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Abstrakt:

Svalovy nikotinicky acetylcholinovy receptor (nNAChR) je povazovan za prototyp chemicky
aktivovanych iontovych kanall. Endogennim agonistou nAChR je acetylcholin. Vazebna
mista jsou tvofena esti proteinovymi smyékami. Soucasti tzv. F-smy¢ky s-podjednotky jsou
zaporné nabité aminokyseliny Asp'®® a GIu'®. Pfedmétem nadi prace bylo studium
mechanismu ptsobeni (+)-tubokurarinu ((+)-Tc) na nAChR a role 8:Asp'® a &:Glu™® v
mechanismu aktivace a inhibice nAChR.

Pouzivali jsme techniku terCikového zamku v konfiguraci méfeni z celé bunky. Roli
konkrétnich aminokyselin jsme zkoumali pomoci bodovych mutaci. nAChR byly za pouziti
pfechodné transfekce exprimovany v COS liniich.

Potvrdili jsme, ze v pfipadé dospélych a embryonalnich nAChR pusobi (+)-Tc mechanismem
kompetitivni inhibice. Aminokyseliny 8:Asp'® a 8:Glu'®® se ziejmé G&astni konformaéni zmény
vazebného mista, ktera predchazi efektivnimu otevieni kanalu.

Physostigmin (Phy) a galanthamin (Gal) jsou pouzivany v Iékafstvi pro jejich
anticholinesterazovy uéinek. V posledni dob& se pozornost obratila k primé interakci
inhibitorti acetylcholinesterazy s nAChR, proto jsme se zaméfili na studium pfimého viivu
Phy a Gal na funkci embryonalniho nAChR.

Phy plusobi mechanismem blokady otevieného kanalu a alostericky zvysuje afinitu
otevieneho a desensitizovaného stavu. Gal inhibuje nAChR cestou zvySovani afinity
desensitizovaného stavu.

Klicova slova: svalovy nikotinicky acetylcholinovy receptor, aktivace, F-smyéka, inhibitor
acetylcholinesterazy, physostigmin, galanthamin

Title: Study of activation and modulation of muscle nicotinic acetylcholine receptors
using point mutations

Author. Lucie Svobodova

Department: Institute of Physiology AS CR, v.v.i.

Supervisor. RNDr. Jan Krusek, CSc., Institute of Physiology AS CR, v.v.i.

Supervisor's e-mail address: krusek@biomed.cas.cz

Abstract:

Muscle nicotinic acetylcholine receptor (nAChR) is prototypical ligand gated ion channel
protein. Its endogenic agonist is acetylcholine (ACh). The binding sites are formed by six
protein loops. F-loop of 8-subunit includes negatively charged 8:Asp'® and &:Glu'®°.

The aim of our study was a determination of mechanism of interaction between (+)-
tubocurarine ((+)-Tc) and nAChR and possible role of negatively charged 5:Asp'® and
5:GIu'® in activation and inhibition of NAChR.

We used the patch clamp technique in whole cell configuration. The role of particular
aminoacids in activation was investigated using point mutations. nAChR was expressed in
COS cells.

We sustained (+)-Tc acted via competitive inhibition on adult and embryonic nAChRs. We
have also found 8:Asp'® and 5:GIu'® have been involved in conformation change of binding
site after which channel opening succeeds.

Physostigmine (Phy) and galanthamine (Gal) are routinely used in treatment for their IAChE
effect. Recently the direct interaction of inhibitors of acetylcholinesterase with nAChR has
been studied. We targeted the direct interaction of Phy and Gal with embryonic nAChR.

Phy acts via open channel blockade and allosterically increases affinity of opened and
desensitized state. Gal inhibits the nAChR function by increasing of desensitized state
affinity.

Keywords: muscle nicotinic acetylcholine receptor, activation, F-loop, inhibitor of acetylcholin-
esterase, physostigmine, galanthamine
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1 Uvod

1.1 Chemicky aktivované iontové kanaly

Chemicky aktivované iontové kanaly jsou proteinové komplexy aktivovane specifickymi
neurotransmitery. Vazba molekuly neurotransmiteru na receptivni ¢ast proteinu ma za
nasledek otevieni centralniho péru (iontového kanalu) a tim aktivaci transmembranovych
elektrickych proudd (nesenych malymi mono- a divalentnimi ionty). Struktura skupiny

chemicky aktivovovanych kanall je zobrazena na obr. 1.

— nAChR
kationtové
"\ R - 5-HT3R
0 Cys-loop w
g i = m — GABA,, GABA;
._>. \g _77aniontové T
0 | glycinové rec.
0]
>0
>
SL| ¢
% 5 :g: - f) NMDA rec.
Q = =
£ 3 ),
O Glutamdtové %— kainatové rec.
AMPA rec.
L,
2SS
——| Purinergni P2X ﬁﬁ@ﬁ

)
W

Obrazek 1 - Schéma skupiny chemicky aktivovanych kanali: cela skupina se déli na 3 rodiny receptor(i (Cys-
loop, glutamatem aktivované a purinergni P2X receptory). Skupina Cys-loop receptorli zahrnuje pentamerni
receptory spojene jak s kationtové, tak aniontové selektivnimi iontovymi kandly. Patfi mezi né nikotinické
acetylcholinové receptory (nAChR) a serotoninové receptory (5-HTzR), k aniontovym kanallim fadime receptory

aktivované kys. y-aminomaselnou (GABAAR, GABAcR) a glycinové receptory. Receptory dalSich dvou skupin
(glutamatovych a purinergnich receptor(l) jsou spojeny s kationtovymi kanaly. Tetramerni glutamatové receptory
délime do tfi podskupin: NMDA receptory (receptory pro N-methyl d-aspartatovou kys.), kainatové receptory a
AMPA receptory (receptory pro o—amino—2,3-dihydro-5-metyl-3-oxo-4-isoxazolpropanovou kys.). Trimerni
purinergni P2X receptory jsou aktivované ATP. V obrazku jsou schematicky naznaceny proteiny receptord
s konkrétnim vyobrazenim podjednotky. Cervené zvyraznéné transmembranové priniky se podileji na tvorbé
iontového kanalu. Podle (G.L. Collingridge a kol., 2009).

Kromé kationtovych purinergnich P2X receptor(i a glutamatovych receptort patfi ke skupiné
ligandem aktivovanych iontovych kanall i tzv. Cys-loop receptory.

Cys-loop receptory, v literature téZ nazyvané ,acetylcholinovému receptoru podobné“, jsou
pomérné neselektivni iontové kanaly. Tato skupina zahrnuje jak kationtové, tak aniontové

kanaly. Mezi kationtové kanaly patfi nikotinické acetylcholinové receptory (nAChR) a

serotoninové receptory (5-HT3R), mezi aniontové kanaly pak receptory pro kys. y-
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aminomaselnou (GABA, a GABAc) a glycinové receptory. Zastupci této skupiny jsou
sestaveni z péti stejnych nebo navzajem odlisnych podjednotek. Jednotlivé podjednotky jsou
tvofeny 450-700 aminokyselinami a jsou navzajem &aste¢né& homologni napfi¢ celou Cys-
loop skupinou (25-60% homologie). Maji i obdobnou distribuci hydrofilnich a hydrofobnich
domén. Kazda podjednotka ma &tyfi silné konzervované transmembranové pruniky (M1-M4).
Na tvorbé vnitfni stény iontového kanalu se podileji druhé transmembranové pruniky (M2)
v8ech podjednotek receptorového komplexu. Déle obsahuje kazda z podjednotek kratsi C-
fetézec smérujici do extracelularniho prostoru a velky N-koncovy fetézec s ligand vazajici
doménou, mnozstvim modulacnich mist a tzv. cysteinovou smykou (Cys-loop), ktera je
spoleénym znakem Cys-loop receptort. Tato smyéka 13 az 15 pomérné konzervovanych

aminokyselin vznika pomoci disulfidického mustku mezi dvémi Cys rezidui.

OH
H,N™

0

OHCH

Obrazek 2 - Agonisté chemicky aktivovanych kanalt: a) acetylcholin, b) serotonin, c) kys. y-aminomaselna, d)
glycin, e) kys. L-glutamova, f) adenosintrifosfat

1.2 Nikotinicky acetylcholinovy receptor

Nikotinické acetylcholinové receptory jsou membranové signalni bilkoviny spojené
s iontovym kanalem, umisténé jak postsynapticky (s funkci detekce a prenosu signalu
z nervového zakonceni na cilovou tkar; sval, neuron; v centralni -CNS- i periferni nervové
soustave), tak presynapticky (modulace vylevu neurotransmiteril v CNS i v periferni n.s.).
Spadaji do skupiny ionotropnich Cys-loop receptorl. JakoZzto ionotropni se tyto receptory
u€astni rychlého synaptického pfenosu, ménice signal chemicky (acetylcholin - ACh
uvolfiovany z nervovych zakonceni) na signél elektricky (zména propustnosti membrany pro
malé mono- a divalentni kationty). D& pocinajici vazbou ACh na receptor a vrcholici
otevienim iontového kanalu se odehrava v submilisekundové &asové $kale. nAChR jsou
specificky aktivované nikotinem - alkaloidem hojné obsaZenym v tabéaku.

Podle lokalizace se tyto receptory deli na svalové a neuronalni. Svalové receptory jsou
exprimovany na postsynaptické membrané nervosvalové ploténky a neuronalni receptory

jsou umisténé pre- i postsynapticky na synapsich CNS i v periferni nervové soustavé. Tyto



dvé skupiny se od sebe li§i v podjednotkovém sloZeni a s tim spojenou kinetikou Ci
farmakologii (in vivo je svalovy typ nAChR blokovan (+)-tubokurarinem jiz pfi nizsich
koncentracich nez neuronalni typy; neuronalni o7 receptor je specificky blokovan
kompetitivnim antagonistou metyllykakonitinem atd).

Kromé nervosvalového prenosu se nAChR U¢astni mnoha déju v CNS, jako je napi. pamét,
pozornost, spanek, bolest, Gzkost, sensorické funkce. Genetické abnormality nAChR se
projevuji jako patologické stavy typu kongenitalniho myastenického syndromu, nékterych
druhU epilepsie, schizofrenického syndromu atp. Nikotinické ACh receptory hraji svou rolii u
zavaznych neuropatologii, jako jsou Parkinsonova &i Alzheimerova choroba.

lonotropni nikotinické receptory nejsou jedinymi receptory citlivymi k ACh. Existuji jesté tzv.
muskarinové receptory (mAChR) - metabotropni, tedy s G-proteinem spojené receptory.
Muskarinové acetylcholinové receptory jsou specificky aktivované muskarinem, alkaloidem
obsazenym napf. v plodnicich muchomurky cervené (Amanita muscaria), a inhibovany
atropinem, halucinogennim alkaloidem obsazenym napf. v ruliku zlomocném (Atropa
belladona). Metabotropni receptory pracuji na zakladé aktivace drah druhych poslu a jejich

ucinek na nervovy pfenos je pomalej$i nez u ionotropnich receptoru.

1.2.1 Podjednotkové slozeni nAChR

Podjednotky nikotinického acetylcholinového receptoru jsou glykoproteinové fetézce tvofené
pfiblizné 440-500 aminokyselinami, usporfadany po péti do kruhu tvofi iontovy kanal.
Z hlediska primarni sekvence i funkce se tyto podjednotky déli na a-podjednotky a non-a-
podjednotky.

Nyni zname celkem deset podtypl a—podjednotky (a1-a10). Velikost a-rfetézcl se pohybuje
kolem 440 aminokyselin, tj. 290 kDa (o1 podjednotka nAChR el. organu parejnoka Torpedo
marmorata mé 437 aminokyselin). Jsou tak nejkrat§imi podjednotkami z rodiny nAChR.
Avsak od non-o podjednotek se lisi hlavné pfitomnosti dvou charakteristickych, po sobé
nasledujicich cysteinii velké synaptické N-koncové smycky, které odpovidaji o1:C' a
a1:C'® elektrického organu parejnoka 7. marmorata (C. Czajkowski a A. Karlin, 1995). V
primarni struktufe je tato dvojice cysteinu jiz blizko prvnimu transmembranovému priniku a
spolu s dalSimi aminokyselinami N-koncové smycky se UCastni vazby acetylcholinu, resp.

jsou pro ni ur€ujici (H.R. Arias, 1997). V pfirodé pozorujeme receptory pouze se dvéma a
vice o podjednotkami. U svalovych receptorl, popf. u receptorll elektrickych organu,
mUzeme najit podjednotky a1, neuronalnim receptorim nalezeji ostatni a—podjednotky (a2-

10).
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Do skupiny non-a-podjednotek patfi B1, y, & a e-podjednotky svalovych receptort a nAChR
elektrickych organt a B-podjednotky (B2-B4) neuronalnich receptorl. Tyto podjednotky jsou

obecné delsi a postradaji cysteinovy par zasadni pro vazbu ACh.

Svalové receptory jsou tvofeny dvéma o1 podjednotkami a tfemi non-a-podjednotkami (1,
3,y resp. g). Oznaceni podjednotek (pofadi v fecké abecedé) je dano jejich velikosti, tj. o
podjednotky jsou nejkrat$i, £ podjednotka je nejdelsi (podjednotky receptoru el. organu
parejnoka T. marmorata Citaji f1:469, y:489, resp. 6:501 aminokyselin). a1 podjednotky jsou
pro vazbu ACh zésadni, av§ak podjednotky 3,y resp. € se rovnéz podileji na tvorbé& ACh
vazebného mista, které lezi vzdy na rozhrani a1 s témito podjednotkami. f1-podjednotka je
sice pro tvorbu svalovych receptorl dulezita, avSak na vazbé ACh se nepodili.

U pozdéji objevenych neuronalnich receptorl bylo zavedeno znaceni pomoci o (02-0.10) a B
(B2-p4) podjednotek. Pfehled znamych podjednotek a stechiometrie - viz (N.S. Millar, 2003).
Neuronalni receptory se mohou vyskytovat ve formé& homomeru o podjednotek, napf. o7 €i
o8 receptory v kufeci sitnici (K.T. Keyser a kol.,, 1993), a9 v kochlearnich vlaskovych
bunkach (A.B. Elgoyhen a kol., 1994), popf. a10; tyto homomery patfi k vyvojové nejstarSim
formam nAChRu. Nachazeji se také ve formé heteromerl slozenych z riznych kombinaci o
podjednotek (a2, a3, a4, aB) s B podjednotkami (32, 34) s nebo bez pfispéni podjednotek
o5 Ci 33. Podjednotky o5, B3 se nepodileji na vazbé ACh (P.J. Corringer a kol., 2000).
Zakladnim stechiometrickym kriteriem je pfitomnost minimalné dvou o podjednotek prvni
skupiny. Podjednotky o7+a8 a a9+a10 mohou spolu tvofit také heteromery. Vysledkem
téchto kombinaci je mnozstvi receptorl navzajem se liSicich svou farmakologii, kinetikou a
Ca® propustnosti, coz pfimo souvisi s fyziologickym uplatnénim a lokalizaci v nervové
soustaveé.

Molekularné biologické studie potvrdily, Ze receptory obsazené v hojném mnozZstvi
v elektrickych organech parejnokl (Torpedo marmorata, T. californica), elektrickych Ghof
(Electrophorus electricus) a jinych elektrickych ryb jsou geneticky i farmakologicky vysoce
podobné embryonalnimu svalovému nAChR. Velka homologie podjednotek embryonainiho
svalového receptoru a receptoru z elektrického organu ma svij puvod ve fylogenezi.
Elektrické organy téchto paryb (resp. ryb) totiz vznikly transformaci svalovych bunék a jejich

usporadanim do podoby Voltova sloupce (baterie).

1.2.2 lontova selektivita nAChR

nAChR jsou kationtové nepfili§ selektivni iontové kanaly. Pfi aktivaci jsou schopné vést
rizné typy mono- i divalentnich kationtl. Za fyziologickych podminek propousti kationty

sodné a véapenaté z extracelularniho prostoru dovniti bufiky a draselné ionty smérem
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opaénym. Hnaci silou pohybu iontu je jako u véech iontovych kanall vyrovnavani gradient
elektrochemickych potencial( jednotlivych iontl vné a uvniti buriky. Skladba takto vzniklych
transmembranovych proudu je dana selektivitou, ktera je jednou z charakteristik daného typu
iontovych kanalt. Vétsina kanall obsahuje tzv. selektivni filtr - intracelularni ¢ast M2 pruniku
a jeho blizkého okoli - jehoz aminokyselinové sloZeni rozhoduje o nabojové specificité
transmembranovych proudt. Podtypy nAChRu se li§i zejména v propustnosti pro vapenaté

ionty, coz se odrazi i v konkrétni fyziologické roli téchto receptoru.

1.2.3 Podjednotkové slozeni svalového nAChR

Zname dva typy svalovych nACh receptoru:

1. embryonalni receptor — s podjednotkovym slozenim a,fyd je difuzné rozsifen na
bunééné membrané vyvijejiciho se svalu. Po inervaci a vzniku synapse se
embryonalni receptory vytraceji a jsou nahrazeny dospélymi receptory:

2. dospély receptor — jeho podjednotkové slozeni je ayfde, tj. od embryonalniho
receptoru se odlisuje zaménou y podjednotky za ¢ podjednotku. Vyskytuje se
vyhradné na postsynaptické membrané.

Exprese jednotlivych typl svalového nAChR vyrazné zavisi na ontogenetickém stadiu
jedince. V ranych obdobich vyvoje se exprimuji vyhradné& embryonalni receptory. Objevuji se
difuzné rozmisténé po povrchu bunék jesté pfed zflzovanim myoblastd do myotubl. Po
vytvofeni myotubl zUstava difuzni lokace az do momentu pfiblizeni nervového zakondceni.
Molekuly ACh uvolfiované neurony aktivuji receptory blizké svalové bunky a tato lokalni
aktivace transmembranovych proudd ma za néasledek shlukovani stale jesté embryonalnich
receptord a pozdéjsi nastartovani celé masinérie vedouci k tvorbé vlastni synapse. Na tvofici
se synapsi se jiz objevuji dospélé receptory (pouze v oblasti synapse), zatimco exprese
embryonalnich receptoru je pozastavena (J.R. Sanes a J.W. Lichtman, 1999).

K opétovné expresi embryondlnich receptorl dochazi pouze v pfipadé denervace svalu.
V takové situaci zacinaji byt embryonalni receptory exprimovany opét difuzné po celé délce
svalového vlakna a dospélé receptory mizi.

Ackoli jsou obecné podjednotky nAChR receptord pomérné homologni, ma, jak je vidét,
zaména vy podjenotky za ¢ velky fyziologicky vyznam. Rozdil v podjednotkovém slozeni stoji
za pomérné odlisnou kinetikou a vodivosti receptorovych kanall, s ¢imz souvisi jejich odlisna
Uloha pfitvorbé synapse a vysledna ucinnost synapse. Embryonalni svalové receptory
exprimované v oocytech drapatky vodni (Xenopus laevis) vykazuji vodivost kanalu pouze 45
pS, ale stiedni doba otevieni kanalu se pohybuje kolem 7 ms. Dospélé svalové receptory
maji vy$§i vodivost kanalu (60 pS), av8ak doba otevieni je méné nez poloviéni ve srovnani
s embryonalnimi receptory (Y. Kidokoro, 1993). Pfiblizeni nervového zakon&eni ma v daném

misté za nasledek tvorbu synapse, a to tim zpUsobem, Ze aktivace transmembranovych
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proudd na svalové burice prostiednictvim embryonalnich acetylcholinovych receptorQ
v misté kontaktu lokaIné zvysuje koncentraci vapenatych iontl, coZ je povazovano za signal
ukongujici expresi embryonalnich receptori a zvysujici expresi dospélych receptor.
Rozdilna exprese dospélych a embryonalnich nAChR ma vyznam pro spravnou tvorbu
synapse. Ukazaly to pokusy na transgennich mysich, u kterych byly embryonalni receptory
zaménény za dospélé jiz v embryonalnim obdobi (M. Koenen a kol., 2005). Vysledkem
nebyly zmény ve vyvoji svalové burky (fize myoblastl, tvorba svalu, tvorba ploténky), ale
¢etnost vzniklych synapsi. Zaména embryonalniho receptoru za dospély vedla ke zvy$eni
poCtu shlukl postsynaptickych receptorl (a obecné plotének) a jejich distribuci do vétsi
oblasti nez u kontrolnich zvifat. Pri¢ina zfejmé tkvi pravé v jinych vlastnostech
transmembranovych proudu (vodivost, kinetika) vedenych témito dvéma typy receptorl pfi

tvorbé synapse (V. Witzemann, 2006).

1.3 Molekularni struktura svalového nACh receptoru

PFi studiu molekularni struktury receptoru se kromé cross-linking analyzy (G. Biesecker,
1973) a imunochemickych metod (J. Lindstrom a kol., 1979) pozdé&ji zadaly vyuzivat metody
jako krystalografie zkoumajici krystal extracelularni ¢asti nAChR prostfednictvim acetylcholin
vazajiciho proteinu - AChBP (T.K. Sixma a A.B. Smit, 2003), dale pak nuklearni magnetické
rezonance (NMR) a elektronové mikroskopie. Vysledky byly publikovany napf. v pracech (A.
Miyazawa a kol., 2003, N. Unwin, 1998, 2005, N. Unwin a kol., 1988).

Z pohledu ze synaptického prostoru kolmo k roviné membrany se receptory jevi jako ruzice
péti podjednotek, v jejimz stfedu lezi iontovy kanal. Podjednotky embryonalniho svalového
receptoru jsou uspofadany v poradi da1ya1p1, a to ve sméru chodu hodinovych rucicek. Ve
starSich pracech bylo poradi podjednotek ¢asto zaménovano. Zde uvedeny Udaj je prevzat
z monografie (J.P. Changeux a S.J. Edelstein, 2005).

Celkova délka proteinu ve sméru kolmém na rovinu membrany je cca 110 A, z toho 55-60 A
zasahuje do extracelularniho prostoru, 30-40 A pfipada na membrénovou oblast a pfiblizné
15 A je v bun&&ném prostoru. Usti poru ma $itku okolo 30 A a vné&j$i pramér receptoru se
odhaduje na 70-80 A. Acetylcholinové vazebné misto se nachazi extracelularné, v kolmé
vzdalenosti 30-35 A od povrchu membrany (pfehled viz (H.R. Arias, 2000); schéma
receptoru - obr. 3).

Podjednotky maji diky homologii velmi podobné uspofadani, a to i v ramci skupiny Cys-loop
receptor( (obr. 1). Kazda podjednotka je smérem od N-konce rfetézce k jeho C-konci tvorena
velkou N-koncovou extracelularni doménou, tfemi hydrofobnimi transmembranovymi priniky
(M1-M3), vétsi cytoplazmatickou smy¢kou spojujici praniky M3 a M4, dale nasleduje Ctvrty

transmembranovy prunik a kratky extracelularni C-konec.
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N-koncovd doména je tvofena Fetézcem s prevahou hydrofilnich (nabitych) aminokyselin,

ktery dosahuje délky 210-224 aminokyselin. Jeho soucasti je Cys-smycCka charakteristicka

vvvvvv

ACh molekuly do vazebné kapsy tvofené zjedné strany o podjednotkou (hlavni Cast

vazebného mista) a z druhé strany sousedni podjednotkou (y, 6, €). Vazebna energie se pote
uplathuje pfi destabilizaci zaviené konformace a transformuje se na rotacni pohyb
podjednotek (s osou rotace kolmou na plochu membrany) vedouci k otevieni iontového
kanalu. Vazby se udastni diive zminéna dvojice sousedicich cystein( (a1:C'%? a o1:C"* T.
marmorata) v hlavni ¢asti vazebného mista a cca 15 dalSich pfevazné aromatickych (hlavni
¢ast) &i negativné nabitych (komplementarni ¢ast) aminokyselin. Na N-koncovém fetézci je
rovnéz mnozstvi regulaénich mist, jez jsou glykosilovany.

Hydrofobni membranova &ast podjednotek je tvorfena &tyfmi transmembranovymi praniky
M1-M4. Kazdy z prlnikG je slozen z 19-27 pfevazné nenabitych aminokyselin. Vodou
vyplnény pér iontového kanalu ohranicuji M2 transmembranové priniky kazdé z podjednotek
(A. Miyazawa a kol.,, 2003) a uvazuje se o pfispéni Casti extracelularniho konce M1
transmembranovych prunikt (M.H. Akabas a A. Karlin, 1995). Plvodné se mélo za to, ze
véechny M1-M4 prlniky nabyvaji téméf vyluéné a-helikalni konformace, av$ak v poslednim
desetileti se ukazuje, Ze minimainé 50 % této oblasti je tvofeno B-listy a snad pravé jen u M2
pranikl o-fetézcova konformace prevazuje. Avsak informace z riznych zdroju se stale jesté
vyrazneé lisi.

Transmembranova doména podjednotek nAChR je obecné vysoce homologni a stény
iontového kanalu jsou tak tvofeny poschodovité posazenymi kruhy shodnych aminokyselin
(kazda aminokyselina kruhu néalezi jedné z podjednotek). Uvniti vodou naplnéného péru
muzeme najit serinovy, threoninovy, valinovy &i leucinovy kruh. Dva posledné jmenované
kruhy patrné tvofi vratka iontového kanalu, nebot’ a-Sroubovice M2 prinikl jsou zalomeny
tak, Zze se pravé vtéto oblasti téméf dotykaji (ale ne Uplné, prumér péru je zde 7 A)
konzervovanymi leucinovymi (o1:L**") a valinovymi (o.1:V*®°) residui, &imz stericky brani
pruchodu kationtu. Dalsi silou branici iontim v prichodu je elektrostaticka interakce
s nabitymi residui v nejuzsi oblasti péru. Cytoplasmaticka ¢ast M2 prinik( a intracelularni
vstupni oblast poru jsou zfejmé zodpovédné za nabojovou selektivitu iontového kanalu. U
NAChR receptorl je zde obsazeno mnozstvi glutamat(l (zaporné nabitych aminokyselin,
které pfitahuji kationty) a u glycinovych receptor(i jsou pozorovany bazické lysiny.

Mezi tfetim a Ctvrtym transmembranovym priinikem (M3, M4) je z regulaénich divodu velice
dllezitd cytoplasmaticka klicka délky 109-146 aminokyselin. Je zde mnoho regulaénich mist
vazajicich fosfatové skupiny. Mutace v této oblasti ovliviuji jak desensitizaci, tak lokalizaci
(konkrétné clustering — shlukovani) receptoru na postsynaptické membrané (L.S. Borges a
kol., 2008).
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Obrazek 3 - Schéma embryonalniho svalového nAChR: Rozmeéry transmembranového giykoproteinu a
lokalizace acetylcholinového vazebného mista jsou naznaceny na obrazku (ACh) a schematicky na vlozeném
obrazku (obdélniky). Receptor je kromé& membrany, jiz prochazi, v interakci s mikrotubuly cytoskeletu, které ho
Caste€né stabilizuji na misté. PFi aktivaci a typicky negativnim membranovém potencidlu propousti kationtové
selektivni kanal sodné a vapenaté kationty z extracelularniho prostoru dovnitf buiiky a draselné z vnitiku buriky
ven na zakladé vyrovnavani gradientl elektrochemickych potenciald jednotlivych iontd. Na povrchu proteinu je
lokalizovano mnoho regulaénich mist vazajicich napf. fosfatové skupiny.

stable cluster

Obrazek 4 — Schéma postsynaptického seskupovani a ukotveni svalovych nAChR: Svalové receptory jsou
v synaptické oblasti spfazeny prostfednictvim molekul rapsynu (rap). Interakce rapsynl s nAChR je podminéna
fosforylaci velké intracelularni smy¢ky B-podjednotky receptoru tyrozinkinazami. Tyrozinkinazy MuSK a Abl (viz
text), popf. SFK jsou aktivovany agrinem vylu¢ovanym presynaptickym nervovym zakon&enim, &imz je zaru¢eno
seskupovani receptorl v synaptické oblasti. K ukotveni receptoru k bunéénému cytoskeletu dochazi rovnéz
pomoci rapsynu navazaného na komplex dystroglykanu (DG), dystrobrevinu (DB), utrophinu (utro) a f-aktinového
vldkna (f-actin). Pfevzato z (A. Wiesner a C. Fuhrer, 2006).
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C-koncova doména se nachazi v extracelularnim prostoru (synapticka oblast), je pomérné

kratka a funkéné nepfili§ vyznamna.

1.3.1 Shlukovani nAChR, jeho vazba na cytoskelet a interakce s jinymi
bunéénymi proteiny

Receptor je kromé& membrany, kterou prochazi, v interakci s dal$imi bun&énymi proteiny a
s mikrotubuly cytoskeletu, které ho Castecné stabilizuji na misté. Zejména u svalovych
receptorll a receptoru elektrického organu parejnoka Torpedo byla potvrzena interakce
s rapsyny (receptor associated protein of synapse, neboli 43K-protein — podle jeho hmotnosti
43 kDa). Prostfednictvim téchto proteini dochazi k shlukovani (angl. coupling, obecnéji
clustering) receptorll v oblasti synapse (S.C. Froehner a kol., 1990, W.D. Phillips a kol.,
1991) a jejich ukotveni k cytoskeletu (M. Colledge a S.C. Froehner, 1998, N.S. Millar a P.C.
Harkness, 2008, J.R. Sanes a J.W. Lichtman, 1999). Dimerni forma nAChR tak pfevazuje
v oblastech na receptory hojnych postsynaptickych membran. Interakce rapsynu
s acetylcholinovymi receptory se uskuteéhuje prostfednictvim velké M3-M4 intracelularni

smycky B podjednotek nAChR (K.A. Huebsch a M.M. Maimone, 2003). Ve starsi literatufe

najdeme tvrzeni, ze dimerni forma se tvofi pomoci disulfidického mustku mezi &
podjednotkami sousedicich proteint (S.L. Hamilton a kol., 1977, HW. Chang a E. Bock,
1977), av8ak od toho se nyni upousti. Interakce svalovych nAChR srapsyny je ve
skuteCnosti vysledkem signalni drahy agrin-MuSK-rapsyn-nAChR.

Agrin vylu€ovany nervovym zakonéenim aktivuje kindzu MuSK (podle angl. muscle-specific-
kinase) v postsynaptické membrané, ktera prostfednictvim dalsich kinaz (tzv. Abl kinazy —

Abelsonovy tyrozinkinazy 1 a 2) fosforyluje tyrozinovéa rezidua intracelularnich smycek 3 a

podjednotek. Podminkou clusteringu (a ukotveni) je fosforylace 3 podjednotky (L.S. Borges a
M. Ferns, 2001), nebot interakce rapsynu s nAChR se uskutecriuje jediné prostfednictvim
fosforylovanych oblasti intracelularni smyéky [ podjednotky. K fosforylaci nAChR muze
dochazet i pomoci agrinem aktivovanych kindz zrodiny Src (SFK), avSak jinym
mechanismem nez u Abl kinaz.

Rapsyny nezprostfedkovavaji pouze vazbu receptord mezi sebou, ale i ukotveni
k cytoskeletu. Na ucinné stabilizaci nAChR a jeho vazbé k f-aktinovym vlaknim se tak
podileji kromé rapsynu i molekuly dystroglykanu, dystrobrevinu a utrophinu (obr. 4).
Pfitomnost rapsynu v mechanismu shlukovani a ukotveni byla prokazana i v pfipadech, kdy
byly svalové nAChR exprimovany v nesvalovych burkach (K.A. Huebsch a M.M. Maimone,
2003). Rapsyny obsahuji také neuronalni bunky (G. Feng a kol., 1998, S.H. Yang a kol.,

1997), av$ak nebyla prokazana jejich role v ukotvovani neuronéalnich nAChR.
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Pro ukotveni a shlukovani neuronalnich receptort pravdépodobné existuji obdobné proteiny
jako u svalovych nAChR. Jak pro svalové, tak pro neuronaini typy nAChR byl prokazan podil
APC (adenomatous polyposis coli) proteinu na synaptické lokalizaci receptorl. V pfipadé
heteromernich neuronalinich receptorli byl pfimo popsan cely komplex kotevnich proteinu (f-
aktin — EB1 — APC — 14-3-3 — o3 podjednotka nAChR; (M.M. Rosenberg a kol., 2008)). | zde
se vazba 14-3-3 chaperonového proteinu na nAChR uskute€hiuje pouze po fosforylaci
(serinovych rezidui) vazebného mista pomoci fosfokinaz PKA &i PKC (R. Exley a kol., 20086,
E.M. Jeanclos a kol., 2001, V.V. Pollock a kol., 2007). Funkéni expresi ovliviiuje dale napf.
chaperonovy periferni membranovy protein VILIP-1 (L. Lin a kol., 2002).

Dal$im proteinem, u néhoz byl prokazan vliv na expresi funkénich receptord na
postsynaptické membrané, a ktery ovliviiuje maturaci — dozravani - receptoru, je
membranovy RIC-3 hadatka obecného (Caenorhabditis elegans), ktery je v8ak silné
konzervovan napfi¢ skupinou obratlovcl i ¢asti bezobratlych. Koexprese RIC-3 C. elegans,
popf. jeho savCiho homologu, s rekombinantnimi receptory se vyuziva napf. pfi expresi
sav€ich neuronalnich nAChR (homomernich o7, o8) v savCich bunéénych liniich (S.J.
Lansdell a kol., 2005). Uziti u jinych podtypl nAChR nebo pfi expresi v jinych nez savcich
systémech zUstava diskutabilni. Role RIC-3 vs$ak zfejmé nespociva piimo v ukotvovani
receptori u bunééné membrany, ale v posttranslaénich modifikacich v oblasti
endoplasmatického retikula. Jedna se o membranovy protein €asto kolokalizovany s nAChR,
ktery vS8ak nebyl pozorovan na povrchu buiky (N.S. Millar, 2008). Tyto posttranslaéni
modifikace nemaji valny vliv na rozsah povrchové exprese, ale na spravné a funkéni
prostorové uspofadani receptoru, tzv. folding (M.E. Williams a kol., 2005).

Da se ofekavat, ze vpfipadé rekombinantnich systémul, napf. bunéénych linii
transfekovanych cizimi nACh receptory, muze byt exprese, lokalizace, struktura i funkce
téchto receptorl odlisna od nativniho stavu, mimo jiné pravé z duvodu jiného proteinového
vybaveni a chemické skladby membran modelovych systému.

Bylo zjisténo, ze pro spravnou funkci a strukturdlni usporadani nAChRu je nezbytna
pfitomnost urcitého procenta cholesterolu a zaporné nabitych lipidtu v okolni membrané (T.M.
Fong a M.G. McNamee, 1987).

1.3.2 N-koncova doména a vazebné misto pro ACh

N-koncova extracelularni ¢ast podjednotek je tvorena nékolika doménami rizné sekundarni
struktury, a sice N-koncovym helixem, dvéma kratkymi a-helixy a pfevaznou vétsinu retézce

Vv

skupinou konzervovana hydrofobni Cys-smyc¢ka. Tato smyéka je zasadni pro stabilizaci
terciarni struktury (P. Blount a J.P. Merlie, 1990).
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Acetylcholinové vazebné misto se naléza na rozhrani tzv. hlavni (o) podjednotky a

komplementarnich podjednotek (u svalovych receptord to jsou podjednotky &, y, resp. g).
Toto vazebné misto je tvofeno jakousi hydrofobni kapsou o priméru cca 10-12 A (N. Le
Novere a kol., 2002), do které v$ak stejné jako u jinych Cys-loop receptort (T.W. Mu a kol.,
2003) zapada ACh a dal$i agonisté spiSe ve smyslu klinu nez jako kli¢ do zamku (podoba
vazebné kapsy je pomérné stald u vS8ech Cys-loop receptorl). Rozhrani na strané o-

podjednotky je tvofeno hlavné smyc&kami, zatimco komplementarni strana je tvofena spiSe

vvvvvv

variabilité primarni struktury podjednotek (a tedy E&asteéné i odliSné architektufe)
komplementarnich stran vazebnych mist maji tato vazebna mista pro ACh rGzné afinity.
Vysokoafinni vazebné misto /o vaze agonistu karbachol cca 1000-krat silngji nez
nizkoafinni misto a/y, pfiCemz pofadi afinit pro kompetitivniho antagonistu (+)-tubokurarin
((+)-Tc) je opacné (P. Blount a J.P. Merlie, 1989).

Vlastni vazebnd mista jsou charakteristicka vysokym obsahem konzervovanych
aromatickych aminokyselin (hlavné tryptofan a tyrozin v hlavni ¢asti vazebného mista, viz
tab. 1) a nékolika zaporné nabitymi aminokyselinami (kys. asparagova a kys. glutamova
v komplementarni oblasti). Hlavni ¢ast vazebného mista je tvofena 3 smyckami (A, B, C)
stejné jako komplementarni ¢ast (D, E, F). Tab. 1 uvadi aminokyseliny, u nichz byl prokazan
podil na vazbé ACh molekuly (islovani odpovida receptoru z elektrického organu parejnoka
Torpedo californica).

Pojem smyc€ka neni u téchto oblasti vzdy Uplné pfesny, nebot’ nékteré aminokyseliny vazajici
ACh se nachazeji na jinych sekundarnich strukturach. Napf. W*° a E*” z D-smy&ky jsou ve
skute&nosti ¢asti B2 fetézce a Y'" je asti B6 Fetézce B-sendvice (N. Unwin, 2005) &i sama
C-smycka je ve skute€nosti sto€ena do B-vlasenky (T. Grutter a J.P. Changeux, 2001) a diky
rigidnosti slouzi pfi vazbé& ACh jako vstupni zavora uzamykajici obsazené vazebné misto.
Elektronovou mikroskopii byly v extracelularni doméné rozpoznany tunely vedouci z ACh-
vazebné kapsy do vodou naplnéného Usti iontového kanalu (A. Miyazawa a kol., 1999). Jsou
ohraniCeny stoenymi p-fetézci a piedpoklada se, Ze to jsou hlavni pristupové cesty ACh do
vazebného mista. Tyto Uzké tunely dlouhé 10-15 A jsou funkénimi analogiemi vazebného
mista acetylcholinesterazy, u niz pozorujeme 20 A dlouhou &térbinu, na jejimz dné lezi
aktivni misto, tj. misto, na néZ se vaze a v némz je hydrolyzovan ACh.

Strukturalni studie jsou podstatné omezeny faktem, ze nAChR je membranovy protein, a
tudiz je velice slozité ziskat krystalograficky snimek jeho nativni struktury jako celku. Z
hlediska struktury vazebného mista a vibec celé extracelularni domény synaptické &asti
proteinu tak méla nejvétsi piinos krystalograficka studie AChBP (T.K. Sixma a A.B. Smit,
2003). AChBP je maly pentamemi protein vylu¢ovany gliemi sladkovodniho plze plovatky

bahenni Lymnaea stagnalis na cholinergnich synapsich. Pfinosem pro vyzkum nAChR je
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Hlavni ¢ast vazebného mista Komplementarni Cast vazeb.
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Tabulka 1 - Aminokyseliny uc¢astnici se vazby ACh molekuly u nAChR elektrického organu T. californica:
Hlavni ¢ast vazebného mista se sklada ze smycek A, B a C. Vazby ACh se v téchto smyckach ucastni zejména
aromatické aminokyseliny tryptofan a tyrozin. Pro o podjednotku (hlavni ¢ast vazeb. mista) je charakteristicka
pfitomnost sousedicich cysteint (C'%, C"%), Které maji zasadni vyznam pro vazbu ACh. Komplementarni ¢ast
vazebneho mista je tvofena smyckami D, E a F. Zejména pro smy¢ky D a F je pfiznacna pfitomnost zaporné
nabitych aminokyselin kys. asparagové a kys. glutamové.

Obrazek 5-Schéma vazebného mista pro ACh: vazebna kapsa pro ACh je ohrani¢ena $esti proteinovymi
smyckami - smycky A, B, C tvofi hlavni Cast vazebného mista (o-podjednotka), smycky D,E,F tvofi
komplementarni stranu (u svalového receptoru 3, y, resp. £). Na obrazku jsou zvyraznény aminokyseliny u nichz
Se predpoklada pfima interakce s ACh molekulou, popf. jing dilezita role v mechanismu otevirani. lontovy kanal
Je v tomto zobrazeni u horni strany obrazku, tj. u smycek A a E. Pfevzato z (J.P. Changeux a A. Taly, 2008).
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jeho homologie (okolo 21%) s podjednotkami nAChR, zejm. s N-koncovou, ligand vazajici
doménou (N. Le Novere a kol., 2002, T.K. Sixma a A.B. Smit, 2003) a tedy pravdépodobné i
podobna struktura. Vyuziva se jeho rozpustnosti ve vodé a tedy snadnéjsi krystalizace a
ur€eni struktury. Stejné jako u AChBP je hlavni silou vazajici cholinergni neurotransmitery
kation-m interakce (pfitazliva interakce mezi kladné nabitou amoniovou skupinou ACh a
delokalizovanymi n-elektrony aromatickych kruhl vazebného mista).

V pfipadé nAChR bylo prokdzano elektrostatické pfitahovani mezi n-elektrony aromatickych
aminokyselin a kvarternim (&i terciarnim) dusikem prenaseée zejména u a1W'™® (svalovy
NAChR Mus musculus) leziciho v centru vazebné kapsy (D.A. Dougherty, 2007, W. Zhong a

kol., 1998), zejména hlavni (o) ¢ast vazebného mista je bohata na aromatické aminokyseliny
potencialné schopné kation-nt interakce. Ale napf. nikotin ¢&i karbachol se vézou na

aromaticky o.1:W"?® prostfednictvim vodikové vazby s karbonylovou skupinou misto kation-r
interakce (P.H. Celie a kol., 2004). Komplementarni strana vazebného mista zfejmé pfitahuje
kladné nabitou ¢ast cholinergnich ligandl pfevazné prostfednictvim elektrostatické interakce
se zaporn& nabitymi aminokyselinami D a E.

Z dal$ich experimentu je patrné, Ze acetatova skupina ACh se vaze do blizkosti sousedicich

cysteind C'*% C' a-podjednotky, avéak povaha prislusné interakce neni zatim Gpiné

znama. Uvazuje se o vodikové vazbé acetatu s yY'"" a 8T'"® E-smy&ky (A. Karlin, 2002, S.M.
Sine, 1993). Tyto aminokyseliny byly mimo jiné identifikovany fotoafinitnim znacenim (+)-
tubokurarinem (D.C. Chiara a kol., 1999) a mohou poskytovat potfebny vodik (P.T.
Williamson a kol., 2007).

Bylo prokazano, Ze nizkoafinni misto a/y vyuzivéd tzv. dalekodosahovou elektrostatickou
interakci (s dosahem az 14 A - v zavislosti na prostiedi) mezi aminokyselinami s trvalym
nabojem a kvarternim dusikem vétsi mirou nez misto a/d. AvSak zvyseni afinity u mista a/d

pfi pfechodu do desensitizovaného stavu je pfisuzovano posileni tzv. kratkodosahovych
elektrostatickych interakci, jako jsou napf. van der Waalsovy interakce, tvorba iontovych
paru, dehydratace, aj. (R.H. Meltzer a kol., 20086).

1.3.3 Porovnani vazebného mista pro ACh u AChBP, nAChR
elektrického organu T. californica a mysiho svalového nAChR

Vzhledem k vysoké homologii aminokyselinové sekvence (79 %) o podjednotek receptoru
z elektrického organu T. californica s podjednotkami svalovych receptorti mysi doméci (Mus
musculus) odpovidaji v literatufe identifikovanym aminokyselinam vazebného mista
receptoru T. californica aminokyseliny mysich svalovych podjednotek (tab. 2; porovnano
metodou Clustal-V programu MegAlign programového baliku DNASTAR Lasergene 7).
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V tab. 2 jsou zaroven uvedeny strukturalné a zfejmé i funk&éné odpovidajici aminokyseliny
AChBP z plze Lymnaea stagnalis (u aminokyselin v zavorce nebyl prozatim podil na vazhé

ACh plné prokazan).

hiavni ¢ast vazeb. mista komplementarnl ¢ast vazeb. mista
smycka |L.stagnalis| T.califor. [M.musc. | smycka |L.stagnalis| T.califor. M.musculus
AChBP a & AChBP ¥ v |8 £
w8 VB8 Woe W WS oS l Wo? VW
A v 9 v D cp? 57 £S5 [ D5 a5e
WMZ W149 WMQ (R103) ; L109 L10<1 LﬂT L108
B (H144) Y'l‘i’[ 7Y151 = = Yﬂ’l Y111 Y“H% Y11(]
184 190 Y190 E {11 Y177 yi17 | opme | gt
CTB(‘J C‘ISZ C192 M113 Lﬂﬁ) L119 L121 L118
c C187 C‘IQ3 C193 (D160) Dfit% D174 ' DTB[; D‘174
Y’IQ‘I Y198 Y‘!QS I (E162) E176 E'l?ﬁ ‘ E1£;2_ AWS

Tabulka 2-Porovnani aminokyselinového slozeni vazebnych mist pro ACh u a) acetylcholin vazajiciho
proteinu plovatky bahenni (Limnaea stagnalis), b) nikotinického acetylcholinového receptoru
z elektrického organu parejnoka Torpedo californica a c) svalového nAChR mysi domaci (Mus musculus):
Zatimco u vybranych aminokyselin smyéek A-C (hlavni ¢ast vazebného mista) nachazime témér vzdy u téchto

Zejména u E-smycky AChBP nenalézame v ekvivalentnich pozicich Zadnou shodu mezi vazebnym proteinem a
obéma receptory (coz potvrzuje bliz§i pfibuznost AChBP podjednotek k a-podjednotkam receptorll nez k tzv.
non-c-podjednotkam tvoficich komplementarni ¢ast vazebného mista svalovych receptord). Ve smyéce D
nalézame stoprocentné konzervovany aromaticky tryptofan, avSak druha aminokyselina v pofadi je jiz variabilni.
Vyrazné (téméf stoprocentné) konzervované jsou zaporné nabité aminokyseliny F-smycky komplementarni Casti
vazebného mista (odpovidaji aspartatu D'™* a glutamatu E'® y-podjednotky my$iho receptoru) mezi svalovymi
podjednotkami. U AChBP nalézame stejné aminokyseliny, avSak umisténé v primarni struktufe blize N-konci nez
u svalovych podjednotek a zUstava tak otazkou, zda vzhledem k umisténi pini stejnou funkci.

Z tab. 2 je patrné, Ze vSechny vybrané aminokyseliny hlavni ¢asti vazebného mista receptoru

T. californica maji své ekvivalenty u mysiho svalového receptoru. Jinak je tomu u &asti
komplementarni. U y podjednotek T. californica a mysi je jesté shoda 100 %, avSak
srovname-li y podjednotku T. californica s mysi & nebo dokonce & svalovou podjednotkou,
vidime, Ze nékteré dulezité aminokyseliny jsou bud nahrazeny aminokyselinami s podobnymi
chemickymi vlastnostmi (glutamat E* D-smy&ky receptoru T. californica je u mysi 3

podjednotky nahrazen rovn&z zéporn& nabitym aspartatem D*°) nebo jsou nahrazeny
aminokyselinami jiné chemické povahy, u kterych se neda olekavat stejny typ vazebné
interakce s ACh molekulou (tentyz glutamat E* T. californica je u mysi € podjednotky
nahrazen dokonce nepolarnim glycinem G*°; v pfipadé glutaméatu E'® T. californica se u
mysi € podjednotky setkavame s rovnéz nepolarnim alaninem A'™).

Pfes pomérné velkou homologii vyvstava otazka, zda aminokyseliny, které zaujimaji
podobnou pozici v primarni struktufe, maji i u svalovych receptord podobnou pozici

v architektufe vazebné kapsy a podobny podil na vazbé ACh molekuly. Jejich reaktivita
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muUze byt ovlivnéna stericky blizkymi aminokyselinami &asti Fetézcu, jez nejsou vzdy piné
homologni.

Aspartat D' F-smytky & podjednotky dospé&lého svalového receptoru je mezi
podjednotkami svalového receptoru plné konzervovan, avsak jeho bezprostfedni okoli je
pomémé variabilni. Glutamat E'®® téZe podjednotky (neni uveden v tabulce) lezi v blizkosti F-
smycCky, ktera je rovnéz konzervovana. Zhavym kandidatem pro silu interakce mezi témito
aminokyselinami a ACh je elektrostaticka interakce zaporného naboje aminokyseliny a

kladné nabité amoniové skupiny ACh.

1.3.4 Mechanismus otevirani iontového kanalu svalového nAChR

o-podjednotka je v uzaviené konformaci stabilizovana mezipodjednotkovymi a vnitromoleku-
larnimi interakcemi, které ji udrzuji vtenznim stavu. Vazba ACh a nasledné konformacni
zmény vedou krozvolnéni téchto interakci a pfechodu a-podjednotky do energeticky
vyhodnéjsiho stavu umoznujiciho otevieni iontového kanalu.

Pfi vazbé& ACh dochazi kvyznamnému pohybu C-smycky, kterda ligand uzamkne ve
vazebném misté (obr. 6). V zavislosti na tom, zda se jedna o agonistu & kompetitivniho
antagonistu, mize byt tento pohyb az v ramci 11 A (S.B. Hansen a kol., 2005). K pohybu ve
smyslu uzavfeni vazebného mista dochazi i u B-smycky (rotace) a v malé mife i u A-smycky.
B-smyCka se tak spoji s 8-fetézcem vnitfni Casti [-sendviCe, jeho prostfednictvim se
pfenese rotacni pohyb na B1-f2 smyc¢ku na druhé strané podjednotky. Tento pohyb rozvolni
interakce zabranujici sou€asné rotaci segmentu M2 vSech podjednotek. Pruniky M2 tak
destabilizuji slabé hydrofobni interakce drzici pohromadé vratka iontového kanélu. Kanal se
otevira (N. Unwin, 2005). Na pfenosu informace o vazbé ACh vedouci k otevfeni se podili i
dalsi ¢asti B-sendvice jako napf. smycka mezi 38-B9 rfetézci nebo Cys-smycka, koneény
pohyb je vysledkem celkového rozlozeni elektrostatické interakce na rozhrani extracelularni
domény a transmembranové cCasti receptoru spise nez vysledkem pUsobeni mezi
konkrétnimi nabitymi skupinami (X. Xiu a kol., 2005). Dalsi popis mechanismu otevirani je
mozné najit napf. v (E.A. Gay a J.L. Yakel, 2007, H.A. Lester a kol., 2004).

Zda se tedy, ze a-podjednotka je zdsadnim hybatelem konformaénich zmén vedoucich
k otevieni iontového kanalu. Uloha komplementarnich podjednotek spoéiva zejména ve
vazbé ACh a stabilizaci a-podjednotky v tenznim (uzavieném) stavu, avSak v prubéhu
aktivace dochazi téz ke konformaénim zménam &asti vazebné domény pfisludejici

komplementarnim podjednotkam.
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1.4 Funkcni vlastnosti nAChR

1.4.1 Zpusoby popisu kinetiky aktivace

Uginky agonisty na aktivitu receptoru na Urovni celé buriky popisuje aktivacni kfivka, ktera
uréuje zavislost miry aktivace na koncentraci aplikovaného ligandu. V pfipadé ionotropnich
receptorl je mira aktivace charakterizovéna velikosti proudové odpovédi. Kfivka ma
v logaritmické $kéale koncentraci sigmoidaini tvar (obr. 7b). VétSinou se vynasi
v normalizovaném tvaru jako mnozstvi aktivovanych receptorl délené celkovym mnozstvim
receptoru.

Zakladnim farmakokinetickym modelem je tzv. Langmuirova izoterma, navrzena roku 1916
Irvingem Langmuirem (. Langmuir, 1916). Popisuje adsorpci molekul ligandu na povrch
s koneénou plochou (z &ehoz vyplyva saturaéni charakter funkce), pfiCemz rychlost adsorpce
zavisf na koncentraci ligandu (obr. 7a).

V soucasné farmakologické literatufe se Langmuirova rovnice zapisuje ve tvaru:

[42]
=l [A][f ]KD i

kde [AR] uréuje mnozstvi komplexu ligand-receptor, [R,] celkové mnozstvi receptorovych

vazebnych mist, [A] molarni koncentraci ligandu a Kp rovnovaznou disociaéni konstantu

(jednotkou je mol.I™).

Bliz§i analyzou ucinku agonistl na receptory se vsak zjistilo, Ze tato jednoducha aktivaéni
funkce pro znaéné mnozstvi typl receptord nepopisuje pfesné tvar aktivacni kfivky.

Ukazuje se, ze naméfenym datim mnohem lépe odpovida funkce, kterd byla plivodné
navrzena k popisu vazby molekul kysliku na hemoglobin a formuloval ji roku 1910 Archibald
Vivian Hill (A.V. Hill, 1910), tj. dokonce o Sest let dfive, nez byla Irvingem Langmuirem
popsana Langmuirova adsorpéni izoterma.

V soulasné farmakologickeé literatufe se pouzivaji rizné varianty Hillovy rovnice (které ve

skuteénosti nejsou zcela ekvivalentni), jako napfiklad:

4]

Y(4A)=—F+1 — 2

(4) ] + K7 )
Ymax

nebo Y(4) = 1+(EC50 - (3)
[4]

Tyto tvary Hillovy rovnice popisuji miru aktivace receptoru Y(A) pomoci vazby obecné n
molekul ligandu na receptorovy protein R, kde[A] je koncentrace ligandu, Kp je efektivni

disociaéni konstanta zahrnujici cely d&j od vazby ligandl po pfipadné otevieni iontového
kanalu, ECs je koncentrace agonisty vyvolavajici odpovéd velikosti %2 maximalni odpovédi a

H je Hilliv koeficient (obr. 7b). V souéasné dobé& se hodnota H pouziva jako ukazatel
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vzajemné interakce mezi vice vazebnymi misty, ale tato interpretace je silné zjednodusena
(D. Colquhoun, 1998).

ACh

Obrazek 6 - Konformaéni zména vyvolana vazbou agonisty: vazba ACh na nAChR zpUsobuje ¢aste¢nou
rotaci véech podjednotek kolem osy kolmé k povrchu membrany a uzamknuti ligandu ve vazebné
kapse. Prevzato z (T. Grutter a J.P. Changeux, 2001)
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Obrazek 7 — Srovnani vazebné kfivky podle Langmuirovy adsorpéni izotermy s aktivacni Hillovou kfivkou:
a) graf relativniho obsazeni vazebnych mist receptoru v zavislosti na koncentraci agonisty: Krivka H=1
odpovida klasické Langmuirové izotermé, kfivka H=2 popisuje vazbu v kooperativnim systému. Vyneseno
v linearnich $kalach prechazi plvodné hyperbolicky tvar Langmuirovy izotermy (Gerné, H=1) na sigmoidaini
(Cervené, H=2). Tento prechod je patrny v detailu nizkych koncentraci (viz vyse¢ obrazku), pfi¢emz je mozné
hyperbolickou zavislost Langmuirovy izotermy v oblasti malych koncentraci nahradit linearni zavislosti, b)
aktivacni kfivka prolozena Hillovou funkci: Aktivacni kiivky se Casto vynaseji v semilogaritmické skale. Kfivka
s Hillovym koeficientem H=1 pak odpovida stejné oznacené kfivce grafu a), stejné jako kfivka H=2 kooperativniho
systému. V tomto vyneseni vykazuji sigmoidalni tvar obé zavislosti. Ymax je hodnota maximaini relativni odpovédi
systému a ECsp je koncentrace agonisty vyvolavajici odpovéd o velikosti poloviny Ymax.

Hillova rovnice (vztah 2, 3) je Casto pouzivana v enzymové kinetice a slouzi i farmakologiim
pfi popisu vazby ligandi na proteiny. Pro formalni podobnost obsazovani receptor( ligandy
s mechanismem kinetiky enzym( se pouZiva i k popisu aktivace chemicky aktivovanych
iontovych kanalu (ale i receptort spojenych s G-proteiny), avéak plvodni interpretace Hillova
koeficientu H vystupujiciho v této rovnici jako poctu vazebnych mist byla opusténa, nebot o
konkrétni hodnoté H rozhoduje kromé poctu ligandl i rozdil afinit (neekvivalence) vazebnych
mist, interakce mezi nimi a ucinnost otevirani kanalu studovanym agonistou. Hillova rovnice
ve véech svych tvarech popisuje aktivaci &isté empiricky, aniz by byla pfimo spojena se

skuteénymi mechanismy aktivace.
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| na jednoduchém schématu receptoru s jednim vazebnym mistem je mozné ukazat, Ze
hodnoty ECsy @ Ymax zAviseji nejenom na asociacni konstanté vazby ligandu a pocCtu
receptorl, ale i na konstanté konformaéni pfemény receptoru. Uvazujme zjednoduseny
pfipad receptoru R aktivovaného jednou molekulou agonisty A, jehoz mechanismus aktivace
se fidi linearnim schématem:

R+A < Al AR E, AR* schéma (1)

[4R "]

kde K = [Al[R] je disociaéni konstanta vazby ligandu A a E = je rovnovaina
[4R] [4R]

konstanta konformaéni pfemény receptoru (ze zaviené konformace AR do oteviené AR*).

Aktivacni funkce je v tomto pfipadé:

aktivované receptory _ [A R ] -
viechny stavy R~ [ﬁ*]+ [A R]+ [R]

Vyjadfime-li v této rovnici koncentrace populaci jednotlivych stavu pomoci vztaht pro Ka E |

Y(4)= (4)

pak jednoduchymi upravami dojdeme k:

F(A) =m—————me ()

Ze vztahu (5) vyplyva ze i pfi maximalni (nekonefné) koncentraci agonisty A nebudou
aktivovany vSechny receptory:

lim Y (4) = -2 (6)

40 E+1
Maximalni odpovéd je tedy omezena hodnotou Fal" ti. pro zadnou koncentraci A
+

nenabyva Y(A) hodnoty 1. Této limitni hodnoté se Ize pouze pfiblizit, a to v pfipadé receptoru
s vysokou Uc€innosti E. Tento vztah je dulezity pro dal$i parametr Hillova vyneseni, ECs.
ECs je definovana jako koncentrace agonisty vyvolavajici odpoveédi o velikosti %2 maximalni
aktivace, tj.:

E
2(E+1)

Y(ECy) = (lim ¥(4))/2 = 7)

Porovnanim vyrazu (5) s definici (7) pak ziskame vztah pro velikost ECsy:
K
EC,=—— 8
0= E (8)
Z posledniho vztahu je vidét, Ze makroskopicky (méfitelny) parametr ECs, (resp. poloha
aktivaéni kfivky v koncentracni Skale) je zavisly na obou vnitfnich rovnovaznych konstantach
- vazebné rovnovaze i ucinnosti otevirani kanalu. Pfi analyze G&ink( nékterych modulatord

na receptor pomoci aktivacnich kfivek tak neni snadné uréit, zda je posun aktivaéni kfivky
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(zména ECsy) zpusoben tim, e modulétor ovliviiuje vazbu agonisty, nebo tim, Zze meéni
pravdépodobnost otevirani kanalu. Casto se pouziva efektivni konstanta (Kp) zahrnujici
vSechny déje vazby, resp. disociace ligandl (v pfipadé, kdy je receptor aktivovan vice
molekulami ligandu).

Souvislost mezi navazanim ligand a otevienim iontového kanalu pro receptor se dvéma

vazebnymi misty se Casto popisuje linearnim sekvenénim schématem:

K K E
R+A «— AR+tA<—>5AR«— AR*
P uzavrend konformace: » oteviena konformace  schéma (2)

vvvvvv

vvvvvv

vychazejici z konkrétniho reakéniho schématu. Aktivaéni funkce popisuji kfivky, které
empirické Hillové funkci odpovidaji jen pfiblizne. Presto se Hillova rovnice velmi Casto
pouziva pfi popisu a rozboru aktivace receptorl. Pfedevsim proto, Ze experimentalné
ziskané kfivky jsou v dusledku chyb méreni natolik nepfesné, ze neumoznuji uréit véechny
konstanty potfebné k popisu slozitéjSich modell. Hillova rovnice obsahuje jen 2-3 volné

parametry, jejichz urCeni je spolehlivé i z omezené pfesnych experimentalnich dat.

1.4.2 Afinita agonisty a jeho U&innost pfi aktivaci kanalu nejsou
nezavislé

Vztah mezi vazbou ligandu a aktivaci iontového kanalu mlizZeme popisovat i z hlediska
termodynamiky chemickych reakci. Ve zjednoduseném modelu si vazbu ligandu mizeme
pfedstavit jako prvni z reakci linearniho schématu (1), na niz navazuje déj aktivace kanalu.
Zména volné Gibbsovy energie AG pfi vazbé ligandu popsané rovnovaznou disociaéni
konstantou K je:

G,-G,=AG=RTIhhK, 9)
kde R je molarni plynova konstanta a T je teplota v Kelvinech. G7 a G2 jsou hodnoty
Gibbsovy volné energie slozek na zaCatku a na konci reakce, rovnovédzna konstanta v sobé
nese pouze informaci o rozdilu hladin Gibbsovy energie krajnich stavll reakce, tj. mize
pouze charakterizovat rovhovazny stav (obsazeni jednotlivych stavl v rovnovazném stavu),
ale nevypovida nic o rychlostech reakci v jednotlivych vétvich.

Pfedstavme si zjednoduseny pfipad chemicky aktivovaného kanalu s jednim vazebnym
mistem pro agonistu, pfechazejiciho pouze mezi uzavienou (C) a otevienou (O) konformaci.
Podle alosterického kinetického schématu je mozné otevreni jak ligandovaného receptoru,
tak spontanni otevieni neligandovanych receptorl. Schéma je zobrazeno na obr. 8.

Konformaéni piechody mezi zavienym a otevienym stavem jsou charakterizovany
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rovnovaznou (,asocia¢ni*) konstantou E, pro neligandovany a E; pro jednou ligandovany
receptor a vazba agonisty (vnitini afinita stavu) je popsana disociacni konstantou Kc¢ pro
zavfenou konformaci a Ko pro otevieny kanal.
Gibbsova volna energie je stavova funkce, proto plati, Ze jeji zména mezi pocatecnim a
koncovym stavem je vzdy stejna, nezavisle na tom, kterou cestou (pfes které stavy)
k pfechodu doslo. Pro pfechod Cq — O potom vyplyva:

AG(C, > C))+AG(C, > 0,)=AG(C, —» O))+AG(O, = O)) 4.

RTInK, -RTInE, =-RTInE, + RTInK, (10)

Jednoduchymi Upravami ziskame vzajemny vztah mezi vazebnymi konstantami a

konstantami konformacnich zmén:

%:%, resp.Zzg—; (11)
Vazba a zména konformace jsou na sobé tudiz zavislé. Pokud je afinita otevieného stavu x-
krat vy$$i (tj. disociacni konstanta x-krat nizsi) nez afinita zaviené konformace K. = x.K ),
potom tentyz vztah plati pro pomér konformalnich rovnovah ligandovanych a

neligandovanych receptort: E, =x.E,. Je to zpUsob, kterym vazba ligandu usnadnuje

pfechod receptoru do otevieného stavu.

Je tfeba zdUraznit, ze vztah (11) charakterizuje rovnovazny stav. To, kterou ,cestou” bude
nejpravdépodobnéji dochazet k aktivaci receptoru (zda spontanni aktivaci neligandovanych
receptord Ci jako dusledek vazby ligandu), je dano pomérem absolutnich velikosti

rychlostnich konstant otevirani receptoru v neligandovaném a ligandovaném stavu.

1.4.3 Modely aktivace ligandem fizenych kanalu

V zédsadé jsou znamy dva zakladni nahledy na mechanismus aktivace ligandem fizenych
ionotropnich receptort. Prvnim je linearni schéma Del Castilla a Katze (J. Del Castillo a B.
Katz, 1957), tzv. sekvencni model, jehoz mechanismus je pro receptor podobny svalovemu
nAChR (aktivovany dvéma molekulami agonisty) popsan ve schématu (2). V tomto schématu
se ligand vzdy vaze na receptor v klidovém stavu R a otevfeni nasleduje az v dusledku
navazani agonisty. Miuvi se o tzv. izomerizaci, tj. konformaéni zméné ¢€asti proteinu (napf.
vratek kanalu), jez je vyvrcholenim pfenosu informace o vazbé ligandu na vzdalenou
vazebnou doménu (J. Krusek, 2004). V literatufe se téz miluvi o Koshland-Némethy-
Filmerové (D.E. Koshland, Jr. a kol., 1966) instruktivnim modelu, podle néhoz navazany
ligand instruuje receptor ke zméné konformace na stericky a energeticky vyhovujici novému
komplexu ligand-receptor.

Plvodni myslenka druhého modelu je o Sest let starsi (J. Wyman, Jr. a D.W. Allen, 1951),

av$ak pfijata byla az v pfepracované podob& Monod-Wyman-Changeuxho mechanismu
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kooperativnich enzym( (J. Monod a kol., 1965); MWC schéma). Na rozdil od linearniho
schématu pfedpoklada existenci spontannich konformaénich zmén proteinu (a tedy i aktivaci
receptoru) v nepfitomnosti ligandu, pfi¢emz u oligomernich proteini dochazi k soucasné
konformaéni zméné vsech podjednotek najednou. Tato spontanni otevieni byla skute¢né
potvrzena v ramci elektrofyziologického snimani jednotlivych kanallt (M.B. Jackson, 1984),
ale jejich zastoupeni je velmi malé. Afinita k ligandu v tomto schématu zavisi na konkretnim
stavu proteinu a muze nabyvat rozmanitych hodnot. Mluvi se o tzv. pfednastavené
(preformed) rovnovaze. O Cetnosti navazani ligandu zde rozhoduje afinita dané konformace
receptoru k ligandu. Agonisté nAChR receptori maji vysokou afinitu k aktivovanému a jak
vyplyva z prace (T. Heidmann a J.P. Changeux, 1979) jesté vy$si k tzv. desensitizovanému
receptoru, komplexy receptorl s navazanym ligandem tudiz pozorujeme nejCastéji v téchto
stavech. Naopak afinita antagonistl je na konformaci receptoru nezavisla (a napfiklad tzv.
inverzni agonisté maji vyssi afinitu k uzavienym kanalim). Na obr. 9 je MWC schéma pro
receptor podobny nAChR aktivovany dvéma molekulami agonisty.

Pifinos MWC modelu tkvi ve vysvétleni experimentalnich pozorovani spontanni aktivace
v nepfitomnosti agonisty pfi snimani jednotlivych kanald metodou ter€ikového zamku (M.B.
Jackson, 1984). RozSifime-li model o treti, tj. desensitizovany stav, pak MWC model
vysvétluje i pozorovani vyznamné populace az 20% receptorl elektrického organu rejnoka T.
marmorata ve vysokoafinitnim desensitizovaném stavu v nepfitomnosti ligandu (J.P.
Changeux a kol., 1984).

Zakladni pfedpoklad celého modelu je zaroven jeho nejvétsi slabina, a sice predpokladany
soucasny pfechod vsech podjednotek receptorového multimeru mezi riznymi stavy a tudiz
nekonecna interakéni energie mezi podjednotkami. Srovname-li tento aspekt s linearnim
modelem, zda se, Zze sekvencni schéma, a¢ na prvni pohled vyrazné zjednodusujici, pravé
z energetickeho hlediska vice odpovida realiteé. Receptor v linearnim schématu byva
pfirovnavan k plastické kouli postupné ménici konformaci ze zavieného do otevieného
stavu. V pfipadé multimerniho receptoru se tak vyhyba potizZim se skokovym prechodem
konformace celého receptoru.

Skute€né redlny mechanismus zfejmé neodpovidd presné ani jednomu ze jmenovanych
systému. Sekvenéni a MWC schéma je tfeba brat jako dva extrémy obecnéjsiho modelu. Na
obr. 10 je tento zobecnény model znazornén pro pfipad receptoru se dvéma vazebnymi
misty pro agonistu (reprezentujici napf. dvé podjednotky receptoru). Ctverec zde odpovida
uzaviené a kolecko oteviené konformaci, zatimco barevné je odliseno obsazeni vazebného
mista agonistou (Zluté bez agonisty, Cervené s navazanym agonistou).

Zminénému sekvenénimu schématu zde odpovidad ,diagonalni cesta® a MWC model Ize
spatfit ve vertikalnich seskupenich. PFi hledani mechanismu aktivace konkrétniho receptoru
je tfeba vychazet z experimentalnich pozorovani za pouziti rdznych technik. Pro svalovy

nAChR se jako nejpravdépodobnéj§i mechanismus jevi cesta A1—»A2—A3—C3. Neni to ale
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O+A <—— OA

Obrazek 8 - Alosterické kinetické schéma receptoru s jednim ligandem: podle zjednoduseného kinetického
schématu prechazi jak neligandovany (Co), tak jednou ligandovany (C+) uzavieny receptor spontanné do
otevieného stavu (Op a O4) av8ak s rliznou pravdépodobnosti. Asociaéni konstanty konformaéniho piechodu a
disocia¢ni vazebné konstanty, schématicky znazornéné u patfi¢ného déje vak nejsou navzajem nezavislé a jsou
svazany diky stavovému charakteru Gibbsovy energie vztahem (11).

A,+C—=s A+CA <=5 CA,

E, E, E,

A,+O — A+OA<"T'> OA,

Obrazek 9 - MWC schéma aktivace receptoru vazajiciho dvé molekuly ligandu: konformace receptoru
spontanné pfechazi (v tomto zjednoduseném schématu) mezi dvéma stavy - uzavienym (C) a otevienym (O)
s rovnovaznymi konstantami izomerizace E (Eo, Ej, Ep, v zavislosti na poctu navazanych molekul agonisty).
Agonistova (A) afinita K¢y, Kcz, resp. Kos, Koz uréuje pravdépodobnost navazani agonisty a je urovana
konformaci receptoru.

A B C

Obrazek 10- Zobecnény model aktivace kanalu s vazbou dvou agonist(: Kazdy &tverec &i kolecko odpovida
jednomu vazebnému mistu (podjednotce s vazebnym mistem) pro agonistu. Ctverec predstavuje uzavienou,
koletko otevienou konformaci podjednotky. Barevné je odlisena vazba agonisty: Zluté neligandovana
podjednotka, &ervené podjednotka s navazanym agonistou. Mechanismus aktivace zavisi na daném typu
receptoru a je tieba vychazet z konkrétnich experimentalnich pozorovani, pfi¢emzZ u jednoho typu receptoru
pozorujeme zarovefi nékolik moznych ,cest* navzajem r(izné pravdépodobnych.
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jediny mozny zpUsob aktivace. Pravé pozorovani spontannich otevieni podporuji alternativu

skoku A1—-C1 a otevfeni s jednim ligandem A2—C2.

1.4.4 Desensitizace nAChR

Desensitizace je ztrata nebo sniZovani citlivosti receptorl pfi dlouhé nebo opakované
stimulaci. Probiha v ¢asové $kale od milisekund az po hodiny a muze zahrnovat fadu
mechanismU, jako je vratna konformacéni zména receptoru, dlouhodobéjSi modulace
receptoru napfiklad fosforylaci nebo pokles poctu receptort v membrané.

V nasich experimentech za desensitizaci povazujeme vratné snizeni odpovédi vznikajici jako
reakce na kontinualni aplikaci agonisty (R. Giniatullin a kol., 2005). Charakteristické je pro
tento stav vysoka afinita k agonistovi (N.D. Boyd a J.B. Cohen, 1980, R. Giniatullin a kol.,
2005, T. Heidmann a J.P. Changeux, 1979), pficemz tato afinita je voditkem k rozpoznani
desensitizovanych stavl v méné obvyklych situacich, jako napf. v nepfitomnosti agonisty
(N.D. Boyd a J.B. Cohen, 1980). Tento jev ma velky vyznam pro spravnou funkci synapse
(moduluje Uc€innost pfenosu, popf. se podili na tvaru bunéénych odpovédi), podili se na
procesu uceni a paméti, zaroveri chrani organismus pfi patologickych stavech spojenych
s vysokou excitabilitou (J.R. Wooltorton a kol., 2003). V kratkodobych éasovych skalach (v
fadu sekund az minut) se desensitizace uplatiiuje napf. pfi paralyze kosterniho svalstva
vyvolané sukcinylcholinem v pribéhu celkové anestezie (Z. Tuba a kol., 2002).

Velky vyznam pro fyziologickou funkci ma desensitizace zejména neuronélnich receptoru.
Vyrazna a rychla desensitizace se projevuje u homomernich a7 receptorl (desensitizuji
v fadu milisekund), ostatni neuronalni receptory desensitizuji pomaleji (v fadu sekund) (P.J.
Corringer a kol., 2000, D.S. McGehee a L.W. Role, 1995). U svalovych receptorl je situace
ponekud odlisna; desensitizace se u nich sice dostavuje podobné jako u neuronalnich non-
o7 receptorl, avSak nema vliv na tvar postsynaptickych proudu (in vivo), které maji velmi
rychly pribéh dany dobou setrvani molekuly agonisty na receptoru (A. Auerbach a G. Akk,
1998). U svalovych receptort se desensitizace projevuje az po opakované stimulaci, kdy se
nahromadi receptory v desensitizovaném stavu po predeslych stimulacich z divodu pomalé
kinetiky navratu z desensitizace (R.A. Giniatullin a kol., 2001).

Vétsina krystalografickych studii je de facto provadéna na desensitizovanych receptorech —
pfi dlouhodobém plsobeni agonisty (N. Unwin, 2005). Pfestoze jsou jiz popsany nékteré
diléi zmény konformace, mechanismus pfechodu receptoru do desensitizovaného stavu
stale neni znam dopodrobna. Na kinetiku desensitizace nAChR ma vliv mnoho faktoru jako
napf. a) podjednotkové sloZeni receptoru ¢i (pfirozené nebo uméle vyvolané) mutace
receptoru, b) typ agonisty, popf. modulatorli (C.A. Briggs a D.G. McKenna, 1998, C.P.
Fenster a kol., 1997, J. Lindovsky a kol., 2008, R.L. Papke a J.K. Porter Papke, 2002, L.

Svobodova a kol., 2006), ¢) chemické slozeni okoli receptoru (J.E. Baenziger a kol., 2000,
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L.G. Magazanik a F. Vyskocil, 1970, S.E. Rankin a kol., 1997, F. Vyskocil a L.G. Magazanik,
1972), d) fyzikalni podminky (teplota, membranovy potencial, atp.). Rychlost navratu
z desensitizace je ovlivnéna napf. i koncentraci intracelularniho Ca® (X. Guo a R.A. Lester,
2007). Souvislost Ca** s desensitizaci véak neni pfiméa, nebot zvy$eny intracelularni vapnik
nejprve aktivuje proteinkinazy PKA & PKC, které fosforyluji intracelularni smy¢ky (hlavné
neuronalnich) nNAChR, coZ se projevi zménou rychlosti navratu z desensitizace (T. Nishizaki
a K. Sumikawa, 1998, M.W. Quick a R.A. Lester, 2002). Neni jisté zda zména kinetiky
desensitizace vyvolana vzestupem vapniku a fosforylaci nesouvisi jesté spise se zménami
vyvolanymi interakci nAChR s cytoskeletem, nebot' pravé fosforylace intracelularni smycky
receptoru je podminkou ukotveni receptoru na cytoskelet a jeho intracelularni doména je
¢asto spojovana s desensitizaci.

Kinetika nastupu desensitizace je funkci vazby agonisty na receptor a aktivace timto
agonistou, coZ nevylucuje existenci vysokoafinnich zavfenych desensitizovanych receptorl
bez pfitomnosti agonisty (T. Heidmann a J.P. Changeux, 1979). MWC schéma z obr. 9 tak
muzeme rozsifit vzdy o jeden desensitizovany stav pro kazdé obsazeni agonistou (obr. 11a).
Tento model je v souladu s pozorovanim, kdy v populaci receptort (el. organu rejnoka
Torpedo) bez agonisty pretrvava cca 20 % v desensitizovaném stavu (N.D. Boyd a J.B.
Cohen, 1980, T. Heidmann a J.P. Changeux, 1979). Vtomto modelu se piedpoklada, ze
navrat z desensitizace probiha pfes otevfeny stav.

Jesté blize realité je u svalového nAChR zfejmé model (obr. 11b) publikovany napf. v (S.
Elenes a kol., 2006) pravé pro mysi svalovy receptor. V tomto tfidimenzionalnim modelu
pfichazeji v uvahu i dalsi pfechody véetné pfimého pfechodu z desensitizovaného stavu (at
uz ligandovaného nebo i v nepfitomnosti agonisty) do klidového (uzavieného, angl. resting)
stavu.

Zanalyz kinetiky svalového receptoru vSak vyplyvd moznost existence vice
desensitizovanych stavl. Napf. Changeux (J.P. Changeux a S.J. Edelstein, 1998) zavadi pro
kazdy vazebny stav dvojici desensitizovanych stav(: / a D (obr. 11c). / oznaduje pfechodny
desensitizovany stav, v némz receptor setrvavad pouze kratkou dobu, zatimco D je
vysokoafinitni dlouhotrvajici desensitizovany stav. Schéma 11c Ize po vzoru (S. Elenes a
kol., 2006) rozsitit na vSechny stavy obsazeni svalového receptoru (obr. 11d), av§ak v realné
situaci na synapsi (zejména z hlediska Casové $kaly) se uplatiuji pravdépodobné pouze
dvakrat ligandované desensitizované stavy. Mnohé prace v§ak uvazuji o jesté vy$$im poctu
desensitizovanych stavu pfipadajicich na urcité obsazeni receptoru. Napf. prace (S. Elenes
a A. Auerbach, 2002) navrhuje celkem 5 desensitizovanych stavl vychazejicich z oteviené
konformace, tj. pravdépodobné dvakrat ligandovaného receptoru. Neni véak jasné, jaké je
konkrétni uspofadani a vztahy mezi jednotlivymi desensitizovanymi stavy u ruznych
nikotinickych receptoru. Pri eletrofyziologickych méfenich navic nelze presné vyéislit velikost

populace receptortl desensitizovanych bez pfitomnosti agonisty.

31



S

A4
AFO<—> A+OA<—> OA,
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A, +D€—>A+DA<—> DA,

Obrazek 11 — Navrhy kinetickych schémat svalového nAChR zahrnujici desensitizované stavy: a)klasické

MWC schéma zahrnujici desensitizované stavy, b) komplexnéjsi kinetické schéma podle (S. Elenes a kol., 2006)
zahrnuje i pfechody mezi desensitizovanym a klidovym (uzavienym) stavem, c) kinetické schéma podle (J.P.
Changeux a S.J. Edelstein, 1998) zavadi dal$i, av8ak pfechodny desensitizovany stav /, ze kterého receptor
pfechazi do vysokoafinitniho dlouhotrvajiciho desensitizovaného stavu D, d) rozsifeni Changeuxho modelu na
v§echny stavy obsazeni svalového nAChR podle vzoru (S. Elenes a kol., 20086).

< @«
S N
Py /

KH ° KI.II

Obrazek 12 - Mikroskopické kinetické schéma obsazovani dvou vazebnych mist dimerniho proteinu:
v tomto pristupu jsou dvé vazebna mista (proteinové monomery) navzajem odliSitelna (prvni, resp. druhé vazebné
misto) a tudiz rozeznavame celkem &tyfi vazebné mikroskopické konstanty. Konstanta K, resp. Ky popisuje vazbu
prvni molekuly ligandu na prvni, resp. druhé vazebné misto, zatimco konstanty Kj; a K, charakterizuji vazbu
druhého ligandu na druhé, resp. prvni vazebné misto.

Casovy pribéh desensitizace je zavisly na druhu a koncentraci agonisty. Z toho vyplyva, ze i
mutace ovliviiujici vazbu agonisty ¢i aktivaéni mechanismus se muze ve vysledku projevit
vyraznou zménou kinetiky desensitizace (S. Elenes a kol., 2006).

Za nastup, trvani a navrat z desensitizace jsou odpovédné rizné ¢asti receptoru (D.G. Hill a
J.E. Baenziger, 2006), piiCemz tato ,topologie desensitizace" je vyrazné zavisla na
podjednotkovém slozeni (A. Kuryatov a kol., 2000, A.N. Placzek a kol., 2004).

Na typu agonisty zavisi i kinetika navratu z desensitizace (K.G. Paradiso a J.H. Steinbach,
2003, R. Reitstetter a kol., 1999).
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1.4.5 Alosterie a kooperativita

Modely aktivace z minulé kapitoly se lii zejména ruznou mirou alosterie. Pojem alosterie byl
poprvé uzit v nasem kontextu r. 1963 (J. Monod a kol., 1963). Vlastni termin vznikl o dva
roky dfive sloZzenim feckych alAiooc - jiny, odligny a ctepeos - pevny, jednolity. Zobechujici
definici alosterie muzeme najit napf. u Colquhouna (D. Colquhoun, 1998), podle néhoz je
alostericky takovy mechanismus, kde muUze protein koexistovat ve 2 nebo vice rozdilnych
konformacich, které se liSi ve velikosti afinity pro ligand. Pfiemz alostericky modulator je
takovy ligand, jenz se na urCitou konformaci vaze lépe nez na ostatni konformace.

Prestoze Ize alosterii pozorovat i u receptorl tvofenych jednou podjednotkou, tento jev je
patrny zejména v pfipadech oligomernich proteinu s nékolika podjednotkami. Alosterie zde
znamena, ze informace o zméné konformace jedné podjednotky (zplUsobené interakci s
ligandem) se rlznou mérou pfedava ostatnim podjednotkam a ovliviuje jejich konformaci.
Prace (D.E. Koshland, Jr. a kol., 1966) narazi na problém vzajemného puUsobeni mezi
podjednotkami a navrhuje obecné feseni zahrnujici v limitnim pfipadé absolutné kooperuijici
MWC proteiny (pfiklad extrémné symetrického proteinu, kdy se funkéni stav celého systému
méni najednou) a na druhé strané proteiny s negativni kooperativitou. Kooperativitu si
muzeme vysvétlit jako druh alosterického chovani, kdy zména konformace jedné
podjednotky (nebo obsazeni vazebného mista) zpusobuje stejnou konformaéni zménu
ostatnich podjednotek (Ci zvySeni afinity ostatnich mist). PUvod kooperativity vidi v interakci
mezi sousednimi podjednotkami a zavadi termin interakéni energie (G). Sou€asna zména
konformace vSech podjednotek u absolutné kooperativnich MWC systém0 (obr. 9) by
v tomto pojeti vedla k nekonecné velkym hodnotam interakéni energie. Velikost interakéni
energie lze tudiz brat jako miru kooperativity mezi podjednotkami. Definice kooperativity
pomoci Gibbsovy volné energie je (i pro svou nazornost a snadné ovéfeni) obecné
pfijimana. Inspirovani timto pfistupem zavadé&ji Forsén a Linse ve svém ¢lanku (S. Forsen a
S. Linse, 1995) kooperativitu pomoci jednoduchého myslenkového pokusu. Predstavme si
dimerni protein tvofeny dvéma podjednotkami, kazda s jednim vazebnym mistem pro
agonistu. Situace je naznaéena na obr, 12.

Vazba agonisty na jednotliva mista je popsana mikroskopickymi vazebnymi konstantami K,
Ky, K, Kiii. Kooperativita mezi vazebnymi misty je pak definovéana takto:

AAG:_RT(KI,II Ko
K

) =—RT(

/ Vi

) (12)

Symbol AAG popisuje zménu afinity, pfi¢emzZ afinita sama o sobé je popisovana pomoci
rovnovazné konstanty vazby ligandu, které podle vztahu (9) odpovida zména Gibbsovy
energie AG. Pozitivni kooperativita (44G<0) se projevuje tehdy, kdyz afinita jednoho mista
roste nasledkem obsazeni druhého vazebného mista. Jak je vidét, parametr AAG piimo

popisuje kooperativitu mezi vazebnymi misty.
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1.4.6 Interpretace parametr( Hillovy rovnice ve vztahu k mechanismu
¢innosti receptoru

Aktivagni kfivku systému popsaného schématem (2) lze prolozit Hillovou funkci (3). Pro
diagnostiku ucinku ligandu tak mizeme pouzit tfi jiz zminéné parametry: Hilliv koeficient H,
EC50 a Ymax-

1.4.6.1  Vztah mezi Hillovym koeficientem a kooperativitou zavisi na
konkrétnim mechanismu aktivace systemu

Kooperativita proteinu je napf. pro chemickou signalizaci v organismu vyhodna, nebot
zefektiviiuje recepéni ucinky chemicky aktivovanych kanalu, tj. malé zvy$eni koncentrace
ligandu vyvolava duraznéejsi fyziologickou odpoved a aktivaéni kfivka ziskava vyssi strmost
(obr. 7b). Strmost aktivacnich kfivek se odrazi v hodnoté Hillova koeficientu H, tj. zdalo by
se, ze U chemicky aktivovanych kanalu vypovida hodnota H o mife kooperativity mezi
vazebné) kfivky zaokrouhlena na nejbliz8i vy$si celé Cislo interpretovala jako dolni odhad
poétu kooperujicich vazebnych mist v proteinu. Podivame-li se na véc detailnéji, zjistime, ze
selhava.

Sledovani pouze zmén Hillova koeficientu aktivaéni nebo vazebné kfivky muze napf. u studii
vyuzivajicich bodovych mutaci ¢i farmakologickych studii vést k mylnym Usudkim ohledné
vlivu dané mutace (nebo vazby dalSiho alosterického ligandu) na kooperativitu. Znamena to,
se vtomto sméru jevi definice kooperativity pomoci AAG (12), jez je vSak &asto hulre
méfitelna.

Zajimavym smérem jde napfiklad prace Spivaka (C.E. Spivak, 1995), ktery parametry Hillovy
rovnice H a K ve tvaru 2 pouziva k uréeni mechanismu, jenz je poskozen pfislusnou mutaci,
tj. zda je poskozen alostericky pfenos informace mezi vazebnymi misty & mechanismus
otevirani kanalu. Pouziva k tomu vyneseni H oproti log K, pfiéemz srovnava experimentalné
ziskané body odpovidajici jednotlivym mutacim s teoreticky vytvofenou siti kfivek zavislosti
H na log K pro vybrané kombinace parametri studovaného modelu. Pro model nikotinického
receptoru se ukdzala vhodna sit kfivek konstantni hodnoty E, tj. konstantni Gcinnosti
otevirani kanalu, nebo konstantni « (koeficient alosterického sprazeni, odpovida
kooperativité mezi vazebnymi misty). Tento pfistup je rozveden v publikaci (J. Krusek a F.
Vyskocil, 2003).

V pfipadé nAChR a ostatnich chemicky aktivovanych kanalli nasleduje podle sekvenéniho

schématu 2 za vazbou agonisty konformaéni piechod proteinu do otevieného stavu.
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Konstanty K; a K; jsou afinity vazebnych mist (v pfipadé nerozli§itelnosti vazebnych mist, {j.
jsou efektivnimi konstantami vazby prvniho a druhého agonisty) a E je konstanta
konformaéni pfemény mezi zavienym a otevienym stavem. Na pfipadé receptoru
aktivovaného jednim agonistou jsem ukazala vzajemnou zavislost vazebnych konstant a
konstant konformacéni pfemény (obr. 8, vztah 11). V literatufe je v8ak popsan vliv u¢innosti
otevirani E i na velikost Hillova koeficientu aktivaénich kfivek kooperativnich systému
popsanych schématem 2 (D. Colquhoun, 1998). Pro nizké Ulinnosti (E<1) je sice Hillav
koeficient na E nezavisly, se zvysujicim se E (v logaritmické Skale) se v8ak H rychle blizi
maximu (v tomto pfipadé 2) a naopak se prestava projevovat zavislost H na kooperativité
mezi vazebnymi misty. Za touto oblasti uz prakticky nema smysl dal$i zvySovani U&innosti
receptoru E, nebot’ strmost aktivani kfivky se uz prakticky neméni (dosahla svého maxima).
Velka zména uéinnosti otevirani za touto hranici vyvola jen malou zménu Hillova koeficientu.
Zaroven mizi vliv kooperativity vazebnych mist a pro tyto receptory je prakticky nemozné
stanoveni vnitfnich vazebnych konstant z funkénich studii (kfivky H(E) se pro jednotlivé
poméry afinit v ramci pfesnosti méfeni pfekryvaji). Zavislost H(E) pro systémy s rlznou

mirou kooperativity (~K4/K5) je znazornéna na obr. 13.

20 /
18} .7
KK, .
1.6} s
14 F
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Obrazek 13 — Zavislost Hillova koeficientu na tuéinnosti otevirani kanalu: Velikost H je zavisla i na hodnoté
konstanty konformacni pfemény E. Miru, s jakou se tato zavislost projevi, uréuje konkrétni pomér afinit vazebnych
mist a absolutni velikost E. Pro kladné& kooperativni vazbu je H uz samo o sobé vysoké a zvySovanim acinnosti
receptoru se dosahne jen malého zvySeni k limitni hodnoté (kterda pro 2 vazebna mista ¢ini 2). Pro nezavisla
vazebna mista dochéazi pfi vysSich hodnotach E k pomérné rychlému lokalnimu rlistu Hillova koeficientu a u
zé&porné kooperativnich vazebnych mist miZe vzestup E znamenat zasadni (a opét pomé&rné skokovou) zménu (z
1 az k maximélni hodnoté&, zde 2). Jak je z obrazku patrné, pro proteiny s dostate¢né velkou Géinnosti E bude
koncentra¢ni zavislost biologické odpovédi maximalné strma (s maximalnim H) i v pfipadé neinteragujicich
vazebnych mist nebo dokonce zaporné kooperativity. U téchto protein(i je prakticky nemozné z aktivaéni kfivky
nebo vazebné analyzy urcit parametry vazby a ucinnosti. Pfejato z (D. Colquhoun, 1998).

Pro Uginnou signalizaci prostrednictvim chemicky aktivovanych kanal( jsou tedy mozné dvé

zakladni cesty (nebo jejich kombinace), a sice vysoka kooperativita mezi vazebnymi misty

K » : e -
(velky pomér K—'), popr. agonista s vysokou ucinnosti konformaéniho piechodu ze
2

zavieného do otevieného stavu E.
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1.4.6.2 Vlastnosti ECss @ Yrmax

Hodnota ECs, uruje umisténi aktiva&ni kfivky v koncentratni skale, mimo jiné urcuje oblast
koncentraci agonisty, v nichz dochazi k efektivni aktivaci. ZvySeni ECs Cili posun aktivacni
kfivky smérem doprava mlze byt zpUsobeno jak snizenim afinity receptoru kligandim
(zvy$eni vnitinich disociaénich konstant vazby ligandl K,), tak sniZenim Gcinnosti pfechodu

do otevieného stavu E ligandu .

Hodnota Y. udava maximaini velikost odpovédi, kterou Ize vyvolat danym ligandem. Lze ji
vztahnout k poc¢tu v8ech pfitomnych receptoru, avSak v praxi se ¢asto srovnava s maximalni
odpovédi piného agonisty. Zavisi pfimo na ucinnosti otevirani E podle rovnice (6). U ligandu
s malym E muze dosahovat pouze zlomkl procent (adkoliv je populace receptori piné
obsazena, konformacéni pfechod do aktivniho stavu je malo pravdépodobny) a na druhé
strané pro E>10 dochazi k saturaci a s dal$im zvySovanim E se maximalni odpovéd méni
jen velmi malo. Uginnost otevirani je charakteristikou konkrétniho ligandu a na zakladé

hodnoty E Ize zavést klasifikaci ligandl na piné a parcialni agonisty.

1.4.7 Charakteristika ligandU, jejich interakce s receptorem a diagnostika
aktivacéni krivky

Cinnost chemicky aktivovanych kanall je vyrazné ovlivnéna typem konkrétniho ligandu,

s nimz receptorovy protein interaguje. Ligandy délime na:

1) kompetitivni ligandy (pusobici ze stejného mista jako endogenni agonista):

« agonisté (zpUsobuji efektivni otevieni kanalu)

* parcialni agonisté (aktivatory s mensi u€innosti otevirani)

+ kompetitivni antagonisté (vazbou na vazebné misto pro agonistu stericky brani
aktivaci receptoru, nezpusobuji aktivaci kanalu ani neovliviiuji pravdépodobnost
spontanniho otevieni kanalu)

* inverzni agonisté (ligandy, které svym navazanim snizuji pravdépodobnost spontanni
aktivace Ci otevieni iontového kanalu z jiného mista)

2) nekompetitivni ligandy (pUsobici z jiného mista nez endogenni agonista):

* nekompetitivni inhibitory (zejména blokatory iontového kanalu; vazbou dovnitf
iontového péru zabranuji prichodu iontd kanalem)

+ alosterické modulatory (vazi se na odlisné misto nez agonisté nebo kompetitivni
antagonisté a jsou schopny ovlivnit afinitu k agonistovi nebo G¢innost otevirani kanalu
agonistou z tohoto vzdaleného mista)

« nekompetitivni agonisté (aktivatory, jez jsou schopny otevirat iontovy kanal z jiného

vazebného mista nez klasicti agonisté)
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Charakter ligandu plsobiciho na receptor muzeme diagnostikovat podle jeho vlivu na tvar a
polohu aktivacni kfivky.

Déleni kompetitivnich ligand(i na agonisty, parcialni agonisty, kompetitivni inhibitory a
inverzni agonisty pfimo souvisi s hodnotami Ynax, resp. E. Klasiéti (,plni*) agonisté jsou
schopni aktivovat téméF 100 % pfitomnych receptorl (viz vztah 6) nebo alespon velmi
blizkou hodnotu.

Aktivaéni kiivky parcialnich agonisti maji oproti klasickym agonistim snizené maximum a
zvy$ovanim koncentrace jiz nelze doséhnout vyssi aktivace receptoru.

Vazba kompetitivniho antagonisty nevyvolava aktivaci (Y,..=0) receptoru, v ideainim pfipadé
vazbou na vazebné misto pro agonistu pouze stericky brani aktivaci receptoru.

Cinnost inverzniho agonisty je mozné pozorovat zejména u receptorl s konstitutivni
(samovolnou, nevyvolanou agonistou) aktivitou, nebot’ inverzni agonista tuto konstitutivni
aktivitu potlacuje (Ypax<0).

Na obr. 14 jsou uvedeny aktivaéni kfivky pro jednotlivé typy kompetitivnich ligandu.

Misto vazby ligandu, resp. jeho relativni vzdalenost od mista pUsobeni agonisty, je rovnéz
mozné zjistit z tvaru a polohy aktivacni kfivky, resp. z charakteru deformace aktivacni kfivky
timto ligandem. Na obr. 15 jsou uvedeny pfiklady vlivi rdznych typU ligandd na aktivaéni
kfivku agonisty.

Vzhledem k tomu, Ze ,&isty" kompetitivni antagonista plsobi ze stejného vazebného mista
jako agonista, je tento agonista (v zavislosti na poméru afinit agonisty a komp. antagonisty)
schopen pfi zvySeni koncentrace ucinek kompetitivniho antagonisty potladit a aktivacni
kfivka se pouze posune k vy$Sim koncentracim. Ve vyjadreni aktivacni funkce pomoci
Hillovy rovnice se tak zméni pouze hodnota ECs (zvyS$i se), bez snizeni maximalni u€innosti
agonisty Ymax nebo Hillova koeficientu H.

Naproti tomu nekompetitivni antagonista diky tomu, ze pusobi odjinud nez agonista, muze
ovlivnit jak ECsp, tak Yma @ nadbytek agonisty vétSinou neni schopen potladit Gc€inek
nekompetitivniho antagonisty.

Alostericky modulator je schopen pozmeénit vSechny tfi parametry Hillovy rovnice, tj. ECso,
Ymax | H. PUsobi odjinud nez agonista a alosterie je charakterizovana pravé timto pusobenim
na dalku, které ovliviiuje dé&j pfenosu informace o vazbé agonisty ¢i mechanismus otevirani
iontového kanalu.

U realnych ligandu c¢asto neni plsobeni spojeno jen sjednim mechanismem a napf.

kompetitivni inhibitor mize pUsobit i napétové zavislou blokadu otevieného kanalu.
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Obrazek 14 - Aktivaéni kfivky riznych typu kompetitivnich ligandi - rozdéléni podle maximalni miry
aktivace: (plni) agonisté jsou schopni aktivovat az 100 procent pfitomnych receptord. Maximalni Géinnost
parcialnich agonistl je oproti klasickym agonistlim vyrazné snizena. Kompetitivnim ligandem s nulovou ucinnosti
otevirani kanalu je kompetitivni antagonista, jenz pouze stericky brani nasednuti pfipadného agonisty. Posledni,
inhibiéni kfivka popisuje UCinek inverzniho agonisty se zapornou G¢innosti otevirani. Pfevzato z (T. Kenakin,
2006).
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Obrazek 15 - Piiklady ovlivnéni tvaru a polohy aktivacni kfivky plsobenim riiznych typa liganda: ¢erné je
znazornéna aktivaéni kfivka agonisty (Ymax =1, ECs=10"M a H=2). Cervena kfivka popisuje aktivaci ovlivnénou
kompetitivnim antagonistou. Do$lo pouze k posunuti aktivaéni kfivky smérem k vy38im koncentracim, tj. EC5=10
“M. Modrou barvou je znazoména aktivace pod viivem nekompetitivniho antagonisty. Je mozna zména jak ECso,
tak maximalni Gginnosti Ypax (zde Ymax=0,5). Zelena aktivaéni kfivka popisuje aktivaci ovlivnénou alosterickym
modulatorem, jenz je schopen pUsobit na rlizné &asti aktivacniho procesu a ménit tak vechny tfi parametry
Hillova vyneseni (ECso, Ymax | H; zde H =1).

1.4.8 Metody odhadu afinity kompetitivhiho antagonisty

Afinita kompetitivnich antagonistt ve velké mife vypovida o schopnosti téchto latek blokovat
¢innost kanalu. Vyjadfuje se pomoci rovnovazné disociacni konstanty Kz. Tento parametr je
spojeny s chemickymi silami reversibilni interakce mezi antagonistou a receptorem a
v idealnim pfipadé je nezavisly na lokalizaci receptort a jejich funkci (T.P. Kenakin, 1984).
Nejéastéji se pro ureni Kg pouZivaji dvé metody: Schildova regrese (O. Arunlakshana a
H.O. Schild, 1959) nebo Cheng-Prusoffova analyza (Y. Cheng a W.H. Prusoff, 1973)
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Schildova metoda vyzaduje kompletni aktivaéni kfivku agonisty a nékolik hodnot velikosti
relativni odpoveédi v pfitomnosti inhibitoru (diky Schildové smérnici nejsou aktivacni kfivky
v pfitomnosti inhibitoru potfeba kompletni, nebot se kompetitivnost dokazuje pomoci
smérnice Schildova vyneseni - nemusi byt nékolik paralelné posunutych aktivaénich kfivek).

V nékterych pfipadech vSak byva technicky schlidné&j$i méfeni inhibi¢ni kfivky antagonisty a
zde se uplatiiuje analyza Cheng-Prussofa. Tato metoda v8ak s sebou nese nebezpeci
stanoveni zdanlivych disocianich konstant, které vSak postradaji reéalny smysl.
Prostfednictvim Cheng-Prussofova postupu nelze spolehlivé stanovit charakter antagonisty a
zejména v pfipadé smiseného mechanismu pusobeni ligandu na receptor tak metoda

selhava - vztah je odvozovan pro ,Cisty* kompetitivni antagonismus.

1.4.8.1  Metoda Cheng-Prusoffova

Pavodni Cheng-Prusoffova rovnice (Y. Cheng a W.H. Prusoff, 1973) urCovala afinitu
inhibitoru enzymatické reakce z experimentalni hodnoty tzv. /5 (koncentrace inhibitoru
zpusobujici pokles rychlosti enzymatické reakce na polovinu rychlosti reakce v nepfitomnosti
inhibitoru, a to pfi konstantni koncentraci substratu S). Tato metoda vyzaduje znalost afinity

substratu vzhledem k enzymu (K,,):

K, st (13)

Velice rychle byla prfejata farmakology a pouzivana ve funkénich studiich na ligandem
aktivovanych receptorech. Ve formalizmu popisujicim interakci receptorl a jejich ligandl

nabyva tato rovnice nasledujiciho tvaru:

1C
K; = ‘51‘11 (14)
1+
ECs,

kde Kg je afinita (disociaéni konstanta) kompetitivniho inhibitoru, /Cs, koncentrace inhibitoru
zpUsobujici pokles odpoveédi receptoru pfi koncentraci agonisty A na polovinu. ECs je
koncentrace agonisty vyvolavajici odpovéd rovnou 50% maximalni odpovédi. Podrobné
odvozeni tohoto tvaru Ize najit napf. v (D.A. Craig, 1993).

Avsak, jak se ukazalo, rovnici v této formé Ize uzit pouze ve velice omezeném mnozstvi
pfipadl. Plati pouze pro pfipad kompetitivnino inhibitoru pUsobiciho na systém agonista-
receptor s Hillovym koeficientem aktiva¢ni kfivky agonisty rovnym jedné (P. Leff a I.G.
Dougall, 1993). Vzhledem k tomu, Ze vétsina ligandem fizenych kanalu je aktivovana vice
nez jednou molekulou agonisty a z funkénich divodu je vyhodna kooperativni vazba, je pak

uplatnéni rovnice (14) znacné omezené. Pro obecné&j$i pfipad kompetice inhibitoru
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s agonistou, jehoz aktivaéni funkce ma Hilliv koeficient rizny od 1, pak plati modifikovany

tvar rovnice Cheng-Prusoffovy odvozeny Leffem a Dougallem (P. Leff a I.G. Dougall, 1993):

Icy,

K, = (15)

L 4 .
H|2+( A[‘T)H -1
ECq
Vyznam znakl je stejny jako u plUvodniho vztahu (14). Navic zde vstupuje do hry Hillav

koeficient aktivacni kfivky agonisty H (pro H=1 pfechazi na tvar 14).

1.4.8.2  Schildova regrese

Schildova metoda je historicky prvni metoda, podle niz bylo mozné provést odhad afinity
kompetitivnich antagonistt (O. Arunlakshana a H.O. Schild, 1959). Vychazi z miry posunuti
aktivaénich kfivek agonisty pod vlivem rlznych koncentraci kompetitivniho agonisty (D.
Colquhoun, 2007, F.J. Ehlert, 1988, T. Kenakin, 2006, D.J. Wyllie a P.E. Chen, 2007).
V praxi funkénich studii to znamena, Ze aktivaéni kfivky pro agonistu se pod vlivem rtznych
koncentraci antagonisty sice posunuji smérem kvysSim koncentracim (posunuti je
charakterizovano hodnotou DR, tzv. ,dose ratio®, které vyjadfuje pomér koncentraci agonisty
schopného kompenzovat zménu aktiva¢ni kfivky vyvolané pfitomnosti antagonisty), avsak
jejich tvar (Hilluv koeficient) a vy$ka maxima zustavaji zachovany.
Zakladni vztah Schildovy regrese ma tvar:

log(DR —1) = log[B]-log K, (16)
V Schildové regresi se vynaseji hodnoty log(DR-1) naosuy a log[B] na osu x. Prusecik
linearniho vyneseni s osou x uréuje hodnotu disociaéni konstanty kompetitivniho inhibitoru:

log[B]=log[K, ] (17)

Dulezitou, ale ne postacéujici podminkou platnosti (17) je hodnota smérnice vyneseni.

Prolozime-li graf linearni funkci y =y, +ax, pak a musi byt v pfipadé kompetice rovno

jedné. Fakt, Ze a je odli$né od 1, pak znamena, Ze je inhibitor nekompetitivni nebo neni Eisté
kompetitivni, popf. mohou nastavat dal$i situace jako napf. kooperativni jevy. Jak jsem
naznacila, nelze uzit opaéné implikace, tj. hodnota smérnice rovna jedné jesté nezaruduje
kompetitivnost inhibitoru.

Obecné se ma za to, ze pravé Schildova metoda podava pomérné presny odhad afinity

kompetitivniho antagonisty. Pro podrobné odvozeni vztahu (16) a (17) viz kapitolu 7.1.
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1.5 Ligandy svalového nAChR

1.5.1 Agonisté

Endogennim plnym agonistou nAChR je acetylcholin (ACh, obr. 16a), neuropfenadeC na

cholinergnich synapsich jak v mozku, tak na nervosvalové ploténce. ACh a dal$i agonisté se
zpravidla vazi do proteinové kapsy na rozhrani o/d a a/e (resp. a/y v pfipadé embryonalnich

nAChR) podjednotek se zasadnim piispénim dvojice sousedicich cysteini o:C'*C'®. Tato
dvé vazebna mista jsou afinitné neekvivalentni. Vazba agonistl vyrazné zvySuje dobu
otevieni iontového kanalu. ZpUsob, jakym se tak stava, je dosud ne zcela uspokojivé
popséan. Existuje nékolik modelU aktivace. Mezi agonisty svalového nAChR patfi dale napr.
karbachol, suberyldicholin (S.M. Sine a J.H. Steinbach, 1984), nikotin zobrazeny na obr. 16b
(P. Gardner a kol., 1984) a u svalovych nAChR malo efektivni epibatidin zobrazeny na obr.
16d (H.R. Arias, 2000, J.C. Cooper a kol., 1996). Ackoliv muzeme mezi agonisty najit
chemicky rozdilné slou€eniny, zda se, ze vyhodou pro potencialni aktivacni ucinek je
pfitomnost kationtové hlavicéky (napf. kvarterniho dusiku) vzdaleného 5,9 A od akceptoru

vodikové vazby, napf. acetatu (W.H. Beers a E. Reich, 1970).

1.5.2 Kompetitivni antagonisté

Mezi kompetitivni antagonisty fadime vSechny latky pUsobici z ACh mista, které nejsou
schopny vyvolat otevieni kanalu. Aktivace kanalu mulze byt inhibovana chemicky
rdznorodymi ligandy, které kompetuji (soutézi o vazebné misto, stericky brani nasednuti) o
vazebné misto. O tom, zda se jedna o kompetitivhi antagonismus, je mozné se presvéddit
uzitim elektrofyziologickych &i vazebnych technik s pouzitim analyzy aktivacnich kfivek.
Prikladem kompetitivnich antagonistu jsou (+)-tubokurarin (obr. 16¢) (G.J. Strecker a M.B.
Jackson, 1989), u kterého v8ak byl na svalovém nAChR pozorovan i G¢inek prostrednictvim
dalSich mechanismu. NejCastéji byla pozorovana funkce kompetitivniho inhibitoru nAChR
(R.R. Neubig a J.B. Cohen, 1979, S.M. Sine a P. Taylor, 1981), av§ak také funkce blokatoru
otevieného kanalu (D. Colquhoun a kol., 1979). (+)-Tc je také schopny slabé aktivace, resp.
parcialniho agonismu (J.H. Steinbach a Q. Chen, 1995, K. Takeda a A. Trautmann, 1984, L.
Ziskind a M.J. Dennis, 1978).

Dale patfi mezi kompetitivni antagonisty pankuronium (G.H. Fletcher a J.H. Steinbach, 1996,

M. Liu a J.P. Dilger, 2009). Nékdy se mezi né fadi i a-bungarotoxin (H.R. Arias, 1997), velky
polypeptidovy oa-toxin hada Bungarus multicinctus, jenz se pseudo-ireverzibilné (vykazuje
velice pomalou disociacni kinetiku) vaze na o podjednotku nAChR a jeho radioaktivni

derivaty jsou tak pouzivany ke znaceni a kvantifikaci receptortl.
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To, zda bude nasednuty ligand plsobit cestou aktivace kanalu, aktivné branit otevieni kanalu
(tzv. inverzni agonista) nebo pouze jako stericka ,zaplata“ branit nasednuti U€innych
agonistu, je zfejmé zavislé na mnozstvi strukturalnich detaill, které zatim dobfe nezname.
Interakce (Ci nepfitomnost této interakce) s konkrétnimi aminokyselinami vazebného mista
tak muze ovlivnit prenos informace o vazbé vedouci k otevieni iontového kanalu a tim

rozhodnout o vysledné udinnosti otevirani Ypax.

1.5.3 Nekompetitivni antagonisté

Tyto ligandy inhibuji proudovou aktivitu vyvolanou agonistou, aniz by mu branily v nasednuti.
Jedna se o strukturalné i chemicky velice riznorodou skupinu s riznou lokalizaci vazebného
mista. Casto se jedna o blokatory otevieného kanalu. Vzhledem k nabojové selektivité
nAChR a typickému negativnimu membranovému potencialu je vyZzadovan kladny néboj
tohoto blokatoru. Ze stejného dlvodu je mozné klasifikovat blokadu iontového kanalu podle
napétové zavislosti tohoto jevu. Pfikladem nekompetitivniho inhibitoru nAChR je
neuroleptikum chlorpromazin (M.O. Ortells a G.G. Lunt, 1994), Sipovy toxin z klze
kolumbijské Zzaby pralesnicky ohnivé (Dendrobates histrionicus) histrionikotoxin (T.
Heidmann a kol., 1983), quinakrin (H.R. Arias, 1998, M. DiPaola a kol., 1990) nebo
filantotoxin, toxin hmyzu kvétoliba véeliho (Philanthus triangulum) (V. Jayaraman a kol.,

1999), jenz je schopen blokovat i AMPA receptory.

1.5.4 Alosterické modulatory

Negativni alosterické modulatory se nékdy fadi mezi nekompetitivni blokatory. Inhibuji
iontovy kanal z mista odliSného od vazebné domény agonisty, odkud ovliviiuji kinetické
vlastnosti kanalu, jako je rychlost otevirani, popf. pfechod do desensitizovaného stavu.
Kromé negativnich modulatorll je pozorovano i mnozstvi pozitivnich alosterickych
modulatorl  zvysSujicich  pravdépodobnost  otevieni,  popf.  snizujicich  afinitu
desensitizovaného stavu. Pfikladem alosterického modulatoru jsou nékteré steroidy pUsobici
zejména v transmembranové €asti receptoru (C.H. Kindler a kol., 2000), ATP (V.A. Eterovic
a kol., 1990) nebo exogenni lokalni anestetika (S.M. Sine a P. Taylor, 1982). U neuronalnich
receptorll je pozorovana modulaéni funkce Ca** kationtl vazanych na F-smyéku (J.L. Galzi a
kol., 1996). Obecné stoji za zminku, Ze cast ligandl je schopna ovliviiovat (rozdilnymi
mechanismy) funkci celé Skaly chemicky aktivovanych receptort, at' uz je jejich lokalizace a
fyziologicka funkce jakkoli odlisna (H.R. Arias, 1999).
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1.5.5 Nekompetitivni agonisté

Hlavnim znakem nekompetitivnich agonistl je schopnost aktivovat receptor z jiného mista
nez klasiéti agonisté. Casto se nekompetitivni agonisté projevuji i jako pozitivni alosterické
modulatory. Timto zpUsobem mohou posilovat synapticky pfenos u nékterych forem
dédi¢nych myasthenickych syndromu s poskozenim ACh vazebného mista nAChR, popf.
potencovat cholinergni pfenos oslabeny jinymi mechanismy. Mezi dulezité nekompetitivni
agonisty pocitdme inhibitory acetylcholinesterazy (IAChE) physostigmin zobrazeny na obr.
16e (A. Maelicke a kol., 1993, E.F. Pereira a kol., 1993a, A. Schrattenholz a kol., 1993a) a
galanthamin jehoZ strukturu mizZeme vidét na obr. 16f (E.F. Pereira a kol., 1994). Jejich
terapeuticky u€inek je zpusoben hlavné inhibici acetylcholinesterdzy (AChE) a
nekompetitivni agonisticky uc€inek je pozorovatelny jen pfi vy§sich koncentracich (vzhledem
k uéinku na AChE) a v experimentalnich modelech, kde se inhibi¢ni uginek na cholinesterazu
neuplatiiuje. Slaby aktivaéni tGcinek byl nalezen i u bojové latky somanu, av$ak v pomérné
vysokych koncentracich (Kp v fadu mM), které jsou jiz pro jeho AChE inhibici pro organismus

fatalni. DalSimi nekompetitivnimi agonisty jsou kodein, edrophonium a dalsi.

A B,

Hi, 5 CH

..)*%"O ~ 3 = N
HC~ N a (N
H,C o) N

Obrazek 16 — Struktura ligandt nikotinického acetylcholinového receptoru: a) acetylcholin, b) nikotin, ¢) (+)-
tubokurarin, d) epibatidin, e) physostigmin, f) galanthamin.
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1.6 Acetylcholinesteraza a nAChR

1.6.1 Nervosvalovy prenos v &islech

Pfi kvantovém vylevu doprovazejicim nervosvalovou signalizaci se z nervovych zakonceni
motorickych neuronl vylije do synaptické stérbiny cca 10 000 molekul ACh (S.W. Kuffler a D.
Yoshikami, 1975). Poté ACh difunduje pres stérbinu k postsynaptické membrané s nAChR.
Musi projit pfes tzv. bazalni laminu (sougast extracelularni matrix kolem nervovych
zakonceni, svalovych a Schwannovych bunék) obsahujici enzym acetylcholinesterazu
(enzym $tépici v synaptické stérbiné ACh na cholin a acetat, zabranujici dlouhodobé
stimulaci postsynaptickych receptorl acetylcholinem).

Doba difuze pres stérbinu je v fadu pus. Vazba ACh na receptor a AChE trvd okolo 20 ps
(odvozeno z rychlostnich konstant), av8ak doba aktiva¢nich salv se pohybuje v priméru
okolo 11 ms pro embryonalni a 1 ms pro dospély receptor (Y. Gu a kol., 1990). Po nékolika
desetinach ms klesa koncentrace ACh v synaptické $térbiné vlivem rozkladu pomoci AChE
pod hodnotu schopnou efektivhé aktivovat nAChRy (navazat najednou 2 molekuly ACh) a
vyvolat stah svalu, tj. doba aktivace nAChR je limitovana dobou setrvani agonisty na
vazebném misté nAChR. S tim také souvisi fakt, ze ve fyziologickych podminkach se u
svalovych receptort prakticky neprojevi desensitizace — ztrata aktivity receptord vétsinou
nasledujici po del$im pusobeni agonisty na receptor. K desensitizaci totiz dochazi teprve po
20 ms kontinualni pfitomnosti ACh (N. Matsubara a kol., 1992), coz se ve svétle zde
popsanych kalkulaci jevi pomérné nepravdépodobné. Jev desensitizace si tak vysvétluji jako

ucinnou obranu organismu pred excitotoxicitou zpUsobenou rliznymi patologickymi stavy.

1.6.2 Kation-n interakce — spole¢ny Cinitel ucastnici se vazby ACh na
AChE, AChBP a nAChR

Aktivni centrum AChE, které je umisténo na dné jicnu (aromatické kapsy) uvnitf elipsoidniho
proteinu AChE, se sklada z tzv. anionického mista a esterického mista. Anionické misto
(charakteristické pfitomnosti E**, &islovani aminokyselin podle AChE T. californica) vaze
kvarterni dusik ACh molekuly a sméruije ji tak do esterického mista (S%°°, H**), kde se vaze
acetat ACh a probiha vlastni hydolyza. Aminokyseliny S?°°, H*® a E**" se nazyvaiji katalyticka
tridada a jsou konzerovany napfi¢ celou skupinou serinovych hydrolaz. Stény jicnu vedouciho
k aktivnimu centru jsou obloZzeny 14 vysoce konzervovanymi aromatickymi aminokyselinami

(W, Y). Kromé elektrostatické interakce mezi kvarternim dusikem ACh a zapornymi naboji D

¢i E anionického mista tak udrzuje ACh v aktivnim centru i kation-m interakce mezi

kvarternim dusikem ACh a m-elektrony aromatickych aminokyselin stén aktivniho centra.

V pfipadé AChE se sice dulezitost aromatickych residui klade zejména na jejich funkci pfi
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usnadnéni difuze ACh molekul dovnitt jicnu aktivniho centra, avsak je prokazano, ze kation-
7 interakce ACh s W* se €astni také piimo vazby v anionickém misté (J.L. Sussman a kol.,
1993).

Tuto ,aromatickou kapsu“ mizeme najit také u AChBP, kde se aromatické aminokyseliny
rovnéz Ucastni vazby ACh. V hlavni ¢asti vazebného mista jsou to W' (J.L. Galzi a kol.,
1991a), Y'® a Y'®2 (R.E. Middleton a J.B. Cohen, 1991), na komplementarni strané pak W**
(Y. Xie a J.B. Cohen, 2001).

Vzhledem k tomu, Zze AChBP a nAChR mély spole¢ného pfedka (P.H. Celie a kol., 2005),
nepfekvapi, Ze u nAChR podjednotek najdeme aromatické aminokyseliny ekvivalentni
aminokyselindm G¢astnicich se vazby u AChBP, pficemz u nich byla potvrzena uloha pfi
aktivaci kanalu (tab. 3).

Obecné u véech Cys-loop receptorl nachazime tc¢ast aromatickych aminokyselin na vazbé
neurotransmitert. Ackoliv tyto prfenaseCe neobsahuji pfimo kvarterni dusik, ¢asto nesou
alespon koncovy atom dusiku s kladnym nabojem schopnym kation-n interakce (D.L. Beene
a kol.,, 2002, S. Lummis a kol., 2005). Analyza dvou typu ionotropnich serotoninovych
receptorl ukazala, Zze aromatické aminokyseliny podilejici se na vazbé 5-HT jsou posazeny
na odlisnych mistech aromatického boxu (T.W. Mu a kol., 2003), coz vede k mySlence, ze
minimalné ¢ast neurotransmitert ¢i dalsich kompetitivnich ligandl nenaseda do vazebnych
mist jako kli¢ do zamku, nybrz jako klin - je zde vétsi stericka volnost.

Je mozné, ze k vyhodnosti kation-rt interakce pfi vazbé ACh a jinych latek s terciarnim ¢&i
kvarternim dusikem dosla pfiroda nezavisle konvergenci jako u mnoha dalSich proteinu,
av$ak podobnost mezi vazbou ACh na AChE, AChBP a nAChR u téchto strukturainich prvku

nezlstava.

AChBP nAChR
hlavni &ast vazeb.
mista (a1)
143 ) 149 (Galzi, Bertrand et al. 1991)
W {Galzi, Bertrand et al. 1991) W (Zhong, Gallivan et al. 1998)

185 190
Y™  (Middieton and Cohen 1991)] Y ' (Chen, Zhang et al. 1995)

192 ) 198
Y (Middteton and Cohen 1991) Y (Sine, Quiram et al. 1994)

komplementarni &ast
vazeb. mista (y)

53 55
W™ (Xie and Cohen 2001) W™ (corringer, Galzi et al. 1995)

Tabulka 3 - Aromatické aminokyseliny Gcastnici se vazby ACh v AChBP a nAChR. AChBP a nAChR maji
spoleéného predchiidce, proto lze (nejen v pfipadé aromatickych ACh vaznych aminokyselin) najit velkou
podobnost mezi jejich ACh vazebnym mistem.
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1.6.3 Inhibitory AChE

Pro nas vyznamnou skupinou IAChE jsou latky zpUsobujici inhibici ¢innosti AChE pfimo
v jejim aktivnim centru, tzv. karbamaty. Jsou to estery karbamové kyseliny s alkoholy,
obsahujici terciarni (physostigmin — Phy, galanthamin - Gal) nebo kvarterni dusik
(pyridostigmin). VaZou se na obé& mista aktivniho centra AChE, v anionickem misté jsou
pomérné silné vazany nabitym dusikem pomoci kation-m interakce (E. Gavuzzo a M.
Pomponi, 2002), zatimco esterova &ast molekuly blokuje katalytickou triadu (zejména $%).
Karbamaty se tak v AChE aktivhim centru vazou podobnym mechanismem jako molekula
ACh. Vzhledem k podobnosti interakce mezi ACh s AChE, resp. ACh s nAChR tak vyvstava
otazka, zda nemohou karbamaty interagovat také s acetylcholinovym vazebnym mistem u
svalovych nAChR.

1.6.4 Interakce physostigminu a galanthaminu s nAChR

Jiz delsi dobu se nékteré IAChE pouzivaji v [é€bé chorob jako napf. Alzheimerova choroba i
myastenia gravis. Mezi né patfi i Phy a Gal. Donedavna se mélo za to, ze tyto slouéeniny
pusobi na cholinergni transmisi pouze prostfednictvim blokady AChE (zvySuji koncentraci
ACh na synapsich). Bylo v8ak prokazano, ze tyto latky mohou interagovat i pfimo s nAChR.

Nejprve byla potvrzena funkce Phy a Gal jakozto slabych nekompetitivnich agonistd nAChR
receptorl. Bylo zji§téno, ze Phy se vaze na sekvenci o1:109-151, konkrétné na o1:K'?°
(Cislovani podle nAChR elektrickeho organu T. marmorata; (A. Schrattenholz a kol., 1993b).
Vazebné misto pro Phy se {aste€né prekryva svazebnym mistem pro monoklonalni
protilatku FK1 (E.F. Pereira a kol., 1994). Z analyzy hydrofobicity vyplyva, Ze toto vazebné

misto lezi v amfipatické oblasti extracelularni N-koncové domény. Za zminku stoji, ze a1:K'?*

je konzervovany u vétsiny a podjednotek nAChR, av$ak v ostatnich non-o-podjednotkach,
se nenachézi, jak pise Galzi a kol. (J.L. Galzi a kol., 1991b).

Elektrofyziologickou metodou snimani jednotlivych kanall bylo potvrzeno, ze otevreni
zpusobena aplikaci Phy vykazuji stejnou vodivost jako otevieni zpUsobena ACh, av$ak
aktivace physostigminem nevedla ke clusteringu (shlukovani jednotlivych otevieni iontového
kanalu) typickému pro odpovédi na ACh (J.C. Cooper a kol., 1996, K.P. Shaw a kol., 1985,
R.E. Wachtel, 1993). Kromé slabych agonistickych G¢ink( byla pfi vy$Sich koncentracich Phy
pozorovana i inhibice nAChR a blokada otevieného kanalu (E.X. Albuquerque a kol., 1984,
J. Bufler a kol., 1996, K.O. Okonjo a kol., 1991, R. Zwart a kol., 2000). Na nékterych
podtypech neuronalnich nAChR se Phy chova jako pozitivni alostericky modulator. Pravé
tento ucinek (vedle funkce IAChE) by mohl byt vyuzit pfi 1&6bé chorob spojenych s

nedostatkem cholinergniho pfenosu (A. Maelicke a E.X. Albuquerque, 2000). Konkrétné u

vvvvvv
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koncentraci, kde jiz je patrny farmakologicky u¢inek a zarover je$té neplsobi na organismus
toxicky). Ztohoto duvodu se v klinické praxi vyuZivaji derivaty Phy jako neostigmin,
pyridostigmin, apod.

Galanthamin, alkaloid ze snéZenky podsnézniku Galanthus nivalis, byl poprve izolovan r.
1959. Bylo prokazano, Ze submikromolarni koncentrace Gal potencuji odpovédi nAChR na
0,1 mM ACh. Gal rovnéz alostericky zvy$uje afinitu ACh k receptorim (A. Maelicke a kol.,
2000). Vys8i nez mikromolarni koncentrace Gal naopak odpovédi pravdépodobné
mechanismem blokady otevieného kanalu snizuji. Dale byl pozorovan vliv Gal na snizeni

miry desensitizace nAChR aktivovanych acetylcholinem (A. Maelicke a kol., 2001).
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2 Cile prace

Vliv zaporné nabitych aminokyselin 8:D'® a §:E'®° F-smygky na
aktivaci a inhibici svalovych nAChR

1. Porovnat aktivaci embryonalniho a dospélého svalového nikotinického receptoru
exprimovaného v COS burkach a pokusit se o interpretaci rozdilu.

2. Popsat zpUsob interakce (+)-Tc s dospélymi a embryonalnimi nAChR exprimovanymi
v liniich COS.

3. Urgit roli zaporné nabitych aminokyselin glutamatu D' a aspartatu E'®® F-smyéky §-

podjednotky v mechanismu aktivace a inhibice dospélého svalového receptoru.

Interakce inhibitord acetylcholinesterazy se svalovym nAChR

1. Prostudovat pusobeni physostigminu na embryonalni svalovy nAChR.
2. Prostudovat plsobeni galanthaminu na embryonalni svalovy nAChR.
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3 Metody

3.1 Metoda tercikového zamku (patch clamp)

Ke snhimani transmembranovych proudl prochazejicich iontovymi kanaly aktivovanych
acetylcholinovych receptorl jsme pouzili metodu terlikového zamku (patch clamp)
v konfiguraci snimani z celé buriky (whole cell) (O.P. Hamill a kol., 1981). Jedna se o
jednoelektrodové snimani celkovych proudl vedoucich pifes membranu vybrané bunky, kdy
se toutéz elektrodou vklada pozadovany transmembranovy potencial a zaroven méfi proud
pfes membranu (konfigurace voltage-clamp). Tato metoda je vhodna pro snimani z malych
bunék, u kterych proudy dosahuji maximalné 10 nA. Patch clamp také dovoluje méfit
membranove potencialy bunék (konfigurace current-clamp).

Nase aparatura se skladala z optického zafizeni (inverzni mikroskop Olympus CKX 41,
Tokyo, Japonsko; zvétSeni objektivl 10x a 40x), antivibraéniho stolu (MICRO-g 63-530,
Technical Manufacturing Company, Peabody, USA), Faradayovy klece pro odstinéni
vnejSich  elektrickych signald, mikromanipulatoru s dostate¢né jemnym posunem;
pfesnost<ium (MP225, Sutter Instrument Co., Novato, CA USA) a soustavy pro méfeni
metodou ter€ikoveého zamku (obr.17).

Elektrické zafizeni pro vkladani poZzadovaného membranového potencidlu, aplikaci
receptorovych ligandu, snimani transmembranovych proudl (pA az nA) a nasledné ukladani
a zpracovani namérenych dat, se sklada z:

i.  mikropipety z borosilikdtového skla naplnéné intracelularnim roztokem (ICS). ICS
splfiuje funkci vodivého spojeni vnitfku mikropipety, resp. burky se sondou.

ii. sondy, jejiz méfici elektroda je ponofend do intracelularniho roztoku mikropipety a
referenéni elektroda je ponofena do extracelularniho roztoku (ECS). Obé tyto
elektrody jsou tvofeny stfibrnymi dratky pokrytymi AgCl. Funkci sondy mulzZeme
popsat zjednoduSenym nahradnim schématem (obr. 18). Podstatnou ¢asti je hybridni
operacni zesilova¢ s vysokym vstupnim odporem, ktery je zapojen jako prevodnik
proud-napéti, a dalSi operacni zesiloval zapojeny jako sledovaé uréeny k odeéteni
polarizacniho napéti a obraceni polarity signalu.

iii. vlastniho zesilovae (Axopatch 200A, Axon Instruments, Union City, USA) dale
zesilujiciho a upravujiciho napétovy signal. Zesilovaé dale obsahuje obvody ke
kompenzacim vlastniho odporu sklenéné mikroelektrody, kapacity mikroelektrody a
buniky, a obvody ke generovani polarizaéniho napéti a filtry.

iv.  analogo-digitdlniho (A/D) a digitalné-analogového (D/A) pfevodniku (DIGIDATA
1320A, Axon Instruments, Foster City, USA) pfevadéjiciho hodnoty méfeného proudu
(napéti) do binarni formy a polarizaéniho napéti fizeného pocitatem do analogové

formy.
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v.  osobniho pocitade s ptislusnym softwarovym vybavenim (pCLAMP 9.0, Axon

Instrument, Union City, USA)
Aplikace aktiva¢nich, popf. modulujicich roztokl byla fizena

vi.  fidici jednotkou aplika¢niho systému (vyvinuto na odd. Bunétné neurofyziologie AV
CR; Dittert a kol., 2006) umozriujici tvorbu programu pro aplikace riznych roztok( na
povrch méfenych bunék (nastup aplikace roztoku je cca 40 ms).
Konkrétni tvar program( se zadava do jednotky pfes pocitaCové rozhrani. V prubéhu
pokusu vydava jednotka pfikazy aplikaénimu systému k pohybu trubi¢ek a aplikaci

roztokll, a zaroven pocitaci k snimani a ukladani dat z A/D prevodniku.

»f

| RIDICI JEDNOTKA APLIKAC. SYSTEMU - PC
| soNDA |-{ ZESILOVAC }{A/D PREVODNIK - |

Obrazek 17 — Schéma el. soustavy pro méfeni metodou teréikového zamku: signdly ve formé& zmén
membranového proudu se snimaji prostrednictvim sondy vodivé spojené s vnittkem buriky pomoci skienéné
mikroelektrody. Tento signal je dale zesilovan operacnim zesilovacem a digitalizovan A/D prevodnikem.
Digitalizovany signdl je mozné dale zpracovavat pomoci softwaru pfipojeného osobniho poditace. Rychla aplikace
roztokU je ovladana pres pocita¢ prostfednictvim fidici jednotky aplikaéniho systému.

/VV

B L=

7

Obrazek 18 - Elektrické schéma sondy (headstage): méfici sonda se v zasadé sklada ze dvou elektrod (méfici
a referentni) a dvou operacnich zesilovacli. Méfici elektrodou je do buiky aplikovan prostiednictvim
gigaohmového zpétnovazebného rezistoru proud imérny vystupnimu napéti operacniho zesilovace A1. Napétovy
signal vychéazejici ze soustavy je pak Umérny (aplikovanému) transmembranovému proudu zesilenému
koeficientem hodnoty odporu rezistoru.
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3.1.1 Elektronika méficiho zafizeni metody terCikového zamku

Schéma méficiho systému je uvedeno na obr. 18. Referencni elektrodou jsme vkladali do
ECS (resp. na membranu bufky) polarizacni napéti V. a meéfici elektrodou spojenou
s invertovanym vstupem operaéniho zesilovace (OZ) sondy jsme snimali proudy prochazejici
membranou bunky /. Zasadni soudasti sondy jsou dva OZ. Prvni zesilovac A1 pini funkci
prevodniku proud-napéti. Druhy, diferencialni zesilovac A2 signal invertuje a odecita od négj
hodnotu vkladaného polarizaéniho napéti. Funkce zapojeni je v kratkosti takova, ze
z vnéjsku (ze zesilovace fizeného pocitacem) je na referencni elektrodu vkladano polarizacni
napéti V,, které pfichazi na neinvertovany vstup A1. A1 tak tvofi na zpétnovazebné smycce
takovy proud, aby napéti na invertovaném vstupu bylo stejné jako V.. Timto zpusobem se
registruje proud, ktery je potfeba kudrzeni burfiky na pfedem nastaveném napéti V..
Proudové podminky na A1 Ize podle Ohmova zakona popsat takto:
Var—Ve
Ry

-I=I= (18)

kde | je proud prochazejici méfici elektrodou, resp. membranou bunky, /r je proud
prochazejici zpétnovazebni smyfkou A1, Va; je vystupni napéti A1 (napéti na invertovaném
vstupu A2) a Ry je velikost zpétnovazebniho odporu A1.
Po upravé dostavame tvar vystupniho napéti V,, jako:

Var=—=I.Ry + Ve (19)
To znamena, Ze az na konstantni Clen V, a znaménko odpovida napéti na vystupu A1
hodnoté proudu prochazejiciho membranou buriky nasobené odporem ve zpétné vazbhé R;.
Diferencialni zesilova¢ A2 se zesilenim 1, na jehoz neinvertovany vstup pfichazi napéti V.,
tedy signal Vj4; upravuje tak, Ze dostavame napétovou odpovéd (odpovidajici

membranovému proudu) spravné polarity.

3.1.2 Sklenéné mikroelektrody

Pro snadné vytvofeni tésného spojeni mezi mikropipetou a membranou bufky a idealni
elektrické vlastnosti spojeni je potfeba standardizovany tvar pipety, prumér a povrch hrotu.
Nasim pozadavkim nejlépe vyhovovaly pipety s hrotem o priméru cca 2 pm. Sklenéné
mikropipety jsme vyrabéli z trubicek se sklenénym viaknem (borosilikatové sklo, vnéjsi/vnitini
prumér 1,6 mm/1,2 mm) na horizontalnim tahaci Flaming/Brown micropipette puller, model
P-97 (Sutter Instrument Co., Novato, CA USA) Tento pfistroj umoznuje ziskavat mikropipety
S pomérné stabilnimi parametry. Zakladem tahace je platinovy Zhavici plisSek definované
zahfivany elektrickym proudem. Pribéh vlastniho procesu tahani se zadava jako fada cyklt

s definovanou: rychlosti tahani, intenzitou Zhaveni taviciho plisku, ¢asu a silou tahu.
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Vysledny efekt, Cili tvar a tloustka elektrody, vyznamné zavisi na konkrétni geometrii
zhaviciho plisku.

Z davodu lepsiho kontaktu s membranou se $piCka mikropipety vysokou teplotou otavuje
(Narishge, Japonsko), ¢imZz se Ize zbavit nerovnosti a hlavné pfipadnych necistot
zachycenych na hrotu. Vysledny odpor takto upravenych mikropipet se v nasich pokusech
pohyboval od 2 do 6,5 MQ.

3.2 Exprese rekombinantnich receptoru

3.2.1 Transfekce trvalych linii podjednotkami nAChR

Méfeni byla provadéna na COS-7 nebo COS-1 liniich, které endogenné neexprimuji zadné
nikotinické receptory; ani u nich nebyla zjist€na exprese muskarinovych receptord. Tyto linie
vznikly transformaci mutantem opiéiho viru SV40 kédujiciho T-antigen. Tento antigen je
schopen rozpoznavat a umoznit pfednostni expresi plasmidli obsahujicich promotor viru
SV40. Proto jsme COS linie transfekovali plasmidy tvofenymi SV40 expresnim vektorem
pSM a cDNA jednotlivych podjednotek mySich (Mus musculus) rekombinantnich
embryonalnich (o, B, v, 8) i dospélych (a, B, 8, €) svalovych nAChR (pfirozenych i bodové
mutovanych). Plasmidy s cDNA pfirozenych podjednotek jsme ziskali od Dr. J. P. Merlieho
(Washington University, St. Louis) (A. Buonanno a kol., 1986) a Dr. N. Davidsona (California
Institute of Technology, Pasadena) (L. Yu a kol.,, 1986). Plasmidy obsahujici cDNA
mutovanych podjednotek jsme ziskali spolupraci s Dr. Z. W. Hallem (University of California,
San Francisco). Plasmidy byly uchovavany a péstovany v kompetentnich burikach E. coli JM
109 a poté izolovany standardni procedurou za pouziti QIAGEN® Plasmid Midi Kit (25)
(Qiagen). Takto ziskanou DNA jsme pfechodné transfekovali zminéné CQOS-7, resp. COS-1
linie pomoci €inidla Lipofectamine™ 2000 (Invitrogen, Carlsbad, CA USA).

Kontrola transfekce byla provadéna pomoci kotransfekce COS bunék plasmidovou DNA
NAChR podjednotek a plasmidy kédujici CD4 membranové proteiny. Koexprimované CD4
proteiny Ize detekovat pomoci Dynabeads® M-450 CD4 (Dynal Biotech ASA, Oslo, Norsko),
Coz jsou superparamagnetické polystyrenové kulicky pokryté primarni monoklonalni
protilatkou proti CD4 proteinum. Predpoklada se, Zze burky s efektivné exprimovanymi CD4
proteiny a nasedlymi kulickami, které Ize pod optickym mikroskopem pfimo pozorovat, budou

vykazovat expresi nAChR receptoru.

3.2.2 Tkanové kultury

COS-7 (COS-1) buiky byly pfed transfekci pasazovany a inkubovany v D-MEM s 10% FCS.
Transfekce byla provadéna 2.-4. den po pasazi (v zavislosti na hustoté nasazenych bunék)

Na 24jamkové desti€ce. Pri transfekci se pouzivalo medium Optimem, na disociaci bunék
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pak roztok versenu s trypsynem. Po transfekci byly buriky opét kultivovany v D-MEM s 10%
FCS, tentokrat se 4% roztokem FUDR. FUDR se pridaval z duvodu zamezeni dalsiho délent,
nebot se u netransfekovanych bunék pozorovala vy$si rychlost déleni a populace bunék bez

nAChR tak pfevazila nad transformovanymi bufikami.

3.2.3 Optimalizace transfekce pomoci fluorescenéniho méreni

Svalové nAChR receptory jsou z cca 4 % propustné pro vapenaté ionty Ca®*. Proto mohl byt
postup transfekce optimalizovan pomoci mikrofluorometrickych méfeni vtoku vapniku. U
uspésné transfekovanych COS bunék se po aplikaci ACh nebo jiného ucinného agonisty
otevira velké mnozstvi nAChR a do bunék z vnéjsiho media (ECS) vtékaji Ca®" ionty. lonty
Ca? mohou byt uvnitf buiiky chelatovany sondou FURA-2 (Invitrogen, Eugene, USA), jejiz
excitadni spektrum je zavislé na stavu obsazeni sondy ionty Ca®*. Vrchol excitace volné
sondy (363 nm) se vazbou na Ca® pfesouva ke krat$im vinovym délkam (335 nm). Rychla
zména koncentrace Ca®* uvnitf bufiky, zplsobena napf. aktivaci nAChR, tak muze byt
registrovana pomoci pomeéroveho méfeni excitace, resp. emise sondy FURA-2.

Buriky kultivované na sklickach byly inkubovany v misce s 1 ml ECS obsahujici 2 pM FURA-
2 po dobu 45 min pfi pokojové teploté. Mérfeni byla provadéna na Cell*R imaging systému
(Olympus, Hamburg, Némecko) obsahujicim invertovany mikroskop Olympus IX81
(Olympus, Tokyo, Japonsko). Excitaéni signal (340 nm, resp. 380 nm) byl vytvafen
polychromatorem Polychrome V (Till Photonics, Grafelfing, Némecko), fluorescenéni emise
(510 nm) byla detekovana kamerou Hamamatsu Orca ER (Herrsching am Ammersee,
Némecko). Pro rychlou aplikaci roztoki ECS, resp. ECS s agonisty jsme pouzili

sedmikanalovy systém s magnetickymi ventily (vyrobeny na nasem oddéleni).

3.3 Podminky pokusu

Elektrofyziologické i fluorescentni pokusy, které nasledovaly 48-96 hodin po transfekci, byly
provadény pfi teploté 22-26 °C. PFi elektrofyziologickych méfenich jsme sklenéné
mikroelektrody plnili intracelularnim roztokem ICS. Bunky byly v prib&éhu méreni uchovavany
v ECS. Agonisté, inhibitory a modulatory nAChR byly pfi elektrofyziologickych i
fluorescenénich méfenich v poZzadované koncentraci rozpustény v ECS a kratkodobé

aplikovany na bunky.

3.4 Statistické zpracovani

Aktivaéni kiivky davka-odpoved byly prokladany Hillovou rovnici ve tvaru
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H

C
=—— (20)
© c? +EC,”

kde C je koncentrace agonisty, /(C) je relativni hodnota transmembranového proudu
(vztazena k maximalnimu dosazenému proudu), ECso je koncentrace vyvolavajici odpovéd o
velikosti 50% maximalni odpovédi — jinak také zdanliva disociacni konstanta agonisty, H je
Hillliv koeficient.

Prestoze je desensitizaéni pokles odpovédi zfejmé slozen zvice exponencialnich
komponent, divody technického razu (nepfesnost mefeni, problémy s uréenim vétsiho poctu
volnych parametrl) nas vedly komezeni poétu exponencidlnich slozek na dvé.
Desensitiza¢ni fazi odpovédi jsme tedy pomoci programu Clampfit 9 (Axon Instruments,

Union City, USA) prokladali dvouexponencialni funkci s konstantnim platem:

t t

Alt)=A, e " +A,-e 2 +C 21)
kde A4, 77 a Ay, 12 jsou amplitudy a asové konstanty obou exponencialnich komponent a C
je hodnota konstantniho plata nedesensitizujici slozky odpovédi. Na obr. 19 je uveden
priklad proloZeni realné odpovédi na 10 uM ACh.

ey

t t
I(t)=A,.e"1+A,.e"+C

500 pA

1s

Obrazek 19 - Priklad odpovédi embryonalniho receptoru na 10 M ACh se zobrazenim slozek prolozené
dvouexponencialni funkce: z obrazku je patrny obvykly pomér velikosti amplitudy slozek A; (pomalejsi, nizsi)
vici A, (rychlejsi, vyssi), resp. jejich Gasovych konstant 11 a 12 pro odpovéd embryonalniho receptoru na 10 uM
ACh.

Amplitudy a plato jsme pro dal$i pouziti normalizovali vzhledem k maximu: a;=A/Amnax;
a,=A/Amax;, C=C/Amax. Nastup jsme povazovali za natolik rychly (zméfena doba nastupu se
pohybovala kolem 40 ms), Ze neni vyrazné ovlivhén desensitizaci, a za velikost odpovédi
povazovali bud maximum proudové odpovedi ode¢tené pfimo z grafu nebo soudet konstant

A+A,+C ziskanych z proloZeni desensitiza¢ni faze.

Inhibiéni krivky byly prokladany inhibi¢ni Hillovou funkci:
I(B)=1- £ (22)
B#1Cy
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kde B je koncentrace antagonisty, /(B) je relativni hodnota membranového proudu a /Cs je
koncentrace antagonisty, kterd z 50 % inhibuje odpovéd na danou koncentraci agonisty.

Z ICso lze v pfipadé kompetice pouzitim modifikovaného Cheng-Prusoffova vzorce (15)
ziskat hodnotu inhibi¢ni konstanty Kp, kterd ma vyznam zdanlivé afinity antagonisty a ktera je
nezavisla na zdanlivé afinité a koncentraci agonisty. Alternativni metodou pro ziskani
hodnoty afinity antagonisty je metoda Schildova uzivajici vztahu (16). Statisticka analyza
byla provadéna po pfevedeni hodnot do formy z&porného logaritmu pKs, u néhoZ distribuce
odchylek lépe odpovida Gaussovu rozlozeni. Odchylky byly uvadény ve formé S.E.M.
V pfipadech, kdy byly porovnavany hodnoty parametri stejného typu jsme pouzivali parovy
t-test (P < 0,05).

3.5 Roztoky a chemikalie

roztoky pro tkafiové kultury:

D-MEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium, Gibco, USA)

FCS (Fetal Calf Serum, Gibco, USA)

Optimem (Gibco, USA)

PBS (mM): NaCl 138; KCI 5,4; Na,HPO,.12H,0 7,8; KH,PO, 1,4; pH 7,2-7,3

Roztok trypsinu s versenem: 0,05% trypsin, 10 mg EDTA v 50 ml PBS; pH 7,3

FUDR : 7,5 mg 5-fluoro-2-deoxyuridinu (Sigma, Saint Louis, USA), 17,5 mg uridinu v 20 ml
PBS

roztoky pro elektrofyziologicka a fluorescenéni méreni:
ICS (mM): CsF 110; CsCl 30; l\/IgCI2 7, EGTA 2; HEPES-CsOH 10; Na,ATP 5; pH 7,4

ECS (mM): NaCl 160; KCI 2,5; CaCl, 1; MgCl, 2; HEPES-NaOH 10; glukéza 10; pH 7,3

agonisté, antagonisté a modulatory nAChR:

acetylcholin chlorid (S.A.F.Hoffmann-La Roche & Co., Basilej, Svycarsko)
(+)-tubokurarin chlorid (Burroughs Wellcome & Co., Londyn, VB)
physostigmin hemisulfat (Sigma, Saint Louis, USA)

galanthamin hydrobromid (Tocris, Northpoint, VB)
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4 Vysledky

V fadé kontrolnich pokust byl zkouman vliv ACh, Phy, Gal a (+)-Tc ve velkem rozmezi
koncentraci na velikost transmembranového proudu u netransformovanych bunék COS-7 a
COS-1 linii, tedy u bunék, u nichz se nepfedpoklada pfitomnost nAChR ani jinych
ionotropnich receptorll potencialné citlivych k pouzitym slou¢eninam. Pfi elektrofyziologickém
mefeni v konfiguraci snimani z celé bunky (whole cell patch clamp) nevyvolavaly aplikace

zminénych latek u netransformovanych bunék Zadné odpovédi (obr. 20).

aplikace ACh 10 uM aplikace ACh 10 uM
—— | J

L—-—-—-—--q

200 pA

5s netransformovana COS-7 transfekovana DNA
COS-7 burika kodujici podjednotky a.f.7.6

Obrazek 20 - Ukazky zaznamu pfi méreni z celé burnky: oba obrazky jsou zaznamy 25 s proudového snimani

z celé bunky s 15sekundovou aplikaci 10 uM ACh. Zatimco levy zaznam byl sniman na netransformované burice
COS-7 linie, pravy zaznam ukazuje proudovou odpovéd buiky COS-7 transfekované embryonalnim nAChR.

Pri aplikaci ligandi nAChR obé linie (COS-1 a COS-7) poskytovaly standardni a navzajem
ekvivalentni proudové odpovedi.

Pokud neni uvedeno jinak, embryonalnim receptorem je napfisté minén embryonalni svalovy
nAChR axfyd exprimovany v COS-7, popf. COS-1 linii. Obdobné dospélym receptorem
minim svalovy nAChR, dospély podtyp o,3de exprimovany tamtéz.

Kromé pfipadd méfeni napétovych zavislosti byla vétSina experimentl bud z duvodu
minimalizace blokady iontového kanalu kladné nabitymi inhibitory nebo z technickych duvod
(proudy, které je v daném usporadani aparatury mozné spolehlivé méfit jsou omezeny 10

nA, resp. jesté méne) méfena na membranovém potencialu -10 mV.

4.1 Aktivace a inhibice embryonalnich a dospélych svalovych
nAChR

4.1.1 Aktivace svalovych receptor(i acetylcholinem

Rychla aplikace ACh na téchto receptorech vyvolavala v zavislosti na jeho koncentraci
desensitizujici kationtovy proud, ktery pfi negativnéjsich membranovych potencialech, nez je
reverzni potencial svalového nAChR (V,=+10mV; dano selektivitou kanalu a sloZzenim
pouzitych ECS a ICS roztoku), sméfoval dovniti buriky.
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Uginek ACh byl koncentraéné zavisly. Na obr. 21 je znazornéna aktivacni kfivka pro ACh na
embryonalnim a dospélém svalovém receptoru exprimovaném v COS-7 linii. Parametry
téchto kFfivek jsou charakteristické pro typ receptoru, systém, v nemz je receptor exprimovan
a membranovy potencidl. Jak je vidét z obrazku, aktiva¢ni kfivka dospélého receptoru ma
strméjsi pribéh a u28i koncentraéni rozmezi, vramci néhoZz je receptor efektivné
aktivovatelny. Aktivaci dospélého receptoru popisuje Hillova funkce s vy8Sim Hillovym
koeficientem Hagur =1,70 + 0,29 (v porovnani s Hillovym koeficientem embryonalniho
receptoru Hemp = 1,22 + 0,16). Dal$im parametrem téchto kfivek je ECso, jehoz hodnoty jsou
v hasem pfipadé pro oba podtypy mysich svalovych receptoru velice podobné:
ECsoem» = (0,9 £ 0,26).10°M  oproti  ECspaqui = (1,0 + 0,26).10°M

_— embryondlni receplor
2 W EC..(ACh)=(9,0 + 2,6).10° M
> h=1,22 + 0,16
O
= G# dospély receptor
o EC,,(ACh)=(1,0 + 0,26).10° M -
*(3 0.6 h=1,70+ 0,29 ACh 10 uM
g 2Ll
§ 0,4 | —‘
= o g 1
S 02 i |8
—
O .
)] 0 i 5s
' il
; i < .

10" 10° 10° 10t 10°

Koncentrace acetylcholinu (M)

Obrazek 21- Porovnani ACh krivky davka-odpovéd’ embryonalniho a dospélého nAChR: Stied aktivacni
kiivky pro ACh dospélého receptoru (modfe) nebyl viici kiivce pro embryonalni receptor (¢ervend) prakticky
posunut. Potvrzuji to hodnoty ECso: (9,012,6).106 M pro embryonalni receptor oproti (10,012,6).10‘5 M pro
dospély receptor. Schopnost aktivace receptord je také uréena sklonem téchto kfivek. Dospély receptor tak diky
vy88§imu Hillovu koeficientu (1,70+0.29 oproti 1,2210,16) dosahuje maximalni odpovédi dfive nez embryondlni
receptor. Ve viozeném obrazku je zobrazen piiklad odpovédi embryonalnich receptorG na 10uM ACh méfeny
v konfiguraci snimani z celé buriky.

Odpovedi na ACh jsou nejen na svalovych, ale i na neuronalnich nAChR vétsinou relativné
rychle desensitizujici, tzn. ze bezprostiedné poté, co odpovéd dosahne maxima (a podle
poméru rychlostnich konstant nastupu a desensitizace nezfidka i v pribéhu vzristu
odpovédi), se zacina uplathovat rychly pfechod do desensitizovaného stavu a velka ¢ast

receptorl je po dobu pusobeni ACh dale neaktivovatelna (obr. 21, vlozeny obrazek).

4.1.2 Desensitizace proudl aktivovanych acetylcholinem

Desensitizacni pokles odpovédi embryonalnich receptord na 10 uM ACh (obdobné pfikladu
ve vyfezu obrazku 21) jsme prokladali dvouexponencialni funkci (21). Je-li A; amplituda
pomalej$i z exponencial a A, amplituda rychlejsi slozky, pak pro kontrolni odpovéd na 10 pM
ACh platilo, Ze pomér amplitudy rychlejsi slozky ku pomalejsi lezi v intervalu A/A,=7,7+ 1,4
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a pomer rychlostnich konstant (pomalejéi ku rychlejsi) je 74/7,=11,3+1,4. Absolutni hodnota
¢asové konstanty pomalejsi faze se pro 90 % méfenych odpoveédi pohybovala v intervalu
(1,3; 4,4) s a rychlej$i faze byla v Fadech stovek (150; 600) ms. Parametry desensitizatni
faze dospelych receptorll byly obdobné. Mira a rychlost desensitizace je vsak velmi zavisla
na koncentraci aplikovaného ACh (a tedy i na vysledném maximu odpovedi). Na obr. 22 jsou
ukazky odpovedi vyvolanych sérii aplikaci rostouci koncentrace ACh. Zaznam na obr. 22a
pfedstavuje odpoveéd vyvolanou 100 nM ACh. Odpovéd na takto nizkou koncentraci
prakticky nedesensitizuje, resp. pokles je tak nepatrny, Ze ho Ize prokladat nanejvySe pomalu
klesajici linearni funkci (proloZzeni exponencidlou je ztechnickych dlvodli nemozné -
vysledkem je nesmysiny rozptyl kinetickych parametrt). Na druhou stranu koncentrace ACh
kinetikou. Tyto odpovédi bylo mozné rutinné prokiadat jednoexponencialni funkci
s konstantnim ¢&lenem. U 10 pM a vyssich ACh jsme jiz s jednoexponencialni funkci
nevystadili, nebot' se ziejmé uplatfiuji nejméné dva déje s rozdilnou kinetikou s ¢asovymi
konstantami v fadu stovek ms a jednotek sekund, které neni jednoexponencidlni funkce
schopna obsahnout. Na obr. 22c vidime pfiklad odpovédi na 100 uM ACh prolozené
jednoexponencialni funkci, kterd zejména v paté poklesu evidentné nevyhovuje. Proto jsme
odpovédi na 10 uM a vys$si koncentrace ACh (az do 1 mM; u vyssich koncentraci se situace
komplikuje pfipadnou blokadou otevieného kanalu a nespecifickymi interakcemi) prokladali

jiz zminénou dvouexponencialni funkci (obr. 22d).

A ACh 100 nM B ACh 1 uM
linearni proloZeni 1-komponentové proloZeni
poe——
10 pA |
100 pA|
5s !
C ACh 100 uM D ACh 100 uM
1-komponentové proloZeni 2-komponentoveé proloZeni
e

Vs

1 nA | 1nA| K—A

Obrazek 22-Porovnani tvaru odpovédi na rizné koncentrace ACh: obrazky a)-d) ukazuji postupné zaznamy
odpovédi na ACh o koncentracich 100 nM (a), 1uM (b) a 100 uM (c a d). Pfii prokladani desensitizaéni faze ACh
odpovédi se s rostouci koncentraci ACh objevuje potieba zvy$ovat podet exponencialnich komponent prolozeni.
Je to dano zejména potencialem dané koncentrace agonisty aktivovat recepiory najednou a poméru afinit
jednotlivych stavii zapojenych do kinetiky odpovédi vzhledem k pouzité koncentraci ACh.
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4.1.3 Role zaporné nabitych aminokyselin D'** a E'® F-smy&ky &-
podjednotky pfi aktivaci dospé&lého receptoru

Meli jsme k dispozici tfi konstrukty: jednoduché mutace 3:D180N, 6:E189Q a dvojitou mutaci
5:D180N|E189Q. V téchto konstruktech byly zaporné nabité aminokyseliny aspartat 3:D'° a
glutamat 8:E'® $-podjednotky v oblasti F-smyéky a jejim blizkém okoli zaménény za
neutralni analogy. Tato oblast je ¢asti vazebné domény ACh vysokoafinitniho vazebného
mista. Zaménou zaporné nabitych aminokyselin jsme se snazili zredukovat pfipadnou
elektrostatickou interakci jakozto nejpravdépodobnéjsi zpUsob interakce téchto aminokyselin
s nabitymi (tfeba jen parcialnim nabojem) ligandy.

zaménény za neutrdlni analogy z duvodu eliminace mozné elektrostatické interakce.
Konstrukty byly exprimovany spolu s pfirozenymi (nemutovanymi) podjednotkami dospélého
svalového receptoru a1, 1 a € vlinii COS-7. U takto pozménénych receptorti jsme méfili
aktivaéni kfivky pro ACh a zkoumali vliv mutaci na &innost receptoru. Primérné aktivacni
kiivky jsou znazornény na obr. 23. Pro porovnani jsou uvedeny parametry kfivek uréené
proloZzenim experimentalnich bodl Hillovou funkci pro v8echny ¢Ctyfi varianty studovanych

receptoru:
divoky dospély receptor a,,3d¢:
ECs5=(1,00 £0,26).10°M  H=1,70 + 0,29
jednou mutovany dospély receptor §:E189Q:
EC5=(10,00 +2,60).10° M H=1,44 +0,13
jednou mutovany dospély receptor :D180N:
ECs=(14,90 + 4,50).10° M H=1,22+0,13
dvakrat mutovany dospély receptor 5:D180N|E189Q:
ECs0=(40,10 + 10,30).10° M H=1,10 + 0,07

Vlivem mutaci dochéazelo postupné ke zvyseni hodnoty ECs, a snizeni Hillova koeficientu.
Nejmensi zmény byly pozorovény pro parametry jednoduché mutace glutamatu 8:E189Q, a
to jak ECso (bylo zvySeno 10x), tak Hilliv koeficient (snizil se o 15,3 %). Nasleduje jednou
mutovany receptor 8:D180N (15nasobné zvy$eni ECs, a 28% pokles Hillova koeficientu) a
nejvice byly pozménény charakteristiky aktivaéni kfivky u dvojnasobné mutovaného
dospélého receptoru 8:D180N|E189Q, u kterého se ECs, zvysilo piiblizné 40x a Hillhv
koeficient klesl téméi k jedné. Prestoze méla zaména glutamatu &:E'° za glutamin
(3:E189Q) na parametry aktivacni kfivky mensi vliv, neZ tomu bylo u receptoru s mutaci v
aspartatu 5:D'®° (8:D180N), rozdil v posunuti jejich aktivagnich kfivek neni pfili§ veliky. Jina

situace je u dvojnasobné mutace, kde doslo ke 40nasobnému zvydeni ECs, oproti druhému
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typu NAChR. ZvySeni ECs u jednotlivych mutaci bylo provazeno poklesem Hillova

koeficientu z 1,7 u divokého receptoru k 1,1 u receptoru dvakrat mutovaneho.

— divoky typ

9 1.0 —s5E189Q

3 . 5:D180N

-é‘ 81 5.0180N/E189Q

% 0,6

__‘5 ________________

S 0,4 i

= !

2 0,2- g

o ' 3

@ o == 4
| | I

' .' i 1 | '

- 2 - -4 -3 E -1
107 100 107 10" 100 107 10
Koncentrace acetylcholinu (M)

Obrazek 23-Porovnani aktivacnich ACh kfivek pro pfirozeny dospély receptor (¢erné), receptory
pozménéné jednoduchymi mutacemi v3:E™ (modie) a &:D'° (Zlutd), resp. dvojniasobné mutovany

dospély receptor (Cervené): mutace glutamatu &:E189Q zplisobila pokles citlivosti receptoru na ACh, tj. posun
aktivaéni kiivky ve sméru vyssich ACh koncentraci (ECso z 1,0.10° M na 10,0.10° M) ale i pokles Hillova

koeficientu (z 1,70 na 1 44) Mutace aspartatu §:D180N meéla za nasledek pouze o malo vyraznéj$i zmény
parametrii (ECsp=14,9.10°M , H=1,22). Nejvétsi posun aktivagni kfivky jsme zaznamenali u dvojnasobné mutace

o: D180N| E189Q, kde ECso dosahuje hodnoty 40,1.10°M, a zarovefi Hillv koeficient klesnul k hodnoté 1,10.
V8echny zavislosti byly méfeny na membranovém potencialu -10mV.

4.1.4 Vliv aminokyselin §:D"° a 8:E'® na inhibici dospé&lych svalovych
NAChR (+)-tubokurarinem

Mutace &:D180N|E189Q, ktera jiz byla zminéna v predeslém oddilu je ¢asti vazebné
domény ACh vysokoafinitniho vazebného mista s pfedpokladanou nizsi afinitou pro (+)-Tc.
Pozorovali jsme zmény miry inhibice (+)-Tc zplsobené touto mutaci a podle nich se snazili
interpretovat mechanismus interakce (+)-Tc s dospélym receptorem obecné, resp. konkrétné
se zminénymi aminokyselinami.

Zaznamy ACh odpovédi ziskanych na pfirozeném a mutovaném receptoru jsou uvedeny na
obr. 24. Jak je z obrazku patrné, (+)-Tc v 0,1 uM koncentraci u¢inné inhiboval odpovédi na
10 uM ACh na pfirozeném dospélém receptoru i u jeho mutované formy.

V prvnich pokusech jsme se snazili porovnat miru ovlivnéni Géinnosti ACh a (+)-Tc
zpusobeného dvojitou mutaci. Na obr. 23 jsou vyneseny aktivaéni ACh kfivky, mimo jiné i pro

divoky a dvakrat mutovany dospély receptor. Je zfejmé, ze mutace silné oslabila schopnost
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ACh vyvolat odpovéd (40nasobné zvyseni ECs a zaroven podstatné snizeni Hillova

koeficientu).
A opsewt B opse C  opse
5:D180N/E189Q 3:D180N/E189Q
o (9710 M —— o (1Te 10" M I— o (9 Tc10” M —
ACh 10 M, ACh 4.10 M: ACh10 M:
- - - - -
il san e T
; | ! <
g g s H oy
i J =
5s 5s 5s

Obrazek 24 - Zaznamy odpovédi a) dospélého pfirozeného receptoru na 10 puM ACh (kontrolni a ovlivhény
pre- a koaplikaci 0,1 uM (+)-Tc), b) dospélého dvakrat mutovaného receptoru (6:D180N/E189Q) na 0,4 mM
ACh (kontrolni a ovlivnény pre- a koaplikaci 0,1 pM (+)-Tc), c¢) dospélého 2x mutovaného receptoru na 10
UM ACh (kontrolni a ovlivnény pre- a koaplikaci 0,1 uM (+)-Tc). Ve v8ech pfipadech zpUlsobil (+)-Tc pokles
amplitudy kontrolnich ACh odpovédi.
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Obrazek 25 - Porovnani (+)-Tc inhibiénich kiivek dospélého divokého a mutovaného (5:D180N/E189Q)

receptoru pro 10 pM ACh: Dvojitd mutace v blizkosti vysokoafinitniho vazebného mista pro ACh vede
k posunuti kfivky davka-odpovéd ve sméru k vy$§im koncentracim (+)-Tc. Hodnota ICso se mutaci 2,6x zvysila z
(3,86 + 0,77).10°M na (9,91 + 1,06).10® M a Hilliv koeficient ziistal nezménén (0,67 + 0,08 vers. 0,68 + 0,04).

Na obr. 25 jsou uvedeny inhibi¢ni kfivky pro (+)-Tc stejnych typl receptoru (pfirozeny a
dvakrat mutovany dospély nAChR) méfené na odpovédich vyvolanych 10 uM ACh. | zde
doslo mutaci k posunuti kfivek smérem k vy§§im koncentracim (+)-Tc, &ili zvy$enim /Cs,
avSak zména nebyla tak vyrazna jako u ACh (/Cs, zméfena na mutovaném receptoru byla
Pouze 2,6x vy$si v porovnani s pfirozenym receptorem):

ICs0(w.1.)=(3,86 % 0,77).10° M vers. ICso(mut)=(9,91 + 1,06).10° M

H(w.t.)=0,67 + 0,08 vers. H(mut)=0,68 + 0,04.
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Uginnost (+)-Tc jako antagonisty byla mutaci ovlivnéna mené nez tomu bylo u ACh. Je vsak
potfeba si uvédomit, e hodnota I1Cs je vyznamné zavisla na koncentraci agonisty, na jehoz
odpovédich se funkce inhibitoru testuje. V nasem pfipadé byla zvolena pomérné vysoka 10
uM koncentrace ACh (hodnota ECs pro ACh na pfirozeném dospélém nAChR). Tento
pomérné nizky membranovy potencial jsme zvolili pro minimalizaci pfipadné napétové

zavislé blokady otevieného kanalu molekulou (+)-Tc.

4.1.5 Stanoveni oblasti kompetitivniho plisobeni (+)-Tc a jeho afinity na
dospélém nAChR

Pokusili jsme se stanovit koncentra¢ni rozmezi, kde by pfevazovala kompetitivni inhibice (+)-
Tc, nebot pravé vtomto mechanismu by se mohly nejlépe uplatnit zaporné nabité
aminokyseliny F-smyc¢ky, jez se prokazatelné uc€astni aktivace acetylcholinem.

Pro urCeni oblasti kompetice (+)-Tc s ACh a pfipadny vypolet Kz jsem pouzila Schildovy
metody, ktera vyzaduje spolehlivé naméfenou aktivaéni kfivku ACh a inhibiéni kfivku (+)-Tc
naméfenou na odpovédich vhodné zvolené koncentrace ACh. V horni ¢asti obr. 26 vidime
inhibiéni kfivku (+)-Tc pro dospély pfirozeny receptor. Inhibice byla naméfena pro odpovédi
na 10pM ACh, membranovy potencial byl roven -10mV. Pfekvapiva je inhibice pozorovana u
nejnizsi 0,1 nM koncentrace (+)-Tc. Ve viozeném grafu je pro porovnani absolutni velikosti
odpovédi uvedena aktivacni ACh kfivka spolu s inhibi¢ni (+)-Tc kfivkou méFfenou pro10 uM
ACh. V dolni ¢asti obr. 26 je uveden graf Schildova vyneseni. Zakladem je graf vyneseni
log(DR-1) na osu y, pficemz DR je pomér koncentraci ACh vyvolavajicich odpovéd o stejné
velikosti s a bez (+)-Tc:

DR — [ACh]dlc
[4Ch],

Na osu x jsem vynasela logaritmus koncentrace inhibitoru, tj. (+)-Tc. Prolozime-li body
Schildova vyneseni linearni funkci, smérnice pfimky pak napovida o mechanismu pUsobeni
(+)-Tc. Vtomto pfipadé dospélého receptoru vychazi jako adept na kompetitivni plisobeni
(smérnice linearniho proloZeni a byla nejblize 1) oblast koncentraci (+)-Tc od 0,1 do 10 uM.
Pfi prolozeni téchto bodl funkci y=ax+y, byla smérnice a=0,81+0,19. Pro tyto body jsem
poCitala odhad stfedni hodnoty afinity (+)-Tc k vazebnym mistum pro ACh. V zasadé je
mozné tuto hodnotu ziskat dvéma zpUsoby:

a) prodlouzenim linearni funkce jez je prolozenim véemi body vyhovujicimi podmince
a=1 (v ramci statistické chyby) a odeétenim jejiho priseciku s x-ovou osou. Zde vysla
hodnota afinity (+)-Tc rovna :

Ks=8,56.10"M; pKz=7,07 + 0,11
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b) spravn€jsi postup je proloZeni body vyhovujicimi podmince a=1 pokazdé
samostatnou pfimkou se smérnici 1 a vyslednou hodnotu afinity pocitat jako stredni
hodnotu takto ziskanych bodU:

Ks=1,38.10"M; pKs=6,86 + 0,10
Ve vliozeném grafu Schildova vyneseni na obr. 26 je znazornén detail prusecikl téchto
pfimek.
Obr. 27 popisuje situaci na dospélém dvakrat mutovaném (5:D180N|E189Q) receptoru.
V horni Casti obrazku je opét uvedena inhibi¢ni kfivka (+)-Tc méfena na odpovédich
vyvolanych 10 puM ACh. Z parametra této kfivky vidime, ze mutace posunula /Cs
tubokurarinu 2,6x smérem k vy$s§im koncentracim (+)-Tc, citlivost k (+)-Tc se tedy o néco
snizila, avSak Hilliv koeficient se podle t-testu signifikantné nezménil. | zde pozorujeme
pokles odpovédi pfi pomérné nizké (nM) koncentraci (+)-Tc. Ve vliozenem grafu k tomuto
grafu je uvedeno porovnani aktivaéni ACh kfivky s inhibiéni kiivkou (+)-Tc pro 10 pM ACh.
Vzhledem ktomu, Ze citlivost mutovaného receptoru vzhledem k ACh rapidné klesla,
inhibiéni kfivka v porovnani s aktivaéni témér zanika. Zdalo by se, Zze rapidné klesne i
presnost méfeni, avdak, jak mGzeme vidét jak na inhibi¢ni kfivce, tak na hodnoté ICs,
odchylky dat zUstaly v rozumném rozmezi. Bylo to zplsobeno vysokou expresi mutovanych
receptord v pouzité COS linii. 10 uM ACh jsme zvolili z toho dlvodu, ze ACh v oblasti Kp
vyvolaval odpovédi s prili§ velkou amplitudou, které by byly zatizené chybami meéfici
aparatury (a 10uM ACh vyvolaval odpovédi o dostatecné velikosti, tj. v oblasti desitek az sta
pA).
Spodni &ast obr. 27 opét popisuje oblast Schildova plotu, kde a=1 spadalo do intervalu
neurcitosti nameérfenych hodnot (a=0,75 + 0,33). | zde se pfipadna kompetice projevuje
v koncentraénim rozmezi 0,1 - 10 uM. Z priseéiku linearniho prolozeni a=0,75 (tedy se
stfedni hodnotou smérnice) s osou x ziskavame hodnotu afinity:

Ks=1,24.10"M; pK=6,91 + 0,17
Prolozenim kazdého bodu pfimkou se smérnici a=1 (detail kfizeni s x-ovou osou je zobrazen
ve vlozeném grafu) ziskavame hodnotu afinity:

Ks=2,31.10"M; pKs=6,63 £ 0,15
Ve srovnani s vypocitanou afinitou (+)-Tc k pfirozenému typu dospélého receptoru se tedy
afinita mirné snizila.
Vysledky ziskané Schildovou metodou jsme se rozhodli porovnat s vypoéty afinity
podle ¢asto uzivané metody Cheng-Prusoffovy. Podle modifikovaného Cheng-Prusoffova
vzorce (15) vychazi hodnota afinity (+)-Tc viéi ACh vazebnému mistu rovna:

Ks=4,25.10° M; pK=7,37 = 0,10 pro dospély pfirozeny nAChR

Ks=1,11.10" M: pKs=6,95 % 0,14 pro dospély 6:D180N/E189Q nAChR.
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| vtomto pfipadé je velikost afinity (+)-Tc pro mutovany receptor niz8i nez pro receptor
divoky. Pro prehlednost jsou hodnoty afinity ziskané obéma metodami (Schild i Cheng-
Prusoff), jak pro dospély (pfirozeny i mutovany), tak pro embryonalni receptor (viz déle)
uvedeny v tab. 4. Ve v8ech pfipadech je hodnota ziskana podle Cheng-Prusoffova vzorce

niz8i nez hodnoty ziskané Schildovym postupem.

Hodnoty Kg (+)-tubokurarinu ziskané riznymi metodami
W modifikovany ] Schild**
model Cheng-Prusoff” a=1 a=1
0ups Ks=4,25.10° M pﬁiff?;g;'ﬂﬁ] Ks=1,38.107M
dospély w.t. pKg= 7,37 + 0,10 a=0812019 pKg= 6,86 + 0,10
aaPde Kg=1,11.10"M pﬁfég fg;”\ﬁ? Ke=2,31.10"M
3:D180N/E189Q | pKe= 6,35+ 0,14 2=0.75£033 pKg= 6,63 + 0,15
cafys Ks=2,45.10°M pﬁa:jég‘;g;ﬂ o| Ke=154.10"M
embryonalni w.t. | pKe= 7,61+ 0,19 24=0.8820.16 pKe= 6,81+ 0,10

Tabulka 4 - Hodnoty afinity (+)-Tc na dospélém pfirozeném a mutovaném (6:D180N/E189Q) receptoru a na
embryonalnim pfirozeném receptoru: Hodnoty Kg byly vyhodnocovany pomoci metody Cheng-Prusoffovy
(15)*a pomoci Schildovy metody (16)**. V Schildové metodé byly uZity pouze body Schildova plotu, u kterych byla
smérnice po proloZeni linearni funkci rovna 1 (vramci odchylky), tzn. v pfislusném koncentraénim rozmezi
pfichazi v Gvahu kompetitivni inhibice (+)-Tc. Sloupetek a#1 uvadi hodnoty Kz ziskané pfimo priseéikem
linearniho proloZeni (tj. obecné a=1) s osou x Schildova plotu. Ve sloupecku a=1 jsou uvedeny stfedni hodnoty Kz
ziskané odpovidajici prase&ikiim linearni funkce (a=1) sosou x vedené kaZzdym bodem vybraného
koncentraéniho rozmezi.

4.1.6 Interakce (+)-tubokurarinu s embryonalnim receptorem

Dalsi sada pokusU byla zaméfena na studium pusobeni (+)-Tc na embryonalnim receptoru. |
zde jsme se snazili pochopit mechanismus pusobeni (+)-Tc a pfipadné stanovit afinitu
k vazebnému mistu. Dvojice grafli na obr. 28 popisuje situaci na embryonalnim pfirozeném
receptoru. V horni Casti obrazku je opét vynesena inhibi¢ni kfivka (+)-Tc namérena na
odpovédich vyvolanych 10uM ACh, kterou mizeme popsat nasledujicimi parametry:

IC50=(6,52 * 4,51).10°M H=0,51 £ 0,09
Ve vilozeném grafu horniho obrazku mulzeme porovnat inhibiéni kfivku (+)-Tc (inhibice
odpovédi na 10 uM ACh).
Ve spodni ¢asti obr. 28 je uvedeno Schildovo vyneseni pro body, jez splfovaly podminku
smérnice prolozeni a=1 (v ramci statistické chyby). | u embryonalniho receptoru spliu;ji
podminku kompetice koncentrace (+)-Tc vintervalu 0,1 - 10 uM, kde byla smérnice
linearniho prolozeni rovna a=0,88 + 0,16. Prisecikem této pfimky s osou x ziskavame
hodnotu afinity:

Ks=1,12.10"M; pKz=6,95 + 0,10
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a prolozenim bodl daného koncentraéniho rozmezi pfimkami se smérnici jedna ziskavame:
Kg=1,54.10"M; pKs=6,81 + 0,10
V obou pfipadech je hodnota K (+)-Tc vy$si nez v pfipadé dospélého receptoru (tj. afinita je

nizsi).
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Obrazek 26 - Inhibi¢ni kfivka dospélého prirozeného receptoru pro (+)-Tc méfend na odpovédich pro
10uM ACh (nahofe) v porovnani s ACh aktivacni krivkou stejného receptoru (modra kfivka grafu
viozeného do horniho grafu; ¢ervena kfivka odpovida zminéné inhibici). Schildova regrese inhibice ACh
odpovédi (+ -tubokurarlnem dospélého pfirozeného receptoru (spodni graf): ¢erné body Schildova grafu
(1.10%: 1.10%; 3.107a 1.10” M) odpovidaji koncentra&ni oblasti (+)-Tc, kde smérnice linearniho proloZzeni spadala
v ramci statlstlcke odchylky do oblasti a=1 (a=0,81£0,19), tj. je moZné uvaZovat o kompetitivnim plsobeni.
Vlozeny obrazek spodniho grafu zobrazuje detail priseéikl funkci y=1.x+yo s x-ovou osou, tj. hodnoty logaritmd
pfipadné afinity (+)-Tc k vazebnému mistu pro ACh.
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Obrazek 27 - Inhibiéni kfivka dospélého dvakrat mutovaného 8:D180N|E189Q receptoru pro (+)-Tc
méfena na odpovédich pro 10uM ACh (nahore) v porovnani s ACh aktivacni kfivkou stejného receptoru
(modra kfivka viozeného obrazku horniho grafu; naznaéena &ervena kiivka odpovida zminéné inhibici.
Inhibice byla méfena na odpovédich velikosti Fadové desitek pA). Schildova regrese inhibice ACh (10 uM)
odpovédi (+)-tubokurarinem dospélého piirozeného receptoru (spodni graf): ¢erné body Schildovy regrese
(1.10% 1.10% 1.107 M) odpovidaji koncentragni oblasti (+)-Te, kde smérnice linearniho prolozeni spadala
vramci statistické odchylky do oblasti a=1 (a=0,75+0,33), tj. je mozné uvaZovat o kompetitivnim plisobeni.
VloZeny obrazek spodniho grafu zobrazuje detail prisecik( funkci y=1.x+yo s x-ovou osou, tj. hodnoty logaritm
pripadné afinity (+)-Tc k vazebnému mistu pro ACh.
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Obrazek 28 - Inhibi¢ni kifivka embryonalniho pfirozeného receptoru pro (+)-Tc méfena na odpovédich
aktivovanych 10pM ACh (nahofe) v porovnani s ACh aktivaéni kfivkou stejného receptoru (modra k¥ivka
vlozeného obrazku horniho grafu; ¢ervena kfivka odpovida zminéné inhibici). Schildova regrese inhibice
ACh odpovédi (+)-tubokurarinem dospélého prirozeného receptoru (spodni graf): Schildova regrese byla
v grafu vynasena pouze pro (+)-Tc koncentrace 1.10'5; 1.10% a 1.107 M, kde smérnice linearniho prolozeni
spadala vramci statistické odchylky do oblasti a=1 (a=0,88+0,16), tj. je mozné uvazovat o kompetitivnim
pdsobeni. Viozeny obrazek spodniho grafu zobrazuje detail priseéik funkci y=1.x+yo s x-ovou osou, tj. hodnoty
logaritm pripadné afinity (+)-Tc k ACh vazebnému mistu.
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4.2 Interakce inhibitora acetylcholinesterazy se svalovym nAChR
4.2.1 Vliv physostigminu na funkci svalového embryonalni nAChR

4.2.1.1  Physostigmin zmensuje odpovédi vyvolané 10 uM ACh

Studovali jsme vliv Phy na svalovy embryonalni nAChR exprimovany v linii COS-7. Prvni
experimenty ukazaly, Ze samostatné aplikovany Phy v Sirokém rozmezi koncentraci (0,1 uM
- 1 mM) neni schopen vyvolat pfi méfeni metodou ter€ikového zamku v konfiguraci snimani
z celé bunky zadnou méfitelnou odpovéd.

Proto jsme se rozhodli prostudovat pfipadny vliv Phy na odpovédi vyvolané ACh. Pfedbézné
pokusy ukazaly, ze Phy aplikovany soub&zné s ACh snizuje velikost odpovédi na ACh a ma
vliv i na tvar desensitizacni faze odpovédi. Vliv Phy jsme nejCastéji testovali na odpovédich
vyvolanych koncentracemi ACh blizkymi ECs, na embryonalnim receptoru, tj. pfedev8im na
10 pM koncentraci ACh.

Abychom zjistili rychlost u¢inku Phy na odpovédi vyvolané ACh, aplikovali jsme 100 uM Phy
na populaci embryonalnich receptorli desensitizovanych kontinualni aplikaci 10 uM ACh (1j.
do plata ACh odpovédi, viz obr. 29). Uginek Phy se v pIné mife projevil za &as krat$i nez 1 s
(t poklesu plata bylo rovno 208 ms). Pro vétsinu dalSich pokusu jsme tedy zvolili schéma
5s preaplikace Phy, naslednou koaplikaci Phy a ACh (10 s) a dalsich 5 s aplikace
samotného Phy (stejné schéma bylo pouzito i u experimentl popisujicich vliv ostatnich
modulatort na amplitudu a celkovy tvar ACh odpovédi, tj. 5 s preaplikace modulatoru, 10 s,
popf. 15 s koaplikace modulatoru a ACh a nasledné 5 s aplikace samotného modulatoru,
nebot nastup jejich ucinkl meél obdobnou rychlost). Timto zpusobem se vyhneme
pfechodnym jevim spojenym se soucasnou zménou koncentrace dvou latek, u kterych
pfedpokladame rliznou rychlost nastupu Ucinku. Doba preaplikace je tak dostateéné dlouha,
aby uvedla populaci do (z hlediska obsazenosti receptord molekulami Phy) rovnovazného
stavu. Protoze rychlost odeznivani uc¢inki Phy na obr. 29 je vyrazné pomalejsi,
nepredpokladali jsme vyznamnéj§i odvazovani Phy ani v pfipadé kompetice s ACh.

Pfi koaplikaci ruznych koncentraci Phy s 10 uM ACh (podle zminéného schématu) se
projevil koncentraéné zavisly inhibi¢ni G¢inek Phy na ACh odpovédi (obr. 30). /ICs byla
zjisténa prolozenim inhibi¢ni kfivky inhibiéni Hillovou funkci (22) a pro odpovédi na 10 uM

ACh byla rovna 70 uM Phy. Milimolarni koncentrace Phy odpovédi témér Upiné blokovaly.
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Obrazek 29 - Zaznam vlivu 100 pM Phy aplikovaného do desensitiza¢niho plata odpovédi na 10 uM ACh
pro embryonalni receptor: Na obrazku je zaznam ACh odpovédi modulované koaplikaci Phy v oblasti
desensitizacniho plata. Pokles plata vyvolany aplikaci Phy jsem proloZila jednoexponenciélni funkci a priibéh
desensitizace vyvolané ACh jsem véetné oblasti aplikace Phy proloZila dvouexponencialni funkci. Casova
konstanta poklesu vyvolaného Phy je 1 = 208 ms (Casové konstanty desensitizace ACh odpovédi jsou 14 = 1947
ms a 12 = 267 ms). Uginek Phy tedy nastupuje v dobé& krat$i neZ 1s a to znamena, Ze 5sekundova preaplikace
Phy je dostate¢né dlouha na uvedeni populace receptord do rovnovazného stavu.
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Obrazek 30 - Inhibiéni kfivka Phy pro embryonalni receptor méfena na odpovédich vyvolanych 10 uM ACh a zaznamy odpovidajicich
odpovédi: Odpovédi na 10 uM ACh byly modulovany pretrvavajici aplikaci Phy o riznych koncentracich (v rozmezi 1 uM az 1 mM), a to pfi
membranovém potencialu -10 mV. Zatimco 1 uM Phy ovlivnil amplitudu ACh odpovédi jen minimalné. Pfi koncentraci 1 mM Phy byla tato ACh
odpovéd témér upliné inhibovana (na 4 % kontroly). Vysledna sigmoidalni inhibiéni kfivka je charakterizovana hodnotou ICsq (Phy) = 70 uM a
Hillovym koeficientem Hpny = 0,8. V pravé ¢asti obrazku jsou znazornény zaznamy odpoveédi ovlivnénych odpovidajicimi koncentracemi Phy.



4.2.1.2  Inhibice vyvolana Phy ma i napétoveé zavislou sloZku

Inhibice proudd vyvolanych ACh muze vznikat prostrednictvim mnoha mechanismd. Jednim
z nich je blokada otevieného kanalu, kterou je mozné odhalit pomoci napétové zavislosti
inhibice (v pfipadé kladné nabitého Phy by méla pfi kladném membranovém potencialu
napétové zavisla slozka vymizet). Nasledujicim pokusem jsme se snaZili prostudovat
napetovou zavislost u¢inku 100 uM Phy na amplitudu odpovédi vyvolanych 10 uM ACh, urcit
rozmezi membranovych potenciall, ve kterém se uplatriuje UCinek Phy jakoZto blokatoru
iontového kanalu (resp. kde tento UcCinek vymizi), a objasnit, zda Phy pusobi na nAChR
aktivovany acetylcholinem i jinym mechanismem, nez je blokada kanalu.

Podle obr. 31 zlstavala na kladném a slabé negativnim membranovém potencialu mira
inhibice v blizkosti 42 % (tj. vysledna relativni amplituda dosahovala 0,58) a s rostoucim
negativnim membranovym potencialem se zvy$ovala az na 71 % (relativni amplituda = 0,29).
Po odecteni této napétové zavislé slozky vSak jesté zustava slozka konstantné inhibujici
ACh odpovédi o cca 42 %. V dalSich experimentech jsme se zaméfili na mechanismus
napétové nezavislé slozky. Z divodu minimalizace vlivu blokady otevieného kanalu byly

vS8echny nasledujici experimenty méfeny na membranovém potencialu rovném -10 mV.
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Obrazek 31 - Zavislost miry Phy (100 pM) inhibice ACh odpovédi (10 uM) embryonalniho receptoru na
membranovém potencialu: Graf popisuje zavislost relativni velikosti (vztazené k velikosti kontrolni ACh
odpovédi na konkrétnim potencialu) odpovédi na hodnoté viozeného membranového potencialu. Phy indukovana
inhibice odpovédi na ACh nabyva na kladnych a slabé negativnich potencialech pfiblizné konstantni hodnoty 42
%, na negativnéjSich potencialech (HP<-20 mV) pak mira inhibice roste umérmé viozenému membranovému
potencialu.
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4.2.1.3  Inhibiéni a potenciacni ucinek physostigminu je zavisly na
koncentraci ACh

Povahu této napétové nezavislé slozky jsme zjistovali v dalSim pokusu, ktery popisuje vliv
pre- a koaplikace 100 uM Phy na odpovédi vyvolané riznymi koncentracemi ACh. Pokud by
se mira blokady s koncentraci ACh neménila, dalo by se z toho usoudit, Ze Phy pusobi
z jiného vazebného mista nez ACh. Na druhou stranu, pokud by se s rostouci koncentraci
ACh uc¢inek Phy snizoval, znamena to, Zze Phy kompetuje s ACh o vazebné misto, pfi¢emz
rostouci mnozstvi ACh dokaze Phy vytésnit a zmirnit (pfi dostateéné koncentraci ACh i uplné
potlacit) jeho inhibiéni ulinek. Obr. 32 popisuje tuto zavislost a plyne znéj, Zze
v koncentracnim rozmezi 10-1000 uM ACh se mira blokady prakticky neméni (pohybuje se
v rozmezi 0,59 + 0,09) coz by podporovalo tezi, ze Phy pusobi z odliSného vazebného mista
nez ACh (nekompetitivné).

Ze stejného duvodu (diagnostika mechanismu napétové nezavislé slozky) jsem provedla
rovnéz Schildovu regresi inhibi¢ni kfivky pro ACh 10 uM a $kalu koncentraci Phy (od 1 uM
do 1 mM). Graf je uveden na obr. 33. Zde jsem pro Phy koncentraéni rozmezi od 10 uM do 1
mM ziskala hodnotu smérnice a = 0,98 + 0,14. V této koncentrac¢ni skale by se v pfipadé
kompetice podle Schildovy analyzy vazal Phy s afinitou Kz = 2,89.10° M (pK; = 4,65 + 0,08).
Tento interval zahrnuje i bod, kde Phy=100 pM a ACh=10 pM, v némz jsme inhibici
vyhodnotili jako nekompetitivni. Interpretaci vysledku téchto metod je tedy potfeba podrobit
peclivé analyze.

Vratme se k puvodnimu grafu vlivu koncentrace ACh na vyslednou amplitudu odpovédi
ovlivnénych 100 uM Phy (obr. 32). Pfi koncentracich ACh 300 nM a nizSich totiz Phy tyto
odpovédi potencoval. U 100 nM ACh dosahla odpovéd dokonce 339 % kontroly. U
potencovanych odpovédi jsme rovnéz meéfili rychlosti nastupu odpovédi (nepublikovano).
Z téchto méfeni jsme zjistili, ze preaplikace 100 uM Phy dvakrat zkracuje T nastupni hrany
odpovédi na nizky (100-300 nM) ACh.

V pruméru vSak 100 nM ACh vyvolava jen malé proudové odpovédi, fadove desitky az 150
pA. Kromé potenciace odpovédi byl u téchto submikromolarnich koncentraci ACh kontinualni
aplikaci Phy zpUsobeno prohloubeni a zrychleni desensitizace, ktera jinak u tak nizkych

koncentraci ACh prakticky nenastava (obr. 34).
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Obrazek 32 - Inhibi¢né-aktivacni kfivka pro ACh odpovédi (rizné koncentrace) ovlivhéné pretrvavajici
aplikaci 100 pM Phy: Pro ACh v koncentra¢nim rozmezi od 3 do 1000 uM zUstava mira blokady v uzkém pasu
0,59 + 0,09 a podporuje tak doménku, Ze Phy pUsobi z jiného vazebného mista nez ACh. Pfi koncentracich 100
nM az 1 uM se pfidava potenciacni efekt Phy, ktery pfi nejniz8i koncentraci dosahuje 3,39 + 0,41 nasobku
kontroly. Zavislost jsem prolozila aktivacni kiivkou zahrnujici rizné typy interakce modulatoru s nAChR podle (R.
Zwart a H.P. Vijverberg, 1997).
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Obrazek 33 - Schildovo prolozeni Phy inhibice odpovédi na 10 uM ACh prirozeného embryonalniho
receptoru: podmince pro hodnotu smérnice a=1 dobfe odpovidaji koncentrace Phy 10° 107 10° M
(a=0,9810,14) a této hodnoté smérnice odpovida hodnota piedpokladané afinity Phy vzhledem k ACh vazebnému
mistu Kp=2,72.10°M. Prolozenim téchto bodli pfimkami o smémici a=1 ziskavame o malo vy3&i hodnotu afinity
Ks=2,89.10°M. Ve vlozeném obrazku je znazornén detail prisediki linearniho prolozeni a#1(cerné) a pfimek se
smeérnici a=1(Cervené).
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4.2.1.4  Phy zrychluje a prohlubuje desensitizaci ACh odpovedi

Obr. 34 ilustruje ucinek pretrvavajici aplikace Phy na tvar ACh odpovedi. Z dfive uvedeného
schématu o zavislosti tvaru desensitizaéni faze ACh odpovédi na koncentraci ACh (obr. 22)
jiz vime, Ze odpovédi na 100 nM ACh prakticky postrédaji desensitiza¢ni pokles, popf. je
tento pokles jen velmi pomaly a takika linearni. Z obr. 34a,b vyplyva, Zze Phy v 10 uM
koncentraci je schopny kromé& snizeni celkové amplitudy u takovychto odpovédi navodit
desensitizaci. V pfipadé 300 nM ACh a pfi aplikaci 10 uM Phy ma vysledny desensitizaCni
pokles tvar jednokomponentové exponencialni funkce. Jak je patrné z obr. 34c, analogicky 1-
exponencialni pokles pozorujeme u odpovédi na samotny ACh o koncentraci o fad vyssi (1
p1M). U téchto odpovédi s pfirozenou 1-exponencialni desensitizaci pak ma pre- a koaplikace
Phy za nasledek zrod dalsi exponencialni komponenty desensitizace (obr. 34d). Phy tak u
odpovédi na pM ACh evokuje kinetiku spatfovanou u desensitizace vyvolané jesté vysSimi
koncentracemi (= 10 uM) ACh (obr. 22d).

A ACh 300 nM B ACh 300 nM + Phy 10 uM
linearni prolozeni 1-komponentove proloZeni

ACh 1 uM ACh 1 uM + Phy 100 uM
1-komponentoveé prolozeni 2-komponentové proloZeni

Obrazek 34 - Vliv Phy na tvar odpovédi: obrazek ilustruje vliv pfetrvavajici Phy aplikace na kinetiku
desensitizace u dvou odpovédi na ACh riiznych koncentraci. Obr. a) zdznam odpovédi na ACh 300nM, jenz
vykazuje jen slaby, linearni desensitizaéni pokles. Obr. b) odpovéd na tutéz koncentraci ACh, av§ak ovlivnénou

pre- a koaplikaci 10 puM Phy, coZz ma za nasledek zrychleni a prohloubeni desensitizace. Velikost odpovédi
v desensitizacni fazi klesa v souladu s jednoexponencialni funkci. Obr ¢) zdznam odpovédi na 1 uM ACh. Tvar
odpovédi odpovida jednoexponencialnimu poklesu. Obr. d) odpovéd na stejnou koncentraci ACh jako u c), avsak
ovlivnéna pre- a koaplikaci 100 UM Phy. Aplikace Phy také prohloubila desensitizaci a zapfi¢inila zménu kinetiky
desensitizace z jednoexponencialniho poklesu na dvouexponencialni. Méfitko ¢asové $kaly je u véech zaznamu
stejné.

Obr. 35 popisuje zavislosti parametrl desensitiza¢nich poklesi 10 uM ACh odpovédi
modulovanych pre- a koaplikaci Phy o rlznych koncentracich. Desensitiza¢ni fazi
physostigminem inhibovanych odpovédi jsme prokladali dvouexponencialni funkci (21).
Parametry odpovédi se vyrazné ménily jak mezi burikami, tak ¢asteéné i v ramci méfeni na

jedné burice. Proto jsme se rozhodli normalizovat parametry jednotlivych komponent a plata
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tak, Ze parametr desensitizace pod vlivem Phy jsme délili kontrolnim parametrem
desensitizace v nepfitomnosti Phy, pficemz kontrolni parametr byl ziskavan jakozto
aritmeticky prumér parametru kontrolni odpovédi na ACh pfedchéazejici pfed a nasledujici za
zaznamem modulovanym Phy. V nasledujicich grafech jsem parametry téchto kiivek
postupné vynesla v zavislosti na koncentraci Phy.

Na obr. 35a je zobrazen graf zavislosti dvou slozek maximalni amplitudy odpovédi na ACh
(10 uM) na koncentraci pre- a koaplikovaného Phy. Jiz pfi 1 pM koncentraci Phy byly obé
dvé slozky amplitud vzhledem ke slozkam kontrolni odpovédi zfetelné snizeny, pficemz
k véts§imu relativnimu poklesu doslo u pomalejsi slozky (statisticky vyznamny rozdil je vSak
az u 10 uM Phy). Se zvySujici se koncentraci Phy tato slozka vyrazné klesala a pfi 1 mM Phy
statisticky vyznamna teprve na 10 uM a vyssich koncentracich Phy a pfi 1 mM Phy i tato
rychlej§i amplitudova komponenta vyrazné poklesla (tj. milimolarni Phy témér upiné blokuje
odpovéd na 10 M ACh). Pomalejsi slozka tedy byla na zvySovani koncentrace Phy citlivejsi
nez rychla komponenta. Rozdil v mife ovlivnéni obou slozek jsme podrobili t-testu a
statisticky vyznamny rozdil jsme pozorovali u koncentraci 10 uM a 100 uM Phy. Plati, ze se
zvysSujici se koncentraci Phy se zveda podil rychlej§i komponenty na celé odpovédi
(obdobné jako u odpovédi na samotny ACh v zavislosti na jeho koncentraci), avdak uhrnna
amplituda odpovédi klesa.

Bylo pozorovano také celkové zrychleni desensitizace ve smyslu zkracovani obou ¢asovych

konstant T v zavislosti na koncentraci Phy. Pfislusny graf je uveden na obr. 35b. Z obrazku je
patrné, Ze relativni hodnoty obou ¢&asovych konstant (7, 1) klesaji s rostouci Phy
koncentraci v rozmezi od 1 pM do 0,1 mM zhruba stejné rychle, avéak na 1 mM Phy se
odchylka mezi poklesem 7; a 7, prohlubuje a ¢asova konstanta rychlejsi komponenty klesa

az na 40 % kontroly (stale vSak rozdil mezi inhibici 7; a 7, nenabyva podle t-testu statistické
vyznamnosti). Tento jev ve vysledku vede k jesté vyraznéj$§imu urychlovani desensitizace.

Posledni z grafu popisujicich desensitizacni fazi odpovédi analyzuje vliv Phy na vysku
desensitizacniho plata odpovédi na 10 uM ACh, tj. relativni zavislost parametru C odpovédi
ovlivnénych Phy na koncentraci Phy (vztah 25). | zde jsem vynasela relativni hodnoty
vztazené k velikosti plata kontrolni odpovédi (aritmetického priméru parametri kontrol
pfedchazejici a nasledujici za testovanou odpovédi). V koncentraénim rozmezi mezi 1 uM a
1 mM Phy stale vyraznégji snizoval plato modulovanych odpovédi a pfi milimolarni Phy
koncentraci dosahla desensitizace v daném koncentraénim pasu maxima (minimalni plato) a
po velice kratké dobé tak pfechazela prakticky cela populace plvodné aktivovanych

receptor(l do desensitizovaného stavu.
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Obrazek 35 - Vliv vzrustajici koncentrace pre- a koaplikovaného Phy na parametry
desensitizace odpovédi vyvolané 10 uM ACh: a) vliv Phy na jednotlivé slozky amplitudy
exponencialnich slozek: Phy o koncentraci 1 uM az 1 mM vyvolal koncentraéné zavisly pokles
pomalejsi slozky A,, ktera pfi Phy 1mM klesa témérf k nule. Viiv na rychlej$i slozku A, nebyl tak
vyrazny, i presto v8ak 1 mM Phy tuto slozku vyrazné potlaguje, b) vliv Phy na velikost éasovych
konstant 1, a 7,: graf popisuje zavislost relativni velikosti ¢asovych konstant 11 a 1, na koncentraci
Phy. Phy v koncentraénim rozmezi od 1 uM do 1 mM ucinné zkracuje ¢asové konstanty obou
slozek a mira plsobeni Phy na obé ¢asové konstanty je srovnatelna, ¢) vliv Phy na velikost plata
odpovédi: Phy v koncentratnim rozmezi od 1 uM do 1 mM snizuje relativni vy$ku desensitizaniho
plata (¢lenu C z exponencialniho proloZeni, konstantniho v ¢ase) v mife Umérné koncentraci
aplikovaného Phy, pfi¢emz 1 mM Phy redukuje plato téméf k nule. V8echny proudové odpoveédi
byly méfeny pii membranoveém potencidlu -10 mV.
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4.2.1.5  Phy zpomaluje resensitizaci embryonalnich receptort

Resensitizace je prechod receptoru z desensitizovaného stavu do aktivovatelného klidového
(angl. resting) stavu. Studovala jsem vliv pfetrvavajici aplikace 10 uM Phy na schopnost
resensitizace populace embryonalnich receptorl desensitizovanych 10sekundovou aplikaci
10 uM ACh. Schéma pokusu bylo nasledujici: Snimala jsem velikosti vzdy dvou po sobé
jdoucich ACh odpovédi v pfitomnosti Phy a kontrolni dvojice odpovédi bez Phy. Prvni 10
s dlouha aplikace ACh slouzila k uvedeni populace receptorli do desensitizovaného stavu.
Nasledovala pauza presné definované délky, kdy nebyl aplikovan zadny ACh, burika byla
oplachovana kontrolnim roztokem s Phy (&i pouze ECS roztokem). V této dobé dochazelo k
postupné resensitizaci, tj. znovuuvedeni do klidového stavu. Poté byl opét aplikovan ACh o
stejné koncentraci. Byl méfen postupny navrat velikosti druhé odpovédi v zavislosti na dobé
odmyvani ACh (interval mezi dvéma aplikacemi) a kvantifikovan jako mira relativniho
poklesu odpovédi vi¢i amplitudé prvni odpovédi (mira resensitizace). Kfivku resensitizace
jsem tedy vynasela jako zavislost relativni amplitudy druhé odpovédi na délce Casové
prodlevy. Vliv Phy jsem vyhodnocovala jako zménu tvaru a kinetiky kontrolni resensitiza€ni
kfivky, je-li v prab&éhu méfeni kontinuainé aplikovan roztok 10 uM Phy. Jak je patrné z obr.
36, pritomnost Phy skute¢né ovlivnila schopnost navratu receptorti z desensitizovaného do
klidového stavu. Pfi proloZzeni resensitizacni kfivky jednoexponencialni funkci odpovida

resensitizaci ovlivnéné Phy ¢asova konstanta navratu ten= 554162 ms, zatimco kontrolni
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Obrazek 36 - Vliv 10uM Phy na prabéh resensitizace odpovédi na ACh (10 uM) embryonalnich receptorti:
Resensitizaéni kiivka udava zavislost relativni velikosti 2. odpovédi na délce ¢asového intervalu mezi koncem 1. a
pocatkem 2. ACh aplikace. Z obrazku je patrné, ze pre- a koaplikace 10 uM Phy (Cervena kfivka) zpomaluje
resensitizaci embryonalnich receptorli k ACh (v porovnani s kontrolni, modrou zavislosti). Resensitiza¢ni kfivky
mizeme proloZit exponencialni funkci. Kontrolni odpovéd samotného ACh pak resensitizuje s Casovou
konstantou 391 ms, zatimco odpovédi ovlivnéné pietrvavajici aplikaci 10 uM Phy resensitizuji s konstantou 554
ms.
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resensitizaCni kfivka je charakterizovana Tionte= 391+53 ms. Dokonce i po 10sekundové
Casové prodlevé, kdy kontrolni ACh odpovédi v nepfitomnosti Phy dospély do 100 %
amplitudy prvni odpovédi (byla tedy opét k dispozici stejné poCetna populace aktivovatelnych

receptoru), zGstava relativni velikost odpovédi populace ovlivnéné Phy na 93 % kontroly.

4.2.2 Vliv galanthaminu na funkci embryonalniho receptoru

Dalsim inhibitorem AChE, u kterého byl zkouman pfimy vliv na acetylcholinové receptory, je
Gal. Samostatné aplikovany Gal v koncentraénim rozmezi 100 nM az 1 mM nevyvolaval na
burikach exprimujicich embryonalni receptor pfi méfeni metodou teréikového zamku
v konfiguraci méfeni z celé buriky Zadné méfitelné odpovédi. Proto jsme se rozhodli zkoumat

vliv pre- a koaplikace Gal o rliznych koncentracich na amplitudu a jiné charakteristiky

odpovédi vyvolanych zejména 10 uM ACh (blizko ECs, u embryonalniho receptoru).

4.2.2.1  Gal inhibuje odpovedi nAChR vyvolané ACh

Nejprve jsem se pokusila stanovit €ast inhibiéni kfivky pro 10 uM ACh a Gal o koncentraci 10
uM az 1 mM. Graf této zavislosti je uveden na obr. 37. Jiz 10 uM koncentrace Gal zpUsobila
vice nez 20% pokles amplitudy ACh odpovédi. Se zvysujici koncentraci se inhibice dale
prohlubuje, ale ani 1 mM Gal nebyl schopen Upiné zablokovat odpovéd na 10 uM ACh.

Pro body z obr. 37 jsem pouzila Schildovy analyzy (vztah 20) a prvni dva body (0,1-1 mM
Gal), u kterych se dala pozorovat nejvyssi hodnota smérnice a, jsem prolozila linearni funkci

(obr. 38). Vysledkem byla pfimka se smérnici a = 0,72 £ 0,20. Z tohoto testu je tedy patrné,
Ze Gal v koncentranim rozmezi od 10 uM do 1 mM (ani pfi 10 uM Gal) o vazebna mista

s ACh nekompetuje.

4.2.2.2  Zpusobuje galanthamin blokadu otevieného kanalu?

V dalsim testu jsem se zaméfila na diagnostiku nekompetitivniho plisobeni Gal na nAChR,
ktera mlUze v zasadé zahrnovat dva mechanismy: alosterickou inhibici a blokadu otevieného
kanalu.

Pritomnost blokady otevieného kanalu se da ovéfit znamym testem zahrnujicim napét'ovou
zavislost inhibice. Vzhledem k tomu, Ze Gal v sobé nese nékolik kladné nabitych dusikatych
skupin, projevila by se blokada otevieného kanalu na zaporném membranovém potencialu a

na kladném potencialu by plné vymizela. Pro ovéfeni této hypotézy jsme testovali ucinek 10
uM Gal na 10 uM ACh v pomérné Sirokém napétovém rozmezi mezi -70 mV a +70 mV. Graf
této zavislosti je uveden na obr. 39. Jak je vidét, mira inhibice se napfi¢ celou napétovou

skalou od -70 mV do +70 mV nemeéni a k blokadé otevieného kanalu zifejmé nedochazi.
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Obrazek 37 - Vliv Gal na velikost odpovédi embryonalniho receptoru vyvolané ACh (10 pM): pre- a
koaplikace Gal v koncentraénim rozmezi od 10 uM do 1 mM redukuje velikost odpovédi na ACh Umérné ke
koncentraci Gal, av8ak ani 1TmM koncentrace Gal neni schopna pIné inhibovat ACh odpovéd.

= 04+ a=0,72 + 0,20

-5,0 -4,5 -4,0 -3,5 -3,0
log [Gal]

Obrazek 38 - Schildovo vyneseni Gal indukované inhibice ACh odpoveédi: Gal inhibi¢ni kfivka z minulého
obrazku byla pfevedena do Schildova plotu. ProloZime-li jeho body linearni funkci, nejvy$$i smérnice odpovida
proloZeni mezi koncentracemi 100 uM a 1 mM Gal, avSak ani zde smérnice nenabyva ani v ramci statistické
odchylky hodnoty 1 (a=0,72+0,20). Gal tedy v testované koncentraéni oblasti nekompetuje s ACh o vazebné
misto.
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Obrazek 39 - Nezavislost miry Gal (10 pM) inhibice odpovédi aktivovanych ACh (10 uM) na velikosti
membranového potencialu: relativni velikost ACh odpovédi ovlivnéné pre- a koaplikaci Gal a vztazené
vzhledem ke kontrolni ACh odpovédi byla vyna$ena oproti hodnoté membranového potencialu. Jak je vidét, mira
inhibice se napfi¢ celou napétovou 8kalou od -70 mV do +70 mV témeéf neméni.

4.2.2.3  Vliv galanthaminu na desensitizacni kinetiku ACh odpovédi

Obr. 40 popisuje zmeénu desensitizaéni kinetiky embryonainiho receptoru zpUsobenou
plsobenim Gal v koncentranim rozmezi od 10 ptM do 1 mM.

Prvni graf (obr. 40a) popisuje vliv Gal na jednotlivé slozky amplitudy odpovédi na 10 pM
ACh. Se zvysujici se koncentraci Gal se relativni velikost jednotlivych slozek amplitudy
snizuje. T-test vSak nenalezl v mife ovlivnéni amplitud prvni a druhé slozky na méfeném Gal
koncentraénim rozmezi zadny statisticky vyznamny rozdil. V pocateé€ni stati vysledkl jsem
popisovala obvykly pomér velikosti slozky A; (pomalejsi, niz&i) vaci A, (rychlejsi, vyssi) pro
odpovéd embryonalniho receptoru na 10 uM ACh. Je patrné, Zze na vyslednou velikost
amplitudy bude mit podstatne€jsi vliv mira ovlivnéni rychlejsi a vyssi ze slozek A,, avSak
pomeér inhibice obou slozek vyrazné vypovida o kinetice vlivu Gal na funkci receptoru. Pro
dvé slabsi Gal koncentrace zpusobuje inhibice pomalejsi ze slozek ve vysledku zrychleni
desensitizaniho poklesu. U nejvyssi milimolarni koncentrace Gal se pomér miry inhibice
obou slozek obraci, avSak rozdil v inhibici stale nedosahuje statistické vyznamnosti a je
potfeba pfipomenout, Ze celkova amplituda odpovédi je zde redukovana na cca 25 % a
méfeni je tak ovlivnéno relativné vétsi statistickou chybou.

Kromé zmén velikosti slozek amplitudy jsem se pokusila o analyzu zmén ¢asovych konstant
odpovédi na 10 uM ACh vyvolanych aplikaci Gal (koncentrace 10-1000 uM; obr. 40b).
Velikost ¢asové konstanty pomalejsi slozky 7; se pro 10 uM Gal prakticky nezménila, av8ak
druha slozka (7,) byla touto koncentraci vyrazné zkracena (podle t-testu byl rozdil mezi

ovlivnénim ¢asovych konstant statisticky vyznamny), a pro obé slozky pfi vy$sich koncentra-
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Obrazek 40 - Vliv Gal na parametry desensitizace odpovédi vyvolané 10 uM ACh: a) vliv Gal
na slozky amplitudy odpovédi na ACh: 10 uM koncentrace Gal relativhi amplitudu rychlejsi
slozky A, prakticky neméni, pomalejsi slozka a obé& slozky u vy$Sich koncentraci Gal jsou
inhibovany v koncentracné zavislém modu (rozdil mezi inhibici slozek v$ak nedosahuje stat.
vyznamnosti), b) vliv Gal na velikost ¢asovych konstant 1, a 1, desensitizace ACh odpovédi:
¢asova konstanta 1, (rychlej8i komponenta) je vyrazné redukovana na v$ech tfech koncentracich
Gal s maximalni inhibici na 1 mM Gal, zatimco 10 uM Gal konstantu 7, (pomalej$i komponenta)
prakticky neméni, ¢) vliv Gal na vysSku desensitiza¢niho plata ACh odpovédi: Gal v daném
koncentraénim rozmezi U¢inné prohlubuje miru desensitizace, a to Uumérné koncentraci Gal.
V porovnani s Phy vSak redukce plata (zvlasté pfi 1 mM koncentraci) nedosahuje takové miry.
Méfeni byla provadéna na pfirozeném embryonalnim receptoru pifi membranovém potencialu -
10mV.
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koncentracich plati, ze se zvysujici se koncentraci se mira redukce Casovych konstant
prohlubuije.

Obr. 40c popisuje zavislost relativni velikosti desensitizatniho plata na koncentraci pre- a
koaplikovaného Gal. Je patrné, ze Gal v koncentracich od 10 uM do 1 mM prohlubuje miru

desensitizace (snizuje vysku plata), a to koncentratné zavislym zpusobem.

4.2.2.4  Galanthamin zpomaluje resensitizaci embryonalnich nAChR

Na obr. 41 vidime porovnani resensitiza¢ni kfivky pro samostatné aplikovany 10 uM ACh a
resensitizaci odpovédi na 10 uM ACh aplikovany do pfetrvavajici aplikace 100 uM Gal.
Schéma experimentu bylo stejné jako v pfipadé méfeni resensitizace ovlivnéné Phy.
Z obrazku je patrné, ze pro jednotlivé Casové Useky nabyva druha (desensitizovana a
resensitizujici) odpovéd vzdy mensi relativni velikosti pro odpovédi ovlivnéné Gal, tj. rychlost
resensitizace embryonalniho receptoru se (pfi 10 uM ACh) vlivem 100 pM Gal snizuje. Tuto
rychlost resensitizace Ize presnéji kvantifikovat. Casovou zavislost resensitizace je mozné
prolozit jednoexponencialni funkci. Casova konstanta kontrolni acetylcholinové
resensitizacni kfivky byla rovna ty,nw=282+49 ms, pfi¢emz resensitizace embryonalniho
receptoru pod stalou aplikaci 100 uM Gal se prodiuzuje na 1¢,=372+63 ms. Ani 5s ¢asovy
Usek neumoznil v pfipadé Gal kompletni resensitizaci a velikost druhé odpovédi zlustava

rovha 86 % (oproti 95% resensitizaci kontroly).

1,0
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Obrazek 41 - Vliv 100 pM Gal na resensitizaci odpovédi na ACh (10 pM) embryonalniho receptoru:
Resensitiza¢ni kiivka udava zavislost relativni velikosti 2. odpovédi na délce prodlevy mezi koncem 1. a
pocatkem 2 aplikace ACh. Z obrazku je patrné, Ze pre- a koaplikace 100 uM Gal (€ervena kfivka) snizuje rychlost
resensitizace (vzhledem ke kontrolni modré kiivce). Kontrolni odpovéd samotného ACh resensitizuje s ¢asovou
konstantou 282 ms, zatimco odpovédi ovlivnéné pietrvavaijici aplikaci 100 uM Gal resensitizuji s konstantou 372
ms.
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5 Diskuse

5.1 Aktivace svalovych nikotinickych acetylcholinovych receptor

5.1.1 Popis aktivace a desensitizace rekombinantnich svalovych nAChR
exprimovanych v linii COS-7

ACh je v pripadé embryonalniho i dospélého svalového receptoru Gc€inny agonista a na
divokych (pfirodnich, nemutovanych) typech svalovych nAChR je schopny aktivovat vice nez
90 % z populace pfitomnych receptorti (C.J. Lingle a kol., 1992).

V nasich experimentech byly aktivaéni ACh kfivky rekombinantnich nAChR (pfirozeny
embryonalni a dospély receptor) charakterizovany dvéma zakladnimi parametry. Prvnim je
ECs, které vnasem pfipadé jednoduché sigmoidni zavislosti charakterizuje stfed
koncentracniho pasu efektivni aktivace. Hodnoty ECs, mysSich svalovych receptorll ECspemy =
(9 + 2,6) uM pro pfirozeny embryonalni receptor a ECspagur = (10 £ 2,6) uM pro dospély
receptor byly velice podobné. Jak je vidét z obr. 21, aktivacni kfivka dospélého receptoru ma
strmé&jsi prU\Béh a uz8i koncentraéni rozmezi, vramci néhoz je receptor efektivné
aktivovatelny. Tuto strmost popisuje druhy parametr, Hilliv koeficient. Dospélému receptoru
nalezi vys$si Hilllv koeficient H.qy =1,70 £+ 0,29 (v porovnani s Hillovym koeficientem
embryonalniho receptoru Hem, = 1,22 + 0,16), coz souvisi s vysokou ekvivalenci vazebnych
mist a zaroven s vyraznéjSi kooperativitou. Funk&éni parametry nasich rekombinantnich
receptorll exprimovanych v nesvalové bunécéné linii byly velice podobné charakteristikam
pfirozené exprimovanych svalovych nAChR (D. Colquhoun a B. Sakmann, 1985, S.M. Sine,
1988). Hodnoty ECs, a Hillova koeficientu u obou in vitro exprimovanych receptort vypovidaji
o tom, Ze tyto receptory by in vivo v pfipadé zachovani véech namérenych funkéni parametrt
byly schopné efektivné fungovat v nativhim prostfedi, nebot’ ,pracovni“ koncentrace ACh na
nervosvalové ploténce se pohybuje okolo 0,5 mM (J.G. Nicholls a kol., 1992). To znamena,
Ze v pfipadé nasich receptorl by bylo pfi chemické transmisi aktivovano okolo 90 %
populace (C.J. Lingle a kol., 1992).

DalSimi parametry dobie charakterizujicimi dany typ receptoru jsou parametry desensitizace.
Tyto charakteristiky Ize dokonce v kombinaci s molekularné biologickymi metodami uzit pfi
analyze receptorového vybaveni rlznych tkani in vivo, zejména soucasti nervové soustavy.
Jak je vSak z obr. 22 a 34 vidét, pfestoze nase tkanova kultura obsahovala pouze jeden typ
receptorl, pribéh desensitizace byl kromé specifickych modulatori vyrazné zavisly i na
koncentraci pouzitého agonisty. Zavislost na koncentraci agonisty souvisi s kinetikou (a
tvarem kinetického schématu) receptoru a afinitou jednotlivych aktivovanych a
desensitizovanych stavu. Pfi nizkych koncentracich se uplatfiuji nejdfive stavy s relativné

nejvy$si afinitou a s vyhodnou polohou v kinetickém schématu (zavisi i na absolutni velikosti
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jednotlivych rychlostnich konstant), pfi zvy$ovani koncentrace dochazi k zaplnéni stavu

s nizsi afinitou. Proto jsme v pfipadé odpovédi na 100 nM ACh pozorovali velice pomaly
pokles, ktery bylo mozné spolehlivé prolozit pouze linearni funkci, zatimco v pfipadé 1 uM a
100 uM koncentrace ACh odpovéd klesala s jednoexponencialni, resp. dvouexponencialni

funkeci.

5.1.2 (+)-Tubokurarin patrné pusobi na dospélém nAChR kromé
kompetitivni inhibice i prostfednictvim parcialniho agonismu

Tubokurarin je z literatury znam jako pfiklad kompetitivniho inhibitoru nAChR (R.R. Neubig a
J.B. Cohen, 1979, S.M. Sine a P. Taylor, 1981). Z dalSich zdroju je znama funkce (+)-Tc
jakozto blokatoru otevieného kanalu (R. Beranek a F. Vyskocil, 1967, D. Colquhoun a kol.,
1979). Mezi nejzajimavéjsi zjisténi ohledné (+)-Tc vSak patfi objev schopnosti slabé
aktivace, resp. parc‘}élniho agonismu (+)-Tc (J.H. Steinbach a Q. Chen, 1995, K. Takeda a A.
Trautmann, 1984, L. Ziskind a M.J. Dennis, 1978). Tyto rlzné uginky byly pozorovany mimo
jiné v zavislosti na koncentraénim rozmezi jak samotného (+)-Tc, tak ACh. Proto jsme se
rozhodli otestovat mechanismus pusobeni (+)-Tc v pomérné velké koncentraéni $kale od 0,1
nM (resp. 1 nM) do 10 uM (+)-Tc, a to na odpovédich vyvolanych 10uM ACh.

Zaméfili jsme se na popis mechanismu puUsobeni (+)-Tc na dospélém a embryonalnim
pfirozeném receptoru. V klasické farmakologii je popisovan zejména kompetitivni Ucinek (+)-
Tc na svalovem nAChR. Metod, kterych je mozno uzit pro potvrzeni kompetice ve funkéni
elektrofyziologické studii, je nékolik, nejuzivanéjSimi jsou tyto:

Prvni metodou je uziti sady aktivacnich kfivek pro rliizné koncentrace (+)-Tc. Kompetice (+)-
Tc s ACh prfichazi v uvahu v pfipadé, kdy se tyto aktivaéni kfivky paralelné posunuji spolu
s rostouci koncentraci (+)-Tc smérem k vy$§8im koncentracim ACh, pfi€emz u nich zUstava
zachovan jak tvar sigmoidy (tj. Hilluv koeficient), tak velikost maximalni odpovédi. llustraéni
sad\a takovych aktivanich kfivek je uvedena v hornim grafu obr. 42 (data pouzita v grafu
jsou pouze ilustrani a byla ziskana kombinaci méfeni a vypoctu aktivaénich kfivek za uziti
pfedpokladu kompetice (+)-Tc s ACh). My jsme pro zjisténi mechanismu pUsobeni (+)-Tc
zvolili tzv. Schildovu metodu (dolni graf obr. 42), ke které je potfeba spolehlivé naméfena
aktiva¢ni kfivka pro samotny ACh a inhibi¢ni kfivka (+)-Tc naméfena pro vhodné zvolené
koncentrace ACh.

Schildovou metodou (vztahy 16, 17) a podle modifikovaného Cheng-Prusoffova vzorce
(vztah 15) byly v pfipadé pfirozeného embryonalniho a dospélého receptoru uréeny hodnoty
afinity (+)-Tc v oblasti koncentraci, kde se da uvazovat o kompetitivni vazbé. U dospélého i

embryonalniho receptoru se kompetice tykala koncentraci od 0,1 uM do 10 uM (+)-Tc na

odpovédich aktivovanych 10 pM ACh. Podle Schildovy metody vys$la afinita (+)-Tc
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k embryonalnimu receptoru nepatrné niz$i nez k dospelému receptoru (na hranici statistickeé
vyznamnosti), zatimco metodou Cheng-Prusoffovou vychazi afinita embryonalniho receptoru
vy88i nez dospélého. Avsak pfi srovnani hodnot ziskanych riznymi metodami se rozdily
stiraji a je naopak tfeba si povsimnout systematického posunuti hodnot K ziskanych Cheng-
Prusoffovou metodou smérem k niz§im koncentracim (vys$si afinité). Rozdil si vysvétluji ve
smiSeném GC€inku kompetitivni inhibice a blokady otevieného kanalu pfi vy3sich
koncentracich (+)-Tc.

U inhibi€ni kfivky dospélého pfirozeného a dvakrat mutovaného receptoru jsme pozorovali
v oblasti nejnizsich koncentraci pokles relativnich odpovédi. Pfiina této inhibice neni jasna.
V praci Steinbacha a Chena (J.H. Steinbach a Q. Chen, 1995) byl pozorovan parcialni
agonismus (+)-Tc, ktery by za ur€itych podminek vysvétloval deformaci inhibiéni kFivky,
avSak v citované praci byl tento jev pozorovan pfi vyrazné nizsich koncentracich ACh.
Pripadny aktivaéni U€inek by mél zfejmé za nasledek posunuti celé inhibicni kfivky smérem
k vy8§im koncentragim (a snizeni zdanlivé afinity (+)-Tc). Cely mechanismus by vsak bylo
potifeba podrobit dikladné analyze z hlediska kinetickych parametri a konkrétnich
kinetickych schémat, coz vzhledem k rozptylu parametri (napf. rychlosti nastupu a odmyvani
inhibovanych odpovédi) nebylo mozné. Je zaroven zajimavé, ze u embryonalnich receptoru
jsme podobny jev nepozorovali. MUzZe to souviset s vyraznou neekvivalenci vazebnych mist,
kde v pfipadé smiSeného obsazeni ACh a (+)-Tc neni uCinnost konformaéni pfemény ve
sméru k otevieni vzhledem k podstaté parcialniho agonismu natolik vysoka, aby se projevil
parcialné aktivacni vliv (+)-Tc. Pozorovana inhibiéni kfivka by tak opravdu odpovidala pouze
inhibici a zdanliva afinita (i hodnota afinity ziskana Schildovou metodou) by tak u
embryonalniho receptoru lépe odpovidala skutenosti. Afinita (+)-Tc vzhledem

k embryonalnimu receptoru by byla nizsi nez k dospélému.
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Obrazek 42 - Porovnani metody aktivac¢nich kfivek a Schildovy metody pfi uréovani kompetice inhibitoru
s agonistou: Na prvnim grafu jsou uvedeny aktivaéni kfivky ACh na dospélém pfirozeném receptoru, a to
kontrolni resp. v pfitomnosti rlznych koncentraci (+)-Tc (10'5, 10°, 107 M). Tyto zavislosti byly vygenerovany
pouze jako ilustrace technické naro€nosti této metody za pouZziti experimentalnich dat a predpokladu kompetice
(+)-Tc s ACh. Dlikazem kompetice by bylo paralelni posunuti aktivacnich kfivek plisobenim (+)-Tc, u nichZ by tvar
(Hilliv koef.) i maximum zlstaly nezménény. Ve spodni ¢asti obrazku je uvedeno Schildovo vyneseni pro inhibici
ACh (10uM) odpovédi (+)-tubokurarinem na témze receptoru. Funkci y=x+yo jsem prokladala pouze body, pro
které je smérnice linearniho prolozeni v ramci odchylky rovna 1 (. v koncentracich 10, 10°, 107 M). Priseciky
funkce y=x+yo s x-ovou osou udavaji hodnoty logaritma afinity (+)-Tc k ACh vazebnému mistu.

5.1.3 Aktivace embryonalniho a dospélého nAChR probiha rlznymi
mechanismy

ECsp acetylcholinu bylo v nasich experimentech pro dospély i embryonaini receptor téméf
totozné, zatimco Hilliv koeficient byl u dospélého receptoru podstatné vy$si (1,7 oproti 1,2).
Vys$8i hodnota Hillova koeficientu aktivaéni acetylcholinové kfivky dospélého receptoru
(vzhledem k embryonalnimu receptoru) se da vysvétlit mensim rozdilem ve velikosti afinit
(vy$si ekvivalenci) jednotlivych vazebnych mist (C.E. Spivak, 1995) a ve vy$si mife jejich

kooperativity. Tim se také lisi od embryonalniho receptoru, ktery ma hodnoty afinit obou
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vazebnych mist podstatné rozdilngjsi (G. Akk a A. Auerbach, 1996, P. Blount a J.P. Merlie,
1989, F.N. Salamone a kol., 1999). Prakticky stejnd hodnota ECs, embryonalniho a
dospélého receptoru tak nevypovidad o stejném fungovani téchto receptort, nebot na
aktivaci se u kazdého z receptort podileji rizné mechanismy odlisnou merou. Vy$8i hodnota
uginnosti otevirani u embryonélnich receptorl byla jiz dfive potvrzena napf. v préaci (D.J.
Maconochie a J.H. Steinbach, 1998). Rychlostni konstanta otevirani 3 je podle této prace
sice vy$si pro dospély receptor (80 000 s™') nez pro embryonalni (60 000 s™"), avak vysledna
ucinnost otevirani E=f/x (« je rychlostni konstanta zavirani) je z duvodu vysoké rychlosti
zavirani dospélého receptoru vy$si pro embryonalni receptor (E=50) nez pro dospély
receptor (E=33). Gu, Franco a spoluautofi (Y. Gu a kol., 1990) porovnavali délky salv
otevieni a zjistili, ze salvy embryonalnich receptort trvaji az 10x déle nez receptorl
dospélych, coz je v souladu s pozorovanim, ze délky salv jsou uréeny rychlostmi zavirani
(D.J. Maconochie a J.H. Steinbach, 1998). Embryonalni receptor tak vice preferuje otevieny
stav. Z prace (J. Krusek a F. Vyskocil, 2003) je patrné, Zze pro vétSinu receptorl podobnych
svalovému nAChR ma zména ucinnosti otevirani £ podstatné mensi vliv na hodnotu Hillova
koeficientu, nez je mira neekvivalence afinit vazebnych mist (zn. Y, pomér afinit). Vliv Ea Y
na hodnotu ECs, je komplikovanéj§i a vyrazné zavisi na konkrétni kombinaci hodnot
jednotlivych parametrd a na typu modelu aktivace (J. Krusek a F. Vyskocil, 2003, C.E.
Spivak, 1995).

Ulohu zaporné nabitych aminokyselin F-smy&ky & podjednotky (6:D'%° a 8:E'®) dospélého
receptoru jsem spatfovala v UCasti na procesu otevirani receptoru (tedy ovliviujici E; viz
dale). Pokud je jejich funkce v embryonalnim receptoru totozna, da se z pfedchozich uvah
oCekavat, Ze obdobna mutace by u embryonélniho receptoru vedla k jesté markantnéjsim
zménam ucinnosti aktivace nez u dospélého receptoru. Srovnani mutace dospélého a

embryonalniho receptoru se nam vs$ak z technickych dlvodU nezdafilo.

5.1.4 5:D" a &:E'®° F-smy¢&ky dospé&lého receptoru se tgastni
konformacni zmény vazebného mista a iniciace otevfreni iontového
kanalu

Dvojnasobnou mutaci ACh vysokoafinitniho mista byl vice ovlivnén ucinek agonisty ACh nez
inhibi¢ni GcCinek (+)-Tc (ECso ACh se 40-krat zvysilo, afinita (+)-Tc vzhledem k vazebnému
mistu pro ACh se snizila pouze zhruba dvakrat). Dlulezitym faktorem je, Ze agonisté preferuji
pfi vazbé vysokoafinitni otevieny, popf. desensitizovany stav, avSak kompetitivni antagonisté
zadnou konformaéni zménu nevyzaduji (vaZzou se se stejnou afinitou na klidovy uzavreny i
otevieny stav). Otevieni kanalu tedy agonisty svym zplsobem stabilizuje ve vazebném

misté. Stabilizace se da mechanisticky vysvétlit konformacéni zménou vazebného mista (T.
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Grutter a J.P. Changeux, 2001). Po navéazani patficného poCtu molekul agonisty podle této
publikace nasleduje ,uzaméeni* vazebnych kapes C-smycCkou v soucinnosti se smyCkami
komplementarni podjednotky, tedy smyckami D, E, F (obé mutované aminokyseliny se
nachazeji pfimo v F-smy&ce nebo v jejim blizkém okoli). Diskutovana konformacni zména
neni pozorovéna u kompetitivnich antagonistl, jejichz afinita se pak po navazani déle
nemeéni a nenuti tak receptor k pfechodu do otevieného stavu. Uginek mutovanych zaporné
nabitych aminokyselin se da vysvétlit dalekodosahovou elektrostatickou interakci mezi
zaporné nabitymi aminokyselinovymi zbytky a kladné nabitou amoniovou skupinou ACh
molekuly, popf. kladné nabitymi residui C-smy¢ky. Tato interakce muze ve fyziologickych
roztocich muaze pusobit i na 10 A (D.A. Stauffer a A. Karlin, 1994). Prvotni vazba ACh na
receptor by se tak odehravala pfevazné prostfednictvim interakce mezi primarni o
podjednotkou a ACh, zatimco komplementarni podjednotka by molekulu agonisty
stabilizovala v jeho poloze a nasledné ve spolupraci s dal§imi vazebnymi smy&kami (hlavné
C-smy¢ky) uzamkla. Tento dé&j je spojen se zvySenim afinity a iniciuje dalsi posloupnost d&ju
vedouci k otevfeni iontového kanalu. Je zajimavé, Zze protein AChBP, u néhoz nebyl
pozorovan prechod do oteviené konformace, mé pravé tyto zaporné nabité aminokyseliny
v primarni struktufe posunuty blize k N-konci fetézce. Nabizi se vysvétleni, Ze ke
konformacnimu pfechodu AChBP nedochazi z dlivodu nedokonalé (nikoli neexistujici)
konformaéni zmény vazebného mista spojené mimo jiné s posunutim struktury odpovidajici
F-smy&ce. Pii vazbé ACh na svalovém receptoru a AChE jsou patrné nékteré podobnosti. U
obou proteinu stabilizuji vazbu ACh ve vazebném misté zaporné nabité aminokyseliny (u
nAChR F-smycka a u AChE anionické misto), otazkou je snad pouze poradi déju (anionické
misto ma za ukol navazat kvarterni dusik ACh molekuly a nasmérovat ji tak do esterického
mista, kde se vaze karboxylova souéast ACh a probiha vlastni hydolyza, zatimco u nAChR
pfedpokladame nejdfiv nasednuti ACh zejména prostfednictvim aromatickych aminokyselin
hlavni - a-¢asti - vazebného mista a poté uzamceni smy¢kami, napf. F-smyckou).

Uginek mutace 8:E189Q dospélého receptoru byl (pfestoze se také jedna o zaménéni
zaporné nabité aminokyseliny neutralnim ekvivalentem) slabsi nez uc¢inek mutace d:D180N.
Aminokyselina 8:D"®° se podle strukturnich studii (N. Unwin, 2005) naléza pfimo v F-smy&ce
komplementarni &asti vazebného mista, zatimco 8:E'® jiz neni pfimou sou&asti této smyéky.
8:E™ se tak nemusi Ucastnit stabilizace agonisty az takovou mérou, i kdyz jeji podil je
neoddiskutovatelny. Dvojita mutace 6:D180N|E189Q méla vliv na parametry ACh kfivky jesté
vetsi (40x zvysené ECso, pokles Hillova koeficientu z 1,7 na 1,1), mutace obou aminokyselin
ma vliv na ¢innost receptoru.

(+)-Tc se vSak projevuje i jako parcialni agonista (J.H. Steinbach a Q. Chen, 1995). Dalo by
se to vysvétlit tak, Ze pfi navazani (+)-Tc pfece jen dochazi k malému (resp. méné

pravdépodobnému) pootoceni smycCek ve smyslu uzaméeni vazebného mista. Tento pohyb
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jen smalou pravdépodobnosti dosahne poZadované meze, aby nasledovalo otevieni
iontového kanalu. To by se vsak mélo projevit v malém rozdilu disociaCnich konstant
ziskanych metodou inhibi¢ni funkéni studie a vazebnou studii, av8ak vzhledem k
realné pfesnosti méfeni by tento rozdil nemusel byt patrny.

Dalsi dulezitym faktorem je skute¢nost, ze pro u€innou inhibici ¢innosti nAChR postaci
navazani pouze jedné molekuly (+)-Tc, ktera se pravdépodobnéji vaze na (+)-Tc-
vysokoafinitni misto ae, které véak mutaci nebylo ovlivnéno, zatimco pro Gc€innou aktivaci je
zapotiebi obsazeni obou ACh-vazajicich mist, tedy i mutovaného mista ad.

Dil¢i jednobodové mutace & podjednotky byly testovany v praci (M. Martin a kol., 1996). Tato
publikace je z velké ¢asti zalozena na vazebnych studiich za pouziti '2%_ai-bungarotoxinu.
Daldim rozdilem je exprese neuplnych rekombinantnich mysich svalovych receptort (af39,
afPy,...) v oocytech drapatky (Xenopus). V této praci dospéli k markantnéjsimu rozdilu mezi
ovlivnéni vazby ACh a (+)-Tc (vyrazna zména Kp ACh u 8:D180N, mala zména Kp ACh
mutaci 6:E189Q a malé zmény Kz (+)-Tc zpusobené obéma mutacemi), avSak povaha zmén

byla ve shodé s nasimi vysledky.

5.2 Interakce inhibitori AChE s nAChR

Karbamaty se v aktivnim centru AChE vazou podobnym mechanismem jako molekula ACh.
Vzhledem k podobnosti mezi interakci ACh s AChE, resp. ACh s nAChR, tak vyvstava
otazka, zda karbamaty nemohou interagovat také s acetylcholinovym vazebnym mistem u

svalovych nAChR. Konkrétné by se jednalo o kompetitivni ucinek Phy &i Gal.

5.2.1 Physostigmin zpUsobuje blokadu otevieného kanalu a alostericky
zvysuje afinitu otevieného a desensitizovaného stavu vici ACh

V literatufe bylo popsano nékolik mechanisml pfimé interakce Phy snAChR (E.X.
Albuguerque a kol., 1984, J. Bufler a kol., 1996, K.O. Okonjo a kol., 1991, R. Zwart a kol,,
2000). Ackoliv zatim nebylo vazebné misto pro Phy podrobné& popsano, zda se, Zze hlavni
farmakologicky Ucinek Phy bude mit nekompetitivni charakter. Nejprve byla potvrzena funkce
Phy jakozto slabého nekompetitivhiho agonisty nAChR receptort (l. van den Beukel a kol.,

1998). Podle t&chto praci se Phy vaze mimo jiné na lysin a1:K'?® N-koncové domény, ktery

je v o podjednotkach konzervovany, jak na modelu T. californica prokazal Schrattenholz a
kol. (A. Schrattenholz a kol., 1993b). Otevieni zpusobenéd Phy sice vykazovala stejnou
vodivost jako otevieni pomoci ACh, av$ak nebylo pozorovano shlukovani do salv (J.C.
Cooper a kol., 1996, K.P. Shaw a kol., 1985, R.E. Wachtel, 1993). V nasich experimentech
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vSak Phy nevyvolaval zadné makroskopické proudy - odpovédi na Urovni celé buriky, tj.
neprojevil se ani jako slaby agonista. Ke stejnému vysledku dospéli i v praci (R. Zwart a kol.,
2000). Tento fakt neni tak prekvapivy, protoze aktivace nAChR popsana v literatufe byla
pozorovana pfi experimentech s pouzitim fluorescenénich technik nebo technikou
ter€ikového zamku v konfiguraci méfeni jednotlivych kanalu, tedy metodami schopnymi
citlivéjsi detekce ¢innosti méné Géinnych agonistu.

10 uM ACh aktivuje makroskopické proudy s rychlym nastupem a znaénou mirou
desensitizace. Pfi aplikaci 10 pM ACh do pretrvavajici aplikace Phy se projevil
inhibiéni uéinek Phy, ktery byl zavisly na koncentraci Phy. Phy zarover ovlivhoval rychlost a
miru desensitizace. 1 mM Phy byl schopen odpovéd na ACh témeérF uplné inhibovat (obr.
30).

Prvni otazkou bylo, zjakého mista Phy v nasem pfipadé na receptor pusobi. Analyza
aktivaéni kfivky neni jedinym néstrojem pfi popisu pusobeni ligandu. U inhibitort, jejichz
molekula ma pfi fyziologickém pH elektricky naboj, lze zjistit vztah mezi umisténim
vazebného mista inhibitoru v péru iontového kanalu a napétovou zavislosti inhibice. Je-li
naboj ligandu jako u Phy kladny, muze se pfi negativhim membranovém potencialu projevit
blokéadou otevieného kanalu (kladné nabity inhibitor je vtahovan k zapornému vnitiku bunky
a ,ucpe” iontovy kanal). Tato blokdda je napétove zavisla a tudiz Ize jeji ucinky matematicky
odliSit od napétové nezavislé modulace nebo kompetitivni inhibice. Z podstaty napétové
blokady jeji ucinek pfi kladném potencialu pro kladné nabity Phy Uplné vymizi, coZ jsme také
pozorovali, nebot’ pfi kladném membranovém potencialu mira inhibice 10 uM ACh proudu

100 uM physostigminem klesla na cca 40 % (oproti 70 % pfi -40 mV). Phy na zapornych
membranovych potencialech plsobi mechanismem blokady otevieného kanalu (obr. 31).
Stejné chovani bylo potvrzeno v dfivéjSich pracich (J. Bufler a kol., 1996). Publikace (J.
Militante a kol., 2008) dokonce ztotozriuje misto, z kterého Phy zpUsobuje blokadu
otevieného kanalu s mistem pro klasicky blokator QX-222. Z divodu minimalizace blokady
iontového kanalu jsme dal$i experimenty provadéli pfi membranovém potenciélu -10 mV.

Vylou¢ime-li blokadu iontového kanalu, stale zUstava napétové nezavisla slozka inhibice.
Moznost diagnostiky povahy inhibice nabizi Schildova analyza. Smérnice grafu Schildovy
analyzy (obr. 33) nabyvala pro koncentrace 10 pM — 1 mM Phy hodnoty a=0,98+0,14 cozZ je
blizké k jedné. Tato hodnota je vétSinou interpretovana jako diukaz kompetice inhibitoru
s agonistou. V pfipadé kompetice by se (podle Schildovy analyzy) Phy véazal k ACh
vazebnému mistu se zdanlivou afinitou Kg=30 pM. Zdanlivé afinity ACh a Phy by tak byly

srovnatelné (ECs, acetylcholinu pro embryonalni receptor je 9 uM), tudiz pfi koncentraci 100

uM Phy i ACh by obsazeni vazebnych mist mélo byt podobné (neznamena to, Ze bude
odpovéd inhibovana na jednu polovinu, nebot pro aktivaci receptoru jsou potieba 2 molekuly

ACh, zatimco v pfipadé kompetitivni inhibice postaéi k zablokovani aktivace pouze jedna
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molekula Phy). V pfipadé, ze bychom koncentraci Phy zafixovali na téchto 100 uM a
koncentraci ACh dale zvysili, méla by se mira inhibice sniZit. Tato situace byla testovana a
zobrazuje ji obr. 32 (zavislost miry inhibice/aktivace 100 uM Phy na koncentraci ACh). Jak je

z grafu vidét, v oblasti koncentraci 10 pM — 1 mM ACh je mira inhibice physostigminem
prakticky konstantni, ACh tudiZ neni ani pfi nejvyssich koncentracich schopen vytladit Phy z
vazebného mista a Phy tedy musi puUsobit odjinud a jinym zpusobem nez ACh. Hodnota
smérnice a=1 Schildovy regrese tedy v tomto pfipadé neznamena nutné& kompetici. V ¢lanku
(F.J. Ehlert, 1988) popisuje autor pfipad alosterického ligandu, ktery v urcité kombinaci
koncentraci agonisty a tohoto ligandu vykazuje smérnici a rovnou 1, prestoze pUsobi
alostericky z jiného vazebného mista nez ACh. Zdanlivé chybnou diagnostiku kompetitivnosti
Phy pomoci Schildovy analyzy Ize vysvétlit tak, ze smérnici a v Schildové grafu lze
povazovat pouze za orientaéni parametr pfi ur€ovani kompetitivnosti. Hodnota a=1 je sice
nutnou, ale ne postadujici podminkou pro kompetici ligandu s agonistou. Casteéné toto
tvrzeni potvrzuje pozorovani Schrattenholze a kol. (A. Schrattenholz a kol., 1993b), ktefi
prokazali G¢ast lysinu a1:K'® na vazbé Phy. Tato aminokyselina nelezi pfimo ve vazebném
misté pro ACh, avSak v jeho blizkosti. | podle (E.F. Pereira a kol., 1993b, B. Schroder a kol.,
1994) se Phy vaze na oblast a118-145, resp. «181-216, coz odpovida fetézcum p6-7 a 9-
10 N-koncového [-sendvie (K. Brejc a kol.,, 2001). Tyto fetézce sice nezasahuji do
vazebného mista pro ACh, avsak jsou k nému pomérné blizko (J. Militante a kol., 2008).
Jakym zpusobem ovliviiuje Phy receptor z alosterického mista? Mlze nam pomoci
pozorovani smiSeného U€inku 100 uM Phy na odpovédi vyvolané rlznymi koncentracemi
ACh (obr. 32). Afinita ACh je ur€ena pomérem (efektivni) rychlosti navazovani a odvazovani
ACh. Nastupni hrany odpovédi Ize méfit pouze u nizsich koncentraci agonisty, nebot je jejich
tvar ur€en nasobkem rychlostni konstanty navazovani a koncentrace agonisty, tj. pfi vys$sich
koncentracich rychlost nastupu vzroste tak, ze je srovnatelna Ci vy$&i nez rychlost aplikace a
stane se neméfitelnou. Pfi méfeni nastupnich hran malych, nedesensitizujicich odpovédi na
100-300 nM ACh jsme tak zjistili, Ze preaplikace 100 uM Phy zkracuje T nastupni hrany na
polovinu. Tento nastup jsme prokladali jednoexponenciélni funkci (nepublikovano). Phy tak
muze alostericky zvySovat afinitu ACh vzhledem k vazebnému mistu. Na hodnoté afinity se
podili jesté rychlost odvazovani, ale tu se nam vzhledem k omezené rychlosti vymény
roztoku (asi 50 ms) nepodafilo zméfit. Domnénku o alosterickém zvysovani afinity pro ACh
v8ak posiluje potenciace pfesahujici 300 %, kterd byla pozorovana pravé u téchto malych
ACh koncentraci, jak je vidét na obr. 32. Potenciaci proudl vyvolanych ACh na neuronalnich
receptorech 432 pozorovali i (R. Zwart a kol., 2000). Stericka blizkost vazebnych mist ACh
a Phy by takové plsobeni umoznovala.

Popisujeme-li kinetiku nAChR sekvenénim schématem

Re—=Q«—D (“”—’ Di ) schéma (3)
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kde R znadi uzavienou konformaci, O otevfeny kanal a D desensitizovany stav, vazba Phy
by tak posouvala rovnovahu smérem k vysokoafinitnimu otevienému &i desensitizovanému(-
ym) stavu(-im). U nizkych, jinak nedesensitizujicich koncentraci ACh bylo po aplikaci Phy
pozorovano vyrazné zvy$eni amplitudy nasledované desensitizaénim poklesem (obr. 32,
34). U odpovédi na vy$si koncentrace ACh (které jiz samy vyvolavaji vyrazny pfechod do
desensitizovaného stavu) jsme po pfidani Phy pozorovali (Phy-) koncentraéné zavislé
zrychlovani této desensitizace (snizovani T obou exponencial; obr. 34, 35) a jeji prohloubeni
(snizovani plata; obr.34, 35). ZvySovani afinity desensitizovaného stavu tak mélo za
nasledek zmnozeni populace receptort v desensitizovaném stavu a efektivni sniZeni
odpoveédi. Stejny pokles odpovédi spojeny se zrychlovanim a prohlubovanim desensitizace
jiz byl také pozorovan (A. Storch a kol., 1995, R. Zwart a kol.,, 2000). Pfi nizkych
koncentracich ACh tak ziejmé proti sobé plUsobi d&j potenciace s déjem desensitizace (u
nizkych koncentraci ACh je stale velky potencial pro zvyseni aktivace vlivem zvyseni afinity —
v relativni skale se vice projevi potenciace). U vy$Sich koncentraci ACh, které jsou schopny
aktivovat vétsinu pfitomnych receptor(, jiz zvySovani afinity nema potenciaéni Gcinek a na
relativni velikost odpovedi ma pfevazujici vliv usnadnény pfechod do desensitizovaného
stavu, ktery se projevi jako pozorovana inhibice (obr. 32). Na afinité desensitizovaného stavu
se taktéz podili velikost rychlosti opousténi tohoto stavu, tj. rychlost resensitizace. Obr. 36
popisuje vliv 10 pM Phy na rychlost resensitizace odpovédi na 10 pM ACh. Jak je vidét,
aplikace Phy resensitizaci mirné zpomalovala. Tento pokles rychlosti resensitizace v§ak neni
schopen vysvétlit téméF Uplnou inhibici 10 uM ACh odpovédi 1 mM physostigminem (obr.
30). Na zvy$eni afinity desensitizovaného stavu se tudiz ziejmé podili hlavné markantni
zrychleni vstupu do desensitizace.

Phy tudiz zplUsobuje alosterické zvyseni afinity otevieného a desensitizovaného stavu
zpusobené zrychlenim prechodu z klidového do otevieného stavu, zvy$enim rychlosti
pfechodu do desensitizovaného stavu a patrné ¢astecné i snizenim rychlosti resensitizace.

Pri vy&Sich negativnich potencialech zpusobuje blokadu otevieného kanalu.

5.2.2 Galanthamin alostericky zvySuje afinitu desensitizovaného stavu

V literatuie byl u submikromolarnich koncentraci galanthaminu popsan potenciacni ucinek
vzhledem k odpovédim nAChR. Bylo rovnéz dokazano, ze Gal alostericky zvy$uje afinitu
ACh k receptorim (A. Maelicke a kol., 2000). Vyssi nez mikromolarni koncentrace Gal podle
literatury naopak odpoveédi mechanismem blokady otevieného kanalu snizuji. Dale byl
pozorovan vliv Gal na snizeni miry desensitizace nAChR aktivovanych acetylcholinem (A.
Maelicke a kol., 2001).

V nasich experimentech samotny Gal v Sirokém koncentraénim rozmezi 10 nM - 1

mM nevyvolaval na pfirozeném embryonalnim nAChR Zzadnou makroskopickou odpovéd.
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Pre- a koaplikace 10 uM — 1 mM Gal v$ak byla schopna inhibovat odpovédi na 10 uM ACh
(obr. 37). Oproti témé&F Uplné blokadé odpovédi na ACh (10 uM) 1 mM physostigminem (obr.
30) v8ak Gal ani v nejvy$si, milimolarni koncentraci nebyl schopen odpovéd na ACh zcela
inhibovat. Touto schopnosti Gal inhibibovat cholinergni proudy se li§i nade pozorovani od (G.
Akk a J.H. Steinbach, 2005), kde zadny vliv Gal na odpoveédi vyvolané 5 pM ACh nepotvrdili.
V zasadé mize Gal plusobit dvéma zpusoby — kompetitivné nebo nekompetitivné. S ohledem
na miru Gal inhibice odpovédi vyvolanych ACh (obr. 37) se da uvazovat o kompetitivni
inhibici pouze v pfipadé, kdy by byla jeho afinita natolik nizka, ze ani pfi téchto vysokych
koncentracich neni schopen ACh efektivné vytésnit (zvlasté vzhledem k faktu, ze pfi
experimentech byl roztok ACh aplikovan teprve po pétisekundovém pulsobeni Gal, ktery tak
jiz s nejvétsi pravdépodobnosti obsadil sva vazebna mista). Pravdépodobnéjsi je druha
moznost, ze Gal pusobi z jiného vazebného mista nez ACh (alostericky nebo blokadou
otevieného kanalu) a jeho Uginek se sice s koncentraci Gal méni, avSak nema takovou
inhibiéni u€innost, aby moh! odpovéd na ACh piné zablokovat. Rozhodujici slovo k otazce
kompetice Gal s ACh méla Schildova analyza inhibi¢ni kfivky (obr. 38), ktera ukazala, ze
v Zzadném koncentraénim intervalu nepusobi Gal Cisté kompetitivnim zpusobem (nejvyssi
hodnota smérnice a dosahovala hodnoty a = 0,72 £ 0,20). Vzhledem k vysokym
koncentracim Gal pfichazi v dvahu smiSeny kompetitivni G&inek spojeny s blokadou
otevieného kanalu, av$ak, jak je vidét z obr. 39, zadnou potencialové zavislou slozku
inhibice se nepodafilo prokazat. Gal tedy nevyvolava blokadu otevieného kanalu a jeho
pusobeni je bud E&isté alosterické, nebo smisené kompetitivni a alosterické.

Alosterické modulatory mohou ze vzdaleného vazebného mista pusobit pomérné velkym
mnozstvim mechanismu. Jednim z nich je zména afinity nékterych stavl nAChR, vcetné
stavu desensitizovaného. Gal podle obr. 40b v koncentraénim rozmezi 10 uM az 1 mM
zrychluje desensitizaci embryonalniho receptoru. Obr. 40c popisuje zavislost relativni
velikosti desensitizacniho plata na koncentraci pre- a koaplikovaného Gal. Z tohoto obrazku
je patrné, ze Gal ve stejném koncentraénim rozmezi také prohlubuje miru desensitizace
(koncentracné zavislym zpUsobem). V urychlovani a prohlubovani desensitiza¢niho poklesu
odpovédi na 10 pM ACh, které je zavislé na koncentraci Gal (obr. 40a,b,c) vidim podobnost
s chovanim Phy na embryonélnim receptoru (obr. 35). Jednim z mechanismu, kterym muze
Gal inhibovat odpovédi na ACh, je alosterické zvySovani afinity desensitizovaného stavu.
Tomuto mechanismu nasvédCuje mimo jiné pozorovani zpomalovani resensitizace pod
vlivem 100 pM Gal (obr. 41), nebot’ v sekvenénim schématu je rychlost resensitizace jednou
ze dvou slozek afinity desensitizovaného stavu. Je zajimavé, Ze nami pozorované
zrychlovani a prohlubovani desensitizace ACh odpovédi je v naprostém protikladu

s pozorovanim (A. Maelicke a kol., 2001).
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O pfipadném pUsobeni Gal na afinitu oteviené konformace nemGzeme nic fici, nebot zmény
rychlosti nastupu a rychlosti deaktivace nebyly (z technickych duvodl) detekovatelné a

nebyla ani pozorovana potenciace ACh odpoveédi.
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6 Shrnuti

Vliv zaporn& nabitych aminokyselin 5:D'% a 5:E'®® F-smy¢ky na aktivaci
a inhibici svalovych nAChR

| pfes podobnost parametru aktivacnich kfivek embryonalnich a dospélych receptoru
se mechanismus jejich aktivace liSi. Kooperativita embryonéalnho receptoru (H=1,22)
je sice snizena rozdilem mezi afinitami vazebnych mist, tato nevyhoda je ¢asteéné
vyrovnana vyssi ucinnosti otevirani. Oproti tomu je kooperativita dospélého nAChR
zvy$ena (H=1,7) pomérné velkou ekvivalenci vazebnych mist, ale celkova ucinnost

otevfeni je mensi nez u embryonalniho receptoru.

(+)-Tubokurarin, latka ¢asto povazovana za prototyp kompetitivniho antagonisty

svalového nAChR, v nasich pokusech pusobil smisenym mechanismem. Pfi vy§Sich
koncentracich (0,1-10 pM) sice projevoval Cistou kompetici (snad jen s vyjimkou
hrani¢ni situace pfirozeného dospélého receptoru), av$ak v oblasti velmi nizkych

koncentraci jsme pozorovali slozitéjSi chovani patrné zpusobené parcialnim

agonismem.

Zaména zéaporné nabitych aminokyselin 8:D'®, 8:E'®® F-smy¢ky dospélého svalového
nAChR za jejich neutralni analogy (6:D180N|E189Q) méla vétsi viiv na aktivaci

receptoru acetylcholinem nez na inhibici prostiednictvim (+)-Tc.

Aspartat §:D' a glutamat 8:E' F-smycky dospélého svalového nAChR se
prostfednictvim dalekodosahové elektrostatické interakce s amoniovou skupinou ACh
ugastni zvy$eni afinity (uzam&eni) ACh vazebného mista pfi aktivaci. Podil 8:D' je
vy$8i nez 8:E'®° coz souvisi s umisténim aspartatu pfimo v F-smyéce (8:E'® je
pouze v jeji blizkosti), ktera spolu s dalSimi smyckami vazebného mista (zejména s

C-smyc¢kou) svym pohybem iniciuje otevieni iontového kanalu receptoru.

Interakce inhibitor( acetylcholinesterazy se svalovym nAChR

Phy sam o sobé nevyvolaval aktivaci proudu méfitelnych v konfiguraci snimani z celé
bunky. Phy zpusobuje potenciaci odpovédi na nizké koncentrace (0,1-1,0 uM) a
zrychluje jejich desensitizaci. Pravdépodobnym mechanismem muze byt vazba na
nekompetitivni vazebné misto (pfi aktivaci embryonalniho receptoru acetylcholinem),
které alostericky zvySuje afinitu otevieného a desensitizovaného stavu, urychluje

otevirani a patrné i pfechod do desensitizace a zpomaluje resensitizaci. Odpovédi na
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vy88i ACh koncentrace Phy inhibuje zvySovanim populace receptor
v desensitizovaném stavu (zaroven moduluje tvar desensitizaéniho poklesu odpovédi
na ACh - zrychluje jej a prohlubuje). Pfi vy$8ich negativnich potencialech zpusobuje

blokadu otevieného kanalu.

Gal sam o sobé& neaktivuje embryonalni nAChR ani nezplisobuje blokadu otevieného

kanalu. Z mista odligného od vazebného mista pro ACh zpUsobuje inhibici ACh (10
uM) aktivovanych proudl. Pravdépodobnym mechanismem muZe byt alosterické

zvyseni afinity desensitizovaného stavu.
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7 Priloha

7.1 Odvozeni vztahu pro Schildovu regresi

Pfi odvozovani vztahu pro Schildovu regresi se vychazi ze situaci naznacenych reakCnimi
schématy (3) a (4):

A+R «<—> AR <—>AR" schéma (4)
Pro situaci vazby pouze 1 molekuly agonisty A na receptor R (AR* je symbol pro receptor
aktivovany navazanym agonistou), resp. pfipadu, kde je uCinek agonisty A tlumen vazbou

kompetitivniho antagonisty B:

+A
R «—> AR «<—>AR*

+B

BR schéma (5)

Ziskavame tak dveé aktivaéni (tzv. Gaddumovy) rovnice:

1. ¥, = ] 4 pro pfipad prosté aktivace (23)
A

pro kompetici agonisty s antagonistou. (24)
Ky Ky

Podstatou Schildovy regrese je vyhodnoceni posunuti aktivaéni kfivky vlivem antagonisty.

Vzhledem k tomu, Ze tvar i velikost kfivky zUstavaji u kompetitivniho antagonisty nezménény,

posunuti pak lze charakterizovat zménou koncentrace agonisty schopného kompenzovat

zménu aktivacni kfivky vyvolané pfitomnoosti antagonisty. Zavadi se tak, tzv. ,dose ratio“-

DR

DR = 4], (25)

4],
kde [A]B je koncentrace agonisty vyvolavajici odpovéd o urcité velikosti, a to pod vlivem

antagonisty, a [A]A je koncentrace samotného agonisty vyvolavajici stejné velkou odpovéd.

Podminka stejné miry aktivace se da zapsat jako:
4], [4],

K K
Y, =Y, .t W S~ - (26
v | l?ﬂ"—+1 —[A]B+EJ+1 )
KA KA KB
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Zavedenim substituce DR (18) v rovnici (19) a jednoduchymi Upravami pak dostavame

DR[4], +DR = ———DR[A]" + Eﬂ +1,4. DR-1= @

K, Ky K,

A

. |B , , e . P Rroos i ;
Pomer u zlinearizujeme zlogaritmovanim celé rovnice, ¢imZ dostavame hlavni vztah
B

Schildovy regrese (16) log(DR-1) = log[B]—logKB. Prusecik linearniho vyneseni s osou x

(y =log(DR -1) =0) pak uréuje hodnotu disociaéni konstanty inhibitoru, resp. jeji logaritmus

(17) log[B] = log[K ,].
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