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SEZNAM ZKRATEK

AC adenylylcyklaza

APP protein prekurzor amyloidu (amyloid precursor protein)

BQCA benzylchinolonkarboxylova kyselina (benzylquinolonecarboxylid acid)

CHO fibroblasty z ovarii zlatého kiecka (Chinese hamster ovary)

CNS centralni nervovy systém

DMEM Dulbecco's Modified Eagle Medium

EL extracelularni klicka (extracellular loop)

ECs koncentrace vyvovavajici polovinu max. odpovédi (effective concentration s)

EDTA ethylendiamintetraoctova kyselina

Emax maximalni odpovéd’

flow proporce nizkoafinni vazebné slozky

GPCR receptor sprazeny s G-proteiny (G-Protein Coupled Receptor)

ICs koncentrace vyvolavajici polovimu maximalni inhibice (half maximal inhibitory
concentration)

IL intracelularni klicka (intracellular loop)

IPx inositolfosfaty (mono, di a trifosfaty)

IQR interkvartilni rozsah

Kb rovnovazna disociacni konstanta

KHB pufr Krebs-Hepes (Krebs-Hepes Buffer)

K, inhibi¢ni konstanta

Ka parametr relativné kvantifikujici afinitu ke G-proteinu

mAChR muskarinové acetylcholinové receptory

Mi23as jednotlivé podtypy muskarinového receptoru

NDMC N-desmetylklozapin (N-desmethylclozapine)

NMS N-metylskopolamin

PBS isotonicky fosfatovy pufr (Phosphate Buffered Saline)

PDB ID identifika¢ni oznaceni v proteinové databazi

PIP2 fosfatidylinositolbisfosfat

PLC fosfolipaza C

PNS periferni nervovy systém

QNB 3-chinuklidinyl benzylat (quinuclidinyl benzilate)

S.E.M. sttedni chyba priméru (Standard Error of the Mean)

TCA trichloroctova kyselina (trichloracetic acid)

TM helix transmembranovy helix

wt piirozeny receptor (wild type)



ABSTRAKT

Atypicti agonisté muskarinovych receptord jsou latky, které se vaZou se srovnatelnou afinitou
k jednotlivym podtypim receptoru, ale jsou schopny je do urcit¢ miry selektivné aktivovat.
Molekularni mechanismus této funkéni selektivity atypickych agonistii neni dosud znam a jeho
objasnéni by mohlo piispét k cilenému vyvoji novych funkéné selektivnich agonistii vhodnych
pro lécebné vyuziti.

Funkéni selektivita atypickych agonistii muskarinovych receptori by mohla souviset se
zpusobem, jakym tyto latky aktivuji receptor. Specificka konformac¢ni zména receptoru vyvolana
po navazani téchto strukturné slozitych agonisti by mohla vést k vyuziti aktivac¢nich
mechanism, které jsou paralelni s aktiva¢nim mechanismem klasickych ortosterickych agonistii
a vést k selektivni aktivaci receptoru. Zjistovali jsme, zda atypicti muskarinovi M; selektivni
agonisté¢ xanomelin a N-desmetylklozapin vyuzivaji pfi aktivaci M, receptoru stejnou kaskadu
tzv. aktivaCnich piepinacti jako klasiCti ortosteri¢ti neselektivni agonisté karbachol a
oxotremorin.

Za timto ucelem jsme provedli bodové mutace M; receptoru v oblasti odpovédné za vazbu
ortosterického ligandu (D105°%, D99°%), v oblasti aktivatniho piepinate odpovédného za

pienos konformacni zmény z ortosterického mista do intracelularni ¢asti receptoru D71

av
oblasti piepinace "ionic lock switch" odpovidajici za interakci s G-proteiny (R123%°, D122°%).
Pomoci funk¢nich stanoveni (akumulace inositolfosfati a métfeni zmén hladiny intracelularnich
vapenatych iontll) jsme sledovali, jak tyto mutace ovlivni pfenos signdlu na M, receptoru
prostiednictvim atypickych agonistl xanomelinu a N-desmetylklozapinu ve srovnani s
klasickymi agonisty karbacholem a oxotremorinem. Prostfednictvim vazebnych pokusii jsme
stanovovali vliv jednotlivych mutaci na afinitu téchto agonisti. Dale jsme se zaméfili na vliv
jednotlivych mutaci na afinitu neodmyvatelné vazby xanomelinu a perzistentni aktivaci
receptoru xanomelinem.

Mutace aminokyselin D105°# i D99°* snizily afinitu v8ech testovanych agonistdi, coZ se
promitlo i ve funk&nich stanovenich jako sniZeni potence aktivovat receptor. Mutace D105*** v
ortosterickém misté méla vyraznéjsi vliv na potenci xanomelinu aktivovat M, receptor nez tomu
bylo pro klasické ortosterické agonisty karbachol a oxotremorin. Mutace v oblasti aktiva¢niho
piepinaée D71 a interakce s G-proteiny R123°** vedly k tplné ztraté funkéni odpovédi jak
klasickych tak atypickych agonist.

Nase vysledky ukazuji, ze klasicti i atypiCti agonisté aktivuji M; receptor stejnym
mechanismem vyuZivajicim aktivaéni piepina¢ D71*° a pfepina¢ "ionic lock switch". Déle

53.32

poukazuji na kli¢ovou roli D10 v ortosterickém vazebném misté pro aktivaci M, receptoru

atypickymi agonisty 1 pro perzistentni aktivaci receptoru neodmyvatelné navazanym



xanomelinem. Rozdil mezi jednotlivymi agonisty je ve zptsobu jakym s D105**

interaguji. Dale
naSe vysledky ukazuji, ze interakce s vestibulem ortosterického vazebného mista je dalezité i pro

vazbu atypickych agonisti.



ABSTRACT

Atypical agonists of muscarinic receptors bind to individual receptor subtypes with
comparable affinity but activate them selectively to a certain extent. Molecular mechanism
underlying this "functional selectivity" is not known and its elucidation may contribute to
development of new atypical functionally selective agonists suitable for therapeutic use.

Functional selectivity of atypical muscarinic agonists may be caused by a distinct molecular
mechanism(s) of how these compounds activate the receptor. Agonist-specific conformations
induced by structurally complex atypical agonists may lead to utilization of a parallel activation
mechanism that is different than the activation mechanism induced by non-selective classical
agonists. In order to examine this possibility we investigated whether the M, receptor preferring
atypical agonists xanomeline and N-desmethylclozapine, and the classical orthosteric agonists
carbachol and oxotremorine, activate the M, receptor through a common cascade of transmission
switches.

To this end we mutated key amino acids of the M, receptor that are essential for ligand
binding to the orthosteric binding site (D105°%, D99*%), receptor activation (transmission
switch, D71*%), or interaction with G-protein (ionic lock switch, R123%*¥* D122%%). We
compared effects of these mutations on binding characteristics and functional responses of
atypical and classical agonists. Furthermore we analyzed effects of these mutations on persistent
activation of the M, receptor by wash-resistantly bound xanomeline.

Point mutation of D105%3? and D99** decreased affinity of all tested agonists and caused a
decrease in potency of receptor activation in functional assays. Mutation of D105*** in the
orthosteric binding site decreased the potency of the atypical agonist xanomeline more than the

potency of the classical orthosteric agonists carbachol and oxotremorine. Point mutation of

residue D71, involved in receptor activation, or R123°*, involved in coupling to G-proteins,
completely abolished functional responses to both classical and atypical agonists.

Our data show that classical as well as atypical agonists activate the M, receptor by the same
molecular mechanism that involves the transmission switch D71**° and the ionic lock switch
(R123*%, D122°*). These results further point to the key role of D105*% in the orthosteric
binding site in receptor activation by atypical agonists and persistent activation of the M;
receptor by wash-resistantly bound xanomeline. The principal difference among tested agonists
is in the way they interact with D105°2, In addition, our data demonstrate an important role of

the vestibule of the orthosteric binding site for atypical agonists binding.



1 LITERARNI UVOD

1.1 Muskarinové acetylcholinové receptory

Muskarinové receptory (mAChR) jsou membranové proteiny aktivovatelné acetylcholinem,
ktery je jednim z hlavnich neuropfenasecti v centralni (CNS) a periferni (PNS) nervové soustave
a pasobi 1 mimo ni /Beckmann a Lips, 2013/. Mohou byt aktivovany nebo blokovany i1 nékterymi
prirodnimi latkami. K takovym latkam patii muskarin (alkaloid muchomurky ¢ervené, Ammanita
muscaria), od n€hoz je odvozen i ndzev receptord, nebo pilokarpin (alkaloid ziskavany z listt
tropickych ket rodu mrstnoplod, Pilocarpus). Obé tyto latky pusobi jako agonisté a receptory
aktivuji. Mezi latky blokujici muskarinové receptory patii antagonisté atropin, skopolamin nebo
hyoscin (rostlinné alkaloidy z ¢eledi lilkovitych, Solanaceae) /Eglen, 2012/. Tyto latky a tfada
jejich derivati jsou pouzivany pro ovlivnéni a studium mAChR. Strukturni vzorce nékterych z

nich jsou uvedeny v obrazku 1A,B na stran¢ 10-11.
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Obrazek 1A: Strukturni vzorce vybranych agonistit mAChR.
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Obrazek 1B: Strukturni vzorce vybranych antagonistii mAChR.
/PubChem; www.ncbi.nlm.nih.gov/pccompound/

Klonovanim bylo identifikovano pét podtypi mAChR (M,-Ms) /Bonner a spol., 1987,
Peralta a spol., 1987/. Jednotlivé podtypy se lisi lokalizaci (tkdnovou 1 bunécnou) a
farmakologickymi a funk¢nimi vlastnostmi /Felder, 2000/. V zavislosti na podtypu a lokalizaci
zprostiedkovavaji celou fadu fyziologickych déja /Eglen, 2012/, na néz plisobi excitatné nebo
inhibi¢né /Felder, 2000/.

Muskarinové receptory se nachazeji na neuronech centralniho i periferniho nervového
systému a v parasympatikem inervovanych tkanich. Vyskytuji se i ve tkanich inervovanych
sympatikem (potni zlazy) a ve tkanich, které netvoii klasické synapse jako jsou bilé¢ krvinky,
epitelidlni buiikky nebo bunky endotelu /Caulfield, 1993/.

Rozlozeni jednotlivych podtypit mAChR bylo zmapovano pomoci hybridizace mRNA a
podtypové selektivnich protilatek (Tabulka 1; str. 12). Jak v mozku tak na periferii se rozlozeni
jednotlivych podtypt ¢asto vyrazné piekryva /Levey, 1993/.

V CNS se mAChR uplatiuji v celé fad¢ vegetativnich, senzorickych 1 motorickych funkci.
Dale hraji roli pfi regulaci stavu bd¢losti a spanku, emo¢nich odpovédich, stresovych reakcich
nebo udrzeni pozornosti. V mozkové klfe a hipokampu se mAChR podileji na fizeni vySsich
kognitivnich funkci jako je uceni, pamét, pozornost nebo prostorova orientace /Wess, 1996/.
Aktivace parasympatiku prostfednictvim mAChR vede napiiklad ke zpomaleni srde¢niho rytmu
¢i zvyseni sekrece exokrinnich a endokrinnich zlaz, nebo kontrakcim hladké svaloviny a zvySeni
motility sttev /Eglen, 2012/. V rdmci auto/parakrinniho ptsobeni acetylcholinu se mAChR
ucastni 1 imunitni odpovédi nebo regulace bunééné proliferace /Wessler a Kirkpatrick, 2008;
Kawashima a Fujii, 2008/.

Kvili nedostatecné selektivit¢ muskarinovych ligand (Kapitola 1.6; str. 29), nebylo mozné
pfesné urcit ucast jednotlivych muskarinovych podtypti na konkrétnich fyziologickych

pochodech. Az zavedeni zvifecich modelii s deleci gent pro jednotlivé muskarinové podtypy
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umoznilo detailni studium jejich funkce /Wess, 2003, 2007/. Role jednotlivych podtypti mAChR

v konkrétnich fyziologickych pochodech a patologiich je popsana v kapitole 1.3 (str. 14).

Tabulka 1: Rozlozeni podtypii muskarinovych receptorii ve vybranych castech centralniho (CNS)
a periferniho (PNS) systému podle /Levey, 1993/.

CNS PNS
Mozkova | Hipokampus | Striatum | Thalamus | Mozkovy Srdce Slinné Ileum Plice
kira kmen zlazy
a mozecek
M;-M; protein
M; (34-40 %) | M, (47 %) M. (29 %) | My (42-49 %) | M (70-84 %) | M (88 %) | Ms (42 %) | M, (69 %) | M (41 %)
M, (19-37 %) | M, (17 %) M; (29-31 %) | M, (6-16 %) | M; (5-6 %) M (36 %) | Ms (12 %) | M (40 %)
M. (15%) | M. (15 %) M, (12-29 %) | M, (15 %) | M; (2-5 %) M, (12 %) | M; (4 %)
M;(10%) |M;(10%) | M;(6%) M;(6%) | Ms(1%) M. (7%) | M (3 %)
Ml-Ms mRNA
M, M, M, M, M, M, M; M, M,
Mz Mz M1 M] M3 Ml M3
M, M, M, M,
M; M; M; M,
M5 MS

Mnozstvi mRNA jednotlivych muskarinovych podtypii je Fazeno sestupné.

1.2 Prenos signalu muskarinovvmi receptory

Muskarinové receptory patii do skupiny membranovych receptorti sprazenych s G-proteiny
(G-Protein Coupled Receptor; GPCR), které pro prenos signdlu do bunky vyuzivaji
heterotrimernich G-proteinti /Alexander, 2011/. Po navdzéni agonisty na receptor dojde ke
konformac¢ni zméné v jeho transmembranové oblasti, ktera je pfenesena do intracelularni oblasti
receptoru a umoznuje naslednou aktivaci G-proteinu /Gudermann a spol., 1995/. G-protein je
slozen z GTP vazajici a-podjednotky a podjednotek B a y. Po aktivaci receptoru se snizi afinita
a-podjednotky pro GDP, ten se z a-podjednotky uvolni a a-podjednotka navaze GTP, ¢imzZ se
aktivuje a disociuje z komplexu s receptorem a fy-dimerem. Volné a-podjednotka i By-dimer pak
pfimo ovliviiuji fadu efektort.

Fyziologickd odpovéd vyvolané aktivaci mAChR je déna v prvni fadé typem G-proteinu se
kterym receptor interaguje a naslednou stimulaci €1 inhibici piisluSnych efektorii (Tabulka 2; str.
14). Muskarinové receptory lze rozdé€lit do dvou skupin na zéklad¢é preferencniho sprahovani
s jednotlivymi typy G-proteinti /Wess, 1996/. Muskarinové podtypy M, s se preferencné sprahuji
s G-proteiny Gy /Caulfield, 1993/ a stimuluji tak pfimo fosfolipazu C B (PLC B), kterad
katalyzuje hydrolyzu fosfatidylinositolbisfosfatu (PIP,), pii které vznikaji druzi poslové
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diacylglycerol a inositoltrisfosfat ucastnici se dalSich fyziologickych dé&jii jako je aktivace
protein kinazy C diacylglycerolem nebo uvolnéni vapenatych iontd z endoplazmatického retikula
stimulované inositoltrisfosfatem /Nathanson, 2008/. Do druhé skupiny patii muskarinové
podtypy M, a My. Tyto podtypy se preferencné sptahuji s Gy, proteiny. Vysledkem aktivace je
inhibice adenylylcyklazy (AC), nasledné snizeni tvorby cAMP a utlumeni signalizace na ném
zavislé (napt. aktivace protein kinazy A) /Caulfield, 1993/. Funk¢ni odpovéd’ vyvolava i dimer
podjednotek Py, ktery pfimo ovliviiuje nékteré iontové kanaly, naptiklad napétove fizené
vapnikové kandly v presynaptickych zakoncenich /Herlitze a spol., 1996/, draslikové kanaly
v srdecni tkani /Caulfield, 1993/, nebo aktivuje PLC B /Zhu a Birnbaumer, 1996/.

Preferen¢ni sptahovani muskarinovych receptorii s jednotlivymi podtypy G-proteinii neni
absolutni a stejné€ jako mnoho jinych GPCR mohou mAChR interagovat s vice neZ jednim typem
G-proteinu, coz poskytuje ohromnou variabilitu funkénich odpovédi na aktivaci receptoru.
Muskarinové receptory M, 55 se v mensi mife sprahuji také s Gs G-proteiny a stimuluji syntézu
cAMP prostiednictvim aktivace AC /Burford a Nahorsky, 1995/. U podtypi M, a M; byla
prokdzana také interakce s G.u3 /Siehler, 2009/ a G; G-proteiny /Offermanns a spol., 1994/ a u
M, piimé interakce s Gs a Gy proteiny /Michal a spol., 2007/. Funkéni odpovéd mAChR je
ovlivnéna celou fadou faktort jako jsou napfiklad vySe exprese receptorl, tkanova a bunécna
lokalizace /Felder, 2000/, dostupnost jednotlivych G-proteinii, ti¢innost a koncentrace agonisty
nebo desenzitizace /Tucek a spol., 2002/.

Spojeni muskarinovych receptora, at’ uz ptimé nebo nepiimé, s celou fadou efektor /4ntony
a spol., 2009/ dava prostor pro takzvany "agonist bias" /Kenakin, 2007/ (Kapitola 1.6.3.4; str.
42), kde ovlivnéni urcitého efektoru zavisi na kombinaci agonista-receptor, tedy konformacéni
zméné receptoru vyvolané konkrétnim agonistou (specifické konformaci pro daného agonistu,
anglicky "agonist-specific conformation") /Ehlert, 2008/.

U muskarinovych receptort byl prokdzan i jiny pfenos signdlu neZ prostfednictvim G-
proteind, a to pfes arestiny a kinazy receptorii sprazenych s G-proteiny (G-protein receptors

kinases) /Reiter a Lefkowitz, 2006/ vedouci k desenzitizaci receptort.
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Tabulka 2: Klasifikace G-proteinii interagujicich s muskarinovymi receptory a jejich zakladni

funkce /Wess, 1996/ a /Siehler, 2009/.

Gs (Gs, Golf) aktivuje AC

vaze se na nckteré Ca> kanaly a aktivuje je

G, (Gi, Go, G, Ggust, G7) piimo inhibuje AC, v urcité mife aktivuje K* kanaly
inhibuje Ca* kanaly.

Gt proteiny ptimo aktivuji fosfodiesterasu

Gq (Gq, Gu,Gm, Gls, Gm) aktivuje PLC B
G2 (G, Gi3) Aktivuje RhoGTPazové nukleotidové vyménikové
faktory

1.3 Muskarinové receptory v 1é¢bé onemocnéni centralniho a periferniho nervového

systému

Muskarinové receptory, v zavislosti na lokalizaci a podtypu, zprostiedkovavaji fadu
fyziologickych funkci jak v centralnim (CNS) tak perifernim (PNS) nervovém systému /Felder a
spol., 2001; Eglen, 2006 a 2012; Langmead a spol., 2008/. Jejich selektivni pozitivni nebo
negativni modulace je tedy dilezitd pro cilené terapeutické ovliviiovani celé fady poruch
spojenych s poskozenou signalizaci pres mAChR.

Riizna onemocnéni CNS jako jsou napiiklad Alzheimerova a Parkinsonova choroba /Perry a
spol., 1990/ ¢i schizofrenie /Sellin a spol., 2008/ jsou spojovany s upadkem kognitivnich funkci
zahrnujicich procesy uceni a paméti. Na fizeni téchto funkci se v prvni fad¢ podileji muskarinové
receptory podtypu M, /Levey, 1993/, které jsou ve velké mife zastoupené praveé v oblasti spojené
s kognitivnimi funkcemi jako je klra pfedniho mozku a hipokampus. Role muskarinovych
receptort podtypu M; v kognitivnich procesech byla podpofena studiemi s mySimi modely bez
muskarinového M, receptoru, kde doSlo k vyraznému zhorSeni procesit konsolidace
paméti /Eglen, 2005/. V kiite ptedniho mozku jsou M, receptory odpoveédné za stimulaci signalni
dréhy proteinové kindzy aktivované mitogenem (mitogen-activated protein kinase) /Hamilton a
Nathanson, 2001/, ktera je dilezitym mediatorem cholinergniho vlivu na synaptickou plasticitu a
kognici /Rosenblun a spol., 2000/.

V tad¢ klinickych studii bylo prokdzéno zlepSeni kognitivnich funkci po podavani agonist
muskarinovych receptorti /Doggrell a Evans, 2003/ ¢i inhibitort acetylcholinesterazy (enzymu
degradujiciho acetylcholin) /Christie a spol., 1981/. Tento ptfinos byl vsak doprovazen tadou

vedlejsich Gc¢inkd spojenych s aktivaci ostatnich podtypit mAChR. Jednalo se predev§im o
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aktivaci M, a M; receptoril na periferii spojenou se zpomalenim srde¢ni frekvence, nadmérnym
slinénim, pocenim a poruchami traveni /Bymaster a spol., 2003; Wess a spol., 2007/. Proto je
vénovano velké usili hledani agonista, ktefi by selektivné aktivovali M, receptory /Fisher, 2007,
Jakubik a spol., 2008/.

Kromé vySe zminéného pozitivniho vlivu posileni muskarinové transmise na zlepSeni
poznavacich funkci vede stimulace mAChR podtypu M; a M; ke zvySeni neamyloidogeniho
Stépeni bilkoviny prekurzor amyloidu (amyloid precursor protein; APP) /Nitsch a spol., 1992;
Buxbaum a spol., 1992/. Snizuje tak tvorbu B-amyloidu, ktery je podle v souc¢asnosti ptrevladajici
a obecné uznavané hypotézy /Hardy a Higgins, 1992; Selkoe, 2001/ ptic¢inou vzniku a rozvoje
Alzheimerovy choroby. Potvrzuje to i klinické pozorovani, ze podavani muskarinovych
antagonistil u pacientil s Parkinsonovou nemoci vyznamné zvySuje mnozstvi amyloidnich plak
a neurofibrilarnich klubicek /Perry a spol., 2003/. Zatimco proteolytickym st€penim APP uvniti
B-amyloidové sekvence prostfednictvim a-sekretazy (tzv. neamyloidogenni §tépeni) vznika jako
produkt molekula aAPPs (rozpustny extraceluldrni  N-termindlni  konec  APP)
s neuroprotektivnimi ¢inky /Lichtenthaler, 2011/, vysledkem postupného Stépeni B- a v-
sekretdzou je neurotoxicky a amyloidogenni B-amyloid, ktery se ukldda v mozku pacientd ve
form¢ plakd. Hlavnim nositelem synaptické toxicity vSak neni agregovany B-amyloid tvoftici
plaky, ale podstatné mensi rozpustné oligomery B-amyloidu /Selkoe, 2002; Haass a Selkoe,
2007/.

V oblastech spojovanych s kognitivnimi funkcemi se ve velké mife nachazeji i muskarinové
receptory podtypu M,. Tento podtyp je na cholinergnich neuronech mozku lokalizovan
predevsim presynapticky a jeho aktivace inhibuje uvoliiovani acetylcholinu. Na rozdil od M, a
M; receptorii vSak aktivace receptor M, a M, nevyvolava neamyloidogenni Stépeni APP /Nitsch
a spol., 1992/. Latky, které by pusobily jako selektivni agonist¢ muskarinového M, receptoru
nebo selektivni antagonisté M, receptoru, ptipadné splilujici ob& kritéria, se jevi jako nad&ny
terapeuticky nastroj pii 1é€bé Alzheimerovy choroby a dalSich onemocnéni spojenych s
kognitivnimi poruchami.

Schizofrenie je onemocnéni doprovazené pozitivnimi piiznaky (halucinace, bludy),
negativnimi piiznaky (napf. citova oplostélost, demotivace) a také kognitivnimi poruchami.
Pozitivni pfiznaky jsou spojovany s nadmérnou aktivaci dopaminergnich D, receptord ve striatu
a mesolimbickych oblastech mozku. Na druhou stranu negativni ptfiznaky jsou spojovany se
snizenym dopaminergnim pifenosem pies dopaminové D, receptory v pifedni korové
oblasti /Karam a spol., 2010/. Vzhledem k negativnim pfiznakim a kognitivnim poruchdm je
patofyziologie schizofrenie spojovana také s muskarinovymi receptory (tzv. "cholinergni

hypotéza schizofrenie"). Tuto hypotézu podporuje tada zjiSténi, jako napiiklad mechanismus
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plsobeni klinicky pouZzivaného antipsychotika klozapinu, jehoz aktivni metabolit NDMC (N-
desmetylklozapin) kromé inhibice dopaminovych D, receptori pasobi jako parcialni agonista
muskarinovych M, receptora /Weiner a spol., 2004; Sur, 2003/. Také bylo pozorovano snizené
mnozstvi M; a My receptorti u schizofrennich pacientti v kife predniho mozku, hipokampu,
kaudata (nucleus caudatus) a putamen /Crook a spol., 2001/. Snizeni mnozstvi M, receptorti by
mohlo byt pfic¢inou kognitivnich pfiznakli schizofrenie. Muskarinové receptory M, inhibuji
uvolnovani dopaminu ve striatu a mesolimbickych oblastech mozku /Tzavara a spol., 2004/.
Jejich snizené mnozstvi by tak mohlo mohlo souviset s pozitivnimi pfiznaky schizofrenie. To
podporuje 1 zjiSténi, Ze muskarinovi antagonisté vyvolavaji stavy obdobné pozitivnim ptiznakiim
schizofrenie /Mego a spol., 1988/ a muskarinovi agonisté jsou tyto pfiznaky schopné do urcité
miry potlacovat /Scarr, 2009/. Selektivni agonisté M, receptort, plsobici zlepseni kognitivnich
funkci a zaroven agonisté M, receptort, snizujici uvoliiovani dopaminu by mohli najit uplatnéni
pii 1écbé schizofrenie.

Podtyp muskarinového receptoru Ms je v CNS, spolu s podtypy Ms a M,, spojovan s
dopaminergni signalizaci. Podtyp M;s je jedinym podtypem muskarinového receptoru nalezenym
na dopaminergnich neuronech inervujicich striatum a hlavnim podtypem na dopaminergnich
neronech inervujicich nukleus accumbens a dal$i oblasti limbického systému. Tyto oblasti mozku
maji klicovou tulohu v procesu zavislosti /Eglen, 2012/. Ve striatu dochdzi po aktivaci Ms
receptord, stejné jako po poziti ndvykové latky, k uvolnéni dopaminu. Hladina dopaminu je uzce
spjatd s priznaky drogové =zavislosti (odména, zvySovani tolerance, abstinencni
priznaky) /Morales a Pickel, 2012/. Bylo pozorovano, ze u mysi bez Ms receptoru se snizi
potfeba zvySovat davku a abstinen¢ni pfiznaky u zavislosti na morfinu /Basile a spol., 2002/ a
kokainu /Lester a spol., 2010/. Selektivni antagonisté Ms receptort se tedy jevi jako potencidlni
terapeutika nejen pii 1é€be drogové zavislosti ale také pozitivnich piiznakti schizofrenie.

Muskarinové receptory v CNS se ucastni i1 dalSich patofyziologickych déja. Signalizace
prosttednictvim M, receptori v mozku se podili na vzniku pifinejmenSim nékterych typil
epileptickych zachvatl. Vyplyva to ze studie na mysich s deleci M; receptoru u nichz nebylo
mozné vyvolat epilepticky zachvat pomoci c¢asteného muskarinového agonisty pilo-
karpinu /Hamilton a spol., 1997/. Aktivace muskarinovych receptorti ma také analgetické ucinky.
Ptedpoklada se zde role zejména podtypu M, a v mensi mite My /Duttaroy a spol., 2002/.
Potvrzuji to studie s myS$imi modely s deleci genii pro M, a M, receptory, u nichz byly potlaceny
analgetické U¢inky muskarinovych agonisti /Wess a spol., 2003/. M, receptory se podileji na
termoregulaci a koordinaci pohybli /Gomeza a spol., 1999/. Jednonukleotidovy polymorfismus
M, receptoru vmozku u lidi je spojovan subytkem receptoru a bipolarni depresivni

poruchou /Cannon a spol., 2011/. Muskarinovy podtyp M; je exprimovan pfevazné na periferii,
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ale v mensi mife se nachdzi i v CNS /Levey, 1993/. Jeho role v CNS neni pln¢ objasnéna. Je
spojovan s uvolnovanim ristového hormonu /Gautam a spol., 2009/ a tudiz by jeho selektivni
modulace mohla najit uplatnéni pti 1€cb¢ poruch ristu.

Cilené ovlivitovani muskarinovych receptori ma dulezity vyznam také pii 1é€bé fady poruch
na periferii. Podtyp M; /Caufield, 1993/ ma ulohu pfi kontrakci hladké svaloviny a to zejména v
mocovém a gastrointestindlnim traktu. Selektivni latky blokujici tento podtyp by byly vhodné pti
1é€bé inkontinence a hyperaktivity mocového méchyie /Chapple a spol., 2002/. V
gastrointestindlnim traktu je kromé¢ M; dulezitd i role podtypu M, /Matsui a spol., 2002; Wess,
2007/. Podtyp M; dale ovliviiuje ¢innost zldz s vn&j$i a vnitini sekreci. S ohledem na
problematiku diabetu druhého typu je velké Usili vénovano M; receptorim na  buiikéch slinivky
biisni a studiu jejich vlivu na sekreci insulinu /Gautam a spol., 2008/. Muskarinové receptory
zprostiedkovavaji plisobeni acetylcholinu 1 mimo nervovy systém a jejich ovliviiovani lze vyuzit
k 1écbé nékterych patologickych stavl /Kawashima a Fujii, 2008; Beckmann a Lips, 2013/.
Muskarinové receptory se nachézeji v epitelidlnich bunikach a buiikidch endotelu a mnohé studie
ukazuji, Ze aktivace podtypi M;, M; a Ms vede ke zvySeni bunécéné proliferace a progrese
rakovinného bujeni /Spindel, 2012/. Schopnost agonisti muskarinovych receptorii stimulovat
bunécny rist byla prokazana také u nadori prostaty, vajecnikd, prsu slinivky bfisni, plic, tlustého
stfeva, kone&niku i koZnich a mozkovych nadort /Spindel, 2012/. Rada studii poukazuje zejména
na hlavni tlohu podtytu M; /Beckmann a Lips, 2013/. Selektivni antagonist¢ muskarinovych
receptori by tedy mohly najit uplatnéni v 1é€bé néckterych druhli rakoviny. Muskarinové
receptory se nachdazeji i v bunikdch imunitniho systému a podili se na imunitni reakci /Wessler a
Kirkpatrick, 2008/. V riaznych typech bunc¢k byl pozorovan prozanétlivy vliv agonisti
muskarinovych receptorti /Beckmann a Lips, 2013/.

1.4 Struktura muskarinovvch receptoru

1.4.1 Zarazeni muskarinovych receptoru

Vsechny GPCR maji obdobnou strukturu tvofenou sedmi transmembranovymi (TM) a-helixy,
propojenymi extra a intracelularnimi smyckami. Na zakladé podobnosti s rhodopsinem byly
muskarinové receptory zafazeny mezi GPCR rhodopsinového typu /Ovchinnikov, 1982/.

Donedavna nebyla k dispozici krystalova struktura muskarinovych receptori a jejich
strukturni vlastnosti a aktivacni mechanismus se odvozovaly ze zndmé 3D krystalové struktury
jim blizkého rhodopsinu /Palczewski a spol., 2000, Teller a spol., 2001; Park a spol., 2008/ a
pocitacovych modelt z ni odvozenych /Hulme a spol., 2003b, Espinoza-Fonseca a spol., 2008/.

Informace o struktufe a funkci muskarinovych receptori pfinesla celd fada spektroskopickych
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stanoveni a diky cilené mutagenezi byla objasnéna uloha fady aminokyselin a domén v jejich
sekvenci /Wess, 1996, Hulme a spol., 2003a/.

Teprve nedavno byla publikovana krystalova struktura M, /Haga a spol., 2012/ a M5 /Kruse a
spol., 2012/ receptoru v inaktivnim stavu s navdzanymi antagonisty QNB (3-chinuklidinyl
benzylat) u M,, thiotropiem u M; a nésledné struktura M, receptoru v aktivnim stavu s agonistou
iperoxo /Kruse a spol., 2013/. Uréeni téchto krystalovych struktur vyrazné ptispélo nejen k

objasnéni struktury, ale 1 aktivace mAChR.

1.4.2 Transmembranové usporadani

Struktura mAChR sestava z extracelularné umisténého N-konce, intracelularné umisténého C-
konce a 7 transmembranovych a-helixi spojenych tfemi extracelularnimi (extracellular loop;
EL) a tfemi intracelularnimi smyckami (intracellular loop; IL). Transmembranové helixy
TM1,2,3,5,6, a 7 jsou usporaddany piiblizn¢ do elipsy a "podepieny" TM4 helixem, ktery kiizuje
vngjsi povrch TM3. Intraceluldrni C-konec ma rovnéz helikdlni uspofadani (Obrazek 2; str. 19
vlevo). C-koncovy helix 8 je pfichycen k wvnitfnimu povrchu plazmatické membrany
prostiednictvim palmitoylace na cysteinech. Dostupné krystalové struktury M, a M;
receptord /Haga a spol., 2012; Kruse a spol., 2012/ ukazuji, Ze jsou si oba receptory strukturné
velmi podobné a to i v oblastech, které se 1isi primarni sekvenci, jako jsou extra a intracelularni
smycky (Obrazek 2; str. 19 vpravo).

V tomto textu jsou aminokyseliny oznaceny jednopismennym koédem a Cislovany podle
pofadi v sekvenci jednotlivych podtypti muskarinovych receptorti a/nebo podle univerzalniho
Cislovani pro GPCR /Ballesteros a Weinstein, 1995/, kdy pozice nejvice konzervované
aminokyseliny v TM helixu N (N oznacuje TM helix 1-7), je oznacena N.50. Potadi ostatnich
aminokyselin se pak odviji od N.50. Aminokyseliny leZici v sekvenci receptoru pied N.50 se
oznaCuji N.50-x, aminokyseliny za N.50 se oznacuji N.50+x (x vyjadiuje vzdalenost
aminokyseliny od N.50). Napifiklad v  TM3 M, receptoru je nejvice konzervovanou
aminokyselinou R123, kterd je podle univerzalniho cislovani Ballesterosové a Weisteina
oznacena 3.50. Aspartat 122 lezZici jednu pozici pted R123 je oznacen 3.49. Univerzalni ¢islovani
GPCR je zavedeno pouze pro TM helixy a nepouziva se pro oznafeni aminokyselin v intra- a

extracelularnich klickéach, jejichz délka a primarni struktura se u jednotlivych GPCR vyrazné lisi.
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Helix 8

Obrazek 2: Struktura muskarinovych receptorii. Vlevo: M, receptor s navazanym antagonistou
ONB. Vpravo. srovnani struktury M, (modre) a M; (Cervené) receptorii (PBD ID: 3UON,; 4DAJ
/www.rcsb.org)).

Extracelularni prostorové usporadani receptoru je pomérné jednoduché a oteviené s dlouhou
extracelularni smyCkou EL2 stabilizovanou konzervovanym disulfidickym mitistkem cysteinu
C3.25 na N-konci TM3 a cysteinu uprostted EL2 (C176 u M,). Z krystalové struktury M,
receptoru /Haga a spol., 2012/ je dale patrny disulfidicky mistek v EL3 mezi C413 a C416
(Obrazek 3; str. 20).

Krystalova struktura M, 1 M; receptoru ukazuje vyrazné odklonéni extraceluldrni ¢asti TM4
smérem ven (Obrazek 3; str. 20) /Haga s pol., 2012; Kruse a spol., 2012/. Odklon TM4 nebyl
pozorovan u znamych krystalovych struktur dalSich GPCR rhodopsinu /Palczewski a spol.,
2000/, B, a Pi adrenergniho receptoru /Rasmussen a spol., 2007; Warne a spol., 2008/, Asa
adenosinového receptoru /Jaakola a spol., 2008/, CXCR4 chemokinového receptoru /Wu a spol.,
2010/, histaminového H, receptoru /Shimamura a spol., 2011/ a dopaminového Ds
receptoru /Chien a spol., 2010/. Odklonéné ¢ast TM4 je stabilizovana vodikovou vazbou mezi
glutaminem 4.56 a leucinem 4.53 (Q163 a L160 pro M,). Tato vazba je soucasti sit¢ polarnich
interakci konzervovanych pro vSechny podtypy. Mutace Q4.56 (Q208 u M;) vedla ke zhorSeni

vazby ligandu 1 aktivace receptoru /Scarselli a spol., 2007/.
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Obrazek 3: Extraceluldrni cdast M, receptoru (PBD ID: 3UON /www.rcsb.orgl). Zluté jsou
znazorneny disulfidické mustky, cervené vodikova vazba mezi Q163 a L160.

Znamé krystalové struktury GPCR maji sit’ interakci vodikovych vazeb vedoucich od
vazebné kapsy do cytoplazmatického prostoru /Hulme, 2013/. Ve struktute M,, M3 a s vysokou
pravdépodobnosti 1 u ostatnich podtypt muskarinovych receptorti je tato sit’ soucasti dlouhého
spojitého vodného kanalu vedouciho z extraceluldrniho prostoru do hloubky 33 A od EL2.
Soucasti kanalu je vazebna kapsa pro ligand. Od cytoplazmatické ¢asti je odd€len hydrofobni
vrstvou tvofenou tfemi aminokyselinami L.2.46 v TM2, 1.4.43 v TM4 a 16.40 v TM6 /Haga a
spol., 2012; Kruse a spol., 2012/. Tyto tii aminokyseliny jsou konzervované v ramci vsech

muskarinovych podtypti.

1.4.3 Ortosterické vazebné misto

Pro vazbu ligandu do ortosterichého vazebného mista receptoru nejsou podstatné jen
interakce v samotné vazebné kapse, ale 1 interakce v oblasti jejiho vstupu (vestibul vazebného
mista). Konzervovany aspartat D3.26 na N-konci TM3 v sousedstvi konzervovaného
disulfidického mistku hraje roli v regulaci pfistupu ortosterickych ligandi do samotné vazebné
kapsy receptoru. Ptfedpokladd se, Ze zprostfedkovava primarni kontakt ligandu s
receptorem /Jakubik a spol., 2000/. U&ast tohoto aspartatu na vazbé ligandu byla potvrzena

fadou mutacnich studii, kdy jeho zdménou doSlo k snizeni afinity ortosterickych agonistl i

20



antagonistil /Fraser a spol., 1989; Goodwin a spol., 2007/. Krystalova struktura M, receptoru v

aktivnim stavu ukazuje propojeni D97°% s Q163*

prostienictvim vodikovych vazeb a v
inaktivnim stavu propojeni s Q163** a N169 (EL2). Lze tedy ptedpopladat, ze D3.26 ma
strukturni roli v ptistupu ligandu do vazebného mista receptoru a pravdépodobné prostfednictvim
svych interakei stericky umozni pfimy kontakt ligandu s E175 v EL2 . To miZe pfispét ke
spravné orientaci ligandu pfi vstupu do vazebné kapsy receptoru.

Ortosterické vazebné misto muskarinovych receptorit lezi ve Stérbin€ vzniklé kruhovym
usporadanim transmembranovych helixti a nachazi ve vzdalenosti 10-15 A od povrchu receptoru.
Aminokyseliny TM helixti podilejici se na vazbé ortosterickych ligandl jsou konzervované mezi
vSemi muskarinovymi podtypy. Krystalové struktury M, a M; receptori odhalily jen drobné
strukturni odliSnosti ovlivilujici ortosterického vazebné misto. Ptikladem je F181 v EL2 M,
receptoru, ktery je u ostatnich podtypl nahrazen leucinem (L225 u M;). V krystalové struktuie
M; receptoru vznika diky absenci aromatického kruhu vyklenek ve vazebném misté /Kruse a
spol., 2012, Haga a spol., 2012/. V krystalové strukture M, receptoru F181 smétuje do vazebné
kapsy a interaguje s fenylem muskarinového ortosterického antagonisty QNB.

Bylo potvrzeno, Ze kladn€ nabitd amoniova hlava acetylcholinu a dalSich muskarinovych
agonistll a antagonistll vytvaii iontovou vazbu s D3.32 v TM3, ktery je konzervovan pro vSechny
GPCR, které vazou neurotransmitery na bazi biogennich aminti /Felder, 2000/. Tento aspartat je
kli¢ovy pro vazbu ortosterickych ligandl a jeho substituci dochazi k vyraznému sniZeni jejich
afinity k receptoru /Fraser a spol., 1989/. Krystalové stuktury M, a M; receptoru ukazuji
interakci mezi antagonisty QNB a thiotropiem /Haga a spol., 2012; Kruse a spol., 2012/ a
agonistou iperoxo /Kruse a spol., 2013/ s N6.52 v TM6 prostiednictvim vodikové vazby. D3.32 a
N6.52 slouzi k orientaci ligandu ve vazebné kavité. V piipadé M, /Hulme a spol., 2003 a/ a M
/Bliiml a spol., 1994/ receptoru bylo pozorovano, ze mutace N6.52 vyrazn¢ ovlivni vazbu QNB,
ale u acetylcholinu je pokles afinity minimalni.

Ortosterické vazebné misto je dale tvofené aminokyselinami pievazné aromatického
charakteru. Vytvari aromatickou klec, kterd dokdze stabilizovat naboj pozitivné nabité amoniové
hlavy muskarinovych ligandi. Pfevaha aromatickych zbytkt odpovida kompozi¢né i vazebnému
mistu nikotinovych receptorti /Brejc, 2001/ a acetylcholinesterazy /Axelsen, 1994/.

Pomoci rozsahlych mutac¢nich studii /Wess, 1996, Hulme, 2003a/ byla identifikovana fada
aminokyselin ovlivityjicich vazbu ortosterickckych ligandt acetylcholinu a NMS do vazebného
mista receptoru. Z téchto studii vsak nelze vyvodit, zda pfislusné mutace méni vazebnou kavitu
pfimo, nebo zda je jejich vliv nepifimy a je zprostfedkovan konformaéni zménou jiné casti
receptoru. Zda se, ze vétSina aminokyselin klicovych pro vazbu acetylcholinu se podili i na

vazb¢ antagonisty NMS (N-metylskopolamin). Antagonist¢ muskarinovych receptorti jsou
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obecné¢ pomérné velké molekuly a zasahuji i do odlehlejSich oblasti vazebné kapsy.
Aminokyseliny ortosterického vazebného mista, jejichz ndhrada za alanin vyrazné snizila afinitu
acetylcholinu i NMS jsou D3.32, W4.57, Y7.53, Y6.51, P 4.59, Y 3.33, Y 7.39, L3.29,
W6.48 /Hulme, 2003 (a)/.

Na vazbé acetylcholinu, ale ne antagonisty NMS, se rozhodujici mérou dale podileji dva
threoniny T5.39 a T5.42 v TMS, jejichz nahrada za alanin vedla k vice nez desetindsobnému
poklesu afinity pro acetylcholin, ale afinitu NMS neovlivnila /Wess, 1996/. Tyto threoniny z TM5
ziejme hraji roli pfi uzavieni vazebné kavity pii aktivaci receptoru /Heitz a spol., 1999/.

Uzavieni vazebné kavity vede k t€snéjsi interakci s agonistou a tim vyssi afinité. U antagonisti k

uzavieni nedochézi. Proto mutace threonini nema na afinitu antagonisti vliv.

1.4.4 Alostericka vazebna mista

Muskarinové receptory maji nad ortosterickym vazebnym mistem velky extracelularni
vestibul do n¢hoz se vazou alosterické ligandy /Lazareno a spol., 2000 a 2002, Birdsall a spol.,
2001/. Pomoci cilené mutageneze byly identifikovany oblasti klicové pro vazbu ftady
alosterickych moduléatort /Matsui a spol., 1995; Krejci a Tucek, 2001; Jakubik a spol., 2005,
Prilla a spol., 2006/ na extracelularnim konci TM3, v EL2 a rozhrani EL3 a TM7. Tato oblast je
u jednotlivych podtypti méné konzervovana a skytd moznosti pro jejich selektivni modulaci. Pro
vazbu alosterickych ligand se zda byt kriticky W7.35, ktery ziejmé vytvaii m-m interakce s
Y6.51 /Haga a spol., 2012/, ktery je soucasti aromatické klece kolem ortosterického vazebného
mista a pii aktivaci receptoru (Kapitola 1.5; str. 24) se podili na uzavieni ortosterické vazebné
kavity.

Krystalova struktura M, receptoru s agonistou iperoxo a pozitivnim alosterickym
modulatorem LY2119620 /Kruse a spol., 2013/ ukazuje slabou kontrakci vazebné kavity kolem
modulatoru diky pohybu TM6, ktery strukturné propojuje vestibul, ortosterické misto a
intracelularni prostor /Kruse a spol., 2013/, coz mize vysvétlovat vliv na afinitu a u¢innost
ortosterickych ligandii a 1 na pfimou aktivaci G-proteinli prostfednictvi alosterickych
ligandt /Jakubik a spol., 1996/. Kontrakce kavity dovoluje rozsahlej$i interakci receptoru s
modulatorem, coz muze vést ke zvySeni afinity agonisty a zpomaleni jeho disociace a muze
pfimo stabilizovat otevienou aktivni konformaci intracelularni ¢asti TM6. To mize vysvétlovat
alosterickou aktivaci nebo pozitivni modulaci aktivace receptoru agonistou /Kruse a spol., 2013/.

Na zédkladé farmakologickych stanoveni byla definovana jest¢ jind oblast muskarinovych
receptort, do které se vazou alosterické moduléatory strukturné¢ odvozené od indolkarbazolu a
benzimidazolu (WIN 51, 708 a WIN 62, 577) /Lazareno a spol., 2002, Lanfazema a spol., 2006/.

Neni zatim znamo, kde se tato oblast nachazi, ale vysledky molekuldrniho mode-
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lovani /Espinoza-Fonseca a Trujillo-Ferrara, 2005 a 2006/ naznacuji jeji intracelularni polohu.

1.4.5 Oblasti muskarinovych receptoria odpovidajici za sprahovani s G-proteiny

Diky znamé krystalové stuktuie rhodopsinu v komplexu s C-koncem a-podjednotky G-
proteinu /Scheerer a spol., 2008/, bylo mozné urcit oblasti, kterymi GPCR piimo interaguji s G-
proteiny. Krom¢ konzervovaného R3.50 odpovida za interakci receptoru s a-podjednotkou G
proteinu hydrofobni povrch cytoplazmatickych konci TMS5 a TM6, hydrofébni kontakty na
rozhrani TM3 a IL2 a hydrofébni aminokyseliny v IL1 /Scheerer a spol., 2008/. Dilezitost
nekterych aminokyselin v téchto oblastech receptoru pro vazbu G-proteinu byla potvrzena fadou
mutacnich studii jak rhodopsinu tak i na dalSich GPCR /O'Dowd a spol., 1988/ vcetné
muskarinovych receptort /Wess, 1996, Burstein a spol., 1998/.
proteiny /Kruse a spol., 2012/, coz mize vysvétlovat jejich selektivitu k jednotlivym typim G-
proteinti. Tyto receptory se 1isi v pozici cytoplazmatického konce TMS a IL2 (Obrazek 4; str.
24). Hlavni rozdil je v poloze konzervovaného YS5.58. V piipadé struktury M, receptoru je
natoCen smérem k télu proteinu, u M; naopak smétuje ven k lipidové dvojvrstve.

Pomoci cilené mutageneze byla identifikovana série 4 aminokyselin (AALS u M3 a VTIL u
M,) na cytoplazmatickém konci TM6, kriticka pro selektivitu sptahovani s G-proteiny /Blin a
spol., 1995; Liu a spol., 1995/. V obou strukturach interaguji tyto zbytky pifimo s TMS. Ve
struktufe B, adrenergniho receptoru v komplexu s Gs proteinem dvé ze Ctyt korespondujicich
aminokyselin interaguji s C-koncem helixu Gas podjednotky /Rasmusen a spol., 2011/. Tyrosin
Y5.62 ve spodni ¢asti TMS (Obrazek 4; str 24) hraje roli v aktivaci Gy u M; receptoru /Bliiml a
spol., 1994/. Korespondujici aminokyselinou u M, je S5.62, ktery je ve srovnani se strukturou
M; receptoru posunut pfiblizné o 4 A smérem ven /Kruse a spol., 2012/. Poloha intracelularniho
konce TMS ma zfejmé stézejni Glohu pii specifité sprahovani muskarinovych receptort s G-

proteiny.
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Obrazek 4. Intracelularni oblasti M> a M; receptorii urcujici selektivitu sprahovani s G-proteiny.
Modre jsou zobrazeny cytoplazmatické konce TM5 a TM6 M, receptoru (PDB ID: 30OUN) a
cervené M; receptoru (PDB ID:4DAJ)/www.rcsb.org/. Cytoplazmaticky konec TM5 M; receptoru

je vyraznée posunut dovniti- oproti TM5 M, receptoru a konzervovany Y5.58 zaujima polohu
smérem ven.

1.5. Aktivace signalnich drah muskarinovvch receptoru

1.5.1 Aktivace muskarinovych receptoru

Po navazani agonisty prechazeji muskarinové receptory z inaktivniho do aktivovaného stavu.
D¢je se tak prostiednictvim série molekularnich pfepinacli (molecular switches), které jsou
konzervované v ramci celé rhodopsinové skupiny receptort /Trzaskowski a spol., 2012/.

Molekularnim piepinacem rozumime nekovalentni intramolekularni interakce, které existuji v
inaktivnim stavu receptoru a stabilizuji ho. Pti prechodu do aktivovaného stavu musi byt tyto
interakce zruSeny a nahrazeny novymi, stabilizujici aktivni stav /Hulme a spol., 2003b/.

Aktivace receptoru by mohla byt spojena se zménou konformace acetylcholinu. Strukturdlni
analyza vazebné kavity v modelu M, receptoru /Hulme a spol., 2003b/ ukazuje, ze acetylcholin
se vaze v synklinalni (energeticky bohatsi) konformaci a v aktivovaném stavu je v antiklinalni
konformaci (energeticky chudSi). Zména konformace acetylcholinu by mohla byt soucasti
aktivacniho procesu /Lu a spol., 2001; Hulme a spol., 2003b/.

Diky krystalovym strukturdm M, receptoru v inaktivnim stavu s navazanym QNB a
aktivovaném stavu s navazanym agonistou iperoxo lze srovnat strukturni zmény pii aktivaci
receptoru. Oproti  struktufe rthodopsinu /Park a spol, 2008/ a [, adrenergniho

receporu /Rasmussen a spol., 2007/ muskarinovy receptor M, podstoupi béhem ptechodu do
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aktivniho stavu velké zmény v ortosterickém vazebném misté /Kruse a spol, 2013/. Ortosterické
vazebné misto se zmensi a upln¢€ pohlti agonistu a oddéli ho od solventu (Obrazek 5 vpravo).
Antagonista QNB je pfili§ velkd molekula na to, aby byla pohlcena uplné (Obrazek 5 vlevo), coz

by mohlo vysvétlovat potlaceni bazalni aktivity receptoru (inverzni agonismus).

QNB

Iperoxo

Obrdzek 5: Rez ortosterickym vazebnym mistem M, receptoru
Vlevo: Model inaktivniho M, receptor s navazanym antagonistou QNB (PBD ID: 3UON).
Vpravo: aktivovany receptor s navazanym agonistou iperoxo (PDB ID: 4MQS) /www.rcsb.org/.

Béhem aktivace receptoru dojde k posunu hornich ¢asti TM helixii 5,6,7 smérem k agonistovi
a TM3 podstoupi lehkou rotaci. Nejvétsi zménu podstoupi TM6 (Obrazek 6; str. 26 vlevo).
Posun horni Casti této domény smérem dovnitf, umozni N6.52 vytvofit vodikovou vazbu s
agonistou iperoxo a zaroven dovoli vznik vodikovych mistkli mezi Y6.51 a Y3.33, ktery vytvari
vodikovou vazbu s Y7.39 a tak se uzavie ndboji stabilizovana hydrofobni klec (Obrazek 6; str.
26 vpravo) omezujici disociaci navazaného ligandu /Kruse a spol., 2013/. Dojde tak ke zmenseni
kavity kolem agonisty, coz mlize vést ke zrusSeni interakci stabilizujicich inaktivni stav a vést k
preuspofadani sit¢ vodikovych vazeb, coz je klicové pro aktivaci receptoru /Hulme a spol.,

2001/.
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T™M6

Obrazek 6: Strukturni zmény pri aktivaci muskarinového M, receptoru.

Vievo: Posun TM6 pri aktivaci M, receptoru; modre inaktivni stav (PBD ID: 3UON), Zluté
aktivovany receptor (PDB ID: 4MQS). Vpravo: uzavieni vazebné kavity po navazani agonisty
prostrednitvim vodikové vazby mezi Y 3.33 a Y 6.51 a Y 7.39 (PDB ID: 4MQS)/www.rcsb.org/.

Cervené jsou oznaceny vodikové vazby.

Klicovym rysem aktivace GPCR je pohyb intraceluldrnich casti TMS5 a zejména TM6
smérem ven, ¢imZ se vytvoii prostor dostate¢né velky k zasunuti C-konce alfa podjednotky G-
proteinu /Rasmussen a spol., 2011/. U struktury M, receptoru dochazi v aktivni konformaci k
vyraznému intracelularnimu odklonu TM6 a malému posunu TMS. To vede k preusporadani
vodikovych vazeb v kozervovaném motivu NSXXNPXXY (tyrosine toggle switch) v TM7,
motivu WXP (transmission switch) v TM6 a DRY motivu (ionic lock switch) v intracelularni
¢asti TM3 (Obrazek 7; str. 27). Vazba agonisty na receptor vede k posunu konzervovaného
tryptofanu W(6.48) v motivu WXP a vytvoreni vodikové vazby mezi W(6.48) a N(7.45) v TM7,
ktery je soucasti motivu NSXXNPXXY. To vede k posunu TM6 smérem ven.

Konzervovany D2.50 stabilizuje konformaci muskarinového M, receptoru prostiednictvim
vodikovych vazeb s N7.49 a S7.46 v motivu NSXXNPXXY. Pii aktivaci D2.50 vytvofi dalsi
vodikovou vazbu se S3.39 ve TM3. Mutace tohoto aspartatu D2.50N vedla ke ztrat¢ schopnosti
karbacholu aktivovat receptor /Fraser a spol., 1989/. Ze struktury aktivovaného M,
receptoru /Kruse a spol., 2013/ je patrné také Castecné odvinuti TM7 okolo Y7.53 v motivu
NSXXNPXXY. Tyrosin Y7.53 je v blizkosti konzervovaného Y5.58. Diky své vzdalenosti
nebudou regovat piimo, ale pravdépodobné umozni vytvofeni vodného mustku a stabilizaci
aktivni konformace.

Konzervovany DRY motiv v TM3 a kyselé aminokyseliny v TM6 vytvareji stabilizujici sit’
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nekovalentnich intramolekularnich interakci, které udrzuji cytoplazmatické konce TM3 a TM6
blizko sebe v inaktivni konformaci. Ve struktufe M, receptoru v inaktivnim stavu R3.50 a D3.49
DRY motivu tvoii solny mistek /Haga a spol., 2012/. V aktivnim stavu M, receptoru R3.50
zaujima prodlouzenou konformaci a spolu s D3.49 je stabilizovan vodikovou vazbou s N2.39 v
TM2 /Kruse a spol., 2013/. Mutace N2.39 nemd vliv na vazebné vlastnosti receptoru, ale
zhorSuje aktivaci receptoru. Je pravdépodobné, ze N2.39 bud piimo stabilizuje aktivni
konformaci nebo pfimo zasahuje do interakce s G-proteinem /Kruse a spol.,2013/. Role D3.49 se
zd4 byt Cisté stabilizaéni /Hulme a spol., 2003b/. Podili se na stabilizaci inaktivniho stavu,
protoze jeho mutace vedou ke zvyseni bazalni aktivity receptoru /Fraser a spol., 1989/.

Diky preuspofadani interakci se v aktivnim stavu vytvofi centrdlni jadro, které ukotvi
postranni fetézec R3.50 paralelné s povrchem membrany a umozni se tak funk¢ni spojeni s a-
helixem Go podjednotky G-proteinu pies ctvrty aminokyselinovy zbytek od C konce
podjednotky Y391 /Hulme, 2013/.

Obrazek 7: Aktivace muskarinového M, receptoru. Model muskarinového M; receptoru v
inaktivni konformaci s navazanym QNB vlevo (PBD ID: 3UON) a v aktivovaném stavu s
navdzanym agonistou iperoxo vpravo (PDB ID: 4MQS)/www.rcsb.orgl. Zluté jsou zndzornény
vodikové vazby. RuzZovd barva oznacuje alosterickou oblast, zZlutd ektopické vazebné misto,
modrd ortosterické vazebné misto, zelend (transmission switch), tyrkysova (tyrosine toggle
switch) a cervena (ionic-lock switch).
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1.5.2 Dynamika aktivace muskarinovych receptori

GPCR jsou casto povazovany za prepinate mezi dvéma stavy, aktivnim a inaktivnim.
Rozmanitost funkénich odpovédi mnoha GPCR vSak nelze vysvétlit jednoduchym modelem
"zapnuto - vypnuto". Aktivace receptoru odpovida spise dynamické adaptabilni struktufe. Rada
biochemickych a biofyzikalnich studii potvrzuje, Ze GPCR jsou flexibilni dynamické proteiny a
ze strukturné odlisné ligandy mohou vyvolat a stabilizovat specifické konformace receptoru a
aktivovat razné signalni drahy /Kenakin, 2007; Kobilka a Deupi, 2007/.

Pomoci jednoduchého piepinacového modelu lze vysvétlit aktivaci rhodopsinu, ktery
nevykazuje Zadnou bazalni aktivitu a ke zméné struktury receptoru a jeho aktivaci dochazi
skokovou formou. Energie absorbce fotonu je zde vyuzita k vyvolani konformacni zmény
receptoru pies vysokou pocateCni energetickou bariéru nutnou pro izomerizaci
retinalu /Trzaskowski a spol., 2012/.

Mnohé pozorovani vSak nasvédcuji tomu, ze ptenos signdlu prostfednictvim fady dalSich
GPCR, vcetn¢ muskarinovych receptortl, je komplexngjsi. Rlizni agonisté na daném GPCR maji
riznou ucinnost a aktivuji riizné signalni drahy /Kenakin, 2003 a 2007/. U téchto receptorti maji
agonisté zpravidla pomérné nizkou afinitu a rychlou disociaci. Pfi absenci agonisty nedosahuji
pln€ inaktivni konformace, tzn. maji bazélni aktivitu, a jejich vnitini flexibilita dovoluje
receptoru zaujimat rtizné konformacni stavy, mezi nimiz jsou nizké energetické bariéry /Deupi a
spol., 2010/. Aktivace pravdépodobné probiha skrze sérii konformacnich mezistavii a zahrnuje
zruseni nekovalentnich interakci, které stabilizuji inaktivni stav receptoru. Navazani strukturalné
odlisSnych agonistii mtze znamenat zruSeni riznych kombinaci téchto intramolekularnich
interakci, které vedou k riznym konformacim receptoru a aktivaci riznych signalnich drah.
Praveé dynamicky charakter GPCR je esencialni pro jejich signalizacni drahy /Kenakin, 2003 a
2007/. Vazba agonisty nebo parcidlniho agonisty sniZi energii aktivni konformace ve vztahu k
inaktivni konformaci. Energeticky profil mize dale zménit spfazeni s G-proteinem. Naopak
inverzni agonista mulze snizit energii inaktivni konformace ve vztahu k aktivni
konformaci /Kobilka a Deupi, 2007/.

Bazalni aktivita mize odrazet vnitini flexibilitu receptoru a jeho tendenci existovat ve vice
nez jedné konformaci i v nepfitomnosti ligandu. Receptor s nizkou bazalni aktivitou miZze byt v
nepfitomnosti agonisty omezen do jedné inaktivni konformace s hlubokym energetickym
minimem. Naopak vysokd bazalni aktivita miize byt vysvétlena malymi energetickymi rozdily
mezi inaktivnim a aktivnim stavem a nizkou energetickou bariérou, kterd zvySuje
pravdépodobnost spontanniho ptechodu do aktivniho stavu /Kobilka a Deupi, 2007/.

Energie vazby agonisty pfispiva ke zméné€ energetického profilu prostiednictvim zmény sité

stabilizujicich interakci k upfednostnéni aktivni konformace. Agonista muiZe piimo ruSit
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existujici interakce a tim upfednostnit vznik novych interakci, nebo miize fungovat jako mistek
vytvarejici nové interakce mezi TM helixy stabilizujicimi novy konformaéni stav /Kobilka a
Deupi, 2007].

Ze zrychlené simulace molekularni dynamiky M, receptoru /Miao a spol., 2013/ vyplyva, ze
pfi pfechodu receptoru z inaktivniho do aktivovaného stavu dochazi k zesileni sité stabilizujicich
interakci v oblasti vazebného mista a zeslabeni v oblasti intracelularnich domén v misté

interakce s G-proteinem.

1.6 Moznosti selektivniho ovlivnéni muskarinovvch receptoru

Latky selektivné aktivujici, blokujici nebo modulujici jednotlivé podtypy mAChR by mohly
slouzit jako vhodné prostredky pti 1écbé fady onemocnéni. Hledani selektivnich ortosterickych
ligandi mAChR je vSak problematické. Klasické (ortosterické) vazebné misto muskarinovych
receptordi md u vSech podtypu témét uplné shodnou strukturu /Hulme a spol., 2003b/ a to
vyrazn¢ omezuje selektivitu ortosterickych ligandd. Jedna se o oblast tvofenou trans-
membranovymi oblastmi TM3-7 obsahujici vysoce konzervované hydrofilni aminokyseliny. Jsou
to zejména aspartdt D3.32, ktery svym zadpornym nabojem stabilizuje vazbu s kladné nabitou
amoninovou hlavu ortosterickych ligandi, a asparagin N6.52 /Hulme, 2013/.

V souCasné dob¢ je znama ftada podtypové selektivnich antagonisti a alosterickych
moduldtort mAChR, ale existuje jen velmi mélo selektivnich agonistii. Navic jejich selektivita je

velice slaba.

1.6.1 Selektivni antagonisté muskarinovych receptori

Antagonist¢ muskarinovych receptorii jsou obecné vétsi molekuly nez agonisté, coz jim
ziejm& dovoluje interagovat s postrannimi fetézci aminokyselin v méné konzervovanych
oblastech mimo ortosterické misto. V soucasné dob¢ je znama fada antagonisti mAChR s
relativné vyssi afinitou pro jeden nebo dva podtypy muskarinovych receptorti (Tabulka 3; str. 30,
Obrazek 8; str. 31), z nichZ néktefi jsou ve fazi klinickych testl nebo uz nachazeji vyuziji v
klinické praxi jako naptiklad selektivni antagonista M; receptori darifenacin (Enablex) pii 1écbé

inkontinence a hyperaktivniho mocového méchyie /www.FDA.gov/.
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Tabulka 3: Vvbrani selektivni a castecné selektivni muskarinovi antagonisté. Afinita k

Jjednotlivym podtypiim muskarinovych receptoru je vyjadiena jako zaporny logaritmus inhibicni

konstanty K;
Selektivita | My M, M; M, M;
4-DAMP' M;/M, 9.2 8.3 9.3 8.9 9.0
AFDX-116' M,M, 62 6.7-73 6.1 7087 5356
AFDX-384' MM, 7375 (80-90 (7278 (8087 63
darifenacin’ M, 8.3 7.3-7.6 9.1 8.1 8.6
guanylpirenzepin' |M, 7.7 5.6 6.5 6.5 6.8
himbacin' M, M, 7.1 7.9-8.4 6.9-7.2 7.9-8.2 5.4-6.5
pirenzepin' M, 8.3 4.9-6.4 5.6-6.7 5.9-7.6 6.2-6.9
tripitramin’ M, 8.8 9.6 7.1-7.4 7.8-8.2 7.3-7.5
VU0255035' M, 7.8 6.2 6.1 5.9 5.6
VU0488130 2 M <5 <5 <5 <5 6.5
PD 320115 * M, <5 6,47 6,82 9 <5

Udaje jsou prevzaty z: | 'Alexander a spol., 2011;
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Obrazek 8:Strukturni vzorce vybranych selektivnich muskarinovych antagonisti.
/PubChem; www.ncbi.nlm.nih.gov/pccompound/

1.6.2 Alosterické modulatory muskarinovych receptori

Alosterické modulatory jsou latky schopné po navazani na receptor ménit jeho konformaci a
tim jeho afinitu k ortosterickému ligandu. Stejnym zplisobem meéni 1 vazba ortosterického
ligandu afinitu receptoru pro alostericky moduléator. Dochazi-li po navazani jednoho ligandu
k poklesu afinity pro druhy ligand, hovofime o negativni kooperativité, v opacném piipadé se

jednd o kooperativitu pozitivni. Pokud pfi soucasné interakci obou ligandl s receptorem ke
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vzédjemnému ovlivnéni afinit nedojde, jedna se o neutralni kooperativitu /Kenakin, 2004/. O
alosterickou interakci se jednad i v pripad¢ interakce receptoru s agonistou a G-proteinem. Vazba
agonisty zvysSuje afinitu receptoru pro G-protein a naopak vazba G-proteinu na receptor zvysuje
afinitu pro agonistu. Alosterickd interakce agonisty a G-proteinu pak vyvolé sniZeni afinity a-
podjednotky G-proteinu pro GDP a jeho vyménu za GTP.

Nejjednodussim modelem alosterické interakce popisujicim reciproéni ovlivnéni afinit
ligandl je model ternarniho komplexu (Obrazek 9) /Ehlert, 1988/. Podle tohoto modelu mtze byt
alostericka interakce kvantifikovana pomoci rovnovaznych disociacnich konstant pro kazdy

ligand a faktorem kooperativity.

Kx
A+R+X = > A+RX

AR+X = » ARX
aKXx

Obrazek 9. Model terndrniho komplexu alosterické interakce.

R = receptor; X = ortostericky ligand; A = alostericky ligand; KX a KA = rovnovazné disociacni
konstanty komplexiit AR a RX; a = faktor kooperativity (vzajemnd maximalni zména afinity A a X
k jejich vazebnym mistiim pri soucasném navdzani do formy terndrniho komplexu AXR).

Faktor koperativity o udava velikost kooperativity mezi alosterickym a ortosterickym
ligandem, ktery odpovidd nasobku, o ktery se zméni afinita jednoho ligandu po navazani
druhého. Hodnota a > 1 znamena negativni kooperativitu (sniZzeni afinity, zvySeni disocia¢nich
konstant Kx a K4), hodnota o < 1 pozitivni kooperativitu (zvySeni afinity, sniZeni disociacnich
konstant Kxa K,), a = 1 neutralni kooperativitu.

Dulezitym rysem alosterické modulace je zména kinetiky vazby ortosterického
ligandu /Christopoulos a spol., 1998, Christopoulos a Kenakin, 2002/. Pro asociaci ligandu je
zpravidla limitujici difuse, rychlost asociace je tedy konstantni. Pisobeni alosterického ligandu
na afinitu ortosterického ligandu se obvykle projevi zménou disociace ortosterického ligandu a
to zpomalenim v pfipadé pozitivni kooperativity a zrychlenim v pfipadé negativni kooperativity.
Zmény kinetiky vazby ortosterického ligandu se mohou projevit i v pfitomnosti alosterického

ligandu s neutralni kooperativitou a jsou tak dulezitym ukazatelem alosterické interakce. Vliv
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pozitivni a negativni kooperativity alosterickych modulatori na asociaci ortosterického ligandu
je u mAChR ovlivnén sterickym branénim, které zpomaluje jak asociaci tak disociaci
ortosterickych ligandti bez ohledu na kooperativitu /Proska a Tucek, 1994/.

Vazba alosterického modulatoru neovliviiuje jen afinitu receptoru pro ortostericky ligand, ale i
funkéni odpoveéd’ vyvolanou ortosterickym ligandem a jeji kinetiku, ptipadné i bazalni aktivitu
receptoru /Jakubik a spol., 2009/. Obvykle se zvySeni afinity pro ortosterického agonistu
projevuje jako zvySeni jeho schopnosti (potency) vyvolat aktivaci receptoru (to je snizeni
koncentrace potfebné k vyvolani poloviny maximalni odpovédi) /Lazareno a spol., 1999/.
Alosterické modulatory v§ak mohou mit i opac¢ny vliv na funkéni odpovéd’ nez jaky maji na
vazbu ortosterick¢ho ligandu /Zahn a spol, 2002; Jakubik a spol., 2009/. Pro ucinek
alosterickych modulatori na funkéni odpovéd’ je model ternarniho komplexu nedostacujici,
protoZe nebere v tvahu aktivni a inaktivni stav receptoru a alosterickou modulaci signalizace. To
proto, Ze ternarni komplex ARX je konformacné odlisny od binarniho komplexu RX.

Vliv alosterickych modulatorti na vazbu, funkéni odpovéd receptoru i kinetiku vazby a
odpovédi je limitovan vzajemnou koperativitou ligand. Pro vazbu a jeji kinetiku je limitni
faktor kooperativity a. Modulace funkéni odpovédi je komplexni a vysledna kooperativita je
dana jak faktorem kooperativity o tak faktorem popisujicim spontanni a indukovanou
aktivaci /Jakubik a El-Fakahany, 2015/. Vliv alosterického ligandu je tedy saturovatelny a
ovlivituje vazbu 1 funkci ortosterického ligandu pouze v ur¢itém koncentraénim rozmezi. Nad
touto hranici uz zvySovani koncentrace alosterického modulatoru jeho uc¢inek na vazbu a
odpovéd’ na stimulaci klasickym ligandem neméni, ¢imz se snizuje nebezpeci predavkovani. Tim
se alosterickd modulace zasadné lisi od kompetice dvou ortosterickych ligadnii, ktera je
vzhledem ke koncentraci ligandl proporcionalni.

Alosterickd vazebnd mista muskarinovych receptorli se nachazeji v extracelularni oblasti
receptoru /Lazareno a spol., 2000 a 2002, Birdsall a spol., 2001, Kruse a spol., 2013/, které se
mezi podtypy lisi. Diky tomu se li§i i afinita alosterickych ligandl k jednotlivym podtyptim
mAChR. Naptiklad jedny z prvnich popsanych alosterickych modulatorii alkuronium a
galamin /Clark a Mitchelson, 1976, Dunlap a Brown 1983, Stockton a spol., 1983, Nedoma a
spol., 1986, Tucek a spol., 1990/ maji nejvyssi afinitu k podtypu M,. Afinita klesd v piipadé
alkuronia v pofadi M, > M, = M; > M, > M /Jakubik a spol., 1995/ a v piipad¢ galaminu M, >

M, > M, > M; > My /Ellis a spol., 1991; Gnagey a spol., 1999/. Vyrazné podtypové selektivity

lze dosdhnout také diky vzajemné kooperativite riznych dvojic ortostericky - alostericky
ligand /Jakubik a spol., 1995 a 1997/.
Faktor kooperativity zavisi na komplexu receptor - ortostericky ligand - alostericky

ligand /Kenakin, 2004/. Pozitivni kooperativita dvojice ortostericky - alostericky ligand na
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jednom podtypu receptoru miize byt kombinovéana s negativni nebo neutrélni kooperativitou na
jiném podtypu /Ma a spol., 2009/. Ur¢ity alostericky modulator miize mit pozitivni kooperativitu
s jednim a negativni nebo neutrdlni kooperativitu s druhym ligandem na stejném podtypu.
Napiiklad alostericky modulator LY2033298 mé& na M, receptoru pozitivni kooperativitu s
oxotremorinem-M a negativni s xanomelinem /Valant a spol., 2012/, pozitivn¢ moduluje vazbu
acetylcholinu na M,, ale neovlivnuje vazbu NMS a QNB /Leach a spol., 2010/. Alosterické
modulétory ovliviiyji afinitu ortosterickych ligandii v rtizné mite, od né€kolikandsobného posunu
po stonasobky. Alostericky modulator N-chlorometyl brucin zvySuje afinitu acetylcholinu k M;
receptoru 3x /Lazareno a Birdsall, 1995/, zatimco BQCA (benzylchinolonkarboxylové kyselina)
u M, 100x /Canals a spol., 2012/.

Z pohledu alosterickych interakci patii muskarinové receptory mezi nejlépe prostudovanou
skupinu receptort sprazenych s G-proteiny /Tucek a spol., 1990, Proska a Tucek, 1994, Jakubik
a spol., 1995 a 1997; Lazareno a Birdsall, 1995, Christopoulos a spol., 1998, Lazareno a spol.,
2000, 2002 a 2004/. Jako alosterické modulatory muskarinovych receptorti piisobi fada
chemicky velice rGznorodych latek, jako naptiklad nékteré steroidni latky, alkaloidy nebo
peptidy /Jakubik a El-Fakahany, 2010/.

Prvnim popsanym alosterickym modulatorem s pozitivni kooperativitou s pfirozenym
agonistou acetylcholinem byl brucin, ktery slabé zvySoval jeho afinitu k M, M; a M,
receptoru /Jakubik a spol., 1997; Lazareno a spol., 1998/ a posiloval aktivaci M; a M,
receptortt /Birdsall a spol., 1999/. ”Absolutni” funkéni podtypova selektivita byla poprvé
popsana u thiochromu. Na M, receptorech plisobi thiochrom jako selektivni pozitivni alostericky
modulator acetylcholinu. ZvySuje jeho afinitu i potenci. Na ostatnich podtypech mAChR
thiochrom vykazuje neutralni kooperativitu a neovliviiuje vazbu acetylcholinu ani jeho funkéni
odpoveéd’ /Lazareno a spol., 2004/.

Objev BQCA /Ma spol, 2009/ podpotil tusili o vyvoj M, selektivnich pozitivnich
alosterickych modulatori jako moznych prostiedki pro 1écbu Alzheimerovy choroby. BQCA
zvySuje jak afinitu acetylcholinu k M, receptoru, tak i jeho potenci aktivovat receptor. Navic
pozitivné reguluje neamyloidogenni §tépeni APP in vitro a zvySuje prokrveni v korové oblasti
mozku /Ma a spol., 2009/. V souc€asnosti je zndma celd fada novych strukturné riiznorodych M,
selektivnich  alosterickych modulatori  acetylcholinu  jako naptiklad VU0090157 a
VU0029767 /Marlo a spol., 2009/ (Obrazek 10; str. 35). Znama je 1 fada pozitivnich modulatort
acetylcholinu selektivnich pro dal$i podtypy muskarinovych receptori jako Ms selektivni
VU0238429 /Bridges a spol., 2009/, M, selektivni VU0010010 a jeho derivaty /Shirey a spol.,
2008/ a LY2033298 /Chan a spol., 2008/.
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Obrazek 10: Strukturni vzorce pozitivnich alosterickych modulatorii acetylcholinu
/PubChem;, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pccompound/

Latky, které by pusobily jako selektivni pozitivni nebo negativni alosterické modulatory
pfirozeného muskarinového agonisty acetylcholinu, by mohly najit uplatnéni pifi 1é€bé fady
onemocnéni spojenych s cholinergnim pfenosem jako je napiiklad Alzheimerova choroba.
Vyhodou alosterické modulace je ufinek moduldtoru pouze v misté a cCase uvolnéni
acetylcholinu a zdroven snizeni nebezpe¢i predavkovani, protoze maximalni ucinek je urcen
faktorem kooperativity a dal§i zvySovani koncentrace moduléatoru jiz nevede ke zvySeni t€¢inku.
Nevyhodou alosterickych modulatort je jejich pomérné nizka afinita a také slozitost alosterické
interakce z pohledu ovlivnéni funkénich odpovédi receptoru, kterd komplikuje cileny vyvoj latek
s pozadovanymi funkénimi vlastnostmi. Je tedy nutné stanovovat nejenom jejich vazebné
vlastnosti ale 1 funkéni ucinky.

Také se zjistilo /Jakubik a spol., 1996, 1998/, ze alosterické modulétory jako alkuronium,
galamin nebo strychnin jsou schopny aktivovat receptor i1 bez pfitomnosti ortosterického
agonisty. Tato aktivace dosahuje mnohem niz§i Uc¢innosti (efficacy) oproti aktivaci vyvolané
ortosterickymi agonisty. K aktivaci muskarinovych receptortt mize tedy dochazet nejen z jejich
klasického, ale i alosterického vazebného mista. V souCasnosti je znama tada latek ptisobicich
jako alosteri¢ti agonisté s vysokou potenci a ucinnosti aktivovat receptor /Lebois a spol., 2010 a
2011/.

Utinek alosterického modulatoru na funkéni odpovéd’ receptoru zavisi i na biologickém
systému. Napiiklad na poméru mnozstvi receptort ke G-proteintim, ktery ovliviiuje bazalni
aktivitu receptoru. Systém s vysokym pomérem receptor/G-protein ma nizkou bazalni aktivitu a
velkou receptorovou rezervu. Agonist¢é maji vysokou ucinnost a potenci aktivovat receptor.

Naopak systém s nizkym pomérem receptor/G-protein méa vysokou bazalni aktivitu a Zadnou
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receptorovou rezervu, agonisté maji nizkou ucinnost a potenci /Jakubik a El-Fakahany, 2015/.
Naptiklad pozitivni alostericky modulator acetylcholinu BQCA (Obrazek 10; str. 35) se
selektivitou pro M; receptor se v systému s vysokou receptorovou rezervou chova jako

alostericky agonista a aktivuje receptor i v neptitomnosti acetylcholinu /Canals a spol., 2012/.

1.6.2.1 Muskarinové toxiny

Muskarinové toxiny jsou proteiny vazajici se na alosterickd mista muskarinovych receptort a
ve vazbé k jednotlivym podtypim dosahuji vysoké selektivity. Asi desitka téchto toxint byla
purifikovana a identifikovana z jedu africkych hadl rodu Dendroaspis (Mamba). Vazou se k
preferen¢nimu podtypu s vysokou afinitou v fadu pM - nM /Karisson a spol., 2000/. Sestavaji z
63-66 aminokyselin a Cctyf disulfidickych mistkli formujicich ¢tyfi smycky (Obrazek 11).
Sekvenéni identita jednotlivych toxinil je okolo 50 %. Navzdory podobnosti jejich primarni a
terciarni struktury vykazuji muskarinové toxiny funkéni rozdily a rGzné profily interakce s
muskarinovymi receptory. Z hlediska funk¢nich vlastnosti, se muskariné toxiny mohou chovat
jako kompetitivni antagonisté, alosterické modulatory 1 jako agonisté /Servent a Fruchard-
Gaillard, 2009/.

Na zékladé€ jejich velikosti se usuzuje, Ze se vazou do extracelularni oblasti receptoru, ktera
neni konzervovana. Srovnanim sekvenci muskarinovych toxini s odliSnou selektivitou k
jednotlivym podtypim receptorii, byla identifikovana klicova oblast pro jejich vazebnou

selektivitu. Jedna se o aminokyseliny v poloze 31-33 a v poloze 48 /Karlson a spol., 2000/.

K 48

Obrazek 11: Struktura MT7 (PDB ID: 2viw)/www.rcsb.org/.
Struktura beta-listii (Cervené) a smycek s vyznacenymi aminokyselinami 131, S32, P33 a K48,
odpovidajici za vazebnou selektivitu.
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Mezi vysoce selektivni toxiny patfi muskarinovy toxin MT7, nazyvany také (M,-toxin). Je
vysoce selektivni pro podtyp M, kde jeho afinita o vice nez pét fadu prevysuje afinitu k ostatnim
podtypim /Max a spol., 1993a,b; Mourier a spol., 2003; Olianas a spol., 2004, Fruchart-
Gaillard a spol., 2006/. Dale toxin MT3 (neboli Ms-toxin), ktery se vaze k My receptoru s vice
nez o dva fady vyssi afinitou nez k ostatnim podtyptm /Jolkkonen a spol., 1994, Liang a spol.,
1996, Jerusalinsky a spol., 1998/. A M,-toxin, ktery se vaze pouze na M, receptor /Carsi a spol.,

1999/. Ostatni muskarinoveé toxiny jsou jiZ méné selektivni.

1.6.3 Funkcné selektivni agonisté muskarinovych receptoru (atypicti agonisté)

I pfes vysokou homologii ortosterického vazebného mista muskarinovych receptorti pro
klasické agonisty byly popsany latky, které se sice vazou se srovnatelnou afinitou ke vSem
podtypliim muskarinovych receptorli, ale jsou schopny je do urCité miry selektivné aktivovat
(funkéné selektivni ligandy) /Eglen, 2012; Kruse a spol., 2014/. Tito tzv. atypicti agonisté
aktivuji muskarinové receptory jinak néz klasicky z ortosterického mista.

Muskarinové receptory mohu byt aktivovany kromé z ortosterického vazebného mista také z
alosterickych mist /Jakubik a spol., 1996, Lebois a spol., 2010/ a tzv. ektopickych mist (mist
ptilehlych k ortosterickému mistu) /Langmead a spol., 2008/.

1.6.3.1 Selektivni alosteri¢ti agonisté

Latky, které aktivuji receptor z alosterického vazebného mista jsou oznacCovany jako
alostericti agonisté. Pfikladem mohou byt latky VU0184670 a VU0357017 (Obrazek 12) a jejich
derivaty /Lebois a spol, 2010/ selektivn¢ aktivujici M; receptor. Pomoci molekularniho
modelovani a cilené mutageneze bylo odhaleno vazebné misto pro tyto latky lokalizované na
treti extracelularni klicce. Tyto latky aktivuji M, receptory s vysokou potenci (ECsy 150-500 nM)
a ucinnosti srovnatelnou s klasickymi ortosterickymi agonisty. Jejich alosterické plisobeni je
potvrzeno tim, Ze jejich aktivace je blokovana atropinem nekompetitivnim zplisobem a Ze

nevytésiiuji NMS z ortosterického vazebného mista.

o o] CH,

O/EV\EJ\Q O/:\/\N
o TN o TN

VU184870
|/ VU357017

CH, CH;,

Obrazgek 12: Strukturni vzorce alosterickych M, selektivnich agonistiit VU0184670 a
Vu0357017. /PubChem; www.ncbi.nlm.nih.gov/pccompound/
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1.6.3.2 Selektivni ektopiéti agonisté

Ektopické ligandy aktivuji receptor prostfednictvim interakci s nekonzervovanymi
aminokyselinami v tésném okoli ortosterického vazebného mista. Oproti alosterickym ligandiim
interaguji s ortosterickymi ligandy kompetitivnim zptisobem /Jakubik a spol., 2014al.

Piikladem ligandu vazajiciho se do ektopického mista je N-desmetylklozapin (NDMC;
Obrazek 13). NDMC je aktivni metabolit klozapinu, atypického antipsychotika vyuzivaného pro
1é¢bu schizofrenie /Lameh a spol., 2007/. Vaze se s nanomolarni afinitou ke v§em muskarinovym
podtyplim /Sur a spol., 2003; Gregory a spol., 2010/, ale je funkcné selektivnim parcialnim
agonistou na lidskych rekombinantnich /Sur a spol., 2003; Davies a spol., 2005/ a krysich
ptirozenych M, receptorech /Thomas a spol., 2010/. V ptipadé M, receptorii z lidské mozkové
ktry vSak ptisobi jako antagonista /Thomas a spol., 2010/. Protichidné plisobeni na M, receptor
v zavislosti na biologickém systému bylo popséno i u klozapinu /Olianas a spol., 1999; Li a

spol., 2005/.

HN

L

N-desmetylklozapin

Obrazek 13: Strukturni vzorec NDMC
/PubChem,; www.ncbi.nlm.nih.gov/pccompound/

Rada mutaénich studii /Sur a spol, 2003; Spalding a spol., 2006; Lebon a spol., 2009;
Jacobson a spol., 2010/ naznaCuje, ze NDMC interaguje s M, receptorem a aktivuje ho z
ektopického mista (ektopicky agonista), které ne zcela prekryva ortosterické vazebné misto.
Piesto bylo prokazano, ze D3.32 v ortosterickém vazebném misté je kli¢ovy pro aktivaci M,
receptoru NDMC, stejné jako je tomu u acetylcholinu /Lebon a spol., 2009/. Pivodné byl
NDMC povazovan za alosterického agonistu na zakladé pozorovani, ze mutace v ortosterickém
vazebném misté¢ Y381A, kterd vyrazné snizila potenci acetylcholinu aktivovat M, receptor,
zvysila potenci aktivace receptoru a dokonce zvySila G€innost (efficacy) NDMC na troven
plného agonisty /Sur a spol., 2003/. Kinetické disociacni studie vSak neprokézaly alosterické

pusobeni NDMC na ortosterického antagonistu NMS /Spalding a spol., 2006/. Farmakologicka
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analyza prokazala kompetici mezi NDMC a ortosterickymi ligandy, agonistou karbacholem a
antagonistou atropinem /Spalding a spol., 2006/. NDMC je svou velikosti i strukturou blizky
selektivnimu antagonistovi M; receptoru pirenzepinu, za jehoz selektivni piisobeni ziejmé

odpovidaji interakce v t€sném okoli ortosterického vazebného mista.

1.6.3.3 Bitopi¢ti agonisté muskarinovych receptoru

Zvlastnim typem muskarinovych ligandl skytajicim potencial pro selektivni aktivaci jsou tzv.
bitopicti agonisté. Jednd se o molekuly schopné se soucasné vézat jak do ortosterické (pfipadné
ektopické) tak alosterické casti receptoru. Bitopické latky maji jak alosterické (zména vazebné
kinetiky ortosterickych ligandi) tak i ortosterické (kompetice s ortosterickymi ligandy) vlastnosti
/Jakubik a spol., 2002, 2014b/. Zplsob vazby téchto latek na receptor mize mit rizné varianty
(Obrazek 14) /Lane a spol., 2013/. Pokud je bitopicky ligand dostatecné veliky, mize se jeho
jedna (bivalentni) molekula vazat soucasné do ortosterického i alosterického mista (Obrazek 14
nahote). Mensi bitopicky ligand se mtize vazat bud’ do ortosterického nebo alosterického mista a
prechazet mezi nimi (Obrdzek 14 uprostied, tzv. "flip-flop" mechanismus) /Schwarz a spol.,
2007/. Tteti moznosti je, Ze se dv€é molekuly téhoz ligandu vazi soucasné na ortosterické 1
alosterické misto (Obrazek 14 dole). Protoze se vzajemné ovliviiuji, oznacujeme tento typ vazby

bitopického ligandu jako kooperativni.

Obrazek 14: Mozné interakce bitopickych ligandu s receptorem. Nahore: bivalentni; uprostie
"flip-flop"; dole kooperativni.
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Vyhodou bitopickych ligandl je kombinace charakteristickych vlastnosti ortosterickych
(vysokd potence a ucinnost) a alosterickych ligandid (podtypova selektivita). Cileny navrh
bitopickych ligandi by vyuZitim pfisluSnych ortosterickych a alosterickych slozek mohl byt
cestou k vyvoji uéinnych selektivnich agonisti /Mohr a spol., 2010; Antony a spol., 2009;
Disingrini a spol., 2006/ nebo antagonisti /Steinfeld a spol., 2007, Boulos a spol., 2013/.
Dutlezitou roli zde ma i mustek (linker) spojujici oba farmakofory, ktery miize mit sdm o sob¢
vliv na schopnost ligandu aktivovat receptor nebo zplsobit nevhodnou orientaci bitopickée
molekuly /Valant a spol., 2012/.

Bitopicky mechanismus vazby a aktivace receptoru ziejmé vyuzivaji 1 ncktefi fukéné
selektivni agonisté, ktefi byli plivodné klasifikovani jako alostericti agonisté. Dosud nebyla
publikovana krystalovd struktura muskarinovych receptorii s navazanym zadnym z téchto
ligandi, kterd by tento zplisob vazby potvrdila. Jednd se napiiklad o M, funkéné selektivni
agonisty AC-42, jeho u¢innéjsi analog 77-LH-28-1 nebo TBPB (Obrézek 15) /Spalding a spol.,
2002; Langmead a spol., 2008, Jacobson a spol., 2010/. Na zaklad¢ struktury, molekularniho
modelovani, mutacnich a podrobnych farmakologickych stanoveni se jejich bitopicky charakter

jevi pravdépodobny /Aviani a spol., 2010; Keov a spol., 2014/.

CH;
77-LH-28-1

Obrazek 15: Strukturni vzorce AC-42; 77-LH-28-1; TBPB
/PubChem; www.ncbi.nlm.nih.gov/pccompound/

Byla provedena fada mutacnich studii zkoumajicich vazbu a aktivaci receptoru témito
agonisty ve srovnani s acetylcholinem nebo jinymi ortosterickymi agonisty /Spalding a spol.,
2002, 2006, Lebon a spol., 2009; Gregory a spol. 2010, Keov a spol., 2014/. Vazba a aktivace
AC-42, 77-LH-28-1, a TBPB je ovlivnéna jak mutacemi v oblasti ortosterického vazebného
mista, tak 1 v odlehlejSich oblastech. Tyto latky vyuzivaji k aktivaci receptoru D3.32 v
ortosterickém misté, ktery je kliCovy pro vazbu a aktivaci receptoru ortosterickymi

ligandy /Gregory a spol., 2010, Keov a spol., 2014/. Ptesto se zd4, ze se nevdzou piimo do

40



ortosterického mista, ale mista k nému pftilehlého /Spalding a spol., 2006; Lebon spol., 2009/.
Mutace v ortosterickém misté Y3.33, Y6.51 a N6.52, klicové pro aktivaci ortosterickymi
agonisty, ovlivnily aktivaci receptoru prostiednictvi AC-42 jen velmi malo /Spalding a spol.,
2002/, piiéemz mutace W101A*7* lezici jeden helikalni zavit nad D3.32 vedla na rozdil od
karbacholu a acetylcholinu ke zvySeni aktivace receptoru agonistou AC-42. Mutace W99**A
vyrazn¢ zvySila afinitu AC-42 a 77-LH-28-1, ale snizila afinitu acetylcholinu k M,
receptoru /Lebon a spol., 2009/. Aktivaci receptoru agonisty AC-42 a 77-LH-28-1 ovlivnily i
mutace v odlehlejSich oblastech /Spalding a spol., 2002 a 2006, Lebon a spol., 2009/. Bylo
zjisténo ze mutace M, receptoru v N-koncové sekvenci a TM1, EL3, extracelularni ¢asti TM7,
nebo Y82%¢' v extracelularni ¢asti TM2 narusuji aktivaci vyvolanou AC-42. Uginnost agonistl
AC-42, 77-LH-28-1 a TBPB je také ovlivnéna mutaci Phe 77*°° na extracelularnim konci TM2
receptoru /Avlani a spol., 2010; Jacobson a spol., 2010/. Zda se, ze ¢ast molekuly 77-LH-28-1 se
vaze do alosterického mista stejného jako modulator C;/3-phth /4Aviani a spol., 2010/.

Interakce TBPB s extracelularnimi oblastmi TM 2,3,7 spojenymi s vazbou alosterického
modulétoru galaminu /Matsui a spol., 1995/ byly potvrzeny pomoci molekularniho modelovani a
mutacni analyzy /Keov a spol., 2014/. Vazbu TBPB a AC-42 do stejného mista ptilehlého k
ortosterickému mistu potvrzuji i dal$i modelacni a mutacni studie /Jacobson a spol., 2010/, podle
nichz se toto misto 1isi od mista vazby ektopického agonisty NDMC.

Mezi funkéné selektivni bitopické ligandy muskarinovych receptori vazajici se do
ortosterického a alosterického mista receptoru patfi xanomelin (Obrazek 16) /Jakubik a spol.,
2002/. Xanomelin je jednim z mala funkéné selektivnich muskarinovych agonisti /Shannon a
spol., 1994 a 2000; Santrickovd a spol., 2014/. Vaze se se srovnatelnou afinitou ke viem
podtypim muskarinovych receptort /Jakubik a spol, 2006/, ale preferen¢né aktivuje
M, /Shannon a spol., 1994/ a My /Shannon a spol., 2000/ receptory s U¢innosti srovnatelnou s
plnymi ortosterickymi agonisty. Diky svému unikatnimu zptsobu interakce s receptorem patii

mezi bitopické agonisty muskarinovych receptort /Jakubik a spol., 2002/.

ch\N
/ Xanomelin
O CH;
) / ! \’/\/\/
\S/N H

Obrazek 16: Strukturni vzorec xanomelinu
/PubChem; www.ncbi.nlm.nih.gov/pccompound/
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Xanomelin se vaze na receptor dvéma zplsoby. Reverzibilni vazbou do ortosterického
vazebného mista a neodmyvatelnou vazbou do zatim nespecifikovaného alosterického
mista /Christopoulos a spol., 1998, Jakubik a spol., 2002 a 2006/. Neodmyvatelnd vazba ma
poloc¢as odmyti priblizn€ 30 hodin /Jakubik a spol., 2002/ a zavisi na délce O-alkylového fetézce,
ktery musi byt O-butyl nebo delsi /Jakubik a spol., 2004/. Na purifikované rozpustné receptory
se vaze xanomelin jen prostfednictvim reverzibilni vazby, ale na receptory rekonstituované do
liposomtl se opét vaze obéma zpusoby /Jakubik a spol., 2004/. Zda se, ze neodmyvatelnd vazba
xanomelinu je zprostfedkovana interakci O-alkylového fetézce s membranovymi lipidy.
Xanomelin aktivuje receptory jak prostfednictvim reverzibilni, tak neomyvatelné vazby a
aktivace obéma zplisoby je blokovana ptitomnosti ortosterického antagonisty /Jakubik a spol.,
2002/. Na M;s receptoru funguje neodmyvatelné navazany xanomelin jako antagonista /Grant a
El-Fakahany, 2005/.

Neodmyvatelné¢ navdzany xanomelin mé& jak  kompetitivni tak  alosterické
vlastnosti /Christopoulos a spol., 1998; Jakubik a spol., 2002/, coz odpovida bitopickému
charakteru jeho vazby na receptor. Chovani neodmyvatelného xanomelinu miiZze byt vysvétleno
mechanismem podobnym "flip-flop" vazbé bitopickych agonisti /Schwarz a spol, 2007].
Pficemz v alosterickém misté je vazan trvale a interakce s ortosterickym mistem je reverzibilni.
Samotna pfitomnost neodmyvatelné vazby xanomelinu nemiize vysvétlit jeho funkéni selektivitu
pro podtypy M; a My, nebot’ ta se vyskytuje se srovnatelnou afinitou u vSech podtypti /Jakubik a
spol., 2006/. Né&které vysledky naznacuji, Ze funkéni selektivitu xanomelinu by mohla
vysvétlovat riznd kinetika vzniku neodmyvatelné vazby. Na M, receptoru vznika neodmyvatelna
vazba prakticky okamzité zatimco na M, receptoru je k jejimu vzniku nutnd delSi expozice
xanomelinu /Jakubik a spol., 2006, Machova a spol, 2007/. Také bylo zjisténo, ze
neodmyvatelné navazany xanomelin selektivné brani ortosterickému agonistovi karbacholu
vyvolat dal§i zvySeni hladiny nitrobunéénych vépenatych iontli prostiednictvim M; a M,
receptori /Santriickova a spol., 2014/.

Xanomelin byl diky své schopnosti selektivné stimulovat aktivaci M, a M, receportt zkouman
jako mozna u¢innd latka pti 1écbé Alzheimerovy choroby a schizofrenie. V klinickych studiich
skutecné zlepSoval kognitivni schopnosti a potlacoval halucinace a bludy u pacientd s
Alzheimerovou chorobou /Bodick a spol., 1997/ a schizofrenii /Shekhar a spol., 2008/. Pro
nepfijatelné vedlejsi €inky, jako jsou poruchy srde¢niho rytmu, traveni nebo nadmérné slinéni a
poceni /Bymaster a spol., 2003/ v disledku aktivace perifernich M, a Mj receptori byl z
klinickych studii vyfazen. Presto zlistdva xanomelin diky své funkéni selektivité v poptedi zajmi
farmakologického vyzkumu a objasnéni mechanismu jeho ptisobeni by mohlo ptispét k vyvoji

novych latek s poZadovanymi funkénimi vlastnostmi bez vedlejSich ucinkli. V soucasné dobé
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jsou syntetizovany a zkoumany nové latky strukturné odvozené od xanomelinu /Si a spol., 2010;

Wang a spol., 2011; Boulos a spol., 2013, Bonifazi a spol., 2014/.

1.6.3.4 Selektivita agonistii k urcité signalni drdze neboli “agonist bias”

Funkéni selektivitu muskarinovych agonistli lze chépat nejen jako selektivni aktivaci
jednotlivych podtypti muskarinovych receptorti, ale i jako selektivni aktivaci urcité signalni
drahy (efektoru). Muskarinové receptory jsou stejné jako ostatni GPCR dynamické struktury a
mohou zaujmout po navazani strukturné odliSnych agonisti rizné konformace stabilizujici
mnohodcetné aktivni stavy. To se pak projevi rozdilnou aktivaci jednotlivych funkémich drah a
nasledné efektort, ke kterym tyto drahy vedou /Kobilka a Deupi, 2007/. Schopnost riznych
agonisti, ortosterickych nebo alosterickych, vyvolat rizné konformace receptoru vedouci k
selektivni modulaci jednotlivych efektori se oznacuje jako ‘“‘agonist bias” /Kenakin a
Christopoulos, 2013/. K selektivnimu ovlivnéni ur¢itého efektoru miize dojit i plsobenim
alosterickych modulatort. Naptiklad pozitivni alosterické modulatory acetylcholinu VU0090157
a VU0029767 zvysuji afinitu pro acetylcholin a potencuji aktivaci PLC, ale pouze VU0090157
posiluje také aktivaci fosfolipazy D /Marlo a spol., 2009/. Velky potencial pro “agonist bias”
maji bitopické ligandy /Antony a spol., 2009/. Diky kombinaci dvou farmakofortt mohou vyvolat
unikatni konformace receptoru odlisné od konformaci vyvolanych samotnymi ortosterickymi ¢i
alosterickymi agonisty. Schopnost ligandii selektivné modulovat urcité signalni drahy ukazuje na
nutnost peclivé analyzy nasledkii aktivace receptoru, ale také otevira prostor pro navrhovani a
draze, a tim k omezeni vedlejSich ucinkt /Urban a spol., 2007; Violin a Lefkowitz, 2007

Kenakin, 2011/.
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2 CIL PRACE

Cilem této disertacni prace bylo zjistit, zda atypicti muskarinovi M; selektivni agonisté
xanomelin a N-desmetylklozapin vyuzivaji pii aktivaci M; receptoru stejnou sérii tzv.
aktivacnich prepinacl jako klasicti ortostericti neselektivni agonisté karbachol a oxotremorin,

nebo aktivuji receptor néjakym paralelnim aktivaénim mechanismem.
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3 MATERIAL A METODY

3.1 Pouzité chemikalie

Radioligandy byly zakoupeny u firmy ARC (USA), ostatni pouzité chemikalie, pokud neni
uvedeno jinak u firmy Sigma-Aldrich (CR).

3.2 Mutageneze lidského muskarinového M; receptoru a priprava bunéénvch linii

Za ucelem studia aktivacniho mechanismu muskarinového M, receptoru byla provedena jeho
cilenda mutageneze v oblastech odpovidajicich za vazbu ligandu mutace D105N, D105E a D99N,
aktivaci receptoru D71N a jeho interakci s G-proteinem DI122N a R123N. Nasledné byly
pfipraveny bunécné linie z fibroblasti ovarii zlatého kiecka (Chinese Hamster Ovary; CHO)
stabiln¢ exprimujici ptirozené (wild type; wt) i mutované M, receptory. Mutované aminokyseliny
v sekvenci lidského muskarinového M, receptoru jsou zndzornény na obrazku 17 (str. 46).

Jako expresni vektor byl pouzit plazmid pcDNA3.1 (Invitrogen, USA) nesouci sekvenci pro
lidskou variantu muskarinového M, receptoru (hmAChR M,) ziskany od Missouri S&T Resource
Center (Rolla, MO, USA). V plazmidu byly pomoci navrzenych muta¢nich primert
(syntetizovanych v Generi Biotech, CR) a soupravy Quick Change II Site-directed Mutagenesis
Kit (Stratagene, USA) a PCR reakce v Termo-cycleru (Bio-Rad, CR) provedeny piisluiné
mutace. Superkompetentni bakterie E. Coli (kmen XL1-Blue, Stratagene, USA) byly
tranformovany plasmidem koédujicim pfirozeny nebo mutovany M, receptor dle protokolu vyse
uvedené soupravy metodou teplotniho Soku (45 s, 42°C). Bakterialni suspenze byla nanesena na
Petriho misky s LB agarem a ampicilinem (100 pg/ml) a ponechdna ptfes noc v inkubatoru
(37°C). Narostl¢é kolonie byly zaoCkovany do LB média s ampicilinem o koncentraci 100 pg/ml
a za stalého tfepani (200 rpm) pii 37°C byly kultivovany pifes noc. Z takto pfipravenych
bakterialnich kultur byla pomoci soupravy GenEluteTM HP Endotoxin-Free Plasmid maxiprep
Kit izolovéna plazmidovd DNA. Koncentrace ziskané DNA byla zméfena na pfistroji Nanodrop
1000 (NanoDrop Technologies, DE, USA) a pfitomnost mutace byla zkontrolovana sekvenaci na
pfistroji ABI Prism 3100 Genetic Analyzer (MBU, AV CR v.v.i.).

Jako expresni systém byly vyuzity builky CHO, které pfirozené¢ neexprimuji muskarinové
receptory (CHO-K1). CHO-K1 bunky byly transfekovany plazmidem kdédujicim piirozeny nebo
mutovany lidsky M, receptor prostfednictvim Lipofectaminu 2000 (Invitrogen, USA) a pro
selekci klonti exprimujicich receptor bylo vyuzito rezistence na antibiotikum Geneticin obsazené
v expresnim plazmidu.

CHO-K1 buniky byly péstovany v. DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium; Life

45



Technologies, USA). Po dosazeni 75 % konfluence byly oplachnuty fosfatovym izotonickym
roztokem (Phosphate Buffered Saline; PBS, 150 mM NaCl s 10 mM fosfatovym pufrem, pH 7,4)
a poté inkubovany 6 hodin v médiu Opti-MEM (Life Technologies, USA) v pfitomnosti
Lipofectaminu o koncentraci 5 pl/ml a plasmidové DNA o koncentraci 1 pg/ml. Po 48 hodinach
byly transfekované CHO burky rozsazeny 1:1000 a péstovany v pfitomnosti geneticinu (G418;
Life Technologies, USA) o koncentraci 1000 ng/ml). Po 3 az 4 tydnech selekce v médiu s
geneticinem byly pfipraveny nové stabilni linie CHO bunék exprimujici pfirozeny nebo

mutovany M, receptor.

10 20 30 40 50 60
MNTSAPPAVS PNITVLAPGK GPWQVAFIGI TTGLLSLATV TGNLLVLISEF KVNTELKTVN
70 80 90 100 110 120
NYFLLSLACA DLIIGTFSMN LYTTYLLMGH WALGTLACDL WLALDYVASN ASVMNLLLIS
130 140 150 160 170 180
FDRYFSVTRP LSYRAKRTPR RAALMIGLAW LVSFVLWAPA ILFWQYLVGE RTVLAGQCYI
190 200 210 220 230 240
QFLSQPIITF GTAMAAFYLP VTVMCTLYWR IYRETENRAR ELAALQGSET PGKGGGSSSS
250 260 270 280 290 300
SERSQPGAEG SPETPPGRCC RCCRAPRLLQ AYSWKEEEEE DEGSMESLTS SEGEEPGSEV
310 320 330 340 350 360
VIKMPMVDPE AQAPTKQPPR SSPNTVKRPT KKGRDRAGKG QKPRGKEQLA KRKTEFSLVKE
370 380 390 400 410 420
KKAARTLSAI LLAFILTWTP ¥YNIMVLVSTFEF CKDCVPETLW ELGYWLCYVN STINPMCYAL
430 440 450 460
CNKAFRDTFR LLLLCRWDKR RWRKIPKRPG SVHRTPSRQC

Obrazek 17: Sekvence lidského muskarinového M, receptoru s vyznacenymi mutovanymi
aminokyselinami. Modre jsou vyznaceny mutované aminokyseliny, podtriené cdsti oznacuji
transmembranové segmenty (TM1 — TM7). Poradi aminokyselin je sefazeno od N-konce k C-
konci. Zdroj sekvence /www.uniprot.org/

3.3 Bunécéné Kkultury a piiprava membran

Nové stabilni linie CHO bunék exprimujici pfirozeny a mutované lidské muskarinové
receptory M, byly péstovany pii teplot¢ 37°C v atmosféie obsahujici 5 % CO, v médiu pro
tkanové kultury DMEM doplnéném o geneticin v koncentraci 50 ng/ml a 10 % fetalni teleci
sérum /Jakubik a spol., 1995/ v Petriho miskach (75 c¢m?). Pfed sklizenim byly bufiky pro
zvySeni exprese muskarinovych receptori vystaveny po 24 hodin piisobeni butyratu sodného o
koncentraci 5 mM /Dion a spol., 1997/.

Konfluentni buniky byly sklizeny po péti dnech rastu v kultufe. Nejprve byly oplachnuty
dvakrat 5 ml PBS a nésledné, po pfidani 4 ml PBS, sklizeny pomoci Skrabky. Nésledovala
centrifugace 3 min pfi 300 g a po odsati supernatantu byl buné¢ény pelet zamrazen v -20°C.

Zamrazené CHO bunky sklizené z dvaceti Petriho misek byly resuspendovany v 10 ml
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homogeniza¢niho média (100 mM NaCl, 20 mM Na-HEPES, 10 mM EDTA, pH = 7,4) a na ledu
homogenizovany homogenizatorem Polytron (Ultra-Turrax; Janke&Kunkel GmbH&Co. KG,
IKA-labortechnik, Némecko) pi1 22000 ota€kach/min dvakrat po dobu 30 sekund s pfestavkou
30 sekund. Hrubé fragmenty byly odstranény nizkootd¢kovou centrifugaci pii 1000 g a 4°C po
dobu 5 minut. Supernatant byl rozdélen do mikrozkumavek po 1 ml a centrifugovan 30 min pii
30000 g a 4°C. Po odsati supernatantu byl sediment (membrany) resuspendovan v 1 ml
reakéniho media (100 mM NaCl, 10 mM MgCl,, 20 mM Na-HEPES, pH 7,4), nechan 30 minut
ve 4°C a pak opétovné centrifugovan 30 minut pii 30000 g a 4°C. Ziskané membrany byly po

odstranéni supernatantu zamrazeny v -80°C.

3.4 Stanoveni proteinu

Mnozstvi proteini v membranach bylo stanovovano spektrofotometricky pii 690 nm Lowryho
metodou /Lowry a spol., 1951/ v Petersonové modifikaci /Peterson, 1977/. Absorbance byla

méfena na ¢teGee desticek (Wallac Victor™, Finsko).

3.5 Vazebné studie

Pomoci saturacnich vazebnych pokusti lze stanovit jak maximalni pocet vazebnych mist
(mnozstvi receptord), tak afinitu receptoru k radioligandu. Afinitu receptoru k ligandu lze
stanovit 1 nepfimo, prostfednictvim vytésiiovacich (kompeti¢nich) pokust, kdy sledovany ligand
soutézi o vazebné misto s radioligandem se znamou afinitou.

V saturaénch pokusech byla stanovena exprese pfirozenych a mutantnich M, receptorti a
jejich afinita k radioligandim *H-N-metylskopolaminu (*H-NMS, specificka radioaktivita:
80 Ci/mmol) nebo 3-chinuklidinyl benzylatu (*H-QNB, specificka radioaktivita: 50,5 Ci/mmol).
V kompeti¢nich pokusech byla stanovena afinita k neznaCenym agonistim karbacholu,
oxotremorinu, N-desmetylklozapinu (NDMC; N-desmethylclozapine) a xanomelinu (Tocris,
USA).

Vsechny vazebné studie byly provadény v 96-jamkovych destickach v kvadruplikatech.
Membrany CHO bun¢k (10-30 pg proteinu na vzorek) byly inkubovany 3 hodiny pii 30°C v
reakénim médiu doplnéném o piisluSnou koncentraci daného ligandu. V saturacnich pokusech
byla koncentrace *H-NMS v rozmezi 62,5-2000 pM a *H-QNB 12,5-400 pM. U mutace v
ortosterickém vazebném misté DI105SN byl pouzit 1,25-40 nM *H-QNB. V kompeti¢nich
pokusech byl pouzit 1 nM *H-NMS a vzristajici koncentrace neznacenych agonistl (koncentrace
jsou uvedeny ve vysledcich a obréazcich). Celkovy reakéni objem pro vazebné studie byl 400 pl.

Nespecificka vazba byla stanovena v pfitomnosti 10 uM atropinu. V pfipadé saturace ‘H-QNB
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na mutantu D105N byla jeho koncentrace zvySena na 40 pM.

Inkubace byla ukoncena rychlou filtraci radioaktivné ozna¢enych membran (Brandel Cell
Harvestor, Brandel, USA) za pouziti filtrii ze sklenénych vlaken (Whatmann GF/B,Whatman,
UK), které byly v piipadé pouziti *H-NMS pied filtraci namoceny na 3 minuty do
polyetyleniminu o koncentraci 5 g/l. Filtry byly usuSeny v mikrovlnné troubé (3 min, 800W) a
poté zataveny do scintilacniho vosku Meltilex (Perkin Elmer, USA) zahiivanim pfi 105°C po
dobu 60 s. Radioaktivita zachycena na filtru byla méfena pomoci scintila¢niho pocitate Wallac
Microbeta 1450 (Wallac, Finsko). Piesnd koncentrace radioligandu byla vypoctena ze znamé
specifické radioaktivity radioligandu a radioaktivity v médiu, stanovené kapalnym scintilacnim
métenim v scintila¢nim roztoku Rotiszint (Carl Roth, Némecko).

Vazba neodmyvateln€ navdzaného xanomelinu byla stanovena v kompeti¢nich pokusech s
1 nM *H-NMS. Membrany byly resuspendovany v reakénim médiu v koncentraci 1 mg proteinu
na ml. Suspenze byla rozdélena do mikrozkumavek po 100 ul a inkubovéana 20 minut pii 37°C v
ptitomnosti 100 nM az 1 mM xanomelinu. Po inkubaci byly membrany za pouziti centrifugace
(30 minut; 30000 g) 3-krat promyty 1 ml reakéniho média, poté znovu resuspendovany v 1 ml

reakéniho média a inkubovany 1 h pifi 37°C. Po hodiné nésledovalo opétovné trojnasobné

promyti.

3.6 Akumulace inositolfosati

Funkéni odpovéd’ na stimulaci M, receptorti byla stanovovana jako agonistou vyvolana
akumulace inositolfosfatt (IPx) /Michal a spol., 2009/. Buitkky CHO exprimujici pfirozeny nebo
mutovany M, receptor byly nasazeny do 24-jamkovych desticek. Konfluentni buiky byly
inkubovany pies noc pii 37°C v ptitomnosti 100 nM *H-myo-inositolu (specificka radioaktivita:
20 Ci/mmol) v DMEM, aby doslo k oznaceni fosfatidylinositol bisfosfatu (PIP,) v bunécné
membrang. Nasledné byly bunky oplachnuty 2-krat 400 pl Krebs-HEPES pufru (KHB, 138 mM
NaCl; 4 mM KCI; 1,3 mM CaCl,; 1 mM MgCl,; 1,2 mM NaH,PO, 20 mM Hepes, 10 mM
glukoza, pH 7,4) a preinkubovany 15 minut pii 37°C ve 400 ul KHB obsahujicim 10 mM LiCl.

Poté byli pfidani agonisté v ptisluSnych koncentracich do kone¢ného objemu 500 pl. Po aktivaci
M, receptoru agonistou dojde prostfednictvim PLCP ke $tépeni membranového PIP, a akumulaci

inositolfosfati (tri-, di-, a monofosfatil). Pfitomnost Li" iontd brani katabolismu IPx. Po 20-ti
minutové inkubaci bylo médium rychle odstranéno odsatim a reakce byla zastavena ptidanim
200 pl 20 % trichloroctové kyseliny (trichloracetic acid; TCA). Po 1 hodiné ve 4°C byl odebran
alikvot TCA extraktu, obsahujici IPx, na stanoveni radioaktivity. SraZzené bunky, které zlstavaji
pfilepené v jamkach, byly oplachnuty TCA a rozpustény ve 200 ul 1 M NaOH pro stanoveni

inkorporace radioaktivity, ktera zbyva v membranach. Mira akumulace IPx byla stanovovana
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jako pomér rozpustnych IPx ku celkové inkorporované radioaktivité (soucet radioaktivity v TCA
extraktu a v NaOH lyzatu). Radioaktivita v TCA extraktu a NaOH lyzatu ze sraZzenych bunék
byla méfena kapalnou scintilaci v scintilaénim roztoku Rotiszint pomoci scintilaéniho pocitace
Wallac Microbeta 1450.

Pro stanoveni aktivace muskarinovych receptorii neodmyvatelné¢ navdzanym xanomelinem
byl pouzit upraveny postup pro méieni akumulace IPx. Konfluentni CHO buiky exprimujici
pfirozeny nebo mutovany M, receptor byly sklizeny jemnou trypsinizaci a resuspendovany v
KHB (2 Petriho misky/ml). Suspenze byla rozdélena do mikrozkumavek po 100 ul a v
pfitomnosti v pfislusnych koncentraci (100 nM — 100 pM) xanomelinu inkubovéana 20 minut pfi
37°C. Nasledné byly bunky za pouziti centrifugace (3 minuty, 250 g) 3-krat promyty v 1 ml
KHB, resuspendovdny v 1 ml KHB a inkubovany 1 h pii 37°C. Po 1 hodin€ nasledovalo
opétovné trojnasobné promyti. Bunécné pelety byly resuspendovany v 100 ul KHB s pfidanym
*H-myo-inositolem o koncentraci 500 nM a inkubovany 1 h pti 37°C. Po inkubaci byla suspenze
bun¢k centrifugovana a médium odsato. Buiiky byly oplachnuty 1 ml KHB. Pelety byly
rozdéleny do triplikatu o vysledném objemu 800 pl KHB obsahujicim 10 mM LiCl a opét
inkubovany 1 h pii 37°C. Inkubace byla zastavena ptidanim 500 pl stop roztoku
(chloroform:metanol:HCI v poméru 2:1:0,1) a ptenesenim na led na 20 minut. Akumulace IPx
byla stanovena po rozdéleni této smési na iontoméni¢ovych kolonach (Dowex AG1X8-200).
Alikvot extraktu (650 pl) byl nanesen na iontoménicovou kolonu. Nasledovalo promyti 10 ml
deionizované vody, 20 ml roztoku A (60 mM mraven¢nan amonny, 5 mM borat sodny) a eluce
zachycenych IPx 4 ml roztoku B (1 M mraven¢nan amonny, 0,1 M kyselina mraven¢i). MnoZstvi
nahromadénych *H-IPx bylo stanoveno pomoci kapalné scintilace na scintilatnim pocitaci

(Packard Tricarb, oddéleni radiomerie FgU AVCR v.v.i.).

3.7 Mikrofluorimetrické stanoveni koncentrace nitrobunéénych vapenatych ionti

Aktivaci muskarinovych receptori podtypu M,, lze sledovat také prostiednictvim stanoveni
koncentrace nitrobunéénych véapenatych ionti, jejichz uvolnéni z endoplazmatického retikula je
dal$im krokem signaliza¢ni kaskddy M, receptort a diky zesileni signalu je tato metoda velice
citlivd. Pro stanoveni koncentrace vapenatych iontli byla vyuzita fluorescencni sonda FURA 2
(Life Technologies, USA). Koncentrace nitrobunécného véapniku je timérnd poméru intenzit
fluorescence detekované pii 510 nm, namétené po excitaci 340 nm (excitatni maximum FURA 2
s navazanymi ionty vapniku) a 380 nm (excitatni maximum volné FURA 2) /Grynkiewicz a
spol., 1985/.

CHO bunky exprimujici mutované nebo pfirozené M, receptory byly nasazeny na

mikroskopické sklicka o priméru 24 mm umisténych v Petriho miskach o priméru 35 mm. Po
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dosazeni 80 % konfluence byly 2-krat oplachnuty v KHB a inkubovany v pfitomnosti 5 uM
FURA 2-AM (ve form¢ acetoxymetylesteru, ktery je elektricky neutrdlni a prostupuje bunécnou
membranou) rozpusténé v KHB s 1 mM Pluronic F127 (surfaktant usnadiujici vstup sondy do
bunék) pii 37°C po dobu 1 h. Po inkubaci byly bunky oplachnuty 2-krat v KHB a na
mikroskopickém skli¢ku pfemisteny do promyvaci komirky, ktera je soucasti fluorescencniho
mikroskopu (Olympus 1X-90, Japonsko) a pribézn¢ promyvany (rychlosti 0,5 ml/min) KHB s
I mM probenecidem, ktery brani uniku volné sondy z bunék. Obraz byl snimam pomoci CCD
kamery propojené s pocitacem vybavenym programem Metafluor 7.0 (Visitron System GmBH,
Némecko) s frekvenci 2 x 2 snimky/s (excitace 340/380). Obraz byl ukladan a vyhodnocen po
skonceni méfeni. Pro vyhodnoceni byly vybrany pouze bunky odpovidajici na prvni kontrolni
stimulaci (karbacholem nebo oxotremorinem). Bunky s pfili§ slabou, pomalou nebo jinak
abnormalni odpovédi byly vylouceny. Odlehlé hodnoty maxima signalu, ¢asu do dosazeni
maxima a ¢asu poklesu, byly ur€eny ze stanoveni tzv. interkvartilniho rozsahu (IQR), ktery tika,
jak je rozlehla ta polovina vSech vysledku, kterd se nachdzi okolo stfedu hodnot (data < QI-
1,5*IQR a data > Q3+1,5*IQR byla vyloucena). Signal vybranych bunék byl po ode¢teni pozadi
zpramerovan a normalizovan na klidovy pomér emisi rovny 1. Pokusy mély dvoji usporadani. V
prvnim pfipadé byla méfena zména koncentrace vapenatych iontd v zavislosti na koncentraci
ptidaného agonisty. CHO buiiky exprimujici wt nebo mutovany M; receptor a pro kontrolu
buiiky bez receptoru (netransfekované CHO-K1) byly vystaveny po dobu 10 sekund ptsobeni
vzristajici koncentrace testovanych agonistii (karbachol, oxotremorin, NDMC, xanomelin).
Jednotlivé stimulace byly oddéleny 6-ti minutovym promyvanim KHB. V druhém uspotadani
byl sledovan vliv prodlouzeného ptisobeni xanomelinu. Nejprve byla provedena 10-ti sekundova
kontrolni stimulace 10 uM oxotremorinem, nasledovana 6-ti minutovym promyvanim KHB.
Poté byly buinky vystaveny 40-ti sekundovému puasobeni 10 uM xanomelinu. Koncentrace

vapenatych iontli pak byla méfena jesté nasledujicich 6 minut pfi promyvani KHB.

3.8 Analyza dat

Data byla zpracovdna v programu Microsoft Office Excel, prokladani kiivek a statistické
zpracovani dat bylo provedeno za pouziti programli a GraphPad Prism5 (GraphPad software,
Inc., San Diego, USA) a Grace (http://plasma-gate.weizmann.ac.il/Grace). Vysledky jsou
uvedeny jako prumér £ stfedni chyba priméru (Standard Error of Mean; S.E.M.). Statisticka
vyznamnost byla vypoctena analyzou rozptylu (ANOVA) a Dunnettovym post-testem nebo
parovym t-testem. Za statisticky vyznamné byly povaZovany rozdily s hladinou vyznamnosti

P<0.05.
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V saturacnich vazebnych pokusech byla stanovovédna zavislost vazby radioligandu na jeho
koncentraci vyjadiena Langmuirovou isotermou,

Y = Buax * x/ (x + Kp) (rovnice 1)

kde y je vazba radioligandu pii jeho koncentraci x; Buax je maximalni vazebna kapacita; Kp je
rovnovaznad disociacni konstanta, odpovidajici koncentraci radioligandu, pfi niZ je obsazeno

50 % vazebnych mist a vyjadiuje afinitu receptoru k radioligandu.

V kompeti¢nich pokusech byla sledovana zavislost poklesu vazby (vytésnéni z vazebného
mista) radioligandu o konstantni koncentraci na zvySujici se koncentraci nezna¢ené¢ho agonisty.
Zavislost velikosti vazby radioligandu na koncentraci agonisty byla prolozena vytésnovaci

kiivkou s jednim (rovnice 2) ptipadné dvéma (rovnice 3) vazebnymi misty.
y=100- (100 * x / (x + ICsy)) (rovnice 2)
y =100 — (100 — fiow) * x/ (X + LCosonign)) — fiow * X/ (X + ICsp10w) (rovnice 3)

y vyjadiuje vazbu radioligandu pfi koncentraci agonisty x, vyjadfenou jako procento vazby v
nepfitomnosti agonisty; fi.w je podil nizkoafinnich vazebnych mist vyjadieny v procentech,
ICsow je koncentrace agonisty vytésiiujici 50 % radioligandu z nizkoafinniho vazebného mista,
ICsmign je koncentrace agonisty vytésiujici 50 % radioligandu z vysokoafinniho vazebného
mista.

Ze stanovené hodnoty ICsy pro studovaného agonistu, byla pomoci Kp kompetujiciho
radioligandu vypocitana inhibi¢ni konstantu K; (vyjadtujici afinitu receptoru pro studovaného
agonistu) podle rovnice:

K;=1Cs,/ (1 +[D] /Kp) (rovnice 4)

kde [D] je koncentrace radioligandu a Kp jeho rovnovazna disociaéni konstanta.

Ve funkénich stanovenich byla sledovana biologickd odpovéd vyvoland v zavislosti na
koncentraci agonisty. Zavislost velikosti funkéni odpovédi na koncentraci agonisty byla

proloZena logistickou funkci s proménlivym sklonem dle rovnice 5:

y=1+(E -1) *x"/ (x"H + EC, ") (rovnice 5)

MAX

kde y je funkéni odpovéd receptoru pii koncentraci agonisty x normalizovand na klidovy stav,
Emax maximdlni odpovéd’, vyjadiujici t€innost (efficacy) agonisty vyvolat biologicky ucinek,
ECs je koncentrace agonisty vyvolavajici polovinu maximalni odpovédi a vyjadiuje potenci
latky vyvolat biologickou odpovéd (potency); mH je Hilliv koeficient (vyjadiujici miru
koperativity d&je).

Aby bylo mozné porovnat ucinnost (efficacy) aktivace receptori u bunéénych linii s rozdilnou
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expresi receptorli, byl vypocitan parametr K¢ Parametr K¢ relativné kvantifikuje afinitu G-

proteinu ke kompexu receptor-agonista a byl vypocten podle rovnice 6, /Lu a Hulme, 1999/
K = (Emaxrr / (1 - Emaxrr )) / Bumax (rovnice 6)
kde Emax rr je hodnota maximalni odpovédi (viz. rovnice 5), vyjadiend jako podil Emax pro

karbachol (E = 1)/ (Bpjax karbacholy — 1) Pro CHO buiiky exprimujici wt M, receptor

MAX agonisty

s vysokou expresi a nejvyssi Emax; Bmax je maximalni vazebna kapacita, podle rovnice (1).
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4 VYSLEDKY

4.1 Vliv mutaci na vazebné vlastnosti M; receptoru

4.1.1 Stanoveni exprese a afinity pro *H-NMS

Pro charakterizaci vazebnych vlastnosti ptirozeného muskarinového receptoru M; a mutantd
(D71IN, D99N, DI105N, D105SE, D122N a R123N) exprimovanych v plasmatické membran¢
CHO bun€k bylo vyuZito saturacnich vazebnych pokusi s radioaktivné znacenym
muskarinovym antagonistou *H-NMS, ktery je neselektivni (ma srovnatelnou afinitu pro viech 5
podtypti muskarinovych receptorii) a vdze se se stejnou afinitou na receptor v aktivnim i
inaktivnim stavu (konformaci). Ze saturace specifické vazby *H-NMS na membrany CHO bungk
byl stanoven podet receptort (vazebnych mist pro *H-NMS) a afinita k *H-NMS (Tabulka 4; str
54).

Mutace D7IN (v oblasti aktivacniho ptepinae receptoru) a D9IN (ve vestibulu
ortosterického vazebného mista) vedly pouze ke slabému poklesu afinity M; receptoru k
*H-NMS a substituce asparaginem v oblasti interakce s G-proteinem D122N a R123N afinitu
receptoru k *H-NMS neovlivnila viibec. Nejvyrazngjsi vliv na afinitu receptoru pro *H-NMS
mély mutace aspartatu v pozici 105 (D105N a DIOSE), ktery se nachazi v ortosterickém
vazebném misté. Mutace DI105E vedla k &tyfnasobnému poklesu afinity receptoru k *H-NMS,
mutace D105N k tplné ztraté afinity. Exprese jednotlivych forem muskarinovych receptorii se
pohybovala v rozmezi 3.3 + 0.2 (R123N) az 15.8 £ 0.8 (D105E) pmol vazebnych mist na mg
membranovych proteinid (Tabulka 4; str. 54).

Z davodu ztraty afinity receptoru pro *H-NMS u mutanta D105N byla exprese receptoru
stanovena podle specifické vazby radioaktivné znaceného antagonisty *H-QNB, ktera byla na
rozdil od vazby *H-NMS méfitelna. Nespecifickd vazba byla stanovena v pfitomnosti 40 uM
atropinu. Exprese mutanta D105N byla 5,8 £ 0,2 pmol vazebnych mist na mg membranovych
proteint a pKp pro *H-QNB 7,68 + 0,03, coz znamena pokles afinity zhruba 200x vici wt M,
kde je pKp=10,01 + 0,14. Hodnoty jsou priméry + S.E.M. ze 3 nezavislych pokust v
triplikatech.
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Tabulka 4: Parametry vazby 3H-NMS na wt a mutované M, receptory exprimované v
membrdndch CHO bunék. Afinita k "H-NMS je vyjadiena jako zdporny dekadicky logaritmus
rovnovazné disociacni konstanty (pKp), vypoctené podle rovnice 1 (str. 51). Exprese receptorii
(Buax) je vyjadrena v pmol/mg membranovych proteinu. Vysledky jsou uvedeny jako prumery +
S.E.M. ze 4-8 nezavislych pokusii v kvadruplikatech.

wt D7IN D99IN D105N DI105E DI122N R123
pKp 3H-NMS |9.76+0.03 | 9.29+40.02* | 9.410.02* b.v. 9.15+0.05% | 9.65+0.05 | 9.9+0.1
Buiax 7.640.6 | 6.9+0.5 10.6£0.5 | 58:029 | 15.8408 41403 3.30.2

b.v., ( bez vazby na receptor); *, rozdil od wt, P<0,05, ANOVA a Dunnettitv test, “, podle vazby *H-ONB

4.1.2 Vliv mutaci na vazbu agonisti

Afinity jednotlivych agonisti (karbacholu, oxotremorinu, xanomelinu, NDMC) k wt nebo
mutovanym M, receptorim byly stanoveny nepfimo prostfednictvim kompeti¢nich
(vytésiovacich) pokusii s InM *H-NMS. Na rozdil od antagonisty *H-NMS se nékteii agonisté
vazou do ortosterického vazebného mista receptoru s riznou afinitou, podle konformace, ve
které se receptor nachazi. Na vazebné vytésiovaci kiivce lze pak nalézt dvé vazebna mista,
vysokoafinni a nizkoafinni (dvoumistnéd vazebna kiivka).

V kontrolnich pokusech na wt M; méla vytésiiovaci vazebna kiivka pro klasické agonisty
karbachol a oxotremorin, stejné¢ jako pro atypického agonistu xanomelin, nizkoafinni i
vysokoafinni slozku. Oproti tomu atypicky agonista NDMC m¢l jen jednu vazebnou slozku
(Obrazek 18; str. 55).

Mutace R123N v oblasti receptoru odpovédné za interakci s a-podjednotkou G-proteinu
zpusobila, ze mutantni receptor oproti wt vazal agonisty (karbachol, oxotremorin a xanomelin)
jen s nizkou afinitou, vazebna kiivka méla tedy jen jednu vazebnou slozku. Navic mutace
R123N snizila afinitu nizkoafinni vazby pro tyto agonisty. Afinitu NDMC mutace R123N
neovlivnila (Tabulka 5; str. 56).

Mutace aspatratu v pozici 122 (D122N), stabilizujici inaktivni konformaci receptoru, zvysila
proporci nizkoafinnich mist pro karbachol. Xanomelin se vazal pouze s nizkou afinitou. Mutace
D122N méla déle za nasledek zvySeni afinity vysokoafinnich mist pro karbachol a snizeni afinity
nizkoafinnich mist pro oxotremorin a xanomelin. Vazbu NDMC tato mutace neovlivnila
(Tabulka 5; str. 56).

Mutace v ortosterickém vazebném misté¢ D105E méla za nésledek zruSeni vysokoafinni vazby
karbacholu a oxotremorinu. Zvysila afinitu vysokoafinniho mista a snizila afinitu nizkoafinniho
mista pro xanomelin. Dale snizila afinitu nizkoafinniho mista pro karbachol a NDMC (Tabulka

5; str. 56).
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Mutace ve vestibulu ortosterického vazebného mista D9IN snizila afinitu nizko 1
vysokoafinniho mista pro karbachol, oxotremorin a xanomelin a snizila i1 afinitu pro NDMC.
Dale pak tato mutace zplsobila zvySeni proporce nizkoafinnich mist pro karbachol (Tabulka 5;
str. 56).

Mutace v oblasti zodpovédné za aktivaci receptoru D71N vedla ke zvySeni afinity
nizkoafinnich mist pro karbachol, snizeni afinity nizkoafinnich mist pro oxotremorin, pficemz
nizkoafinni vazbu xanomelinu neovlivnila. U karbacholu a oxotremorinu vedla mutace D71N ke
zvysSeni proporce nizkoafinnich mist. Dale vedla ke zvySeni afinity vysokoafinnich mist pro
oxotremorin a xanomelin. Mutace D71N neméla vliv na afinitu pro NDMC (Obrazek 18).

Parametry prolozeni vazebnymi kiivkami jsou shrnuty v tabulce 5 (str. 56).
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Obrdazek 18: Viiv mutaci na vazbu agonistii k M, receptoru. Vazba InM *H-NMS na wt a
mutantni M, receptory (osa y, procenta kontrolni vazby v nepritomnosti agonisty) v zavislosti na
zvysujici se koncentraci agonisty (osa x, log c) karbacholu /vlevo nahore/, NDMC /vpravo
nahore/, oxotremorinu /vlevo dole/, xanomelinu /vpravo dole/. Body jsou prumér + SEM.
Parametry prolozZeni namérenych hodnot a pocty pokusii jsou uvedeny v tabulce 5 (str. 56).
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Tabulka 5: Afinityv muskarinovvch agonistu. Afinity agonistit karbacholu, NDMC, oxotremorinu
a xanomelinu jsou vyjadreny jako zaporny dekadicky logaritmus inhibicni konstanty K; (pK)),
vypoctené z hodnoty ICsy podle rovnice 4 (str. 51) a rovnovazné disociacni konstanty Kp pro
kompetujict ligand *H-NMS (rovnice 1, str. 51). K, a Kinign jsou vyjddreni inhibicni konstanty
pro nizko a vysokoafinni komponenty vazebné kiivky, fi.. je pomerna cast nizkoafinni slozky
vazebné krivky vyjadrena v procentech a vypoctend z rovnice 3 (str. 51). Parametry jsou
vyjadreny jako prumer +S.EM. ze 4 az 8 nezaviskych pokusu v kvadruplikatech.

karbachol NDMC oxotremorin xanomelin
PR high | PXiiow | flow | PRiiow | PRinigh | PRyiow | flow | PRinigh | PKiiow | flow
6.45+0.09 | 3.80+£0.04 | 70£2 | 7.10£0.02 | 8.96+0.02 | 6.04+0.03 | 83+3 | 10.12+0.09 | 7.19+0.04 | 82+3
wt a a
6.49+0.02 | 4.28+0.04 | 85+£3 | 7.30+0.1 | 9.70+£0.2 | 5.50+£0.02 | 91+2 | 10.59+0.02 | 7.32+0.04 | 78+3
D71N * * * * * *
5.70+£0.2 | 3.31+0.06 | 85£1 | 6.86+0.04 | 8.56+0.01 | 5.51+0.08 | 864 | 9.20+0.20 | 6.4+0.1 | 854
D99N * * * * * * * *
N 2.96+0.03 | 100 |6.59+0.04 N 6.01+0.07 | 100* | 11.360.05 | 6.50+0.06 | 70+4
D105E * * * . . .
6.75+£0.01 | 3.83+0.04 | 82+1 |6.94+0.09 | 8.83+0.01 | 5.83+0.04 | 89+2 N 6.85+0.03 | 100
D122N * * * * *
N 3.40+0.1 100 |7.17+0.02 N 5.80+0.03 | 100 N 6.95+0.01| 100
R123N * * * * * %

N, (nepocitano); * lisici se od wt; a, fio, odlisné od fi,. pro karbachol, P<0,05, ANOVA a Dunnettiv test. Kviili
ztraté afinity pro kompetitor *H-NMS, nebyla u mutanta D105N stanovena afinita testovanych agonistii.

4.1.3 Vliv mutaci na neodmyvatelnou vazbu xanomelinu

Pro urceni afinity neodmyvatelné vazby xanomelinu na wt a mutované M, receptory bylo
nutné membrany CHO bun¢k nejprve inkubovat v pfitomnosti riznych koncentraci xanomelinu,
poté membrany hodinu promyvat (Kapitola 3.5; str. 47), aby doslo k disociaci xanomelinu z
ortosterického vazebného mista a zlistal tak navazan k receptoru pouze neodmyvatelnou vazbou.
Polo¢as disociace neodmyvatelné vazby je 30 hodin /Jakubik a spol, 2002/. Na takto
pfipravenych membrénach s neodmyvatelné navdzanym xanomelinem byl néasledné proveden
vytésiiovaci pokus s 1 nM *H-NMS (Obrazek 19; str. 57).

Afinita neodmyvatelné vazby xanomelinu stanovend na membranaich CHO buné¢k
exprimujicich wt M; receptor byla 260 uM. Mutace D71N, DI122N a RI123N afinitu
neodmyvatelné vazby xanomelinu k M; receptoru neovlivnily. Oproti tomu u mutanta D9IN
doslo k trojnasobnému poklesu a mutanta D105E k vice nez desetinasobnému poklesu afinity pro

neodmyvatelny xanomelin (Tabulka 6, str. 57).
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Tabulka 6: Afinita neodmyvatelné vazby xanomelinu. Afinita neodmyvatelné vazby xanomelinu k
membranam z CHO bunék exprimujicich wt a mutované M, receptory je vyjadrena jako zaporny
dekadicky logaritmus inhibicni konstanty K, (pK;) vypoctené z hodnoty ICs, podle rovnice 4 (str.
51) a rovnovdzné disociacni konstanty Kp pro kompetujici ligand *H-NMS (rovnice 1, str. 51).
Parametry jsou vyjadreny jako priimer +S.E.M. ze 3 nezavislych pokusu v kvadruplikatech.

wt D71IN DI99N D10SE D122N R123N

pKi 4.34+0.06 4.37+0.08 3.81+0.05" 3.20+0.10" 4.17+0.06 | 4.39+0.06

*odlisné od wt, P<0,05, ANOVA a Dunnettitv test. Kviili ztraté afinity pro kompetitor *H-NMS, nebyla u mutanta
DI105N stanovena afinita neodmyvatelného xanomelinu.
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Obriazek 19: Viiv mutaci na neodmyvatelnou vazbu xanomelinu. Vazba 1 nM *H-NMS na wt a
mutované M, receptory (osa y, procenta kontrolni vazby v nepritomnosti agonisty) v zavislosti na
koncentraci xanomelinu (osa x, log c). Body jsou prumér + S.E.M. ze 3 nezavislych pokusii v
kvadruplikatech. Parametry proloZeni namérenych hodnot jsou uvedeny v tabulce 6.
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4.2 Vliv mutaci na aktivaci receptoru

4.2.1 Vliv mutaci na akumulaci inositolfosfati

Vliv jednotlivych mutaci na aktivaci muskarinového M, receptoru prostfednictvim klasickych
a atypickych agonistl byl stanovovan jako agonistou stimulovana akumulace IPx v CHO
bunkach exprimujich wt a mutované M, receptory. Stanovovanymi parametry bylo maximum
akumulovanych IPx (Emax), vyjadiujici Gi¢innost (efficacy) agonisty vyvolat biologicky ucinek a
koncentrace agonisty vyvolavajici polovinu maximalni odpovédi ECsy, vyjadiujici potenci
agonisty aktivovat receptor (potency).

Na rozdil od schopnosti agonistii aktivovat receptor (ECsy) byla hodnota uc¢innosti (Emax)

zavisla na vysi exprese receptort (Tabulka 7).

Tabulka 7: Parametry karbacholem stimulované akumulace IPx na dvou liniich CHO bunék s
riiznou expresi receptorii wt M, (a, b). Exprese receptorii je vyjadiena v pmol vazebnych mist pro
NMS/mg membranovych proteinit a vypoctena podle rovnice 1, maximalni stimulace Eyux jako
nasobek bazalni akumulace v nepritomnosti karbacholu, potence karbacholu jako zdporny
dekadicky logaritmus ECs,vypoctené podle rovnice 5 (str. 51). Data jsou priumery + S.E.M. ze 3
nezavislych pokusii v triplikatech.

Linie CHO exprese Enax pPECso
wtM;a |247£0,57* | 2,00£0,34* | 595+0,10
wtM;b | 8,90+ 1,02% | 4,10+0,42*% | 5,63+0,12

* odlisné od druhého, parovy t-test, P<0,05

Aby bylo mozné porovnat hodnoty maximalni odpovédi Eyax vyvolané jednotlivymi agonisty
pro bunééné linie s odliSnou expresi receptori byl pouzit parametr Kg, vyjadiujici afinitu G-
proteinu ke komplexu agonista-receptor. Hodnota Kg byla vypocitana podle rovnice 6 (str.
52) /Lu a Hulme, 1999/ a pro normaliza¢ni vypocet byly pouzity parametry buné¢né linie CHO s
vysokou expresi M; receptorti a hodnotou Evax pro karbachol vyssi nez ve vSech provedenych
pokusech (Tabulka 8; str. 59). Schopnost agonistli aktivovat wt M, receptor (ECso) klesala v
potadi xanomelin > oxotremorin = NDMC > karbachol (Tabulka 8; str. 59). Nejvyssi t¢innost
aktivace receptoru (podle Kg) byla pro wt M; naméfena u xanomelinu a to dvakrat vyssi nez u
plného agonisty karbacholu. Parcidlni agonist¢ NDMC a oxotremorin dosdhli 22 % a 45 %
G¢innosti karbacholu. Zadny z testovanych agonistdl nevyvolal odpovéd’ u mutantd D7IN a
R123N. V pfipadé mutanta D105N byla akumulace inositolfosfatli stimulovdna pouze
oxotremorinem a to se srovnatelnou uc¢innosti, ale s desetkrat nizs§i ECso nez u wt M, receptoru.

Na druhou stranu vSichni testovani agonisté stimulovali akumulaci inositolfosfati u mutanta
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D10SE. Oproti wt byla u mutanta D105E sniZzena ECs, vSech agonistli krom& NDMC. I kdyz u
mutanta D105N byl oxotremorin jedinym agonistou schopnym jej aktivovat, u mutana D105E
doslo k nejvétSimu sniZzeni Uc¢innosti pravé u oxotremorinu. Zatimco se ucinnost aktivace
mutanta D105E snizila dvakrat pro NDMC a xanomelin a pétkrat pro karbachol, snizeni pro
oxotremorin bylo dokonce patnactindsobné. Mutace D9IN vedla k trojndsobnému snizeni
potence zkoumavych agonistii aktivovat mutovany M; receptor a s vyjimkou oxotremorinu
sniZovala 1 jejich u¢innost. Mutace D122N neovliviiovala aktivaci agonisty s vyjimkou zvySeni

ucinnosti pro oxotremorin (Tabulka 8).

Tabulka 8: Parametry agonisty stimulované akumulace inositolfosfatii. Koncentrace
vyvolavajici polovinu maximalniho ucinku (ECsy) pro jednotlivé agonisty vyjadrend jako zaporny
dekadicky logaritmus (pECsy)) a maximalni stimulace (Ewax) vyjddrena jako nasobek klidové
akumulace IPx jsou spocitany podle rovnice 5 (str. 51). Ucinnost aktivace receptoru (K¢) byla
vypocitana podle rovnice 6. Pro vypocet byly pouzity hodnoty Eyux a Buax pro bunécnou linii s
vysokou expresi receptorii a nejvyssi hodnotou Eyux (Wt My Byux = 11.3 £ 0.5, karbachol pECs,
= 5.90 £ 0.05; Eyux = 5.2 £ 0.3). Data jsou vyjadrena jako prumeér + S.EM. ze 3 az 8
nezaviskych pokusii v kvadruplikatech.

wt D71IN DI99N D105SN D10SE D122N R123N
% pECsy| 6.02+0.04 5.5340.08* 37+0.1* 5.8240.03
2
g | Eoee | 3502 bo. | 2.6+02° b.o. 2.63+0.03" 2.540.2" b.o.
-
Ke | 0.15+0.01 0.058+0.004* 0.040+0.01" 0.14£0.01
O | PECs|  65+02 6.0+0.1* 5.9+0.2 6.33+0.08
Z
Z | Eme | 2.0+03° b.o. 1.8£0.2 b.o. 1.1420.02* 1.63£0.07" b.o.
Ke | 0.041£0.0067 0.022+0.002* 0.0022-0.0001" 0.043+0.002
£ PECs0| 6.81+0.08° 6.22+0.05* | 584+0.1" 5.73+0.08" 6.94+0.07
(=]
E Emx | 2.65+0.03 bo. | 2.98+0.09" | 2.4+03" 1.35+0.05" 2.7+0.1 b.o
o 0. 0.
N
=)
2| Ko ]0.085£0.001° 0.084+0.003 | 0.086=0.009 | 0,0058+0.0002" | 0.166+0.006"
-% PECsi | 7.39+0.09° 6.92::0.08* 5.640.1" 7.11£0.09
:
= Ema | 412022 b.o. 3.9+0.2 B 1.8+0.1" 3.3+0.1" b.o.
e
Ke | 0.37+0.02% 0.2140.01" 0.015+0.001" 0.30+0.01

b.o., (bez odpovedi); *, lisici se od wt; a, odlisné od stimulace karbacholem; P<0,05, ANOVA a Dunnettiiv test.
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Obrazek 20: Viiv mutaci M, receptoru na agonisty stimulovanou akumulaci IP.. Akumulace
inositolfosfatu v CHO bunkach exprimujicich wt a mutantni muskarinové M, receptory (osa y,
nasobek akumulace IP, v nepritomnosti agonisty) v zavislosti na koncentraci agonisty (osa x, log
¢) karbacholu /vlevo nahore/, NDMC /vpravo nahore/, oxotremorinu /vlevo dole/, xanomelinu
/vpravo dole/. Oznaceni mutantu je uvedeno v obrazku vpravo nahore. Body jsou primér +

S.E.M. Parametry prolozeni namérenych hodnot a pocty pokusii jsou uvedeny v tabulce 8 (str.
59).

Vyssi koncentrace NDMC (>30 uM) vyvolavaly pokles hladiny IPx u CHO bun¢k
exprimujicich wt a mutované M, receptory, u kterych nizsi koncentrace NDMC (< 10 pM)
akumulaci IPx stimulovaly. U mutanti D7IN, DIOSN a RI123R, kde k zadné stimulaci
akumulace IPx NDMC ani pii nizkych koncentracich (< 10 uM) nedochazelo byl dokonce
pozorovan i pokles klidové hladiny IPx (Obrazek. 21; str. 61 vlevo). Proto byl pokus proveden

téz na CHO-K1 buikéch, které muskarinové receptory neexprimuji. Pii vysSich koncentracich
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NDMC byl pozorovéan stejny pokles jako u mutant D71IN, D105N a R123R (Obrazek 21 vlevo).
Na druhou stranu pfi vysokych koncentracich xanomelinu (> 300 pM) dochazelo u mutant
D71N, D105N a R123R ke stimulaci akumulace IPx, pfi¢emZ na CHO-K1 ani 1 mM xanomelin

stimulaci nevyvolal (Obrazek 21 vpravo).
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Obrazek 21: Akumulace inositolfosfatii v CHO bunkdch pri vysokych koncentracich agonistii.
Akumulace inositolfosfatii (osa y, nasobek bazalni hodnoty v nepritomnosti agonisty) v CHO-K1
bunkdch neexprimujicich muskarinové receptory nebo exprimujicich mutované receptory D7IN,
DIO5SN nebo RI23N v zavislosti na koncentraci (osa x, log ¢c) NDMC /levy panel/ nebo
xanomelinu /pravy panel/. Body jsou prumer + S.E.M. ze 3 nezavislych pokusi v triplikatech. *,
odlisny od klidove hodnoty P < 0,05 podle pdarového t-testu.

4.2.2 Vliv mutaci na aktivaci M; receptoru neodmyvatelné navizanym xanomelinem

I po odmyti xanomelinu z ortosterického vazebného mista lze pozorovat pretrvavajici aktivaci
muskarinového M, receptoru /Christopoulos a spol., 1998/. Vliv mutaci M, receptoru na tuto
pretrvavajici aktivaci byl sledovan opét podle stimulace akumulace inositolfosfati. Jelikoz bylo
potieba umoznit vznik neodmyvatelné vazby inkubaci s xanomelinem pied inkorporaci
radioaktivné zna¢ené¢ho myo-inositolu do plazmatické membrany CHO bunék a poté odmyt
xanomelin z ortosterického vazebného mista, bylo nutné pracovat s buitkami v suspenzi a
akumulované IP, délit na iontoménicovych kolonach (Kapitola 3.6; str. 48). Vysledky vlivu
mutaci na Kg a ECsp neodmyvatelné navazaného xanomelinu stimulovat akumulaci IPx jsou
shrnuty v tabulce 9 a v obrazku 22 (str. 62). U kontrolnich wt M, receptorti stimuloval
neodmyvateny xanomelin akumulaci IPx s hodnotou ECsy 1 uM, coz je téméf o jeden a pul fadu
vys$i koncentrace nez je nutnd pro stimulaci IPx xanomelinem prostfednictvim ortosterického
vazebného mista (odmyvatelné vazby). Mutace D71N, DI0O5SN, R123N upln¢ potlacily

akumulaci [Px stimulovanou neodmyvatelné¢ navazanym xanomelinem. Mutace D99N, D105E a
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D122N potenci neodmyvatelné navazané¢ho xanomelinu aktivovat M, receptor neovlivnily. U
mutanti D9IN a D122N se nezménila ani ucinnost aktivace (podle K), zatimco mutace D105SE

snizila uc¢innost aktivace receptoru neodmyvatelnou vazbou na dvacetinu.

akumulace IP, [ndsobek bazalu]

-8 7 -6 -5 -4 -3
xanomelin [log c]

Obrazek 22: Viiv _mutaci M, receptoru na akumulaci I[Py stimulovanou neodmyvatelné
navdazanym_xanomelinem. Akumulace inositolfosfatii (osa y, nasobek bazalni hodnoty u
kontrolnich CHO bunék bez navazaného xanomelinu) v zavislosti na koncentraci neodmyvatelné
navazaného xanomelinu (osa x, log ¢ xanomelinu béhem preinkubace). Body jsou prumér +
S.EM. z 3 nezavislych pokusu v triplikatech

Tabulka 9: Parametry stimulace akumulace inositolfosfitii neodmyvatelné navizanym
xanomelinem. ECsy vyjadrend jako zdaporny dekadicky logaritmus (pECsg) a Ewax jako nasobek
klidové akumulace IPx (bez neodmyvatelné navdzaného xanomelinu) jsou spocitany podle
rovnice 5 (str. 51) Ucinnost aktivace receptorii (Kg) byla vypocitina podle rovnice 6 (str. 52).
Pro vypocet byly pouzity hodnoty Eyax a Byux pro bunécnou linii s vysokou expresi receptorii a
nejvyssi hodnotou Eyux (Buawx = 11.3 £ 0.5; pECsy = 6.2 0 .1; Eyux = 5.5 £ 0.2). Data jsou
vyjadiena jako priumeéer +S.E.M. ze 3 nezaviskych pokusii v triplikatech.

PECs, Epax K¢

wt 6.0+0.1 3.8+0.3 0.22+0.02
D71IN b.o.
D99N 6.1£0.1 4.3+0.3 0.26+0.02
D105E 6.0+0.1 1.6£0.1 0.01+0.00"
D105N b.o.
D122N 5.9+0.1 2.9+0.1 0.18+0.01
R123N b.o.

b.o. (bez odpovédi), * rozdil od wt, P<0.05; ANOVA a Dunnetiiv test.
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4.2.3 Vliv mutaci na uvoliiovani vapenatych ionti z nitrobunéénych zdroji stimulované
agonisty.

Pti vysokych koncentracich xanomelinu (> 300 uM) bylo pozorovano zvySeni akumulace
inositolfosfati u mutaci D7IN, D105N a R123N (Obrazek 21; str. 61), u kterych s vyjimkou
oxotremorinu u mutace D105N (Obrazek 20; str. 60) k zadné stimulaci nedochazelo. Aby doslo k
vylouceni nespecifickych fyzikalné-chemickych vlivi vysoké koncentrace xanomelinu na
akumulaci insitolfosfat, byla pro stanoveni aktivace M; receptori pouzita citlivéj$i metoda,
mikrofluorimetrické stanoveni koncentrace nitrobunécnych vapenatych iontli. Uvolnéni
vapenatych iontll pfedevS§im z endoplazmatického retikula je dal§im krokem v signalni kaskadé
M, receptorti. Diky zesileni signalu je stanoveni vapentych iontl velice citlivé.

Pomoci fluorescen¢ni sondy FURA-2 byla sledovana zména hladiny nitrobunéénych
vapenatych iontl v CHO builkdch vyvolana jednotlivymi agonisty. V. CHO-K1 bunkéch
(neexprimujicich muskarinové receptory) vyvolala jiz 10 nM koncentrace NDMC zvySeni
hladiny nitrobunéénych vépenatych iontd (Obrazek 23). Tudiz metoda méfeni koncentrace
nitrobunéénych vépenatych iontil neni vhodna pro stanoveni vlivu mutaci M, receptoru na jeho

aktivaci NDMC.

5 _  CHO-K1NDMC

18 —
16 — 7
1.4

1.2 —

08 | | | | | | | | |
0 100 200 300 400

doba [s]

intenzita fluorescence [340 nm / 380 nm]

Obrdazek 23: Casovy pritbéh zmén hladiny nitrobunéénych vapenatych iontii pri vystaveni CHO-
K1 bunék NDMC. CHO-KI bunky byly vystaveny po dobu 10 s piisobeni NDMC (pouzité
koncentrace NDMC jsou vyznaceny v legendé obrazku a jsou vyjadreny jako dekadicky
logaritmus koncentrace, log c). Casovy priibéh (osa x, doba v sekundach) hladiny vipenatych
iontit (osa y) je vyjadren jako pomeér intenzit fluorescence po excitaci 340 nm a 380 nm,
normalizovany na klidovy pomer fluorescence. Signal je priumer z 8-12 bunék z reprezentativniho
pokusu, potvrzeného 2 dalsimi nezavislymi pokusy.

63



U mutanti D71IN a R123N nevyvolal xanomelin Zadnou odpovéd’ v podobé zmény hladiny
nitrobunécnych véapenatych ionti. Pozornost byla tedy zamétena na hlubsi prozkouméani mutace
DI105N a DIOSE. U CHO bunék exprimujicich muskarinovy wt nebo mutantni D105SN nebo
D105E receptor byla sledovana ¢asova zavislost zmén hladiny Ca®" po vystaveni bun&k na 10 s
agonistim karbacholu, oxotremorinu a xanomelinu v riiznych koncentracich. U CHO bunék
exprimujicich wt M, receptor vyvolali vSichni tito agonisté pfechodné zvySeni hladiny Ca*' s
rychlym vzestupem nasledovanym pomalym poklesem (Obrazek 24; str. 64 vlevo). Cas do
dosazeni maximalni koncentrace Ca** se pohyboval od 6,3 + 0,3 s pro karbachol do 13,1 £ 0,5 s
pro xanomelin (hodnoty jsou primér + S.EM. ze tif nezavislych pokusd). Cas, po ktery
dochazelo k poklesu koncentrace Ca*" na klidovou urovefi se pohyboval od 143 + 6 s po
stimulaci oxotremorinem do vice nez 360 s po vystaveni xanomelinu. Pro dosazeni stejné
odpovédi jako pro wt M, receptor bylo u mutanta D105N nutné vysSich koncentraci agonistii
(Obrazek 24; str. 64 uprostied).

U mutanti D105N a D105E byl ve srovnani s wt pozorovan pomalejsi narst koncentrace
Ca® po stimulaci karbacholem a xanomelinem a rychlej§i pokles hladiny Ca®" po stimulaci
oxotremorinem a xanomelinem. U mutanta D105E byl rychlejsi pokles hladiny Ca*" pozorovan i

po stimulaci karbacholem. Vysledky jsou shrnuty v tabulce 10.

Tabulka 10: Viiv mutaci DIOSN a DIOSE na parametry casového prubéhu zmén hladiny
nitrobunécnych vapenatych iontii po stimulaci CHO bunék agonisty. Doba narustu vyjadruje cas
v sekunddch od pocatku stimulace do dosazeni maximalni hladiny vapenatych iontu. Doba
poklesu vyjadiuje cas v sekundach od dosazeni maximalniho ucinku do poklesu na klidovou
uroven. Hodnoty jsou priumer = S.E.M. ze 3 nezavislych pokusii.

karbachol oxotremorin xanomelin

Doba naristu | Doba poklesu | Doba narGstu | Doba poklesu | Doba nartistu | Doba poklesu

wt 6,3+0,3 280+ 14 10,5+ 0,4 143+ 6 13,1+0,5 >360

D10SN 9,1+0,3* 250+ 12 12,0+ 1,0 127+ 6* | 16,0+ 1,0* | 320+ 15%*

D10SE 7,8+0,3* 110 £ 9* 11,0+ 1,0 119+ 6* | 23,0+2,0% | 250+ 10*

*, P<0,05; statisticky vyznamny rozdil od wt podle ANOVA a Dunnettova testu
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Obrizek 24: Casovy pribéh zmény hladiny nitrobunécnych vipenatych iontii_po_stimulaci
agonistou. Casovy priithéh zmén hladiny nitrobunécnych vapenatych iontii v CHO buiikéach
exprimujicich wt M, a mutované DIOSN a DIOSE receptory po 10-ti sekundovém vystaveni
bunek karbacholu (nahore), oxotremorinu (uprostied) a xanomelinu (dole). Koncentrace
vyjadrené jako dekadicky logaritmus (log ¢) jsou uvedeny v obrdzku. Casovy pribéh (osa x,
doba v sekundach) hladiny vapenatych iontii (osa y) je vyjadren jako pomér intenzit fluorescence
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po excitaci 340 nm a 380 nm, normalizovany na klidovy pomer fluorescence. Signal je primer z
8-12 bunék z reprezentativniho pokusu, potvrzeného 2 dalsimi nezavislymi pokusy.

V obrazku 25 (str. 67) je vynesena zavislost maximalni zmény koncentrace Ca*" (Ewmax) z
obrazku 24 (str. 65) na koncentraci agonisty. Parametry proloZeni jsou uvedeny v tabulce 11 (str.
67). Na rozdil od akumulace inositolfosfati velikost exprese wt M; neovliviiovala Ewax
karbacholem stimulované zmény koncentrace nitrobunéénych vapenatych ionti. Uinnost
aktivace je tedy vyjadiovana jako Euax a neni pfepocitana pomoci Kg.

Mutace DI10SE méla obecné menSi vliv na potenci agonisti vyvolat zvySeni hladiny
nitrobunéénych vapenatych iontl nez mutace D105N, ale méla vyraznéjsi vliv na velikost
maximalni vyvolané odpovédi Evax. V pfipadé wt muskarinového M, receptoru byl agonistou s
nejveétsi potenci vyvolat nardst hladiny nitrobunéénych vapenatych iontli xanomelin (pECsy =
7,76 £ 0,04) nasledovany oxotremorinem (pECsy = 7,43 £ 0,04) a karbacholem (pECs, =
6,99 + 0,03). Data vyjadiuji primér + S.E.M. za 3 nezdvislych pokusi. U vSech testovanych
agonistll zptsobila mutace D105N pokles jejich potence. Nejdramatictejsi vliv méla na potenci
xanomelinu, kde vedla k jejimu poklesu téméef 3000-krat (pECso = 4,3 + 0,04). U karbacholu
zpusobila ptiblizné€ stonasobny pokles potence (pECsy = 4,89 £ 0,04) a nejmirnési vliv méla u
oxotremorinu, kde zptisobila mensi nez 10-ti nasobny pokles potence (pECs, = 6,50 + 0,03). Dale
méla za nasledek mirné snizeni Emax vyvolané karbacholem a xanomelinem (Tabulka 11; str. 67),
pficemz Ewax pro oxotremorin se nezménila. Naopak vyrazny vliv na Euax pro jednotlivé
agonisty méla mutace D105E. Vedla k poklesu hodnoty pro vSechny agonisty a to na 58 =3 %
pro karbachol, 36 £ 2 % pro xanomelin a 24 £ 1 % pro oxotremorin (primér + S.E.M. ze 3
pokustt). Mutace D105SE méla srovnatelny vliv na potenci oxotremorinu s mutaci D105N. Vliv
na potenci karbacholu a xanomelinu méla mutace D105E ve srovnani s D105N vyrazné niZsi,

vedla k méné nez 30-ti ndsobnéhu poklesu pro oba agonisty.
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Obrazek 25: Zavislost maximalni hladiny Eyvx nitrobunécnych vapenatveh iontii na koncetraci
agonistt u wt M,;,, DIOSN a DIOSE. Osa y, Euix vyjadiena jako ndsobek klidové hladiny
koncentrace nitrobunécnych Ca’*) u CHO bunék exprimujicich Mwt receptor /krouzky/,
mutantni receptor DIOSN /ctverecky/ a DIOSE /trojuhelnicky/ v zavislosti na zvysujici se
koncetraci agonistii (osa x, log c) karbacholu /Cerné/, oxotremorinu /Cervené/ a xanomelinu
/modre/. Parametry proloZzeni jsou shrnuty v tabulce 11. Body jsou primer £ S.EM. ze 3
nezavislych pokusii.

Tabulka 11: Viiv_mutaci DIOSN a DIOSE na parametry koncentracni zavislosti zmény
maximalni hladiny nitrobunécnych vdpenatych iontii na stimulaci agonisty. Koncentrace
agonisty vyvolavajici polovinu maximalniho ucinku je vyjadrena jako zdapormy dekadicky
logaritmus (pECsy). Maximalni stimulace (Ewax) je vyjadiena jako nasobek klidové hladiny
vapenatych iontii. Parametry jsou priimer = S.E.M. ze 3 nezavislych pokusii.

karbachol oxotremorin xanomelin
pECSO Emax pEcso Emax pECSO Emax
wt 6,99+0,03 | 2,05+0,02 | 7,43+£0,04 | 1,68 0,01 | 7,76+0,04 | 2,05+ 0,02
DIOSN | 4,89+ 0,04* | 1,77 +£0,02* | 6,50 £0,03* | 1,66 + 0,01 | 4,33+0,04* |1,69 +0,02*
DI0SE | 5,58 +£0,03* | 1,61 £0,01* | 6,37 £0,03* 1,16 £0,00* 6,31 +£0,04* | 1,38 £ 0,01*
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4.2.4 Vliv mutaci na hladinu nitrobunéénych vapenatych ionti vyvolanou neodmyvatelné
navazanym xanomelinem.

K bliz§imu prozkoumani vlivu mutaci muskarinového M, receptoru na jeho pietrvavajici
aktivaci vyvolanou neodmyvatelnou vazbou xanomelinu byly CHO buiiky exprimujici wt M,
nebo mutované D9IN, D105N, D105E nebo DI122N receptory vystaveny 40-ti sekundovému
pusobeni xanomelinu a byla sledovana odpovéd’ v podobé zmén hladiny vapenatych ionti.
Nejprve byla provedena 10-ti sekundova kontrolni stimulace bunék 10 uM oxotremorinem, ktery
vyvolaval odpovéd’ u vSech mutovanych receptorii. Nasledovalo 6-ti minutové promyvani a poté
40-ti sekundovéa stimulace 10 uM xanomelinem a opét 6-ti minutové promyvani v KHB.
Kontrolni stimulace oxotremorinem u CHO bun€k exprimujicich mutanty D9IN a D122N
vyvolala odpovéd’ srovnatelnou s wt M;. Naopak mutace D105N, obdobné jako D105E, vedla ke
snizeni maximalni odpovédi. U CHO bunék exprimujicich wt M, receptor vedlo prodlouzené
plsobeni xanomelinu po pfechodnému zvySeni hladiny nitrobunééného vapniku (Emax 1,93 +
0,02 nasobek klidové hladiny; primér + S.E.M. za 3 nezavislych pokusit) k pretrvavajicimu
zvySeni zvySeni na 1,31 = 0,02 nasobku klidové hladiny neodmyvatelné¢ navdzanym

xanomelinem (Obrazek 26).

intenzita fluorescence [340 nm /380 nm]
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Obrdzek 26: Casovy pribéh zmén koncentrace nitrobunécnych véipenatvch iontii po
prodlouzeném vystaveni bunék xanomelinu. Casovy priibéh (osa x, doba v sekunddch) hladiny
nitrobunécnych vapenatych iontii (osa y, vyjadiené jako pomer intezit fluorescence po excitaci
pri 340 a 380 nm) v CHO bunkdch exprimujici wt M, (Cerné) nebo mutantni D9IN (Cervené),
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DIO5SN (zelené), DIOSE (Zluté) a DI22N (modre) receptory. Po pocatecni 10-ti sekundoveé
kontrolni stimulaci 10uM oxotremorinem (oxo) byly bunky promyvany KHB bez agonisty. V
sedmé minuté byly bunky na 40 sekund vystaveny 10uM xanomelinu (xano) a pak promyvany
KHB bez agonisty do konce méreni. Signal je prumeér z 8-12 bunék z reprezentativniho pokusu,
potvrzeného 2 dalsimi nezavislymi pokusy.

Vsechny testované mutace (D99N, D105N, D105E, D122N) snizovaly jak hodnotu Ewmax
pirechodného zvySeni hladiny vapenatych iontd tak klidovou hladinu po promyvani podle
parového t-testu (P<0,05). Nejslabsi vliv méla mutace D99N, kde ptechodné zvyseni po 40-ti
sekundové stimulaci xanomelinem dosahovalo hodnoty Emax = 1,88 £ 0,02 nasobku klidové
hladiny pfed stimulaci xanomelinem a klidov4 hladina po druhém promyvani 1,26 + 0,02
nasobku. Nejsiln€jsi vliv méla mutace D105N, kde Emax pro piechodné zvySeni hladiny
vapenatych iontli dosahovala pouze 1,12 + 0,02 ndsobek klidové hladiny pied stimulaci
xanomelinem a klidova hladina po druhém promyvani 1,03 + 0,02 ndsobku. Hodnoty klidovych
hladin po druhém promyvani byly i u mutantd D105N a D105E statisticky vyznamné vyssi nez
klidovda hodnota hladiny vapenatych iontd pied stimulaci podle jednovybérového t-testu

( P<0,05).
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5 DISKUZE

V poslednich letech byly popsany latky (atypicti agonisté muskarinovych receptorii), které se
vazou se srovnatelnou afinitou k jednotlivym muskarinovym podtypiim, ale jsou schopné je do
ur¢ité miry selektivné aktivovat /Eglen, 2012; Kruse a spol., 2014/. Molekularni mechanismus
funkéni selektivity téchto atypickych agonisti vSak neni dosud zndm. Objasnéni tohoto
mechanismu by mohlo pfispét k cilenému vyvoji novych funkéné selektivnich agonisti
vhodnych pro 1é¢ebné vyuziti.

Mechanismus funkéni selektivity atypickych agonistd muskarinovych receptori by mohl
souviset se zplisobem, jakym tyto latky aktivuji receptor. Pro aktivaci receptoru je nezbytné
zmenSeni vazebné kavity dané pfiblizenim horni ¢asti TM6 smérem dovnitf a intracelularni
odklon této domény pro interakci s G-proteinem /Rasmussen a spol., 2011/. V ptipad¢ aktivace
receptoru klasickymi agonisty se tak déje prostiednictvim interakce agonisty s D3.32 v TM3 a
N6.52 v TM6 (¢islovani aminokyselin dle Ballesterosové a Weinsteina /Ballesteros a Weinstein,
1995/), ktera zpiisobi uzavieni vazebné kavity a vznikla konformacni zmeéna je pak prenesena do
intracelularni Casti receptoru prostfednictvim pieusporadani intramolekuldrnich interakei v sérii
molekularnich ptepinacii "transmission switch", "tyrosine-toggle switch" a “ionic-lock switch",
které jsou spole¢né pro vSechny aminergni GPCR /Trzaskowski a spol., 2012/.

Predpoklada se, ze kazdy agonista v zavislosti na své strukture vyvolava po interakci s GPCR
specifickou konforma¢ni zménu (agonist-specific conformation) receptoru /Ehlert, 2008/.
Atypicti agonisté jsou obecné pomérné velké a slozité molekuly, tudiz specifickd konformacni
zména receptoru vyvolana po jejich navdzani by mohla vést k vyuziti paralelnich aktivaénich
mechanismu (pfepinacli) a souviset s jejich funkeni selektivitou /Jakubik a spol., 2011, Navarro-
Polanco a spol., 2011/. Nékteré studie ukazuji na existenci fady aktivacnich ptepinacli v
muskarinovych receptorech, z nichz nékteré jsou selektivné vyuzivany alosterickymi agonisty,
zatimco jiné jsou spole¢né pro vSechny agonisty /Nawaratne a spol., 2008 a 2010, Abdul-Ridha
a spol., 2014/.

V této disertacni praci jsme se zabyvali molekularni podstatou aktivace muskarinového M,
receptoru atypickymi M; selektivnimi agonisty xanomelinem a NDMC. Xanomelin je povazovan
za bitopického agonistu interagujiciho jak s ortosterickym tak i blize neur¢enym alosterickym
mistem na receptoru. Rozdilna kinetika aktivace jednotlivych podtypl receptoru xanomelinem
naznacuje moznost odliSnych mechanismu aktivace u jednotlivych podtypl receptoru /Jakubik a
spol., 2006/. NDMC je povazovan za ektopického agonistu interagujiciho s receptorem v miste,
které se ne zcela piekryva s ortosterickym mistem. Aktivacni mechanismus NDMC se odlisuje

od aktivacniho mechanismu klasickych ortosterickych agonistl jak dokazuje studie Sur a spol.,
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/2003/, ve které mutace tyrozinu Y6.51 (Y381A v sekvenci M, receptoru) v ortosterickém miste,
ktery se podili na uzavieni vazebné kavity pti aktivaci klasickymi agonisty, snizuje potenci
klasického agonisty acetylcholinu, ale zlepSuje potenci i1 u€innost aktivace NDMC.

Za ucelem prozkoumani aktivacniho mechanismu téchto atypickych agonist jsme provedli
bodové mutace v oblasti M, receptoru odpovédné za vazbu ortosterického ligandu (D105,
D993%), aktivaci receptoru (D71*%, stabilizujici tyrosine toggle switch) a interakci s G-proteiny
(R123°%, D122**, v konzervovaném DRY motivu, ktery je soucasti "ionic lock switch") a
sledovali, jak tyto mutace ovlivni pienos signdlu na M, receptoru prostiednictvim atypickych
agonistli xanomelinu a NDMC ve srovnani s klasickymi neselektivnimi ortosterickymi agonisty
karbacholem a oxotremorinem.

Muskarinové receptory se stejné¢ jako tfada dalSich GPCR nachdzeji vzhledem k vazbé
agonistll ve dvou stavech: nizkoafinni stav, kdy receptor je volny, odptazeny od G-proteinu, nebo
sprazeny s G-proteinem vazicim GDP a vysokoafinni stav, kdy je receptor spfaZzen s G-proteinem
bez GDP /Jakubik a spol., 2011/. Na rozdil od ostatnich agonistl, ktefi se vazali na wt M;
receptor jak nizkokoafinni tak vysokoafinni vazbou, kompeti¢ni kiivka NDMC vykazovala jen
jednu vazebnou slozku, podobné jako je tomu u antagonistii (Obrazek 18; str. 55). Navic na
rozdil od ostatnich agonisti mél NDMC stejnou afinitu jak k inaktivnimu (D71N), tak
odprazenému (R123N) receptoru (Tabulka 5; str. 56). NDMC tedy interaguje s receptorem jinym
zpusobem nez ostatni studovani agonisté. To podporuje hypotézu o specifickych konformacich
receptoru vyvolanych konkrétnim agonistou stejné jako zjiSténi, Ze jednotlivé mutace
zpuisobovaly zmény afinit a poméru nizko a vysokoafinnich sloZzek specificky pro kazdého
testovaného agonistu.

Aspartat D3.32 (D105 v sekvenci muskarinového M, receptoru) je konzervovan v ramci
vSech aminergnich GPCR a tedy i muskarinovych podtypti. Nachazi se uprostied TM3 v
ortosterickém vazebném mist¢ a je kliCovou aminokyselinou pro vazbu klasickych
muskarinovych agonistii a antagonistl. Prostfednictvim svého zaporného naboje interaguje s
pozitivné nabitou kvartérni amoniovou skupinou acetylcholinu a vétSiny muskarinovych
ligandt /Spalding a spol., 1994/.

Mutace tohoto aspartatu na asparagin D105N, kterd neutralizuje zaporny naboj, méla za
nasledek Gplnou ztratu vazby kladné nabitého antagonisty ‘H-NMS a vice neZ stonasobny pokles
afinity nepolarniho antagonisty *H-QNB (Tabulka 4; str. 54). Afinita testovanych agonistt nebyla
tedy pfipadé¢ mutanta D105N stanovovana. Mutace D105E, kterd méni geometrii vazebného
mista, vedla ke Ctyfnasobnému poklesu afinity pro NMS a méla negativni dopad i na vazbu
vSech testovanych agonistd (snizenim afinity nebo zvySenim proporce nizkoafinnich mist u

oxotremorinu). Ob¢é mutace aspartitu D105 (DI105SN, DIOSE) vyrazné ovlivnily funkéni
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odpovéd” M, receptoru na stimulaci vSemi testovanymi agonisty. Piekvapivé je, Ze mutace
DI105N piimo v ortosterickém misté snizila potenci (zvysily ECs) aktivace receptoru atypickym
agonistou xanomelinem vice nez u klasickych ortosterickych agonistd karbacholu a
oxotremorinu (Obrazek 25, Tabulka 11; str. 67). Potence xanomelinu byla ovlivnéna nejvice,
oxotremorinu nejméng. U xanomelinu doslo u mutantd D105 i k nejvyraznéjSimu ovlivnéni
kinetiky aktivace, u oxotremorinu nejmén¢ (Tabulka 10; str. 64).

Mira ovlivnéni afinity, potence i kinetiky aktivace studovanych agonisti mutacemi D105 je
dana zplsobem jejich interakce s ortosterickym vazebnym mistem. Simulace molekularni
dynamiky vazby studovanych agonistii k receptoru /Randakova a spol., 2015/ na homolognim
modelu M, receptoru /Jakubik a spol., 2013/ ukazuje, ze ionizovatelny dusik xanomelinu a
NDMC a kvartérni amoniova skupina karbacholu se vazou silnou iontovou vazbou na D105. U
xanomelinu a NDMC navic tvofi ionizovatelny dusik vodikové a vodné mustky s D105.
Oxotremorin vSak interaguje s D105 jen slabé, a to prostiednictvim vodnych mustk. Zména
vazebné energie zruSenim zéporného néaboje aspartaitu mutaci D105N je tedy mnohem vyssi u
xanomelinu, NDMC a karbacholu nez u oxotremorinu, coz se odrazi ve velikosti zmény potence.

V piipad¢ oxotremorinu nedoslo u mutanta D105E ke zmén¢ afinity (Tabulka 5; str. 56), ale
doSlo ke snizeni jeho potence (Tabulka 8; str. 59). Afinita ziejm¢& nebyla ovlivnéna diky
flexibilité vazby oxotremorinu k D105 prostiednictvim vodnych miistkli. Nicmémé konformacni
zména receptoru, na niz se D105 podili, je stéZejni pro aktivaci a tudiz u oxotremorinu doslo ke
sniZzeni potence aktivovat receptor. Mutaci D105E doSlo na rozdil od D105N jen ke zméné
geometrie ortosterického vazebného mista, tudiz i ovlivnéni potence agonistii aktivovat receptor
bylo mensi nez u D105N. Mutaci D105E byla vSak vyrazné snizena G¢innost aktivace receptoru
vSemi testovanymi agonisty (Tabulka 8; str. 59). Vazbou agonisty dojde k propojeni TM3
(D105%*%) a TM6 (N6.52) a sevieni vazebné kavity. Diky prodlouZeni postranniho fetézce mutaci
D10S5E pravdépodobné dochazi pti interakci s agonisty k menSimu sevieni vazebné kavity a tim
také naslednému mensimu otevieni intracelularni Casti receptoru nutné pro interakci s G-
proteinem. To by mohlo vysvétlovat snizeni ucinnosti aktivace receptoru. U karbacholu je
snizeni ucinnosti aktivace receptoru mutaci D105E ovlivnéno nejméne, coz by mohlo souviset s
jeho malou velikosti.

Pro sledovani t¢inku mutaci D105 na aktivaci M, receptoru NDMC nebylo mozné kvuli
interferenci odpovédi prostiednictvim jinych typl receptori exprimovanych v CHO bunkéch
(Obrazek 23; str. 63) pouzit citlivéjsi metodu, kterou je méfeni zmén hladiny vapenatych iontd.
NDMC je promiskuitni ligand interagujici s riznymi GPCR. Fibroblasty exprimuji napf. i
serotoninové 5-HT,4 receptory, pro které je NDMC inverznim agonistou /Lameh a spol., 2007/,

coz vysvétluje 1 pokles akumulace [Px na CHO buiikadch bez muskarinovych receptori (Obrazek
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21; str. 61 vlevo).

Mutace D105N vsak potlacila aktivaci a D105E snizila ¢innost aktivace receptoru NDMC
sledovanou prostfednictvim akumulace IPx. Z toho vyplyva, ze D105 je klicovy 1 pro aktivaci M,
receptoru NDMC, cozZ potvrzuje 1 Lebon a spol., /2009/, navzdory nckterym studiim, které
ukazuji, Ze NDMC aktivuje receptor z ektopického mista, které se ne zcela prekryva s klasickym
ortosterickym mistem pro acetylcholin /Sur a spol., 2003, Nawaratne a spol., 2008/.

NasSe vysledky ukazuji, ze atypicti agonist¢ NDMC a xanomelin vyuzivaji D105 pro aktivaci
receptoru, coZ je v souladu i se studiemi Lebon spol., /12008/ a Keov a spol.,/2014/. Rozdil je ve
zpusobu jakym s D105 interaguji.

Xanomelin se hydrofobni casti své molekuly vaze na receptor neodmyvatelné, coz vede k
perzistentni aktivaci receptoru /Jakubik a spol., 2004/. NaSe vysledky ukazuji, Ze 1 v této
aktivaci hraje klicovou roli D105. Mutace D105E zpiisobila pokles afinity neodmyvatelné vazby
xanomelinu (Tabulka 6; str. 57), ktery se odrazil i pfi aktivaci receptoru poklesem tc¢innosti (Kg)
neodmyvatelného xanomelinu stimulovat akumulaci IPx (Tabulka 9; str. 62). Na casovém
prubéhu zmén koncetrace nitrobunécnych vapenatych iontd po prodlouzeném vystaveni bunék
xanomelinu (Obrazek 26; str. 68) miZeme vidét jak ucinek odmyvatelného xanomelinu
(pfechodné zvySeni hladiny vépenatych iontl), tak jeho pretrvavajici aktivaci projevujici se
zvySenou hladinou véapniku (plateau). Pomér mezi hladinou véapenatych ionti pii pfechodném
zvySeni a pfi pretrvavajici aktivaci u mutantd D105E a D105N je obdobny jako u wt receptoru.
Interakce xanomelinu s D105 v ortosterickém vazebném mist¢ je tedy nutnd pro vznik
neodmyvatelné vazby xanomelinu a perzistentni aktivaci receptoru. Tyto nalezy jsou v souladu s
pozorovanimi, ze zablokovani ortosterického vazebného mista antagonistou NMS zamezi
aktivaci  receptoru  prostiednictvim = neodmyvatelné  vazby  xanomelinu  pouze
piechodné /Santriickova a spol., 2014/.

Aspartat D3.26 (D99 v sekvenci muskarinového M, receptoru) v oblasti vstupu do
ortosterického vazebného mista na N-konci TM3 hraje roli pfi vazbé ortosterickych ligandi.
Mutace tohoto aspartdtu vedou ke snizeni afinity a urychleni kinetiky vazby muskarinovych
ligandd /Fraser a spol.,1989; Goodwin a spol., 2007/. Podle tzv. tandemového modelu vazby
ligandu /Jakubik a spol., 2000/, potvrzeného simulaci molekularni dynamiky /Kruse a spol.,
2012/, je vazba ligandu do ortosterického mista muskarinového receptoru dynamicky proces, pii
kterém dochazi k translokaci ligandu mezi dvéma vazebnymi doménami, z vestibulu vazebné¢ho
mista do ortosterického mista. Aspartait D3.26 neni konzervovan v rdmci GPCR. Adrenergni
receptory maji v pozici 3.26 glutamat, jehoz zdménou za alanin nedoslo k ovlivnéni afinit
agonistll ani antagonist adrenergnich receptorii /Strader a spol., 1987/. Nase vysledky ukazuji,

7e mutace aspartatu D99°*°N vede ke snizeni afinity antagonisty NMS a klasickych agonistl, coz
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korespondujeme s vysledky Fraser a spol., /1989/ a Goodwin a spol., /2007/, a také snizuje
afinitu atypickych agonistli xanomelinu a NDMC (Tabulka 5; str. 56). Pokles afinit klasickych a
atypickych agonistil je srovnatelny, ptestoze by se dalo pfedpokladat, ze u ektopického agonisty
NDMUC, interagujiciho pravdépodobné v oblasti nad ortosterickym mistem blize jeho vestibulu,
bude afinita ovlivnéna vice. Pokles afinit agonistli se pfenesl i do poklesu potenci vSech agonisti
aktivovat receptor.

Mutace D9IN m¢éla za nasledek 1 pokles afinity vazby (Tabulka 6; str. 57) a Uc¢innosti
(Obrazek 26. str. 68) neodmyvatelného xanomelinu aktivovat receptor (pokles ucinnosti
neodmyvatelného xanomelinu byl zfetelny jen pfi citlivéjsim mikrofluorimetrickém stanoveni
aktivace receptoru). Odpovida to pozorovani, ze mutace D99IN snizuje afinitu vazby xanomelinu
do ortosterického mista, ktera je zifeymé nutna pro vznik neodmyvatelné vazby xanomelinu.
Pomér mezi hladinou véapenatych iontil pfi pfechodném zvySeni a pii pietrvavajici aktivaci u
mutace D9IN stejné jako u mutaci aspartatu 105 je obdobny jako u wt receptoru (Obrazek 26;
str. 68). Z toho miizeme usuzovat, ze pro vznik neodmyvatené vazby xanomelinu a perzistentni
aktivaci receptoru je nutnd nejen interakce xanomelinu s ortosterickym mistem D105, ale
podstanou roli hraje i1 vestibul vazebného mista.

Miuzeme tedy fici, ze jak aspartat D105 v ortosterickém vazebném misté tak aspartat D99 ve
vestibulu vazebného mista ovliviiuji vazbu klasickych agonisti 1 atypickych agonisti
xanomelinu a NDMC.

Aspartat D2.50 uprostied TM2 (D71 v sekvenci muskarinového M, receptoru) funguje jako
tzv. molekularni piepinac, jehoz prostfednictvim (pfeuspofadanim jeho interakci) je pfenesena
konformacni zména receptoru vyvoland vazbou ligandu do jeho intracelularni Casti /Hulme,
2012, Miao a spol., 2013/. Konkrétn¢ D2.50 interaguje s N7.49 v konzervovaném motivu
NPXXY (tyrosine toggle switch /Hulme a spol., 2013/). Aktiva¢ni mechanismus vyuZivajici
D2.50 je spolecny pro fadu dalSich GPCR /Trzaskowski a spol., 2012/. Mutace tohoto aspartatu
na asparagin vedla ke ztrat¢ funkéni odpovédi muskarinovych /Fraser a spol., 1989/ a dalSich
napiiklad serotoninovych, adrenergnich, kanabinoidnich GPCR /GPCR database;
www.gpcr.org/Ttm/. U fady GPCR byly popsany ale i dalsi molekularni pfepinace podilejici se na
jejich aktivaci /Chen a spol., 2002; Nachtergael a spol., 2006, Singh a spol., 2011; Scott a spol.,
2013/. Nekteré studie ukazuji na existenci molekularnich ptepinacii selektivné vyuzivanych
alosterickymi agonisty/modulatory muskarinovych receptor /Nawaratne a spol., 2010/. Na
zaklad¢ krystalové struktury [, adrenergniho receptoru v aktivnim stavu s navazanym
ireverzibilnim agonistou byl prokazéan aktiva¢ni pfepinac obsahujici 13.40, P5.50, a F6.44, ktery
je paralelni k prepinaci vyuzivajici D2.50 /Rosenbaum a spol., 2011/. Nase vysledky vsak

nepodporuji moznost aktivace M; receptoru atypickymi agonisty prostiednicvim paralelniho
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aktiva¢niho pfepinace, protoZze mutace D71N vedla k Uplnému potlaceni aktivace receptoru
vSemi testovanymi agonisty a zcela potlacila 1 perzistentni aktivaci vyvolanou neodmyvatelnou
vazbou xanomelinu. Atypicti agonist¢ xanomelin 1 NDMC tedy vyuZivaji stejny aktivacni
pfepina¢ zahrnujici D71 jako klasicti ortostericti agonisté.

Spole¢ny aktivaény mechanismus klasickych a atypickych agonisti podporuje i studie
Markovic a spol., /2012/, ktera vyuzitim ptfenosu fluorescencni energie (Forster resonance energy
transfer; FRET ) ukazuje, Ze atypiCti agonist¢ AC-42 a 77-LH-28-1 vyvolavaji obdobnou
konformacéni zménu, ktera vede ke stejné zméné vzdalenosti mezi IL3 a C-koncem mysiho M,
receptoru jako klasi¢ni agonisté metacholin a oxotremorin-M.

Arginin R3.50 na cytoplazmatickém konci TM3 (R123 v sekvenci M; receptoru) je
konzervovany v ramci vSech GPCR. Je soucasti konzervovaného DRY (aspartat-arginin-tyrosin)
motivu, ktery je soucasti "ionic lock switch". Arginin 3.50 pfimo interaguje s a-podjednotkou G-
proteintli /Scheerer a spol., 2008/. Mutace tohoto argininu vedla ve vétsin€ ptipadl k Gplné ztraté
schopnosti agonistli aktivovat receptor /GPCR databdze: www.gpcr.org/7tm/mutant/. Bylo vSak
ukazano, ze v piipadé chemokinového receptoru CXCR sptahujiciho se s Gi G-proteiny je
pritomnost celého DRY motivu pro aktivaci postradatelna /Roland a spol., 2003/. Také bylo
ukdzano, Zze mutace R3.50 u chemoatraktantového receptoru GPR33 na histidin nevedla ke
zméné funkéni odpovédi receptoru /Rompler a spol., 2006/, coz naznacuje jiny aktivacni
mechanismus G-proteint u téchto receptort.

NaSe meéfeni ukazuji, Zze mutace R123N vede k uplné ztrat¢ schopnosti M, receptoru
stimulovat akumulaci inositolfosfati i uvolfiovani nitrobunéénych véapenatych iontl nejen
karbacholem, coz souhlasi se studiii Fraserové a spol. /1989/, ale i oxotremorinem a atypickymi
agonisty NDMC a xanomelinem, v¢etné jeho neodmyvatelné vazby.

Mutace R123N zabranila interakci s G-proteinem a tim zpisobila ztratu vysokoafinni vazby
testovanych agonisti na receptor a vedla, s vyjimkou NDMC, ke sniZzeni afinity jejich
nizkoafinni vazby (Tabulka 5; str 56). To ukazuje, Ze na rozdil od inaktivniho receptoru (D71N),
kde doslo, s vyjimkou NDMC, ke zvySeni afinity pro agonisty, se v ptipadé odptfazencho
receptoru (R123N) jedna o jiny stav receptoru /Jakubik a spol., 2011/.

Aspartat 3.49 (D122 v sekvenci muskarinového M, receptoru) je soucasti konzervovaného
DRY motivu molekuldrniho ptepinace "ionic lock switch" a stabilizuje receptor v inaktivni
konformaci /Okada a spol., 2004/. Mutace tohoto aspartatu D122N vede k destabilizaci inaktivni
konformace a zvyseni konstitutivni aktivity muskarinovych receptori /Jakubik a spol., 2011/.
ZvySeni konstitutivni aktivity bylo pozorovano i u adrenergnich /Scheer a spol., 1996/,
serotoninovych 5-HT, receptort /Wang a spol., 1993/ nebo p-opioidnich receptort /Li a spol.,
2001/.
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Vysledky kompeti¢nich pokusi ukazuji, Ze mutace DI122N vedla ke zvySeni proporce
nizkoafinnich vazebnych mist (Tabulka 5, str. 56), coz je zfejmé nasledkem zvySeni konstitutivni
aktivity, diky niz je v systému k dispozici vice nesptazenych receptort. Mutace D122N neméla
vliv na potenci klasickych ani atypickych agonistl aktivovat M, receptor (Tabulka 8; str. 59), ale
vedla ke zvySeni G¢innosti aktivace receptoru parcidlnim agonistou oxotremorinem, zatimco
ucinnost aktivace plnymi agonisty karbacholem ani xanomelinem neovlivnila (Tabulka 8; str.
59). Vychazime-li z ptedstavy, ze vazbou plného agonisty dojde k limitni konformacni zméné
receptoru vyvoldvajici maximalni ucinnost aktivace /Kobilka a Deupi, 2007/, destabilizaci
inaktivni konformace mutaci D122N tak u plnych agonistl k zvySeni Gc€innosti nedochazi,
protoze dokéazi vyvolat limitni aktivni konformaci i u receptor stabilizovanych v inaktivni
konformaci. Na rozdil od plnych agonistl neni konformacni zména receptoru vyvolana
parcidlnim agonistou limitni. Vyvola jen ¢astecnou aktivaci a destabilizaci inaktivni konformace
dojde k usnadnéni aktivace parcialnim agonistou a tim ke zvySeni jeho ucinnosti. V ptipadé
NDMC, ktery je rovnéz parcidlnim agonistou M, receptoru, vSak mutaci D122N ke zvySeni
ucinnosti aktivace nedoslo. Molekula NDMC ziejmé diky své velikosti a struktuie omezuje
uzavieni vazebné kavity receptoru a tudiz i jeho aktivaci. Destabilizace inaktivni konformace
mutaci D122N tak aktivaci receptoru NDMC neusnadni a tim padem ani nezvysi G¢innost

aktivace.
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6 ZAVER

Cilem této prace bylo zjistit, zda atypicti M, selektivni agonist¢ xanomelin a N-
desmetylklozapin aktivuji receptor prostiednictvim stejného aktivaéniho mechanismu jako
klasicti ortosteriCti agonisté, nebo diky své vyrazné strukturni odliSnosti vyvolaji konformacni
zménu vedouci k vyuziti néjakého paralelniho aktivacniho mechanismu.

Hypotézu o vyuziti paralelnich aktiva¢nich mechanismt atypickych agonisti, ktera by mohla
vést k jejich funkeni selektivité, naSe vysledky nepotvrzuji. Zjistili jsme, ze jednotlivé mutace
riznym zpuisobem ovlivituji vazebné vlastnosti konkrétnich agonisti. To podporuje hypotézu o
specifickych konformacich ("agonist-specific conformation") vyvolanych konkrétnimi agonisty.
Ale funk¢ni stanoveni ukazala, ze M, selektivni bitopicky agonista xanomelin i ektopicky
agonista N-desmetylklozapin aktivuji M, receptor stejnym mechanismem vyuZivajicim D71*° v
TM2 a piepinac "ionic lock switch", ktery se nachdzi mezi intracelularnimi konci TM3 a TM6,
stejn¢ jako klasicCti ortosteriCti agonisté karbachol a oxotremoremorin. Nase vysledky dale
ukazuji na kli¢ovou roli D105*** v ortosterickém vazebném misté pro aktivaci M, receptoru
atypickymi agonisty. Rozdil mezi jednotlivymi agonisty je ve zpisobu jakym s D105

interaguji. Také jsme ukazali, ze D105**

v ortosterickém misté je stéZejni i pro persistentni
aktivaci receptoru prostfednictvim neodmyvatelné navazaného xanomelinu. Dale nase vysledky

ukazuji, ze interakce s vestibulem vazebného mista je diilezitd i pro vazbu atypickych agonistt.
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