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Abstrakt

Adrenergni receptory jsou v soucasnosti jedny z neintenzivnéji zkoumanych receptorti.
Ptenos signalu aktivaci adrenergnich receptort je zapojen do stresové odpovédi. Pii stresu
dochazi k aktivaci sympatoadrendlni osy vegetativniho nervového systému. Pochopeni ac¢inki
této aktivace na pienos signalu adrenergnimi receptory je vyznamny z hlediska ovlivnéni
reakce ,,atok nebo uték“. Ovlivnéni aktivity sympatického nervstva pfedstavuje moznost

pusobeni 1éCiv, ¢ehoz se ve farmakologii Siroce vyuziva.

Tato prace se zabyva skupinou a-adrenergnich receptori a jejimi subtypy. Cast je
vénovana jejich struktuie, kterd je pfedmétem mnoha studii zejména v posledni dob¢. Dalsi
kapitola se zamétuje na pienos signalu zprostfedkovanym a-adrenergnimi receptory. Posledni

¢ast poukazuje na mnozstvi a riznorodost fyziologickych funkei vyvolanych t€émito receptory.

Kli¢ova slova: Adrenergni receptory, GPCR, struktura, funkce, signalizace

Abstract

Adrenergic receptors are ones of the most investigated receptors today. Signal
transduction by adrenergic receptors is involved in stress response. Stress activates the
sympathicus and the hypothalamic-pituitary-adrenal axis of autonomic nervous system.
Understanding effects of this activation on adrenergic signalisation is important for affection
of the ,,fight of flight* reaction. Affecting the activity of sympathetic nerve sis important

subject of interest in pharmacology and many drugs are developed using this actions.

This thesis deals with a group a-adrenergic receptors and its subtypes. One part is
devoted to structure which is subject of many explorations recently especially. Next chapter
focuses on signal transduction mediated by o-adrenergic receptors. The last section refers to

multitude of physiologic functions induced by these receptors.

Key words: Adrenergic receptors, GPCR, structure, function, signalisation.
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1. Seznam zkratek

AC
ADHD
AK

AR

cCAMP
CREB
DAG
G-proteiny
GPCR
GTP

IP3

kanal L-typu
kanal T-typu
KO
L-DOPA
MAPKSs
MLCK
MLCP
PKA

PKC

PLC

PLD

TMD

WT

adenylatcyklaza
Attention Deficit and Hyperactivity Disorder
amonikyselina
adrenergni receptor
cyklicky adenosinmonofosfat
CAMP response element-binding protein
1,2-diacylglycerol
GTP-vazajici regulacni proteiny
receptor sprazeny s G-proteiny
guanosintrifosfat
inositol-1,4,5-trifosfat
long-lasting channel
transient channel
knock-out organismus
L-3,4-dihydroxyfenylalanin

mitogenem aktivované proteinkinazy
kinaza lehkého fetézce myozinu (myosin light chain kinase)
fosfataza lehkého fetézce myozinu (myosin light chain phosphatase)
proteinkindza A
proteinkinaza C
fosfolipaza C
fosfolipaiza D
transmembranoveé domény

nemutovany (wild-type) organismus


http://cs.wikipedia.org/wiki/Inositoltrifosf%C3%A1t

2. Uvod

Adrenergni receptory neboli adrenoreceptory (AR) jsou membranové proteiny nalezici
do nad-rodiny receptord sprazenych s trimernimi G-proteiny - receptort sedmkrat
prochazejicich bunéénou membranou. Receptory sprazené s G-proteiny vyznamné reguluji
mnoho fyziologickych procesi. Jsou cilem fady hormont, neurotransmiterd, parakrinnich i
autokrinnich faktorti. Existuje fadové 2000 receptort sprazenych s G-proteiny, které mohou

vyvoléavat rozdilné specifické bunéné odpoveédi.
Pfenos signalu probiha schematicky takto:

1. receptor se aktivuje navazanim ligandu — ur¢itého agonisty;

2. aktivovany receptor vyvola vyménu GDP za GTP na G-proteinu a tim ho aktivuje;

3. G-protein se oddéli od receptoru, aktivovana a-podjednotka se odpoutd od B- a vy-
podjednotek a disociované podjednotky aktivuji efektory;

4. a-podjednotka se sama inaktivuje (rozStépeni GTP na GDP a P) a systém se vraci do

zakladniho stavu.

AR se spolu s cholinergnimi receptory podili na zakladnich funkcich autonomniho
nervového systému, ktery udrzuje homeostazu organismu - zprostiedkovavaji prenos signalu
u postgangliovych neuronii sympatiku. Reaguji na katecholaminy a na dal§i exogenni

agonisty buné¢nou odpovédi zahrnujici druhého posla nebo iontovy kanal.

AR jsou nejdéle studovanymi receptory sprazenymi s G-proteiny. Déli se na dvé hlavni
skupiny a-AR a B-AR. Cilem této bakalarské prace je shromazdit a utfidit dosavadni poznatky
o klasifikaci, struktute a funkci podtypt AR, které zahrnuje skupina a-AR.



3. Rozdéleni a-AR

Elementarné se AR déli na a-AR a B-AR. Obecné jsou a-AR citlivéjsi k adrenalinu a
noradrenalinu nez k izoprenalinu, zatimco B-AR reaguji vice na izoprenalin nez na adrenalin a
noradrenalin. Prvnim autorem, ktery odlisil dva zakladni typy AR, byl Ahlquist (v r. 1948).
Byly popsény na zaklad¢ riznych ucinkii na tkané: receptory nazvané jako o byly hlavné
excitacni, krom¢ stieva; receptory oznacené jako P byly hlavné inhibi¢ni, kromé srdce.

V Ahlquistové rozd¢€leni se a-AR vyskytovaly na hladké svaloving, byly tedy postsynaptické.

Pozdgji byla skupina a-receptori dale rozdélena na postsynaptické al-AR,
zprostiedkovavajici odpoveéd’ v efektorovych orgénech, a presynaptické a2-AR, regulujici
vylev neurotransmiteru (Starke, 1977). Po dalSich probéhlych studiich bylo toto c¢isté
anatomické rozde€leni upraveno na rozdéleni farmakologické, nezavislé na lokalizaci (Starke

etal., 1979).

3.1. al-AR

Dalsi pokroky ve studiu AR pfiSly s vyvojem novych metod — prvni z nich byla
metoda vazebnych pokust s radioaktivné zna¢enymi ligandy: al-AR byly zpocatku rozdéleny
na alA a alB subtypy, zaloZzeny na afinité k riznym ligandtim, hlavné k WB4101 a prazosinu
(Morrow et al., 1986), a na schopnosti inaktivace alkylaénim ¢inidlem chloroetyl-klonidin.
Podle této klasifikace al A-AR zprostiedkovavaly kontrakce chamovodu u mysi a alB-AR
byly ze sleziny mysi (Han et al., 1987).

Pievrat ve studiu a-AR zplsobila molekularni biologie: klonovaci techniky odhalily
zpocatku Ctyfi podtypy al-AR. Prvni klonovany podtyp byl alb, protein syntetizovany podle
tohoto genu odpovidal svymi farmakologickymi vazebnymi vlastnostmi podtypu alB-AR
(Cotecchia et al., 1988). Dalsi byly ala-AR (Lomasney et al., 1991), alc-AR (Schwinn et al.,
1990) a ald-AR (Perez et al, 1991), nicméné ala a ald vykazovaly 99,8% homologii a
ukazalo se, Ze reprezentuji tentyZ podtyp nazyvany alD-AR, zatimco alc je identicky s alA-

AR vazebnymi vlastnostmi a jsou nazyvané jednotné ol A-AR (Docherty, 1998).



3.2. a2-AR
a2-AR byly rozdéleny do tii subtypli také na zdklad¢ farmakologické analyzy a

klonovani: na a2A-AR, a2B-AR a a2C-AR (Lorenz et al., 1990). Pivodné byl popsan jesté
ctvrty typ 02D-AR u potkana, ale dnes jsou povazovany za totozné s 02A-AR u c¢lovéka,
pouze identifikované v jinych druzich (Hieble et al., 1995).

Celkem AR-rodina zahrnuje devét genovych produkti: tii al (ala, alb, ald), ti a2
(a2a, o2b, o2c) a tii B (Bl, B2, P3) subtypy (14. 5. 2014. http://www.iuphar-
db.org/DATABASE/FamilyMenuForward?familyld=4). Historicky vyvoj Klasifikace a-AR je

znazornén na obr. 1.
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Obr. 1: Schematické znazornéni historického vyvoje klasifikace a-AR, alL-AR je pravdépodobné odvozeny od alA-AR

genu a je fenotypové al A-AR (Docherty, 1998).
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4. Struktura o-AR

a-AR patifi do nad-rodiny receptort spfazenych s G-proteiny (GPCR). Spole¢nym
znakem GPCR je sedm domén prochazejicich membranou (TMD) — tyto homologické oblasti
obsahuji sekvence hydrofobnich aminokyselin. GPCR patii mezi membranové glykoproteiny,
kdy je jejich extracelularni N-konec glykosilovan a C-konec je orientovan intracelularné. Jsou
to dynamické struktury ménici konformaci podle navazaného ligandu (Insel, 1989). TMD
tvofi Sroubovice - alfa-helixy, které jsou v membrané usporadané do kruhu, v jehoz stiedu je
vazebné misto pro ligand. Identifikaci aminokyselin (AK), které se tc¢astni vazby ligandu,
aktivace receptoru agonistou ¢i interakce s G-proteinem, nejprve umoznily cilené mutace.
Model uspotfadini AK v alB-AR svyznacenim funkénich AK je zndzornén na obr. 2.
Predpoklada se, ze mira konzervovanosti aminokyselin odrdzi dulezitost jejich zapojeni

v téchto procesech (Fraser, 1991).

Skupina a-AR je v porovnani s p-AR strukturné i funkéné rozmanitéjsi, pifi¢emz o1B-
AR byl vyuzit jako modelovy systém pro studium ostatnich GPCR (Cotecchia et al., 1998).
Porovnanim strukturnich vlastnosti alB-AR inaktivnich mutant(i, konstitutivné aktivnich
mutantil a nemodifikovanych AR byl sestaven model pfechodu receptoru mezi inaktivnim a

aktivnim stavem (Scheer et al., 1996).
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Obr. 2: Topograficky model alB-AR. Asp (D125) v TMD III a tii Ser (S207, S208 a S211) v TMD V se ucastni vazby

katecholamint. Mutace A293 zpiisobuje navozeni konstitutivni aktivity receptoru. (Cotecchia et al, 1998)



Vazba ligandu

Endogennimi ligandy AR jsou adrenalin a noradrenalin, které podle struktury fadime

spolu s dopaminem mezi katecholaminy (obr. 3).
oH oH

OH OH OH
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Obr. 3: Struktura katecholaminu (14. 5. 2014. http://orion.chemi.muni.cz/zakladni_pojmy_z_biochemie/page0150.htm)

Z hlediska jejich vazby k receptoru je dulezita protonovana aminoskupina oddélena od
katecholu fetézcem p-hydroxyetylu. K vazbé katecholaminu na AR dochazi pomoci

kombinace:

e clektrostatickych interakci - mezi aminoskupinou ligandu a karboxylovou skupinou
aspartatu na TMD III receptoru (Asp na TMD III je vysoce konzervovany ve vSech
GPCR vazicich ligandy s aminoskupinou) (Wang et al., 1991);

e vodikovych vazeb - mezi hydroxylovymi skupinami (B-, meta- a para-) ligandu a
serinovymi zbytky na TMD V receptoru (Ser na TMD V jsou vramci GPCR
konzervované, ale jejich pocet i role se u jednotlivych podtyptit AR mize lisit) (Hwa et
al., 1996);

e van der Waalsovych interakci (Cavalli et al., 1996).

Vysledky studii provadénych pomoci cilenych mutaci jsou interpretovany metodami

molekularni dynamiky. Pomoci téchto metod se vytvaii pocitacové simulace 3D modelt.
Spiazeni s G-proteiny

Klicovou roli v interakci AR s G-proteiny hraje pravdépodobné tieti intracelularni
smycka U alB-AR. V experimentu, ve kterém byla cilenou mutaci odpovidajici oblast f2-AR
nahrazena casti z a1B-AR, ziskal tento receptor schopnost aktivovat fosfolipazu C. Ukézalo
se, ze pro udéleni této funkce staci 27 zbytkli aminokyselin ve tieti intracelularni smycce
(233-259). Tato zaména vsak nevedla k inhibici schopnosti f2-AR aktivovat adenylatcyklazu.
Ackoliv je tfeti intracelularni smycka hlavni casti, kterd zprostiedkovava interakci
s G-proteiny, jsou do tohoto d&je zapojeny 1 dalsi strukturni domény receptoru (Cotecchia et

al., 1992).
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Mutace Vv alaninu A293 nebo kys. asparagové D142 vyznamné zvySuji konstitutivni
aktivitu receptoru (Kjelsberg et al., 1992). V zivych systémech existuje rovnovaha mezi
aktivnim a inaktivnim stavem GPCR. Vlastnosti konstitutivné aktivniho receptoru jsou
totozné s vlastnostmi receptoru v aktivnim stavu - je charakterizovan vysokou afinitou
k agonistim a vede k aktivaci efektoru zprostfedkovanou G-proteinem. Mutace ve zminénych
aminokyselinach zpisobuji konformaéni zmény receptoru tak, ze napodobuji receptory

nemutované v aktivnim stavu pred navazanim agonisty (De Lean et al., 1980).

Zatim nebyl proveden Uplny popis molekularni struktury pfi zménach mezi aktivnim a
inaktivnim stavem. Jednim z nejvétSich limitaci je pravdépodobné problém v uréeni
trojrozmérné struktury GPCR - obtizna purifikace a krystalizace. Musi se tedy vyuzivat rizné
pfistupy biochemické, biofyzikdlni, farmakologické, atd. Kombinovanim metod se tvofi

pouze teoretické modely.

V posledni dobé byl jiz ptipraven krystal B2-AR spolu s navazanym difusibilnim
ligandem, coz umoznilo poznat, jak je ligand prostorové orientovan ve vazebném misté
(Cherezov et al., 2007). Krystal aktivniho stavu 2-AR s navazanym ligandem a Gs-proteinem

je zobrazen na obr. 4.

Extracellularg®p
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Obr. 4: Krystalova struktura GPCR (B2-AR) - pocitacova simulace (Rasmussen et al., 2011)
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5. Prenos signalu

5.1. Ligandy

Malé chemické slouceniny, které se vazi vné builky na receptor a ovliviiuji jeho
konformaci, nazyvame ligandy. Ligandy mizeme podle vlivu na receptor rozdélit na agonisty,
kteti po vazbé zméni konformaci receptoru tak, ze dojde k pfenosu signdlu do buiiky,
antagonisty, ktefi nevyvolavaji bunécnou odpovéd’ a inverzni agonisty, jejichz ucinky jsou

protichiidné uc¢inkiim agonistd.
5.1.1. Endogenni katecholaminy

Z Ccisté chemického — strukturniho hlediska jsou katecholaminy latky obsahujici
katechol (= benzen s dvéma hydroxylovymi skupinami) a postranni fetézec s aminovou

skupinou. Mezi katecholaminy patii adrenalin, noradrenalin a dopamin.

V organismu hraji roli jako neurotransmitery a hormony. Jsou produkované
chromafinnimi bunkami dien¢ nadledviny (jez je vlastné zvlastnim sympatickym gangliem),
adrenergnimi postgangliovycmi neurony sympatiku nebo v centralnim nervovém systému.
Jejich funkci je zajiSténi spojeni mezi neurony samotnymi a mezi neurony a efektorovou
tkani. Navzdory dlouhotrvajicimu a rozsdhlému vyzkumu v oblasti katecholamint, nejsou

jejich metabolické drahy jesté plné€ popsany (Napoliltano et al., 2011).

Syntéza: Pocatecnim substratem je tyrozin. Ten se tyrozinhydroxyldzou hydroxyluje
na 3,4-dihydroxyfenylalanin (L-DOPA), coz je krok limitujici rychlost celé syntézy. Poté
DOPA-dekarboxylaza dekarboxyluje L-DOPA na dopamin. Ten se dopamin-B-hydroxylazou
hydroxyluje na noradrenalin, ze kterého metylaci fenyletanolamin-N-metyltransferazou

vznika adrenalin (obr. 5, str. 13).

Na rozdil od témét vSech ostatnich neurotransmiterti, mira biosyntézy katecholaminti
(substrat tyrozin) a serotoninu (substrat tryptofan) je citlivd na lokalni koncentraci substratu,
zejména v oblasti fyziologickych koncentraci naméfenych in vivo. PredevSim ma
fyziologicky vliv na syntézu substratu v mozku vliv strava. Tento jev se projevuje u
fenylketonurie, kdy je nefunk¢ni enzym fenylalaninhydroxylaza, ktery u zdravych jedinct
pfeménuje fenylalanin na tyrozin. Lécba spoc¢iva ve vhodné Uprave stravy bez fenylalaninu

(Fernstrom et al., 2007).
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L-tyrozin
brezinhydroxylaza
{aktivovana fosforyiaci, imitije rychfost)
L-DOFA (3.4dihydroxyfenylalanin
l dekarboxy|dza aromatickych aminokyseiin

dopamin
depamin-f-mydroxylaza
l (=F&tdna pouze v syn. vadeivh v NA& nawronech)
naradranalin

l fenyleta nolamin-N-metyltransferiaza
(zawish na korfikostercidech)

adrenalin

Obr. 5: Syntéta katecholamintd. Upraveno podle (14. 5. 2014 http://psych.Ifl.cuni.cz/bp/3.3.htm)

5.1.2. Exogenni selektivni ligandy

Studie exprese oa-AR poskytuji informace o tom, kde jsou adrenoreceptory

podtypové selektivni ligandy AR.

13

exprimovany, avSak nemuzeme na zdklad€ nich vyvodit zavéry o fyziologickych funkcich
jednotlivych podtypi AR. Také studium receptori pomoci metody vazebnych pokusii
s radioligandy umoziuje urcit pouze lokalizaci receptort. Identifikace riznych roli AR je
zaloZena zejména na farmakologickych studiich. Prvni farmakologické pokusy na rozliSeni
jednotlivych skupin zac¢inaly pomoci jejich selektivnich ligandii (Krulik et al., 1992). Tyto
experimenty jsou vSak velice omezené nedostatkem Uplné selektivnich liganda pro jednotlivé
podtypy - pouzivani agonisté a antagonisté jsou vétSinou jen Castecné selektivni a ackoli
preferuji vazbu na urcity podtyp, mohou se vazat i na dal$i. Navzdory tomu, jak dlouho jsou
Jiz adrenoreceptory zkoumdny, se jeSt€¢ nepodafilo vyvinout Cisté selektivni ligandy pro

jednotlivé podtypy alfa-AR. Tabulky 1-3 shrnuji nejcastéji pouzivané radioligandy a



Tab. 1: Pouzivané radioligandy AR:

agonisté antagonisté
al-AR Prazosin (-H°)
Klonidin (-H’) Rauwolscin (-H?)
a2-AR o
Yohimbin (-H?)

Upraveno podle (Krulik et al., 1992).

Tab. 2: Podtypové selektivni ligandy al-AR:

Sloucenina

(Chloroetyl-)klonidin

Prazosin

Preference pro podtyp al-AR

Interakce se vSemi podtypy

al/2-AR (selektivni alkylace alB-
AR)

alA/B/C-AR antagonista

Zdroj

Michel et al., 1993

Morrow et al., 1986

WB4101, fentolamin

alA/B/C-AR inverzni

Morrow et al., 1986

agonista
A61603 al A-AR agonista (200x acinngjsi | Knepper et al., 1995
nez noradrenalin u kontrakei krysiho
chamovodu)
RS 100329 Williams et al., 1999
Silodosin alA-AR antagonista Murata et al., 2000
Tamsulosin Noble et al., 1997

Risperidon, cyclazosin

a1B-AR antagonista

Sleight et al., 1993; Marruci

et al., 2005

BMY 7378

alD-AR antagonista

Goetz et al., 1995

alC-AR antagonista

Cleary et al., 2005

Upraveno podle (Docherty, 2010)

Tab. 3: Podtypové selektivni ligandy a2-AR.
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Sloucenina

Preference pro podtyp a2-AR

Zdroj

Oxymetazolin

ST-91 (analog klonidinu),
dexmedetomidin, rilmenidin

BRL 44408, BRL 48962

02A/D agonista

a2B/C agonista

a2A/D antagonista

McCune et al., 2004

Nazarian et al., 2008

Meana et al., 1996

ARC-239, imiloxan, prazosin

02B/C antagonista

Meana et al., 1996; Honner et
al., 1999

Rauwolscin, MK-912

a2C antagonista

Calzada et al., 2001; Odagaki
etal., 2008

Yohimbin, idazoxan

02A/D, 02B/C antagonista

Meana et al., 1996; Odagaki
etal., 2008

Atipamezol

02A/D, 02B/C antagonista

Winter et al., 1992

Pievzato (Gyires et al., 2009)

Mnoho imidazolovou skupinu (klonidin, ST-91,

oxymetazolin, rilmenidin, dexmedetomidin). Ukdzalo se, Ze napf. hypotenzni odpoveéd

ligandi 02-AR obsahuje

zprostiedkovavaji spise ,,imidazol-vazebna“ mista, nez piimo a2-AR (Bousquet et al., 1992).

Z duvodu nedostatku uplné selektivnich agonistii a antagonisti se k objasnéni funkci
jednotlivych podtypi AR wvyuzivaji alternativni postupy, a to geneticky modifikované
organismy. Ty maji odstranény gen pro urcity podtyp (¢i vice genl pro vice podtypil
soucasn¢) — gene knock-out (KO) organismy. Nicmén¢ interpretace poznatkd z experimentl
na KO organismech je slozit4. Je nutné brat ohled na komplexitu a heterogenitu organismd.
Dé&je probihajici pomoci adrenoreceptorii jsou regulovany a kompenzovany dalSimi
mechanismy v buiice. Zména exprese urcitého receptoru miize zménit expresi, metabolismus
nebo regulaci jiného receptoru a jeho neurotransmiteru (Kable et al.,, 2000).
Vysledky ziskané z KO organismd musi byt posuzovany v porovnani s geneticky

nemodifikovanymi organismy - wild-type (WT) organismy.
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5.1.3. Inverzni agonisté

Nekteré ligandy a-AR se mohou chovat také jako inverzni agonisté, tzn. nejen blokuji
procesy vyvolané agonisty, ale navic redukuji bazdlni konstitutivni aktivitu receptort
spiazenych s G-proteiny v nepiitomnosti agonistl. Cisti & neutralni antagonisté, nezasahuji

do bazalni konstitutivni aktivity receptort.

Mnoho studii zkoumalo vyvolani kontrakci opétovnym piidanim vapniku po
vycerpani internalnich zasob vapniku bez ptitomnosti agonistl al-AR. Byl sledovan vliv na
klidové napéti, které odrazi konstitutivni aktivitu al-AR. Benoxathian a WB4101 selektivné
inhibuji kontraktilni odpovéd’ - ucinkuji jako inverzni agonisté. Tyto latky se staly
univerzalnim modelem pro studium inverzniho agonismu (Noguera et al., 1996). K tomuto
jevu dochazi u potkana v aorté a kycelnich a proximalnich mesenterickych tepnach (Ziani et

al., 2002), ale ne v ocasni tepn¢ (Gisbert et al., 2003).

Dospélo se k zavéru, ze k fenoménu kontrakce po opétovném piidani vapniku
dochazelo jen u alD-AR, jelikoz tyto adrenoreceptory jsou konstitutivné aktivni (Gisbert et
al., 2003; McCune et al., 2000). Studie na hladké svaloviné¢ tepen u ¢loveéka potvrdily, ze
alD-AR jsou spojeny se zvySenou hladinou intracelularniho vapniku (Garcia-Cazarin et al.,
2008).

5.2. G-proteiny

a-AR mohou interagovat s riznymi G-proteiny, jejichz aktivované a-podjednotky
vyvolavaji zmény v efektorech:
al-AR

o Gy (pertusis-toxin nesenzitivni) - zvySeni aktivity fosfolipazy C (PLC)
o Gy - zvySeni aktivity fosfolipazy D (PLD)
o Gg, Gi/Go (pertusis-toxin senzitivni) - zvySeni aktivity fosfolipazy A,

¢ G - zvyieni aktivity Ca** kanalu

(14. 05. 2014. IUPHAR database (IUPHAR-DB))

a2-AR
e inhibicni G; /Gy - snizeni aktivity adenylatcyklazy (AC)
e stimulacni G - zvySeni aktivity AC
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(Eason et al., 1992)

Rovnéz P/y komplex se ucastni pienosu signdlu. Muze piimo aktivovat

adenylatcyklazu a je schopny piimo ovliviiovat nékteré typy iontovych kanala.
5.3. Druzi poslové

Aktivace efektorového systému zplsobuje zménu koncentrace druhych posli, ktefi

piedavaji signal dalsi signalni ¢i cilové molekule.
al-AR

Hlavni fyziologickou funkci al-AR je kontrakce hladkych svali. Existuje vice

moznosti, jak mize aktivovany al-AR vyvolat kontraktilni odpoved™:
1. mobilizaci Ca®, ktery aktivuje kinazu lehkého fetézce myozinu

Hlavni cestou je uvolnéni Ca®* z intraceluldrnich zdrojii. Zvysenim aktivity fosfolipazy C
vznikaji dva druzi poslové - 1,2-diacylglycerol (DAG) a inositol-1,4,5-trifosfat (IP3), ktery

vyvola uvolnéni Ca?* ze sarkoplazmatického retikula.

Dal3i variantou je vstup Ca”* z extracelularnich zdrojii, coz umoZiuje otevieni Ca** kanalt L-
typu ¢i T-typu. K otevieni kanalti dochazi dvéma zptisoby, bud’ zprostiedkované depolarizaci
membrany, a nebo pfimym pusobenim aktivniho G-proteinu na ptislusny iontovy kanal (Chen

etal., 1995).
2. senzitizaci kontraktilniho aparéatu k Ca?*

Kdy vznikly DAG stimuluje aktivitu proteinkinazy C, coz nasledné vede k inhibici fosfatazy

lehkého fetézce myosinu (Minneman, 1988).

Svalovou kontrakci nasledné¢ umoZznuje fosforylovany lehky fetézec myozinu.
Jednotlivé cesty aktivace kontrakce hladkych svalil al-AR jsou nazorné zobrazeny na obr. 6,

str. 18.
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Obr 6: Schematické znazornéni vyvolani kontrakce hladkych svald aktivaci a1-AR. SR-sarkoplazmatické retikulum, PLC-
fosfolipaza C, IP3-inositol-trifosfat, DAG-diacylglycerol, PKC-proteinkinaza C, MLCK- kindza lehkého fetézce myozinu,
MLCP-fosfataza lehkého fetézce myozinu (Docherty, 2010)

a2-AR

Klicovym druhym poslem je cyklicky adenosinmonofosfat (cAMP). Podjednotky
G-proteinu inhibuji adenylatcyklazu, ¢imZ se sniZi hladina intracelularniho cAMP, ktery
produkuje. Dochazi k inhibici proteinkinazy A (PKA), ¢imz jsou inhibovany vSechny drahy
zavislé na PKA. Na obr. 7 je znazornén ptiklad inhibice PKA.

GPCR GPCR

<
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Obr. 7: Schematické znazornéni ovlivnéni aktivity adenylatcyklazy GPCR. GPCR-receptor zptazeny s G-proteinem, AC-

G1 phase P S phase

adenylatcyklaza, PAK-proteinkinidza A, MAPKs-mitogenem aktivované proteinkinazy, CREB- cCAMP response element-
binding protein
(14. 5. 2014 http://sakmarlab.org/Tools/HTS/Figure3.html).
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Ptedpoklada se, ze pii nizké koncentraci agonisty a2-AR snizuji koncentraci cAMP
V buiice, zatimco vysoké koncentrace agonisty maji za nasledek zvyseni koncentrace cAMP
(Jones et al., 1991). Bylo popsano, Ze [12-AR se mohou téz Gc¢astnit kontrakce hladkych
svali. Ukazuje se vSak, ze signalni draha zahrnujici cAMP jakoZto druhého posla
pravdépodobné neni primarni pti vyvolani kontraktilni odpovédi v hladkém svalstvu. Byly
popsany drahy zprostfedkované zabranénim vstupu Ca®* &i naopak otevienim K* kanalt
(Docherty, 1998).

6. Fyziologické funkce AR

6.1. Funkce al-AR

al-AR jakozto stimulacni receptory zprosttedkovavaji zejména kontrakei hladké
svaloviny a v obéhovém systému hraji hlavni roli v kontrole krevniho tlaku. Pfi poklesu
krevniho tlaku z diivodl jako je krvaceni apod. se aktivuje baroreceptorovy reflex, ktery
v disledku vede k vasokonstrikci (= stazeni cév) v poskozeném fecisti, hlavné u utrobnich a
koznich cév. Agonistou zprostiedkované vasokonstrikce milze byt pouzZivano v 1écbé
hypotenze (= nizkého krevniho tlaku) a je ji Siroce vyuZito u dekongestant, 1éki urenych

k odstranéni zduteni nosni sliznice, G¢inkujici omezenim pritoku krve (Docherty, 2010).

Funkci al-AR v jinych tkénich je hlavné bronchokonstrikce (= zuzeni priadusek),
konstrikce svéracl v gastrointestinalnim traktu, sekrece slin, pfedpoklada se, Ze jsou dilezité

v regulaci metabolismu lipidti (Ulahannan et al., 2002).

Mezi procesy zprostiedkované al-AR v oku patii rozsiteni pupily kontrakci svalu
dilator pupillae, coz zvySuje mnozstvi svétla, které mulZze sitnice pfijmout. Dale agonisté
al-AR zpusobuji snizeni nitroo¢niho tlaku, G¢inkuji zejména omezenim pratoku krve (Michel

et al., 2006).

al-AR Vv urogenitalnim systému vyvolavaji kontrakci kréku mocového méchyfte, a tim
inhibici moceni (Chen et al., 2005). Hustota al-AR Vv kr¢ku mocového méchyie je vetsi
U muzu, pravdépodobné z diivodu prevence retrogradni ejakulace do méchyte (Sanbe et al.,
2007). Déle al-AR zprostfedkovavaji kontrakci chamovodli a semennych vacki u muzi,

spole¢né s purinergnim receptorem P2X1 (Mulryan et al., 2000).
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Benigni hyperplazie prostaty, kterd postihuje ¢im dal vice muzl, zptisobuje mimo jiné
trubice zvétSenou prostatou a slozkou dynamickou — al-AR zprostiedkovanou kontrakci
kréku mocového méchyie a mocové trubice. Lécbu benigni hyperplazie prostaty tak mohou

umoznit al-AR selektivni antagonisté a zatim je ve vyvoji (Furuya et al., 1982).
6.1.1. a1A-AR

Modelovou tkdni pro studium alA-AR jsou podcelistni Zlazy potkana (Bexis et al.,

2009), které¢ ovsem mizou osahovat i a1 B-AR (Bruchas et al., 2008).

al A-AR castené zprosttedkovavaji kontrakce hladké svaloviny v chamovodu a ve
slezin¢ u potkana (Aboud et al., 1993; Burt et al., 1998, 1995; Noble et al., 1997), v rendlni a
ocasni tepné u potkana - spole¢né s alD-AR (Villalobos-Molina et al., 1996, 1997), v levé
sini u potkana (Yu et al., 1994), v usni tepné u kralika (Fagura et al., 1997), ve vnitinim
analnim svéraci u prasete (Mills et al., 2008), v chamovodu u ¢loveka (Furukawa et al., 1995;
Moriyama et al., 1997), v prostat¢ u ¢lovéka (Marshall et al., 1995) - spole¢né s alB-AR
(Teng et al., 1994) a a1D-AR (Kojima et al., 2006).

V chamovodu u potkana alA-AR vyvolavaji dva typy odpovédi: féazickou
(pravdépodobné v disledku vyliti Ca2+ z ryanodin-senzitivnich ulozist’) a tonickou (pies
PKC, DAG a vylev Ca2+ pies nifedipin-senzitivni kanaly L-typu) (Burt et al., 1998). a1 A-AR
vyvolavaji spolu s alB-AR pozitivni ionotropni odpovédi na fenylefrin u mysi (Ross et al.,
2003).

K objasnéni funkci a1l A-AR se Siroce pouzivaji KO technologie:
U mysi s odstranénym genem pro al A-AR dochéazelo ke kontrakcim v porovnani s WT mysi
minimélné (Gray et al., 2008). Naopak nadmérna exprese alA-AR v srdci zplsobila nartst

kontrakci zprostfedkovanych B-AR a obecné zlepsila klinické vysledky sledovani infarktu
myokardu (Woodcock, 2007).

6.1.2. alB-AR

Modelovou tkani pro studium alB-AR je slezina potkana (Bexis et al., 2009).
Podcelistni zlazy potkana obsahuji jak alA, tak alB -AR, ale sekreci slin vyvolavaji hlavné
al1B-AR (Bruchas et al., 2008).
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alB-AR castené zprostfedkovavaji kontrakce hladké svaloviny v chamovodu a ve
slezin¢ u potkana (Aboud et al., 1993; Burt et al., 1998, 1995; Noble et al., 1997), ve sleziné¢ u
mysi (Eltze, 1996), v levé sini u potkana - spolecné s alA-AR (Yu et al., 1994), v koznich
rezisten¢nich tepnach u kralika (Smith et al., 1997), v prostaté u ¢lovéka (Teng et al., 1994) -
spole¢né s al A-AR (Marshall et al., 1995) a al D-AR (Kojima et al., 2006).

K objasnéni funkci alB-AR se vyuzivaji KO technologie:
U mysSi s odstranénym genem pro alB-AR mys$i doslo v porovnani s WT mysi k mirné
redukci schopnosti vyvolat odpovéd’ na adrenalin ¢i noradrenalin v aort¢ (Cavalli et al.,
1997). Podle jinych autor nedoSlo k signifikantni zméné v potenci (Hosoda et al., 2005).
U kombinované delece alB/D-AR byla zhorSena kontraktilni odpovéd’ na noradrenalin ¢i
fenylefrin, a to ve v&tsi mife, nez pii samotném o.1D-KO (Hosoda et al., 2005).

V aorté€ a ocasni tepn€ u mysi hraji a1B-AR minoritni roli v kontraktilnich odpovédich
(Daly et al., 2002). Piestoze alB-KO mysi vykazuji pozménénou kontraktilni odpovéd’ v
cévach, ukazuje se, ze maji pouze regulacni ¢i trofickou funkci nebo jsou nezbytné na
povrchu bunék pro expresi jinych podtypit a-AR (Uberti et al., 2003). Jejich absence tudiz

muze ovliviiovat kontrakce nepiimo, ptes jiné al-AR (Daly et al., 2002).

Nadmérna exprese alB-AR v srdci zptlisobila pokles kontrakci zprosttedkovanych f3-
AR, zvysila predispozice k srdecnim selhanim (Woodcock, 2007) a zptisobila hypertrofii
srde¢niho svalu a hypotenzi (Zuscik et al., 2001). Nadmérnou expresi a1B-AR Vv izolovaném
mySim srdci doSlo ke sniZzeni mnozstvi al A-AR, ¢imZ se oslabil pozitivni ionotropni efekt

fenylefrinu (Ross et al., 2003).
6.1.3. a1D-AR

alD-AR alesponn Castecné zprostiedkovavaji kontrakce hladké svaloviny v aorté,
mesenterické, kycelni a plicni tepné u potkana (Piascik et al., 1995; Hussain et al., 1997],
Vv renalni, kréni a ocasni tepn¢ u potkana - spole¢né s alA-AR (Villalobos-Molina et al.,
1996), v aorté¢ u kralika - spole¢né s alA-AR (Fagura et al., 1997), v srde¢nich sinich u
kralika (Yang et al., 1997).

Kontraktilni odpovéd’ na nervovou stimulaci zprostiedkovavaji zejména alD-AR Vv
chamovodu u potkana (Cleary et al., 2004) 1 u mysi (Bexis et al., 2008). Naproti tomu
odpovéd’ na exogenni noradrenalin zprostiedkuji prevazné alA-AR (Aboud et al., 1993).
Experiment na stehennich tepnach potkana toto tvrzeni potvrdil (Zacharia et al., 2005).
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K objasnéni funkci a1D-AR se také vyuzivaji knockout technologie:
Studie na krénich tepnach u mysi s odstranénym genem pro alD-AR ukazaly, ze kontrakce
zprostfedkovavaji zejména alD-AR, pficemz al1B-AR zde hraji regulacni roli (Deighan et al.,
2005). Kontrakce v aorté u a1 D-KO mysi byly znacné redukovany, zatimco u alB-KO mysi
nebyly nijak ovlivnény. U kombinované delece a1D/B-AR nedochézelo ke kontrakcim viibec
(Hosoda et al., 2005). Toto podporuje tvrzeni o regulaéni/kooperacni roli alB-AR.
Nicméné nadmérna exprese alB-AR neovlivnila funkci alD-AR v aorté u mysi (Chalothorn
et al., 2003) ani v mesenterické tepné u mysi (Zuscik et al., 2001).

Krom¢ kontrakei hladké svaloviny cév mohou alD-AR vyvoldvat také relaxaci
zavislou na endotelu. K Vasodilataci dochazi po stimulaci fenylefrinem v mesenterickém
cévnim fecisti u potkana (Filippi et al., 2001). Zde maji alD-AR trofickou a ristovou funkci

(Vinci et al., 2007).

6.2. Funkce a2-AR

a2-AR se ucastni riznych fyziologickych funkci hlavné v kardiovaskuldrnim systému
a centralnim nervovém systému. Zejména jsou a2-AR zapojeny do zpétnovazebné regulace
uvoliiovani neurotransmiteru (Trendelenburg et al., 2003). Kromé dé&jt zprostiedkovanych
vyhradné 02-AR byla popsdna noradrenergni aferentni vlakna v medialni preoptické oblasti,
ktera se podili na indukci spanku. Tento proces je ovladan kooperaci o2-AR a
postsynaptickych al-AR. a2-AR exprimované v kiife mozecku se ucastni koordinace pohybu
(Hirono et al., 2008) a hraji vyznamnou roli v termoregula¢nich mechanismech - aktivace

noradrenergnich vlaken zpiisobuje pokles teploty téla (Kumar et al., 2007).

Agonisté a2-AR jsou Siroce vyuzivany v terapiich: aplikuji se napt. pii 1écbé
hypertenze, glaukomu (= zelené¢ho zékalu), ¢i pfi poruchéch pozornosti (Gyires et al., 2009),
véetn¢ poruch pozornosti s hyperaktivitou (ADHD) (Cho et al., 2008a,b). Antagonisté a2-AR
mohou vedle al-AR také pfispivat pii 16¢bé benigni hyperplazie prostaty (Constantinou et al.,
1996).

6.2.1. 02A-AR
Pro a2A-AR je ze znamych subtypi popsano nejvice funkci.

V kardiovaskularnim systému maji agonist¢ a2A-AR antihypertenzni ucinek (=

snizeni krevniho tlaku) a zptsobuji brachykardii (= zpomaleni srde¢ni frekvence) u mysi
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(Altman et al., 1999). Delece v genu pro a2A-AR m¢éla za nasledek zvyseni krevniho tlaku,
zrychleni srde¢ni frekvence a predispozice k srdecnim selhanim u mysi (Brede et al., 2002).
Naproti tomu bylo ukdzano, ze a2A-AR se podili na vasokonstrikci, a to alespon castec¢né
(MacMillian et al., 1996). a2A-AR hraji klicovou roli ve stabilizaci trombu (= krevni
srazenina), u mysi s odstranénym genem pro a2A-AR se zprvu utvofeny trombus rozpoustél

(Pozgajova et al., 2006).

V srde¢ni tkani dochazi k inhibici vylevu transmiteru aktivaci a2A-AR pfi vysoké
frekvenci stimulace, zatimco aktivaci a2C-AR pfi nizSich frekvencich (Hein et al., 1991;
Scheibner et al., 2001) - stejné tak, jako v nervové tkani (Hein et al., 1999). Pfi odebrani a2A-
AR a 02C-AR v mySim modelu dochazi k nekontrolovatelnému uvoliiovani noradrenalinu,

coz vede k letalni kardiomyopatii (Aggarwal et al., 2001; Hein et al., 1991).

V centralnim nervovém systému hraji a2A-AR hlavni roli v presynaptické inhibici
normalniho uvolfiovani neurotransmiteru u mysi - spole¢né s 02C-AR (Altman et al., 1999;
Hein et al., 1999; Trendelenburg et al., 2003). a2A-AR se ucastni antinocicepce u mysi (=
protibolestivy efekt) (Hunter et al., 1997), citlivosti k anestetikiim u mysi (Lakhlani et al.,
1997), kieCovych procest u mysi (Szot et al., 2004), hypotermického efektu u mysi (Hunter et
al., 1997). Post-synapticky a2A-AR zvysuji lokalni tok krve v prefrontalnim kortexu a zvysuji
aktivitu pamétovych funkei u opic - spole¢né s a2D-AR (Avery et al., 2000).

a2A-AR agonisté maji sedativni ucinky. Pfi deleci genu pro a2A-AR byl sedativni
efekt zna¢né snizen, zatimco pfi odstranéni genu pro a2B-AR a a2C-AR nebyl nijak zménén

(Hunter et al., 1997).

V gastrointestinalnim traktu a2A-AR reguluji bazalni a vagalné stimulovanou sekreci
zalude¢ni kyseliny u potkana (Blandizzi et al., 1995; Mullner et al., 2001) a gastrickou
motilitu u potkana (Fulop et al., 2005; Zadori et al., 2007). V tenkém stfevé se 02A-AR
ucastni transportu ionti a sekreci tekutin u potkana (Hildebrand et al., 1993; Liu et al., 1997).
Byla zjiSténa zvySena exprese a2A-AR v mistech nervosvalového spojeni v tlustém 1 tenkém
stfeve, jak v zanétlivych, tak i v nepostizenych oblastech stfev u potkana (Blandizzi et al.,

2003; 2007).

U syndromu drazdivého tracniku se zacpou (IBS-C) byla popsana asociace
S polymorfismy a2A-AR a 02C-AR. Ztrata funkce presynaptickych a2A-AR V koncovém

sympatickém nervstvu mize umlCovat negativni zpétnou vazbu uvoliiovani noradrenalinu a

23



jeho zvySené mnozstvi v synaptické Stérbiné snizuje aktivitu cholinergnich nervl, coz

zpisobuje sniZzenou pohyblivost gastrointestinalniho traktu (Gyires et al., 2009).
6.2.2. 02B-AR

a2B-AR jsou na rozdil od ostatnich a2-adrenoreceptorii lokalizovany prevazné
postsynapticky (Docherty et al., 1998; Philipp et al., 2002). Hraji hlavni roli ve vyvolani
vasokonstrik¢ni odpovédi na 02-AR agonisty u mysi (Link et al., 1996).

a2B-AR zprosttedkovavaji prevazné kontrakei délohy v biezosti u potkant, na rozdil
od a2A-AR a 02C-AR, které naopak inhibuji kontraktilni odpovéd’ na noradrenalin in vitro
(Gaspar et al., 2007). a2B-AR se ucastni procesit ve vyvoji ¢i reprodukci, jelikoz
homozygotni delece genu pro a2B-AR m¢éla za nésledek zhorSeni pribéhu rozmnozovani u

potkant (Gaspar et al., 2007).

a2B-AR maji gastroprotektivni G¢€inky - spolecné s a2C-AR. Agonist¢ a2B-AR
zpisobuji inhibici slizni¢nich 1ézi indukovanych etanolem u potkana. Tento efekt byl naopak

blokovan antagonisty prazosinem a ARC-239 (Gyires et al., 2007).
6.2.3. a2C-AR

a2C-AR jsou lokalizovany zejména V centralnim nervovém systému. Bylo
zaznamenano, 7e hraji roli v regulaci kortikalniho vzruSeni a jsou antagonisty k sedativnim
u¢inkim a2A-AR umysi (Puolivali et al., 2002). a2C-AR se Ucastni stresové odpovédi u
depresi a aktivace té€chto receptorli mize mit pozitivni vliv v 1é€bé neuropsychickych poruch
(schizofrenie, posttraumatického Soku, zéavislosti na drogach, atd...) a onemocnéni
asociovanych s mechanismy tleku u mysi (Scheinin et al., 2001). Nedostatek 02C-AR je
spojen se zvySenou lokomocni aktivitou, tlekovou reakci a agresi u mysi (Sallinen et al.,
1998). Predpoklada se souvislost mezi polymorfismem genu pro 02C-AR a poruchou
pozornosti s hyperaktivitou (Cho et al., 2008).

a2C-AR se Ucastni regulace uvoliovani transmiteru - spolecné s a2A-AR - popsano
vyse (Hein et al., 1999). Vyhradné¢ a2C-AR jsou zapojeny do inhibice vylevu opioida
Z dorzalniho rohu michy u potkana. Agonist¢ 02-AR (klonidin, guanfacin, medetomidin a
UK-14304) inhibuji uvolnéni opioidli, ktery méa vyrazné analgetické Gc€inky (Chen et al.,
2008).
V periferii jsou a2C-AR minoritné zapojeny do hypotermickych procestt u mysi (Sallinen et

al., 1997).
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Ukaézalo se, ze a2C-AR zprostiedkovavaji zilni vasokonstrikci u clovéka (Gavin et al.,

1997) a v arterialni hladké svaloviné se Gcastni vasokonstrikce vyvolané chladem (Chotani et

al., 2000). Pfesné¢ mechanismy v hemodynamice vsak jest¢ nejsou znamy.

Fyziologické funkce v riznych organech a ligandy jednotlivych subtypil jsou strucné

shrnuty v tab-4-5.

Tab. 4: Souhrn funkci v tkanich a ligandy al1-AR

podtyp 1A 1B 1D

funkce kontrakce kontrakce ve sleziné | kontrakce v aorté u
vV chamovodu + u potkana (spole¢né¢ | potkana
regulace tlaku krve u | s ay)
potkana

tkan podcelistni zlaza slezina potkana

potkana

selektivni agonisté

Oxymetazolin,

A61603
selektivni RS 17053, BMY 7378
antagonisté SB216469
cistlivost k ostatnim chloroethyl-klonidin
latkdm (G€inek 1 na ostatni
podtypy)
G-proteiny Gyt
Ptevzato (Docherty, 1998)
Tab. 5: Souhrn funkci v tkanich a ligandy a1-AR
podtyp 1A 1B 1D
funkce kontrakce kontrakce ve sleziné | kontrakce v aorté u
vV chamovodu + u potkana (spoleéné | potkana
regulace tlaku krve u | s ay)
potkana
tkan podcelistni zlaza slezina potkana

potkana

selektivni agonisté

Oxymetazolin,
A61603
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selektivni RS 17053, BMY 7378
antagonisté SB216469

cistlivost k ostatnim chloroethyl-klonidin

latkam (Gcinek 1 na ostatni
podtypy)

G-proteiny Gyt

Ptevzato (Docherty, 1998)

7. Zaveér

Navzdory dlouhému a intenzivnimu vyzkumu v oblasti a-AR, pfesné mechanismy
jejich funkce dosud nebyly plné objasnény. Bylo provedeno mnoho studii zamétenych na
fyziologické funkce v jednotlivych organech, které jsou vsSak provadény zejména na
modelovych organismech (mySich a potkanech). Ukazalo se, ze obecné jsou al-AR hlavné
postsynaptické a zprostfedkovavaji kontraktilni odpovédi ve hladkém svalstvu a
vasokonstrikci, zatimco 02-AR jsou hlavné presynaptické a je pro né typicka zpétnovazebna
regulace vylevu neurotransmiteru. Studium vzijemného ovliviiovani signalnich kaskad se
stalo pfinosnym ptedev§im ve farmakologii, kde se vyuziva Siroka Skala 1éCiv jak tlumicich
(sympatolityka) tak stimulujicich sympaticky nervovy systém (sympatomimetika).
S rozvojem novych metod se vyzkum posledni dobé zamétuje také na molekularni strukturu

a-AR, coz predstavuje velky potencial do budoucna.
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