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ABSTRAKT

Muskarinové acetylcholinové receptory (mAChR) patii do rodiny receptort
spiazenych s G-proteiny. Existuji v péti podtypech oznaovanych jako M; az Ms, které
se v rizném podtypovém zastoupeni nachazeji jak v centralnim nervovém systému, tak
na periferii. Muskarinové receptory hraji dulezitou roli v mnoha specifickych
fyziologickych funkcich. NaruSeni pfenosu pies mAChR se vyskytuje u zavaznych
onemocnéni jako jsou Alzheimerova choroba, schizofrenie ¢i Parkinsonova choroba.
Provazi je Upadek kognitivnich funkci, ktery vyznamné souvisi s narusenim aktivace M
receptord v mozku. Vysoky stupent homologie ortosterického vazebného mista mAChR
velice ztézuje vyvoj podtypové selektivnich agonisti. Jednim z méla znamych je
xanomelin, ktery u¢inné aktivuje zejména M; a M, podtypy. Xanomelin interaguje
s mAChR unikéatnim zplGsobem, nebot’ je kromé reverzibilni vazby do ortosterického
mista schopen se na receptor vazat neodmyvatelnou vazbou a alostericky ovliviiovat
funkci receptoru. Zatim nevime, co je podstatou funkéni selektivity xanomelinu.

Ve snaze o objasnéni téchto mechanismil jsme studovali okamzité a dlouhodobé
ucinky xanomelinu na aktivaci muskarinovych receptori. Pouzili jsme fibroblasty
z vajecnikt ¢inského kieCka exprimujici jednotlivé podtypy mAChR. Bunky obsahujici
M, a My receptory jsme piechodné transfekovali o podjednotkou G-proteinu Gig, coz
nam umoznilo méfit zmény hladiny nitrobunécného véapniku jako ukazatel aktivace
receptoru u vSech podtypit mAChR. V saturacnich vazebnych pokusech jsme se
soustfedili na vliv xanomelinu na pocet receptort a jejich vazebné vlastnosti.

Zjistili jsme, ze kratka (20s) stimulace 0,1-10uM xanomelinem vedla u vSech
podtypii mAChR k rychlému vzestupu hladiny nitrobunééného vapniku s tim, ze
Vv piipad€ M1 a M4 receptori byl vzestup nejvyraznéjsi a navic zvySend hladina vapniku
po stimulaci téchto dvou podtypl neklesala na bazalni troven. Po delsi (1, 3 nebo
10minutové) stimulaci 10uM xanomelinem se hladina vapniku nevratila na pivodni
uroven u Mj, M3z a My receptorti ani po 1 hodin€ promyvani. Zvysena hladina vapniku
byla v pfipadé M; a Mj receptort doprovazena oscilacemi a nasledna stimulace
klasickym agonistou karbacholem nevyvolala Zadnou odpovéd u M; podtypi.
Neodmyvatelné navazany xanomelin mél v dlouhodobém méfitku antagonistické
ucinky u Ms receptori. Na rozdil od klasickych ortosterickych agonisti nevedla
10minutovéa aplikace xanomelinu K internalizaci zadného z podtypi mAChR. Klasicky
antagonista N-metylskopolamin (NMS) potlacoval ucinek neodmyvatelné vazaného
xanomelinu u M;—M, receptori. Odstranéni NMS pfineslo obnoveni vapnikové
odpovédi u M; a My receptori. Neodmyvatelné navdzany xanomelin rtiznou mérou
snizoval potenci vazby NMS u vSech podtypt mAChR jak po 10-, tak i 60minutovém
promyvani médiem, coz naznacuje kompetici o klasické vazebné misto.

Zaveérem lze fici, ze co se tyCe vlastnosti reverzibilni a neodmyvatelné¢ vazby
xanomelinu a jeho okamzitych ucinkii na receptor, chova se podobnym zplisobem na
vSech péti podtypech mAChR. Nase vysledky vSak naznacuji, ze u M; a My receptorti
existuje odlisny aktivaéni mechanismus. Tuto ptedstavu podporuje jednak vétsi
ucinnost xanomelinu co do vyvolani vapnikové odpovédi u M; a My nez u ostatnich
podtypt, ale také schopnost xanomelinu vyvolat dlouhodobou vapnikovou odpovéd
s oscilacemi jen u My a M4 podtypi mAChR.



ABSTRACT

Muscarinic acetylcholine receptors (MAChR) belong to the family of G-protein
coupled receptors. There are five subtypes of mMAChR denoted M; to Ms that are widely
and differentially distributed in both the central nervous system and periphery and play
an important role in many specific physiological functions. Impairment of muscarinic
neurotransmission occurs in serious disorders such as Alzheimer's disease,
schizophrenia or Parkinson's disease that are accompanied by cognitive decline mainly
due to the disruption of M receptor signaling in the brain. Unfortunately, the high
degree homology of the orthosteric binding site among muscarinic receptor subtypes
makes it very difficult to obtain subtype-selective agonists. One of the few known
selective agonists is xanomeline that preferentially activates the M; and M, subtypes.
Xanomeline exerts unique interactions with muscarinic receptors comprising reversible
binding to the orthosteric domain, and wash-resistant allosteric interaction with
a secondary binding site.

The basis of xanomeline functional selectivity remains largely unknown. In an
attempt to probe into such mechanisms we investigated the immediate and long-term
effects of xanomeline on activation of muscarinic receptors, using intact Chinese
hamster ovary (CHO) cells expressing individual subtypes of mAChR. CHO cells
expressing M, and My receptors were transiently transfected with the promiscuous Gayg
G-protein subunit to enable measuring changes in intracellular calcium level as an
indicator of receptor activation at all subtypes of mAChR. In saturation binding
experiments we assayed changes in receptor density and binding characteristics
following xanomeline treatment.

We found that short (20s) stimulation with 0,1-10 uM xanomeline resulted in
a fast increase in intracellular calcium level at all mAChR subtypes that was most
pronounced at M; and M, receptors. At these two subtypes increased calcium level did
not return to its basal level value. After longer (1, 3, or 10min) stimulation with
10 uM xanomeline calcium level did not return to its resting level even after 1h washing
at My, M3 and M, receptors. Increased calcium level at M; and My receptors showed
oscillations and subsequent stimulation with the classical agonist carbachol after
1h washing did not induce any additional response at the M subtype. Wash-resistantly
bound xanomeline behaved as a long-lasting antagonist at Ms receptors. Unlike classical
orthosteric agonists, 10 min xanomeline treatment did not induce receptor
internalization at any receptor subtype. The classical antagonist N-methylscopolamine
(NMS) inhibited the effects of wash-resistantly bound xanomeline at M;—My receptors.
Withdrawal of NMS resulted in reappearance of calcium response at M; and My
receptors. Wash-resistantly bound xanomeline decreased the potency of NMS binding
to a different extent at all receptor subtypes both after 10 and 60 min washing, which
indicates competition for the orthosteric binding site.

In summary, xanomeline behaves in a similar manner at all mMAChR subtypes
regarding the characteristics of its reversible and wash-resistant binding and immediate
effects. Nevertheless, our results indicate that distinct activation mechanisms exist at M
and M, receptors. This conclusion is foremost based on the higher efficacy of
xanomeline to induce the primary fast calcium response at M; and M, than at other
subtypes. The ability of xanomeline to induce fully developed oscillating calcium
response in a long-term scale only at M; and My receptors also supports this notion.



1 LITERARNi PREHLED

1.1  Uvod

Chemickd latka acetylcholin (ACh) se na poli fyziologie vyznacuje jednim
primatem, nebot’ jde o neurotransmiter objeveny jako prvni. Ugastni se synaptického
ptenosu jak v perifernim (PNS), tak i v centralnim (CNS) nervovém systému celé fady
organisml vcetn¢ clovéka. ACh je ester kyseliny octové a cholinu s chemickym
vzorcem CH3COOCH,CH,;N+(CHz3)s. Systematicky nazev zni 2-(acetyloxy)-N,N,N-
trimethylethanaminium. Poprvé ho identifikoval Henry Hallett Dale v roce 1914 pro
jeho ucinky na srde¢ni sval. Funkce acetylcholinu coby neurotransmiteru byla
prokédzana Otto Loewim, ktery tuto latku nazval ,,Vagusstoff*, protoZe se uvoliovala ze
zakonceni nervu vagu neboli bloudivého nervu. Za odhaleni acetylcholinu jako
neuromediatoru a prukaz chemické neurotransmise obdrzeli tito dva autofi v roce 1936
Nobelovu cenu v oboru fyziologie a Iékatstvi (Donnerer a Lembeck, 2006).

Acetylcholin vznikd v cytoplazmé cholinergnich zakonceni ¢innosti enzymu
cholinacetyltransferazy (ChAT) z cholinu a acetylkoenzymu A (Tucéek, 1983).
Syntetizovany acetylcholin je transportovan do synaptickych vacki, ze kterych je
uvoliovan pii depolarizaci zakonceni do synaptické Stérbiny. Acetylcholinesteraza
(AChE) a butyrylcholinesteraza rozkladaji uvolnény acetylcholin zpét na cholin
a acetat. Tyto enzymy jsou odpovédné za rychlé ,uklizeni synaptické Stérbiny po
kazdém vylevu acetylcholinu (Chatonnet a Lockridge, 1989). Uvolnéni acetylcholinu
z presynaptického zakonceni samo o sob€ nestaci k dalSimu pfenosu signalu. K tomu je
zapotiebi receptori — nikotinovych nebo muskarinovych — na postsynaptické
membrané.

Letos je tomu tedy 100 let od chvile, kdy odstartovala éra vyzkumu
cholinergniho pfenosu identifikaci jeho mediatoru. Za tu dobu dosahla svétova véda
cetnych pokrokii v porozuméni nejen fyziologickym funkcim acetylcholinu, ale
I staviim, kdy je cholinergni pfenos néjakym zptisobem narusen. Tato dizerta¢ni prace je
pouze stiipkem v mozaice poznatkil, které by mohly pfispét k uplatnéni selektivnich

agonistll muskarinovych receptorti coby 1éciv.



1.2 Klasifikace a struktura muskarinovych receptoru

1.2.1 Podtypy muskarinovych receptort

Muskarinové acetylcholinové receptory patii do rozsahlé rodiny receptort
sptazenych s G-proteiny (GPCR; G-protein coupled receptors). Konkrétné se fadi do
farmakologickych studiich, které naznacovaly existenci tifi podtypt mAChR, bylo na
konci 80. let minulého stoleti diky technikam molekularni biologie identifikovano vSech
pet podtyptt muskarinovych receptori nesoucich oznaceni M; az Ms. Z funkcéniho
hlediska rozlisujeme dv¢ skupiny muskarinovych receptort (Obr. 1.1). Podtypy M1, M3
a Ms neboli tzv. liché podtypy pienaseji signal do bunky preferenéné pres G-proteiny
tiidy Ggui, zatimco podtypy M, a Ms (sudé podtypy) se sptrahuji hlavné s Gip
G-proteiny (Bonner et al., 1987; Caulfield, 1993; Caulfield a Birdsall, 1998).

M., My, Me My, M,
4A a
- e
g P @ G B AC

cat 4 ¥ cAMP

Obrazek 1.1: Schématické znazornéni dvou skupin muskarinovych receptorq,
preferenénich typa G-proteina a typickych signalnich drah.

Zastupci lichych podtypl jsou na obrazku vlevo, zastupci sudych vpravo. PLC je fosfolipaza C,
AC je adenylatcyklaza. O signalnich drahach aktivovanych muskarinovymi receptory bude
podrobnéji pojednano dale.

1.2.2 Struktura muskarinovych receptort

Jako zastupci GPCR se muskarinové receptory vyznacuji charakteristickymi
strukturnimi motivy, mezi néz patii extracelularni N-koncova oblast, intracelularni
C-koncova oblast a 7 transmembranovych (TM) a-helikalnich domén propojenych
3 extraceluldrnimi (EL) a 3 intracelularnimi (IL) klickami.

TM segmenty jsou oblastmi s nejvy$§i mirou homologie nejen mezi

jednotlivymi podtypy mAChR, ale i v rdmci celé velké rodiny receptorii spfazenych



s G-proteiny. Porovname-li aminokyselinové sekvence jednotlivych podtypi mAChR,
uvidime, Ze rozdily v délkach prameni z odliSnosti v extracelularnim N-konci,
cytoplazmickém C-konci a tfeti intracelularni klicce. Zbyvajici ¢asti proteinu — tedy
transmembranové a-helixy, vSechny tii extracelularni klicky a prvni dvé intracelularni
klicky jsou u vSech podtypi mAChR stejné¢ dlouhé. Existuje 63% shoda mezi podtypy
muskarinovych receptorit v aminokyselinovém slozeni sedmi transmembranovych
useku lidskych mAChR a ukazalo se, ze vétSina odliSnosti v téchto Usecich prameni
Z konzervativnich zdmén aminokyselin. Zcela jind situace panuje v oblasti tieti
intracelularni klicky. Ta zahrnuje 34-45 % vSech aminokyselin v proteinu a mezi
jednotlivymi podtypy vykazuje zna¢né délkové variace. Porovnanim sekvenci vychazi
najevo, ze liché a sudé podtypy mAChR vykazuji vzajemné strukturni odliSnosti, které
zpusobuji odlisné sprahovani s G-proteiny (Karczmar et al., 2007).

Celkové trojrozmérné usporadani vSech podtypi mAChR neni zatim znamo,
protoze rozlustit krystalickou strukturu kteréhokoli GPCR je nesmirn€¢ obtizny ukol.
Prilom znamenalo objasnéni trojrozmérné struktury hovéziho rhodopsinu (Palczewski
et al., 2000). Néasledovaly mnohé dalsi receptory a z muskarinovych receptori se to
zatim podafilo u jednoho sudého (My; Haga et al., 2012) a jednoho lichého (M3; Kruse
et al., 2012) podtypu. Ob¢ posledné jmenované vyzkumné skupiny vyuzily faktu, ze
treti intracelularni klicka je velmi dlouhd a nahradily ji lysozymem z bakteriofaga T4,
ktery usnadniuje tvorbu krystalu. Tato ndhrada neovliviiuje vazbu agonistl ani
antagonistll na receptor. Struktura inaktivniho M, receptoru (Obr. 1.2) je podobnd jinym
GPCR v inaktivni konformaci, hlavné¢ co se ty¢e TM domén. Naproti tomu se
M3 receptor odliSuje od ostatnich GPCR dlouhym vodnim kanalem, ktery je ,,protkan*
siti vodikovych vazeb a kromé vazebného mista pro acetylcholin obsahuje tfi
hydrofobni aminokyselinové zbytky (Leu v pozici 65, Leu v pozici 114 a lle v pozici
392), které ho piehrazuji. Tyto tfi aminokyseliny jsou na svych mistech evolu¢né
konzervované u vsech péti podtypi mAChR (Haga et al., 2012). Struktura inaktivniho
M3 receptoru se v mnohém podoba struktute inaktivniho M; receptoru. Kuptikladu se
zde vyskytuje ohyb smérem ven v TM4 segmentu, ktery se zd4d byt unikatnim pro
MAChHR, nebot’ se u jinych GPCR se nevyskytuje. Rozdily mezi strukturami M, a M3
receptort se vSak daji nalézt. Jednim z nich je pfitomnost fenylalaninu v EL2 (na jeho
misté je u Mz podtypu leucin), kterd s sebou nese dodate¢ny prostor ve vazebné kapse
receptoru. Déle se zminéné podtypy li§i napf. postavenim segmenti TM7 ¢&i TMS.

Rozdily v ulozeni TM5 segmentu, ktery interaguje s urCitymi aminokyselinovymi
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zbytky na cytoplazmatickém konci segmentu TM6, stoji pravdépodobné za odliSnym
preferenénim spfahovanim receptorti s G-proteiny, jak jiz bylo zminéno v pfedchozim
odstavci. To se tyka nejen muskarinovych receptord, ale ziejmé 1 jinych GPCR, protozZe
vzdalenost mezi segmenty TM5 a TM6 u M; receptoru je vétsi nez u M3 a je podobna
odpovidajici vzdalenosti u jinych GPCR spiahujicich se s Gj G-proteiny. To samé lze
fici o M3 receptoru a jinych GPCR prenaSejicich signal do buinky hlavné pies Gq
G-proteiny (Kruse et al., 2012).

Nizka BT T \ysoka

Mira homologie

alosterické misto

ortosterické misto

Helix 8

TMS

Intraceluldrni povrch

Obréazek 1.2: Celkova struktura M,/M; receptoru a grafické znazornéni strukturni
homologie M3 receptoru a ostatnich muskarinovych receptort

Leva Cast obrazku ukazuje trojrozmérnou strukturu M, a M3 receptoru zaroven — M, receptor je
zakreslen oranzové a M; receptor zelené. Je zde dobfe patrné, jak si jsou zastupce lichych
a sudych podtypd mAChR podobné. Barevné kulicky predstavuji antagonistu navazaného do
ortosterického mista. Prava C&ast obrazku ukazuje strukturu Mj receptoru s barevnym
zdUraznénim sekvenéné zakonzervovanych Usek( mezi muskarinovymi receptory (tmavé
modra barva. Méalo zakonzervované uUseky maji na schématu vétsi primér. Ortosterické
a alosterické misto jsou oznaceny svétle modrym, resp. rizovym ovalem a kulicky uprostfed
jsou stejny antagonista jako vlevo. Pfevzato z Kruse et al., 2012 a upraveno.

1.2.2.1 Ortosterické vazebné misto

Jiz dlouho se vi, ze klasiCti (ortostericti) agonisté muskarinovych receptorti musi
nést pozitivni naboj, aby se mohli na receptor navazat a aktivovat jej (Burgen, 1965).
Z toho vyplyva potieba komplementarniho zéporného naboje ve vazebném miste
receptoru (Ehlert a Delen, 1990). Nositelem tohoto kli¢ového zaporného néaboje je

karboxylova skupina na vysoce konzervovaném aspartatu (v pozici 105 v piipade
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lidského M; mAChR) ve tietim TM useku (Curtis et al., 1989). Zaména Asp v pozici
105 za Asn v M; receptoru znemozni vazbu agonisty a jeho aktivaci (Fraser et al.,
1989).

Ortosterické vazebné misto mAChR lezi hluboko v kapsovité prohlubni, jejiz
stény tvofi transmembranové useky proteinové struktury receptoru. Agonisté se vazi na
receptor z extracelularni strany. Na vazb¢ acetylcholinu se podileji vnitini strany TM4
a TM7 obsahujici aromatické aminokyseliny. Ty spoletné¢ s TM3 a TM6 zformuji
jakousi ,klec* okolo pozitivné nabitého ACh. To pravdépodobné vede k pootoceni
aposunu TM3, TM6 a TM7 a aktivaci receptoru. Dilezitou dvojroli pfi zméné stavu
z inaktivniho na aktivni ma zifejm¢ silné konzervovany aminokyselinovy motiv
NSXXNPXXY v transmembranovém segmentu 7. Tyto aminokyseliny nejspis
prostfednictvim intramolekularnich kontakti stabilizuji receptor v inaktivni formé. Po
navazani agonisty dochazi k naruSeni téchto interakci a vytvoteni novych, které jsou
klicové pro udrzeni receptoru v aktivovaném stavu a také pro vazbu G-proteinu (Hulme
et al., 2003; Lu et al., 2001). Vzhledem k faktu, Ze transmembranové tseky jsou v ramci
mAChR nejvice evoluéné konzervované, neexistuje v soucasné dobé prakticky Zadny
selektivni ortostericky agonista mMAChR.

Také druhd extracelularni klicka se podili na vazb¢ agonistii v tom smyslu, Ze
vytvaii kryt vazebné kapsy. Ukézalo se, Ze zména sekvence aminokyselin v této ¢asti
M3 receptoru vyrazné€ brani acetylcholinu ve vazb€ na receptor (Avlani et al., 2007).
Dalsi uloha extracelularnich oblasti receptoru spociva napiiklad v tom, ze tvoii misto
prvotniho kontaktu agonisty s receptorem. U M; receptoru bylo prokdzano, Zze
ortosterické vazebné misto M; receptoru ma dvé za sebou uspofadané ¢asti — jednu
okrajovou a jednu centralni. Agonista se nejprve vaze do okrajové ¢asti a nasledné se

pfesouva do centralni ¢asti, na kterou se vaze s vyS$i afinitou neZ na okrajovou cést

(Jakubik et al., 2000).

1.2.2.2 Alostericka vazebna mista, alostericti a atypicti agonisté muskarinovych
receptoru

Vsechny podtypy mAChR disponuji kromé ortosterického vazebného mista pro
acetylcholin jesté alosterickymi vazebnymi misty pro alosterické ligandy. Vzhledem
k tomu, Ze tato mista jsou strukturné daleko variabilngjsi neZ misto ortosterické,
predstavuji nadéjny cil budoucich 1é¢iv, zejména z hlediska zajiSténi tolik potiebné

selektivity. Alosterické ligandy mohou modulovat funkci receptort riznymi
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mechanismy. Soucasnd vazba ortosterického a alosterického ligandu se projevuje
vzajemnym ovlivnénim afinit receptoru pro oba ligandy. Vazba alosterické¢ho ligandu
muze afinitu pro ortostericky ligand zvySovat (pozitivni kooperativita), sniZovat
(negativni kooperativita) nebo neovliviiovat (neutradlni kooperativita). Alostericti
agonisté se vazou do alosterického mista a ptimo aktivuji receptor. Pozitivni alosterické
modulatory se také vazou do alosterického mista, ale samy o sob& nemaji zadny tcinek.
Dokazi vSak zvySovat afinitu a/nebo Uc¢innost endogennich agonisti. Pfesné opacny
ucinek maji negativni alosterické modulatory. Nékteré alosterické modulatory mohou
receptor pfimo aktivovat i bez pfitomnosti agonisty (Jakubik et al., 1996). Pro
muskarinové receptory je charakteristické, ze aktivace alosterickymi agonisty je
funkéné témét nerozliSitelna od aktivace klasickym agonistou karbacholem, tedy tim,
ktery se vaze do ortosterického vazebného mista. Plati to jak pro liché, tak pro sudé
podtypy. Krom¢ toho existuje jesté specialni kategorie tzv. bitopickych ligandt, které
jsou schopné interagovat s dvéma riznymi vazebnymi misty jednoho receptoru, napf.
s alosterickym i ortosterickym vazebnym mistem. Ektopické ligandy se chovaji jako
alosterické, ale jejich vazba na receptor brani vazbé ortosterickych ligandii, ackoli se do
ortosterického mista nevazi. Ptfiklady rGznych ligandi jsou uvedeny v Tabulce 1.1
a Obrazek 1.2 schématicky znazorfiuje mechanismy jejich obecného plsobeni na

receptor.

>

Obrazek 1.2: Ruzné mechanismy vazby klasickych, alosterickych, ektopickych

a bitopickych ligandi muskarinovych receptoru

A: Ortostericky ligand (modry obdélnik) se vaze do ortosterického mista receptoru.

B: Ektopicky ligand (Eervené koleCko) se vaze do ektopického mista, které je odliSné od
ortosterického mista, ale brani vazbé ortosterickych ligandu.

C: Alostericky ligand (zeleny trojuhelnik) se vaze do alosterického mista soucasné
s ortosterickym ligandem.

D, E: Bitopicky ligand (zZluty kosoCtverec) se muze vazat jak do alosterického (D), tak
i ortosterického mista (E). Pfevzato z Jakubik et al., 2014.
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Na M; podtypu mAChR, jehoz selektivni stimulaci se diky jejimu
terapeutickému potencidlu vénuje cela fada vyzkumnych tymut, byla nalezena
a charakterizovana dv¢ alosterickd mista. Jako prvni bylo nalezeno extracelularni
alosterick¢ vazebné misto, které¢ je tvoieno ¢astmi druhé a tfeti extracelularni klicky
a ptiléhajicich TM segmentu 5, 6 a 7 (Ellis, 1997). Lokalizace tohoto vazebného mista
V ramci receptoru je u vSech podtypi mAChR totoznd, proto se nékdy oznacuje jako
»spolecné  (Wess, 2005). V jeho bezprosttednim okoli se nachazi mnohé
nezakonzervované zbytky aminokyselin, které stoji za selektivitou alosterickych
agonistl nejen k My, ale i dal§$im podtypim mAChR. U tohoto ,,spole¢ného*
alosterického mista jsou v ptipadé M; receptoru pro vazbu ligandu podstatné zaporné
nabité zbytky aminokyselin Ser, Asp a Glu ve tieti extracelularni klicce a dale dva
zbytky Trp v transmembranové oblasti (Gnagey et al., 1999).

Kromé ,,spolecného* alosterického mista se na muskarinovych receptorech
naléza jeste dalsi alosterické misto (Lazareno et al., 2000). Predpoklada se, ze v ptipadé
M; receptoru je lokalizovano na intracelularnim povrchu receptoru blizko oblasti, kde
dochazi ke sptahovani s G-proteiny. Tvoii ho aminokyselinové zbytky uvnitt TM helixt
2, 3 a7 a tfeti intracelularni klicky (Espinoza-Fonseca a Trujillo-Ferrara, 2006).

M; receptory se navic vyznacuji ektopickym aktivaénim mistem, které¢ se
u ostatnich mAChR nevyskytuje. Na jeho fungovani se podili N-konec receptoru
a svrchni ¢ast TM1 ve spolupraci s EL3 a svrchni ¢asti TM7. Mira variability zbytka
aminokyselin v oblasti N-konce a TM1 je u muskarinovych receptori pomérné vysoka,

coz muze vysvétlovat jedinecné vlastnosti tohoto mista (Spalding et al., 2002).
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Tabulka 1.1: Priklady ortosterickych, alosterickych a atypickych ligandii muskarinovych

receptort

Ortosterické ligandy

Agonisté

nazev afinita (UM) ucinnost selektivita (podle
vazby)

acetylcholin M;:-M,4: 29-48 plny ne

karbachol M;-M,: 35-65 piny ne

oxotremorin M;-M,: 3-9 Castecny ne

pilokarpin M;:-My: 6-12 CasteCny ne

Antagonisté

nazev afinita (nM) ucinnost selektivita (podle
vazby)

N-metylskopolamin | M;-My: 0,11-0,15 ne

quinuklidinylbenzilat ' M;-M,: 0,02-0,06 ne

pirenzepin
MT7 (mamba toxin)

Alosterické ligandy

M; a M4: 17
Mi: 0,16

M1:M4>M3>M2:M5
M

nazev afinita (UM) selektivita (podle vazby) |kooperativita (+/-) s
ACh
alcuronium 0,7-9,8 My=M3z=Ms>M; + My, My, M3, My
brucin 1-104 M4>M>M,>M3 +M,, -M;aM,
thiochrom 36-120 M1:M2:M3:M4 + M4
Ektopické ligandy
nazev ucinek afinita (UM) selektivita (podle
vazby)
AC-42 agonista M;: 0,72 M,
N-desmetylklozapin | agonista M;: 0,04 M;
Bitopické ligandy
nazev Ucinek selektivita (podle vazby) | selektivita (funkcni)
77-LH-28-1 agonista M; >>M, My
ortostericky agonista | Ne M1, My
xanomelin o
alostericky ne rizné opozdéné ucinky
modulator

Shrnuto dle: Alexander et al., 2011; Caulfield a Birdsall, 1998; Jakubik et al., 1997; Lazareno

et al., 2004; Lebon et al., 2009.
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1.3 Xanomelin — prototyp funkéné selektivniho agonisty M,/M, receptorti

Xanomelin, systematickym nazvem  3-(3-hexyloxy-1,2,5-thiadiazol-4-yl)-
1,2,5,6-tetrahydro-1-methylpyridin, byl  syntetizovan a nésledné podroben
farmakologickym testim zjistujicim jeho afinitu k muskarinovym receptoriim na
zacatku 90. let minulého stoleti (Sauerberg et al., 1992). Jiz v prvnich in vitro pokusech
se ukazalo, ze xanomelin vykazuje funkéni selektivitu pro M; (ale také pro My) podtypy
muskarinovych receptorii, coz byl slibny predpoklad pro budouci vyuziti xanomelinu
k 1é¢b¢ Alzheimerovy nemoci (Bymaster et al., 1994; Shannon et al., 1994).

Xanomelin ma jedine¢né vlastnosti tykajici se jeho vazby na receptor. Prestoze
se vaze na vSechny podtypy mAChR, na rozdil od vétSiny znamych ortosterickych
agonistll se vyznacuje funkéni selektivitou hlavné pro Mj podtypy (Bymaster et al.,
1994; Shannon et al., 1994). Funkc¢ni selektivita vychazi z chemické struktury
xanomelinu, ktera je odvozena od rostlinného alkaloidu arecolinu (Obr. 1.3). Xanomelin
a arecolin se odlisuji alifatickym fetézcem na tfetim atomu uhliku pyridinového cyklu
av pripad¢ xanomelinu se jako nejlepsi co do zajisténi selektivity pro M; mAChR
ukazal byt 1,25-thiadiazol. Nezastupitelnou roli hraje téz nerozvétveny Ctyf- az
sedmiuhlikaty fetézec v pozici tfi v thiadiazolovém cyklu, ktery pfindsi xanomelinu
nejvyssi afinitu a G¢innost aktivace Mj podtypll ze zkouSenych arecolinovych derivati
a minimalni pro M, a M3 mAChR (Sauerberg et al., 1992).

o~ arecolin
W/ O
./ N
ON xanomelin LN
\ \

Obrazek 1.3: Struktura xanomelinu a arecolinu

Xanomelin (vlevo) se od arecolinu liSi pfitomnosti 1,2,5-thiadiazolu na atomu uhliku v pozici tfi
pyridinového cyklu (modfe). Nezastupitelnou roli co do selektivity pro M; receptory a také
v tvorbé neodmyvatelné vazby hraje zelené znazornény &tyf- az sedmiuhlikaty fetézec v pozici
tfi v thiadiazolovéem cyklu.

Pokusy provedené béhem poslednich 15 let pfinesly zjiSténi, Ze xanomelin se
vaze na M; receptor velmi zvlaStnim zplisobem. Existuji totiz dva zcela rozdilné
mechanismy jeho vazby. Prvnim z nich je okamzita vratnad vazba do ortosterického
vazebného mista. Druhym typem je neodmyvatelna vazba, kterd se ale netvofi

Vv ortosterickém vazebném misté, ale v jiné oblasti receptoru, a umoziuje xanomelinu
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dlouhodobé aktivovat M; mAChR (Christopoulos et al., 1998, Jakubik et al., 2002;
2008). Neodmyvatelna vazba na receptoru vznika velmi rychle s fadové mikromolarni
afinitou a trva velice dlouhou dobu — poloc¢as rozpadu je delsi nez 30 hodin (Jakubik et
al., 2002).

Ve funkénich pokusech aktivuje xanomelin hlavné M; muskarinové receptory.
V pokusech meéficich aktivaci hydrolyzy membranovych fosfoinositidi (Christopoulos
et al., 1998) a aktivaci neurondlni NO syntazy (Christopoulos et al., 1998;
Christopoulos a El-Fakahany, 1997) disponuje xanomelin pii vazbé na M; receptory
srovnatelnou ucinnosti jako plny agonista mAChR karbachol. Vazba xanomelinu na M;
podtypy mAChR ma za nasledek lepsi spfahovani receptort s preferencnimi G-proteiny
nez vazba karbacholu a neodmyvatelné navdzany xanomelin na M; receptoru rovnéz
vylepSuje aktivaci preferencnich G-proteinii (Jakubik et al. 2006). Je az zardZejici, Ze se
xanomelin navzdory své M; funkéni selektivité vaze ke viem péti podtypim mAChR se
srovnatelnou afinitou (Jakubik et al., 2008; Watson et al., 1998; Wood et al., 1999).
Molekularni mechanismus stojici za timto fenoménem nebyl do dnes$ni doby odhalen.

UZ jednominutové vystaveni M;j receptori xanomelinu méa na receptor
dlouhodobé ucinky, které jsou dobte patrné i po 24 hodinach inkubace bun¢k v médiu.
Béhem této doby se z jednofizové vazebné kiivky neodmyvatelné¢ vazaného
xanomelinu stane kiivka dvoufazova, na které se objevuje vysokoafinni slozka vazby.
V této fazi se afinita xanomelinu jevi skoro tfikrat vyssi, nez kdyZ je xanomelin pfidan
ptimo do média ke kontrolnim buiikdm (De Lorme et al., 2007; Grant et al., 2010).
Dvoufazovy charakter vazebné kiivky objevujici se po dlouhodobém ptisobeni
xanomelinu na receptor naznacuje, ze nizké a vysoké koncentrace xanomelinu maji za
nasledek rizné formy regulace receptoru. PfinejmenSim v pfipadé nizkych koncentraci
xanomelinu se zda byt prevladajicim mechanismem down-regulace receptoru (Grant et
al., 2010).

Neodmyvatelna vazba se vyznacuje 1 dalSimi zajimavymi a pomérné
neobvyklymi vlastnostmi. Vystavime-li receptory nejprve xanomelinu (tim vznikne
neodmyvatelnd vazba) a po promyti pfiddme atropin (kompetitivniho antagonistu
muskarinovych receptori), je trvald aktivace receptoru xanomelinem vyrazné
inhibovana. Po odstranéni atropinu z média se v8ak aktivace obnovi (Christopoulos,
2001). Na druhou stranu, provedeme-li nejprve preinkubaci receptord s atropinem
a poté pfiddme xanomelin, atropin navazany do ortosterického vazebného mista jen

slabé brani vytvoreni neodmyvatelné vazby. Toto pozorovani podporuje predstavu, ze
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se xanomelin vaze jinam neZ do ortosterického mista receptoru. Je zajimavé zminit, Ze
funk¢éni receptor (tj. receptor schopny aktivace) neni nezbytny k tomu, aby se vytvofila
neodmyvatelnad vazba. AvSak moznost aktivace receptoru je zdsadnim predpokladem
k tomu, aby byl xanomelin schopen dlouhodob¢ ovliviiovat funkci receptoru (Grant et
al., 2010). Kromé& toho neodmyvateln¢ navazany xanomelin rovnéz zpomaluje asociaci
receptoru s kompetitivnim antagonistou NMS a vyrazné urychluje jeho disociaci. Je
tedy velmi pravdépodobné, ze xanomelin vazici se do svého specifického mista na
receptoru (jiného nez ortosterického) alostericky moduluje vazbu ligandi do
ortosterického mista. Funkci xanomelinu coby alosterického modulatoru naznacuje
i vliv jeho neodmyvatelné vazby na down-regulaci receptori (Grant et al., 2010;
Jakubik et al., 2002).

Neodmyvatelna vazba je Uzce spjata s délkou postranniho alifatického fetézce
v molekule xanomelinu. Pokud neni alesponi ¢tyfuhlikaty, neodmyvatelnd vazba
nevznikd. Pro vznik neodmyvatelné vazby je také rozhodujici prostredi, ve kterém se
receptor nachazi — nezbytnym piedpokladem k jejimu vytvofeni jsou membranové
lipidy obklopujici receptor, do nichz se zasouva postranni alifaticky fetézec molekuly
xanomelinu. Na purifikovanych receptorech neni mozné tento fenomén pozorovat.
Znovu se vsak vyskytne, pokud jsou purifikované receptory inkorporovany do umeélé
membrany (Jakubik et al., 2004).

Neodmyvatelna vazba vSak nemuze vysvétlit funkéni selektivitu xanomelinu,
protoZze bylo prokazano, Ze wvznikd 1 na dalSich podtypech mAChR (Grant
a El-Fakahany, 2005; Jakubik et al., 2006; 2008; Machova et al., 2007; Noetzel et al.,
2009). Na M; receptorech se neodmyvatelna vazba tvoii oproti M; receptorim vyrazné
pomaleji (Jakubik et al., 2006). Témé&f vSechny pokusy popsané vyse byly provedeny na
kfecka. Bylo ovSem ovéfeno, ze neodmyvatelna vazba vznika i na M, a My receptorech
pfirozené se vyskytujicich v tkanich, to znamena v jejich ptirozeném prostiedi. Akutni
aplikace xanomelinu nijak neovliviiuje elektrickou stimulaci vyvolany vylev ACh
z mozkové kury ani ze striata potkana (to je v souladu s funkéni selektivitou
xanomelinu pro Mj receptory). Na druhou stranu kratka preinkubace tkané
s xanomelinem  nésledovana promyvanim vyvolava trvalou inhibici  vylevu
acetylcholinu prostfednictvim dlouhodobé aktivace My a My receptort (Machova et al.,
2007). | na M3 receptory je xanomelin schopen se vazat neodmyvatelné, a to s velmi

podobnymi parametry jako na M; receptor. Stejné jako na M; podtypu muzeme i na
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M3 podtypu pozorovat velmi rychlou tvorbu neodmyvatelné vazby. Rovnéz zde
mizeme po kratké (minutové) expozici xanomelinu a velice dlouhém promyvani
sledovat vznik dvoufazové kiivky. I zde se ma za to, ze v disledku dlouhotrvajiciho
pusobeni neodmyvatelné vazby mize dochazet k desenzitizaci a také internalizaci
receptortt (Noetzel et al, 2009). Xanomelin je schopen se vazat neodmyvatelnou vazbou
1 na posledni typ muskarinovych receptort, tedy Ms. Zde jsou vSak dusledky pusobeni
neodmyvatelné vazby zasadné odli$né, nez je tomu napi. na M; podtypu mAChR — na
rozdil od trvale agonistického u¢inku na M; mAChR plisobi neodmyvatelné¢ vazany
xanomelin na Ms podtyp jako trvaly antagonista (Grant a El-Fakahany, 2005).

Z vyse uvedeného je pomérné jasné vidét, Ze se xanomelin vyznacuje Sirokym
spektrem Ucinkid, Casto i1 protichidnych vtom smyslu, Ze na nékterém z podtypl
mAChR (napf. M;) vyvolava trvale agonistické G¢inky, zatimco na jiném podtypu —
Vtomto piipadé¢ Ms — se po pocateCnim agonistickém ucinku chova jako trvaly
antagonista. Jak jiz bylo pfedznamenéano, pro posileni kognitivnich funkci se uziti
xanomelinu jevi jako takika idealni. V procesech uceni a paméti hraji velmi vyznamnou
ulohu M; muskarinové receptory, na které se xanomelin vaze velmi rychle, rychle je
I aktivuje a je k nim do zna¢né miry funkéné selektivni. Pokusy na zvifatech pfinesly
nadéjné vysledky, protoze xanomelin u mysi a potkanti efektivné stimuluje hydrolyzu
fosfoinositidli v mozkové kiife, neostriatu a obzvlasté¢ v hipokampu, kde jsou hojné
zastoupeny M; receptory (Bymaster et al., 1998). Krom¢ moZnosti vyuZivat xanomelin
v budoucnu k terapii onemocnéni postihujicich kognitivni funkce se téZ xanomelin zda
byt slibny, co se tyce 1écby raznych forem psychotickych poruch. Tento ptedpoklad
vychézi z poznatku, zZe agonisté muskarinovych receptorii maji podobné ucinky jako
atypicka antipsychotika (Bymaster et al., 1999; Shannon et al., 1999). Ukazalo se, Ze
xanomelin u mysi G€inn¢ tlumi amfetaminem vyvolanou hyperaktivitu a zmirfuje
tendenci zvifat zaujimat vertikdlni pozici (tzv. Splhaci chovani) v disledku podani
apomorfinu. U mysi s vyfazenymi My receptory se tyto ucinky neprojevuji (Dencker et
al., 2011; Woolley et al., 2009). Antipsychotické uc¢inky xanomelinu byly zaznamenany
I u potkani, kde xanomelin odvraci apomorfinem vyvolané deficity v prepulzni inhibici
ulekové reakce a z podani amfetaminu pramenici hyperlokomoci. Svym spektrem
ucinkl se xanomelin velice podobd atypickému antipsychotiku klozapinu, jehoZ hlavni
metabolit N-desmetylklozapin se chova jako alostericky agonista M; receptort
(Burstein et al., 2005; Davies et al., 2005; Weiner et al., 2004). Rovnéz bylo

pozorovano okamzité zvySeni exprese ranych genid po aplikaci xanomelinu témto
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zvitatim (Perry et al., 2001; Shannon et al., 2000; Stanhope et al., 2001). Xanomelin
rovnéz potladuje amfetaminem a apomorfinem vyvolané psychotické chovani u opic
malp hnédych, u kterych se ale na rozdil od hlodavci vyskytuji negativni vedlejsi
ucinky po podani vétSich davek xanomelinu (Andersen et al., 2003). Kromé vyse
uvedeného pusobi xanomelin analgeticky u mysich a potkanich modelid chronické
zanétlivé a neuropatické bolesti, kde ucinné odvraci taktilni alodynii a tepelnou
hyperalgezii. Zda se, ze za t€émito ucinky stoji hlavné Mj; a vV mensi mife téz My
receptory (Martino et al., 2011). V neposledni fadé¢ akutni i chronické podavani
xanomelinu potkantim zvyklym na kokain zmiriiuje posilujici u¢inky kokainu, coz se
projevi tak, ze zvife misto davky kokainu da pifednost normalni potravé (Thomsen et al.,
2013).

Klinické studie vSak piinesly zna¢né zklamani z hlediska budouciho vyuziti
xanomelinu z diivodu jeho vedlejsich ucinkl. U nekterych osob sice xanomelin ptivodil
zlepseni kognitivnich funkci, jeho celkovy efekt byl ale dost rozporuplny, protoze si
lidé stézovali na velké mnozstvi negativnich vedlejSich perifernich Gc¢inkd, které u zvitat
s vyjimkou opic nebyly pozorovany. U nezanedbatelného procenta pokusnych osob se
vyskytla nevolnost, zvraceni ¢i nadmérna produkce slin. Velka skupina lidi poukazovala
téz na zvySené poceni, u n¢kterych lidi dochazelo ke kratkodobé ztraté védomi (Bodick
et al., 1997a, b; Bymaster et al., 1997). Kone¢nym dusledkem bylo, ze klinické zkousky
xanomelinu byly v pokrocilé fazi zastaveny.

I pfes tento neuspéch by xanomelin mohl byt nemocnym AD ku prospéchu.
Vysledky ziskané pti jeho experimentalni a (netspésné) klinické charakterizaci ukézaly,
ze tento pomérné selektivni agonista M; receptoru pozitivné ovliviiuje mnoZzstvi
negativnich jevll s nemoci spojenych, mezi néz patii mimo jiné tvorba -amyloidovych
plakt. Xanomelin je totiz in vitro schopen zvySovat sekreci solubilni a formy proteinu
prekurzoru amyloidu, ktery vznika $tépenim uvnitt B-amyloidové sekvence (Eckols et
al., 1995). Podobné u bunék transfekovanych lidskou mutovanou formou genu pro
protein prekurzor amyloidu (jednd se o tzv. Svédskou mutaci typickou pro jednu
z famililnich forem AD) byla po stimulaci xanomelinem pozorovana snizena sekrece
AP (DeLapp et al., 1998). Alzheimerova choroba ov§em nemocnému zdaleka neptinasi
jenom zhorSeni kognitivnich funkci. Je spojena rovnéz s mnoha problémy
neuropsychiatrického charakteru komplikujicimi Zivot nejen postizenému cloveku, ale
I jeho okoli (Levy et al., 1999). Proto by se mohlo jevit jako nad€jné, Zze xanomelin

dokaze u lidi tyto projevy nemoci tlumit. Po podani xanomelinu se u lidi nemocnych

20



AD snizil vyskyt nahlych hlasitych vyktikt, nemocni byli méné podeztivavi vici svému
okoli, poklesl vyskyt halucinaci a preludd, nedochdzelo tak casto k prudkym zménadm
nalady, mén¢ Casto se objevovalo nutkavé jednani a mén¢ bloudili na znamych mistech
(Bymaster et al., 1997). Podobn¢ jako u lidi postizenych AD by xanomelin mohl byt
prospesny i pro osoby trpici schizofrenii. Naznacuji to nejen vysledky cetnych pokusii
s potkanimi modely psychotického chovani uvedené vyse, ale i vysledky klinické
studie, kde vesrovnani se skupinou dostavajici placebo dosahovali pacienti se
schizofrenii po podani xanomelinu statisticky vyznamn¢ lepSich vysledki na Skale
pozitivnich a negativnich ptiznaku schizofrenie, kratké psychiatrické hodnotici Skale
I Skale pozitivniho klinického dojmu. Ovsem stejné jako u pacienti s Alzheimerovou
chorobou i zde se vyskytovaly nezadouci vedlejsi u¢inky, pfedevs§im spojené s travici
soustavou (Shekhar et al., 2008).

Na piikladu xanomelinu je vidét, ze a¢ v pokusech in vitro vykazuje funkéni
selektivitu k ur¢itému podtypu mAChR, podani lidskému organismu ma za nasledek
cetné negativni vedlej$i ucinky, které vznikaji v dasledku interakce xanomelinu
i s dalsimi podtypy muskarinovych receptorti. Na druhou stranu to ale nemusi byt tak
ptekvapivy jev vzhledem k tomu, Ze bylo prokézano, ze xanomelin je schopen vazat se
na vSechny podtypy mAChR neodmyvatelnou vazbou a vétSinu z nich i dlouhodobé
aktivovat. Pro zdkladni vyzkum xanomelin pfedstavuje prototyp latky, kterd mize
slouzit jako ndstroj pro studium mechanismi, které se uplatiuji pii selektivni aktivaci
muskarinovych receptoru. Navic jeho komplexni aunikatni vlastnosti naznacuji, ze
xanomelin na poli vyzkumu selektivnich ligandii muskarinovych receptoru jesté netekl

posledni slovo.
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1.4 Lokalizace, signalizace a funkce muskarinovych receptoru

1.4.1 Lokalizace muskarinovych receptoru

Acetylcholin je velice vyznamnym neurotransmiterem v celém mozku a tamtéz
hraji podstatnou roli 1 muskarinové receptory. ACh zéaroven také predstavuje
neuropienasec s velice Sirokou plisobnosti v perifernim nervovém systému, a to v obou
jeho soucastech — somatickém i viscerdlnim nervovém systému. Acetylcholin je
vyhradnim neurotransmiterem na nervosvalové ploténce a také pregangliovym
neuropienaseCem sympatiku a parasympatiku (kde ovSem plsobi ptes nikotinové
acetylcholinové receptory). Parasympatikus dokonce obsahuje pouze cholinergni
vldkna. Neni proto pfili§ ptekvapujici, Ze mAChR muizeme nalézt v celé fad¢ tkani

a organu.

1.4.1.1 Lokalizace muskarinovych receptoru na periferii

Muskarinové receptory se na periferii vyskytuji v rizném organové specifickém
podtypovém zastoupeni. V srdci byly identifikovany vSechny podtypy mAChR kromé
M, s tim, Ze M, receptoril je zde nejvice ze vSech podtyptt mAChR (Caulfield, 1993;
Wang et al., 2001). Detruzor, hladka svalovina, ktera ma podil na vypuzovani moc¢i pii
moceni, obsahuje vSechny podtypy mAChR, ale M, a M3 pievladaji s tim, ze prvné
jmenovanych je trojnasobné vice (Wang et al., 1995). Neni bez zajimavosti, zZe na
kontrakci tohoto svalu se hlavné podileji fidCeji zastoupené Mjz receptory
(Chess-Williams et al., 2001). Vazba acetylcholinu na Mz mAChR ma rovnéz za
nasledek kontrakci hladké svaloviny dychaci trubice (Fryer a Jacoby, 1998) a svaloviny
délohy (Choppin et al., 1999). Muskarinové receptory v riizném podtypovém zastoupeni
se téZ nachazeji v chamovodech, Sertoliho bunikach varlat, prostaté a dal§ich soucastech
muzského pohlavniho ustroji (Avellar et al., 2009). Parasympaticky nervovy systém
hraje klicovou roli v produkeci slin tim, Ze stimuluje bunky acinl slinnych Zzlaz.
V pod¢elistnich a podjazykovych zlazach nalezneme M; a Mg receptory, zatimco
Vv piiusnich slinnych zlazach se vyskytuje hlavné M3 (Culp et al., 1996, Watson et al.,
1996). M, a M3 podtypy mAChR jsou rovnéz povazovany za funkéné nejdilezitéjsi
v gastrointestindlnim traktu. A opét M, pievazuji nad Ms, tentokrat jesté vyraznéji
(Gomez et al., 1992). A stejné jako ve slinnych zlazach, i ve stfeve ziejme M3z receptory

zajiStuji vice funkénich odpovédi (Chiba et al., 2002). VSech pét podtypt
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muskarinovych receptort (s pievahou M3) se nachézi v lidském oku (Gil et al., 1997).
Ptrevazujici M3 receptor se nachdzi v musculus sphincter pupillae, coz je sval
zodpovédny mimo jiné za zornicovy reflex. MySi bez funkéniho M3 receptoru maji
Vv klidu vétsi primér rohovky nez normalni mysi, coz podporuje predstavu, ze M3 se
podileji na kontrole kontrakce musculus sphincter pupillae. Ztejmé M, a M3 receptory
(Bymaster et al., 2003). I lymfocyty maji svij cholinergni systém. Acetylcholin
uvoliiovany z T-lymfocytl se vaZze mj. na muskarinové receptory na monocytech,
makrofazich ¢i dendritickych bunkach, ¢imz moduluje produkci cytokinid v téchto

dilezitych bunkach imunitniho systému (Kawashima et al., 2012).

1.4.1.2 Lokalizace muskarinovych receptoru v centralni nervové soustavé

Muskarinové receptory jsou vyznamnou soucasti riznorodé receptorové palety
centralniho nervového systému. Zatimco v perifernich tkdnich pfedstavuji M, a M3
a M, (Levey et al., 1991). Podtypy M3 a Ms se tu nachazeji také, ale v mensi mife.
Lokalizaci jednotlivych podtypti mAChR v mozku (spole¢né s jejich funkcemi) shrnuje
Tab. 1.2.

M1 receptory tvofi velkou ¢ast celkového mnozZstvi muskarinovych receptorti ve
frontalni ¢asti mozku (v klife, hipokampu ¢i striatu az kolem 50 %). Naopak zastoupeni
M; se vyrazné snizuje v kaudalnim sméru — v talamu a hypotalamu jich je okolo jedné
Ctvrtiny a ve Varolové mostu, mozecku a prodlouzené mise jesté nékolikrat méné (Wall
et al.,, 1991). M; receptory se vyskytuji v pyramidalnich bunkach vSech vrstev kury
mozku, zejména ve vrstvach II, III a VI. Objevuji se na télech neuront a dendritech, coz
odpovida roli M; jako hlavniho muskarinového postsynaptického receptoru (Levey et
al., 1991). RovnézZ v hipokampu nalezneme M; receptory hlavné na postsynaptickych
membranach, je tomu tak v granuldrnich buiikach gyrus dentatus synapticky spojenych
s entorhinalni ktrou (Rouse et al., 1998) i v cornu Ammonis, zejména v oblasti CA1l
(Levey et al., 1995). Ukazalo se, ze jak v mozkové kife, tak v hipokampu hustota M1
receptorti vyrazné prevysuje hustotu rozmisténi cholinergnich zakonceni ,,en passant®,
coz podporuje predstavu, Ze tyto receptory odpovidaji i na acetylcholin uvolnény ze
vzdalenych nervovych zakonfeni a tim zvySuji vzruSivost pyramidalnich buné&k

(Yamasaki et al., 2010). | ve striatu jsou M; mAChR lokalizované velkou meérou
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postynapticky a mohou se zde nachazet také mimo synapse, coZ jim umoZziuje
modulovat funkci jinych neuropienasecovych systému (Alcantara et al., 2001; Hersch et
al., 1994).

Také M, receptory jsou velice hojné v CNS. Jejich hustota v ramci celého
mozku se zda byt piiblizné konstantni. V poméru k ostatnim muskarinovym receptorim
je nejvice M, receptoru v kaudalnéjsich ¢astech mozku jako jsou mozecek, prodlouZzena
micha, Varoliv most, ale také v mezimozku — hypotalamu a talamu. Naproti tomu
struktury pfedniho mozku obsahuji relativné méné¢ M receptorti (Li et al., 1991). Na
rozdil od M; receptori slouzi M, receptory do zna¢né miry jako autoreceptory
cholinergnich neuronti. Takové autoreceptory se nachazeji napi. v hipokampu.
V hipokampu jsou M, receptory lokalizovany téZ na zakonéenich GABAergnich
interneurontt jako presynaptické heteroreceptory (Rouse et al.,, 1997; 2000).
| entorhinalni kira, kterd patii mezi oblasti mozku Casné zasazené Alzheimerovou
chorobou, obsahuje populaci M, receptortt (Chaudhuri et al., 2005). V mozkové kiie
byly M, receptory jako presynaptické nalezeny kupiikladu v jeji zrakové oblasti, kam
ptichazeji axony vybihajici z nucleus geniculatus lateralis (Mrzljak et al., 1996).

V porovnani s predchozimi dvéma podtypy mAChR je mira vyskytu M3 v CNS
znatelné niz§i a tvofi pfiblizné 5-10 % veskerych receptord. M3 receptory jsou
roztrouSeny po celém mozku, ale v malych a oddélenych neuronélnich subpopulacich.
Najdeme je napi. v korovych oblastech limbického systému, striatu, hipokampu,
prednich jadrech talamu ¢i jadrech Varolova mostu (Levey et al., 1994). Co se tyce
lokalizace M3 receptort v ptednich jadrech talamu, jde zejména o anteroventralni
talamické jadro, které se vyznacuje bohatou cholinergni inervaci z tegmentalni oblasti
(Odaetal., 2001).

M, naopak patii mezi hojnéjsi podtypy mAChR. Ve velkém poctu se nachazeji
v mozkov¢ kiife a v mnoha jejich ¢astech se mista vyskytu My ptekryvaji s Mj. Rovnéz
v hipokampu se M, receptory objevuji stejné jako M; podtypy hojné v oblasti CA1
ataké v gyrus dentatus (Levey et al., 1995). Velmi mnoho My receptorti se naléza
v okcipitélni kute, ktera ptedstavuje primarni zrakovou oblast. Z podkorovych ¢&asti
mozku je nejvice My receptort v nucleus caudatus a putamen a také v globus pallidus.
V souladu s vysokou hustotou My receptorti v primarni zrakové kuie se My ve velké
mife vyskytuji v jadrech, ptes které prochazi zrakova draha — v nucleus geniculatus

lateralis a colliculus superior (Ferrari-Dileo et al., 1994). Stejn¢ jako M slouzi i My
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jako presynaptické autoreceptory, a to hlavné ve striatu, zatimco M, zastavaji tuto
funkci hlavné v hipokampu a mozkové ktife (Zhang et al., 2002a).

Rozmisténi Ms je charakteristické tim, Ze je nejhustSi v nejokrajovéjsich ¢astech
mozkové kliry a také v nucleus caudatus a putamen. Také v substantia nigra
a ventrotegmentalni oblasti se nachézeji Ms receptory. Konkrétné ve ventrotegmentalni
oblasti nalezneme Ms receptory hlavné na télech a dendritech neuront, jen asi 10 % se
jich vyskytuje na zakonCenich axonl, z nichz nékteré jsou soucasti dopaminergich
synapsi (Garzon et al., 2013). V hipokampu se Ms nachazeji v malych oddélenych
subpopulacich nervovych bunék. Téméi zadné Ms nenajdeme v mozkovém kmeni
(Reever et al., 1997).

1.4.1.3 Cholinergni systém v mozku

Acetylcholin se uvoliiuje ze zakonceni neuront projikujicich do celé tady
korovych a podkorovych oblasti. Tyto cholinergni drahy délime na dvé skupiny
(Obr. 1.4): cholinergni systém spodiny piedniho mozku (dale ¢lenény na ¢&tyfi oblasti
oznatované jako Ch1-Ch4) a cholinergni systtm mozkového kmene (ten obsahuje
oblasti Ch5 a Ch6; Everitt a Robbins, 1997; Mesulam et al., 1983).

Cholinergni systém
spodiny predniho

Talamus
Ventralni
g

Hipokampus/
entorhinalni kiira

Cholinergni systém
mozkového kmene

Obrézek 1.4: Cholinergni systém v mozku

Obrazek schématicky znazorfiuje uloZeni Sest cholinergnich oblasti a z nich vybihajicich
cholinergnich projekénich drah. MS je medialni jadro septa (Ch1), DB zastupuje horizontalni
a vertikalni svazek diagonalniho Brocova pasu (Ch2 a Ch3), nBM znazorfuje bazalni
magnocelularni jadro (bazalni Meynertovo jadro; Ch4), PPT je pedunkulopontinni jadro (Ch5)
a LDT zastupuje laterodorzalni tegmentum (Ch6). Upraveno dle Newmana et al., 2012.
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Cholinergni systém spodiny pfedniho mozku zahrnuje medialni jadro septa
(Chl), horizontélni a vertikélni svazek diagonalniho Brocova péasu (Ch2 a Ch3)
a bazalni magnoceluldrni jadro (zvané téz bazalni Meynertovo jadro; Ch4). Vsechny
tyto struktury vysilaji cholinergni projekce do neokortexu a limbického systému.
Jmenujme naptiklad cingularni a entorhinalni kiru, hipokampus, amygdalu nebo
¢ichovy bulbus. Entorhinalni kiira ma jednu z vibec nejrozséhlejSich cholinergnich
inervaci ze vSech korovych struktur. Cholinergni vldkna v kife obsahuji mnoho
axondlnich varikozit, které pfimo nesousedi s postsynaptickymi membranami jinych
neuront, coz podporuje pifedstavu, Ze uvolnény acetylcholin miize difundovat do
okolniho prostfedi a modulovat funkce okolnich neuroni tzv. objemovym pienosem
(Descarries et al., 1997).

Cholinergni systém mozkového kmene se skladd z pedunkulopontinniho jadra
(Ch5) alaterodorzalniho tegmenta (Ch6). Neurony vybihajici z téchto dvou struktur
inervuji zejména talamus a bazalni ganglia, ale také spodinu pfedniho mozku. Jenom
malo se podileji na cholinergni inervaci korovych oblasti. Tab. 1.2 shrnuje ulozeni
vSech slozek cholinergniho systému mozku a oblasti, které cholinergni systém inervuje.

Vsechny cholinergni projekce vyznamné ovliviiuji funkei téch ¢asti mozku, kam
smétuji. Vzhledem k tomu, Ze cholinergni drahy prostupuji celou mozkovou kurou,
maji vliv na vSechny stranky chovéani a védomi. Kromé& toho propojeni cholinergnich
drah s retikularnim aktiva¢nim systémem naznacuje, ze tyto drahy maji velky vyznam
pro udrzovani pozornosti. Vztah k paméti vyplyva z vysoké Cetnosti cholinergnich

zakonCeni v hipokampu, entorhinalni klife a amygdale (Mesulam, 2004).

Tabulka 1.2: Pfehled cholinergnich oblasti mozku a z nich vybihajicich projekénich drah

Cholinergni

. Oblast |Lokalizace Cilova struktura
systém

Chl |jadro medialniho septa hipokampus

Ch2 horizontalni svazek diagonalniho Brocova
Spodina pasu
pfedniho mozku

hipokampus

vertikalni svazek diagonalniho Brocova

Ch3 ! ¢ichovy bulbus
pasu

Cha bazéalni magnocelularni jadro (bazalni mozkova kura,
Meynertovo jadro) bazolateralni amygdala

3 Ch5 | pedunkulopontinni jadro talam_us, bazalni
Mozkovy kmen ganglia

Ch6 |laterodorzalni tegmentum talamus, bazalni
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1.4.2 Signalizace muskarinovych receptorti

1.4.2.1 Obecny mechanismus signalizace receptorti sprazenych s G-proteiny

A¢ je rodina receptori spfazenych s heterotrimernimi G-proteiny nesmirné
rozsahla araznoroda, veskeré jejich funkce zprostiedkovava relativné maly pocet
G-proteint. U clovéka je to 21 Ga G-proteinti, 6 GB G-proteint a 12 Gy G-proteint.
Heterotrimerni G-proteiny délime na zaklad¢ sekvenéni homologie o podjednotky do
étyf tiid: Gos, Gai, Gog a Gogo. V klidovém stavu jsou heterotrimerni G-proteiny
tvoteny tfemi podjednotkami: a (s navazanym guanosindifosfatem neboli GDP),  a v.
G-proteinu a uvolnéni GDP z o podjednotky. Misto n& se na a podjednotku navaze
guanosintrifosfat (GTP) anasledné se a podjednotka oddéli od komplexu Py. Jak
a podjednotka, tak By komplex mohou poté ovliviiovat funkci dalSich efektorovych
proteint. Pfenos signalu kon¢i hydrolyzou GTP na GDP (a podjednotka m& GTPazovou
aktivitu), ktera muize byt ovliviiovana regulatorem G-proteinove signalizace,
a opétovnym spojenim s By komplexem (Oldham a Hamm, 2008; Pierce et al., 2002).

Muskarinové receptory se tradiéné déli na dve skupiny. Jak jiz bylo zminéno na
zaGatku tohoto literarniho piehledu, liché podtypy (M1, M3, Ms) se preferenéné sprahuji
s G-proteiny tfidy Gg11, zatimco sudé podtypy (M2, M) prenaseji signal do bunky
hlavné ptes Gio G-proteiny. Ukazalo se téZ, Zze se muskarinové receptory mohou
s G-proteiny ,,pfedsptahnout™ neboli utvofit s nimi komplex jesté pred vazbou agonisty.
Zatimco M; a M3 tak mohou ¢init jak s preferenénimi (Gg11), tak i nepreferenénimi
(Gisn) typy G-proteinii, u M, a My receptort se tak muze dit jen s preferenénimi (Gio)

G-proteiny (Jakubik et al., 2011).

1.4.2.2 Sprahovani s G-proteiny a priklady signalnich drah aktivovanych
M; receptory

Jako ostatni liché podtypy mAChR se i M; receptor ptfednostné sprahuje
s G-proteiny tiidy Ggqu1, které aktivuji fosfolipazu C (PLC; Felder, 1995). S aktivaci
PLC (as tim souvisejici mobilizaci vapenatych iontll) mize byt t€Z spojena aktivace
neuronalni NO syntazy (Wang et al., 1996). Aktivace M; (a také ostatnich lichych
podtypli mAChR) miiZe vést 1 ke stimulaci fosfolipazy A,, jak je tomu napiiklad v A9L
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bunkach (Conklin et al., 1988). Bylo rovnéz zjisténo, ze M; receptor je schopen
aktivovat 1 dalsi bunécné signalni drahy, a to diky interakci s dalSimi typy G-proteind,
jako napi. G; (Offermanns et al., 1994) nebo Gs (Burford a Nahorski, 1996; Dittman et
al., 1994). VSechny podtypy muskarinovych receptori hraji také roli v regulaci
mitogenem aktivovanych proteinovych (MAP) kinaz a zda se, ze M; receptory maji
v nékterych buiikach a tkanich v tomto ohledu pievladajici roli, co se tyce aktivace
extracelularnim signalem regulovanych kindz 1 a2 (Ebihara a Saffen, 1997).
V neposledni fadé se M; receptory ucastni kontroly funkce iontovych kanali — napf.
karbachol svou vazbou na M; receptor umociuje velikost proudu vyvolaného aktivaci
NMDA receptoru (Marino et al., 1998).

1.4.2.3 Sprahovani s G-proteiny a priklady signalnich drah aktivovanych

M, receptory

Sudé podtypy mAChR, mezi néz patii i M, receptor se preferenéné sptrahuji
s jinymi typy G-proteinti, nez je tomu u lichych podtypt, a to s Gj, G-proteiny, které
inhibuji adenylatcyklazu a snizuji koncentraci cyklického adenosinmonofosfatu (CAMP)
v buiice (Caulfield, 1993). Pfi vysSich koncentracich agonisty (u karbacholu desitky
uM) jsou M, receptory schopny koncentraci cAMP zvySovat prostiednictvim
Gs G-proteini. Preinkubuji-li se buiiky pied stimulaci agonistou s pertussis toxinem,
ktery inaktivuje Gy, G-proteiny, je nartst koncentrace cCAMP jesté vétsi (Jakubik et al.,
1996; Michal et al., 2001). Stimula¢ni u¢inek karbacholu na aktivitu adenylatcyklazy je
daleko vice ovlivnén desenzitizaci receptorti a béhem dlouhodobé aktivace receptoru
odezni rychleji neZ inhibi¢ni Gc¢inek. Tento Uc€inek karbacholu je rovnéZ podminén
dostate¢nou hustotou receptorti, diky které se receptor zacne sprahovat s méné
preferovanymi typy G-proteini, coz vede k vySe popsané aktivaci adenylatcyklazy
(Tucek et al., 2001). Krom Gs G-proteinti se M, receptory mohou spiahovat i s Gg, a tim
stimulovat hydrolyzu fosfoinositidi (Michal et al., 2007). U M, receptoru byla téz
popsana jeho role jako soucast drahy vedouci k aktivaci endotelidlni NO syntazy
v myocytech srdec¢nich sini akomor. V tomto piipadé se zda byt téz velmi
pravdépodobné, ze zde hraje dulezitou roli uspofddani receptord a dalSich
signaliza¢nich molekul do tzv. kaveol, coZ jsou na lipidy bohaté membranové domény
(Feron et al., 1999). | M, receptory funguji coby regulatory aktivace iontovych kanalu,

dobie je popsdna napt. aktivace dovnitt usmériiujiciho draslikového kanalu
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v myocytech sini prostfednictvim py podjednotky Gij, G-proteinu spiazené¢ho

s M, receptorem (Breitwieser a Szabo, 1985).

1.4.2.4 Sprahovani s G-proteiny a priklady signalnich drah aktivovanych

M; receptory

M3 receptory, stejn€ jako ostatni liché podtypy mAChR, se preferenéné sptrahuji
S Ggu1 G-proteiny (Brauner-Osborne a Brann, 1996). Ptfes diacylglycerol aktivovana
proteinkindza C miize poté aktivovat fosfolipazu D, dé&je se tak napt. v prudusnici
Uprasat (Mamoon et al.,, 1999). Ale stejné jako dva ptedchozi podtypy jsou
M3 receptory schopny aktivovat i dalsi signalni kaskady. Po vazbé karbacholu se miize
odehrat rist koncentrace cAMP, ¢emuz predchazi aktivace Gs G-proteini (Burford et
al., 1995). Karbachol mtize ovSem vyvolat i inhibici adenylatcyklazy prostfednictvim
aktivace G; G-proteinti (Offermanns et al., 1994). Rovnéz M3 receptory hraji roli
v aktivaci NO syntazy ve slinnych Zlazach a oxidem dusnym zprostiedkovanou sekreci

amylazy (Rosignoli a Pérez Leiros, 2002).

1.4.2.5 Sprahovani s G-proteiny a priklady signalnich drah aktivovanych

M, receptory

Jako druhy zastupce sudych podtyptt mAChR se i My receptor pfednostné
spfahuje s G-proteiny tiidy Gip, ¢imz dochazi k inhibici adenylatcyklazy (Caulfield,
1993). Existuji rozdily ve specifité spfahovani M, a My s Gy, G-proteiny — zatimco
M; mAChR se dovede sptahovat s Gai.1, Gai2, Gaiz a Goo, My receptor pienasi signal
do bunky pfednostné ptes Gai, a Ga,. Je zfejmé, Ze tyto dva receptory inhibuji
adenylatcyklazu rozdilnou sestavou G-proteini (Migeon et al., 1995). Podobné jako
M, receptory, i My podtyp se za uréitych podminek muze spifahovat s Gs G-proteiny
a stimulovat adenylatcyklazu. Zavisi to hlavné na hustoté receptori a koncentraci
agonisty (Dittman et al., 1994). M, receptory mohou taktéz aktivovat PLC a dé&je se tak
spiSe ptes podjednotku By nez pies Gogn1 (Katz et al., 1992).

1.4.2.6 Sprahovani s G-proteiny a priklady signalnich drah aktivovanych
Ms receptory

| Ms receptor se jako jeden z lichych podtypi mAChR preferenéné sprahuje
s G-proteiny tfidy Gq/11 (Caulfield a Birdsall, 1998). OvSem ani u tohoto podtypu neplati

absolutni specificita spfahovani. Ukazalo se, ze v buiikkdch oznafovanych jako A2058
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(pochézejicich z lidského melanomu) vyvoldva aktivace endogennich Ms receptort
inhibici adenylatcyklazy, zatimco hydrolyza membranovych fosfolipidl prostfednictvim
PLC neni téméi méfitelnd (Kohn et al., 1996). Kromé toho je Ms receptor rovnéz
schopen aktivovat adenylatcyklazu diky spiazeni s Gs G-proteiny, ovSem déje se tak
s mnohem mens$i uc¢innosti nez na M; nebo M3 receptoru (Burford et al., 1995; Jones et
al., 1991).

1.4.3 Funkce muskarinovych receptoru

1.4.3.1 Funkce M; receptorti

Vzhledem ke své hojné lokalizaci v CNS, kterd zahrnuje hlavné mozkovou kiru
a hipokampus (Levey et al., 1991), neni piekvapujici, ze M; muskarinové receptory
hraji dilezitou roli v procesech uceni a paméti. Ukdzaly to jak pokusy s antagonisty
muskarinovych receptorti, které zptuisobovaly kognitivni poruchy u testovanych zvirat
(Pazzagli a Pepeu, 1965), tak 1 studie pouzivajici transgenni myS$i s chybé&jicimi
M; receptory. Tyto mySi vykazuji poruchy v ukladani do dlouhodobé paméti, ackoli ve
srovnani s ucinky cholinergnich antagonistl nema absence M; receptort tak zdsadni
dopad na kognitivni procesy. Proto se ma za to, ze M; receptory nejsou zasadni pro
vznik novych pamétovych stop v hipokampu, ale spiSe pro udrzovani interakci mezi
mozkovou kirou a hipokampem (Anagnostaras et al., 2003). Miyakawa
a spolupracovnici (2001) zaznamenali u mysi bez funkénich M; receptort prvky
hyperaktivity, ale ptekvapivé nepozorovali vazné nedostatky v procesech uceni a paméti
spojenymi s hipokampem. Mysi, které neexprimuji M; receptory pouze v prednim
mozku vcetné hipokampu, hyperaktivitou netrpi (Kamsler et al., 2010). M; receptory
Vv hipokampu jsou rovnéZ nezbytné pro vznik oscilaci na y frekvenci, které uzce souvisi
s depolarizaci hipokampalnich pyramidalnich neuroni v CA3 oblasti. Oscilace na
y frekvenci se vyskytuji v mnoha c¢astech mozku mimo jiné pii provadéni Uloh
zamétenych na kognitivni funkce (Fisahn et al., 2002). Jak uz bylo zminéno v kapitole
0 signalizaci muskarinovych receptord, spociva funkce M; receptort i v aktivaci MAP
kinazové drahy a pravé ta byla prakticky nepfitomna u my$i neexprimujicich
M;j receptory (konkrétné v mozkové klfe a pyramidalnich neuronech CA1l oblasti
hipokampu; Berkeley et al., 2001; Hamilton a Nathanson, 2001). MAP kinazy jsou

znamé tim, ze hraji zasadni roli v regulaci synaptické plasticity (Orban et al., 1999).
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Ptredpokladem synaptické plasticity je dlouhodobéd potenciace (LTP). Acetylcholin
dokéze svou vazbou na M; mAChR posilovat LTP na excita¢nich synapsich v mysim
hipokampu. U mysi bez funkéniho Mj receptoru je sice LTP jako takova nenarusena, ale
posilujici efekt acetylcholinu se nedostavuje (Shinoe et al., 2005). Pro vySe popsané
vlastnosti jsou muskarinové M; receptory povazovany za vhodny terapeuticky cil
u kognitivnich poruch.

1.4.3.2 Funkce M, receptorti

Muskarinové M; receptory patii k tém podtypim mAChR, které jsou hojné
zastoupeny na periferii, zejména v srdci a hladké svalovin€. Uvolnéni acetylcholinu ze
zakon¢eni bloudivého nervu vede ke zpomaleni srde¢ni frekvence diky zpomaleni
draslikove vodivosti (Caulfield, 1993). Pokusy provedené in vitro na izolovanych sinich
ze srdci mysi neexprimujicich My receptory ukazaly, ze karbachol neni schopen vyvolat
snizeni frekvence jejich tlukotu (Stengel et al., 2000). Stejnd vyzkumnd skupina
ukézala, Ze se M3 receptory téZ podileji na kontrakci hladké svaloviny, kdyz jeji ¢lenové
zjistili, Ze na izolovanych svalovych preparatech (pochazejicich z klenby zaludku,
mocového méchyie a pradusnice) z mysi bez funkénich M, receptort je karbachol
dvakrat méné¢ ucinny co do schopnosti vyvolat kontraktilni odpovéd ve srovnani
s kontrolni tkani.

| v CNS zastavaji M, muskarinové receptory dulezité regulaéni funkce. Za
normalnich okolnosti plisobi agonista muskarinovych receptori oxotremorin ties celého
téla, ztratu pohyblivosti, vyrazny pokles télesné teploty a snizeni vnimani bolesti. Mysi
neexprimujici M, receptory vsak nevykazovaly po podani oxotremorinu tées ani ztratu
pohyblivosti, zatimco vliv na télesnou teplotu a analgetické ucinky oxotremorinu nebyly
tak vyrazné (Gomeza et al., 1999a). Stejné jako M; receptory hraji i M, receptory roli
v regulaci procest uceni a paméti. OvSem studie provedené za ucelem objasnéni této
funkce M; receptoru vedly k protichidnym zavérum. Na jednu stranu zablokovani M,
receptorti selektivnim antagonistou SCH 57790 mulZe naslednym zvySenym
uvoliiovanim acetylcholinu zlepSovat kognitivni funkce u laboratornich hlodavct
| primatd (Carey et al., 2001). Na druhou stranu se ale mysi postradjici M, receptory
vyznaCuji podstatné horSimi vysledky v behaviordlnich testech, coz naznacuje, ze
nespravna kontrola hladiny acetylcholinu pfispiva ke kognitivnim poruchdm

zpusobenym absenci M; receptort (Tzavara et al., 2003). Rovnéz se zda, ze vyfazeni
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vSech M receptorti z funkce vede ke zhorSeni pracovni paméti a také hipokampalni
synaptické plasticity spojené s deficity v kratkodobé a dlouhodobeé potenciaci (Seeger et
al.,, 2004). Muskarinové M, receptory slouzi v  CNS hlavné jako presynaptické
autoreceptory, které reguluji vylev acetylcholinu, a to hlavné v mozkové kiie
a hipokampu (Zhang et al., 2002a). Muskarinové M, receptory se téZ patrné castni
odpovédi na stresové situace, protoze mySi bez funkénich My receptorti nevykazuji
zvyseny vylev kortikosteronu v reakci na podani agonisty mAChR (Hemrick-Luecke et
al., 2002).

1.4.3.3 Funkce M; receptort

M3 podtypy muskarinovych receptorit se v CNS nachazeji v mens$im poctu nez
pfedchozi dva podtypy a jde pfevazné o malé rozptylené populace (Levey et al., 1994).
Pokusy na mysich, které neexprimuji Mj; receptory, naznacuji, ze hypotalamické
M3 receptory se Ucastni regulace piijmu potravy. Tyto mysi vykazuji jeji snizeny piijem
a také niz$i hmotnost nez divoké typy mysi. Maji ale normalni pohybovou aktivitu
arychlost metabolismu, coz vede k domnénce, Ze snizeny piijem potravy je hlavni
pti¢inou jejich nizké hmotnosti projevujici se napf. vyrazn€¢ malymi tukovymi zasobami
(Yamada et al., 2001a). Kromé toho se vSak absence M3 receptorii u mysi projevuje
i snizenou produkci slin (Matsui et al., 2000), takZze v otdzce M3 receptorii a piijmu
potravy pujde ziejmé i o tento periferni ptispévek. Zda se, Ze M3 receptory jsou
nezbytné dilezité pro spravnou regulaci spanku, pfesnéji feceno jeho REM faze
(Goutagny et al., 2005; Sakai a Onoe, 1997). U mys$i bez funkénich Mj; receptorti
dochézi ke zkraceni celkové doby trvani REM spanku a navic se u nich objevuji
poruchy v theta rytmu (maxima dosahuji niz§ich hodnot). Vypada to, Ze M3 receptory
exprimované v CNS hraji téz roli v regulaci ristu, protoze mysi se selektivni absenci
M3 receptorti v mozku vykazuji trpasli¢i vzrust a snizenou hladinu riistového hormonu
v séru (Gautam et al., 2009).

Krom¢ jiz zminéné funkce muskarinovych Msj receptorii coby regulatora
produkce slin se tyto podtypy na periferii vyznacuji dal$imi dtlezitymi funkcemi. Jde
kupiikladu o acetylcholinem zprostfedkovanou kontrakci hladké svaloviny. In vitro
pokusy ukazaly, ze hladkd svalova tkan odebranda z mysi bez M3 receptorii (napf.
z mo¢ového méchyfte, prudusnice ¢i zluéniku) se vyznacuje mensi kontraktilni odpovédi

na karbachol nez kontrolni tkan. Je ovSem dilezité¢ doplnit, Ze acetylcholin vyvolava
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kontrakce hladké svaloviny i soucasnym pusobenim na M; receptory. In vivo jsou
u mysi bez M3 receptort patrné rozsifené zornice, coz podporuje predchozi pozorovani,
ze tonus sveéraCe zornice je udrzovan tonickou aktivaci Mjs receptorti (Matsui et al.,
2000). M3 receptory v P buikach slinivky bfiSni hraji ddlezitou roli v udrzovani
normdlni hladiny glukézy v krvi, protoze mysi bez funkénich Mjs receptori (pouze
V B bunkéch slinivky) maji ndpadné zhorSenou toleranci glukozy a vyluovani inzulinu
(Gautam et al.,, 2006). Tyto podtypy mAChR se rovnéz ucastni acetylcholinem
stimulované sekrece HCI v parietalnich buitkach zaludku vzhledem k tomu, ze u mysi
neexprimujicich M3 receptory je regulace této sekrece vyznamné narusena (Aihara et
al., 2005). V neposledni fadé bylo ukazano, ze M3 receptory rovnéz stoji za modula¢ni

roli acytelcholinu v regulaci migrace keratinocytli a hojeni ran (Chernyavsky et al.,

2004).

1.4.3.4 Funkce M, receptorti

Ve srovnani s M, receptory maji My receptory velkou hustotu vyskytu v CNS.
Podobné jako M, receptory se i My podtypy mAChR uplatiuji pifi snizeni vnimani
bolestivych podnétti, ackoli role M, receptort je v tomto ohledu dominantni (Duttaroy
et al., 2002). Znac¢nou Cast My receptorti, podobné jako u M, receptorti, predstavuji
presynaptické autoreceptory ucastnici se kontroly vylevu acetylcholinu z cholinergnich
zakonceni. Na rozdil od M, receptorti zastavaji tuto regula¢ni tlohu ptfedevSim ve
striatu (Dolezal a Tucek, 1998; Lazareno et al., 2004; Zhang et al., 2002a). Rovnovaha
mezi cholinergni a dopaminergni neurotransmisi ve striatu je nezbytnym piedpokladem
pro spravnou koordinaci pohybu a aktivace striatdlnich muskarinovych receptort
napomahd uvoliiovani dopaminu ve striatu, protoZe ve srovnani s kontrolnimi zviraty
neni u transgennich my$i bez Mj receptorti patrny vylev dopaminu po aplikaci
oxotremorinu (Zhang et al., 2002b). Jak jiz bylo zminéno, M, receptory jsou zapojené
do kontroly lokomoce. Mysi bez funkénich My receptorii vykazuji statisticky vyznamny
narist bazalni pohybové aktivity a navic po podani agonisty D; dopaminergnich
receptortl je nartst pohybové aktivity jesté¢ vyrazné posilen. Tyto poznatky podporuji
predstavu, ze striatdlni M, receptory maji inhibi¢ni ucinek na D; receptory
stimulovanou pohybovou aktivitu (Gomeza et al., 1999b). V nucleus accumbens, které
je soucasti striata, se umysi vlivem absence My receptorli zvySuje bazalni hladina

dopaminu. Také se u téchto zvitat projevuje zvySena citlivost na psychostimulacni latky
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(napf. amfetamin), jejichz podani posiluje vylev dopaminu mnohem vice nez
u kontrolnich zvitat (Tzavara et al., 2004). U mysi neexprimujicich My receptory neni
antagonista mAChR skopolamin schopen tlumit haloperidolem vyvolanou strnulost
(Karasawa et al., 2003), coz se povazuje za nadéjné z pohledu antagonisti M4y mAChR
jako 1é¢iv na Parkinsonovu chorobu. Rovnéz se ma za to, Ze se My receptory ucastni
kontroly antipsychotického chovani, protoze mysi bez funkénich My receptort vykazuji

vyssi citlivost na psychomimetikum fencyklidin (Felder et al., 2001).

1.4.3.5 Funkce Ms receptort

Ms receptor je poslednim z muskarinovych receptord, ktery byl naklonovan,
a jeho fyziologicka funkce zlstavala pomérné dlouho nejasna (Bonner et al., 1988). Je
znamo, 7ze aktivace centralnich cholinergnich neuronti hraje duleZitou roli v regulaci
relaxace a kontrakce cév a také prutoku krve v riznych ¢astech mozku (Hamel, 2004;
Sato et al., 2004). A tedy, Ze naruSena signalizace jak prostiednictvim neuronalnich, tak
1 cévnich mAChR mulze piispivat ke zhorSovani paméti spojené s progresi
Alzheimerovy choroby. M4 se za to, Ze pro spravnou funkci cév jsou velice podstatné
pravé Ms receptory. Svédéi pro to jednak jejich vyskyt v endotelu i svaloving
mozkovych cév (Tayebati et al., 2003), ale také wvysledky pokusi s mySmi
neexprimujicimi tyto receptory. V mozcich téchto mysi ztraci acetylcholin schopnost
roztahovat mozkové tepny a tepénky. Tento efekt je specificky pro cévni fecisté
v mozku, protoze dilatace cév mimo mozek prostfednictvim acetylcholinu zlstava
neporusena (Yamada et al., 2001b). Uzitim in vivo magnetické rezonan¢ni angiografie
bylo zjisténo, Ze se tyto mysi vyznacuji trvalou konstrikei cerebralnich tepen. Dale 1ze
unich pozorovat omezeny prutok krve v mozkové kufe, hipokampu, bazalnich
gangliich ¢i talamu. V hipokampalnich pyramidovych neuronech je tato dysfunkce dale
spojena se snizenym poctem dendritickych trnl, dendritickou atrofii a poklesem
spontanni excita¢ni aktivity. Navic jsou u téchto mySi naruSené pamétové procesy
spojené s hipokampem (Araya et al., 2006). Kromé toho se Ms receptory nachazeji
V pars compacta ¢erné substance, ze které vychazi dopaminergni inervace striata a ktera
je zdrojem striatalniho dopaminu. Ztrata Ms mAChR vede ke snizeni vylevu dopaminu
vyvolané¢ho stimulaci tkan¢ muskarinovym agonistou. Maximalni vylev dopaminu
ovSem ziistdvad nenaruSen, coZ naznacuje, Ze se na posilovani uvoliiovani dopaminu

podileji i dalsi podtypy mAChR (Yamada et al., 2001b). Diky tomu, Ze jsou Ms
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receptory schopny modulovat vylev dopaminu, ma jejich funkce také vliv na projevy
chovani (pocit uspokojeni) vyvolané podanim opiatd idalSich drog zpisobujicich
zavislost. ,,Uspokojujici efekt morfinu je vyrazné niz§i umysi bez funkcnich
Ms receptori. Kromé toho jsou u téchto mysi vyrazné redukovany i abstinencni
ptiznaky indukované podanim naloxonu, coZ je kompetitivni antagonista pu-opioidnich
receptord. Naproti tomu analgetické ucinky morfinu zistavaji u téchto mysi nezménény
(Basile et al., 2002). Ani kokain nema tak silné povzbuzujici u¢inky na mysi
neexprimujici Ms receptory a abstinen¢ni pfiznaky po jeho vysazeni jsou u téchto mysi

mén¢ zavazné, nez je tomu u divokych typti mysi (Fink-Jensen et al., 2003).

Tabulka 1.3: Prehled prevazujici lokalizace muskarinovych receptorti spoleéné
s funkcemi, které jednotlivé podtypy mAChR v mozku zastavaji

Podtyp Lokalizace v mozku Funkce
M mozkova kura, hipokampus, procesy uceni a paméti (kognitivni funkce),
1 : , . h
striatum dlouhodobé potenciace v hipokampu
mozecek, prodlouzena micha, autoreceptory regulujici vylev ACh (hlavné v
M, Varollv most, hypotalamus, mozkové klre a hipokampu), pamét, regulace
talamus, hipokampus télesné teploty, vnimani bolesti
limbicky systém, striatum, regulace pfijmu potravy, spravny pribéh REM faze
M3z hipokampus, pfedni jadra spanku, télesny rast
talamu, Varoldv most
M mozkova kura, hipokampus, autoreceptory regulujici vylev ACh (hlavné ve
4 striatum striatu), vnimani bolesti, kontrola lokomoce
. _ regulace pritoku krve mozkovymi cévami, pocity
striatum, Cerna substance, s oo . oy .
Ms uspokojeni po poziti drog a abstinen¢ni projevy po

ventrotegmentalni oblast .
vysazeni

35



15

Farmakologie muskarinovych receptort a lidska onemocnéni

Velkou ptekazkou pro nalezeni jakychkoli selektivnich ligandii muskarinovych

receptor vhodnych do klinické praxe je vysoky stupennt homologie ortosterického

vazebného mista mezi jednotlivymi podtypy mAChR. Alternativni pfistup spociva

Vv zaméteni se na alostericka ¢i ektopickd mista, kterd jsou daleko méné strukturné

konzervovana. Tyto vice ¢i méné selektivni alosterické a bitopické ligandy znacné

roz§ifuji budouci terapeutické moznosti, které davaji nadéji kuptikladu pacientim

postizenym zavaznymi neurodegenerativnimi ¢i psychiatrickymi onemocnénimi, které

jsou Vv soucasnosti 1é¢itelné jen velmi omezené. Tabulka 1.4 poskytuje piehled moznosti

ovlivnéni funkce muskarinovych receptorti.

Tabulka 1.4: Priklady terapeutickych moznosti ovlivnéni funkce muskarinovych
receptora.
Oznaceni Mechanismus pusobeni Cil (podtyp  Indikace
receptoru)
- Alzheimerova choroba
inhibice . o .
S . . (s memantinem jedin& zatim
inhibitory acetylcholinesterazy e s . ,
ek 7 << nespecifické | schvalena terapeutika), zeleny
AChE Stépici Ach — vysSi X . . : /
pusobeni zakal, Myastenia gravis,
koncentrace ACh )
o e Parkinsonova choroba, poruchy
v synaptické Stérbiné . -,
spanku a dalSi
selektivni stimulace (nebo pozitivni M; Alzheimerova choroba, Sjogrenav
agonisté alostericka modulace) syndrom
(nebo jednoho nebo vice podtypl M schizofrenie, snizeni vnimani
pozitivni mAChR s Zadnym nebo 4 bolesii '
alosterické minimalnim ovlivnénim
modulatory) | ostatnich podtypt
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M, snizeni sekrece HCI v zaludku
M, Alzheimerova choroba,
oo schizofrenie, srde¢ni arytmie
blokovéani jednoho nebo o
lektivni vice podtypti MAChR s Ms hyperaktivni mo&ovy méchyfr,
SEleKtivil ~ 5 4dnym nebo minimalnim chronicka obstrukéni plicni choroba
antagoniste . Cx oo Ostatnich (schvaleno pro klinické pouZiti),
podtypt syndrom drazdivého tracniku
M, Parkinsonova choroba
Ms ischemie v mozku, drogova

zavislost

Upraveno dle: Eglen et al., 2005.
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1.5.1 Alzheimerova choroba

Alzheimerova choroba (AD) je progresivni neurodegenerativni onemocnéni
projevujici se celou fadou kognitivnich poruch vcetné¢ postupné se zhorSujicich
pamétovych schopnosti. Jednd se o nejbéznéji diagnostikovany typ demence
a v soucasnosti postihuje ptiblizné 44 miliont lidi na celém svété (Prince et al., 2014).
Kromé neduhti spjatych se zhorSujicimi se kognitivnimi funkcemi trpi lidé s AD rovnéz
poruchami chovani zahrnujicimi Gzkosti, deprese a psychdézy (Grossberg, 2003).
Pokrocily vek je hlavnim rizikovym faktorem rozvoje této choroby, nebot’ se obvykle
projevuje az po 60. roce zivota jedince. S ohledem na neustale rostouci primérny vék
lidské populace zejména v rozvinutych zemich se ocekava, ze v horizontu 15 let se
pocet nemocnych AD zdvojnasobi (Prince et al.,, 2014). Alzheimerova nemoc
Vv pokrocilé fazi predstavuje nejen naprosty rozklad osobnosti postizeného cloveka, ale
také znacné emocionalni (a v neposledni fad¢ i financni) bfemeno pro rodinu a dalsi
pecujici osoby.

Charakteristickymi znamkami onemocnéni jsou neuritické plaky vznikajici
shlukovanim peptidu amyloidu B (AB) a neurofibrilarni klubicka tvofena
hyperfosforylovanym proteinem tau (Hardy a Higgins, 1992; Selkoe, 1991). Na zakladé
nalezl neuritickych plakd v mozcich lidi nemocnych AD byla zformulovana hypotéza
amyloidové kaskady, ktera predpokladd, ze postupna tvorba AP plaki vede
Kk zanétlivym procesim v mozku a z nich pramenici dysfunkci a odumirani neuront.
K nejhlife zasazenym castem mozku patfi mozkova kiira a hipokampus, tedy oblasti
zapojené do kognitivnich procest (Braak a Braak, 1991). Panuje vSeobecnd shoda
V tom, Ze naruSeni cholinergni neurotransmise je do zna¢né miry zodpovédné jak za
kognitivni poruchy, tak i za poruchy chovani vyskytujici se u pacientii s AD (Woollf,
1996). Mozky nemocnych AD se vyznacuji rozsahlou degeneraci cholinergnich axonli
pfedniho mozku vcetné téch, které inervuji mozkovou kliru a hipokampus, coz se stalo
podkladem pro vytvofeni cholinergni hypotézy AD (Bartus et al., 1982; Davies
a Maloney, 1976; Whitehouse et al., 1982). Krom¢ toho podani neselektivnich
antagonisti muskarinovych receptori zplsobuje nebo prohlubuje kognitivni potize
u laboratornich zvitat (Pazzagli a Pepeu, 1965), lidi trpicich AD a stejné tak u zdravych
mladych i starych kontrolnich osob (Rusted a Warburton, 1988; Sunderland et al.,
1987), coz také podporuje ditleZitou roli mAChR v kognitivnich procesech.
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Mezi prvorada 1éCiva zaméfend na zmirnéni pfiznaki AD patii v soucasnosti
inhibitory acetylcholinesterazy, které svym ucinkem zpomaluji rozklad acetylcholinu,
atim posiluji cholinergni neurotransmisi (Mufioz-Torrero, 2008). A& jsou hojné
pouzivana, maji celou fadu vedlejSich ulinki pramenicich z neselektivni stimulace
cholinergniho pfenosu, mezi néz patii napf. prijem, nadmémd produkce slin nebo
bradykardie. Tyto funkéni nedostatky inhibitord acetylcholiesterazy nejsou prekvapivé,
kdyz vezmeme v uvahu, Ze ucinkuji na synapsich vSech cholinergnich zakonceni
kterékoli télni tkané. Navic se ukézalo, Zze lécba inhibitory acetylcholinesterazy
vykazuje pomérné¢ nizkou (nebo dokonce zadnou) ucinnost u 75 % pacienti s AD
(Giacobini, 2000), coz je pravdépodobné zpusobeno rozsadhlou degeneraci axont
cholinergnich neuronit v mozku, kterd je jednim z palc¢ivych projevli progrese
onemocnénti.

Posileni kognitivnich funkci bez negativnich vedlejsich uc¢inki by bylo mozné
docilit selektivni aktivaci M; muskarinovych receptort, které jsou, jak jiz bylo uvedeno
v této 1 pfedchozich kapitolach, nezbytné pro spravny chod uceni a paméti. Naznacily to
jiz zminéné pokusy s transgennimi myS$mi s vyfazenymi M; receptory (Anagnostaras et
al., 2003; Miyakawa et al., 2001), u nichz byly narusené kognitivni funkce ¢i
dlouhodoba potenciace v hipokampu. Navic u mysi vyznacujicich se AP plaky vedlo
vyfazeni M; receptori ke zrychleni tvorby A, coz dava tusit, Ze by jejich selektivni
agonista mohl nemocnym prospét i co do zpomaleni tvorby neuritickych plakt (Davis et
al., 2010). Krom¢ toho zistavaji tyto receptory pomérné¢ dobie zachovany i v pozdnich
fazich nemoci, 1 kdyz jejich schopnost aktivace se zhorSuje s tim, jak nemoc postupuje
(Jani¢kova et al., 2013; Machova et al., 2008; 2010; Tsang et al., 2006).

Bylo jiZ nalezeno n&kolik M; selektivnich agonistl, které byly nasledné
podrobeny jak in vitro, tak in vivo testim zjistujicim jejich potencialni pouzitelnost
zejména co se tyce posileni kognitivnich funkci (Caccamo et al., 2006; Fisher, 2012;
Shannon et al., 1994). Co do klinickych zkousek se nejdale dostal xanomelin, ktery byl
podavan pacientim s AD, u kterych bylo zaznamenano jak zlepSeni kognitivnich
funkci, tak i Ubytek poruch chovani charakteristickych pro AD. Na druhou stranu si
pacienti stéZzovali na ¢etné vedlejsi tcinky, které vedly k tomu, zZe xanomelin nemohl
byt vpustén do praxe jako léc¢ivo (Bodick et al., 1997a, b). Xanomelin, kterému se
vénuje tieti kapitola literarniho pfehledu a témét celd experimentdlni cast této
dizerta¢ni prace, vykazuje funkéni selektivitu hlavné pro My, ale také pro M, podtypy

mAChR. Radi se mezi bitopické ligandy muskarinovych receptorti a je unikatni diky
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své schopnosti vazat se na vSechny podtypy mAChR tzv. neodmyvatelnou vazbou
(Christopoulos et al., 1998; Jakubik et al., 2002; 2006). Bitopickym mechanismem
ucinku se vyznaCuje i dal§i agonista funkéné selektivni pro M; receptory, a to
77-LH-28-1 (1-[3-(4-butyl-1-piperidinyl)propyl]-3,4-dihydro-2(1H)-quinolinone), ktery
u zvifat pusobi antipsychoticky a posiluje kognitivni funkce (Langmead et al., 2008;
Tab. 1.1). | alostericky agonista TBPB (1-(1'-2-methylbenzyl)-1,4'-bipiperidin-4-yl)-
1H-benzo[d]imidazol-2(3H)-one) je selektivni pro M; receptory a v preklinickych
studiich podobné jako 77-LH-28-1 vykazoval antipsychotické G¢inky. V pokusech in
vitro na bunécnych kulturach bylo zaznamenano, ze TBPB rovnéz snizuje produkci
B-amyloidu (Jones et al., 2008). Co se tyce specifické aktivace M receptort, studuji se
| pozitivni alosterické modulatory, jako napi. BQCA (benzyl quinolone carboxylic
acid). Pro BQCA je charakteristicka vysoka selektivita pro M a zadny ucinek na M, az
Ms podtypy mAChR. U mysiho modelu AD dokaze BQCA zvratit skopolaminem
vyvolané nedostatky v kontextualnim strachovém podminovani ¢i pieucovani zavislém

na prefrontélni kiife (Ma et al., 2009; Shirey et al., 2009).

1.5.2 Schizofrenie

Schizofrenie je zavazné psychiatrické onemocnéni charakteristické celou Skéalou
pozitivnich a negativnich symptomi a také naruSenim kognitivnich funkci. Trpi jim
pfiblizn€ 1 % populace (Bhugra, 2005). Nastup symptoml se obvykle odehrava jiz
Vv pomérné mladém véku, tedy v obdobi ohrani¢eném dospivanim a mladsi dospélosti
(obvykle pted dosazenim 30 let). Existuji zna¢né rozdily v charakteru piiznaki
u jednotlivych pacienti se schizofrenii a neurobiologie onemocnéni je znacné spletita.
Typickymi psychotickymi zndmkami onemocnéni jsou pozitivni symptomy zahrnujici
sluchové halucinace, pieludy ¢i zmatené mySleni a fe€. Schizofrenici také trpi
negativnimi symptomy jako ztratou schopnosti prozivat radost ¢i obtizemi v navazovani
socidlnich vztahtli, jakoz 1 kognitivnimi poruchami v oblasti pracovni paméti nebo
pozornosti. Navic mohou byt uvedené piiznaky doprovazeny poruchami nélady
a zavislosti na psychoaktivnich latkach, které postihuji 40-80 % lidi trpicich
schizofrenii (Tollefson et al., 1998; Westermeyer, 2006).

Pfi¢iny schizofrenie zUstavaji prozatim neobjasnéné. Ma se vSak za to, ze
vyraznou roli hraje naruseni dopaminergni neurotransmise. Z tohoto poznatku vychazi

dopaminergni hypotéza rozvoje onemocnéni, ktera pficitd pozitivni symptomy
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zvySenému dopaminergnimu pifenosu ve striatu a mezolimbické draze, zatimco
negativni symptomy pfipisuje snizenému dopaminergnimu pienosu v prefrontalni kaie
a mezokortikalni draze (Davis et al., 1991). Dopaminergni neurotransmise neni jedina,
kterd v mozku schizofrenikti nefunguje spravné. Sviij podil zde patrné ma i dysfunkce
cholinergniho pienosu. M; receptory jsou zasadné dulezité pro spravnou funkci paméti i
uceni (Anagnostaras et al., 2003; Miyakawa et al., 2001) a My receptory se v mozku
mimo jiné ucastni kontroly hladiny dopaminu (Tzavara et al., 2004).

Lécba schizofrenie spociva v soucasnosti v podavani typickych a atypickych
antipsychotik, ktera pisobi na dopaminergni systém, a to hlavné na D, receptory. Tyto
terapeutické postupy c¢astecné potlacuji pozitivni symptomy schizofrenie (Sawa
a Snyder, 2003), ale jsou jen ¢aste¢né ucinné (nebo Uplné bez Uc¢inku) co do zmirnéni
negativnich symptomu a kognitivnich nedostatkt, které mohou postizené osoby vyradit
ze spolecenského deéni (Hill et al., 2010; Murphy et al., 2006).

Zda se, ze My receptory by mohly pfedstavovat nadéjny cil nové generace
antipsychotik. Podporuji to napf. vysledky Klinickych studii s xanomelinem,
selektivnim agonistou M; a M, muskarinovych receptort. Podani xanomelinu
pacientiim se schizofrenii tlumi jejich psychotické symptomy onemocnéni (Shekhar et
al., 2008). U zvifat s vyfazenou subpopulaci My receptorti (na neuronech exprimujicich
dopaminergni D receptory) xanomelin antipsychoticky neptsobi (Dencker et al., 2011).
Také selektivni alosterické modulatory M, receptorii by se za timto ucelem mohly
uplatnit. Naznacuji to napt. pokusy se slou¢eninami nazyvanymi VU0152100 (3-amino-
N-(4-methoxybenzyl)-4,6-dimethylthieno[2,3-b]pyridine carboxamide) a \VU0152099
neboli (3-amino-N-(benzo[d][1,3]dioxol-5-ylmethyl)-4,6-dimethylthieno[2,3-b]pyridine
carboxamide). Ob¢ tyto latky dokazi u zvifecich modeli u¢inné zvratit amfetaminem
vyvolanou hyperlokomoci, coZ je brano jako zndmka antipsychotického pulisobeni
(Brady et al., 2008). 1 dalsi alostericky modulator, LY2033298, neboli 3-amino-5-
chloro-6-methoxy-4-methyl-thieno(2,3-b)pyridine-2-carboxylic acid cyclopropylamide),
vykazuje dobrou ucinnost u preklinickych modelt psychdz, jedna se kuptikladu
0 apomorfinem vyvolané naruSeni prepulzni inhibice Ulekové reakce (Leach et al.,

2010).
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1.5.3 Parkinsonova choroba

Parkinsonova choroba (PD) je neurodegenerativni onemocnéni, které postihuje
pfiblizné 1 % populace star§i 60 let (de Lau a Breteler, 2006). Projevuje se hlavné
klidovym tfesem, celkovym zpomalenim pohybti, ztuhlosti a poruchami chize. Mezi
dalsi typické ptiznaky patii také poruchy chovani (napf. apatie) a naruseni kognitivnich
funkci (Chaudhuri a Schapira, 2009).

Podobné¢ jako u schizofrenie, také u PD hraje naruSeni dopaminergni
neurotransmise vyraznou roli v patogenezi onemocnéni. Konkrétné dochdzi k odumirani
dopaminergnich neuronil v pars compacta ¢erné substance a hromadéni Lewyho télisek
(neuronalnich inkluzi obsahujicich amorfni hmotu a proteiny cytoskeletu) uvnitf
neuront. Vzhledem k tomu, Ze hladina dopaminu ve striatu je pfi onemocnéni PD
znaén¢ snizend, soucasnd farmakoterapie je zaméfend hlavné na posileni
dopaminergniho pfenosu (Meissner et al., 2011). Podévani prekurzoru dopaminu
zvaného levodopa je standardnim léfebnym opatfenim u pacienti s PD, ale
V dlouhodobém méritku ma vedlej$i ucinky spocivajici v kolisdni stavu hybnosti
a mimovolnich pohybech, coz mimo jiné souvisi s kratkym polo¢asem Zivota levodopy
(Fox a Lang, 2008; Olanow et al., 2009).

K patogenezi PD vyrazné ptispiva i degenerace cholinergnich neuront v mozku.
Dokonce bylo pozorovano, ze muze byt jesté¢ vétSiho rozsahu nez u Alzheimerovy
choroby (Bohnen et al., 2003). NaruSeni cholinergni neurotransmise ma u nemocnych
PD cetné nasledky, ke kterym kromé jiného patii kognitivni nedostatky, nebot
ptiznaky demence (Aarsland a Kurz, 2010). Je rovnéZz dobife zndmo, Ze dopaminergni
a cholinergni systémy v mozku spolu tzce funkéné souvisi. Ztradta dopaminergni
inervace striata vede ke zvySeni hladiny acetylcholinu v této ¢asti mozku, coZ pfispiva
K rozvoji problémt s motorikou (Barbeau, 1962).

Cholinomimetiky vyvolany tfes cCelisti u hlodavci se vyuZivd jako model
klidového tiesu typického pro PD. Mysi s vyfazenymi My receptory vykazuji vyrazné
mensi tfes Celisti (Salamone et al., 2001). Kromé toho tropicamid, antagonista
muskarinovych receptorii do jist¢é miry selektivni pro M podtypy inhibuje tresavé
pohyby celisti u hlodavct (Betz et al., 2007). Zda se tedy, Ze antagonisté nebo negativni
alosterické modulatory My, receptorti by se mohli potencialné vyuzivat pro zmirnéni

ttesu u lidi s PD. A agonist¢ M; receptori by zase mohli pfispét ke zmirnéni
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kognitivnich nedostatkl, které Parkinsonovu chorobu rovnéz provazi. Dulezitost
selektivniho ovlivnéni muskarinovych receptori potvrzuje i zjisténi, ze dlouhodobé
podavani muskarinovych antagonisti pro sniZzeni motorickych symptomu pti 1é¢eni PD
zpusobuje vyrazny narast amyloidovych plakli a neurofibrildrnich klubicek, které jsou

typické pro AD (Perry et al., 2003).
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CiLE DIZERTACNI PRACE

Zjistit, jaké jsou rozdily v okamzitych a dlouhodobych uéincich xanomelinu na

jednotlivé podtypy muskarinovych receptort.

Objasnit, jak ortostericky antagonista NMS ovliviiuje vznik neodmyvatelné vazby
xanomelinu na muskarinové receptory a jaky vliv ma na Uc¢inky neodmyvatelné

navazaného xanomelinu.
Porovnat kinetiku tvorby neodmyvatelné vazby xanomelinu na jednotlivych

podtypech muskarinovych receptort a i¢inky neodmyvatelné vazby xanomelinu na

pocet receptorii v membrang.
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3 MATERIAL A METODY

3.1 Bunééna kultura

Fibroblasty z vaje¢nikti zlatého kiecka (CHO cells; Chinese hamster ovary cells)
stabiln¢ exprimujici jednotlivé podtypy lidskych mAChR jsme ziskali z Missouri S&T
cDNA Resource Center (Rolla, MO, USA). Buriky jsme péstovali v médiu dle Eagla
v Dulbeccové modifikaci (DMEM; Dulbecco's modified Eagle medium; Sigma-Aldrich,
Ceska republika) obohaceném 10% fetalnim telecim sérem (Biochrom GmbH, Berlin,
Némecko) a 0,005% selekénim antibiotikem geneticinem (G418, TOKU-E B.V.,
Rotterdam, Nizozemi). Na mikrofluorimetrické pokusy jsme nasadili ptiblizné
250 000 bunék na mikroskopicka sklicka s primérem 24 mm (Karl Hecht KG,
Sondheim, Némecko) v 30mm Petriho miskach (Corning, Baria s.r.0., Ceska republika)
obsahujicich 3 ml DMEM a nechali rast 3 dny. Pro vazebné pokusy jsme nasadili do
Sestijamkovych desticek (primér jamky 34 mm) 100 000 bun¢k do kazdé jamky, ptidali
3 ml DMEM a nechali rtst 4 dny.

3.2 Chemikalie

Plazmid obsahujici cDNA pro lidsky G-protein Gy potiebny na piechodnou
transfekci byl od spolecnosti Invitrogen (Carlsbad, CA, USA). Ostatni latky na
pfechodnou transfekci (OptiMEM® a Lipofectamine) jsme zakoupili u GibcoBRL
(Gaithesburgh, MD, USA). Fura 2-AM na mikrofluorimetricka méfeni byla od firmy
Molecular Probes-Invitrogen (Carlsbad, CA, USA). Furu 2-AM jsme rozpustili
v dimetylsulfoxidu (DMSO; Sigma, St. Louis, MO, USA) na koncentraci 2 mM
asmichali v poméru 1:1 s 20% detergentem Pluronic P68 (Sigma-Aldrich, Ceska
republika). Modifikovany Krebsiv roztok (Krebsiv HEPES pufr, KHB; kone¢né
koncentrace v mM: NaCl 138; KCI 4; CaCl;, 1,3; MgCl;, 1; NaH,PO, 1,2; HEPES 20;
glukéza 10; pH 7,4) s 1mM probenecidem nebo bez probenecidu (Serva
Feinbiochemica, Heidelberg, Némecko) jsme pouzivali na promyvéani bunék. Ligandy
muskarinovych receptort karbachol a N-metylskopolamin jsme zakoupili u spole¢nosti
Sigma (St. Louis, MO, USA) a xanomelin u Eli Lilly & Company (Indianapolis, IN,
USA). Radioaktivné znaCeny antagonista metyl[3H]Sk0p0|amin (PHINMS) byl od
firmy Amersham (Little Chalfont, Buckinghamshire, Spojené kréalovstvi). Tyto ligandy

jsme rozpoustéli ptimo v KHB, pokud neni uvedeno jinak.
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3.3 Prechodna transfekce

Za ucelem prechodného vneseni dodate¢né genetické informace do CHO bunc¢k
jsme vyuzili tzv. lipofekci (Felgner et al., 1987). Spociva v zavedeni genetického
materidlu do bunky prostiednictvim liposomt neboli vacki, které snadno splyvaji
s plazmatickou membranou cilové bunky. Pouzili jsme kationtovy lipid Lipofectamine,
ktery nukleové kyseliné umozniuje prostoupit plazmatickou membranou do cytoplazmy.

Pro transfekci CHO bunék ¢cDNA pro a-podjednotku lidského G-proteinu Gig
jsme (pfi pouziti Sestijamkové desticky) rozpustili 5 pg cDNA v 2,5 ml OptiMEM®
a soucasné jsme rozpustili 50 pl Lipofectaminu ve 2,5 ml OptiMEM®. Po 5 minutach
obcCasného promichdvani jsme spojili oba roztoky dohromady (kone¢na koncentrace
byla 1 ug cDNA a 10 pl Lipofectaminu na 1 ml roztoku), promichali a inkubovali
20 minut pfi pokojové teploté za obasného michani. Mezitim jsme z jamek s buitkami
odsali DMEM a omyli bunky sterilnim PBS (izotonicky roztok NaCl s fosfatovym
pufrem; Phosphate Buffered Saline). Poté jsme do kazdé jamky k buiikam piidali 0,8 ml
smési cDNA a Lipofectaminu. Nasledovala Sestihodinova inkubace pii 37 °C a po
uplynuti této doby jsme do vSech jamek napipetovali 2 ml ohifatétho DMEM. Po
48 hodinéch byly bunky pfipravené na pokus.

3.4 Stanoveni koncentrace nitrobunééného vapniku rychlou

mikrofluorimetrii

Koncentraci nitrobunéénych vapenatych iontl v Zivych bunkach lze méfit
pomoci fluorescenénich sond, mezi néz patii 1 Fura 2 (Grynkiewicz et al., 1985) pouzita
1 v mé dizertacni préci. Vlastni méfeni je zaloZeno na schopnosti sondy ménit excitacni
spektrum v zavislosti na tom, je-li volna nebo vaze vapenaté ionty. Vzorek je stiidavé
excitovan svétlem o vinové délce 340 nm, pfi které ma maximum excitace Fura 2
vazajici vapenaté ionty, a svétlem o vlnové délce 380 nm, pii které ma maximum
excitace volnd Fura 2. ZvySovani poméru intenzity fluorescence naméfené pii 510 nm
po excitaci pfi 340 nm ku intenzité naméfené po excitaci pfi 380 nm tak odrazi
zvySovani koncentrace volného vapniku v buiice a naopak.

Fura 2 je nabita molekula, coz s sebou nese fakt, ze téméf neprostupuje
plazmatickou membranou. Z tohoto divodu byla vytvofena neutralni forma, ktera
dokaze membranou projit. Oznacuje se jako Fura 2-AM (acetoxymetylester), lze ji

pfidat piimo do média a tim obarvit velké mnozstvi bun€k najednou.
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Mikrofluorimetrickd méfeni jsme provadéli na CHO buikdch trvale
exprimujicich jednotlivé podtypy muskarinovych receptorti, a to 3 nebo 4 dny po
nasazeni na sklicka. Abychom docilili dobie méfitelnych vapnikovych odpovédi 1 u My
a M, receptori, transfekovali jsme buiky trvale exprimujici sudé podtypy
muskarinovych receptori cDNA pro oa-podjednotku lidského G-proteinu Gy, jak jiz
bylo popsdno vysSe. V den pokusu jsme buiky dvakrdit omyli KHB a potom
pfedznacovali SuM Furou 2-AM v KHB s pfidavkem 1mM Pluronic P68 po dobu
1 hodiny pii 37 °C. Po piedznaceni jsme bunky opét dvakrat omyli KHB a vlozili do
promyvaci komtrky pfipevnéné ke stolku invertovaného fluorescen¢niho mikroskopu
Olympus 1X-90. Trubic¢ku aplika¢niho systému pro superfusi médiem, ktery umoziuje
rychlou vyménu médii (Dittert et al., 2006), jsme umistili na okraj zorného pole
a odsavaci trubicku na jeho protilehly okraj. Méteni jsme provadéli pfi teploté mistnosti
klimatizované na 27 °C. Mikroskop byl propojen pfes CCD kameru k pocitacéi
vybavenému softwarem Metafluor 2.0 (Visitron Systems GmbH, Puchheim, Némecko)
urCenému ke snimdni obrazu a jeho analyze. Pro snimdni jsme pouzivali kostku
s excitacnim filtrem s uzkym péasmem propustnosti (330—385 nm) a Sirokopasmovym
(> 420 nm) emisnim filtrem. Excita¢ni vinové délky na monochromatoru jsme nastavili
na 340 nm a 380 nm. Kazdou dvojici (par) obrazku (po excitaci 340 nm a 380 nm) jsme
snimali celkem 200 ms s frekvenci 2 parti obrazk za sekundu, pokud neni uvedeno
jinak. VZdy jsme ulozili obraz celého zorného pole a analyzovali jednotlivé bunky az po
skonCeni méteni. Nejtmavsi oblast neobsahujici Z&dné buiky jsme brali jako pozadi
fluorescence a odecetli ho od vS§ech naméfenych hodnot.

V naSich pokusech jsme pouzili celkem tfi schémata métfeni hladiny
nitrobunééného vapniku. Prvni schéma mélo za cil ukéazat rozdily v dlouhodobych
ucincich xanomelinu po kratkém vystaveni jednotlivych podtypit mAChR tomuto
agonistovi. Nejprve jsme provedli kontrolni stimulaci 300nM karbacholem trvajici 5 s.
Po 3 minutich promyvani KHB jsme bunky stimulovali 10uM xanomelinem, a to 1, 3
nebo 10 minut. Nasledné jsme sledovali zmény hladiny nitrobunééného véapniku
V nepiitomnosti xanomelinu po dobu 1 hodiny. Na samotném konci méfeni jsme jesté
jednou aplikovali 300nM karbachol na 5 s. Kontrolni pokusy s lehce pozménénym
schématem jsme provedli, abychom zjistili rozdily v G¢incich neodmyvateln¢ vazané¢ho
xanomelinu a klasickych agonistli karbacholu, oxotremorinu a pilokarpinu. V téchto
méfenich jsme nejprve stimulovali receptory 300nM karbacholem a poté buiky

3 minuty promyvali KHB. Poté jsme 1 hodinu aplikovali 1uM karbachol,
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1uM oxotremorin nebo 3uM pilokarpin a nasledné jsme buiiky promyvali 30 minut
samotnym KHB. Kratce pfed koncem pokusu jsme opét provedli kontrolni
10s stimulaci 300nM karbacholem.

Druhé meéfici schéma meélo za cil studovat Uc¢inky antagonisty NMS na
opozdénou odpoveéd receptorti na (neodmyvatelné navazany) xanomelin. Po kontrolni
5s stimulaci 300nM karbacholem jsme builkky 5 minut promyvali KHB a potom je
20 s stimulovali 10uM xanomelinem. Po opétovném dvouminutovém promyvani KHB
jsme buiiky na 2 minuty vystavili 10uM NMS a nasledné jest¢ 4 minuty promyvali
KHB.

Tteti schéma bylo zaméfené na ucinky antagonisty NMS na okamzitou odpovéd’
receptori na xanomelin a na aktivaci receptori neodmyvatelné navdzanym
xanomelinem. Po pocate¢ni kontrolni stimulaci 300nM karbacholem (10 s) jsme bunky
exprimujici M;—M, receptory promyvali 5 minut KHB a poté na né aplikovali
10uM NMS po dobu 3 minut. Béhem druhé minuty aplikace NMS jsme do média
ptidali navic na 1 minutu 10uM xanomelin. Nakonec jsme butiky 3 minuty promyvali
samotnym KHB. V piipad¢ bunék exprimujicich Ms receptory jsme pouzili
modifikovanou verzi tohoto schématu, protoze se xanomelin na Ms receptorech chovéa
vyrazn¢ odliSnym zplusobem. Nejprve jsme provedli kontrolni 5s stimulaci
300nM karbacholem. Po kontrolni stimulaci jsme buriky 5 minut promyvali KHB, poté
jsme aplikovali 10uM NMS na 1 minutu, potom 10 minut soucasn¢ s NMS jesté
10uM xanomelin a nakonec opét pouze 10uM NMS na 1 minutu. Nakonec jsme buiky
promyvali samotnym KHB po dobu 1 hodiny a potom jesté aplikovali 300nM karbachol

nabss.

3.5 Stanoveni hustoty a vazebnych vlastnosti muskarinovych receptoru

v membranach

Zmény poctu muskarinovych receptortt v bunéénych membranach vyvolané
pusobenim xanomelinu jsme zjiStovali v saturacnich vazebnych pokusech pomoci
radioaktivné znaceného antagonisty muskarinovych receptort [*H]-NMS. Saturacni
vazebné pokusy umoziuji urcit pocet vazebnych mist v membrané (maximalni vazbu,
Bwmax) a afinitu zna¢eného ligandu k receptoru (rovnovaznou disocia¢ni konstantu, Kp),
jejichz zmény mohou nastdvat nasledkem interakci ortosterického vazebného mista

s neodmyvatelné navazanym xanomelinem.
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Pro vazebné pokusy jsme nasadili 100 000 bunck exprimujicich jednotlivé
podtypy muskarinovych receptorii do vsech jamek v Sestijamkové desticce
s3mIDMEM. Ctvrty den po nasazeni jsme buiiky uvolnili z jednotlivych jamek
trypsinizaci, pfidali k nim 1 ml KHB a poté inkubovali bud v KHB obsahujicim
10uM xanomelin (1, 3 nebo 10 minut pfi teploté mistnosti) nebo v KHB obsahujicim
1uM karbachol, 1puM oxotremorin ¢i 3uM pilokarpin (10 minut taktéz pfi teploté
mistnosti). Kontrolni bunky jsme inkubovali pouze v KHB, bez agonisti. Po uplynuti
doby inkubace jsme buiiky stocili (5 minut pii 200 g a 4 °C v chlazené mikrocetrifuze)
a odstranili supernatant. Poté jsme je jesté tikrat oplachli vychlazenym KHB za
stejnych podminek, abychom dobfe odmyli agonisty pfedtim pfitomné v médiu.
Nésledné jsme bunky inkubovali 10 minut nebo 1 hodinu v ¢ist¢ém KHB pii teploté
mistnosti. Po této inkubaci jsme buiiky zchladili na ledu a pfipravili z nich membrany.
Bunikky jsme smichali s 1 ml ledové vychlazeného homogeniza¢niho média
(100mM NaCl, 10mM MgCl,, 10mM EDTA, 20mM Na-HEPES, pH 74)
a homogenizovali na ledu pomoci homogenizatoru Ultra-Thurrax (Janke & Kunkel
GmbH & Co. KG, Staufen, Némecko) dvéma 30sekundovymi pulzy s 30sekundovou
pauzou pii maximalni rychlosti. Homogenaty jsme centrifugovali 5 minut pii 1000 g
a 4 °C, abychom odstranili jadra. Vysledny supernatant jsme centrifugovali 30 minut pfi
30 000 g a 4 °C. Supernatant jsme odstranili, peletu jsme znovu resuspendovali
v 1 ml KHB a opakovali centrifugaci za stejnych podminek. Membrany (50 pg proteint
na vzorek) jsme inkubovali 1 hodinu s [PH]NMS v kone&né koncentraci 60 pM aZ 4 nM
pii 30 °C v destickach s 96 hlubokymi jamkami. Kone¢ny objem byl 0,8 ml.
Nespecifickou vazbu jsme stanovovali v pfitomnosti 10uM neznaceného NMS.
Inkubaci jsme ukoncili rychlou filtraci na pfistroji Brandel (Gaithersburgh, MD, USA)
pres filtr se skelnymi vlakny Whatman GF/C (Little Chalfont, Buckinghamshire,
Spojené kralovstvi). Filtry jsme potom ususili a s pouZzitim topné desticky zahtaté na
105 °C zalili do pevného scintilatoru (scintilaéniho vosku) Meltilex A (Perkin Elmer,
Waltham, MA, USA). Zalité¢ filtry jsme nechali vychladnout a nésledné¢ méfili
zachycenou radioaktivitu pomoci scintilaéniho pocitace Microbeta 1450 (Wallac,
Turku, Finsko). Maximalni vazbu (Bmax) jsme korigovali vzhledem k obsahu proteinti

ve vzorcich.
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3.6 Stanoveni proteinu

Obsah proteinii ve vzorcich jsme stanovovali spektrofotometricky Lowryho
metodou (Lowry et al., 1951) upravenou Petersonem (Peterson, 1977) pii 690 nm

pomoci ¢tecky desti¢ek Victor X2 (Wallac, Turku, Finsko).

3.7 Vyhodnoceni vysledkt

Vysledky mikrofluorimetrickych métfeni jsme zpracovavali v programu Grace
(Weizmann Institute of Science, Rehovot, Izrael,
http://plasmagate.weizmann.ac.il/Grace/). Vysledky vazebnych pokusi jsme nejprve
analyzovali v programu OpenOffice Calc (www.openoffice.org) a poté dale
zpracovavali prostiednictvim GraphPad Prism 5 (GraphPad Software Inc., La Jolla, CA,
USA). Statistickou analyzu jsme vypracovali s pomoci statistického balicku R

(www.r-project.org).

3.7.1 Mikrofluorimetricka méreni

Pti vyhodnocovani mikrofluorimetrickych méteni jsme pro dal$i posouzeni
vybirali pouze ty buiky, které odpovédély na prvni (kontrolni) stimulaci karbacholem.
Z kazdého pokusu jsme volili 8-12 bunék s nejlepsi odpovédi na prvni stimulaci
(vyloucili jsme slabé ¢i pomalu odpovidajici buiiky nebo buriky s neobvykle dlouho
trvajici odpovédi). Odlehlé maximalni hodnoty odpovédi, hodnoty ¢asti na dosazeni
maxima odpovédi a Casti klesdni na ptivodni troven jsme posuzovali prostfednictvim
mezikvartilového rozpéti (IQR; interquartile range) tak, Ze hodnoty niz§i neZ
Q1-1,5*IQR a vyssi nez Q3+1,5*IQR jsme vyloucili jako odlehlé. Vapnikové odpovédi
u vybranych bunék jsme zprimérovali a normalizovali na bazalni hladinu vapniku.
Priimérnou hodnotu vapnikového signalu z uvodni 10sekundové sekvence pied
stimulaci agonistou jsme brali jako bazalni. Dale jsme vysledky vyhodnocovali pomoci
programu Grace.

Odpovédi na agonisty jsme hodnotili podle nésledujiciho vztahu:

(Eppax — 1) *x
EC,, +x (1)

y=1+
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kde y je stimulace agonistou pii koncentraci X, Eyax je maximalni odpovéd a ECsg je

koncentrace agonisty, pii které ma agonista polovi¢ni ucinek.
3.7.2 Vazebné pokusy

Ze zavislosti mnozstvi specificky navéazaného [*HINMS (vypocitaného jako
rozdil mezi zmé&fenou celkovou vazbou [PHINMS a vazbou [PHINMS v piitomnosti
nadbytku neznaceného NMS) na jeho koncentraci v médiu jsme pomoci nasledujici

rovnice odecetli Byax a Kp:

Brax * X

y=1+ K, +x )
kde y je specificka vazba [PHINMS pfi koncentraci volného [PHINMS ve vyii X.

Pfidanou radioaktivitu jsme méfili pro kazdy pokus pomoci kapalné scintilace
a pocatecni koncentraci radioligandu jsme stanovili na zéklad€ specifické radioaktivity
a kone¢ného objemu. Koncentraci volného radioligandu jsme spocitali odeCtenim
koncentrace vazaného radioligandu od koncentrace pridaného radioligandu.

Jako méfitko ucinnosti signalizace agonisty, které nezavisi na mife exprese
ptislusného receptoru, se da vyuzit afinita G-proteinu pro komplex agonista-receptor

oznacovana jako Kg. Vychazeli jsme z nasledujiciho vztahu (Lu a Hulme, 1999):
K = Emax rr/(1 — Emax rr)/Bmax (3)
kde Emax rr je maximalni odpovéd” vypocitana dle rovnice (1) a vyjadiena jako Cast

Emax karbacholu (Emax agonista — 1)/(Emax karbachol — 1) vychézejici z méfeni koncentrace

vapniku. Bmax je maximalni vazba stanovena pomoci rovnice (2).
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4 VYSLEDKY

4.1 Okamzité a opozdéné ucinky kratkého pusobeni xanomelinu na

hladinu nitrobunééného vapniku

Abychom mohli studovat kratko- i dlouhodobé ucinky xanomelinu na hladinu
nitrobunécného vapniku vyvolané jeho kratkym piisobenim na receptor, provedli jsme
sérii mikrofluorimetrickych méteni na CHO buiikéch, které jednotlivé exprimuji rizné
podtypy muskarinového receptoru. Jak jiz bylo uvedeno, podtypy Mi, M3 a Ms se
piednostné sprahuji s Gqu1 G-proteiny, které aktivuji fosfolipazu C specifickou pro
fosfatidylinositol. Jeji aktivace vede prostfednictvim uvolnénych inositolfosfati
k mobilizaci a vzestupu koncentrace volného nitrobunééného vapniku. Protoze se
podtypy M, a My preferen¢né spiahuji s Gj;, G-proteiny, které neaktivuji signalni drahu
fosfolipazy C, transfekovali jsme tyto bunky jeden den pfed méfenim plasmidem
kodujicim a-podjednotku G-proteinu Gig. Ten je neselektivni co se tyce receptord, se
kterymi se dokéaze spfahovat, a aktivuje stejnou signalni drahu jako Gg11 G-proteiny.

Jak xanomelin bezprostiedné ovlivituje hladinu vapniku uvnit buriky a s jakou
potenci a G¢innosti vyvolava vapnikovou odpovéd’ u podtypt muskarinovych receptort,
jsme zjistovali tak, Ze jsme CHO bunky jednotlivé exprimujici vSech pé&t podtypt
muskarinovych receptorti 20 s stimulovali 10uM xanomelinem (a pro kontrolu jesté
0,1uM a 1uM xanomelinem) a poté promyvali KHB. Jako kontrolni jsme pouzili
5sekundovou stimulaci 300nM karbacholem. Vystaveni bun¢k xanomelinu na 20 s
vedlo k pfechodnému zvys$eni hladiny nitrobunééného vapniku (Obr. 4.1). V piipadé
M, M3 aMs podtypt se hladina vapniku vratila na ptvodni troven, zatimco po
stimulaci M; a M, podtypi ztstala zvySena (Obr. 4.1). Xanomelin se vyznacoval
shodnou potenci u vSech podtypi mAChR (Tab. 4.1), ale vyrazné odliSnou vysi
(Tab. 4.1). Sefadime-li maximalni odpovédi na xanomelin vyjadiené procentualné
vzhledem k maximalni odpovédi na plného agonistu karbachol od nejvétsi po nejmensi,
je pofadi nasleduyjici: maximalni odpovéd na xanomelin na podtypu
M;>My=M3>Ms>M; (Tab. 4.1). Potadi afinitnich konstant Kg pro komplex xanomelin-
receptor vypoctenych dle vztahu (3) uvedeného v metodické Casti bylo: Kg pro
M;>M;>M3>Ms>M, (Tab. 4.1). V tabulce jsou pro porovnani téZ uvedeny uvedeny
vysledky analogickych pokusti, ve kterych byly pouzity misto xanomelinu agonisté

oxotremorin a pilokarpin.
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Obrazek 4.1: Vapnikova odpovéd’ na akutni plsobeni xanomelinu na jednotlivych
podtypech muskarinovych receptoru

Po Gvodnich 10 sekundach snimani jsme buriky 5 s stimulovali 300nM karbacholem (CBC),
5 minut promyvali KHB a poté 20 s stimulovali 0,1 (Cerna kfivka), 1 (Cervena kfivka) Ci
10puM xanomelinem (xano; zelena kfivka) a nasledné 7 minut promyvali KHB. Prdbéh zmén
koncentrace nitrobunééného vapniku (osa y) je zobrazen jako zména poméru intenzit
fluorescence pfi 340/380 nm. Grafy znazorfiuji prdmérné hodnoty signalu ze 4 nezavislych
méreni ziskané z 10—12 bunék.

Mikrofluorimetrickd méteni vedouci k objasnéni dlouhodobych uc€inki kratkého
pusobeni xanomelinu na hladinu nitrobunééného vapniku vypadala tak, ze jsme CHO
bunky exprimujici jednotlivé podtypy mAChR vystavili 10uM xanomelinu na 1, 3 nebo

10 minut a hladinu vépniku uvnitt bunék jsme poté sledovali po dobu 1 hodiny za
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nepfetrzit¢tho promyvani KHB, aby se dokonale odstranil nenavézany (volny)
xanomelin. Pfed stimulaci xanomelinem a tésné¢ pfed ukoncenim méteni jsme provedli
kontrolni 10sekundové stimulace 300nM karbacholem (Obr. 4.2). Tyto stimulace
karbacholem slouzily k oznaceni bunék, které davaji jasnou odpovéd’, a stanoveni

schopnosti bun¢k odpovidat i po aplikaci xanomelinu.

karbachol xanomelin oxotremorin pilokarpin
PECso Emax PECso Emax PECso Emax PECso Emax
[pomér [pomér [pomér [pomér emisi]
emisi] emisi] emisi]
M; |6,92+0,07|2,04+0,08| 7,1+0,1 |1,94+0,087,33+0,06|1,65+0,05|7,02+0,05 | 1,65+0,05
M, |6,71+0,05|2,26+0,09| 7,1+0,1 |1,42+0,04|7,19+0,05]|1,71+0,06 |6,95+0,07 | 0,66+0,05
M; | 6,80+0,06 | 2,20+0,09| 7,1+0,1 |1,78+0,06|7,33+0,05|1,68+0,06|6,97+0,05| 1,68+0,06
M, | 6,65+0,07|2,06+0,08| 7,1+0,1 |1,70+0,06|7,17+0,06 |1,64+0,05|7,15+0,07| 1,60+0,05
Ms | 6,81+0,05|1,85+0,07| 7,1+0,1 |1,37+0,04|7,29+0,05|1,62+0,05|7,00+£0,05| 1,56+0,05
% Envax Ke % Eyvax Ke % Evax Ke
karbacholu | [Ug&nnost] | karbacholu | [U&innost] | karbacholu | [Uginnost]
[U&innost] [Uginnost] [Uginnost]
M, 90 5,22 63 0,93 63 0,93
M, 33 0,69 56 1,00 52 0,85
M3 65 1,06 57 0,75 57 0,74
M, 66 2,09 60 1,64 57 1,41
Ms 44 0,77 73 2,7 66 1,93

Tabulka 4.1: Potence a uéinnost, s jakymi agonisté karbachol, xanomelin, oxotremorin
a pilokarpin vyvolavaji vapnikovou odpovéd

Potence je vyjadfena jako zaporny logaritmus poloviéni u¢inné koncentrace (pECsg). Maximalni
hodnota odpovédi Eyax je vyjadfena jako pomér intenzit fluorescence pfi stfidavém buzeni
vzorku pfi 340 a 380 nm. Uginnost je vyjadfena procentualné vzhledem k maximaini odpovédi
na karbachol a jako konstanta afinity G-proteinu (Kg). Jednotlivé parametry jsme ziskali
dosazenim hodnot signalu z jednotlivych pokustu na obr. 1 do rovnice (1) a nasledné i do
rovnice (3) s pouzitim hodnot z vazebnych pokust (Tab. 4.5). Udaje v tabulce jsou prdmérné
hodnoty + S.E.M. (stfedni chyba priméru; standard error of the mean) ze 3 nezavislych mérfeni.

Podobné jako v ptfedchozi sérii pokust pfinesla prvni (kontrolni) stimulace
300nM karbacholem okamzité uvolnéni vapenatych iontl z intracelularnich zésob
uvsech podtypi mAChR vcetné  bunék exprimujicich M, a M, receptory,
transfekovanych podjednotkou Gaye. U netransfekovanych M, a M, bunék byla
vapnikova odpovéd’ velmi slaba a pomala (data nejsou soucasti vysledki této dizertacni

prace). Behem 3 minut promyvani se hladina vapniku vzdy vréatila na plivodni Groven.
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Obrazek 4.2: Prabéh zmén koncentrace nitrobunééného vapniku nasledkem
kratkodobého plsobeni xanomelinu na M;—Ms podtypy muskarinovych receptort

Po dvodnich 10 s snimani (slouzicich k zaznamenani klidové koncentrace vapniku) jsme bunky
nejprve 10 s stimulovali 300nM karbacholem a po jeho odmyti aplikovali 10uM xanomelin na
1 (Cerna kfivka), 3 (Cervend kfivka) nebo 10 minut (modra kfivka). Po 1 hodiné promyvani KHB
jsme buriky opét stimulovali 300nM karbacholem. Prdbéh zmén koncentrace nitrobunééného
vapniku (osa y) je zobrazen jako zména poméru intenzit fluorescence pfi 340/380 nm. Grafy
znazornuji primérné hodnoty signalu z 1 méfeni (potvrzeného dalSimi 5 nezavislymi méfenimi)
ziskané z 8—-12 bunék s nejlepsi odpovédi. Charakteristika vapnikovych odpovédi je uvedena
v tab. 4.2.

Cas potiebny k dosazeni maximalni odpovédi vyvolané karbacholem byl
srovnatelny u vSech podtypt. Pohyboval se v rozmezi od 6,2+0,3 s (M, receptor) do
7,920,7 s (Ms receptor; Tab. 4.2). Rovnéz maximalni odpovéd’ se mezi podtypy
vyznamné neliSila. ZvySeni hladiny vapniku se pohybovalo vrozmezi 1,47+0,04
(v ptipadé Ms receptoru) az 1,68+0,09nasobku (v ptipadé M3 receptor) bazalni trovné
(Obr. 4.2, Tab. 4.2).
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Stimulace 10uM xanomelinem trvajici 1, 3 nebo 10 minut vedla k rychlému
zvySeni hladiny nitrobunééného vapniku na vSech podtypech mAChR. Na rozdil od
prvni (kontrolni) stimulace karbacholem se vSak rychlost vzestupu hladiny vapniku
i hodnota maximalni vapnikové odpovédi liSily mezi jednotlivymi podtypy mAChR.
Odpovéd’ na xanomelin byla nejrychlej$i na M; receptoru (zvyseni hladiny Ca** dosahlo
maxima za 9,6+1,7 s) a nejpomalejs$i na Ms podtypu (maxima bylo v tomto piipadé
dosazeno za 39+6 s). Nejvyraznéji na xanomelin reagoval M; receptor, po jehoz
stimulaci se hladina vapniku zvySila na 118+3 % prvni kontrolni stimulace
karbacholem. V ptipadé M3 a My receptoru dosahla vapnikova odpoveéd’ na xanomelin
pfiblizné€ stejného maxima jako na karbachol (103+5 %, resp. 92+6 %). Naproti tomu na
M, a Ms receptorech vyvolal xanomelin jen asi poloviéni vapnikovou odpovéd ve
srovnani s karbacholem (Obr. 4.2, Tab. 4.2)

Poté, co hladina véapniku dosahla svého vrcholu, zaCala okamzit¢ klesat
navzdory tomu, ze xanomelin byl stale pfitomen v promyvacim médiu. Bunky
exprimujici M, M3 a My receptory vykazovaly po 1, 3 i 10minutovém pusobeni
Xanomelinu zvySenou intraceluldrni hladinu vépniku i po nasledném 60minutovém
promyvani KHB. V pfipad¢ M, receptorii byla pouze 10minutova stimulace
xanomelinem dostacujici k tomu, aby hladina nitrobunééného véapniku ziistala zvySena
i po nésledujicim hodinovém promyvani. Co se ty¢e Ms receptorl, zde se hladina
vapniku vratila na ptivodni hodnotu, at’ byla stimulace xanomelinem 1, 3 ¢i 10minutova.
Zvysend hladina vépenatych iontd po stimulaci M1 a My receptorti se vyznacovala
vyraznymi oscilacemi, které se nevyskytovaly u M, ¢i M3 podtypt (Obr. 4.2).

Druha kontrolni aplikace 300nM karbacholu trvajici 10 s provedena po stimulaci
bun¢k xanomelinem a néasledném promyvani pufrem i tak vedla k rychlé mobilizaci
vapenatych ionti u vSech podtypu mAChR s vyjimkou M; (po 1, 3 i 10minutové
stimulaci xanomelinem) a M, (pouze po 10minutové stimulaci xanomelinem). V téchto
pfipadech zlstala hladina véapniku po aplikaci xanomelinu vyrazné zvySena
a vykazovala spontanni oscilace. Pisobeni xanomelinu i pfes nasledovné odmyti
volného xanomelinu zpomalilo vapnikovou mobilizaci a vedlo k poklesu vapnikového
signalu (maximalni odpovédi) vyvolaného aplikaci karbacholu (Obr. 4.2). Tyto G¢inky
se nejvyraznéji projevovaly u M3z receptoru, kde ¢as na dosazeni vrcholu odpovédi byl
vice nez dvojnasobny a velikost odpovédi byla ptiblizn€ polovi¢ni v porovnani s prvni

stimulaci karbacholem.
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M, M; Ms My Ms

prvni stimulace (300nM CBC)
Casnadosazeni | 65,07 | 62403 | 63407 | 69%06 | 79407
maxima [s]
maximum
[max,; pomér 1,64+£0,05| 1,67 +0,07 1,68 + 0,09 1,53 + 0,05 1,47 £ 0,04
emisi]

druhé stimulace (10uM xano)
¢as, na dosazeni | gg, 7 2046 1346 17+3 30+3
maxima [s]
[&axr;]”;‘i'f]‘ 118+ 3 45+ 2 92+6 103+5 58+ 4

primérna hodnota klidového signalu v ¢ase 30—60 min. [pomér emisi]

po 1 min. xano 1,34 £ 0,06*| 1,04 £0,03 1,20+ 0,06* | 1,18 £0,06* | 1,01 0,03
po 3 min. xano 1,44 +0,12*| 1,08 £ 0,05 1,16 £ 0,07* | 1,19+£0,08* | 1,02 £ 0,03
po 10 min. xano 1,53+0,09*| 1,09+0,05*| 1,18 +0,05* | 1,31+£0,13* | 1,03%0,03

treti stimulace (300nM CBC)

¢as na dosazeni maxima [s]
po 1 min. xano NA 6,4+0,3 14 +1° 7,1+0,6 13+1°
po 3 min. xano NA 7410 14 +1° 8,6 +0,9 13+1°
po 10 min. xano NA 7,6 +0,3 15+1° NA 16 +1°
maximum [% max,]

po 1 min. xano NA 99+5 65 + 4° 74 + 3° 89 + 5%
po 3 min. xano NA 79 £ 42 59 + 4% 70+ 3% 79 + 4%
po 10 min. xano NA 61+ 3% 55 + 3% NA 43 + 2°

Tabulka 4.2: Charakteristika zmén koncentrace nitrobunééného vapniku nasledkem
kratkodobého ptlisobeni xanomelinu na jednotlivé podtypy muskarinovych receptort
Hodnoty v tabulce charakterizuji dlouhodobé ucinky xanomelinu na hladinu nitrobunééného
vapniku po stimulaci jednotlivych podtypd muskarinovych receptord xanomelinem. NA
znamena, Ze jsme nezaznamenali pfisluSnou odpovéd, symbolem * jsou oznaceny statisticky
vyznamné rozdily oproti bazalni hlading vapniku, symbolem % jsou oznaceny statisticky
vyznamné rozdily druhé a prvni kontrolni stimulace karbacholem (p<0,05, Dunnettiv test).
Hodnoty vapnikového signalu jsou vyjadreny jako pomér emisi pfi stfidavém buzeni vzorku pfi
340/380 nm. Hodnoty v tabulce jsou priméry + S.E.M ze 6 nezavislych méfeni.

4.2 Uginek blokady ortosterického vazebného mista muskarinovych

receptord na hladinu vapenatych iontil zvySenou plsobenim

xanomelinu

Abychom zjistili, jak zablokovani klasického (ortosterického) vazebného mista
ovlivni G€inky uz utvofené¢ neodmyvatelné¢ vazby xanomelinu na jednotlivé podtypy
muskarinovych receptori, pouzili jsme ortosterického antagonistu NMS. Pied

samotnym méfenim uUCinkd NMS na hladinu vapniku zvySenou neodmyvatelné
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navdzanym xanomelinem (Obr. 4.3) jsme provedli kontrolni stimulaci
300nM karbacholem trvajici 5 s. Po 5 minutdch promyvani KHB jsme buiky 20 s
stimulovali 10uM xanomelinem a ten potom 2 minuty odmyvali KHB. Poté jsme na
2 minuty pfidali do média 10uM NMS a opét odmyli samotnym pufrem, abychom
vidéli ucinky xanomelinu jiz navdzaného na jednotlivé podtypy mAChR

neodmyvatelnou vazbou.
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Obrazek 4.3: Uginky NMS na opozdény vzestup hladiny nitrobunééného vapniku
vyvolany kratkym ptisobenim xanomelinu na M;—M, muskarinové receptory

Po Gvodnich 10 s snimani jsme provedli kontrolni stimulaci 300nM karbacholem trvajici 5 s
a poté burnky 5 minut promyvali KHB. Nasledné jsme 20 s aplikovali 10uM xanomelin a po jeho
odmyti (fj. po 2 minutdch od ukoncéeni jeho aplikace) jsme do média na 2 minuty pfidali
10puM NMS. Poté jsme bunky jesté 4 minuty promyvali KHB. Prabéh zmén koncentrace
nitrobuné&ného véapniku (osa y) je zobrazen jako zména poméru intenzit fluorescence pfi
340/380 nm. Graf znazorfiuje prGimérné hodnoty signalu z 1 méfeni (potvrzeného dalSimi
5 nezavislymi méfenimi) ziskané z 8-12 bunék s nejlepdi odpovédi. Charakteristika
vapnikovych odpovédi je uvedena v Tab. 4.3.

Po aplikaci 10uM NMS klesla hladina nitrobunééného vépniku, ktera byla
zvySend po stimulaci xanomelinem (a nasledném promyvani), na bazalni uroven u vSech
¢tyt studovanych podtypt mAChR (Ms podtyp jsme nesledovali, nebot’” u tohoto
podtypu dochazelo po aplikaci xanomelinu k navratu k bazalnim hodnotam, Obr. 4.2).
Poté, co jsme NMS z média odstranili, hladina vapniku opét vzrostla v ptipadé¢ M;
a My receptorti, ale ne u My a M3 receptori. U M; receptorli bylo mozné pozorovat
"prestieleni" vapnikového signalu (Obr. 4.3) a Cas potiebny k dosazeni maxima po
odmyti NMS byl u M; podtypu nékolikanasobné krat$i nez u My podtypu (Obr. 4.3,
Tab. 4.3).
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M, M, M3 My

prvni stimulace (300nM CBC)

Cas na dosazeni maxima [s]| 44+1,1 6,2+0,8 40+1,1 58+0,9

maximum

. . . 1,28 £ 0,05 1,27 £ 0,07 1,29 £ 0,05 1,27 £0,12
[maxy; pomér emisi]

druhé stimulace (10uM xano)

Cas na dosazeni maxima [s] 14+5 297 15+6 14+ 3

maximum [% max,] 128 +9 98 +2 99+3 96+ 6
aplikace 10uM NMS

inhibi¢ni Uc¢inek NMS (%) 98 +2 99+1 100+ 3 92+3

¢as na dosazeni maxima po

odstranéni NMS [s] 46+8 NA NA 136 +7

maximum 1,24+ 0,05*| 1,05 + 0,06 1,00£0,02 | 1,12+ 0,02*

[max,; pomér emisi]

Tabulka 4.3: Charakteristika zmén hladiny nitrobunééného vapniku vyvolanych stimulaci
M;—M, muskarinovych receptori xanomelinem a G¢inkii antagonisty NMS na jejich
opozdénou aktivaci

Hodnoty v tabulce charakterizuji zmény hladiny nitrobunéé&ného vapniku vyvolané xanomelinem
v bunikach exprimujicich M;—M, muskarinové receptory a ucinky antagonisty NMS na jejich
opozdénou aktivaci. NA znamena, Ze jsme nezaznamenali vzestup hladiny nitrobunétného
vapniku po odstranéni NMS, symbolem * jsou oznaceny statisticky vyznamné rozdily oproti
bazalni hladiné vapniku (p<0,05, t-test, hodnoty z jednotlivych méfeni jsou sparované). Hodnoty
vapnikového signalu jsou vyjadieny jako pomér emisi pfi stfidavém buzeni vzorku pfi
340/380 nm. Hodnoty v tabulce jsou priméry + S.E.M ze 6 nezavislych méfeni.

4.3 VIiv NMS na vznik neodmyvatelné vazby xanomelinu

V dalsi skupin€¢ mikrofluorimetrickych méfeni jsme zjiStovali, zda vznik
neodmyvatelné vazby a naslednd aktivace receptoru neodmyvatelné navazanym
xanomelinem vyzaduje interakci xanomelinu s ortosterickym vazebnym mistem. Po
5minutovém promyvani nasledujicim po 5sekundové stimulaci 300nM karbacholem
jsme bunky promyvali 10uM NMS po dobu 3 minut. Béhem druhé minuty aplikace
NMS jsme do média ptidali 10uM xanomelin na 1 minutu, takze doba jeho ptisobeni na
bunky spole¢né s NMS (k zabranéni interakce xanomelinu s ortosterickym vazebnym
mistem) byla 1 minuta (Obr. 4.4, Tab. 4.4).
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Obrazek 4.4: Ucéinky NMS na nastup aktivace M;—-M, muskarinovych receptor
neodmyvatelné navazanym xanomelinem

Po avodnich 10 s snimani jsme provedli kontrolni stimulaci 300nM karbacholem trvajici 5 s
a poté buriky 5 minut promyvali KHB. Nasledné jsme celkem 3 minuty blokovali receptory
10uM NMS s tim, Zze béhem druhé minuty aplikace NMS jsme receptory soucasné stimulovali
10uM xanomelinem. Poté jsme buriky jesté 3 minuty promyvali KHB. Pribéh zmén koncentrace
nitrobunééného vapniku (osa y) je zobrazen jako zména poméru intenzit fluorescence pfi
340/380 nm. Graf ukazuje priimérné hodnoty signalu z 1 mérfeni (potvrzeného jesté 5 az
7 nezavislymi méfenimi) ziskané z 8-12 bunék s nejlepSi odpovédi. Charakteristika
vapnikovych odpovédi je uvedena v Tab. 4.4.

NMS snizil bazalni hladinu véapnikového signalu v bunkach exprimujicich
M;j receptory o 4,5 % (Obr. 4.4), ale u ostatnich podtypit mAChR k podobné zméné
nedoSlo. Xanomelin aplikovany soucasné s NMS se nevyznacoval Zadnym okamzitym
uc¢inkem na hladinu vapniku v bunkdch u zadného z podtypti. OvSem odmyti NMS
(buniky byly po ukonceni aplikace NMS promyvéany uz jen samotnym KHB; Obr. 4.4)
vedlo ke vzristu hladiny vapniku v bunikach exprimujicich M; a M3 receptory. Da se
tedy fici, Ze NMS nezabranil vzniku neodmyvatelné vazby xanomelinu na téchto dvou
podtypech a odstranéni NMS z média odhalilo, Ze je receptor aktivovan neodmyvatelné
navazanym xanomelinem. Stejny postup pouZzity na bunky exprimujici Mpy, resp.
Mg receptory ukazal, Ze se u téchto podtypl po odmyti NMS neobjevuje ani ndznak
mozné aktivace neodmyvatelné navazanym xanomelinem. NMS tedy branil xanomelinu
aktivovat M, a My receptory neodmyvatelnou vazbou, ale necinil tak u M

ani M3 podtypu.
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M, M; M3 My

prvni stimulace (300nM CBC)
Cas na dosazeni maxima [s] 4,4+0,3 56+1,1 45+0,6 58+1,3

maximum

[Max;; pom&r emisi] 1,29+0,05|1,28+0,07| 1,29+ 0,09 1,34 + 0,09

druha stimulace (10uM xano + 10uM NMS)

inhibiéni i¢inek NMS [s] 45 +0,3* NA NA NA
¢as na dosazeni maxima po odstranéni 27+3 NA 240 + 38 NA
NMS [s]

maximum

1,12 +0,03*|1,03+ 0,01 1,09 + 0,02*| 1,04 + 0,02

[max,; pomér emisi]

Tabulka 4.4: Charakteristika zmén hladiny nitrobunééného vapniku vyvolanych stimulaci
M;—M, muskarinovych receptori xanomelinem v pfitomnosti antagonisty NMS

Hodnoty v tabulce charakterizuji ucinky NMS na tvorbu neodmyvatelné vazby na M;—
M, podtypech muskarinovych receptord. NA znamena, Ze jsme nezaznamenali pokles hladiny
vapniku po aplikaci NMS nebo jeji vzestup po odstranéni NMS, symbolem * jsou oznaleny
statisticky vyznamné rozdily oproti bazalni hladiné vapniku (p<0,05, Dunnettlv test). Hodnoty
vapnikového signalu jsou vyjadieny jako pomér emisi pfi stfidavém buzeni vzorku pfi
340/380 nm. Hodnoty v tabulce jsou priméry + S.E.M. ze 6—8 nezavislych méreni.

4.4 Vliv NMS na tvorbu a uéinky neodmyvatelné vazby xanomelinu na

Ms receptoru

Utinkii antagonisty NMS na xanomelin navizany neodmyvatelné na
Ms receptoru se tykala zvlastni skupina pokusi, protoze pusobeni xanomelinu nevedlo
U Ms receptoru k dlouhodobému zvySeni hladiny nitrobunécného vépniku za zadné
z pouzitych podminek. Po kontrolni stimulaci 300nM karbacholem trvajici 5 s
a 5 minutdch promyvani KHB jsme k bunkam pfidali NMS a xanomelin stejnym
zpusobem jako v ptedchozi skupin€ pokusti az na to, Ze spole¢na piitomnost
xanomelinu a NMS byla prodlouzena na 10 minut. Buniky jsme poté promyvali KHB po
dobu 1 hodiny a stimulovali 300nM karbacholem 5 s (Obr. 4.5). Druhd stimulace
karbacholem pfinesla lehce mensi a pomalejsi odpovéd’ ve srovnani s odpovédi na
kontrolni (prvni) stimulaci karbacholem. Vzhledem k tomu, Ze neodmyvatelnd vazba
xanomelinu ma na Ms receptor v nepfitomnosti NMS vyrazné antagonistické ucinky se

zda, ze NMS brani xanomelinu v tomto pisobeni na Ms receptor.
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Obrazek 4.5: Uéinky NMS na pusobeni neodmyvatelné vazaného xanomelinu na
Ms podtypu muskarinovych receptort

Cervenou barvu ma vlastni méfeni, kdy jsme nejprve po Gvodnich 10 s snimani provedli
kontrolni stimulaci 300nM karbacholem trvajici 5s a poté burfiky 5 minut promyvali KHB.
Nasledné jsme celkem 13 minut blokovali receptory 10uM NMS s tim, Ze béhem 2.—-12. minuty
aplikace NMS jsme receptory soucasné stimulovali 10uM xanomelinem. Poté jsme buriky
60 minut promyvali KHB a nakonec provedli kontrolni stimulaci 300nM karbacholem. Cernou
barvou je vyobrazeno kontrolni méfeni se stejnym priibéhem s vyjimkou aplikace NMS. Priibéh
zmén koncentrace nitrobunééného vapniku (osa y) je zobrazen jako zména poméru intenzit
fluorescence pfi 340/380 nm. Graf znazorfiuje primérné hodnoty signalu z 1 méfeni
(potvrzeného dalSimi 5 nezavislymi méfenimi) ziskané z 8—12 bunék s nejlepsi odpovédi.

4.5 Vliv xanomelinu na po¢et membranovych receptoru

Pocet membranovych receptord jsme méfili pomoci saturaénich vazebnych
pokusti s vyuzitim radioaktivné znaCen¢ho antagonisty muskarinovych receptorti
[PH]NMS. Parametry ziskané v t&chto pokusech (maximalni vazba Byax a rovnovazna
disociadni konstanta Kp) jsou uvedeny v Tab. 4.5 a 4.6. Vazbu [PH]NMS jsme méfili
opét na jednotlivych podtypech mAChR v membranach ptipravenych z CHO bungk,
které byly vystaveny xanomelinu 1, 3 nebo 10 minut. Abychom dosahli podminek
podobnych tém z mikrofluorimetrickych méteni, inkubovali jsme buiikky v KHB jesté
10 minut, resp. 1 hodinu po skonceni aplikace xanomelinu.

Piisobeni xanomelinu vedlo ke sniZeni afinity [PHINMS ke viem podtyplim
mAChR za vSech ndmi vytvofenych podminek (Tab. 4.6). Xanomelinem vyvolany
pokles afinity [PH]NMS byl nejrozsahlejsi na M, receptoru (25nasobny pokles po
10minutovém pusobeni xanomelinu) a nejmensi na M, receptoru (2,5nasobné snizeni).
Naproti tomu 10minutové puasobeni 1uM karbacholu, 1uM oxotremorinu ¢i
3uM pilokarpinu se nevyznacovalo zadnym ucinkem na afinitu [*HINMS u Z4dného
Z podtypit mAChR (Tab. 4.6), ale snizilo pocet membranovych receptort (Tab. 4.5).

Karbachol zptsobil pokles poctu membranovych receptorti o 20 % v ptipadé bunck

61



exprimujicich Ms podtypy, o 25 % u bunék obsahujicich M;, resp.

a dokonce 0 40 % v ptipad¢ bunék exprimujicich M, a M4 podtypy.

M3 receptory

M, M, Ms M, Ms

10minutové promyvani
bez agonisty 1,80+0,03 1,29+0,03 1,75+0,03 | 0,928+0,023 | 0,998+0,021
xano (1 min.) | 1,73+0,12 1,29+0,03 1,78+0,05 | 0,890+0,023 | 0,969+0,005
xano (3min.) | 1,86+0,12 1,34+0,02 1,79+0,09 | 0,898+0,097 | 0,973%0,035
xano (10 min.) | 1,76+0,09 1,29+0,03 1,69+0,05 | 0,979+0,055 | 0,96620,047
karbachol 1,34+0,02* | 0,746+0,036* | 1,34+0,01* |0,561+0,016* | 0,802+0,012*
oxotremorin 1,54+0,12* | 0,631+0,029* | 1,46+0,02* |0,672+0,038* | 0,833+0,035*
pilokarpin 1,64+0,02* | 1,11#0,03* | 1,62+0,02* |0,815+0,035* | 0,941+0,013*

lhodinové promyvani
bez agonisty | 1,58+0,03° | 1,22+0,02° | 1,55+0,03" |0,775+0,021° | 0,857+0,012°
xano (1 min.) | 1,58+0,07" 1,23+0,05° | 1,60+0,03° | 0,818+0,033 | 0,866+0,014°
xano (3 min.) | 1,64+0,05° 1,22+0,05° | 1,46+0,07° | 0,760+0,057° | 0,843+0,040°
xano (10 min.) | 1,54+0,03" 1,20+0,05° | 1,61+0,03" | 0,7660,009° | 0,862+0,012°
karbachol 1,31+0,02* |0,696+0,009*° | 1,21+0,02*° |0,460+0,007*° | 0,661+0,007*"
oxotremorin 1,54+0,09 1,11+0,05%° 1,36+0,12* 0,722+0,039 0,827+0,021
pilokarpin 1,60+0,09 | 1,16+0,03*" | 1,58+0,07 | 0,761+0,029 | 0,838+0,035

Tabulka 4.5: Maximalni vazba radioaktivhé znaéeného antagonisty [*HINMS na M;—Ms
receptory vystavené pusobeni agonistii xanomelinu, karbacholu, oxotremorinu ¢i
pilokarpinu

Hodnoty v tabulce udavaji maximalini specifickou vazbu [*H]NMS (Buax v pmol/mg proteinu) na
M;—Ms receptory jednotlivé exprimované v CHO burikach, které jsme jako intaktni vystavili
10uM xanomelinu (na 1, 3 nebo 10 minut) nebo na 10 minut 1uM karbacholu,
1pM oxotremorinu €i 3uM pilokarpinu. Na kontrolni buriky jsme neaplikovali Zadného agonistu.
Po aplikaci agonistd (nebo KHB v pfipadé kontrolnich bunék) jsme z bunék pfipravili membrany.
Symbolem * jsou oznaleny rozdily oproti kontrolnim bufikdm, ~ znali odliSnost vzhledem
k 10minutovému promyvani, P<0,05, ANOVA a Tukey-Kramer(v test. Hodnoty v tabulce jsou
priméry £ S.E.M. ze 3 nezavislych méfeni provedenych v triplikatech.

Agonisté oxotremorin a pilokarpin méli daleko mensi ucinek co do schopnosti
svym pusobenim snizovat pocet membranovych mAChR. Prodlouzeni promyvani
pufrem z 10 minut na 1 hodinu mélo za nasledek pokles po¢tu membranovych receptort
1 za kontrolnich podminek (bez ptisobeni agonisty). Nezaznamenali jsme Zddnou zménu
v poctu kteréhokoli z podtypi mAChR v membrané vzniknuvsi nasledkem plsobeni
xanomelinu nasledovaného hodinovym promyvanim. Aplikace karbacholu zapfticinila
sniZzeni poc¢tu vSech podtypli membranovych mAChR stejnou mérou s vyjimkou
M; receptoru, kde se po prodlouzeni promyvani z 26% poklesu (10minutové
17% (hodinové promyvani). Podobné¢ byl relativni pocet

promyvani) stal
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membranovych receptori (vzhledem k odpovidajicim kontrolnim buiikdm) po aplikaci
oxotremorinu a hodinovém promyvani mensi nez po 10minutovém. Nenastal zadny
pokles poctu membranovych receptorti nasledkem ptisobeni pilokarpinu nasledovaného

hodinovym promyvanim pufrem. Hodinové promyvani po aplikaci karbacholu,

oxotremorinu & pilokarpinu nemé&lo zadny vliv na afinitu [PH]NMS k receptorim.

M, M, M M, Ms
10minutové promyvani
bez agonisty | 0,264+0,010 | 0,356+0,014 | 0,239+0,004 | 0,229+0,008 | 0,302+0,003
xano (1 min.) | 2,110+0,10* | 0,551+0,001* | 0,717+0,021* | 2,640+0,05* | 1,440+0,02*
xano (3 min.) | 2,440+0,18* | 0,575+0,013* | 0,863+0,037*" | 3,670+0,36*" | 1,790+0,04*
xano (10 min.) | 2,590+0,10* |0,894+0,030*" | 0,899+0,017* | 5,74+0,020** | 2,580+0,13*
karbachol 0,255+0,006 | 0,3480,015 | 0,226+0,003 | 0,235+0,004 | 0,294+0,008
oxotremorin | 0,261+0,007 | 0,359+0,011 | 0,234+0,003 | 0,216+0,005 | 0,295+0,004
pilokarpin 0,248+0,006 | 0,384+0,014 | 0,236+0,004 | 0,217+0,004 | 0,288+0,011
lhodinové promyvani
bez agonisty | 0,248+0,006 | 0,367+0,009 | 0,232+0,003 | 0,220+0,011 | 0,312+0,006
xano (1 min.) |0,821+0,004*° | 0,579+0,026° | 1,340+0,01*" | 3,450+0,15*° | 1,080+0,01*"
xano (3 min.) [0,863+0,015**" | 0,589+0,019* | 1,320+0,03*° | 4,610+0,30** | 1,450+0,02**
xano (10 min.) [0,915+0,014**" | 0,68+0,003** | 1,670+0,09*° | 5,810+0,17** | 1,840+0,02**
karbachol 0,239+0,006 | 0,360+0,003 | 0,231+0,003 | 0,228+0,006 | 0,301+0,006
oxotremorin | 0,241+0,004 | 0,365+0,007 | 0,226+0,009 | 0,227+0,005 | 0,297+0,009
pilokarpin 0,242+0,003 | 0,355+0,003 | 0,246+0,011 | 0,224+0,007 | 0,321%0,015
Tabulka 4.6: Rovnovazné disociaéni konstanty vazby radioaktivhé znaéeného

antagonisty [3H]NMS na M;—Ms receptory vystavené plsobeni agonistil xanomelinu,
karbacholu, oxotremorinu €i pilokarpinu

Hodnoty v tabulce udéavaji rovnovaznou disociacni konstantu specifické vazby [3H]NMS (Kp,
nM) na M;—Ms receptory jednotlivé exprimované v CHO burkach, které jsme jako intaktni
vystavili 10uM xanomelinu (ha 1, 3 nebo 10 minut) nebo na 10 minut 1uM karbacholu,
1pM oxotremorinu ¢&i 3uM pilokarpinu. Na kontrolni buriky jsme neaplikovali Zadného agonistu.
Po aplikaci agonistd (nebo KHB v pfipadé kontrolnich bunék) jsme z bunék pfipravili membrany.
Symbolem * jsou oznadeny rozdily oproti kontrolnim bufikam, ® znamena rozdil ve srovnani
s kratdim pusobenim xanomelinu, ° znaé&i odlignost vzhledem k 10minutovému promyvani,
P<0,05, ANOVA a Tukey-Kramer(v test. Hodnoty v tabulce jsou pruméry + S.E.M. ze
3 nezavislych méfeni provedenych v triplikatech.

SniZeni afinity [PHINMS po 10minutovém pisobeni xanomelinu v piipadé
M, receptortl bylo stejné jak po 10minutovém, tak 1 hodinovém nasledném promyvani.
Pokles afinity [PHJNMS po aplikaci xanomelinu na M, receptory trvajici 1 ¢i 3 minuty
se zvyraznil béhem hodinového promyvani. Na Mj receptorech se rovnéz afinita

[PHINMS v disledku piisobeni xanomelinu sniZila v&t§i mérou b&hem hodinového
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promyvéni pufrem. Naproti tomu afinita [’H]NMS se u zbyvajicich podtypti mAChR
Vv pribéhu hodinového promyvani snizila méné nez béhem promyvani trvajiciho pouze

10 minut.

4.6 Vliv dlouhodobého pusobeni ortosterickych agonistii karbacholu,
oxotremorinu a pilokarpinu na hladinu nitrobunééného vapniku

V kontrolnich pokusech méticich vliv dlouhé expozice agonistim karbacholu,
oxotremorinu a pilokarpinu na hladinu vnitrobunééného vapniku jsme CHO bunky
exprimujici jednotlivé podtypy mAChR na 1 hodinu vystavili 1puM karbacholu,
1uM oxotremorinu ¢ 3uM pilokarpinu.  Po  (vodni  kontrolni  stimulaci
300nM karbacholem jsme hladinu vapenatych ionti méfili béhem celého hodinového
trvani aplikace vySe zminéné trojice agonistl a jeSté nasledujicich 30 minut, béhem
kterych jsme bunky promyvali samotnym KHB. Kontrolni 10sekundovou stimulaci
300nM karbacholem jsme provedli téz na konci méteni (Obr. 4.6, Tab. 4.7).

Prvni (kontrolni) stimulace 300nM karbacholem pfinesla, podobné jako
v predchozich pokusech, okamzity vzestup koncentrace nitrobunééného véapniku
u vsech sledovanych podtypti muskarinovych receptorti (Tab. 4.7).

Hodinovéd  stimulace IpM  karbacholem, IpM  oxotremorinem  ¢i
3uM pilokarpinem vedla k rychlému piechodnému zvySeni hladiny nitrobunééného
vapniku. Pfi hodinové stimulaci karbacholem (Obr. 4.6, cerné kiivky) se hladina
vapniku ptechodné zvysila pfiblizné na 3 minuty a poté se vratila na pivodni troven
u v8ech podtypu s vyjimkou M, kde zistala lehce zvySend az do konce stimulace
karbacholem. Co se ty¢e hodinové aplikace oxotremorinu (Obr. 4.6, ¢ervené kiivky),
tento agonista op¢t piinesl pfechodny vzestup hladiny nitrobunééného vapniku, a to
ptiblizné na 4 minuty (M; a M, receptory), 5 minut (M3) nebo 15 minut (Mg
a Ms receptory). Po tomto doCasném vzestupu zustala hladina vapniku zvySena oproti
bazalni rovni (od 8% pfirtistku u Ms receptoru az po 16% u M; receptoru) az do konce
stimulace agonistou. Béhem stimulace pilokarpinem (Obr. 4.6, modré kiivky) se rovnéz
objevil prechodny vzestup hladiny nitrobunééného vépniku. Ta se pfiblizné po
3 minutach vratila na ptivodni urovein (M, a My podtypy) nebo se zastavila na mirné
zvySené hodnoté¢ (M; a M3 podtypy), ktera piedstavovala 10 %, resp. 14 % maxima
signdlu vzniklého stimulaci agonistou. V ptipadé Ms receptorti byl prechodny vzestup
a navrat (opét na mirné zvysSenou uroven oproti bazalni vapnikové hladiné predstavujici

tentokrat 16 % Uvodniho maxima signélu) velice pomaly a trval asi 30 minut.
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Obrazek 4.6: Prabéh zmén koncentrace nitrobunééného vapniku nasledkem

dlouhodobého pulsobeni karbacholu, oxotremorinu a pilokarpinu na M;—-Ms; podtypy
muskarinovych receptort

Po uvodnich 10 s snimani (slouzicich k zaznamenani klidové koncentrace vapniku) jsme buriky
nejprve 10 s stimulovali 300nM karbacholem a po jeho odmyti aplikovali 1uM karbachol (Cerna
kfivka), 1uM oxotremorin (Cervena kfivka) nebo 3uM pilokarpin (modra kfivka) po dobu 1 hodiny.
Po dalSich 30 minutach promyvani KHB jsme buriky opét 10 s stimulovali 300nM karbacholem.
Pribéh zmén koncentrace nitrobunééného vapniku (osa y) je zobrazen jako zména poméru
intenzit fluorescence pfi 340/380 nm. Grafy znazorfuji praimérné hodnoty signalu z 1 méreni
(potvrzeného dalSimi 2 nezavislymi méfenimi) ziskané z 12-16 bunék s nejlepsi odpovédi.
Charakteristika vapnikovych odpovédi je uvedena v Tab. 4.7.

Bezprosttedné po hodinovém piisobeni agonisti karbacholu, oxotremorinu
I pilokarpinu buiky neodpovidaly na 300nM karbachol (data nejsou soucasti zde
prezentovanych vysledki). Maximalni hodnota odpovédi na tteti (kontrolni) stimulaci
(300nM karbacholem) provedenou po 30minutovém promyvani KHB (to nasledovalo
po hodinové aplikaci agonistli) byla mensi po ptfedchazejicim plsobeni karbacholu

u vSech podtypi mAChR (Obr. 4.6, Tab. 4.7). Maximum odpovédi na tfeti stimulaci
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bylo téz nizS§i v pfipadé M; receptori po piedchozim plsobeni oxotremorinu

a pilokarpinu.

U Ms receptori nedoslo k zadné odpovédi na tfeti stimulaci

300nM karbacholem po hodinovém putisobeni pilokarpinu.

M M; Ms My Ms
prvni stimulace (300nM CBC)
Casnadosazeni | 54406 | 5305 | 55%07 | 5706 | 59407
maxima [s]
[gifrig‘r“g‘misi] 1,73+005 | 1,75+0,07 | 1,77+0,06 | 1,59+0,05 | 1,53+0,05
druha stimulace
¢as na dosazeni maxima [s]
karbachol 6,4+0,5 54+05 56+0,6 5,9+ 0,6 6,0+0,6
oxotremorin 12+1 10+1 11+1 10+1 11+1
pilokarpin 161 12+1 15+1 13+1 15+2
maximum [pomér emisi]
karbachol 1,92+0,06 | 2,09+0,05 2,08 £ 0,05 1,84 + 0,05 1,82 £ 0,05
oxotremorin 1,65+0,04 | 1,69+0,03 1,68 £ 0,04 1,57 £ 0,04 1,60 + 0,04
pilokarpin 1,66 £ 0,04 1,68+0,04 | 1,69+0,04 1,64 + 0,04 1,61 £ 0,05
pramérna hodnota klidového signalu v ¢ase 30—60 min. [pomér emisi]
karbachol 1,04 £0,01*| 1,00+0,01 1,00 £ 0,01 1,01+0,01 1,00 £ 0,01
oxotremorin 1,08 £0,02*| 1,06 £+0,01* | 1,11 +£0,02* | 1,06 = 0,02* | 1,05 + 0,02*
pilokarpin 1,07 +£0,02*| 1,04 £0,01* | 1,07 £0,03* | 0,99 +0,01 | 1,09+ 0,02*
treti stimulace (300nM CBC)
¢as na dosazeni maxima [s]
po karbacholu 9,2+0,5% 7,5+0,5% 6,1+0,5 8,3+0,5% 8,5+0,5%
po oxotremorinu 9,3+0,5% 58+0,5 58+£0,5 6,2+0,5 6,3£0,5
po pilokarpinu 8,5+0,5° 6,0+0,5 56+0,5 59+0,5 NA?
maximum [pomér emisi]
po karbacholu 1,43 +0,03*| 1,39 +0,04* | 1,45+0,03* | 1,31+0,03* | 1,32 +0,03"
po oxotremorinu 1,39+ 0,03%| 1,64+0,03 1,60 + 0,04 1,53 + 0,04 1,52 £ 0,04
po pilokarpinu 1,45+0,04*| 1,72+0,05 | 1,76+0,05 | 1,61+0,04 | 1,01+0,01°

Tabulka 4.7: Charakteristika zmén koncentrace nitrobunééného vapniku nasledkem
dlouhodobého plisobeni karbacholu, oxotremorinu a pilokarpinu na jednotlivé mAChR
Hodnoty v tabulce charakterizuji dlouhodobé ucinky karbacholu, oxotremorinu a pilokarpinu na
hladinu nitrobunééného vapniku po stimulaci jednotlivych podtypl muskarinovych receptort
témito agonisty. NA znamena, Ze jsme nezaznamenali pfisluSnou odpovéd, symbolem * jsou
oznadeny statisticky vyznamné rozdily oproti bazalni hlading vapniku, symbolem % jsou
oznaceny statisticky vyznamné rozdily oproti prvni kontrolni stimulaci karbacholem (P<0,05,
Dunnettlv test). Hodnoty vapnikového signalu jsou vyjadfeny jako pomér emisi pfi stfidavém
buzeni vzorku pfi 340/380 nm. Hodnoty v tabulce jsou priméry + S.E.M ze 3 nezvislych
meéfeni
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5 DISKUSE

5.1 Rozdily v okamzitych a dlouhodobych u€incich xanomelinu na
jednotlivé podtypy muskarinovych receptort

Vlastnim méfenim okamzitych a dlouhodobych ucCinkti xanomelinu na
muskarinové receptory predchazel jeden nezbytny krok. Vzhledem k tomu, ze sudé
podtypy mAChHR se preferenéné spiahuji s G-proteiny tiidy Gij, a tim zprostfedkovavaji
inhibici tvorby cAMP, je jejich vapnikova odpovéd pomald a slaba (Dolezal et al.,
1997). Proto jsme provedli transfekci bunék exprimujicich M, a M, receptory
o podjednotkou lidského Gis G-proteinu, ktery umoZiiuje mnoha typtim receptort
sptazenych s G-proteiny efektivn¢ aktivovat fosfolipaizu CB (Milligan et al., 1996).
Transfekce probehla uspésné, jak je vidét na prikladu rychlé vapnikové odpovédi M
a My receptori na karbachol, jejiz parametry jsou srovnatelné s odpovédi lichych
podtypti (Obr. 4.1, Tab. 4.2).

Velmi kratké vystaveni bun€k xanomelinu na 20 s vyvolalo ptechodnou
vapnikovou odpoveéd’ (Obr. 4.1). Xanomelin vyvolal tuto odpovéd’ s podobnou potenci
na vSech podtypech (Tab. 4.1), coz je v souladu se zjisténim, ze afinita xanomelinu je
témet shodnd pro vSechny mAChR (Jakubik et al., 2008). Maximalni odpovéd
(4¢innost, s jakou xanomelin vyvolava vapnikovou odpovéd) se vSak podtypové lisila.
Porovnanim maximalnich odpovédi na xanomelin vyjadienych v procentech velikosti
maximalni odpovédi na plného agonistu karbachol zjistime, Ze hodnoty zaujmou potadi,
které souhlasi s predpokladanou Mi/M, funkéni selektivitou xanomelinu. V naSich
méfenich ma xanomelin nejvétsi odpovéd’ na M; receptoru, o trochu mensi pak na My
a M3 receptorech a nejmensi na Ms a M, podtypech (Tab. 4.1). Vezmeme-li v Uvahu
jesté afinitu G-proteinu pro komplex xanomelin-receptor (Kg), pak jsou rozdily
Vv ucinnosti sprahovani jesté vice ziejmé. Kromé toho, ze nejvétsi maximalni odpovéd’
na xanomelin nastala stimulaci M; a M4 podtyptit mAChR, byl rovnéz vapnikovy signal
téchto receptorit delsiho trvani v porovnani s ostatnimi podtypy (Obr. 4.1). Podtypové
rozdily v ucCinnosti spfahovani by tedy mohly tvofit zdklad funkéni selektivity
xanomelinu. Uginnost ¢asteénych ortosterickych agonisti oxotremorinu a pilokarpinu
co do schopnosti vyvolat vapnikovou odpovéd’ je podtypové odlisnd od xanomelinu,
nebot’ je nejvyssi na Ms a nejnizsi na M3 receptoru (Tab. 4.1). To vylu¢uje moznost, ze

by spfazeni M; a M,; muskarinovych receptori s vapnikovou odpovédi (jak
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prostiednictvim pfirozeného Gg11, tak uméle vloZzeného Gy G-proteinu) bylo vSeobecné
lepsi nehledé na pouzitého agonistu.

V ptipad¢ Mj, M3 a My podtyptt mAChR vedla 1minutova aplikace xanomelinu
k vyraznému vzestupu hladiny nitrobunécného vapniku, ktery ptetrval po dobu vice nez
1 hodiny po odmyti xanomelinu (Obr. 4.2, ¢erné kiivky). Co se tyc¢e M; a My receptort,
zvysSend hladina vapniku zfetelné oscilovala. Dlouhodobé¢ oscilujici hladina vapniku na
vys§i hodnoté nez klidové svédci o tom, Ze tyto receptory zaujimaji aktivni konformaci,
ktera svym ucinkem na mobilizaci véapniku prekondva bunééné mechanismy
zodpovédné za vychytavani volnych vapenatych iontd. Vzhledem k tomu, ze hladina
vapniku se nesnizuje ani po dlouhé dob¢, nedochazi ziejmé u téchto receptort
k desenzitizaci. Delsi nez 1minutové plisobeni xanomelinu bylo nutné k tomu, aby se
trvale zvysila hladina vapniku v pfipadé M, receptori. U Ms receptorit vedla aplikace
xanomelinu jen k pfechodnému vzestupu hladiny nitrobunécného vapniku, ktery zavisel
na délce aplikace tohoto agonisty. Uginky druhé aplikace karbacholu byly blokovany
plusobenim neodmyvatelné vazby xanomelinu u Mj, M4 a Ms receptori. Zatimco na
M; a My receptorech se neodmyvatelné navazany xanomelin choval jako kompetitivni
agonista (nedoslo k poklesu zvySené hladiny vapniku, kterou vSak bylo mozné
zablokovat antagonistou), na Ms receptorech se jeho ptisobeni jevilo jako neutralni ¢i
kompetitivné antagonistické (nedochazelo k vzestupu bazalni hladiny vapniku, avSak
ortostericky agonista karbachol vyvolaval odpovéd). Tyto vysledky jsou ve shodé€ s jiz
znamou funk¢ni selektivitou xanomelinu pro M; a My receptory (Bymaster et al., 1998;
Shannon et al., 2000), s opozdénymi u¢inky neodmyvatelné vazby xanomelinu na
M, receptorech (Jakubik et al., 2006; Machova et al., 2007) a antagonistickym

pisobenim neodmyvatelné vazby na Ms receptorech (Grant et al., 2005).
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5.2 Vliv ortosterického antagonisty NMS na tvorbu neodmyvatelné
vazby xanomelinu a aktivovany receptor neodmyvatelné navazanym
xanomelinem

I rizné zplsoby interakce xanomelinu s receptorem, interakce s rozli¢nymi
receptorovymi doménami nebo rozdilné zplsoby aktivace receptoru xanomelinem by
mohly vysvétlovat funkéni selektivitu tohoto agonisty. Proto jsme se snazili zjistit, jestli
aktivace receptoru neodmyvateln¢ navazanym xanomelinem muze byt zablokovéana
ortosterickym antagonistou NMS (Obr. 4.3) a zda proces vzniku aktivace receptoru
neodmyvatelné¢ navdzanym xanomelinem (Obr. 4.4) ¢i antagonistické ucinky
neodmyvatelné vazaného xanomelinu (Obr. 4.5) mohou byt zablokovany NMS. Jak je
vidét na Obr. 4.3, zvySend hladina vapniku v pfitomnosti xanomelinu poklesla
Vv disledku aplikace NMS u vSech podtypi mAChR. Zatimco hladina nitrobunééného
vapniku opétovné stoupd po odmyti NMS u M; a My receptort, v piipadé¢ M;
a M3 receptorii zlistavad na bazalni hodnoté (Obr. 4.3, Tab. 4.3). V ramci téchto Ctyr
podtypit ma NMS nejpomalejsi vazebnou kinetiku na M3z receptoru a nejrychlejsi na
M3 receptoru (Jakubik et al., 1995). Ackoli by pomala kinetika NMS na M3 receptoru
mohla vysvétlovat to, Zze se zde po odstranéni NMS hladina véapniku nevratila na
zvySenou urovei, je naproti tomu v rozporu s tim, ze je pokles vapnikového signalu
u tohoto receptoru po aplikaci NMS rychlejsi nez u ostatnich podtypt, zejména M», kde
méa NMS naopak kinetiku nejrychlejsi. Fakt, ze u M, receptoru nenésledoval vzestup
hladiny nitrobunééného vapniku po odmyti NMS nemlZeme vysvétlit vazebnou
kinetikou NMS (disociace NMS z M receptoru je rychlejsi nez z My ¢i My receptoru).
Zaroven nepiitomnost vzestupu hladiny vapniku po odmyti NMS v souladu s Obr. 4.1
a4.2 dokazuje, ze 20sekundové vystaveni M, receptort 10uM xanomelinu neni
dostacujici pro to, aby xanomelin dokazal receptor aktivovat neodmyvatelnou vazbou.

Kdyz jsme xanomelin aplikovali na receptory, jejichz klasické vazebné misto
bylo zablokovano NMS, byla jeho schopnost aktivovat receptor svou neodmyvatelnou
vazbou sniZzend u M; a M3 receptortl, jak je vidét porovnanim Obr. 4.4 (Cerné a zelené
ktivky) a Obr. 4.2 (Cerné kiivky), resp. Tab. 4.4 a 4.2. Naproti tomu M, a M, receptory
xanomelin za téchto podminek nedokazal aktivovat neodmyvatelnou vazbou vilibec
(Obr. 4.4, Cervené a modré kiivky). U Ms receptoru se zmirnily antagonistické ucinky
neodmyvatelné vazby xanomelinu na aktivaci karbacholem (Obr. 4.5). D4 se tedy fici,
ze NMS zpomaluje néstup aktivace receptoru prostfednictvim neodmyvatelné vazby

xanomelinu u v§ech podtypti mAChR, akorat rliznou mérou.
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5.3 Kinetika tvorby neodmyvatelné vazby a plsobeni neodmyvatelné
vazby xanomelinu na po¢et membranovych receptort

Ptedchozi pokusy provedené u nas ukazaly, ze kinetika aktivace M, receptoru
neodmyvatelné vazanym xanomelinem je o mnoho pomalejsi nez je tomu
u M;j receptoru a mélo se za to, ze rozdily v kinetice neodmyvatelné vazby a nasledné
aktivaci receptoru by mohly byt jednim z divodi, pro¢ se xanomelin vyznacuje funk¢ni
selektivitou pravé pro M; receptory. Kinetika neodmyvatelné vazby xanomelinu ovsem
nekoreluje s funk¢ni selektivitou xanomelinu pro M; a M receptory. Ackoli je kinetika
neodmyvatelné vazby xanomelinu velmi rychléd na funkéné uptednostiiovanych M a My
receptorech, je stejné rychld také na Ms receptoru, ukterého se o zadné funkéni
selektivité xanomelinu hovoiit nedd (Tab. 4.6). Utinky neodmyvatelné vazby
xanomelinu se dale vyvijeji béhem hodinového promyvani bunék (Tab. 4.6). Inhibice
vazby NMS béhem hodinového promyvani na M; receptoru sldbne, na M3 receptoru
naopak zesiluje (Tab. 4.5). ZnaSich pokust vyplyva, Zze rozdily v Kinetice
neodmyvatelné¢ vazby xanomelinu a nasledné aktivace receptoru tedy nevysvétluji
pozorovanou funk¢ni selektivitu xanomelinu pro M; a My receptory.

Vysledky z nedavné doby naznacuji, Ze funkéni selektivita xanomelinu by mohla
souviset s riznou regulaci jednotlivych podtypt muskarinovych receptort (Grant et al.,
2010; Noetzel et al., 2009). Opakované se ukazovalo, Ze regulace jednotlivych podtypt
receptord se 1isi (Koenig a Edwardson, 1996; Krudewig et al., 2000; Shockley et al.,
1999) a je zavisla na pouzitém agonistovi (Davis et al., 2009). Je pravdépodobné, ze
slabsi nebo pomalejsi downregulace signalizace konkrétniho podtypu mAChR, ktera
nastavd v disledku stimulace xanomelinem, by mohla naopak vést k posileni
signalizace tohoto podtypu na dlouhy casovy tsek. NaSe vysledky ale ukazuji, Ze
xanomelin (za naSich pokusnych podminek) tvofi neodmyvatelnou vazbu a alostericky
snizuje afinitu NMS, ale nezpiisobuje internalizaci Zadného z podtypli muskarinovych
receptorti. To se naproti tomu neda fici o plném agonistovi karbacholu a caste¢nych
agonistech pilokarpinu a oxotremorinu (Tab. 4.5 a 4.6). Tudiz za pfetrvavajici zvySenou
hladinou vépniku objevujici se pouze po stimulaci My a My receptorti xanomelinem
nemiize stat rGznd mira internalizace receptorii (aby doslo k poklesu signélu
xanomelinu) ani obnova receptort (pro zvySeni citlivosti na karbachol). Trvale zvySena
hladina nitrobunééného véapniku vyskytujici se pouze nasledkem stimulace

neodmyvatelné¢ navdzanym xanomelinem u Mj; a My receptorii nemize téZz vychazet
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z vy$s$i miry desenzitizace My a M3 receptort, nebot’ tyto dva podtypy odpovidaji na

plného agonistu karbachol 1épe nez M; a M, receptory.
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6 ZAVER

Nase vysledky ukazuji, ze xanomelin vyvolava mobilizaci nitrobuné¢ného
vapniku prostfednictvim vsech podtypti muskarinovych receptor se stejnou potenci.
Naproti tomu se v nasich pokusech ukazalo, Ze se xanomelin vyznac¢uje vEéts$i Gi¢innosti
co do vyvolani a del$im trvanim vapnikové odpovédi na M; a M, receptorech
Vv porovnani s ostatnimi podtypy. Porovnavali jsme okamzité i dlouhodobé ucinky
xanomelinu na jednotlivych podtypech muskarinovych receptort. Nalezli jsme rozdily
Vv kinetice dé&jii, které xanomelin svou vazbou na receptor vyvold 1 odliSnosti v jeho
interakci s kompetitivnim antagonistou muskarinovych receptori. OvSem zadny
z téchto rozdilt nekoreluje s funkéni selektivitou xanomelinu pro M; a My podtypy
muskarinovych receptori, a tedy nemize byt podkladem funkéni selektivity
xanomelinu.

Funkéni  selektivita xanomelinu se tedy zakladd hlavné na odliSnostech
Vv t¢innosti a dlouhodobé aktivaci podtypl receptort a ne na rozdilné regulaci receptorti
na urovni bunék ¢i farmakokinetice na systémové urovni. Bude jesté potfeba provést
dalsi méfeni, ve kterych se budeme snazit odhalit molekul&rni mechanismy, které stoji
za funk¢ni selektivitou xanomelinu. Mohly by vychdzet ze vzajemné interakce
jednotlivych c¢asti receptoru a konformacnich zmén, které agonista svou vazbou na

receptor vyvola.
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6 SUMMARY

Our results show that xanomeline induces mobilization of intracellular calcium
via all subtypes of muscarinic receptors with similar potency. In contrast, our
experiments revealed that xanomeline evoked calcium response with higher efficacy
and the response lasted longer at M; and M, receptors in comparison with other
subtypes. We compared immediate as well as long-term effects of xanomeline at
individual subtypes of muscarinic receptors. There were dissimilarities in kinetics of
xanomeline-induced actions evoked by its binding to the receptors, and interaction with
competitive receptor antagonists. However, none of these differences correlated with
observed functional preference of xanomeline for M; and M, subtypes of muscarinic
receptors and thus they cannot constitute the basis of xanomeline selectivity.

Therefore, the functional selectivity of xanomeline is based mostly on
differences in efficacy and long-term activation of muscarinic receptor subtypes and not
on different receptor regulation on the cellular level or pharmacokinetics on the system
level. Nevertheless, further measurements are needed to fully elucidate the molecular
mechanisms involved in functional selectivity of xanomeline, particularly the potential
role of interactions of receptor domains or conformational changes induced by agonist

binding.
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