ je umistén spolu s Cys'® na P-listu 7. Pasobnost SS; se

piekryva s druhym cysteinovym miistkem a proto neni jeho rozbiti pro receptor
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ptili§ velkym problémem (viz obrazek 14). Neni ale schopen zastoupit roli
druhého cysteinového mustku. Je zde moznost, Ze pii nevytvoreni mistku Cys'*’-

" se nevytvoi{ ani mistek Cys'*>-Cys'”’. Zda se jedna jen o pomocny

Cys
cysteinovy mustek bez dilezitosti ve funkci receptoru, budou muset prokazat dalsi

studie.

5.4.Role cysteinovych miustkii v otevirani kanalu

Po navazani ATP a aktivaci nasleduje fetéz zmén ve struktute receptoru, kdy jedna
strukturni zména vyvola dalsi. Pfevod signalu receptorem vyusti az v otevieni jeho

iontového kandlu. O téchto ptfevodnich mechanismech neni mnoho znamo.
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vesti bur‘""“n-* %
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Obrazek 15: Prirez zfP2X,4 receptorem s vyznac¢enymi dutinami. Pievzato z [1].
A: Priifez zfP2X,. Oranzova Sipka znaci myslené misto vstupu ionti do receptoru.
B

: Vykresleni dutin v zfP2X, receptoru. Barva dle velikosti volného prostoru: ¢erven¢ polomér
méné nez 1,15 A, zelend primér 1,15-2,30 A, fialové primér vice nez 2,30 A.

Ionty dle nézoru tviirct krystalu mohou vstoupit do receptoru dutinou, kterd se
vytvoii podél osy uvniti ektodomény nebo také dolnim vestibulem [1]. Druhd

mySlenka je znaéné zavadéjici. Pokud by ionty vstupovaly timto vestibulem,
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proudovou odpoveéd’ by mohla vyvolat i samotnéd aplikace IVM, ktery se z Casti
zanofuje do cytoplazmatické membrany z mimobunééné strany a interaguje
s transmembranovymi doménami [9, 56]. Naopak acidobazicky obraz povrchu
receptoru (viz obrazek 2B) a pfima pozorovani konformacnich zmén po podani
ATP pomoci mikroskopie atomarnich sil (viz obrazek 4) ukazuji na prostup iontd
skrze celou strukturu receptoru. Receptor tak muze Iépe regulovat polomér,
nepiimo 1 specifitu, a mnozstvi prochéazejicich iontu.

Aby ionty mohly proniknout do bunky, musi byt vytvofen v receptoru por —
iontovy kanal. Zaklady poru tvofi dolni vestibul, ktery se nachazi tésné¢ nad
transmembranovymi doménami (viz obrazek 15). Pii aktivaci, kdy se ohyba
,hlava®“ receptoru, je uvolnéno sevieni nad hornim vestibulem a mezi hornim
a sttednim vestibulem. Dal$im pievodem signadlu se pak otevird brdna a ionty
vstupuji do iontového kandlu. Predpokldda se, ze IVM se vmezefuje se mezi
narovnané TM a-helixy kanalu v otevieném stavu a brani jejich zpétnému
zktizeni, ¢imz CasteCné uvoliuje branu, ale sam iontovy kanal neotevira. Tésné
nad dolnim vestibulem, v oblasti potencidln¢ dllezit¢é pro pievod signalu

receptorem, se nachazi SSs (viz obrazek 16A).

Obrazek 16: Paty cysteinovy miustek.

>

: Umisténi SS; v molekule receptoru. Zbarveni dle struktur: cervené¢ a-helixy, zluté B-listy,
zelené nepravidelné smycky. Fialoveé cysteinovy mustek.

[os]

: Situace pf¥i rozpojeni SS; v rP2X, receptoru. Vytvoreno formou virtualnich mutaci v ptivodni
struktuie zfP2X,. Pivodni struktury bézoveé, mutované struktury barevné dle prvku: uhlik Sed¢,
kyslik ervend, dusik modie, sira Zlutd. Od C?”° méfeny vzdalenosti k nejbliz§im nabitym
(Lys*™) a polarnim (Tyr'®) skupinim. Vzdélenosti uvedeny v A. Vytvofeno v programu
PyMol.
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Zaména cysteind tvoficich tento cysteinovy miustek se na odpovédich receptoru
odrazila riznou mérou. Mutace C261A nejevila zddné znamky poskozeni, méla
citlivost i maximalni proudovou odpovéd’ blizkou divokému typu. Naopak mutace
C270A méla velmi nizké odpovédi a jeji citlivost nemohla byt vyhodnocena. Pfi
vyzkumech ostatnich P2X receptorti produkovaly oba mutované cysteiny velmi
nizké odpovédi, ale mély citlivosti blizkou divokému typu [66-68]. IVM zasadné
napravil funkci mutace C270A. Jeji maximalni proudové odpovédi vzrostly
sedmindsobné¢ a dostaly se na Uroven blizkou divokému typu, vyhodnocend
citlivost byla jen dvakrat nizsi nez u divokého typu. Vzhledem k mechanismu
ucinku IVM na funkci P2X4 receptoru, kdy napomahé otevirani brany a stabilizuje
kanal v otevieném stavu, lze fici, Ze paty cysteinovy mistek mé zasadni roli
v procesech vedoucich k otevieni receptorového poru. Jsou zde také dalsi voditka,
napiiklad anomalie v odpovédich mutace C261A.

Cys*'-Cys?” pravdépodobné nema piimo vliv na otevieni kanalu, ale je
dalezity v ptevodu signalu receptorem. Pii zaméné cysteinu na pozici 261 za
alanin mize byt uvolnény Cys”"° vyparovan okolnimi nabitymi &i polarnimi AMK
jako jsou tyrosin ¢i lysin (viz obrazek 16B), takze struktura proteinu zlstane
zachovana i v nepfitomnosti SSs. Cys*”® ve svém okoli na dosah 7adné takové

AMK nema.
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6. ZAVER

Purinergni P2X receptory aktivované extracelularnim ATP maji ve své
extracelularni smycce deset cysteinl, které tvoii disulfidické mustky. Ve své
diplomové praci jsem se zabyvala ulohou mustkt i jednotlivych cysteint ve tvorbé
a transportu P2X, receptoru, jeho citlivosti k ATP a mechanismu otevirani
iontového kanalu.

Bylo vytvofeno vSech deset mutaci postupné nahrazujicich kazdy z cysteinti
v ektodoménové smycce P2X, receptoru za alanin. Konfokdlni mikroskopie
prokazala, ze cysteiny ani cysteinové mustky jimi tvoiené nejsou pravdépodobné
prilis dalezit¢ pro spravné slozeni receptorového proteinu, zkompletovani
podjednotek ani transport receptoru do cytoplazmatické membrany. Pti
elektrofyziologickém meéfeni se pét z deseti mutanti (C129A, C149A, C217A,
C227A a C270A) jevilo jako nefunkéni. Vyuzitim IVM jako pozitivniho
allosterického modulétoru, jsem zjistila, ze vétSina uvedenych mutanti ma pouze
snizenou funkcnost. Z naméfenych hodnot jsem sestavila kiivky zavislosti davky
ATP na amplitudé proudové odpovéedi receptoru. Na zdkladé ziskanych dat jsem
vyhodnotila roli jednotlivych cysteind a jimi tvofenych mustkll ve funkci P2X4
receptoru nasledovné:

e Prvni cysteinovy mustek nemiize mit dle své pozice ptimy vliv na vazbu

ATP, ale nachézi se v oblasti ,,hlavy®, kterd je diilezitd pfi formovani
a uzavirani vazebné kapsy. Ziskana data napovidaji, 7¢ mutace v Cys''®
a Cys'® zpisobuji pravdépodobné &aste¢nou blokaci ATP-vazebného
mista.

e Druhy cysteinovy mistek slozeny z Cys'*® a Cys'* je situovéan v centralni

oblasti ,hlavy“. Zjisténé hodnoty ukazuji na jeho podstatnou roli
v uzavirani ATP-vazebné kapsy. Porucha uzavirdni ma za nasledek nizkou
frekvenci otevirani receptoru a piednost uzavien¢ho stavu.

e Mutace ve tfetim cysteinovém mustku receptor pfiliS neposkodily.

Pravdépodobné se jedna jen o doplitkovy mustek oblasti ,,hlavy®, ktery ale
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neni schopen zastoupit roli prvniho ¢i druhého mdustku pii jejich
poskozeni.

Alaninovymi mutacemi ¢tvrtého cysteinového mustku se ukazala jeho
nepostradatelnost pro receptor. Miize mit roli ve sprdvném formovani
ATP-vazebné kapsy, ale je také mozné, ze se ptfimo podili na ptfevodu
signalu z ATP vazebné kapsy k transmembranovym doménam.

Posledni paty cysteinovy mustek se nachazi tésné¢ nad druhou
transmembranovou doménou. Nemad piimo vliv na otevirani kandlu, ale je
dilezity pti ptrevodu signalu receptorem, v procesech vedoucich k otevieni

receptorového poru.
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