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ABSTRAKT

Krystalizace P2X4 receptoru (P2X4R) ze zebficky (,zebra fish”, zfP2X4) v uzavieném a otevieném
stavu odhalila zmény v konformacich ektodomény vcéetné zmén v oblasti sty¢nych ploch mezi
levou (, left flipper”; LF) a hibetni (,,dorsal fin“; DF) ploutvi. Roli téchto struktur ve formovani ATP
vazebné kapsy a funkci receptoru jsme zkoumali pomoci alaninové skenovaci mutageneze Usekl
LF (D280-N293) a DF (R203-L214) potkaniho P2X4R, a s vyuZitim ATP a analogickych agonistd 2-
(methylthio)adenosin 5’-trifosfatu, adenosin 5’-(y-thio)trifosfatu, 2’(3’-0-(4-
benzoylbenzoyl)adenosin 5’-trifosfatu a a,B-methylenadenosin 5’-trifosfatu. SniZzenou citlivost
anebo ucinnost ATP mélo 15 z 26 vytvofenych mutaci. Mutace R203A, N204A a N293A byly
v podstaté nefunkéni, ale jejich funkci bylo moiné obnovit ivermektinem, alosterickym
moduldtorem P2X4R. Mutace 1205A, T210A, L214A, P290A, G291A a Y292A mély zménénou
odpovéd na ATP a na analogické agonisty. Naproti tomu mutace L206A, N208A, D280A, T281A,
R282A a H286A nevykazovaly ve srovnani s divokym typem receptoru zadnou zménu v odpovédich
na ortosterické agonisty. Tyto pokusy, spoleéné s homolognim modelovanim, ukazaly, Ze
aminokyseliny z prvni skupiny, nachazejici se v horni ¢asti obou fetézcll LF a DF, se podileji na
presné organizaci ATP-vazebné kapsy a iniciaci prevodu signdlu skrze receptor smérem ke druhé
skupiné aminokyselin ve spodni ¢asti obou fetézcl. Aminokyseliny R203 a N204, zanofené hloubéji
do proteinu, mohou integrovat informaci prichazejici z obou retézcl a smérovat ji dale k brané
receptorového kanalu. Navic, aminokyseliny v oblasti LF se prednostné podileji na kontrole
pfevodu receptoru ze stavu otevieného do stavu desenzitizovaného. Vyraznymi konformacénimi
zménami prochdzeji i fetézce extracelularniho vestibulu. Nativni rezidua mutaci Y54A, Q55A,
F324A a G325A, jejichz funkci nebylo mozné obnovit ivermektinem, jsou dualezita pro spravnou
strukturu a funkci vestibulu. Pfispéli jsme také k vypracovani nového kinetického (Markovova)
modelu P2X4 receptoru, kde ivermektinem vyvolany pfevod z otevieného do dilatovaného stavu

je svazany se senzitizaci receptoru, kterd jde proti desenzitizaci a nasledné internalizaci.



1. Uvobp

Purinergni P2X receptory (P2XR) jsou neselektivni kationtové kandly aktivované extracelularnim
adenosin-5"-trifosfatem (ATP). Tato skupina kanal( byla objevena v 70. letech minulého stoleti
(Burnstock, 1972). P2XR jsou tvoreny tfemi podjednotkami, kazda podjednotka, jichz je zndmo
sedm, P2X1-P2X7, ma dvé transmembranové domény (TM). N- i C- konec se nachazi uvnitf bunky,
vné bunky je velkd klicka s vazebnym mistem pro ATP a jeho analogy. P2X4 podjednotky jsou
schopny formovat homomerni i heteromerni receptory. P2XR se vyskytuji hojné po celém
organismu od centrdlni nervové soustavy, pres periferni nervovou soustavu, svaly, plice, stfevo,
endokrinni a exokrinni Zlazy az po ledviny, moCovy méchyr a chamovody. Podileji se také na tvorbé
kosti, funkci smysld a imunitniho systému ¢i vyvoji bolesti (North, 2002; Burnstock, 2013;
Burnstock, 2014).

Predkladand dizertacni prace je zpracovdna na modelové podjednotce purinergniho P2X4
receptoru potkana (rP2X4R). Dlvodem pro vybér P2X4R byly jeho funkéni, fyziologické
a farmakologické vlastnosti. Kazdy homomerni P2XR tvofeny ze stejnych podjednotek ma své
specifické vlastnosti — rdznou citlivost na agonisty, antagonisty a modulatory, rliznou kinetiku
otevirani kandlu, desenzitizace a dilatace, ¢i propustnost pro Ca*' (North, 2002; Burnstock, 2006;
Coddou, 2011) — a vlastnosti P2X4R jsou zhruba ve stfedu moZnych vlastnosti P2XR (ma stfedné
rychlou aktivaci, desenzitizaci i dilataci). Ma nejvétsi zastoupeni v centralnim nervovém systému ze
vsech P2X receptorll a navic jej Ize specificky modulovat ivermektinem.

Stejné jako u vSech ostatnich P2XR je kanal tvofeny tfemi P2X4 podjednotkami propustny
predevéim pro Na* a K*. Vyznamnd je také propustnost pro Ca®*, pomér propustnosti Pcaz./Puas j€
pfiblizné 4,2. Tok vdpenatych iontd skrz kandl tvofi pfiblizné 11% proudové odpovédi. Pfi kratké
aplikaci agonisty je odpovéd P2X4R velmi rychla. Vodivost kanalu je pomérné mal3, priblizné 9 pS
(Evans, 1996). Pri delsi aplikaci agonisty (50-100 s) se pér kanalu dale rozSifuje a je schopen
propoustét i velké organické kationty jako je N-methyl-D-glukamin (NMDG) nebo i organické
barvivo oznatované YO-Pro 1 (Khakh a kol., 1999a), ale jev byl popséan jen v nepfitomnosti Ca®*
v extraceluldarnim mediu (ECS). Pfi delSi aplikaci agonisty se P2X4R projevuje stfedné rychlou
desenzitizaci, s rychlostni konstantou nizsi nez 20 s (Evans, 1996).

PInym agonistou P2X4R je ATP, nasleduji dalsi v porfadi: 2-methylthioadenosin-5"-trifosfat (2-
MeSATP), adenosin 5'-O-(3-thiotrifosfat) (ATPyS), 3’-O-(4-benzoyl)benzoyladenosin-5’-trifosfat
(BzATP) a a,B-methylenadenosin-5"-trifosfat (a,B-meATP; Obr. 1). Velmi mala odpovéd' je na B,y-
methylenadenosin-5"-trifosfat, reaguje i na cytidyn-5"-trifosfat (Coddou a kol., 2011). P2X4R nem3
specifického agonistu a ve srovnani s ostatnimi P2XR je na tradi¢ni agonisty pomérné malo citlivy
(North, 2002; Coddou a kol., 2011). Slabsi ucinek parcialnich agonistl, ktefi nejsou schopni vyvolat
plnou reakci, se také pouzivd v elektrofyziologickych studiich pro odliSeni P2X4 od jinych
podjednotek (Vavra a kol., 2011).

P2X4R jsme si vybrali ke studiu také pro jeho citlivost k ivermektinu. lvermektin je velka lipofilni
molekula, vdZze se na P2X4R jako pozitivni alostericky modulator (Khakh a kol., 1999b), ktery
pUsobi skrze kontakt s TM (Jelinkova a kol., 2006; Silberberg a kol., 2007) a neni schopen kanal
sam otevrit. Jeho efekt se projevuje zvySenim maximalni proudové amplitudy a po preinkubaci (4-
6 minut) také prodlouzenim doby deaktivace. (Priel a Silberberg, 2004; Jelinkova a kol., 2006)



Ivermektin tak mUZe byt pouZit pro testovani mutaci, které se jevi jako nefunkcni, protoze maji
prilis malé odpovédi.
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Neumi ale navysit odpovédi mutovanych receptorq, které nevazou ATP, nejsou spravné slozeny, Ci
nebyly transportovany do membrany.

V minulosti byly zkoumany predevsim konzervované nabité a aromatické AMK v extracelularni
doméné P2XR, protoZe ATP se vaZe na receptor z vnéjsi strany membrany. V téchto studiich bylo
vytipovano nékolik AMK, které by mély byt v pfimém kontaktu s ATP, pfedevsim K69-X-K71
a N293-F294-R295 (pro detailnéjsi prehled plvodnich studii viz napf. (Chataigneau a kol., 2013)).
BlizSi urceni polohy danych Usekl v tercidlni struktufe receptoru ale nebylo znamo. Presnéji
zasadit zkoumanou oblast do struktury receptoru umoznila aZ krystalizace P2X4R ze zebfic¢ky
(,zebra fish“; zfP2X4R) v uzavieném stavu (Kawate a kol., 2009).

Kawate navic krystal zfP2X4R rozdélil dle tvarové podobnosti s delfinem na oblasti (hlava, leva
ploutev, prava ploutev, hibetni ploutev, télo a ocas; barvami v Obr. 2) a oznacil vSechny ¢asti
s pfislusnymi sekundarnimi strukturami. Vytycil také tfi sty¢né plochy podjednotek v extracelularni
doméné (Obr. 2), nékteré vice, jiné méné, presné definované. Prestoze se nejednalo o krystal
v otevieném stavu, vyresil tento ¢lanek jeden ze sporll, které védce rozdélovaly. Bez jakychkoli
pochybnosti bylo mozné urcit, Ze ATP-vazebné misto je mezi podjednotkami, nikoli uvnitf
podjednotek (Kawate a kol., 2009). Pfesné umisténi ATP ve strukture P2XR bylo definitivné
objasnéno az pfi vyresSeni struktury krystalu zfP2X4R s navazanym ATP (Hattori a Gouaux, 2012).
Druhd krystalova studie potvrdila mnoho dat ziskanych v dfivéjSich elektrofyziologickych pokusech
na receptorech s jednobodovymi mutacemi. Oznacila také dalsi AMK, které by mély pfijit do
kontaktu s ATP: T186, K190, K313, 1229, L188, L217 v zfP2X4 (Hattori a Gouaux, 2012). Pfestoze
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zname krystalovou strukturu zfP2X4R s navdazanym ATP, jeho pfesna poloha ve vazebné kapse neni
jasnd. Mame mnoho indicii, které indikuji jiné mozné polohy ATP v kapse (Jiang a kol., 2011;
Valente a kol., 2011; Du a kol., 2012; Huang a kol., 2014). Navic je zde divodnd pochybnost o to,
ve kterém kinetickém stavu se krystalizovany receptor nachazi.

V kazdém pfripadé je vnéjsi ¢ast ATP-vazebné kapsy formovana malo konzervovanymi fetézci
levé (LF; z anglického , left flipper”) a htbetni ploutve (DF; ,,dorsal finn“), na jeji tvar maiji vliv i dalsi,
hloubéji ulozené retézce. Po navazani ATP nasleduji vyrazné zmény ve strukture hlavy, horni ¢asti
téla a levé ploutvi jedné podjednotky a spodni ¢asti téla a hfbetni ploutve podjednotky sousedni,

které vyusti v uzavieni kapsy pro ATP na jedné strané a otevienim pdru na strané druhé (Hattori a

Y

Obrazek 2: Sty¢né
plochy podjednotek
a jejich variabilita

A) Krystalova struktura
zfP2X4R v uzavieném
stavu (Kawate a kol.,

2009) s vyznacenim

stycnych ploch
v extraceluldrni doméné
mezi podjednotkami.
Jedna podjednotka

vyznacena povrchem (A),

druha schematickou
strukturou  (B);  treti
podjednotka pro lepsi

viditelnost chybi. Barevné

B frheliz, Bf,l—lft odlieny Casti receptoru:
P2X4 203 RNILPNITTSYL 280 DTRDLEHNVSPGYN  fiiovs
zfP2X4 206 RNILPNINSSYL 280 DNKDPDNNVAPGYN e j
P2X1 203 RNLVEEVNGTYM 280 YGE---KNLSPGFN Jélo”,  Zluté  leva
P2X2 201 GNIASQKSD-YL 277 DPKYDPA--SSGYN ploutev”, oranzové
P2X3 189 GNLLPNLTDKDT 266 DGVSEKSSVSPGYN  prpetn

,hlava“, modre

loutev”,
P2X5 206 ANVLETDNKHFL 282 DNKHTHS-ISSGYN . . ,pl Y
P2X6 206 TNALDTWDNTYF 283 ER-————————— GYN wwﬁw~mw?p°“ﬂﬁ
P2X7 206 RNILPGMNIS--— 279 DDKYTNESLFPGYN zelené TM predstavujic

,ocas”. Cytoplazmatické
domény musely byt pro Ucely krystalizace z receptoru odstranény. B) Srovnani sekvence AMK, které tvori rozhrani mezi
oblastmi DF (R203-L214) jedné podjednotky a LF (D280-N293) druhé podjednotky, napfi¢ jednotlivymi potkanimi
formami P2XR a srovnani se zfP2X4 receptorem. Konzervované AMK jsou v boxech (N204, G291, N293), sekundarni
struktura (a-helix ¢i B-list) je oznacena Sipkou.



2. CILE PRACE

Cilem této dizertacni prace bylo prispét k objasnéni role styénych ploch mezi dvéma
podjednotkami v bezprostfedni blizkosti ATP-vazebného mista ve funkci rP2X4R. Dale prozkoumat
vztah mezi strukturou a funkci extracelularniho vestibulu rP2X4R a analyzovat kinetické chovani
receptoru pod vlivem pozitivniho alosterického modulatoru ivermektinu. Konkrétné byly reSeny
tyto ukoly:

1. Postupnou zdménou vSsech AMK v oblastech R203-L214 (DF) a D280-N293 (LF)
v extraceluldrni doméné P2X4R za alaniny a pomoci specifickych Gc¢inkd alosterického
modulatoru ivermektinu zjistit:

a. Které AMK maji vliv na velikost ATP odpovédi a zda jsou duleZité pro formovani
a transport proteinu nebo pro funkci receptoru.

b. Zda AMK, které maji vliv na citlivost receptoru vic¢i ATP, ovliviuji ucinek
ortosterickych agonistd a strukturu ATP-vazebné kapsy anebo se podili na
predavani informace z ATP-vazebného mista smérem k TM doménam.

c. Zda nékteré AMK nebo skupiny AMK hraji roli v desenzitizaci receptoru.

Pokusit se o mechanistické vysvétleni namérenych dat pomoci homologniho
modelu rP2X4R.

2. ldentifikovat mozna kritickd mista v extracelularnim vestibulu skrze zdménu vSech AMK
jeho retézcl (V47-V61 a F324-N338) za alaniny a cysteiny.

3. Vysvétlit pozitivni Ucinky alosterického modulatoru ivermektinu a vytvofit kineticky
model chovani P2X4R v jeho pfitomnosti.

3. METODY

Zadané cile byly feSeny pomoci molekuldrné  biologickych,  biochemickych
a elektrofyziologickych metod a pomoci homologniho modelovani receptorového proteinu. V DNA
pro rP2X4R byly vytvareny jednobodové mutace. Divoky typ (WT) ¢ mutovany receptor byl
nasledné exprimovan v bunécéné linii lidskych embryonalnich ledvinnych bunék ¢. 293 se zvySenou
citlivosti k transfekci (HEK293T; American Type Culture Collection, Manassas, VA, USA) a méfen
elektrofyziologicky.

Konkrétné byly pouzZity tyto metody:

e Polymerazova retézova reakce, transformace kompetentnich bunék (E. coli), izolace DNA
pomoci izola¢niho kitu a kontrolni sekvenace pro ziskani receptorové DNA s vnesenymi
bodovymi mutacemi

e Pasazovani a transfekce bunéénych linii HEK293T

e Elektrofyziologickd méreni technikou patch clamp v médu whole-cell voltage clamp anebo
ramp s vyuzitim modulace ivermektinem

e Western blotting a biotinylace pro kvantifikaci proteinu v membrané

e Homologni modelovani (Swiss-model, PyMol)

e Statistické a vypocCtové metody pro zpracovani vysledkl (programy ClampFit 9.1, SigmaPlot
2000 v9.1 a SigmaStat 9)



4. VYSLEDKY A DISKUZE

KaZzdou jednotlivou AMK v obou fetézcich (R203-L214 (DF) a D280-N293 (LF)) jsme zaménili za
alanin, vytvorené konstrukty DNA a WT jsme vnesli do bunék typu HEK293 a elektrofyziologicky
jsme zkoumali transmembrdnové proudy stimulované aplikaci ATP. Mérena byla charakteristika
zavislosti odpovédi na davce ATP, velikost maximalni amplitudy proudu (lhax) a jeho potenciace po
inkubaci vivermektinu, ¢asova konstanta deaktivace (to) a desenzitizace (tges). U vybranych
receptori jsme studovali relativni Uc¢innost ortosterickych analogickych agonisti 2-MeSATP,
ATPyS, BzATPa a,- meATP ve srovnani s ATP.

4.1.EFEKT ALANINOVYCH MUTACI OBLASTI LF A DF NA FUNKCI P2X4R

Charakteristika zavislosti odpovédi na davce ATP byla méfena snimanim odpovédi po podani
raznych koncentraci ATP, od 1 uM do 300 puM. Ziskana data byla vynesena do grafu, proloZena
sigmoidalni kfivkou a vypoctem byla zjisténa koncentrace ATP, pfi které bylo dosazeno poloviny
velikosti maximalni amplitudy proudové odpovédi (ECso; Obr. 3A). Kvyznamnym zméndam
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Obrazek 3: Identifikace klicovych AMK v LF a DF rP2X4R.
Efekt alaninovych mutaci na citlivost k ATP (ECsg; A), Casovou konstantu deaktivace (Tt B) a vaZzenou ¢asovou konstantu

desenzitizace (t4s; C). Hodnoty jsou prezentovany jako prlimér + SEM z 21-63 méreni u mutace a 267 méreni u WT.
Signifikantni rozdily vici WT byly testovany pouzitim ANOVY a jsou vyznaceny barvami, Sedou (p < 0,05) a ¢ernou (p <
0,01). Teckovana linie predstavuje hodnotu pro WT. (n.d., nedefinovéno)



srovnatelna s maximalni odpovédi WT receptoru. O néco méng, ale presto signifikantné (p < 0,05),
byla sniZzena citlivost u mutaci L206A, N208A, T281A, P290A a Y292A. Ve studovaném souboru 26
alaninovych mutaci sty¢né plochy se tak vyskytuje 15 mutaci s vyznamné zménénou citlivosti nebo
ucinnosti ATP.

Potencial ivermektinu jsme plné vyuzZili pfi testovani mutaci s malymi odpovédmi: R203A,
N204A, 1205A, L214A, D280A, R282A, P290A a N293A. Pfi akutni aplikaci, kdy byl ivermektin
o koncentraci 3 uM aplikovdn po 10s béhem aplikace 100 uM ATP, bylo moiné |, VvSech
zminénych mutaci vyrazné navysit (Obr. 4A). Pro statistické vyhodnoceni ucinku ivermektinu jsme
pouzili dlouhodoby protokol, kdy byly buriky preinkubovdny v ivermektinu po 4-6 minut a poté
byla mérena hodnota I Vysledky uvedené na obrazku 4B jasné ukazuji, Ze proudové odpovédi
vSech mutaci, vyjma N293A, bylo moZiné skrze ivermektin navysit na hodnoty srovnatelné
s hodnotami pro WT. Mutaci N293A nebylo mozné do takové miry navysit, cozZ je ve shodé s jeji
roli v kontaktu s ATP.

Obrazek 4:  Navratovy  efekt

A WT R203A N204A D280A R282A . ) i .,
— ivermektinu na proudy malo funkénich
< < < < mutaci levé a horni ploutve.
< = g‘ = S A) Akutni aplikace 3 uM ivermektinu po
- o 0 0 ©1 10s (3eda oblast) vpribéhu aplikace
1205A L214A P290A N293A 100 uM ATP (30 s, horizontdla) v burikach
30s exprimujicich WT ¢&i mutace LF (R203A,
g_ g_ <’QL_ N204A, 1205A, L214A; vlevo) a DF (D280A,
g| 8| §| 8‘ R282A, P290A, N293A; vpravo). Trasy jsou
T} e} - ~N ve , ‘ o
prikladem ze 3-5 podobnych zdznamd pro
B [] Control l mutaci a 30 pro WT. B) Graf ukazuje
4 [ 1ivm L I celkovy efekt dlouhodobé aplikace (4-6
] T l l minut) ivermektinu na navyseni odpovédi
- B N e receptoru (Sedé sloupce). Pfi dlouhodobé
E: oy aplikaci  ivermektinu  byly  navy3eny
£

2 vSechny mutace s nizkymi proudy na
hodnotu blizkou WT s vyjimkou mutace

| v kontaktu s ATP (N293A). Hodnoty jsou
0J ’_—L ’l I_t ’—L vyjadreny jako primér = SEM z 5-8 méreni
\‘S\ q,’b‘b?' ‘I'Qby rlsgg\" (i\u\" qibg‘?“ q:bq/\" rﬁg\?‘ r@rb\" pro (mut?si a 15 pro WT.(Signiﬁkantni
<& VO < R < rozdily vaci WT byly testovany ANOVOU

(**p <0,01).

Dlouhodoba, 4-6 minutovd, preinkubace s 3 uM ivermektinem byla pouZita také v kombinaci
s nedesenzitizujici koncentraci ATP (1 or 3 uM) pro zjisténi Casové konstanty deaktivace (t.;
vyhodnoceno proloZzenim monoexponencidlni kfivky) daného receptoru (Obr. 3B). Mutace
v oblasti DF ukazaly velké zmény v deaktivaci ve srovnani s WT, vice nez polovina mutaci
tohoto retézce méla t. vyznamné zkracenou: R203A, N204A, 1205A, L206A, N208A, T210A
a L214A. V oblasti LF byla hodnota t.; vyznamné snizena (p < 0,01) u D280A, T281A, R282A, H286A,
P290A, G291A, Y292A a N293A (Obr. 3B). U dvou mutaci, T211A a L284A, jsme zaznamenali s nizsi
signifikanci (p < 0,05) zvySenou c¢asovou konstantu deaktivace. Pfi vyneseni t.; do grafu proti ECsg
je vidét dobra korelace hodnot v obou fetézcich (Obr. 5A). Tato data potvrdila sniZzenou citlivost
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A B Obrazek 5: Zavislost

0 otevfeny --> zavieny 167zavFen3’/->0tevfen3’1-> desenzitizovany deaktivace a desenzitizace
ce na citlivosti k ATP.

® ﬁbﬁii%f’;‘% Korelace zavislosti deaktivace

12 (A) a desenzitizace (B) na

- citlivosti  receptoru  k ATP.

F 8 Mutace levé ploutve (LF) jsou

zobrazeny jako plné kruhy,

47 hfbetni ploutev (DF) pak

fgf'a';rr::%gi prazdnymi  kruhy. WT je

0 . . , 0 ‘ : . oznacen hvézdickou. Ke

0 10 20 30 0 10 20 30 korelaci byla provedena

EC., (uM) EC., (uM)

v programu SigmaPlot.

vuci ATP u mutaci, u kterych byla namérena zvySena hodnota ECsg, a prokazala snizenou citlivost
u nefunkénich a malo funkénich mutaci, u kterych ECso nemohla byt zmérena. Dale jsme studovali
vliv zdmény jednotlivych AMK v LF a DF na kinetiku desenzitizace rP2X4R. V pfitomnosti 100 uM
ATP po dobu 60 s proud WT receptoru klesal biexponcidlné s Tges1 =1,3+ 0,252 Tges2 =9,0% 0,7 s;
pomalejsi komponenta se podilela na poklesu 63 + 3,0 %. V nékterych ptipadech bylo |épe pouzit
monoexponencidlni fitovani, proto jsme pro srovnani mezi mutacemi a WT pocitali s vazenou
konstantou desenzitizace (WT T4es = 6,0 £ 0,4 s; Obr. 3C). Mutace D280A, T281A, R282A, D283A,
H286A, G291A aY292A (LF) vykazovaly 1,5-2,6x zpomalenou desenzitiza¢ni kinetiku. Méné
signifikantné (p < 0,05) pak byly prodlouzené desenzitizace nékterych mutaci v DF (T210A, Y213A a
L214A). U zbylych mutaci (I1205A, L206A, 1207A, N208A, 1209A, T211A, S212A, L284A, E285A,
N287A, V288A, S289A a P290A) jsme nenasli Zzddnou vyraznéjsi zménu rychlosti desenzitizace. Pfi
vyneseni hodnot T4es proti hodnotam ECsy jednotlivych receptorll do grafu jsme nalezli silnou
korelaci mezi hodnotami pro LF, nikoli pro DF (Obr. 5B). Tyto vysledky ukdazaly, Ze na kontrole
desenzitizace se podili vyznamné oblast LF, nikoli ale DF, a odpovédna je skupina AMK, spiSe nez
jednotlivé AMK.

Jak bylo zminéno vyse, retézce LF a DF ¢astecné formuji ATP-vazebnou kapsu. Zaroven se jedna
o variabilni fetézce bez vyraznéjsi sekundarni struktury. Lze tedy ocekdvat, Zze budou mit vliv na
presné formovani ATP-vazebné kapsy a Ze zamény jednotlivych AMK za alanin mohou vyvolat
zmény ve tvaru kapsy, které budou mit za nasledek

-O— ATP

_m- 2-MeS-ATP zmény v ucinnosti rGznych agonistli. Pro tato

—&- ATPyS méfeni jsme poutzili Ctyfi analogy ATP, které plsobi
A2 | —a BzATP jako parcialni agonisté P2X4R: 2-MeSATP, ATPyS,
E —@— o,f-meATP BzATP a a,[3-meATP (ECso pro WT: 2-MeS-ATP = 7,9
E + 1,0 uM; ATPYS = 8,4 + 1,8 uM; BzATP = 11,1 + 2,9
o

uM; ao,f-meATP ECsp= 62 + 18 uM; Obr. 6).
Agonisté a ATP byli podavani v koncentraci 100 pM

—_

anasledné byl pocitdan pomér mezi odpovédi

Obrazek 6: Citlivost rP2X4R k alternativnim agonistim
ve srovnani s ATP.

. . ; , Kfivky zavislosti odpovédi na podanou koncentraci pro rlizné
0.1 1 10 100 1000 agonisty pro WT.
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vyvolanou ATP a odpovédi vyvolanou analogickym agonistou. Ackoli tato koncentrace neni pro
vSechny mutace maximalné ucinn3, je stdle idealni k rozliseni efektu rlznych agonistd.

Vysledné poméry pak byly porovndvany s poméry namérfenymi stejnym postupem u WT
receptoru (ATP (100 %) > 2-MeS-ATP (67 %) > ATPyS (50 %) > BzATP (38 %) > a,B-meATP (32 %)).
Pro pokusy s alternativnimi agonisty jsme vybrali vSechny mutace, u kterych byla vyznamné
zménéna ECso anebo 1. Na zadkladé ziskanych dat miZeme mutované receptory rozdélit do tfi
skupin uvedenych v Tabulce 1. Ve skupiné | jsou mutace, u kterych jsme zachytili vyznamné zmény
v odpovédich na agonisty: 1205A, T210A, L214A, P290A, G291A a Y292A. U mutaci I1205A a L214A
se jednalo o komplexni sniZzeni odpovédi vSech agonistl pfi pretrvdvajici dominanci 2-MeSATP.
U dalSich ¢tyf mutaci, T210A, P290A, G291A a Y292A, doslo k ojedinélym propadim ¢i navysSenim
u nékterého z agonista.

Tabulka 1: Percentualni odpovédi ortosterickych agonistd ve srovnani s ATP pro WT a vybrané mutované
receptory.

Kratké (2 s) aplikace agonistd (100 uM) byly stfidany s promyvanim ECS (60 s). Hodnoty, relativni odpovéd ku ATP
(100%), jsou vyjadreny jako primér + SEM pro 26-37 méreni pro WT a 3-18 méreni pro mutaci. Skupina I: Mutace
vykazuji zmény v citlivosti/u¢innosti ATP a také v odpovédich alternativnich agonistd. Skupina II: Mutace vykazujici
zmény v citlivosti/acinnosti ATP, ale ne v odpovédich alternativnich agonist(. Skupina Ill: Mutace bez signifikantnich
zmén v citlivosti/uc¢innosti ATP. Statistickd signifikance byla vyhodnocovanda ANOVOU srovnanim odpovédi agonistl
mezi WT a mutacemi. ** p<0,01; * p< 0,05

Receptor doména | 2-MeS-ATP ATPyS BzATP o,f—meATP
WwT 67.3+4.6 49.6 £3.5 382+3.4 31.8+3.3
skupina |
1205A DF 35.6 £ 1.9%* 11.3+2.2** 4.4 +£2.6%* 4.6 £1.0**
T210A DF 59.2£6.9 27.2 £3.2%* 23.9 £3.2%* 8.8 £2.3%*
L214A DF 21.4 £1.7** 7.9+ 2.0%* 5.9+0.5%* 6.5+1.5%*
P290A LF 50.7 £3.7 37.0£11.0 16.9 £3.2%* 17.8 £2.4%*
G291A LF 36.9 £ 8.8** 31.6+6.1* 53.0 £4.0** 2.8+0.5%*
Y292A LF 49.8+8.6 42.3+7.0 289+8.2 16.2 £ 4.4%*
skupina Il
L206A DF 68.3£6.5 39.6+8.4 33.7+£8.0 275+25
N208A DF 60.0 £11.2 42.2+5.2 33.4+54 285+2.3
D280A LF 56.3+7.8 55.7+3.8 25415 33.1£6.0
T281A LF 69.6£5.1 50.2£5.9 26.7+3.9 28.2+55
R282A LF 55.1+12.9 455+5.2 25.7+3.7 273+7.9
H286A LF 67.9+1.2 39.8+6.2 25.6+4.0 30.0+£6.8
skupina Il
S212A DF 65.1+19.7 61.7£3.9 47.5%5.2 19.2+6.2
Y213A DF 63.8+16.4 37.1£55 27.3£55 31.3+6.7
T211A DF 79.3+6.7 61.8+6.1 23.4+£4.7* 39.1+£7.2
L284A LF 69.0£3.0 32.4+£8.2 20.6 £ 0.2%* 22.2+39
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Mutace na pozici 210 a 291 ale vyrazné ovlivnily i poradi agonistl: u T210A preskocCilo BzATP
ucinnéjsiho agonistu ATPYS (ATP > 2-MeSATP (59%) > BzATP (24%) > ATPYS (17%) > a,3- meATP
(9%)). Vyména glycinu na pozici 291 za alanin pak vedla k Uplné novému profilu agonist(:
ATP > BzATP (53%) > 2-MeSATP (37%) > ATPYS (32%) > o, p-meATP (3%), kde navic byla odpovéd na
podani a,B-meATP silné utlumend. Tato data ukadzala mozné ovlivnéni formovani ATP-vazebné

kapsy skrze variabilni retézce LF a DF.

Ve skupiné Il jsou soustfedény mutace, u kterych jsme zjistili zmény v ECso a/nebo 1, ale
odpovédi ortosterickych agonistli v poméru k ATP u nich nebyly zménény (L206A, N208A, D280A,
T281A, R282A, H286A). Zmény v odpovédi na ATP, ale zachovani veSkerych pomérd dalSich
agonistd vaci ATP, ukazuji na moznost ovlivnéni preddvani informace skrze protein. Kontrolni
skupina I, tj. skupina mutaci, které nemély zménénu ucinnost ani velikost odpovédi na ATP,
nevykazovala ani zmény v odpovédich na analogické agonisty. Drobnou vyjimkou je nizsi uéinnost
BzATP u mutaci T211A a L284A, u kterych jsme zachytili s nizsi vyznamnosti (p < 0,05)
prodlouzenou ¢asovou konstantu deaktivace.

Na zakladé krystalu zfP2X4 receptoru o rozliseni 2,8-3,2 A (Kawate a kol., 2009; Hattori a
Gouaux, 2012) jsme vytvofili homologni model potkani P2X4 podjednotky. Tyto dvé formy P2X4R
maji podobnost sekvence AMK 61%. RozliSeni a podobnost obou forem umoziuji vytvoreni
pomérné presného modelu s nizkym poctem chyb. Obrazek 7 ukazuje data uvedend v Tabulce 1
z pohledu na strukturu rP2X4R. Zelené gléby zobrazujici pozici nativnich residui ze skupiny 1, jejichz
mutace mély zménénu citlivost na ATP i odpovédi ortosterickych agonistl, jsou soustredény
v blizkosti navazaného ATP, podobné jako ATP-vazebné reziduum N293. NiZe, v dolni ¢asti obou
zkoumanych tetézcl, jsou pak seskupeny AMK ze skupiny I, jejichz mutace nijak nezménila
procentudlni odpovéd' alternativnich agonistl, ackoli zménila charakteristiky ve vztahu k ATP.
Pohled zezadu ukazuje Sedymi gldby polohu R203 a N204, jejich alaninové mutace byly témér
nefunkéni.

Obrazek 7: Struktura LF a DF ve svétle dat z méfeni ortosterickych agonistu.

Celni a zadni pohled (otoceno o 180°, prihlednost sekundarnich struktur zvy$ena na 80%) na styénou plochu mezi levou
a hrbetni ploutvi, kterd formuje ¢ast ATP-vazebného mista. ATP je zobrazeno skeletovym modelem, barevnost dle
prvkd. Kalotové modely ukazuji jednotlivé pozice AMK zasazenych mutaci — zelené jsou oznaceny residua skupiny |,
¢ervené pak skupina Il. Sedé sféry ukazuji pozice AMK, jejich? zdména za alanin méla nejvétsi dopad na citlivost
a ucinnost ATP (R203, N204 a N293).
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4.2.|DENTIFIKACE KRITICKYCH AMK VE STRUKTURE EXTRACELULARNIHO VESTIBULU

Dulezitou strukturou, na jejiz funkci zavisi vstup iontl a jejich usmérnény tok do otevieného
iontového kandlu receptoru po navazani agonisty, je extraceluldrni vestibul. Oblast V47-V61 (horni
Cast TM1 a cely fetézec nad TM1) a F324-N338 (horni ¢ast TM2 a cely fetézec nad TM2) jsme
zkoumali pomoci alaninové a cysteinové skenovaci mutageneze s naslednym vyuzitim pozitivniho
alosterického ucinku ivermektinu pfi testovani nefunkénich ¢i malo funkénich mutaci. Pokud bylo
mozné u mutace definovat ECsp, nebyla tato hodnota nijak vyznamné odchylena od hodnoty pro
WT a to jak ualaninovych, tak u cysteinovych mutaci. Proto jsme mohli funkci mutantnich
receptor(l dobre definovat skrze amplitudy maximalniho proudu (Obr. 8A).

V extracelularnim vestibulu jsme nalezli 11 AMK (D58, Q55, Y54, E51, V49, F324, G325, A327,
F330, P334 a 1337), jejichz alaninovad a/nebo cysteinovd mutace se projevovala signifikantné
snizenymi maximalnimi proudy. V Sesti z téchto pripadt (D58, E51, A327, F330, P334 a 1337) jsme
mohli definovat ECso, ale, jak jiz bylo uvedeno, nezaznamenali jsme zddny vyznamny posun
citlivosti k ATP. U zbylych péti AMK (Q55, Y54, V49, F324 a G325) jsme otestovali pfitomnost jejich
alaninovych mutaci v membrané za pouziti techniky western blot. Tyto pokusy ukdzaly, Ze mimo
V49A byly vSechny mutace v membrané pritomny (Obr. 8B, C).

] 1 © © @© (1] @© (0]
| o | ‘E .é .é _E _E _5
V61_—| F324 * %k : T8 mo © o © o T8 g o
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Obrazek 8: Vliv mutaci v extracelularnim vestibulu na funkci P2X4R.

A) |ax vyvoland aplikaci 100 uM ATP na HEK293T buriky nesouci P2X4R s alaninovymi (Sedé sloupce) a cysteinovymi
(Cerné sloupce) mutacemi v oblasti V47-V61 a N338-F324. Nefunkéni (n.f.) a malo funkéni mutace zobrazeny v zavislosti
na umisténi nad TM1 modfe a nad TM2 cCervené. Sekundarni struktura je zobrazena Sipkami. Statisticky vyznamné
rozdily mezi mutantnimi a WT receptory byly testovany pouzitim ANOVY a jsou vyznaceny ** (p < 0,01). B) Western blot
malo funkénich mutaci extraceluldrniho vestibulu. C) Graf poméru vyskytu receptoru na povrchu vici celkovému obsahu

v burice. Normalizovéano k WT receptoru.

Pro zjisténi, jaké chemické vlastnosti péti kritickych AMK jsou dalezité pro funkci nebo expresi
receptoru, jsme vytvofili nékolik dalSich mutaci a vyuZili moZnost modulace P2X4R ivermektinem.
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Mutace V49D, V49W i V49L byly v membrané pritomny a jejich odpovédi se bliZily divokému typu.
Tyto pokusy ukazaly, Ze velikost a hydrofobicita AMK na pozici 49 je dllezita pro transport
receptoru na povrch buriky. U tyrosinu na pozici 54 se ukazal byt stéZejnim aromaticky kruh, nebot
mutace Y54W a Y54F byly pIlné funkéni, ale mutace Y54L byla nefunkéni. U AMK Q55 se nam
dlouho nedafilo najit Zddnou funkcéni mutaci, na aplikaci ATP ani po preinkubaci s ivermektinem
neodpovidaly Q55N, Q55T ani Q55K. Casteéné navratova byla mutace Q55E. Sebemensi zména ve
velikosti a geometrii AMK na pozici 55 tak méni konzervované sloZzeni oblasti a vede k nefunkénosti
kanalu.

Ve druhé poloviné zkoumaného Useku, v blizkosti druhé TM, jsme obdobné testovali
alternativni mutace fenylalaninu 324. Mutace F324L, F324Y a F324W byly navysitelné
ivermektinem na odpovédi srovnatelné s WT, mutace F324W méla i nemodulované odpovédi
blizké WT. Sousedni AMK (G325) jsme nahradili prolinem a ten navratil mutovanému receptoru
viechny funkce. Obé AMK, F324 i G325, se nachdzeji ve zlomu B-listu, ktery vznika pfi otevieni
kandlu (Hattori a Gouaux, 2012). Z toho ddvodu se domnivame, Ze mutace fenylalaninu 324 muze
blokovat rozsiteni vestibulu.

4.3.KINETICKE PARAMETRY CHOVANI P2X4 RECEPTORU

Ve spoluprdci s laboratofi biologického modelovani (Laboratory of Biological Modeling,
National Institute of Diabetes and Digestive and Kidney Diseases, National Institutes of Health,
Bethesda, MD, USA) jsme na zakladé dat ziskanych pro rP2X4R-WT vytvorili jeho kineticky model.
Objevili jsme u néj schopnost dilatace péru za fyziologickych podminek (tj. v pfitomnosti
extraceluldrniho Ca®*) po aplikaci ivermektinu. Zjistili jsme, Ze v pfitomnosti ivermektinu dochazi
ke zmé&né reverzniho potencidlu pro velké organické ionty, konkrétné pro NMDG", kterym jsme
nahradili extracelularni Na*. Navrzeny model P2X4R lze rozdélit na t¥i ¢asti (Obr. 9). Prostiedni
radek ukazuje naivni stav receptoru s proménlivou afinitou k agonistovi, v hornim rfadku je afinita
pro agonistu obdobna, ale receptor je jiz v desenzitizovaném stavu, kdy na aplikaci agonisty
neodpovida viibec nebo jen velmi malo. Receptor mlze kdykoli prejit z nativniho stavu do stavu
desenzitizovaného. V desenzitizovaném stavu muze byt receptor také stazen zpét pod membranu
(internalizovan) a za urcity Cas (definovany rychlosti Hs) mGze byt takovyto receptor navracen do
membrany. Dolni fadek predstavuje senzitizovany stav P2X4R, ktery je vypocten dle dat
namérenych pti aplikaci ivermektinu v ridznych protokolech. Z nasich méreni a kinetického
modelovani je jasné vidét, Ze aplikace ivermektinu potladuje vliv desenzitizace a odkryva proces
dilatace péru iontového kandlu, ktery je charakteristicky i pro jiné P2XR (P2X2 a P2X7).

P2X4R tedy ve fyziologickém roztoku prochazi zménami mezi zavienym —> otevienym -
desenzitizovanym -> internalizovanym stavem a mira navratu z desenzitizace k uzavienému
kanalu je velmi nizkd. Internalizovany receptor je v cytosolu umistén v endozomech ¢&i lysozomech,
aniz by byl degradovan, a muize byt pfenesen zpét do membrany (Murrell-Lagnado a Qureshi,
2008). Pokud je ale obsazeno vazebné misto pro ivermektin, prochazi kanal stavy zavienymi 2>
otevienymi, kdy otevieny kanal mulzZe desenzitizovat ¢i dilatovat se srovnatelnymi
pravdépodobnostmi, pficemz desenzitizacni ¢ast probiha stejné jako bez pritomnosti ivermektinu.
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Internalizovany Obrazek 9:

Hj Kineticky model
P2X4R.
Prostredni fadek
Hy pfedstavuje naivni,
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Dilatace je spojena se senzitizaci a receptor je pak schopen opakovanych zmén stavl uzavieny
- otevieny > dilatovany > uzavfeny, aniz by dochdazelo k velkym ztratam receptoru skrze
internalizaci. Rychld internalizace tedy limituje signalizaci skrze P2X4R. Unik ze stavu desenzitizace
pfes prevedeni do stavu senzitizace mize byt farmakologickym ndstrojem k navyseni odpovédi
P2X4R. U mutaci, které nemaji internalizujici vlastnosti, je tento efekt ivermektinu vyrazen
(Toulme a kol., 2006).
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5. ZAVER

P2X4R hraje roli v neuropatické bolesti, imunitnich reakcich, pfi poranéni mozku i ve spravné
funkci srdce a obé&hového systému. Abychom mohli snaze najit potencialni terapeutické latky
funguje. Dokud to nebudeme védét dostatecné presné, budou pokusy probihat do jisté miry
naslepo. Budeme-li mit opravdu velké mnoiZstvi presnych informaci o kinetice a dynamice
receptoru, mGZeme ¢ast prace svéfit pocitacdm (in silico) a jejich vysledky ovérovat, ¢imz se proces
znaéné zrychli. Kromé casu je tu i finanéni a eticka uspora.

Pomoci molekuldrné biologickych a elektrofyziologickych technik bylo v této praci reseno
nékolik otdzek strukturné-funkénich vztaht u rP2X4R a vysledky mizZzeme shrnout do nasledujicich
bodu:

1. VSechny vytvofené alaninové mutace (LF: D280A-N293A; DF: R203A-L214A) byly
exprimovany v membrané a spravné slozeny. Oblast sty¢né plochy mezi LF a DF ma
dllezitou roli ve funkci P2X4R:

a. Jeji horni cast, zastoupend Y292, G291, P290, L214, T210 a 1205, je dllezitd pro
presné formovani ATP-vazebné kapsy, zdmku pro kli¢ tvaru ATP.

b. Dolni ¢ast tvorena H286, R282, T281, D280, 1205, L206, N208 pak ma za ukol
predavani informace o navdzani ATP skrze protein receptoru, vysledkem cehoz je
reakce brany v transmembranové oblasti na pfijatou informaci. Arg203 a Asn204
maji pravdépodobné za ukol informaci z obou téchto retézcli integrovat a predavat
dale.

c. Aminokyselinové zbytky v LF maji navic roli i v desenzitizaci, jsou odpovédné za
transpozici proteinu ze stavu otevieného do stavu desenzitizovaného.

2. V extraceluldrnim vestibulu jsme identifikovali dalsi 4 AMK (Y54, Q55, F324 a G325), které
jsou dulezité pro spravnou strukturu vestibulu po navazani ATP afunkci receptoru.
Aminokyselina V49 je dulezita pro transport receptoru do membrany.

3. Prispéli jsme k vypracovani kinetického modelu P2X4R, ve kterém desenzitizovany stav
nasledné prechazi z velké casti do internalizace, jiz Ize zvratit pfevedenim receptoru do
stavu senzitizovaného. Tato senzitizace mlze byt potencidlné farmakologicky vyuzitelna,
protozZe receptor pak stale signalizuje a nepfichazime o mnozstvi signalu kvuli desenzitizaci
a internalizaci.

Prestoze zndme krystalovou strukturu zfP2X4R v uzavieném a ATP-vazajicim stavu, nemame zadné
indicie, ktery z otevienych stav( (naivni, senzitizovany, desenzitizovany) to je. Stale zlstava mnoho
bilych mist a stale nevime, jakymi konformacnimi zménami dochazi k prevodu informace
receptorem. Dalsi studie vztahu mezi strukturou a funkci dilezitych oblasti P2X4R by mohly prispét
k detailnéjSimu pochopeni téchto mechanismd.
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