UNIVERZITA KARLOVA V PRAZE

Prirodovédecka fakulta
1. lékarska fakulta

BAKALARSKA PRACE

PFirodovédeckd fakulta UK

KNIHOUNA CHEMIE

2008 WNHNALAADNT

3233218450

"l Jaroslav SRP



Genova exprese receptoriu pro
oxytocin v nékterych oblastech CNS

av srdci

Jaroslav Srp

Katedra biochemie PiF UK a
Laboratot biochemické neurofarmakologie,
Ustav lékatské biochemie 1. LF UK
Univerzita Karlova v Praze
Vedouci prace: doc. MUDr. Véra Klenerova, DrSc.
doc. RNDr. FrantiSek Novak, CSc.

Praha 2008



UNIVERZITA KARLOVA v Praze
Prirodovédeckad fakulta
Oborovi knihovna chemie
Albertov 6, 128 43 Praha 2
1CO: 00216208, DIC: CZ00216208
UK 22

e tol h)op Al
(vt



Prohlasuji, Ze jsem tuto bakalafskou praci vypracoval samostatné pod vedenim

Skoliteld a vSechny pouZité prameny jsem fadné citoval.

r
V Praze dne 3. &ervna 2008 Podpis ) (M’Odpc"‘f § /9



Podékovani:

Na tomto misté bych rad podékoval své Skolitelce doc. MUDr. Vére
Klenerové, DrSc. a prof. MUDr. Sixtovi Hynie, DrSc. za cenné poznamky a odborné
vedeni.

Dale bych rad pod€koval prof. RNDr. Anné Strunecké, DrSc. za pomoc pii
sepisovani mé prace a predevsim za cenné odborné rady. V neposledni fad€ bych chtél
podékovat své rodiné, kterd mé pln€ podporovala nejen pfi psani tohoto textu, ale také

béhem mého celého dosavadniho studia.



Obsah

10.

11.

UvVOD 6
CiL PRACE 7
OXYTOCIN 8
3.1. STRUKTURA OXYTOCINU........ooouieuiiniieienietessiestestessesstestessesseestessseseneessesseeseessessesseeseesaens 8
3.2. GEN PRO OXYTOCIN ......cccvvieeieiiiiurecereeeeinreesssseeesreeesssesssseessssssssssessssssssnsesssssesssssessssesnas 11
3.3. PERIFERNI FYZIOLOGICKE FUNKCE OXYTOCINU .........cootiiitieteenieecereeseessesaeeseensessesaes 12
3.4. UCINEK OXYTOCINU NA KREVNI TLAK ..o eeeeeeeeeees s eeeseeseeeeseesaseessesesssens 13
3.5. SINOVY NATRIURETICKY HORMON (ANP) ........ccooiiiiieieriteteeeeetereee e ae e 13
3.6. CENTRALNI UCINKY OXYTOCINU......c.ooouiititieniieenseesietessesssessessesssessessssssesssssessesseeseenns 15
RECEPTOR PRO OXYTOCIN 16
4.1. RECEPTORY SPRAZENE S G PROTEINY (GPCRS).........ccoovviririrrieiereeeceeeennnee 16
4.2. RODINY GPCRS ...ttt eeeitee s esesareesssstresssssssesssssssssesssssssssesssssseesssssnnees 20
4.3. G PROTEINY, JEJICH VYSKYT, STRUKTURA A FUNKCE ......ccueeveireireeeeeeeeereeseeeeseeenenes 21
4.4. ADENYLYLCYKLASA, CYKLICKE AMP A PROTEINKINASA A ......oovvvviieiiieeeeeeeene 22
4.5. FOSFOLIPASA C A JEJI DRUZI POSLI .........ocooevireeeeeeietieeeeeeeteeseeeeeseeseessesesasensensesesnes 23
4.6. EFEKTORY OXYTOCINOVEHO RECEPTORU.........c.coceeuieinieeierenressensssessessesseseesessessesesenns 26
STRUKTURA RECEPTORU PRO OXYTOCIN 28
OXYTOCINOVY RECEPTOR V SRDCI 31
OXYTOCINOVY RECEPTOR V CENTRALNIM NERVOVEM SYSTEMU .....ccoceeerreecensnnes 33
STRUKTURA GENU OXYTOCINOVEHO RECEPTORU 35
GENOVA EXPRESE OXYTOCINOVEHO RECEPTORU 37
SOUHRN 39
LITERATURA 40




Seznam pouzitych zkratek

AC ettt ettt et ettt s be s b et ne adenylylcyklasa
ADH .ottt antidiureticky hormon, vasopresin
ANP o siflovy natriureticky peptid (atrial natriureticky peptid)
AP miSto ...cocueeieciiiienen. regulaéni misto v promotoru genu pro oxytocinovy receptor
APRE ....ccoiiiiiiee regulaéni misto v promotoru (actu-phase response element)
ATP ettt ettt ettt ne e adenosintrifosfat
BNP ..ottt B typ sifiového natriuretického peptidu
G2 ettt e s e e e s e neeenn dvojmocné ionty vapniku
CAMP ..ottt e cyklicky adenosinmonofosfat
CDNA .ot komplementarni DNA syntetizovana z mRNA
COMP ettt cyklicky guanosinmonofosfat
CMYD e regula¢ni misto v promotoru genu pro oxytocinovy receptor
CNP ettt ettt sa s es C typ siflového natriuretického peptidu
N S ettt ettt e ettt ne s centralni nervova soustava
CPLAZ e cytoplasmatické fosfolipasa A §tépici diacylglycerol
DAG ettt e e et e et e e e et e e e s e e e aeeena e e sa e e saaenaennaean diacylglycerol
L BT TR TUR extracelularni smycky
ECL ettt extracelularni smycka (extracelular loop)
ERE ..., vazebné misto pro estrogen (estrogen response element)
GABA ...t ra e eanens kyselina gamaaminomaselna
(€ 3 D ) SRS ST guanosindifosfat
GMP ...ttt ettt e st e a e e ae e ne e sa e tena e naene guanosinmomofosfat
GPCRS ..o receptor spfaZzeny s G proteiny (G protein coupled receptors)
GRK ..ot kinasa aktivovana receptorem spfaZzenym s G proteiny
GTP ettt st ettt st se et et se e guanosintrifosfat
Gl eeereeeeee e e te et e e e ae e ae e s e et e aa e se e be e s e e s e reesaeseesaensennes a podjednotka G proteinu
G coveeerereeeneesesitese e st e steesae st e s e e sae e te s e e st e saesaaeeenns inhibujici a podjednotka G proteinu
Gigg -eeveereemrteneneeeet e a podjednotka G proteinu aktivujici proteinkinasu C
Gigs coveervermrerneeneenteeeesee et a podjednotka G proteinu aktivujici adenylycyklasu
GB cvereeemetreter ettt ettt ettt et e eans B podjednotka G proteinu
Gy ettt ettt ettt et v podjednotka G proteinu
T1o13 ettt ettt ettt ettt ne s intracelularni smycky



ICL et intracelularni smycka (intracelular loop)

P ettt e e e e ettt e e e e e s e e e e e e e s e e e e e e s e e aataeeaeeananaeeeennnes inositoltrisfosfat
MARP KINASA ....covireireirieeienieneeeeese et et esesseessaeesaessneessannas mitogen-aktivovany protein
MGIURS ..o metabotropické glutamatové receptory
MLC ettt lehky fetézec myosinu (myosin light chain)
MRINA ettt et e s et e st e s e s e sne s saesanenane messenger RNA
NMR ettt et s e e e aee nuklearni magneticka resonance
N O ettt ettt ettt ettt n e st st n et e et e ne e oxid dusny
P ettt e se e s e e aaenn fosfatidylinositol
PR A ettt ettt sttt s ne st eane protein kinasa A
PRIC ettt ettt et a e s e a e e s n et aas proteinkinasa C
P ettt ettt st a st fosfolipasa C
TV ettt transmembranové doména



1. Uvod

Hormon oxytocin je znam jiZ dlouho, dfive se v§ak pfedpokladalo, Ze jeho funkce
je vyuZivana pouze pfi porodu, kdy napomaha kontrakci hladké svaloviny délohy (odtud
jeho nazev, ktery v fe€tin€ znamena ,,rychly porod®) a pii laktaci, kdy napomaha
uvoliovani mléka. Teprve pozdéji, poté co se zjistilo, Ze oxytocin je produkovan u obou
pohlavi, se odhalily i dal3i periferni funkce oxytocinu pfedevsim v srdci, kde reguluje
krevni tlak, a u€inky v centralni nervové soustavé, kde kromé jinych vlivi ptisobi i jako
neurotransmiter.

Oxytocin jako peptid s polarnimi aminokyselinami neprochazi membranou, ale
vaze se na receptor na bunééném povrchu a jeho aktivaci se pfenese signal do buriky.
Oxytocinovy receptor patfi do rodiny tzv. receptorti spfazenych s G proteiny (GPCRs),
které pomoci G proteinu aktivuji rizné efektory, coz vede ke tvorb€ druhych poslu.

V ptipadé€ oxytocinového receptoru je efektorem fosfolipasa C a vznikajici druzi posli
inositoltrisfosfat a diacylglycerol, a nasledng intracelularni vapnik Ca®".

Oxytocin ma svou funkci v srdci, kde po vazbé€ na receptor je chopen regulovat
srde¢ni tep a tlak krve. Pdsobi ve prospéch uvoliiovani sifiového natriuretického peptidu
(ANP), ktery je zodpoveédny za kontrolu priitoku krve a kardiovaskularni homeostasu.

Hlavnim mistem syntézy oxytocinu jsou neurosekre¢ni buriky v jadrech
hypotalamu, je skladovan v neurohypofyze, odkud je na elektricky stimul uvoliiovan do
krevniho fecisté. PfestoZe se pfedpoklada, Ze plasmaticky oxytocin neni schopen prochazet
pres hemoencefalitickou bariéru do mozku, byl oxytocin po periferni aplikaci detekovan i
v mozku. Byla také nalezena a popséna mista v mozku s vyskytem oxytocinového
receptoru.

Mezi centralni G¢inky oxytocinu se fadi ovlivnéni sexuélniho, matefského a
socialniho chovani. Bylo prokdzano, Ze oxytocin je spojen i se stresovou odpovedi na
ruzné podnéty, dale s u¢enim, paméti a celkové s procesem poznavani. Tyto efekty byly
pozorovany a popsany nejen u lidi, ale i u celé fady savct.

Doposud byl odhalena sekvence pouze jednoho genu pro oxytocinovy receptor
Kimurou v roce 1992. Ukazalo se Ze tento gen v oblasti promotoru obsahuje nespocetnou
fadu regula¢nich sekvenci, coZ naznacuje, Ze exprese podléha silné regulaci a to nejen
podle tkariové specifity, ale i podle aktualniho stavu organismu. Asi nejvétsi vliv na

expresi maji steroidni hormony, zejména estrogen.



2. Cil prace

Oxytocin je nonapeptid s velmi dileZitymi fysiologickymi u€inky v perifernich
oblastech na reprodukéni systém savcl. V posledni dobé byl kromé téchto vlivii objeven
také vliv na centralni nervovou soustavu a dalsi periferni u¢inky, pfedev§im na srdce.
Vzhledem k mnoZstvi praci, které se zabyvaji jak samotnym oxytocinem tak i oxytocino-
vym receptorem jsem vyhledal zakladni informace o této problematice, a sepsal je do
bakalafské prace. Zaméfil jsem se predev§im na genovou expresi oxytocinového receptoru

v srdci a centralni nervové soustave.



3. Oxytocin

Oxytocin spolu s dal§im peptidovym hormonem vasopresinem izoloval a
syntetizoval jako prvni americky biochemik Vincent du Vigneaud (1953). Byl to prvni
peptidovy hormon, jehoz strukturu se podafilo odhalit a ktery byl syntetizovan
s biologickou aktivitou. Za tuto praci ziskal Nobelovu cenu za chemii (1955) (Du
Vigneaud, 1955). Velky podil na vyzkumu oxytocinu lze pfipsat i védcim z tehdejsiho
Ceskoslovenska. JiZ v roce 1956, tedy rok po udé&leni Nobelovy ceny, se podafilo
védeckému tymu z Ustavu organické chemie a biochemie v Praze, pod vedenim profesora

J. Rudingera, pfipravit oxytocin a nékteré jeho derivaty.

3.1. Struktura oxytocinu

Oxytocin je jeden z fylogeneticky nejstarSich Zivoc¢isnych hormont. KdyzZ jej spolu
s vasopresinem v roce 1953 americky biochemik Vincent du Vigneaud poprvé izoloval a
syntetizoval, védé€lo se o jeho funkci jen mélo. K objasnéni struktury pouzil ¢astecné
odbouravani jednotlivych aminokyselin, ¢imz ziskal smés fragmenti, které pak rozdélil
pomoci papirové chromatografie. Zjistil, Ze tento peptidovy hormon se sklada z deviti
aminokyselin (cys-tyr-ile-gln-asn-cys-pro-leu-gly). Prvni a Sest4 aminokyselina jsou
cysteinové zbytky, které v prostfedi buriky tvofi disulfidicky mustek a tim uzaviraji
6 aminokyselin do kruhu. Zbylé tfi (pro-leu-gly) vy¢nivaji z této kruhové struktury
v podobé postranniho fetézce, ¢asto oznacovaného jako ,,ocasek” (obr. 1; str. 9) (Du
Vigneaud et al., 1953).

Oba neurohypofyzalni hormony - oxytocin i vasopresin - jsou nonapeptidy
s disulfidickym mtistkem mezi prvnim a Sestym cysteinovym zbytkem. To ma za nésledek,
Ze se utvorii cyklicka molekula s C terminalnim ocaskem skladajici se ze ti aininokyselin.
Podle aminokyseliny v pozici 8 se tyto peptidy d€li do dvou skupin: vasopresinova ma
v pozici 8 bazicky lysin nebo arginin, zatimco oxytocinova ma v pozici 8 neutralni zbytek.
Isoleucin v pozici 3 oxytocinu je esencidlni pro nasednuti na receptor, zatimco
u vasopresinu to je pravé bazicka aminokyselina v pozici 8 (tab. 1; str. 10). OdliSnost
v polarité té€chto zbytki se povazuje za kli¢, ktery umoziluje rozpoznani signalniho peptidu
receptorem (Gimpl a Fahrenholz, 2001).

V posledni dobé se molekula oxytocinu opét dostala do stfedu zajmu, proto se jeho

struktura zacala studovat pomoci modernich strukturnich technik. Napiiklad prace



Budysinského. a spol. (Budesinsky et al., 2005) se zabyvd NMR (nukledrni magneticka
resonance) strukturou oxytocinu a jeho ¢tyf analogi, které se liSily modifikaci (methylace
a hydroxymethylace v riznych pozicich) aromatického kruhu fenylalaninu, ktery zaménili
v pozici 2 za tyrosin. Zjistilo se, Ze tyto Ctyfi analogy maji naprosto odliSnou biologickou
aktivitu, pfestoZe se jejich NMR spektra téméf neliSila. Také se ukdzalo, Ze kruh vytvofeny
disulfidickym mustkem mezi prvnim a Sestym cysteinem je stabilizovan pomoci dvou
vodikovych mustkd, které propojuji NH skupinu tyrosinu s CO skupinou asparaginu a
naopak NH skupinu asparaginu s CO skupinou tyrosinu. Acyklickd ¢ast nenf k cyklické
nikterak koordinovéna a zd4 se byt zcela flexibilni nebo mizZe byt pfipojena pomoci
vodikového muistku mezi isoleucinem a kruhovou ¢asti molekuly (Flegel, 2008). Z analyz
struktury NMR metodou vyplynulo, Ze z ni nelze pfedpovédét biologickou aktivitu.
Vyrazna shoda NMR struktur téchto analogti v roztoku na jedné strané a naprosta odli§nost
v biologické aktivité na stran€ druhé prokédzala, Ze funkce oxytocinu je pfedev§im zavisla

na jeho specifické vazb€ na receptor (Budesinsky et al., 2005).

4.glu

Obrazek 1: Struktura oxytocinu.
Oxytocinu mé disulfidicky uzavfeny kruh Sesti aminokyselin (cys-tyr-ile-gln-

asn-cys) a postrani fetézec tvofeny tfemi aminokyselinami (pro-leu-gly).



Tabulka 1: Sekvence aminokyselin oxytocinové a vasopresinové skupiny.
Jsou uvedeny rozdily neurohypofyzalnich hormont, tedy rozdily mezi
vasopresinovou a oxytocinovou skupinou. Hvézdicka oznaCuje aminokyselinu
stejnou jaka se vyskytuje u oxytocinu. Vidét jsou dva cysteinové zbytky
potiebné pro tvorbu disulfidického muistku mezi polohou 1 a 6. Tyto dvé
skupiny se lisi pfedev§im v aminokyselin€ v pozici 8, kde oxytocin a jemu
podobné peptidy maji neutralni zbytek (ile; val), zatimco vasopresinova
skupina se vyznacuje basickym argininem nebo lysinem.
Upraveno podle (Gimpl a Fahrenholz, 2001)

Peptidy oxytocinovy a vasopresinové skupiny

1 2 3 4 5 6 7 8 9 vyskyt
Oxytocin Cys Tyr lle GIn Asn Cys Pro Leu Gly(NH,) placentalové, néktefi vaénatci,
a jeho chiméra hlavata (Hydrolagus colliei)
skupina
Mesotocin orooroox oy e * vacnatci, dvojdysné ryby
Isotocin * o * Ger * * * e * Osteichthyes
Glumitocin * * * Ser * * * GIn * Zraloci (Chondrichthyes)
Valitocin o V- | * Zraloci (Chondrichthyes)
Aspargtocin * * * Asp * * * * * Zraloci (Chondrichthyes)
Asvatocin * * * Asn * * * Val * Zraloci (Chondrichthyes)
Phasvatocin * * PheAsn * * * Val * Zraloci (Chondrichthyes)
Cephalotocin * * PheArg * * * lle * Octopus vulgaris (Molluscs)
Annetocin * Phe Val Arg * * * Thr * Eisenia foetida (Annelids)
Vasotocin oo oo o x o * % Arg * Nonmammalian vertebrates,

cyclostomes

Vasopresin * * Phe * * * * Arg * savci
a jeho
skupina
Lysipresin * * Phe * * * * Lys * prase, néktefi vacnatci

Phenypresin * PhePhe * * * * Arg * klokani (vagnatci)
Locupresin * Leu * Thr * * * Arg * Locusta migratoria (hmyz)

Arg- *lle * Ag * * * Arg * Conus geographicus (mékkysi)
conopresin
Lys- * Phe * Arg * * * Lys * Lymnaea stagnalis (mékkysi)
conopresin
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3.2. Gen pro oxytocin

Struktura genu kddujici oxytocin byla objasnéna v roce 1984 (Ivell a Richter,
1984). Podle odhadi mohou byt geny pro oxytocin a vasopresin staré az 500 miliond let,
coz naznacuje jejich vyjimecnost a nezbytnou funkci v organismu. Oxytocin je
syntetizovan v neurosekretickych buiikach hypotalamu tzv. paraventrikularnich a
supraoptickych jadrech jako prekursorovy komplex oxytocin-neurofysin I.

Oxytocin s vasopresinem maji velice podobnou strukturu, a pfestoZe se jejich
fyziologické u€inky li§i, maji mnohé spolecné. Jejich podobnost je dana i tim, Ze jsou
lokalizovény na stejném chromosomu velice blizko (vzdélenost se pohybuje od 3 do 12
kbp u mysi (Hara et al., 1990), ¢lovéka (Sausville et al., 1985) a potkana (Mohr et al.,
1988)), ale transkribuji se v opacném sméru. Toto uspofadani nejspiSe vychazi z genové
duplikace béZného dédi¢ného genu, které nasledovalo pfevraceni jednoho z gend (Gimpl a
Fahrenholz, 2001). Lidsky gen pro oxytocin-neurofysin I kédujici oxytocinovy propeptid
byl nalezen na chromosomu 20p13 (Rao et al., 1992) a sklada se ze tfi exonl. Prvni exon
kéduje samotny nonapeptid a dalsi signélni oblasti oxytocin-neurofysin I a exony dva a t¥i
kéduji neurofysinovou ¢ast komplexu (Gimpl a Fahrenholz, 2001).

Oxytocinovy propeptid je velice hojné syntetizovan v neurosekre¢nich burikach
hypotalamu, ve dvou jadrech paraventrikuldrnich a supraoptickych. Tento propeptid
podléha dal$im posttranslaénim modifikacim v endoplasmatickém retikulu a Golgiho
aparatu. Vacky pak putuje dolti axonem do zadniho laloku hypofyzy (posterior pituitary -
neurohypofyza) (Brownstein et al., 1980), kde je skladovan se svou doprovodnou
molekulou neurofysinem a po nervovém impulsu je uz samotny oxytocin uvoliiovan do
krevniho fecisté (Renaud a Bourque, 1991).

Neurofysin je maly protein (93-95 AMK) bohaty na disulfidické mistky a slouzi
predevsim k pfenosu, baleni a skladovani oxytocinu v granulich v terminalni ¢asti axonti.
V zadnim laloku hypofyzy se oxytocin vyskytuje ve vysokych koncentracich (>0,1 M)

v dimernim komplexu s neurofysinem (pomér 1:1) (Rose et al., 1996). Pro tvorbu tohoto
neurosekretorickych granuli protonovany (pH=5,5) a tak se mohou vézat na neurofysin
pomoci vodikovych vazeb a elektrostatickych sil. V. méné kyselém prostredi plasmy
(pH=7,4) se tento dimér rozrusi a krvi putuje uZ samotny oxytocin (Gimpl a Fahrenholz,
2001).
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»Nothern blot“ analyza mRNA pro oxytocin odhalila expresi tohoto genu v dé€loze,
amnionu, v srdci a pridusnici. Jestlize dochazi k tvorb€ oxytocinu i v téchto tkéani a jsou
zde pfitomny oxytocinové receptory, pak to naznacuje, Ze oxytocin ucinkuje také jako
parakrinni anebo autokrinni mediator (Shojo a Kaneko, 2000). Uginnost oxytocinu nezavisi
pouze na jeho hladinach v krvi, ale je i uréovan mnoZstvim receptoru pro tento peptid. Tak
napiiklad tésné pfed porodem se zvysi nejen koncentrace oxytocinu v krvi, ale pfedevsim

mnoZstvi receptort v dé€loze.

3.3. Periferni fyziologické funkce oxytocinu

Du Vigneaud publikoval sviij €lanek (Du Vigneaud et al., 1953) v dobé, kdy se
zdala funkce oxytocinu jako periferniho hormonu zcela jasna, tedy pouze jako molekula
stimulujici hladkou svalovinu délohy béhem porodu a hormon, ktery se uvoliiuje v priibéhu
laktace pfi stimulaci bradavek. Pozdé&jsi studie zaméfené pfedevsim na oxytocinovy
receptor ukazaly, Ze tato jednoducha molekula ma daleko $ir$i uplatnéni v mnoha jinych
tkanich neZ se pivodné pfedpokladalo. Vliv oxytocinu byl pozorovan v mnoha perifernich
tkanich, ale také v centralni nervové soustavé, 1ze tedy jeho funkci rozdélit na periferni a
centralni. Mezi periferni G¢inky spada vliv na délohu pfi porodu, vliv na ejekci mléka pii
stimulaci prsnich bradavek béhem laktace, vliv na srdce a na ledviny b€hem zvysSeného
krevniho tlaku a také na pohlavni orgdny béhem sexualniho aktu u obou pohlavi. V mozku
je oxytocin spojovan s chovanim, stresem a ma vliv i na pamét’ aj.

U savci ptisobi oxytocin kontrakci myoepitelialnich bun€k. Tyto buriky vystylaji
mlécnou Zlazu prsu a jejich kontrakci dochazi k ejekci mléka ven z bradavky. Oxytocin
zpusobuje taky stahy hladké svaloviny d€lohy pfi porodu. Citlivost této tkan€ je
regulovana pohlavnimi hormony: estrogeny je zvySovana a progesterony naopak
snizovéana. Tato citlivost v pozdnim stadiu t€hotenstvi je zpisobena zvySenym poctem
receptord na povrchu bunék této tkané€. Pii porodu se ke zvySenému mnozZstvi receptora
prida i zvySena sekrece samotného oxytocinu. Rozsifeni d€lozniho hrdla vede k sestupu
plodu do porodnich cest a také ke stimulaci supraoptickych a paraventrikularnich jader
hypofyzy, tedy ke zvySeni sekrece oxytocinu do krve a tim i k zesileni porodni ¢innosti.
Zatimco u hlodavci je uvolnéni oxytocinu esencidlni pro navozeni a udrZeni porodu, u lidi
oxytocin v cirkulaci neni nezbytny pro iniciaci anebo udrZeni porodu. Normélni porod
probéhne i bez ptitomnosti oxytocinu pro dysfunkci zadniho laloku hypofyzy (Phelan et
al., 1978).
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Nejasny je vliv oxytocinu v net€hotné déloze. Drazdénim genitalu béhem souloze
ma také vliv na uvoliiovani oxytocinu a jeho vazba na receptor v dé€loze vyvola jeji
kontrakce, které mohou napomahat pii transportu spermatu. I u muzi se oxytocin uvoliiuje
pii pohlavnim styku a je moZné, Ze napoméha pfi stahu svalstva, které m4 za nasledek
vystiiknuti sperma do utery.

Piehlednéji o fyziologickych funkci oxytocinu pojednavaji ucebnice lékarské
fyziologie napiiklad Ptehled 1€kaiské fysiologie od Ganonga (Ganong, 2002).

3.4. Utinek oxytocinu na krevni tlak

Krevni tlak je ovliviiovan mnoha mechanismy, z nichz nékteré z nich jsou
regulovany hormony neurohypofyzy. Dfive objevené, 1épe prostudované a patrné i
dilezitéjsi jsou mechanismy ucinku vasopresinu (antidiureticky hormon-ADH).
Uvoliiovani tohoto hormonu je ovliviiovano vzestupem krevni osmolarity a poklesem
krevniho objemu. ADH ptisobi jednak na cévy, které stahuje, déle také v ledvinych
sbérnych kanalcich, kde fidi zpétnou resorpci vody. Takto zvySuje krevni tlak napiiklad pii
poranéni nebo jinych krevnich ztratach.

Avsak i druhy neurohypofyzarni nonapeptid — oxytocin — hraje v regulaci krevniho
tlaku nezanedbatelnou roli. Oxytocin ovSem nema piimy vliv, jeho ptisobeni je
zprostfedkovano pies sifiovy natriureticky peptid (ANP). Bylo dok4zano, Ze zvySeni
krevniho tlaku navodi uvolfiovani oxytocinu z neurohypofyzy do krve, ktery pak v srdci
stimuluje uvolnéni ANP, jenZ postupné navodi v ledvinach natriuresu (Haanwinckel et al.,
1995). U potkant ma intravenosni podani oxytocinu za nasledek zvySeni koncentrace ANP
v plasmeé, které je zavislé na davce. Podani oxytocinu intraperitonedln€ vyvolalo u potkani
vyznamné uvolnéni ANP a posléze natriuresu spojenou se zvySeni mocové osmolality
(Gutkowska et al., 1997). '

3.5. Sinovy natriureticky hormon (ANP)
ANP se tvofi a uvoliiuje ze srde¢niho svalu, jako odpovéd’ na podnéty, kterymi jsou
v prvni fad€ zvySené rozpéti srdeCni sin€ a také vazba plasmatického oxytocinu na
receptor.
Sitiovy natriureticky peptid je 28 aminokyselin dlouhy peptid, ktery obsahuje kruh
o 17 aminokyselinach. Tento kruh je vytvofen disulfidickym mustkem mezi cysteinem
v poloze sedm a dvacet tfi (de Bold et al., 1981).
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V roce 1981 de Bold a jeho spolupracovnici zjistili, Ze homogenat ze srdce obsahuji
slouCeninu, ktera je schopna vyvolat natriuresu a vasodilataci (de Bold et al., 1981). ANP
byl izolovén a osekvenovan o dva roky pozdéji (Flynn et al., 1983) a posléze i jeho dvé
isoformy B-typ (BNP) a C-typ (CNP). Hlavni zdroj BNP je srde¢ni komora, ackoliv
puvodné byl objeven v prase¢im mozku (Sudoh et al., 1988). C-typ ANP byl prvné
lokalizovan v nervové soustaveé (Sudoh et al., 1990), ale posléze se zjistilo, Ze je
produkovén pfedev§im endotelidlnimi butikami (Suga et al., 1992).

Gen pro ANP je u lidi lokalizovan na prvnim chromosomu a jeho transkripce vede
k mRNA, ktera kéduje 151 aminokyselin dlouhy prekursor pre-proANP obsahujici signalni
sekvenci dlouhou 25 aminokyselin, kterd nasméruje vznikajici protein do sarkoplasma-
tického retikula srde¢nich bun€k. Zde se odstépuje signélni sekvence a takto vznikly
126 aminokyselin dlouhy pro-ANP je zasobni molekulou pro ANP. Tento peptid prochazi
ptes Golgiho aparat do sekretorickych vacki, z nichZ je nasledné uvoltiovan exocytosou do
extracelularniho prostoru (Ruskoaho, 1992). Pti exkreci peptidu do okoli je pro-ANP
rozstfizen endopeptidasou (Yan et al., 2000) na dva fragmenty. N terminalni fragment a
hladiny mRNA pro ANP byly zji§tény v centralni nervové soustavé, plicich, ledvinach,
nadledvinéch a tkanich cév. Tyto hodnoty ale nepiesahly 1% zjisténého ANP v srdci, proto
se nepfedpoklada jejich velky vliv na celkovou koncentraci tohoto peptidu v plasmé
(Rosenzweig a Seidman, 1991; Ruskoaho, 1992).

Efekt ANP se projevi aZ po jeho vazbé na specificky receptor. Doposud byly
identifikovany tfi typy ANP receptorti: ANP4, ANPg, ANPc receptory. ANPA a ANPg maji
guanylcyklasovou aktivitu a zprostfedkovavaji biologické efekty ANP. Naopak ANPc
receptor je také schopny vazat molekulu ANP, ale jeho tkolem je stahovat ANP z obéhu
(Yandle, 1994). ‘

Hlavnim mistem u¢inku ANP jsou ledviny a hladka svalovina cév, kterou relaxuje a
sniZzuje tak tlak krve. V ledvindch ma ANP vliv na propustnost kapilar a tim i na zvySeni
vylu€ovani soli a vody do mo¢i (natriuresa). Také inhibuje uvoliiovani nebo vliv mnoha
hormonti, mimo jiné i aldosteronu, reninu a vasopresinu (Ruskoaho, 1992). Tento
natriureticky efekt vyplyva z pfimé inhibice absorpce sodiku v ledvinovych sbémych
kanalcich, vzestup glomeruldrni filtrace a inhibice produkce a sekrece aldosteronu jehoZ

ulohou je naopak sodik a vodu zadrzovat (Rosenzweig a Seidman, 1991).
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3.6. Centralni u¢inky oxytocinu

Buiiky paraventrikularniho jadra hypotalamu nemaji zakonceni jen v zadnim laloku
hypofyzy, odkud je oxytocin uvoliiovan do krve, ale také v mnoha €astech centralniho
nervového systému (bulbus olfactorius; pies thelencelafon a kaudéln€ do mozkového
kmenu a michy). Zakon¢eni byla pozorovana jak v sympatickych, tak parasympatickych
centrech. Dalsi studie dokazaly, Ze oxytocin zpisobuje klasicky synopticky kontakt a je
uvolfiovan na zakladé€ depolarizace indukované draslikem nebo veratridinu. Oxytocin
v cerebrospinalni tekuting je povaZovan za nezéavisly na neurohypofyzalnim oxytocinu,
jelikoZ odezva na rizné podnéty neni souhlasna (Insel et al., 1997).

V centralni nervové soustavé (CNS) je oxytocinovy gen primarné exprimovan
v magnocelularnich neuronech v hypotalamu v paraventrikuldrnich a supraoptickych
jadrech. Akéni potencidl pfiveden na tyto neurosekretické butiky mé za néasledek
uvoliiovani oxytocinu z jejich koncovych axonl do neurohypofyzy (Poulain a Wakerley,
1982). V paraventrikulérnich jadrech hypotalamu byly identifikovany dva druhy neuront,
které obsahuji oxytocin. Magnocelularni neurony, které kon¢i v neurohypofyze a
parvocelularni neurony, které maji zakonceni v fad¢€ jinych oblasti CNS. Pouze mala ¢ast
(0,2%) neuronti mé soucasné zakonceni v obou ¢astech mozku. Zakonéeni oxytocinovych
neuront bylo popsano v mnoha rtiznych oblastech potkaniho mozku, napt. dorsomedialnim
hypotalamickém jadre, v n€kolika thalamickych jadrech, v dorsélni a ventralnim
hipokampu, subiculu, entorhindlnim kortexu, amygdale a mnoha dalSich ¢astech (Richard
etal., 1991).

Koncentrace oxytocinu v extracelularni tekutiné€ v supraoptickém jadie byla

vypoditina na sto aZ tisicinasobek basalni koncentrace v plasmg, tj. 1-10 nmol/dm’.
K dal$imu zvySeni mtze dojit pii stimulaci neuront akénim potencidlem napt. pii laktaci
(Landgraf et al., 1992). Hematoencefaliticka bariéra brani prichodu oxytocinu kolujicimu
v plasmé prochazet do CNS; proto neexistuje Zadny vztah mezi uvolnénim oxytocinu
z neurohypofyzy a zménou v koncentraci oxytocinu v cerebrospinalni tekuting. Periferni
stimulace, jako draZzdéni bradavek nebo rozsifeni pochvy pii porodu, vyvola vyrazné
zvySeni plasmatického oxytocinu a také muiiZe, ale ani nemusi vyvolat zmény v koncentraci
v cerebrospinalni tekutiné. Na potkanech bylo dokazéano, Ze elektricka stimulace
neurohypofyzy evokuje uvoliiovani oxytocinu do krve, zatimco stimulace

paraventrikularniho jadra vyvold zménu koncentrace oxytocinu jak v krevnim fe€isti, tak i
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v cerebrospinélni tekutin€ (Gimpl a Fahrenholz, 2001). Po hypofysektomii (odstranéni
hypofyzy) oxytocin zmizi z krve, ale koncentrace v cerebrospinalni tekuting vzroste
(Dogterom et al., 1977). Oxytocin ptitomny v cerebrospindlni tekuting je pravdépodobné
odvozen z neurond, které se protahly do tfeti mozkové komory, limbického systému,
mozkového kmenu a michy. Koncentrace oxytocinu v cerebrospinalni tekutin€ se pohybuje
v rozmezi 10-50 pmol/dm3 a jeho polocas Zivota je mnohem delsi (28 minut) neZ v krvi (1-
2 minuty) (Jones a Robinson, 1982; Meyer et al., 1987). U lidi a u opic byl pozorovan
cirkadialni rytmus v koncentraci oxytocinu v cerebrospindlni tekuting, zatimco u

plasmatického oxytocinu se tento jev nevyskytuje (Amico et al., 1983).

4. Receptor pro oxytocin

Oxytocin je jako peptid s poldrnimi aminokyselinami (tyr, gln, asn) latka hydrofilni,
proto je pro pfenos jeho signélu pfes nepolarni bunéénou membranu nezbytny receptor.
Prostfednictvim tohoto receptoru je extracelularni signal pfenesen do nitra buriky.
Oxytocinovy receptor je typicky zastupce rodiny receptord spfazenych s G-proteiny
(GPCRs=G-protein coupled receptors).

Trojrozmérna studie struktury oxytocinu odhalila, Ze pro nasednuti oxytocinu na
receptor je nezbytny disulfidicky mustek mezi 1. a 6. cysteinem, ktery dovoluje vytvofit
dveé vodikové vazby mezi Tyr-2 a Asn-5, coz ma velky vliv na biologickou aktivitu této

molekuly.

4.1. Receptory spirazené s G proteiny (GPCRs)

S vyvojem mnohobun&nych organismi byl tizce spjat i vyvoj v komunikaci mezi
sousednimi, ale i vzdalenéj$imi butikami a také s okolnim prostfedi. Jako nejhojné;jsi
zpusob se vyskytuje pfenos signalu pomoci receptoru, nejcastéji receptoru sprazeného
povrchu (Bockaert a Pin, 1999). Tyto receptory hraji kliCovou roli za fyziologickych i
patofyziologickych podminek (Hynie a Klenerova, 2002). Zprostfedkovavaji bunéénou
odpovéd’ na obrovskou $kalu riznych signald pfichazejicich z extracelularniho prostoru,
tedy na rizné druhy hormont, neurotransmiterd, vétsi ¢i mensi proteiny, peptidy, ale i

fotony.
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Studie dvourozmémé struktury krystalu GPCRs rhodopsinového typu vedla k
definici centralniho jadra skladajici se ze sedmi vysoce konzervovanych sekvenci
nepolarnich aminokyselin, které se staci do Sroubovice (a helix) (Unger et al., 1997) a tim
tvoii useky prochazejici pres lipidickou dvojvrstvu bunééné membrany (Bockaert a Pin,
1999). Proto se také GPCRs nazyvaji ,,heptahelikdlni* nebo ,,seven-transmembrane (7TM)
receptors. Tyto useky jsou spojeny na vnéj$i a vnitini stran€ buriky tfemi extracelularnimi
(el-e3) a tfemi intracelularnimi (i1-13) smyckami (Baldwin, 1993). Zjistilo se, Ze dva
cysteinové zbytky na el a e2 jsou vysoce konzervované ve vétsin€ GPCRs a tvoii
disulfidicky mustek, ktery je pravdépodobné podstatny pro spravné sbaleni a stabilizaci
proteinu (Bockaert a Pin, 1999). N konec receptoru je vystaven vnéjSimu prostredi a je
zodpovédny za vazbu ligandu, zatimco intraceluldrni C konec odpovida za vazbu
G proteinu. Velice rozli$na $kala ligandd, které se mohou véazat na N konec (od fotonu
aktivujici opsin az po velké glykoproteiny), naznacuje, Ze tato ¢ast receptoru bude mezi
rodinami velice variabilni (obr. 2; str. 19). Sekvence aminokyselin uruje vazebné
schopnosti ligandu, ktery miZe mit funkci agonisty, antagonisty, alosterického aktivatoru
nebo ligandu. Dalsi odli$nosti mohou byt zpisobeny fosforylaci nebo jinymi modifikacemi
na intracelularnich smy¢kach, coz vede k dalsi regulaci GPCRs (Hynie a Klenerova, 1998).

GPCRs tedy pienaseji signal z vné buiiky do cytoplasmy, kde aktivuji G proteiny
(heterotrimerni GTPasa). Tim spousti kaskadu procest, mezi néz patii aktivace enzymu
adenylylcyklasy, fosfolipasy C a fosfolipasy A,. Vznikajici druzi posli, jako cyklicky
adenosinmonofosfit (cAMP), diacylglycerol (DAG), inositoltrisfosfat (IP3) ¢i druhotné
cytosolicky vapnik (Ca2+) pusobi na cytosolické kinasy (proteinkinasa A; proteinkinasa C;
kalmodulin) a tim reguluji riizné cytoplasmatické enzymy, iontové kanaly a funkci dalSich
struktur. Bylo také ukazano, Ze pfenos signalu pfes GPCRs nemusi byt zprostfedkovan
tvorbou druhych poslid, dokonce se nemusi zapojovat ani G protein, coZ zcela méni staré
nazory na tento zpasob pfenosu signalu (Hynie a Klenerova, 2002). Dalsi studie také
vyvratily domnénku Ze GPCRs funguji jako monomery. V fadé studii byl popsan vznik
diméru nebo i oligomeru, a dokonce i heterodimerizace. Takto vzniklé struktury jsou
pravdépodobné nutné pro G¢innou vazbu agonistid a tedy i pro plné funkéni signalizaci.
Proto byla teorie o u¢innosti GPCRs rozsifena nejen o regulace pomoci fosforylace,
glykosilace a asociace s jinymi proteiny, ale i o oligomeraci (Hynie a Klenerova, 2002).

Sedm transmembranovych domén tvoii tzv. jadro receptoru. Toto jadro a zmény

v jeho uspoiadani jsou pravdépodobné zodpovédné za aktivitu receptoru (Unger et al.,
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1997). Biochemické analyzy a metagenese s modelem GPCRs rhodopsinového typu
odhalily, Ze pfepindni mezi neaktivni a aktivni formou receptoru je spojeno se zménou
relativni orientace tfeti a Sesté transmembranové domény, coZ vede k odhaleni mista pro
vazbu G proteinu (Farrens et al., 1996; Bourne, 1997; Javitch et al., 1997). Takto vyvolané
zmeény se projevi ve zméné€ vzajemné polohy druhé a tfeti intracelularni smycky, ¢imZ se
utvofi kapsa, do které se miZe vazat a podjednotka G proteinu. Je pozoruhodné, jak
rozmanitd Skéla ligandd je schopné vyvolat identickou zménu v intracelularnich smyc¢kach
a tim vytvofit misto pro aktivaci G proteinu.

Proces desensitizace GPCRs vyZaduje fosforylaci cytoplasmatickych domén tiemi
ruznymi regulacnimi molekulami: protein kinasou regulovanou druhymi posli (PKC,
PKA), serin/threonin GPCR kinasou (GRKS5) a arestiny. Fosforylace receptoru protein
kinasou A nebo protein kinasou C pozméni konformaci receptoru tak, Ze piipadna
interakce s G proteinem je oslabena. Dal$i mozZnost, jak utlumit GPCRs je fosforylovat
navazaného agonistu specifickou GPCRs kinasou a pak navazanim proteinu arestinu.
Tento zpusob fosforylace a nasledné desensitizace je doprovazen redukci afinity agonisty
k GPCRs, pravdépodobné poskozenim vazby GPCRs-G protein (Shojo a Kaneko, 2000).
Oxytocinovy receptor obsahuje na C konci tfi motivy souhlasné s protein kinasou C. Berra
a spol. odhalili, Ze desensitizace oxytocinového receptoru je zptisobeno protein
kinasou Cp, nikoliv pomoci GPCR kinasy (Berrada et al., 2000). Desensitizované
receptory podléhaji endocyt6ze a jsou skladovany ve vaécich pod cytoplasmatickou
membranou. Po ukonéeni antagonistického G¢inku mohou byt recetory navraceny na
membranu nebo pii dlouhodobém pilisobeni antagonisty jsou GPCRs degradovany uvnitt

lysosomu.
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Obrazek 2: Struktura receptoru sprazeného s G proteiny (GPCRs)
Cervené Jjsou oznaceny a ocislovany (1-7) hydrofébni transmembrénové
domény, které protinaji plasmatickou membranu a na vnéjs{ stran€ jsou
spojeny tfemi extraceluldrnimi smyc¢kami (ECL1-ECL3 = extracellular loop).
Na vnitini stran€ buiiky jsou tyto domény propojeny pomoci tfech
intraceluldrnich smyc¢ek (ICL1-ICL3 = intracellular loop). Je také vyznacen
N konec vy¢nivajici ven z buiiky, ktery zodpovid4 za vazbu ligandu, a
intraceluldrni C konec nesouci misto pro vazbu efektoru.

Prevzato z (Kristiansen, 2004)
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4.2. Rodiny GPCRs

GPCRs jsou historicky rozdé€leny do Sesti rodin (z toho tfi byly nalezeny u
obratlovct (Harmar, 2001)), které se 1isi sekvenci nukleotidd v kédujicich genech. Tyto
odli$nosti jsou dany vysokou variabilitou ligandi, ktefi se vazi na tyto receptory. Dalsi
jemné odliSnosti jsou dany predevsim sestfihem, fosforylaci a dal§imi dpravami mRNA
nebo glykosylaci jiZz vzniklého receptoru (Bockaert a Pin, 1999). Napitiklad u obratlovci
bylo identifikovano 1000-2000 riznych typi GPCRs, které zabiraji vice neZ 1% celého
lidského genomu. V posledni dobé 1ze na zaklad€ aminokyselinovych sekvenci usuzovat,
Ze pocet Elend GPCRs rodiny je daleko vetsi, nez se diive soudilo a to je i divod, pro€ se
tyto receptory stavaji hlavnimi cily pro objevy novych farmak (Hynie a Klenerova, 2002).

Ackoliv velka ¢ast struktury receptoru je vZdy stejné (napt. domény prochéazejici
membranou) velké rozdily ve vazebnych ligandech a efektorech zptisobuji i rozmanitost
GPCRs. Jedna se predevsim o odliSnosti v délce i funkci N terminalni extracelulérni,

C termindlni intracelularni doméné a v jejich intraceluldrnich smyckach. Kazda z téchto
domén je zodpovédna za specifické vlastnosti t€chto rozmanitych receptorti.

Rodina I (podrodina 1a) GPCRs je aktivovana malymi molekulami jako jsou napft.
katecholaminy, které se vazi do dutinky mezi TM-III a TM-IV. V ptipadé rhodopsinu,
ktery je aktivovan fotony, je v této dutin€ kovalentn€ vazana molekula retinalu. Svételny
paprsek zmeéni jeho konformaci z 11-cis na v§echny trans, ¢imZ vyvola zménu v receptoru
a podle vySe uvedeného mechanismu i jeho aktivaci. Poté se retinal uvolni z dutiny a
nahradi jej nova molekula 11-cis retinalu. Podrodina 1b je aktivovana kratkymi peptidy
jako je oxytocin, vasopresin, které se vazi na N terminalni extracelularni doménu receptoru
(Trumpp-Kallmeyer et al., 1995).

Pro rodinu II GPCRs, ktera pfenasi signal velkych proteini jako napf. glukagon
nebo sekretin, je typicka dlouhd N terminalni doména, ktera hraje roli pii vazbé€ objemného
ligandu (Pantaloni et al., 1996).

Rodina III GPCRs je velice ptivodni. Zahrnuje metabotropické glutamatové
receptory (mGluRs), receptor aktivovany extracelularnim vapnikem (Ca*-sensing
receptor) a receptor pro GABAg. VSechny tyto proteiny maji dlouhou extracelularni
doménu, ktera sdili nizkou, ale podstatnou sekvenci podobnou periplasmatickym
bakterialnim proteinim (O'Hara et al., 1993).
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4.3. G proteiny, jejich vyskyt, struktura a funkce

G proteiny, respektive jejich disociovana podoba na a podjednotku a dimér
By podjednotek, reguluji aktivitu strukturné rozmanité skupiny efektorovych molekul.

G proteiny jsou zodpovédné za aktivaci adenylylcyklasy vytvatejici cyklicky AMP
(cAMP) z Mg**-ATP substrétu, fosfolipasy C t&pici fosfatidylinositol-4,5-bisfosfat za
vzniku dvou druhych posli: diacylglycerolu a inositoltrisfosfatu (viz dale). Také aktivuje
specifické iontové kanaly pro draslik (K"), sodik (Na") a vapnik (Ca®") (Clapham, 1994;
Morris a Malbon, 1999). Nazev G proteiny je odvozen od jejich schopnosti vazat a $tépit
makroergni slou¢eninu guanosintrifosfat (GTP).

G proteiny jsou heterotrimerni proteiny skladajici se ze tfi podjednotek oznacenych
feckymi pismeny a, B,y (Gq; Gp; Gy). Jejich funkci je zajistit pfenos signélu na efektor a
jeho amplifikace. Podjednotky a, B, v se li§i nejen hmotnosti (o = 45 kDa, B = 37 kDa,y =
9 kDa), ale pfedevsim funkci. Co maji ale spolecné je, Ze jsou vSechny asociovany na
buné¢nou membranu (G, podjednotka diky zbytktim kyseliny myristoylové nebo kyseliny
palmitové nebo kombinaci obou, Gg a Gy pomoci prenylace C konce Gy podjednotky).

Heterotrimér G proteinu neni k sobé vazan zcela pevné, G, podjednotka mize
disociovat od diméru Gg - G,. RozliSujeme dva stavy, pokud je na G, podjednotce navazan
guanosindifosfat (GDP) je tato podjednotka navazana k dimeru Gg-Gy a G protein je
inaktivni. Pokud se ale GDP vlivem interakce G proteinu s receptorem GPCRs vyméni za
GTP, G, se uvolni a disociuje v membrané k efektorovym enzymim, jejichz aktivitu
reguluje. Subjednotka a ma GTPasovou aktivitu, hydrolyzou GTP a vytvofenim GDP
navraci G protein do inaktivniho stavu. Dimer podjednotek Gp-Gy je k sob&€ pomérné silné
vazan s vysokou afinitou (pro jeho rozruseni je tfeba vyvolat denaturujici podminky).
Afinita G, podjednotky k heterodiméru Gg-G, je tedy dana pfitomnosti GDP a naopak
s navazanym GTP se jeji afinita ztraci a ziskava afinitu k nékterému z efektorti signalni
drahy.

G proteiny jsou spojeny s celou fadou signélnich drah. Gos podjednotka aktivuje
rtizné formy adenylylcyklasy (AC), specifické iontové selektivni kanaly (Na*; K'; Ca),
tyrosinkinasovou drahu, Gqq subjednotka aktivuje fosfolipasu C. Gg; podjednotka plisobi
inhibi¢né. Je tedy vidét, Ze u€inek G proteind je Siroky, coZ se projevuje v mnoha riznych
typech G proteind. Ale nejde jen o odlisné cilové enzymy, G proteiny reaguji s celou fadou
receptort. D4 se fici, Ze G proteiny tvofi mustek v komunikaci mezi vnéj§im prostfedim

buriky a cytoplasmou. Jsou schopny reagovat na rtizné podnéty pfichazejici na specifické
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buriky a cytoplasmou. Jsou schopny reagovat na rizné podnéty pfichdzejici na specifické
receptory a podle intenzity signélu je pfedat dal na cilové intracelularni proteiny. Také
tvori dalezity komunikaéni uzel, dochazi na nich totiz k sumaci riznych signald, jejich
vyhodnoceni a odeslani dal (Gilman, 1987; Morris a Malbon, 1999). G proteiny jsou

intenzivné zkoumany jako mozny terapeuticky cil farmak.

4.4. Adenylylcyklasa, cyklické AMP a proteinkinasa A

Nejznamé;jsi a nejlépe prostudovany prenos signalu pomoci G proteinu je systém
spojeny s tvorbou cyklického adenosinmonofosfatu (cAMP), ktery je jako intracelularni
posel zodpovédny za aktivaci a regulaci celé fady fyziologickych funkci prostfednictvim
fosforylace enzymi a proteint specifickymi proteinkinasami. Je charakteristicky svou
obousmérnou regulaci, tedy s aktivaci i inhibici. Stimulace nebo inhibice komplexu
adenylylcyklasy (AC) tvofici cAMP zavisi na typu navazaného G proteinu (aktivace-Gsg;
inhibice-Gja).

Ke studiu adenylylcyklasy se vyuZivaji bakterialni toxiny, které tzv.
ADP ribosylaci inaktivuji vnitini GTPasovou aktivitu o podjednotek G proteint.
Cholerovy toxin zpisobuje inaktivitu Gso podjednotky, zatimco pertusovy toxin blokuje
GTPasovou aktivitu G; a podjednotky a tak brani jejimu inhibiénimu ptisobeni (Sharp a
Hynie, 1971).

Adenylylcyklasa je transmembranovy enzym, tvofeny hydrofilni a hydrofobni

.....

membrany (napf. adenylylcyklasa typu I prochdzi membranou Sestkrat).

Na degradaci cAMP a tak i na utlumeni citlivosti nebo uplném znecitlivéni této
signalni dréhy se podili dalsi velice dillezity enzym, fosfodiesterasa, ktera s pomoci Mg **
katalyzuje rozklad cAMP na neaktivni 5‘-AMP, které miiZe byt fosforylovan a dale
vyuzivan v burice jako ATP.

Cyklicky AMP ptisobi prostfednictvim cAMP-dependentni proteinkinasy A
(proteinkinasy A-PKA). Aktivovana proteinkinasa A katalyzuje pfenos y fosfatu z ATP na
serinové a threoninové zbytky v enzymech a jinych proteinovych substratech. To mé za
nasledek vznik nové konformace anebo také zménu lokalizace v ramci buiiky a tedy
aktivaci nebo inhibici daného proteinu. Piisobeni dal§ich mnoha proteinkinas, které mohou
mit souhlasny nebo opa¢ny efekt vii€i proteinkinase A dochézi k zajisténi jemné regulace

vlivu signalnich molekul a také k nesmirné rozmanitosti kone¢nych uc€inki.
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Opacny ucinek maji fosfatasy, které z fosforylovanych proteinti odstépi fosfat, ¢imz
navraci proteinu pivodni konformaci a také aktivni/inaktivni stav. Regulaci fosfatas
dochazi k dal$i modulaci pfivedeného signédlu. Takto se d4 modifikovat délka a intenzita

bunééné odpovédi.

4.5. Fosfolipasa C a jeji druzi posli

Dal3sim efektorem receptorid spieZenych s G proteiny je fosfolipasa C. Tento
membranoveé vazany enzym $teépi fosfatidylinositol-4,5-bisfosfat za vzniku dvou druhych
posli: k membrané vazany diacylglycerol (DAG) a rozpustny inositol-1,4,5-trisfosfat
(obr. 3; str.25). Tento systém pienosu signalu je patrn€ jesté rozsifenéjsi nez prenos
pomoci kaskady cAMP, mimo jin€ je i spojen s receptorem pro oxytocin.

Fosfolipasa C je aktivovana neurotransmitery, hormony, gastrointestindlnimi
hormony, eikosanoidy, antigennimi podnéty, ristovymi faktory, které vyuzivaji
G proteiny, apod. Inositol-1,4,5-trisfosfat (IP3) je ve vod¢€ rozpustny druhy posel, ktery
difunduje od plasmatické membrany k endoplasmatickému retikulu, kde se vaZe na
transmembréanovy Ca’* specificky kanél a jeho aktivaci spusti uvolfiovani vapniku po
koncentra¢nim spadu do cytoplasmy. Tento kanal je znam jako IP; receptor a je regulovan
jak inositolem -1,4,5-trisfosfatem, tak i hladinou vapniku v cytoplasmé. Uvoliiovani Ca®*
vede zpravidla ke vzniku oscila¢nich vin Ca** v cytoplasmg. Tento mechanismus je
zahrnut v celé fad€ procesi, mimo jiné i signalizace v neuronech nebo stahy hladké
aktivace kalmodulinu a jeho homologii (Voet D. a Voet J., 2004; Struneck4 a Patocka,
2006).

Druha molekula vznikla $t€penim fosfatidylinositolu-4,5-bisfosfatu je membranové
vazany diacylglycerol. PfestoZe je vazan na vnitini stranu cytoplasmatické membrany i tak
piisobi jako druhy posel a v ptitomnosti Ca®* a fofsadidylserinu je schopen aktivovat
protein kinasu C (PKC). Tento membranové vazany enzym fosforyluje a tak moduluje
aktivitu mnoho dal$ich enzymi, mimo jiné i glykogen syntasu. Diacylglycerol je
v nékterych burikach degradovan cytosolickou fosfolipasou A (cPLA;) za vzniku
arachidonatu, ktery slouZi jako vychozi molekula pro syntézu mnoha dal$ich parakrinich
hormond, jako tfeba prostaglandiny nebo prostacykliny (Voet D. a Voet J., 2004).

Intracelularni vapnik plni v burice fadu funkci véetné tlohy signalni molekuly,

ktera zprostfedkovava mimo jiné i sprazeni d€ji excitace-kontrakce a stimulace-sekrece.
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Koncentrace vapniku v cytoplasmé je na rozdil od extracelularniho prostoru velice nizka,
rozdily jsou aZ 10000 nasobné. Stala koncentrace je udrZovana vapnikovymi kanaly, které
propousti extracelularni Ca®* a Ca®* skladované v endogennich zésobach (endoplasmatické
retikulum a mitochondrie) do cytoplasmy, a Ca®*-ATPasami, které aktivnim transportem
pumpuji vapnik zpét proti koncentraénimu spadu ven z buriky nebo do endoplasmatického
retikula. Dal3i moZnosti jak sniZit koncentraci vapniku v cytoplasmé je pomoci Na*-Ca*
antiporteru, ktery vyuziva gradient sodiku, aby transportoval vapnik proti gradientu ven

z cytoplasmy.

V burice existuje fada proteint, které vazi vapnik a tim zahajuji ptisluSné specifické
bunééné funkce. Nejznamé;jsi z téchto proteint je kalmodulin, ktery ma étyfi vazebna mista
pro Ca® a jeho vazbou dochazi k vyrazné konformaéni zméné kalmodulinu. Samotny
kalmodulin nema enzymatickou aktivitu, ale vaZe se k jinym proteintim jako jejich
podjednotka a tak méni jejich specifickou aktivitu. Ca>* prosttednictvim kalmodulinu
ovliviiuje metabolismus cyklickych nukleotid, fosforylace riznych proteint,
metabolismus vapniku, kontraktilni proteiny, metabolismus glykogenu a fadu dalSich
funkci. Aktivovany kalmodulin také reguluje aktivitu strukturalnich elementt buriky

(aktin-myosinovy komplex hladkych svalti), uvolnéni granuli a endocytosu aj.
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Obrazek 3: Signalni draha spojena s G proteinem.
Je zde vidét prenos signélu signdlni molekulou na receptor, ktery aktivuje
G protein. o podjednotka G proteinu pak aktivuje fosfolipasy C, kterd generuje
St€penim fosfatidylinositolu-4,5-bisfosfatu dva druhé posly: membranové
vazany diacylglycerol a cytoplasmaticky inositol-1,4,5-trisfosfét, ktery aktivuje
véapnikové kanély, a tak zvySuje koncentraci Ca®* v cytoplasmg. Vépnik spolu
s diacylglycerol aktivuje proteinkinasu C, ktera fosforilaci reguluje dalsi
bunééné pochody.

prevzato a upraveno z (Alberts et al., 1998)
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4.6. Efektory oxytocinového receptoru

Ptimy kontakt oxytocinu se svym receptorem ma za nasledek aktivaci efektoru
pomoci G proteinu (Gj anebo Gg). Oxytocin stimuluje rapidni nardst intracelularniho
vapniku, aktivuje MAP (mitogen-activated protein) kinasu a syntézu prostaglandin E,.
Dale aktivaci fosfolipasy C a néslednym $tépenim fosfatidylinositolu-4,5-bisfosfatu dojde
ke vzniku dvou druhych poslid — inositol-1,4,5-trisfosfat, ktery mobilizuje vapnik ze
sarkoplasmatického retikula, a diacylglycerolu, ktery aktivuje proteinkinasu C, ktera mize
fosforylaci modulovat funkci mnoha proteini mimo jiné i MAP kinasu a syntézu
prostaglandin E;. Generovat prostaglandin E; 1ze také pomoci fosfolipasy A, ktera je
aktivovana Ca”" dependentni proteinkinasou. Intracelularni vapnik se vaZe na kalmodulin,
coZ ma za nasledek aktivace kinasy pro myosinovy lehky fetézec (MLC kinasa).
Fosforylaci a defosforylaci 20 kDa lehkého fetézce myosinu se odratné reguluje kontrakce
hladké svaloviny délohy pii porodu nebo cév jako odpovéd’ na zvySeny krevni tlak (obr. 4;
str. 27) (Shojo a Kaneko, 2000).
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Obrizek 4: Pfredpokladany prenos signalu pomoci oxytocinového receptoru
OTR=oxytocinovy receptor; PI-PLC=komplex fosfatidylinositolu-4,5-bis-
fosfatu a fosfolipasy C; DAG=diacylglycerol; InsP3=inositol-1,4,5-trisfosfat;
PKC=proteinkinasa C, SR=sarkoplasmatické retikulum; CaM=calmodulin;
MLC=lehké fetézce myosinu (myosin light chain); MLCK=kinasa lehkych
fetézcld myosinu; MAPK=kinasa proteinu mitogenu; MEK MAPK /extra-
celularni signal redukujici kinasa; MEKK=MEK kinasa

Pievzato a upraveno z (Shojo a Kaneko, 2000)
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5. Struktura receptoru pro oxytocin

Oxytocinovy receptor je typickym zastupcem GPCRs rodiny I rhodopsinového
typu. Sedm o helixovych transmembranovych domén je vysoce konzervovano mezi v§emi
GPCRs, protoZe zodpovidaji za aktivaci a pfenos signalu. Zména orientace mezi tfeti a
Sestou transmembranovou smy¢kou odhali misto pro vazbu G proteinu a tak aktivuje
receptor. Déle bylo zji$téno, Ze v této rodin€ GPCRs jsou nezbytné pro vazbu agonisty a
aktivaci receptoru aspartat ve druh€ transmembranové doméné (asp-85) a tripeptid asp-arg-
tyr (asp-arg-cys v pfipad€ oxytocinového receptoru) na rozhrani druhé intracelularni
smycky a tfeti transmembranové domény (Bockaert a Pin, 1999). Dalsi vysoce
konzervované aminokyseliny v této rodin€ GPCRs jsou dva cysteiny tvofici disulfidicky
mustek mezi prvni a druhou extraceluldrni smyckou a dva cysteiny na C termindlni
doméné, ktery nesou zbytek kyseliny palmitové a pfidrzuji tak C konec u plasmatické
membrany. Odstranéni téchto dvou palmitovych zbytkti mé za nasledek vyznamné zmény
ve funkci receptoru (Schulein et al., 1996).

Oxytocinovy receptor nese dvé (mysi, potkani) nebo tfi (lidsky, praseci, ov¢i,
hovézi) potenciondlni mista pro N-glykosilaci na extracelularni N terminalni doméné.
Hmotnost samotného receptoru byla vypoditana podle aminokyselinové sekvence cDNA
na 40-45 kDa. Zatimco hmotnost funkéniho receptoru z membréan bun€k dé€lohy byla
stanovena pomoci fotoznaceného agonisty na 68-80 kDa, tak v membrané bun¢k
izolovanych z prsnich 714z byla hmotnost stanovena na 65 kDa. Pfedpoklada se, Ze rozdily
v hmotnostech receptorti v déloze a prsnich Zlazach jsou zplsobeny odlisnymi
glykosilickymi vzory. Pokusy s receptory bez glykosilace, kdy se zaménil asparagin
v pozicich 8,15 a 26 za aspartat, ukdzaly nezméné€nou vazebnou charakteristiku receptoru.
Proto se predpoklada, Ze glykosilace neni nezbytna pro vlastni expresi receptbru anema
zadny efekt na funkci receptoru (Kimura et al., 1997).

Oxytocin povrchné interaguje s extracelularnimi smyc¢kami a N termindlni
doménou receptoru s vyuzitim béZnych, ale i selektivnich kontaktni mista této GPCRs
rodiny receptori. Pomoci molekularni technik bylo navrZzeno misto pro vazbu agonisty na
oxytocinovy receptor jako mala trhlina ohrani¢ena dokola sestavenymi transmembra-
novymi doménami. Pro tvorbu vazebného mista jsou nezbytné glutaminové zbytky na

transmembranovych doménach 2, 3, 4 a 6 a lysinovy zbytek na tfeti transmembranové
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doméné. Jejich zdména za alanin vedla ke sniZeni afinity k agonistiim (Mouillac et al.,
1995; Barberis et al., 1998).

Aminokyseliny phe-103, tyr-115 a asp-115 v lidském oxytocinovém receptoru,
V1a/V1b a V2 receptoru pro vasopresin jsou determinujici pro selektivni vazbu ligandu
(Chini et al., 1995; Ufer et al., 1995). Naptiklad zdmeéna tyr-115 za phe v potkanim
Vlareceptoru vede k devatenactindsobnému zvyseni afinity k oxytocinu oproti nativnimu
receptoru. Pfedpoklada se, Ze i druhd extracelularni smycka je dileZita pfi vazb& agonisty
na receptor, protoZe jeji sekvence aminokyselin je konzervovana u vSech zastupcii
receptord pro nonapeptidové hormony.

Oxytocinovy receptor mé nizkou selektivitu pfi vazbé riiznych ligandli. Nonapeptid
s identickou cyklickou €asti jako ma oxytocin a s leucinem v pozici 8 se vaze se stejnou
afinitou. Tento objev naznacuje, Ze cyklickd ¢ast oxytocinu hraje podstatnéjsi roli
v selektivité vazby nez linearni tripeptid. N konec receptoru se podili na vazbé oxytocinu
interakci s hydrofobni leucinem v pozici 8 na oxytocinu a také spolu s prvni extracelularni
smyckou vaze linearni tripeptid oxytocinu. Druhéa extracelularni smycka receptoru
ineraguje s cyklickou ¢asti molekuly oxytocinu (obr. 5str. 30) (Postina et al., 1996).

Nékolik praci naznacuje, Ze vazebné misto pro antagonistu oxytocinu se 1isi od
mista pro agonistu. Studie chymerickych receptori poskytly diikkaz, Ze vazebné misto pro
antagonistu oxytocinu je tvofeno prvni, druhou a sedmou transmembranovou doménou.
Hlavni pfispévek k vazebné afinité antagonisty je pfipisovan horni ¢asti sedmé trans-
membranové domény (Elands et al., 1988). Tyto oblasti nejsou zodpovédné za vazbu
agonisty, proto vétSina mutaci v t€chto sekvencich nema vliv na afinitu agonisty
k receptoru (Barberis et al., 1998).

Zatimco u V1 a V2 receptoru je zcela jasné, Ze pro vazbu G proteinu jsou nezbytné
ale dostacujici intracelularni smycky dva a tfi (Liu a Wess, 1996), u oxytocinového

vvvvvv

intracelularnich domén oxytocinového receptoru (Gimpl a Fahrenholz, 2001).
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Obrazek 5: Struktura oxytocinového receptoru.

Aminokyselinova sekvence lidského oxytocinového receptoru znazorfiuje
strukturu sedmi membranovych domén s nepolarnimi aminokyselinami, tfi
extracelularni a tfi intracelularni smycky a také N termindlni a C terminalni
domény. Na N konci jsou patrna mista pro glykosylaci oznacené ,,Y*, tedy
asparagin v pozici 8, 15 a 26. Déle jsou také zobrazeny dva cysteinové zbytky
vedle sebe v pozicich 346 a347, které piidrzuji C konec lipidickou kotvou

v membrané. Teckovanou ¢arou je vyznacena Cast receptoru, ktery interaguje
s cyklickou ¢asti oxytocinu, plnou ¢arou ¢ast, ktera je zodpoveédna za vazbu
linearniho tripeptidu.

ptevzato z (Gimpl a Fahrenholz, 2001)
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6. Oxytocinovy receptor v srdci

V srdecni svaloviné oxytocinovy receptor moduluje u€inek oxytocinu na
uvoliiovani sifiového natriuretického peptidu (ANP), ktery zpomaluje srde¢ni rytmus a
redukuje silu kontrakce srdce, ¢imz snizuje krevni tlak. Sifiovy natriureticky peptid ma
velké vasodilata¢ni u€inky a pies cyklicky guanosinmonofosfat (cGMP) ma i negativni
chronotropické a ionotropické ucinky. Gutkowska a kolektiv predpoklad4, Ze endotelialni
oxytocinovy receptor je pfes uvolnény vapnik spojen se stimulaci NO drahy, ktera vede
k srdeéni relaxaci (Gutkowska et al., 2000).Tato skupina spekuluje, Ze oxytocin generuje
oxid dusny, ktery aktivuje guanylcyklasu a vznikajici cGMP napoméha pfi relaxaci srde¢ni
svaloviny a cév. Také Kadekaro a spol. navrhl Ze produkce NO je nezbytna k udrZeni
basélni sekrece oxytocinu stejné jako tlaku krve, protoZe NO selektivné inhibuje
uvolniovani oxytocinu (Kadekaro et al., 1997). Regulace signalizace oxytocinu oxidem
dusnym mitiZe hréat roli ve zpétn€ vazbe a tim i pfi uréeni frekvence a amplitudy
preneseného signalu. Oxid dusny (NO) je plyn schopny prochdzet membranou bunék a
patii mezi vyznamné intracelularni signalni molekuly. Mimo jiné je zapojen do procesu
vasodilatace a slouZi téZ jako neurotransmiter (Bredt a Snyder, 1994).

Studie ukazaly, Ze srdce je mistem exprese genu pro oxytocinovy receptor.
Amplifikaci cDNA pomoci metody PCR s vyuzitim specifickych oligonukleotidovych
primerd se zjistilo, Ze se exprimuje jak v sinich a komorach srdce, tak i v aorté. Jako
pozitivni test byla pouzita mRNA oxytocinového receptoru z délohy. Podle polohy bandd
se zjistilo, Ze v srdci se exprimuje gen dlouhy 373 bp (obr. 6; str. 32). Experimenty také
dokézaly, Ze oxytocinovy receptor je pfitomen v misté exprese své mRNA, tedy ve vSech
Castech srdce. Dale se také zjistilo, Ze mnozZstvi exprimovaného genu v sini srdce je
nepatrn€ vyssi neZ v komofre, ale i tak je nejméné desetkrat niZs$i neZ v d€loze negravidnich
samic potkant (Gutkowska et al., 1997).

Uvoliiovani ANP jako disledek stimulace oxytocinového receptoru je spojena
s uvoliiovani intracelularniho vapniku do cytoplasmy. Ukéazalo se, Ze zvySeni koncentrace
intraceluldrniho Ca>* napoméha bun&né exocytose (Knight et al., 1989) a tedy i pfi
sekreci ANP v srdci (Ruskoaho et al., 1985).

Srdce se ukazalo také jako misto syntézy samotného oxytocinu. V tekutiné

vytékajici z promyvaného srdce nebo pouze z kultivovanych bunék srde¢ni svaloviny
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(myocyt) byl oxytocin detekovan. Tento fakt byl dokdzan pfitomnosti oxytocinové mRNA
v srde¢ni tkéni, kterd byla stanovena pomoci PCR a Southern blotu (Jankowski et al.,
1998). Relativné nizké koncentrace uvoliiovaného oxytocinu ze srdce svédsi spise o
parakrinim ¢i autokrinim vlivu, coZ dokatuje také fakt, Ze oxytocin uvoliiovany ze srdce

nemam vliv na jeho celkovou koncentraci v krvi (Jankowski et al., 1998).

Obrazek 6: Amplifikace mRNA pro oxytocinovy receptor pomoci RT-PCR v déloze,
komofie a sini mySiho srdce.
Gutkowské a spol. se podafilo namnozit gen pro oxytocinovy receptor z mySiho
srdce. Obrézek je fotografie 2% agarosového gelu barveného ethidium
bromidem. Do prvni linie byl dan vzorek z délohy, ktery vykazuje nejsiln€jsi
band, do tfeti linie vzorek z pravé a do ¢tvrté z levé sin€ srdce. Do linie 5 a 6
byli aplikovany z komor srdce a to z pravé do paté a z levé do Sesté. Sedma linie
predstavuje vzorek z aorty. Jako kontrola se pouZil vzorek 123 bp GIBCO/BRL.
Na spodni grafu je vidét relativni srovnani mnozstvi mRNA pro oxytocinovy
receptor v obou ¢astech srdce a v d€loze.

ptevzato z: (Gutkowska et al., 1997)
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7. Oxytocinovy receptor v centralnim nervovém systému

Experimenty s primarnimi kultivovanymi butikami nervové soustavy ukazaly, Ze
receptor pro oxytocin se vyskytuje jak na hypotalamickych neuronech, tak i na astrocytech
(D1 Scala-Guenot a Strosser, 1995).U potkant byl oxytocinovy receptor detektovan
v mnoha mozkovych partii jako v kortikalni oblastech, olfaktorickém (¢ichovy) systému,
basélnich gangliich, limbickém systému, thalamu, hypothalamu, mozkovém kmeni a miSe.
U dospélych potkanti byl nalezen oxytocinovy receptor ve vysokych koncentracich
v dorsélni pedunkulérni kife, pfednim €ichovém jadfe, v uskupeni bun€k spodniho palida,
limbickém systému a v hypotalamickém ventromedidlnim jadfe (Tribollet et al., 1992;
Barberis a Tribollet, 1996). Gen pro oxytocinovy receptor je exprimovan v oblastech
splyvajicich s vyskytem vazebnych mist pro oxytocin (Yoshimura et al., 1993).
Oxytocinovy receptor byl také identifikovan v mi$nich segmentech, ale pouze v malém
mnozZstvi a byl omezeny pouze na povrchovou vrstvu horniho rohu (Tribollet et al., 1997).
Nebyly zaznamenéany néjaké vyrazné odliSnosti v mnoZstvi receptoru mezi sam¢im a
sami¢im mozkem. Pozoruhodné je, Ze se vyrazné 1i§i mista pro vazbu vasopresinu od mist
pro vazbu oxytocinu (Gimpl a Fahrenholz, 2001).

Distribuce a mnoZstvi vazebnych mist pro oxytocin podléha vyraznych zmén
béhem vyvoje jedince, pouze maly zlomek oxytocinovych receptort ziistava ve stejném
mnoZstvi na stejném miste (Tribollet et al., 1992). V né€kterych mistech je receptor
exprimovan pouze docasné v obdobi détstvi nebo dospivani. U obou pohlavi potkanti byly
rozpoznany dvé kritickd obdobi béhem vyvoje a to tfeti postnatalni tyden (tyden, ktery
predchézi odstaveni mlad’at) a puberta, coZ nejspiSe souvisi s vlivem oxytocinu na
matefské a sexudlni chovani. Naptiklad u mlad’at se oxytocinovy receptor hojné vyskytuje
v oblastech cinguly a retrosplenialniho kortexu stejné jako v riznych oblastech michy,
naopak u dospélci se v téchto mistech vyskytuje pouze v malé mife nebo je dokonce
nedetekovatelny. V n€kterych oblastech mozku se oxytocinovy receptor vyskytuje hojné az
v dospélosti (napf. olfactorycky hrbol a hypotalamické ventromedial jadra) (Tribollet et al.,
1992). U starSich potkant se sniZuje mnoZstvi mist pro vazbu oxytocinu, coZ je
pravdépodobné zpisobeno vyrazné nizsi hladinou plasmatického testosteronu. V ¢ichovém
hrbolu a ventromedialnim jadie hypotalamu exprese oxytocinového receptoru podléha

prave regulaci pohlavnimi steroidy. Dévka testosteronu star§im potkanim muze v téchto
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oblastech obnovit normalni hladinu receptoru pro oxytocin, jaka se vyskytuje u mladsich
jedinct s dostateCnou produkci pohlavnich hormont (Arsenijevic et al., 1995).

Velka rozmanitost v distribuci a mnoZstvi oxytocinového receptoru byla také
zjisténa mezi riznymi druhy savcd. Napiiklad pfedni sobiculum v hipokampu u potkand
obsahuje mnoho vazebnych mist pro oxytocin, zatimco u morcete, kiecka, kralika a
kosmana nebyla detekovana Zadn4 vazebna mista. U monogamni a polygamnich hrabost
bylo zjiSténo, Ze rozdilna distribuce oxytocinového receptoru se odrazi v jejich spolecenské
struktufe (socidlnim chovani) (Insel a Shapiro, 1992). Lidské nigrostrialni dopaminové
neurony mohou byt také cilem pro oxytocin a tak oxytocinovy systém miZe byt spojen
s motorickou a basélni funkci ganglia. V lidském mozku byla také zjiSt€na vysoka citlivost
na oxytocin v Meynertové basalnim jadfe, ale vazebna mista chybéla v hipokampu,
amygdale, entorhinalim cortexu a v bulbus olfaktorius (Loup et al., 1991).

V mozku ma estrogen a dalsi pohlavni hormony vliv nejen na syntézu samotného
oxytocinu, ale ma také vyrazny vliv na regulaci oxytocinového receptoru (Tribollet et al.,
1990; McCarthy, 1995). Kastrace a inhibice aromatasové aktivity, tedy sniZeni produkce
pohlavnich hormont, sniZi vaznost oxytocinu, zatimco zvysSena koncentrace estradiol a
testosteron zvysi vaznost oxytocinu obzvlasté v mistech mozku, které jsou spojovany
s reproduktivnimi funkcemi, jako tfeba ventrolateralni ¢ast ventromedidlniho jadra
hypotalamu (Tribollet et al., 1990). Podéni estrogenu zvysi afinitu oxytocinového
receptoru v preoptické ¢asti pfedniho hypotalamu (Caldwell et al., 1994) a zvysi hustotu i
mista pro vazbu na oxytocinovém receptoru v ventrolateralni ¢ast ventromedidlniho jadra
hypotalamu (Coirini et al., 1991). Progesteron zpisobi dalsi zvySeni vazebnych mist pro
oxytocin a je nejvice potfebny k maximalnimu rozsifeni pokryti oxytocinového receptoru
(Schumacher et al., 1990; Coirini et al., 1991). Dlouhodobé podavani progesteronu mélo za
nasledek zvyseni zakladni hladiny oxytocinového receptoru v limbickych strukturach,
pokles ve ventromedialnim jadfe hypotalamu a spolu s estrogenem zvySeni vazebnych mist
ve vSech studovanych oblastech mozku s vyjimkou medialni preoptické oblasti (Patchev et
al., 1993). Také byl zjistén vliv glukokortikoidl na oxytocinovy receptor v mozku
(Schumacher et al., 1990; Patchev et al., 1993). Mezidruhové rozdily se netykaji pouze
distribuce oxytocinového receptoru v mozku, ale také regulace pohlavnimi hormony.
Napiiklad estrogen vyvola zvySeni oxytocin vazebnych mist u potkana, ale u mysi ve

stejnych oblastech vyvola sniZeni vazebnych mist (Insel et al., 1993).
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8. Struktura genu oxytocinového receptoru

Pro oxytocinovy receptor existuje pouze jeden gen o rozpéti 17 000 bazi (bp), ktery
lezi v prostoru 3p25 - 3p26. Jako prvni izoloval a identifikoval cDNA pro lidsky
oxytocinovy receptor Kimura v roce 1992 (Kimura et al., 1992) (obr. 7; str. 36) a od té
doby se osekvenovalo mnoho jinych, jako napf. potkani (Rozen et al., 1995), mysi (Kubota
et al., 1996), prase¢i (Gorbulev et al., 1993) nebo hovézi (Bathgate et al., 1995). Lidsky
oxytocinovy receptor je exprimovan ve dvou velikostech: 3,6 kbp v prsu a 4,4 kbp
v déloze. Obsahuje 3 introny a 4 kédujici exony, jejichZ sekvence je pfevazné vysoce
konzervovana, protoze koduje sedm transmembranovych domén. Exon 1 a 2 obsahuje
5¢ promotorovou nekodujici oblast. Introny 1 a 2 jsou pomémé kratké 629, respektive
166 bp. Exon 3 zaéina 142 bp upstream od adenosinu iniciaéniho ATG kodonu a saha az
po 922 kb downstream, to znamena, Ze koduje Sest transmembanovych domén spolu
s extraceluldrnimi a intracelularnimi smy¢kami receptoru. Intron 3 je nejrozsahlejsi a
zabira néco okolo 12 kbp. Exon 4 obsahuje sekvenci kddujici posledni sedmou
transmembranovou doménu a cely C konec receptoru véetné€ polyadenylaéniho signalu
(Inoue et al., 1994).

Nekteré GPCRs neobsahuji Zadné introny, zatimco jiné maji intron stejn€ jako gen
pro oxytocinovy receptor, tedy mezi sekvencemi kédujici Sestou a sedmou transmembra-
novou doménu. Intron obsahuje i gen pro lidsky vasopresinovy V2 receptor, ktery
s oxytocinovy receptorem sdili 41% shodu v pofadi bazi, coZ z nich dé€la dva nejvice si
podobné receptory mezi GPCRs. Oxytocinovy receptor oproti V2 receptoru obsahuje jeté
komplikovanou regulaci traskripce oxytocinového receptoru (Inoue et al., 1994).

Gen pro oxytocinovy receptor je exprimovan nejen v dé€loze, mléénych Zlazach,

v srdci a kardiovaskularnim sytému, ledvinach, v Zenskych i muZskych pohlavnich
orgéanech ,ale i centraln€ a v mnoha oblastech mozku a michy.

Ackoliv doposud byla objevena pouze jedna kopie genu pro oxytocinovy receptor,
mnoho studii prokazuje pfitomnost oblinych receptorovych typt v riznych tkanich. Prvni
typ byl pozorovén u potkani v déloze a druhy v ledvinach. Tyto dva typy se li§i ve vazbé
agonistl a antagonistd. Tento vyskyt miiZze vysvétlovat odlisné tkariové odezvy na

piitomnost agonistli a antagonistu, stejné tak i odliSny vliv steroidnich hormont na expresi
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oxytocinového receptoru. Pokud se neobjevi dalsi gen, ktery by kodoval druhy typ
oxytocinového receptoru, je pravdépodobné, Ze odlisné vlastnosti t€chto dvou typti jsou

déany sestfihem jediné molekuly mRNA pro oxytocinovy receptor (Verbalis, 1999).

13 10 0 19 20 22 Kb
— ! i i
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41 klon
¢8 Y

{b) OTRgen

~~

) 1X0bp

]

WV v vV

(¢) OTRcDNA

Obrazek 7: Organizace genu pro lidsky oxytocinovy receptor

a) Jsou zde videt Etyti prekryvajici se genové klony St€pené riznymi
endonukleasmi. Fragment z EcoRI (7,4 kbp velky) obsahuje exony 1-3,
3,9 kbp dlouhy HindIII fragment a 1,2 kbp Hind III/EcoRI fragment
obsahuje exon 4.

b) Diagram oxytocinového genu: exony jsou zvyraznény ¢ernou linii a
ocislovany, jsou také vyznacena restrikéni mista endonukleas (E=EcoRI;
H=HindIII)

c¢) Struktura cDNA pro oxytocinovy receptor: ¢ern€ jsou vyznaceny a
ocislovany fimskymi &isly (I-VII) domény procazejici skrz membranu;
extracelularni a intracelularni domény jsou vyznaceny Srafované; ATG
znadi start translace a TGA konec.

Prevzato a upraveno z (Inoue et al., 1994)
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9. Genova exprese oxytocinového receptoru

Na rozdil od ostatnich GPCRs podléha receptor pro oxytocin vyraznym regulacim
v expresi. Tkafovou specifitu exprese oxytocinového receptoru lze ukéazat naptiklad pii
téhotenstvi a béhem kojeni. T€hotna Zena ma zvysSenou expresi receptoru v déloze, coZ
vede ke zvysené citlivosti této tkan€ na oxytocin, ale t€sn€ po porodu dochazi k prudkému
poklesu citlivosti v disledku sniZeni mnoZstvi receptori na membranach. Naopak
v mléénych Zlazach zistava zvysSena exprese oxytocinového receptoru i po porodu a to
béhem celé faze laktace (Soloff et al., 1979; Breton et al., 2001). Toto pfepinani v expresi
umoziiuje aktivovat rizné tkdn€ v riznych fazich matefstvi.

Transkripce za¢inad 618 bp upstream od iniciacniho kodonu. Hlavni vliv na zesileni
exprese ma promotor, naopak k zeslabeni slouzi pfedev§im methylace oblasti 3. intronu.
Velky vliv na genomickou i negenomickou regulaci exprese mRNA pro oxytocinovy
receptor maji i pohlavni hormony (Gimpl a Fahrenholz, 2001).

Pii sekvenovani oblasti 18 kbp upstream od mista startu translace nasli Inoue a
spol. mnoho rtiznorodych nukleotidovych sekvencich spojenych s regulaci transkripce
(obr. 8; str. 38) (Inoue et al., 1994). Pobliz startu transkripce se nachazi motiv TATA boxu
(TTTTAAA) a Sp-1 vazebné misto, které je od TATA motivu vzdéleno 35 bp. Takovéto
uspofadani sekvenci v promotoru genu spliiuje poZadavek pro silnou promotorovou
aktivitu potfebnou k transkripci genu. 5’ oblast genu obsahuje také ¢étyfi GATA-1 motivy,
jedno c-Myb vazebné misto, jedno AP-2 misto a dvé AP-1 mista. Dal$im regula¢nim
mistem v promotoru jsou dvé souhlasné sekvence jaderného faktoru interleuktinu 6
(NF IL6 = nucleofactor interleuctin 6) a pobliZ se vyskytujici dvé vazebnd mista pro
reaktanty akutni faze (APRE = acute phase reactant-responsive element). Tyto
promotorové sekvence jsou typické pro geny, jejichZ exprese je indukovéna infekci nebo
zanétem. V této souvislosti se sledoval vliv latentni infekce v déloze na piedEasny porod
(Inoue et al., 1994).

V promotorové oblasti genu pro oxytocinovy receptor se nenalezlo misto pro vazbu
estrogenu tzv. ,.estrogen response element” (ERE) (Peale et al., 1988). Misto toho byly
nalezeny dvé polovi¢ni palindromicka mista ERE (5‘-GGTCA-3‘ motivy) v oblasti
5‘promotoru a jedno polovi¢ni palindromické misto ERE (5’-TGACC-3¢) v 3¢

promotorové oblasti. Toto zjiSténi je vice neZ piekvapivé, protoZe gen pro oxytocinovy
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receptor patii mezi nejvice citlivé geny na stimulaci estrogenem. Estrogen jasné zvySuje
vaznost receptoru i expresi mRNA pro oxytocinovy receptor. Dokazuji to pokusy in situ
hybridizace nejen v déloloze, ale také v hypotalamu a v ledvinach (Verbalis, 1999).
Dodnes ale nebyla plné€ objasnéna role riznych regula¢nich proteinti na promotoru
oxytocinového receptoru (Zingg a Laporte, 2003). Vliv estrogenu je nejspiSe nepfimy nebo

pomoci dalSich promotorovych elementi (Ivell a Walther, 1999).

~1848 CAGCTGTCTT CCAGGAGAAR GAAOGGCAGG CTTOGTTCTA CAGGCCAGTG TTTICCTTCT
~1788 CACATTCACC BAUARGGGC TCATAGGGAA AMATCTGCCT TCATOCAGCC UTGOGUTGAC

ERE-&
=1728 GCAGGGGTGT TTTACCTUCT AGUATTUAAC CCTCAGATTC CACAGATINT ACAGTTICAS

~1668 ANMACCAGAG GGACAGGALC TCAGACATTA W CATTTTACAT

~1608 ATGAGGAGAC TGAGGCCCAA AGAGAAGUGG CYTTGCCCANT THICRCTTCAT TCTCACCCGA
ERE-S'

~1548 CTCOTCTOTA ACTTTANYCT GTAAPITTOC AGGCCGATAG GTACTA N{GE
AP AP-1
1488 TIRRPACTOC CTOCCACCCC TTGGCANTGC TGTCAAGATT CCCAGOCTOC
NFILE
«1428  GATTACTCAG CTAGAACCEY GOGKPCCAGG
APRE NFQLS AP2 APRE GATA-1
-1368 GCATGUOGUCT GTAATIGIGG ATTAAGGAAA CCCAGTCCTT GGCTAACTCA AGTCTCICCA
-1308 CATANPAAAA AGACGGAGAA OTGAMATOTC AGGAGGARBAT ACACATTTAA TGCATTTTAA
~1248  AGAGCCCTGT TTATTTTTGA ATCCTGGCCT TTTTTICTGA CTTAMTICTT GGOCACTGRA
~1188  AATTACTICA AMAAATGATT TTTAGAATAG AGAAGGGGCA GGEAGGCTGN GMGCTGTCT
5p-1
«1120  TTAACATTIY ATUMIRCITT GOCATCATTT AGAATTTTAA TTCOGAMICG CGACAAGGAL
GATA-1
-1068 OCAGAAACGG CTCTTOOGOG CAGACAAGCA GAATCACTTT AMATGAAGAC AGTGTTGTGC
~1008 TICAGANTTY CCYCPARARC TACCGARAMA ATANCGCCTC TTOCAGCACT GCTTAGAATA
=948  GAGGCCATTT CTAATTCCTC ATERACUGEA ATAGGAMCAR ARGPATTCCA AMGCAMAGAC
YR
-888  TTATTTGAGT TCACTUCTAR AGCCGOTACA TCAAGETGGA GGTGTGGGEG GAGAGAAAAG
~B28  COYGAAAATT MACATCATTT [FICCEKAXTR ATCAGTTTAA ATGCTTTTOT
NFILE GATA-1

-768 UOPATCTACCC GOGGAMEANG ATTATTATIC AMCCICCTA TOTGICTCGG AGTCAAGAGE
«~708  TICTAAMGCA AGAMAGGANG AAACEGGTGG) GTTATTGACS ASTTCCOTCL CTCTCOUCAGY

* *
-648 CAC TUCAAMARTAA ACCCATTTGT TAAGGCTCTG GGACCAMCGE TGGGCGAACC
TA o motif

Obrizek 8: Nukleotidova sekvence promotorové oblasti genu pro oxytocinovy
receptor
Hvézdickou jsou vyznacena mista startu transkripce. Motiv TATA boxu, SP-1
vazebného mista a dal$i regulaéni oblasti jsou oznaceny rameckem a popiskem.

Ptevzato z (Inoue et al., 1994)
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10.

Souhrn:

Oxytocin spolu s vasopresinem patfi mezi hormony zadniho laloku hypofyzy
(neurohypofyzy). Jedna se o nonapeptid, jehoz Sest aminokyselin tvoii cyklickou
¢ast spojenou disulfidickym mistkem mezi cysteiny v poloze 1 a 6 a zbylé tfi
aminokyseliny vy¢€nivaji v podobé€ linearniho tripeptidu. Hlavnim mistem syntézy
je hypotalamus, odkud je transportovan do neurohypofyzy, kde se uvoliiuje do krve
a ptsobi na rizné tkané.

Oxytocinovy receptor patii do rodiny receptord spfazenych s G proteiny (GPCRs),
podrodiny 1b-rhodopsinového typu. Vykazuje typickou strukturu této skupiny
receptord, tedy sedm transmembranovych domén, misto pro vazbu ligandu a misto
pro vazbu G proteinu. Aktivaci receptoru se spousti signalni kaskada, ktera ma za
nasledek aktivaci fosfolipasy C a tak vznik druhych poslid: diacylglycerolu,
inositol-1,4,5-trisfosfatu a nasledné uvolnéni vapniku do cytoplasmy.

Kromé znamych perifernich funkeci (stahy délohy a stimulace laktace) ma oxytocin
vliv také na srdce. Z neurohypofyzy se uvoliiuje pti zvySeném krevnim tlaku,
putuje do srdce, kde po vazbé na receptor stimuluje uvoliiovani siiového
natriuretického peptidu, ktery v ledvinach vyvola natriuresu a tak i pokles krevniho
tlaku. Oxytocin tak pisobi opacné€ neZ vasopresin — antidiureticky hormon.
Oxytocin ma vliv na centralni nervovou soustavu. V lidském mozku byly receptory
nalezeny v kortikélnich oblastech - Maynertovo basélni jadro, v limbickém
systému - lateralnim septalnim jadfe a v riznych ¢astech mozkového kmenu.
Ovliviiuje rtizné druhy chovani, procesy spojené s poznavanim a mimo jin€ se
uvolriuje také pii stresové odpovéedi.

Doposud byl objeven pouze jeden gen pro oxytocinovy receptor, je exprimovan ve
dvou velikostech: 3,6 kbp a 4,4 kbp. Obsahuje tfi introny a &tyfi kodujici exony.
Tyto exony kdéduji velmi konzervované nukleotidové sekvence transmembranovych
domén a mista pro vazbu oxytocinu a G proteinu.

Exprese oxytocinového receptoru podléha ve vSech tkanich ptisné regulaci, jak
naznacuje velké mnoZstvi vazebnych mist v oblasti promotoru genu. Kromé
béZného motivu TATA boxu se zde vyskytuje i SP-1 vazebné misto, dvé vazebna
mista pro reaktanty akutni faze (APRE), poloviéni palindromické mista pro vazbu
estrogenu (ERE) a dalsi.
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Supplementum

1. Regulace genové exprese

Porovnavanim promotorovych oblasti homolognich gent z riznych druha savca,
poskytlo informaci o kli€ovych regula¢nich oblasti v genu pro oxytocinovy receptor. Na
zakladé téchto srovnavacich analyz ve spojeni s klinickymi studii vztahu dé€lozni infekce a
pfedcasného porodu, byl navrzen vliv prozanétlivého cytokininu (IL-1; IL-6) na zvySeni
transkripce oxytocinového receptoru. Tyto cytokininy se vazi na vazebné jaderné faktory
(NFIL-6 nebo Stat3) (Inoue et al., 1994). IL-6 zvysi expresi oxytocinového receptoru pomoci
aktivace tyrosin kinasové drahy (viz Kimura et al., 2003).

Ostrogen byl povazovan za kliCovou molekulu v regulaci exprese oxytocinového
receptoru. Vskutku podani oestrogenu kastrovanym potkanim zvysilo mnozstvi vazebnych
mist pro oxytocin a mnozstvi mRNA kodujici tento receptor. Tyto vlivy byly pozorovany
periferné v hladké svalovin€ dé€lohy, ale i centralné ve ventromedialnim jadfe mozku.

V promotorové oblasti genu byla také nalezena polovi¢ni mista zodpovédna za vazbu
oestrogenu, tzv. ,.estrogen responsive element™ (ERE) (viz Kimura et al., 2003).

Dalsi vliv je zprostifedkovan aktivaci drahy spojené s protein kinasou C, ktera je
aktivovana vazbou sera na efs vazebnou sekvenci v promotoru (Copland et al., 1999).
Sekvence efs kooperuje s c-fos / c-jun a vysledkem je zvySeni exprese oxytocinového
receptoru (Hoare et al., 1999).

Jako ptiklad inhibice exprese oxytocinového receptoru bych uvedl! epigenetickou
regulaci methylaci introni DNA methyltransferasou. Methylace oblasti okolo intronu jedna a
tfi ma za nasledek potlaCeni genové exprese (viz Kimura et al., 2003). Methylace muze byt

dulezita pro tkafiovou specifitu expres tohoto genu (Kusui et al., 2001).
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2. Genova exprese oxytocinového receptoru v CNS
Jak jsem jiz popsal, tak vliv na expresi oxytocinového receptoru maji v periferii

pohlavni hormony. Z toho divodu byl studovan jejich vliv i v centralni nervové soustavé. Byl
prokazan vliv estrogenu na mnozstvi mRNA oxytocinového receptoru v mozkovych ¢astech
limbicko-hypotalamového systému, piesn€ji v ventromedialnim jadie hypotalamu,
v amygdale a v CA1 oblasti hipokampu. Nejvétsi zvySeni vykazovalo ventromedialni jadro
hipokampu. Jednalo se pfiblizné€ o ¢tyfnasobné zvyseni po 48 hodinovém podavani estrogenu
oproti basalni hladin€. Niz§i hladiny byly detekovany v amygdale a hipokampu. Vliv pohlavni
hormonti miiZe byt na syntézu de novo mRNA oxytocinového receptoru nebo mize mit vliv

na stabilitu genového transkriptu v cytoplasmé (Quinones-Jenab et al., 1997).

3. Genové exprese oxytocinového receptoru v srdci
Oxytocin hraje kliCovou roli pfi diferenciaci srde¢nich bunék prostfednictvim vazby
na svij receptor (Paquin et al., 2002).Neonatalni podani oxytocinu ma za nasledek
kratkodoubou i dlouhotrvajici genovou expresi v srde¢ni tkani. Takto podany oxytocin vede
v rané postnatalni fazi k expresi mRNA oxytocinovych receptorti a receptori pro estrogen
(alfa 1 beta). S vyjimkou receptoru pro estrogen alfa nebyly pozorovany rozdily v expresi

mezi pohlavim (Pournajafi-Nazarloo et al., 2007).
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Opravny list

Str. 4; fadek 24 — receptory spiazené s G proteiny
Str. 4; fadek 30 — adenylylcykalsu

Str. 5; fadek 3 — mitogen-aktivovanyprotein kinasa
Str. 5; fadek 6 — mesengerova RNA

Str. 5; fadek 8 — oxid dusnaty

Str. 6; fadek 16 — schopen

Str. 6; fadek 22 — hematoencelalickou bariéru

Str. 6; fadek 29 — byla odhalena

Str. 8; fadek 18 — (Cys-Tyr-Ile-Gln-Asn-Cys-Pro-Leu-Gly-NH;)
Str. 8; fadek 20 - (Pro-Leu-Gly-NHy)

Str. 9; fadek 1 — BudeSinského

Str. 9; obr. 1
HN
5. Asn 3. lle
9. Gly Y
-NH, 6. Cys

Str. 9; fadek 20, 21 - (Cys-Tyr-Ile-Gln-Asn-Cys)
Str 9; fadek 21 - (Pro-Leu-Gly-NH,)

Str. 10; fadek 7 - (Ile; Val)

Str. 11; fadek 18 — prepropeptid

Str. 11; fadek 29 - Cys-1 a Tyr-2

Str. 13; fadek 1 — drazdéni

Str. 13; fadek S — do pochvy misto do utery

Str. 13; tadek 24 — zvySenim osmolality mo¢i
Str. 15; fadek 7 — veratridinem

Str. 15; fadek 25 — hematoencefalicka bariéra
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Str. 16; odstavec 3 — disulfidicky mistek neni nezbytny pro nasednuti oxytocinu na receptor,
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Str. 17; tadek 22, 23 — Ca®* piisobi na cytosolické kinasy (proteinkinasa A; proteinkinasa C) a

kalmodulin

Str. 18; fadek 1 — mutagenese

Str. 18; fadek 17 — Berrada

Str. 18; fadek 19 — protein kinasou Cq

Str. 23; fadek 21 — hladké svaloviny

Str. 25; fadek 10 — diacylglycerolem

Str. 26; fadek 13 — obratné
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Str. 28 tadek 8, 9 - Asp-Arg-Tyr (Asp-Arg-Cys v pfipadé€ oxytocinového receptoru)

Str. 28; fadek 27 — Oxytocin interaguje s extracelularnimi smyckami ...

Str. 28; fadek 28 — selektivnich kontaktnich mist

Str. 28; fadek 29 — pomoci molekularnich technik

Str. 29; fadek 3 - aminokyseliny Phe-103, Tyr-115 a Asp-115

Str. 29; fadek 5 - zaména Tyr-115 za Phe

Str. 29; fadek 18 — studie chimerickych receptort

Str. 31; fadek 22 — podle polohy prouzku

Str. 32; fadek 15 — nejsilné;jsi prouzek

Str. 32; fadek 16 — byly aplikovany

Str. 32; fadek 18 — na spodnim grafu

Str. 33; fadek 19 — podiéha vyraznym zménam béhem vyvoje

Str. 34; fadek 6 —u monogamnich a polygamnich hrabost

Str. 34; fadek 8 — nigrostriatalni dopaminové neurony

Str. 34; fadek 12 — entorhinalnim kortexu

Str. 38; fadek 3 — nejen v déloze
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