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ABSTRAKT 

Krystalizace P2X4 receptoru (P2X4R) ze zebřičky („zebra fish“, zfP2X4) v uzavřeném 

a otevřeném stavu odhalila změny v konformacích ektodomény včetně změn v oblasti 

styčných ploch mezi levou („left flipper“; LF) a hřbetní („dorsal fin“; DF) ploutví. Roli 

těchto struktur ve formování ATP vazebné kapsy a funkci receptoru jsme zkoumali 

pomocí alaninové skenovací mutageneze úseků LF (D280-N293) a DF (R203-L214) 

potkaního P2X4R, a s využitím ATP a analogických agonistů 2-(methylthio)adenosin 5´-

trifosfátu, adenosin 5´-(γ-thio)trifosfátu, 2’(3’-O-(4-benzoylbenzoyl)adenosin 5´-

trifosfátu a α,β-methylenadenosin 5’-trifosfátu. Sníženou citlivost anebo účinnost ATP 

mělo 15 z 26 vytvořených mutací. Mutace R203A, N204A a N293A byly v podstatě 

nefunkční, ale jejich funkci bylo možné obnovit ivermektinem, alosterickým 

modulátorem P2X4R. Mutace I205A, T210A, L214A, P290A, G291A a Y292A měly 

změněnou odpověď na ATP a na analogické agonisty. Naproti tomu mutace L206A, 

N208A, D280A, T281A, R282A a H286A nevykazovaly ve srovnání s divokým typem 

receptoru žádnou změnu v odpovědích na ortosterické agonisty. Tyto pokusy, společně 

s homologním modelováním ukázaly, že aminokyseliny z první skupiny nacházející se 

v horní části obou řetězců LF a DF, se podílejí na přesné organizaci ATP-vazebné kapsy 

a iniciaci převodu signálu skrze receptor směrem ke druhé skupině aminokyselin ve 

spodní části obou řetězců. Aminokyseliny R203 a N204, zanořené hlouběji do proteinu, 

mohou integrovat informaci přicházející z obou řetězců a směřovat ji dále k bráně 

receptorového kanálu. Navíc, aminokyseliny v oblasti LF se přednostně podílejí na 

kontrole převodu receptoru ze stavu otevřeného do stavu desenzitizovaného. 

Výraznými konformačními změnami procházejí i řetězce extracelulárního vestibulu. 

Nativní rezidua mutací Y54A, Q55A, F324A a G325A, jejichž funkci nebylo možné 

obnovit ivermektinem, jsou důležitá pro správnou strukturu a funkci vestibulu. Přispěli 

jsme také k vypracování nového kinetického (Markovova) modelu P2X4 receptoru, kde 

ivermektinem vyvolaný převod z otevřeného do dilatovaného stavu je svázaný se 

senzitizací receptoru, která jde proti desenzitizaci a následné internalizaci.  


