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|. Abstrakt

Purinergni P2X receptory jsou membranové Kkationtdanaly stimulované
extracelularnim ATP. U saudylo dosud nalezeno sediiznych podtyfi, ozn&ovanych
jako P2X1-7, které svoji stavbouteplstavuji novou rodinu ligandetfzenych iontovych
kanali s vyjime&nymi strukturg-funkénimi vlastnostmi. Tyto receptory jsou sdsti
rozsahlého purinergniho signakného komplexu, ktery se upiatje jak v nervovém
systému tak v somatickych tkanich. V centralnimvoeém systému jsou P2X receptory
velmi hojre zastoupeny v hypotalamu a hypofyze, kde se podilfizeni z&kladnich
homeostatatickych a reprodirkch funkci organismu.

Hlavni ¢ast mé prace pojednava o expresi a &ankiloze neuronalnich P2X
receptoéi v supraoptickych jadrech hypotalamu v mozku podkavi magnocelularnich
supraoptickych neuronech jsou syntetizovany hormoxkytocin a arginin-vasopresin,
které reguluji porod a laktaci, respektive hosgeda organismu s vodou a udrZzovani
krevniho tlaku. Vylev obou hormérdo systémového éhu ze zadniho laloku hypofyzy
zavisi na elektrické aktivitsupraoptickych neurdn ktera jetizena synaptickymi vstupy
aferentnich neurdn V nedavné dabbylo nalezeno, Ze sekrece hormonu je stimulovana
také extracelularnim ATP. Cilem mé prace byldtizjodtypy gitomnych P2X receptér
a jejich vyznam pro elektrickou aktivitu a synaggigienos v supraoptickych neuronech.

Druhou cast mé prace twd studie struktur&funkenich vlastnosti vybranych
rekombinantnich P2X receptorFunkéni P2X receptor je tven 3 podjednotkami, kde
kazda podjednotka ma édransmembranové domény. Krystalograficka data wjkaze
por iontového kanalu se nachazi mezi druhymi tramsbranovymi doménami.
Krystalova struktura vSak byla ¥gSena pro receptor v uzamém stavu a bez navazaného
ATP, a proto mechanismus otevirani iontoveého kamalgesna struktura vazebného
mista pro ATP nejsou dosud znamy. Technikou boduouéageneze jsmeesSili otdzku
vazebného mista P2X4 receptoru pro alostericky matatuivermektin, funkni vyznam
konzervovanych aromatickych aminokyselin v ha@sti prvni transmembranové domény
u P2X1, P2X2, P2X3, P2X4 a P2X7 recefita ulohu gti konzervovanych cysteinovych
par v ektodomeéd P2X4 receptoru.

Svoji dizert&ni praci pedkladam jako souboétyi pavodnich praci a jednoho
piehledu publikovanych v recenzovanye¢asopisech. Textéthto publikaci je uveden

Vv samostatnéifloze.



Abstract

Purinergic P2X receptors are non-selective catich&nnels gated by extracellular
ATP. Up to now, seven mammalian subunits, termed1P®7, have been cloned and
characterized. These receptors comprise a new na@@bohannel family with distinct
structural and functional features. P2X receptake tpart in a signalling network called
“purinergic signalling” which is widely exploiteahiboth somatic and neuronal tissues. In
the central nervous system, they are highly express the hypothalamus and
hypophysis, where they participate in the regufatdd homeostatic and reproductional
functions.

The main focus of my Thesis is on the expressioth famctional role of P2X
receptors in supraoptic nuclei of the rat hypottms. These nuclei contain two
populations of magnocellular neurons which prodwgther oxytocin or arginine-
vasopressin. Delivery of the hormones into theesyst blood relies on the electrical
activity of supraoptic neurons, which is in turnvgmed by the incomming synaptic
inputs. It has been recently shown, that the poédhormone release from supraoptic
neurons is regulated by extracellular ATP. Howevmrrinergic signals that regulate
hormone secretion are not well understood. Thedimy study was to identify subtypes
of P2X receptors expressed in the supraoptic nuwhel to elucidate their impact on
electrical activity and synaptic transmission gisoptic neurones.

The second part of the Thesis comprises threeestddcused on structure-function
relationship of several P2X subtypes. Crystallogiamata for closed channel showed
that P2X receptor is composed of three subunitsh dzaving two transmembrane
domains. The channel pore is formed by secondrnrangrane regions, but the role of the
first transmembrane domain is still unknown, aslwsl the binding sites for ATP and
allosteric modulators. We wused site-directed nenagis coupled with cell
electrophysiology to solve the following questiorfd) where is the binding site for
ivermectin, a positive allosteric modulator of P2keteptors, (2) what is the functional
role of conserved aromatic residues in the uppHrefdhe first transmembrane region in
P2X1, P2X2, P2X3, P2X4 and P2X7 receptors, andv{8t is the role of five conserved
ectodomain cysteine-pairs in P2X4 receptor function

My Thesis summarizes answers to these questiored b@s our results that have
been published in four peer-reviewed articles amelreview. The articles are presented as

a separated attachement to the Thesis.
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l1l. Seznam zkratek

a,B-meATP —o,-methylen-adenosin-5"-trifosfat

AzfP2X4.1 —tirozmérna krystalova struktura P2X4 receptoru z riignio rerio
2MeSADP - 2-methylthio ADP

2MeSAMP — 2-methylthio AMP

2MeSATP — 2-methylthio ATP

ADP — adenosin-5"-difosfat

AMP — adenosin-5"-monofosfat

ATP — adenosin-5'-trifosfat

ATPYS — adenosin-33-2-thiotrifosfat

BzATP - 2'- & 3'O-4-benzoylbenzoyl-ATP

CNS - centralni nervovy systém

E-NTPD - ektonukleosid trifosfat difosfohydrolaza

GABA - kyselinay-aminoméselna

IVM — ivermektin

P1 — adenosinové receptory

P2X~— ionotropni purinergni receptory

P2Y — metabotropni purinergni receptoryeggné s G proteinem
PPADS - pyridoxal fosfat-6-azofenyl-2',4'-disulfmdokyselina
PVN — paraventrikularni jadra

SEPSCs — spontanni excitd post-synaptické proudy
sIPSCs — spontanni inhdioii post-synaptické proudy

SON - supraopticka jadra

TM — transmembranové domeény

UDP — uridin-5'-difosfat

UTP — uridin-5'-trifosfat



V. Literarni vod

A Komplex purinergni signalizace

Purinergni signalizace je systém komunikace me#kdni, ktery vyuziva ékteré
molekuly puriri a pyrimidini jako mediatory, a jejich membranové — purinergni —
receptory jako efektory. Seasti mechanismu jsou také hydrolyzujici enzymyrékgrym
pusobenim postugndegraduji vysSi fosforylované formy puiima nizsi, a transportni
systémy, které i@naSeji nukleotidy a jejich metabolityfeggs bugcnou membranu.
Dohromady pak receptory, jejich agonisté a enzywytyati velmi rozsahlou signalnitsi
Zvlastnosti purinergni signalizace, kterou se og#isod ostatnich signalnich drah jenz
jsou specializovany pro &ité funkce nebo tkan je jeji zdanliva vSudytomnost —
puriny a/nebo pyrimidiny {sobi jako transmitery nejen v centrdlnim a perifarn
nervovém systému, ale prakticky i ve vSech typeehzruSivych tkani (Burnstock a
Verkhratsky, 2009). Podili se tak na cetk fyziologickych funkci, od rychlého
synaptického fenosu, pes humoralni sekreci, kontrakci hladkého a &mde svalu,
regulaci cévniho tonu az po dlouhodokgedjakymi jsou proliferace a diferenciace Bkn
nebo apoptéza (Burnstock, 2006; Khakh, 2001; KhakKorth, 2006; Volonte a spol.,
2006).

Mechanismy uvolriovani purint a pyrimidint do extracelularniho

prostredi

Hlavnim mediatorem purinergni signalizace je molekadenosin-5'-trifosfatu
(ATP). V sokasnosti je znamoeékolik zpasohi, jak se ATP dostava do extracelularniho
prostedi. Zcela zékladnim je wyliti ATP z poSkozenychndiky coz dale vysitluje
vyznamnou Ulohu ATP v imunitnich reakcich. V newcdm je ATP ukladdédno do
synaptickych véka nachéazejicich se v blizkosti presynaptické membgami ptrichodu
akéniho potencialu je vyktovano procesem exocytdzy jako klasicky neurotratesmi
Obdobny mechanismus uwiolvani ve vécich byl popsan také u astroéyu sekrénich
burgk, endotelidlnich a epitelialnich btkna osteoblagt(Burnstock, 2006; Zhang a spol.,
2007a). Bylo zjistno, Ze za transport nukleotido membranovych w&a v astrocytech je
zodpowdny jedenclen rodiny aniontovych vesikularnich transpaitékam nap. pati i
vesikularni transportéry glutamatu. Je kddovan geB&C17A9 a jako samojediny tkio

funkéni skupinu vesikularnich nukleotidovych transpdrtéSawada a spol., 2008).
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PrestoZze exprese jeho mMRNA byla doloZzena na mnohtechis centralnim nervovém
systému (CNS), na potvrzeni fumk exprese tohoto transportéru v membranach
neuronalnich synaptosdnse staleéeka (Sreedharan a spol., 2010).

ATP mazZe byt z butdk sekretovano také pomoci membranovych ABC trarépior
obsahujicich motiv ATP-vazajici kazety (Roman a.si®97). DalSi mozZnostedstavuji
mechanismy zaloZené na volné difuzi: koncentracB A burgcném cytosolu se odhaduje
na 5-10 mM, zatimco v extracelularnim ptedi se nachazi pouzekolik jednotek nM.
Tento vyrazny koncentéai rozdil vytv&i hnaci silu pro difuzi molekul ATP z bky ven
(Lalo a spol., 2011). Volnou difuzni cestu pak mohwytvarit mnohé typy chloridovych
kanahi mechanicky aktivovanych zfmami bur¢ného objemu, nesparované mono-
hexamery konexinovych a panexinovych polokamébo dilatované pory vlastnich P2X7
kanah (Fields, 2011; Iglesias a spol., 2008; Scemesah,sp007; Thompson a spol.,
2006). ATP je v extracelularnim présti hlavnim zdrojem svych metabalitadenosin-
5’-difosfatu (ADP), adenosin-5"-monofosfatu (AMP)adenosinu. Mechanismy, které
vedou k uvahovani pyrimidiri uridin-5'-trifosfatu (UTP) a uridin-5'-difosfatuUDP)
nebyly dosud popséany (Abbracchio a spol., 2009)akepm mechanisinuvolovani je
zpétny transport adenosinu do kiknprostednictvim specifickych jignaséu (Baldwin a
spol., 1999).

Hydrolyzujici enzymy

V extracelularnim prostoru je ATP velmi rychle hgiyzovano na ADP, a dale na
AMP a adenosin (Obr.1). V séasnosti je znamoép rodin nukleotidadz zapojenych do
tohoto procesu: ektonukleosid-trifosfat-difosforgldzy (E-NTPDazy 1, 2, 3, 8),
ektonukleotid pyrofosfatazy (E-NPP 1, 2, 3), alkledi fosfatazy, ekto-5"-nukleosid-
difosfokinazy
(E-NDPK) a ekto-5-nukleotidazy. Tyto enzymy se majem liSi svoji molekularni
strukturou, tkédovou lokalizaci, zfisobem &ipeni substratu, specificitou a dokonce
preferenci k substratu. Nidklad E-NTPDazal hydrolyzuje ATRimo na AMP¢&i UTP
na UDP, zatimco E-NTPD&za2 hydrolyzuje ATP pouzAD®. Posledni krokigmeny z
AMP na adenosin zajifje ekto-5"-nukleotiddza (Zimmermann, 2001). Obeyidou
ektonukleotidazy vazany na cytoplazmatickou meminrate mohou se i od§tit a pejit

tak do podoby volnych exonukleotidaz.
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Purinergni receptory

Purinergni receptory jsou membranové proteiny, éteazbou extracelularnich
purina ¢i pyrimidina zprostedkovavaji penos signalu do nitra bky. Podle hlavniho
piirozeného agonisty se purinergni receptory &hgd na dw hlavni skupiny: P1
receptory aktivované adenosinem, a P2 receptoiyoslné ATP, ADP aifjpadré i UTP
a UDP (Burnstock, 1977). P2 receptory se dale dlagdna dw podskupiny - na
ionotropni P2X a metabotropni P2Y receptory (Khaldpol., 2001).

P1 receptory

P1 receptory aktivované adenosinem jsou membramogtabotropni receptory
spojené s G-proteinem. V s@snosti jsou znam§tyii podtypy P1 receptér Al, A2A,
A2B a A3, které se navzajem liSi svoji strukturofeemakologickymi vlastnostmi. Al
receptory jsou spojeny s/&proteinem, takZe jejich aktivace inhibuje adenkléyu a
produkci cAMP. Aktivace A2A a A2B receptoii spojenych s Gproteinem naopak
stimuluje ¢innost adenylcyklazy. A3 receptory se mohou asa@tigak s G, tak s G
proteiny, takZe jejich aktivace vyvolava snizenMfAa/nebo aktivaci fosfolipazy C, ktera
je nasledovana tvorbou inositol-trifosfatu  (IP3) avolénim C&" iontd
z endoplasmatického retikula. A2A a AR eptory se rozliSuji podle miry afinity k v&zb
adenosinu, ktera je ¥ipac A2A receptod vyssSi (Fields a Burnstock, 2006).

P2Y receptory

P2Y receptory jsou ro membranové receptory spojené s G-proteiny. Podle
jejich farmakologie a druhu asociovaného G-protaioziiSujeme osm podtypsawvich
P2Y receptal: P2Y1, P2Y2, P2Y4, P2Y6, P2Y11, P2Y12, P2Y13, P2YAbbracchio a
spol., 2003). Aktivace P2YPB2Y2, P2Y4, P2Y6 a P2Y11, které jsou asociovany,s-G
proteiny, vede k aktivaci fosfolipazy C, tveérbIP3 a uvolgni ionti vapniku
z endoplasmatického retikula. P2YE2Y13 a P2Y14 jsou spojeny sdsroteiny, skrze
které nepimo regulujicinnost rékterych iontovych kanél (Abbracchio a spol., 2006).
Uginnost aktivace po navazani ATP nebo ADP je u jdoijoh forem P2Y #izna, avsak
P2Y4 a P2Y6 podtypy jsou s néfsi potenci aktivované UTP, takZze jsowkay
ozna&ovany také jako pyrimidinergni receptory (Dubya®02; O'Connor a spol., 1991).

12



P2X receptory

P2X receptory jsou iontové kanaly, které po navaeatracelularniho ATP oteviraji
v membrés hydrofilni pér propustny pro kationty KaK* a C&*, a také pro malé
organické kationty (Valera a spol., 1994). Dosudbhyaklonovano 7 genkdodujicich
jednotlivé podtypy sasich P2X receptdr, které jsou oznmvany jako P2X1, P2X2,
P2X3, P2X4, P2X5, P2X6 a P2X7tislusné proteiny jsou slozeny z 379 (P2X6) az 595
(P2X7) aminokyselin, a ffbuznost jejich aminokyselinové sekvence se poleybu;j
rozmezi 26-47% (Jarvis a Khakh, 2009; Jicldova, 2009). Kazda podjednotka obsahuje
intracelularg orientované N a C konce, dva transmembranové UEEMM a TM2) a
jednu velkou extracelularni kku. Pro vytvdeni funkniho kanalu je zaptebi
oligomerizace i podjednotek. Touto strukturou se P2X receptoryagse odliSuji od

nikotinickych a glutamatovych tyjpreceptoi.

ATP ----=- » ADP --=--- P AMP ==a=-  Adenosin

S~
// Na* N

Ca*
r'y

venku

.....................

(
uvniti

2 ©

P2X P2Y NTPDazy  e5°’NT P1

Obrazek 1. Komplex purinergni signalizace. Schematické zpetliseni celého komplexu
ukazuje jeho hlavndasti — zdroj ATP a jeho postupnou hydrolyzu ektdeatd trifosfat
difosfohydrolazami (NTPDazy) na ADP a AMP. Posledmok hydrolyzy AMP na
adenosin je zprostdkovan ekto-5'nukleotiddzami (e5’'NT). P2X receptojsou
kationtové kanaly, zatimco P2Y a P1 receptory spojeny s G-proteiny (G). Upraveno
podle Zebisch a Strater (2007).
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Funkéni P2X receptory mohou mit podobu homoinaebo heteromér(Nicke a
spol., 1998). V nativnich tkanich je pak obvyklé,btiiky exprimuji rekolik raznych typ
P2X podjednotek sa@asré, coZz naznéuje, Ze heteromerni forma P2X receptge
piirozena. Studium rekombinantnich P2X receptdéle ukazuje, Ze heteromerni formy
maji ve srovnani s homomernimi formami odliSné fekatogické vlastnosti. Fukke
a biochemicky byly doposud charakterizovany hetemym P2X1/P2X2, P2X1/P2X4,
P2X1/P2X5, P2X2/P2X3, P2X2/P2X6 a P2X4/P2X6 (Broavapol., 2002; King a spol.,
2000; Le a spol., 1998; Le a spol., 1999; Lewipal.s 1995; Nicke a spol., 1998). Byl
popsan také receptor P2X4/P2X7, ale jeho skidfteexistence je stale nejasna (Guo a
spol., 2007). Na zaklgdkoimunoprecipitace sei@dpoklada formovani také heteroriner
P2X1/P2X3, P2X1/P2X6, P2X2/P2X5, P2X3/P2X5, P2XHB2 P2X5/P2X6 (Torres a
spol., 1999), ale tyto heteromerni formy dosud helpharakterizovany funing ani
farmakologicky.

Jednotlivé podtypy P2X receptorse také odliSuji rychlosti desenzitizace, tedy
poklesem amplitudy odpeédi pri stalé gitomnosti agonisty. V tomto ohledu jsou
nejrychleji desenzitizujicimi typy P2X1 a P2X3 rptarry, u kterych dochazi k vymizeni
odpowdi béhem rekolika sekund. Naproti tomu P2X2, &i vysokych koncentracich
agonisty i P2X7 receptory vedou setrvalé proudgjicy desitky az stovky sekund. P2X4
receptory desensitizujiitsdre rychle (North, 2002).

U burgk nesoucich homomerni P2X2, P2X4, P2X7 anebo hetmui P2X2/3
receptory byla pozorovdna pozoruhodna vlastnosy, kdpribéhu setrvalé stimulace
agonistou dochazi k poklesu membranového odpormtoTgev je vys¥tlovan jako
postupna dilatace poru P2X kaiaktery se tak stava propustnym i pré&tsi molekuly
(Khakh a spol., 1999a; Virginio a spol., 1999).

B  Struktura a funkce P2X receptor u

V roce 1994 byly jako prvni ATP-aktivované membnraidkanaly naklonovany a
charakterizovany P2X1 a P2X2 receptory. Do dvolbyéd nalezeno dalSicheppodtyp
(P2X3 az P2X7), které doplnily rodinu séeh P2X receptdr na sodasnych 7¢lena
(Soto a spol., 1997). Nasledujici Iéta byla vy¢pkn snahou o objasni jejich struktury a
funkce. Vtomto ohledu n&istji vyuzivanou technikou se stalo spojeni bodové
mutageneze zafmujici vybrané aminokyselinové zbytky v peptidickétgy receptoru s

naslednou expresi mutantnich recejptov modelovém buném systéemu a
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elektrofyziologickym ngfenim zmén funkinich vlastnosti ve srovnani svodni
strukturou, tzv. ,wild typem®.

V roce 2009 byla publikovana prvni krystalova st P2X receptoru (Kawate a
spol., 2009). Jak uvadi Silberberg a Swartz (2009) vyieSeni krystalové struktury
vysledkem sedmi let intenzivni prace. ExperimentébtiZe si vynutily pouzit ne-s&Wo
puvodce - rybku danio pruhovanBdnio rerio, zebrafish) - a #¢kolik zasali do samotné
struktury receptoru v podékbodovych mutaci (C51F, N78K, N187R), a zkracerawb
intracelularnich kont (N-konec o 28, C-konec o 8 aminokyselin). Vysledmpdel,
ozn&ovany jako AzfP2X4.1, tak zachycuje &b transmembranové domény a
extracelularni Usek receptoru ve stavu, kdy na pteceneni navazan agonista a
membranovy kanal je uzgan (Kawate a spol., 2009). Srozlisenim 3.1 Angsire
predstavuje tento model dosud nejdetginpopis 3D struktury P2X receptorse kterym
jsou vSechny fedchozi i nasledujici strukturfiunkéni studie konfrontovany (Browne a
spol., 2010; Evans, 2010; Kawate a spol., 2009;ngp@009).

Sami autéi studie gipodohiuji tvar jedné podjednotky k prohnutémtiut delfina
vyskakujiciho z vodni hladiny, kde jednotligésti struktury popisuji jako ocasni ploutev
pondenou Vv hladig (transmembranové useky v plazmatické memf)réandale jakodo,
pravou, levou a zadovou ploutev a hlavu, kteréespdlreprezentuji velkou extracelularni
doménu (Obr.2.). Oblastla je tvaena sloZzenynf-listem, ktery ve své horni polowin
nese mista, kde dochazi ke kontakt mezi sousednimi podjednotkami. Modelovy
receptor je vystain ze ti delfind, jejichZz €la se vzajem®ovijeji, mezi sebou ponechavaji
centralni vertikalni dutinu a na svém povrchu viitwéapsy interpretované jako ATP-
vazebna mista (Browne a spol., 2010).

Krystalova struktura\zfP2X4.1 s konénou platnosti potvrzuje, ze P2X receptory se
skladaji zeifi podjednotek, z nichz kazda obsahuje N i C kon@ntované intracelulan
dale dva transmembranové Useky a velkou extracellddménu obsahujici ATP-vazebné
misto (Obr.3). Potvrdila se také hypotéza, Ze trembranové Useky jsou formovany do
podobya-helixi. Potvrzena byla iiftomnost @ti cysteinovych nistki, z nichz 3 jsou
ulozeny v oblasti hlavy (Cys119-Cys168, Cys129-Gys1Cys135-Cysl162AzfP2X4.1
¢islovani), jeden na zadové ploutvi (Cys220-Cys28{@®den nistek, ktery spojuje konce
dvou B-lista (Cys264-Cys273), je uloZzeny v dolni poloviablasti ozn&vané jako dlo
(Browne a spol., 2010). Je zajimave, Ze cysteingl29-Cys152 a Cys135-Cysl62 jsou
poloZzeny dostateé blizko u sebe tak, Ze je moznéegpokladat stdani vazeb mezi
obéma pary.ReSenim otézky vyznamu cysteinovychistki pro funkci krysiho P2X4
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receptoru exprimovaného v s&h buikdch se zabyva jedna #lpZenych publikaci
(Rokic a spol., 2010).

ATP vazebné misto

ATP vazebné misto bylo studovano bodovou mutagetkézia jako zasadni pro
vazbu ozné&la osm aminokyselinovych zbyik Lys70, Lys72, Phel188, Thr189, Asn296,
Phe297, Arg298 a Lys31@&%fP2X4.1¢islovani) (Jiang a spol., 2000b; Marquez-Klaka a
spol., 2007; Roberts a Evans, 2004; Roberts a E\2066; Wilkinson a spol., 2006;
Zemkova a spol., 2007). V krystalovém modehzfP2X4.1 néleZi prvnictverice
aminokyselin jedné a druh#ivefice sousedni podjednotce, a vSechny dohromady tvo
vystelku dutiny vzniklé na povrchu receptoru v poos mezi obma podjednotkami.
PrestoZze byla krystalova strukturatiegena pro receptor bez navazaného agonisty, je
souhra &chto vlastnosti dostates preswdcéiva pro tvrzeni, ze pr&vzde se nachazi ATP
vazebné misto (Young, 2009). Model dale ukazujey béizkosti této vazebné kapsy se
nachazi i oblasti levé ploutve, hlavy prvni podjeitty a zadové ploutve druhé
podjednotky. Blizka poloha&thto oblasti k ATP-vazebnému mistu hapomaha &thesw,
pro¢ odliSnosti ve sloZzeni aminokyselin &chto oblastech zdginuji rozdily v citlivosti
k agonisiim ¢i divalentnim iontm mezi iznymi podtypy P2X receptor

Napiiklad u krysiho P2X2 receptoru, jeho? aktivitu avy3onty Zrf*, bylo jiz dive
piedpozeno mezipodjednotkové Znvazebné misto twené His120 a His213 (Pro125 a
His219 i AzfP2X4.1¢islovani) (Nagaya a spol., 2005). Krystalova suitktukazala, ze
se tyto aminokyselinové zbytky nachazi gratéstech hlavy a zadové ploutve, které jsou
blizké k ATP-vazebnému mistu. Podéha tomu i v gipadt vyswtleni odliSné citlivosti
P2X7 receptoru k agonistovi 2(3{(4-benzoylbenzoyl)-ATP (BzATP), kter& je u krysiho
typu zvySena oproti mySimu typu. Mutagenezni st@d@ung a spol., 2007) vystlovala
tento rozdil zanou jedné aminokyseliny Lys127 (krysa) za Alal2#%%)nV modelu
AzfP2X4.1 této pozici odpovida Serl27 lokalizovangblasti hlavy, ktera je k ATP

vazebnému mistu velice blizko (Young, 2009).

Transmembranové domény a oblast poru

Vysledky mutageneznich studifgapokladaly, Zze druha transmembranova doména
nese hlavni podil na tvathiontového péru, a Ze se po6r kanalu zuzuje asi lovpw
transmembranovych domén (Li a spol., 2008; Migitspal., 2001; Rassendren a spol.,
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1997). AzfP2X4.1 model tyto nazory potvrzuje: @domény jsou v membrarulozeny
Sikmo, TM2 mezi sebou vytyamisto pro vlastni pér a TM1 je obestupuji zsidiKawate

a spol, 2009). Pé6r uzgeneho kanalu je zahrazen ponejvice hydrofobnimi
aminokyselinovymi zbytky, ficemZ nejuzSi misto péru se nachazi v oblasti Ala344.
Analogicky model P2X2 receptoru ma na této pozicB3b, ktery spolu se sousednim
Thr339 lezi na stejné stran-helixu, a oba byly za nejuzsi misto péru aary jiz dive

(Li a spol., 2008; Migita a spol., 2001). Souse8fai340, ktery je u P2X2 také ozpaan

za dilezity pro vedeni iorit (Cao a spol., 2009; Egan a Khakh, 2004; Migitgpal.s
2001), je ale v modelu uzgného kanalu orientovan mimo oblast vlastniho p@ru
AzfP2X4.1 je Ser340 zastoupen Leu348). Nicénsm fedpoklada, Ze v pbehu otevirani
kanalu musi alesmocasténé dochazet k posunu a k rotaci alfa-helixu TM2 (Knaca

spol., 2010).

Obradzek 2 AzfP2X4.1
model jedné podjednotky

Right flipper W P2X4  receptoru je
a3Q B1048 N\ popisovan  jako d&o
o0\ ft flipper skékajiciho delfina.

RozliSuji se oblasti hlavy,
tela, prave, levé, zadové a
ocasni ploutve.
Extracelularni doména je
sloZzena za-helixa (al-5)
a B-lista (B1-14).
Zvyrazrény  jsou  de
glykosylovana mista (g2 a
g4) na povrchu receptoru
a pit cysteinovych pdr
tvoricich sulfidické
mustky (SS1-5). Revzato
z Kawate a spol. (2009).
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Jak jiz byloieteno, TM1 se imo nepodili na tvokbmembranového péru, aviak
zda se byt dlezitou pro kontrolu vazby augobeni gkterych agonist Napgiklad
nahrazenim TM1 domény u krysiho typu P2X2 receptarodpovidajictast P2X1 nebo
P2X3 receptar, které se vyznalji citlivosti k a,3-methylen-adenosin-5"-trifosfatua (3-
meATP), dochézi kieneseni této citlivosti i na chimericky receptortéo zngné
nedochazi, pokud je TMlignesena a,3-meATP-necitlivych podtyp P2X receptar
(Haines a spol., 2001). Také pro alostericky madulR2X4 receptdr ivermektin (IVM),
ktery zvySuje citlivost receptoru k ATP, sd&edpoklada, Ze alespourcitd ¢ast jeho
vazebného mista je tiena TM1 (Priel a Silberberg, 2004). Otazka pololagebného
mista pro IVM je pedmétem jedné zfiloZzenych publikaci (Jelinkova a spol., 2008).
V horni polovire TM1 vSech podtyfp P2X receptar se nachézi konzervovany Tyr42
(P2X4 ¢islovani) a dale #kolik slaksji konzervovanych aromatickych aminokyselin.
Funiknim vyznamem této skupiny residui pro citlivost eqgtoru k ATP a otevirani
membranového poru wkolika P2X receptar (P2X1, P2X2, P2X3, P2X4 a P2X7) se

zabyva dalSifiloZzena publikace (Jindrichova a spol., 2009).

Prevod signalu

Oblasti receptoru, které jsou zodgdmné za pevedeni signalu o navazani agonisty
do oteweni vlastniho poru, jsou spavany v sekvencich asi 20 aminokyselin spojujicich
ektodoménu a oba transmembranove Useky. Tyto se&ysou vymezeny Val51 v TM1 a
Leu327 v TM2, a zghtkem oblasti povazovanych za &asti ATP vazebného mista, tedy
Lys69 a Lys308 (Kracun a spol., 2010; Yan a s@006; Young, 2009). Krystalova
strukturaAzfP2X4.1 ukazuje, Ze v obouipadech jsou tyto Useky tkeny z velkécasti
slozenymip-listy, které nad membranouqehézi do podoby kratSich volnych segmgent
coz umoduje jejich pohyb. Browne a spol. (2010) nazyvajotyasti receptoru imo

jako ,spojovaci tahla“donnecting rods

Intracelularni N- a C- konec

Pri ptipraw krystalové struktury AzfP2X4.1 byly oba intracelularni konce
z pavodniho receptoru odtsramy. Nevime tedy jejichiigsnou strukturu, ale zname jejich
vlastnosti z funknich studii. Na N-konci se nachazi konzervovandofgkacni misto
YXTXR/K, u kterého zamna jednotlivych aminokyselin #Zgobuje vyrazné zrychleni

desenzitizace receptoru (Boue-Grabot a spol., 200Q spol., 2003).
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Jednotlivé podtypy P2X receptose vzajema liSi délkou svych C-kong od 27
aminokyselin u P2X6 po 239 aminokyselin u P2Xi#&g® je u vSech podtyma C-konci
konzervovan YxxxK motiv, ktery je vyznamny pro stab expresi P2X receptérna
povrchu buiky (Chaumont a spol., 2004). U P2X4 receptoru s€+a@nci nachazi také
tzv. YXxGL motiv (Tyr378, Gly381, a Leu382), kterjg naopak nutny k rychlé
internalizaci receptoru ip setrvalé stimulaci agonistou (Royle a spol., 200R22X7
receptor ma nejdelSi C-konec a uvazuje se, Zzej8bmoslednich aminokyselin se podili
na stabilizaci receptoru v membea interakci s lipidy (Denlinger a spol., 2003; $tra
spol., 2003). Aminokyseliny v Useku 374-469 na @diau P2X2 a P2X4 receptoru jsou
dulezité pro interakci s jinymi liganderfizenymi kanaly, ndjklad s acetylcholinovym
nebo s GABA-A receptorem (Boue-Grabot a spol., 2@i81e-Grabot a spol., 2004; Jo a
spol., 2011). C-konec také oulivje desensitizaci. Séstova varianta P2X2 receptoru se
zkracenym C-koncem o 69 aminokyselin (tzv. P2X2tmfm zkrdcend o Val370-GIn438
vcetrg) desenzitizuje iiblizné 5-krat rychleji nez forma nezkracena (Koshimizapal.,
1998a).

70A

Obrazek 3 Strukturni modelAzfP2X4.1 receptoru z krystalografickych dat. Pohled
receptor z roviny membrany (@) a shora z extraastitho prostoru (b). Kanal je sloZzen ze
tii podjenotek z nichz kazda obsahujes dvansmembranové domény a jednu velkou
extracelularni smiku. N- a C- intracelularni konce nejsou &asti modelu. Upraveno
podle Kawate a spol. (2009).
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C Farmakologie P2X receptor o

Je znamo, Ze sedm podiyp2X podjednotek je schopno titcthomomeérni kanaly i
razné typy funknich heteromernich forem (Torres a spol., 1999)¢ePanoznych
funkénich variant déale rozije mechanismus alternativniho $gmst mRNA P2X
receptoét (Koshimizu a spol., 1998b; North, 2002). Jednétlpodtypy homomérnich a
heteromérnich P2X receptose vzajemé& odliSuji svymi funknimi a farmakologickymi
vlastnostmi.

Hlavnim g@irozenym agonistou pro vSechny podtypy P2X recépjer molekula
ATP. Naopak ADP, AMP, adenostinadenin nejsou efektivnimi agonisty P2X receftor
ADP, 2-methylthioadenosin-5'-difosfat (2MeSADP) a -mthylthioadenosin-5'-
monofosfat (2MeSAMP) aktivuji P2Y receptory a paai se tak k rozliSeni obou skupin
receptoéi (Abbracchio a spol., 2006; Gever a spol., 200&)ivGst k ATP je izna mezi
jednotlivymi podtypy P2X receptdri mezi izoformami ufitého podtypu, které byly
izolovany z fiznych zvfat. Rehled o citlivosti jednotlivych homomernich foren2X°
receptoéi je uveden v Tabulce 1 v hodnotach EC50, tj. v lobélch koncentrace ATP,
které u dané formy receptoru vyvolavaji polovinuxmalni proudoveé odpadi.

Pro P2X1 a P2X3 je charakteristicka vysoka citliviosr,-meATP (EC50 asi 0,3
uM), ktery je stabilnim analogem ATP (North, 200Ryo rozliSeni obou forem se dale
vyuziva B,y-methylen-adenosin-5-trifosfat-meATP), kdy P2X1 receptory jsou
aktivovany koncentraci fipplizn¢ 30-krat nizSi nez je koncentrace i@hina k aktivaci
P2X3 receptar (Bianchi a spol., 1999; Garcia-Guzman a spol.,7199

ECS0 Reference
(UM ATP)
P2X1 <1 Evans a spol., 1995; Valera a spol., 1994
PoX2 05-8 Bianchi a spol., 1999; Evans a spol., 1995; Kirgpal., 1997;
' King a spol., 1996; Lynch a spol., 1999; Neelandpal., 2003
PoX3 0.5-2 Bianchi a spol., 1999; Garcia-Guzman a spol., 18&&lands a
' spol., 2003; Robertson a spol., 1996
PoX4 3-20 Bo a spol., 1995; Buell a spol., 1996; Khakh a s{d&99b;
Miller a spol., 1998; Seguela a spol., 1996; Satpa., 1996
i Bo a spol., 2003; Collo a spol., 1996; Garcia-Guzaapol.,
P2X5 2-16 1996; Ruppelt a spol., 2001
Brake a spol., 1994; Evans a spol., 1995; Jongsla 2000;
P2X6 (0,5 Jones a spol., 2004
PoX7 80 — 200 Bianchi a spol., 1999; Bo a spol., 1995; Collo alsd996;
Evans a spol., 1995

Tabulka 1: Citlivost homomernich forem P2X receptara ATP.
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P2X2 receptory maji charakteristickou zavislosphia Snizenim hodnoty pH ze 7,4
na 6,5 dochazi k posunu hodnoty EC50 z 5 uM nauM2 a naopak, i zvySeni pH
citlivost P2X2 receptdr klesa (King a spol., 1997; King a spol., 1996)o&tatnich pH-
citlivych forem - P2X1, P2X3, P2X4 a P2X7 — ma tatwvislost op&ny pribéh (Gever a
spol., 2006).

P2X4 receptory jsou charakteristicky modulovaiiggbenim ivermektinu (Khakh a
spol., 1999b). Tento alostericky modulatorékolikanasobt zvySuje velikost
membranového proudu a prodluZuje dobu uzavirardligi odmyvani agonisty, neboli
deaktivaci (Jelinkova a spol., 2008). Je velicenéeiie tato latka ze skupiny avermektin
piestoZze moduluje nebo aktivuje i jiné druhy iontdvykanal, nag. nikotinické acetyl-
cholinové receptory, glycinové kandly nebo ionptro receptory pro kyselinuy-
aminomaselnou (GABA) (Krause a spol., 1998; Kruaekemkova, 1994; Shan a spol.,
2001; Sigel a Baur, 1987), je v ramci rodiny purgmech receptdr selektivni pouze pro
P2X4 podtyp (Khakh a spol., 1999b).

Rekombinantni P2X5 receptor izolovany z potkanaharakteristicky tim, Zze na
rozdil od lidské, kieci¢i Zabi izoformy, odpovida na aplikaci ATP velmi grai proudy
(Gever a spol.,, 2006). Zatimco maximalni amplitugdeoudu u P2X5 receptir
exprimovanych v butné linii lidskych embryonélnich ledvinnych bikn (HEK293
buiiky) ¢ini 50-200 pA, proudy P2X2 receptoru vyvolané zgrsich podminek jsou v
fadu nA (Collo a spol., 1996; Garcia-Guzman a spoI96).

Rekombinantni P2X6 receptor je obtfzaxprimovatelny. Tvarem své proudové
odpowdi je blizky P2X2 a P2X4 podtym, od kterych Ize odliSit diky své vyssi citlivosti
k ATP a ka,B-meATP (EC50=0,6 uM u P2X6; >32 uM u P2X4 a P2)XQ@gVer a spol.,
2006).

P2X7 receptor je charakteristicky svoji citlivo&tiBzATP, ktery je s hodnotou
EC50 2-7uM plnym agonistou, jenz je ve srovnani s ATP askBl &innéjSi. AvSak
BzATP je vysoce potentni i u P2X1 a P2X3 recep{®@G50 ~100 nM), a proto samotna
odpowd na tohoto agonistu neni dujicim znakem pro iitomnost P2X7 receptoru
(Gever a spol., 2006).

Mezi dalSi agonisty P2X receptorpati stabilni ATP analogy 2-methyl-thio-
adenosin-5'-trifosfat (2MeSATP) a 6-3'-thio-trifosfat (ATRYS), které nejsou ifis
selektivni, ale pro dotweni farmakologickych profil se hojg& vyuZivaji. Napiklad,
P2X2 receptor je aktivovan 2MeSATP t&njako ATP, pro P2X4 receptor je 2MeSATP

parcialnim agonistou.
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Klasicti antagonisté P2X receptor suramin a pyridoxal fosfat-6-azofenyl-2',4'-
disulfonova kyselina (PPADS) — ro¥h nejsou filis selektivni (Evans a spol., 1995).
P2X4 receptor je k jejichdinku nejmér citlivy (Soto a spol., 1996). Dale se vyuZiva
napgiklad  2,3-0-2,4,6-trinitrofenyl-adenosingrifosfat ~ (TNP-ATP), ktery je
v nanomolarnich koncentracich selektivnim antagonipro P2X1, P2X3 a P2X2/3
(Virginio a spol., 1998). Briliantova méd:2 je v desitkach nM selektivnim antagonistou

P2X7 receptoru (Jiang a spol., 2000a).

D P2Xreceptory v centralnim nervovém systému

Obecrg Ize tici, Zze vSechny typy neuronalnich kn- neurony, astrocyty,
oligodendrocyty i neuroglie - exprimuji P2X receptoavsak jejich distribuce viznych
oblastech CNS je dosti rozdilna. Jétgm obvyklé, Ze jedna hika exprimuje &kolik
podtypi P2X receptar sowasré (Abbracchio a spol., 2009).

P2X receptory na neuronech

Neurondlni P2X receptory majlilézitou ulohu v elektrické excitabiita rychlém
synaptickém jenosu. Postsynaptické a extrasynaptické P2X regem® podileji na
depolarizaci neuronu a vtoku €aonti, které prochazeji do bly vlastnim iontovym
kanalem P2X receptor Presynaptické P2X receptory stimuluji vylev nguienaseén
Z nervovych zakaogeni.

Cist¢ ATP zprostedkovany synapticky ignos byl v CNS popsan dosud jenom
v prodlouzené mide v oblastiedial habenulgEdwards a spol., 1992§astji je ATP
uvolovano z nervovych zakéani spolén¢ s jinym, hlavnim penaséem. RozliSuje se
pii tom, zda je ATP uskladno a dale uva@lovano ze spot@ych nebo ze samostatnych
synaptickych vékt. Prikladem uskladéni a vylévani ze spalaych va&ka jsou
glutamatergni zakaeni v organotypickych kulturach hipokampalnich @iy nebo
GABAergni zakogeni kultivovanych neuranz michy a z hypotalamu (Jo a Role, 2002;
Jo a Schlichter, 1999; Mori a spol., 2001). Uwslani ATP a hlavniho ipnaSée ze
stejného nervoveho zakiemi, Fitom ale z fiznych populaci synaptickych &ki, bylo na
arovni CNS zdokumentovano na glutamatergnich teffdoh v somatosensorickém
kortexu a v hipokampu (Pankratov a spol., 2006 kRdav a spol., 2007). Mimo uvedené
piiklady byla v CNS popsana kotransmise  ATP s noradiem
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a 5-hydroxytryptaminem, a pragabdobna je i kotransmise ATP s acetylcholinem a
dopaminem (Burnstock, 2004; Burnstock, 2009).

Na presynaptickych nervovych zakemich, kde je vstup Ganezbytny k sekreci
synaptickych transmitér vedou P2X receptory vapenaté ionty skrze viagi a
sousasré jimi vyvolana depolarizace itte zmisobit aktivaci nagrové zavislych C&'
kanahh (Sperlagh a spol., 2007). Glutamatergrfenps je takto stimulovan nap
v hipokampu pes presynaptické P2X2 receptory mezi CA3 neurongterneurony ve
stratum radiatum coZ bylo potvrzeno na modelu mySich knockao(Khakh a spol.,
2003). V hipokampu je vylev glutamatu dale usradmies P2X1, P2X3, P2X2/3
receptory, jak bylo zjigho na izolovanych hipokampalnich terminalach (Ryuks a
spol., 2005). Rowt P2X7 receptor byl nalezen v CA1 a CA3 oblasteglterminalach
nasedajicich na pyramidalni bunky, na interneurarngké na hilarni neurony (Fellin a
spol., 2006; Cho a spol., 2010; Sperlagh a spoQ2p

Mimo hipokampus je glutamatergntgmos facilitovan fes presynaptické P2X1,
P2X2, P2X5, P2X7 varea postremaa pges P2X1/5, P2X2/3, P2X4/6 na zakeni
primérnich sensorickych neuronv laminach 1l a V zadnich réh misnich (Gu a
MacDermott, 1997; Kodama a spol., 2007; Li a spb@98; Nakatsuka a Gu, 2001;
Nakatsuka a spol., 2003). Daléep P2X3 na subpopulaci neuton nucleus tractus
solitarius a pravdpodobr i na neuronech v oblastifetiniho mozku (Jin a spol., 2004;
Kato a Shigetomi, 2001; Xing a spol., 2008). P2Xyl s této Uloze potvrzen na
synaptosomech z neokortexu a na hypoglosalnich maatonech v prodlouzené mise
(Ireland a spol.,, 2004; Patti a spol.,, 2006). Slaoe glutamatergniho i@nosu
presynaptickymi P2X4 receptory nebyla dosud expemidré potvrzena.

Potenciace noradrenergnihfeposu pravépodobrt pres P2X1 a P2X3 je popsana
v hipokampu (Papp a spol., 2004).

Presynaptické P2X receptory také facilituji inkidi synapticky penos. GABAergni
transmise je potenciovanaes P2X1 receptory v mozkovém kmeni véeghim jade
corpus trapezoideunkde byla jeho dloha potvrzena i na mySim knoctoeém modelu
(Watano a spol., 2004). Rasn tloha P2X3 receptdrbyla potvrzena na synaptosomech
izolovanych z mozkového kmene (Gomez-Villafuertespal., 2001; Xing a spol., 2008).
GABAregni genos je dale potenciovartgs presynaptické P2X2, P2X4 a P2X6 receptory
na subpopulaci kultivovanych neufom laminy I-1ll zadnich rofh miSnich, a fes P2X3
na terminalach ko8kovych burgk nasedajicich na Purkgvy neurony v moziku
(Donato a spol., 2008; Hugel a Schlichter, 200@XP receptory se dastni facilitace
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GABAergniho penosu nefimo. V hipokampu sice byla jejichukkZitost potvrzena
vymizenim potenciace GABAergnich spontannich irdmifmh post-synaptickych protid
(sIPSCs) na P2X7 mysSich knock-outech, ale na vaoipch hipokampalnich terminalach
se uvolrini GABA stimulaci P2X receptarprokazat nepoddo (Cunha a Ribeiro, 2000;
Fellin a spol., 2006). Jejich aktivace tedy budavpgpodobré pouze jednim z prvnich
kroki delSi signalni kaskady (Sperlagh a spol., 2002yysény vylev GABA
zprostedkovany aktivaci P2X7 recepioibyl dale pozorovan na non-pyramidalnich
neuronech v cerebro-kortikalni kulturdch pavratu z podminek navozujicich ischemii
(Wirkner a spol., 2005). Glycinergni transmise BXReceptory potenciovana v oblastech
prodlouzené michy v trigeminalnim f&g vnucleus ambiguysa dale také v zadnich
rozich misnich (Jameson a spol., 2008; Rhee g g06l0; Wang a spol., 2001).

Na #€lech neurofi mimo oblasti post-synaptickych densit se mohothaaet extra-
synaptické P2X receptory (Rodrigues a spol., 2(rjivastava a spol., 2011). Jejich
fyziologicky vyznam dosud nebyl Iépe popséan, Izakvale pedpokladat jejich Glohu
v komunikaci sd&sre priléhajicimi glialnimi buikami (Gordon a spol., 2009), o které se
zminuji v dalSi kapitole.

Proud vedeny postsynaptickymi P2X receptory obvykieni ilis velky.
Amplitudami dosahuje 50-100 pA a celkovpredstavuje pouze 5-15% proudu
zprostedkovaného glutamatem (Pankratov a spol., 2009)i teely &Zné, Ze by aktivaci
postsynaptickych P2X receptordochazelo k vyrazij§i depolarizaci neurdn Hlavni
vyznam postsynaptickych P2X recepit@e spdtje v jejich vysoké vapnikové vodivosti,
a ve schopnosti propustit €aionty do buiky pii klidovém membréanovém potencidlu,
kdy jsou NMDAreceptory (glutamatove receptory charakterizovattigasti k N-methyl-
D-asparagove kyselih stale blokovany h@cnatymi ionty (Pankratov a spol., 2009).
ZvySena hladina vapniku uvhiburek pak miZe aktivovat Siroké spektrum signélnich a
regula&nich kaskad, cilenych mj. i na aktivitu dalSich tpggaptickych receptar
(Abbracchio a spol., 2009; Pankratov a spol., 260thertson a spol., 2001).

P2X receptory na gliich

Glialni buaky vyuZivaji purinergni signalizaci velmi intenziyrcoz se odrézi mimo
jiné v z&azeni ATP do skupiny tzv. gliotransmiiePuriny a pyrimidiny se tak upfaiji
pii vzajemné komunikaci mezi gliemi nebo mezi glieenneurony progednictvim tzv.
vapnikovych vin, déle spou§it glialni sekreci Sirokého spektra latek - mimo
gliotransmited nag. rastovych hormot nebo cytokir, zpisobuji aktivaci astrociyt pii
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vzniku reaktivni glibzy nasledkem traumatuischemie, vyvolavaji aktivaci a migraci
mikroglii pii zargtlivé reakci, hraji ulohu v procesu myelinizace akg@rostednictvim
stimulacei inhibice proliferace oligodendroayta Schwannovych bgk, anebo moduluji
neuronalni aktivitu navozenim dlouhodobé potenci@etrina a spol., 2000; Farber a
Kettenmann, 2006; Fields a Burnstock, 2006; lkedad., 2007; Kucher a Neary, 2005;
Pocock a Kettenmann, 2007; Schipke a spol., 200&%ina gchto dju vSak v glialnich
bunkach vyuziva adenosinové anebo P2Y receptdijorRnost funknich P2X receptdr,

& samotnd jejich exprese je doloZena jak na UrovRN#@ ¢i proteini ve vSech typech
glidlnich burk, neni taktasta (Abbracchio a spol., 2009).

Je znamo Ze, heteromerni P2X1/5 receptory vedounidosmeiujici proudy na
kortikalnich astrocytech a spolupodili se na zvg®dwhladiny intracelularniho vapniku
vyvolané pedchozi aktivitou okolnich neurdrv mozkovychiezech (Lalo a spol., 2008;
Palygin a spol., 2010).

P2X4 receptor ma zvySenou expresi v aktivovanychkragiialnich buikach coz
bylo popséano v ipsilateralni oblasti zadnichtrohiSnich pi konstrikénim poragni nen,

v ischemickych oblastech CNS, v oblasti glignii v oblastech traumatického poegi
mozku a michy (Cavaliere a spol., 2003; Guo a spbD4; Inoue a spol., 2007; Schwab a
spol., 2005; Zhang a spol., 2007b). Byl postulor@del neuropatické bolesti, ve kterém
preruSsenim misniho nervu dochazi k aktivaci mikrogliike zvySeni exprese P2X4
receptoru. Jeho nésledna aktivace vede k sekrecbtnepniho faktoru ,brain derived
neurotropic factor* (BDNF), ktery v miSnich neurche zpisobuje sniZzeni exprese
draselno-chloridového kotransportéru. Nedoste#iefunkce tohoto transportéru ma za
nasledek zvySeni intracelularni koncentrace chiioridm se pevrati rovnovaha anioint
na membra# coz zpmsobi oslabeni inhibniho &inku glycinovych a GABA receptér a

v kone&ném disledku celkovou hyperexcitabilitu miSnich neurdiirang a spol., 2006).
U mysi s vyazenym genem pro P2X4 receptor, P2X4 knocksolyla in-vivo zjiSéna
snizena odpad’ na podsty chronické bolesti (v modelech zdlivé a neuropatické
bolesti), zatimco citlivost na stimulace akutnicbhid bolesti Zistala zachovana (Tsuda a
spol., 2009).

Glialnim P2X7 receptam je wnovana velkd pozornost zvlad$tvili jejich Gcasti v
patologickych procesech. Bylo zggib, Ze P2X7 receptory vedou dowrstreiujici proud
jak na astrocytech tak na mikrogliich (Boucseimpal.s 2003; Duan a spol., 2003; Oliveira
a spol., 2011; Pannicke a spol., 2000). Aktivac¥ P2 astrocytech nasledkentkterych
patologickych podminek @#iZe vyvolavat naslednou sekreci ATP, glutamatu, reB8A
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a ovliviiovat tak aktivitu okolnich neurédn(Duan a spol., 2003; Suadicani a spol., 2006;
Wang a spol., 2002).iPzaretlivé reakci dochazi stimulaci mikroglialnich P2¥eteptoit

k zesileni aktivity interferonem-indukované syntetdzy oxidu dusnatého typu I, a k
interferonemy indukovanému uvdbvani interleukinu-f (Gendron a spol., 2003; Sanz a
Di Virgilio, 2000). Mikroglie a oligodendrocyty délpodiéhaji ATP-indukované apoptéze
prostednictvim P2X7-zproggdkovaného uvolmi interleukinu-B (Ferrari a spol.,
1997a; Ferrari a spol., 1997b; Hughes a spol., 200atute a spol., 2007). Snizena
exprese P2X7 receptoru byla naopak nalezena v ot buikach, a inhibice P2X7
receptoru je také pravdodobr jednou z pic¢in burg¢né proliferace (Zhou a spol., 2008).
Naopak zvySena exprese P2X7 byla nalezena u redttivastrocyt v okoli lézi
zpasobenych rozvojem roztrouSené skler6zy nebo viakolyloidnich plalk v mySim

modelu Alzheimerovy choroby (Narcisse a spol., 2004 vathenani a spol., 2003).

E P2X receptory v hypotalamu a v adenohypofyze

Pritomnost P2X receptdrv hypotalamu byla studovdna mnoha biochemickymi
studiemi, obvykle v souvislosti s dalSimi signalhoirahami. Protein P2X2 receptoru tak
byl nalezen v paraventrikularnich (PVN) a suprazkytth (SON) jadrech na neuronech
imuno-pozitivnich na neurondlni syntetazu oxidund® (Yao a spol., 2003). P2X2 byl
dale prokdzan na orexinergnich neuronech ve venéwidlni ¢asti nucleus arcuatus
v okoli forniku, coZ nazraje jeho mozZnou ulohu #izeni @ijmu potravy a dlesné
hmotnosti (Collden a spol., 2010; Florenzano a .s@006). P2X2 protein byl také
kolokalizovan na parvocelularnich PVNitldch imuno-pozitivnich na kortikotropin
uvoliujici hormon, thyreotropin uvilijici hormon, nebo na kokainem/amfetaminem-
fizené transkripty (Collden a spol., 2010).

Xiang a spol. (2006) kolokalizovali P2X5 receptar meuronech imuno-pozitivnich
na arginin-vasopresin (dale jiz jen jako ,vasopr8&sa syntetazu oxidu dusného v mnoha
jadrech hypotalamu. Nejsijsi exprese P2X5 byla nalezena v PVN a SON,&pak ve
ventromedialnim jé, suprachiasmatickém j&da v nucleus arcuatusKolokalizace
P2X5 s vasopresinem byla n&f§i v PVN a SON, zatimco v suprachiasmatickychgéhr
byly oba signaly navzajem vyiné. Kolokalizace P2X5 a syntetazy oxidu dusnéha byl
nalezena v PVN, SON, ventromedialnim igddv b@&nim hypotalamu a \accessory
neurosecretory nuclei P2X7 receptor byl v hypotalamu imunohistochemicky

kolokalizovan s glutamatovym transportérem typékifison a spol., 2004).
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In-situ hybridizaci a imunohistochemicky bylo ziso, Zze P2X2, P2X4, P2X5 a
P2X6 jsou exprimovany nailech, a P2X2 a P2X6 na axonech neuraekretujicich
hormontidici sekreci luteinizniho hormonu (Fu a spol., 2009). Imunohistochemicka
studie mapuijici rozdily v expresi P2X receptora oxytocinovych a vasopresinovych
neuronech mezi PVN a SON, konstatovala expresi PPX5, P2X6 v PVN oproti
expresi P2X2, P2X4, P2X5 a P2X6 v SON na vasopoeggch neuronech. U
oxytocinovych neuroin v PVN nalezli pouze P2X4 receptor oproti P2X2, B2XP2X5
v SON (Guo a spol., 2009). Cham a spol. (2006) mdmkombinace klasické
imunohistochemie s retrogradnim viralnim &m@m zjistili, Ze vSechny testované
podtypy P2X1 az P2X6 jsou exprimovany na PVN neecbnprojikujicich do oblasti
rostralni ventro-lateralni michy, kde jsou uloZemgurony dlezité pro sympatickou
regulaci v perifernim nervovém systému.

Rada studii prokézalatipomnost funknich P2X receptdr v hypotalamu, a to
zejména menim koncentrace intracelularnino vapniku anebdktreliyziologicky.
Matsumoto a spol. (2004) nalezli P2X2 receptofezech z dorso-medialni oblasti
hypotalamu, ktera hraje roli v reguladiijmu potravy a piti, a ip kardiovaskularnich
reakcich na enimi a smyslové podty. Aplikaci extracelularnino ATP zde vyvolala
koncentréng-zavisly dovnit smefujici proud, depolarizaci a nasledné zvySeni hiadin
intracelularniho vapniku. Wakamori a Sorimachi @0® disociovanych neuronech z
nucleus arcuatsi elektrofyziologicky prokazali ftomnost funknich P2X receptdr a
farmakologicky identifikovali P2X2 a P2X2/6 podtypyVollmann a spol.,, (2005)
meienim na hypotalamickych hypokretin/orexinovychnkéch zjistili, Ze aplikace
extracelularnino ATP vyvolala depolarizaci, zvySeitgktrické aktivity a membranovy
proud patra aktivaci P2X2 podtypu. Na histaminergnich neurbnectuberomamilarnim
jadre v zadnim hypotalamu byl nalezen ATP-indukovangugdr gdes P2X2 a patii
P2X5 receptory (Vorobjev a spol., 2003).

Aplikace stabilniho analogu ATP a inhibiioP2X receptar do oblasti hypotalamu
u krys in-vivo zgmisobila znény tlesné teploty, Zehoz lze pedpokladat podil P2X
receptoi na mechanismu termoregulace (Gurin a spol., 2008VN byla popsana
forma synaptické plasticity, ve které noradrenatinstimulovany vylev ATP z glii
aktivoval neuronalni P2X7 receptory ausgpbil tak nasledny vtok vapniku, aktivaci
protein-kindz a v konimém disledku vlozeni AMPA receptdr(glutamatové receptory
charakterizované citlivosti k-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolpropionové kiyisg)
do post-synaptické membrany. Takto zvySendnnost glutamatergni synaptické
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transmise v PVN itrvala dobu &kolika desitek minut (Gordon a spol., 2005; Gordon
spol., 2009).

Pritomnost P2X receptdrbyla potvrzena i vigdnim laloku hypofyzy. U laktotrdip
byla nalezena exprese P2X3, P2X4 a P2X7 rec&pmatimco gonadotropy a somatotropy
exprimuji pouze P2X2 receptory (He a spol., 2008jjil8ovic a Koshimizu, 2001;
Zemkova a spol., 2006). U krys byly nalezeny destihové varianty P2X2 receptoru —
P2X2a a P2X2b, u mysi dokonde varianty — P2X2a, P2X2b a P2X2e (Koshimizu a
spol., 2006). Jednotlivé formy se od sebe liSi aié¢lintracelularniho C-konce a rychlosti
desensitizace, ktera je pomala u homomernich P2¥&aini u P2X2b a nejrychlejsi u
P2X2e receptdr. Fyziologicky vyznam fitomnosti fiznych sesthovych variant sp&va
Vv jejich schopnosti spojovat se v heteromery sugsivanou rychlosti desenzitizace, coz
buice umoduje Iépe regulovat mnoZstvi vstupujiciho vapnikworba P2X2 heteromér
byla nalezena v gonadotropnich a somatotropnidikdmin adenohypofyzy (Koshimizu a
spol., 1998b). Také elektrofyziologicky byly P2XZceptory receptory prokazany
v gonadotropnich a P2X4 receptory v laktotropnictikhch (Zemkova a spol., 2006;
Zemkova a spol., 2010).0Pod piitomnych P2X7 receptdrneni jednoznané objasrn,
ale podle nélex z jinych oblasti mozku se usuzuje na jejich expgiiglnimi buikami
(Stojilkovic, 2009).

Z popsanych praci je patrné, Zze P2X receptory jsbtwypotalamo-hypofyzarnim
systému Siroce roz&ny a z jejich schopnosti vyvolavat depolarizaciremulovat
elektrickou aktivitu hypotalamickych neunbra hypofyzarnich buik Ize soudit, Ze jsou

vyznamne i pr@izeni homeostatickych funkci organismu.

F  P2X receptory v supraoptickych jadrech

Supraoptickd jadra jsou parova jadra uloZena voestntralnic¢asti hypotalamu
v blizkosti chiasmatu optickych nérv Spol€né s blizkymi paraventrikularnimi jadry
obsahuji tzv. velkobuftné (magnocelularni) neurony syntetizujici vzdy jede dvou
peptidickych hormoin - oxytocin¢i arginin-vasopresinOba hormony jsou syntetizovany
vtélech SON neuraln odkud jsou ve velkych sekmich granulech axonain
transportovany do zadgasti hypofyzy (neurohypofyza). Zde jsou hormonyervovych
zakoréeni uvohovany C&*-dependentni exocytdzotiimo do systémového shu.

Zakladni funkci vasopresinu je zadrzovani vodyle & patri i udrzovani stalého

krevniho tlaku. Bsobenim fes své V2 receptory vasopresin vyvolava inkorporaci
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akvaporirii, membranovych kanékelektivnich pro vodu, do luminalnich membrandiun
skérnych kanalk v ledvins. Signalem pro sekreci vasopresinu z neurohypojg/zyyseni
osmolality krevni plasmy nad hodnotu 285 mOsm, é&tektivuje osmoreceptory
v organum vasculosum laminae terminaisubfornikularnim organu v hypotalamite$
V1A receptory jsou zprosdkovany vasokonstriki (€inky vasopresinu. In-vivo bylo
prokazano, ze vasopresin snizuje snievydej pisobenim \area postremaSignalem je
zmena tlaku krve zfisobena nap krvacenim. Ta aktivuje nizkotlaké receptory uloZee
velkych Zilach, v pravé i levé sini a v plicnichvééh. ZvySeny tlak aktivuje vysokotlaké
receptory v karotickych sinech a v aortalnim oblouRignal je veden bloudivym nervem
presnucleus tractus solitarido kaudalni ventro-lateraldésti prodlouzené michy, odkud
je prepojen pimo do SON a PVN. Vasopresin v jatrech spousti aigkolyzu pes V1A
receptory. BFes V1B receptory Afsobuje zvySeni sekrece adrenokortikotropniho hotmon
z kortikotropnich bugk v prednim laloku hypofyzy. Mezi dalSi pogtg zvySujici sekreci
vasopresin péitbolest, gkteré emoce, stres, fyzicka namaha, nevolnostcewiaa stani.

Oxytocin pisobi zejména na nidgé Zlazy a &dohu. U savé zpisobuje kontrakci
myoepitelovych bugk, které tvdi vnitini povrch mléné Zlazy. Jejich stahy vedou k
vytlaceni mléka z alvedl laktujici mamy do velkych vyvada pak ven z bradavky.
Podrétem je stimulace dotykovych recepiov prsou, které jsou somatickymi drahami
vedeny az do SON a PVN. Oxytocin také@iggbuje stah hladkého svalstvéaty, ktera
se v obdobi f&d porodem stava citi§8i diky zvySené expresi oxytocinovych receftor
Stimulaci pro mohutny vylev oxytocinu je sestupduoporodnimi cestami na &tku
porodu, coz pozitivni Znou vazbou vede k zesileni siah

Vlastni sekrece hormdnv neurohypofyze jefizena elektrickou aktivitou SON
neuror, jejiz podoba je mezi dma subpopulacemi neurbrodliSna. V klidovém stavu,
kdy hormony nejsou sekretovany, maji oba druhy er@uvelmi nizkou frekvenci alich
potenciah asi 0,1-3 Hz. Stimulace oxytocinovych neurpmagiklad podrédzdnim
prsnich bradavek v obdobi kojeni, vyvolava kratké&okofrekvekni vyboje aknich
potenciali (20-50 Hz) oddlené delSimi klidovymi fazemi (5-10 min). Tento vzo
elektrické aktivity je mezi jednotivymi neurony symonizovan, ¢imz se oxytocin
sekretuje z mnoha neurbrsowasré a spousti naslednou ejekci mléka. Naproti tomu
podrét stimulujici vasopresinové neurony, jakym je iildpd hypotenze Zisobena
ztratou krve, vyvolava zgatku stalé (tonické) zvyseni frekvence elektrickevity, které
je nasledovano 8tlanim kratSich Usék(20-60s) vysoké elektrické aktivity a klidu (5-15
Hz, tzv. fazickd aktivita), ktera je co do mnoZzstekretovaného hormonu né&jingjsi.

29



Aktivita jednotlivych vasopresinovych neuropiitom neni synchronizovana, nasledkem
¢ehoz je vylev hormonu prakticky kontinualni (Ganp2@01; Leng a spol., 1999).

Elektricka aktivita SON neurdrn ktera gimo spousti sekreci horminje fizena
excitatnimi a inhib&nimi vstupy aferentnich neurdbnPodobg jako jinde v centralnim
nervovém systému je i v SON za hlavni exgifapienasé povaZzovan glutamat a za
hlavni inhibeni prenasé GABA. Celkow je 20-40% vSech synapsi na dendritectiech
SON neuron glutamatergnich, a asi 40% je GABAergnich (El Maioi a spol., 1996;
Meeker a spol., 1993). Synaptickyepos v SON je dale modulovan dlouhtadou
neuromodulatar, které pisobi pre-synapticky a/nebo post-synapticky. Mezikyla
inhibi¢né pasobici pati zejména glutamat, GABA, adenosin, endokanbinoopyjoidy a
nékteré neuropeptidy, a naopak stintu& pasobi noradrenalin, oxytocin ackieré
neuropeptidy (Iremonger a spol., 2010).

Purinergni signalizace v SON je spojovana vice chaeismy uvalovani
vasopresinu, zatimco jeji vyznam pro waiani oxytocinu neni zceldgmy. Day a spol.
(1993) ukéazali, ZzZe ATP je hlavnimigmaséem na noradrenergni draze z Al oblasti
v prodlouzené mise, kterd v SON inervuje zejménsomasinové neurony (Alonso a
Assenmacher, 1984). Fyziologicky vyznam této hypptgodpdili Buller a spol. (1996),
kdyz blokaddou purinergnich recepiov SON antagonistou suraminem zruSili aktivaci
vasopresinovych  neur@n vyvolanou hypotenzi in-vivo. Na izolovanych
neurohypofyzarnich terminélach bylo zfisbd, Ze endogenni ATP uvavany v ptibchu
elektrické stimulace autokrignpodporoval pouze uwvibvani vasopresinu a nikoliv
oxytocinu (Knott a spol., 2008). Naproti tomu aplie ATP zpsobila koncentréne
zavislé uvahovani obou hormain z komplexnich hypotalamo-hypofyzarnich explaintat
(Kapoor a Sladek, 2000).riPsowasné aplikaci ATP a noradrenalinu dochazi kjest
vyrazrejsi - synergické - stimulaci uvbvani obou hormah které ma na rozdil od
individualnich odpo¥di obou penaSeéd delSi dynamiku odrazejici aktivaci
intracelularnich signalnich kaskad a syntézu novyateimi (Kapoor a Sladek, 2000).
Zda se tedy, Ze ATPapobi jak nadlech SON neurainv mozku tak na jejich terminalach
v neurohypofyze.

Tato mySlenka je podpena velkym pétem strukturnich praci dokumentujicich
piitomnost MRNA nebo proteinpurinergnich receptdrv SON. mRNA P2X2, P2X3,
P2X4, P2X6, P2X7 receptibbyla nalezena v j&d pomoci RT-PCR, a pro P2X2, P2X3,
P2X4 a P2X6 doloZena in-situ hybridizaci (Collopols 1996; Kanjhan a spol., 1999;
Shibuya a spol., 1999). Proteiny P2X2, P2X3, P2X malezeny v jatk technikou
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Western Blot (Gomes a spol., 2009). P2X2, P2X3, £2K2X5, P2X6 a P2Y1 byly
imuno-histochemicky potvrzeny v jéal (Espallergues a spol., 2007; Loesch a Burnstock,
2001; Shibuya a spol., 1999; Song a spol., 200an&ia spol., 2006),iigemz P2X2,
P2X4, P2X5 a P2X6 byly asociovany s vasopresinovyaairony (Obr.4) a P2X2, P2X4 a
P2X5 s oxytocinovymi neurony (Guo a spol., 2009a WNtrastrukturaini drovni byly
v jadie nalezeny presynaptické a postsynaptické P2X2& Pl2esch a Burnstock, 2001,
Loesch a spol.,, 1999). Na synaptosomech izolovanycheurohypofyzy byly
imunocytochemicky prokazany P2X2, P2X3, P2X4 a Paxdciované s vasopresinovymi
terminalami, a P2X4 a P2X7 asociované s oxytocinavierminalami (Knott a spol.,
2005). Na ultrustrukturalni darovni byly v neurohyyme potvrzeny P2X2 a P2X6
receptory (Loesch a Burnstock, 2001; Loesch a sp899).

Obrazek 4 Kolokalizace exprese P2X2 receptoru (z&Jema neuronech syntetizujicich
arginin-vasopresin ¢érverg) v SON. Glialni biky (mode) jsou hust uloZzeny ve
ventralni ¢asti SON a jejich vyigky protinaji jadro dorsatn Imunohistochemické
fluorescekini znaeni na mozkovyckezech, snimano konfokalnim mikroskopengiitko
50 uM. Vavra, V., nepublikované vysledky.
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Pritomnost funknich P2X receptdr v SON byla potvrzena pokusy séifanim
intracelularnino vapniku a také elektrofyziologickgplikace extracelularnino ATP
zvySila hladinu intracelularnino véapniku jak v neuech a glidlnich hikach
v hypotalamickém ja&, tak i vizolovanych neurohypofyzarnich termicélaa
kultivovanych pituicytech (neurohypofyzarnich asyiech) (Espallergues a spol., 2007;
Shibuya a spol., 1999; Troadec a spol., 1998; Teoadspol., 1999¥ ast amplitudy ATP-
stimulovanych vapnikovych odpédich se psuzuje aktivie metabotropnich P2Y
receptofi, z nichZ nejvyznanmijSi je P2Y1 podtyp (Knott a spol., 2005; Song alspo
2007).

Elektrofyziologicka ngieni dolozila ATP-vyvolanou depolarizaci SON neudran
zvySeni jejich elektrické aktivity (Hiruma a Bouul995). ATP-stimulovany dovhit
smeétujici proud byl pozorovan na disociovanych SON paach tak i na izolovanych
neurohypofyzarnich terminalach (Knott a spol., 2008hibuya a spol., 1999).
Farmakologicky nejpravghodobrEjSim druhem P2X receptiow jadre i v neurohypofyze
se shod#& uvadi P2X2 podtyp (Gomes a spol., 2009; Knotta. sp005).

V SON je také popsana signalizace zpeitovana adenosinem, kterq navazuje na
ATP signalizaci s tim, jak je ATP v extracelularnimostedi enzymaticky $peno.
Pritomnost  ekto-nukleotidaz byla cytochemicky proké®a na membranach
neurohypofyzarnich terminal a astragykde byla i funkn¢ potvrzena rychlouigmsnou
dodaného ATP na adenosin (Sperlagh a spol., 198@iof a spol., 1996). Endogenni
adenosin v neurohypofyze jefepr¢ piitomen v dostatmém mnoZstvi k tomu, aby
aktivoval své Al receptory na neurosekiieh terminalach. #¢s asociovany G protein
pak dochazi kinhibici nagovych C&" kanah N-typu a nasledné inhibici sekrece
hormoni (Knott a spol., 2007). V SON na urovni hypotalakeico jadra byla ekto-5-
ATP&za immuno-lokalizovana na astrocytech. Aderm&nAl receptory byly nalezeny
zejména na neuronech, a A2A receptory na astrdtydeglutamatergnich terminalach
(Ponzio a Hatton, 2005; Ponzio a spol., 2006).

Celkow se zd4a, Ze purinergni signalizace v SON Mjtw&gativni zptnou vazbu,
kdy ATP vyvolava stimuléni inky, jejichz dopad je tlumen vznikajicim adenosine
Mechanismus je vyznamny zejménagekreci vasopresinu, avsak jeho vyznam pro vylev
oxytocinu neni dosud objasm Krome P2X2, ostatni typy P2X recepigrkteré reaguji
na zvySenou koncentraci extracelularnino ATP v S@Hbyly dosud identifikovany.
RovreZ &inek ATP na synaptickyignos v SON nebyl studovaRedenim dchto otazek
se zabyva prvni zippoZenych publikaci (Vavra a spol., 2011).
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V. Cile prace

1.
Které podtypy purinergnich P2X receptdwontroluji funkci SON neurai?
Jakym zjisobem reguluji P2X receptory synaptickemos v SON?

2.

Jaka je uloha konzervovanych cysteinektodoméa krysiho P2X4 receptoruipvazbs

agonisty a otevirani iontového kanalu ?

3.
Jaky je funkni vyznam konzervovanych aromatickych aminokysetjct zbytki v

prvni transmembranové dontépurinergnich P2X receptit?

4.
Které aminokyselinové zbytky v prvni a druhé trapsmranové domeénP2X4

receptoru jsou zodpédné za vazbu ivermektinu?
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VI. Vysledky

Vavra, V., Bhattacharya, A., Zemkova, H., 2011.
Facilitation of glutamate and GABA release by P2Eaptor activation in supraoptic
neurons from freshly isolated rat brain slices.

Neuroscience. 188, 1-12.

KTERE PODTYPY PURINERGNICH P2X RECEPTORKONTROLUJI FUNKCI
SON NEURONJ?

JAKYM ZPUSOBEM REGULUJI P2X RECEPTORY SYNAPTICKYRENOS
V SON?

Supraoptickd a paraventrikularni jadra hypotalanbgabuji tzv. magnocelularni
neurony, které syntetizuji vzdy jeden ze dvou hamne oxytocin nebo arginin-
vasopresin. Oba hormony jsou¢k heurori axonal@ transportovany do zadniho laloku
hypofyzy, kde je jejich vylev do systémovéhoébb pimo tizen elektrickou aktivitou
magnocelularnich neurén Tato aktivita je ufena synaptickymi vstupy aferentnich
neurori, kde se za hlavni exctiai neurotransmiter povazuje glutamat a za hlavni
inhibi¢ni neurotransmiter GABA. Supraopticka jadra jsouimo jiné drahy - inervovana
také noradrenergnimi vstupy Al neution kaudalni michy, kde ATP bylo indikovano
jako hlavni mediator excitace (Day a spol., 1998plikace extracelularniho ATP
zpasobuje zvySeni hladiny intracelularnino vapnikuGNsbuikach, zvySeni elektrické
aktivity SON neurofi, jejich membranovou depolarizaci i uiioani obou horman
(Hiruma a Bourque, 1995; Kapoor a Sladek, 2000;tKaacspol., 2005; Shibuya a spol.,
1999). Lkast P2X receptérna gchto djich potvrzuji prace dokumentujici expresi P2X v
SON na urovni mMRNA i jejich protein(Gomes a spol., 2009; Guo a spol., 2009; Shibuya
a spol., 1999). Dosud vSak nebyl zkouman vliv P2Eeptoli na synaptickou aktivitu
SON neurod.

V naSi préci jsme se snaZili zhodnotit fank pfitomnost purinergnich P2X
receptoi v SON a sotasre identifikovat jejich podtypy. Za timtocélem jsme pouZzili
kvantitavni RT-PCR k detekci mRNA, a fuitk techniky tetikového zamku (patch-
clamp) a mikrofluorimetrické #&feni hladiny intracelularniho vépniku na akutn
izolovanych hypotalamickyctrezech z potkan kmene Wistar. Kvantifikace mRNA
pomoci RT-PCR umoznila sadit podtypy P2X receptordle intenzity exprese diady:
P2X2> P2X7 > P2X4 > P2X3. mRNA pro P2X5, P2X6, P2Y1, RZYP2Y12 receptory
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byla zastoupena minimain Aplikace ATP zvysila frekvenci spontéannich ¢akch
potencial a zpisobila depolarizaci klidového membranového potduc& N neurof.

V rezimu nagtového zamku ATP navysil frekvenci glutamatergnieba GABAergnich
spontannich post-synaptickych prdudle amplitudagchto proud nebyla aplikaci ATP
ovlivnéna. ATP roviZz vyvolal dovnit smetujici membranovy proud (126 + 13 pA).
Celkovy paet ATP citlivych neurofh v SON dosahoval ifblizn¢ 80% (132 ze 163
zmeienych bugk).

Dale jsme nalezli, Ze podobnou odpdvjako ATP vyvolaly také aplikace AWS a
2MeSATP, zatimco 2MeSADP, 2MeSAMRa@metATP nebyly dGinné. BzATP, nejvice
Gcinny agonista P2X7 podtypu, nevyvolal membranovgugds avSak zvysil hladinu
intracelularniho vapniku v glialnich fkach. Inhibitory purinergnich recepioiPPADS a
suramin, proudovou odpe&¥ blokovaly, zatimco pH 6,5 a ivermektin, selektivni
modulator P2X4 receptdy odpowd potencovaly. P2Y1-specificky inhibitor MRS2179
nentl Zzadny efekt na ATP vyvolanou odpik

Na za¥r Ize shrnout, Ze naSe studie prokazala nhkiitomnost pre-synaptickych
a extra-synaptickych P2X2 a P2X4 podtypurinergnich receptorv SON neuronech.
ATP pisobici pes pre-synaptické receptory zvySuje uheoiani exciténiho genaseée
glutamatu a inhildniho pgenasée GABA. Extra-synaptické receptory jsou pétrn
aktivovany ATP uvaiovanym z okolnich glidlnich bgk. Tyto vysledky objasuji
mechanismum, kterym P2X receptory exprimované ndl 8&uronech mohou modulovat

uvolovani neurohypofyzarnich hormin
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Rokic, M. B., Tvrdonova, V., Vavra, VJindrichova, M., Obsil, T., Stojilkovic, S. S.can
Zemkova, H., 2010.

Roles of conserved ectodomain cysteines of thB2X¥ purinoreceptor in agonist

binding and channel gating.
Physiological Research. 59, 927-935.

JAKA JE ULOHA KONZERVOVANYCH CYSTEINJ V EKTODOMENE KRYSIHO
P2X4 RECEPTORU PRI VAZBE AGONISTY A OTEVIRANI KANALU?

VSech sedm podtypsavich purinergnich receptibiobsahuje velkou extracelularni
kli¢ku, ve které se nachazi 10 konzervovanych cystewticich 5 disulfidickych mstki.
Tyto jsou ozn&ovany jako SS1 (C116-C165), SS2 (C126-149), S932€C159), SS4
(C217-227) a SS5 (C261-C270) p2X4-<islovani. Jejich vyznam pro funkci recegtor
neni dosud zcela objasn

Nahrazovanim jednotlivych cystdirza jiné aminokyseliny bylo dosud zjigb, Ze u
lidského P2X1 a krysiho P2X2 nejsou sulfidickésthky zodpo¥dné za multimerizaci
téchto receptar (Clyne a spol., 2002b; Ennion a Evans, 2002). ldkoputace ruSici SS5
mustek lidského P2X1 receptoru snizila jeho membranoexpresi, coz ukazuje na
moznou Ulohu SS5iptransportu receptoru z cytoplazmy na povrchikyu(Ennion a
Evans, 2002). Cysteinové pary SS2, SS3 a blizktjdim se spokné mohou podilet na
tvorbé vazebného mista pro ionty kow P2X2 a P2X4 receptib(Clyne a spol., 2002b;
Coddou a spol., 2007; Friday a Hume, 2008). Uvalbosa také, Ze sulfidické imstky
mohou byt vyznamnéippusobeni etanolu na P2X4 receptor (Yi a spol., 2008které
mutantni P2X1 a P2X2 receptory, ve kterych bylyteys nahrazovany za alanin, maji
snizenou citlivost k ATP, fifjpadrg jsou zcela nefurini (Clyne a spol., 2002b; Ennion a
Evans, 2002). Také P2X receptofasy Ostreococcus tauriktery pravédpodobr nese
pouze jeden disulfidicky fstek, ma podolinnizkou citlivost k ATP (Surprenant a North,
2009).

S cilem zjistit dlohu jednotlivych disulfidickychapi (SS1 az 5) pro funkci
rekombinantniho krysiho P2X4 receptoru jsme jedvédttysteiny, anebo oba partnery
disulfidické vazby, nahradili za alaninogathreoninova residua. Divoky typ receptoru a
jeho mutanty jsme vlozili do HEK293 bek a funkci mutantnich receptorjsme
elektrofyziologicky charakterizovali v konfiguragihole-cells pomoci ivermektinu, ktery
je alosterickym modulatorem P2X4 recefitoP¥i vymeéné disulfidického paru SS3 za
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threoniny jsme nepozorovali Zaddnou&ma v odpo¥di na aplikaci extracelularniho ATP.
Threoninova nahrada pa6S1, SS2 a SS4, nikoliv vSak SS5, vyvolala snigelvosti
k ATP a zkraceni doby deaktivace po odmyti agoni§€giZzeni hodnoty maximalni
amplitudy proudové odpe@di bylo pozorovano u SS2, SS4 a SS5 dvojitych ntlitan
V pripact SS2 a SS5 bylo mozné dosahnoasténé zachrany maximalni amplitudy
proudu preaplikaci ivermektinu. S vyjimkou cystei@li7 nahrazeného za threonin
arginin, a cysteinu 216 nahrazeného za alanin, logyt@né podobny typ odpédi
pozorovat u mutaft u kterych byl nahrazen pouze jeden cystein.

NaSe vysledky ukazuji, Ze sulfidickéistky se mohou podilet na vazhgonisi
anebo otevirani membranového péru P2X recépt®S1, SS2 a SS4 astky jsou
vyznamné pro strukturu vazebného mista pro ligazatimco SS5 vazba, ktera je

lokalizovana blize k transmembranovym doménamulezita pro otevirani P2X4 kanalu.
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Jindrichova, M., Vavra, V.Obsil, T., Stojilkovic, S. S. and Zemkova, H.020

Functional relevance of aromatic residues in tist fransmembrane domain of P2X

receptors.
Journal of Neurochemistry. 109, 923-934.

JAKY JE FUNKCNI VYZNAM KONZERVOVANYCH AROMATICKYCH
AMINOKYSELINOVYCH ZBYTK U V PRVNIi TRANSMEMBRANOVE DOMENE
PURINERGNICH P2X RECEPTO®?

V horni ¢asti prvni transmembranové domeény purinergnich R8Xeptod se
nachazi #gkolik konzervovanych aromatickych aminokyselin. Begh sadich podtyph
P2X receptal je konzervovan Tyr42 (P2X&slovani). Nahrazeni tohoto residua u P2X2
receptoru za cystein #pobilo ztratu funkce receptoru, avSak nahradoulaairadoslo
naopak asi k 10-ndsobnému navySeni citlivosti riecapna ATP (Haines a spol., 2001;
Jiang a spol., 2001; Li a spol., 2008; Li a spp0Q4). DalSi charakterizaci se zjistilo, Ze
alaninovy mutant ma oproti divokému typu P2X2 reéoap snizenou hodnotu maximalni
proudové odpoidi a dale také sniZzenou vodivost prd CaNMDG ionty (Khakh a Egan,
2005). Pokus obnovit vapnikovou vodivost nahradpidZ za fenylalanin se nezilacoz
je vyswtlovano hypotézou, Ze hydroxylova skupina tyrosintéto poloze interaguje
s vapenatymi ionty a usnagje tak jejich pichod kanalem (Samways a spol., 2008).
Naproti tomu nahrada Tyr42 za tryptofan vyvolala 8&masobné navySeni citlivosti
k ATP (Silberberg a spol., 2005), a attteto studie také how¥d o moznosti zapojeni
tohoto residua do protein-proteinové interakce rétstabilizuje receptor v uzéaném
stavu.

Abychom |épe zhodnotili vyznam konzervovaného tyres a okolnich
aromatickych aminokyselin v prvni transmembranoemére pro funkci P2X receptdy
zanenili jsme tyto residua za alanin u P2X1, P2X2, P2R2X4 a P2X7 podtyp
Mutantni receptory byly exprimovany v bigme linii HEK293 a dale elektrofyziologicky
charakterizovany gfenim membranovych protdNahrazeni Tyr42 za alanin vyvolalo
v jednotlivych podtypech receptoodliSné odpo¥di: P2X1 podtyp se timto zasahem stal
nefunkenim, zatimco u P2X2, P2X4 a P2X3 podtyjpme pozorovali navyseni citlivosti
k ATP a prodlouzeni doby deaktivace, tj. doby uzavi kanalu po odmyti agonisty. U

P2X2 a P2X4 doslo dale k navySeni citlivosti k jprdmu agonistovo,3-meATP, ktery
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dosahl dinnosti plného agonisty. U P2X7 doSlo také k prodkni doby deaktivace, ale
citlivost k ATP a k BzATP éstala nezrénéna.

Zamena aromatickych aminokyselin, které jsou spodes Tyr42 orientovany na
stejné straf helixu TM1, tj. fenylalanin (Phe42, P2X&slovani) a tyrosin/tryptofan
(Trp46, P2X4c¢islovani) také vyvolala zémy ve funkci P2X2, P2X3 a P2X4 receptor
Naproti tomu nahrada protilehlého fenylalaninu @8)eP2X4 cislovani) nevyvolala
Zadnou reakci. i sowasné vyminé dvou aromatickych zbytk za alaniny u P2X4-
Tyrd2+Trp46 a P2X4-Tyr42+Trp50 doslockst&nému zruSeni efektna citlivost k ATP
a deaktivaci receptoru, které byly vyvolany samatmoutaci Tyr42. Naproti tomu u
P2X4-Y42A+FA8A ke zmndm nedoSlo, a P2X2-Y43A+Y47A spolu s P2X2-
FA4A+Y4TA se staly nefurgkimi.

NaSe nalezy ukazuji, Ze aromatické aminokyselinplgtky v horni¢asti prvni
transmembranové domény purinergnich P2X recéptdraji dilezitou dlohu
v konforma&nim uspdadani struktury receptior Z funkéniho hlediska je nejvyznangsi
konzervovany tyrosin, ktery hraje roli v oteviraawirani iontového kanalu, a sasré

ovliviwuje i specificitu vazby agonisty.
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Jelinkova, ., Vavra, VV.Jindrichova, M., Obsil, T., Zemkova, H. W., ZemkoH. and
Stojilkovic, S. S., 2008.

Identification of P2X(4) receptor transmembranedess contributing to channel gating

and interaction with ivermectin.
Pflugers Archives — European Journal of Physioldég, 939-950.

KTERE AMINOKYSELINOVE ZBYTKY V PRVNI A DRUHE ]
TRANSMEMBRANOVE DOMENE P2X4 RECEPTORU JSOU ZODPGDNE ZA
VAZBU IVERMEKTINU?

Ivermektin (IVM) je synteticka latka pati do skupiny makrocyklickych lakténJe
charakterizovana vysokou molekulovou hmotnosti, okgs lipofilitou a nizkou
rozpustnosti ve vad Jak jiz bylo uvedenoitve, IVM je schopen modulovatinnost
n¢kolika skupin membranovych kaiiidlavsak v ramci rodiny purinergnich receptge
selektivni pouze pro P2X4 podtyp (Khakh a spol9Qa), cehoz se vyuziva k identifikaci
P2X4 receptoru v nativnich tkanich.

IVM sam neaktivuje P2X4 receptor, alésobi jako alostericky modulator, jehoz
(cinek se projevuje zvySenim maximalni amplitudy pi@eg odpowdi na ATP,
prodlouzenim doby deaktivace receptoru a zvySenthvosti k agonistm (Khakh a
spol., 1999b; Priel a Silberberg, 2004fye$ha poloha vazebného mista P2X4 receptoru
pro IVM dosud neni znama. Bylo zj#, Ze IVM pisobi pouze # aplikaci
z extracelularni strany membrany, a jelkmék neni zavisly naipdchozi aktivaci kanalu
(Khakh a spol., 1999b; Priel a Silberberg, 2004) n&povida, Ze vazebné misto receptoru
pro IVM se nachazi mimo intracelularni konce a imipor kanalu. Vzhledem k vysokeé
lipofilit & molekuly IVM je mozné uvazovat, Ze IVM-vazebné toise nachazi v oblasti,
kde molekula receptoru prochazi plasmatickou mendwa tedy v Useku
transmembranovych domeén.

S cilem zjistit, které aminokyseliny jsou zodpdmé za interakci s IVM, jsme
postupr zanenovali jednotliva aminokyselinova residua prvni att transmembranove
domény rekombinantniho krysiho P2X4 receptoru zaiay a cysteiny. Mutantni
receptory byly exprimovany vbatné lini HEK293 a elektrofyziologicky
charakterizovany velikosti maximalniho proudu, ieitsti k agonistovi acasovou
konstantou deaktivace. Funkce receptarstala nezrénéna jednobodovymi mutacemi na
29 pozicich z 43 testovanych. Mezi nimi se nacth@zaminokyselin, u kterych byl mutaci
poznmenén inek IVM (Gly36, Leu40, Val43, Val47, Trp50, Asn338ly342, Leu346,
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Ala349 a 1le356). K této skupinfadime i Arg33 a Cys353, u kterych mutace na alanin
také pozminila efekt IVM, ale sotasré doslo i ke zminam v ATP odpogdi. Patrré neni
nahodou, Ze tyto aminokyselinové zbytky jsaitgmné také u IVM-citlivého podtypu
P2X receptoru schistosoma mansoni

Na tomto souboru aminokyselin je patrné, Ze v raw®ech residui tudcich
transmembranové domény obsazuji praviglgbzdou teti nebattvrtou pozici viad, coz
odpovida usp@dani obou transamembranovych domén do podetglixa, které pozdji
potvrdila krystalova struktura P2X4.1 receptoru \{lase a spol., 2009). UvaZované
aminokyseliny jsou lokalizovany na obou doménadiyyiouze na stejné strao-helixa,
a je tak mozné se domnivat, Ze v konformacii@eého kanalu vyt¥asmerem k lipidim
orientované vazebné misto pro IVM. Druhou skupimainmkyselin tvdi residua, u
kterych substituce Zgobila znény v ATP odpowdi nikoliv ale znény v &inku VM
(Met31, Tyrd42, Gly45, Val49, Gly340, Leu343, Ala34@ly347, Thr350, Asn354, a
Val357). Tyto aminokyseliny jsou orientovany na éma strad a-helixi nez gedchozi
skupina rezidui, a pra¥dodobré vytvati vnittni s€nu iontového kanalu, anebo hraji

dulezitou roli @i otevirani kanalu.
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Zemkova, H., Balik, A., Jindrichova, M. and Vavka, 2008.

Molecular structure of purinergic P2X receptors #mar expression in the hypotalamus
and pituitary. REVIEW.

Physiological Research. 57 Suppl 3, S23-38.
Obsahem fehledu jsou struktugafunkeni viastnosti P2X receptbra giitomnost a uloha

P2X receptal v hypotalamu a adenohypofyze. Shrnuje tak nalestatoich autdr a
zasazuje vysledky naSi labor&alo SirSiho kontextu purinergni problematiky.
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VII. Diskuze

V prvni ¢asti této disertmi prace jsme metodou t#tového zamku studovali
ucinky ATP na elektrickou aktivitu a synaptickyfgmos SON neurdnv mozkovych
fezech. Cilem prace bylo charakterizovat vliv ATPhog¢ny membranovy potencial a
spontanni synaptické proudy, porovnéinék ATP s fisobenim agonigta antagonist
P2X receptat.

Ucinky ATP se liily nejen v zavislosti na koncentrade v ramci jednoho neuronu
také na lokalizaci P2X recepfoa jejich gitomnych podtypech. Pomoci stanoveni mRNA
technikou kvantitativniho real-time PCR ze vzotkypotalamické tkahobsahujici SON
jsme nalezli vyznamnou ffpomnost P2X receptdy zastoupenych v padi
P2X2>P2X7>P2X4. NaS nélez igsnil vysledky jinych autdr ktei pomoci in-situ
hybridizace ukéazali ffitomnost mMRNA P2X2, P2X4 a P2X6 receptov neékolika
hypotalamickych jadrechc¢etnre SON (Collo a spol., 1996), a pomoci PCR analyzy
expresi mMRNA P2X2, P2X3, P2X4, P2X6 a P2X7 recéptwSON (Shibuya a spol.,
1999).

Naslednym elektrofyziologickym &enim na akutnich mozkovydkzech a pomoci
aplikace specifickych farmak jsme jako prvni pradaptitomnost funknich extra- a pre-
synaptickych P2X receptiborna SON neuronech. Konkréincitlivost ATP odpoxdi
k PPADS (10uM) a IVM (3 uM) vypovida o pevazujicim zastoupeni P2X2 a P2X4
podtypi na presynaptickych nervovych terminalach a ééeech SON neurain Funkni
P2X2 receptor byl sice v SONgalpokladan, ale pouze na zakia@drmakologickych
vlastnosti ATP-stimulovaného zvyseni intracelulaonC&" a ATP-stimulované sekrece
vasopressinu a oxytocinu (Gomes a spol., 2009; Ughila spol., 1999; Song a spol.,
2007).

Existujetada studii prokazujicich ulohu presynaptickych P2&&ptoi v aktivaci
vylevu glutamatu v mnoha jinych oblastech mozkupiikdad v hipokampalnich
interneuronech, v miSe, trigeminalnimi@cucleus tractus solitariug v area postrema
(Gu a MacDermott, 1997; Khakh a spol., 2003; Khakklenderson, 1998; Kodama a
spol., 2007; Nakatsuka a Gu, 2001; Shigetomi a K2004). Potenciace GABAergniho
pienosu progednictvim P2X2 receptoru byla také popsanajikbgal v kultre neuroi
ze zadnich ral misSnich (Hugel a Schlichter, 2000)itBmnost presynaptickych P2X4
receptoéi nebyla dosud doloZena. Tento receptor byl nalexenlaktotropnich
hypofyzarnich biikkach a gonadotropnich neuronech, ve kterych sti@udlektrickou
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aktivitu prostednictvim membranové depolarizace a zvySeni innkgaiho vapniku
(Stojilkovic, 2009; Terasawa a spol., 2005; Zemkaspol., 2010)

PrestoZze jsme nenalezli zadné€inky BzATP na membranové proudyétené
elektrofyziologicky, s pomoci vapnikového imagirggindm pod#o prokazat pitomnost
P2X7 receptar na glidlnich SON hikach.

Prostednictvim detailni analyzy ATP-stimulovanych préud zneén frekvence
spontannich excitaich a inhibénich post-synaptickych prodseEPSCs a sIPSCs) jsme
objasnili mechanismy vedouci kanym projeeim modulace synaptickéhorgmosu v
SON. ATP se v naSich experimentech projevil jakiiceekinny presynapticky modulator
glutaméatergniho i GABAergniho synaptickéhdemosu. Nenalezli jsme vSak zadné
diukazy o spontannim uvitcdbvani endogenniho ATP, o kterém géve uvazovalo nap
na neuronech v oblastimedial habenula (Edwards a spol., 1992). Aktivace
extrasynaptickych P2X receptorvedla k dovnit smefujicimu proudu, membranove
depolarizaci a zvySeni elektrické aktivity SON ranir NasSe vysledky nazuaji, ze P2X
receptory mohou hrat ulohu v modulaci sekrece atewrohypofyzarnich horména to
nejen na urovni neuronalnich vstumle i prostednictvim somatickych receptorkteré
mohou byt aktivovany ATP uvidbvanym z gliovych bugk.

Druhoucast prace tvio tii studie o vztahu struktury a funkce rekombinarfirif@X
receptoéi, zantiené pedevsim na P2X4 podtyp. V prvni praci jsme se $inaftit
funkéni vyznam deseti konzervovanych cysteinovych zbytkextracelularni domén
P2X4 receptoru, které spolu vyi@et part cysteinovych mstka (SS1-5). Cysteinové
mustky jsou obeach dulezité pro strukturu protein v piipadt P2X receptar ale nehraji
Zzadnou roli pi tvorbé trimeru (Clyne a spol., 2002b; Clyne a spol., 200Ennion a
Evans, 2002; Rassendren a spol., 1997). Zda se kke&ysteinové fstky nejsou
esenciald nezbytné pro funkci krysich P2X1, P2X2 a P2X4 ptosé exprimovanych v
Zabich oocytech (Clyne a spol., 2002b; Clyne a.spfl02a; Ennion a Evans, 2002,
Rassendren a spol., 1997), ale mohou hréat roliwghovée expresi recepibiv sawich
expresnich systémech jako jsou haplEK293 buiky. P2X1 receptor s alaninovou
subsituci patého cysteinového paru (SS5) se pkaktievyskytuje na povrchu bBky a
piedpoklada se proto, Ze tento ustek hraje roli v transportu receptoru
z endoplazmatického retikula do membrany (Ennidavans, 2002). U P2X2 receptoru
byla po zaminé prvniho cysteinového paru za alaniny nalezenasaizitlivost k ATP.

Postupnou zagmou cysteifi za threoniny jsme zjistili idezitost cysteinovych par
SS1, SS2 a SS4 pro tvorbu ATP vazebného mista. Tedpovida i polohaéthto
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sulfidickych mustkii, kterou je diky nedavno wgSené krystalové strukeiAzfP2X4.1
receptoru (Kawate a spol., 2009) mozné nalézt&vablizkosti vazebného mista. SS5,
ktery je lokalizovan blize k transmembranové do&nge dilezity pro otevirani kanalu.
Uloha SS3 vazby se nezda byt pro funkci zasadofppe nahrazenitfslusnych cysteiin
nevyvolalo znény v ATP odpo¥di.

Dale jsme zkoumali ulohu konzervovanych aromatibkygeninokyselin v prvni
transmembranové dome&mP2X1, P2X2, P2X3, P2X4 a P2X7 recefitoKonzervovany
Tyrd2 (P2X4¢islovani) ma esencialni vyznam pro funkci P2X1 ppoel. U P2X2, P2X3
a P2X4 receptoru tato z&ma zmisobila zvySeni citlivosti receptoru k ATP a prodieuni
doby deaktivace. U P2X2 doSlo také ke zvySenivoisiii ka,3-meATP. Podobné, ale ve
svém projevu menSicinky jsme pozorovali  zaméné dalSich aromatickych rezidui
v horni¢asti TM1 domény P2X receptorParova zagna konzervovaného tyrosinu P2X4
receptoru a jiného aromatického rezidua (Trp46 p50y nikoliv vSak Phe48) e
eliminovat &inek mutace Tyr42 za alanin. NaSe nalezy ukazajskiipina aromatickych
rezidui v hornicasti TM1 domény hrajetdezitou roli pro strukturu P2X recepfgra je
zapojena do mechanismu vazby agonisty anebo otéwdraavirani iontového kanalu.
Uloha jednotlivych residui je vak receptat@pecificka.

V posledni praci jsme se zabyvali vyznamem aminelkysvych zbytk v prvni a
druhé transmembranové domiérP2X4 receptoru pro vazbu P2X4-specifického
modulatoru ivermektinu. Z&mou aminokyselinovych zbytk za cystein jsme
identifikovali 12 residui (Arg33, GIn36, Leu40, V4B, Val47, Trp50, Asn338, Gly342,
Leu346, Ala349, Cys353, lle356) jejichz substitugenamr zmenila odpowd’ receptoru
na ivermektin. U dalSich 11 aminokyselin (Met31rdlly; Gly42, Val49, Gly 340, Leu343,
Ala 344, Gly 347, Thr350, Asp354, Val 357)ugpbila substituce zény ve funkci
receptoru, avSakéinek ivermektinu #stal nezminén. V a-helikalni projekci odpovidaji
tyto dw skupiny aminokyselin dima protilehlym stranam transmembranovych domén.
NasSe nalezy odpovidajirgdsta¥ vazby hydrofobniho ivermektinu na transmembranove
domeény z prostoru lipidové membrany a orientacinmkyselin citlivych k substituci do
prostoru membranového péru.

Bodova mutageneze krysiho P2X4 receptoru kombirdbws znamou strukturou
AzfP2X4.1 receptoru nam poskytla podklady pro detailahled do funkce &kolika
oblasti molekuly tohoto podtypu. Lzéealpoladat, Ze tento receptor se stane prototypem

pro dalSi struktur&funkeni analyzy molekularni fyziologie P2X receptor
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VIIl. Zaver

Tato dizertani prace se zabyvérippmnosti a vyznamem purinergnich P2X receptor
v supraoptickych neuronech a dale pak vztahem str#turou a funkci rekombinantnich

P2X receptak. Dosazené vysledky je mozné shrnout do nasledhjhmbadi:

Pomoci stanoveni mRNA technikou kvantitativniho I-teme PCR ze vzork
hypotalamické tk&h obsahujici SON jsme nalezli vyznamnotitgmnost P2X2,
P2X7 a P2X4 podtyin

. Elektrofyziologickym m&fenim na akutnich mozkovychiezech a pomoci
specifickych farmak jsme prokazaliippmnost funknich extra- a pre-synaptickych
P2X2 a P2X4 podyifpna SON neuronech. P2X7 podtyp byl technikou vapréko
imagingu indikovan na glidlnich SON itkach. Aktivace presynaptickych P2X
receptoé zvySovala uvalovani glutamatu nebo GABA z nervovych terminal.

. U rekombinantniho receptoru P2X4 studovaného vestpm systému HEK293
burék jsme postupnou za&mou deseti ektodoménovych cysteiza alaniny a
threoniny zjistili dilezitost cysteinovych parSS1, SS2 a SS4 pro tvorbu ATP
vazebného mista, a paru SS5 pro otevirani kaB&8l8.vazba se zda byt pro funkci
P2X4 receptoru postradatelna.

. Ulohu konzervovanych aromatickych aminokyselin wnir transmembranové
domér jsme studovali u P2X1, P2X2, P2X3, P2X4 a P2X7 eptuf.
Konzervovany Tyr42 (P2X&islovani) ma esencialni vyznam pro funkci P2X1
receptoru. U P2X2, P2X3 a P2X4, ale ne u P2X7 tecegeho zarsna za alanin
zpasobila zvysSeni citlivosti k ATP a vyrazné prodlonZeoby deaktivace. Zama
ostatnich aromatickych aminokyselirélanpodobny, avSak mnohem mensi efekt.

. Cysteinovou skenovaci mutagenezi obou dvou trang&méravych domén P2X4

receptoru jsme identifikovali 12 residui (Arg33,n36, Leu40, Val 43, Val47,

Trp50, Asn338, Gly342, Leu346, Ala349, Cys353, 383 které hraji roli ve vazb

P2X4-specifického modulatoru ivermektinu. U dalSith aminokyselin (Met31,

Tyrdl, Gly42, Val49, Gly 340, Leu343, Ala 344, G¢7, Thr350, Asp354, Val

357) zpisobila substituce zénmy ve funkci receptoru, avSalkéiiek ivermektinu

zastal nezninén. NaSe nalezy odpovidajiquista¢ vazby ivermektinu v prostoru

mezi d¥ma transmembranovymi doménami.
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