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Abstrakt:

Muskarinové receptory patii do skupiny receptorti spfazenych s G-proteiny. G-proteiny jsou
heterotrimerické proteiny vazajici GTP predavajici signal od receptorit k efektorim, ty pak
méni hladinu druhych posli v bunice. Jednotlivé podtypy muskarinovych receptort se spiahuji
s raznymi typy G-proteini a dle toho vyvolavaji rizné zmény v hladindch druhych poslu.

Jednotlivé podtypy muskarinovych receptort se dale 1isi lokalizaci a funkci, kterou zastavaji.

Podtyp muskarinového receptoru M3 se nachdzi prevazné na periferii, kde zprostiedkovava
kontrakci hladké svaloviny a sekreci zlaz s vnitini a vnéjsi sekreci. Cilem této bakalaiské prace
bylo popsat tkanove specifické signalni drahy M3 receptoru a jeho fyziologické role jak na
periferii, tak i v centralnim nervovém systému. Déle je popséna tloha M3 receptorti v fadé

patologii a uvedeno mozné uplatnéni M3 receptort jako farmakologického cile.

Kli¢ova slova: muskarinové receptory M3, buné€na signalizace, G-proteiny

Abstract:

Muscarinic receptors belong to the family of G-protein coupled receptors. G-proteins are
heterotrimeric GTP-binding proteins that transfer signals from receptors to effectors. Effectors
change levels of second messengers in the cell. Individual subtypes of muscarinic receptors
bind to various classes of G-proteins. According to the G-protein coupling, muscarinic receptors
change levels of various second messengers. Individual subtypes of the muscarinic receptor

also differ in location and function.

The M3 muscarinic receptor subtype is located primarily on the periphery where it mediates
smooth muscle contraction and endocrine and exocrine secretion. The goal of this bachelor
thesis was to describe the tissue-specific signalling pathways of the M3 receptor and their
physiological roles in the periphery as well as in the central nervous system. Further, the role
of M3 receptors in several pathologies is described. Finally, the M3 receptors as a possible

pharmacological target will be discussed.

Key words: muscarinic receptors M3, cell signaling, G-proteins
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Seznam pouzitych zkratek

ACh Acetylcholin

AMP Adenosinmonofosfat

ATP Adenosintrifosfat

cAMP  Cyklicky adenosin-3’,5-monofostat
cGMP  Cyklicky guanosin-3',5'-monofosfat

CK; Kaseinova kinaza 1
CK; Kaseinova kinaza 2
CNS Centralni nervova soustava

CM Kalmodulin

Cx43 Connexin 43

DAG Diacylglycerol

eNOS  Endotelova syntdza oxidu dusnatého

ER Endoplazmatické retikulum

GDP Guanosindifosfat
Zpétné usmériujici K™ kanaly sprazené s G-proteiny (anglicky — G protein-

OIRKs coupled inwardly rectifying potassium channels)

GPCRs Receptory sptazené s G-proteiny (anglicky — G protein-coupled receptors)

GRKs  Kinazy sptazené s GPCRs (anglicky — G protein-coupled receptor kinases)

GTP Guanosintrifosfat

Ko Zpétné usmériujici K™ kanaly spfazené s muskarinovym receptorem M3 (anglicky
— K" inwardly rectifying channel M3)

IP; Inositoltrifosfat

IPsR IP3 receptor

IPC Navozeni ischemie (anglicky — ischaemic preconditioning)

LABAs Dlouhodob¢ ptisobici (long-acting) agonisté f2-adrenergnich receptorti

LAMAs Dlouhodobé ptisobici (long-acting) antagonisté M3 receptoril

MLCK Kinaza lehkych myosinovych fetézcl (anglicky — myosin light chain kinase)

MLCP Fosfataza lehkych myosinovych fetézct (anglicky — myosin light chain
phosphatase)

nNOS  Neuronalni syntdza oxidu dusnatého

PA Kyselina fosfatidova



PC Fosfatidylcholin
PIP; Fosfatidylinositol-4,5-bisfosfat
PKA Proteinkinidza A
PKC Proteinkinaza C
PKG Proteinkinidza G
PLA> Fosfolipaza A2
PLC Fosfolipaza C
PLD Fosfolipaza D
PMCA Ca* pumpa plazmatické membrany (anglicky — plasma membrane Ca*>" ATPase)
PNS Periferni nervova soustava
SABAs Kratkodobé¢ plisobici (short-acting) agonisté f2-adrenergnich receptort
SAMAs Kratkodobé¢ plsobici (short-acting) antagonisté M3 receptort
Ca?" pumpa sarko/endoplazmatického retikula (anglicky — sarco/endoplasmic
SERCA reticulum Ca?*-ATPase)

sGC Solubilni guanylatcyklaza

SN Substantia nigra
SR Sarkoplazmatické retikulum
™ Transmembranovy a-helix

VTA Ventralni tegmentum



Uvod

Muskarinové receptory jsou receptory pro acetylcholin patfici do Siroké skupiny
membranovych receptorti spfazenych s G-proteiny. Existuje 5 podtypl (oznaCované M1 az
MS5), které se lisi lokalizaci v organismu, farmakologickymi vlastnostmi a funkcemi, které
v organismu zprosttedkovavaji. Podileji se na fizeni Sirokého spektra fyziologickych funkci od

vyssich nervovych funkei, jako je uceni a pamét, az po vegetativni procesy.

Tato bakalafska prace se zaméiuje na M3 podtyp, jeho lokalizaci, farmakologii, funkce
v organismu a zapojeni v patologickych procesech. M3 receptor se nachazi a hraje dilezitou
roli pfevazné na periferii, kde moduluje celou fadu vegetativnich procestt pod fizenim
parasympatiku, jako je regulace stahu cév, bronchidlni konstrikce, sekrece inzulinu a dalsi.
Cilem této prace je literarni reSerSe a zhodnoceni aktudlnich védeckych poznatkti a studii
tykajici se M3 receptoru, jeho vyskytu v riznych tkdnich a jeho biologickych funkci v PNS ale
1v CNS.

V prvni ¢asti je proveden struény popis muskarinovych receptord, véetné jejich signalizace
a struktury. Dale jsou prozkoumany mechanismy, jakymi M3 receptor ovliviluje rizné
fyziologické procesy v rtznych tkénich, jako je regulace stahu cév, bronchidlni konstrikce,

sekrece inzulinu a dalsi, kterym bude vénovana hlavni ¢ast bakalarské prace.



1. Acetylcholinové receptory

Acetylcholin (ACh) je neurotransmiter, ktery hraje klicovou roli v pfenosu signall v nervovém
systému. ACh je produkovan v neuronech, ale i v buiikach riznych tkani, jako je dychaci epitel,
gastrointestinalni epitel nebo stény cév (Wessler a spol., 2011). Jeho vyznam a funkce zasahuji
do oblasti jak centralniho nervového systému (CNS), periferniho nervového systému (PNS),
tak i mimo nervovy systém (Wessler a spol., 2011). Tento chemicky pienase¢ je zodpovédny za
komunikaci mezi bunikami a reguluje riizné procesy, véetné¢ kognitivnich funkci, svalovych
kontrakci a reakeci na vnéjsi podnéty (Wessler a spol., 2011). ACh pisobi na cilové buiiky
prostiednictvim interakce s acetylcholinovymi receptory, které se nachazeji na povrchu téchto

buné¢k. Tyto receptory jsou dvojiho typu: nikotinové a muskarinové receptory.

1.1. Nikotinové acetylcholinové receptory

Nikotinové receptory patii mezi ionotropni, neboli ligandem ovladané iontové kanaly. Tyto
receptory mohou byt aktivovany nikotinem, odkud také pochazi jejich ndzev (Changeux a spol.,
2020). Nachazeji se v CNS, PNS a v kosterni svaloving, kde zprosttedkovavaji vyménu ionti
K*, Na* nebo Ca®" pti excitaci neuronu (Changeux a spol., 2020). Pro pienos elektrického
signdlu mezi neurony je podstatny membranovy potencial, ktery je tvofen elektrickym rozdilem

mezi vnitinim a vné&j§im prosttedim buriky.

1.2. Muskarinové acetylcholinové receptory
Druhym typem acetylcholinovych receptori jsou muskarinové receptory. Nazev byl
odvozen od alkaloidu muskarinu, ktery tyto receptory aktivuje (Eglen a spol., 2005) a je tudiz

jeho agonistou (naopak latky, které receptor blokuji, se nazyvaji antagonisté).

Muskarinové receptory jsou metabotropni membranové receptory spiazené s G-proteiny
(anglicky — G protein-coupled receptors — GPCRs) (Hepler a spol., 1992). Tyto receptory maji
spole¢nou zakladni strukturu sestavajici ze 7 transmembranovych helixii propojenych tfemi

intra- a ttemi extracelularnimi klickami.

Bylo popséano 5 podtypit muskarinovych receptorti: M1, M2, M3, M4 a M5. Jednotlivé
podtypy se lisi svou lokalizaci a funkci v organismu (Peralta a spol., 1987). Podileji se na fizeni
celé fady procestt v CNS 1 na periferii. Na periferii ovliviiuji naptiklad ¢innost srdce, sekreci
714z a kontrakci hladké svaloviny. V CNS maji dilezitou roli v procesech uceni a paméti (Eglen

a spol., 2005).



1.3. G-proteiny

G-proteiny (anglicky — Guanine nucleotide-binding proteins) jsou proteiny vazajici
v aktivnim stavu guanosintrifosfat (GTP), nebo v neaktivnim stavu guanosindifosfat (GDP)
(Hepler a spol., 1992). Tvoti je dvé skupiny — malé monomerické G-proteiny a velké
heterotrimerické G-proteiny (Hepler aspol., 1992). Velké heterotrimerické G-proteiny se
skladaji ze tfi podjednotek: samostatné o podjednotky a B, vy podjednotek tvoiici komplex.
Nachézeji se v cytosolu, kde jsou podjednotky a a B zakotveny lipidovou kotvou v plazmatické
membrané bunky (Hepler a spol., 1992). Prostiednictvim G-proteini se prendsi extracelularni
signal do bunky a zprostiedkovavaji tak funkéni spojeni mezi receptorem a intracelularnim
efektorovym proteinem. Funkcni cyklus heterotrimerickych G-proteinii je zndzornén a popsan

na obrazku 1.

o\

Obrazek 1: Obecné schéma cyklu aktivace heterotrimerickych G-proteinu

Na aktivaci receptoru, navazani signalni molekuly (oranZovéa kuli¢ka), reaguje G-protein
zménou konformace a katalyzuje zménu GDP za GTP na a podjednotce. o podjednotka se
aktivuje a oddisociuje od komplexu Py. Aktivovana a podjednotka s GTP milize reagovat

s efektorovymi proteiny, které jsou soucasti dalSich signalnich drah. Inaktivaci a podjednotky
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zajistuje jeji vnitini GTPazova aktivita, ktera hydrolyzuje GTP na GDP. Inaktivni «o
podjednotka s GDP se reasociuje s komplexem By. Cely cyklus, ktery je na obrazku znazornén,

se tak muze opakovat. Vytvotreno podle Hepler a spol., 1992.

Na zaklad¢ sekvenci a funkénich podobnosti a podjednotek, rozdélujeme 4 zakladni
ttidy G-proteint (Gs, Gq, Gi/o a G12/13), kde kazda tfida ma n€kolik typt (obrazek 2A).
Jednotlivé typy se lisi svoji expresi v organismu (Masuho a spol., 2015). Na obrazku 2B jsou

schematicky znazornény signalni drahy jednotlivych tfid G-proteint.
Ttidy G-proteinti podle a-podjednotek a hlavni signdlni dréhy:

1. Gas: stimuluji adenylatcyklazu k produkci cAMP (Downes a spol., 1999) a maji dva
Cleny - Gas, ktery je exprimovan ve vSech bunkéch, a Gaolf, ktery je exprimovan

v olfaktorickém neuronu (Yokoyama a spol., 1992).

2. Gagq: aktivuji fosfolipizu C (Downes a spol., 1999). Typy Gaq a Gall a jsou
exprimovany ve vSech bunéénych typech. Typ Gal4 je exprimovan pievazné v plicich,
jatrech aledvinach (Yokoyama a spol., 1992). Gal5 je exprimovan v krvetvornych

bunkach a epitelech (Wilkie a spol., 1991).

3. Gai/o: inhibuji adenylatcyklazu a cAMP dependentni signalizaci a jedna se
Gat, ktery je exprimovan buiikami sitnice oka (Yokoyama a spol., 1992). Gail, 2, 3 jsou

exprimovany v celém organismu a Goo prevazné v CNS (Downes a spol., 1999).

4. Gal2/13: jsou exprimovany ve vétSiné bunécnych typech a stimuluji pfestavbu
cytoskeletu pomoci aktivace Rho GTPaz, které interaguji s rliznymi efektorovymi
proteiny, jako je napiiklad protein cofilin, ktery plisobi na depolymerizaci aktinovych
filament, nebo protein profilin, ktery podporuje polymerizaci aktinovych vlaken (Jiang

a spol., 1993).
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Obrazek 2: Rozdéleni G-proteinii a jejich signalnich drah

Na obrazku 2A jsou znazornény jednotlivé tfidy G-proteind a jejich typy, na zakladé evolu¢ni
ptibuznosti, pfevzato a upraveno z Masuho a spol., 2015. Obrazek 2B je obecnym schématem
signalnich drah G-proteini tfidy Gs (zelena), Gq (modra), Gi/o (fialovd) a G12/13 (oranzova),
vytvoreno podle Downes a spol., 1999.
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Komplexy By hraji v signalizaci také dilezitou roli. Stejné€ jako v piipadé a podjednotky
interaguji s riznymi efektorovymi proteiny, napiiklad se zpétn¢ usméritujicimi draslikovymi
kanaly sprazenymi s G- proteiny (anglicky — G protein-coupled inwardly rectifying potassium
channels — GIRKs) (Kobrinsky a spol., 2000), které svym otevienim umoziuji prichod
draslikovych iontl do buiky, coz vede ke zvySeni negativniho membranového potencialu

(hyperpolarizaci) naptiklad u buné€k srde¢niho svalu (Shi a spol., 2004).

1.4. Signalizace

Muskarinové acetylcholinové receptory vyuzivaji k ptenosu signalu do bunky G-proteiny.
Aktivace receptoru signalni molekulou vede k aktivaci G-proteinu a nésledné amplifikaci
signalu v bunce. Jednotlivé podtypy muskarinovych receptorti se lisi v preferenci sptahovani
s jednotlivymi G-proteiny a tedy signalnimi drahami a efektory, které svoji aktivitou reguluji

(Peralta a spol., 1987).

Podtypy M2 a M4 se preferencné sptahuji s inhibicnimi Gi/o proteiny (Peralta a spol.,
1987). Aktivované Gi/o proteiny svoji a podjednotkou inhibuji aktivitu adenylatcyklazy, ktera
katalyzuje vznik 3',5'-cyklického adenosinmonofosfatu AMP (cAMP) z adenosintrifosfatu
(ATP) (Lanzafame a spol., 2003; Luo a spol., 2008). Inhibici adenylatcyklazy dochazi ke
snizeni koncentrace druhého posla cAMP v bunice a tedy i1 ke sniZeni aktivace specifickych
proteinkindz, které jsou cAMP dependentni, jako je naptiklad proteinkinaza A (PKA). PKA je
serin/threoninova kindza, kterd reguluje mnoho bunéénych procest prostrednictvim fosforylace
aminokyselin Ser a Thr na cilovych proteinech. Ugastni se naptiklad fizeni bunééného ristu,

bunécného cyklu a regulace genové exprese (Lanzafame a spol., 2003).

Podtypy M1, M3 a M5 se prednostné spiahuji s G-proteiny tfidy Gq/11 (Peralta a spol.,
1987). Podjednotky aq/11 aktivuji signalni drdhy fosfolipdz (Lanzafame a spol., 2003; Luo
a spol., 2008), jak je vidét na obrazku 4. Fosfolipazy jsou enzymy, které katalyzuji hydrolyzu
fosfolipidli na rizné produkty v zavislosti na jejich typu. Hlavnimi fosfolipazami, které jsou
soucasti signalnich drah muskarinovych acetylcholinovych receptort, jsou fosfolipaza C, Az
a D. Fosfolipaza C (PLC) stépi esterovou vazbu ve fosfolipidech na pozici 3 (viz obrazek 3).
Hydrolyzuje fosfatidylinositol-4,5-bisfosfat (PIP>) na 1,2-diacylglycerol (DAG, vézany na
membranu) a inositol-1,4,5-trisfosfat (IP3, volny v cytoplazmé) (Thatcher, 2010). Tyto signalni
molekuly, zvané druzi poslové, hraji dale v signalni drdze svoji roli. IP3 stimuluje uvolnéni

véapenatych iontl z endoplazmatického retikula a zptisobuje translokaci proteinkinazy C (PKC)
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z cytoplazmy do bunécné membrany (Thatcher, 2010). DAG zlstdva vazany na membranu
a puisobi jako aktivator PKC. Zvysena koncentrace Ca?* v cytosolu napomahé vazbé mezi DAG
a PKC (Thatcher, 2010). Proteinkindza C fosforyluje mnoho proteint, které¢ jsou zodpoveédné
za ruzné fyziologické funkce v cilovych tkani (Lanzafame a spol., 2003). Dalsi fosfolipaza,
fosfolipaza A» (PLA>), katalyzuje hydrolyzu membranovych fosfolipidii a $té€pi je na pozici sn-
2 (viz obrazek 3) za uvolnéni mastnych kyselin, jako je kyselina arachidonova (Lanzafame
aspol., 2003), ktera je prekurzorem ruznych biologicky aktivnich latek (naptiklad
prostaglandinti a tromboxanti), které slouzi naptiklad jako prekurzory pii tvorbé hormond,
snizuji sekreci HCI v Zaludku, nebo se ucastni pti zanétlivych procesech. Fosfolipaza D (PLD)
katalyzuje hydrolyzu fosfatidylcholinu (PC) na kyselinu fosfatidovou (PA), coz je druhy posel
v signalnich drahach, ovlivitujici procesy, jako je rast bun¢k, proliferace a odpovéedi na stres.
Druhym produktem hydrolyzy PC je cholin, ktery je nezbytny pro spravné ptisobeni nervového

systému, jelikoz se jedna o prekurzor acetylcholinu (Lanzafame a spol., 2003).

Fosfolipaza A2
O =P =0 —Head group
I

o
Fosfolipaza D

Obrazek 3: Pozice Stépeni fosfolipaz

Na obrazku jsou rizovou Sipkou znazornény pozice $tépeni fosfolipidu fosfolipazou PLC
(hydrolyzuje esterovou vazbu mezi glycerolem a fosfatovou skupinou), PLD (odstépuje
fosfatidatovy zbytek) a PLA: (hydrolyzuje fosfolipid mezi acylovou skupinou a druhym

uhlikem), pfevzato a upraveno z Koolman a spol., 2012.

Muskarinové receptory M1, M2 a M3 mohou také aktivovat Ca*" dependentni syntdzu
oxidu dusnatého v nervovém systému (nNOS) a v endotelu (eNOS). NO ma dulezitou roli

v CNS 1 na periferii (Ignarro a spol., 1987).
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Po spfazeni muskarinového receptoru s G-proteinem dochézi k fosforylaci receptoru
prostfednictvim kinazy sprazené s GPCRs (anglicky — G protein-coupled receptor kinases
— GRKSs) (Haga a spol., 1993). Na fosforylované muskarinové receptory se vazi malé regulacni
proteiny zvané B-arrestiny, které zplisobi desenzitizaci receptort a jejich internalizaci do buiiky
(Kong a spol., 2010). Arrestiny zaroven slouzi jako takzvané leSeni (scaffold) pro dalsi proteiny

ucastnici se bunééné signalizace (Poulin a spol., 2010).

M1, M3 a M5 receptor M2 a M4 receptor

Desensitizace Hydrolyza Desensitizace
a internalizace receptoru membrénovych a internalizace receptoru "_

fosfolipidl J-
Protein
kinaza A

Uvolnéni Ca® —( n/e NOS Syntéza fosfolipidi l
a acetylcholinu i
Snizeni fosforylace
l proteini

a aktivace Ca?* zévislyc s Uvolnéni NO

Obrazek 4: Obecné schéma signalnich drah muskarinovych receptori

Receptory M1, M3 a M5 se sprahuji s G-proteiny ttidy Gq/11, které aktivuji PLC, PLD nebo
PLA». Zatimco receptory M2 a M4 aktivuji inhibi¢ni G-proteiny. Na fosforylované receptory
se vaze P-arrestin, ktery zptisobi jejich desenzitizaci a internalizaci do buiiky. Vytvotreno podle

Lanzafame a spol., 2003 a Kong a spol., 2010.

1.5. Struktura

Muskarinové acetylcholinové receptory jsou membranové proteiny, které maji
7 transmembranovych a-helixii (oznacovanych jako TM1 az TM7), 3 extra- a 3 intracelularni
smycky, N-konec se nachdzi na extracelularni stran¢ a C-konec na intracelularni (Kruse a spol.,
2013). Vazebné misto pro ACh a dalsi ortosterické ligandy se nachazi ve vazebné kapse tvorené

z transmembranovych helixi (Gregory a spol., 2007; Driibbisch a spol., 1992). Struktura
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vazebného mista je napfi¢ jednotlivymi podtypy muskarinovych receptorti konzervovana
(Bonner a spol., 1987; Prilla a spol., 2006). Na vazbé ACh do vazebného mista receptoru se
podileji pfedev§im aminokyseliny Asp, Asn, Cys, Thr a série Tyr (Hulme a spol., 2003).

V ptipadé M3 receptoru se ACh vaze iontovou vazbou s Asp 147 v TM3 prostiednictvim
svého kladné nabitého aminu (Kruse a spol, 2012). Vazbou ligandu na receptor dochazi ke
konformaénim zménam, kdy se extracelularni ¢asti helixi nakloni smérem k sobé a tim dojde
k uzavteni vazebné kapsy. Aminokyseliny tvofici takzvané tyrozinové vicko jsou Thr 231, Thr
234, Tyr 148, Tyr 506, Tyr 529, Tyr 533. Jejich aromatické zbytky se podili na stabilizaci vazby
mezi receptorem a Ach. Intracelularni ¢asti helixii se naopak odkloni smérem ven (nejvyrazné;si
posun probihd u TM6) a umozni tak vsunuti C-konce o podjednotky G-proteinu do receptoru
a jeho nasledné aktivaci (Gregory a spol., 2007; Wessler a spol., 2011, 1996; Kruse a spol.,
2012; Blin a spol., 1995).
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Obrazek 5: Struktura a dynamika aktivace muskarinovych receptori

Obrazek 5A znazornuje strukturalni rozdily mezi M3 receptorem (zelena) a M2 receptorem
(oranzova). Konzervovanost struktury receptorti je prezentovana na obrazku 5B — nejveétsi
sekvenéni podobnost mezi jednotlivymi podtypy muskarinovych receptorii se nachazi v oblasti
vazebného mista, zatimco sekvence extracelularnich smycek jsou velmi variabilni. Na
obrazcich 5C a 5D jsou viditelné strukturni zmény pii aktivaci receptoru M2 (inaktivni
stav — modra barva, aktivni stav — oranZova barva), nejvétsi posun o velikosti 10,4 A vykonava

doména TM6. Ptrevzato a upraveno z Kruse a spol, 2013 a Kruse a spol, 2012.

1.6. Podtypy muskarinovych acetylcholinovych receptori

Jednotlivé podtypy muskarinovych receptori M1-MS5 se lisi jak lokalizaci v organismu,
tak fyziologickymi funkcemi, které zprostiedkovavaji. V tabulce 1 jsou uvedeny oblasti
vyznamného zastoupeni jednotlivych podtypti muskarinovych receptorii v organismu a jejich

hlavni fyziologické funkce. Obrazek 5 graficky znazorfiuje expresi jednotlivych podtypl

v mozku.

Podtyp | Lokalizace Oblast ptisobeni

Ml mozkova kiira, striatum, kognitivni funkce, imunitni systém
hipokampus, lymfocyty

M2 hipokampus, mozkova kognitivni funkce, srde¢ni ¢innost, svalova
kiira, thalamus myokard, kontrakce, sekrece zlaz, dychaci cesty
hladka svalovina

M3 mozkova kiira, bazalni kognitivni funkce, sekrece zlaz, vazodilatace,
ganglia, hladka svalovina, | srde¢ni ¢innost, gastrointestinalni systém,
myokard, plice urogenitalni systém, dychaci cesty, akomodace oka
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M4 striatum, mozkova kiira, kognitivni funkce, motorika, regulace dopaminergni
hipokampus, bazalni signalizace
ganglia

M5 ventralni tegmentalni kognitivni funkce, regulace dopaminergni
oblast, substantia nigra signalizace, mozkova mikrocirkulace

Tabulka 1: Piehled jednotlivych podtypti muskarinovych acetylcholinovych receptori

a jejich hlavnich funkci v organismu

Obrazek 6: Lokalizace jednotlivych podtypi muskarinovych receptori v mozku
Na obrazku 6A jsou cholinergni vstupy (¢erné Sipky) do kortikalnich a subkortikalnich struktur
z bazélniho pfedniho mozku, véetné medialniho septa (MS), diagonalniho pasu Broca (DB)
a magnocelularniho jadra (nBM) do neokortexu, amygdaly (AMY) a hippocampu (Hc). Dale
z mozeckového kmenového jadra (PPN) a laterodorsdlniho tegmenta (LDT) do thalamu

a struktur bazalniho ptfedniho mozku. Rozmisténi jednotlivych podtypit muskarinovych
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receptorti s urovnémi exprese nazna¢enymi pomoci barevnych gradientii 6B M1 (fialova), 6C
M2 (zelend), 6D M3 (zlutd), 6E M4 (Cervend), 6F M5 (azurovd), pfevzato z Szczurowska
a spol., 2023.

1.6.1. M1
Podtyp muskarinového receptoru M1 se ve vysoké mife nachdzi v mozkové kife,
hipokampu a striatu (viz obrazek 6B). Podili se na fizeni procesi uceni a paméti. Dysfunkce

M1 receptoru se poji s kognitivnim deficitem u onemocnéni jako je naptiklad Alzheimerova

choroba (Eglen a spol., 2005).

MI receptor se nachdzi i mimo nervovy systém, hojné je jeho zastoupeni v lymfocytech.
Acetylcholin reguluje imunitni systém prostfednictvim aktivace M1 receptoru, coz vede
k produkci interleukinu-2 a tim aktivaci proliferace T-lymfocytd a dalSich bun€k imunitniho

systému (Fuji a spol., 2000).

1.6.2. M2

M2 receptory se v hojné mife nachazi jak v CNS tak na periferii. M2 se v centralni
nervove soustave nachazi predevsim v hipokampu, mozkové kife a thalamu (viz obrazek 6C),
kde ovlivitluje emociondlni a ndladové stavy. Dysfunkce M2 receptoru byva spojovana
s riznymi psychiatrickymi poruchami, jako je napfiklad deprese a schizofrenie (Eglen a spol.,
2005).

Na periferii hraji M2 receptory vyznamnou roli v myokardu, kde reguluji srde¢ni funkci,
jeho aktivace snizuje srde¢ni frekvenci a silu srdecni kontrakce. Dale vyznamné ovliviiuji
kontrakci hladké svaloviny. Jeho aktivaci dojde ke stahu hladké svaloviny (Maeda a spol.,
1988).

1.6.3. M3

Muskarinovy receptor M3 hraje diilezitou roli v mnoha fyziologickych procesech v téle.
Hraje dilezitou roli pifi regulaci longitudinalniho riistu proliferaci somatotrofnich bunék
(Gautam a spol., 2009). Nejvétsi zastoupeni mé na periferii, nicméné v centrdlnim nervovém
systému se nachazi v hipokampu a v bazdlnich gangliich (viz obrazek 6D), kde ma vliv na

kognitivni funkce a dalsi procesy spojené s fungovanim mozku (Levey a spol., 1994).
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M3 se podili vyznamné na kontrakci hladké svaloviny. V zldzach s vnitini a vné&jsi
sekreci vede aktivace M3 receptoru k jejich sekreci (Maeda a spol., 1988). Nachazi se ve
hladkém svalstvu napt. dychacich cest, traviciho traktu, mo¢ového méchyie, kde zptisobuje
kontrakci svalovych vlaken. Spolecné s M2 podtypem vyznamné reguluje srdecni Cinnost

a ¢innost dychacich cest (Eglen a spol., 2005).

1.6.4. M4

M4 receptor se nachéazi prevazné v CNS v bazalnich gangliich, hipokampu, kortexu
a limbickém systému (viz obrazek 6E). Hraje dtlezitou roli v regulaci motoriky (Eglen a spol.,
2005). Jeho aktivaci dochazi v bazalnich gangliich k uvoliiovani dopaminu (Eglen a spol.,
2005), ktery je dulezity pro fizeni motorického chovani a jeho dysfunkce mtze vést k poruchdm

motoriky, jako je Parkinsonova choroba (Eglen a spol., 2005).

1.6.5. M5

Exprese muskarinového receptoru M5 je v CNS omezena na oblasti ventralniho
tegmenta (VTA) a substantia nigra (SN) (viz obrazek 6F). Oblast VTA je zdrojem
dopaminergnich neuront a je spojovana s regulaci dopaminu, na které se podili receptor M5.

Jeho aktivita je spojovana s motivaci a vznikem zévislosti (Eglen a spol., 2005).
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2.Muskarinovy receptor M3 v PNS

Muskarinovy receptor M3 je pfevazné exprimovan na periferii, kde se ucastni regulace celé
fady fyziologickych funkci. Hraje dtlezitou roli pii regulaci srde¢ni ¢innosti, plni rtizné funkce
v gastrointestinalnim traktu, dychaci soustavé ovlivituje zlazy s vnitini 1 vnéjsi sekreci (Eglen
a spol., 2005). V zavislosti na druhu bunék dochézi k rizné odpovédi na aktivaci M3 receptorti.
Naptiklad v buiikach hladkého svalstva cév dochazi po aktivaci muskarinového receptoru M3
ke zvyseni hladiny vapenatych iontti pomoci aktivace fosfolipdzy C a k nasledné kontrakci
(Thatcher, 2010), zatimco aktivaci M3 receptoru ve vaskularnich endotelidlnich bunkach
dochazi k aktivaci syntazy oxidu dusnatého, ¢imz dojde k nadprodukci NO, ktery vede

k relaxaci hladkého svalstva cév (Ignarro a spol., 1987).

2.1. Hladka svalovina

Aktivace M3 receptoru v bunkach hladkého svalstva vede ke kontrakci. Molekularni
mechanismus tohoto procesu je schematicky znazornén na obrazku 7 a spociva v aktivaci
signalni drahy G-proteinu tfidy Gq/11, kdy dojde k produkci sekundéarniho posla IP3 pomoci
PLC. IP; se vaze na IP3 receptory (IP3R) (Luo a spol., 2008), které se nachdzi predevSim
v membran€ endoplazmatického retikula (v hladké svaloviné se jedna o sarkoplazmatické
retikulum). IP3R jsou zdroven iontovymi kandly, které se po aktivaci oteviraji a umozni tak

uvolnéni Ca?" iontll z bun&¢nych kompartmentii do cytosolu (Thatcher, 2010).

Viapenaté ionty v bunice hladké svaloviny interaguji s proteinem kalmodulinem (CM),
ktery v ndvaznosti na zménu konformace, vyvolanou vazbou &tyt Ca** iontil, aktivuje kindzu
lehkych myosinovych fetézcii (anglicky — myosin light chain kinase — MLCK). MLCK
fosforyluje lehké myozinové fetézce a tim vyvola kontrakei svalu. M3 receptor miize aktivovat
1 Rho signalni dréhu, kterd vede k inhibici fosfatazy lehkych myosinovych fetézcii (anglicky —
myosin light chain phosphatase — MLCP), ktery defosforyluje myozinova vlédkna. Neaktivni
MLCP nedokaze defosforylovat myozinova vldkna a tim podporuje efekt MLCK (Hegde
a spol., 1997).
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Obrazek 7: Obecné schéma molekularniho mechanismu kontrakce hladkého svalstva

indukovana M3 receptorem

Na obrdzku je znazornéna aktivace signalni drahy Gq/11 proteinu, kterd indukuje zvySeni
koncentrace Ca®" iontii v butice, coz vede k aktivaci kalmodulinu (CM), ktery poté aktivuje
MLCK, ktera fosforylaci lehkych myozinovych fetézcti indukuje kontrakci hladké svaloviny.
Efekt MLCK je podporovan aktivitou Rho kindzy, kterd inhibuje MLCP. Pfevzato a upraveno
z Hegde a spol., 1997.

2.1.1. Dychaci systém

Zékladni role M3 receptoru v dychacich cestach je kontrakce hladké svaloviny a sekrece
hlenu. Na kontrakci hladké svaloviny se mimo M3 receptoru podili i dal$i podtypy téchto
receptoril a to predevSim podtyp M2 (Roffel a spol., 1990). M3 receptor vede ke kontrakci
pfimo, zatimco M2 receptor neptimo (Struckmann a spol., 2003). Kontrakce vyvolana aktivaci
M3 receptoru je zprostiedkovana pies signalni drahu Gqg/11 proteinu. M2 receptor vede
k aktivaci signalni drdhy G proteinu Gi, ktera inhibuje adenylatcyklazu, ¢imz dojde ke

zmenSeni koncentrace cAMP, jehoZ navySeni naopak vede k relaxaci (Struckmann a spol.,
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2003). Acetylcholin, ktery je uvoliiovan z parasympatickych neuroni nebo epitelidlnich
a endotelidlnich bun€k plic (plicni buniky maji cholin acetyltransferazu, ktera katalyzuje
syntézu acetylcholinu), vede prostfednictvim aktivace muskarinovych receptorii ke kontrakei
hladkého svalstva dychacich cest (bronchokonstrikci), ke zvysené sekreci hlenu a zvySeni
pohybu cilidrniho aparatu fasinkového epitelu dychacich cest (Struckmann a spol., 2003; Roftel
a spol., 1990). Byla potvrzena dominantni role M3 receptoru v téchto procesech (Roffel a spol.,

1990).

M3 receptor se nachazi i v poharkovych bunkach dychaciho epitelu, kde zvySuje jejich
sekreci prostfednictvim aktivace Gqg/11 signalni dréhy a zvySovani koncentrace vapenatych
iontli. Produkce hlenu témito bunikami je stald, aktivace muskarinového receptoru zplisobi jeho

nahlé, rychlé a kratko trvajici navySeni (Reinheimer a spol., 1996).

Cilena desenzitizace a sniZeni aktivity tohoto podtypu muskarinového receptoru je
prostfedkem pfi 1é¢bé astmatu (Matera a spol., 2020). Astma je chronické onemocnéni
dychacich cest, které je charakterizovano zizenim a zanétem prudusek, coz vede ke ztizenému
dychani, duSnosti a kasli, navic je pfitomna nadmérné produkce hlenu. Pro 1é¢bu astmatu jsou
obvykle pouzivany inhalované kortikosteroidy priméarné tlumici zédnét, dlouhodobé ptisobici
(long-acting) agonisté f2-adrenergnich receptorii (LABAs), kratkodobé plsobici (short-acting)
agonisté f2-adrenergnich receptorti (SABASs) jejichz ptisobeni vede pies stimulaci Gs signalni
drahy a zvySeni hladiny cAMP k relaxaci hladké svaloviny dychacich cest (Matera a spol.,
2020). Lécba astmatu je rovnéz dopliiovana vyuzitim antagonisti M3 receptord. Tito
antagonisté jsou dvojiho typu: kratkodobé ptlisobici (short-acting) antagonisté M3 receptorti
(SAMAs) a dlouhodobé pusobici (long-acting) antagonisté M3 receptori (LAMAs). Mezi
SAMAs patii napiiklad 1€k ipratropium bromid (Van Schayck a spol., 1991) a jako LAMAs je
vyuZivan tiotropium (Abadoglu a spol., 2016).

2.1.2. Mocovy méchyr

I ptes to, ze koncentrace M2 receptoru je pfiblizné tiikrat vétsi nez hustota M3 receptoru,
tak za stah hladké svaloviny jak v dychacich cestach tak i v mocovém méchyti mize predevsim
piimé piisobeni pravé M3 receptoru (Fetscher a spol., 2002). M3 receptor zpusobuje kontrakci
hladké svaloviny mocového méchyfe a dysfunkce receptoru muize vést k hyperaktivité
mocového méchyte (Hedge a spol.,, 1997). Aktivace M3 muskarinového receptoru vede

prostiednictvim  Gq/11 signalni drahy k otevieni kanali pro vapenaté ionty
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v sarkoplazmatickém retikulu a navyseni cytosolické koncentrace vapenatych iontli, coZ ma za

nasledek kontrakci hladké svaloviny mocového méchyte (Wang a spol., 1995).

Onemocnéni mocového méchyie, které se projevuje castym mocenim a inkontinenci.
Hyperaktivita mocového méchyte je zplsobena Spatnou funkci M3 receptoru a lécba je
zaméeiena na snizeni aktivity receptori (Hedge a spol., 1997). Farmakoterapie vyuziva
antimuskarinika oxybutynin, tolterodin, darifenacin, solifenacin nebo fesoterodin. Tyto l1éky
blokuji vazbu acetylcholinu na muskarinovy receptor, ktery pak nemize stimulovat stah

hladkého svalstva mocového méchyte (Fetscher a spol., 2002).

2.1.3. Zlazy s vnitini a vnéjsi sekreci

Stejné jako v plicich a mocovém méchyii je hladka svalovina Zlaz s vnitini i vngjsi
sekreci fizena puisobenim acetylcholinu pies M3 receptor. Prikladem muiZe byt sekrece inzulinu
v pankreatu (Duttaroy a spol., 1990). Inzulin je hormon produkovan pankreatickymi B buitkami,
které se nachazeji v Langerhansovych ostrivcich. Inzulin ma zésadni roli v regulaci hladiny
cukru v téle tim, Ze usnadiiuje vstup glukdzy z krevniho fecisté do bunék, ta je potom vyuzita
jako zdroj energie. Na glukoze zavisla sekrece inzulinu je regulovana mnoha modulatory (jako
jsou neuropeptidy, hormony a neurotransmitery), ale pifedevS§im parasympatickym
neurotransmiterem acetylcholinem, ktery je uvoliiovan z pankreatickych nervovych zakonceni
bloudivého nervu (Gautam a spol., 2006) na popud zvysené hladiny cukru v krvi po piijmu
jidla. Muskarinovy receptor, ktery je zodpové€dny za uvoliiovani inzulinu z  bungk, je M3

receptor (Gautam a spol., 2006) a jeho pfitomnost a aktivita pfimo fidi gluk6zovou homeostazu.

Diabetes typu 2 je onemocnéni charakterizovano nedostatecnym uvolfiovanim inzulinu
z B bunék. Moznou lécbou tohoto onemocnéni jsou pozitivni modulace M3 receptoril
v pankreatu (Gautam a spol., 2006). Aktivace G-proteinu tfidy Gq/11 vede uvolnéni druhého
posla IPs, ktery se vaze na IP3R, coz zptisobi uvolnéni Ca®" iontdl do buiiky a nasledné uvolnéni

inzulinu z bunky (Thatcher, 2010). Tento mechanismus je zndzornén na obrazku 8.
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Obrazek 8: Obecné schéma molekuliarniho mechanismu uvoliiovani inzulinu z § bunky

Na schématu je znazornéno nékolik molekuldrnich mechanismi, které jsou regulovany
aktivitou M3 receptoru. V této praci je popisovany mechanismus uvolfiovani inzulinu
aktivaci M3 receptoru. Aktivita M3 receptoru vede ke zvyseni nitrobun&éné koncentrace Ca>"
iontl, které poté indukuji uvolnéni inzulinu z buniky (Thatcher, 2010). Tento mechanismus je
podporovan dalSimi signdlnimi mechanismy, jako je stabilizace IP3R pomoci Ankyrinu-B, role
PKDI pii $t€peni membrany pii exocytoze, nebo vtok Na' iontd, které zpsobi depolarizaci 8
bunky, tyto signalni drahy nejsou dale v praci popisovany. Na obrdzku znazornény protein
RGS4 je negativnim regulatorem M3 receptoru (Azua a spol., 2010). Pfevzato a upraveno

z Azua a spol. 2011.

Dalsim ptikladem pisobeni M3 receptoru na periferii mize byt sekrece slinnych zlaz.
Sekrece slin je fizena aktivitou sympatiku i parasympatiku. Noradrenalin uvoliiovany z vlaken
sympatiku se vaze na 2-adrenergni receptory, které prostiednictvim Gs signalni drahy aktivuji
adenylatcyklazu, coz vede ke zvySeni koncentrace cytosolického cAMP. Nicméné cholinergni
pusobeni parasympatiku je pii regulaci sekrece slin vyraznéj$i, coz dokazal vyzkum na
transgennich mysich bez funkéniho M3 receptoru (M3KO), které prokazovaly nedostatecnou

produkci slin (Nakamura a spol, 2004).
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Stimulace M3 receptoru je moznym terapeutickym cilem pii 1écbé Sjogrenova
syndromu (Eglen a spol., 2005), coZ je autoimunitni onemocnéni charakterizované pievazné
suchosti sliznic (postihuje predevsim slinné zlazy a oci, ale i dal$i exokrinni zlazy). Lécba cili
na aktivaci M3 receptoru, ktery podporuje produkci sekrece zlaz, coz by mohlo pfi tomto

syndromu pomoci.

2.2. Srdce a cévy

Ptestoze je za hlavni podtyp muskarinového receptoru v srdei povazovan podtyp M2, byla
potvrzena 1 pfitomnost ostatnich podtypt. Pfitomnost M3 receptoru byla potvrzena v sinich
a komorach lidského srdce v oblasti interkalarnich diskt mezi jednotlivymi buiikami (Hellgren
a spol., 2000). Cinnost srde¢niho svalu reguluji souhry receptora M1, M2 a M3 (Maeda a spol.,
1988), kazdy z nich mé v regulaci kardiovaskularniho systému svoji roli a jejich molekuldrni

spoluprace je pro spravnou funkci srdce zasadni.

Muskarinovy receptor M3 ftidi srde¢ni ¢innost, jako je tepova frekvence a kontrakce
srde¢niho svalu, riznymi signdlnimi drahami, které se poji s aktivitou zpétné usmériiujiciho
draslikového kanalu IKms (K+ inwardly rectifying channel M3) (Shi a spol., 2004) nebo s
regulaci proteinu connexin 43 (Cx43), ktery vytvaii mezibunécné spoje (gap junctions) a
umoznuje mezibunéénou komunikaci a pfispiva tak regulaci repolarizace srde¢nich bunék (Yue
a spol., 2006). Pisobeni muskarinovych receptorit M3 v srdci hraje roli i v aktivaci procest
bunécné ochrany v ptipad¢ poskozeni myokardu pii ischemické chorobé srde¢ni (Yue a spol.,
2006; Zhao a spol., 2010). Defekty ve funkcich M3 receptoru mohou vést ke srde¢nim vadam,
jako je fibrilace sini, srde¢ni ischemie a srde¢ni infarkt (Zhao a spol., 2010). Draslikové kanaly
sprazené s aktivaci muskarinovych receptorti (GIRK), jsou dvojiho typu: GIRK aktivované
Gg/11 proteinem a GIRK aktivované Gi/o proteinem (Kobrinsky a spol., 2000). Tyto kanaly
vyvolavaji repolarizaci membrany srdecni bunky diky opoZdénému preferencnimu toku
draslikovych iontl do bunky pfes draslikové kandly. To zplisobuje zpomaleni srde¢niho rytmu
a prodlouzeni diastoly. IKmz kandl je regulovany M3 receptorem prostiednictvim Gq/11

signalni drahy (Shi a spol., 2004).

Regenerace srdecniho svalu po ischemii je podporovéna stimulaci M3 receptoru.
Konkrétné se tak dé&je pii kratkodobém vyvolani ischemie (anglicky - ischaemic
preconditioning - IPC), které poskytuje ochranu proti nésledujicimu delSimu obdobi ischemie
(Yue a spol., 2006). Plsobeni M3 receptoru v tomto procesu zahrnuje sniZeni incidence a

zavaznosti arytmii zpiisobenych néaslednou ischemii, omezeni poSkozeni myokardu aktivaci
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nc¢kolika molekul pieziti, snizeni urovné apoptotickych mediatorti a snizeni koncentrace

intracelularniho vapniku (Zhao a spol., 2010).

Avsak primarni role M3 receptoru v obéhovém systému je regulace prisvitu cév. Narozdil
od bunék hladkého svalstva zldz, mocového méchyie nebo pridusek, vede aktivace M3
receptoru v cévach k relaxaci svalové bunky a nasledné vazodilataci. Nicmén¢ tento ucinek se
piisuzuje syntéze a uvolnovani chemického mediatoru oxidu dusnatého (NO) (Ignarro a spol.,
1987). NO je produkovan endotelovymi bunikami cév kontinudlné¢ pro udrzeni pritoku krve
cévami. Zvysena produkce NO, jakozto odpoveéd’ na nervovou stimulaci, vede k vazodilataci
(Ignarro a spol., 1987). NO je plyn syntetizovan eNOS, ktera katalyzuje pfeménu L-argininu
na citrulin za uvolnéni oxidu dusnatého, ktery poté volné difunduje z endotelové bunky do
buiiky hladkého svalu (Palmer a spol., 1988). Molekuldrni mechanismus aktivace eNOS je
zajistén M3 receptorem prostiednictvim Gq/11 signéalni drahy (Rosignoli a spol., 2002). IP3
zpusobi uvolnéni vapenatych iontl z ER a jejich zvySena koncentrace v cytosolu stimuluje
aktivaci eNOS. Uvnitf hladké svalové buniky se NO vaze na enzym solubilni guanylatcyklazu
(sGC), ktera se nachazi v cytosolu a produkuje cyklicky guanosin-3’,5'-fosfat (cGMP) z GTP.
cGMP aktivuje proteinkinazu G (PKG), ktera snizuje intracelularni koncentraci Ca** n&kolika
mechanismy, které jsou popsany na obrdzku 9, a tim dojde k relaxaci hladké svalové buiiky

(Krawutschke a spol., 2015).
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Obrazek 9: Obecné schéma aktivace eNOS pomoci M3 receptoru

Muskarinovy receptor M3 aktivuje eNOS pomoci zvySené koncentrace vapenatych iontil
v cytosolu. Na obrdzku jsou znazornény jednotlivé mechanismy relaxace hladké svaloviny

zplsobené sniZenim intraceluldrni koncentrace Ca*".

Témito mechanismy jsou:

1. inhibice napét'oveé zavislych Ca2+ kanall typu L, ktera zastavi ptisun Ca2+ do buiiky,

2. aktivace membranové Ca2+ pumpy (anglicky - plasma membrane Ca2+ ATPase - PMCA),
ktera pumpuje Ca2+ ionty z buiiky,

3. inhibice IP3R, ktera snizi uvoliiovani Ca2+ iontl ze sarkoplazmatického retikula,

4. aktivace Ca2+ pumpy sarkoplazmatického retikula (anglicky - sarco/endoplasmic reticulum
Ca2+-ATPase - SERCA), ktera pumpuje Ca2+ z cytosolu zpét do SR (Krawutschke a spol.,
2015).

Vytvoreno podle Krawutschke a spol., 2015.
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3.Muskarinovy receptor M3 v CNS

Zastoupeni muskarinového receptoru M3 v centralni nervové soustave je obecné malé. Nejvetsi
koncentrace M3 receptoru je vSak v oblasti ktiry, dale pak v bazalnich gangliich a v hipokampu
(Flynn a spol., 1993; Levey a spol., 1994) viz obrazek 6D (kapitola 1.6., strana 18), kde ma

piimy vliv na uceni a pamét’ (Eglen a spol., 2005).

Hipokampus je zapojen v riznych typech uceni, véetné prostorového uceni, uceni na zaklad¢
paméti, uceni asociaci a kontextualniho uceni a zaroven ma vliv na procesy pii zpracovavani

strachu a odpovédi na néj (Phillips a spol., 1992).

Ukazuje se, ze v ne€kterych téchto procesech hraje dulezitou roli fosforylace M3 receptoru
(Poulin a spol., 2010). M3 receptor je po aktivaci agonistou fosforylovan ve své intracelularni
oblasti, coz vede k aktivaci arrestin dependentni signalni drdhy (Budd a spol., 2001; Willets
a spol., 2002) 1 pfes to, ze spojeni s Gq/11 proteinem neni pteruSeno (Poulin a spol., 2010).
Fosforylaci receptoru M3 v hipokampu provadi kaseinové kindzy CKla a CK2 na cilovych
motivech i3 smycky Lys370- Ser425 a Ser351-Arg-Ser-Ser-Asp-Glu-Glu-Asp356 a Ser358
(Budd a spol., 2000; Torrecilla a spol., 2007; Poulin a spol., 2010). Na fosforylovany receptor
se vaze P-arrestin (Budd a spol., 2001). Tento intercelularni protein zpisobuje desenzitizaci
a internalizaci receptoru a také se na n¢j vazi dalsi intercelularni proteiny (Wu a spol., 1997).
Aktivita téchto signdlnich drah reguluje dlouhodobou synaptickou plasticitu, coz je schopnost
synapsi ménit svou silu a uc¢innost v disledku opakovaného vstupu. To je zakladni

mechanismus, ktery pfispiva k procesiim uc¢eni a paméti v hipokampu (Poulin a spol., 2010).

PoulinGv vyzkumu ukazal, Ze myS$i s modifikovanym M3 receptorem s nizkou afinitou
k fosforylaci neprokazaly zmény v expresi sekundarnich poslti (DAG a IP3) v signaliza¢ni draze
Gqg/11 proteind, ale prokazaly velké sniZzeni exprese [-arrestinu. Tato sniZzeni vedlo
u transgennich mysi k odliSné reakci na strachovy stimul, kdy se odpovédi na strach sniZily.
Velmi podobny vysledek dostal pti pokusech s transgennimi mysi bez funkénich M3 receptorti.
Zaroven mutace fosforyla¢nich mist na receptoru nevedla ke sniZeni interakci s Gg/l1

proteinem (Poulin a spol., 2010).
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Zavér
Tato literarni reSerse se zabyvala fyziologickou roli M3 receptoru v organismu. M3 receptor
hraje vyznamnou ulohu v fadé vegetativnich procesi fizenych prostiednictvim parasympatiku,

jako je regulace stahu cév, bronchialni konstrikce, sekrece inzulinu a dalsi. V mensi miie se

nachazi také v CNS, kde hraje roli v procesech paméti.

Vyzkumy ukazuji, Ze dysfunkce M3 receptoru mtize hrat kliCovou roli v patofyziologii
ruznych onemocnéni. Poruchy spojené s nadmérnou aktivaci M3 receptoru se podili na
patologii onemocnéni jako je naptiklad astma nebo hyperaktivni mocovy méchyt. Blokovani
muskarinového receptoru M3 nachdzi tedy uplatnéni v terapii téchto onemocnéni. Na druhou
stranu farmakologicka stimulace M3 receptoru by mohla pomoci v 1é€bé onemocnéni jako je

Sjorgentiv syndrom, ktery doprovazi snizené sekrece zlaz.

M3 receptor je zajimavym terapeutickym cilem pro 1é€bu onemocnéni na periferii
anové studie ukazuji, Ze ovlivnéni signalizace M3 ma potencial i pii 1écbé nékterych
onemocnéni CNS. Poznatky o roli M3 receptoru jsou stale rozsifovany a vyzkum v této oblasti
ma velky farmakologicky potencial pro budouci objevy. Je vSak tfeba zdliraznit, Ze je dilezité,
aby se cililo na M3 receptor selektivné, aby se zabrdnilo moznym vedlejSim uU€inkim

zpusobenym ovlivnénim dalSich podtypi muskarinovych receptorti.
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