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Abstrakt

Nikotinové acetylcholinové receptory patfi mezi ligandem aktivované kanaly, které se
nachazeji na nervosvalové synapsi a v centralnim a perifernim nervovém systému.
Aktivita nikotinového receptoru miize byt ovlivnéna fadou farmakologickych latek.
V této praci jsme se zaméfili na studium inhibi¢niho uc¢inku takrinu a jeho derivatt
na nikotinové acetylcholinové receptory svalového a neuronalniho typu. Tyto derivaty
pusobi jako inhibitory acetylcholinesterazy a interaguji pfimo také s nikotinovymi
acetylcholinovymi receptory. Na inhibitorech cholinesteraz je zaloZena prevazna cast
dnesni terapie Alzheimerovy choroby. Mechanismus ucinku takrinu a jeho derivati
jsme studovali pomoci metody teré¢ikové zamku (patch clamp) v konfiguraci méfeni

proudi z celé bunky.

Klicova slova
Nikotinovy acetylcholinovy receptor, takrin, 7-MEOTA, K-577, inhibitory

acetylcholinesterazy

Abstract

Nicotinic acetylcholine receptors are ligand-gated ion channels which are located
on neuromuscular junction and in central and perifric nervous system. Activity
of nicotinic receptor might be modulated by variety of pharmacological agents. In this
work, we have focused on the study of the inhibition effect of tacrine and its
derivatives on the nicotinic acetycholine receptors of muscle and neuronal type. These
derivatives function as acetylcholinesterase inhibitors and also interact with nicotinic
acetylcholine receptors. The majority of current forms of treatment of Alzheimer's
disease is based on cholinesterase inhibitors. We have studied the mechanism
of tacrine and its derivatives by using patch clamp method in the configuration of

whole-cell recording.
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Uvod

Acetylcholinové receptory (AChR) jsou transmembranové proteiny nachdazejici
se v bunéénych membranach a jako mnoho ligandem aktivovanych receptort maji dva
hlavni subtypy - metabotropni a ionotropni. Oba tyto typy receptord jsou aktivovany
endogennim neurotransmiterem acetylcholinem a jsou exprimovany neuronalnimi
i ne-neuronalnimi bunikami po celém téle. Tyto strukturné a funkéné odlisné receptory
dostaly jméno podle specifickych agonistd, které je aktivuji - pro metabotropni typ je
jim muskarin a pro ionotropni nikotin.

Nikotinové acetylcholinové receptory (nAChR) jsou podle pfitomnosti
specifické Cys-klicky fazeny do “Cys-loop” rodiny ligandem oteviranych iontovych
kanald, mezi které patii také GABAa, GABA(, glycinové a serotoninové 5-HT3 receptory
(Obr. 1) (Karlin 2002; Lester a kol. 2004). Nikotinové receptory se skladaji z péti
podjednotek, které utvareji centralni iontovy kanal, jenZ se v pritomnosti agonisty
otevira a propousti ionty Na*, K* a v rizné mife i ionty Ca?'. Podle lokalizace
v organismu je lze d€lit na svalové, které zprostfedkovavaji rychly nervosvalovy
prenos, a nervové, které se nachazeji napfi¢ centralnim a perifernim nervovym

systémem, ale i v ne-neurondlnich bunkach (Macklin a kol. 1998; Maus a kol. 1998).

CHEMICKY AKTIVOVANE IONTOVE KANALY

Cys-loop Glutamatové  Purinergni P2X
nAChR NMDA rec.
5-HT3R kainatové rec.
GABA, GABA( AMPA rec.

glycinové rec.

Obr. 1: Schématické rozdéleni t¥i skupin chemicky aktivovanych iontovych
kanalt. Prvni skupinou jsou pentamerické Cys-loop receptory, které mohou byt
kationtové nebo aniontové. Nikotinové acetylcholinové receptory (nAChR)
a serotoninem aktivované 5-hydroxytryptaminz (5-HT3) receptory patfi mezi
kationtové kanaly. Receptory y-aminomaselné kyseliny (GABA) typu GABAa
a GABAC( patfi spole¢né s glycinovymi receptory mezi aniontové kandaly. Dalsi
skupinou jsou tetramerické glutamatové receptory, které se déli na N-metyl-D-
aspartatové (NMDA), a-amino-3-hydroxy-5-metyl-4-isoxazolpropanové
(AMPA) a kainatové receptory. Tieti skupinou jsou purinegni P2X receptory
aktivované volnym ATP.



Svalovy receptor byl jiz béhem let popsan pomérné detailné, existence
neuronalniho nikotinového receptoru vsak byla dlouhou dobu predmétem diskuse.
JelikoZ vSak mélo koufreni tabdku psychoaktivni ucinek, zacal se hledat specificky
receptor, ktery byl za u¢inek nikotinu v centralni nervové soustavé zodpovédny.
V 80. letech minulého stoleti se tak existence neuronalniho nikotinového receptoru
potvrdila (Romano a Goldstein 1980; Boulter a kol. 1986). Svalové a neuronalni
nikotinové receptory se ovSem nelisi pouze svou lokalizaci v organismu, ale také svym
podjednotkovym sloZenim. U obratloveG bylo doposud popsano 17 rtznych
podjednotek. Nékteré mohou tvofit homemery, ale mnohem castéj$i jsou
heteromerické receptory u nichZ se podjednotky mohou rtizné kombinovat a vytvaret
tak funkéné a farmakologicky odlisné receptorové podtypy. Dysfunkce, zména exprese
¢i mutace nAChR muZe vést k rozvoji fady onemocnéni jako je napfiklad myastenia
gravis ¢i dédi¢ny epilepticky syndrom (Lindstrom a kol. 1976; Chen a kol. 2009).
Predpoklada se také, ze zména funkce nAChR mtze v urcité mife ptispivat k rozvoji
onemocnéni jakymi jsou Parkinsonova choroba, Alzheimerova choroba a schizofrenie
(Paterson a Nordberg 2000). Modulace funkce nAChR by tak mohla napomoci ovlivnit
fadu fyziologickych funkci.



1. Literarni prehled

11. Struktura nAChR

Prvni experimentalni strukturni informace o nAChR byly ziskany
elektronovou mikroskopii receptorti Torpeda (Unwin 1993). Tento receptor je expri-
movan v elektrickém organu parejnoka Torpedo californica a je ve velké mife homo-
logicky k embryondlnimu svalovému receptoru (Raftery a kol. 1980; Hall a Sanes
1993). Casem se podafilo ziskat strukturni data s rozliSenim 4,6 A (Obr. 2.)(Miyazawa
a kol. 1999; Unwin 2005).

Dal$i strukturni informace byly ziskany rentgenovou analyzou krystal
acetylcholin vazajiciho proteinu (AChBP), ktery je sekretovan gliovymi bunkami
hlemyzd¢ Lymnaea a ma roli v modulaci synaptické transmise (Smit a kol. 2001). Jedna

se o maly ve vod¢€ rozpustny protein, ktery tvofi pentamery a s vysokou afinitou vaze

Obr. 2: Struktura nikotinového acetylcholinového receptoru. a) Znazornéni
prichodu podjednotky membranou. b) Schématické znazornéni struktury
nikotinové receptoru s dvéma vazebnymi misty pro ACh. c¢) Rez strukturou
embryonalniho svalového receptoru ziskany elektronovou mikroskopii s rozliSenim
4,6 A Torpedo (Karlin 2002).
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acetylcholin (ACh). Diky tomu, Ze sdili 20-24% sekvené¢ni podobnost s ligand vazajici
doménou nikotinového receptoru, je AChBP dobrym modelem pro studium vazby
ligandd k tomuto receptoru. Tento model vSak nemtZe poskytnout informace
o konformac¢nich zménach, kterymi nAChR prochazi pti navazani ligandu, nebot tento
protein nema transmembranovou ¢ast s iontovym kanalem. Také je nejasné zda tento
protein prochazi konformacénimi zmeénami souvisejici s alosterii a desenzitizaci
(Brejc a kol. 2001; Celie a kol. 2004).

Nikotinovy receptor je glykoprotein s molekuldarni hmotnosti 290 kD.
Je tvoren péti podjednotkami, které jsou zanotrené v lipidové dvojvrstvé a vytvareji
vodou vyplnény por. Kazda podjednotka je tvorena nékolika doménami:
1) extracelularni N-termindlni doménou sloZenou pfiblizné z 200 aminokyselin
a obsahujici takzvanou Cys-klicku; 2) transmembranovou casti sloZenou ze Ctyt
transmembranovych segmentii TM1-TM4, kde druhy transmembranovy segment TM2
tvofi vnitfek iontového kandlu; 3) intracelularni smyckou odd€lujici TM3 a TM4;
4) kratkym extracelularnim C-termindlnim koncem. Zdkladni struktura svalového
a neurondlniho receptoru je vice méné homologicka (Karlin 2002; Dani a Bertrand
2007; Felpin a Lebreton 2009).

1.1.1. Ligand vazajici doména a aktivace receptoru

Agonista nAChR se vaze do vazebného mista, které se nachazi na rozhrani
ligand vazajicich domén dvou sousedicich podjednotek. Na svalovém receptoru jsou
tato vazebna mista vzdy dvé. Podle toho, zda se jedna o embryonalni ¢i dospély typ
svalového receptoru, se vazebné misto pro agonistu nachazi budto na rozhrani
podjednotek a-y a &-d (embryonalni typ) nebo na rozhrani podjednotek x-¢ a x-d
(dospély typ) (Unwin 2005). U embryondlniho receptoru navic nejsou tato vazebna
mista ekvivalentni a navazani agonisty neni pozitivné kooperativni. To je dano tim,
Ze vazebné misto mezi podjednotkou a-d0 ma mnohem vétsi afinitu k agonistovi nez
vazebné misto na rozhrani podjednotek a-y. U dospélého receptoru, ktery obsahuje
dvé ekvivalentni vazebna mista, je vazba agonisty pozitivné kooperativni (Krusek
a kol. 2004). Neuronalni nikotinové receptory se mohou skladat z vice typt
podjednotek a tim maji mnohem vétsi variabilitu ve vazebnych mistech pro agonistu.
Nejcastéji se vSak skladaji ze dvou stejnych o podjednotek a tfi stejnych
B podjednotek. Na takovém receptoru pak vznikaji dvé ekvivalentni vazebna mista pro
agonistu, ktera se nachazeji na rozhrani podjednotky o a . Tim Ze mohou byt

neuronalni receptory sloZzeny z vice jak dvou podjednotek &, mohou obsahovat vice
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neZ dvé vazebna mista pro agonistu. Homomericky o7 receptor jich naptiklad
obsahuje celkem pét (Andersen a kol. 2013).

Pro vazbu agonisty je nezbytna Cys-klicka, kterou obsahuje & podjednotka.
Tato klicka je nejspiSe dtlezita pro konformacni zménu vedouci k otevieni kanalu
po vazbé agonisty. Cys-klicka obsahuje dva cysteinové zbytky, které jsou od sebe
oddélené 13 aminokyselinami (Cys 128 a Cys 142, ¢islovani podle o podjednotky
Torpedo) (Sine a Engel 2006). Pro navazani agonisty je dale vyzadovana pfitomnost
Cys-paru (Cys 191 a Cys 192) a ¢tyt hydrofobnich aromatickych zbytkd (aTyr 93, oTyr
149, oTyr 190, aTyr 198) (Karlin a kol. 1986b; Grutter a kol. 2004). Timto pfispiva
k vazbé agonisty « podjednotka. Piesnéji podjednotky ol,&2, o3, a4, &6, &7 a &9.
Podjednotka o5 a 10 nejsou schopny poskytnou tuto ¢ast vazebného mista a pro
formovani funkéniho receptoru je nezbytna pritomnost dal§ich o podjednotek
v receptoru. Druhou ¢ast vazebného mista mohou poskytovat non-a podjednotky
a nékteré z « podjednotek (Karlin 2002; Felpin a Lebreton 2009).

Navaze-li se agonista na receptor, stabilizuje ho v otevieném stavu
(Colquhoun a Sakmann 1985). Po aktivaci prechazi receptor do stavu
desensitizovaného, coZ je dlouhodobé zavieny receptor s navazanym agonistou.
Po odstranéni agonisty se receptor postupné (v fadu milisekund aZ sekund) navraci
zpét do aktivovatelného stavu. Rychlost vstupu do desensitizace je ovlivnéna
aplikovanym agonistou a podjednotkovym sloZenim receptoru. Navrat z ni jiz typem
agonisty ovlivnén neni. Existuje vSak vice typl desensitizace. Naptiklad p#i dlouho-
dobé pritomnosti nizké koncentraci nékterych agonisti mize receptor piechazet
do desensitizovaného stavu aniZ by pired tim doSlo k aktivaci receptoru. Navrat
z tohoto typu desensitizace je pomaly (v faddech sekund aZz minut) a mize vést
k navySeni poctu receptord. Desensitizace ma nejspisSe fyziologickou roli v ochrané
bunky pted jeji priliSnou stimulaci a vyznamn¢ ovliviiuje cholinergni transmisi. Na jeji
uilohu se nesmi zapominat pfi snaze zvysit cholinergni signalizaci farmakologickym

blokovanim acetylcholinesterazy (Elenes a Auerbach 2002; Giniatullin a kol. 2005).

1.1.2. lontovy kanal a jeho propustnost

Nikotinovy receptor je kazdou podjednotkou zanotfen do bunééné membrany
¢tyfmi transmembranovymi helixy TM1-TM4. Vnitfek kanalu je tvofen helixem TM2,
ktery rozhoduje o jeho selektivité a vodivosti. V zavieném stavu receptoru jsou TM2
helixy natoceny tak, aby jejich hydrofobni aminokyselinové zbytky smétovaly

do kanalu a tim znemoznovaly priichod hydratovanych iontd. Po vazbé agonisty dojde
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ke konformacéni zméné receptoru, kterd vede k rotaci TM2 helixG. Tim se jejich
hydrofilni ¢asti preto¢i smérem do iontového kandlt, coz nasledné umozni vtok iontd
(Felpin a Lebreton 2009). nAChR jsou bézné propustné pro malé monovalentni
a bivalentni kationty. Selektivitu kanalu urcuji konzervované aminokyseliny smérujici
do vnitfku kanalu v jeho otevieném stavu. Zda se, Ze rozhodujici je zde zejména
pritomnost prolinu v kratkém intracelularnim segmentu mezi TM1 a TM2, negativné
nabity glutamat v usti kanalu a pfitomnost polarniho treoninu nebo valinu v TM2.
Zaméni-li se tyto aminokyseliny za zbytky lemujici kandl GABAa receptoru, dojde
ke zmén¢ selektivity kanalu z kationtové na antoniovou (Galzi a kol. 1992). K otevieni
kanalu dochazi v nékolika mikrosekundach po navazani agonisty. Proto musi byt
receptor schopny rychlé konformaéni zmény a sekvence, které to umozZnuji, jsou

konzervované (Marini a Guerrini 2007; Engel 2008).

1.2. Podjednotkové slozeni nAChR

Nikotinovy receptor obratlovcli mtize byt sloZzen z nékolika podjednotek. Diky
této podjednotkové diverzité je umoznéna specifita jednotlivych nAChR podtypd.
Funkci receptoru ovlivituje i usporadani jednotlivych podjednotek - stechiometrie.
Receptorové podtypy nikotinového receptoru tak mohou mit odliSnou afinitu
k ligandim, iontovou selektivitu, propustnost ¢i rychlost desensitizace. Podjednotky
nikotinového receptoru se primarné d€li na o podjednotky (a1l-a10) a non-«
podjednotky (B1-B4, d, Y a €). Toto dé€leni je dano jejich odlisnou roli ve vazbé agonisty
- « podjednotky poskytuji hlavni ¢ast vazebného mista a non-& podjednotky poskytuji
pomocnou ¢ast vazebného mista. Tato odliSn4 role je urena pfitomnosti druhého
Cys-Cys paru, ktery se nachazi v blizkosti TM1 domény (Karlin a kol. 1986a).

Svalovy nikotinovy receptor je sloZen z péti riiznych podjednotek o1, B1, d, Y
a &, které jsou usporadany v ustaleném potadi. Dospély svalovy receptor je sloZen
z podjednotek aexdB a nachazi se na dospélé nervosvalové synapsi. Embryonalni
receptor je sloZzen z podjednotek aexyP a nachazi se na bunéénych membranach
embryonalnich a denervovanych svalti (Beranek a Vyskocil 1967). Neuronalni receptor
je sloZzen pouze z  a P podjednotek, které se u heteromerického receptoru mohou
rizné kombinovat z podjednotek &2-a6 a B2-B4. Podjednotky &7 a &9 jsou navic
schopny utvaret funkéni homomericky receptor a podjednotka 10 mutize vytvaiet
heteromericky receptor s podjednotkou a9 (podjednotka a8 zatim u savct nalezena

nebyla) (Dani a Bertrand 2007; Albuquerque a kol. 2009). Teoreticky by se tedy mohly
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vyskytovat receptory rizného podjednotkového sloZeni. Pfirozené se ale vyskytuji jen
nékteré z nich a to navic v ustaleném usporadani. Mezi nejvice prostudované podtypy

nAChR patfi svalové receptory a neuronalni podtypy o7, «4p2 a «3p4 (Obr. 3).

Svalovy

Neuronéln.i , @ @ @ @
heteromericky @ @ @ @ @ @
e Bo oo oo
a4p2 a3p4 a6B2B3 a9a10

Neuronalni (a7) (20)
homomericky @ @ @ @

Obr. 3: Znazornéni nékolika moznych kombinaci podjednotkového slozeni
nikotinového receptoru. Cerné jsou oznacena vazebna mista pro ACh
na rozhrani podjednotek.

Nejcastéji se vyskytujici podtyp neuronalniho nikotinového receptoru je x4f2.
Tento receptor ma z neuronalnich receptord nejvyssi afinitu k ACh a stfedné rychlou
desensitizaci. Receptory o4f2 maji pravdépodobné ucast na vzniku nikotinové
zavislosti a jejich dysfunkce se muZe podilet na rozvoji fady psychiatrickych
a neurodegenerativnich onemocnéni (Picciotto a kol. 2001). Napftiklad bylo zjisténo,
Ze v ¢asnych fazich Alzheimerovy choroby (AD) dochazi k redukci nAChR obsahujicich
zejména podjednotky o4 (Picciotto a Zoli 2002). Z toho dtvodu je tento receptor
dtlezitym terapeutickym cilem. Receptor a4f2 se miize vyskytovat ve dvou stechio-
metriich, které se li$i v mnoha parametrech a vytvareji tak dva funkcéné odlisné
receptory. Pivodné se pfedpokladalo, Ze pfirozené se vyskytujicim typem je receptor
o stechiometrii (o4)2(B2)3, ktera obsahuje dvé vysokoafinitni vazebna mista
pro agonistu (Anand a kol. 1991; Cooper a kol. 1991). Casem se oviem zac¢ala hromadit

data, ktera nasvédcovala tomu, Ze ptirozené by se mohl vyskytovat i podtyp se stechio-
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metrii (o4)3(B2)2, ktery md mnohem niz$i afinitu k ACh a mnohem rychleji
desensitizuje (Zwart a Vijverberg 1998). Nejprve se myslelo, Ze by se mohlo jednat
o experimentalni artefakt, ktery vznika expresi v cizorodém bunééném systému. Nyni
je vSak jiz mnoho dtikazl potvrzujicich, Ze se v savéim mozku ptirozené vyskytuji obé
tyto stechiometrie ®4B2 receptoru (Nelson a kol. 2003; Moroni a kol. 2006; Harpsoe
a kol. 2011). Nizsi senzitivita k aktivaci u (04)3(B2)2 receptoru je vysvétlovana
vznikem tfetiho vazebného mista pro agonistu na rozhrani o4-x4 podjednotek. Toto
vazebné misto ma sniZenou afinitu k ACh a jelikoz je k aktivaci receptoru pravdé-
podobné zapotfebi obsazeni vSech tii vazebnych mist, ve vysledku dochazi ke snizeni
sensitivity k aktivaci takto slozeného receptoru (Obr. 4) (Moroni a kol. 2008; Harpsoe
a kol. 2011). K pozménéni stechiometrie ve prospéch (04)2(B2)3 receptoru muze
dochazet pfi heterologni expresi naptiklad pifi vét$i dostupnosti B2 podjednotky,
snizenim inkubacni teploty na 29°C nebo pii dlouhodobé expozici nikotinu, coz by

mohlo napomoci k pochopeni vzniku zavislosti na této latce (Nelson a kol. 2003).

Obr. 4: Znazornéni vazebnych mist pro agonistu na receptoru a4p2. a)
Stechiometrie (04)2(B2)3 - ¢erné jsou znazornéna dvé vazebna mista pro ACh
nachazejici se na rozhrani o a f podjednotek. b) Pfi stechiometrii receptoru
(ax4)3(B2)2 vznika nejspise jesté tfeti vazebné misto na rozhrani podjednotek o4,
které ma nizsi afinitu k ACh - zndzornéno cervené. Upraveno podle: Harpsoe a kol.
2011.

Mezi Castéji zastoupené receptory patii také homomerické receptory slozené
z o7 podjednotek. Tento receptor je charakteristicky rychlou desensitizaci a vysokou
propustnosti pro ionty vapniku. Tim jeho aktivaci dochazi ke spusténi Ca?*-
dependentnich drah, které moduluji fadu neuronalnich funkci (Quik a kol. 1997;
Broide a Leslie 1999; Corringer a kol. 1999). Receptory &7 byly nalezeny v hipokampu
na GABAergnich interneuronech a na presynaptickych glutamatergnich neuronech.
Zde diky své propustnosti pro vapnik pomahaji vylevu glutamatu na synapsi a posiluji
vznik dlouhodobé potenciace (LTP). Proto jsou nAChR spojovany se schopnosti uéeni
a vzniku paméti a jsou tedy jednim z moznych terapeutickych cild pro zlepSeni

kognitivnich funkci (Mansvelder a McGehee 2000).
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Receptory o3B4 s pomalejsi desensitizaci patfi mezi méné zastoupené
neuronalni receptory (Fenster a kol. 1997; Wang a kol. 2002). Vyskytuji se zejména
v autonomnich gangliich, kde maji dalezitou roli pfi udrZovani homeostaze,
a u potkana byly nalezeny také ve vétSim mnozZstvi v epifyze a mozecku (Hernandez
a kol. 2004; Turner a Kellar 2005; Gotti a kol. 2006). Receptor o34 neni citlivy
k inhibici a-bungarotoxinem a mutze byt ¢asteéné aktivovan cholinem (Papke a kol.

1996; Alkondon a kol. 1997).
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1.2. Ligandy nAChR

S nikotinovymi receptory interaguje mnoho prirodnich a syntetickych latek.
Podle jejich uc¢inku na nAChR je lze klasicky délit do nékolika skupin. Hranice mezi
nimi vS§ak nemusi byt vzdy aplné zietelna, nebot jejich ucinek je ¢asto komplexn¢jsi.
ZjednodusSen¢ se vSak tyto latky mohou fadit mezi agonisty, které receptor aktivuji,
antagonisty, které brani jeho aktivaci, nebo alosterické modulatory, které jinak
upravuji aktivitu receptoru. Alosterickda modulace miiZe byt pozitivni ¢i negativni.
U¢inek jedné latky se navic muze lisit v zavislosti na podjednotkovém sloZeni
receptoru. Terapeuticky zajimavé jsou zejména latky, které se selektivné vazi jen
k uréitému podtypu receptoru. Takovych latek ale bylo doposud pro nAChR popsano

pomérné malo.

1.2.1. Agonisté

Agonisté nAChR se vazi do vazebného mista na rozhrani dvou podjednotek
a jejich navazani zptsobuje konformaéni zménu vedouci k otevieni iontového kanalu
a tedy k aktivaci receptoru. Pfirozenym endogennim agonistou nAChR je acetylcholin
(ACh)(Obr. 5a). Jeho afinita k receptoru se lisi v zavislosti na podjednotkovém slozZeni
a svalovy receptor ma obecné k ACh vyssi afinitu nez receptor neuronalni. Dal$im
agonistou nAChR je nikotin, rostlinny alkaloid produkovany rostlinou Nicotiana
tabacum, ktery byl pouZit ke klasifikaci tohoto receptoru (Obr. 5b). Neuronalni nAChR
jsou k nikotinu az 50 x senzitivnéj$i nez svalové receptory (Woolf a kol. 1996). Nikotin
aktivuje vSechny typy nAChR s vyjimkou a9 a a9a10 subtypti, které naopak inhibuje
(Elgoyhen a kol. 1994; Elgoyhen a kol. 2001). Nékteré typy nAChR mohou byt
aktivovany cholinem, ktery vznika pfi Stépeni ACh. Cholin je plnym agonistou o7
receptoru a parcidlnim agonistou «3p4 receptoru. Receptory «4B2 cholinem

aktivovany nejsou (Papke a kol. 1996; Alkondon a kol. 1997). Mezi dal$i agonisty

5 CH, H
|+ Cl N N

HC” YO \CH(zH3 7 CH, Q

a) b) c)

Obr. 5: Struktura vybranych agonisti nAChR
a) acetylcholin b) nikotin c) epibatidin
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nAChR patfi epibatidin, alkaloid nachézejici se v kGzi ekvadorské zaby Epipedobates
tricolor. Epibatidin ma vysokou afinitu k nAChR a miZe jejich pfiliSnou aktivaci
navozovat toxicky efekt (Obr. 5¢) (Badio a Daly 1994).

1.2.2. Antagonisté

Antagonisté svym navazanim naopak zabranuji aktivaci receptoru. Mizeme
rozliSovat kompetitivni a nekompetitivni antagonisty. Kompetitivni "kompetuji"
s agonistou o jeho vazebné misto a jejich tc¢inek Ize snizit zvySenim mnoZstvi agonisty.
Mezi tyto latky patfi fada toxinti produkovanych organismy za tc¢elem ochrany pied
predatory nebo naopak pro usnadnéni chyceni kofisti. JelikoZ nAChR zajistuji
nervosvalovy prenos, ktery je zodpovédny za pohyb, jedna se o velice dobry cil téchto
toxin, nebot mohou znemozZnit Uték kofisti nebo naopak paralyzovat nepritele.
K cileni na tyto receptory nahrava i to, zZe struktura ligand vazajici domény nAChR se
v pribéhu evoluce prili§ neménila (Daly 2005).

Jednim z predstavitelti kompetitivnich antagonistd nAChR je (+)-tubokurarin
(TC), izolovany z jihoamerického kefe Chondodendron tomentosum (Obr. 6a). Tuto
latku pouzivali jihoameric¢ti indidni k lovu a je znama jako $ipovy jed (Bertrand a kol.
1992b; Chavez-Noriega a kol. 1997). S pribyvajicimi studiemi se ovSem zacalo
ukazovat, ze ani TC, ktery byl dlouhou dobu povazZovan za ukazkového kompetitivniho
antagonistu, neni ¢istym kompetitivnim antagonistou a mechanismus jeho uc¢inku
mize byt na nékterych podtypech receptorti komplexnéjsi a mtize plisobit i jako slaby
agonista ¢i blokator otevfeného kandlu (Bertrand a kol. 1992a). Ke studiu nAChR
velice prispél a-bungarotoxin, produkovany taiwanskym hadem Bungarus multicinctus.
Tento toxin se s velkou specifitou vaze ke svalovému nAChR téméi kovalentni vazbou.
Toho se hojné vyuzivalo v izolaci receptoru a fadé vazebnych studii. Nyni se pouziva
zejména pro odliSeni svalovych a neuronalni receptorti. Mezi dal$i hadi toxiny
inhibujici nAChR patii a-cobratoxin (Obr. 6b). U¢inek tohoto toxinu neni omezen
na svalové receptory, a naopak se preferen¢né vaze na neuronalni receptory obsahujici
podjednotky a3 a B4 (Loring a kol. 1989; Felpin a Lebreton 2009). Mezi dalsi
podjednotkové selektivni antagonisty patii konotoxiny, které produkuji morsti plzi
rodu Conus Zijici v jiznim Pacifiku. Konotoxiny tvofi rozsahlou rodinu proteind, které
zpusobuji paralyzu obéti, a nékteré z nich pasobi pres vazbu na nAChR. Vyuziti
a-konotoxind je nyni predevsim v identifikaci jednotlivych subtypti nAChR (Olivera
2002; Azam a McIntosh 2009).
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Aktivaci receptoru mohou také branit latky vazici se mimo vazebné misto
agonisty. Takovym latkam se fika nekompetitivni antagonisté a jelikoZ ,nekompetu;ji”
o své vazebné misto s agonistou, jejich U¢inek nelze zvratit zvySenim koncentrace
agonisty. Jednim z mechanism@ nekompetitivni inhibice je blokdda otevieného
kanalu. Takto muzZe ptsobit fada kladné nabitych latek, které jsou po aktivaci
receptoru elektrickymi silami vtahovany do iontového kanalu a tim znemoznuji
prichod iontd kandlem. Jiné latky mohou naopak stabilizovat receptor
v desensitizovaném ¢i klidovém stavu a ptisobit jako alosterické inhibitory (Sine
a Steinbach 1984; Papke a kol. 2000; Arias a kol. 2006).
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Obr. 6: Struktura vybranych antagonistd nAChR
a) (+)-tubokurarin (TC) b) a-konotoxin

1.2.3. Alosterické modulatory

Modulace funkce receptort pomoci alosterickych modulatord nabizi mnoho
terapeutickych vyhod oproti agonistim ¢i antagonistim. Lze jejich pomoci docilit
snizeni ¢i zvySeni U¢inku standardné se uvolniujiciho endogenniho agonisty, aniz by
zpusobily trvalou inhibici nebo aktivaci receptoru. Alosterické modulatory se mohou
vazat na rtizna vazebna mista na receptoru, ¢imz lze docilit jemné;j$i modulace jejich
funkce. Predevsim je snaha nalézt takové pozitivni alosterické modulatory, které se
budou vazat jen na specifické podjednotky, coZ umozZni specializovanou modulaci
receptorové funkce. Z toho divodu by se mohlo jednat o latky s méné vedlej$imi
ucinky, které by mohly byt bezpecnéj$i a specifi¢téj§i (Dani a Bertrand 2007).
Prikladem toho, ze alosterické modulatory mohou neurotransmisi upravovat lépe nez
agonisté ¢i antagonisté, jsou benzodiazepiny, které funguji jako pozitivni alosterické
modulatory GABA4 receptoru tim, Ze zvySuji pravdépodobnost jejich otevirani (Olsen
a kol. 1986).
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1.3. Fyziologicka role ACh a modulace cholinergniho
prenosu

Nikotinové receptory mohou byt lokalizovany na téle neuronu a jeho

dendritech,

Prirozené jsou aktivovany ACh, ktery je syntetizovan v cytoplasmé presynaptického
neuronu z acetyl-CoA a cholinu pomoci enzymu acetylcholintransferazy. Vznikly ACh je
nasledné transportovan do synaptického vacku, ze kterého je po depolarizaci akénim
potencialem uvoliiovan do synaptické Stérbiny, kde se vaze na AChR a vyvolava
prislusnou odpovéd. Uvoliiovany ACh vSak musi byt ze synaptické Stérbiny odstranén.
V tomto pfipadé neni ACh zpétné vychytavan do neurond nebo do glii, ale je nejprve

hydrolyzovan acetylcholinesterazou (AChE), coZ je velice rychly a t¢inny enzym, ktery

pretermindlnim axonu, termindlnim axonu a na myelinizovaném axonu.

rozklada ACh na acetat a cholin (Obr. 7).

Mytochondrie
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Obr. 7: Znazornéni cholinergni synapse.

Acetylcholintransferaza syntetizuje ACh z cholinu a Acetyl-CoA

ACh je pfenesen transportérem do synaptického vacku

po depolarizaci presynaptického neuronu dojde ke vtoku Ca?*, coz da signal
k uvolnéni obsahu vacku do synaptické Stérbiny

v synaptické $térbiné se ACh vaze na AChR

uvolnény ACh je velice rychle $t€pen AChE, ktera rozklada ACh na cholin a acetat
cholin je transportovan zpét do presynaptického neuronu a je znovu pouzit
k syntéze ACh.



AChE je bohaté distribuovand po celé centrdlni nervové soustavé (CNS)
a dokonce i na mistech, kterd neodpovidaji béZnému vyskytu uvoliiovani ACh. To by
mohlo nasvédcovat dtilezitosti difusni transmise, pfi které dochazi k ptisobeni ACh
daleko od mista svého uvolnéni (Kawaja a kol. 1990). Caste¢né aktivovat a desensi-
tizovat nékteré typy nAChR mizZe i cholin, ktery vznika Stépenim ACh, a mizZe tedy
také hrat roli v difusni transmisi (Papke a kol. 1996; Alkondon a Albuquerque 2006).

1.3.1. Cholinergni transmise

Rychly nikotinicky synapticky pfenos se vyskytuje zejména na nervosvalové
ploténce a v autonomnich gangliich. V savéim mozku bylo doposud popsano jen velmi
malo pfipadt rychlého synaptického pfenosu (Alkondon a kol. 1998; Frazier a kol.
1998). Tento nedostatek ditkazti oviem nemusi nutné znamenat, Ze se v ném prirozené
nevyskytuje. Mtaze to byt dano napfiklad fidkou distribuci cholinergnich neuront
v mozku, které inervuji vétsi oblasti, coZ se experimentalné obtizné studuyje.

Doposud byl v CNS nejlépe popsan uc¢inek nAChR pti modulaci synaptického
prenosu jinych neurotransmiterd. Aktivace presynaptickych nAChR mtze vést
ke zvySenému uvolnovani fady neurotransmitert, mezi které patfi naptiklad dopamin,
serotonin, GABA, glutamat nebo noradrenalin. Naptiklad aktivaci presynapticky
lokalizovaného receptoru «7, ktery ma zvySenou propustnost pro vapnik, dochazi
ke vtoku vapniku do presynaptického neuronu. To néasledné pfispiva k uvoliiovani
neurotransmiterd ze synaptickych vackd a tim k posileni neurotransmise. Ostatni
nAChR sice nepropousti vapnik v takové mife, aby p¥imo spustily Ca?*-dependetni
vylev vackd, ale jejich aktivace vede k depolarizaci, ktera aktivuje napétové zavislé
vapnikové kanaly v presynaptickém zakonceni, coZ vede ke vtoku vapniku do bunky
a tedy k posileni vylevu neurotransmitert (Dani a Bertrand 2007).

Timto mechanismem miize byt posilovana indukce LTP. Nebot je-li dobte
nacasovana aktivace presynaptickych nAChR tésné pred aktivaci glutamatovych
receptort, zvy$i se mnoZstvi uvolnéného glutamatu, coz zvySuje indukci LTP. Tohoto
déje se mohou ucastnit i postsynapticky lokalizované nAChR, které depolarizuji
postsynapticky neuron a tim zpudsobi uvolnéni Mg?* ktery blokuje NMDA receptor.
Zasadni je zde ovSem nacasovani jednotlivych déji. Pokud nebude aktivace receptort
dobie synchronizovana, misto indukce LTP muazZe dochéazet k indukci dlouhodobé
deprese (LTD)(Ji a kol. 2001; Ge a Dani 2005). Je jiz pomérné mnoho dukazt
nasvédcujicich, Ze latky interagujici s nikotinovymi receptory maji vliv na uéeni a pamét.
Napriklad nikotin a dal$i agonisté nAChR mohou zlepSovat kognitivni funkce (Wilson

a kol. 1995), zatimco jejich antagonisté je mohou zhorSovat (Newhouse a kol. 1994).
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Cholinergni transmise ovSem nemusi kon¢it vZdy pouze na synapsi. Naopak se
predpoklada, Ze vétSina kortikdlni a hipokampalni cholinergni transmise se dé&je
nonsynapticky a ma tak modula¢ni G¢inek na dal$i neurotransmitery, jako naptiklad
na monoaminy (Umbriaco a kol. 1994; Descarries a kol. 1997). Jak je vSak ACh
schopny pusobit daleko od mista svého uvolnéni neni plné jasné. Uvolnény ACh ma
bézné velice kratkou Zivotnost, nebot AChE je efektivni enzym, ktery velmi rychle
uvolnény ACh rozklada. Neni tedy prili§ pravdépodobné, Ze by byl ACh ve vét$i mire
schopny difundovat prili§ daleko. Tuto nejasnost by mohla vysvétlovat pritomnost
extracelularni cholin-acetyltransferazy (ChAT) v mozkomiSnim moku a plasmé
(Vijayaraghavan a kol. 2013). Podle této studie se v lidském mozkomisnim moku
a plasmé vyskytuje vysoka koncentrace funkéni ChAT, ktera je uvolilovana
ne-neuronalnimi buiitkami (v CNS jsou témito bunikkami astrocyty a v plasm¢ predev$im
lymfocyty). Je ovSem nutné si uvédomit, Ze i kdyby se ChAT extracelularné vyskytovala,
pro syntézu ACh jsou jesté zapotiebi jeho prekurzory. Cholin se do extracelularniho
prostfedi dostava ptisobenim AChE, ktera Stépi ACh. Otazkou ale zistava, kde by se
ziskaval acetyl-CoA, ktery je spoleéné s cholinem potiebny pro tvorbu ACh.
Vijayaraghavan et al. (2013) predpokladaji, Ze by se Acetyl-CoA mohl uvolilovat
z astrocyti spoleé¢né s ChAT. Pfitomnost ChAT v extracelularnim prostfedi by sice
dobte vysvétlovala, jak je ACh schopny ptisobit daleko od mista svého uvolnéni,

zUstava zde vsak jesté fada nejasnosti, které bude potieba v budoucnu objasnit.

1.3.2. Alzheimerova choroba a cholinergni hypotéza

Alzheimerova choroba (AD) je nejbéznéjsi formou demence a postihuje témer
6% lidi star$ich 65 let a pravdépodobnost jejiho vyskytu se zvySuje s vékem (Burns
a Iliffe 2009). Pfes vSechny snahy pochopit patologii tohoto onemocnéni je AD stale
nelécitelnd. Vzniklo mnoho hypotéz (cholinergni, amyloidni, tau, excitotoxicka,
oxidativni, vaskularni, atd.), které se snazily pochopit a popsat pfi¢inu tohoto
onemocnéni a nalézt tak vhodnou 1é¢bu. Pomoci zadné z nich se ale doposud
nepodarilo nalézt 1ék pro toto onemocnéni. Hledani 1ééby AD navic ztéZuje, Ze se
pomérné obtizné studuje jeji Casna faze. A pravé ta je nejdalezitéjsi k pochopeni
vzniku a rozvoje tohoto onemocnéni a odliSeni pfi¢in od dtsledkd.

Klinicky je AD charakterizovana jako postupné zhorSovani paméti
a progresivni deficity v kognitivnich funkcich souvisejici s degradaci cholinergniho
systému a pozménénim funkce glutamatergniho a serotoninergniho systému
(Toledano-Gasca 1988). Je znamo, Ze dochazi k morfologickym zménam zahrnujicim

akumulaci extracelularnich plakt obsahujici B-amyloidni protein (AB), vznik
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intracelularnich shlukt z hyperfosforylovaného tau proteinu a ztratu neuront,
zejména téch exprimujicich nAChR (Whitehouse a kol. 1982; Kendziorra a kol. 2011).

Diive prevazovala teorie, ze hlavni pti¢inou AD je samotna tvorba
amyloidnich plakt. Tato teorie byla zaloZena na zjisténi, Ze AP vldkna indukuji
neurondlni smrt (Pike a kol. 1991; Geula a kol. 1998). Casem se vSak ukazalo,
ze v Casné fazi AD jeSté nedochazi k neuronadlni smrti, ale pouze k synaptickym
dysfunkcim. ZhorSovani paméti tedy nemtize byt vysvétleno pouze pritomnosti
amyloidnich plakt. Je tedy mozZné, Ze neZ vzniknou amyloidni plaky z AB, vznikaji
nevede k neurondlni smrti, ale pouze k naruseni synaptické plasticity. To miZe mimo
jiné vést k pozménéni neurotransmise a ke sniZeni vylevu neurostransmitert
v hipokampu (Watanabe a kol. 2009).

Znamym rizikovym faktorem AD je alela €A apolipoproteinu (ApoE)
(Saunders a kol. 1993). Tento protein je schopny interagovat s AP, AChE
a butyrylcholinesterazou (BuChE), kterd také rozkladd ACh a vyskytuje se v krvi.
Interakei téchto struktur dochazi k formovani BuChE/AChE-AB-ApoE (BABAC)
komplexu, ktery zasadné ovliviiuje fungovani AChE a BuChE (Darreh-Shori a kol.
2011). AB zde funguje jako alostericky hyperaktivator téchto dvou enzymu a jeho
pritomnost vede ke zrychleni $tépeni ACh. Pfitomnost AR tedy mutiZe byt jakymsi
spoustéfem pro zrychleni hydrolyzy ACh. A jelikoZ AR jsou ve vét$i mife pFitomny
v mozku pacientd s AD, mohlo by tato teorie vysvétlovat deficity v cholinergni
signalizaci (Vijayaraghavan a kol. 2013).

Jak jiz bylo zminéno, ptfi AD dochazi ke zhorSovani kognitivnich funkci, coz
vede ke zhorSovani paméti, naruSeni schopnosti uceni, k jazykovym problémim
a emoc¢ni nestabilité. K tomu dochéazi v dasledku poskozené neurotransmise v CNS
a pravdépodobné je v tomto procesu zahrnuto nékolik neurotransmiterovych systémti.
Zda se, Ze cholinergni deficity v CNS tomu vyznamné pfispivaji. Cholinergni hypotéza
AD vychéazi z toho, ze s poklesem cholinergni signalizace dochazi ke zhorSovani
kognitivnich funkci. TudiZ podpofeni cholinergni transmise by mélo byt klinicky
vyhodné a mélo by pomoci snizit nebo dokonce odstranit kognitivni deficity (Perry
a kol. 1978). Tuto hypotézu podporuji mnohé studie. Post mortem byly napiiklad
pozorovany zmény ve vysokoafinitnim vychytavani cholinu, naruleny vylev ACh
a deficity v expresi nAChR a mAChR (Auld a kol. 2002). Pivodné se predpokladalo,
ze cholinergni deficity pfi AD byly zpisobovany pfedev§im dysfunkci muskarinovych
receptorti (Davis a Yamamura 1978). Pozdé¢ji se vSak ukazalo, Ze dochazi spiSe
ke ztraté nikotinovych receptortt (Nordberg a Winblad 1986; Nordberg a kol. 1995;
Perry a kol. 1995). Navic bylo zjiS§téno, Ze u kuraku je nizs$i vyskyt AD nez u nekuraki
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(Nitta a kol. 1994). To by mohlo byt vysvétleno zvySenim exprese nAChR v mozku
kuraka (Perry a kol. 1999). Otazkou vSak ztstava, zda by pouze naruseni cholinergni
transmise vedlo k tak rozsahlému naruSeni dalSich neurotransmiterovych systém.
Bylo v8ak pozorovano, Ze snizeni exprese presynaptickych nAChR na glutamatergni
synapsi vede ke sniZeni vylevu glutamatu, coz ma za nasledek narusSeni schopnosti
uceni a paméti. Ztrata presynaptickych nAChR na serotonergni synapsi by zase mohla
vysvétlovat zmény nalad, které jsou s AD asociovany (Albuquerque a kol. 1997;
Alkondon a kol. 2000).

Zmény v centralnim cholinergnim systému tedy nevedou pouze ke zhorsSeni
kognitivnich funkci, ale mohou vést k dal§im behavioralnim symptomtm, které se
u AD pacientt vyskytuji. Patii mezi né naptiklad deprese, agresivni chovani, psychozy
a zmény nalad. Tyto pfiznaky zhor$uji pribéh a 1éébu tohoto onemocnéni a jsou
dal$im divodem, ktery ztéZuje domaci péci (Minger a kol. 2000; Eustace a kol. 2002).
A pravé 1écba zalozend na cholinergni hypotéze pomaha alespon z Casti zlepSovat
mnohé tyto behavioradlni pfiznaky, coz je dal§$im divodem podporujicim pouziti této

terapie (Terry a Buccafusco 2003).

1.3.3. Inhibitory acetylcholinesterazy (AChEI)

Jednou z moznosti, jak zvySit cholinergni transmisi je zpomalit odstrafiovani
ACh ze synaptické Stérbiny. ACh je bézné rozkladan dvéma enzymy - acetylcho-
linesterazou (AChE), ktera se nachazi v synaptické $térbiné, a butyrylcholin-esterazou
(BuChE), jez se vyskytuje v krvi a jejiz funkce neni doposud pln€ objasnéna. Pfestoze
byva BuChE ¢asto opomijena, miize byt jeji role pti rozvoji AD diilezita, nebot v nejvice
postiZenych c¢astech mozku, jako je hipokampus ¢i temporalni kortex, nartsta jeji
aktivita 0 40-90% (Geula a Darvesh 2004).

V soucasné pouZivané terapii AD se kontrolované inhibuje ¢ast enzymu AChE,
coZ mirné prodlouzi ¢as, kdy je ACh pfitomny v synaptické Stérbiné a mtize tak déle
aktivovat zbyvajici nAChR a tim je kompenzovan jejich ubytek (Perry a kol. 1978; Gura
2008). V soucasné dobé jsou k terapii AD schvalené ctyri latky, z ¢ehoZ tfi jsou
inhibitory AChE - rivastigmin, donepezil a galantamin (Obr. 8). Pouzivan je také
memantin - antagonista NMDA receptord. VSechny tyto latky pomahaji stabilizovat
postupné zhorSovani kognitivnich funkci. Jedna se ovSem pouze o symptomatickou
1é¢bu, kterd pouze zmirnuje priznaky tohoto onemocnéni (Davis a kol. 1999; DeKosky
a kol. 2002). Jeji efektivnost je sice oblas zpochybiovana, ale pozitivni ucinek
inhibitorti cholinesteraz pii 1é¢bé AD byl jiZ potvrzen v mnoha klinickych testech

(Trinh a kol. 2003; Birks 2006). Je dulezité podotknout, Ze prestoZe jiné hypotézy
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vzniku AD se mohou zdati presvédc¢ivéjsi, doposud se na jejich zakladé nepodarilo
do klinické praxe zavést jinou a lepsi 1é¢bu, neZ kterou poskytuji inhibitory AChE
(Obr. 9). Z toho dtavodu je zameéteni na cholinergni hypotézu vice nez opodstatnéné
a inhibitory AChE zatim poskytuji téméfr jediné, byt ne uplné optimalni, FeSeni
pri zmirnovani ptiznakd AD. V jedné meta-studii dokonce dosli k zavéru, Ze AChEI

zpomaluji progresi AD az o 2 mésice kazdy rok (Green a kol. 1993).

o
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Obr. 8: Soucasné pouzivané AChEI pfi symptomatické 1é¢bé AD.
a) Rivastigmin (EXELON®) b) Galantamin (REMINYL®) c) Donepezil (ARICEPT®).
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Obr. 9: Léciva vyvinutd pro 1é¢bu Alzheimerovy choroby. Schématické znazornéni
postupu lé¢iv jednotlivymi fazemi testovani. t latky schvalené pro 1écbu AD * latky
u kterych bylo ukonceno testovani pro AD (Mangialasche a kol. 2010).
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1.3.3.1. AChEI a jejich G¢inek na nAChR

Uéinek inhibitordé AChE je mnohem komplexnéj$i a neni omezen pouze
na inhibici AChE. Ukazalo se, Ze nékteré z téchto latek interaguji také s nAChR. Je tedy
moZné, Ze jejich terapeuticky efekt nemusi byt dan pouze jejich schopnosti branit
rozkladu ACh, ale v urc¢ité mife se na ném muze podilet i jejich interakce s nAChR.
To by mohlo vysvétlovat, pro¢ klinicky ucinek téchto latek nékdy nekoreluje s jejich
anticholinesterazovou aktivitou. Naptfiklad galantamin podporuje cholinergni
transmisi i po ukoncéeni podavani, coz by mohlo naznacovat, Ze jeho u¢inek nemusi
byt omezen pouze na inhibici AChE, ale mohl by zahrnovat i systematické zmény.
Jednim z mechanismi jeho uc¢inku by mohla byt pravé interakce s nAChR. Na tyto
receptory galantamin pravdépodobné ptlisobi jako pozitivni alostericky modulator
(Schrattenholz a kol. 1996; Maelicke a kol. 2001; Barik a kol. 2005).

Schopnost zvySovat aktivitu nAChR maji i dal$i inhibitory AChE. Tyto latky
vét§inou nemaji schopnost samy aktivovat nAChR, ale pfi nizké koncentraci agonisty
maji ¢asto schopnost potencovat proudové odpovédi na jeho aplikaci. Timto zptisobem
potencuji nAChR napfiklad takrin ¢i fysostigmin (Zwart a kol. 2000; Svobodova a kol.
2006). Pri vysokych koncentracich AChEI vSak zacina pievaZovat jejich inhibi¢ni
ucinek na nAChR. Mechanismus u¢inku AChEI na nAChR zatim neni pln¢€ objasnén.

Pokud by se jednalo o alosterické modulatory, mélo by to pro regulaci funkce
nAChR mnohé vyhody. U agonisti je napfiklad problematické davkovani, nebot
pii jejich vys$Sich koncentracich maze dochazet vlivem jejich dcinku ke zvysené
desensitizaci receptorti (Maelicke a Albuquerque 1996). Z toho divodu jsou obcas
vyhodnéjsi latky s nizs§i afinitou k AChR (Potter a kol. 1999). Podobné je tomu
u inhibitorti. Nasledkem piredavkovani AChEI mtZe dochazet k nezadouci prilisné
stimulaci nAChR. Prikladem je otrava insekticidy nebo bojovymi plyny, které ptisobi
jako ireverzibilni inhibitory AChE. AChEI pouZivané v terapii AD tedy musi byt
reverzibilni a s niZs§i potenci. NiZ§i afinita téchto latek tedy nemusi byt na Skodu
a miZe byt naopak z klinického pouZiti vyhodou, jelikoZ se tim sniZuji moZné
neZzadouci a¢inky plynouci z pfedavkovani. Vyhodou alosterické modulace je zejména
zachovani prirozeného casovani a lokalizace sekrece ACh. Jejim ucinkem dochazi
pouze k posilenim cholinergni transmise a nedochazi tak k nezadouci stimulaci

na jinych mistech. Omezen je i vliv na desensitizaci receptoru.
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I. Takrin

Takrin (1,2,3,4-tetrahydroacridin-9-amin) byl pod komerénim nazvem
Cognex® prvni schvalenou latkou k 1é¢bé AD (Obr. 10)(Crismon 1994). Jedna se
o jeden z nejucinnéj$ich inhibitord AChE s velkym klinickym efektem a komplexnim
farmakologickym profilem. Kromé inhibice cholinesterazy takrin interaguje také
s K*kandly (Drukarch a kol. 1987; Osterrieder 1987), Na* kanaly (Rogawski 1987),
Ca?* kanaly (Osterrieder 1987) a muskarinovymi receptory (Flynn a Mash 1989). Brzy
po schvéleni byl ovSem stazen z trhu, pro vyskyt nezadoucich vedlejSich ucinkd.
Zejména z divodu jeho silné hepatotoxicity, potencionalni karcinogeneze
a zpusobovani nevolnosti, prijmu a mocové inkontinence. VSechny tyto vedlejsi
ucinky vedly k tomu, Ze tuto 1é¢bu byli schopni tolerovat jen néktefi pacienti. Mezi
dalsi nevyhody takrinu patfila také jeho Spatna biodostupnost pfi peroralnim uzivani
a nutnost podavani ¢tyfikrat denné (Farlow a kol. 1992; Knapp a kol. 1994; Watkins
a kol. 1994; Zeiger a kol. 1997). PrestoZe se takrin v 1é¢bé AD jiz nepouziva, vyuziva se
pro navrh latek s podobnym farmakologickym tcinkem. Cilem je nalézt takovou latku,
ktera by podporovala cholinergni systém, ale byla bez zminénych nezadouci vedlejsich
ucinkt (Romero a kol. 2013).

Takrin podobné jako jiné AChEI pfimo interaguje také s nAChR. Mechanismus
jeho u¢inku vSak zatim neni uplné jasny. Ve vysokych koncentracich byl pozorovan
jeho inhibi¢ni uc¢inek na nAChR, zatimco pfi jeho nizkych koncentracich byla
na nékterych receptorovych podtypech pozorovana jeho schopnost potencovat ACh
odpovédi (Svensson a Nordberg 1996; Canti a kol. 1998; Zwart a kol. 2000; Maelicke
a kol. 2001; Prince a kol. 2002; Krusek a kol. 2013; Soukup a kol. 2013).
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Obr. 10: Struktura takrinu (1,2,3,4-tetrahydroacridin-9-amin)

27



iIl. 7-MEOTA

7-MEOTA (7-methoxy-1,2,3,4-tetrahydroacridin-9-amin) je derivatem takrinu,
ktery byl prvné syntetizovan v Ceské republice jako potencionalni novy 1ék pro 1é¢bu
AD (Obr. 11) (Patocka 1986; Patocka a kol. 1994). 7-MEOTA sice nebyla doposud
prostudovana tak detailné jako tomu bylo u takrinu, ale ve studiich, které se ji
vénovaly, byly pozorovany mnohé jeji vyhody. PrestoZe se o nich véd¢lo jiz drive, byla
tato latka jen v par preklinickych testech a pouze v jedné klinické studii. Jeji dalsi
testovani poté bylo z finan¢nich divodd prerusSeno. Jelikoz se vSak nyni zacalo
pii hledani 1é¢by AD opét navracet k AChEI, vratila se pozornost také zpét na latku
7-MEOTA (Romero a kol. 2013; Soukup a kol. 2013). Podobné jako u takrinu, byla
i u 7-MEOTA pozorovana piima interakce s nAChR, pravdépodobné s podobnym
mechanismem t¢inku (Krusek a kol. 2013; Soukup a kol. 2013).

Hlavni vyhodu 7-MEOTA oproti takrinu je zejména jeji mnohem niZsi toxicita
in vivo. Je to dano pravdépodobné jejim odliSnym metabolickym zpracovanim.
Prestoze jsou obé tyto latky odstranovany podobnou metabolickou dradhou, nékteré
produkty metabolismu takrinu mohou byt farmakologicky aktivni a pisobit toxicky.
7-MEOTA oproti tomu v experimentech in vivo nevykazovala zZadné znamky
hepatotoxicity a to ani pfi chronickém podavani (Patocka a Bielavsky 1991; Patocka
a kol. 2008; Soukup a kol. 2013).

Nevyhodu 7-MEOTA je vSak jeji horsi biodostupnost. 7-MEOTA ma oproti
takrinu velmi pozménény farmakokinetcky profil a jeji biodostupnost je oproti takrinu
témeér 4x nizsi (Obr. 12) (Soukup a kol. 2013). To je jedna z mala doposud zjisténych
vlastnosti 7-MEOTA, ktera ukazuje v jeji neprospéch pro pouziti v terapii AD.
Vzhledem k jeji snizené biodostupnosti by bylo nutné podavat vyssi davky s jeSté vétsi
frekvenci nez s jakou se dfive podaval takrin. A jiZ uZivani takrinu (Cognexu®) bylo
problematické pravé kvili nutnosti aplikace 4-krat za den. Pokud by se 7-MEOTA
musela uzivat jeSté castéji, mohla by pravé jeji zhorSena biodostupnost velmi

zkomplikovat jeji uzivani.

HaCO

Obr. 11: Struktura 7-MEOTA (7-methoxy-1,2,3,4-tetrahydroacridin-9-amin)
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Obr. 12: Farmakokineticky profil po perordlni administraci takrinu a 7-MEOTA
potkantm. Mérila se koncentrace v krevni plasmé po perordlnim podani
ekvimolarnich davek takrinu a 7-MEOTA. Hodnoty byly stanoveny nekomple-
mentarni analyzou plasmatické koncentrace téchto latek. Hodnoty jsou zobrazeny
jako pramér + SEM. a) Grafické zobrazeni absorpce takrinu a 7-MEOTA. b) Tabulka
s farmakokinetickymi parametry takrinu a 7-MEOTA. Cmax je maximalni koncentrace
vstrebané latky; Tmax je Cas dosazeni maximalni koncentrace; AUC je mnozstvi
vstfebané latky v ¢ase (Soukup a kol. 2013).

. K-577

K-577 (N-hexyl-7-methoxy-1,2,3,4-tetrahydroacridin-9-amin) je novym
derivatem takrinu, ktery ma schopnost inhibovat AChE a interagovat s nAChR.
O ucincich této latky se toho doposud pfili§ mnoho nevi, ale zd4 se, Ze na nAChR ma

podobny u¢inek jako takrin a 7-MEOTA (Obr. 13) (Krusek a kol. 2013).

H;CO =

Obr. 13: Struktura K-577 (N-hexyl-7-methoxy-1,2,3,4-tetrahydroacridin-9-amin)
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IV. Latky PC

Latky PC nejsou odvozeny primo od takrinu, ale od jeho derivatu 7-MEOTA,
ktery v mnoha ohledech vykazoval lepsi terapeutické vlastnosti nez samotny takrin.
Tyto latky byly syntetizovany Centrem biomedicinského vyzkumu Univerzitni

nemocnice v Hradci Kralové jako nové inhibitory cholinesterazy (Obr. 14).
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Obr. 14: Struktura jednotlivych latek PC odvozenych od 7-MEOTA.
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2.

Cile diplomové prace

Podrobné prostudovat dc¢inek takrinu, 7-MEOTA a K-577 na svalovém nikotinovém

receptoru.

Zjistit, zda nové derivaty 7-MEOTA (PC) interaguji s nAChR a pokud ano, jaky

je mechanismus jejich ucinku.
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3. Material a metody

3.1. Elektrofyziologicka méreni
3.1.1. Metoda tercikového zamku

Metoda terc¢ikové zamku (patch clamp) je elektrofyziologickd technika
umoznujici studium iontovych kanald na membranach bunék. Pouziva se zejména
ke studiu excitabilnich bunék jako jsou neurony, svalova vlakna a kardiomyocyty, ale
umoZnuje praci i na jinych bunkach a membranach. Metoda te¢ikového zamku byla
vyvinuta Erwinem Neherem a Bertem Sakmanem v letech 1976-1981 a v roce 1991
za objevy spojené s touto metodou ziskali Nobelovu cenu (Neher a Sakmann 1976;
Hamill a kol. 1981). Pomoci této metody jsme nyni schopni zaznamenavat proudy
z jednotlivych iontovych kanald nebo sumarni proudy z celych bunék.

Principem je pfisati sklenéné elektrody o priméru 2-3 pm k bunécné
membrané. Toto spojeni vytvari mezi vnitfkem mikroelektrody a vnéjSim roztokem
elektricky odpor radové GQ. Pfi méfeni membranového proudu je mozno udrzovat
konstantni napéti (voltage clamp) nebo pfi méfeni membranového potencialu nulovy
nebo konstantni proud (current clamp). V nasem piipad¢ jsme pouzivali konfiguraci
méfeni proudu z celé buniky a pfi nastaveni konstantniho napéti na membrané a métili
jsme sumarni zmeény proudu protékajiciho kandly pii aplikaci roztokdl rtznych

chemickych latek na povrch bunky.

3.1.2. Potup méreni

Pfed méfenim jsme bunlky narostlé na krycim skli¢ku vloZili do prihledné
polystyrenové misti¢ky s extracelularnim roztokem (ECS). Misti¢ku jsme poté vlozili
do invertovaného optického mikroskopu (Olympus CKX 41). Buniky byly po celou dobu
méfeni omyvany ¢istym ECS, ktery byl aplikovan pomoci aplikaéniho systému (Dittert
a kol. 2006), soucasné byl roztok stale odsavan. Proudici roztok ECS zajistoval, aby se
k povrchu bunky dostavaly studované latky jen ve stanovenych ¢asech. K pokusu byly
vybirany pouze bunky primérené velikosti a tvaru, které byly pfichyceny ke sklicku

a nebyly obklopeny dal$imi bunkami. K takové bunce jsme se priblizili sklenénou
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elektrodou, kterou jsme pohybovali pomoci mikromanipuldtoru (MP225 Sutter
Instruments). Tato elektroda z borosilikatového skla méla odpor mezi 3 az 5 MQ} a byla
vytaZena na horizontalnim tahaci a otavena, aby jeji hrot mél primér okolo 2-3 pm.
Naplnéna byla intracelularnim roztokem (ICS). Uvnitf sklenéné elektrody byla umisténa
argentchloridova elektroda, ktera byla tvofena stfibrnym dratkem pokrytym AgCl a ktera
vodivé spojovala vnitfek mikroelektrody se vstupem hybridniho vstupniho zesilovace.
Argenchloridova byla i referen¢ni elektroda, ktera byla umisténa v ECS v misce.

Bunky byly snimany v konfiguraci snimani z celé bunky (whole cell), kdy se
elektroda napoji na vnitfek buniky, coZ umozZiuje snimani proudd z celé bunky.
K méfeni jsme pouzivali pouze bunky jejichZ parametry neptesahovaly hodnoty 100 pF
pro kapacitu membrany a 10 MQ pro sériovy odpor. Tento odpor jsme kompenzovali
z 85%. Pfi pokusu jsme udrzovali buniky na napéti -40 mV. Vyjimkou byla pouze
méfeni napétové zavislosti, kdy jsme méfrili proudy pfi napétich v rozmezi -80 mV

az +20 mV. Méfeni byla provadéna pti pokojové teploté.

3.1.3. Aparatura pro elektrofyziologicka méreni

Pfi méfeni jsme pouzivali aparaturu, ktera se skladala ze zesilovade Axopatch
200A amplifier (Axon Instruments, Foster City, CA, USA), jenZ byl napojen na AD/DA
pfevodnik DIGIDATA 1320A (Axon Instruments). Tento pievodnik umozZiioval
propojeni s osobnim pocitatem vybavenym programem pClamp 10.0 (Axon
Instruments), ktery umoZznoval fizeni experimentu, kontrolu membranového
potencialu, digitalizovani namétfeného proudu a ukladani zaznamu. Aplikace roztokd
byla fizena programovatelnou ovladaci jednotkou aplikaéniho systému. Pomoci
programu WASO2 jsme byli schopni vytvorit ¢asovy protokol aplikaci roztokt. Tato
aplikace roztokt byla synchronizovana se snimanim dat. Testované roztoky a ECS byly
umistény v zasobnicich, ze kterych vedly teflonové trubicky. Pritok jimi byl ovladan
pomoci solenoidovych ventild. VSechny trubic¢ky nakonec tustily do svazku dvanacti
sklenénych trubicek, které bylo mozno polohovat a spolecné s ventily softwarové ridit
(Obr. 15) (Dittert a kol. 1998).

Mezi dal$i vybaveni patfil antivibraéni stil (MICRO-g 63-530, Technical
Manufacturing Company, Peabody, USA), Faradayova klec, inverzni mikroskop
Olympus CKX 41 a mikromanipulator (MP225, Sutter Instrument Co., Novato, CA
USA).

33



Ridici jednotka aplika¢niho systému «———>
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!
y

Obr. 15: Schématické znazornéni elektrické soustavy pro méreni metodou
teré¢ikového zamku. Signdly z burniky jsou ziskavany napojenim sklenéné
mikroelektrody na cytoplasmu bunky. Mikroelektroda je vodivé spojena s buitkou
a vstupnim zesilovac¢em. Elektricky signal je poté zesilovan a filtrovan pomoci
zesilovace a digitalizovan A/D prevodnikem. Signal prevedeny do digitalni podoby je
nasledné zpracovavan softwarem v osobnim pocitaci. Pomoci pocitacového softwaru
je fizena také jednotka aplikaéniho systému, ktera aplikuje roztoky na snimanou
bunku.

3.2. Zpracovani namérenych dat

Mérena data byla ukladdana na disk v podobé casového zaznamu
membranového proudu. Byl tak zaznamenan klidovy membranovy proud a proud
protékajici pies membranu béhem aplikace roztokd. Vyhodnocovali jsme zejména
maximalni velikost amplitudy proudu. Tuto hodnotu jsme ziskali ode¢tenim hodnoty
klidového proudu od maximalni hodnoty amplitudy. Klidovy proud nemusi byt vzdy
roven nule, nebot mize byt ovlivnén fadou parametrti. Vliv na néj miize mit kvalita
spojeni membrany s elektrodou, pfitomnost dal$ich kanald v membrané ¢i slozeni ECS
a ICS. Mezi dalsi parametry, které 1ze vyhodnocovat, patifi napfiklad tvar a pribéh
desensitizace receptort ¢i ¢as od pocatku aplikace agonisty, kdy dojde k maximalni
odpovédi.

K analyze proudovych odpovédi jsme pouzivali program Clampfit 10.0, ktery
je soucasti baliku programi pro snimani a vyhodnocovani elektrofyziologickych dat
pClamp (Molecular Devices, USA). K dal$imu vyhodnocovani a zpracovani vysledka
jsme pouzivali program Microsoft Excel (Microsoft, USA), Numbers (Apple Software,
USA), SigmaPlot (Systat Software, USA) a volné dostupny program chemicalize.org

(ChemAxon, Madarsko). Vysledky jsou uvadény jako aritmeticky pramér + standardni
chyba (SEM).
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3.3. Bunécné kultury

Bunky byly inkubovany v termostatu Sanyo MCO-18AIC (SANYO E&E Europe
BV, Velka Britanie) za standardnich podminek 37°C, 5% koncentrace CO> a absolutni
vlhkosti. Péstovany byly v kultivaénim médiu DMEM s pfidavkem 10% fetalniho

teleciho séra na polystyrénovych Petriho miskach o priméru 3,5 cm.

3.3.1. Bunécna linie COS

Pro méfeni s neurondlnimi receptory jsme pouzivali bunéénou linii COS-1
nebo COS-7, které prirozené neexprimuji AChR nikotinového ani muskarinového typu.
Tyto bunééné linie jsou odvozeny z ledvinovych opidich bunék CV1, jez vznikly
transformaci s mutovanym opi¢im polyomavirem SV40 kodujicim T-antigen (Gluzman
1981). COS bunéky byly transfekovany expresnimi plasmidy pCDNA3.1. s vloZenou
cDNA kodujici ptisluiné podjednotky neuronalniho nikotinového receptoru. Uéinna
exprese geni vlozenych do plasmidu pCDNA3.1 je fizena CMV promotorem.

COS bunky byly pravidelné kazdy treti az Cétvrty den pasazovany. Postup
pasazovani byl nasledujici: v misce bylo odsato médium a buniky byly oplachnuty
roztokem PBS; pro disociaci bunék bylo pfidano malé mnozstvi roztoku trypsin/
EDTA, ve kterém se buniky inkubovaly 5 minut pti 37°C; nakonec se k bunnkam ptidalo
nové médium, rozsuspendovaly se a nasadily na nové misky. K experimentiim jsme
pouzivali buniky aZ do 18. pasaze. Jeden aZ dva dny pfed transfekci jsme bunky nasadili

na 24-jamkové kultivaéni plato.

3.3.1.1. Transfekce COS bunék

Pro transfekci byly pouZivany bunky 1 aZ 2 dny po pasazovani narostlé na
24-jamkovém platu. Plasmidy s vybranymi podjednotkami nikotinového receptoru byly
do COS bunék vnaSeny pomoci transfekéniho ¢inidla Lipofectamin™ 2000.
Pro vyhodnoceni uspéSnosti transfekce jsme pouzivali fluorescenc¢ni protein GFP,
jehoz plasmid jsme transfekovali spole¢né s plasmidy pro jednotlivé podjednotky.
Buriky ve kterych transfekce probéhla Gspésné, jsme rozeznali pomoci fluorescenéniho
mikroskopu se sadou filtri optimalizovanych pro GFP. Pro zlepSeni exprese
neuronalnich receptort jsme pfidavali gen kodujici protein hRIC3. Pfitomnost tohoto

proteinu zlepSuje uUcinnost exprese nékterych typt neuronalnich nikotinovych
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receptorti a napomaha jejich spravnému sestaveni (Halevi a kol. 2003). Exprese
proteinti byla nejvy$Si 3. aZ 4. den po transfekci, kdy byly bunky vhodné

k elektrofyziologickému méteni.

Postup transfekce:
1. prvni mikrozkumavka obsahovala 50 pl Optimemu a celkem 1100 ng

transfek¢nich plasmidii - 350 ng podjednotky «, 350 ng podjednotky 8, 200
ng GFP a 200 ng proteinu hRIC3

2. druha mikrozkumavka obsahovala 50 pl Optimemu a 2,3 pl Lipofectaminu™
2000

3. po 5 minutach inkubace za laboratorni teploty byly oba roztoky smichany

4. po 25 minutach inkubace za laboratorni teploty byla transfekéni smés pridana
na kultivaéni jamky s buntkami

5. po 5 hodinach inkubace v termostatu byly bunky rozpasazovany

do kultivaénich misek s vlozenym sklickem.

3.3.2. Bunécna linie TE671

Pro studium svalovych receptorti jsme pouzivali bunéénou linii TE671, ktera
prirozené exprimuje lidské nikotinové receptory svalového typu (Luther a kol. 1989;
Beeson a kol. 1996). Pfevazné exprimuji embryonalni podtyp, ktery ma podjednotkové
sloZzeni afyd. Tato linie je odvozena z lidského rhabdomyosarkomu. Pro zvyseni
exprese svalovych receptori se do kultiva¢niho media DMEM s 10% fetalnim telecim

sérem pridavalo 100 pM nikotinu 2 dny pred méfenim.

3.4. Priprava plasmid(

cDNA koédujici podjednotky nikotinového receptoru jsme ziskali od
Dr. S. Heinemanna (Salk Institute, San Diego, USA), plasmid nesouci hRIC3 od prof.
M. Treinin a GFP z Takara (Otsu, Japonsko). Plasmidy kédujici jednotlivé podjednotky
receptoru jsme pripravili z gent pro dané podjednotky, které jsme zaklonovali
do vhodného expresniho vektoru, v nasem ptipadé do pCDNA 3.1. vhodného pro COS
buniky. Uspésnost klonovani jsme ovéfili sekvenaci plasmidd.

Pomoci metody teplotniho Soku jsme transformovali bakterie Escherichia coli
kmene JM109 pripravenymi plasmidy. Tyto bakterie jsme nasledné vyseli na agarové

plotny s LB médiem a ampicilinem. Toto antibiotikum nam umoznilo selekci tspésné
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transformovanych bakterii, které nesly nami pfipravené plasmidy jez obsahovaly

mimo jiné i gen pro ampicilinovou rezistenci. Jednu narostlou kolonii jsme naockovali

do kapalného média a nechali nartist pfes noc pri stalém tfepani a teploté 37°C.

Z namnozenych bakterii jsme poté izolovali plasmidovou DNA pomoci High-Speed

Plasmid Mini Kit (Geneaid, Taiwan). Cistotu a koncentraci izolované DNA jsme

ovéfovali na spektrofotometru Nanodrop ND-1000 (Thermo Scientific, Wilmington,

DE, USA). DNA podjednotek jsme skladovali pfi-20°C.

3.5.

3.5.1.

Pouzité chemikalie, roztoky a média
Roztoky pro elektrofyziologicka méreni

Extracelularni roztok (ECS)

Extracelularni roztok pouzivany na omyvani bunék béhem elektrofyzio-
logického méfeni mél slozeni (mM): 160 NaCl, 2,5 KCl, 1 CaCl,, 2 MgCl,,
10 glukéza, 10 HEPES; pH 7,3 (pH jsme dorovnavali pomoci NaOH).
Pro pfipravu ECS byla pouZita deionizovana preciSténa voda. ECS jsme

skladovali pti -20°C a rozmrazili tésné pied experimentem.

Intracelularni roztok (ICS)

Sklenéné mikroelektordy pouZivané pfi meéfeni byly naplnény intraceluldarnim
roztokem, ktery mél sloZzeni (mM): 110 CsF, 30 CsCl, 7 MgCl,, 2 EGTA,
5 Na,ATP, 10 HEPES; pH 7,4 (pH jsme dorovnali pomoci CsOH). Pro pfipravu
ICS byla pouZita deionizovana precisténa voda. ICS jsme skladovali pfi -20°C

N4

a béhem pokusu byl uloZen v ledové tiisti, aby nedochazelo k rozkladu ATP.

Aplikované latky

Béhem pokusu jsme na bunky aplikovali roztoky ligandG v prislusné
koncentraci v ECS. Jako agonistu nikotinového receptoru jsme pouZivali
acetylcholin (S.A.EHoffmann - La Roche & Co., Basilej, Svycarsko). Déle jsme
pouzivali latky: takrin, 7-MEOTA, K-577, 1-PC-6, 1-PC-13, 1-PC-32, 1-PC-37,
1-PC-41, 1-PC-48 a 1-PC-49. Tyto latky jsme ziskali ve spolupraci s Centrem

biomedicinského vyzkumu Univerzitni nemocnice v Hradci Kralové.
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3.5.2 Roztoky a média pro prace s bunéénymi kulturami

 Kultivaéni médium: DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) s 10%

fetalnim sérem (Gibco, Invitrogen, USA).
* PBS (mM): 138 Na(l, 5,4 KCl, 7,8 Na,HPO,4.12 H>0, 1,4 KH,PO4; pH 7,3
* Optimem (Gibco, Invitrogen, USA).
» Trypsin/EDTA: 0,05% trypsinu v 50 ml PBS s 10 mg EDTA; pH 7,3.

3.5.3. Roztoky pouzité pro kultivaci bakterii

Abychom mohli izolovat plasmidy vybranych podjednotek, bylo nejprve
potfeba pomnozit bakterie transformované témito plasmidy. Bakterie rostly na LB
médiu, které mélo sloZeni: 1 1 destilované vody, 10 g peptonu, 5 g kvasni¢ného
extraktu, 10 g NaCl. Pfipravené médium se poté dalo do autoklavu, kde bylo 10 minut
pri teploté 105°C. Toto médium se pouzivalo ke kultivaci bud jako kapalné nebo
po pridani agaru jako pevné na agarovych plotnach (do 300 ml LB média se pfidalo 6 g

agaru). Pied pouzitim se k nému pfidal ampicilin v koncentraci 100 pg/ml média.

3.6. Rovnice pouzité k vypoctu
3.6.1. Inhibiéni krivky

Inhibici, u které jsme piedpokladali jeden mechanismus tuU¢inku, jsme
popisovali jednoduchou inhibi¢ni rovnici. Experimentalni body jsme vynesli do grafu
a prolozili inhibiéni kfivkou podle inhibiéni funkce:

IC,
=— 50 1)

H H
ICy +c

e

kde Yi je proudova odpovéd amplitudy po aplikaci agonisty a inhibitoru; Yc je
kontrolni proudova odpovéd na aplikaci samotného agonisty; ICso je koncentrace
inhibitoru, ktera inhibuje 50% z kontrolni odpovédi; H je HillGv koeficient pro dany

inhibitor (H se rovnalo 1 pokud neni uvedeno jinak) a c je koncentrace inhibitoru.
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Testované latky, které vykazovaly dvoji mechanismus ucinku, jsme prokladali
upravenou inhibi¢éni funkci, kterd popisovala zvlast mechanismus uc¢inku inhibice
pti nizké koncentraci a pfi vysoké koncentraci inhibitoru:

IC;,
50

(€))
—a ) td-a)(
ICS, +c”

H
ICSO(II)

=d. (II.)
( ICg ;) +c" )

o< |

kde Yi je proudova odpovéd amplitudy po aplikaci agonisty a inhibitoru; Yc je
kontrolni proudova odpovéd na aplikaci samotného agonisty; ICso je koncentrace
inhibitoru, ktera inhibuje 50% kontrolni odpovédi z prislusné faze inhibi¢niho efektu;
H je Hillav koeficient pro dany inhibitor (H se rovnalo v tomto pfipadé vzdy 1); c je

koncentrace inhibitoru a a je pomérné zastoupeni prvni faze krivky.

3.6.2. Napét'ova zavislost

Napétovou zavislost inhibice jsme proklddali upravenou Boltzmannovou

funkci (Woodhull 1973; Hille 1992; Aidley a Stanfield 1996):

F

IC,(V.)=IC,(0)e " *

kde ICs50(Vm) je inhibi¢ni konstanta pfi daném membranovém potencialu Vm; ICso(0)
je inhibi¢ni konstanta extrapolované hodnoty pro nulovy membranovy potencial; d je
relativni elektricka vzdalenost vazebného mista inhibitoru smérem z extracelularni
strany; F je Faradayova konstanta (F=9,648.104 C.mol-1); R je univerzalni plynova
konstanta (R=8,315 J.K-1.mol-1); T je absolutni teplota (T=298 K).

Tuto funkci jsme poté z diivodu linearizace upravili na:
F
PIC,(V,,) = pICy(0)+(2,303V5——) (IIL.)

kde pICso(Vm) a pICso(0) jsou zaporné vzaté dekadické logaritmy hodnot inhibi¢nich

konstant ICsp pfi daném membranovém potencialu.
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4. Vysledky

4.1. Ucinky takrinu, 7-MEOTA a K-577 na svalovy
receptor xfyd

Takrin a jeho derivaty 7-MEOTA a K-577 pusobi jako inhibitory AChE.
U mnohych inhibitord AChE véetné¢ takrinu byla pozorovana pfima interakce s nAChR.
Zajimalo nas, zda tuto schopnost interagovat s nAChR potvrdime také u 7-MEOTA
a K-577 a porozumime lépe mechanismu jejich uc¢inku. U takrinu jiz byla prfima
interakce s nAChR pozorovana vicekrat, ale navrhované mechanismy jeho u¢inku byly
¢asto v rozporu (Svensson a Nordberg 1996; Canti a kol. 1998; Zwart a kol. 2000;
Maelicke a kol. 2001; Prince a kol. 2002). V nasi laboratofi jsme jiz tyto latky testovali
na neuronalnim nikotinovém receptoru a4f2 a zjistili jsme jejich pfimou interakci
s timto receptorovym podtypem. Na ucinku téchto latek na receptor a4f2 bylo
zajimavé to, Ze pti vyS$si koncentraci ACh mély inhibiéni Géinek a naopak pfi nizké
koncentraci ACh méla jejich aplikace spolecné s agonistou schopnost potencovat ACh
odpovédi (Krusek a kol. 2013). ZjiStovali jsme tedy, jaky tc¢inek budou mit tyto latky na
svalovy nikotinovy receptor afyd. Jako model jsme zvolili lidské embryonalni svalové

receptory aByd endogenné exprimované v linii bunék TE671.

41.1. Takrin

Nejprve jsme zjistovali, zda samotna aplikace takrinu na povrch bunék vyvola
néjaké proudové odpovédi. Testovali jsme rtzné koncentrace takrinu od 0,001 uM
az po 100 pM. Pfi Zzadné této koncentraci jsme nepozorovali agonisticky uéinek
takrinu na «fyd receptor. Dale jsme zjiStovali jaky uc¢inek bude mit takrin, bude-li
aplikovan spole¢né s agonistou. V naSem pripadé jsme zvolili jako srovnavaciho
agonistu ACh. Z predbéZnych experimentti jsme védéli, Ze i¢inky takrinu nenastupuji
okamzité, ale v pribéhu nékolika sekund. Proto jsme se rozhodli testovanou latku
vzdy nejprve samostatné preaplikovat na bunéény povrch po dobu 5 s a az poté
aplikovat ACh spole¢né s testovanou latkou dalSich 5 s. Diky tomuto schématu aplikace
méla testovana latka vidy dostatek Casu se navazat na receptor. Mezi jednotlivymi

aplikacemi jsme dodrzovali intervaly 30 s, coZ je doba, ktera svalovému receptoru staci
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pro navraceni do aktivovatelného stavu. Béhem této doby byla bunka omyvana
roztokem ECS. Podle stejného ¢asového schématu jsme postupovali u vSech méfeni
provadénych na receptoru xfyd.

Postupné jsme na bunky aplikovali rizné koncentrace takrinu v rozmezi od
0,003 pM do 100 pM. Koncentrace ACh byla 30 pM (ECso =7 pM). Vysledkem bylo,
Ze jsme pozorovali rizny stupen inhibice ACh odpovédi v zavislosti na koncentraci
takrinu. Stupen inhibice jsme zjistovali tak, Ze jsme porovnavali velikost proudové
odpovédi na aplikaci ACh spole¢né s takrinem s velikosti kontrolnich proudovych
odpovédi, které vyvolala samostatna aplikace ACh na bunéény povrch (Obr. 16).
Protoze proudové odpovédi bunék TE671 maji s ¢asem urcitou variabilitu, délili jsme
velikost inhibované odpovédi aritmetickym primérem dvou sousednich kontrolnich
odpoveédi.

Namétené body ukazuji, Ze Gc¢inek takrinu ma pribéh odpovidajici dvéma
mechanismim inhibice s rtznymi hodnotami inhibi¢nich konstant. Proto jsme
experimentalni body prolozili funkci dle rovnice II, ktera zvlast popisovala
mechanismus u¢inku takrinu pfi jeho vysokych koncentracich a zvlast pfi jeho nizkych
koncentracich (Obr. 17a). Vysokoafinitni mechanismus se uplatiioval pii nizkych

koncentracich takrinu a zptsoboval asi 20% inhibice. Tento mechanismus byl

ACh 30 uM THA 10 uM + ACh 30 M ACh 30 M

200 pA

Obr. 16: Ukazka proudovych odpovédi na aplikaci takrinu a ACh na receptoru
aByd. Ukazka dvou kontrolnich proudovych odpovédi na samotnou aplikaci ACh a
na aplikaci ACh spoleéné s 10 pM takrinu. Takrin byl vZdy nejprve 5 s preaplikovan,
coZ zajistilo dostatek ¢asu, aby se navazal na receptor. Poté byl takrin aplikovan 5 s
spole¢né s ACh. MtiZeme pozorovat pokles proudové odpovédi pti spole¢né aplikaci
takrinu a ACh ptiblizné na 50%. Po ukonceni aplikace takrinu, se receptor navraci
do aktivovatelného stavu. Cerné je vyznacena doba aplikace ACh a bile doba aplikace
takrinu.
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charakterizovan inhibi¢ni konstantou takrinu ICso rovnou 0,01 pM (pICso = 8,0 %
0,25). S rostouci koncentraci takrinu se zacal projevovat i nizkoafinitni mechanismus,
ktery zptsoboval pfiblizné 80% inhibice. ICso takrinu bylo pro nizkoafinitni
mechanismus rovno 12,6 pM (pICso = 4,9 £ 0,06). Pokud jsme spocitali polovi¢ni
efektivni blokadu celé krivky, tak byla rovna 10,1 pM. Tuto hodnotu jsme pocitali jako
vazeny primér vysokoafinitni a nizkoafinitni inhibi¢ni konstanty. Inhibice takrinem
byla na receptoru &Byd reverzibilni.

Abychom lépe porozuméli mechanismu inhibice, zamérili jsme se na to, jak se
bude ménit mira inhibice vyvolana takrinem pfi riznych koncentracich ACh. V tomto
meéfeni jsme pouZili koncentraci takrinu blizkou jeho hodnoté ICso zjiSténou
v predchozich experimentech. Pro tento typ receptoru to byla 10 pM koncentrace
takrinu. Koncentraci ACh jsme pouZili v rozmezi od 0,3 pM do 300 pM. Pozorovali
jsme, ze vys$i koncentrace ACh jsou inhibovany o néco vice nez niz$i koncentrace
(Obr. 17b).

V dalSich experimentech jsme se zaméfili na napétovou zavislost inhibice
takrinem. M¢fili jsme proudové odpovédi pfi tfech membranovych potencialech:
-80 mV, -40 mV a +20 mV. Koncentrace ACh byla 30 pM. Napétovou zavislost jsme
méfili pro nizkoafinitni mechanismus inhibice. Z toho dtvodu jsme experimentalni
body prokladali jednoduchou inhibi¢ni kfivkou dle rovnice I, ktera odpovidala priibéhu
pro jeden, nizkoafinitni, inhibi¢ni mechanismus. Maximum této kfivky proto
nesmétovalo k 1, ale bylo volné. Pozorovali jsme, Ze se zménou napéti dochazelo
k posunu hodnot ICso: ICs50(.80 mv)= 4,2 UM; ICs50(-40 mv)= 12,1 pM; ICs0(+20 mv)= 28,1 pM
(Obr. 17¢).

Napétovou zavislost jsme dale analyzovali podle klasického modelu
pro blokatory iontového kanalu dle rovnice III. Z divodu presnéjsiho vypoctu chyb jsme
tuto funkci linearizovali. Hodnoty pICso takrinu pfi rtizném napéti byly rovny:
pICso(.80 mv)= 5,34 £ 0,09; pICso(40 mv)= 4,94 £ 0,06; pICso¢+20 mv)= 4,57 £ 0,11
(Obr. 17d). Pomoci tohoto modelu jsme byli schopni spo¢itat, jak hluboko do
iontového kandlu se takrin dostava. Z miry napétové zavislosti jsme ur¢ili, Ze se takrin
vaze pfiblizné do poloviny membranové ¢asti iontového kanalu (5= 0,44 * 0,06; d je
relativni elektricka vzdalenost vazebného mista inhibitoru smérem z extracelularni
strany). Na tomto typu receptoru jsme nepozorovali Zadnou schopnost takrinu

potencovat ACh odpovédi.
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Obr. 17: Inhibi¢ni G¢inek takrinu na receptoru cfyd. a) Zavislost inhibice

na koncentraci takrinu pfi 30 pM ACh. Namérené body jsou prolozeny inhibi¢ni
funkci dle rovnice II. Ktivka, kterou jsme body prokladali popisuje zvlast
mechanismus uc¢inku takrinu pfi jeho nizkych koncentracich (20% % 2,3% inhibice)
a pri jeho vysokych koncentracich (80% % 2,3% inhibice). Pfi nizkych koncentracich
se uplatiioval vysokoafinitni mechanismus a ICso takrinu se rovnalo 0,01 pM
(pICso = 8,0 * 0,25). Pii vysokych koncentracich se uplatioval nizkoafinitni mecha-
nismus a ICsp takrinu bylo rovno 12,6 pM (pICso = 4,9 + 0,06). Efektivni hodnota ICso
byla 10,1 pM. b) Zavislost inhibice takrinu na koncentraci ACh. Pro tato méreni
jsme pouzili 10 pM takrin (=ICso). S vy$si koncentraci ACh rostla mira inhibice
takrinem. ¢) Napétova zavislost inhibice takrinem. Koncentrace ACh byla 30 pM.
Zavislost inhibice na koncentraci takrinu byla méfena pfi membranovém potencialu
-80 mV, -40 mV a +20 mV. Se zménou nap¢ti dochazelo ke zméné hodnot ICso: ICs0(80
mv)= 4,2 UM; ICso(40 mv)= 12,1 UM; ICso+20 mv)= 28,1 uM. Naméfené body byly
prolozeny dle rovnice I s volnym maximem. d) Zavislost pICso takrinu na rtizném
napéti. pICso(.go mv)= 5,34 t 0,09; pICso(.40 mv)= 4,94 + 0,06; pIC50(+20 mV)= 4,57 + 0,11.
Body byly prolozeny rovnici III. Pomoci této rovnice jsme byli schopni spocitat, Ze se
takrin vaze ptiblizné do poloviny membranové ¢asti iontového kanalu (8= 0,44 £
0,06).
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4.1.2. 7-MEOTA

Pro testovani u¢inku 7-MEOTA na receptor &«Byd jsme zvolili podobny postup
jako u takrinu. Nejprve jsme testovali zda ma 7-MEOTA sama o sobé schopnost
aktivovat receptor afyd. Do koncentrace 100 uM jsme nepozorovali zadné proudové
odpovédi vyvolané samostatnou aplikaci 7-MEOTA. Nasledné jsme méfili jak budou
razné koncentrace 7-MEOTA ovliviiovat proudové odpovédi pii spoleéné aplikaci
s ACh. Koncentrace ACh byla 30 uM a koncentrace 7-MEQOTA byla v rozmezi od 0,003
MM do 100 pM. Schéma aplikace jsme pouzili stejné jako u takrinu. Nejprve jsme
inhibitor 7-MEOTA preaplikovali samostatné 5 s a nasledné jsme ho aplikovali
5 s spole¢né s ACh (Obr. 18). Mira inhibice zavisela na mnozstvi inhibitoru a byla
reverzibilni. Ziskané body jsme prolozili inhibi¢ni funkci dle rovnice II, ktera
popisovala dvoji mechanismus uéinku 7-MEOTA. Pfi nizkych koncentracich se
uplatioval vysokoafinitni mechanismus, ktery byl zodpovédny za 8% inhibice. ICs
7-MEOTA pro tuto ¢ast inhibice bylo rovno 0,003 uM (pICso= 8,5 * 0,5). Pfi vysokych
koncentracich se uplatiioval nizkoafinitni mechanismus, ktery byl schopny receptor
inhibovat aplné a zpiisoboval zbylych 92% inhibice. Hodnota ICsp inhibitoru 7-MEOTA
byla pro nizkoafinitni ¢ast inhibice rovna 4,0 pM (pICso= 5,4 * 0,04) (Obr. 19a).
Efektivni hodnota ICso byla 3,7 puM.

7-MEOTA 3 uM
ACh 30 pM ACh 30 uM ACh 30 uM

=
f

|

| |
l
| <
i

2s

Obr. 18: Ukazka proudovych odpovédi na aplikaci 7-MEOTA a ACh na receptoru
aByd. Ukéazka dvou kontrolnich proudovych odpovédi na samotnou aplikaci ACh
a na aplikaci ACh spole¢né s 3 uM 7-MEOTA. 7-MEOTA byla vzdy nejprve 5 s
preaplikovana. Poté nasledovala 5 s aplikace inhibitoru 7-MEOTA spole¢né s ACh.
Je zde vidét zmenseni proudové odpovédi pti aplikaci inhibitoru priblizné o 50%.
Pokles druhé kontrolni odpovédi na ACh je zpdsoben variabilitou proudovych
odpovédi bunék TE671. Cerné je vyznacena doba aplikace ACh a bile doba aplikace
7-MEOQOTA.
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Stanovili jsme miru inhibice 7-MEOTA pfi rtiznych koncentracich ACh. Pro
tato meéfeni jsme pouzili 3 pM koncentraci 7-MEOTA, coZ je koncentrace blizka
hodnoté ICso pro 7-MEOTA na tomto typu receptoru. Koncentrace ACh jsme pouzili
v rozmezi od 0,3 pM do 300 pM. Pozorovali jsme zménu miry inhibice s ménici se
koncentraci ACh. Prfesnéji mira inhibice lehce rostla se vzristajici koncentraci ACh
(Obr. 19b).

Napétovou zavislost 7-MEOTA jsme méfili pfi membranovém potencialu -80
mV, -40 mV a +20 mV. Tuto zavislost jsme stanovovali pouze pro nizkoafinitni
mechanismus inhibice a experimentalni body jsme prokladali funkci dle rovnice I
s volnym maximem. Pfi zméné membranového potencidlu jsme pozorovali posun
inhibi¢ni konstanty ICso: ICs50(.80 mv)= 3,1 UM, IC50(-40 mv)= 4,2 PM, IC50(+20 mv)= 8,7 UM
(Obr. 19c). Napétovou zavislost jsme analyzovali podle klasického modelu
pro blokatory otevieného kanalu. Hodnoty pICso jsme vynesli proti membranovému
napéti a prolozili funkci dle rovnice III (pICso-80 mv)= 5,50 * 0,08; pICso(-40 mv)=
5,40%0,03; pICs0(+20 mv)= 5,06 £ 0,05). Pomoci této rovnice jsme urcili, Ze se 7-MEOTA
dostava priblizné do prvni étvrtiny membranové ¢asti iontového kanalu (6= 0,27 *
0,03) (Obr. 194).
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Obr. 19: Inhibi¢ni G¢inek 7-MEOTA na receptoru afyd. a) Zavislost inhibice

na koncentraci 7-MEOTA pfi 30 pM ACh. Jednotlivé body jsou prolozeny inhibi¢ni
funkci podle rovnice II. Tato rovnice dobfe popisuje experimentalni body. Piisobeni
7-MEOTA na tento receptorovy podtyp vykazovalo dvoji mechanismus ucinku.
Vysokoafinitni, ktery se uplatiioval pti nizkych koncentracich 7-MEOTA a popisujici
8% * 1,7% inhibice, a nizkoafinitni, ktery se uplatiioval pti vysokych koncentracich
7-MEOTA a popisujici 92% * 1,7% inhibice. Vysokoafinitni mechanismus ma
hodnotu ICso rovnu 0,003 pM (pICso= 8,5 * 0,5). Pro nizkoafinitni mechanismus je
tato hodnota nasobné vyssi a je rovna 4,0 uM (pICso= 5,4 + 0,04). Efektivni hodnota
ICso pro celou inhibi¢ni kfivku 7-MEOTA je 3,7 pM. b) Zména miry inhibice
7-MEOTA v zavislosti na koncentraci ACh. Pro tato méfeni jsme pouzili 3 pM
7-MEOTA (~ICso). Pozorovali jsme, Ze se vzrustajici koncentraci ACh mirné rostla
také mira inhibice zptsobend inhibitorem 7-MEOTA. ¢) Zavislost inhibice
7-MEOTA na napéti. Inhibi¢ni kfivku jsme métili pfi membranovém napéti -80 mV,
-40 mV a +20 mV. Koncentrace ACh byla 30 pM. Body jsou proloZeny dle rovnice I
s volnym maximem. Se zménou napéti ke kladnéjSim hodnotdm dochazelo ke
vzristu inhibié¢ni konstanty ICso: ICs0(:80 mv)= 3,1 pM, IC50(-40 mv)= 4,2 UM, IC50(+20 mv)=
8,7 uM. d) Vyneseni hodnot pICsp pfi rizném napéti. pICsoiso mv)= 5,50 £ 0,08;
PICs0(-40 mv)= 5,40 £ 0,03; pICs0(+20 mv)= 5,06 * 0,05. Body jsou proloZeny dle rovnice
III. Pomoci této rovnice jsme spocitali, ze 7-MEOTA se dostava priblizné do prvni
¢tvrtiny membranové ¢asti iontového kanélu (8= 0,27 £ 0,03).
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4.1.3. K-577

K-577 je dal$im derivatem takrinu, u kterého nas zajimalo, jaky bude mit
uéinek na receptor afyd. Nejprve jsme zjistovali, zda ma samotna aplikace K-577
agonisticky ucinek na tento receptorovy typ. Az do koncentrace 100 pM jsme ovSem
nepozorovali schopnost K-577 aktivovat afyd receptor. Nasledné jsme zjiStovali jaky
vliv bude mit tento derivat na proudové odpovédi, pokud bude aplikovan spole¢né
s ACh. Pro tato méfeni jsme pouzili koncentrace K-577 v rozmezi od 0,003 pM do 100
MM a koncentraci ACh 30 pM. Schéma aplikace bylo stejné jako u predchozich dvou
latek. Nejprve jsme tedy aplikovali K-577 samostatné po dobu 5 s a nasledné jsme ho
aplikovali dalSich 5 s spole¢né s ACh. Vysledkem bylo, Ze jsme pozorovali rizny stupen
inhibice v zavislosti na koncentraci inhibitoru. Tato inhibice byla reverzibilni
a k navraceni receptoru do aktivovatelného stavu byla dostacujici pauza 30 s mezi
aplikacemi (Obr. 20). Naméfené body jsme prolozili inhibi¢ni funkci dle rovnice II,
ktera popisovala dvoji mechanismus uéinku K-577 na receptor «fyd. Prvni
mechanismus byl vysokoafinitni a uplatioval se pfi nizkych koncentracich K-577. Tato
¢ast inhibi¢ni kfivky popisovala 15% rozsahu inhibice a odpovidajici hodnota ICsg byla

rovna 0,08 pM (pICso= 7,1 £ 0,54). Druhy mechanismus Géinku K-577 byl nizkoafinitni

ACh30puM  K-5773 uM +ACh 30 uM ACh 30 uM

e — I —

50 pA

i

2s

Obr. 20: Ukazka proudovych odpovédi na aplikaci K-577 a ACh na receptoru xfyd.
Ukazka dvou kontrolnich proudovych odpovédi na samotnou aplikaci ACh a na
aplikaci ACh spole¢né s 3 pM K-577. Inhibitor byl vzdy nejprve preaplikovan 5 s
samostatné. Nasledné byl aplikovan 5 s spole¢né s ACh. Miizeme pozorovat zmensSeni
proudové odpovédi priblizné o 50%. Po odstranéni inhibitoru se receptor navracel
do aktivovatelného stavu. Cerné je vyznacena doba aplikace ACh a bile doba aplikace
K-577.
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a projevoval se pri vy$Sich koncentracich inhibitoru. Popisoval 85% rozsahu inhibice
a ICsp pro néj bylo rovno 5,0 pM (pICso= 5,3 + 0,06). Pro celou inhibi¢ni kfivku byla
hodnota ICso rovna 4,3 pM (Obr. 21a).

Nasledné jsme mérili vliv koncentrace ACh na stupen inhibice K-577. Pri
meéfeni jsme pouZili 3 pM koncentraci K-577. Koncentraci ACh jsme pouZili v rozmezi
od 0,3 pM do 300 pM. Se zménou koncentrace agonisty jsme pozorovali zménu miry
inhibice K-577. Inhibice byla nejvétsi pii koncentraci ACh 10 pM. Smérem k vysS$im
a niz§im koncentracim ACh mira inhibice postupné klesala. Koncentrace pti které
dochazi k této zmén€ odpovida priblizné hodnoté ECso pro tento typ receptoru (ECso=7
pM) (Obr. 21b).

K-577 méla proti takrinu a 7-MEOTA slabou napétovou zavislost. Zména
hodnot ICso byla mald (ICs0(-80 mv)= 3,8 PM; ICs50(-40 mv)= 4,4 PM; IC50(+20 mv)= 6,1 pM).
Hilldv koeficient zde nebyl rovny 1, ale liSil se v zavislosti na zméné napéti
(H-80 mv=2,8; H.40 mv=1,8; H+20 mv=2,4) (Obr. 21c). PfestoZe K-577 vykazovala jen slabou
napétovou zavislost, v porovnani s dvéma piredchozimi latkami, inhibici jsme
analyzovali podle obdobného modelu pro blokatory otevieného kanalu. Hodnoty pICso
naméfené pri rizném napéti (pICso(.s0 mv) = 5,41 £ 0,04; pICs0(40 mv) = 5,36 = 0,03,
PICs0(+20 mvy = 5,22 £ 0,02) jsme vynesli do grafu a proloZili funkci dle rovnice III,
pomoci které jsme urcili, Ze se inhibitor K-577 dostava pouze do vrchni ¢asti iontového
kanalu (6= 0,12 £ 0,02) (Obr. 21d).
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Obr. 21: Inhibi¢ni Géinek K-577 na receptor fyd. a) Zavislost inhibice

na koncentraci K-577 pti 30 pM ACh. Jednotlivé body jsou prolozeny inhibi¢ni funkei
podle rovnice II. Pfi nizkych koncentracich se projevoval pouze vysokoafinitni
mechanismus inhibice, ktery byl schopny inhibovat odpovédi svalového receptoru
0 15% =* 6,3%. Vysokoafinitni inhibice K-577 byla charakterizovana konstantou ICso
rovnou 0,08 puM (pICso= 7,1 = 0,54). S rostouci koncentraci K-577 se zacinal
uplatiovat také nizkoafinitni mechanismus inhibice. Ten byl zodpovédny za zbylych
85%z 6,3% inhibice. Hodnota ICso K-577 je v tomto pfipadé rovna 5,0 pM (pICso=5,3
* 0,06). Efektivni hodnota ICsp je rovna 4,3 pM. b) Zmeéna miry inhibice K-577
v zavislosti na zmén¢€ koncentrace ACh. Pro tato méfeni jsme pouzili 3 pM K-577
(*ICs0). Zde jsme nepozorovali jednotnou zménu miry inhibice s klesajici nebo
rostouci koncentraci ACh. Nejvyraznéjsi byla inhibice pfi 10 pM ACh. Od této
koncentrace smérem k vy$§im koncentracim, ale také k niz§im, dochazelo k poklesu
miry inhibice. ¢) Napétova zavislost inhibice K-577. Inhibiéni kfivku jsme métili
pii tfech membranovych potencidlech: -80 mV, -40 mV a +20 mV. Koncentrace ACh
byla 30 puM. Body jsou prolozeny inhibi¢ni kfivkou s volnym Hillovym koeficientem
a volnym maximem dle rovnice I. V tomto pfipad€ jsme pozorovali slabou zavislost
na napéti a hodnoty ICso byly: ICs0(-80 mv)= 3,8 pM; ICs0(-40 mv)= 4,4 UM; IC50(+20 mv)= 6,1
MM. d) Vyneseni hodnot pICso pfi rtizném napéti (pICsoc8o mv)= 5,4110,04;
PICs0(-40 mv)=5,36%0,03; pICs0(+20 mv)=5,22 £ 0,02). Body jsou prolozZeny funkci dle
rovnice III. Podle této rovnice jsme spocitali, Ze se K-577 dostava pouze do vrchni ¢asti
iontového kanalu (6= 0,12 £ 0,02).
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4.1.4. Porovnani miry inhibice takrinu, 7-MEOTA a K-577

Takrin a jeho derivaty maji riznou uéinnost inhibice na rtznych strukturach.
Nejvice uéinnym inhibitorem je K-577, ktery siln€ inhibuje AChE i nikotinové
receptory &Pyd a a4f2. Takrin stile velmi G¢inné inhibuje AChE, ale nikotinové
receptory inhibuje jiZ méné. 7-MEQTA je proti témto latkam slabym inhibitorem AChE
a neuronalniho receptoru a4f2, ale svalovy receptor &fyd inhibuje z téchto tfi latek
nejuc¢innéji (Tab. 1). Porovnani inhibi¢nich konstant naméfenych na svalovém

receptoru afyd (Tab. 2).

Tab. 1: Hodnoty ICso takrinu, 7-MEOTA a K-577 pro AChE, receptor &fyd a receptor
a4B2 (Soukup a kol. 2013; Krusek a kol. 2013) (Hodnoty ICso pro AChE ldtku K-577
ndm byly poskytnuty Dr. Soukupem z Centra biomedicinského vyzkumu Univerzitni
nemocnice v Hradci Krdlové).

IC50 AChE ICso nAChR ICs0 nAChR

Latka (uM) apyd (HM) a4p2 (UM)
THA 0,5%0,1 10,1 8+3
7-MEOTA | 15,0+2,4 3,7 15%3
K-577 0,1 4,3 4%2

Tab. 2: Hodnoty ICso a pICsp takrinu, 7-MEOTA a K-577 pro vysokoafinitni a
nizkoafinitni mechanismus inhibice nAChR xfy®.

ICso pICso ICso pICso ICso
Latka vysokoafinitni vysokoafinitni nizkoafinitni nizkoafinitni efektivni
THA ~ 00luM  80%025  12,6uM  4,9%0,06 10,1pM
7-MEQOTA 0,003 pM 8,5%0,5 4,0 pM 5,4%0,04 3,7 uM
K-577 0,08 uM 7,1£ 0,54 5,0 yM 5,3+ 0,06 4,3 uM
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4.2 Uéinek latek PC na nAChR

4.2.1. Ucinek latek PC na svalovy receptor xpyd

Nasim cilem bylo prostudovat vliv inhibitortt AChE odvozenych od 7-MEOTA
na nikotinovy receptor. Jako model jsme zvolili lidské embryonalni svalové receptory
xByd endogenné exprimované v linii bunék TE671. Testovali jsme celkem sedm latek,
které byly oznaceny jako: 1-PC-6, 1-PC-13, 1-PC-32, 1-PC-37, 1-PC-41, 1-PC-48 a 1-PC-49.
Nejprve jsme testovali, zda samostatna aplikace téchto latek vyvola proudové
odpovédi. AZ do koncentrace 100 pM jsme nepozorovali zadny agonisticky ucéinek
téchto latek na receptor afyd. Dale nas zajimalo jaky vliv budou mit latky PC
na proudové odpovédi, vyvolané agonistou ACh. Postupné jsme aplikovali rtizné
koncentrace studovanych latek spoleéné se stdlou koncentraci agonisty. Jako
srovnavaciho agonistu jsme zvolili 100 pM ACh (ECs50=7 pM). Testované latky jsme
v danych koncentracich vZdy nejprve preaplikovali 5 s na povrch bunék a nasledné
jsme je dalSich 5 s aplikovali spole¢né s 100 pM ACh. Vysledkem bylo, Ze jsme

pozorovali rdznou miru inhibice proudovych odpovédi. Tato inhibice byla

1-PC-37 0,3 pM 1-PC-37 3 uM 1-PC-37 30 uM
ACh 100 M ACh 100 pM ACh 100 M ACh 100 uM
E— A '@

""“//‘”‘ T T I

,’ | I

200 pA

Obr. 22: Ukazka inhibice proudovych odpovédi pfi aplikaci latky 1-PC-37 na receptoru
oByd. Ukazka miry inhibice ACh odpovédi pti aplikaci 1-PC-37 ve vybranych
koncentracich 0,3 yM, 3 pM a 30 pM. VSechny testované latky PC byly vZdy nejprve
samostatné preaplikovany 5 s na povrch buné¢k. Thned poté nasledovala jejich 5 s
aplikace spoleéné se 100 uM ACh. Cerné je vyznadena doba aplikace ACh a bile doba
aplikace latky PC.
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relativni odpovéd

koncentraéné zavisla a reverzibilni (Obr. 22). K navratu inhibovanych receptori

do aktivovatelného stavu stacilo méné nez 30 s. Relativni miru inhibice jsme

stanovovali jako pomér amplitudy inhibované odpovédi a aritmetického priméru

v v/

2 nejblizsich kontrolnich odpovédi na aplikaci samotného ACh.

Zavislost inhibice na koncentracich jednotlivych latek PC jsme popsali

inhibi¢ni funkci dle rovnice I s volnym Hillovym koeficientem a volnym maximem.

Pro testované latky PC jsme urcili polovi¢ni efektivni blokadu: 1-PC-6 ICso = 8,7 pM; 1-
PC-13 ICs0 = 0,8 pM; 1-PC-32 ICs0 = 3,1 pM; 1-PC-37 ICso = 3,6 uM; 1-PC-41 ICs0 =
8,1 uM; 1-PC-48 ICs50 = 6,8 pM; 1-PC-49 ICs50 = 1,7 pM (Tab. 3). VSechny studované latky

primo a u¢inné inhibovaly svalovy nikotinovy receptor afyd koncentra¢né zavislym

zptsobem (Obr. 23).

Tab. 3: Tabulka s hodnotami ICso pro jednotlivé latky PC méfeny na svalovém
receptoru opyod.

b)

Receptor xfyd
Latka ICs0 (MM) H
1-PC-6 8,7t1,6 2,5t1,4
1-PC-13 0,8*1,9 0,8%+0,5
1-PC-32 3,1£0,5 2,0+£0,6
1-PC-37 3,6t0,3 1,7%+0,2
1-PC-41 8,1+3,2 1,2+0,5
1-PC-48 6,8+2,6 1,41+ 0,6
1-PC-49 1,7%+0,9 0,8%+0,2
a)
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Obr. 23: Inhibi¢ni kiivky jednotlivych latek PC méfené pti 100 uM ACh na receptoru
afyd. a) Inhibi¢ni kfivka latky 1-PC-6. b) Inhibi¢ni kiivka latky 1-PC-13. c) Inhibi¢ni
krivka latky 1-PC-32. d) Inhibi¢ni kfivka latky 1-PC-37. e) Inhibi¢ni kfivka latky
1-PC-41. f) Inhibi¢ni kiivka latky 1-PC-48. g) Inhibi¢ni kfivka latky 1-PC-49. VSechny
testované latky reverzibilné inhibovaly svalovy receptor afyd koncentraéné zavislym
zpusobem. Inhibi¢ni kfivky jsou prolozeny funkci dle rovnice I s volnym Hillovym
koeficientem a volnym maximem.
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5.1.5. Porovnani G¢inku na receptoru xfyd a receptoru x42

Dva mechanismy déinku takrinu, 7-MEOTA a K-577, které jsme pozorovali
na svalovém receptoru &fyd, bychom mohli porovnat s dvojim tc¢inkem, ktery jsme
u téchto latek pozorovali na neuronalnim receptoru «4f2. Je pravdépodobné,
Ze schopnost inhibice prostfednictvim blokady otevieného kanalu se bude uplatiiovat
nejenom na svalovém receptoru afyd (Prince a kol. 2002), ale také na neurondlnim
receptoru ®4fB2. Podstatna ¢ast inhibice zptsobend takrinem a jeho derivaty
na svalovém receptoru ofyd a neuronadlnim receptoru «4f2 by tedy mohla byt
zpusobena obdobnym mechanismem.

Pri nizké koncentraci takrinu a jeho derivati na svalovém receptoru
predpokladdame alostericky ucinek téchto latek. Obdobny ucinek predpokladame také
na neuronalnim receptoru «4f2. Na tomto podtypu jsme pozorovali, Ze pfi nizké
koncentraci ACh, maji tyto latky schopnost potencovat ACh odpovédi. Potenciace
neuronalniho receptoru o4f2 takrinem byla pozorovana jiz dfive (Zwart a kol. 2000).
Domnivame se, Ze i na neuronalnim receptoru, je to dano vazbou téchto latek
na ligand vazajici doménu mimo vazebné misto agonisty. Je tedy mozZné, Ze na obou
téchto receptorech se mohou tyto latky vazat na podobné misto na ligand vazajici
doméné. Na receptoru afyd to vede k inhibici, ale na receptoru «4f2 to zptsobuje
potenciaci.

Tento rozdil je moZné vysvétlit rozdilnou pravdépodobnosti otevirani kanalu
(Mathie a kol. 1991; Lingle a kol. 1992). Svalovy receptor ma mnohem vyssi
pravdépodobnost otevirani kanalu obsazeného dvéma molekulami agonisty a proto
zde neni velky prostor pro zvySeni jeho aktivity. Je tedy obtizné si na ném predstavit
alostericky potencia¢ni mechanismus. Naproti tomu u neuronalniho receptoru, kde
je pravdépodobnost otevieni niz$i, existuje prostor pro vyraznéj$i pozitivni modulaci.
Je tedy mozné, Ze na obou téchto receptorech ptisobi takrin, 7-MEOTA a K-577
na homologickych mistech, ale na neurondlnim receptoru je mozZnost pro zvySeni

aktivity a na svalovém receptoru vede jakakoliv modulace spiSe ke sniZeni jeho aktivity.
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4.2.2. Uéinek latek PC na neuronalni receptor x4f2

Pro vybrané PC latky jsme prostudovali interakci s neuronalnim nikotinovym
receptorem. Jako model jsme zvolili krysi neurondalni receptory a«4f2 prechodné
exprimované v linii COS bunék (pfedpokladame stechiometrii receptoru (a4)3(B2)2,
kterA ma niz8i afinitu k ACh). Tomuto dal§imu testovani byly podrobeny latky
oznadené jako: 1-PC-6, 1-PC-32 a 1-PC-48. Nejprve jsme testovali zda samotna aplikace
téchto latek na povrch bunék vyvola néjaké proudové odpovédi a zjistili jsme, Ze az
do 100 pM koncentrace zadné odpovédi nevyvolavaji.

Pfi méfeni jednotlivych inhibi¢nich kt#ivek jsme pouzivali jako srovnavaciho
agonistu ACh v koncentraci 300 pM (EC50=159 pM). Testované latky jsme ve zvolené
koncentraci vZdy nejprve preaplikovali 5 s samostatné a poté je aplikovali 5 s spole¢né
s ACh (Obr. 24). Protoze receptor a4B2 se vraci z desensitizovaného stavu pomaleji,
neZ svalovy receptor, museli jsme mezi jednotlivymi aplikacemi dodrzovat interval 60
s. Béhem této doby byla bunka omyvana roztokem ECS a stadila prejit zpét
do aktivovatelného stavu.

VSechny testované latky inhibovaly receptor o4B2 koncentraéné zavislym
zplisobem a tato inhibice byla reverzibilni. Naméfené body jsme proloZili inhibiéni
ktivkou dle rovnice I a stanovili hodnoty ICso pro kaZzdou z téchto latek: 1-PC-6 1Cso = 11
pM; 1-PC-32 ICs50= 8 pM; 1-PC-48 IC50= 5,3 pM (Tab. 4.; Obr. 25).

1-PC-32 0,1 uM 1-PC-32 1 yM 1-PC-32 10 uM 1-PC-32 100 pM
ACh 300 pM ACh 300 uM ACh 300 uM ACh 300 uM ACh 300 pM
s sl el e - e—

e,

2s

200 pA

Obr. 24: Ukazka inhibice proudovych odpovédi pfi aplikaci latky 1-PC-32 na
receptoru &4B2. Ukazka miry inhibice ACh odpovédi pfi aplikaci 1-PC-32 v koncen-
tracich 0,1 pM, 1 pM, 10 pM a 100 pM. Latky PC byly vZidy nejprve samostatné
preaplikovany 5 s. Poté nasledovala jejich spoleéna 5 s aplikace s 300 uM ACh. Cerné
je vyznacena doba aplikace ACh a bile doba aplikace latky PC.
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Obr. 25: Inhibi¢ni kfivky latek PC méfené ptfi 300 uM ACh na receptorech x4p2.
Namétené body jsou prolozeny jednoduchou inhibi¢ni funkci dle rovnice I. Inhibi¢ni

méfené koncentraci stale inhibovala receptor «4B2 o 8% a nesméfovala k 1, ale
k 0,92. a) Inhibi¢ni ktfivka latky 1-PC-6 (ICso= 11 pM). b) Inhibi¢ni kfivka latky
1-PC-32 (ICso= 8 pM). ¢) Inhibié¢ni kiivka latky 1-PC-48 (IC50=5,3 pM).

Tab. 4: Tabulka s hodnotami ICsp pro jednotlivé latky PC méfené na neurondlnim
receptoru o4p2.

nAChR a4p2

Latka ICs0 (UM)
1-PC-6 11,2 +2,1
1-PC-32 10,6 +1,4
1-PC-48 53+0,4
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5. Diskuse

Takrin byl prvni latkou schvalenou k terapii AD. Brzy po jeho schvaleni byl
vSak stazen z trhu vzhledem k jeho silnym nezadoucim ucinkém. Takrin byl ale dal
pouzivan jako vzorovy inhibitor AChE. Na jeho zakladé bylo vytvofeno mnoho
derivatt. Cilem bylo vytvorit takovou latku, ktera by méla pozitivni G¢inky takrinu, ale
byly by u ni odstranény nezadouci vedlejsi uc¢inky, kvili kterym bylo pouziti takrinu
(Cognexu®) v terapii problematické a z toho dtivodu velice fidké.

Velice nadéjnym derivatem takrinu byla 7-MEOTA. Tato latka byla poprvé
syntetizovana na Vojenské lékatské Akademii J.E. Purkyné v Hradci Kralové (Patocka
1986) a méla mnoho predpokladt nahradit takrin v terapii AD. Z finan¢nich davodt
ovSem tato latka nepostoupila do dalSich testovani. Postupné se poté zac¢alo upoustét
od vyzkumu inhibitord cholinesteraz jako perspektivni 1é¢by AD. Po nékolika letech
vyzkumu AD, ktery se soustfedil na jiné hypotézy a 1é¢by AD, se ovSem nepodarilo
nalézt jinou a lep$i 1écbu, néZz kterou poskytovaly inhibitory acetylcholinesteraz.
Z toho divodu zacal v posledni dobé navrat k témto inhibitorim a zacaly byt
syntetizovany nové latky schopné inhibovat cholinesterdzu (Bolognesi a kol. 2010;
Camps a kol. 2010; Kozurkova a kol. 2011; Fernandez-Bachiller a kol. 2012; El-Malah
a kol. 2013; Romero a kol. 2013). Obnoveného testovani se dockala také 7-MEOTA
(Soukup a kol. 2013). Tato latka byla nasledné pouzita pro syntézu dalSich inhibitora
AChE, které by mohly mit jesté lepsi farmakologické vlastnosti. Novych a nadéjnych
inhibitori AChE je nyni syntetizovano velké mnoZstvi. Na zakladé pritomnosti
raznych chemickych skupin, naboje ¢i velikosti, lze sice casteéné predpovidat
schopnost interakce téchto latek s rliznymi bunéénymi strukturami a jejich mozny

Ucinek, ale nakonec je stejné potieba tyto latky jednotlivé otestovat.

5.1. Takrin, 7-MEOTA a K-577

V prvni ¢asti této diplomové prace jsme se zaméfili na studium ucinku
inhibitort cholinesteraz takrinu, 7-MEOTA a K-577 na lidsky embryonalni svalovy
receptor aPyd. Tyto latky jsme jiz dfive testovali na neuronadlnim nikotinovém
receptoru o4p2, u kterého jsme zjistili jejich pfimou interakci s timto receptorovym
podtypem. Na receptoru o4B2 jsme pozorovali zajimavy efekt, kdy pfi nizké
koncentraci ACh byla pozorovana potenciace ACh odpovédi. Je tedy pravdépodobné, Ze

tyto latky mohou ptisobit jako pozitivni alosterické modulatory (Krusek a kol. 2013).
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Zajimalo nas tedy, jaky ucinek budou mit tyto latky na svalovy nikotinovy receptor
oByd.

5.1.1. Takrin

Koncentra¢ni zavislost G¢inku takrinu na receptor «fyd nebylo mozné
uspokojivé popsat jednoduchou inhibi¢ni kfivkou, ktera by popisovala jeden
mechanismus uc¢inku, pokud by se takrin vazal pouze na jedno vazebné misto
na receptoru. Proto jsme zvolili k popisu kfivky model, ktery charakterizoval zvlast
ucinek takrinu pfi jeho nizkych koncentracich a zvlast pfi jeho vysokych
koncentracich. Pfi nizkych koncentracich takrinu se uplatiioval vysokoafinitni
mechanismus, pfi kterém bylo ICso rovno 0,01 pM. Tento mechanismus
je pravdépodobné nezavisly na napéti a je dan vazbou takrinu na ligand vazajici
doménu. NemuZeme ale vyloucit ptisobeni ze strany membrany. Tento vysokoafinitni
mechanismus zpasobuje 20% inhibice. Diky silné afinité takrinu k vazebnému mistu,
dochazi pravdépodobné jiz pti jeho nizkych koncentracich k obsazeni vSech volnych
receptorti. Vysokoafinitni mechanismus, ale neni sam o sobé schopny plné€ inhibovat
receptory a dochézi tak pouze ke snizeni amplitud ACh odpovédi. To by nasvédcovalo
tomu, ze receptory plné obsazené na vysokoafinitnim misté, maji snizenou
pravdépodobnost otevieni vyvolanou alosterickym mechanismem, ale inhibitor je neni
schopen zcela vyradit z ¢innosti.

Druhy, nizkoafinitni mechanismus, ktery se zac¢ina ve vét$i mire uplatnovat
az se vzrustajici koncentraci takrinu, je zodpovédny za piiblizné 80% jeho
inhibi¢niho u¢inku a je schopen receptory inhibovat zcela. Jedna se o inhibici pti které
ma takrin ICsp rovno 12,6 pM. Tento mechanismus je zavisly na membranovém napéti
a je pravdépodobné zptisoben vazbou pozitivné nabitého takrinu do iontového kanalu.
Takrin tedy nejspiSe piisobi jako blokator otevieného kanilu. Ze takrin pusobi
na svalovém receptoru jako blokator otevieného kandlu bylo pozorovano jiz
v drivéjsich studiich (Canti a kol. 1998; Prince a kol. 2002). Dadle jsme pozorovali, Ze
s rostouci koncentraci ACh dochazi ke zvySeni miry inhibice takrinem. To vylucuje
moZnost kompetitivni inhibice a ukazuje to na to, Ze takrin se spiSe vaze mimo
vazebné misto pro ACh. Coz by odpovidalo tomu, Ze nizkoafinitni inhibice je

zpuisobena vazbou takrinu do otevireného iontového kanalu.
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5.1.2. 7-MEOTA

U¢inky 7-MEOTA na nikotinové receptory doposud nebyly systematicky
Ze primy ucinek této latky na dal$i nikotinové receptory by mohl byt t¢inku takrinu
podobny. Na svalovém receptoru afyd jsme skute¢né pozorovali, Ze 7-MEOTA méla
podobny priabéh ucéinku jako takrin. Prestoze je 7-MEOTA z téchto tii latek nejméné
uc¢innym inhibitorem AChE a receptoru o4p2, receptor «Byd inhibuje nejucinnéji (ICso
= 3,7 uM). 7-MEOTA stejné jako takrin ptisobi na svalovy receptor dvéma mechanismy.
Za 8% inhibi¢niho u¢inku je zodpovédny vysokoafinitni mechanismus uplatiiujici se
pri nizké koncentraci 7-MEOTA. Inhibi¢ni konstanta ICso je pro tento mechanismus
rovna 0,003 pM. Podobn¢ jako u takrinu, predpokladame, Ze je to zptisobeno vazbou
inhibitoru 7-MEOTA na ligand vazajici doménu. Pravdépodobné se také nevaze
do vazebného mista pro ACh, nebot s rostouci koncentraci agonisty nedochazi
k poklesu miry inhibice. Naopak jsme pozorovali mirné zvySeni miry inhibice
s rostouci koncentraci ACh. Za vétSinu inhibi¢niho ucinku, tedy zbylych 92%,
je nejspiSe zodpovédna blokada otevieného kanalu, ¢emuz nasvédcuje napétova
zavislost této casti inhibice. Jedna se o nizkoafinitni mechanismus, ktery se zacina
projevovat s rostouci koncentraci 7-MEOTA. ICso nizkoafinitniho mechanismu je vice

jak tisickrat vy$si nez ICsp vysokoafinitniho mechanismu a je rovno 4 uM.

51.3. K-577

K-577 je nové syntetizovana latka, kterou jsme dostali k dispozici
k prozkoumani a proto o jejich prfimych ucincich nejsou doposud Zadné informace.
Prestoze jsme u K-577 pozorovali podobny inhibi¢ni efekt jako u takrinu a 7-MEOTA,
v urcitych aspektech se inhibice li$ila. Mira inhibice K-577 (ICso = 4,3 pM) a 7-MEOTA
(ICs0= 3,7 pM) je podobna a i u této latky jsme pozorovali dvoji mechanismus ac¢inku.
Vysokoafinitni projevujici se pfi nizké koncentraci tohoto derivatu (ICso = 0,08 pM)
a nizkoafinitni projevujici se pfi jeho vzriastajici koncentraci (ICso = 4,3 pM). OvSem
nizkoafinitni mechanismus latky K-577 je na napéti zavisly pouze nepatrné a Hilliv
koeficient namérenych inhibi¢nich kfivek se pfi rizném napéti liSil. Vysvétleni toho
pro¢ se Hilliv koeficient liSil vSak nemame. DGvodem, pro¢ nemd K-577 vyrazné;jsi
napétovou zavislost nizkoafinitniho déje, mtize byt vétsi velikost této molekuly. K-577
se nemuze, prestoze nese kladny naboj, vazat hloubéji do iontového kanalu. To by

vysvétlovalo slabou napétovou zavislost latky K-577 a nevyvracelo by to moznost, Ze
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pusobi jako blokator otevieného kanalu. RGznou miru inhibice K-577 v zavislosti
na koncentraci ACh by bylo moZno vysvétlit, podobné jako u takrinu alosterickou

inhibici zptsobujici sniZeni aktivity kanalu a afinity k agonistovi.

5.1.4. Inhibicni Gucinek takrinu, 7-MEOTA, K-577

Nase vysledky potvrdily, ze takrin, 7-MEOTA a K-577 pfimo interaguji se
svalovym receptorem afyd. Mechanismus u¢inku téchto latek je na prvni pohled velmi
podobny. K-577 se ale v urcitych aspektech lisi. Hlavnim rozdilem je, Ze inhibice K-577
nevykazuje vyraznou napétovou zavislost. JelikoZ maji vSechny tyto tii latky velmi
podobnou strukturu, zjiStovali jsme, ¢im by mohl byt dan tento rozdil. Takrin,
7-MEOTA i K-577 jsou pfti fyziologickém pH protonovany a nesou kladny naboj. Coz je
dtlezity pozadavek k tomu, aby tyto latky byly schopny blokovat kationtové iontové
kanaly. Rozdil je ovSem ve velikosti jejich struktur.

Takrin je z téchto latek nejmensi a tvori zakladni strukturu pro 7-MEOTA
a K-577. 7-MEOTA navic obsahuje methoxy skupinu pfipojenou na 7. uhliku a K-577
ma jesté navic pripojen uhlikovy fetézec na 9. uhliku. To d€la K-577 nejvétsi z téchto
tfi latek. Velikost struktury pochopitelné ovliviiuje, jak hluboko do iontového kanalu
se tyto latky dostavaji. Velikost téchto latek jsme zjistili pomoci volné dostupného

programu vyvinutého firmou ChemAxon (chemicalize.org). Tento program nam

umoznil vytvofit prostorovy model molekuly a vypocitat minimalni projekéni plochu
testovanych latek. Minimalni projekéni plocha pro jednotlivé latky byla 30,6 A2
pro takrin, 33,9 A2 pro 7-MEOTA a 50,7 A2 pro K-577. Velikost této projekéni plochy
dobfte koreluje s tim, jak hluboko do iontového kanalu se jednotlivé latky dostavaji.

Takrin, ktery ma nejmensi minimalni projekéni plochu (30,6 AZ), se z extra-
celularni strany dostava do iontového kanalu nejhloubéji. Podle modelu pro napétové
zavislosti blokady otevieného kandlu jsme spocitali, Ze se takrin vaze ptiblizné do
poloviny membranové ¢asti iontového kanalu (dtua = 0,44). 7-MEOTA ma o néco vétsi
minimalni projekéni plochu (33,9 A?) a jiz se dostava pouze do ¢tvrtiny membranové
¢asti iontového kanalu (87.meora = 0,27). K-577 s nejvétsi minimalni projekéni plochou
(50,7 A?) je schopny proniknout pouze do horni &asti iontového kanalu (dx.577 = 0,12).
Rozdilnou velikosti téchto latek se tedy da vysvétlit jejich odliSna napétova zavislost.
Cim je latka men3i, tim hloubéji se miZe dostavat do iontového kanalu a tim vyrazné&jsi
je jeji napétova zavislost (Tab. 5; Obr. 26).

Predpokladame Ze nizkoafinitni mechanismus inhibice, ktery je zodpovédny
za vétSinu inhibi¢niho uU¢inku takrinu, 7-MEOTA a K-577, je zpasoben blokadou

otevieného kanalu. Nasvéd¢uje tomu pozorovand napétova zavislost a nekompeti-
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tivnost této inhibice. Plsobeni takrinu jako blokatoru otevieného kanalu bylo
na svalovém nikotinovém receptoru pozorovano jiz dfive (Canti a kol. 1998; Prince
a kol. 2002). Co se tyce uéinku 7-MEOTA a K-577, tak zde zadné srovnani nemame,
nebot icinek téchto latek na nAChR nebyl doposud systematicky prostudovan.

Na mechanismus vysokoafinitni ¢asti inhibice miiZeme usuzovat jen nepfimo.
Vime, ze ma kapacitu inhibovat receptory z 10-20% a neni vyrazné napétové zavisla,
ale mirné zavisi na koncentraci agonisty. Charakter této zavislosti vylucuje
kompetitivni pasobeni téchto latek na misté pro agonistu. Nékteré prace vsak
naznacuji kompetitivni ptisobeni takrinu na nikotinové receptory (Zwart a kol. 2000).
Tato prace predpoklad4, Ze ucinek takrinu je kombinaci kompetitivni inhibice
a kompetitivni potenciace a dochazi zde tedy k vlivu na aktivitu receptord se smiSenym
obsazenim na mistech pro agonisty. Tento mechanismus inhibice tedy miZeme
u svalového receptoru vyloucdit. Proto mtizeme piedpokladat, zZe inhibice je alosterické
povahy a Ze receptory obsazené inhibitorem na jiném, dosud neznamém misté, maji
0 10-20% snizenou aktivitu. Vzhledem k tomu, Ze zmény v aktivité receptoru jsou
pfimo nebo nepfimo alosterickym mechanismem spojené i se zménami zdanlivé
afinity vazby agonisty na jeho vazebné misto (Colquhoun 1998), mtZe tento
mechanismus ¢aste¢né objasnit i mirnou zavislost inhibice na koncentraci agonisty.
Stejna relativni zména zdanlivé afinity se bude v riznych ¢astech aktivaéni ktivky
projevovat riznou mérou ve zméné stupné obsazeni agonistou a aktivaci receptoru.
Protoze v okoli hodnoty ECso agonisty je aktiva¢ni kfivka nejvice strmda, miizeme
pozorovat vyraznéj$i relativni inhibici v této oblasti. NemiZeme ale vyloudit ani jiné

mechanismy vzniku zavislosti stupné inhibice na koncentraci agonisty.

Tab. 5. Pro blokadu otevieného kanalu je dilezity naboj molekuly a jeji velikost. V
nasledujici tabulce jsou vypsany jednotlivé parametry pro takrin, 7-MEOTA a K-577.
Naboj molekuly a minimalni projekéni plochu jsme spoc¢itali pomoci programu
chemicalize.org a hloubku vazby jsme uréili pomoci modelu pro blokatory
otevieného kanalu dle rovnice III.

THA 7-MEOTA K-577
naboj pri fyziologickém pH + + +
minimalni projekéni plocha 30,6 A2 33,9 A2 50,7 A2
hloubka vazby do iontového kanalu 0,44 0,27 0,12
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Obr. 26: Porovnani velikosti struktury takrinu, 7-MEOTA a K-577 s napétovou
zavislosti a hloubkou vazby do iontového kandlu. a) Znazornéni prostorového
modelu molekuly takrinu, 7-MEOTA a K-577. Mazeme vidét, Ze velikost téchto latek
se zvétSuje spolecné se skupinami, které jsou ke struktufe takrinu pridany
na 7. a 9. uhliku. S velikosti jednotlivych latek souvisi vypocitand minimalni
projekéni plocha, ktera je pro takrin - 30,6 A2, pro 7-MEOTA - 33,9 A?a pro K-577 -
50,7 A2, b) Vyneseni hodnot pICso takrinu, 7-MEOTA a K-577 v zavislosti na zméné
mem-branového napéti. Pfedpoklddame Ze, velikost téchto latek souvisi s mirou
jejich napétové zavislosti. Smérnice piimek linearizovaného modelu blokatoru
otevieného kanalu (dle rovnice IIl), urcuje miru napétové zavislosti. Na tomto grafu
muizeme pozorovat nejenom rozdilnou miru inhibice, ale pfedev§im rozdil
ve smérnicich jednotlivych kiivek. Ucinek takrinu (zndzornén éervené) je tedy vice
napétové zavisly nez ucinek 7-MEOTA (znazornén zelené¢), ktery je zavisly na napéti
vice nez Gc¢inek K-577 (znazornén ¢erné). Podle miry napétové zavislosti lze spocitat,
jak hluboko do iontového kanalu se jednotlivé latky dostavaji (drua = 0,44; d7-meoTA =
0,27; 61{.577 = 0,12).

62



5.2. Latky PC

V druhé cdasti této diplomové prace jsme se ve spolupraci s Centrem
biomedicinského vyzkumu Univerzitni nemocnice v Hradci Kralové zabyvali studiem
nové syntetizovanych latek odvozenych od 7-MEOTA, které byly vytvofeny jako
potencialni nové inhibitory AChE. Byla syntetizovana série latek, které se liSily

substituci na aromatickém jadre (Obr. 26).

Obr. 26: Obecna struktura latek PC. Tyto latky jsou odvozené od 7-MEOTA a lisi
se substituci na aromatickém jadre.

Testovali jsme latky vykazujici rdznou mirou inhibice AChE. Vétsi skupinu
latek jsme testovali na svalovém receptoru afyd a vybrané z nich také na neuronalnim
receptoru a4B2. Celkem jsme testovali 7 latek oznacenych jako 1-PC-6, 1-PC-13,
1-PC-32, 1-PC-37, 1-PC-41, 1-PC-48, 1-PC-49. Nejprve jsme studovali jejich ucinek
na svalovém receptoru xfy0. Zjistili jsme, Ze tyto latky pfimo interaguji s timto typem
nikotinovych receptort a maji na néj inhibi¢ni ¢inek. Nejuc¢innéj$im inhibitorem byla
latka 1-PC-13, ktera méla I1C50=0,8 pM, a naopak nejméné ucinnym inhibitorem byla
latka 1-PC-6 s ICso= 8,7 pM. Latky PC se neliSily pouze v inhibi¢nich konstantach,
ale také v Hillové koeficientu (pro to vSak nemame zadné vysvétleni). Podle tvaru
vétiny inhibi¢nich kfivek je moZné usuzovat, Ze by se i u téchto latek mohly
vyskytovat dva inhibi¢ni mechanismy. JelikoZ jsme vSak tuto zavislost stanovovali
pouze do koncentrace 0,3 pM pro jednotlivé inhibitory a tato koncentrace u vétSiny
latek PC stale inhibovala receptor afyd o 20-30%, miZeme inhibici p#i niZsich
koncentracich extrapolovat pouze nepfimo podle tvaru naméfené inhibi¢ni kiivky.
Podobné je tomu u napétové zavislosti inhibice. Vzhledem k tomu, Ze tyto latky maji
k aromatickému jadru pfipojeny pomeérné velké substituenty (vét$i nez méla latka
K-577), predpokladame, Ze pokud by blokovaly otevieny kanal, tak by jejich napétova
zavislost byla velice mirna ¢i zadna. Zavislost inhibice latek PC na koncentraci ACh
jsme méfili jen v par pokusech u latek 1-PC-6, 1-PC-13, 1-PC-32 a 1-PC-47 (data nejsou

ukazana). Zde jsme pozorovali pokles miry inhibice se sniZujici se koncentraci ACh.
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Coz nasvédCuje nekompetitivnimu charakteru této inhibice. Pfesny mechanismus
inhibi¢niho uc¢inku latek PC na svalovém receptoru ofyd vSak muizZeme usuzovat
jen neprimo.

Vybrané latky PC jsme testovali i na neuronalnim receptoru «4p2, ktery patti
mezi nejvice zastoupené nAChR v CNS. I na tomto receptoru jsme pozorovali inhibi¢ni
G¢inek vybranych derivatd. Latky 1-PC-6 a 1-PC-32 inhibovaly a4B2 receptor méné
u¢inné neZ receptor xfyd. Latka 1-PC-48 tento receptorovy typ naopak inhibovala
ucinnéji. PfestozZe tyto derivaty inhibovaly svalovy receptor afyd nejspiSe pres dva
inhibi¢nimi mechanismy, na neurondlnim receptoru «4f2 pusobily pravdépodobné
pouze prostrednictvim jednoho mechanismu, ktery je schopny se vzristajici
koncentraci téchto latek receptor plné inhibovat.

Hodnoty ICso pro jednotlivé struktury jsou vypsany v tabulce niZe (Tab. 6).
Mizeme pozorovat, ze schopnost jednotlivych latek PC inhibovat AChE a nikotinové
receptory spolu nekoreluji. Podle miry inhibice jedné struktury tedy nelze
predpovédét, jak bude dana latka inhibovat strukturu dals$i. Napriklad latka 1-PC-49
inhibovala AChE nejméné ¢inné, ale receptor fyd inhibovala nejic¢innéji. A naopak
latka 1-PC-48, ktera inhibovala AChE nejuc¢innéji, pattila ke slab$im inhibitorim ofyd
a stfednim inhibitorim «4p2.

Na Zadném testovaném nikotinovém receptoru jsme nezaznamenali
schopnost latek PC aktivovat tyto receptory nebo potencovat ACh odpovédi. Zda se
tedy, Ze tyto latky maji pouze inhibi¢ni dc¢inek. Mezi jednotlivymi podjednotkami
nAChR je vSak jista variabilita a je tedy mozné, Ze na jiném typu receptoru by tyto latky
mohly mit odli§né farmakologické vlastnosti.

JelikoZ byly tyto latky syntetizovany jako nové inhibitory AChE, které by
pripadné mohly najit uplatnéni v terapii AD, jejich inhibi¢ni ucinek na nikotinové
receptory je vyraznou nevyhodou. Predpokladalo se, Ze pokud by inhibitory AChE
soucasné pusobily na nAChR jako pozitivni alosterické modulatory, mohl by to byt
novy smér v posilovani cholinergni transmise pfi terapii (Maelicke a kol. 2000). Tyto
latky by naptiklad pfi nizkych koncentracich pfirozené se vyskytujiciho agonisty ACh,
byly schopny prodluzovat otevieni kanalu ¢i byly schopny zvySovat afinitu receptoru
k ACh. Inhibi¢ni G¢inek derivatu 7-MEOTA na nAChR je tedy nevyhodou, nebot by tak
mohlo dochazet k zeslabovani efektu, ktery maji jako inhibitory AChE. PrestoZe by
tedy jejich ptisobenim dochazelo ke zvySovani doby vyskytu ACh v synaptické $térbiné,
soucasna inhibice nAChR by mohla tento ucinek ¢init méné efektivni ¢i dokonce

cholinergni transmisi zeslabovat.
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Tab. 6: Hodnoty ICso pro jednotlivé latky PC na AChE, receptoru afyd a
receptoru a4B2. Hodnoty ICso pro AChE ndm byly poskytnuty Dr. Soukupem z Centra
biomedicinského vyzkumu Univerzitni nemocnice v Hradci Krdlové.

Litka ICso ICso ICso
AChE nAChR oByd nAChR o4B2
1-PC-6 5,3+1,0 8,7+1,6 11,2+2,1
1-PC-13 x 0,8+1,9 -
1-PC-32 1,6%0,3 3,1+0,5 10,6 +1,4
1-PC-37 2,0+0,4 3,6+0,3 -
1-PC41 1,8%0,3 8,1+3,2 -
1-PC-48 1,0%0,2 6,8%2,6 5,3+ 0,4
1-PC-49 11,9+2,3 1,7+0,9 -
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6.

Zaver

V této diplomové praci jsme se zabyvali Gt¢inkem takrinu a jeho derivati na

nikotinové acetylcholinové receptory svalového a neuronalniho typu. Nase vysledky lze

stru¢né shrnout do nasledujicich bod:

Takrin, 7-MEOTA a K-577 koncentra¢né zavislym zptsobem inhibuji svalovy
nikotinovy receptor afyd. Tato inhibice je reverzibilni a napétové zavisla.
U vSech téchto latek jsme pozorovali dvoji mechanismus inhibice.
Vysokoafinitni, ktera se projevovala pfi nizké koncentraci inhibitort
a nizkoafinitni, projevujici se s jejich rostouci koncentraci. Vysokoafinitni
mechanismus je nejspiSe alosterické povahy a sniZuje aktivitu receptoru
0 10-20%. Nizkoafinitni mechanismus je schopny tuplné inhibice receptoru

a dochazi k nému prostfednictvim blokady otevieného kanalu.

Podarilo se nam lépe objasnit mechanismus uc¢inku takrinu, 7-MEOTA
a K-577 na svalovém embryonalnim nikotinovém acetylcholinovém receptoru.
PrestoZe jsme na tomto receptoru nepozorovali schopnost takrinu a jeho
derivati potencovat acetylcholinové odpovédi, jako jsme to u téchto latek
pozorovali na neuronadlnim receptoru «4fB2, je moZzné se domnivat, Ze
mechanismy uplatiujici se na svalovém receptoru afyd by mohly byt velmi
podobné tém, které se projevuji na neuronalnim receptoru «4f2, a to

prestoze ve vysledku vedou k odlisnému dcinku.

Nové syntetizované derivaty 7-MEOTA (latky PC) inhibovaly rtizné ucinné
svalovy receptor afyd. Tato inhibice byla reverzibilni a koncentra¢né zavisla.
Je mozné predpokladat, Ze i na tomto receptorovém podtypu by se mohly
uplatiiovat dva mechanismy uéinku. Vybrané latky PC jsme testovali také na
neuronalnim receptoru o4f2. Na tomto receptoru jsme pozorovali jeden
inhibi¢ni mechanismus. U testovanych latek PC jsme nepozorovali zadny

potenciacni Gcinek na neurondlni ani na svalovy receptor.

Primy inhibi¢ni Gc¢inek vSech studovanych latek na nikotinové receptory by byl

spise nevyhodou v jejich pfipadném uziti v terapii Alzheimerovy choroby.
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