Abstrakt

Purinergni P2X receptory jsou membranové iontové kanaly aktivované extracelularnim
ATP. U savct bylo dosud nalezeno sedm riiznych podtypt, oznacovanych jako P2X1-7,
které svoji stavbou predstavuji rodinu ligandem fizenych iontovych kanald s
vyjimecnymi strukturné/funkénimi vlastnostmi. Kazdy P2X receptor je tvofen tfemi
podjednotkami, kde kazdd podjednotka méa dvé transmembranové domény.
Krystalografickd data ukazuji, Ze pér iontového kanalu se nachazi mezi druhymi
transmembranovymi doménami. Krystalova struktura P2X4 receptoru zebti¢ky (Danio
rerio) je dostupnd pro receptor v uzavieném a otevieném stavu s navdzanou molekulou
ATP, a proto je presna struktura vazebného mista pro ATP vyfeSena. Cilem této
dizertacni prace bylo studium strukturné-funk¢énich vlastnosti v modelu rekombinantniho
P2X4 receptoru. Technikou bodové mutageneze a elektrofyziologickou technikou patch
clamp byl zkouman funk¢éni vyznam péti konzervovanych cysteinovych para v
ektodoméné a funkéni uloha aminokyselinovych zbytkd, které tvofi extracelularni
vestibul P2X4 iontového kanalu potkana. VSech deset cysteint, jeden po druhém, bylo
nahrazeno alaniny nebo threoniny a ATP-stimulované proudy byly snimany z HEK293T
bunék nesoucich divoky typ P2X4 receptoru nebo jeho mutace. Vysledky ziskané u
mutaci C116A, C126A, CI149A a C165A naznacuji poruchu ATP-vazebné kapsy pii
naruseni jimi tvofenych disulfidickych mustki (C116-C126 a C149-C165A). Treti
cysteinovy mustek (C132-C159) se jevi jako nedilezity. Na pievodu signilu z
ektodomény k transmembranovym doménam ¢i otevirani iontového kandlu se podili
¢tvry a paty mustek (C261-C270 a C217-C227). Vzhledem k blizkosti cysteinové vazby
C217-C227 a brany pro pruchod iontii jsme zkoumali také roli aminokyselinovych
zbytkl v polypeptidovych fetézcich V47-V61 a F324-N338, které formuji extracelularni
vestibul P2X4 receptoru. Alaninové mutace v pozici F324, G325, V49, Y54 a Q55 mély
za nasledek nefunkéni receptor, coz naznacuje kli¢ovou ulohu téchto aminokyselin ve
funkci receptoru. Ukazalo se, ze V49 je dulezitd pro expresi kanalu na povrchu bunky.
Vyménou Y54 za jiné aromatické aminokyseliny (Y54W a Y54F) se podarilo vratit
funkci receptoru, nikoli za nearomatickou (Y54L), coz doklada dulezitost aromatického
zbytku na této pozici. Funkci mutaci Y54A a Y54C bylo mozné Castecné navratit také
pouzitim ivermektinu, alosterického modulatoru P2X4 receptoru, coz ukazuje na snizeni
citlivosti k ATP u téchto mutaci. U aminokyselinového zbytku Q55 se nepodafilo nijak
navratit funkci receptoru vymeénou za jinou aminokyselinou, jedind mutace Q55E byla
citlivad k ivermektinu. Mutace F324L, F324Y a F324W c¢astecné ¢i kompletné obnovily
funkci receptoru, byly citlivé vici ivermektinu a zmény v citlivosti téchto mutant
korelovaly s velikosti a hydrofobicitou jejich fetézcl. DalSi zasaZenou aminokyselinu
G325 se podatilo nahradit za prolin, coZ ukazuje na potiebu flexibilniho ohybu v daném
mist¢ receptoru. Naslednd topologickéd analyza ukézala, ze G325 a F324 pierusuji po
navazani ATP strukturu beta-listu. Vysledky prokazuji mnohondsobnou ulohu
aminokyselin v oblasti extracelularniho vestibulu ve funkci P2X4 receptoru.



