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Souhrn 
 

Purinergní P2X receptory, aktivované extracelulárním ATP (adenosin-5´-

trifosfátem), reprezentují nový strukturální typ ligandem otevíraných iontových kanálů. 

V excitabilních i neexcitabilních tkáních bylo doposud nalezeno sedm podtypů P2X 

receptorů. S novými poznatky o fyziologických účincích extracelulárního ATP a roli 

jednotlivých P2X podtypů dramaticky roste zájem o podrobné studium P2X receptorů. 

Je známo, že purinergní signalizace má významnou úlohu v přenosu bolesti, poranění 

CNS a v imunitních procesech. Málo se však ví o molekulární struktuře P2X receptorů, 

mechanismu otevírání a zavírání iontového kanálu, lokalizaci P2X receptorů a způsobu 

ukončení působení ATP prostřednictvím ektonukleotidáz. V případě detailní znalosti 

těchto mechanismů a znalosti struktury P2X proteinu se otevírá možnost vývoje nových 

léčiv například v oblasti chronické bolesti.  

Cílem této práce je shrnout nové poznatky v oblasti P2X signalizace a popsat náš 

podíl v objasnění struktury P2X receptorů. Byla studována sekundární struktura 

transmembránových domén P2X4 receptoru, hlavního P2X podtypu v CNS, 

mechanismus otevírání a uzavírání iontového kanálu a citlivost receptoru k agonistům  

a alosterickému modulátoru ivermektinu. K identifikaci aminokyselin, které mohou hrát 

roli v těchto funkcích, byla provedla skenovací mutagenezi obou transmembránových 

domén P2X4 receptoru. Bylo zaměněno celkem 42 aminokyselin, jedna po druhé,  

za cystein nebo alanin, mutované receptory byly exprimovány v HEK293 buňkách  

a kinetika zkoumána elektrofyziologickou technikou patch clamp. Bylo zjištěno, že obě 

transmembránové domény P2X4 receptoru mají pravděpodobně strukturu α-helixu,  

a byla identifikována funkčně důležitá rezidua. Dále byla studována úloha 

konzervovaného tyrosinu v první transmembránové doméně u pěti podtypů P2X rodiny, 

u P2X1, P2X2, P2X3, P2X4 a P2X7 receptoru, a bylo zjištěno, že toto aromatické 

reziduum hraje důležitou úlohu v 3D struktuře většiny P2X receptorů a specificky 

ovliňuje vazbu agonisty anebo gating kanálu. 
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Summary 
 

Purinergic P2X receptors represent a novel structural type of ligand-gated ion 

channels activated by extracellular ATP. So far, seven P2X receptor subunits have been 

found in excitable as well as non-excitable tissues. In the past ten years, the number  

of studies on P2X receptors has dramatically increased as investigators have begun  

to determine the physiological roles played by extracellular ATP and specific P2X 

receptor subtypes. It is already known that purinergic signaling is a key mechanism  

in pain sensation, brain injury, and immune processes. Little is known about their 

structure, mechanism of channel opening, localization and termination of ATP action  

by ectonucleotidases. Detailed knowledge about these events and the structure  

of purinergic receptor proteins evoke hope that new drugs will be developed that could 

prevent chronic pain and would be effective in protection against many diseases.  

The aim of this work is to summarize recent investigations and describe  

our contribution to elucidating the structure of P2X receptors. We examined the 

structure of transmembrane domains of the P2X4 receptor subtype, the main purinergic 

receptor-channel in the central nervous system, the mechanism of channel opening and 

closing and its sensitivity to agonists and allosteric modulator ivermectin. To identify 

residues that might play a role in channel functioning, we performed scanning 

mutagenesis of both transmembrane domains of the P2X4 receptor. All 42 amino acids 

in both transmembrane domains were substituted, one by one, for cysteine or alanine, 

the mutated receptors expressed in HEK293 cells and their function examined using 

electrophysiological patch clamp technique. We found that both transmembrane 

domains of P2X4 receptor adopt helical structure and identified the most important 

residues for receptor function. We also examined the role of conserved tyrosine in the 

first transmembrane domain across five members of P2X receptor family, in P2X1, 

P2X2, P2X3, P2X4 and P2X7 receptors, and found that this aromatic residue plays an 

important role in 3D-structure of receptor channels and modulates specifically binding 

of agonist and/or channel gating. 
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1. Seznam zkratek 
 
α,β-meATP α,β-metylen-adenosin-5´-trifosfát 

ADP   adenosin-5´-difosfát 

AMP   adenosin-5´-monofosfát 

AMPAR α-amino-3-hydroxy-5-metyl-4-isoxazolpropionové receptory 

ATP   adenosin-5´-trifosfát 

BzATP  3´-O-(4-benzoyl)benzoyladenosin-5´-trifosfát 

CNS   centrální nervový systém 

DMSO  dimetylsulfoxid 

EC50  koncentrace agonisty vyvolávající 50 % maximální odpovědi 

ECS extracelulární roztok 

GABAR receptor pro kyselinu γ-aminomáselnou 

GFP   zelený fluorescenční protein (green fluorescent protein) 

HEK293 buněčná linie lidských embryonálních ledvinných buněk  

(human embryonic kidney cells) 

HEPES N-(2-hydroxyetyl)piperazin-N'-(2-etansulfonová kyselina) 

ICS  intracelulární roztok 

Imax  maximální proudová amplituda 

IVM   ivermektin 

nAChR nikotinový acetylcholinový receptor 

NMDG+  N-metyl-D-glukosamin 

NMDR N-metyl-D-aspartátový receptor 

PPADS  pyridoxal fosfát-6-azofenyl-2',4'-disulfonová kyselina 

P2XR   ionotropní purinergní receptory 

P2YR    metabotropní purinergní receptory  

TM  transmembránová doména  

τoff časová konstanta deaktivace proudů po odmytí agonisty 

UDP   uridin-5´-difosfát 

UTP  uridin-5´-trifosfát  

WT   divoký typ (wild type) 
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2. Úvod  

 
Purinergní P2X receptory (P2XR), aktivované extracelulárním adenosin-5´- 

-trifosfátem (ATP), reprezentují nový typ ligandem otevíraných kanálů. Sedm podtypů 

P2X receptorů bylo doposud nalezeno u obratlovců (North, 2002). Mnoho studií však 

popisuje potenciální význam ATP jako extracelulární signální molekuly rovněž 

u bezobratlých (Burnstock 1996; Agboh a spol., 2004) a rostlin (Kim a spol., 2006; 

Roux a spol., 2007), což nastiňuje důležitost purinergní signalizace v průběhu evoluce. 

Krysí P2X receptory byly naklonovány teprve v druhé polovině 90. let, a proto  

se doposud neví mnoho o jejich struktuře. Postupně se objevuje široká exprese P2X 

receptorů v excitabilních a neexcitabilních tkáních a výrazná role těchto receptorů 

v mnoha fyziologických a patofyziologických procesech. Jen příkladem může být 

zapojení signalizace zprostředkované P2X receptory v přenosu a vnímání bolesti. 

Možnost vývoje nových analgetik je jedním z důvodů, proč se v posledních letech 

zaměřuje pozornost právě k P2X receptorům a zkoumání jejich struktury. Mnoho autorů 

se zabývalo a stále zabývá analýzou extracelulární domény a hledáním ATP vazebného 

místa, přesto však jeho přesné zmapování uniká. Důvodem je především fakt, že dosud 

neexistuje krystalová struktura žádného z P2X podtypů. Také struktura 

transmembránových domén (TM1, TM2) nebyla dosud důkladně prověřena, zejména  

u P2X4 receptoru, a úloha TM1 v kinetice otevírání a zavírání iontového kanálu je 

nejasná. Proto je tato práce zaměřena na průzkum vztahu mezi strukturou a funkcí TM 

domén P2X4 receptoru a věnována podrobné analýze úlohy aromatických 

aminokyselinových zbytků TM1 domény u několika P2X receptorů.  
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3. LITERÁRNÍ PŘEHLED 
 

3.1 Extracelulární ATP 
 

Intracelulární ATP slouží jako energetický zdroj univerzálně ve všech 

biologických systémech. Ve vnitrobuněčných signalizačních drahách je ATP používán 

jako zdroj fosfátu pro proteinkinázové reakce a tím se podílí na regulacích mnoha 

biochemických procesů. ATP je zdrojem energie pro iontové pumpy, které slouží 

k udržení elektrického membránového potenciálu. V buňce je ATP také jedním  

z nukleotidů potřebných pro syntézu klíčových organických makromolekul, jako jsou 

nukleové kyseliny. Je základním stavebním kamenem ribonukleové kyseliny, 

po přeměně na deoxyATP se stává základním kamenem deoxyribonukleové kyseliny. 

Mnohem méně je však známo, že ATP působí rovněž jako extracelulární „messenger“  

a neuropřenašeč (Ralevic a Burnstock, 1998). Působí na purinergní receptory, které jsou 

aktivovány extracelulárním ATP, ev. UTP (uridin-5´-trifosfát), a produkty vzniklými 

jejich hydrolýzou. 

 

3.1.1 Uvolňování a degradace extracelulárního ATP 

Extracelulární ATP je povrchovými enzymy rychle hydrolyzován na ADP 

(adenosin-5´-difosfát), AMP (adenosin-5´-monofosfát) a adenosin. V rychlé degradaci 

molekuly ATP je zapojeno několik enzymových rodin ektonukleotidáz. Jedná se o ekto-

-nukleosid trifosfát difosfohydrolázy (NTPDázy 1, 2, 3, 8), ektonukleotid pyrofosfatázy 

(E-NPP 1, 2, 3), alkalické fosfatázy, ekto-5´-nukleotidázy a ekto-nukleosid 

difosfokinázy (E-NDPK). Například NTPDáza1 hydrolyzuje ATP přímo na AMP, dále 

hydrolyzuje UTP na UDP, NTPDáza2 hydrolyzuje ATP na ADP a 5´-nukleotidáza 

hydrolyzuje AMP na adenosin (Zimmermann, 2001). Do buňky je adenosin přenášen 

prostřednictvím specifických transportérů (Baldwin a spol., 1999). 

Dříve panoval názor, že se ATP uvolňuje do extracelulárního prostoru pouze  

při poškození a smrti buněk. Dnes víme, že se ATP uvolňuje do extracelulárního 

prostoru i za fyziologických podmínek a to několika mechanismy. 
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3.1.2 Uvolňování ATP z neuronů a glií  

Z neuronů, kde je uskladněn v synaptických váčcích, se ATP uvolňuje 

prostřednictvím exocytózy. Koncentrace nukleotidů ve váčcích se odhaduje až  

na 1000 mM (Burnstock, 2006a). ATP je jako rychlý excitační neuropřenašeč 

uskladněný ve váčcích samostatně, nebo je jako kotransmiter skladovaný  

a uvolňovaný společně s jiným přenašečem. V centrálním nervovém systému (CNS)  

byla dokázána kotransmise ATP s glutamátem, 5-hydroxytryptaminem, dopaminem, 

noradrenalinem, γ-aminomáselnou kyselinou (Burnstock, 2004; Jo a Schlichter, 1999; 

Labrakakis a spol., 2003). Další příklad kotransmise je uvolňování ATP společně 

s noradrenalinem ze sympatických nervů (Burnstock, 1995), společně s acetylcholinem 

z parasympatických nervů a motorických nervových zakončení (Silinsky a Redman, 

1996) nebo kotransmise oxidu dusnatého, vasoaktivního intestinálního polypeptidu  

a ATP v myenterickém nervovém systému (Burnstock, 1999). Ve tkáních inervovaných 

sympatickými nervy je rychlá složka odpovědi vyvolána ATP, které působí 

prostřednictvím purinergních P2X receptorům, a následná pomalá komponenta 

odpovědi je zprostředkována metabotropními α-adrenoreceptory. Podobně  

při parasympatické inervaci ATP vyvolává rychlou odpověď prostřednictvím P2X 

receptorů, zatímco pomalá složka je zprostředkovaná metabotropními muskarinovými 

receptory (Burnstock, 2006b). V CNS mohou ATP uvolňovat vedle neuronů i glie 

(Queiroz a spol., 1997; Queiroz a spol., 1999; Cotrina a spol., 1998; Cotrina a spol., 

2000). Glie kromě uvolňování přenašečů rovněž exprimují na svém povrchu mnoho 

typů receptorů jako např. glutamátové, dopaminové, noradrenalinové, serotoninové  

i purinergní (Haydon, 2001). Purinergní receptory se nacházejí zejména u astrocytů, 

které nejsou v nervovém systému jen pasivní komponentou, ale aktivně se podílejí  

na udržení extracelulárního prostředí v okolí synapse prostřednictvím regulace 

koncentrace extracelulárních iontů a koncentrace neuropřenašečů. Glie detekující 

neuropřenašeče uvolněné z axonů odpovídají na neuronální aktivitu zvýšením své 

intracelulární koncentrace Ca2+ iontů, což spustí uvolnění přenašeče (např. glutamátu, 

ATP) z glie samotné a tím je zpětnou vazbou ovlivněna neuronální aktivita (Araque  

a spol., 1999; Fields a Stevens, 2000). Příkladem je Ca2+-dependentní uvolnění 

glutamátu z astrocytů, které v retině zesílí excitační synaptický přenos prostřednictvím 

NMDA (N-metyl-D-aspartátových) receptorů (Newman a Zahs, 1998), nebo snížené 

uvolňování glutamátu z hipokampálních neuronů po vazbě ATP z astrocytů  
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na presynapticky lokalizované purinergní receptory. Astrocyty uvolňují ATP jako 

odpověď na různé podněty i spontánně díky spontánním astrocytárním Ca2+ vlnám. 

ATP uvolněné v nepřítomnosti neuronální aktivity se v hipokampu pravděpodobně 

uplatňuje jako tonická down-regulace excitačního synaptického přenosu (Koizumi  

a spol., 2003).  

Uvolněním ATP z astrocytů do extracelulárního prostředí rovněž dochází 

k regulaci lokálního krevního toku prostřednictvím aktivace purinergních receptorů 

pericytů, které obsahují kontraktilní proteiny (Peppiatt a spol., 2006; Simard a spol., 

2003). Extracelulární ATP dále zesiluje proliferaci astrocytů (Bolego a spol., 1997), 

spouští chemotaxi mikroglií (Honda a spol., 2001; Haynes a spol., 2006) a z toho 

důvodu se o ATP hovoří na jedné straně jako o „gliopřenašeči“, který zprostředkovává 

mezibuněčnou komunikaci za fyziologických podmínek, a na druhé straně jako  

o varující molekule, která signalizuje kritický stav za patofyziologických podmínek 

(Inoue a spol., 2007). 

 

3.1.3 Uvolňování ATP z ostatních buněk  

Rovněž mnoho typů buněk mimo nervový systém uvolňuje ATP. Jedná  

se například o trombocyty (Detwiler a Feinman, 1973), erytrocyty (Bergfeld a Forrester, 

1992), mononukleární buňky (Maugeri a spol., 1990), hladké svalové buňky (Pearson  

a Gordon, 1979), β buňky pankreatu (Hazama a spol., 1998), Sertoliho buňky (Lalevée 

a spol., 1999), chondrocyty (Graff a spol., 2000), epiteliální buňky (Ferguson a spol., 

1997; Schwiebert a Zsembery, 2003), hypofyzární buňky (Stojilkovic a Koshimizu, 

2001) a mnoho dalších.  

Podněty k uvolnění ATP z ne-neuronálních buněk jsou různé: mechanický stres, 

hypoxie, acidóza, osmotický šok, zánět (Bodin a Burnstock, 2001), avšak přesný 

mechanismus uvolňování ATP nebyl doposud nalezen; diskutuje se několik variant. 

Uvolnění ATP jako odpověď na mechanické podráždění buňky bylo poprvé popsáno 

u uroteliálních buněk během distenze močového měchýře (Ferguson a spol., 1997). 

Obdobný mechanismus byl demonstrován u epiteliálních buněk ureteru (Knight a spol., 

2002) a epiteliálních buněk colorekta (Wynn a spol., 2003). ATP se na tento podnět dále 

vylučuje například z odontoblastů, keratinocytů, z epiteliálních buněk jazyka, 

z epiteliálních buněk plic. Na uvolněné ATP jsou citlivá terminální senzorická 

zakončení obklopující tyto buňky (Burnstock, 2006a). 
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Předpokládá se, že existuje více možných způsobů uvolňování ATP  

z ne-neuronálních buněk do mezibuněčného prostoru; potvrzen byl například průchod 

cytoplazmatického ATP connexinovými a pannexinovými kanály a u sekrečních buněk 

uvolnění ze zásobních granul a cytoplazmatických váčků procesem exocytózy 

(Burnstock, 2006a). Uvažuje se také o uvolňování ATP dilatovaným pórem samotného 

P2X7 receptoru (Iglesias a spol., 2008). 

 

3.2 Purinergní receptory a jejich podtypy 
 
Purinergní receptory jsou membránové proteiny, které zprostředkovávají různé 

biologické děje prostřednictvím svojí aktivace vazbou extracelulárních purinů (ATP, 

ADP, adenosin) a pyrimidinů (UTP, UDP). Mezi krátkodobé následky této aktivace 

patří například synaptický přenos, kontrakce hladkého a srdečního svalu, 

chemosenzorická signalizace, ovlivnění humorální sekrece, změna cévního tonu, 

aktivace glií apod. Dlouhodobé účinky ATP zahrnují vliv na proliferaci, diferenciaci 

buněk a apoptózu (Volonté a spol., 2006; Khakh a North, 2006; Khakh a spol., 2001; 

Burnstock, 2006a; North, 2002). 

Podle hlavního přirozeného agonisty byly purinergní receptory rozděleny na dvě 

zcela odlišné skupiny (Burnstock, 1977): P1 receptory primárně aktivované adenosinem 

a P2 receptory aktivované ATP, ADP a v některých případech pyrimidiny, UTP nebo 

UDP. Existují ionotropní a metabotropní ATP-citlivé purinergní receptory, což  

je zdrojem další klasifikace P2 receptorů na P2X a P2Y (Khakh a spol., 2001). 

  

3.2.1 P1 purinergní receptory 

P1 jsou metabotropní s G-proteinem spřažené receptory citlivé k adenosinu. 

Podle farmakologických vlastností a molekulární struktury se dělí na čtyři podtypy: A1, 

A2A, A2B a A3. Aktivace A1 receptorů působí inhibici adenylylcyklázy. Aktivace 

A2A, A2B receptorů vyústí ve stimulaci adenylylcyklázy a aktivace A3 receptoru 

působí jak inhibici adenylylcyklázy, tak aktivaci cesty fosfatidylinositol-fosfolipázy C.  

A2 receptory se dělí na A2A a A2B dle afinity adenosinu, kdy k A2A receptorům  

se adenosin váže se signifikantně vyšší afinitou (Ralevic a Burnstock, 1998). 



 14 

3.2.2 P2Y purinergní receptory 

Dle farmakologie a spřažení s G-proteiny byly savčí P2Y receptory rozděleny 

do osmi podtypů: P2Y1, P2Y2, P2Y4, P2Y6, P2Y11, P2Y12, P2Y13, P2Y14 (Dubyak, 

2003; Abbracchio a spol., 2003). S Gq-proteinem jsou spřaženy receptory P2Y1,
 P2Y2, 

P2Y4, P2Y6, P2Y11, s Gi-proteinem P2Y12,
 P2Y13, P2Y14. Jednotlivé P2Y receptory 

jsou s různou účinností aktivovány ATP nebo ADP; některé P2Y receptory, P2Y4  

a P2Y6, jsou s největší potencí aktivované UTP, takže jsou někdy rovněž označené jako 

pyrimidinergní (O'Connor a spol., 1991; Dubyak, 2003). 

Role ATP- a UTP-citlivých P2Y receptorů je intenzivně prostudována zejména 

u trombocytů, endoteliálních a epiteliálních buněk. Molekuly ATP, ADP, UTP jsou 

skladovány v granulech trombocytů (Goetz a spol., 1971) a nukleotidy uvolněné 

z adherovaných trombocytů působí pozitivním zpětným mechanismem další aktivaci 

destiček. Agregace trombocytů je zprostředkovaná zejména P2Y12 receptory (Gachet 

2001) a je prokázáno, že léky ticlopidin, clopidogrel (tedy antagonisté P2Y12) jsou 

účinnými antitrombotickými léky: klinická studie CAPRIE (CAPRIE Steering 

Commitee, 2001), CURE (Yusuf a spol., 2001), CREDO (Beinart a spol., 2005). 

Rovněž selektivní antagonista P2Y1 receptorů (látka MRS2500) vykazuje antiagregační 

účinky (Cattaneo a spol., 2004). Dále se ukazuje, že u zdravých jedinců existují variace 

v genové sekvenci P2Y1 a P2Y12 receptorů, což může vysvětlovat individuální rozdíl 

v riziku atherotrombózy (Fontana a spol., 2003; Hetherington a spol., 2005). 

Molekuly ATP i UTP jsou uvolňovány z endoteliálních buněk při zvýšeném 

krevním průtoku (Saiag a spol., 1995). ATP pak může mít v regulaci tonu cév duální 

účinek. Prostřednictvím aktivace P2Y receptorů endoteliálních buněk působí stimulaci 

syntézy a uvolnění prostacyklinu a oxidu dusnatého, což vede k vazodilataci (Ralevic  

a Burnstock, 1996; Burnstock, 2006b). V některých případech může ATP aktivovat 

P2Y receptory lokalizované přímo na hladkých svalových buňkách cév a vazodilataci 

způsobit touto cestou (Burnstock, 1990). Na druhou stranu ATP uvolněné 

s noradrenalinem ze sympatických perivaskulárních zakončení působí vazokonstrikci,  

a to aktivací P2X receptorů na hladkých svalových buňkách cév. 

Cystická fibróza, onemocnění s genetickým defektem CFTR proteinu („cystic 

fibrosis transmembrane regulator“), je spojené s abnormálním transportem Cl-, Na+ 

iontů v epiteliích. Klinickými studiemi k terapii plicní manifestace cystické fibrózy 

prochází látka INS37217, specifický aktivátor P2Y2 receptorů, účinný v inhalačním 
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podání, dlouho metabolicky stabilní (Kellerman a spol., 2002). Aktivace P2Y2 

receptorů epiteliálních buněk dýchacích cest zapříčiní uvolnění Cl- iontů 

prostřednictvím Ca2+ aktivovaných Cl- kanálů (Knowles a spol., 1991; Mason a spol., 

1991). Při aktivaci P2Y2 receptorů navíc dochází ke zvýšené tvorbě surfaktantu, 

zrychlení pohybu cilií a tím zlepšení clearance dýchacích cest (Gobran, 1994; Morse  

a spol., 2001). 

 

3.2.3 P2X purinergní receptory 

P2X receptory jsou ATP-citlivé kationtové kanály propustné pro Ca2+, 

monovalentní kationty jako Na+, K+ a malé organické kationty (Valera a spol., 1994). 

Doposud bylo naklonováno 7 podjednotek savčích P2X receptorů označovaných jako 

P2X1, P2X2, P2X3, P2X4, P2X5, P2X6, P2X7. Jako první byl z rodiny P2X v roce 

1994 naklonovaný P2X4 receptor. P2X receptorové geny jsou rozmístěny na různých 

chromozómech. Pouze geny pro P2X4 and P2X7 podjednotky jsou shodně lokalizované 

blízko konce dlouhého raménka chromozomu 12, vzdálené od sebe <130 kb (Buell  

a spol., 1998). To naznačuje jejich vznik genovou duplikací a pravděpodobně souvisí 

s tím, že napříč P2X receptory je P2X4 podjednotka svojí aminokyselinovou sekvencí 

nejvíce blízká P2X7 podjednotce (North, 2002). Jednotlivé P2X podjednotky  

se navzájem liší Ca2+ permeabilitou, kinetikou desenzitizace, afinitou k agonistům, 

k antagonistům a alosterickým modulátorům. P2X podjednotky jsou složeny z 379 

(cP2X6) až 595 (cP2X7) aminokyselin a identita aminokyselinové sekvence mezi 

podjednotkami kolísá v rozmezí 26-47 % (Khakh a spol., 2001). Aminokyselinová 

sekvence krysích P2X1-7 podjednotek (rP2X1-7) je uvedena na Obr. 1. 

P2X podjednotky představují nový typ ligandem aktivovaných iontových 

kanálů, který se liší od kanálů typu glutamátového a acetylcholinového receptoru. 

Skládají se ze dvou transmembránových domén (TM1 a TM2), intracelulárního N- a C- 

konce a velké extracelulární kličky (Obr. 2), zatímco skupina tvořená glutamátovými 

nebo nikotinovými ionotropními receptory má jednu podjednotku složenou ze čtyř 

transmembránových domén a alespoň jeden konec extracelulární  
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Obr. 1 Aminokyselinové sekvence krysích P2X1-7 podjednotek: 

Vertikálními prázdnými obdélníky jsou zvýrazněny konzervované aminokyseliny, plnými 
šedými konzervované cysteiny. Tmavé horizontální linie nad aminokyselinovou sekvencí 
označují oblast hydrofobních transmembránových domén. 
(převzato z North, 2002) 
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Obr. 2 Základní dělení ligandem otevíraných iontových kanálů: 

Horní část obrázku znázorňuje uspořádání podjednotky P2X receptoru, receptoru glutamátové 
rodiny a receptoru nikotinové superrodiny v membráně. Dolní část znázorňuje uspořádání 
podjednotek jednotlivých receptorů kolem centrálního póru kanálu. P2X receptory tvoří trimery, 
glutamátová rodina tetramery a nikotinová superrodina pentamery. „EC“ značí extracelulární 
doménu, „TM1-4“ transmembránové domény. Červeně jsou značeny TM domény, které  
se pravděpodobně podílí na formování stěny vodivého póru iontového kanálu. 
(převzato z Khakh a North, 2006)  

 

 

Funkční P2XR se mohou vyskytovat ve formě homo- a heterotrimerů (Nicke  

a spol., 1998; Stoop a spol., 1999). Práce Torrese a kol. ukázala, že pro multimerizaci  

je zásadní TM2 (Torres a spol., 1999a). Podjednotka P2X6 jako jediná netvoří funkční 

homomery (Barrera a spol., 2005; Ormond a spol., 2006), avšak je schopná tvořit 

funkční heteromery (Le a spol., 1998; King a spol., 2000). Mnoho buněk exprimuje 

různé typy P2X podjednotek zároveň, což naznačuje, že P2XR se přirozeně často 

vyskytují ve formě heteromerů. Funkční studie rekombinantních receptorů prokazují,  

že heteromerní receptory mají odlišné farmakologické vlastnosti v porovnání  

s vlastnostmi odpovídajících homomerních receptorů. Funkčně a biochemicky byly 

doposud charakterizovány heteromery: P2X1/P2X2 (Brown a spol., 2002), P2X1/P2X4 

(Nicke a spol., 2005), P2X1/P2X5 (Le a spol., 1999; Surprenant a spol., 2000), 

P2X2/P2X3 (Lewis a spol., 1995; Radford a spol., 1997; Jiang a spol., 2003; Wilkinson 

a spol., 2006), P2X2/P2X6 (King a spol., 2000) a P2X4/P2X6 (Le a spol., 1998). 
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Nedávno byl popsán také heteromerní receptor P2X4/P2X7 (Guo a spol., 2007), avšak 

jeho skutečná existence je stále nejasná. Kromě jediné studie, která ukázala,  

že v heteromeru P2X2/P2X3 jsou podjednotky v kompozici P2X2(P2X3)2 (Jiang  

a spol., 2003), ostatní studie neřeší otázku upřednostňovaného poměru uspořádání 

jednotlivých podjednotek v heteromeru. Zda je či není možné, aby funkční P2X 

receptor byl formován ze tří různých podjednotek, není dosud známo. S využitím 

koimmunoprecipitačních technik se předpokládá formování také heteromerů 

P2X1/P2X3, P2X1/P2X6, P2X2/P2X5, P2X3/P2X5, P2X4/P2X5 a P2X5/P2X6 (Torres 

a spol., 1999b), avšak tyto heteromerní receptory prozatím nebyly charakterizovány 

funkčně ani farmakologicky. Uspořádání P2X receptorů do trimerů je další z rysů, který 

je odlišuje od ostatních skupin ligandem otevíraných iontových kanálů. Ionotropní 

glutamátové receptory, které se tradičně dle agonisty dělí na NMDA, α-amino-3- 

-hydroxy-5-metyl-4-isoxazolpropionové (AMPA) a kainátové, tvoří jeden receptor 

ze čtyř podjednotek. Skupina receptorů zahrnující nikotinový acetylcholinový receptor 

(nAChR), receptor pro kyselinu γ-aminomáselnou (GABAAR), 5-hydroxytryptaminový 

a glycinový receptor, tvoří jeden kanál z pěti podjednotek (Obr. 2).  

P2X receptory se dále liší Ca2+ propustností; mají v průměru vyšší Ca2+ 

propustnost než nACh nebo AMPA receptory a stejnou nebo vyšší propustnost než 

NMDA receptory (Burnashev a spol., 1995). U většiny kanálů je iontová selektivita 

během opakované stimulace konstantní, avšak některé podtypy P2X receptorů jsou 

unikátní tím, že jejich selektivní filtr je dynamický a dlouhodobá přítomnost agonisty 

vede k dilataci póru kanálu, který se tak stává propustný pro větší a větší molekuly 

(Khakh a spol., 1999a; Virginio a spol., 1999a). Jednotková vodivost P2X kanálu  

je relativně malá; ~9-12 pS pro P2X4 kanál (Negulyaev a Markwardt, 2000; Evans, 

1996), ~30 pS pro P2X2 kanál (Ding a Sachs, 1999b), ve srovnání např. s jednotkovou 

vodivostí ~50 pS NR1/NR2A glutamátového receptoru (Stern a spol., 1992). 

Mezi jednotlivými membránovými receptory byl popsán tzv. funkční cross-talk, 

což je modulace aktivity odlišných typů kolokalizovaných receptorů při současné 

aktivaci jejich vlastními přenašeči. Jedná se tedy o efektivní cestu adaptace 

neuropřenašečové signalizace ke změnám funkčních potřeb. Negativní cross-talk byl 

popsán například mezi ATP P2X a nACh receptory, kdy proudy vyvolané současnou 

aplikací ACh a ATP jsou signifikantně menší než součet nezávislých ACh a ATP 

odpovědí (Nakazawa, 1994; Barajas-Lopez a spol., 1998; Zhou a Galligan, 1998; Khakh 

a spol., 2000). Dále byl negativní cross-talk popsán mezi P2X2 a GABAA, GABAC 
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receptory (Sokolova a spol., 2001; Boué-Grabot a spol., 2004), mezi P2X2  

a 5-hydroxytryptaminovými receptory (Boué-Grabot a spol., 2003), mezi P2X3, P2X2/3  

a opiátovými receptory (Chizhmakov a spol., 2005), mezi adenosinovými  

a dopaminovými receptory (Gines a spol., 2000). Pro cross-talk mezi P2X2 a GABAA, 

GABAC receptory je nezbytná interakce cytoplazmatického C-konce P2X receptoru 

 a cytoplazmatické kličky mezi 3. a 4. transmembránovou doménou GABA receptoru 

(Boué-Grabot a spol., 2004). Naopak synergický účinek byl pozorován mezi ATP  

a noradrenalinem, ATP a histaminem, kdy noradrenalinová nebo histaminová 

prestimulace zesiluje P2X1 zprostředkovanou odpověď (Smith a Burnstock, 2004).  

 

3.3 Výskyt a funkce P2X receptorů 
 

P2X receptory se vyskytují v mnoha tkáních a buňky často exprimují více než 

jeden P2X podtyp. Aktivace P2X receptorů má za následek zvýšení intracelulární 

koncentrace Ca2+, a to dvěma odlišnými způsoby: jednak Ca2+ ionty vstupují do buňky 

přímo pórem samotného P2X receptoru, navíc v excitabilních tkáních má depolarizace 

způsobená aktivací P2X receptoru za následek vstup Ca2+ do buňky přes napěťově 

řízené Ca2+ kanály. Extracelulární ATP a P2X receptory tak mohou mít velký význam 

v mnoha fyziologických procesech. Neustále se objevují nové a překvapivé informace 

o funkcích P2X receptorů, a proto je v následujícím textu pouze zmíním a blíže se budu 

věnovat pouze vybraným funkcím. 

P2X1 receptory byly nalezeny v hladkých svalových buňkách cév, močového 

měchýře a střeva. Jejich prostřednictvím dochází ke kontrakci stěny těchto dutých 

orgánů (Suzuki a Kokubun, 1994; Ralevic a spol., 1998; Burnstock, 2006c). P2X1 

receptory jsou také přítomny na krevních destičkách, kde hrají roli v jejich aktivaci  

a agregaci (Rolf a spol., 2001; Hechler a spol., 2003; Erhardt a spol., 2003). 

P2X2 receptory se četně vyskytují v nervovém systému a periferních tkáních. 

Jsou přítomny na nervových zakončeních i postsynaptických membránách a hrají roli 

v ATP-zprostředkovaném rychlém synaptickém přenosu na interneurálních synapsích. 

V CNS jsou lokalizovány především v kortexu, mozečku, hypothalamu, striatu, 

hipokampu a zadních rozích míšních (Kanjhan a spol., 1999; Burnstock a spol., 2004; 

Terasawa a spol., 2005; Gever a spol., 2006). P2X2 receptory tak mohou být zapojeny 

do regulace učení a paměti, v kontrole motorických funkcí, v senzorické integraci,  
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v autonomní koordinaci základních životních funkcí. V periferním nervovém systému 

se P2X2 receptory vyskytují na neuronech senzorických a autonomních ganglií (Simon 

a spol., 1997; Vulchanova a spol., 1997; Calvert a Hans, 2004; Ma a spol., 2005)  

a neuronech myenterických pletení (Castelucci a spol., 2002; Ohta a spol., 2005; Ren  

a spol., 2003). P2X2 receptory se dále nalézají například ve dřeni nadledvin 

(Vulchanova a spol., 1996), v endotelech a epitelech (King a spol., 1998; Hansen  

a spol., 1999a; Birder a spol., 2004; Housley a spol., 1999), ve skeletálních, hladkých  

a srdečních svalových buňkách (Ryten a spol., 2002; Hansen a spol., 1999b; Lee a spol., 

2000) a v adenohypofýze (Vulchanova a spol., 1996; Stojilkovic a Koshimizu, 2001; 

Zemkova a spol., 2006). Funkce ATP a P2X2 receptorů v těchto tkáních ještě musí být 

podrobně prozkoumána, purinergní signalizace pravděpodobně hraje roli 

v autokrinní/parakrinní regulaci uvolňování hormonů, v kontraktilitě hladkých svalů,  

v pacemakerové aktivitě atd. (Gever a spol., 2006). 

Zdá se, že ATP jako endogenní rychlý neuropřenašeč, je klíčový mediátor 

v přenosu bolesti a v mechanosenzorické transdukci viscerálních dutých orgánů 

(Burnstock a spol., 1996; Cook a spol., 1997; Cook a spol., 2002; Galligan, 2004; Ford 

a spol., 2006). Gen kódující P2X3 protein byl poprvé naklonován ze senzorických 

neuronů dorzálních kořenových ganglií (DRG), jejichž centrální projekce končí 

v lamině II zadního rohu míšního (Chen a spol., 1995; Burnstock, 2006b). P2X3 

a P2X2/3 receptory jsou lokalizovány na periferních i centrálních zakončeních 

nemyelinizovaných C-vláken a Aδ vláken neuronů dorzálních kořenových, 

trigeminálních a nodózních senzorických ganglií (Bradbury a spol., 1998; Burnstock 

a spol., 2004; Vulchanova a spol., 1997). ATP uvolněný ze zakončení primárních 

senzorických nervů v zadních rozích míšních může postsynapticky aktivovat P2X4 

a P2X6 receptory (Chen a Gu, 2005; Abbracchio a Burnstock, 1998) zatímco jeho 

působení na presynaptické P2X3 a P2X2/3 receptory potencuje uvolnění glutamátu 

v oblasti lamina II (Gu a MacDermott, 1997; Nakatsuka a Gu, 2001; Nakatsuka a spol., 

2003). Při chronickém konstrikčním poranění nervu dochází v ipsilaterální oblasti 

zadních rohů míšních ke zvýšené neuronální expresi P2X3 receptorů (Novakovic  

a spol., 1999), a dále je zde pozorována aktivace mikroglií spojená s jejich zvýšenou 

proliferací, hypertrofií a se zvýšenou expresí P2X4 receptoru (Inoue a spol., 2007). Toto 

zvýšení mikrogliální exprese P2X4 receptorů nebylo pozorováno u modelů zánětlivé 

bolesti (Honore a spol., 2000). Mikrogliální P2X4 receptory mohou být aktivovány 

ATP uvolněným z primárních nervových zakončení nebo z astrocytů. Předpokládá se, 
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že po aktivaci P2X4 mikrogliálních receptorů se z gliálních buněk uvolňuje faktor 

BDNF (brain-derived neurotrophic factor), který působí kolaps neuronálního 

transmembránového aniontového gradientu s následným depolarizujícím působením 

glycinu a GABA (Coull a spol., 2005). Díky uvolnění dalších prozánětlivých faktorů 

z aktivovaných mikroglií (IL-1β, IFN-γ) dochází navíc k pozitivní modulaci 

glutamátergní transmise (Viviani a spol., 2003; Vikman a spol., 2003). Dále je 

zajímavé, že intrathekální aplikace kultury in vitro aktivovaných mikroglií 

(aktivovaných pomocí ATP) napomáhá vzniku taktilní allodynie během 3-5 hodin  

u zvířat bez neurálního poškození, a tento efekt je reverzibilní po intrathekální aplikaci 

purinergních antagonistů (Tsuda a spol., 2003). Navíc terapie P2X4 antisense 

oligonukleotidy působí preventivně proti vzniku bolesti při konstrikčním poškození 

nervu (Inoue a spol., 2007). Látka A-317491 (5-[(3-phenoxybenzyl)[(1S)-1,2,3,4-

tetrahydro-1-naphthalenyl]amino]carbonyl)-1,2,4 benzenetricarboxylic acid) je vysoce 

afinitní, selektivní nenukleotidový antagonista P2X3 a P2X2/3 receptorů, 

a při intrathekální aplikaci působí antinocicepčně u krysího modelu chronické zánětlivé 

a neuropatické bolesti. Ačkoliv je látka A-317491 účinná u modelů chronické bolesti, je 

neefektivní u zvířecích modelů akutní bolesti (McGaraughty a spol., 2003; Jarvis 

a spol., 2002). Terapie zvířat P2X3 antisense oligonukleotidy rovněž snižuje termální 

hyperalgézii a taktilní allodynii (Barclay a spol., 2002; Honore a spol., 2002).  

ATP je dále klíčový mediátor v mechanosenzorické transdukci viscerálních 

dutých orgánů, jelikož distenze orgánů je doprovázena uvolněním ATP z epitelií. ATP 

pak aktivuje subepiteliální nervová zakončení prostřednictvím P2X3 a P2X2/3 

receptorů a tím se spouští senzorický přenos do CNS. Tímto způsobem například ATP 

uvolněné z epiteliálních buněk během distenze močového měchýře způsobí 

prostřednictvím aktivace P2X receptorů na subepiteliálních senzorických zakončeních 

iniciaci vylučovacího reflexu (Cockayne a spol., 2000). 

P2X4 podjednotka má nejširší distribuci z P2X rodiny. Studie mRNA 

a proteinové lokalizace ukazují, že P2X4 podjednotka se nachází v rozličných částech 

krysího mozku, zejména v Purkyňových buňkách cerebella, v hipokampu (Bo a spol., 

1995; Soto a spol., 1996a,b; Rubio a Soto, 2001), v buňkách pia mater, v malých cévách 

mening (Bo a spol., 2003), v zadních rozích míšních (Collo a spol., 1996), v neuronech 

autonomních a senzorických ganglií (Bo a spol., 2003). P2X4 podjednotka je dále 

exprimovaná neurony submukózních a myenterických nervových plexů 

gastrointestinálního traktu (Bo a spol., 2003), epiteliálními buňkami a hladkými 
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svalovými buňkami trachey a bronchů (Buell a spol., 1996; Zsembery a spol., 2003), 

také epiteliemi a hladkými svalovými buňkami gastrointestinálního traktu, močového 

měchýře, vaginy, ureteru (Bo a spol., 2003; Slater a spol., 2000), hladkými svalovými 

buňkami cév (Nori a spol., 1998; Lewis a Evans, 2001), endoteliemi cév (Yamamoto  

a spol., 2000; Ramirez a Kunze, 2002). Exprese P2X4 receptoru byla rovněž prokázána 

ve sběrných kanálcích ledvin (McCoy a spol., 1999), v interlobulárních duktech 

pankreatu (Novak, 2008), ve žlučových cestách jater, v adipocytech, v epitelu rohovky, 

ve folikulárních ovariálních buňkách (Bo a spol., 2003), v acinárních buňkách 

a interlobulárních duktech příušní žlázy (Turner a spol., 1998; Buell a spol., 1996; 

Tenneti a spol., 1998), na osteoklastech (Naemsch a spol., 1999), lidských  

B lymfocytech (Sluyter a spol., 2001), thyroidálních folikulárních buňkách (Glass 

a Burnstock, 2001) a v laktotropních buňkách hypofýzy (Stojilkovic a Koshimizu, 2001; 

He a spol., 2003b). Funkce P2X4 receptoru je však ve většině těchto tkání zatím nejasná 

(Gever a spol., 2006). 

Jak již bylo uvedeno, ukazuje se důležitost P2X4 receptorů v patogenezi 

neuropatické bolesti, kdy dochází ke zvýšení mikrogliální exprese P2X4 receptorů 

v ipsilaterální oblasti zadních rohů míšních (Inoue a spol., 2007). Zvýšená exprese 

mikrogliálních P2X4 receptorů byla popsána rovněž v ischemických oblastech CNS 

(Cavaliere a spol., 2003), v oblasti gliomů (Guo a spol., 2004), v oblasti traumatického 

poranění mozku a míchy (Zhang a spol., 2007; Schwab a spol., 2005). Tyto nálezy 

ukazují, že změna v expresi mikrogliálních P2X4 receptorů je obecný fenomén 

doprovázející poškození CNS. P2X4 receptory tak mohou hrát důležitou úlohu v široké 

škále CNS poruch. 

Receptory P2X5 se nejčastěji vyskytují v diferencujících se tkáních, 

zahrnujících osteoblasty (Naemsch a spol., 1999), epiteliální buňky nosní sliznice 

(Gayle a Burnstock, 2005), střeva (Groschel-Stewart a spol., 1999), močového měchýře 

a močovodů (Lee a spol., 2000), kůže (Greig a spol., 2003; Groschel-Stewart a spol., 

1999; Inoue a spol., 2005), ve skeletálních svalech (Collet a spol., 2002; Meyer a spol., 

1999; Ryten a spol., 2001).  

P2X6 podjednotka je běžně exprimována v CNS, zejména v mozečku 

(Purkyňovy buňky), v hipokampu (Bobanovic a spol., 2002; Xiang a Burnstock, 2005; 

Burnstock a Knight, 2004). Exprese P2X6 receptorů byla dále prokázána v epitelu 

bronchů (Collo a spol., 1996), v epiteliích slinných žláz (Worthington a spol., 1999), 

ve skeletálních svalových buňkách (Meyer a spol., 1999), v buňkách žláz dělohy (Collo 
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a spol., 1996). Jelikož P2X6 netvoří funkční homomery, pravděpodobně vytváří 

heteromerní kanály v kombinaci s jinou P2X podjednotkou exprimovanou v těchto 

tkáních. Naše předběžné výsledky naznačují, že by mohlo jít o inhibiční podjednotku, 

která má „brzdící“ účinek a brání buňku před nadměrnou aktivací P2X4 receptoru 

(Vávra a spol., SFN, Washington 2008). 

P2X7 receptor je fyziologicky velmi významný a je intenzivně zkoumán. 

Pravděpodobně netvoří heteromery a nachází se zejména v buňkách imunitního 

systému: makrofágách, lymfocytech, žírných buňkách a mikrogliích. P2X7 receptory 

hrají roli v apoptóze buněk a to několika mechanismy. Přímý způsob je lýza buňky 

způsobená progresivní dilatací póru (Virginio a spol., 1999a,b). Makrofágy a mikroglie 

podléhají ATP-indukované apoptóze také prostřednictvím P2X7-zprostředkovaného 

uvolnění interleukinu-1β (IL-1β), což ve finále vede k aktivaci řady kaspáz (Ferrari 

a spol., 1997a,b; Hughes a spol., 2007). Snížená exprese P2X7 receptoru byla nalezena 

v nádorových buňkách (Zhoul et al., 2008), inhibice aktivní role P2X7 receptoru 

v apoptóze je tak pravděpodobně jednou z příčin buněčné proliferace. 

Kromě výše zmíněných funkcí hrají P2X receptory roli také v modulaci 

uvolňování hormonů. Příkladem je působení ATP v buňkách adenohypofýzy. 

Laktotropy exprimují P2X3, P2X4 a P2X7 receptory, gonadotropy a somatotropy 

exprimují P2X2 receptory (Stojilkovic a Koshimizu, 2001; He a spol., 2003b; Zemkova 

a spol., 2006, 2008). Molekuly ATP jsou skladovány s hormony v sekrečních 

vezikulech a jsou na podnět společně uvolňovány. ATP byla v adenohypofýze 

prokázána autokrinní/parakrinní role, regulovaná přítomnými ektonukleotidázami. 

Aktivace P2X receptorů exprimovaných na adenohypofyzárních buňkách vede 

k amplifikaci Ca2+ signálu buněk a ke zvýšené sekreci hypofyzárních hormonů spuštěné 

hypothalamickými hormony (Koshimizu a spol., 2000). Naše laboratoř je vedle studia 

struktury rekombinantních P2X receptorů zaměřena na studium funkce P2X receptorů 

přirozeně se vyskytujících v hypofyzárních buňkách, především gonadotropech. 

Gonadotropy exprimují receptory pro gonadotropin-releasing hormon (GnRH) spojené  

s Gq/11 proteinem, jejichž stimulace vede k produkci inositol trifosfátu a oscilačnímu 

uvolnění Ca2+ z intracelulárních zdrojů (Zemkova a Vanecek, 1997; Balik a spol., 

2008). U gonadotropních buněk byla prokázána exprese P2X2a a P2X2b receptorů 

(Koshimizu a spol., 1998a; Zemkova a spol., 2006). P2Y receptory nejsou 

gonadotropními buňkami exprimovány. U spontánně aktivních gonadotropů ATP 

zvyšuje frekvenci pálení akčních potenciálů v dávce závislým způsobem, u tichých 
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buněk ATP indukuje depolarizující proud, který iniciuje pálení akčních potenciálů. 

Bazální sekrece luteinizačního hormonu (LH) v nepřítomnosti GnRH je nízká, 

vzhledem k nepřítomnosti vazby mezi spontánními akčními potenciály gonadotropů  

a LH sekrecí. Vstup Ca2+ stimulovaný extracelulárním ATP vede k přechodnému 

propojení mezi salvou akčních potenciálů a sekrecí LH a rovněž navyšuje frekvenci 

akčních potenciálů během GnRH odpovědi a signifikantně zvyšuje GnRH-indukovanou 

LH sekreci (Zemkova a spol., 2006). 

 

3.4 Struktura P2X podjednotek 
 
P2X podjednotky se skládají ze dvou hydrofobních transmembránových domén, 

intracelulárního N- a C- konce a rozsáhlé extracelulární kličky (Brake a spol., 1994; 

Valera a spol., 1994; Newbolt a spol., 1998). (viz Obr. 2) 

 

3.4.1 Extracelulární doména  

Ektodoména P2X receptorů pravděpodobně obsahuje 3 ATP vazebná místa 

(Bean a spol., 1990), avšak jejich lokalizace a konformační změny během navazování  

a odvazování agonisty a během otevírání a zavírání iontového kanálu nejsou stále 

dostatečně objasněny. 

V extracelulární doméně všech P2X receptorů bylo identifikováno 

10 konzervovaných cysteinových zbytků. Tvoří intramolekulární disulfidové můstky  

a podílejí se tak na tvorbě terciární struktury receptoru, což je unikátní v porovnání 

s jinými receptory (Smith a Burnstock, 2004; Clyne a spol., 2002). Experimentálně 

definovanými partnery jsou následující cysteinové páry: Cys117-Cys165, Cys126-Cys149, 

Cys132-Cys159, Cys217-Cys227 a Cys261-Cys270 (číslování platné pro lidský P2X1 receptor) 

(Ennion a Evans, 2002a). Podobně jako u jiných receptorů je extracelulární doména 

všech P2X receptorů glykosylovaná. Glykosylace je nezbytná pro spojení podjednotek 

do funkčního receptoru a pro jeho povrchovou expresi (Torres a spol., 1998; Rettinger 

a spol., 2000). Počet konzervativních motivů pro N-glykosylaci (Asn-X-Ser/Thr) se  

u jednotlivých podjednotek liší (P2X1 – 4, P2X2 – 3, P2X3 – 4, P2X4 – 6, P2X5 – 2,  

P2X6 – 3, P2X7 – 3) (North, 2002). Glykosylace jednoho motivu je dostačující  

pro funkčnost receptoru, zatímco pro zabudování receptoru do plazmatické membrány 

je potřebná glykosylace dvou těchto míst (Newbolt a spol., 1998; North, 2002). 
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Disulfidové můstky a glykosylační místa mohou determinovat strukturu ektodomény 

P2X receptorů, avšak nejsou kritické pro ATP vazbu. 

Substituce aminokyselin ektodomény P2X1 receptoru odhalila důležitost 

některých aminokyselinových zbytků (reziduí) pro ATP vazbu: Lys68 v blízkosti TM1 

domény a Phe291, Arg292, Lys309 v blízkosti TM2. Model ATP vazebné domény 

založený na datech z mutageneze (Roberts a Evans, 2004; Ennion a spol., 2000; Jiang  

a spol., 2000) a krystalové struktury krysího synapsinu II (Roberts a spol., 2006) 

navrhuje interakci kladně nabitých reziduí Lys68, Lys309 se záporně nabitými β- a γ-

fosfátovými skupinami, rezidua Arg292 s α-fosfátem a interakci aromatických reziduí 

Phe185, Phe291 s adeninovým kruhem molekuly ATP (Roberts a Evans, 2004). Tento 

model je ve shodě s hypotézou, že adeninový kruh je vmezeřen mezi tyto dva 

aminokyselinové zbytky podobně, jako je to pozorováno v krystalické struktuře  

5´-nukleotidáz (Knofel a Strater, 2001).  

Freist a kol. (Freist a spol., 1998) vytvořil teoretický model ATP vazebného 

místa na základě podobnosti aminokyselinové sekvence katalytického centra 

aminoacyl-tRNA syntetáz třídy II a ektodomény P2X receptorů. Rovněž Yan a kol. 

(Yan a spol., 2005) využili této podobnosti a na základě krystalových struktur t-RNA 

syntetáz vytvořili 3D model ektodomény P2X4 receptoru, který ověřili funkční studií 

pomocí mutageneze. ATP se obecně váže v komplexu s Mg2+ ionty a oba modely  

se shodly v tom, že Asp280 (P2X4 číslování) koordinuje ATP vazbu interakcí s Mg2+ 

iontem. Phe230 rozpoznává adeninový kruh, Lys190 rozpoznává α-fosfát. V modelu Yana 

a kol. interaguje His286 s β-fosfátem a Arg278 s γ-fosfátem. V modelu Freista a kol.  

se předpokládá interakce Arg318 s γ-fosfátem, v modelu Yana se předpokládá interakce 

Arg318 s deoxyribózovým kruhem. Oba modely jsou ve shodě s lokalizací celého ATP 

vazebného místa v extracelulární kličce jedné podjednotky. Úsek ektodomény  

Lys313-Ile333 hraje roli v přenosu signálu k TM doménám (Yan a spol., 2006).  

Mutace Lys190 u lidského P2X1 receptoru (ekvivalent Lys190 u P2X4) měla 

za následek snížení citlivosti k ATP, zde si tedy práce Evanse a Yana odpovídají. Avšak 

mutace Phe230 a Arg314 u lidského P2X1 receptoru (ekvivalent Phe230, Arg318 P2X4) 

neměla žádný vliv na účinnost ATP (Roberts a Evans, 2004). Jednotlivé modely  

se tedy v některých výsledcích shodují, v jiných se liší. Může to být vysvětleno tím,  

že byly vytvořeny pro různé P2X receptory s různou citlivostí k ATP a je otázkou,  

do jaké míry jsou jejich ATP vazebná místa shodná. Další možností je vazba molekuly 
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ATP mezi podjednotky a vysvětlení jedné podjednotky pak nemusí být dostačující  

ke zmapování celého ATP vazebného místa. Kritická role reziduí Lys69, Lys308 (P2X2 

číslování) ve formování vazebné kapsy podporuje hypotézu o organizaci ATP 

vazebného místa mezi podjednotkami (Wilkinson a spol., 2006; Zemkova a spol., 

2007). V souladu s touto hypotézou se na vazebném místě pro zinek v ektodoméně 

P2X2 receporu podílejí histidiny ze sousedících podjednotek (Nagaya a spol., 2005).  

 

3.4.2 Transmembránové domény  

U většiny kanálů se známou strukturou mají transmembránové segmenty 

lemující pór α-helikální sekundární strukturu (Doyle a spol., 1998; Dutzler a spol., 

2002; Jiang a spol., 2003; Miyazawa a spol., 2003). Rovněž u aktivovaného P2X2R  

se předpokládá, že obě TM domény mají α-helikální strukturu (Rassendren a spol., 

1997a; Egan a spol., 1998; Haines a spol., 2001a; Jiang a spol., 2001; Migita a spol., 

2001; Li a spol., 2004; Khakh a Egan, 2005). Během přípravy mé práce byl publikován 

článek, v němž se autoři zaměřili na strukturu TM domén také u P2X4 receptoru a to 

prostřednictvím tryptofanové skenovací mutageneze. Zaměnili všechny 

transmembránové aminokyselinové zbytky, jeden po druhém, za tryptofan a hodnotili 

změny citlivosti mutovaných receptorů k ATP. Výsledky jejich práce potvrdily 

hypotézu o α-helikálním uspořádání TM1 domény a části TM2 domény u P2X4 

receptoru (Silberberg a spol., 2005). 

Obě TM domény jsou zapojeny v mechanismu „gatingu“ (Egan a spol., 1998; 

Jiang a spol., 2001; Li a spol., 2004; Silberberg a spol., 2005; Silberberg a spol., 2007). 

Pojmem „gating“ iontového kanálu se označují konformační změny v molekule 

proteinu, které nastávají mezi otevřeným-uzavřeným a uzavřeným-otevřeným stavem 

jako odpověď na specifický podnět (Colquhoun, 1998). Během aktivace kanálu dochází 

k největším pohybům v částech transmebránových domén, které jsou blízké 

ektodoméně: v úsecích Tyr42-Val47 a Thr335-Leu346 (P2X4) (Silberberg a spol., 2005). 

Přesný mechanismus gatingu není popsán. TM2 doména má dominantní roli 

ve funkcích receptoru jako je pospojování podjednotek, iontová selektivita, permeabilita 

pro dvojmocné ionty (Egan a spol., 1998; Migita a spol., 2001; Li a spol., 2004; 

Samways a Egan, 2007; Li a spol., 2008). TM1 doména je méně důležitá v kontrole 

toku iontů (Jiang a spol., 2003; Khakh a Egan, 2005; Samways a spol., 2008), částečně 

se podílí na kontrole Ca2+ permeability (Samways a spol., 2008) a změně póru 
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z relativně selektivního v dilatovaný stav (Khakh a Egan, 2005). TM1 doména však 

hraje roli v dalších funkcích; například náhrada TM1 domény P2X2 podjednotky  

za TM1 z α,β-meATP-senzitivní P2X1 nebo P2X3 podjednotky způsobí citlivost 

chiméry k α,β-meATP (α,β-metylen-adenosin-5´-trifosfátu) (Haines a spol., 2001b). 

Nicméně strukturální nebo dynamické aspekty, které hrají roli v této změně, nejsou 

známé. Alaninová skenovací mutageneze P2X2R odhalila, že konzervovaná aromatická 

aminokyselina tyrosin na pozici 43 TM1 domény hraje důležitou roli v receptorové 

funkci, její substituce zvyšuje citlivost k agonistům (Li a spol., 2004).  

Uspořádání TM domén kolem póru kanálu není přesně známé, nově byla 

nastíněna hypotéza, že TM2 lemuje pór a TM1 doména se nachází periferněji 

(Silberberg a spol., 2005; Li a spol., 2008). Většina reziduí necitlivých k mutagenezi,  

je lokalizována v části TM1 domény P2X4 receptoru blízké N-konci (pod Ile
39), což 

může být vysvětleno velkou lipidovou expozicí tohoto úseku. Naproti tomu úsek TM1 

domény blízký ektodoméně obsahuje rezidua silněji citlivá k záměně, a proto  

se předpokládá, že tento úsek pravděpodobně silněji interaguje s jinou podjednotkou 

(Silberberg a spol., 2005). Těsný kontakt TM1 a TM2 sousedních podjednotek 

v úsecích blízkých ektodoméně byl rovněž prokázán možností tvorby disulfidové vazby 

mezi V48C a I328C (P2X2R) (Spelta a spol., 2003; Jiang a spol., 2001; Khakh a Egan, 

2005). 

Každá transmembránová doména obsahuje dvě aminokyseliny konzervované 

napříč všemi P2X podjednotkami. Jedná se o Gly30, Tyr43, Gly342, Asp349 (P2X2 

číslování). Při alaninové skenovací mutagenezi TM domén, která byla dosud provedena 

pouze u nedesenzitizujícího P2X2 receptoru, se záměna G30A neprojevila změnou 

v ATP citlivosti ani v rychlosti deaktivace kanálu. Mutace Y43A se lišila v ATP 

citlivosti a rychlosti deaktivace od divokého typu (WT) P2X2 receptoru. Vzhledem 

k tomu, že se ATP vazebné místo s největší pravděpodobností nachází v ektodoméně, 

svědčí to o důležitosti této konzervované aminokyseliny v „gating“ mechanismu. 

Mutace G342A se také projevila výraznou změnou v ATP citlivosti, mutací D349A 

vznikl nefunkční P2X2 kanál. Změny naznačují důležitost konzervovaných 

aminokyselin Tyr43, Gly342, Asp349 v kinetice P2X2 kanálu (Li a spol., 2004). 

Tryptofanová mutageneze P2X4 receptoru potvrdila důležitost konzervovaných 

aminokyselin. U mutace G29W (odpovídá pozici G30 P2X2) nedošlo k výrazným 

změnám ATP citlivosti oproti WT receptoru, avšak záměna Y42W (Y43 u P2X2) 

způsobila zvýšení ATP citlivosti. Záměna G347W (G342 u P2X2) se projevila 
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výrazným snížením citlivosti kanálu, záměna D354W (D349 u P2X2) vyústila ve vznik 

nefunkčního kanálu (Silberberg a spol., 2005). 

 

3.4.3 Intracelulární N- a C- konec  

Intracelulární konce P2X podjednotek se podílí především na regulaci 

desenzitizace receptoru. Vyjmutí fosforylačního konzervovaného YxTxR/K motivu  

z N-konce způsobí urychlení desenzitizace (Boue-Grabot a spol., 2000; Liu a spol., 

2003). Desenzitizací označujeme snížení citlivosti receptoru k agonistům, které  

se projevuje poklesem proudové odpovědi v přítomnosti agonisty.  

V délce intracelulárního C-konce jsou mezi jednotlivými P2X podjednotkami 

značné rozdíly (27 aminokyselin u P2X6 až 239 u P2X7), přesto u všech podjednotek 

byl na tomto konci identifikován konzervovaný YxxxK motif. Nachází se v blízkosti 

TM2 a je asociován s efektivitou exprese receptoru na buněčném povrchu (Chaumont  

a spol., 2004). P2X7 receptor má nejdelší C-konec a zvažuje se, že terminálních 

180 aminokyselin je zapojeno ve stabilizaci receptoru a interakci s lipidy (Denlinger  

a spol., 2001; Denlinger a spol., 2003; Smart a spol., 2003). Interakce P2X2 receptoru 

s jinými ligand vážícími kationovými kanály (5-HT3A, α3β4 nAChR, GABACR) je 

spojována s reziduy 374-469 na C-konci receptoru (Boue-Grabot a spol., 2003, 2004). 

C-konec je rovněž zapojen v modifikaci desenzitizace. Například sestřihová varianta 

P2X2 receptoru se zkráceným C-koncem (P2X2b receptor, kterému chybí 69 

aminokyselin: Val370-Gln438 včetně) desenzitizuje přibližně 5krát rychleji než varianta 

nezkrácená (Koshimizu a spol., 1998b). 

 

3.5. Selektivita P2X kanálů 
 

P2X receptory se označují jako neselektivní kationtové kanály. Propustnost 

monovalentních kationtů P2X2 kanálu je odstupňována v pořadí: K+ > Rb+ > Cs+ > Na+ 

> Li+. Toto pořadí je odlišné od relativní pohyblivosti iontů ve vodě a proto se uvažuje, 

že ionty interagují při průchodu pórem se specifickým vazebným místem o slabé 

elektrické síle (Ding a Sachs, 1999a,b). Při záměně aminokyselin Thr339 a Ser340 se 

změnilo pořadí propustnosti monovalentních kationů na obdobné pořadí relativní 

pohyblivosti iontů ve vodě (Migita a spol., 2001).  
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Aktivace P2X receptorů způsobuje prostup Ca2+ iontů pórem kanálu a následné 

zvýšení intracelulární Ca2+ koncentrace. Propustnost pro Ca2+ ionty je relativně vysoká, 

z celkového ATP-indukovaného proudu je Ca2+ ionty neseno 2.7 % (P2X3) až 11-12 % 

(P2X4, P2X1) (Egan a Khakh, 2004). Stejné bodové mutace, které u P2X2 receptoru 

ovlivnily propustnost monovalentních kationtů, ovlivňují i propustnost Ca2+ iontů: 

záměna aminokyselin Thr336, Thr339, Ser340 sníží Ca2+ permeabilitu. Tato rezidua jsou 

pravděpodobně součástí selektivního filtru P2X2 póru (Migita a spol., 2001; Egan  

a Khakh, 2004; Samways a Egan, 2007; Li a spol., 2008). Zmíněná rezidua však nejsou 

konzervovaná, takže u jiných podjednotek se mohou na filtru podílet jiná rezidua, což 

by vysvětlilo rozdíly v propustnosti mezi P2X receptory. 

Při opakované stimulaci nebo prodloužené aplikaci ATP (> 5-10 s) dochází 

u některých P2X receptorů k dilataci póru s následnou propustností pro větší a větší 

molekuly. Roste například permeabilita velkého organického kationtu NMDG+  

(N-metyl-D-glukosamin), a to v závislosti na kompozici podjednotek a času aktivace 

receptoru (Virginio a spol., 1999a). Tuto vlastnost vykazuje P2X7 receptor (Surprenant 

a spol., 1996; Rassendren a spol., 1997b), P2X2 a P2X4 receptor (Virginio a spol., 

1999a). V případě P2X7 receptoru se předpokládá zvětšení průměru póru z 8 Å až  

na 30–50 Å a zvýšení poměru propustnosti NMDG+ a Na+ (pNMDG/pNa) z 0.03 na 0.48 

(Eickhorst a spol., 2002; Virginio a spol., 1999b). I při zvýšené permeabilitě pro větší 

ionty zůstává pór kationtově selektivní (Virginio a spol., 1999b). Dilatace póru  

a zvýšená permeabilita P2X7 receptoru může vyústit až v rozpad buňky. V tomto jevu  

se předpokládá účast C-konce P2X7 receptoru. V případě P2X2 a P2X4 receptorů nebyl 

jev lýzy buňky v důsledku zvýšené permeability P2X receptorů pozorován (Surprenant 

a spol., 1996).  

 

3.6 Farmakologické vlastnosti P2X receptorů 
 

Jednotlivé P2X podjednotky jsou funkčně odlišné v citlivosti k agonistům, 

antagonistům a alosterickým modulátorům (North, 2002). 

 

3.6.1 Agonisté P2X receptorů 

P2X podjednotky mají různou citlivost k ATP, o čemž vypovídají lišící se 

koncentrace, které vyvolávají polovinu maximální odpovědi (EC50). Hodnota EC50 
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agonisty ATP je pro P2X1R ~1 µM (Evans a spol., 1995; Valera a spol., 1994), 

pro P2X2R 4.6–7.4 µM (King a spol., 1996; King a spol., 1997; Lynch a spol., 1999; Li  

a spol., 2004; Gever a spol., 2006), pro P2X3R 0.03–2.6 µM (He a spol., 2002; 

Sokolova a spol., 2006; Pratt a spol., 2005), pro P2X4R 3.0–11.8 µM (Yan a spol., 

2005; Priel a Silberberg, 2004; Jelinkova a spol., 2006; Silberberg a spol., 2005; Gever  

a spol., 2006). 

Některé nativní i rekombinantní P2X receptory jsou citlivé k α,β-meATP, 

pomalu se degradujícímu analogu ATP. Tento agonista mimikuje účinek ATP u P2X1  

a P2X3 receptorů, které se tím odlišují od ostatních P2X podjednotek (North, 2002). 

Rozlišující vlastností mezi podjednotkami P2X1 a P2X3 je rozdílná citlivost  

k β,γ-metylen-adenosin-5´-trifosfátu, kdy P2X1 receptory jsou aktivovány koncentrací 

∼30krát nižší než je koncentrace potřebná k aktivaci P2X3 receptorů (Bianchi a spol., 

1999; Garcia-Guzman a spol., 1997).  

Nejvýraznější rys ATP-stimulovaných proudů snímaných z buněk exprimujících 

krysí P2X5 receptor je jejich nízká amplituda. Zatímco maximální proudy P2X5 

receptorů exprimovaných v buněčné linii lidských embryonálních ledvinných buněk 

(HEK293 buněk) jsou 50-200 pA, proudy P2X2 receptoru vyvolané za stejných 

podmínek vyjadřujeme v nA (Collo a spol., 1996; Garcia-Guzman a spol., 1996). 

Dalším účinným agonistou je 3´-O-(4-benzoyl)benzoyladenosin-5´-trifosfát, 

(BzATP) který specificky aktivuje P2X7 receptor. Receptor P2X7 má nízkou citlivost 

k ATP, k receptorové aktivaci se používají koncentrace ∼100 µM a více. Naproti tomu 

10-30krát účinnějším agonistou je BzATP (North, 2002). 

 

3.6.2 Antagonisté P2X receptorů 

Neselektivními antagonisty P2X receptorů jsou suramin a PPADS (pyridoxal 

fosfát-6-azofenyl-2',4'-disulfonová kyselina) (Evans a spol., 1995). Citlivost k těmto 

antagonistům se liší napříč P2X podjednotkami, například P2X4 podjednotka je oproti 

ostatním relativně necitlivá k inhibici suraminem a PPADS. Citlivost je obnovitelná 

záměnou aminokyseliny Glu249 za lysin, který se nachází na ekvivalentní pozici u P2X1, 

P2X2 receptorů (Buell a spol., 1996). 
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3.6.3 Alosterický modulátor ivermektin 

Užitečným rozlišujícím znakem P2X4 receptoru je jeho potenciace alosterickým 

modulátorem ivermektinem (IVM) (Khakh a spol., 1999b). IVM (22,23- 

-dihydroavermektin B1a) sice působí jako agonista nebo jako alosterický modulátor  

i na dalších ligandem otevíraných receptorech; například na kuřecích a myších GABAA 

receptorech (Sigel a Baur, 1987; Krusek a Zemkova, 1994), rekombinantních glycinem 

aktivovaných Cl- kanálech (Shan a spol., 2001), kuřecích a lidských neuronálních  

α7 nACh receptorech (Krause a spol., 1998) a histaminem aktivovaných Cl- kanálech 

(Zheng a spol., 2002), ale v rodině P2X receptorů je jeho účinek na podtyp P2X4 

specifický. Byla také popsána IVM modulace proudů P2X receptoru naklonovaného 

z bezobratlého organismu Schistosoma mansoni (schP2X), který se podobá savčímu 

P2X4 receptoru (Agboh a spol., 2004). Ivermektin je člen avermektinů, vzniká 

fermentačním působením bakterií Streptomyces avermitilis. Vyznačuje se vysokou 

molekulovou hmotností a vysokou lipofilitou (Omura a Crump, 2004). Srovnání 

velikosti molekuly IVM s rozsahem membrány a velikostí TM1 domény P2X receptoru 

je znázorněno na Obr. 3. 

 
 

 
 
 
Obr. 3 Model helixu TM1 domény P2X4 receptoru a molekuly ivermektinu: 

Schematické srovnání 1. transmembránové domény P2X4 receptoru, znázorněné jako α-helix 
(vlevo) a velikosti molekuly ivermektinu (vpravo). V modelu TM1 je označen Gly29, první 
reziduum TM1 a Trp50, první reziduum ektodomény. 
 
 

Avermektiny jsou třída insekticidů a antihelmintik. V humánní medicíně se IVM 

využívá zejména v léčbě říční onchocerciasy (Dent a spol., 2000), kdy jeho 
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antiparazitický účinek je zprostředkován interakcí s glutamátem aktivovanými Cl- 

kanály parazita (Cully a spol., 1994; Dent a spol., 1997; Dent a spol., 2000). Tyto 

kanály byly nalezeny pouze u bezobratlých a jsou důležité pro funkci jejich 

somatických a faryngeálních svalů. Ivermektin, na rozdíl od glutamátu, indukuje 

pomalé otevírání kanálu, které je téměř ireverzibilní a způsobí paralýzu svalů parazita 

(Pemberton a spol., 2001).  

IVM sám neaktivuje P2X4 receptor, působí pouze jako jeho modulátor - zvyšuje 

citlivost receptoru k ATP, dále působí zvýšení amplitudy proudové odpovědi  

a zpomalení deaktivace receptoru (Khakh a spol., 1999b; Jelinkova a spol., 2006). 

Analýza jednotkových kanálových proudů objasnila, že IVM působí prostřednictvím 

stabilizace otevřeného stavu kanálu (Priel a Silberberg, 2004). Účinek IVM je 

koncentračně závislý. S rostoucí koncentrací účinek IVM stoupá, maxima je dosaženo 

kolem 10 µM a dále již účinek klesá (Khakh a spol., 1999b; Priel a Silberberg, 2004). 

Při nižších koncentracích IVM (0.2 µM) je ovlivněna zejména maximání proudová 

amplituda (Imax), při vyšších koncentracích (1 µM) je ovlivněna vedle hodnoty Imax  

i rychlost deaktivace receptoru (Priel a Silberberg, 2004). 

Účinek IVM v modulaci P2X4 odpovědi se rozvíjí postupně a je zcela 

reverzibilní (Khakh a spol., 1999b; Priel a Silberberg, 2004). Časová konstanta nástupu 

účinku IVM na amplitudu je pro lidský receptor exprimovaný v HEK293 buňkách 

stanovena na τon= ~1.9 min a časová konstanta pro odeznění účinku po odmytí 

ivermektinu je τoff=~11.5 min. Časová konstanta nástupu účinku IVM na deaktivaci je 

pro lidský receptor exprimovaný v HEK293 buňkách stanovena na τon= ~4.6 min  

a časová konstanta pro odeznění účinku po odmytí je τoff=~2.2 min (Priel a Silberberg, 

2004).  

Při expresi krysího P2X4 receptoru v HEK293 buňkách je po preinkubaci 3 µM 

IVM amplituda proudové odpovědi vyvolané 1 µM ATP zvýšena až 20krát (Priel  

a Silberberg, 2004; Jelinkova a spol., 2006). Toto zvýšení odráží zvýšenou ATP 

citlivost receptoru, spojenou s posunem „dose response“ křivky doleva. V přítomnosti 

3 µM IVM je hodnota EC50 pro ATP u P2X4-WT receptoru posunuta z ~6.3 µM  

na hodnotu ~0.6 µM a Imax je po stimulaci supramaximální koncentrací ATP (100 µM) 

zvýšena ~2krát. V nepřítomnosti IVM má P2X4 receptor deaktivační časovou konstantu 

(τoff ) ~0.4 s, v přítomnosti 3 µM IVM po dobu 4–6 minut se zvýší hodnota τoff  

na ~29 s a to nezávisle na ATP koncentraci. Po odmytí IVM se amplituda proudu 
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postupně snižuje k hodnotě amplitudy před IVM přítomností. Pokles je charakterizován 

časovou konstantou ~14 min. Po odmytí IVM je pozorován také postupný pokles doby 

deaktivace kanálu, charakterizovaný časovou konstantou ~3.4 min (Jelinkova a spol., 

2006). Příklad modulačního účinku IVM na ATP-indukované proudy krysího P2X4 

receptoru je ukázán na Obr. 4. 

 
 

 

 
 

Obr. 4 Modulační účinek ivermektinu (IVM) na ATP-indukované proudy krysího P2X4 
receptoru exprimovaného v HEK293 buňkách: 
 

(A) Vliv IVM na amplitudu proudové odpovědi a čas deaktivace při opakované stimulaci 1 µM 
ATP (2sekundové aplikační pulsy s odstupem 2 min jsou znázorněny plnými obdélníky  
nad záznamem proudových odpovědí). (B) Závislost amplitudy proudových odpovědí P2X4- 
-WT receptoru na použité koncentraci ATP v nepřítomnosti (○) a v přítomnosti (●) 3 µM IVM. 
Vertikální čáry vyznačují průměrné hodnoty EC50. Jednotlivé body představují aritmetický 
průměr ± SEM. (C) Průběh deaktivační fáze proudových odpovědí po odmytí 0.3 µM a 100 µM 
ATP v přítomnosti IVM. Přerušované čáry představují monoexponenciální křivky, jimiž byly 
odpovědi proloženy.  
(převzato z Jelinkova a spol., 2006) 

 

 

Působení IVM je nezávislé na předchozí ATP stimulaci receptoru, což 

naznačuje, že pro vazbu IVM není potřebné otevření iontového kanálu (Khakh a spol., 

1999b). IVM moduluje P2X4 funkci při extracelulární aplikaci, ne při aplikaci 
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intracelulární (Priel a Silberberg, 2004). Obě zjištění by mohla znamenat lokalizaci 

vazebného místa IVM v ektodoméně receptoru. Avšak, na rozdíl od ATP citlivosti, 

při přenosu P2X4 ektodomény na páteř P2X2 receptoru, nedošlo k přenosu citlivosti 

k IVM (Jelinkova a spol., 2006). Při hledání vazebného místa pro IVM proto byla 

soustředěna pozornost na interakci s TM doménami. Spolu s jinými autory jsme tuto 

interakci potvrdili (Silberberg a spol., 2007; Jelinkova a spol., 2008) a navrhli 

pravděpodobné místo působení molekuly IVM v oblasti protein-lipidového rozhraní 

(tyto výsledky jsou součástí mé dizertační práce). V souladu s tímto nálezem přenos TM 

domén P2X4 na jiný receptor zajistil přenos citlivosti k IVM (Silberberg a spol., 2007). 

Přes veškerý pokrok vazebné místo IVM na P2X4 receptor však nebylo doposud přesně 

rozpoznáno.  

 

3.7 Kinetika P2X kanálů 
 

„Dose response“ analýza proudových odpovědí P2X receptorů odhalila Hillův 

koeficient > 1, což vypovídá o tom, že pro aktivaci receptoru je nezbytná vazba více než 

jedné molekuly agonisty (Brake a spol., 1994). Jelikož P2X receptor je trimer a vazebné 

místo pro ATP je s největší pravděpodobností mezi podjednotkami (Wilkinson a spol., 

2006; Marquez-Klaka a spol., 2007), jeho ektodoména pravděpodobně obsahuje 3 ATP 

vazebná místa (Bean a spol., 1990). Předpokládá se, že obsazením jednoho ATP 

vazebného místa je pozitivně kooperována vazba další molekuly ATP (Ding a Sachs, 

1999b). 

Bylo vytvořeno několik kinetických modelů popisujících chování P2X kanálů, 

avšak žádný z nich není úplný. Důvodem je obtížná analýza vlastností jednotlivých P2X 

kanálů. V kinetickém modelu navrženém Dingem a Sachsem (Obr. 5), je popsáno pět 

uzavřených stavů (C1,2,3,4,5) a dva otevřené (OA,B). Tento model byl vytvořen na základě 

měření charakteristik jednotlivých P2X2 kanálů (outside out patch clamp technika) 

v membránách HEK293 buněk a oocytů Xenopus laevis.  
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Obr. 5 Kinetický model P2X receptoru: 

C1, 2, 3, 4, 5 označuje uzavřené stavy, OA, B označuje otevřené stavy kanálu. V modelu předchází 
otevření kanálu postupné navázání 3 molekul ATP. Kanál se otevírá po obsazení všech 
vazebných míst a může se vyskytovat ve dvou otevřených stavech OA a OB (stav se zvýšenou 
propustností pro velké ionty). Poslední stav C5 je zavřený, k ATP necitlivý.  
(převzato z Egan a spol., 2006)  
 
 

V modelu předchází otevření kanálu postupné navázání 3 molekul ATP, kdy 

každá vazba urychlí vazbu následující. Kanál se otevírá po obsazení všech vazebných 

míst a může se vyskytovat ve dvou otevřených stavech: OA a OB (stav se zvýšenou 

propustností pro velké ionty). Poslední stav C5 je zavřený, k ATP necitlivý (Egan  

a spol., 2006; Ding a Sachs, 1999b). Model počítá ze stejnou cestou aktivace  

a deaktivace kanálu. Rychlost deaktivace je tak závislá na rychlosti odvazování ligandu 

a afinitě ATP vazebného místa. Ding a Sachs v tomto modelu nezvážili vzájemnou 

interakci P2X kanálů. Simultánní otevření dvou a více P2X kanálů je pozorováno 

častěji, než je očekáváno u kanálů na sobě nezávislých (Ding a Sachs, 2002). 

Předpokládá se tedy, že aktivita jednoho kanálu ovlivní aktivitu druhého P2X kanálu 

způsobem, který odpovídá přímé protein-proteinové interakci. V modelu dále není 

zahrnuta časová závislost zvýšení permeability pro NMDG+, která je typická  

pro přechod k OB stavu. Nedávno bylo navíc prokázáno, že P2X kanál se může otevřít  

i v případě, kdy nejsou ligandem obsazena všechna vazebná místa (Wilkinson a spol., 

2006). K tomu dochází například i u AMPA (Rosenmund, 1998) nebo glycinového 

receptoru (Beato a spol., 2002). 

V přetrvávající přítomnosti agonisty dochází k desenzitizaci receptoru, 

způsobené přechodem ligandem obsazeného kanálu do stabilní konformace, v níž  

je propustnost pro ionty změněna. Jednotlivé podtypy P2X receptorů se liší rychlostí 

desenzitizace. Pořadí WT receptorů od nejrychleji desenzitizujících je následující: 

P2X1=P2X3 > P2X2b > P2X4 > P2X2a. Receptor P2X7 nedesenzitizuje (North, 2002; 

North a Barnard, 1997) Kinetika desenzitizace P2X receptorů je znázorněna na Obr. 6. 
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Přesný mechanismus desenzitizace a resenzitizace P2X receptorů nebyl doposud 

popsán. 

 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obr. 6 Kinetika desenzitizace P2X receptorů při krátké a dlouhé stimulaci agonistou ATP: 

Krátká stimulace (horní panel) trvá 2 s, dlouhá stimulace (dolní panel) 60 s. V obou případech 
bylo použito 30 µM ATP (v případě P2X7 receptoru 1 mM ATP).  
(převzato z North, 2002) 
 
 

Ze studia chimérních receptorů je známo, že pro rychlou desenzitizaci P2X1 

receptoru jsou zásadní dva 34aminokyselinové úseky zahrnující TM domény  

a přiléhající rezidua (∼14) na intracelulárních koncích. Z toho vyplývá, že pro uzavření 

kanálu v přetrvávající přítomnosti agonisty jsou nutné konformační změny zahrnující 

obě TM domény (Werner a spol., 1996). Dále je známo, že desenzitizaci receptoru 

ovlivňuje fosforylační motiv proteinkinázy C na N-konci, kdy záměna rezidua Thr18, 

které se v tomto motivu nachází a je navíc konzervované napříč P2X podjednotkami, 

způsobí zrychlení desenzitizace P2X1 i P2X2R (Ennion a Evans, 2002b; Boue-Grabot  

a spol., 2000). Rovněž fosforylační motiv proteinkinázy A na C-konci se účastní řízení 

receptorové desenzitizace (Chow a Wang, 1998). Sestřihová varianta P2X2 receptoru 

označovaná jako P2X2b, které chybí úsek Val370-Gln438 z C-konce, vykazuje  

ve srovnání s nezkrácenou variantou výrazně rychlejší desenzitizaci. Pro pomalý způsob 

desenzitizace P2X2a receptoru je kritický segment Arg371-Pro376 (Koshimizu a spol., 

1998b). Tento úsek je důležitý v rychlosti desenzitizace také u P2X1, P2X3 a P2X4 
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receptorů. To bylo prokázáno jednak studiemi chimér těchto receptorů (Koshimizu  

a spol., 1999), jednak mutagenezí tohoto úseku (Fountain a North, 2006). P2X7 receptor 

nedesenzitizuje a zodpovědnost za tento profil se přisuzuje C-konci; nicméně není  

za to zodpovědná sekvence 6ti aminokyselin odpovídající úseku Arg371-Pro376 u P2X2 

(Koshimizu a spol., 1999). 

Experimenty s chimérami receptorů P2X2a a P2X2b nesoucích ektodoménu 

P2X3 nebo P2X4 receptoru ukazují na vzájemné propojení mezi ektodoménou  

a C-koncem při desenzitizaci. Citlivost ligand-binding domény chiméry se odrazila 

v síle desenzitizace kontrolované C-koncem. Například chiméry P2X2 receptorů 

s ektodoménou (EC) P2X3 receptorů (P2X2a+X3EC a P2X2b+X3EC) vykazují 

zvýšenou citlivost k ATP a α,β-meATP, ale rovněž urychlenou desenzitizaci. Přesto  

si však chiméry zachovaly vzorec desenzitizace ovlivněný C-koncem,  

tzn. P2X2b+X3EC receptor desenzitizoval mnohem rychleji než P2X2a+X3EC receptor 

(He a spol., 2002). Účinnost ligandu tedy pozitivně koreluje s rychlostí desenzitizace, 

ale neovlivní vzorec desenzitizace kódovaný C-koncem (He a spol., 2003). Tato nově 

nalezená interakce je známá i u jiných ligandem aktivovaných receptorů. Například 

AMPA a glutamát jsou plnými agonisty AMPA receptorů, zatímco kainát a domoát 

pouze parciálními. Při aplikaci parciálních agonistů je desenzitizace AMPA receptorů 

mnohem pomalejší než v přetrvávající přítomnosti plných agonistů (Patneau a Mayer, 

1990; Armstrong a Gouaux, 2000). Také rychlost desenzitizace v přítomnosti  

α,β-meATP, který je parciálním agonistou P2X2 receptoru, je pomalejší než 

desenzitizace vyvolaná ATP (He a spol., 2003b). 
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4. CĺLE PRÁCE 
 
Cílem dizertační práce bylo přispět k objasnění vztahu mezi molekulární 

strukturou a funkcí transmembránových domén potkaních purinergních P2X receptorů, 

především P2X4 receptoru. Pomocí cysteinové a alaninové skenovací mutageneze 

a elektrofyziologické techniky patch clamp byly v této práci řešeny následující úkoly: 

1. Identifikovat TM1 a TM2 rezidua P2X4 receptoru důležitá pro modulační 

účinek IVM.  

2. Charakterizovat rezidua TM1 a TM2 důležitá pro funkci receptoru, 

a určit pravědopodobnou sekundární strukturu transmembránových domén P2X4 

receptoru. 

3. Ozřejmit úlohu TM1 konzervovaného tyrosinu v mechanismu „gatingu“ 

kanálu a citlivosti receptorů k agonistům napříč P2X receptory.  

4. Záměnou za jiné aminokyseliny objasnit, jaké fyzikálně-chemické 

vlastnosti musí mít toto konzervované místo v TM1. 

5. Prozkoumat význam jiných aromatických reziduí v horní části TM1 

u několika P2X receptorů a přispět tak k objasnění jejich strukturální a funkční různosti.  
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5. MATERIÁL A METODY 
 

5.1 Molekulárně biologické metody 

5.1.1 DNA konstrukty 

cDNA kódující sekvence krysích P2X1, P2X2a, P2X3, P2X4, P2X6, P2X7 

receptorů byly klonovány ve vektoru pIRES2-EGFP (Clontech, Mountain View, CA, 

USA). Poskytnuty byly laboratoří Dr. S. S. Stojilkovice, NICHD, NIH, Bethesda, USA. 

Seznam použitých genů je uveden v Tab. 1 

 
 
Gen Původ , citace 

P2X1 podjednotka GenBank accesion no.  NM 012997 

(Koshimizu a spol., 1999) 

P2X2a podjednotka GenBank accesion no.  NM 053656 

(Koshimizu a spol., 1999) 

P2X3 podjednotka GenBank accesion no.  NM 031075 

(Koshimizu a spol., 1999) 

P2X4 podjednotka GenBank accesion no. NM 031594  

(Koshimizu a spol., 1999) 

P2X4 podjednotka značená 

GFP 

(Yan a spol., 2005) 

P2X6 podjednotka GenBank accesion no. X92070 

(Koshimizu a spol., 1999) 

P2X7 podjednotka GenBank accesion no. NM 019256 

(Koshimizu a spol., 1999) 

 
 
Tab. 1 Seznam použitých genů 

 
 

5.1.2 Polohově řízená mutageneze 

K polohově řízené mutagenezi byly použity oligonukleotidové primery (33-36 

bazí, mutované místo zhruba uprostřed) zakoupené u firmy VBC-Genomics (Vídeň, 

Rakousko) a QuikChange II site-directed mutagenesis kit (Stratagene, La Jolla, CA). 
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Jako templát sloužily cDNA kódující sekvence krysích P2X1, P2X2, P2X3, P2X4, 

P2X6, P2X7 receptorů, konkrétně jejich divokých typů. Reakční směs byla připravena 

dle uvedené tabulky Tab. 2.  

 
 
Složka Objem 

Deionizovaná voda x µl 

10x PfuUltra pufr 5 µl 

Směs dNTP (25 mM) 2,5 µl 

Primery (100 pmol/µl) 1 µl každý 

PfuUltra DNA polymerasa 1 µl 

DNA templát (500 ng/µl) 0,5 µl 

Celkový reakční objem 50 µµµµl 

 
 
Tab. 2 Reakční směs pro polohově řízenou mutagenezi 
 
 

Celá příprava reakční směsi probíhala na ledu. Poté proběhla v termálním 

cykleru (MJ Mini, Bio-Rad) polymerázová řetězová reakce (PCR) dle následujícího 

schématu: 1. krok – 95 °C (1 min), 2. krok – 55 °C (1 min), 3. krok – 68 °C (10 min), 

kroky 1-3 opakovat 18-krát, 4. krok – 68 °C (12 min), dále udržovat 4 °C. Po skončení 

PCR reakce byl k reakční směsi přidán 1 µl enzymu DpnI, sloužící k rozštěpení 

templátové DNA. Směs byla inkubována 1.5 hod při 37 °C. Reakční směs byla dále 

použita pro transformaci kompetentních buněk.  

 

5.1.3 Transformace bakterií 

Transformace bakterií se prováděla metodou teplotního šoku. K transformaci 

byly používány kompetentní buňky E.coli JM109 (Promega, Madison, WI, USA). 

K 50ti µl kompetentních buněk bylo přidáno 7-10 µl reakční PCR směsi a směs byla 

ponechána 20-30 min na ledu. Následoval teplotní šok ve vodní lázni při 42 °C po dobu 

45 s, poté ochlazení na ledu na 3 minuty. Dále bylo k směsi přidáno 170 µl 

předehřátého tekutého LB média a směs byla kultivována za stálého třepání při 37 °C 

po dobu 1 hodiny. Následovalo nanesení buněčné suspenze na Petriho misky  

s LB agarem obsahující kanamycin (30 µg/ml kanamycinu). Miska byla inkubována 
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v termostatu při 37 °C přes noc. Následující den byly vybrané narostlé kolonie z Petriho 

misky zaočkovány do tekutého LB média s kanamycinem. Jejich kultivace probíhala 

za stálého třepání (200 rpm) 16-20 hod při 37 °C. Narostlé bakteriální kultury byly 

použity pro izolaci plasmidové DNA.  

 

LB médium  

1% tryptonu (ICN Biomedicals, Aurora, Ohio), 0.5 % kvasničného extraktu 

(Serva, Heildelberg), 1% NaCl (Sigma-Aldrich, Ayrshire, UK). Rozpuštěno 

v deionizované vodě, upraveno pH na 7.4 pomocí NaOH a sterilizováno 20 min 

při 121°C. 

 

LB agar s kanamycinem  

1% tryptonu, 0.5 % kvasničného extraktu, 1 % NaCl, 1.5-2.0 % agaru (Difco, 

Detrit, USA). Rozpuštěno v deionizované vodě, sterilizováno 20 min při 121 °C, 

po ochlazení na 50 °C přidán kanamycin (30 µg/ml). Následně byl agarový roztok rozlit 

na Petriho misky. 

 

5.1.4 Izolace plasmidu a měření koncentrace DNA 

K izolaci plasmidové DNA byl použit kit JETquick Plasmid Miniprep 

(Genomed, Löhne, Německo). Nejprve byla v mikrozkumavce postupně odstředěna 

narostlá bakteriální kultura (12 000 rpm, 1 min, při pokojové teplotě). Vzniklá peleta 

byla resuspendována ve 250 µl G1 roztoku. Bylo přidáno 250 µl G2 roztoku, vše 

promícháno. Následovalo 5 minut inkubace při pokojové teplotě. Dále bylo k směsi 

přidáno 350 µl G3 roztoku, promícháno. Vzniklá sraženina byla odstraněna centrifugací 

(10 min, 12 000 rpm, pokojová teplota). Supernatant byl slit na JETquick spin kolonku, 

odstředěn (1 min, 12 000 rpm). Poté bylo na kolonku přidáno 500 µl GX roztoku 

a odstředěno (1 min, 12 000 rpm). Dále bylo přidáno 500 µl G4 roztoku. Následovala 

dvě odstředění, každé 1 min při 12 000 rpm. K eluci plasmidu bylo použito 50-70 µl  

TE pufru vytemperovaného na 65-70 °C, kolonka centrifugována (2 min, 12 000 rpm). 

K určení koncentrace získané plasmidové DNA byl použit spektrofotometr 

BioPhotometr 6131 (Eppendorf), program dsDNA. Správnost sekvence izolované DNA 

byla ověřována sekvenováním v komerční laboratoři na přístroji ABI Prism 3100 

Genetic Analyzer (Mikrobiologický ústav AVČR, v.v.i.). 
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5.2 Tkáňové kultury 
 

K expresi P2X receptorů byla použita buněčná linie HEK293 (American Type 

Culture Collection). Buňky byly kultivovány v kultivačním médiu skládajícím  

se z Dulbeccova modifikovaného Eaglova média (DMEM) doplněného 10 % FBS (fetal 

bovine serum; tepelně inaktivované), 50 U/ml penicilinu a 50 µg/ml streptomycinu. 

Kultivace probíhala v inkubátoru při 37 °C v atmosféře nasycené vodními parami  

a obsahující 5% CO2, 95 % vzduchu. Dulbeccovo modifikované Eaglovo médium, 

penicilin, streptomycin byly zakoupeny u firmy Invitrogen (Carlsbad, CA), FBS u firmy 

Sigma-Aldrich. Buňky byly kultivovány v 75 cm2 plastových kultivačních lahvích 

(NUNC, Rochester, NY) 48-72 hod dokud nedosáhly 80-95% konfluence. Následně 

byly přepasážovány. 

 

5.2.1 Pasážování buněk  

Z kultivační láhve bylo odsáto kultivační médium. Poté byly buňky opláchnuty 

Versenovým roztokem (Invitrogen) a inkubovány s roztokem 0.25% trypsinu 

(Invitrogen) při 37 °C do doby, než došlo k jejich uvolnění z povrchu láhve. Následně 

bylo přidáno 5 ml kultivačního média a směs byla jemně promíchána pipetou. Buněčná 

suspenze byla centrifugována 5 min při 100 g. Supernatant byl slit a opět bylo přidáno  

5 ml kultivačního média, ve kterém byla provedena resuspendace buněk. Část buněk 

(1,5–2·106 buněk) byla přenesena do nové kultivační láhve sloužící k udržení linie. 

Další část buněk byla nasazena na 12 mm poly-L-lysinovaná sklíčka (Glaswarenfabrik 

Karl Hecht KG, Sandheim, Německo) uložená po třech v 35 mm plastové kultivační 

misce (Sarstedt, Newton, NC) (cca 1,5·105 buněk na 1 misku). Tyto buňky byly druhý 

den po nasazení transfekovány.  

 

5.2.2 Transfekce buněk 

Buňkám bylo nahrazeno jejich klasické kultivační médium za médium vhodné 

pro transfekce – OptiMEM (Invitrogen), vytemperované na 37 °C. S tímto médiem byly 

buňky inkubovány 20 min. Mezitím byla připravena transfekční směs DNA 

s Lipofectaminem2000 (Invitrogen). V první mikrozkumavce byla rozpuštěna DNA 

(1 µg) v OptiMEMu tak, aby výsledný objem směsi byl 0.25 ml. Ve druhé 

mikrozkumavce byl rozpuštěn Lipofectamin2000 (7 µl) v 0.25 ml OptiMEMu. 
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Po inkubaci (5 min) byly obsahy zkumavek smíchány, vzniklá směs ponechána 20 min 

při laboratorní teplotě a poté přidána k buňkám v OptiMEMu. Takto byly buňky 

inkubovány v termostatu 4-6 hod. Následně bylo médium s transfekční směsí vyměněno 

za klasické kultivační médium a buňky před měřením inkubovány v termostatu dalších 

24-48 hod. Účinnost transfekce buněk v našich pokusech byla > 95%. 

 

5.3 Elektrofyziologie 

5.3.1 Roztoky 

Extracelulární roztok (ECS): 

Během elektrofyziologického měření byly buňky ponořeny v extracelulárním 

roztoku (ECS), který měl následující složení: 142 mM NaCl, 3 mM KCl, 2 mM CaCl2, 

1 mM MgCl2, 10 mM D-glukóza, 10 mM HEPES (N-(2-hydroxyetyl)piperazin- N'-(2- 

-etansulfonová kyselina). Chemikálie byly rozpuštěny v deionizované vodě, pH 

upraveno na 7.3 (pomocí NaOH). Následně byla změřena osmolarita na osmometru 

Vapro 5520 (Wescor, Logan, UT). Osmolarita ECS se pohybovala v rozmezí  

290-300 mOs/l. ECS byl připravován 1x - 2x měsíčně a byl uchováván při -20 °C. 

Všechny použité chemikálie byly zakoupeny u firmy Sigma-Aldrich. 

 

Intracelulární roztok (ICS): 

Skleněné mikropipety, které byly používány pro snímání ATP-stimulovaných 

proudů z transfekovaných HEK293 buněk, byly plněny intracelulárním roztokem (ICS) 

následujícího složení: 154 mM CsCl, 10 mM HEPES, 11 mM EGTA (ethylene glykol- 

-bis(2-aminoethylether)-N,N,N´,N´-tetraacetic acid). Chemikálie byly rozpuštěny 

v deionizované vodě, pH upraveno na 7.2 (pomocí CsOH). Osmolarita ICS se 

pohybovala v rozmezí 280-290 mOs/l. ICS byl připravován 1x za 2-3 měsíce a byl 

uchováván při -80 °C. Všechny použité chemikálie byly zakoupeny u firmy Sigma- 

-Aldrich. 

 

Aplikační roztoky: 

ATP, α,β-meATP a BzATP byly skladovány v 10-1 a 10-2 M zásobních roztocích  

při -80 °C. Před každým experimentem byly připraveny čerstvé aplikační roztoky 

o požadované koncentraci rozpuštěním těchto látek v ECS. Aplikačním roztokům 
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s vysokou koncentrací agonisty bylo vždy zkorigováno pH na hodnotu 7.3 pomocí 

roztoku NaOH. IVM byl rozpuštěn v dimethylsulfoxidu (DMSO) a skladován v 10-2 M 

zásobních roztocích při 4 °C. Před experimentem byl rozpuštěn na požadovanou 

koncentraci v ECS. Vzhledem k nestabilitě IVM byl zásobní roztok připravován 2x 

měsíčně. Koncentrace DMSO v aplikačním roztoku IVM nepřesáhla 1 %. V této 

koncentraci nemá DMSO vliv na odpovědi receptoru stimulované ATP (Khakh a spol., 

1999b). 

 

Phosphate Buffered Saline (PBS): 

Pro konečnou přípravu buněk k zobrazení pomocí konfokálního mikroskopu byl 

použit extracelulární roztok s fosfátovým pufrem (PBS) následujícího složení: 137 mM 

NaCl, 2.7 mM KCl, 1.47 mM KH2PO4, 4.3 mM Na2HPO4. Chemikálie byly rozpuštěny 

v deionizované vodě, pH upraveno na 7.3 (pomocí NaOH). 

 

5.3.2 Snímání proudových odpovědí 

Elektrofyziologické experimenty byly prováděny na HEK293 buňkách  

24-48 hod po transfekci. Patch clamp technikou byly snímány proudové odpovědi 

z celých buněk po stimulaci extracelulárním ATP nebo jinými agonisty. Buňky byly 

udržovány na membránovém potenciálu -60 mV. Měřilo se z buněk podobné velikosti, 

tvaru a míry exprese receptoru, která byla kontrolována podle fluorescenčního signálu 

EGFP pomocí UV lampy a filtru U-MWIB2 pro excitační vlnové délky 460-490 nm  

a emisi při 505 nm. Buňky byly vizualizovány pomocí fluorescenčního invertovaného 

mikroskopu Olympus (model IX71, Olympus, Melville, NY, USA), s objektivy  

o zvětšení 10x a 40x. Měření probíhalo za pokojové teploty 22-24 °C. Snímací skleněné 

elektrody byly vyrobeny z trubiček borosilikátového skla (Worl Precision Instruments, 

Inc., Sarasota, FL) s vnějším průměrem 1.65 mm, tloušťkou stěny 0.2 mm. Pomocí 

horizontálního tahače (model P-97, Sutter Instruments, Novato, CA) byly vytaženy  

do požadovaného tvaru a špička elektrody byla otavena pomocí „mikrokovárny“ (model 

MF-830, Narishige, Tokyo). Po otavení se průměr špičky elektrody pohyboval 

v rozmezí 1-2 µm. Odpor elektrod po naplnění ICS byl v rozmezí 3-5 MΩ. Jemné 

pohyby skleněné mikroelektrody byly prováděny pomocí mikromanipulátoru (model 

MP-285, Sutter Instrument, Novato, CA). Špička skleněné mikroelektrody s Ag/AgCl 

drátkem byla přitlačena k membráně buňky, jemným podtlakem byla nasáta část 
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membrány v místě kontaktu a následně byl tento kousek membrány protržen. Tím došlo 

k propojení vnitřku elektrody s vnitřkem buňky. Kontrolní ECS a testovací roztoky byly 

k buňkám přiváděny pomocí aplikačního systému vyrobeného na Fyziologickém ústavě 

AV ČR, v.v.i. (vyvinul a vyrobil ing. Ivan Dietert, CSc.) a v pozdějších pokusech 

pomocí RSC-200 Rapid Solution Changer System (BIO-LOGIC, Claix, Francie). 

Průtok aplikačních roztoků přívodnými trubičkami byl řízen ventilovým systémem 

BioLogic EVH-9. Aplikační vývod byl při experimentech nastaven ∼ 500 µm od a ∼ 50 

µm nad snímanou buňkou, k výměně roztoku v okolí buňky došlo během 100-300 ms. 

V průběhu celého experimentu byly buňky omývány ECS. Indukované proudy byly 

nahrávány pomocí pClamp 8.0 softwaru a zesilovače Axopatch-200B (Axon 

Instruments, Union City, CA, USA), filtrovány Besselovým filtrem na 1 kHz. 

K zesilovači byl připojen Ag/AgCl drátek snímací elektrody a Ag/AgCl drátek 

referenční elektrody zanořené v ECS. Sonda zesilovače obsahovala proudovo-napěťový 

převodník, díky kterému byly snímané proudy převedeny na napěťový signál. Ten byl 

zesílen, filtrován a digitalizován (Digidata 1200, Axon Instruments, Union City, USA). 

Snímací elektroda současně slouží k udržování konstantního membránového potenciálu. 

 

5.3.3 Vyhodnocení dat 

Ke stanovení hodnoty EC50 byly ve 2-5ti sekundových pulzech aplikovány různé 

koncentrace agonistů opakovaně po 2-3 minutových promývacích intervalech. 

Odpovědi na vysoké koncentrace agonistů byly prokládány aplikací nízkých 

koncentrací agonisty. Vyvolané proudové odpovědi pak byly korigovány dle poklesu 

odpovědi na tuto nízkou koncentraci, protože jsme předpokládali, že pokles, k němuž 

dochází při opakovaných aplikacích agonisty, je lineární. Tato korekce byla provedena 

zejména k vyloučení vlivu internalizace a pomalého návratu P2X3 a P2X4 receptoru  

z desenzitizovaného stavu způsobeného aplikacemi vyšších koncentrací ATP (Jones 

a spol., 2000). Obdobný postup měření, kdy se odpovědi na vyšší koncentrace ATP 

korigovaly podle poklesu proudových odpovědí na nižší koncentraci, použili ve své 

práci Silberberg a kol. (Silberberg a spol., 2005). Pro snímání byly vybírány buňky  

o stejné velikosti, korekci na elektrickou kapacitu jsme proto nepoužívali. Při měření 

P2X7 receptoru byly z buněk na jednom poly-L-lysinovaném sklíčku nahrány 

maximálně 2 odpovědi k vyloučení vlivu dilatace póru, ke které dochází při opakované 

stimulaci.  
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Data v grafech koncentračních závislostí byla proložena křivkou pomocí  

3-parametrové logaritmické rovnice s využitím nelineárního fitujícího programu, který 

současně určuje hodnotu EC50 a hodnotu Hillova koeficientu vytvořených křivek 

(SigmaPlot 2000 v9.01; SPSS Inc., Chicago, IL). Forma rovnice pro proložení dat  

je následující: y=Im/(1 + (EC50/x)^nH); kde „y“ je amplituda vyvolaného proudu, „Im“ je 

maximální proudová amplituda, „EC50“ je koncentrace agonisty vyvolávající 50% 

maximální odpovědi, „nH“ značí Hillův koeficient, „x“ je koncentrace agonisty. 

Kinetika poklesu proudu při odmývání agonisty (deaktivace) byla proložena  

1-exponenciální funkcí: y=A exp(t/τ), nebo 2-exponenciální funkcí: y=A1 exp(t/τ1) + A2 

exp(t/τ2) pomocí programu Clampfit v.9 (Axon Instruments, Union City, CA; „A1“ 

a „A2“ jsou relativní amplitudy první a druhé exponenciály, „τ1“ a „τ2“ jsou časové 

konstanty). Odvozená konstanta doby deaktivace je značena τoff.  

Všechny hodnoty jsou uvedeny jako průměr±SEM a statistická významnost 

rozdílů byla ověřována pomocí testu ANOVA (one-way analysis of variance) 

v programu SigmaStat 2000 v9.01 a Tukey’s post hoc testem s hladinou významnosti  

(P) < 0.01.  

 

5.4 Průkaz exprese receptorů v buněčné membráně  
 

Exprese P2X1 receptorů byla testována pomocí imunocytochemie. 

Transfekované buňky kultivované na 12 mm poly-L-lysinovaných sklíčkách byly 2krát 

omyty studeným PBS roztokem (pH 7.2) a fixovány 4% paraformaldehydem na ledu  

po dobu 15 minut. Poté 2krát promyty PBS roztokem. K blokaci nespecifické vazby 

proběhla 20minutová inkubace buněk při pokojové teplotě v PBS roztoku obsahujícím  

2 % oslího séra, 0.05 % Tween 20, 1 % BSA and 0.1 % Triton. Dále byly buňky 

inkubovány s králičími anti-P2X1-7 monoklonálními protilátkami (1:200; Alomone 

Labs, Izrael) po dobu 1 hod při pokojové teplotě a 3krát omyty PBS roztokem, kdy 

jedno promytí trvalo 5 minut. Následovala inkubace buněk (1 h) s oslí anti-králičí 

fluorescein-konjugovanou protilátkou (1:400) (Jackson Immuno Research, Baltimore, 

PA) ve tmě, při pokojové teplotě. Po třech důkladných promytí PBS roztokem sklíčka 

s buňkami byla s Vectashield médiem připevněna na skleněné destičky. 

Při průkazu exprese P2X4-Y42R a P2X4-Y42D mutací v membráně HEK293 

buněk bylo použito laserové skenovací konfokální mikroskopie a EGFP-značené P2X4 

konstrukty. Byly vytvořeny z P2X4-pIRES2-EGFP konstruktů delecí úseku mezi 
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sekvencí kódující C-konec proteinu a začátkem sekvence EGFP genu. Delece tohoto 

úseku nemá vliv na funkci P2X4 receptoru (Yan a spol., 2005). P2X4-EGFP konstrukty 

transfekované buňky (kultivované na 12 mm poly-L-lysinovaných sklíčkách) byly 

druhý den po transfekci fixovány ledovým 4% paraformaldehydem rozpuštěným v PBS 

(pH 7.4) po dobu 5 minut. Následně proběhla dehydratace buněk pomocí stoupající 

alkoholové řady (70 %, 80 %, 95 %, vždy 1 min s každou koncentrací alkoholu). 

Sklíčka s buňkami byla s Vectashield médiem připevněna na skleněné destičky. 

Lokalizace GFP a imunocytochemicky značených receptorů byla zkoumána pomocí 

laserové skenovací konfokální mikroskopie (Leica SP2 AOBS, Německo). Obrazy byly 

snímány pod 60x objektivem s dodatečným 2-násobným zvětšením. 

 

5.5 Počítačové modely 
 

Helikální kruhové projekce P2X4 TM domén byly vytvořeny pomocí 

internetové aplikace (http://cti.itc.virginia.edu/~cmg/Demo/wheel/wheelApp.html). 

Model molekuly IVM vytvořil RNDr. Tomáš Obšil, CSc. (oddělení Proteinové 

struktury, Fyziologický ústav AV ČR, v.v.i.) pomocí sady softwarových nástrojů  

pro molekulární modelování Ghemical (Hassinen a Perakyla, 2001), Desktop Molecular 

Modeller v4.2 (Polyhedron software, Witney, UK). K vytvoření 3D modelu α-helixu 

TM1 domén P2X1-7 receptorů byl použit program DeepView/Swiss-PdbViewer v3.7 

(Guex a Peitsch, 1997) a PyMol v0.99 (http://www.pymol.org). 
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6. VÝSLEDKY 
 

6.1 Identifikace aminokyselinových zbytků transmembránových domén 

P2X4 receptoru interagujících s ivermektinem 

 
Jak již bylo v literárním přehledu uvedeno, IVM je poměrně velká lipofilní 

molekula s rozměrem kolem 20 Å (Obr. 3) (Albers-Schonberg a spol., 1981; Hu a spol., 

1998). Působí jako alosterický modulátor ATP-stimulovaných P2X4 proudů, zatímco 

ostatní podtypy P2X rodiny jsou k IVM necitlivé (Khakh a spol., 1999b). Je-li 

aplikován z extracelulární strany membrány, IVM zvyšuje citlivost P2X4 receptorů  

k ATP, navyšuje ~2krát amplitudu proudové odpovědi při supramaximální koncentraci 

agonisty a výrazně prodlužuje deaktivaci proudu po odmytí agonisty (Khakh a spol., 

1999b; Jelinkova a spol., 2006). „Single-channel“ analýza ozřejmila, že IVM stabilizuje 

otevřený stav P2X4 kanálu (Priel a Silberberg, 2004). Nedávno bylo zjištěno, že přenos 

ektodomény P2X4 receptoru na P2X2 není dostačující k přenosu IVM citlivosti 

(Jelinkova a spol., 2006; Silberberg a spol., 2007). Vzhledem k tomuto nálezu bylo 

možné předpokládat, že IVM interaguje s TM doménami P2X4 receptoru a působí  

na protein-lipidovém rozhraní. 

Abychom zjistili důležitost jednotlivých TM reziduí v kinetice P2X4 kanálu 

a přispěli k ozřejmění jejich interakce s IVM, provedli jsme skenovací cysteinovou 

mutagenezi obou TM domén. Náhrada za cysteiny byla zvolena ze tří důvodů:  

(i) počítali jsme s tím, že v budoucnu bude možné pomocí různých redukčních 

methanethiosulfonátových činidel reagujících s cysteiny rozhodnout, zda je reziduum 

orientováno k lipidům nebo do vodného póru, (ii) cysteinová mutageneze je běžně 

používaná metoda pro mapování transmembránových domén (Jiang a spol., 2001; Egan 

a spol., 1998; Li a spol., 2008), dosud však nebyla aplikovaná u P2X4 receptoru,  

(iii) záměna za cysteiny je šetrnější než tryptofanová mutageneze, která vedla v případě 

TM domén P2X4 receptoru k velkému počtu nefunkčních mutantů (Silberberg a spol., 

2005). Skenování TM1 P2X4 začalo u Gly29 a skončilo u Trp50, první aminokyseliny 

lokalizované extracelulárně. Skenování TM2 začalo u Asn338 a skončilo u Leu358. 

Skenovací mutageneze je běžně používaná metoda ke studiu důležitosti jednotlivých 

reziduí ve funkci receptoru a k určení sekundární struktury proteinu (Akabas a spol., 

1992; Monks a spol., 1999; Li-Smerin a spol., 2000; Panchenko a spol., 2001; Jenkins  
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a spol., 2002; Guzman a spol., 2003; Egan a spol., 1998; Rassendren a spol., 1997a; Li  

a spol., 2004; Silberberg a spol., 2005). 

Mutované receptory byly exprimovány v HEK293 buňkách a technikou  

patch clamp byly z celých buněk snímány ATP-stimulované proudy. Byla měřena 

hodnota EC50 a hodnota Imax při stimulaci 100 µM ATP (supramaximální koncentrace 

agonisty pro WT a většinu mutovaných receptorů) nebo 1 mM ATP (u mutovaných 

receptorů s výrazně sníženou ATP citlivostí). Fitováním poklesu proudu po odmytí 

agonisty (τoff) byla analyzována deaktivační kinetika receptorového kanálu. Vše 

v přítomnosti a v nepřítomnosti IVM. Hodnota EC50 odráží afinitu agonisty 

k vazebnému místu i schopnost otevření kanálu (Colquhoun, 1998). V pokusech byl 

použit IVM v koncentraci 3 µM působící po dobu 4-6 min, což je koncentrace a čas 

dostačující k rozvinutí jeho modulačního účinku na P2X4 proudy (Khakh a spol., 

1999b; Jelinkova a spol., 2006). Výsledky měření jsou zobrazeny v Tab. 3 a Tab. 4. 
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P2X4R 

-IVM 

EC50 (µM) 

+IVM 

EC50 

(µM) 

-IVM 

Imax (nA) 

+IVM 

Imax (nA) 

-IVM 

τoff ( s) 

+IVM 

τoff ( s) 

WT 4.6±0.3 0.5±0.1 1.6±0.2 2.8±0.2 0.4±0.04 26±1.6 

W50C 7.3±1.9 2.2±0.1* 1.6±0.4 2.5±0.3 0.5±0.20 4±0.4* 

V49Ca n.d. 1.8±0.3* 0.3±0.1* 0.9±0.3* 0.4±0.05 15±1.9* 

F48C 3.8±1.3 0.5±0.2 1.2±0.3 1.9±0.3 0.4±0.1 31±2.8 

V47C 3.6±1.2 1±0.1 1.3±0.2 2±0.1* 0.3±0.01 16±1.6* 

W46C 6.2±0.2 0.4±0.1 1±0.2 1.4±0.3* 0.5±0.16 26±2.7 

G45C 1.6±0.3* 0.2±0.03 1.8±0.3 2.9±0.5 0.4±0.04 76±9.3* 

I44C 4.1±0.4 0.4±0.03 2.1±0.5 2.6±0.3 0.3±0.03 31±4.6 

V43C  4.5±0.5 2.2±0.4* 1.4±0.4 2.2±0.5 0.3±0.15 2.7±0.5* 

Y42Cb 0.6±0.1* 0.5±0.1 0.5±0.2* 0.4±0.2* 21±1.8* 32±4.2 

A41C 5.1±0.8 0.7± 0.4 1.6±0.3 2.4±0.2 0.3±0.05 26±2.9 

L40C 7.2±1.2 1.7±0.5* 1.2±0.1 2.7±0.2 0.2±0.09 13±1.3* 

I39C 4.6±1.3 0.5±0.1 1.3±0.3 2.1±0.4 0.2±0.18 30±3.6 

L38C 7.4±2.5 0.9±0.1 1.8±0.2 2.4± 0.4 0.2±0.03 19±2.1 

L37C 6.3±0.7 0.9±0.2 1.8±0.9 2.3±0.2 0.3±0.05 22±2.5 

Q36C 7.4±2.5 1.9±0.2* 1.4±0.2 2.5±0.4 0.2±0.03 13±2.0* 

V35C 4.1±1.0 0.6±0.3 1.5±0.2 2±0.5 0.3±0.04 37±3.2 

A34C 3.9±1.1 0.5±0.5 2.0±0.4 2.5±0.4 0.3±0.05 24±2.1 

R33C 9.9±1.8* 2.9±1.4* 0.6±0.1* 0.8±0.2* 0.7±0.2 22±2.8 

N32C 6±0.9 0.8±0.1 2±0.3 2.8±0.4 0.4±0.07 20±4.7 

M31Ca 15±2* 1±0.2 1.1±0.2 2.6±0.3 0.3±0.15 17±2.5* 

L30C 5.7±0.7 0.9±0.2 1.3±0.3 2.6±0.4 0.3±0.02 21±3.0 

G29Ca n.d. 4.9±0.7* 0.1±0.05* 0.5±0.1* 0.3±0.02 16±1.3* 

 
 
Tab. 3 Vliv ivermektinu (IVM) na P2X4-WT receptor a cysteinové mutace 1. transmembránové 
domény: 
 

EC50 značí ATP koncentraci vyvolávající 50% maximální proudové odpovědi; Imax značí 
maximální amplitudu proudu indukovanou 100 µM ATP (nebo 1 mM ATP u mutací 
označených „a“). τoff značí deaktivační časovou konstantu proudu po odmytí ATP, n.d. značí 
„not determined“ (neurčeno). U každého receptoru bylo měřeno 5-29 buněk v přítomnosti 3 µM 
IVM (+IVM) a v jeho nepřítomnosti (-IVM). U mutací označených „b“ se τoff neliší od τdes 
během prodloužené aplikace agonisty. „*“ značí hodnotu P<0.01 při srovnání WT a mutace.  
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P2X4R 

-IVM 

EC50 (µM) 

+IVM 

EC50 (µM) 

-IVM 

Imax (nA) 

+IVM 

Imax (nA) 

-IVM 

τoff ( s) 

+IVM 

τoff ( s) 

WT 4.6±0.3 0.5±0.1 1.6±0.2 2.8±0.2 0.4±0.1 26±1.6 

N338C 4.6±0.8 2.5±1.1* 1±0.3 2.4±0.3 0.5±0.1 1.9±0.1* 

V339C 3.8±0.2 0.7±0.1 2.3±0.4 3.4±0.5 0.6±0.1 27±0.4 

G340Ca 0.7±0.1* 0.6±0.2 0.8±0.2* 0.9±0.2 * 3.8±0.3* 15±1.5* 

S341Cb 6±1.1 1.8±0.5* 0.5±0.1* 1.3±0.2* 0.6±0.1 12±1.4* 

G342C 3.1±0.5 2.2±0.5* 1.4±0.2 2.8±0.3 1.7±0.2* 3.8±0.5* 

L343Cb >100 15±2.6* 1.6±0.3 2.7±0.3 0.7±0.1 4.2±0.5* 

A344Cc 3.4±0.5 n.d. 1.3±0.3 n.d. 0.7±0.1 26±3.7 

L345C 6.5±1.7 1±0.4 1.8±0.5 2.8±0.4 0.9±0.3 19±2.1 

L346C 3.3±0.7 2.1±0.5* 1.5±0.3 2.7±0.4 0.8±0.2 4.3±1.2* 

G347C 7.5±0.4 0.8±0.2 0.5±0.1* 2.4±0.4 0.6±0.1 20±2.9 

V348C 3.2±0.6 0.7±0.2 1.7±0.5 3±0.3 0.7±0.1 22±1.8 

A349C 4.5±0.5 1.4±0.4* 1.1±0.3 2.3±0.4 0.4±0.1 10±1.5* 

T350C 4.8±1 0.7±0.5 0.9±0.2* 1.8±0.3* 0.7±0.1 34±3.3 

V351C 5.1±0.7 1.3±0.2* 1.4±0.3 2.7±0.4 0.5±0.04 19±1.9 

L352C 5.5±1.2 0.7±0.1 1.1±0.2 2.3±0.2 0.4±0.1 20±3.1 

C353A 10±3.2* 2.3±1.1* 0.7±0.1* 1.3±0.4* 0.2±0.05 24±2.5 

D354Cd - - - - - - 

V355C 4.7±1.5 0.7±0.2 1.2±0.5 1.8±0.2* 0.4±0.04 21±2.2 

I356C 4.4±1.2 0.8±0.1 1.2±0.5 2.2±0.4 0.3±0.03 51±7.1* 

V357C 3.2±1.3 0.5±0.3 0.6±0.1* 1.5±0.2* 0.4±0.07 34±1.4 

L358C 2.5±1.6 0.6±0.2 1.2±0.1 1.7±0.2* 0.3±0.07 30±2.2 

 
 
Tab. 4 Vliv ivermektinu (IVM) na P2X4-WT receptor a cysteinové mutace 2. transmembránové 
domény: 
 

U každého receptoru bylo měřeno 7-17 buněk v přítomnosti 3 µM IVM (+IVM) a v jeho 
nepřítomnosti (-IVM). „*“ značí hodnotu P<0.01 při srovnání WT a mutace. „a“ označuje 
receptory, kde se τoff neliší od τdes během prodloužené aplikace agonisty. „

b“ značí receptory, 
kdy byla ke stanovení Imax použita koncentrace 1 mM ATP. „

c“ označuje receptor, kde EC50 
a Imax nebylo možno v nepřítomnosti a v přítomnosti IVM naměřit z jedné buňky vzhledem 
k rychlému poklesu proudu a τoff zde reprezentuje pomalou komponentu derivovanou 
z biexponenciálního fitování. „d“ značí receptory, kdy byla ke stimulaci použita koncentrace  
3 mM ATP. 
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 Z celkového počtu 43 cysteinových mutací, 29 mutací nevykazovalo změny 

v receptorové kinetice oproti P2X4-WT receptoru v nepřítomnosti IVM: L30C, N32C, 

A34C, V35C, Q36C, L37C, L38C, I39C, L40C, A41C, V43C, I44C, W46, V47C, 

F48C, W50C, N338C, V339C, G342C, A344C, L345C, L346C, V348C, A349C, 

V351C, L352C, V355C, L356C, L358C. Tyto mutace jsou v práci označeny jako 

„k substituci necitlivé“. 

Druhou skupinu tvořily „k substituci citlivé“ mutace, které je možno rozdělit 

do 3 skupin: (i) mutace mající signifikantně nižší hodnotu Imax, ale EC50 hodnotu 

obdobnou WT receptoru (S341C, G347C, T350C, V357C); (ii) mutace vykazující 

signifikantní posun v hodnotě EC50 (R33C, M31C, L343C, C353A se sníženou citlivostí 

k ATP a mutace G45C, Y42C, G340C se zvýšenou ATP citlivostí); (iii) málo citlivé 

až nefunkční mutace (V49C a G29C s velmi nízkou hodnotou Imax, u kterých nebylo 

možno stanovit jejich hodnotu EC50, a D354C, u které nebyla pozorovaná žádná 

proudová odpověď, a to ani při aplikaci 3 mM ATP). Tichá mutace D354C byla 

prokázána v buněčné membráně (Obr. 7), což naznačuje, že receptor nezůstal 

v endoplazmatickém retikulu, a že substituce této nabité aminokyseliny výrazně 

ovlivnila ATP vazbu nebo „gating“ kanálu. Na rozdíl od tryptofanové skenovací 

mutageneze P2X4 receptoru (Silberberg a spol., 2005), nebyl vzorec změn  

po cysteinovém skenování na první pohled konzistentní s představou helikálního 

uspořádání TM domén.  

 
 
   
        
 
 

 

 

 
 
Obr. 7 Průkaz exprese D354C mutace P2X4 receptoru v HEK293 buňkách: 
 

Exprese P2X4-WT receptoru (vlevo) a D354C mutace (vpravo) v HEK293 buňkách. Stanoveno 
prostřednictvím laserové skenovací konfokální mikroskopie. 
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6.1.1 Vliv IVM na TM mutanty P2X4 receptoru necitlivé k substituci 

Skutečnost, že každé 3.-4. reziduum je funkčně zasaženo záměnou za jiné,  

by vypovídalo o helikálním uspořádání TM domén. Nalezli jsme takové střídání u 

mutací „k substituci necitlivých“ po analýze účinku IVM.  

V přítomnosti IVM došlo u buněk exprimujících P2X4-WT ke zvýšení ATP 

citlivosti (posun EC50 9.2krát směrem k nižším hodnotám), ke zvýšení hodnoty Imax 

(1.8krát) a k prodloužení monoexponenciální časové konstanty deaktivace (65krát). 

Tyto změny jsou v souladu s již publikovanými daty (Khakh a spol., 1999b; Priel 

a spol., 2004; Jelinkova a spol., 2006; Zemkova a spol., 2007). Možnost 

jednoexponenciálního fitování deaktivace proudu v přítomnosti IVM byla již 

prezentována dříve (Zemkova a spol., 2007), takže data v Tab. 3 a Tab. 4 představují 

u všech mutací (kromě A344C) průměrnou hodnotu±SEM deaktivační časové konstanty 

τoff odvozené z tohoto jednoexponenciálního fitování. Pro určení deaktivační konstanty 

se vždy používaly nedesenzitizující koncentrace ATP. U mutace A344C byla 

v přítomnosti IVM pozorována stálá bifazická deaktivace s τoff2 komponentou 

představující 51±4 %. U této mutace nebylo také možno vzhledem k neúplnému návratu 

proudu stanovit hodnotu EC50 a Imax v přítomnosti IVM. U všech ostatních „k substituci 

necitlivých“ mutací byla v přítomnosti IVM prokázána zvýšená citlivost k ATP, 

amplifikace hodnoty Imax a zvýšení τoff hodnoty oproti stavu v nepřítomnosti IVM. 

Přesto u některých mutací byly v přítomnosti IVM pozorovány signifikantní rozdíly 

oproti P2X4-WT receptoru. 

Nejvíce se mutace lišily v účinku IVM na kinetiku receptorové deaktivace. 

Deaktivace mutací TM1 Q36C, L40C, V43C, V47C a W50C byla v přítomnosti IVM 

signifikantně rychlejší oproti WT receptoru (Tab. 3, Obr. 8B, Obr. 10). Z těchto reziduí 

je pouze Trp50 specifický pro P2X4 receptor, reziduum Gln36 je konzervované napříč 

P2X1-6 podjednotkami (Obr. 1, Obr. 8A). Mutace N338C, G342C, L346C, A349C 

z TM2 domény rovněž deaktivovaly v přítomnosti IVM signifikantně rychleji než WT 

receptor. Naproti tomu mutace I356C měla deaktivaci signifikantně prodlouženou 

oproti WT receptoru (Tab. 4, Obr. 9B, Obr. 10). Z těchto TM2 reziduí není žádné 

specifické pro P2X4 receptor ani konzervováno napříč P2X podjednotkami (Obr. 9A). 

Kromě I356C, změna ATP citlivosti zmíněných TM1 a TM2 mutací byla v přítomnosti 

IVM signifikantně nižší v porovnání s WT receptorem (Obr. 10). Jelikož samotná 

cysteinová substituce těchto reziduí nezměnila ATP citlivost, hodnotu τoff ani Imax 
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hodnotu receptoru, považovali jsme tyto změny kinetiky oproti WT receptoru 

v přítomnosti IVM za důsledek interakce těchto reziduí s molekulou IVM v lipidové 

dvojvrstvě. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
Obr. 8 Oslabený vliv IVM na proudovou deaktivaci u vybraných TM1 P2X4 mutací: 
 

(A) Porovnání aminokyselinové sekvence TM1 domény sedmi krysích P2X receptorů a P2X 
receptoru Schistosoma mansoni (schP2X). Zvýrazněný font písmen v šedě značené zóně 
představuje rezidua, jejichž cysteinová substituce změnila kinetiku deaktivace v přítomnosti 
IVM. (B) Příklady ATP-indukovaných proudů v přítomnosti 3 µM IVM u P2X4-WT receptoru 
a vybraných cysteinových mutací. Šedé trasy znázorňují průběh odpovědi, černé linie značí 
fitované křivky. Pod jednotlivými trasami jsou uvedeny hodnoty τoff odvozené 
z monoexponenciálního fitování. Horizontální značky nad průběhem tras indikují trvání ATP 
aplikace (1-3 µM ATP). 
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Obr. 9 Změněný vliv IVM na proudovou deaktivaci u vybraných TM2 P2X4 mutací: 
 

(A) Porovnání aminokyselinové sekvence TM2 domény sedmi krysích P2X receptorů a P2X 
receptoru Schistosoma mansoni (schP2XR). Zvýrazněný font písmen v šedě značené zóně 
představuje rezidua, jejichž cysteinová substituce změnila kinetiku deaktivace v přítomnosti 
IVM. (B) Příklady ATP-indukovaných proudů v přítomnosti 3 µM IVM u P2X4-WT receptoru 
a vybraných cysteinových mutací. Šedé trasy znázorňují průběh odpovědi, černé linie značí 
fitované křivky. Pod jednotlivými trasami jsou uvedeny hodnoty τoff odvozené 
z monoexponenciálního fitování. Horizontální značky nad průběhem tras indikují trvání ATP 
aplikace (1-3 µM ATP). 
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Obr. 10 Charakterizace účinku IVM na hodnoty EC50 a τoff u vybraných „k substituci 
necitlivých“ reziduí TM1 a TM2 domény P2X4 receptoru: 
 

IVM-indukované změny v citlivosti receptorů ATP (vlevo) jsou vyjádřeny jako poměr mezi 
hodnotami EC50 v nepřítomnosti a v přítomnosti IVM. Hodnoty τoff (vpravo) jsou derivované 
z monoexponenciálního fitování deaktivace v přítomnosti IVM. Šedě jsou znázorněny 
signifikantní rozdíly v hodnotě EC50 a τoff mezi P2X4-WT receptorem a mutovanými receptory 
(P < 0.01). 
 
 

6.1.2 Vliv IVM na TM mutanty P2X4 receptoru citlivé k substituci 

Jak již bylo výše uvedeno, „k substituci citlivé“ mutace lze rozdělit do tří 

podskupin: většina mutací vykazuje změny v EC50, některé mutace mají signifikantně 

sníženou hodnotu Imax bez změny ATP citlivosti a některé jsou tiché nebo s malými 

proudovými odpovědmi na ATP stimulaci. Cysteinovou záměnou indukované změny 

v kinetice receptoru ukazují na důležitost rezidua pro normální funkci P2X4 receptoru 

v nepřítomnosti IVM. Interpretace účinku IVM pro tyto mutace je však složitější  

než pro mutace „k substituci necitlivé“. 

U ionotropních receptorů se obecně uvažuje, že změny v citlivosti k agonistům 

jsou paralelně doprovázeny změnami v deaktivaci. Mutované receptory se zvýšenou 

citlivostí k ligandu mají prodlouženou deaktivaci, receptory se sníženou citlivostí mají 

rychlejší deaktivaci (Colquhoun, 1998). Toto pravidlo bylo rovněž prokázáno u mutací 

P2X2 receptoru (Li a spol., 2004), u mutací ektodomény P2X4 receptoru v přítomnosti 

IVM (Zemkova a spol., 2007). Rovněž bylo již dříve prokázáno, že aplikace IVM 

„oživí“ receptorové funkce u mnoha jinak tichých mutací, což vypovídá o silném 

pravostranném posunu „dose response“ křivky (Zemkova a spol., 2007). Na základě 

uvedených znalostí byla ze skupiny „k substituci citlivých“ mutací identifikovaná IVM-
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-interagující rezidua dle těchto strategií: 1) dle „oživení“ receptorové funkce u málo 

citlivých a tichých receptorových mutací, 2) dle dodržování paralelního posunu změn 

ATP citlivosti a deaktivace proudové odpovědi a 3) dle výrazných posunů hodnot Imax 

v přítomnosti IVM.  

Na rozdíl od mutací v ektodoméně P2X4 receptoru (Zemkova a spol., 2007), 

aplikace IVM „neoživila“ receptorovou funkci D354C mutace. To naznačuje důležitost 

tohoto rezidua v „gating“ mechanismu P2X4 receptoru. Receptorové funkce mutací 

G29C a V49C byly aplikací IVM „oživeny“ částečně. Aplikace IVM způsobila zvýšení 

jejich Imax hodnoty 3-5krát, prakticky dosáhla 20-30 % hodnoty WT receptoru (Tab. 3). 

Posun ATP citlivosti těchto mutací doprava byl paralelně doprovozen zrychlením 

deaktivace. Logicky vyplývá, že tato rezidua nejsou pravděpodobně zapojena 

v rozpoznávání molekuly IVM, avšak jsou důležitá v mechanismu „gatingu“.  

Také rezidua Met31 a Gly45 nejsou pravděpodobně zapojena v rozpoznávání 

molekuly IVM, u jejich cysteinových mutací jsou v přítomnosti IVM změny v ATP 

citlivosti paralelně doprovozeny změnami v deaktivaci. U mutací R33C a C353A nebyl 

pozorován tento paralelní posun. Snížení citlivosti receptoru nebylo v přítomnosti IVM 

doprovozeno paralelním zkrácením deaktivace. Toto „nelogické“ chování naznačuje 

možnost úlohy reziduí Arg33 a Cys353 v rozpoznávání IVM molekuly. Mezi „k substituci 

citlivými“ reziduy byly účinky cysteinové mutace reziduí Tyr42 a Gly340 nejvíce 

specifické. Mutace Y42C měla v nepřítomnosti IVM výrazně zvýšenou ATP citlivost  

a sníženou hodnotu Imax. Aplikace IVM tyto hodnoty neovlivnila (Tab. 3, Obr. 11). 

Dektivace proudu byla v nepřítomnosti IVM výrazně zpomalena a v přítomnosti IVM 

k dalšímu prodloužení deaktivace již nedošlo. Stejná rychlost poklesu proudu byla 

pozorován rovněž během dlouhé aplikace ATP (29±5 s, n=3), což naznačuje, že pokles 

proudu odráží spíše desenzitizaci než deaktivaci. Tento fenomén byl již dříve popsán  

u některých chimér P2X receptorů (Zemkova a spol., 2004). Rovněž u mutace G340C 

byl ztracen účinek IVM na EC50 a Imax (Obr. 11). Deaktivace proudu v nepřítomnosti 

IVM byla zpomalena, avšak IVM aplikací nadále prodloužitelná (Tab. 4, Obr. 11). 
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Obr. 11 Ztráta IVM účinku u Y42C a G340C P2X4 mutací: 
 

Levý panel ukazuje závislost amplitudy proudu na koncentraci ATP v nepřítomnosti (○) 
a v přítomnosti (●) IVM v případě P2X4-WT a Y42C, G340C mutací. Centrální panel a pravý 
panel znázorňují deaktivaci proudu po odmytí agonisty v nepřítomnosti (–IVM) a v přítomnosti 
(+ IVM) 3 µM IVM.  
 
 

Mutace S341C, G347C, T350C, V357C odpovídaly v nepřítomnosti IVM 

se signifikantně sníženou hodnotou Imax, zatímco jejich EC50 hodnoty byly srovnatelné 

s hodnotami WT receptoru. Vysvětlení snížené hodnoty Imax je komplikované, může 

reflektovat nižší expresi receptoru v membráně buňky nebo důležitost zmutovaného 

rezidua v mechanismu otevírání a zavírání iontového kanálu. Z hlediska relativního 

zvýšení hodnoty Imax v přítomnosti IVM, je účinek IVM u mutace T350C porovnatelný 

s účinkem IVM u WT receptoru, takže Thr350 reziduum nehraje zásadní roli v interakci 

TM domén s molekulou IVM. U mutací S341C, G347C, V357C naopak IVM aplikace 

způsobila zvýšení Imax hodnoty 2.5-4.8krát, účinek IVM byl výrazně silnější než 

v případě WT receptoru. Pravděpodobně tedy rezidua Ser341, Gly347, Val357 hrají roli 

v „gatingu“ a vykazují preferenci k uzavřenému stavu kanálu (Silberberg a spol., 2007). 

 

6.1.3 Model helikální struktury transmembránových domén P2X4 receptoru 

Vzorec změn receptorových funkcí nebo ztráta účinků zprostředkovaných IVM 

naznačují, že následující rezidua se mohou účastnit interakce TM domén P2X4 
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receptoru s molekulou IVM: Arg33, Gln36, Leu40, Val43, Val47, Trp50 z TM1 a Asn338, 

Gly342, Leu346, Ala349, Cys353, Ile356 z TM2. Jedná se především o rezidua necitlivá  

k záměně cysteinem. Rezidua „k substituci citlivá“: Gly29, Met31, Tyr42, Gly45, Val49 

z TM1 a Gly340, Ser341, Leu343, Ala344, Gly347, Thr350, Asp354, Val357 z TM2, mají 

pravděpodobně důležitou úlohu v jiných receptorových funkcích. 

Periodicita IVM-indukovaných změn v receptorové funkci, kdy každé třetí nebo 

čtvrté reziduum má cysteinovou záměnou zasažen účinek IVM, je konzistentní  

s α-helikální topologií obou TM domén. Na základě tohoto zjištění byla vytvořena 

helikální kruhová projekce TM1 a TM2 domény P2X4 receptoru (Obr. 12).  

 
 

 
 
 
Obr. 12 Helikální kruhová projekce TM1 a TM2 domény P2X4 receptoru: 
 

Předpokládaná α-helikální struktura TM1 segmentu (od G29 k W50 reziduu) a TM2 segmentu 
(od N338 k L358 reziduu) z extracelulárního pohledu. Černé hvězdičky značí rezidua 
interagující s molekulou IVM, červené hvězdičky rezidua s IVM-nezávislými změnami 
receptorové kinetiky po cysteinové substituci. Barvy kruhů označují glycin (šedá), nepolární 
(žlutá), polární nenabitá (zelená), bazická (modrá) a acidická (červená) rezidua. 
 
 

Z levého panelu Obr. 12 je patrné, že „k substituci necitlivá“ rezidua Gln36, 

Leu40, Val43, Val47, Trp50, s oslabeným deaktivačním účinkem IVM, lemují jednu stranu 

předpovídaného α-helixu TM1 domény. Rovněž „k substituci citlivé“ reziduum Arg33, 

s narušeným paralelním posunem mezi ATP citlivostí a rychlostí deaktivace 

v přítomnosti IVM, je lokalizováno na téže straně helixu TM1 domény. Rezidua  

„k substituci citlivá“ (mimo Gly29) , která se nepodílí na interakci s IVM, lemují 
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rozdílnou stranu helixu. Obdobně u TM2 modelu (Obr. 12, pravý panel) jsou  

„k substituci necitlivá“ rezidua Asn338, Gly342, Leu346, Ala349, Ile356 (se změnou 

deaktivace oproti WT v přítomnosti IVM) a reziduum Cys353 (s narušeným paralelním 

posunem mezi ATP citlivostí a rychlostí deaktivace) lokalizované na jedné straně 

helixu, zatímco ostatní „k substituci citlivá“ rezidua (mimo Ser341) lemují rozdílnou 

stranu helixu.  

Znamená to, že rezidua obou transmembránových domén interagující 

s molekulou IVM jsou pravděpodobně v otevřeném stavu kanálu otočena směrem 

k lipidům, kde tvoří vazebnou kapsu pro lipofilní IVM. IVM-neinteragující rezidua, 

vykazující po substituci změny v ATP citlivosti nebo ve velikosti proudu, naopak lemují 

opačnou stranu helixu, která pravděpodobně směřuje do protein-proteinového rozhraní 

mezi dvěmi podjednotkami nebo do hydrofilního póru. Tato rezidua hrají důležitou 

úlohu v „gatingu“ kanálu. 

 

6.2 Úloha konzervovaného TM1 tyrosinu v kinetice P2X receptorů 

 
Druhé část práce je zaměřena na TM1 tyrosin, který je konzervován ve všech 

P2X receptorech a jehož záměna měla největší účinek na ATP citlivost a deaktivační 

kinetiku ze všech cysteinových mutací TM P2X4R. Cílem bylo zjistit, zda toto 

reziduum hraje roli v „gating“ mechanismu také u ostatních P2X receptorů. Aby bylo 

možno tento efekt porovnat s již publikovanými nálezy u P2X2 receptoru, byla zvolena 

náhrada za malý nepolární alanin. 

6.2.1 Alaninová mutageneze TM1 domény P2X4 receptoru  

Nejdříve byla provedena alaninová skenovací mutageneze TM1 domény P2X4 

receptoru. Skenování receptoru začalo u Gly29 a skončilo u Trp50, první aminokyseliny 

lokalizované extracelulárně. Tato mutageneze odhalila následující „k substituci 

necitlivá“ rezidua: Leu30, Asn32, Ala34, Val35, Leu37, Leu38, Ile39, Leu40, Ala41, Val43, 

Ile44, Trp46, Val47, Phe48, Trp50 (Tab. 5).  
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P2X4R 
 

-IVM 
EC50 (µM) 

+IVM 
EC50 (µM) 

-IVM 
Imax (nA) 

+IVM 
Imax (nA) 

+IVM 
τoff (s) 

WT 4.6±0.3 0.7±0.2 1.6±0.2 2.8±0.2 26±1.6 

W50A 5.1±1.3 2.1±0.3* 1.7±0.2 2.6±0.6 5.4±0.4* 
V49Aa n.d. n.d. 0.1±0.02* 0.3±0.04* 16±7.7 

F48A 4.1±0.5 0.6±1.1 1.5±0.8 2.3±0.4 24±4.8 
V47A 3.2±1.5 1.2±0.2* 1.7±0.2 2.1±0.2 1.9±0.4* 
W46A 3.0±0.5 0.4±0.1 1±0.2 1.8±0.2 20±3 
G45A 1.6±0.2* 0.2±0.1 1.9±0.2 2.6±0.3 71±15* 
I44A 7.4±1.9 0.4±0.1 1.3±0.2 2.7±0.4 28±1.3 
V43A 5±1 1.5±0.1* 2.2±0.5 2.8±0.5 5.2±0.6* 
Y42Ab 0.6±0.1* 0.6±0.2 0.6±0.3* 0.5±0.2* 29±4.4 
A41L 7±1.6 1±0.3 1.2±0.5 2.5±0.3 21±1.8 
L40A 5.9±1.9 2.4±0.2* 1.3±0.3 2.4±0.2 3.8±0.7* 
I39A 7.7±0.9 0.4±0.1 1.3 ±0.2 2.3±0.3 27±4.7 
L38A 5.4±0.8 0.8±0.1 1.3±0.2 1.9±0.2 20±1.1 
L37A 4.6±1 1±0.2 1.5±0.2 2.3±0.3 18±3.3 
Q36Aa n.d. 2.3±0.5* 0.3±0.1* 1.1±0.1* 26±2 
V35A 3.8±0.2 0.5±0.2 1.3±0.2 2.5±0.4 46±5.7 
A34F 3.9±1.1 0.9±0.2 1.6±0.4 2.6±0.3 28±7.3 
R33Aa n.d. 3±1.2* 0.3±0.1* 0.7±0.2* 20±3.6 
N32A 3.2±1.1 1±0.2 1.7±0.5 2.5±0.3 21±3.2 
M31Aa 15±2.2* 0.8±0.2 1.3±0.3 2.1±0.2 21±3.9 
L30A 6.7±2.2 0.8±0.1 2.1±0.5 3.1±0.2 24±2.5 
G29Aa 13±3* 1.1±0.2 0.6±0.1* 1.9±0.2 24±3.2 

 
 
Tab. 5 Vliv alaninové skenovací mutageneze TM1 na kinetiku P2X4 receptoru: 

Vliv alaninové skenovací mutageneze TM1 P2X4 receptoru na hodnotu EC50, na maximální 
proudovou odpověď Imax a deaktivační čas τoff receptoru v nepřítomnosti (-IVM) a v přítomnosti 
IVM (+IVM). N.d. značí „not determined“ (neurčeno). U každé mutace bylo změřeno 6-25 
buněk. „a“ značí receptory, kdy byla ke stanovení Imax použita koncentrace 1 mM ATP.  
„b“ označuje receptory, kdy se neliší τoff v nepřítomnosti a přítomnosti agonisty. Všechny ostatní 
mutace a WT měly hodnotu τoff v nepřítomnosti IVM <0.7 s. „*“ značí hodnotu P<0.01 
při srovnání WT a mutace.  
 
 

Výsledky alaninové skenovací mutageneze TM1 jsou ve shodě s výsledky 

cysteinové skenovací mutageneze TM1, pouze mutace Q36A byla prakticky nefunkční 

na rozdíl od mutace Q36C. Také analýza účinku IVM ukázala u každého 3.-4. rezidua 

menší změnu deaktivace, konkrétně byla signifikantně nižší hodnota τoff nalezena 

u receptorů L40A, V43A, V47A a W50A. Tyto výsledky jsou ve shodě s helikálním 

uspořádáním TM1. 

Ze všech TM1 reziduí došlo podle očekávání v rámci alaninové skenovací 

mutageneze k nejvýraznějším změnám u mutace Y42A: byla nalezena asi 8krát vyšší 
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ATP citlivost a mnohonásobně prodloužený čas deaktivace ve srovnání s P2X4-WT 

receptorem. Další část práce je věnována bližšímu průzkumu úlohy konzervovaného 

TM1 tyrosinu u jiných P2X receptorů. 

 

6.2.2 Účinek záměny konzervovaného TM1 tyrosinu napříč P2X receptory 

Napříč receptory P2X1-7 je tyrosin konzervován v pozici 42 (P2X4 číslování) 

ve všech TM1 doménách. Jeho polohu v předpokládaných TM1 helixech znázorňuje 

Obr. 13. U šesti významných receptorů jsme vytvořili jeho alaninové mutace a studovali 

následující receptory: P2X1-Y43A, P2X2-Y43A, P2X3-Y37A, P2X4-Y42A, P2X6- 

-Y44A, P2X7-Y40A. 

Zatímco při záměně konzervovaného tyrosinu u P2X2, P2X3, P2X4 a P2X7 

receptorů vznikly funkční mutované receptory, u P2X1 vznikl nefunkční receptor. 

Exprese receptorů byla ověřena imunocytochemicky. Všechny WT i mutované 

receptory byly exprimovány v plazmatické membráně, včetně nefunkční mutace  

P2X1-Y43A (Obr. 14B). Také mutace P2X6-Y44A, stejně jako P2X6-WT, byla 

nefunkční. 

Mutace P2X2-Y43A, P2X3-Y37A a P2X4-Y42A odpovídaly  

na supramaximální koncentrace ATP (100 µM pro P2X2, P2X4 a 10 µM pro P2X3) 

proudy se signifikantně nižší hodnotou Imax oproti WT receptorům (Tab. 6). Receptor 

P2X7 byl stimulován BzATP, který je pro tento receptor účinnější agonista než ATP 

(North, 2002). Mutace P2X7-Y40A odpovídala na 300 µM BzATP také se sigifikantně 

sníženou hodnotou Imax ve srovnání s P2X7-WT (WT=2.0±0.3 nA; P2X7- 

-Y40A=0.47±0.05 nA). Pokles proudu po odmytí agonisty je u P2X2,3,4-WT receptorů 

rychlý a monoexponenciální. Deaktivace u mutací P2X2-Y43A a P2X4-Y42A byla 

rovněž monoexponenciální, avšak v porovnání s WT receptory signifikantně 

prodloužená. Výrazné prodloužení deaktivace bylo pozorováno zejména u P2X4-Y42A 

(Obr. 14A). Naproti tomu pokles proudu P2X3-Y37A receptoru byl biexponenciální. 

Průměrná hodnota rychlé komponenty poklesu (0.6±0.01 s) je srovnatelná s hodnotou 

τoff P2X3-WT receptoru (Tab. 6), zatímco hodnota pomalé komponenty poklesu 

(34.2±2 s; 36±4 %) je srovnatelná s hodnotou τoff mutace P2X4-Y42A. Deaktivace 

P2X7-WT i P2X7-Y40A receptoru je biexponenciální; nepozorovali jsme mezi nimi 

signifikantní rozdíl v hodnotě deaktivačních konstant (τoff1, τoff2), pouze P2X7-Y40A 

receptor vykazoval vyšší procentuální zastoupení pomalé složky deaktivace (τoff2) 
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(WT=27.1±2 s, 33±6 %; P2X7-Y40A=15.4±4 s, 81±4 %). Zvýšený podíl pomalé složky 

deaktivace τoff2 byl pozorován při stimulaci P2X7-Y40A receptoru všemi testovanými 

koncentracemi BzATP (10-300 µM) (Obr. 15B). Navíc hodnoty deaktivace τoff1, τoff2 

byly u P2X7-WT a P2X7-Y40A receptorů poměrně konstantní při stimulaci 

koncentracemi 10-300 µM BzATP (Obr. 15A). 
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Obr. 13 Pozice aromatických reziduí v 1. transmembránové doméně P2X receptorů: 

(A) Aminokyselinová sekvence TM1 P2X1-7 receptorů. Aromatická rezidua jsou označena 
zeleně (polární) a modře (nepolární). Symboly α-δ značí pozice aromatických reziduí v horní 
části TM1 domény, které byly studovány. (B) 3D modely předpokládané α-helikální struktury 
TM1 domény P2X1, P2X2, P2X3, P2X4 a P2X7 receptoru. Modely začínají reziduem G29 a 
končí V49 (P2X4 číslování). Helix TM1 je znázorněn z extracelulárního pohledu (horní panel) 
a pohledu z membrány (dolní panel). 
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Obr. 14 Vliv alaninové substituce konzervovaného tyrosinu TM1 domény na funkci a expresi 
P2X receptorů: 
 

(A) Příklady proudových odpovědí WT receptorů (levý panel) a mutací tyrosinu na α-pozici 
P2X1,2,3,4,7 (pravý panel). Proudy byly nahrávány z HEK293 buněk exprimujících tyto 
receptory. Horizontální linie nad trasami znázorňuje čas ATP nebo BzATP aplikace.  
Pod trasami je vyznačena hodnota deaktivace (τoff) odvozená z mono- (P2X1,2,4) nebo  
bi- (P2X3,7) exponenciálního fitování. V případě bi-exponenciálního fitování je uvedeno  
i procentuální zastoupení pomalé složky deaktivace (τoff2) v celkovém poklesu proudu. (B) 
Imunocytohistochemický průkaz exprese WT a mutace P2X1-Y43A v HEK293 buňkách. 



 65 

 

P2XRs 

ATP 

EC50 (µM) 

WT/Mutant 

EC50 ratio 

ATP 

Imax (nA) 

ATP 

τoff (s) 

αβ−meATP 

EC50 (µM) 

αβ−meATP 

efficacy (%)b 

P2X2R-WT 5.4±0.8 - 2.6±0.2 0.34±0.05 >100 44 

P2X2R-F49A 10.8±2.1* 0.5 2.2±0.2 0.44±0.06 >100 32 

P2X2R-Y47A 0.82±0.1* 6.6 0.46±0.1* 0.36±0.02 11.8±2* 83 

P2X2R-F44A 0.26±0.05* 20 0.44±0,1* 1±0.07* 3.4±1* 95 

P2X2R-Y43A 0.28±0.05* 19 0.80±0.1* 1.3±0.1* 8.2±1* 94 

P2X2R-Y43F 8.2±1.8 0.7 2.8±0.4 0.47±0.1 >100 65 

       

P2X3R-WT 0.35±0.12 - 1.6±0.2 0.55±0.05 0.59±0.1 100 

P2X3R-F43A 0.35±0.2 1 0.9±0.1* 0.75±0.06 0.32±0.2 100 

P2X3R-W41A 0,39±0.15 0.9 0.7±0.07* 0.67+±0.08 0.56±15 100 

P2X3R-F38A 0.31±0.2 1.1 0.3±0.05* 1.95±0.27* 0.29±0,05 100 

P2X3R-Y37A 0.14±0.1* 2.5 1.2±0.2 34.±2* c 0.27±0.1 100 

       

P2X4R-WT 4.6±0.3 - 1.6±0.2 0.42±0.03 ~57 42 

P2X4R-W50A 5.1±1.3 0.9 1.7±0.2 0.35±0.08 ~85 24 

P2X4R-F48A 4.1±0.5 1.1 1.5±0.8 0.6±0.04 13.4±2.1* 62 

P2X4R-W46A 3.0±0.5 0.7 1.0±0.16 0.6±0.1 8.9±1.6* 73 

P2X4R-Y42A 0.6±0.1* 7.7 0.6±0.3* 24±2.9* 0.6±0.05* 100 

Y42A+V43A 0.9±0.1* 5.4 0.3±0.03* 49±2.6* 0.9±0.3* 100 

Y42A+W46A 1.4±0.2* 3.3 1.4±0.3 1.2±0.05* 4.7±2.0* 44 

Y42A+F48A 0.3±0.1* 15 0.2±0.03* 54±5* 0.3±0.1* 100 

Y42A+W50A 1.6±0.3* 2.8 1.2±0.4 1.6±0.2* 8.3±2.3* 53 

Y42A+I39Aa n.d. n.d 0.1±0.05* n.d. n.d. n.d. 

Y42A+V35A 0.6±0.1* 7.7 0.4±0.1* 33±4.4* 0.6±0.2* 100 

Y42A+G29A 0.4±0.1* 11 0.5±0.1* 34±3.4* 0.4±0.05* 77 
 

 
Tab. 6 Vliv jednobodových a dvojbodových alaninových mutací aromatických reziduí horní 
části TM1 domény na funkce P2X2-4 receptorů: 
 

Vliv alaninové záměny vybraných aromatických reziduí TM1 P2X2,3,4 receptoru na hodnotu 
EC50 pro ATP a α,β-meATP, na maximální proudovou odpověď Imax a deaktivační čas τoff.  
N.d. značí „not determined“ (neurčeno). U každé mutace bylo změřeno 5-35 buněk. „a“ značí 
receptory, kdy byla ke stanovení Imax použita koncentrace 1 mM ATP. „

b“ označuje, že účinnost 
α,β-meATP byla vypočítaná z poměru Imax při 300 µM α,β-meATP/Imax při 100 µM ATP.  
„c“ značí mutaci, kde hodnota τoff pomalé komponenty poklesu proudu se na celkovém poklesu 
proudu po odmytí agonisty podílela 36±4 %. 
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Obr. 15 Na koncentraci nezávislý účinek BzATP na proudovou deaktivaci WT a mutovaného 
P2X7 receptoru:  
 

(A) Graf reprezentuje rychlou (τoff1) a pomalou (τoff2) složku deaktivace derivovanou 
z biexponenciálního fitování poklesu proudu u P2X7-WT (●) a P2X7-Y40A (○) při stimulaci 
různými koncentracemi BzATP. (B) Závislost procentuálního podílu pomalé složky deaktivace 
na koncentraci BzATP u P2X7-WT (●) a P2X7-Y40A (○).  
 
 

Třetím účinkem alaninové záměny konzervovaného tyrosinu bylo zvýšení 

citlivosti k agonistům, kdy hodnoty EC50 byly u mutovaných receptorů P2X2-Y43A, 

P2X3-Y37A a P2X4-Y42A signifikantně sníženy oproti WT receptorům. Námi 

naměřené hodnoty EC50 pro P2X2, P2X4 a P2X3-WT receptory (5.4 µM, 4.6 µM a 0.35 

µM) jsou srovnatelné s hodnotami uváděnými v literatuře. V případě receptorů P2X2- 

-Y43A a P2X4-Y42A došlo k výraznému posunu „dose response“ křivek doleva, s 20-  

a 8--násobným snížením hodnoty EC50 oproti WT receptorům (Obr. 16, levý panel). 

V případě P2X3-Y37A došlo k 2-násobnému snížení hodnoty EC50. Receptor  

P2X7-Y40A byl stejně citlivý k BzATP jako WT receptor (hodnota EC50:  
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P2X7-WT=29 µM; P2X7-Y40A=20 µM BzATP) (Obr. 16D, levý panel), citlivost 

k ATP byla rovněž nezměněna (Obr. 16D, pravý panel). 
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Obr. 16 Vliv alaninové záměny konzervovaného TM1 tyrosinu na citlivost k agonistům 
ATP,  α,β−meATP a BzATP: 
 

„Dose response“ křivka WT (●) a mutovaných P2X receptorů (○). (Levý panel) Citlivost k ATP 
se zvýšila u mutovaných receptorů P2X2, P2X3, P2X4 (A-C). K žádné změně v citlivosti k 
BzATP nedošlo u mutace P2X7 (D). Proudové odpovědi byly normalizovány k maximálním 
proudovým odpovědím vyvolaným 100 µM ATP (P2X2,3,4) a 300 µM BzATP (P2X7). (Pravý 
panel) Zvýšení citlivosti k α,β-meATP u P2X2, P2X3, P2X4 (A-C). α,β-meATP je pro P2X2, 
P2X4 parciální agonista, jeho účinnost byla měřena srovnáním s maximální odpovědí na 
stimulaci ATP. Nulový účinek záměny na citlivost k ATP u mutace P2X7 (D). Vertikální 
přerušované linie označují hodnoty EC50. 
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Je známo, že P2X2 a P2X4 receptory jsou málo citlivé k α,β-meATP 

v porovnání s P2X1 a P2X3 (Ralevic a Burnstock, 1998). Ve shodě s tímto jsme 

pozorovali proudové odpovědi P2X2R pouze při aplikaci vysokých koncentrací  

α,β-meATP a nebylo tak možné stanovit hodnotu EC50 (Obr. 16A, pravý panel). P2X4 

receptor je rovněž málo citlivý k α,β-meATP; hodnota EC50 ~ 57 µM. Účinnost  

α,β-meATP je u tohoto receptoru nižší (40 %) v porovnání s ATP (100%). Záměna 

konzervovaného tyrosinu za alanin způsobila u P2X2-Y43A a P2X4-Y42A receptorů 

značný nárůst citlivosti k α,β-meATP, hodnoty EC50 se snížily na 8.2 µM a 0.6 µM. 

Hodnota EC50 je v druhém případě (P2X4-Y42A) srovnatelná s hodnotou EC50  

pro α,β-meATP u P2X3-WT receptoru. Rovněž účinnost α,β-meATP byla u mutací  

P2X2-Y43A a P2X4-Y42A zvýšena a dosáhla účinnosti ATP (Tab. 6). Znamená to,  

že α,β-meATP se stal pro tyto mutace plným agonistou. U receptoru P2X3-Y37A byl 

pozorován 2-násobný levostranný posun citlivosti. Tyto výsledky naznačují,  

že alaninová substituce konzervovaného tyrosinu v TM1 doméně nejvíce ovlivnila 

účinnost agonistů u P2X2 a P2X4 receptorů, méně u P2X3 receptoru a prakticky  

bez vlivu byla u P2X7 receptoru. Deaktivace byla prodloužena zejména u P2X4 

receptoru, méně, ale signifikantně, u P2X2 a P2X3 receptorů. 

 

6.2.3 Aminokyseliny Phe a Trp mohou částečně nahradit Tyr na pozici 42  

u P2X4 receptoru 

K ozřejmění toho, zda 1) účinek záměny konzervovaného tyrosinu za cystein 

a alanin byl specifický pro tyto aminokyseliny a 2) jaké vlastnosti musí mít reziduum 

v pozici 42 P2X4 receptoru, byl konzervovaný tyrosin nahrazen osmi aminokyselinami 

s různými chemickými vlastnostmi (alaninem, isoleucinem, cysteinem, glycinem, 

fenylalaninem, tryptofanem, argininem, aspartátovou kyselinou). Byly tak vytvořeny 

následující mutace: P2X4-Y42A, P2X4-Y42I, P2X4-Y42C, P2X4-Y42G, P2X4-Y42F, 

P2X4-Y42W, P2X4-Y42R, P2X4-Y42D. Receptory P2X4-Y42R a P2X4-Y42D 

neodpovídaly ani při stimulaci 3 mM ATP, ačkoliv konfokální mikroskopií byla 

prokázána jejich exprese v plazmatické membráně HEK293 buněk (Obr. 17C). Všechny 

další mutované receptory byly funkční a vykazovaly různé změny kinetiky deaktivace 

oproti P2X4-WT receptoru.  
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Obr. 17 Vliv aminokyselin s různými chemickými vlastnostmi na pozici 42 P2X4 receptoru: 

(A) Superponované proudové odpovědi na 0.3 – 1 µM ATP u P2X4-WT a mutovaných 
funkčních receptorů a pořadí deaktivační časové konstanty po odmytí ATP. (B) Logaritmická 
křivka závislosti deaktivační časové konstanty τoff a ATP EC50 hodnoty u P2X4 mutovaných 
receptorů. (C) Receptory P2X4-Y42R a P2X4-Y42D, které neodpovídaly na ATP stimulaci, 
jsou exprimovány v membráně HEK293 buněk.  
 
 

Nejvýraznější změny kinetiky nastaly při záměně za malé nenabité 

aminokyseliny glycin, izoleucin, cystein a alanin, s následujícím pořadím deaktivačních 

konstant τoff: Y42G > Y42I > Y42A > Y42C (Obr. 17A). Záměna konzervovaného 

tyrosinu za aminokyseliny s aromatickou strukturou (fenylalanin a tryptofan) způsobila 

malou změnu v kinetice, což vypovídá o tom, že tyto aminokyseliny mohou částečně 

nahradit konzervovaný tyrosin. Křivka závislosti hodnot τoff a hodnot EC50 pro ATP 

všech funkčních mutovaných receptorů ukazuje nepřímou závislost mezi těmito 

hodnotami (Obr. 17B), a že P2X4-WT receptoru jsou nejbližší receptory P2X4-Y42F 

a P2X4-Y42W. Výsledky tedy naznačují, že pro správné fungování P2X4 receptoru 
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není rozhodující hydrofobicita aminokyseliny na pozici 42 (viz Y42F vs. Y42W),  

ale její objem (viz Y42A, Y42C, Y42I a Y42G). Vnesení nabitého rezidua na pozici 42 

zablokovalo receptorové funkce. Rovněž u P2X2 receptoru je mutace P2X2-Y42F 

kinetikou deaktivace a citlivostí k ATP neodlišitelná od P2X2-WT (Tab. 6). 

 

6.3 Role aromatických reziduí horní části TM1 v kinetice P2X receptorů 

 
Třebaže naše výsledky jasně ukázaly, že konzervovaný tyrosin, který se nachází 

zhruba v polovině TM1 domény, hraje důležitou roli ve funkci a 3D struktuře několika 

P2X receptorů, v literatuře byly popsány podobné účinky například u mutace  

P2X2-F44A (Jiang a spol., 2001; Haines a spol., 2001a; Li a spol., 2004; Li a spol., 

2008). Rozhodli jsme se proto prozkoumat další vybraná aromatická rezidua v horní 

části TM1 domény, jejichž polohu v předpokládaných TM1 helixech receptorů P2X1, 

P2X2, P2X3, P2X4 a P2X7 znázorňuje Obr. 13. 

 

6.3.1 Účinek jednobodových mutací aromatických reziduí v TM1 na funkci 

P2X receptorů 

V horní části TM1 P2X receptorů se kromě konzervovaného tyrosinu na pozici 

α nachází další aromatické aminokyseliny na pozici β, γ, δ (Obr. 13A). U P2X2  

a P2X3R jsme zaměnili tyto aromatické aminokyseliny za alanin a vytvořili šest nových 

mutací: P2X2-F44A, P2X2-Y47A, P2X2-F49A, P2X3-F38A, P2X3-W41A a P2X3- 

-F43A. Z předcházejících pokusů byly použity mutace P2X4-W46A, P2X4-F48A  

a P2X4-W50A. Všechny mutované receptory byly funkční (Obr. 18) a většina z nich 

odpovídala na supramaximální koncentraci ATP nižší amplitudou v porovnání s WT 

receptorem, podobně jako při záměně α-aromatického rezidua (Tab. 6., Obr. 19A). 

Záměna aromatického rezidua na pozici β a γ měla na hodnotu Imax větší vliv než 

záměna aromatického rezidua na pozici δ (Obr. 19A).  
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Obr. 18 Alaninová záměna aromatických reziduí v horní části TM1 domény P2X receptorů 
generuje funkční recepory:  
 

Příklady proudových odpovědí P2X2 (vlevo), P2X3 (uprostřed) a P2X4 (vpravo) WT receptorů 
a alaninových mutací aromatických reziduí v β-δ pozici TM1 domény. Deaktivace  
ATP-indukovaných proudů byla monoexponenciální u všech mutací, signifikantní prodloužení 
bylo nalezeno pouze u P2X2-F44A a P2X3-F44A. Buňky byly stimulovány nedesenzitizující 
koncentrací ATP. (*) Na β pozici P2X4 receptoru se nachází nearomatické reziduum Val43. 
 
 

Mutace rezidua na pozici β u P2X2 (P2X2-F44A) napodobila efekt záměny 

konzervovaného tyrosinu ve zvýšení citlivosti receptoru k ATP a v prodloužení 

deaktivace kanálu. Mutace rezidua na pozici β u P2X3 (P2X3-F38A) prodloužila 

deaktivaci kanálu, přestože nezvýšila ATP citlivost. Nicméně ATP indukované proudy 

byly nízké, desenzitizace rychlá a proto bylo obtížné naměřit „dose response“ křivku.  

U P2X4R se na β-pozici nenachází aromatické reziduum. Zvýšení citlivosti 

k ATP bylo pozorováno při záměně γ-rezidua P2X2, tedy u mutace P2X2-Y47A.  

Při záměně γ-rezidua u P2X3 a P2X4 receptorů zvýšení citlivosti pozorováno nebylo 

(Tab. 6, Obr. 19). Alaninová záměna na δ-pozici měla pouze minoritní účinek na ATP 

citlivost a kinetiku receptorů. Rovněž mutace P2X4-W50A (záměna receptor-

specifického rezidua, prvního ektodoménového nad TM1) se citlivostí k agonistům  

a kinetikou nelišila od P2X4-WT (Tab. 6). Citlivost k α,β-meATP byla u P2X2 a P2X4 
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receptorů zvýšena mutacemi α-, β-, γ-reziduí; záměna δ-rezidua citlivost k α,β-meATP 

nezvýšila (Tab. 6, Obr. 19). Výsledky naznačují receptor-specifickou roli aromatických 

reziduí na β- a γ-pozici v citlivosti k agonistům, a malý význam reziduí v pozici δ. 
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Obr. 19 Změny maximální amplitudy a citlivosti P2X receptorů k ATP a α,β−meATP  
při alaninové záměně aromatických reziduí v horní části TM1 domény: 
 

(A) Srovnání maximálních ATP proudových odpovědí Imax WT -P2X2 (vlevo), -P2X3 
(uprostřed) a -P2X4 (vpravo) receptorů a alaninových mutací aromatických reziduí v α−δ 
pozici TM1 domény. (B-D) „Dose response“ křivky pro ATP (levý panel) a α,β−meATP (pravý  
panel) WT -P2X2 (B), -P2X3 (C) a -P2X4 (D) receptorů a alaninových mutací aromatických 
reziduí v α-δ pozici TM1 domény. Účinnost α,β-meATP byla změřena srovnáním s maximální 
ATP odpovědí. 
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6.3.2 Vliv dvojitých alaninových mutací v TM1 na kinetiku P2X4 receptoru 

Pokusili jsme se dále ovlivnit účinky způsobené záměnou konzervovaného Tyr42 

za alanin tím, že jsme současně zaměnili druhé aromatické reziduum v horní části TM1 

domény P2X4 receptoru. Vytvořili jsme následující dvojmutace: P2X4-Y42A+W46A, 

P2X4-Y42A+F48A, P2X4-Y42A+W50A. Prodloužení deaktivace receptoru způsobené 

záměnou Tyr42 za alanin bylo výrazně sníženo vnesením druhé mutace na pozici Trp46  

a Trp50: dvojitě mutované receptory P2X4-Y42A+W46A a P2X4-Y42A+W50A 

vykazovali signifikantně rychlejší deaktivaci v porovnání s receptorem P2X4-Y42A 

(Tab. 6, Obr. 20). Dvojmutace P2X4-Y42A+W46A a P2X4-Y42A+W50A rovněž 

vykazovaly zvýšení hodnoty Imax a sníženou ATP a α,β-meATP citlivost v porovnání  

s P2X4-Y42A (Tab. 6). Dvojmutace byly oproti jednobodové mutaci také citlivé k IVM 

(zvýšení Imax ~ 1.8krát a prodloužení τoff z ~ 1.4 s na ~ 11 s). Z výsledků vyplývá,  

že funkce P2X4-Y42A receptoru byly téměř kompletně obnoveny vnesením druhé 

mutace na pozici 46 a 50. Naproti tomu dvojmutace P2X4-Y42A+F48A se kinetikou 

podobala jednobodové mutaci P2X4-Y42A (Tab. 6, Obr. 20).  

Kromě toho byly v kombinaci s Y42A zaměněny alaninem i čtyři nearomatická 

rezidua TM1 domény P2X4 receptoru: Gly29 (druhé konzervované reziduum v TM1), 

Val35 (nachází se na stejné straně TM1 helixu jako Tyr42, ale o dvě otáčky níž), Ile39 

(nachází se na stejné straně TM1 helixu jako Tyr42, ale o jednu otáčku níž) a Val43  

(v jedné rovině sousedí s Tyr42 a jeho pozice u P2X2 receptoru ovlivňuje ATP citlivost). 

Žádná z těchto dvojmutací neobnovila receptorové funkce (Tab. 6, Obr. 20). U P2X2 

receptoru dvojmutace Y43A+F44A a Y42A+Y47A byly nefunkční. Výsledky 

dokládají, že výrazný účinek alaninové záměny P2X4-Tyr42, může být zvrácen 

alaninovou záměnou další aromatické aminokyseliny v horní části TM1 (Trp46) nebo 

nad TM1 doménou (Trp50). Jak je patrné z 3D modelu předpokládaného helikálního 

uspořádání TM1 domény (Obr. 20), nacházejí se tyto aminokyseliny na téže straně  

α-helixu jako konzervovaný tyrosin. Tento efekt nebyl pozorován, pokud druhou 

mutací bylo zasaženo aromatické reziduum na opačné straně helixu (Phe48). 
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Obr. 20 Alaninová substituce druhé aromatické aminokyseliny TM1 domény P2X4 receptoru 
může zvrátit účinek alaninové substituce konzervovaného tyrosinu: 
 

Příklady proudových odpovědí P2X4-WT, jednobodové mutace P2X4-Y42A a dvojitě 
mutovaného P2X4 receptoru po stimulaci ATP (znázorněno horizontální linií nad průběhem 
trasy) (horní panel). 3D model předpokládaného α-helixu TM1 domény P2X4 receptoru. Černé 
šipky znázorňují pozici zaměněného konzervovaného tyrosinu (zeleně) a červené šipky 
znázorňují druhé zaměněné reziduum (zeleně) (Trp50, Phe48, Trp46 a nearomatické reziduum 
Val43 (*), které je přítomno na β-pozici) (dolní panel). 
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7. DISKUZE 
 
Dosud publikované články o působení IVM na P2X4 receptor ukázaly, že IVM 

nepůsobí prostřednictvím vazby na intracelulární konce ani na ektodoménu receptoru 

(Khakh a spol., 1999b; Jelinkova a spol., 2006; Priel a spol., 2004). Během přípravy této 

práce byl opublikován článek dokládající, že molekula IVM se váže mezi TM1 a TM2 

doménu P2X4 receptoru v otevřené konformaci iontového kanálu (Silberberg a spol., 

2007). Autoři došli k tomuto závěru na základě studia kinetiky chimérních receptorů  

a identifikovali rezidua se změněným IVM účinkem pomocí tryptofanové skenovací 

mutageneze. V nepřítomnosti IVM charakterizovali změnu ATP citlivosti  

a v přítomnosti 3 µM IVM zjišťovali, které mutace mají méně než 2x a více než 5x 

zvýšenou amplitudu proudu, byl-li receptor stimulován koncentrací ATP odpovídající 

hodnotě EC50. Jejich studie odhalila oslabený účinek IVM u I39W, Y42W, V43W, 

V47W, G340W, G342W, L345W a V348W mutací. Zesílený IVM účinek pozorovali  

u G29W, V35W, L37W, L40W, A41W, S341A, G347W, A349V, V351W, C353A 

mutací. Tato rezidua měla nahodilou distribuci a nepodařilo se je uspořádat  

do helikálního modelu. Žádné z identifikovaných reziduí není P2X4-specifické, což 

potvrdilo hypotézu, že specifická pozice reziduí je pro interakci helixů s molekulou 

IVM důležitější než jejich receptorová specificita (Jelinkova a spol., 2006). V naší práci 

byla využita cysteinová skenovací mutageneze TM domén, která je šetrnější 

v porovnání s tryptofanovým skenováním, řada tryptofanových mutací byla totiž 

nefunkční (Silberberg a spol., 2007). Cysteinovou mutagenezí jsme získali větší počet 

mutací s nezměněnou kinetikou v nepřítomnosti IVM. Další důvod pro zvolení 

cysteinového skenování byl ten, že doposud nebylo u P2X4 receptoru provedeno  

a mohlo pomoci v identifikaci reziduí důležitých ve formování vlastního póru iontového 

kanálu. Samostatné využití změn hodnot EC50 pro vyhodnocení účinku IVM, jak tomu 

bylo ve studii Silberberga a spol., může být zavádějící. Například bylo prokázáno,  

že v ektodoméně mnoho tichých mutací a mutací s nízkou amplitudou má při IVM 

aplikaci vyšší nárůst proudové odpovědi než samotný WT receptor, ačkoliv se tato 

rezidua nemohou podílet na vazbě IVM (Zemkova a spol., 2007). Dalším rozdílem  

od studie Silberberga a spol. bylo, že jsme jako hlavní indikátor IVM účinku použili 

hodnotu časové deaktivační konstanty, τoff, která není závislá na koncentraci agonisty 

(Zemkova a spol., 2007; Yan a spol., 2006). Nalezli jsme, že většina cysteinových 
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mutací TM1 (16 z 22) a TM2 (13 z 21) nevykazovala v nepřítomnosti IVM změny 

v kinetice receptoru. Z těchto mutací byl IVM účinek na deaktivaci kanálu oslaben  

u Gln36, Leu40, Val43, Val47, Asn338, Gly342, Leu346, Ala349 a zesílen u Ile356 mutace  

(Tab. 3, Tab. 4, Obr. 8, Obr. 9). Domníváme se, že změněný účinek IVM u těchto 

mutací ilustruje důležitost reziduí pro vazbu IVM. U většiny těchto reziduí byl navíc 

silně redukován IVM-indukovaný levostranný posun v ATP citlivosti (Obr. 10), což 

dále podporuje zmíněný závěr. Mezi IVM-interagující rezidua jsme také zařadili Arg33  

a Cys353, jelikož nevykazují paralelní posun mezi hodnotami EC50 a rychlostí deaktivace 

(Tab. 3, Tab. 4). Vzorec IVM-interagujících reziduí odpovídá helikálnímu uspořádání 

TM domén, kdy u každého třetího až čtvrtého rezidua je cysteinovou záměnou zasažen 

účinek IVM. Toto uspořádání umožňuje předpovídat, že v otevřeném konformačním 

stavu zmíněná rezidua lemují stejnou stranu předpokládaných TM helixů, jsou 

orientována k lipidům a podílejí se na formování vazebné kapsy pro lipofilní IVM  

(Obr. 12). Porovnání s P2X receptorem Schistosoma mansoni (schP2X), který je rovněž 

na IVM citlivý, ukázalo, že 11 z 12ti transmembránových reziduí, u kterých 

předpokládáme interakci s IVM, je přítomno také u schP2X receptoru a reziduum  

P2X4-Trp50 (1. rezidum nad TM1 doménou) je u schP2X nahrazeno tyrosinem. 

Cysteinové skenování TM domén P2X4 receptoru dále odhalilo 13 reziduí, která 

jsou důležitá v receptorových funkcích. Jedná se o rezidua Gly29, Met31, Tyr42, Gly45, 

Val49, Gly340, Ser341, Leu343, Ala344, Gly347, Thr350, Asp354, Val357. Je-li předpoklad  

o lipidové orientaci vazebné kapsy pro IVM správný, nachází se tato rezidua (kromě 

Gly29 a Ser341) na opačné straně α-helixů, kdy mohou lemovat hydrofilní pór kanálu 

nebo směřovat do protein-proteinového rozhraní (Obr. 12). Tryptofanová skenovací 

mutageneze P2X4 receptoru nastínila možnost zapojení TM1 reziduí citlivých  

k substituci, konkrétně Tyr42, v protein-proteinové interakci (Silberberg a spol., 2005). 

V případě TM2 reziduí lze náš závěr podpořit výsledky cysteinové skenovací 

mutageneze P2X2 receptoru kombinované s aplikací pórem prostupných 

methanethiosulfonátů (Egan a spol., 1998).   

Mutovaný receptor P2X4-D354C je tichý, jeho receptorová funkce nebyla IVM 

aplikací oživena. Tryptofanová záměna tohoto rezidua vyústila ve vznik nefunkčního 

receptoru (Silberberg a spol., 2007), stejně jako alaninová záměna u P2X2 receptoru (Li 

a spol., 2004; Khakh a spol., 2005). Odpovídající P2X2 cysteinová mutace (D349C) 

byla funkční, ale vykazovala signifikantní snížení amplitudy proudů (Rassendren  

a spol., 1997). Reziduum Asp349 se u P2X2 receptoru podílí na tvorbě brány póru kanálu 
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(Rassendren a spol., 1997). Reziduum Gly347 P2X2 receptoru se rovněž podílí na tvorbě 

brány póru kanálu a hraje důležitou úlohu v pohybu helixu jako místo lokální flexibility 

(Egan a spol., 1998; Khakh a spol., 2005). Jako paralela zesíleného vlivu IVM na Imax  

u P2X4-G347C byl u odpovídající mutace P2X2 receptoru pozorován potenciační 

účinek methanethiosulfonátů (Rassendren a spol., 1997; Khakh a spol., 2005). 

Substituce P2X4-Tyr42 cysteinem nebo alaninem měla za následek snížení 

maximální proudové amplitudy, zvýšení ATP citlivosti (zhruba 8krát) a výrazné 

prodloužení deaktivace. Zvýšená citlivost receptoru odpovídá prodloužení deaktivace 

po odmytí agonisty. Rovněž P2X4-G340C mutace v TM2 doméně měla sníženou 

maximální proudovou amplitudou, zvýšenou citlivost k ATP, prodlouženou deaktivaci. 

IVM ztratil u mutací Y42C a G340C vliv na hodnotu EC50 a Imax, ale u G340C přetrval 

vliv na hodnotu τoff. Reziduum Tyr
42 je konzervované napříč P2X podjednotkami  

a tudíž nemůže být místem vazby IVM, která je specifická pro P2X4 podjednotku. 

Změny kinetiky u mutací Y42C a Y42A v nepřítomnosti IVM spíše vypovídají o jeho 

důležité roli v „gatingu“ kanálu. Dá se usoudit, že další ovlivnění kinetiky aplikací IVM 

neproběhlo proto, že samotná záměna Tyr42 způsobila velmi výrazné kinetické změny  

a jeho mutace prakticky mimikovaly účinek IVM, který navyšuje frekvenci otevírání 

kanálu (Priel a Silberberg, 2004). Z toho lze odvodit, že frekvence otevírání kanálu  

je u P2X4-Y42C a P2X4-Y42A mutací vysoká a nemůže být dále zvýšena pomocí 

IVM. Následující substituce P2X4-Tyr42 aminokyselinami s různými vlastnostmi 

odhalila, že pro normální receptorovou funkci je na této pozici potřebné aromatické 

reziduum. 

Roli TM1 konzervovaného tyrosinu v kinetice receptoru jsme prozkoumali 

rovněž u P2X1, P2X2, P2X3, P2X7 receptorů. Záměnou konzervovaného tyrosinu  

za alanin u P2X1 receptoru vznikl nefunkční receptor (Obr. 14), což potvrzuje 

důležitost tohoto rezidua pro receptorové funkce. Záměna konzervovaného tyrosinu  

za cystein u P2X2 rovněž vyústila ve vznik nefunkčního receptoru (Haines a spol., 

2001a; Jiang a spol., 2001; Li a spol., 2008), avšak receptor se záměnou tyrosinu  

za alanin je funkční a má přibližně 10krát zvýšenou ATP citlivost (Li a spol., 2004); 

v našich pokusech jsme nalezli 20-násobné zvýšení. V literatuře byla mutace P2X2- 

-Y43A charakterizovaná sníženou NMDG+ permeabilitou, signifikantně nižší 

amplitudou ATP-stimulovaných proudů (Khakh a Egan, 2005) a menší Ca2+ 

permeabilitou oproti P2X2-WT (Samways a spol., 2008). Také mutace P2X2-Y43F, 

která obsahuje aromatický kruh, ale ztrácí hydroxylovou skupinu, vykazuje 
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signifikantní redukci Ca2+ propustnosti. Z toho lze odvodit možnou interakci 

hydroxylové skupiny tyrosinu s vápníkem (Samways a spol., 2008). Podobný 

mechanismus byl popsán pro některá rezidua TM2 domény zapojená do Ca2+ 

propustnosti (Migita a spol., 2001; Egan a spol., 2004). Rovněž ATP citlivost mutace 

P2X3-Y37A byla oproti WT zvýšena (~ 2krát), hodnota Imax snížena. Dále jsme  

u mutovaných receptorů P2X2-Y43A a P2X4-Y42A pozorovali dramatickou změnu 

v citlivosti k α,β-meATP, kdy se z parciálního agonisty stal agonista plný. Pro P2X3-

WT je α,β-meATP plný agonista, jeho Y37A mutace vykazovala mírný levostranný 

posun v hodnotě EC50. Změny v citlivosti k agonistům vnesené alaninovou záměnou 

aromatického rezidua na pozici α receptorů P2X2, P2X3, P2X4, měly silný dopad 

rovněž na kinetiku proudu po odmytí agonisty. Levostranný posun citlivosti mutací 

k agonistům byl doprovázen prodlouženým poklesem proudu po odmytí agonisty. 

Nálezy jsou ve shodě s výsledky ostatních (Haines a spol., 2001a) a naznačují,  

že konzervovaný TM1 tyrosin má klíčovou roli v 3D struktuře P2X receptorů  

a je důležitý pro vazbu agonisty anebo „gating“ kanálu. 

Předpokládá se, že ATP vazebné místo je lokalizované v ektodoméně mezi 

jednotlivými podjednotkami (Wilkinson a spol., 2006; Marquez-Klaka a spol., 2007). 

Je možné, že substituce TM1 aromatického rezidua začleněného do protein- 

-proteinového rozhraní může indukovat dalekosáhlé změny v ektodoméně a ovlivnit 

vazbu agonisty. Záměna může například ovlivnit blízkou část ATP vazebné kapsy 

natolik, že se u P2X2 a P2X4 receptoru stane více dostupná pro plnou vazbu  

α,β-meATP. Jiným vysvětlením je, že α,β-meATP vazebné místo je dostupné u všech 

P2X receptorů, liší se však schopnost navodit konformační změny potřebné pro otevření 

póru kanálu (Lape a spol., 2008). V obou scénářích hraje konzervovaný tyrosin 

důležitou roli. 

Jiná situace nastala u P2X7 receptoru, kdy po záměně konzervovaného TM1 

tyrosinu nebyly pozorovány žádné změny v BzATP a ATP citlivosti, a P2X7 receptor se 

tak zdá být vůči záměně tolerantní. Výsledky jsou v souladu s tvrzením, že u P2X7 

receptoru je za účinnost agonisty zodpovědná výhradně ektodoména (Young a spol., 

2007). Důvod pro odlišnost P2X7 od ostatních P2XR může být dále vztažen k jeho 

odlišné struktuře (delší C-konec), k distribuci TM1 aromatických reziduí,  

ke specifickým „gating“ vlastnostem (rychlé otevření póru kanálu následováno dilatací 
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póru) (Yan a spol., 2008) nebo k integraci pannexin-1 kanálů v signalizaci (Pelegrin  

a Surprenant, 2006). 

Je překvapující, že mutace jednoho rezidua TM1 domény, má tak výrazný vliv 

na funkce P2X1-4 receptorů. U P2X2 receptoru záměna sousedícího rezidua Phe44 

rovněž dává vznik receptoru se zvýšenou ATP a α,β-meATP citlivostí a prodlouženou 

deaktivací (Jiang a spol., 2001; Haines a spol., 2001a). Cysteinová i alaninová záměna 

tohoto rezidua navyšuje ATP citlivost s hodnotou EC50 0.3-0.7 µM (Li a spol., 2004; Li 

a spol., 2008) a prodlužuje deaktivaci (τoff ~ 1.2 s) (Jiang a spol., 2001). Tyto výsledky 

jsou ve shodě s našimi. Na pozici β má vedle P2X2 receptoru aromatické reziduum 

pouze P2X3 receptor. Mutace P2X3-F38A rovněž vykazuje zpomalenou deaktivaci, 

zvýšená ATP citlivost nebyla prokázána. Nicméně vzhledem k velmi sníženým 

amplitudám ATP odpovědí bylo měření citlivosti mutovaného receptoru velmi obtížné. 

Obecně lze říci, že aromatické reziduum na β-pozici má podobnou úlohu ve funkci 

P2X2 a P2X3 receptoru jako tyrosin na α-pozici.  

Horní část TM1 domény P2X receptorů je bohatá na aromatická rezidua. Kromě 

konzervovaného tyrosinu na α-pozici u P2X1-7, aromatického fenylalaninu na β-pozici  

u P2X2,3, obsahuje aromatické reziduum na γ-pozici u P2X1-7 a fenylalanin na δ-pozici  

u P2X1-5. V literatuře je mutace P2X2 receptoru na γ-pozici (P2X2-Y47A) popsána 

jako nefunkční (Li a spol., 2004; Khakh a Egan, 2005), kdežto mutace P2X2-Y47C  

je funkční (Haines a spol., 2001a) (Li a spol., 2008). V našich pokusech byla mutace 

P2X2-Y47A funkční, ale vykazovala signifikantně sníženou hodnotu Imax. Dále  

se vyznačovala zvýšenou ATP citlivostí (~ 7krát) a α,β-meATP citlivostí. Zvýšení 

citlivosti bylo menší než v případě P2X2-Y43A receptoru; tedy substituce Tyr47 byla 

méně efektivní než substituce Tyr43 u P2X2 receptoru. Záměna aromatického rezidua  

ve stejné pozici u P2X3 a P2X4 receptorů (mutace P2X3-W41A a P2X4-W46A) 

nezvýšila citlivost k ATP, ale u P2X4-W46A došlo ke zvýšení citlivosti k α,β-meATP. 

Zvýšená ATP citlivost byla popsána u P2X4-W46A mutace v literatuře (Silberberg  

a spol., 2005). Z těchto výsledků můžeme předpokládat rozdílnost strukturálně-

funkčních vztahů v TM1 doméně mezi P2X2 a P2X4 receptorem.  

Substituce fenylalaninu na δ-pozici neovlivnila ATP citlivost u P2X2, P2X3 ani 

P2X4; pouze u P2X4R slabě zvýšila α,β-meATP citlivost. Nezměněnou receptorovou 

funkci u P2X2-F49A a P2X2-F49C mutací shodně pozorovali i jiní autoři (Haines  

a spol., 2001a; Li a spol., 2004; Khakh a Egan, 2005; Samways a spol., 2008). Vnesení 
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P2X4-F48A mutace do P2X4-Y42A receptoru nezvrátilo účinek Y42A mutace  

na receptorové funkce, naproti tomu prodloužená deaktivace a zvýšená citlivost 

k agonistům byla potlačena u dvojmutací P2X4-Y42A+W46A a P2X4-Y42A+W50A. 

Helikální model TM1 domény, který jsme vytvořili na základě cysteinové a alaninové 

skenovací mutageneze (Obr. 20), udává polohu Tyr42, Trp46 a Trp50 reziduí na stejné 

straně helixu, zatímco Phe48 reziduum, které nezvrátilo účinek P2X4-Y42A mutace,  

je na straně opačné. To může naznačit, že P2X4 pozice 42, 46 a 50 jsou zapojeny  

v „gatingu“ kanálu. Podobné výsledky byly nedávno popsány pro Thr339 v TM2 doméně 

P2X2 receptoru (Cao a spol., 2007). Toto reziduum se nachází přibližně ve stejné rovině 

membrány jako rezidua Tyr43 a Phe44 TM1 domény. Mutace P2X2-T339S způsobila 

vyšší frekvenci otevírání kanálu, zvýšení ATP citlivosti (~ 10krát) a α,β-meATP 

citlivosti. Účinky však byly potlačeny u dvojmutace P2X2-T339S+K308A. Autoři 

výsledek vysvětlili tak, že Lys308, o kterém se předpokládalo, že se podílí  

na vazbě ATP (Jiang a spol., 2000), hraje primární roli v „gatingu“ kanálu a že obě 

mutace (tzn. T339S, K308A) mají na „gating“ nezávislý vliv. Avšak v našem případě 

vliv jednobodových mutací W46A a W50A na gating byl malý a neodrazil  

se v hodnotách EC50, Imax nebo τoff. Mechanismus nápravy tyrosinové mutace druhou 

mutací tak zůstává prozatím neobjasněn. Skutečnost, že kanál P2X4 receptoru funguje  

i bez dvou ze čtyř TM1 aromatických reziduí dokazuje, že tato rezidua nejsou nezbytně 

nutná pro fungování receptoru, ale regulují jeho citlivost k ATP nebo „gating“. 

V případě P2X2 receptoru, jehož dvojmutace Y43A+Y47A a F44A+Y47A byly 

nefunkční, by aromatická rezidua v TM1 mohly hrát dominantní úlohu. 
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8. ZÁVĚR 
 
V této práci byla pomocí elektrofyziologických a molekulárně biologických 

metod podrobně zkoumána struktura a funkce obou transmembránových domén 

purinergního P2X4 receptoru a u pěti podtypů rodiny P2X receptorů studována úloha 

skupiny aromatických reziduí v horní části TM1 domény. Bylo zjišťšno, že tato 

aromatická rezidua hrají důležitou úlohu v 3D organizaci P2X receptorů a jsou zapojena 

ve vazbě agonisty anebo v „gatingu“ kanálu. Výsledky experimentální práce lze shrnout 

do těchto závěrů: 

 

1. Pomocí cysteinové a alaninové skenovací mutageneze TM domén 

P2X4 receptoru byla identifikována rezidua, která mohou interagovat 

s molekulou IVM: Arg33, Gln36, Leu40, Val43, Val47 z TM1 a Asn338, 

Gly342, Leu346, Ala349, Cys353, Ile356 z TM2 domény. Vzorec těchto 

reziduí, kdy u každého třetího až čtvrtého rezidua je záměnou zasažen 

účinek IVM, odpovídá helikálnímu uspořádání TM domén. Tato 

rezidua leží na stejné straně předpokládaných helixů TM domén. 

Stejná rezidua jsou přítomna rovněž u IVM-sensitivní P2X 

podjednotky bezobratlého organismu Schistosoma mansoni (Agboh  

a spol., 2004). Předpokládáme, že IVM-interagující rezidua jsou při 

otevřené konformaci kanálu orientovaná k lipidům a tvoří vazebnou 

kapsu pro lipofilní IVM. 

2. TM rezidua, která nenesou citlivost k IVM, ale jsou citlivá  

k mutagenezi: Met31, Tyr42, Gly45, Val49, Gly340, Leu343, Ala344, Gly347, 

Thr350, Asp354, Val357, se nacházejí na opačné straně α-helixu. Tato 

rezidua jsou důležitá pro funkci receptoru a lemují stranu orientovanou 

k vedlejší TM doméně či do hydrofilního póru kanálu. 

3. Alaninová skenovací mutageneze TM1 domény P2X4 receptoru 

podpořila výsledky cysteinové skenovací mutageneze, a obě 

mutageneze souhlasně upozornily na důležitost konzervovaného 

tyrosinu pro funkci receptoru. Jeho záměna způsobila výrazné zvýšení 

ATP a α,β-meATP citlivosti a značné prodloužení deaktivace  

u P2X4R. Konzervovaný TM1 tyrosin je pravděpodobně kritický 
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rovněž ve funkci P2X1R, jelikož jeho alaninová záměna vyústila  

ve vznik nefunkčního receptoru. U P2X2 a P2X3 (ne však u P2X7) 

alaninová záměna způsobila navýšení citlivosti k ATP a prodloužení 

deaktivace.  

4. Záměna konzervovaného tyrosinu u receptoru P2X4 za aminokyseliny 

s různými fyzikálně-chemickými vlastnostmi ukázala, že aromatické 

aminokyseliny (fenylalanin a tryptofan) mohou částečně nahradit 

konzervovaný tyrosin. 

5. Alaninová záměna některých aromatických reziduí v horní části TM1 

domény P2X receptorů měla podobný, ale většinou mnohem menší, 

efekt. Úloha aromatických aminokyselin v TM1 je však receptor-

specifická, například receptor P2X7 se v tomto směru od ostatních 

P2X receptorů zásadně liší. Simultánní alaninová záměna 

konzervovaného tyrosinu P2X4 receptoru a jiného aromatického 

rezidua (Trp46 a Trp50, ne však Phe48) může eliminovat efekt Y42A 

mutace. Z předpokládaného helikálního modelu TM1 domény víme, 

že rezidua Tyr42, Trp46, Trp50 leží na opačné straně helixu než 

reziduum Phe48. 

 

Dovoluji si konstatovat, že cíle práce byly bezezbytku splněny. 
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