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Abstrakt

Purinergni P2X receptory jsou membranové iontov#aka které jsou aktivované
extracelularnim ATP. U obratlouc koduje podjednotky P2X receptorsedm ged.
Podjednotky, ozngvané P2X1 — 7, maji 40 — 50 % shodnych aminokysejich
sekvenci. P2X receptory se skladajiizgodjednotek a ve tkanich obratlavee vyskytuji
jako homo- nebo heterotrimery. P2X receptory maprganismu Sirokou distribuci,
funkeni receptory byly nalezeny v neuronech, gliovychikach, svalovych hikach a
také v neexcitabilnich tkanich, jako jsou epiteBndotely a hemopoietické tkan
Purinergni signalizace ma vyznamnou ulohuienpsu bolesti, ip porareni CNS a v
imunitnich procesech. Podjednotka P2X receptorskiala ze dvou transmembranovych
domén, extracelularni domény a intracelularnicraNG- kond. Kazda transmembranova
doména obsahuje #dvaminokyseliny konzervované n&p vSemi P2X podjednotkami.
V prvni transmembranové domereceptoru P2X2 jsou to Gly30 a Tyr43 .

V piredchozich experimentech bylo elektrofyziologickymirenimi prokazano, ze
u receptoru P2X2 po z&me konzervovaného Tyr43 v prvni transmembranové démén
alanin dochazi k prodlouZeni doby deaktivace iodio kanalu po odmyti agonisty. Tato
prace je zagtena na objasmi role konzervovaného tyrozinu v procesu otvieamavirani
iontového kanalu P2X receptora jeho vlivu na stabilizaci uzeaného stavu iontoveho

kanalu.

klicova slova: ATP, purinergni signalizace, P2X recgptontovy kanal, intracelularni
ca*,ca* imaging.



Abstract

Purinergic receptors are membrane ion channelsatieactivated by extracellular
ATP. In vertebrates, seven genes encode subunitB20f receptors. The subunits,
designated P2X1-7, are 40 - 50% identical in ananm sequences. P2X receptors are
composed of three subunits and are found as homo-haterotrimers in tissues of
vertebrates. P2X receptors have a wide distributiothe organism, functional receptors
are found in neurons, glial cells, muscle cells als® in nonexcitable tissues as epithelial,
endothelial, and in hemopoietic tissue. Purinesggoalling plays an important role in pain
transmission, at CNS injury and immune process2X. iéceptor subunit consists of two
transmembrane domains, extracellular domain ancdellular N-and C-termini. Each
transmembrane domain contains two amino acids cees@cross all P2X subunits. In the

first transmembrane domain receptor P2X2 are thg80Gand Tyr43.

In previous experiments performed on P2X2 recep&lectrophysiological
measurements demonstrated that substitution of ecomd Tyrd3 in the first
transmembrane domain with alanine prolongs thetoegion time of ion channel after
agonist wash out. This work is focused on clariythe role of conserved tyrosine in the
process of opening and closing of ion channel of R&eptors and its influence on the

stabilization of the closed state of the ion ch&nne

key words: ATP, purinergic signalling, P2X recegtdon channels, intracellular €a

ca" imaging.
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receptory $pZené s G-proteiny (G-protein coupled receptors)
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Zkratky aminokyselin:
A, Ala alanin

C, Cys cystein

D, Asp kyselina asparagova
E, Glu kyselina glutamovéa
F, Phe fenylalanin

G, Gly glycin

H, His histidin

l, lle isoleucin
K, Lys lysin

L, Leu leucin

M, Met methionin
N, Asn asparagin
P, Pro prolin

Q, GIn glutamin

R, Arg arginin

S, Ser serin
T, Thr threonin
V, Val valin

W, Trp tryptofan

Y, Tyr tyrosin



1. Uvod

1.1. ATP v meziburééné signalizaci

Adenosin-5’-trifosfat ATP) objevil kmecky biochemik Karl Lohmann v roce 1929.
V roce 1939 Fritz Albert Lipmann objasnil dlohu ATWP burg¢ném metabolismu a
ozn&il ATP za univerzalni fenasé energie, ktery slouzi jako energeticky zdroj veors
biologickych systémech. Ve vnitrobtimych signalizénich drah&ch je ATP vyuZivan
jako zdroj fosfatu pro proteinkinazové reakce a 8m podili na regulacich mnoha
biochemickych procés ATP je zdrojem energie pro iontové pumpy, ktel@us k

udrZzeni membranového potencialu.

V buice je ATP také jednim z nukleotidpottebnych pro syntézu Kibvych
organickych makromolekul, jako jsou nukleové kysgli Je nezbytny pro syntézu
ribonukleové kyseliny, po ipnmené na deoxyATP se stdva zakladnim kamenem
deoxyribonukleové kyseliny.

ATP také msobi roviZz jako extracelularni signalni molekula a netieo@seé
(Ralevic and Burnstock, 1998). Extracelularni ATPradukty vzniklé jeho hydrolyzou

aktivuji purinergni receptory.

Signaliz&ni funkce adeninu, nukleosica nukleotid byla popsana v témze roce,
kdy byl objeven ATP (Drury and Szent-Gyorgyi, 1929)

V roce 1954 bylo prokadzano, Zze ATP je uimtano ze senzorickych nervovych
zakorteni a zfisobuje vasodilataci (Holton and Holton, 1954)¢dkem 70. let 20.
stoleti vznikla hypotéza fguzujici ATP roli neurotransmiteru a byladedpo¥zena

existence purinergnich receptdBurnstock, 1972).

Posléze doSlo krozteni purinergnich receptibrna P1 receptory aktivované
adenosinem a P2 receptory aktivované extracelutérniP. Dosud byly popsany 4
podtypy P1 receptér(Al, A2A, A2B a A3) a d¥ rodiny P2 receptdr— P2X rodina
zahrnujici 7 podtyp ionotropnich receptar (P2X1-P2X7) a P2Y rodina s 8 podtypy
metabotropnich recepio(P2Y1, 2, 4, 6, 11, 12, 13, 14) (Burnstock, 2006).



1.2.Metabolismus extracelularniho ATP

Dosah signalizace molekul ATP neni velky, protogeuj v mimobu&ném prostoru
rozkladany soustavou mimobkiémych a membranovych enzym Proto jsou zapojené

vyhradré v autokrinni a parakrinni signalizaci (Burnsto2R06).

Evolwné se signalizace ATP pragdodobré vyvijela zarové se signalizaci cyklickym
adenosin-5"-monofosfatem (CAMP). cAMRstal vnitrobugénym druhym poslem, zatimco

ATP se stal mimobuinou signalizani molekulou.

Koncentrace ATP v hice je zhruba 5 mM, v sekmeich v&cich do 1mM, v
meziburéném prostoru maxima200uM. (Corriden and Insel, 2010) yto relativre malé
koncentrace sta k aktivaci purinergnich receptorcoz z ATP¢ini vysoce dinnou

signalni molekulu.

Do mezibugeéného prostoru sTP mize uvohovat nejen z buik mechanicky
poskozenychRizena sekrece ATP je pozorovana u duménsi vSech vsech tkani
eukaryotickych organistn Zarove jsou exprimovany i odpovidajici receptory. iRy
excitabilnich a senzorickych tkani wvyliji ATP regulovanou exocyt6zou d&u
samostatty nebo jako kotransmiter spol€ s dalSimi neurotransmitery a

extracelularnimi mediatory ve specializovanych ggitkych v&cich (Burnstock, 2004).

Neexcitabilni biiky mohou ATP uvalovat konstitutive, nebo pechods.
Podrétem k uvohovani ATP niize byt mechanicky nebo hypotonicky stres, hypoxie,
acidoza, osmoticky Sok, z&n(Bodin and Burnstock, 2001). Existuje vice moznyc
zpasohi uvoliovani ATP u nedrazdivych beky popsan byl prchod bugcnymi
connexinovymi a pannexinovymi kandly, objemd@/nagt’ové ovladanymi aniontovymi
kanaly (Burnstock, 2006a) nebo dilatovanym porenXP2eceptoru (Iglesias et al.,
2008). DalSimi mechanismy jsouemos ABC (ATP-binding cassette) transportéry a
exocytodza (Abbracchio et al., 2009; Corriden arsIn2010; Yegutkin, 2008).

V extracelularnim prostoru je ATP rychle degradové&tyimi rodinami
ektonukleotidaz: Prvni rodinou jsou ektonukleosidfosfat difosfohydrolazyi (E-
NTPDazy 1, 2, 3 a 8), které hydrolyzuji nukleosidosfaty nebo difosfaty, Druhou
skupinou jsou ektonukleotid pyrofosfatazy, kteréujschopny hydrolyzovat nukleosid
trifosfaty na monofosfaty a na anorganicky fosfatraoziuji také gemenu cAMP na
adenosin, Doreti skupiny paf ektofosfoesterazy (E-NPPazyRteré vySEpuji z mnoha
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nejrizrejSich substrdit anorganicky fosfatPosledni skupinou jsou ekto-5-nukleotidazy
které z nukleotid-5"-monofosfawys€puji nukleosidy¢imz vznika nafiklad adenosin ktery
je agonistou pro P1 receptoySechny tyto enzymy jsou vazany v kiné membrag ale

mohou se i od8pit za vzniku solubilnich exonukleotidaz.

Metabolismu extracelularniho ATP se&agtni krond ektonukleotidaz i dalSi
enzymy. Adenosin deaminaza katalyzuje deaminagi@ieu na inosin. Purin nukleosid
fosforylaza vznikly inosin fosforyluje za vzniku pgxantinu, ktery je dale metabolizovan
az na kyselinu mmmvou (Corriden and Insel, 2010; Yegutkin, 2008; @iermann,
2001).

Bunky vSak mohou exprimovat extracelularni enzymy,r&t&TP regeneruji a
mohou tak psobeni purinergni signalizace prodlouzit. Adenkidtza katalyzuje vznik
jedné molekuly ATP a jedné molekuly AMP ze dvou ekoll ADP (Yegutkin et al.,
2001; Yegutkin et al., 2002), nukleosid difosfatdza ktera katalyzuje transfefosfatu
z nukleosid 5'-trifosfatu na nukleosid 5'-difosfaimz umo#uje znEny pongru
jednotlivych nukleosid trifosfétv extracelularnim prostoru (Agren et al., 1974gikin
et al., 2001; Yegutkin et al., 2002), nebo F1/FO PAByntaza ktera vyuZziva
elektrochemicky gradient protark syntéze ATP (Das et al., 1994; Moser et al. 1200

1.3. lonty C&* v bun&né signalizaci

lonty C&" regulujifadu fyziologickych jei. Pati mezi ré nervosvalova draZdivost,
sekréni c&je, enzymové reakce, uvmvani hormofi a neurotransmitéra intracelularni
pusobeni fady hormon. lont C&" ma dileZitou roli intracelularniho posla, Vst
intracelularni koncentrace volnych Céonti ([C&];) je odpowdi na mnoZstviiiznych
signah.

Normalni koncentrace volnych €donti v cytosolu je ve srovnani s koncentraci

v extracelularni tekutih velmi nizka (1,5 mM extracelul&n 107 M intracelulars).
Tento rozdil je udrzovan membranovymi pumpami,&iexpnik oderpavaji z cytosolu —
bud pres plazmatickou membranu ven ziky nebo do endoplazmatického retikula.
Vysledkem je vysoky gradient elektrochemického poi@u. Vstup vapniku z
extracelularniho prostoru doitky se @&je prostednictvim iontovych kandal Fxi oteweni

vapnikového kanalu v membganionty vapniku proudi do cytosolu po svém
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elektrochemickém gradientu, iobuji znény C&* senzitivnich proteiin cytosolu a
nasleds spoustji dalsi dtje.

Podle zjisobu aktivace Ize vapnikové kanaly r8itdna nagtove fizené a
ligandem aktivované nespecifické kationtové kankdgptové kanaly propustné pro ionty
Cd" jsou aktivovany ligandy jako je acetylcholin, akijici acetylcholinové receptory
(AChR), glutamat, aktivujici glutamatové receptrdi@luR) a purinové nukleotidy
aktivujici purinergni P2X receptory (Clapham, 2007)

1.4. P1 purinergni receptory

P1 receptory jsou metabotropni, s G-proteineniiazmé receptory citlivé k
adenosinu. Podle farmakologickych vlastnosti a indéni struktury se i na podtypy
Al, A2A, A2B a A3. Aktivace Al receptoruapobi cestou (Gproteinu inhibici
adenylatcyklazy. Aktivace A2A, A2B receptoruiapeného s Gs proteinem stimuluje
adenylatcyklazu a aktivace A3 receptoruragigného s Gi proteinemagobi inhibici
adenylatcyklazy, a aktivaci cesty fosfatidylinosifimsfolipazy C. A2 receptory sesll na
A2A a A2B dle afinity k adenosinu, kdy k A2A receptm se adenosin vaze s vyrazn
vySSi afinitou (Ralevic a Burnstock, 1998).

1.5. P2Y purinergni receptory

Na zéklad farmakologickych vlastnosti a dle typu G-proteiea kterym jsou
sprazeny jsou P2Y receptory rageny do osmi podtyfn P2Y1, P2Y2, P2Y4, P2Y6,
P2Y11, P2Y12, P2Y13, Y14 (Dubyak, 2003; Abbracchtoal., 2003). S gproteinem
jsou spazené receptory P2Y1, P2Y2, P2Y4, P2Y6, P2Y1l;m@einem P2Y12, P2Y13,
P2Y14.

Agonisté pro jednotlivée typy P2Y recepiojsou ATP nebo ADP, jsou jimi
aktivovany s tiznou &innosti; rekteré P2Y receptory, P2Y4 a P2Y6, jsou s #8jv
potenci aktivované uridif’-trifosfatem UTP), takZe jsou ¢kdy rovreZz ozn&ované jako
pyrimidinergni (O'Connor et al., 1991; Dubyak, 2D0Role P2Y receptdr je pesré
popsana zejména u trombotyia endotelidlnich a epitelidlnich n Molekuly ATP,
ADP, UTP jsou uloZzeny v granulech trombacyGoetz et al.,, 1971) a po uveéii z
adherovanych tromboayt pasobi pozitivnim zptnym mechanismem dalSi aktivaci
desttek. Agregace tromboaytje zprostedkovana zejména P2Y12 receptory (Gachet
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2001) a je prokazano, Ze antagonisté P2Y12 redejgou &innymi antitrombotickymi
léky (Yusuf et al., 2001, Beinart et al., 2005).

Antiagreg&ni &inky ma také selektivni antagonista P2Y1 recept@nalog
PPADS, MRS2500 (Cattaneo et al., 2004).
Molekuly ATP i UTP jsou uvailovany z endotelialnich bgk pfi zvySeném krevnim
praitoku (Saiag et al., 1995). ATP pakibe mit v regulaci cévniho tonu dudlniinek.
Prostednictvim aktivace P2Y receptoru endotelialnichdsupisobi stimulaci syntézy a
uvolnéni prostacyklinu a oxidu dusnatého, coz vede k dédataci (Ralevic and Burnstock,
1996; Burnstock, 2006b). Vékterych gipadech mize ATP aktivovat P2Y receptory
lokalizované pimo na hladkych svalovych hkach cév a vazodilataci #gobit touto
cestou (Burnstock, 1990). Zaravele ATP uvolgné s noradrenalinem ze sympatickych
perivaskularnich zak@eni pisobi vazokonstrikci, a to aktivaci P2X receptoa buikach

hladkého svalstva cév.

1.6. P2X purinergni receptory

P2X receptory jsou iontové kandly aktivované exhalédrnim ATP, propustné pro
cd”* ionty, monovalentni kationty jako KlaK* a malé organické kationty (Valera et al.,
1994). Dosud bylo popsano 7 podjednotelkgdvP2X receptdr, ozn&ovanych jako
P2X1, P2X2, P2X3, P2X4, P2X5, P2X6, P2X7. RumkP2X receptory se mohou
vyskytovat ve formd homo- a heterotrimér(Nicke et al., 1998; Stoop et al., 1999).
Podjednotky jsou slozeny z 379 (P2X6) az 595 (P2Xminokyselin a identita
aminokyselinovych sekvenci mezi podjednotkami Kolisezi 26-47 % (Khakh et al.,
2001). Aminokyselinové sekvence potkanich P2X1-djganotek jsou uvedeny na Obr. 1.

Geny pro P2X receptory se nachazejiumaych chromozomech. Geny pro P2X4 a
P2X7 podjednotky jsou shodiokalizované blizko konce dlouhého raménka chramuz
12, vzdalené od sebeilplizné 130 kb (Buell et al., 1998). P2X4 podjednotka yejs
aminokyselinovou sekvenci nejvice blizka P2X7 pdudce, existujefiedpoklad, Ze tyto
dvé podjednotky vznikly genovou duplikaci, (North,Q). Jednotlivé P2X podjednotky
se navzajem lisi propustnosti pro?Gakinetikou desenzitizace a afinitou k agoinist

antagonigim a alosterickym modulatim.
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Obr. 1: Aminokyselinové sekvence potkanich P2X1-7 podjeekotVertikalnimi
prazdnymi obdélniky jsou zvyrazmy konzervované aminokyseliny, plnymi Sedymi
konzervované cysteingervenym obdélnikem jsou ozfemy konzervované tyroziny v 1.
transmembranové dom&nTmavé horizontélni linie nad aminokyselinovou \eici
oznauji oblast hydrofobnich transmembranovych doméoritN 2002, upraveno).
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Aktivace P2X receptoru ma za nasledek zvySenf[Ca to deéma odlisnymi
zpasoby: C&" ionty vstupuji do bitky piimo pérem samotného P2X receptoru, a nasledn
v excitabilnich tkanich ma depolarizaceigpbena aktivaci P2X receptoru za nasledek
vstup C&" do buiky pres naptové fizené C& kanaly. Progednictvim zvySeni [Cd]; tak
extracelularni ATP a P2X receptory ziskavaji velgznam v mnoha fyziologickych
procesech.

Bunky casto sotiasreé exprimuji izné typy P2X podjednotek. P2X receptory se
casto pirozere vyskytuji ve forr¢ heteromeru. Furdkhi studie rekombinantnich receptor
prokazuji, Ze heteromerni receptory maji odliSménékologické vlastnosti v porovnani s
vlastnostmi odpovidajicich homomernich recaptéunkiné a biochemicky byly doposud
charakterizovany heteromery P2X1/P2X2 (Brown et2002), P2X1/P2X4 (Nicke et al.,
2005), P2X1/P2X5 (Le et al., 1999; North and Sumprg et al., 2000), P2X2/P2X3 (Lewis
et al., 1995), P2X2/P2X6 a P2X4/P2X6 (Le et al9q)9

Byl popsan také heteromerni receptor P2X4/P2X7 (&ual., 2007), avSak jeho
skute&na existence je stale nejasna. Otazkudedpostiovaného porru uspdadani
jednotlivych podjednotek v heteromereSila studie, kterda ukazala, Zze v heteromeru
P2X2/P2X3 jsou podjednotky v kompozici P2X2(P2X3jang et al., 2001). Futki P2X
receptor slozeny ze zefitriaznych podjednotek dosud popsan nebyl. S vyuZitim
koimmunoprecipiténich technik se fiedpoklada také formovani heteromeru P2X1/P2X3,
P2X1/P2X6, P2X2/P2X5, P2X3/P2X5, P2X4/P2X5 a P22X@ (Torres et al., 1999),
avSak tyto heteromerni receptory prozatim nebyharaktierizovany funkné ani
farmakologicky.

Uspaadani P2X receptoru do trimeru je dalSi zirygery jej odliSuje od ostatnich
skupin ligandem oteviranych iontovych kanalu. loaphi glutaméatové receptory, které se
tradicné dle agonisty @i na NMDA, Z-amino-3--hydroxy-5-metyl-4-isoxazotgsionové
(AMPA) a kainatové, tvh jeden receptor zeétyi podjednotek. Skupina recepior
zahrnujici nikotinovy acetylcholinovy receptor (nAR), receptor pro kyselinw-
aminomaselnou (GABAR), 5-hydroxytryptaminovy a glycinovy receptor, tvgeden
kanal z gti podjednotek .

P2X receptory se dale lisi E@ropustnosti; maji v pméru vy$si C4" propustnost
nez nACh nebo AMPA receptory a stejnou nebo vy&spystnost nez NMDA receptory
(Burnashev et al., 1995). U¢tginy kanah je iontova selektivita dhem opakované
stimulace konstantni, avSakkteré podtypy P2X receptoru jsou unikatni tim, égch
selektivni filtr je dynamicky a dlouhodobé&ifwmnost agonisty vede k dilataci poru kanalu,
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ktery se tak stava propustny pr&t&i molekuly (Khakh et al., 1999a; Virginio et dl999).
Jednotkova vodivost P2X kanalu je relativnala; ~9-12 pS pro P2X4 kanél (Evans et al,
1995), ~30 pS pro P2X2 kanal (Ding and Sachs, 199&bsrovnani naps jednotkovou
vodivosti ~50 pS NR1/NR2A glutamatového recept@iein et al., 1992).

V pietrvavajici pitomnosti agonisty dochézi k desenzitizaci receptapisobené
piechodem ligandem obsazeného kanalu do stabilnbkoiafte, v niZ je propustnost pro
ionty zménéna. Jednotlive podtypy P2X receptose liSi rychlosti desenzitizace. iRdi
receptoét od nejrychleji desenzitizujicich je nasledujic2X® = P2X3 > P2X2b > P2X4 >
P2X2a. Receptor P2X7 nedesenzitizuje (North, 20a#th and Barnard, 1997) Kinetika
desenzitizace P2X receptoru je zndzamna Obr. 2.

—

P2X, P2X5 P2X, P2X, P2Xs P2X;
J 1nA
20s

Obr. 2 Kinetika desenzitizace P2X receptotil 0 s stimulaci 3@M ATP (P2X1 -6) a 1
mM ATP (P2X7) (North, 2002) .

Mezi jednotlivymi membranovymi receptdoyl popsan tzv. funini cross-talk, coz
je modulace aktivity odliSnych tyipkolokalizovanych receptorpii sowasné aktivaci
jejich vlastnimi penasei. Jedna se tedy o efektivni cestu adaptace nszmapéové
signalizace ke zamam funknich poteb. Negativni cross-talk byl popsan fi@fad mezi
P2X a nACh receptory, kdy proudy vyvolané &mnou aplikaci ACh a ATP jsou
signifikantre mensi nez sa@et nezavislych ACh a ATP odpé&di (Nakazawa, 1994). Dale
byl negativni cross-talk popsan mezi P2X2 a GABGABACc receptory (Sokolova et al.,
2001; Boue-Grabot et al., 2004), mezi P2X2 a 5-twghryptaminovymi receptory (Boué-
Grabot et al., 2003), mezi P2X3, P2X2/3 a opiatovyeteptory (Chizhmakov et al.,
2005), mezi adenosinovymi a dopaminovymi recep{@ines et al., 2000). Pro cross-talk
mezi P2X2 a GABA, GABAc receptory je nezbytnd interakce cytoplazmatického C
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konce P2X receptoru a cytoplazmatick&lkyi mezi 3. a 4. transmembranovou doménou
GABA receptoru (Boué-Grabot et al., 2004). Naopgkesgicky &inek byl pozorovan
mezi ATP a noradrenalinem, ATP a histaminem, kdsadenalinova nebo histaminova
prestimulace zesiluje P2X1 zprimikovanou odpad’ (Smith a Burnstock, 2004).

Zda se, ze P2X receptory a ATP jako endogenniyywturogenaseé jsou klcové
v pfenosu bolesti a v mechanosenzorické transdukardbdch dutych organu (Burnstock
et al., 1996; Cook et al., 1997; Cook et al., 200&d et al., 2006).

1.7.Farmakologie P2X receptoru

P2X podjednotky majitiznou citlivost k ATP a agoni&in (Obr. 3), koncentrace,
které vyvolavaji polovinu maximalni odp&i (ECso) se pro jednotlivé typy P2X
receptoti liSi. Hodnota EG agonisty ATP je pro P2X1 ~1 uM, pro P2X2 4.6-7./ p
P2X3 0.03-2.6 uM, pro P2X4 3.0-11.8 uM (Gever let 2006). Nkteré nativni i
rekombinantni P2X receptory jsou citlivé & B-metylen-adenosin-5"-trifosfatua,@-
meATP), pomalu degradujicimu analogu ATP. Tentonaga mimikuje dinek ATP u
P2X1 a P2X3 receptoru, které se tim odliSuji odtosth P2X podjednotek (North, 2002).

DalSim @&innym agonistou je 3-O-(4-benzoyl)benzoyladendsutrifosfat
(BzATP), ktery specificky aktivuje P2X7 receptoredeptor P2X7 ma nizkou citlivost k
ATP, k receptorové aktivaci se pouzivaji koncergrd®0 puM a vice. Naproti tomu 10-
30krat &inngjSim agonistou je BzZATP (North, 2002).

Type Principle agonists

P2X,; ATP(0.1-1 uM)= 2-methylthio-ATP(0.1-1 uM)2 ctfi-meATP(1-3 puM)> BzATP(3-30 uM)
P2X, ATP(1-30 puM)= 2-methylthio-ATP(3-10 uM)> BzATP (30 uM)>> of-meATP(>300 uM)
P2X5 2-methylthio-ATP(0.3 pM)2 ATP(1 puM)= cf-meATP(1 uM)

P2X, /3 2-methylthio-ATP(1 pM)> ATP(2 pM)>ci-meATP(3 puM)

P2X, ATP(10 uM)z 2-methylthio-ATP(1-100 uM)>> of-meATP(>300 uM)2 BzATP(>500 uM)
P2X ATP(10 uM)= 2-methylthio-ATP(10 uM)>> c}-meATP(>300 uM)z BzATP(>500 uM)
sz‘lﬁ ATP(0.7 pM)> 2-methylthio-ATP(1.3 pM)> of-meATP(3.1 uM)

P2X, 2-methylthio-ATP(9 puM)2 ATP(12 pM)>> of-meATP(>100 pM)

P2X, /6 ATP(6.3 uM) 2 2-methylthio-ATP(7.7 uM)> cf-meATP(12 uM)

P2X, BzATP(3 uM)> 2-methyithio-ATP(10 uM)> ATP(100 uM)> of-meATP(>300 uM)

Obr. 3 Agonisté P2X1-7 receptbr a porovnani jejich efektivity pro jednotlivé
podjednotky (von Kigelgen, 2008)

17



Antagonisté P2X receptoru

Neselektivnimi antagonisty P2X recegtgsou suramin a PPADS (pyridoxal fosfat-
6-azofenyl-2',4'-disulfonova kyselina) (Evans et 4095). Citlivost k&dmto antagonisim
je vSak protizné P2X podjednotky odlisna, ridgad P2X4 podjednotka je oproti ostatnim
relativreé necitliva k inhibici suraminem a PPADS (Buell dt, 4996). Pro usnadni
farmakologické identifikace jednotlivych podityf2X receptar byly v poslednich letech

vyvijeni typow selektivni agonisti, ves#s sloeniny odvozené od suraminu a PPADS.

1.8. Struktura P2X receptoru

P2X receptory jsou slozeny zéi tpodjednotek a iedstavuji typ ligandem
aktivovanych iontovych kan&l které se liSi od kanal typu glutamatového a
acetylcholinového receptoru, které jsou sloZenytyieaz Eti podjednotek. Funkni P2XR
se mohou vyskytovat ve forhomo- a heterotrimeru (Nicke et al., 1998; Stobmle
1999). V nedavné debbyla popsana jejich struktura v utemém stavu pomoci krystalu
upraveného P2X4 Danio rerio, (zfP2X4) Kawate, T., et al, 2009 Cely protein byl
roz&klen do rkolika casti a popsan na zaktagisté podobnosti s tvarentla delfina
(Obr.4).

Sekundarni struktura P2X recegtaricmérg byla popséana jiz idve. Podjednotky
P2X receptoru se skladaji z velké extracelulaorhény, ze dvou transmembranovych
domén (TM1 a TM2), intracelularniho N konce a indlalarnino C konce s pramnou
délkou (Brake et al., 1994;Valera et al., 1994; NHelvet al., 1998). (Obr. 5).
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Obr. 4: Proteinova struktura podjednotky zfP2X4 receptdmar podjednotky zfP2X4
receptoru byl popséan analogicky podle jisté podshne €lem delfina. Extracelularni
smyka je tvdena Elem (modra), hlavou (fialova), pravou prsni plouf#rvend), levou
prsni ploutvi (zlutd) aibetni ploutvi (oranzova). Transmembranové doméM 3 TM2,
tvofi pomyslinou ocasni ploutev (zelena). Ektodoménatuljs @t disulfidickych mistka
(Zluté koule). Intracelularni konce bylygu krystalizaci proteinu odstrary, nejsou proto
v modelu znazormy. (Kawate et al., 2009).
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extracelularni doména

transmembranova doména

cytosolicka doména
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> N-linked glycosylation

“ Disulphide bonds (O May coordinate phosphates of ATP
O Conserved cysteines O YIOKK motif
. Protein kinase C site Involved in proton binding

. Aromatics may sandwich adenine O Involved in Zn?* binding

Obr. 5: Schema struktury P2X receptoru a orientace vnpdické membr&h

V extracelularni domén jdou vyzn&eny disulfidické nistky (zelew) konzervované
cysteiny (bile), histidiny s moZnosti vazby ?Zr(rizow), fenylalanin ¢errg), lysiny

koordinujici vazbu ATP (Zlg) a glykosylovana mistacdrverg). V plazmatickée
membrag jsou oznéeny d¥ transmembrdnové domeény, v cytosolické doimgak N

konec se sekvenci pro interakci s proteinkinazoa € konec s YXXXK motivem
(Khakh and North, 2006).

1.8.1. Extracelularni doména
U kazdé ze it podjednotek P2X receptorje extracelularni snika tvaena
aminokyselinami, které jsou organizovanyeyazié v p-listech doplénych reékolika
nedefinovatelnymi Useky &yimi kratkymi a-helixy. V extracelularni doménvsech P2X
receptoi bylo identifikovano 10 konzervovanych cysteinovychbytki. Tvori
intramolekularni disulfidové istky (Cys116-Cys165, Cys126-Cys149, Cys132-Cys159 a
Cys217-Cys227¢islovani P2X4).a podileji se tak na tvétierciarni struktury receptoru,

coz je unikatni v porovnani s jinymi receptory (8ma Burnstock, 2004)
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Podob# jako u jinych receptdr je extracelularni doména vSech P2X receptor
glykosylovana. Glykosylace je nezbytné pro spopadjednotek do furiniho receptoru a
pro jeho lokalizaci v plazmatické membé&an(Torres et al., 1998; Rettinger et al., 2000).
Patet konzervativnich motiv pro N-glykosylaci (Asn-X-Ser/Thr) se u jednotlivyc
podjednotek lisi (P2X1 — 4, P2X2 — 3, P2X3 — 4, B2X6, P2X5 — 2, P2X6 — 3, P2X7 —
3) (North, 2002). Glykosylace jednoho motivu je t@ddsjici pro funkinost receptoru,
zatimco pro umishi receptoru do plazmatické membrany jeiglona glykosylace dvou
téchto mist (Newbolt et al., 1998; North, 2002). Dislové mastky a glykosylani mista
mohou determinovat strukturu ektodomény P2X reaeptoejsou vSak rozhodujici pro
vazbu ATP.

Extracelularni doména P2X receptoru obsahuje 3 »d#bna mista (Bean et al.,
1990). Kazdé vazebné misto je na rozhrani dvouepoditek. Zakladem ATP vazebného
mista je osm konzervovanych aminokyselinovych zbytlahrnujicich Lys70, Lys72,
Phel88 a Thrl189 z jedné podjednotky a Asn296, Phe®@298, Lys316 a ze sousedni
podjednotky (Goaux et al., 200¥)slovani podle zfP2X4 receptoru (Obr. 6). VazbaPAT
pak zpisobi konformani zmeny, které jsou fevedeny k transmembranovym doménam a
mechanismem podobnym otvirani clony fotoaparatustiyve zmdnu propustnosti

iontového kanalu.
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Obr.6: Vazebné misto pro ATP na rozhrani dvou podjednatezfP2X4 receptoru.
Elektrostaticky potencial je vyjéeny v barevné Skale: modré jsou kladrabité AMK,
cervené zaporh nabité AMK (a), totéz v detailu s molekulou ATP),(kznazorgni
domén, které secastni vazby ATP: Upper body ( horéast €la) modra, Head (hlava)
fialova, Dorsal fin (kbetni ploutev) oranzova, Left flipper (leva prshéyiev) Zluta a
Lower body (spodntast £la) swtle modra (c). Detail ATP vazebného mista (d) s AMK
které se dastni koordinace vazby ATP. Vodikovéustky jsou vyzn&ené ¢ernou
prerusovanoudarou. (Kawate et al., 2009)
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1.8.2. Transmembranové domény

Transmembranové domeény (TM) maji strukturbelixi, které tvagi iontovy kanal.
Tvar kanalu fipomina pesypaci hodiny a je tven Sestio-helixy, dwma v kazdé zerit
podjednotek (Li et al., 2004; Khakh a Egan, 200Bpzdy helix je tvéen 21
aminokyselinou. V ramci podjednotky jsou TM1 a TMzhelixy orientovany k sab
navzajem antiparaletna vzhledem k plazmatické membégisou naklogny pod ahlem
témef 50 °. Podjednotky jsou orientovany symetricky edd@m k mysSlené ose, ktera
prochazi kolmo k plazmatické membé&awnitini TM2 helixy se vzajemnkiizi zhruba v
polovirg jejich délky. Na rozdil od kratkych extracelulainihelixi jsou TM helixy
pravota@ivé (Kawate et al., 2009).

Oba TM helixy jsou zapojeny v mechanismu otvirdrdavirani iontového kanalu,
ktery se oznéuje také jako ,gating” (Egan et al., 1998; Jianglet 2001; Li et al., 2004;
Silberberg et al., 2005; Silberberg et al., 2004mto pojmem se ozwaji konformani
zmeény v molekule proteinu, které nastavaji mezi edeym a uzakenym, respektive
uzawenym a otekenym stavem iontového kanalu jako od@Bvna specificky podét
(Colquhoun, 1998), v tomtoripact na vazbu ATP. Bhem aktivace kanalu dochazi k
nejwetsim konformanim zménam vcéastech TM, které jsou blizké extracelularni do&nén
v Usecich Tyr42-Vald7 a Thr335-Leu3éfslovani P2X4) (Silberberg et al., 2005). TM1
tvori rozsahlé interakce se sousednim TM2 a takédolpiu dvouvrstvou. V téasti TM1
domény, ktera je blizko N-konci je také lokalizog&wtSina rezidui necitlivych k
mutagenezi, coz muze byt vysleno pra¢ velkou lipidovou expozici tohoto Useku.
Naproti tomu Usek TM1 domény blizky ektodora@bsahuje rezidua citlysSi k zangng,
coZ nazn&uje, ze tento Usek pradpodobré silngji interaguje s jinou podjednotkou
(Silberberg et al., 2005; Jelinkova et al., 2008).1 doména je méndulezit4 v kontrole
toku ionti (Jiang et al., 2003; Khakh a Egan, 2005; Samway.£2008),éast&né se
podili na kontrole C& permeability (Samways et al., 2008) a&mhstavu péru z
relativreé selektivniho v dilatovany (Khakh a Egan, 2005).

TM2 helixy lemuji por a tvid vlastni iontovy kanal a také se podileji na spaio
podjednotek, iontové selektivita permeabili pro dvojmocné ionty (Egan et al., 1998;
Migita et al., 2001; Samways a Egan, 2007; Li et2408).

Kazda transmembranova doména obsahujeachinokyseliny konzervované nap
vdemi P2X podjednotkami. Jedna se o Gly30, Twa43/1, a Gly342, Asp34% TM 2
(P2X2 ¢islovani). Bi alaninové skenovaci mutagenezi TM domén, kteta psovedena u
nedesenzitizujicino P2X2 receptoru, se &@&@nG30A neprojevila zémou v ATP citlivosti
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ani v rychlosti deaktivace kanalu. Mutace Y43A sejgvila zvySenou ATP citlivosti a
pomalejSi deaktivaci ve srovnani s divokym typenT)\W2X2 receptoru (Li et al., 2004).
Vzhledem k tomu, ze ATP vazebné misto se nachékiodomeén, swdci to o dilezitosti
této konzervované aminokyseliny v ,gating® mechamis Mutace G342A se také
projevila vyrazg zvySenou citlivosti k ATP, mutaci D349A vznikl nekéni P2X2 kanal.
Zmeény naznauji dilezitost konzervovanych aminokyselin Tyrd3, Gly34&sp349v
kinetice P2X2 kanalu (Li et al., 2004).

Tryptofanova (Silberberg et al., 2005) a cystetodelinkova et al.,, 2008)
mutageneze P2X4 receptoru potvrditdeditost konzervovanych aminokyselin. U mutace
G29W (odpovida pozici G30 P2X2) nedoslo k vyrazrgménam ATP citlivosti oproti
WT receptoru, avSak zama Y42W a Y42C (Y43 u P2X2) #apobila zvySeni ATP
citlivosti. Zanena G347W a G347C (G342 u P2X2) se projevila vyrazrsnizenim
citlivosti kanalu, zartna D354W a D354C (D349 u P2X2) vyustila ve vznikun&cniho
kanalu (Silberberg et al., 2005) (Jelinkova et241(8).

1.8.3. Intracelularni N- a C- konec

Intracelularni konce P2X podjednotek se pod#idevsim na regulaci desenzitizace
receptoru. Vyjmuti fosforykniho konzervovaného YXTxXR/K motivu z N-konceagpbi
urychleni desenzitizace (Boue-Grabot et al., 200 et al.,, 2003). Desenzitizaci
ozna&ujeme snizeni citlivosti receptoru k agonistumréige projevuje poklesem proudové
odpowdi v pritomnosti agonisty.

V délce intracelularniho C-konce jsou mezi jediwgthi P2X podjednotkami zitaé
rozdily (27 aminokyselin u P2X6 az 239 u P2X7#ggto u vSech podjednotek byl na tomto
konci identifikovdn konzervovany YxxxK motif. Nackid se v blizkosti TM2 a je
asociovan s efektivitou exprese receptoru nastmégm povrchu (Chaumont et al., 2004).
P2X7 receptor ma nejdelSi C-konec a existuji hypgtée terminalnich 180 aminokyselin
je zapojeno ve stabilizaci receptoru a interalipidy (Denlinger et al., 2001; Denlinger et
al., 2003; Smart et al., 2003). Interakce P2X2 ptare s jinymi ligandem aktivovanymi
kationovymi kanaly (5-HT3A,»3p4 nAChR, GABAR) je spojovana s reziduy 374-469
na C-konci receptoru (Boue-Grabot et al., 2003,420@-konec je row¥ zapojen Vv
modifikaci desenzitizace. N#&jglad sesthova varianta P2X2 receptoru se zkracenym C-
koncem (P2X2b receptor, kterému chybi 69 aminokyseValz7o-Glhazs vcetne)

desenzitizuje fiblizne 5kréat rychleji nez varianta nezkracend (Koszu et al., 1998Db).
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1.9. Podtypy P2X receptoi

1.9.1. P2X1 receptor

Podjednotka P2X1receptoru byla popraklonovana z hladkého svalu potkana v
roce 1994. Je slozena z 399 aminokyselin. (Vader., 1994)Gen pro P2X1 receptor je
lokalizovan na kratkém raménku 17. chromozomu (B7)1 Desenzitizace P2X1
receptoru je rychla, wvadu stovek milisekund, a obnova z desenzitizovarsthvu je
extrémré pomala. K Uplnému navratu z desenzitizovanéhaustiaehazi az po vice nez 15
minutach (Buell et al., 1996; Valera et al., 1994)leZity vliv na fenotyp desenzitizace
maji ol# transmembranové domény dilghla rezidua v intracelularnéasti proteinu
(Werner et al., 1996). ezity pro ptibéh desenzitizace se zda byt také Thrl8. Nachazi se
v oblasti intracelularniho N-konce, v konsensusveaki pro fosforylaci PKC (TXR/K),
kterd je konzervovana mezi vSemi P2X receptoryndeddova mutace Thrl8 za Ala
zrychli pibéh desenzitizace P2X1 receptoru (Ennion and Evad@2®) Thrl8 ale neni
fosforylovan. PKC pravtbodobré pisobi na P2X1 receptor n@mo, fosforylaci proteinu
asociovaného s timto receptorem (Vial et al., 20088 pravdpodobnou fitomnost
intracelularniho regulatoru desenzitizace P2X1 ptwa ukazaly i elektrofyziologické
pokusy s bitkami permeabilizovanymi pomoci amphotericinu. (Lewand Evans, 2000).

Agonisti P2X1 receptoru (s&zeno podle dinnosti) jsou:a,p-meATP = ATP = 2-
MeSATP. Selektivnim antagonistou P2X1 receptoriiPjé (diinosin pentafosfat), dalSimi
antagonisty jsou TNP-ATP (trinitrofenyl adenosirsfosfat), analogy suraminu NF023,
NF279 a NF449, a analogy PPADS, MRS 2159 a PPNRB§uRtorem P2X1 receptoru je
také fosfatidylinositol-4,5bisfosfat (P1(4,5)P2).ylB prokazano, Ze snizenim jeho
koncentrace v hice se snizuje amplituda ATP-vyvolaného proudu allpiuje se doba
navratu P2X1 receptoru z desezitizovaného stavB2 Rhteraguje s motivem lle356-
Ala371 v C-terminalni domén(Bernier et al., 2008b). Desenzitizaci P2X1 réoaptaké
pravdpodobri ovliviiuje i asociace s aktinovym skeletem woel (Parker, 1998).

P2X1 receptory byly nalezeny v hladkych svalovymimkach cév, méového
méchyfe a steva. Jejich progednictvim dochazi ke kontrakciéaly tchto dutych orgéin
(Suzuki a Kokubun, 1994; Ralevic et al., 1998; Btook, 2006¢). P2X1 receptory jsou
také gitomny na krevnich degiach, kde hraji roli v jejich aktivaci a agregaeo(f et al.,
2001; Hechler et al., 2003; Erhardt et al., 20€8le byly P2X1 receptory identifikovany
v hippokampu, moz&u a neuronech zadnich fomiSnich(Burnstock 2003a, Burnstock
et al 1998).
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1.9.2. P2X2 receptor

P2X2 receptor byl poprvé klonovan v roce 1994 z PCburek
(pheochromocytoma cells) (Brake et al., 1994). @®pR2X1 receptoru obsahuje C-
termindlni extenzi a jeho sekvence je dlouha 47makyselin. Gen pro P2X2 receptor je
lokalizovan na dlouhém raménku 12. chromozdiizg24.33). B trvalejSi aplikaci (10 -
60s) agonisty P2X2 receptor dilatuje a stava spystmym i pro velké organické molekuly
(Virginio et al., 1999). Desenzitizace P2X2 receptje pomala, probiha ¥adu rekolika
desitek sekund (Brake et al., 1994; Evans et 885)l Pravdpodobr piicinou pomalého
fenotypu desenzitizace P2X2 receptoru je konstmitiosforylace Thrl8 (Boue-Grabot et
al., 2000). lezita z hlediska mib¢hu desenzitizace je praybdobrg i C-terminalni
doména, jejiz délka se liSi mezi gdwivymi variantami receptoru. O 69 aminokyselin
kratSi izoforma P2X2B desenzitizujétkrat rychleji nez delSi sa#tova varianta P2X2A,

a zkracovani nebo mutace C-terminalni domeény P2k&ptoru zfisobuji zrychleni jeho
desenzitizace (Koshimizu et al., 1999; Koshimizwalet 1998; Smith et al., 1999). Také
mutace negativh nabitého rezidua Asp349 blizko intracelularnihande TM2 P2X2A
receptoru mze urychlit desenzitizaci (Zhou et al., 1998ji méreni ATP vyvolanych
proudi P2X2 receptar z oocyfi Xenopus laevis metodou ,,outside-out patch”, kdy dochazi
k vytrhnuti tetiku z plasmatické membrany, je oproticiieni z cele biky pribéh
desenzitizace P2X2 receptoru také zrychlen. Je meoiné, Zze s C-terminalni doménou
interaguje intracelularni regulator zpomalujicihigst desenzitizace receptoru (Zhou et al,
1998)

Agonisté P2X2 receptoru (@eno podle dinnosti) jsou: ATP> ATPyS > 2-
MeSATP> a,f-meATP. Antagonisté P2X2 receptoru jsou: surameha analog NF770,
iSOPPADS a RB2 (Reactive blue 2). Bylo prokaz&msodesenzitizace P2X2 receptoru je
regulovana fosfoinositidy. Fosfatidylinositol-3-fas a fosfatidylinositol-3,5bisfosfat se
vazi na klada nabitd rezidua v C-terminalni dontémeceptoru, konkrétnhLys365 a
Lys369, a pravgpodobre tak brani konforménim zménam receptoru a prodluzuji dobu
jeho desenzitizace. Interakce s fosfoinositidy takgSuje propustnost P2X2 receptoru pro
velké organické kationty (Fujiwara and Kubo, 2006).

P2X2 receptory seéetné vyskytuji v nervovém systému a perifernich tkanitdou
piitomny na nervovych zakeéenich i postsynaptickych membranach a hraji roNTWP-
zprostedkovaném rychlém synaptickénifeposu na interneurdlnich synapsich. V. CNS
jsou lokalizovany fedevsim v kortexu, mogku, hypotalamu, striatu, hippokampu a
zadnich rozich misnich (Kanjhan et al., 1999; Baciset al., 2004; Terasawa et al., 2005;
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Gever et al., 2006; Vavra et al., 2011; Bhattachasy al., 2013). P2X2 receptory tak
mohou byt zapojeny do regulac&eni a pandi, v kontrole motorickych funkci, v
senzorické integraci, v autonomni koordinaci zakied Zivotnich funkci. V perifernim
nervovem systému se P2X2 receptory vyskytuji naarmeach senzorickych a autonomnich
ganglii (Simon et al., 1997; Vulchanova et al., 1;99alvert a Hans, 2004; Ma et al., 2005)
a neuronech myenterickych pleteni (Castelucci .et2802; Ohta et al., 2005; Ren et al.,
2003). P2X2 receptory se dale nalézajitiidad ve deni nadledvin (Vulchanova et al.,
1996), v endotelech a epitelech (King et al., 1998ysen et al., 1999a; Birder et al., 2004;
Housley et al., 1999), ve skeletalnich, hladkycr@ggnich svalovych bikach (Ryten et
al., 2002; Hansen et al., 1999b; Lee et al., 2@00)gonadotropnich kkach hypofyzy,

kde stimuluje uvalovani luteiniz&niho hormonu (Zemkova et al., 2006).

1.9.3. P2X3 receptor

P2X3 receptor byl poprvé naklonovan ze senzorickywuror dorzalnich
korenovych ganglii ,jejichz centralni projekce kbw lamirg Il zadniho rohu miSniho
(Chen et al., 1995; Burnstock, 2006b). Sklada 88% aminokyselin (Chen et al., 1995;
Lewis et al., 1995) a gen je lokalizovan na dlouh@ménku 11. chromozom{@1q12).
Agonisti P2X3 receptoru (&&zeno podle dinnosti) jsou: 2-MeSATR ATP > a,-meATP
> Ap4A Antagonisti P2X3 receptoru jsou TNP-ATP, PPAMA317491, NF110.

Stejre jako u P2X1 receptoru, desenzitizace P2X3 recapprvelice rychla, v
fadech ms, s velice pomalym navratem z desenzit&h@stavu (Lewis et al., 1995). Ten
miZe byt urychlen zvySenim extracelularni koncentr&@&* (Cook et al., 1998;
Giniatullin et al., 2003) nebo zpomalen zvySenintraoelularni koncentrace Mg
(Giniatullin et al., 2003). Pro fibch desenzitizace P2X3 receptoru je ktom
transmembranovych domeén #lghlych intracelularnich oblasti rovh dilezita i délka C-
terminalni domény a oblast N-terminalni domény (Wéeet al., 1996).

P2X3 a heteromerni P2X2/3 receptory jsou lokaklaogy na perifernich i
centralnich zakarenich nemyelinizovanych C-vldken a-A&laken neuronu dorzalnich
korenovych, trigeminalnich a noddznich senzorickychgga (Bradbury et al., 1998;
Burnstock et al., 2004; Vulchanova et al., 1997)PAuvolrény ze zakodeni primarnich
senzorickych nervu v zadnich rozich miSnidlzenpostsynapticky aktivovat P2X4 a P2X6

receptory (Chen a Gu, 2005; Abbracchio a Burnstd®88) zatimco jehogsobeni na
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presynaptické P2X3 a P2X2/3 receptory potencujdndmnd glutamatu v oblasti lamina |l
(Gu a MacDermott, 1997; Nakatsuka a Gu, 2001; Nailkat et al., 2003).fPchronickém
konstrikinim poragni nervu dochéazi v ipsilateralni oblasti zadnicthuramiSnich ke

zvysené neuronalni expresi P2X3 receptoru (Novaketval., 1999) .

1.9.4. P2X4 receptor

P2X4 receptor byl izolovan v letech 1995 a 1996azka (Bo et al., 1995; Soto et
al., 1996a) sympatickych ganglii (Buell et al., 1996) a slinwkbotkana (Wang et al.,
1996). Sekvence P2X4 receptoru je dlouha 388 args®dikn. Gen pro P2X4 receptor je
lokalizovan na dlouhém raménku 12. chromozdfitq24.32).

P2X4 receptor je vysoce propustny pro ionty*’Caroud neseny Gi tvoii
priblizné 11 %celkového proudu. (Buell et al., 1996; Soto etE96a). Propustnost P2X4
receptoru je zavisla na dblaplikace agonisty. Podobrako P2X2 i trvalejSi aplikaci
(10 - 60s) agonisty dilatuje a stava se propustnypro organické molekuly, ale pouze
v negitomnosti extracelularniho €a Propousti mensi kationty jako dimetylamin (DMA;
6,1 x 4,2 x 3,8 A) nebo tris(hydroxymetyl)aminonre@RIS; 7,5 x 6,5 x 6,4 A) i velké
organické kationty jako Nmetyl- D-glukamin (NMD(10,8 x 8,7 x 6,5 A) nebo YO-
PRO-1 (16,8 x 12,8 x 8,2 A) (Virginio et al., 199%gonisti P2X4 receptoru (&zeno
podle &innosti) jsou: ATP <<o,8-meATP = CTP. Winky agonisti jsou potencovany
alosterickym modulatorem ivermektinem. P2X4 recepteeni citlivy Kk typickym
antagonisim P2X receptar suraminu a PPADS a k jejich analog. Slabymi antagonisty
P2X4 receptoru jsou TNP-ATP a BBG (Brillant bluegmn).

P2X4 receptor je hofnexprimovan v centralni nervové soustasle byl nalezen
také v plicich, mdovém ngchyki, Zaludku, ste\e, slinivce, brzliku, srdci i btkdch cév a
imunitniho systému (Bo et al., 1995; Soto et #96a; Wang et al., 1996). Dale se P2X4
receptor nachazi v laktotropnich fidch hypofyzy a stimuluje uvbbvani prolaktinu
(Zemkova et al., 2010). V neuronech byl P2X4 reaepilezen na rychlych nervovych
spojenich. Na postsynaptické memkrémoduluje postsynapticky signal, na presynaptickeé
membrag jeho aktivace zvySuje pragplodobnost vylodeni vakia s mediatorem (Khakh
and North, 2006; Vavra et al., 2011). P2X4 receptoidentifikovan i v buikach plicnich
bronchiol, byl objeven v proximalriasti cilii, (Ma et al., 2006). Déale je je P2X4 rptar
exprimovan spolé s P2X7 receptorem v endotelovychnkach cév, kde je zapojen
v signalizaci, ktera vede k syntéze oxidu dusnél@)( ktery zmisobuje vasodilataci.
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P2X4 receptor hraje roli také v chronické neuragattibolesti (Tsuda et al., 2003). P2X4
receptory jsou lokalizovany intracelul&rv neaktivnich mikroglialnich hikach. Jejich
exprese na plasmatické memhranikroglii se zvySuje po stimulaci zé&thvymi signaly
nebo po zragni nen. (Tsuda et al., 2003).

1.9.5. P2X5 receptor

Gen pro P2X5 receptor je lokalizovan na kratkém éaka 17. chromozomu
(17p13.3)
P2X5 podjednotka cDNA byl poprvé izolovana z knihpyotkana sympatického ganglia
(Collo et al., 1996) a srdce (Garcia-Guzman et1#196).RNA je vyjatena gedevsim v
srdci (Garcia-Guzman et al., 1996), P2X5 receptdrpoprvé klonovan v roce 1996 ze
sympatickych ganglii (Collo et al., 1996) a srdagkpna (Garcia-Guzman et al., 1996).
Proteinova sekvence tohoto receptoru je dlouhdadbiokyselin. Na rozdil od ostatnich
podtypar P2X receptar je P2X5 receptor propustny pro Cl- anionty.

NejvyrazrejSi rys ATP-stimulovanych proudsnimanych z buik exprimujicich
potkani P2X5 receptor je jejich nizka amplitudatidd@o maximalni proudy P2X5
receptoét exprimovanych v buigné linii lidskych embryonalnich ledvinnych bikn
(HEK293 burk) jsou 50-200 pA, proudy P2X2 receptoru vyvolaaésiejnych
podminek vyjatbjeme v nA (Collo et al., 1996; Garcia-Guzman et996.

P2X5 receptor se dale vyznge velmi malou mirou desenzitizace (Bo et al.,20Dollo
et al., 1996), ktera je n&foveé zavisla (Bo et al., 2003).

Receptory P2X5 se ngstji vyskytuji v proliferujicich btiikach kize savé
(Groschel-Stewart et al., 1999) a v diferencujicéehtkanich, zahrnujicich osteoblasty
(Naemsch et al., 1999), epitelidlnity nosni sliznice (Gayle and Burnstock, 2005),
streva (Groschel-Stewart et al., 1999),dmeého néchyie a m@ovodu (Lee et al., 2000),
ve skeletalnich svalech, kde se receptor podildifexenciaci satelitnich bk ve zrala
vicejaderna svalova vladkna (Collet et al., 2002y&teet al., 1999; Ryten et al., 2001).
Dale byly P2X5 receptory identifikovany v thymumozku, miSe a nadledvinach (Garcia-
Guzman et al., 1996). Takékteré endokrinni hiky také vykazuji P2X5 imunoreaktivitu
(Glass a Burnstock, 2001).
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Agonisti P2X5 receptoru (5&zeno podle dinnosti) jsou: ATP>> a,3-meATP =
ATPyS. Antagonisti P2X5 receptoru jsou suramin, PPABEG.

1.9.6. P2X6 receptor

P2X6 receptor byl poprvé izolovan v roce 1996trednmiho cervikaliniho ganglia
(Collo et al., 1996) a mozku potkana (Soto et H96b). Jeho sekvence je dlouha 379
aminokyselin.

Podjednotka P2X6 jako jedina netivdunkéni homomery (Barrera et al., 2005;
Ormond et al., 2006), avSak je schopn&itMonkeni heteromery odpovidajici na aplikaci
ATP (Le et al.,, 1998; Soto et al., 1996b). PodjekjnoP2X6 jsou lokalizovany v
endoplasmatickém retikulu a v plazmatické membrgsou gitomny pouze v
heteromernich komplexech s jinymi P2X podjednotkéBairrera et al., 2005).

Gen pro P2X6 receptor je lokalizovan na dlouhém émkan 22. chromozomu
(22911.21)

P2X6 podjednotka je vyraZnexprimovana v CNS, zejména v Putkyych
bunkadch mozeéku, a v hippokampu (Bobanovic et al., 2002; Xian@wnstock, 2005;
Burnstock a Knight, 2004). Exprese P2X6 receptota dale prokdzana v epitelu brofich
(Collo et al., 1996), v epitelech slinnych Zlaz (Mtington et al., 1999), v lilkkach
kosterniho svalstva (Meyer et al., 1999), vikach zZlaz dlohy (Collo et al., 1996). Jelikoz
P2X6 ne vytvé funkéni homomery, prawipodobr tvoii heteromerni kanaly v kombinaci
s jinou P2X podjednotkou exprimovanou échito tkadnich. P2X6 pra¥godobré pasobi
jako inhibini podjednotka, ktera brani na&imé aktivaci P2X receptoru (Vavra et al.
2008).

1.9.7. P2X7 receptor

P2X7 receptor byl izolovan v roce 1996 z mozku paotk (Surprenant et al., 1996).
Proteinovd sekvence tohoto receptoru je dlouha &®fnokyselin, je ze vSech P2X
receptoéi nejdelSi. Desenzitizace P2X7 receptoru je pomaléadu desitek sekund az
minut, a je dale prodlouZena odstraim M¢f* a C&" ionti z extracelularniho prastdi

(Surprenant et al., 1996); projevuje se pouze kyiz koncentracich agonisty (Khadra et
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al., 2013). V dlouhodobé ipomnosti vysokych koncentraci nebo po opakovanych
aplikacich agonisty iontovy kanal dilatuje a st&e propustnym i pro velké organické
kationty. Dlouhodoba aplikace ATP pakibe vest az k buwiné smrti. Dilatace
pravdEpodobré souvisi ginnosti C-terminalni domény. U mutantniho recepteneleci
C-terminalni domény nebylo zvySeni propustnosti akanpo opakované stimulaci
agonistou pozorovano (Surprenant et al., 1996).

Agonisté P2X7 receptoru (@eno podle dinnosti) jsou: BzZATP> ATP > 2-
MeSATP >> q,f-meATP, Antagonisté P2X7 receptoru jsou analogy PBAKNG62 a
KNO4, a brilliant blue G. Ireverzibilnim antagorust je 0ATP (27,3 -DialdehydeATP).
Gen pro P2X7 receptor je lokalizovan na dlouhémérgka 12. chromozomu (12qg24).

P2X7 receptor je fyziologicky velmi vyznamny a jatenzivre zkouman.
Pravd@podobré netvdi heteromery a nachazi se zejména #kloh imunitniho systému:
makrofagach, lymfocytech, Zirnych ikéch a mikrogliich. P2X7 receptory hraji roli
v burgéné smrti, a to &kolika mechanismy. i#my zpisob je lyza biikky zpisobena
progresivni dilataci poru (Virginio et al., 1999BPR2X7 receptory u makroféga mikroglii
aktivuji apoptozu také prastnictvim uvolgni interleukinu-B, coz v disledku vede k
aktivaci kaspazové kaskady (Ferrari et al., 1997dyghes et al., 2007). SniZzen& exprese
P2X7 receptoru byla pozorovana v nadorovyclhikdch (Zhoul et al., 2008). Inhibice
aktivni role P2X7 receptoru v apoptéze je pkgpatlobrg jednou z picin excesivni

bung¢né proliferace.

1.10. Selektivita iontového kanalu P2X receptoru

P2X receptory se ozbtaji jako neselektivni kationtové kanaly. Propustnos
monovalentnich kationt; P2X2 kanalu je odsioyéna v peadi: K > Rb" > Cs > Na'™>
Li*. Toto pdadi je odliné od relativni pohyblivosti iontu ved# a proto se uvazuje, ze
ionty interaguji pi praichodu porem se specifickym vazebnym mistem o siédidrické
sile (Ding a Sachs, 1999a,b).

Aktivace P2X receptoru #gobuje prostup Gaiontu pérem kanalu a nasledné
zvyseni intracelularni Gakoncentrace. Propustnost pro’Caonty je relativié vysoka, z
celkového ATP-indukovaného proudu je*Cinty neseno 2.7 % (P2X3) az 11-12 %
(P2X4, P2X1) (Egan a Khakh, 2004). Stejné bodovéaom) které u P2X2 receptoru

ovlivnily propustnost monovalentnich kationtu, eviliji i propustnost Cd iontu: zangna
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aminokyselin Thr336, Thr339, Ser34thizi C&" permeabilitu. Tato rezidua jsou
praviEpodobrg sowasti selektivniho filtru P2X2 poru (Migita et a@2001; Egan a Khakh,
2004; Samways a Egan, 2007; Li et al., 2008). Zménrezidua vSak nejsou konzervovana,
takZze u jinych podjednotek se mohou na filtru petdjina rezidua, coz by vysililo
rozdily v propustnosti mezi P2X receptory.

P¥i opakované stimulaci nebo prodlouzené aplikaci ABP5-10 s) dochazi u
n¢kterych P2X receptoru k dilataci péru s naslednoappstnosti pro &Si molekuly.
Roste nafiklad permeabilita velkého organického kationtu NG (N-metyl-D-
glukosamin), a to v zavislosti na kompozici podjedk a ¢asu aktivace receptoru
(Virginio et al., 1999). Tuto vlastnost vykazujeX2receptor (Surprenant et al., 1996;
Rassendren et al., 1997b), P2X2 a P2X4 receptogitio et al., 1999b). Vifppadck P2X7
receptoru se fedpoklada zétSeni paméru péru z 8 A az na 30-50 A a zvy3eni gam
propustnosti NMDGa N4 (pnmpe/pna) z 0.03 na 0.48 (Eickhorst et al., 2002; Virgieio
al., 1999b). | p zvySené permeabititpro vetsi ionty éstava pér kationtay selektivni
(Virginio et al., 1999b). Dilatace poru a zvySemdrpeabilita P2X7 receptoru muze vyustit
az v rozpad hiky. V tomto jevu se fedpoklada ast C-konce P2X7 receptoru. Yipad
P2X2 a P2X4 receptoru nebyl jev lyzenky v disledku zvySené permeability P2X
receptoru pozorovan (Surprenant et al., 1996).

1.11. Kinetika P2X receptoru

Pro aktivaci receptoru je nezbytna vazba vice ading molekuly agonisty (Brake et
al., 1994). Protoze P2X receptor je trimer a vagebnisto pro ATP je mezi
podjednotkami, jeho ektodoména obsahuje 3 ATP vazehista (Bean et al., 1990).
Predpoklada se, Zze obsazenim jednoho ATP vazebnéta fei pozitive kooperovana
vazba dalSi molekuly ATP (Ding a Sachs, 1999b).

Bylo vytvoreno reékolik kinetickych modelu popisujicich chovani P2xnilu, avsak
Zadny z nich neni Uplny.iyodem je obtiZzna analyza vlastnosti jednotlivyciX Ranalu.

V linearnim kinetickém modelu navrzeném Dingem ahSem (Obr. 7), je popsanaétp
uzawenych stavu@i.2345) a dva otekené QOag).
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Obr.7: Kineticky model P2X2 receptoru. UzZ@ané stavy ozn@né C1 — C4, otégné O1
a 02 (Ding a Sachs, 1999b)

B

Tento model byl vytvien na zaklagl méieni charakteristik jednotlivych P2X2
kanalu (outside out patch clamp technika) v memdmhnHEK293 buék a oocyi
Xenopus laevis. V modelu pedchazi oteteni kanalu postupné navazani 3 molekul ATP,
kdy kazda vazba urychli vazbu nasledujici. Kanabdtegira po obsazeni vSech vazebnych
mist a muze se vyskytovat ve dvou d@emych stavechOA a OB (stav se zvySenou
propustnosti pro velké ionty). Posledni s@ je zaweny, k ATP necitlivy (Egan et al.,
2006; Ding a Sachs, 1999b). Modekfia ze stejnou cestou aktivace a deaktivace kanalu.
Rychlost deaktivace je tak zavisla na rychlosti ambwani ligandu a afirit ATP
vazebného mista. Ding a Sachs v tomto modelu nézuaavieni iontového kanalu v
dusledku desensitizace receptoru, ktera ja vSak u2R2¥ativha pomala (Ding a Sachs,
2002).. S desensitizaci gta cyklicky kinetiky model navrzrny pro P2X3 retem
(Fabretti et al., 2004). Pomoci tohoto modelu byk@zano, Zze konzervovany Tyr37 v
TM1 se podili na stabilizaci desensitizovanéhosf2X3 a omezuje jeho propustnost pro
Ccd* (Jindrichova et al., 2011). V modelu Dinga a Sachdle neni zahrnutéasova
zAvislost zvyseni permeability pro NMDGktera je typicka pro fechod kOs stavu.
Cyklicky kineticky model vys#tlujici oteweny a dilatovany stav P2X7 receptoru vSak jiz
existuje (Yan et al., 2005) a byl nedavno déplm stav desenzitizovany (Khadra et al.,
2013).. bylo Bylo také prokazano, ze P2X kanal sgevotevit i v pripac, kdy nejsou
ligandem obsazena vSechna vazebna mista (Wilkieisah, 2006).

V pretrvavajici pitomnosti agonisty dochézi k desenzitizaci recepigxisobené
piechodem ligandem obsazeného kanalu do stabilnbkwoiate, v niz je propustnost pro
ionty zménéna. Jednotlive podtypy P2X receptoru se liSi rystildesenzitizace. Padi
WT receptoru od nejrychleji desenzitizujicich jesledlujici: P2X1=P2X3 > P2X2b >
P2X4 > P2X2a. Receptor P2X7 nedesenzitizuje (N@@02; North a Barnard, 1997)
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2. Cile prace

V predchozich experimentech bylo elektrofyziologickymitenimi prokazéano, Ze
u receptoru P2X2 a P2X4 po z&m konzervovaného tyrozinu v prvni transmembranove
domért za alanin dochazi ke zvySeni citlivosti pro ATPBradlouzeni doby deaktivace
iontového kanalu po odmyti agonisty (Li et al., 20Q)elinkova et al., 2008). U P2X3
receptoru dochézi k destabilizaci desensitizovangfawu (Jindrichova et al. 2011).
V této praci jsem se proto z&fil na objasini role konzervovaného tyrozinu v procesu
spontanniho otvirdni a zavirani iontového kanaluX R2ceptoti v negitomnosti

agonisty.

Cilem prace bylo:

1. Zjistit, zda je P2X2 Y43A propustny pro Cav negfitomnosti ATP a porovnat
vodivost pro C& u P2X2 WT a P2X2 s mutaci Y43A.

2. Zjistit, zda jsou pro vapnik spont@&npropustné podobné mutace receptoru P2X4,
P2X3 a P2X7

3. Zjistit, zda je spontanni otni kanélu P2X2-Y43A citlivé k selektivnimu inhiditi
P2X receptoru PPADS

4. Zjistit, zda navratova mutace P2X2-Y43F a P2X2¥ vede k obnoveniugodni

funkce receptoru
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3. Material a metody
Bunky

Pro nefeni aktivity P2X receptdrbyly pouZzity transfekované GT1-7 iky (déle
GT1 buiky). GT1-7 buiky jsou transformované mysi hypotalamické neurovgliwjici
gonadotropin-releasing hormon (GnRH) které ve se&matické membrénpiirozere
neexprimuji purinergni receptory,¢beni tedy neni ovlivéno vlastni odpoddi burek na
ATP. Buiky GT1 byly gistovany v médiu skladajicim se z Dulbeccova moaoifdného
Eaglova média (D-MEMinvitrogen, Carslbad, CA, USA), 10% tepeld deaktivovaného
howziho plodového séreSgma-Aldrich), 50 U/ml penicilinu(Invitrogen) a 50 ug/mi
streptomycinu(Invitrogen). Buiky rostly v 75 cm2 plastovych kultigaich lahvich
(NUNC, Rochester, NY, USA). Lahve s bistkami byly umistny v inkubatoru IR SENSOR
(Sanyo E&E Europe BV Medical Division, Az Etten Leur, Holandsko) pii 37°C v
atmosfée nasycené vodnimi parami a obsahujici 5% CO2 a @&#schu. Biiky byly
ponechany v tomto prasdi giblizné 48 az 72 hodin, jakmile pokryly 80% az 95%
plochy lahve, byly pepasazovany.

Paséazovani
V boxu bylo z kultiv&nich lahvi odsato médium aitky byly oplachnuty 3 ml
Versenova roztokifinvitrogen) ohratého na teplotu 37°C. Aby doSlo k uwéhin burek
od povrchu kultivani lahve, byly nasledninkubovany piblizn¢ 30 s pi 37°C se 3 ml
Versenova roztoku s 0,25% trypsinu. Trypsin bykihevan 5 ml gedeltatého D-MEM
media a cely obsah lahve byl jeenpromichan naséatim a vyp&sim z pipety. Obsah
lahve byl glemistén do zkumavky a sten po dobu 5 minip800 rpm a 26°C. Tekutina
byla slita a peleta byla resuspendovana v 5iedightatého D-MEM media. Pro udrzeni
burg¢né linie bylo do nové lahve se 7,5 niedeltatého D-MEM media nasazeno 0,3-0,5
ml suspenze buk (obsahuje 1,5-2,0 x2M®urek). Buiiky byly vZdy pstovany ve dvou
nezavislych lahvich (obvykle jedna s vySSi kona@msitburgk, druha s nizsi), z nichz jen
jedna byla vybrana k pasazovani. Celkov¢gigasazi se pohyboval mezi 30-50. Nove
buiky byly ziskany rozmrazenim zéasob (2. — 3. pas@indinich bugk) uchovavanych
v tekutém dusiku. Pro transfekci saiky nasazovaly do 35 mm plastovych kultiné&h
misek (Sarstedt, Newton, NC, USA) se temi 12 mm poly-L-lysinovymi sktky
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(Glaswarenfabrik Karl Hecht KG, Sandheim, Nemecko). Do misky se 2 mligdeltatého
D-MEM media byly na kazdé skko nasazeny 4l buné¢né suspenze.

DNA konstrukty

K transfekci byly pouzity potkani formy géhkodujicich podjednotki?2X receptal a
jejich jednobodové mutace v prvni transmembranowgnéale: P2X2a-WT (dale jen
P2X2-WT) receptor a P2X2 receptor s mutaci Y43A48F, P2X3-WT receptor a P2X3
receptor s mutaci Y37A, P2X4-WT receptor a P2X4eptar s mutaci Y42A a Y42F,
P2X7-WT receptor a P2X7 recepics mutaci Y40A. VeSkera cDNA pro WT receptory
pochazi z laborate Dr. S. S. Stojilkowie (NIH, Bethesda, MD, USA). Mutace byly
vyrobeny v Laborat® bunécné a molekularni neuroendokrinologie Fyziologického
ustavu AWCR. Geny byly zaklonovany do expresniho vektoru BREGFP se
zesilenym zelenym fluoresaarim proteinem (EGFP) (Clontech, Mountain View, CA,
USA).

Transfekce
Transfekce byla provedena podle tran&féko protokolu jetPEI(Polyplus-

transfection, Illkirch, Francie).

Transfekce byla provedena 24 hod po nasazerdkiua skiéka. Buikam v 35 mm
misce (3 skkika) byly vynmenény 2ml média. V 1ml eppendorfce bylo smichano DO
150 mM roztoku NaCl se 3g DNA, snes byla homogenizovdna 10s vortexem s
naslednym kratkym stenim. V druhé eppendorfce (1ml) byl&gravena srés 6 pl jet
PEIl reagent se 10l 150 mM NaCl a také homogenizovana 10s vortexem a
centifugovana. Do zkumavky s DNA byléighna snis s jet PEI reagent. Po 10s vortexu
a centrifugaci byla sas inkubovana 15 minuttppokojové teplat. Poté byla sgs DNA
piidana k bitkdm a inkubovana 24 hodirfiggeplots 37° C. (kinnost transfekce buk
byla 60 - 95%.
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Ca** — imaging

Vépnikovy imaging je mikrofluorimetrické &eni znén [C&']i. Je to BZny
zpasob ngfeni vapnikové signalizace v Zivychitbidch. Zobrazovaci technika vyuziva
vlastnosti fluoresce&mich indikatofi, jimiz jsou organické molekuly, kteréém své
spektralni vlastnosti v zavislosti na vazb volnymi ionty C4". Indikatory pro C&' -
imaging spadaji do dvou kategorii, ptmové indikatory jako Fura-2 a Indo-1, a barviva
pro jednu vinovou délky jako Fluo-4.

Pro experimenty byl pouzity indikator Fura -2 et ma emisni maximumiip510
nm a néni maximum svého excitaiho spektra od 340 nm do 380 nm v reakci na vazbu
vapniku. Pokud je na sondu®aavézany, vinova délka excitace je 340 nm, polend,n
sonda je excitovanaiip380 nm (Obr. 8, 9). Snimaci kamera zaznamenaiidast
snimky i 340 nm a 380 nm, kombinace sniimBak uti vysledny obraz: koncentrace
intracelularniho vapniku se dirz pongru fluorescetni emise a ) excitaci iznymi
vinovymi délkami. Hlavni vyhodou pouziti ratiomekych barviv je, Ze signal je
nezavisly na koncentraci barviva, jeho vyhasinérgnzi€ oswtleni a délce optické
dréahy.

Em = 510 nm

9.8 uM free Ca®

Fluorescence excitation

250 300 350 400 450
Wavelangth (nm)

Obr. 8 Fluorescetni excit&ni spektrum indikatoru Fura-2 v zavislosti na vaitnti
cd*. Fura—2 AM jako neaktivni acetoxymetylester difujed pres plazmatickou
membranu do butk, kde je metylesterova skupina agiina esterdzami asociovanymi
s plazmatickou membranou a jako aktivnizm vazat ionty C4. Koncentrace iofitC&*
od OuM do 39,8uM (pievzato z:http://www.lifetechnologies.com/Life Technologies
Corporation, 2013)
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Obr. 9 Molekula fluorescetniho indikatoru Fura-2 s nenavdzanym (A) a navarafB)
iontem C&". (prevzato z: Dojindo Molecular Technologies, Inc. 200@raveno).

K zaznamenani a vyhodnoceni hodnot fluorescende pbuzity program

MetaFluor (Molecular Devices, LLC Sunnyvale, Unitethtes).
Priprava bunék na méreni:

Roztok pro fluorescemi zn&eni byl gipraveny ze 2ml extracelularniho roztoku
(ECS) s 2,5 plindikatoru Fura-2 AM (ze zasobnitoztoku 50 pg Fura-2AM
rozpuséného v 50 pul DMSO), a 5 ul neiontového surfaktaBRturonic F-127 (pro
usnadeni solubilizace acetoxymetylesteru) na 3 &di Buiky na skléku byly
inkubovany v temnu 45 minutipteplo& 37°C a nasled® 15 minut i pokojové teplaos.
Poté byla skiika s butkami opatr omyta v ECS a umi&ta do do 35 mm plastovych
misek scistym ECS. K vilastnimu #teni byla skifka jednotli¥ prenesena do #fici

komarky a instalovana do &hici aparatury.
Mérici aparatura

Aparatura se sklada z invertovaného mikroskopu @lgnX83 s imerznimi
objektivy, z lampy — emitoru fluoresa@imiho zdeni (monochromatoru), digitalni
chlazené kamery, aplikaiho zdizeni s mikromanipulatorem, odsavani a PC se

zadznamovym a vyhodnocovacim software MetaFluor.
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Postup nereni:

Po instalaci do ®tici aparatury byla skika s butkami pondena do roztoku ECS.
Spicka aplikatoru byla pomoci mikromanipulatorti p0 nasobném z#Seni umisina do
bezprostedni blizkosti buék. Po celou dobu #ieni byly buiky trvale omyvany ECS

roztokem.

Poté byla vybrana konkrétni oblast préiemi — byly vybrany biky izolované od
ostatnich aby #&feni nebylo ovlivino mezibui¢nou komunikaci. Nasledn byl
nastaven objektiv se 40 ndsobnyngtfenim a v programu MetaFluor na monitoru PC

oznaeny jednotlivé biiky vybrané pro réeni.

V kazdém experimentu bylo deno 25 — 40 buik. Vlastni n&feni sp@ivalo v
aplikaci jednotlivych roztok (agonisti, inhibitory, C&) na buiky a snimani z#m
fluorescence. Mezi jednotlivymi aplikacemi byl daen interval minimal& 2 minuty pro

odmyti gredchozi aplikace.

Zmena [C&']; v ¢ase byla zobrazena na barevné Skaleagulena do numerického
vyjadieni jako pormdr me¢feni @i vinovych délkach 340 a 380 (F340/F380). Snimani
probihalo frekvenci 2 snimky za sekundu. Zaznawryem byl uloZen pro dalSi

vyhodnoceni.
Roztoky
Extracelularni roztok

V prabéhu meteni byly buiky omyvany proudicim ECS, ktery byl sloZen z chdari
sodného, chloridu draselného, chloridu vapenatétidpridu hdecnatého, N-(2-
hydroxyetyl)piperazin-N'-2-etansulfonové kyseliffHPES) a D-glukdzy rozpustych
v deionizované vod VSechny chemikalie pochazebd firmy Sigma-Aldrich. Hslusna

mnozstvi a vysledné koncentrace jsou uvedené Vcaldu
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chemikalie vzorec mnozstvi na 1| | koncentrace [mM]
chlorid sodny NaCl 8,298 g 142
chlorid draselny KCI 0,223 g 3
chlorid vapenaty Cagl 2ml 2
chlorid haecnaty MgCi 1ml 1
D-glukosa 189 10
HEPES 2,383 ¢ 10
deionizovana voda 11

Tab. 1 Seznam chemikalii pouzivanych prggravu extracelularniho roztoku.

Po rozpusini vSech chemikdlii bylo upraveno pH na 7,3 pombéi NaOH.
Vysledny roztok mil osmolaritu 290-300 mOsm. Jeji hodnoty byly koldvany na
osmometru Vapro 5520 (Wescon, Logan, UT, USA). BAsSoECS byl uloZzen v
plastovych lahvichif-20°C. Obvykle bylo fipravené mnoZzstvi sp@bovano nejpoziji

za nesic.
Aplikaéni roztoky

Jako aplikani roztoky byly pouzivangmM roztok CaGl (dale 5 mM C&), 30 pM
roztok ATP, 100 uM roztok BzATP a 3uM roztok antagty PPADS Aplikaéni roztoky
byly pripravovany ped kazdym pokusem nové ze zasobnich rdztotedtnim v ECS.
Aplika¢nim roztokim s vysokou koncentraci ATP (140@) bylo kontrolovano pH a v
ptipact potreby upraveno NaOH na hodnotu 7,3. Zasobni roztokly & deionizované vad
o koncentracich 100 mM a byly uchovavany v -80°Cnolktvi aplikénich roztok
ptipravované pro experiment bylo obvykle 5 — 10 ml.

40



41



4. Vysledky

Ur&eni propustnosti iontového kanalu P2X receptoru proCa’* metodou C&*
imagingu.

Zmeény [C&']i byly méteny v GT1 bitkach transfekovanych s divokym typem P2X2,
P2X3, P2X4 a P2X7 recepforv GT1 buikach transfekovanych mutantnimi receptory
se zaminou konzervovaného tyrozinu v prvni transmembrandegné za alanin
(P2X2-Y43A, P2X3-Y37A, P2X4-Y42A a P2X7-Y40A) a wetnansfekovanych GT1
burgk. Tyto imortalizované mySi GnRH neurony nemajd@yenni P2X receptory, a
proto netransfekované tky neodpovidaji na ATP. Po transfekci P2X receptiaey
zaznamenat zémy [C&]; stimulované ATP (Obr.10).

aplikace ATP 30 UM

Obr. 10. Obrazovy zdznam zn [C&"]; v GT1 buikach transfekovanych P2X2-WT
béhem 5 s aplikace 30 uM ATP. &ek aplikace ATP je oztan t= 0. Skala barvev
odpovida koncentraci intracelularniho?Cad nejnizsi (modra) po nejvy$setvena).
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V uvodnich experimentech byla porovnarindost dvou koncentraci ATP (3 uM
a 30 uM) u P2X2-WT receptoru (Obr.11) a dvdanych agonist (ATP a BzATP) u
P2X7 receptoru (Obr.12). Tyto dva typy P2X receptbyly pouzity proto, Ze malo
desensitizuji a jsou vhodné pro metodd*Camagingu, kterou Ize zaznamenavatsog
[Ca™]; tadow po sekundach (Obr. 11), zatimco jiné receptorgt.r@2X1 a P2X3, jsou
jZ desensitizované (desensitizigdow v milisekundach). Na konci kazdého pokusu byl
za Welem kalibrace aplikovan ionomycin (100 pM), *Caonofor, ktery tvef
v membrég pér propustny pro G4 a kterym byla zjidna maximalni hladina [G§;

v dané biice.

U P2X2-WT bylo maximélni odp@di dosaZzeno po aplikaci 30 uM ATP (Obr. 11
vlevo), zatimco u mutace P2X2-Y43A jizi8 uM ATP (Obr.12vpravo). Tyto vysledky
ukézaly, e [CH]; odpowdi jsou koncentréné zavislé, a 7e P2X2-Y43A ma vyssi
citlivost k ATP nez WT, cozZ je v souladu s jiz pikdbivanymi elektrofyziologickymi
pokusy (Jindrichova et al., 2009)

120,00
100,00 i

80,00 +———
5 mECS
8 60,00 ATP 3 uM
: B ATP 30 uM

40,00 - W ionomycin 100 pM

20,00 - :

0,00 - :

P2X2-WT P2X2-Y43A

Obr. 11. Porovnani propustnost pro €aii riznych koncentracich ATP u receptoru
P2X2-WT a P2X2-Y43A. Na ose y je znazéma znéna [C&']; vyjadiena porrem
emise navazaného a nenavazaného indikatoru Fura-8vpu excit&nich vinovych
délkach (F340/F380) v %, kde za 100% je povazowdapm\wed na ionomycin. Aplikace
extracelularni roztoku (ECS) je kontrola,i@gstavuje hladinu vapniku v klidovérme.
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U P2X7-WT bylo ¥tSi odpoedi dosazeno ifp aplikaci 100 uM BzATP nezZip
aplikaci 100 puM ATP (Obr. 13). Maximalni hodnotyakSnebylo dosazenoripzadné
z téchto aplikaci. Receptor P2X7 se liSi od ostatnédeptoét P2X rodiny niZSi citlivosti
k ATP, afadou jinych vlastnosti, néflad schopnosti dilatace poru iontového kanalu
v dlouhodobé Hitomnosti agonisty (viz Uvod). Uvedené vysledky wodily, ze P2X7
receptor ma nizsi citlivosti k ATP, a Ze BzATP jelektivnim agonistou pro tento

receptor.
120
100
S 80
8
) I W ECS
% 60
- ATP 100 pM
40 -
M BzATP 100 uM
20 - H ionomycin 100 uM
0 -

P2X7-WT

Obr. 12. Porovnani propustnosti pro €apii stimulaci P2X7-WT receptoru ATP a
BzATP. Znmeny [C&']; jsou znazorény jako pondr F340/F380 (%), odp@d na
ionomycin (100 puM) pedstavuje 100 %. Aplikace extracelularni roztoklCE je
kontrola a pedstavuje hladinu vapniku v klidovérme.
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Propustnost iontového kanalu P2X2-Y43A receptoru @ Ca’" v nepfitomnosti
ATP.

V dalsi sérii pokus bylo cilem zjistit, jak4 je klidovaA G& propustnost
neligandovaného P2X2-Y43A receptoru. Byl aplikevéztok 5 mM C&, pro zvyseni
gradientu C& na plazmatické membrémuiiky, roztok 30uM ATP pro aktivaci P2X2
receptoét @ 100uM roztok ionomycinu pro zjighi maximalni intracelularni hladiny
Cd*. Zmeny byly zkoumany v GT1 hikach transfekovanych P2X2-WT nebo
mutantnim P2X2-Y43A receptorem, a v netransfekgeharbuikach (Obr. 13).

U kontrolnich netransfekovanych titkndo$lo ke zvyseni [G8; pouze po aplikaci
ionomycinu (Obr. 13A). U buik transfekovanych P2X2-WT receptoru doslo ke zviySen
[Ca®"]; po aplikaci ATP a ionomycinu (Obr. 13B). U hiins mutovanym P2X2-Y43A
doslo ke zvySeni [G&i po aplikaci 5 mM C&, 30 uM ATP a 100uM ionomycinu
(Obr. 13C).

Po zpimérovani 3 — 5 pokus ve kterych bylo v kazdém snimano asi 25dn
byly vysledky vyneseny do sloupcovych dra$ vyzn&enim statisticky vyznamnych
rozdili (Obr. 14). Statisticka analyza potvrdila vyznamsay [C&]; po aplikaci 5 mM
C&" v buikach s receptorem P2X2-Y43A (Obr. 14Bravo). Tyto vysledky ukazaly,
Ze zamina konzervovaného tyrozinu Y43 v prvni transmemiwandomén receptoru
P2X2 za alanin zvy3uje klidovou propustnost memp@mo ionty CA" v nefftomnosti
ligandu (ATP).
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Obr. 13. Casovy piibsh zmen [C&']; u ligandem aktivovanych a neaktivovanych P2X2-
WT a P2X2-Y43A receptar Zmeény [C&']; jsou znéazorény jako pondr F340/F380
(%). Délka aplikace roztoku 5 mM €a 30 uM ATP nebo 100uM ionomycinu je
zndzorgna horizontalni carou nad zaznamem z netransfekovanych ¢bufd) a
transfekovanych receptorem P2X2-WT (B) nebo P2X3A4C). Vysledna kvka
vznikla pfimérem z 25 bugk, vyznaené odchylky jsou standardni chybyamgru
vypoctené vzdy ve stejnéasovem bodl zaznamu. Body pro vyget standardni chyby
byly pro geehlednost grafu vybrany s intervalem 10 — 20 i$,zpbrazeni standardni
chyby v kazdém badméreni, tj. 1x za sekundu by bylgieh kiivky negrehledny. Kazdy
experiment byl opakovan nejmebkrat.
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Obr. 14. Sloupcové grafy ztm [C&']i u ligandem aktivovanych a neaktivovanych
P2X2-WT a P2X2-Y43A receptior Grafy ukazuji pkimérné hodnoty maximalnich
zmen [Ce?*]i s vyzné&enim standardni chyby. Byly vygeny u netransfekovanych
burgk (A) a transfekovanych receptorem P2X2-WT nebXZ2R¥43A (B). Na ose y je
znazorgna znéna koncentrace Ga vyjadend pomirem F340/F380 (%), emise
navazaného a nenavazaného indikatoru Fura-2 v &z&d 00% je povazovana odpdv

na ionomycin.

47



f340/f38

f340/f38

Propustnost iontového kanélu P2X3-Y37A receptoru @ Ca®** v nepéitomnosti
ATP.

V sérii pokusi s P2X3 receptory byl aplikovan 5 mM roztok’Gapro zvyseni
gradientu C& na plazmatické membrémuiky, 100uM roztok ATP pro aktivaci P2X3
receptoéi a 100uM roztok ionomycinu pro zjighi maximalni intracelularni koncentraci
Cd&*. U burek transfekovanych P2X3-WT receptorem do$lo k newau zvyseni
[C&®"]; po aplikaci ATP ve srovnani s velkym zvy$enim plikapi 100 M ionomycinu
(Obr. 15A). U butk s mutovanym P2X3- Y37A receptorem bylo zvySen&’[G

pozorovano pouze po aplikaci 100 ionomycinu (Obr. 15B).
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0 180 360 540 720 900 t[s]

Obr. 15. Zaznam zrén [C&]; u ligandem aktivovanych a neaktivovanych P2X3-WT a
P2X3-Y37A receptdr. Zmeény [C&]; jsou znAzorény jako pomdr F340/F380 (%).
Délka aplikace roztoku 5 mM €3 100 uM ATP nebo 100uM ionomycinu je
znazorkna horizontalnicarou nad zadznamem z kkn transfekovanych receptorem
P2X3-WT (A) nebo P2X3-Y37A (B). Vysledn&ika vznikla pamérem z 25 busk,
vyznaené odchylky jsou standardni chybyipgru vypaitené vzdy ve stejnéasovéem
bod zaznamu. Kazdy experiment byl opakovan 3krat.

48



Statisticka analyza potvrdila, e k vyznamnyméaém [C&']; po aplikaci ATP
nebo 5 mM C& v buikdch s receptorem P2X3-WT (Obr. Mevo) a P2X3-Y37A
(Obr. 16, vpravo) nedoslo. ZvySeni klidové propustnosti membrany jpnty C&"

v negitomnosti  ATP B zamené konzervovaného tyrozinu Y37 v prvni
transmembranové dom&rza alanin se tedy u receptoru P2X3 nepibmlgprokazat.

Vzhledem k tomu, Ze k desenzitizaci P2X3 receptiwchazi wadu desitek milisekund,
metoda C& imagingu v tomto fipads neni dostata¢ rychla, protoZe interval mezi

snimanim jednotlivych bddje 1s.

120,00

100,00

80,00
MW ECS

ATP 30 uM

60,00

£340/f380 [%]

mCa5mM

40,00
W jonomycin 100 pM

20,00

0,00 -

P2X3-WT P2X3-Y37A

Obr. 16. Sloupcové grafy zim [C&']i u ligandem aktivovanych a neaktivovanych
P2X3-WT a P2X3-Y37A receptior Grafy ukazuji pkimérné hodnoty maximalnich
zmen [C&Y; s vyzna@enim standardni chyby. Byly vygeny u transfekovanych bk

s receptorem P2X3-WT vievo). nebo P2X3-Y37A \pravo). Koncentrace Ca
vyjadiena pondrem emise navazaného a nenavéazaného indikatoru2Furgo, kde za

100% je povazovana odpal na ionomycin.
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Propustnost iontového kanalu P2X4-Y42A receptorum Ca’" nepfitomnosti ATP.

V sérii pokus s P2X4 receptory byl aplikovan 5mM roztok %Gapro zvySeni
gradientu C& na plazmatické membré&muiky, 30 uM roztok ATP pro aktivaci P2X4
receptot a 10QuM roztok ionomycinu pro zjighi maximalni intracelularni koncentraci
C&*. U burek s divokym typem P2X4 receptoru doslo ke zvys@z1]; po aplikaci 30
uM roztoku ATP a 100M roztoku ionomycinu (Obr. 17A). U btk s mutovanym
P2X4-Y42A receptorem doslo ke zvyseni {Gapo aplikaci 5 mM roztoku Ga, 30uM
roztoku ATP a 10@M roztoku ionomycinu (Obr. 17B).
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Obr. 17. Zaznam zrn [C&]; u ligandem aktivovanych a neaktivovanych P2X4-WT a
P2X4-Y42A  receptdr. Zmeny [C&']i jsou znézoreny jako pondr F340/F380 (%).
Délka aplikace roztoku 5 mM &2 30uM ATP nebo 10QtM ionomycinu je znézokma
horizontalni¢arou nad zaznamem z kikn transfekovanych receptorem P2X4-WT (A)
nebo P2X4-Y42A (B). Vyslednaftikka vznikla pamérem z 25 buék, vyzna&ené
odchylky jsou standardni chybytpnéru vypaitené vzdy ve stejnémiasovém bod
zaznamu. Kazdy experiment byl opakovan 5krat.
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Po zpfimérovani byly vysledky vyneseny do sloupcovych drafteré ukazaly
statisticky vyznamné zvySeni [€h po aplikaci 5 mM C& u mutace P2X4-Y42A
(Obr. 18). Vysledky potvrdily, Z2e z&ma konzervovaného tyrozinu Y42 v prvni
transmembranové dom&mreceptoru P2X4 za alanin zvySuje klidovou propostn
membrany pro ionty GAv nefftomnosti ATP.
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0,00 -
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Obr. 18. Sloupcové grafy zem [C&']; u ligandem aktivovanych a neaktivovanych
P2X4-WT a P2X4-Y42A  receptior Grafy ukazuji pkmérné hodnoty maximalnich
zmen [C&Y;i s vyznaéenim standardni chyby. Byly vygeny u transfekovanych bék

s receptorem P2X4-WT vievo). nebo P2X4-Y42A \pravo). Koncentrace Ca
vyjadiena ponirem emise navazaného a nenavazaného indikatoru2Furgo, kde za
100% je povazovana odp&al na ionomycin.
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Propustnost iontového kanélu P2X7-Y40A receptoru @ Ca®* v nepéitomnosti
ATP.

V sérii pokus s P2X7 receptory byl aplikovdn 5 mM roztok?Capro zvyseni
gradientu C& na plazmatické membrérbuiky, 100 uM roztok BzATP pro aktivaci
P2X7 receptar a 10@M roztok ionomycinu pro zjighi maximalni intracelularni

koncentrace CA.

U bursk s P2X7-WT receptorem do$lo ke zvy$eni{Gapo aplikaci BZATP a
ionomycinu (Obr. 19A). U butk s mutovanym P2X7-Y40A receptorem doSlo ke
zvySeni [CA]; po aplikaci BZATP a ionomycinu (Obr. 19B); Zzadmésny u P2X7-
Y40A nenastaly po aplikaci 5 mM &aale byla pozorovanasi rychlost desenzitizace

po aplikaci BzATP v porovnani s divokym typem P20Obr. 19B).

Po zpfimérovani byly vysledky vyneseny do sloupcovych gréDbr. 20) bylo
potvrzeno, Ze statisticky vyznamného zvysenf{Gabylo u P2X7 receptdrdosazeno
pouze po aplikaci agonisty BZATP . Toto zjifitdokazuje, Ze z&mna konzervovaného
tyrozinu Y40 v prvni transmembranové dordéreceptoru P2X7 za alanin nezvysuje

klidovou propustnost membrany pro ionty’Danegitomnosti ATP.
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Obr. 19. Zaznam zrn [C&]; u ligandem aktivovanych a neaktivovanych P2X7-WT a
P2X7-Y40A receptdr. Zmeny [C&']i jsou znézorény jako pondr F340/F380 (%).
Délka aplikace roztoku 5 mM &a 100 uM BzATP nebo 100uM ionomycinu je
znazorgna horizontalnicarou nad zdznamem z kkn transfekovanych receptorem
P2X7-WT (A) nebo P2X7-Y40A (B). Vysledn&ikka vznikla pémérem z 25 buik,
vyznaiené odchylky jsou standardni chybyimgéru vypaitené vzdy ve stejnégasovém
bodt zdznamu. Kazdy experiment byl opakovan 3krét.
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Obr. 20. Sloupcové grafy zém [C&']; u ligandem aktivovanych a neaktivovanych
P2X7-WT a P2X7-Y40A receptdr Grafy ukazuji pimérné hodnoty maximalnich zin
[ca™]; s vyzngenim standardni chyby. Byly vyfieny ze zaznainh bunik
transfekovanych s receptorem P2X7-WT viefo). nebo P2X4-Y42A \fpravo).
Koncentrace C& vyjadrena ponirem emise navazaného a nenavazaného indikatoru
Fura-2 v %, kde za 100% je povazovana odgava ionomycin.
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Vliv inhibitoru P2X receptor @ na spontanni C&" propustnost P2X2-Y43A

V dalSich sériich pokudsbyl zjistovan vliv zné pouzivaného inhibitoru P2X2
receptoli, PPADS (Pyridoxalphosphate-6-azophenyl-2',4'-fsu¢ acid tetrasodium
salt),na spontanni propustnost membrany pro ionfyf ©aP2X2-Y43A .

V kontrolnim pokuse byl aplikovan 5 mM roztok Caro zvy$eni gradientu €a
na plazmatické membramuiky, 30 uM roztok ATP pro aktivaci P2X2 receptoa 100
uM roztok ionomycinu pro zji&ni maximalni intracelularni koncentrace’CaPoté byly
ATP a C&" aplikovany také satasré s 3uM inhibitoru PPADS .

Obr. 21A ukazuje, Zetipaplikaci 30 uM ATP u P2X2 WT dochazi ke zvySeni
intracelularni koncentrace ianiC&* . i souwasné aplikaci 30 uM ATP a inhibitoru
PPADS ke zvySeni intracelularni koncentracetid®é* nedochazi. # aplikaci 30 uM
ATP u P2X2 Y43A dochazi ke zvySeni intracelul&ahcentrace iorit C&*, které je
také inhibovano PPADS (Obr. 21B)ii Bplikaci 5 mM roztoku C& dochazi ke zvyseni
Cd* u P2X2-Y43A, ale p sowasné aplikaci 5 mM roztoku &aa inhibitoru PPADS
k inhibici nedochazi (Obr. 22B).
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Obr. 21. Zaznam zmn [C&']); u ligandem aktivovanych a neaktivovanych P2X2
receptodl v pritomnosti a nefitomnosti specifického inhibitoru P2X receptd?PADS.
ATP-stimulované odpaidi u P2X2-WT (A) a P2X2-Y43A (B) byly inhibovany/ea
PPADS nenil Zadny vliv na spontanni Eapropustnost (B). Délka aplikace roztoku 5
mM C&*, 3 uM PPADS, 30uM ATP nebo 100uM ionomycinu je znazogma
horizontalni carou. ATP a C& byly aplikovany so&asré s inhibitorem po kratké
preinkubaci se samotnym PPADS. Vysledritvka vznikla pimérem z 25 buék,
vyznaené odchylky jsou standardni chybyipgru vypaitené vzdy ve stejnéasovem
bodk zaznamu. Kazdy experiment byl opakovan 3krat.

Po zpfimérovani byly vysledky vyneseny do sloupcovych @rfteré ukazaly, zZe
P2X2-Y43A receptoru (Obr.22A)jabaze signifikanthinhibuje ATP odpowdi P2X2-
WT a P2X2-Y43A receptér(Obr.22B). Na zaklattéchto nefeni Ize pedpokladat, Zze
spontanni propustnost iontového kanalu P2X2-Y43Azawisi na aktivaci ATP
vazebného mista, kde kompetitévmisobi PPADS.
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Obr. 22. Sloupcové grafy zém [C&']; u ligandem aktivovanych a neaktivovanych
P2X2-WT a P2X2-Y40A receptdr Grafy ukazuji pimérné hodnoty maximalnich zm
[Ca®™]; po aplikaci 5 mM C& (A) nebo 30uM ATP (B) v ptomnosti a nefitomnosti 3
uM PPADS. Byly vypeteny ze zdznamburgk transfekovanych s receptorem P2X2-
WT (vievo) a P2X2-Y43A ypravo). Koncentrace Ca je vyjadena ponirem emise
navazaného a nenavazaného indikatoru Fura-2 v &z&d00% je povaZzovana odpdv

na ionomycin.
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Ztrata spontanni Ca®* propustnosti iontového kanélu u navratovych mutaciP2X2-
Y43F a P2X4-Y42F

V dalSi sérii pokus bylo zji¥ovano, zda navratové mutace P2X2-Y43F a P2X4-
Y42F, u kterych byl tyrosin zainén podobw velkou a aromatickou AMK
fenylalaninem, vedou k obnoveniyodni funkce receptoru. K Blkam transfekovanym
divokym typem receptdra mutacemi byl aplikovdn 5 mM roztok Lapro zvyseni
gradientu C& na plazmatické membrémuiky, 30 uM roztok ATP pro aktivaci P2X2
receptoéi a 10QuM roztok ionomycinu pro zjighi maximalni intracelularni koncentrace
C&* (Obr. 14). U butk s mutovanym P2X2-Y43F ani P2X4-Y42F receptorapiikace
5 mM nengla Zadny vliv na [C4];, ale do$lo ke zvy3eni intracelularni hladiny Cpo
aplikaci ATP a ionomycinu (Obr. 23).
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Obr. 23. Zaznam znin [C&']; u navratovych mutaci . Zy [C&']; jsou znazorény
jako pongr F340/F380 (%). Délka aplikace roztoku 5 mM“G&80 uM ATP, 100uM
ATP, a 100uM ionomycinu je zndzogmna horizontalnéarou nad zdznamem. Testovany
byly P2X2-Y43F (A) a P2X4-Y42F (B) mutace. Vyslédikiivka vznikla pamérem z 25
burgk, vyznaené odchylky jsou standardni chybyimeru vypaitené vzdy ve stejném
casovém bodlzaznamu. Kazdy experiment byl opakovan neg&krat.
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Po zpiimérovani byly vysledky vyneseny do sloupcovych @rafvyzngenim
standardni chyby (Obr. 24). Navratové mutace P2A3F a P2X4-Y42F vedou

k obnoveni fivodni funkce receptoru, jejich spontanni propudtimsulova jako u WT

receptot.
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Obr. 24. Sloupcové grafy zém [C&"]i u ligandem aktivovanych a neaktivovanych
P2X2-Y43F a P2X4-Y42F receptor Grafy ukazuji pimérné hodnoty maximalnich
zmeén [C&"]; s vyznaenim standardni chyby. Byly vypeny ze zéznatn bunsk
transfekovanych s receptorem P2X2-Y43NWep). nebo P2X4-Y42F \fravo).
Koncentrace C& vyjadiend porirem emise navazaného a nenavéazaného indikatoru
Fura-2 v %, kde za 100% je povaZzovana odgava ionomycin.
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5. Diskuse

V TM1. se nachazeji dvrezidua, kterd jsou konzervovana u vSechitig2X
receptot,, u P2X2 jsou to Gly30 a Tyr43 (srovnani TM1 dormpétkanich P2X receptr
je na obrazku 1), Ize protocekavat, Ze budou mitatezitou roli v molekularnim
mechanismu receptoru. Nahrada za maly nepolarninaja zakladni metodou, jiz se
zjistuje vliv polarity, naboje, velikostici jinych vlastnosti (naiklad aromaticity)
puvodni aminokyseliny (AMK) na strukturu a funkci egatoru.

Predchozimi pokusy bylo zji&ho, Ze zamna konzervovaného TML1 tyrozinu za
alanin nebo cystein u receptoru P2X2 a P2X4 zvysjgost k ATP a prodluzuje dobu
deaktivace receptoru po odmyti agonisty. (Li et @004 Jelinkova et al., 2004;
Jindfichova et al., 2009 U P2X4 receptoru tato zama také vede ke zvySeni citlivosti
pro ATP, ale prodlouZeni doby deaktivace je mnobBohg& vétSi (~60x) a neodpova
zvySeni citlivosti pro ATP (~7x) (Jelinkova et,aR008). U P2X3 receptoru dochazi
k destabilizaci desensitizovaného stavu (Jindriehet al. 2011). Tyto vysledky
nazn&uji, Ze TM1 tyrozin by mohl bytidezity pro stabilitu uzateného stavu iontového
kanalu. V této praci jsem se proto snazil zjigtita zamina této velké aromanické AMK
za maly alanin nevede k procesu spontanniho ofviodwiového kanalu P2X recepiior
V negitomnosti agonisty.

V prvnich experimentech této prace byla porovné#ianost dvou koncentraci
ATP (3 uM a 30 uM) u P2X2-WT receptoru (Obr. 12¢rlk pomalu desensitizuje
(fadows v desitkach sekund) a je proto vhodny pro zkounmaefodu C& imagingu,
kterou lze zaznamenavat &ny [C&]; Fadow po sekundach. U P2X2-WT bylo
maximalni odpo¥di dosazeno po aplikaci 30 uM ATP, zatimco u muf@2x2-Y43A
jiz pti 3 UM ATP. Tyto vysledky ukézaly, Ze [€3 odpowdi jsou koncentréng zavislé,

a ze P2X2-Y43A ma vyssi citlivost kK ATP nez WTZge v souladu s jiz publikovanymi
elektrofyziologickymi pokusy (WT EC50 = 5.4+0.8 uM2X2-Y43A EC50 = 0.28+0.05
uM; Jindrichova et al., 2009). U P2X7-WT bylét§i odpo¥di dosazenoipaplikaci 100
MM BzATP nez p aplikaci 100 puM ATP (Obr. 12). Uvedené vysledispy také v
v souladu s jiz publikovanymi daty, potvrdily Ze ABEP je selektivhim agonistou pro
P2X7 receptor, a Ze tento receptor ma nizsi citivio ATP (Khakh et al, 2001)Z téchto

ma&teni je Zejmé, e metoda &a imagingu je vhodna pro studium Capropustnosti
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malo desensitizujicich P2X receptodeji vyhodou oproti elektrofyziologickému snimani
metodou patch clamp je moZnost snimani z mnohaklbsmeasreé (bézrné bylo snimano
25 burgk z jedné oblasti budné kultury), zatimco i elektrofyziologickém nireni je
sniméana vzdy jen jednaitka. Metodou C& imagingu Ize tedy dosahnout kvantitativn
spolehlivych ndfeni v kratSintase a méhpokusy.

Abychom otestovali hypotézu, Zze TM1 tyrosin hrepdi ve stabilit uzaweného
stavu iontového kanalu, &hili jsme propustnost iontového kanalu P2X2 recepimro
ionty C&*, respektive zinu jejich intracelularni koncentrace [Cp u P2X2-WT a u
P2X2-Y43A. Vysledky ukazaly, Zze z&ma konzervovaného tyrozinu Y43 v prvni
transmembranové dom&rreceptoru P2X2 za alanin zvySuje klidovou propostn
membrany pro ionty GAv nefftomnosti ligandu (ATP).

V dalSich seériich pokusbyl zjistovan vliv Ezn¢ pouzivaného inhibitoru P2X2
receptof, PPADS na spontanni propustnost membrany pro iontyf Ga P2X2-Y43A .
PPADS qisobi kompetitivdh na ATP vazebném mist jak prokazaly vysledky
experimentu p aplikaci 30 uM ATP u P2X2 WT. Aleip sowasné aplikaci 5mM
roztoku C&" a inhibitoru PPADS u P2X2-Y43A k inhibici nedo$loTyto vysledky
prokazaly, Ze spontanni propustnost iontového lkalRaX2-Y43A nezavisi na aktivaci
ATP vazebného mista, a Ze otevirani @Een byt zgisobeno malym mnoZstvim

endogenniho ATP, ktery se z kultivovanych #uavoliuje (He et al. 2003).

DalSim typem receptoru, u kterého byl zkouman wdameny konzervovaného
tyrozinu byl receptor P2X3. Tento receptor @phblesensitizuje éhem dvou sekund
(Sokolova et al, 2001) a jeho propustnost pré*Ci relativié mala (Virginio et al.,
1999a; North, 2002), dalo se prottekavat, 7e zémam [C&"]; po aplikaci ATP budou
nepatrné, protoze metoda “Camagingu neni dostates vhodna pro studium rychle
desensitizujicich receptar Interval mezi snimanim jednotlivych sniinke 0.5 s, @
pongrovem nEreni tak ziskame jeden bod za sekun8tatisticka analyza potvrdila, ze
k vyznamnym zrsndm [C&']; po aplikaci ATP nebo 5 mM €a v buikach
S receptorem P2X3-WT a P2X3-Y37A nedoSlo. ZwySklidové propustnosti
membrany pro ionty Gav negitomnosti ATP i zamsne konzervovaného tyrozinu Y37
v prvni transmembranové donderza alanin se tedy u receptoru P2X3 nepitmla
prokazat.

U P2X7 receptdr bylo statisticky vyznamného zvyseni fGa dosaZeno pouze po

aplikaci agonisty BzATP. Za#na konzervovaného tyrozinu Y40 v prvni
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transmembranové dom&meceptoru P2X7 za alanin nezvySovala klidovou pstpost
membrany pro ionty CGav neftomnosti agonisty. Znamena to, Ze u tohoto recapto
Y40 neni nezbytny pro uz#eni iontového kanalu. Receptor P2X7 se ale lisisidtnich
receptoéi rodiny P2X vyraznou schopnosti dilatace poéru wbbtmobé pitomnosti
agonisty. V naSich pokusech byl agonista aplikoy@uze wkolik sekund, je tedy
otazkou, zda TM1 tyrozin nehraje vyznamnou rolétotdruhé fazi otevirani iontového
kanalu.

Mutace P2X4-Y42A vedla k podobnému spontannimuwiiai iontového kanalu
v negitomnosti ATP, jaké bylo pozorovano u P2X2-Y43A aud. Navratové mutace
P2X2-Y43F a P2X4-Y42F, u kterych byl tyrosin zamwn podobg velkou a aromatickou
AMK fenylalaninem, vedly k obnoveniapodni funkce receptoru. Tim bylo zggb, ze
velkd aromaticka aminokyselina musi byt v pozici IMaby byl zaji&tno normalni
fungovani P2X2 a P2X4 receptior

Y 4

S 5

-

Obr. 25 Model transmembranovych domén TM1 a TM2 P2X2 raepv uzaveném
stavu, mozna interakce mezi konzervovanym Tyr48ha vazebnym partnerem lle331.
Vzdalenost nagena mezidmito rezidui je 1,5A, Pro zobrazeni pouzit homologrodel
potkaniho P2X2 v programu PyMol.
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V pripadt receptoru P2X4 je k dispozici krystalova struktafAP2X4 a my jsme
podle ni vytvaili homologni model potkaniho P2X2 receptoru (Rokét al.,
unpublished). Na tomto modelu byl vytipovan mozZmagzebny partner konzervovaného
tyrozinu 43 (Obr. 25). Model ukazal, Ze konzerwoyayrozin je lokalizovan v oblasti
TM1, ktera se nachazi v blizkosti TM2, a u recaptB2X2-WT by mohl interagovat
s reziduem lle331 helixu TM2. Vzdalenost mezi lkemmvanym tyrozinem a jeho
vazebnym partnerem dena z modelu P2X2 receptoru je 1.5 A, existuje melty
moznost vodikoveho @istku a stabilizace vzajemné polohy TM1 aTM2 v deaem
stavu. Domnivame se proto, Ze naruSeni této irterakize mit vliv na stabilizaci
uzaweného stavu P2X2 receptoru. Z#ita konzervovaného tyrozinu za alanin tedy
znemozni stabilizaci uzé&ného stavu iontového kanalu P2X receptoru t&embyt
zodpowdna za spontanni otevirani iontového kanalu.

Chovani P2X2-Y43A mutace nelze vyt linearnim kinetickym modelem P2X2
receptoru (Obr. 7), ktery negita s oteviranim iontového kanalu v fiegpmnosti
agonisty. Na zakladziskanych vysledkbyl navrzen cyklicky model, ktery piia s vice
otewenymi stavy (O1-O5) a uvazuje i moznosteghodu receptoru ze stavu
neligandovaného (C1) do stavu atweho (O1) bez navazani agonisty linearniho (Obr.
26). Krealizaci tohoto modelu by v3ak byla fietina elektrofyziologicka analyza
kinetického chovani jednotlivych iontovych kain&2X2-Y43A receptoru a matematickée

ovéreni modelu pomoci dob otevirani a zavirani jdoiyoh kanat.

E s O% s03< ,O4

///AW

C]W C2 <—> C3<—>C4 /
M ATP
(ATP) = (ATP)

Obr. 26 Navrh cyklického model P2X2-Y43A mutace. Model #ng S moZznosti
oteweni kanalu bez iiomnosti agonisty (C1-O1). Otgané stavy 02, O3 a 04 maji
navazané 1,2 a nebo 3 ATP. Stav O5 je dilatovastg\aCb je desensitizovany.
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6. Zavér

Zjistili jsme, Ze zamna konzervovaného tyrozinu v prvni transmembranoveé
domérs za alanin zvy3uije klidovou propustnost membramy@e* ionty v neffiitomnosti
ATP u receptar P2X2 a P2X4

U receptoru P2X3 se nepdda prokazat, ze zasma konzervovaného tyrosinu
zvy3uje klidovou propustnost membrany pro®Ganty. PouZitd metoda Gaimagingu
vSak vtomto fpad neni dostataé rychla, protoZze interval mezi snimanim
jednotlivych snimk je 1s, zatimco k desenzitizaci P2X3 receptoruhdet viadu

desitek milisekund.

U receptoru P2X7 se nepdda prokazat, Zze zasma konzervovaného TM1
tyrosinu zvy3uje klidovou propustnost membrany @ed’ionty. Tento nalez je v souladu

se skuténosti, Ze receptory P2X7 maji v ro8lia2X receptar vyluéné postaveni.

Zameéna konzervovaného TM1 tyrozinu za fenylalanim newii@ na klidovou
propustnost membrany pro €aonty u P2X2 a P2X4 receptoru. Aromatickd AMK v

pozici konzervovaného tyrozinu v TM1 stabilizujeamizny stav iontového kanalu.
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