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Abstrakt

P2X receptory jsou membranové iontové kanaly, aktivované extracelularnim ATP. U
obratlovcl bylo identifikovano sedm gent pro podjednotky P2X receptort. Tyto podjednotky
jsou oznacované jako P2X; _ ;. Kazd4 podjednotka P2X receptoru se skldda ze dvou
transmembranovych domén, extracelularni domény a intracelularniho N- a C- konce. P2X
receptory se ve tkanich vyskytuji jako homo- nebo heterotrimery. V organismu maji Sirokou
distribuci, funkéni receptory byly nalezeny v nervové tkédni, ve svalovych bunkiach i v
neexcitabilnich tkanich, jako jsou epitely, endotely a hemopoietické tkané. Purinergni
signalizace ma vyznamnou ulohu v endokrinnich regulacich, v pfenosu bolesti, pfi poranéni
CNS a v imunitnich procesech. P2X receptory jsou syntetizoviny na hrubém
endoplazmatickém retikulu a po postranslacnich modifikacich v Golgiho aparatu jsou
transportovany do plazmatické membrany. Distribuce a transport P2X receptorti se lisi podle
jednotlivych podjednotek a bunécného typu, ve kterém jsou exprimovany. P2X receptory
muzeme podle zplisobu jejich pohybu v buiice rozdé€lit do tii skupin, které se 1iSi rychlosti

transportu, rychlosti akumulace v plazmatické membrané€ a mirou jejich internalizace.
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endocytoza, transport



Abstract

Purinergic receptors are membrane ion channels activated by extracellular ATP. In
vertebrates, seven genes encoding P2X subunits was found. These subunits are designated as
P2X; _ 7. Every P2X receptor subunit consists of two transmembrane domains, extracellular
domain and intracellular N- and C- termini. P2X receptors fold to homo- or heterotrimers.
P2X receptors have a wide distribution in the organism, functional receptors are found in
neurons, glial cells, muscle cells and also in non excitable tissues as epithelial, endothelial,
and in hemopoietic tissue. Purinergic signalling plays an important role in pain transmission,
CNS injury and immune processes. P2X receptors are synthesized on the rough endoplasmic
reticulum and are transported to the plasma membrane after post-translational modifications
in the Golgi apparatus. The distribution and transport of P2X receptors is subunit specific and
dependent on the cell type in which they are expressed. P2X receptors can be divided into
three groups according to the way they are moved in the cell, which differ in transport speed,

plasma membrane accumulation rate and rate of internalization.
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1 Uvod

Adenosin-5"-trifosfat (ATP) je nukleotid slouzici ve vSech builkach jako hlavni
zéasobni zdroj chemické energie. Byl objeven roku 1929 Karlem Lohmannem, ale az v roce
1941 navrhl Fritz Albert Lipmann ATP jako molekulu uchovavajici a ptendSejici energii
(Langen and Hucho 2008, Nobelprize.org 2014). Hydrolyza na adenosin-5’-difosfat (ADP)
nebo adenosin-5'-monofosfait (AMP) je vysoce exergonni dé&j, jehoz energii vyuzivaji
endergonni procesy. ATP patti do skupiny 5’-ribonukleotidl, skldda se z ribdzy, na kterou je
na 1" -uhliku N-glykosidickou vazbou napojen adenin, a fosfatovych skupin navazanych na 5’
-uhliku vazbou fosfodiesterovou. Pravé pienos fosfatovych skupin je spojen s uvolnénim
velkého mnozstvi energie (Arabi and Matta 2009). Za standardnich podminek je hydrolyza
ATP na ADP a anorganicky fosfat provdzena zménou Gibbsovy energie AG°= -30,5 kJ/mol.
V buiikach slouzi ATP jako zdroj fosfatu pii proteinkindzovych reakcich, déle jako zdroj
energie pfi vnitrobunééném transportu a stejn¢ tak pro iontové pumpy vytvarejici a udrzujici
membranovy potencial (Gottesman and Maurizi 1992). Diilezita je i jeho role pifi syntéze
nukleovych kyselin, po pfeméné na deoxyadenosin-5'-trifosfat (dATP) piedstavuje jeden ze
zékladnich stavebnich kameni DNA. Dnes jiz neni ATP povazovan za Cisté intracelularni, je
znama 1 jeho role jako extracelularni signalizacni molekuly (Abbracchio and Burnstock
1998).

Signaliza¢ni funkce ATP byla popsana jiz vroce jeho objeveni, nejprve v srdci a
cévach (Drury and Szent-Gyorgyi 1929). Piesto se hypotéza o mimobunééném ptisobeni ATP
prosazovala velmi pomalu. V padesatych letech byla objasnéna jeho role pii uvoliiovani ze
senzorickych nervovych zakonceni, kde zptsobuje vasodilataci (Holton and Holton 1954).
Vroce 1972 byla Geoffrey Burnstockem vytvofena hypotéza oznacujici ATP jako
neurotransmiter, a spolu s ni byla pfedpovézena existence purinergnich receptor (Burnstock
1972). Pfesto nebyla pfedstava o ATP jako mimobunécném pienase€i informace pfili$
podporovana. Az v roce 1994 pfinesl Alan North spolu s naklonovanim purinergniho P2X4

receptoru ditkaz o mimobunééném pusobeni ATP (Valera, Hussy et al. 1994).



2 Uvolnovani ATP

Béhem evoluce se signalizace ATP vyvijela nejspiSe paralelné se signalizaci
cyklickym adenosin-5"-monofosfaitem (cAMP), ktery funguje jako vnitrobunéény druhy
posel. ATP se uplatiiuje pii autokrinni a parakrinni signalizaci. Maly dosah signalizace je dan
aktivitou membranovych a extracelularnich enzymu, které ATP St€pi na ADP, AMP a
adenosin (He, Gonzalez-Iglesias et al. 2005, Verkhratsky and Burnstock 2014). Koncentrace
ATP v intracelularnim prostoru se pohybuje okolo 5 mM, v prostoru mimobunééném pak
n¢kolikandsobné mén¢, dosahuje maximalné 200uM (Corriden and Insel 2010).

Do mezibunééného prostoru se ATP uvoliiuje z poskozenych i neposkozenych bunék.
Vyliti ATP z poSkozenych bunék ma zasadni roli v imunitnich reakcich. U drazdivych tkani je
ATP vylucovan fizenou exocytézou. V neuronech je skladovan v synaptickych vaccich, kde
jeho koncentrace mlze dosahovat az 1000 uM (Burnstock 2006a). Ve vaccich mtze byt
obsazen samostatné, nebo jako kotransmiter s dal§imi neurotransmitery (Kennedy 2015).
Piikladem kotransmise je uvoliiovani ze sympatickych nervii spolu s noradrenalinem a
z parasympatickych a motorickych nervli spolu s acetylcholinem (Silinsky and Redman
1996). V centralnim nervovém systétmu (CNS) se ATP vyskytuje jako kotransmiter
s glutamatem, dopaminem, serotoninem, noradrenalinem a kyselinou y-aminomdaselnou
(Holton 1959, Jo and Role 2002, Burnstock 2009). ATP vyvolavéa v tkanich inervovanych
sympatickymi a parasympatickymi nervy rychlou ¢ast odpovédi plisobenim na purinergni
P2X receptory. Pomalou slozku odpovédi zprostiedkovavaji metabotropni P2Y a adenosinové
receptory (Burnstock 2006a).

ATP je uvolilovan i z gliovych bun¢k (Cotrina, Lin et al. 2000). Gliové buiiky jsou
zaroven k extracelularnimu ATP citlivé. Naptiklad astrocyty na svém povrchu exprimuji
purinergni receptory, pies které extracelularni ATP stimuluje jejich proliferaci a diferenciaci
(Bolego, Ceruti et al. 1997). Funkci ATP uvoliiovaného z astrocytli je napiiklad inhibice
uvoliiovani glutamétu z neuronti hipokampu (Koizumi, Fujishita et al. 2003).

Do extracelularniho prostoru je ATP uvoliiovdn i z mnoha bunécnych typli mimo
nervovy systém. Jedna se naptiklad o erytrocyty a trombocyty, kde se Ucastni procest
vedoucich ke srazeni krve (Bergfeld and Forrester 1992). Dale jde naptiklad o epitelidlni
buiiky, buniky imunitniho systému, buniky hladké svaloviny, Sertoliho butiky, a mnoho dalSich
(Pearson and Gordon 1979, Ferguson, Kennedy et al. 1997, Lalevee, Rogier et al. 1999).

Podnétem pro uvolnéni ATP do mezibunééného prostoru muze byt napiiklad

mechanicky stres, osmoticky stres, hypoxie, ischemie, zanét, nebo acidéza. (Bodin and
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Burnstock 2001). U nedrazdivych bunék se ATP uvoliiuje konnexinovymi a pannexinovymi
kanaly, napétim ovladanymi aniontovymi kanaly a dilatovanym porem purinergniho receptoru
P2X7 (Yegutkin 2008). Signalizace ATP ma Gasto dopad na intraceluldrni Ca*" ionty, které

dale aktivuji celou fadu kinaz (Corriden and Insel 2010).
2.1 Metabolizmus ATP

V mezibunéném prostoru je ATP degradovan Ctyfmi rodinami ektonukleotidaz.
Ektonukleotidazy hydrolyzuji ATP na ADP, AMP a adenosin (Obr. 1). Ektonukleotidazy jsou
membranové hydrolyticky plisobici enzymy, mohou se ale z membrany odstépit za vzniku
exonukleotiddz (He, Gonzalez-Iglesias et al. 2005).

Prvni a nejvétsi rodinou jsou ektonukleotid trifosfat difosfohydrolazy (E-NTPDazy).
Rodina E-NTPD4z obsahuje osm &lentl. Ctyfi z nich, E-NTPD4éza 1, 2, 3 a 8 jsou lokalizované
na povrchu buné¢k, kde ucinné degraduji nukleotid trifostaty a nukleotid difosfaty (Robson,
Sévigny et al. 2006). E-NTDPéazy 4 a 7 se na hydrolyze extracelularniho ATP nepodileji, jsou
lokalizovany uvnitf bunécnych organel (Yegutkin 2014). E-NTDPéza 5 a 6 se mohou
vyskytovat v obou forméch: ve form¢ membranovych enzymi nebo volné v podobé
exoenzymil (Zimmermann 2001).

Druhou rodinou jsou ektonukleotid pyrofosfatazy (E-NPPazy). Rodina E-NPPaz
obsahuje sedm clenti (NPP1 — 7). Degradace extracelularnich nukleotidii se ucastni NPP1,
NPP2 a NPP3. Jejich Sirokd specifita jim umoziuje kromé hydrolyzy nukleotid trifosfati a
nukleotid difosfatii na monofosfaty také rozkladat nikotinamidadenindinukleotid (NAD), nebo
cyklicky 37,5 -adenosinmonofosfat ((AMP) na adenosin (Zimmermann 2000).

Treti rodinou jsou alkalické fosfatdzy (ALPazy), které maji schopnost vystépovat
anorganicky fosfat z riznych substratl. Pro jejich katalytickou aktivitu je optimalni pH 8 — 11
a pritomnost Zn>" a Mg®" iontd.

Ctvrtou rodinou jsou kyselé fosfatazy (ACPazy). Zastupce PAP je schopny
hydrolyzovat AMP a cAMP na adenosin, zastupce TRAP je diky své Siroké specifité schopny
hydrolyzovat ATP, ADP a v mens$i mite AMP (Miti¢, Valizadeh et al. 2005, Zimmermann
2009).

Posledni rodinou v ramci ektonukleotidaz jsou ekto-5'-nukleotidazy. Ty vysStépuji
z nukleotid-5"-monofosfati nukleosidy, ¢imz vznikad naptiiklad adenosin, ktery aktivuje P1
receptory. Spravna funkce vSech ektonukleotiddzovych enzymil je podminéna piitomnosti

dvoumocného kationtu Mg a Ca (He, Gonzalez-Iglesias et al. 2005).



Odbouravani extracelularntho ATP se kromé ektonukleotidaz ucastni jesté dalsi
enzymy. Mezi né patii napfiklad adenosin deaminidza (ADA), Ucastnici se deaminace
adenosinu na inosin. Dale purin nukleosid fosforyldza (PNP), ktera fosforyluje inosin na
hypoxantin, ktery se dale metabolizuje na kyselinu moc¢ovou (Yegutkin 2008).

Neékteré bunky jsou schopny naopak produkovat enzymy prodluzujici plsobeni
signalizace ATP. Mezi tyto enzymy patii napiiklad adenylat kinaza, katalyzujici vznik ATP
ze dvou molekul ADP a jedné molekuly AMP (Yegutkin 2008).

ATP ADP AMP adenosin
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Obrazek 1: ZjednoduSené schéma purinergni signalizace.

Ektonukleotid trifosfat difosfohydrolazy (E-NTPDézy) hydrolyzuji ATP na ADP a nasledné
na AMP. Ektonukleotid pyrofosfatdzy (E-NPPé4zy) hydrolyzuji ATP na AMP. AMP je
v poslednim kroku hydrolyzovéan ekto-5"-nukleotiddzami (E5 -nukeotidazy) hydrolyzovan na
adenosin. P1, P2Y, P2X — purinergni receptory; G — G-protein. Pievzato a upraveno podle

(Yegutkin 2014).



3 Purinergni receptory

Purinergni membranové receptory jsou citlivé k extracelularnim purintim (ATP, ADP
a adenosinu) a v nékterych ptipadech i k pyrimidiniim (uridin-5'-trifosfat, uridin-5'-difosfat)
(Abbracchio and Burnstock 1998). Jejich existence byla pfedpovézena v prvni poloving
sedmdesatych let, v druhé poloviné doslo k jejich roz¢lenéni na P1 a P2 skupinu (Burnstock
1977). V P2 skupiné rozliSujeme metabotropni P2Y receptory a ionotropni P2X receptory.

Purinergni receptory byly objeveny u nizsich zivocichl, bezobratlych a obratlovct
(Fountain and Burnstock 2009). Pozdéji byly popsany i u rostlin (Hou and Cao 2016). U
Cloveéka jsou popsany ve vétsSing tkani, kde maji rtizné funkce od vasodilatace, kontrakce
hladkého a srde¢niho svalu, pies imunitni odpovéd’ az po ucast v chronické a zanétlivé bolesti
(Schwab, Guo et al. 2005, Lamont, Vial et al. 2006, Donnelly-Roberts, McGaraughty et al.
2008).

Purinergni receptory jsou rozdéleny do dvou skupin podle povahy jejich aktivace.
Skupina Pl receptori je aktivovdna adenosinem, skupina P2 je pak aktivovana

extracelularnimi puriny, ptipadné pyrimidiny.
3.1 Pl receptory

P1 jsou adenosinem aktivované metabotropni receptory spiazené s G-proteiny, zvané
také adenosinové receptory. Podobné jako ostatni G-proteinové receptory je tvoii sedm
transmembranovych (TM) domén, extracelularni N-konec a intracelularni C-konec. (Bodin
and Burnstock 2001). Vysledkem jejich aktivace je ovlivnéni hladiny vnitrobunééného
cAMP. Dnes rozeznavame Ctyii podtypy P1 receptorii: A, Asa, Azp a Ajz. Kazdy podtyp ma
specifické agonisty a antagonisty. Projevy jejich aktivace jsou rozdilné, aktivace A receptort
zpusobuje inhibici adenylat cyklazy, A,5 a A,p adenylat cyklazu naopak aktivuji. Aktivovany
A3 receptor puisobi na adenylat cyklazu inhibi¢né, navic stimuluje aktivitu fosfolipdzy C
(PLC) (Ralevic and Burnstock 1998). P1 receptory se uplatituji naptiklad v nervovém
systému, kde ovliviiuji hladinu neurotransmiteru ¢i v kardiovaskularnim systému pfii regulaci

krevniho tlaku (Abbracchio, Burnstock et al. 2009).



3.2  P2receptory
3.2.1 P2Y receptory

P2Y jsou receptory citlivé k ATP, ADP a v n€kolika ptipadech k uridin-5'-trifostatu
(UTP). Podobn¢ jako P1 receptory, jsou P2Y receptory sprazené s G-proteiny. Tvoii je sedm
TM domén, N-konec orientovany vn€ buiky a C-konec orientovany intracelularné.
V soucasné dobé jsou P2Y receptory rozclenény na osm podtypt, které fadime do dvou
skupin podle typu sptfazeného G-proteinu. Do prvni skupiny patii podtypy P2Y;, P2Y,, P2Y4,
P2Ys, P2Y; spfazené s Gg-proteinem. Do druhé patii skupiny podtypy P2Yi,, P2Y 5 a
P2Y 4 sprazené s Gi-proteinem (Waldo and Harden 2004, Abbracchio, Burnstock et al. 2009).
Chybé¢jici ¢isla oznacuji podtypy, které nebyly nalezeny u savcl, nebo u nich nedochazi
k funk¢ni odpovédi na nukleotidy (Webb, Henderson et al. 1996).

Nejsilngjsim agonistou P2Y, a P2Y;; je ATP, u P2Y4 a P2Y¢ je nejsilnéjSim
agonistou UTP (Koizumi, Shigemoto-Mogami et al. 2007), u ostatnich podjednotek bud’ ATP
nebo ADP (O'Connor, Dainty et al. 1991). Signalizace ptes P2Y receptory miize vést
k aktivaci adenylat cykldzy a PLC, ktera pfes sekundarni posly ovliviiuje hladinu
intracelularnich Ca®" jontél. P2Y receptory se uplatiiuji naptiklad pii vasodilataci, relaxaci
hladké svaloviny, regulaci tvorby kostnich bunék a sraZzeni krve (Léon, Hechler et al. 1999,

Abbracchio, Burnstock et al. 2009).

3.2.2 P2X receptory

Purinergni P2X receptory patii mezi ligandem aktivované iontové kanaly. Iontové
kanaly jsou struktury prochazejici dvojvrstvou fosfolipidl, které se ucastni transportu ionta
pies membranu. Na rozdil od napétové ovladanych iontovych kanald, které meéni svoji
aktivitu v zdvislosti na zméné napéti na membrané, ligandem ovlddané kandly vyzaduji
navazani signdlni molekuly — ligandu. Po vazb¢ ligandu dochéazi ke zméné konformace, ktera
vede ke zméné jejich propustnosti. Dnes rozeznavame tfi hlavni skupiny ligandem
aktivovanych kanali, a to glutamatové kanaly, Cys-loop kandly a kanaly aktivované ATP (Le
Novere and Changeux 2001).

P2X receptory jsou iontové kanaly aktivované extracelularnim ATP. Jsou propustné
piedevsim pro jednomocné kationty Na a K, dvoumocné Ca kationty a malé organické
kationty (Liu and Adams 2001). V soucasné¢ dobé¢ je popsano sedm podjednotek P2X
receptoril, a to P2X;, P2X,, P2X;, P2X,4, P2Xs, P2Xs a P2X; (North 2002). Jednotlivé



podjednotky se od sebe lisi afinitou k agonistim, propustnosti pro Ca’’ ionty, délkou
aminokyselinového fetézce, nebo umisténim v buiice (Khakh and North 2006).

Dnes jiz vime, ze P2X receptory tvofi trimerni struktury. Pravé tvorba trimernich
struktur je jednim z charakteristickych znakli P2X receptorii, kterym se odliSuji od
glutamatovych tetramernich a acetylcholinovych pentamernich ligandem aktivovanych
iontovych kanall. (Kellenberger and Grutter 2015). Funkéni P2X receptory tvoii kromé
homotrimeri i heterotrimerni struktury (Tab. 1). Ne vSechny podtypy jsou vzdjemné funkéné
kombinovatelné. P2X, P2X,, P2X3 a P2X5 jsou vzajemné kombinovatelné. P2X, se muze
kombinovat s P2X; P2X5 a P2X¢. Podtyp P2X¢ kombinuje s P2X;, P2X,, P2X, a P2Xs.
Podtyp P2X5 tvofi heterotrimery s P2X.

Tabulka 1: Mozné usporadani podjednotek do heterotrimerti. Pfevzato z (North 2002) a

aktualizovano podle (Saul, Hausmann et al. 2013).
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Strukturalné se P2X receptory skladaji z velké extracelularni domény, dvou TM
domén (TM1 a TM2) a intracelularniho N-konce a C-konce. Extracelularni doménu P2X
receptoru tvoii prevazné B-skladané listy a n€kolik o-helixi (Obr. 2). Obsahuje také tii
vazebna mista pro ATP, ktera se nachazeji na rozmezi dvou podjednotek trimeru a deset
konzervovanych cysteintl, které se spojuji do péti disulfidickych mustkd a podileji se na
tvorbé trimerni struktury receptoru (Clyne, Wang et al. 2002, Hu and Hoylaerts 2010). Po
navazani ATP dojde ve struktufe receptoru ke konformacnim zménam, které se pienesou k
TM, kde dochazi k formovani vlastniho iontového kandlu (Hu and Hoylaerts 2010).

Dilezitou vlastnosti extracelularni domény je jeji glykosylace, kterd je kliCova pro
spravné skladani podjednotek do funkéniho stavu receptoru. Pocet konzervovanych sekvenci
pro glykosylaci se u jednotlivych podjednotek 1isi (Newbolt, Stoop et al. 1998). PIn¢ funkcni

receptory vyzaduji glykosylaci alespont dvou sekvenci. Receptory s jednou glykosylovanou



sekvenci prokazuji slabou odpovéd’ na ATP, protoze glykosylace mé dilezitou roli i1 pfi
transportu receptoru do plazmatické membrany (Nicke, Baumert et al. 1998, North 2002).

TM domény P2X receptori maji a-helikdlni strukturu. Kazd4 podjednotka trimeru
obsahuje dva a-helixy, iontovy kanal je tedy tvofen celkem Sesti helixy (Khakh and Egan
2005).

Intracelularni N-konec receptoru obsahuje konzervovanou fosforyla¢ni sekvenci, ktera
ma vliv na desenzitizaci receptoru (Boue-Grabot, Archambault et al. 2000). Intracelularni C-
konec, jehoz délka je rozdilnd u jednotlivych podtypti P2X receptori ma funkci pii
zabudovavani receptoru do membrany a jeho nasledné stabilizaci (Chaumont, Jiang et al.
2004, Kaczmarek-Héjek, Lorinczi et al. 2012).

Jednotlivé podjednotky P2X receptort jsou s riznou citlivosti aktivovany i dalSimi
(syntetickymi) agonisty (Tab. 2), zaroven také s rtznou citlivosti reaguji na antagonisty,

¢ehoz se ve studiich vyuziva k jejich rozliSeni (Coddou, Yan et al. 2011).



Tabulka 2: Agonisté a antagonisté P2X receptord.

Ptevzato z (von Kugelgen 2006) a upraveno podle (Coddou, Yan et al. 2011, Tvrdonova,
Rokic et al. 2014).

Podtyp Agonista (EC50/IC50)

ATP (0,1-0,7 uM) > af3-meATP (0,1-1 uM) = 2-meSATP (0,1-1 uM) > BzATP (0,7-24
P2X1 uM) > ATPyS (1 uM)

2-meSATP (1 uM) > ATP (2-8 uM) > BzATP (6-30 uM) > ATPyS (10 uM) > af-
P2X2 meATP (>100 uM)

2-meSATP (0,3 uM) > ATP (1 uM) > off-meATP (1-2 uM) > ATPyS (10 uM) > By-
P2X3 meATP (>300 uM)

ATP (3 uM) > 2-meSATP (10 uM) = ATPyS (10 uM) > BzATP (13 uM) > of3-meATP
P2X4 (80 uM) > CTP (200 uM)

ATP (0,5-4 uM) = 2-meSATP (0,5 uM) = ATPyS (0,5 uM) > BzATP (1-6 uM) > af3-
P2X5 meATP (1-12 uM)
P2X6 -

BzATP (10 uM) > 2-meSATP (200 uM) > By-meATP (>300 uM) = af-meATP (>300
P2X7 uM) > ATP (2-4 mM)
Podtyp Antagonista (EC50/1C50)
P2X1 NF449 (0,5 nM) > IP5I (3 nM) > TNP-ATP (6 nM) > PPNDS (15 nM) > NF279 (20 nM)

NF770 (19 nM) > PSB-1011 (79 nM) > PSB-10211 (86 nM) > NF776 (97 nM) > NF778
P2X2 (140 nM)
P2X3 TNP-ATP (1 nM) > RO-51 (10 nM) = AF-353 (10 nM) >R0O-4 (13 nM) > RO-85 (30 nM)

Paroxetin (2 uM) > BBG (3-100 uM) > TNP-ATP (15 uM) > NF023 (>100 uM) >
P2X4 Suramin (>300 uM) = PPADS (300 pM)
P2X5 PPADS (200-600 nM) > TNT-ATP (600-700 nM) > BBG (0,5) > Suramin (2-3)
P2X6 -

AZ11645373 (5-10 nM) > A804598 (10 nM) > AZ10606120 (10-200 nM) > BBG (15-
P2X7 250 nM) > A740003 (20-700 nM)




Wiy

(b)

Obrazek 2: Struktura krystalu AzfP2X2 receptoru.

Horni ¢ast obrazku (a) zobrazuje boc¢ni (vlevo) a spodni (vpravo) pohled na receptor
v uzavieném stavu. Spodni Cast obrazku (a) zobrazuje boc¢ni (vlevo) a spodni (vpravo) pohled
na receptor v otevieném stavu s navazanym ATP. Kazdad podjednotka trimeru je zakreslena
odlisnou barvou (modr4, hnéda, $ediva). Cast obrazku (b) zobrazuje samostatnou podjednotku
receptoru. Jednotlivé Casti ektodomény jsou podle podobnosti s delfinem oznaCovany jako
hlava, télo, leva ploutev, prava ploutev a hibetni ploutev. Cast ocasu tvoii transmembranové
domény TM1 a TM2. Pfevzato a upraveno z (Kawate, Michel et al. 2009, Browne, Jiang et al.
2010, Jiang, Taly et al. 2013)
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3.2.2.1 Transport P2X receptoru buitkou

Skladani  jednotlivych P2X podjednotek do trimernich struktur probiha
v endoplazmatickém retikulu (ER). Odtud jsou P2X receptory transportovany pies trans
Golgiho apardt do plazmatické membrany (Obr. 3). V plazmatické membrané jsou
stabilizovany pomoci konzervovaného YXXXK motivu, ktery je umistén na C-konci vSech
P2X receptort (Kaczmarek-Hajek, Lorinczi et al. 2012).

Distribuce a transport homotrimernich P2X receptori se li§i podle jednotlivych
podjednotek a bunécného typu, ve kterém jsou exprimovany (Bobanovic, Royle et al. 2002).
P2X receptory mizeme podle zptsobu jejich transportu rozd¢lit do tii skupin. Prvni skupinu
tvoti P2Xs a P2X¢ podtypy. Obé podjednotky se dominantné vyskytuji na ER. U P2Xs
podtypu je zndma sekvence zpusobujici jeho setrvani v ER, P2X¢ podtyp netvori funkcni
homotrimery (Saul, Hausmann et al. 2013). Druhé skupina obsahuje P2X, a P2X; podtypy.
Pro podtypy této skupiny je charakteristicka prodlouzena doba transportu bunikou a pomala
akumulace na plazmatické membrané. P2X, a P2X; podtypy vykazuji minimdlni miru
internalizace (Murrell-Lagnado and Robinson 2013). Posledni skupinu tvoii P2X;, P2X; a
P2X4 podtypy. Pro podtypy této skupiny je charakteristické primarni sméfovani do endozomu
a vysoka mira konstitutivni internalizace (Bobanovic, Royle et al. 2002). U heterotrimernich
receptort se pfedpokladd podobny mechanizmus transportu jako u podjednotek, ze kterych se
heterotrimerni receptor sklada (Bobanovic, Royle et al. 2002).

V plazmatické membrané jsou P2X receptory Casto lokalizovany v lipidovych raftech.
Mira asociace P2X receptori a lipidovych raftt se lisi podle bunééného typu (Allsopp, Lalo et
al. 2010). Zpisob, jakym jsou P2X receptory do lipidovych rafti sméfovany je prozatim
nejasny. P2X,; receptory byly lokalizovany v oblastech bohatych na cholesterol spole¢né
s flotillinem 1 a 2, coz jsou proteiny specifické pro lipidové rafty (Vial and Evans 2005).
P2X; podtyp je schopny interakce s caveolinem-1, ktery je soucasti kaveolarniho typu
lipidickych raftti (Patel and Insel 2009). Blokaci caveolinu-1 doslo k snizeni exprese P2X5
v membrané (Weinhold, Krause-Buchholz et al. 2010). Pfi pouziti detergentu Triton-X doslo
k ptesunu P2X receptorti mimo oblasti lipidovych raftd. P2X5 a P2X, receptory reaguji na
niz§i koncentrace detergentu nez P2X, a P2X,, ¢imz se prokdzalo, ze asociace v raftech se u

jednotlivych podtypti P2X rtizni (Allsopp, Lalo et al. 2010).
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Obrazek 3: Transport P2X receptoru buiikou

P2X 35 receptory jsou z ER transportovany pies trans Golgiho apardt (1) do plazmatické
membrany (2). P2X; receptor mize byt z endozomu recyklovan (6). P2X¢ receptor setrvava
na ER. V ramci heterotrimeru muze byt P2Xs podjednotka transportovana do plazmatické
membrany. P2X4 receptor je sméfovan do pozdnich endozomu (3) a lysozomu (8), odkud
muze byt recyklovan. Z plazmatické membrany je stahovan do ¢asnych endosomt (4). P2X5
receptor je pies trans Golgiho aparat transportovin do membrany, odkud miize byt

internalizovan. Pievzato a upraveno z (Murrell-Lagnado and Qureshi 2008).
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3.2.2.1.1 Podtypy a specifika jejich transportu
3.2.2.1.1.1  P2X1 receptor

P2X; receptor byl poprvé izolovan ze svaloviny chdmovodu potkana, u ¢loveka
z bunék mocového méchyte (Valera, Hussy et al. 1994, Valera, Talabot et al. 1995). Exprese
P2X, receptoru byla dale popsana v bunkéach srde¢ni svaloviny, hladké svaloviny cév,
miSnich neuronti, hippokampu, mozecku, trombocytech a neutrofilnich granulocytech
(MacKenzie, Mahaut-Smith et al. 1996, Vulchanova, Arvidsson et al. 1996, Lecut, Frederix et
al. 2009).

Podjednotka P2X; receptoru je tvofena 399 aminokyselinami. Charakteristickou
vlastnosti receptoru je jeho rychld aktivace a desenzitizace po navazani agonisty. Naopak
obnoveni z desenzitizovaného stavu je pomaly proces, ktery souvisi s transportem receptoru
zpet do intracelularniho prostfedi (Buell, Michel et al. 1996). Agonist¢ P2X; receptoru
sefazeni podle ucinnosti jsou: a,B-methylen ATP (af-meATP), ATP, 2-methylthio-ATP (2-
meSATP), 2'(3")-O-4-benzoylbenzoyl)-ATP (BzATP) a adenosine-5"-O-(3-thiotrifosfat)
(ATPyS) (Coddou, Yan et al. 2011). Vycet nejsilnéjSich antagonistd P2X; receptoru je
uveden v tabulce 2. Propustnost P2X; receptoru pro Ca*" ionty je relativng vysoka. Inhibice
receptoru extracelularnim vapnikem je zanedbatelna (Khakh 2001).

Ucast P2X, receptoru byla popsana naptiklad u fyziologickych procesti kontrakce
hladké svaloviny a shlukovani krevnich desticek. P2X; receptory jsou vysoce exprimovany
v hladké svalovin¢ artérii, moCového mechyie a chamovodu. Zde jsou aktivovany ATP, ktery
je vylucovan jako kotransmiter s noradrenalinem na nervosvalovych ploténkach sympatiku.
Aktivace receptoru ma za nasledek vtok iont Ca®', které¢ dale vyvolaji aktivaci
vnitrobunéénych drah vedoucich ke svalové kontrakei (Vial and Evans 2002, Lamont, Vial et
al. 2000).

P2X receptory exprimované na povrchu krevnich desticek mohou byt aktivovany
ATP, ktery je vylucovan z poskozenych endotelovych bunc¢k nebo erytrocyti. Aktivace
receptoru zpiisobi vtok Ca®" iontd, ktery spusti signalizatni kaskady, jejichz nasledkem
dojede ke zméné tvaru krevnich desti¢ek a jejich agregaci (Toth-Zsamboki, Oury et al. 2003,
Hu and Hoylaerts 2010).

Kompletni P2X; receptory jsou z ER pfes trans Golgiho aparat transportovany
primarné¢ do plazmatické membrany (Murrell-Lagnado and Robinson 2013). Sekvence
zodpoveédna za transport receptoru do plazmatické membrany nebyla dosud identifikovana.
Transport a exprese P2X,; receptoru na plazmatické membrané je ovlivnéna interakci
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s dalsimi proteiny. Popséna byla interakce s heat shock proteinem 90 (HSP90), chaperonem
ktery kromé jiného ovliviiuje expresi ostatnich proteinti v buiice. Inhibice HSP90 vyvolana
geldanamycinem zpusobila snizeni exprese P2X; receptoru na povrchu bunky
(Suttitanamongkol, Gear et al. 2000). Kromé¢ cileni receptoru k plazmatické membrané¢ ma
HSP90 vliv také na dobu jeho desenzitizace, ktera se pii inhibici HSP90 zkracuje az o 25%
(Lalo, Jones et al. 2012).

P2X; receptory jsou vysoce mobilni a na rozdil od stabilnich P2X, receptort
podstupuji ¢astou internalizaci a naslednou recyklaci vyvolanou aplikaci agonisty (Murrell-
Lagnado and Robinson 2013). Pomoci FRAP metody bylo pozorovano, ze pomér mobilnich a
nepohyblivych P2X;-eGFP oznacenych receptori v membrané je 75% mobilnich a 25%
nepohyblivych (Lalo, Allsopp et al. 2010). Pomoci FRAP (obnoveni fluorescence po
fotovybéleni) metody byl také zkouman podil novych a recyklovanych receptorti v ptirtistku
do mobilni ¢asti. Pouziti inhibitoru proteosyntézy cykloheximidu prokazalo malou roli nové
syntetizovanych receptori na obnoveni fluorescence po vybéleni. K obnoveni doslo diky
ucasti recyklovanych receptort z endozomii.

Pouzitim brefelidinu A (BFA), ktery zpusobuje kolaps Golgiho aparatu a
vezikularniho transportu, ¢imZ se znemozni moznost recyklace, doSlo k omezeni navratu
vysvicenych receptori do membrany (Vacca, Giustizieri et al. 2009, Lalo, Allsopp et al.
2010). Internalizace P2X; receptorti do endosomu tedy probihd BFA senzitivni cestou. Na
rozdil od P2X3; a P2X, receptori, které jsou také internalizovany, nebyla u P2X; receptora
doposud popséna sekvence, na jejimz zakladé jsou smérovany k recyklaci. Aktivace P2X,
receptoril vede k vySsi mife jejich internalizace a recyklace (Ennion and Evans 2001).

Inhibici dynaminu inhibitorem dynasorem doslo k snizeni recyklace FRAP
vysvicenych receptorti, coz naznacuje zavislost transportu a recyklace P2X; receptorii na
dynaminu a klathrinu (Preta, Cronin et al. 2015). Inhibice transportu pomoci BFA a dynasoru
prodlouzila dobu odpovédi receptoru na agonistu i dobu desenzitizace, da se tedy
pfedpokladat, Ze internalizace a recyklace receptoru hraje roli pfi jeho obnové
z desenzitizovaného stavu (Maxfield and McGraw 2004, Lalo, Allsopp et al. 2010).

DiileZitou roli p¥i prvotnim transportu P2X,; receptord do membrany hraje His®>
lokalizovany na C-konci, H355A mutant se projevil snizenou expresi (Vial, Rigby et al.

2006).

14



3.2.2.1.1.2  P2X2 receptor

P2X, receptor byl poprvé izolovan z PC12 bunck (Brake, Wagenbach et al. 1994).
Exprese P2X, receptoru byla popsdna v perifernim a centralnim nervovém systému,
konkrétné v buitkach mozecku, hippokampu, hypotalamu, kiry mozkové a zadnich rozich
misSnich (Housley, Kanjhan et al. 1999, Burnstock 2004). P2X, receptory se dale vyskytuji
v buiikach endotelu, hypofyzy, diené nadledvin, hladké a srdec¢ni svaloviny (Vulchanova,
Arvidsson et al. 1996, Vial, Rigby et al. 2006, Morton-Jones, Vlajkovic et al. 2015).

Podjednotka P2X, receptoru je tvofena 472 aminokyselinami, oproti P2X; receptoru
obsahuje prodlouzeni na C-konci. Aktivovany P2X, receptor je propustny pro jedno a
dvoumocné kationty. Pokud je vystaven dlouhodobé pritomnosti agonisty, stava se
propustnym i pro velké organické molekuly a kationty, jako je napiiklad NMDG" (Virginio,
MacKenzie et al. 1999, Mittal, Grati et al. 2016). Charakteristickou vlastnosti P2X, receptoru
je jeho pomaléd desenzitizace a pomérné rychlé obnoveni z inaktivovaného stavu (Evans,
Lewis et al. 1995, Coddou, Yan et al. 2015). Agonist¢ P2X, receptoru sefazeni podle
ucinnosti jsou: 2-meSATP, ATP, BzZATP, ATPyS a afj-meATP (Coddou, Yan et al. 2011).
Vycet nejsilnéjSich antagonistd P2X, receptoru je uveden v tabulce 2. Fyziologické funkce
P2X se lisi podle typu bunék, ve kterych jsou exprimovany. Casto se vyskytuji jako P2X,3 a
P2X,6 heteromery.

Kompletné slozené homotrimerni P2X, receptory jsou priméarné lokalizovany na ER.
Jejich transport do plazmatické membrany je relativné pomaly. Sekvence adresujici receptor
na membranu nebyla prozatim popsana (Murrell-Lagnado and Qureshi 2008). Prodlouzena
doba transportu P2X, receptorti miize byt ovlivnéna interakcemi s dalSimi proteiny. Tyto
interakce maji vliv také na funk¢nost receptorii (Bobanovic, Royle et al. 2002).

Popsana byla interakce s adaptorovym proteinem Fe65, ktery se vaze na C-koncovou
doménu receptoru, ¢imz ovliviluje jeho iontovou propustnost a expresi (Masin,
Kerschensteiner et al. 2006). P2X, receptory interaguji také s receptory kyseliny v-
aminomaselné typu A (GABA,) (Murrell-Lagnado and Robinson 2013). Vyskyt
interagujicich P2X, a GABA receptorti byl vizualizaci Forsterova rezonan¢niho ptfenosu
energie (FRET) potvrzen v cytosolu a plazmatické membrané. Pouzitim defektnich mutantt
GABA receptoru doslo ke snizeni exprese obou typil receptorti na bunééném povrchu.
Interakce s GABA 4 receptory tedy ovliviiuje transport P2X, receptorti bunikou (Shrivastava,

Triller et al. 2011).
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Dal§im proteinem, ktery interaguje s P2X, receptory a ovliviiuje jejich expresi je
VILIP1. FRAP metodou bylo pozorovano, ze interakce s visinin-like proteinem 1 (VILIPI)
navysuje pocet P2X, receptorli exprimovanych na plazmatické membrané a zvySuje jejich
citlivost k ATP (Chaumont, Compan et al. 2008). Popsana byla 1 interakce P2X, receptoru s
BIII tubulinem. Ten hraje dilezitou roli v mnoha bunénych procesech vcetné transportu
vacka. Je tedy mozné, Ze tato interakce ovliviiuje transport P2X, receptorit (Gendreau,
Schirmer et al. 2003).

Povrchova exprese P2X, receptoru se vyrazné snizila mutacemi konzervovanych
aminokyselin Y362A a K366A v YXXXK motivu. Mutace okolnich aminokyselin v rozmezi
od Lys*® do Lys*® v TM2 nemély Zadny vliv na expresi receptoru (Chaumont, Jiang et al.
2004, Vial, Rigby et al. 2006). P2X, receptory jsou v plazmatické membrané relativné

stabilni a prokazuji jen minimalni internalizaci (Murrell-Lagnado and Robinson 2013).
3.2.2.1.1.3 P2X3 receptor

P2X3 receptor byl poprvé izolovan ze senzorickych neuront dorzalnich kotfenovych
ganglii (Burnstock 2006b). Vyskyt P2X3 receptorti byl popsan predevSim na Ay-vldknech
neuron, na nemyelinizovanych C-vldknech, vldknech dorzalnich kotfenovych ganglii,
nododznich a trigeminalnich ganglii (Vulchanova, Arvidsson et al. 1996, Burnstock 2004).

Podjednotka P2X3 receptoru se skldda z 393 aminokyselin (Souslova, Ravenall et al.
1997). Charakteristickymi vlastnostmi P2X3 receptoru jsou velmi rychla aktivace a
desenzitizace (Lewis, Neidhart et al. 1995). Navrat receptoru z desenzitizované¢ho stavu je
naopak velmi pomaly. ZvySenim extracelularni koncentrace Ca®" miZe byt navrat urychlen.
Zvyiena extracelularni koncentrace Mg”’, nebo snizena koncentrace Ca>", naopak piisobi
snizeni rychlost navratu (Giniatullin, Sokolova et al. 2003). Agonisté P2X3 receptoru sefazeni
podle ucinnosti jsou: 2-meSATP, ATP, af-meATP, ATPyS a B,y-methylen ATP (By-meATP)
(Coddou, Yan et al. 2011). Vycet nejsiln€jSich antagonisti P2X3; receptoru je uveden
v tabulce 2.

P2X53 receptor se uplatiuje pii akutni Dbolesti, neuropatické bolesti a
mechanotransdukci (Zagorodnyuk, Brookes et al. 2009).

P2X3 receptory podstupuji podobné jako P2X; receptory konstitutivni internalizaci
z plazmatické membrany. Kompletné slozené P2X; receptory jsou ale z ER pies trans
Golgiho aparat smétovany primarné do pozdnich endozomil a lysozoma (Murrell-Lagnado
and Qureshi 2008). Inhibici endocytézy dochazi k akumulaci P2X3 receptori na plazmatické
membran¢€. Za rovnovazného stavu endocytdza P2X; receptort prevazuje nad transportem do

16



plazmatické membrany. V plazmatické membrané se tak vyskytuje minimdlni pocet
receptort. (Vacca, Giustizieri et al. 2009). Receptory mohou byt po endocytdze recyklovany
zpét na membranu, nebo sméfovany do lysozomii k degradaci. VEtSi Cast receptori je
sméfovana do lysozomu. P2X3 receptory ur¢ené k degradaci v lysozomu jsou oznaCovany
ubikvitinaci. Na C-konci receptoru se nachazi né€kolik konzervovanych lyzinovych rezidui,
kterd jsou potenciondlnim cilem ubikvitinace. Navic se zde nachazi konsenzus sekvence
DSGWYXS, kterd je vyuzivana u dalSich protein béhem ubikvitin-dependentni degradace
(Shirane, Hatakeyama et al. 1999). Na C-konci P2X; receptoru se dale nachdzi dva
konzervované leuciny v motivu DXXLL, coz je konsenzus vazebna sekvence pro proteiny
transportované z trans Golgiho aparatu do endozomt (Bonifacino and Traub 2003). Podobné
jako u P2X; receptori, po vystaveni P2X; receptoru agonistovi se zvys$i mira jeho
internalizace. Exprese P2X; receptorii na plazmatické membrané muiize byt stimulovana
pritomnosti kalcitonin piibuznému peptidu (CGRP; calcitonin gene-related peptid) (Fabbretti,
D'Arco et al. 2006). Popsan byl také vztah mezi P2X; receptorem a Ca”'/kalmodulin
dependentni proteinkindzou II (CaMKII). Aktivovanad CaMKII miize zvysit odpovéd P2X3

receptorii na ATP stimulaci jejich exprese na plazmatickou membranu (Xu and Huang 2004).
3.2.2.1.1.4  P2X4 receptor

P2X4 receptor byl poprvé izolovan z mozku potkana (Bo, Zhang et al. 1995). Kromé
CNS je P2X4 receptor hojné distribuovan v bunkach autonomnich ganglii, plic, cévniho
endotelu, mocového méchyte, slinivky, brzliku, stfev, imunitniho sytému a srdec¢ni svaloviny
(Seguela, Haghighi et al. 1996, Soto, Garcia-Guzman et al. 1996, Bo, Kim et al. 2003).

Podjednotku P2X4 receptoru tvoii 388 aminokyselin (Dhulipala, Wang et al. 1998).
Desenzitizace P2X4 receptoru je pomalejsi nez u podtypt P2X; a P2X3, ale rychlejsi nez u
podtypt P2X,, P2Xs a P2X;. P2X4 receptor je v ramci P2X receptorti vysoce propustny pro
Ca”" ionty. Vysoce propustny je i pro Na', K™ a Cs” ionty (Soto, Garcia-Guzman et al. 1996).
Podobné jako u P2X, receptoru, pii dlouhodobé aplikaci agonisty se P2X, receptor stava
propustny pro velké organické kationty jako NMDG" a YO-PRO-1 (Khakh, Proctor et al.
1999, Virginio, MacKenzie et al. 1999). Agonisté P2X,4 receptoru setazeni podle uc¢innosti
jsou: ATP, 2-meSATP, ATPyS, BZATP a af-meATP (Tvrdonova, Rokic et al. 2014). Velmi
slabou odpovéd’ prokazuje na B,y-methylen ATP (By-meATP) a cytidin-5'-trifosfat (CTP)
(Coddou, Yan et al. 2011). Jejich u€¢inek mize byt zesilen pfidanim modulatoru ivermektinu
(Priel and Silberberg 2004). Vycet nejsiln€jSich antagonisti P2X, receptoru je uveden
v tabulce 2.
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P2X4 receptory se uplatiiuji v neuronech na rychlych nervovych spojenich. Na
presynaptické membrané je jeho aktivaci stimulovano vylucovani vacklt s medidtorem. Na
postsynaptické membrané moduluje postsynapticky signal (Franklin, Asatryan et al. 2014).
P2X4 receptory jsou exprimovany aktivovanymi mikrogliemi, které reaguji na poskozeni
nervovych buné¢k. Piedpokladd se tedy, ze P2X,4 se uplatiiuji pii chronické neuropatické
bolesti (Schwab, Guo et al. 2005).

P2X4 receptory podstupuji konstitutivni internalizaci z plazmatické membrany,
podobné¢ jako P2X; a P2X;. Kompletni homotrimerni P2X, receptory jsou z ER pies trans
Golgiho aparat dominantné transportovany do pozdnich endozomt a lysozoma (Murrell-
Lagnado and Robinson 2013). V soucasné dobé& neni jasné, jestli P2X; a P2X, receptory musi
projit plazmatickou membranou, nebo jsou transportovany z trans Golgiho aparatu piimo do
pozdnich endozomti a lysozomi. Doposud nebyl vysvétlen ani divod jejich smétovani do
pozdnich endozomii a lysozomi. Lysozomy byly popsany jako dilezité zasobarny Ca®" iontd
(Churchill, Okada et al. 2002, Kilpatrick, Magalhaes et al. 2016). Moznym vysvétlenim pro
smé&fovani Ca>" vysoce propustnych P2X, receptorti do lysozomil je jejich zapojeni do
regulace toku Ca”" ionti mezi cytosolem a lumen lysozomi.

Konstitutivni endocytdéza P2X, receptoril je proces zavisly na dynaminu a klathrinu.
Pouzitim mutantniho dynaminu-1(K44A) doslo knavySeni poctu P2X, receptori na
plazmatické membrané, coz byl disledek inhibice na dynaminu dependentni endocytdzy
(Bobanovic, Royle et al. 2002). Stejny vliv na navySeni povrchové exprimovanych P2X,
receptorit mélo pouziti inhibitoru endocyt6zy dynasoru (Boumechache, Masin et al. 2009).

Na C-konci P2X, receptoru byl popsan kanonicky YXXV motiv a nekanonicky
YXXGL motiv. Mutace Y372 obsazen¢ho v YXXV motivu nezménila miru endocytdzy
receptoru. Naopak mutace Y387 obsazeného v YXXGL motivu miru endocytdzy znacné
zmenSila. Mutace Y367A a K371A v okoli YXXGL motivu zptsobily nefunkénost receptoru.
Nekanonicky YXXGL motiv se ukédzal byt klicovym pro transport P2X, receptoru do
lysozomu (Royle, Qureshi et al. 2005).

Na endocytdze P2X4 receptoru se podileji adaptorové proteiny, konkrétné AP-2. AP-2
se pomoci p2 podjednotky vaze na YXXGL motiv P2X, receptoru. AP-2 dale
zprostiedkovava vazbu na klathrin (Owen, Collins et al. 2004). Internalizace P2X4 receptoru
mize byt také regulovana vysokou aktivitou protein kindzy A (PKA). Predpoklada se, ze
zvySend hladina cAMP snizuje miru endocytdzy fosforylaci AP-2 (Brown and Yule 2010).

123

Na N-konci P2X4 receptoru byl popsan motiv L** I, ktery je podobny dileucinovym

motivim zodpovédnym za piimy transport batterin proteinu z trans Golgiho aparatu do
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lysozomu (Kyttala, Thrke et al. 2004). Mutacemi v motivu L** I** se zvysila hladina P2X,
receptortl na plazmatické membrang. Tim byla potvrzena jeho dulezita role v transportu P2X4
receptort do lysozomil (Qureshi, Paramasivam et al. 2007).

Hladina P2X, receptorti v plazmatické membran¢ mutze byt navySena i lysozomalni
exocytozou. K ni dochédzi napiiklad p¥i zvysené hlading Ca®’ iontd v cytosolu. Vzhledem
k vysoké permeabilité P2X, receptoru pro Ca’" ionty mizeme predpokladat, Ze existuje
pozitivni zpétna vazba vyvolana aktivaci receptoru (Qureshi, Paramasivam et al. 2007).

Na rozdil od P2X3 receptort, P2X, receptory jsou stabilni a nejsou v lysozomech
degradovany. Proti degradaci jsou chranény N-glykosylaci v oblasti mezi TM doménami

receptoru (Murrell-Lagnado and Robinson 2013).
3.2.2.1.1.5  P2XS receptor

P2Xs receptor byl poprvé izolovan ze sympatickych ganglii potkana (Collo, North et
al. 1996). Jeho vyskyt byl popsan v buitkach CNS, brzliku, mocového méchyte, mocovodu,
stieva, nadledvin, kosterni svaloviny a srde¢ni svaloviny (Meyer, Groschel-Stewart et al.
1999, Lee, Bardini et al. 2000, Ryten, Dunn et al. 2002, Gayle and Burnstock 2005). Jejich
vyskyt byl zaznamenan také v proliferujicich koznich bunkach a diferencujicich svalovych
bunkach (Greig, Linge et al. 2003, Calvert, Shabbir et al. 2004).

Podjednotka P2Xs receptoru je tvofena 455 aminokyselinami. Charakteristické znaky
P2Xs receptoru jsou jeho rychla aktivace a velmi pomald napétové zavisla desenzitizace
(Collo, North et al. 1996). Zvlastni vlastnosti P2Xs receptoru je jeho relativné vysoka
propustnost pro Cl” ionty (Bo, Kim et al. 2003). Agonist¢ P2Xs receptoru setazeni podle
ucinnosti jsou: ATP, 2-meSATP, ATPyS, BzATP a afj-meATP (Coddou, Yan et al. 2011).
Vycet nejsilngj$ich antagonisti P2Xs receptoru je uveden v tabulce 2

Fyziologické funkce P2X5 receptoru nebyly dosud dobte popsany, soudi se, Ze mohou
hrat roli pii regulaci bunééné proliferace a diferenciace kosterniho svalstva a kize (Ryten,
Dunn et al. 2002, Calvert, Shabbir et al. 2004).

V 85% lidské populace je syntetizovana zkracena verze P2Xs receptoru, ktera
postrada cast korespondujici s exonem 10 (Bo, Jiang et al. 2003). Zkracena verze receptoru
postrada Cast C-konce a ¢ast TM2 domény, coz ma za nasledek neschopnost spravného
sklddani do homotrimera (Duckwitz, Hausmann et al. 2006, Murrell-Lagnado and Qureshi
2008).P2X s receptor se Casto vyskytuje v heteromernim P2X ;s stavu.

Prestoze spravné slozené P2Xs receptory mohou byt transportované na plasmatickou
membranu, mistem jejich primarniho vyskytu je ER. U potkana byla na C-konci receptoru
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4%4_Val-His byla popsana u mysi.

popséana sekvence Arg'**-Val-Arg, podobna sekvence Arg
Tento RXR motiv zodpovédny za setrvavani P2Xs receptord v ER byl nalezen i u dalSich
iontovych kanali (Ma and Jan 2002, Bo, Kim et al. 2003). Mutace v RXR motivu vSak
zpusobila jen minimalni ptirtstek P2Xs receptorii na plazmatické membrané. P2Xs receptory

neprochazi konstitutivni endocytézou.
3.2.2.1.1.6  P2X6 receptor

P2X¢ receptor byl poprvé izolovan z mozku potkana (Soto, Garcia-Guzman et al.
1996). Vyskyt P2X¢ receptortt byl popsan v mozecku, hippokampu, Purkynovych bunkach,
slinnych zlazach, a v bunkéach kosterniho a srdecniho svalstva (Collo, North et al. 1996,
Worthington, Dutton et al. 1999, Bobanovic, Royle et al. 2002).

Podjednotka P2X; receptoru je tvofena 379 aminokyselinami (Kaczmarek-Héjek,
Lorinczi et al. 2012). Jako jediné ze skupiny P2X receptort, P2X¢ podjednotky nejsou
schopny vytvofit funkéni homotrimery. Podjednotky P2X¢ zGstavaji nefunkéni v ER. P2X
podjednotky se v plazmatické membrané vyskytuji ve formé P2X,s a P2Xy4 heteromert,
které se podobaji svymi vlastnostmi P2X,, respektive P2X4, podjednotkdm (Bobanovic,
Royle et al. 2002). Nefunkéni P2X¢ receptor se podafilo exprimovat na plazmatickou
membranu diky rozsahlé N-glykosylaci (Jones, Vial et al. 2004). Na N-konci P2X¢ receptoru
byl popsdn region obsahujici 14 aminokyselin, ktery neobsahuje zadnd dalsi P2X
podjednotka. Tento region mize byt zodpovédny za znemoznéni skladani do trimerniho stavu
a omezeni transportu do plazmatické membrany. Jeho odstranénim je umoznéna glykosylace

podjednotek a jejich transport na bunéény povrch (Ormond, Barrera et al. 2006).
3.2.2.1.1.7  P2X7 receptor

P2X5 receptor byl poprvé izolovan z mozku potkana (Surprenant, Rassendren et al.
1996). P2X; receptor se vyskytuje v predevSim v bunikdch imunitniho systému, konkrétné
v makrofazich, lymfocytech, mikrogliich a Zirnych bunkéch (Collo, Neidhart et al. 1997).

Podjednotka P2X; receptoru se skldda z 595 aminokyselin. Obsahuje prodlouzeni o
stovku aminokyselin na C-konci a je tak nejdelsi z celé P2X rodiny. Charakteristickd pro
P2X7 receptor je jeho nizka senzitivita k nukleotidiim. Desenzitizace receptoru je pomala,
muze byt ovlivnéna extracelularnimi kationty (Surprenant, Rassendren et al. 1996). Agonisté
P2X7 receptoru sefazeni podle ucinnosti jsou: BZATP, 2-meSATP, By-meATP, aff-meATP a
ATP (Coddou, Yan et al. 2011). Vycet nejsilngjSich antagonisti P2X; receptoru je uveden
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v tabulce 2. Pii dlouhodobém plisobeni agonisty se P2X; receptor stava propustnym pro velké
organické kationty.

P2X; receptor ovliviiuje mnoho fyziologickych procest. Aktivaci kaspazy-1
zprostiedkovava uvolnovani cytokind, naptiklad interleukinu-1p (IL-1B) (Verhoef, Estacion et
al. 2003). P2X; receptor je nékdy oznacovan jako receptor smrti, jeho dlouhodobou stimulaci
se je spusténa apoptotickd kaskada (North 2002). Skrze stimulaci IL-1p P2X; receptor
vyrazné ovliviiuje neurodegradaci (Allan and Rothwell 2001).

Kompletné slozené P2X; receptory jsou primarn¢ lokalizovany na ER. Podobn¢ jako u
P2X, receptort je jejich transport a akumulace v plazmatické membrané relativné pomaly
proces (Murrell-Lagnado and Robinson 2013). Transport P2X; receptorti butikou se lisi podle
bunééného typu. V monocytech a lymfocytech se vyskytuji pfedevSim v intraceluldrnim
prostiedi, naopak v makrofazich se vyskytuji dominantné v plazmatické membrané (Kim,
Spelta et al. 2001). Béhem transportu intracelularnim prostorem P2X; receptor interaguje
s fadou dalSich proteint, naptiklad s HSP90, které ovliviiuji funkéni vlastnosti receptoru
(Adinolfi, Kim et al. 2003). Na C-konci P2X receptoru byla popsana konzervovana sekvence
umisténd mezi aminokyselinami 573-590, ktera je velmi podobné vazebné sekvenci nalezené
u lipopolysacharid vaziciho proteinu (lipopolysaccharide binding protein; LPB). Tato
sekvence ovliviluje lokalizaci receptoru v membrané interakci s fosfolipidy (Denlinger,
Fisette et al. 2001). Mutacemi C572, N574, a F581 byla prokazana dulezitost této sekvence,
mutantni receptory nebyly schopny transportu do membrany. Funk¢nost a transport P2X5
receptoru ovliviiuje také polymorfizmus na pozici 1729T—A cDNA. Ten se projevuje
zménou izoleucinu na asparagin na pozici 568 v oblasti C-konce P2X; receptoru (Wiley,
Dao-Ung et al. 2003). Receptory s touto mutaci nejsou schopné transportu do membrany
(Denlinger, Sommer et al. 2003). P2X; receptory jsou v plazmatické membrané relativné

stabilni a prokazuji jen velmi malou miru internalizace.

4 Zavér

Cilem této bakalaiské prace bylo popsat transport purinergnich P2X receptorti bunkou.
Transportni mechanizmy se u jednotlivych podjednotek P2X receptora riizni. P2X receptory
jsou vysoce mobilni, podstupuji konstitutivni endocytézu a mohou byt recyklovany zpét na
membranu. P2X, receptory Kkonstitutivni endocytézu nepodstupuji, jsou primarné
lokalizovany na ER a jejich transport na plazmatickou membranu je velmi pomaly. P2X;5

receptory jsou z plazmatické membrany internalizovany do pozdnich endozomii a lysozomd,
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kde dochazi k jejich degradaci. P2X4 receptory jsou primarné smétovany do lysozomdi, odkud
mohou byt recyklovany na membranu. V lysozomech jsou chranény pted degradaci N-
glykosylaci. P2Xs podjednotka se u Cloveka vyskytuje ve zkracené verzi, kterd neni za
fyziologickych podminek schopna transportu do plazmatické membrany. P2X¢ podjednotka
jako jedind neni schopna spravného slozeni do trimerniho stavu a na plazmatické membrané
se objevuje pouze v podobé heteromert. P2X; receptory jsou primarné lokalizovany na ER,
jejich charakteristickou vlastnosti je pomaly transport builkou a pomald akumulace
v endoplazmatické membrang.

Jedinou doposud objevenou vSem P2X receptorim spole¢nou sekvenci ovliviiujici
transport je YXXXK motiv umistény na C-konci, ktery stabilizuje receptory v membrang. U
vétSiny podjednotek byly popsany dalsi, nekanonické, aminokyselinové sekvence ovliviiujici
jejich transport.

Béhem transportu buiikou interaguji P2X receptory s mnoha dalS§imi proteiny, které
kromé transportu samotného ovliviiuji miru jejich exprese, aktivitu a rychlost desenzitizace.
V plazmatické membrané se P2X receptory ¢asto nachazi v lipidovych raftech, mira asociace
s lipidovymi rafty se u jednotlivych podjednotek rizni.

Mechanismy transportu P2X receptort buiikou jsou v soucasné dob& popsany jen na
velmi zdkladni trovni a v budoucnosti bude nutné jejich dalsi zkoumdani. P2X receptory
figuruji naptiklad ve vnimani bolesti, v neurodegenerativnich procesech, arteriosklerdéze nebo
pii imunitnich zanétlivych reakcich. DalSim studiem jejich transportnich mechanismu
muzeme prohloubit souCasné znalosti a pfispét k objevu novych poznatkl, které mohou

pomoci pii zdokonalovani 1é¢by lidskych onemocnéni.
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