ABSTRAKT

Krystalizace P2X4 receptoru (P2X4R) ze zebfic¢ky (,zebra fish“, zfP2X4) v uzavieném
a otevieném stavu odhalila zmény v konformacich ektodomény véetné zmén v oblasti
sty¢nych ploch mezi levou (,left flipper”; LF) a hrbetni (,,dorsal fin“; DF) ploutvi. Roli
téchto struktur ve formovani ATP vazebné kapsy a funkci receptoru jsme zkoumali
pomoci alaninové skenovaci mutageneze Usekl LF (D280-N293) a DF (R203-L214)
potkaniho P2X4R, a s vyuzitim ATP a analogickych agonist(i 2-(methylthio)adenosin 5°-
trifosfatu, adenosin 5’-(y-thio)trifosfatu, 2’(3’-O-(4-benzoylbenzoyl)adenosin 5°-
trifosfatu a a,B-methylenadenosin 5’-trifosfatu. Snizenou citlivost anebo Uc¢innost ATP
mélo 15 z 26 vytvofenych mutaci. Mutace R203A, N204A a N293A byly v podstaté
nefunkéni, ale jejich funkci bylo mozné obnovit ivermektinem, alosterickym
moduldtorem P2X4R. Mutace [205A, T210A, L214A, P290A, G291A a Y292A mély
zménénou odpovéd na ATP a na analogické agonisty. Naproti tomu mutace L206A,
N208A, D280A, T281A, R282A a H286A nevykazovaly ve srovnani s divokym typem
receptoru zddnou zménu v odpovédich na ortosterické agonisty. Tyto pokusy, spole¢né
s homolognim modelovanim ukazaly, Ze aminokyseliny z prvni skupiny nachdzejici se
v horni ¢asti obou rfetézcli LF a DF, se podileji na presné organizaci ATP-vazebné kapsy
ainiciaci prevodu signdlu skrze receptor smérem ke druhé skupiné aminokyselin ve
spodni ¢asti obou fetézcl. Aminokyseliny R203 a N204, zanofené hloubéji do proteinu,
mohou integrovat informaci pfichazejici z obou fetézci a smérovat ji dale k brané
receptorového kanalu. Navic, aminokyseliny v oblasti LF se pfednostné podileji na
kontrole prevodu receptoru ze stavu otevieného do stavu desenzitizovaného.
Vyraznymi konformaénimi zménami prochazeji i retézce extracelularniho vestibulu.
Nativni rezidua mutaci Y54A, Q55A, F324A a G325A, jejichz funkci nebylo mozné
obnovit ivermektinem, jsou dlleZitd pro spravnou strukturu a funkci vestibulu. Prispéli
jsme také k vypracovani nového kinetického (Markovova) modelu P2X4 receptoru, kde
ivermektinem vyvolany prevod z otevieného do dilatovaného stavu je svazany se

senzitizaci receptoru, kterd jde proti desenzitizaci a nasledné internalizaci.



