ABSTRAKT

Identification and characterization of G protein-coupled nucleotide and
nucleotide-like receptors P2Y13 and GPR17

Purinergni receptory jsou rozdéleny do tfech podskupin, jimiz jsou Pl(adenosinové)
receptory, P2 (nukleotidové) receptory a PO (adeninové) receptory. P2 receptory se skladaji z
ligandem fizenych iontovych kanalti (LGICs) oznacenych jako receptory P2X;.7 a Z receptorti
nazyvajicich se P2Y1 236,12-14, nalezicich do skupiny receptort sprazenych s G proteinem, a to
do tfidy A a jeji vétve znacené . Receptor P2Y 13 je fyziologicky aktivovan pies ADP a jeho
aktivaci se spousti inhibice adenylatcyklasy (Gi). Svou stimulaci vykazuje receptor P2Y 3
neuroprotektivni ucinky. Dale hraje roli téZ v metabolismu lipoproteinii a transportu
cholesterolu v téle. Receptor P2Y3 by tedy mohl byt i zajimavym terapeutickym cilem pfi
1é¢be atherosklerozy.

Receptor GPR17, podobny vySe zminénym nukleotidovym receptorim (nucleotide-like
receptor) nalezi k pocetné skupin€ tzv. orphan receptors, které stale postradaji svého
endogenniho agonistu. GPR17 je také spiazen s G proteinem (G;) a jsou mu pfisuzovany role
v demyeliniza¢nich onemocnénich jako je napfiklad roztrousena skleroza nebo v nékterych
zanétlivych onemocnénich.

Vyvoj silnych selektivnich ligandi, agonistll i antagonistt, pro receptor P2Y13 i pro receptor
GPR17 je nutny ke studiu fyziologickych a patofyziologickych roli obou zminénych receptori
a k jejich validaci jako moznych terapeutickych cil.

V této praci chceme zjistit, zdali by pfistup vyuZzivajici komplementaci enzymu za pouziti
metody B-arrestin assay mohl byt vhodny pro blizsi charakterizaci obou zminénych receptort,
lidského P2Y3 a lidského GPR17. Chceme téZ zkoumat, zdali tento pfistup bude uzite€ny pfi
screeningu chemickych latek a jejich identifikaci jako moznych agonisti nebo antagonisti
obou téchto receptort.

Lidsky GPR17 receptor obsahujici ¢ast enzymu p-galaktosidasy je exprimovan v buiikdch
ovarii ¢inského kiecka (CHO). Tyto buiiky tvofi protein B-arrestin nesouci komplementarni
Cast [B-galaktosidasy. Tato pfipravena rekombinantni bun&fna linie bude vyuzita ke
screeningu chemickych latek. Aktivace receptoru GPR17 vede k rekrutaci B-arrestinu a jeho
vazbé€ na receptor, pfi¢emZ dochazi ke komplementaci obou casti B-galaktosidasy ve funkéni
enzym. Diky tomu jsou umoznéna méfeni chemiluminiscence zavislé na [3-galaktosidase.

Nasim cilem je testovat chemické latky jako potencialni agonisty ¢i antagonisty na receptoru
GPR17, ziskat analogickou bunécnou linii 1 pro receptor P2Y 13 umoziiujici urCeni aktivace
receptoru diky méfeni luminiscence, a ustavit tak metodu pro zjiStovani potenci agonistii a
antagonisti.
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