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A: Uvod

Muskarinové receptory, jimiz jsem se zabyvala ve své praci, patfi do velké skupiny
receptoru spfahujicich se s G-proteiny (G-protein coupled receptors - GPCRs). Tato rozsahla
skupina proteind zahrnuje velké mnozstvi strukturalné i funkéné odlisnych receptord, které
jsou na zéklad€ podobnosti v aminokyselinovych sekvencich rozdéleny do Sesti rodin.
Klasifikace GPCRs neni vZdy jednotna, avSak nejcastéji byvaji fazeny do Sesti tfid podle
sekvenéni homologie a funkéni podobnosti:

Ttida A — rhodopsinova rodina (rhodopsin family)

Ttida B — sekretinova rodina (secretin-like family)

Ttida C — metabotropni glutamat/feromonova rodina (metabotropic

glutamate/pheromone family)

Ttida D — receptory fungalnich feromoni (fungal pheromone mating factor receptors)

Ttida E — cAMP receptory (cyclic AMP receptors)

Ttida F - frizzled/smoothened receptory (Frizzled/Smoothened)

Do nejvétsi rhodopsinové rodiny patii také muskarinové receptory, u kterych rozeznavame
pét podtypti: M1, M2, M3, M4 a MS /Bonner et al. 1987, Peralta et al. 1987/.

Receptory spfazené s G-proteiny jsou transmembrianové receptory, mezi jejichz
ligandy patti Siroka Skala molekul - hormony, neurotransmitery, feromony, odoranty nebo
slouCeniny citlivé na svétlo (rhodopsin). Vazba agonisty k GPCR vede ke konformaénim
zménam receptoru a sprazeného G-proteinu. Ty spousti kaskadu nitrobunéénych déju, které
napiiklad méni koncentraci druhych posli (cyklicky adenosinmonofosfat - cAMP),
vapenatych ionti nebo ovliviiuji vodivost iontovych kanali. Jsou to jednofetézcové
polypeptidy obvykle sestavajici z pfiblizn€ 300 aminokyselin, které se vyznacuji stfidanim
hydrofilnich a hydrofobnich oblasti. Hydrofobni ¢&asti peptidového fetézce tvoii
transmembranové domény. Typickym strukturnim rysem GPCR je sedm transmembranovych
domén s extracelularnim
-NH; koncem a intracelularnim -COOH koncem. VétSina receptorti s touto strukturou jsou
receptory spiazené s G-proteiny, avSak u vSech nebyla signalizace prostfednictvim G-proteind
prokazéana. Na druhou stranu vSechny receptory spiazené s G-proteiny tuto typickou strukturu
maji, proto byvaji GPCRs také n€kdy alternativné nazyvany ,,seven transmembrane* (7 TM)
nebo serpentinové receptory. Velkou ¢ast nadrodiny GPCR tvoii takzvané ,sirot¢i GPCRs*
(orphan GPCR), pro néZ dosud nebyl objeven pfirozeny ligand.



Geny kodujici GPCRs tvofi u Zivo¢ichl 3 — 5% celého genomu. Navic ustfedni role,
kterou GPCRs hraji v buné¢né komunikaci, z nich ¢ini hlavni cile zndmych farmak a zaroven
jedny z nejcastéjSich molekul, na které se zamétuje soucasny farmakologicky vyzkum. Podle
odhadu z roku 2000 je vice nez 40% v soucasnosti distribuovanych 1€kt zaméfeno pravé na
GPCR /Wilson a Bergsma 2000/. Do budoucna je mozné ocekavat dal§i vyrazny narist,
protoZe lidsky genom obsahuje geny pro 800 az 1000 rliznych GPCRs, zatimco momentalné
pouZzivané 1éky jsou zaméteny pouze na méné nez 50 z nich /Eglen et al. 2007/.

GPCRs se sprahuji s heterotrimerickymi G-proteiny, které pfenaSeji extracelularni
signdl priméarn¢ zprostiedkovany agonistou receptoru dale do nitra buiiky. Heterotrimerické
G-proteiny jsou dle charakteru své alfa podjednotky fazeny do &tyt tfid, Gi, Gq, Gs a G12.
Kazda ze tfi podjednotek G-proteinu miize existovat v n€kolika izoformdach, z nichz mnohé
maji rizné sestfihové varianty, které jsou spole¢né schopné tvofit stovky variant riznych G-
proteint. Specifickd kombinace podjednotek heterotrimerickych G-proteind ovliviiuje nejen
vazbu ke konkrétnimu receptoru, ale také spfazeni s cilovou metabolickou drahou, pfipadné
iontovym kanalem. Jednotlivé tiidy G-proteinti aktivuji ¢i inhibuji rozdilné metabolické drahy
nebo reguluji iontové kanaly. Napfiklad Gs stimuluje produkci cAMP, zatimco Gi ji inhibuje.
Gq stimuluje tvorbu fosfolipazy C a jejim prostfednictvim uvolituje zasoby intracelularniho
kalcia.

Muskarinové receptory zprostfedkovavaji mnoho fyziologickych funkci, které zahrnuji
naptiklad kontrakci hladké svaloviny, sekreci hormont nebo ovlivnéni exprese riznych gent.
V centralnim nervovém systému se u€astni na procesech u€eni a paméti, které jsou poruseny u
Alzheimerovy choroby (AD). Existuje proto hypotéza, podle které je za tbytek kognitivnich
funkci u AD zodpovédna praveé sniZzené cholinergni transmise na muskarinovych receptorech,
ptedev§im podtypu M1. V soucasné dobé se rozvoj Alzheimerovy choroby zpomaluje 1éky,
které inhibuji enzym cholinesterazu. Cholinesterdza 3$té€pi acetylcholin uvolnény
z presynaptického nervového zakonceni do synaptické Stérbiny a proto inhibice tohoto
enzymu napomahd zvySovat koncentraci acetylcholinu v synaptické $térbin€ a prodluzuje
pasobeni acetylcholinu na muskarinovych receptorech. Vyvoj té€chto 1€k byl stimulovan
pravé poznatkem, Ze progrese Alzheimerovy choroby je doprovdzena ztratou cholinergnich
neurontl v bazalnim pfednim mozku a také hladina acetylcholinu v mozku pi#i AD na rozdil od
jinych neurotransmitert klesa /Bowen et al. 1983/. Privodnim jevem Alzheimerovy choroby
je tvorba amyloidovych plakii v mozku, které jsou tvoteny p-amyloidem. B-Amyloid, peptid o
39 — 42 aminokyselinach, vznikd postupnym amyloidogennim $§tépenim bilkoviny prekurzor

amyloidu (amyloid precursor protein, APP) /Selkoe 2001/. Je neurotoxicky zvlast¢ ve své



oligomerni forme /Selkoe 2002/ a podle nékterych praci spolu tize cholinergniho deficitu a
hladina B-amyloidu v pribéhu nemoci koreluji /Beach et al. 1997/, Bylo prokazano, ze
stimulace M1 a M3 podtypt muskarinovych receptorti, které se preferenéné sptahuji se
signalni drdhou Gg/11 G-proteinti, podporuje $té€peni APP a-sekretdzou uprostied amyloidové
sekvence, ¢imZ sniZuje pravdépodobnost vzniku toxického B-amyloidu /Nitsch et al. 1993/.
Oslabovanim muskarinové signalizace v disledku sniZovani dostupnosti acetylcholinu se tak
muze urychlovat postup onemocnéni.

Ve své praci jsem se zabyvala molekularnimi mechanismy spfahovani muskarinového
receptoru podtypu M2 se tftemi hlavnimi ttidami G-proteinti: Gi/o, Gg/11 a Gs. Liché podtypy
muskarinovych receptorti se preferenéné sptahuji s Gq/11, kdezto sudé podtypy s Gi/o t¥idou
G-proteind. Tato specifita vSak neni absolutni. Naptiklad pii dostate¢né koncentraci agonisty
a zaroven vysoké hustot¢ muskarinovych receptorii v membrané byla pozorovana aktivace
nepreferencnich Gs a Gq/11 G-proteinl u buné€k stabiln€ exprimujicich pouze M2 nebo M4
podtyp muskarinovych receptori /Michal et al. 2001, 2007, 2009/. Déale jsem se zabyvala
otazkou, zda B-amyloid (fragment 1-42) poskozuje cholinergni transmisi a zkoumala jsem,
zda akutni ¢i chronické plisobeni B-amyloidu ovliviiuje vazebné vlastnosti nebo expresi

jednotlivych podtypi muskarinovych receptoru.



B: Cil prace

Cilem mé prace bylo zhodnotit vliv sptfahovani jednotlivych hlavnich t¥id
heterotrimerickych G-proteinli na afinitu vazby vybranych ortosterickych agonisti u
muskarinového receptoru M2 a prozkoumat vliv akutniho a chronického ptisobeni B-amyloidu

na vazebné vlastnosti agonisty karbacholu u jednotlivych podtypd muskarinového receptoru.



C: Seznam pouzitych zkratek

AC adenylatcyklaza

AD Alzheimerova choroba

ACh acetylcholin

APP amyloid precursor protein (protein prekurzor amyloidu)

cAMP cyklicky adenosinmonofosfat

CHO Chinese hamster ovary (fibroblasty z ovarii zlatého kfecka)

CNS centralni nervovy systém

DAG diacylglycerol

DMEM Dulbecco’s modified Eagle’s medium

EC50 effective concentration 50 (koncentrace vyvovavajici polovinu max. odpovédi)
EDTA ethylendiamintetraoctova kyselina

EGF epidermal growth factor (epidermalni ristovy faktor)

Emax maximalni stimulace

eNOS endotelialni forma NO syntazy

GDP guanosin-difosfat

GPCR receptor spiahujici se s G-proteinem (G-protein-coupled receptor)
GTP guanosin-trifosfat

G-proteiny  proteiny vazici GTP

Gi/o, Gq/11, Gs a G12 alfa podjednotky jednotlivych podtypt heterotrimerickych G-proteinti
GIRK kanaly G-protein Inward Rectifying Potassium

HEK-293 (Human Embryonic Kidney cells) fibroblasty z lidskych ledvin

SH-NMS tritiovana forma N-methylskopolaminu

IC50 half maximal inhibitory concentration (koncentrace, kterda vytésni 50%
znaeného ligandu)

IP; inositoltrisfosfat

Kd rovnovazna disociaéni konstanta (koncentrace, pfi niZ je obsazena polovina
vazebnych mist)

M1, M2, M3, M4 a M5 jednotlivé podtypy muskarinového receptoru

mAChR muskarinovy acetylcholinovy receptor

Na-Hepes sodna sil kyseliny 1-[2-hydroxyethyl]piperazin- 1-ethansulfonové

nNOS neuronalni forma NO syntazy

PBS Phosphate Buffered Saline
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PC12 buné¢na linie odvozena z krysiho feochromocytomu

PDE fosfodiesteraza
PKA proteinkinaza A
PKC proteinkindza C
PLA2 fosfolipaza A2
PLC fosfolipaza C
PLD fosfolipaza D

RGS proteiny regulator of G-protein signaling proteins (regulatory G-proteinové signalizace)

VOCCs voltage operated Ca®* channels (nap&tové zavislé Ca®* kanaly)
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D: Teoreticka Cast

1. Muskarinové receptory

Muskarinové receptory (mAChR) jsou acetylcholinové receptory, které patii do
skupiny receptori spfazenych s G-proteiny. Kromé muskarinovych receptori pulsobi
acetylcholin (ACh) také na nikotinové acetylcholinové receptory, které vSak patti do skupiny
chemicky fizenych iontovych kanalt. V organismu jsou muskarinové receptory distribuovany
jak v mozku tak v perifernich nervovych i nenervovych tkanich. Existuje celkem pét podtypt
muskarinovych receptori (M1-MS5), znichz vzdy liché a sudé podtypy jsou si vzijemné
funkéné i strukturné blizce podobné.

1.1 Molekularni struktura muskarinovych receptoru

V pocétcich studia mAChR se farmakologickymi metodami podafilo identifikovat
nejprve dva rizné podtypy muskarinovych receptorti, M1 a M2, a to na zaklad¢ jejich odlisné
afinity k pirenzepinu. AvSak aZ ve chvili, kdy byla naklonovdna cDNA a pfislu$né geny
kodujici mAChR, bylo moZné s jistotou fici, Ze existuje pfinejmen$im pét podtypi
muskarinovych receptorl /Bonner et al. 1987, 1988; Peralta et al. 1987/.

Molekulova hmotnost mAChR se pohybuje mezi 51 000 (M1, M2) az 66 000 (M3).
Tak jako u vSech ostatnich receptorii spfaZzenych s G-proteiny, aminokyselinové sekvence
muskarinovych receptort obsahuji sedm hydrofobnich segmentt v délce 20-30 aminokyselin,
které tvofi transmembranové domény. Jednotlivé podtypy receptoru jsou u sav¢ich druhd
dobfe konzervované (89 — 98% sekvenéni homologie). Vé&tSina substituci se vyskytuje na
extracelularnim -NH; konci peptidového fetézce nebo v cytoplazmatické oblasti spojujici
transmembranové domény V a VI (tfeti intracelularni smycka), naopak maximum sekvenéni
homologie je v oblasti transmembranovych domén. Transmembranové domény jsou také
nejvic konzervované mezi Cleny celé rozsahlé nadrodiny GPCR /Brann et al. 1993/
Jednotlivé podtypy mAChHR jsou si do zna¢né miry podobné i mezi sebou a z celkové délky
zhruba 500 aminokyselin obsahuji 160 invariantnich zbytkd. Velmi mald sekvenéni
homologie je vSak na —NH; konci tfeti intracelularni smycky pro 15 — 20 poslednich
aminokyselin.

Specifické spfahovani mAChR s orthosterickymi ligandy je zavislé pfedev§im na
druhé, tfeti a sedmé transmembranové doméné. Tyto funkéni domény byly identifikovany
v prubéhu osmdesatych a devadesatych let prostiednictvim konstrukce chimérickych

receptord. Pomoci bodovych mutaci pak byly nalezeny konkrétni aminokyseliny zodpovédné
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za do urcité miry specifické spfahovani jednotlivych mAChHR s jejich ligandy /Bonner 1989/.
Aminokyselinové zbytky dilezité pro vazbu ligandu jsou umist€éné na vnitinim povrchu
transmembranovych helix®, jeden az tii zavity od jejich ptedpoklddaného extracelularniho
konce /Hulme et al. 1993/ Zasadni roli ve vazbé ligandi hraje aspartat ve tieti
transmembranové doméné. S timto aspartitem interaguje amoniova skupina piirozeného
mediatoru ACh, ktera je také soucasti vétSiny muskarinovych ligandti. Pravé vznik iontové
vazby mezi aspartatem tfeti transmembranové domény a amoniovou skupinou je hlavnim
krokem v interakci muskarinového receptoru a jeho ligandu. Tento aspartitovy zbytek se
nachazi u viech GPCR, které vaZou kationtové amoniové skupiny /Curtis et al. 1989/.
Studium transmembranovych domén dale odhalilo threoninové zbytky v paté
transmembranové doméné a tyrosinové zbytky v Sesté transmembranové doméné identické u
vSech péti podtypti mAChR, které se v§ak nevyskytuji u ostatnich receptorti spfazenych s G-
proteiny. Substituce téchto zbytkili alaninem a fenylalaninem sniZila vazbu agonisti
k receptoru, neméla viak Zadny vliv na vazbu antagonistti /Wess et al. 1991/.
Transmembranové domény cislo 2, 4, 5 a 6 se shlukuji kolem domény ¢islo 3 a tvoii
tak utvar pfipominajici pravidelny $estistén. Transmembranovd doména &islo 1 neni soucasti
tohoto Sestisténu a vy€niva na jeho okraji. Svazek transmembranovych domén je na vnitini
stran¢ cytoplazmatické membrany velmi tésné¢ sbaleny, avSak smérem extracelularnim se
ponékud rozevird a tvoti kapsu, do které se pod urovni povrchu fosfolipidové dvojvrstvy
membrany zachycuje ligand. Stejné jako u mnoha dal§ich ¢leni rodiny GPCR, také
konformace mAChR je stabilizovana disulfidovym mistkem, ktery spojuje extracelularni
konec tfeti transmembranové domény a druhou extracelularni smy¢ku mezi doménami ¢tyii a
pét. Transmembranové domény 1-5 a domény 6 a 7, které jsou vzéjemné oddéleny dlouhou
téeti intracelularni smyc¢kou, mohou fungovat do jisté miry nezavisle na sob& a v membrané se
dokazi spontanné shlukovat. Pokud byly tyto dvé skupiny domén v n€kterych studiich ko-

exprimovany nezavisle na sobg, aktivita receptoru ziistala zachovana /Maggio et al. 1993/.

1.2 Sprahovani muskarinovych receptoru s heterotrimerickymi G-proteiny

Nazev této skupiny proteinti je odvozen od faktu, Zze G-proteiny vaZou na svou o
podjednotku guaninové nukleotidy guanosindifosfat (GDP) nebo guanosintrifosfat (GTP) a
zarovenl vykazuji vnitini GTPazovou aktivitu. G-proteiny hraji zasadni roli v mezibunééné
komunikaci, bun&éném ristu, membranovém transportu, syntéze proteind a dalSich

bunéénych pochodech. Savéi G-proteiny mohou byt rozdéleny do dvou zakladnich skupin:
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heterotrimerické  G-proteiny a malé G-proteiny. Heterotrimerické  G-proteiny
zprosttedkovavaji pfenos signalu u vSech podtypti muskarinovych receptorti.

V klidovém stavu existuji G-proteiny jako heterotrimery s navazanym GDP, které
jsou asociovany s transmembranovymi receptory nebo se pohybuji v membrané a mohou
s receptory ndhodné interagovat. Navazani agonisty na receptor podniti konforma¢ni zménu
tohoto receptoru, ktera dale zptisobi zménu konformace asociovaného G-proteinu. Ta vede k
vyméné GDP navazaného na a podjednotku za GTP. Konforma¢ni zména a podjednotky
podnicena konforma¢ni zménou receptoru a navazanim GTP vede k disociaci G-proteinu od
receptoru a jeho rozpadu na dimer podjednotek By a o podjednotku. Jak uvolnéna
podjednotka a, tak heterodimer podjednotek By jsou biologicky aktivni a mohou ovliviiovat
nejriznéjsi bunééné déje. Cely systém se vraci do klidového stavu poté, co je agonista
uvolnén zreceptoru a GTPazova aktivita vlastni o podjednotce hydrolyzuje GTP zpét na
GDP. To nakonec vede k reasociaci jednotlivych podjednotek do pivodniho heterotrimeru a
moznosti jejich zpétného spfazeni s receptorem /Nestler a Duman 1999/.

Heterotrimerické G-proteiny byly poprvé identifikovany a charakterizovany zacatkem
osmdesatych let. Mezi jejich cilové efektorové proteiny patii napiiklad iontové kanaly nebo
enzymy adenylatcyklaza, fosfodiesteraza (PDE), fosfoinositid-specificka fosfolipaza C (PLC)
katalyzujici hydrolyzu fosfatidylinositol 4,5-bisfosfatu (PIP;) a fosfolipdza A, (PLAj)
katalyzujici hydrolyzu membranovych fosfolipidu, ze kterych nasledné vznika arachidonova
kyselina. Kratce po objevu G-proteintl byly identifikovany tfi jejich rizné typy: G, nazyvany
transducin, ktery se spfahuje s rhodopsinem a pomaha regulovat funkci svétlo€ivych bun€k a
dale Gs a G;j, které byly identifikovany jako proteiny zprosttedkovavajici stimulaci nebo
inhibici enzymu adenylatcyklazy zodpovédného za tvorbu cyklického adenylatmonofosfatu
(cAMP). Pozdgji bylo identifikovano jest¢ mnohem vice riznych G-proteind, napfiklad Gy,
Go, Goif, Ggust, Gz, Gi1-16 @ G213

Jednotlivé typy G-proteini obsahuji rizné podjednotky o, které vykazuji alespoii
Casteéné specifickou funk¢éni aktivitu. Sou€asnd nomenklatura rozeznava c¢tyfi zdkladni
podrodiny G-proteinii podle obsazené podjednotky a: Gi, Gq, Gs a Gip. Aktivita Gi o
podjednotky muze byt blokovana pertussis toxinem, Gs podjednotky pak cholerovym
toxinem. Molekulova vaha G-proteinti se pohybuje mezi 38 000 az 52 000. Pivodné se mélo
za to, ze podjednotky P a y patfici riznym a podjednotkdm jsou vzdy stejné. Pozd&ji vSak
bylo objeveno nejméné pét ruznych podjednotek B (M, 35 000 az 36 000) a 14 riznych
podjednotek y (M, 6000 az 9000) /Lanzafame et al. 2003/.
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Jednotlivé podtypy mAChR se specificky spfahuji s riznymi typy G-proteinli. Za tuto
specifitu spfahovani je zodpovédna variabilita -NH, ¢&asti tfeti intracelularni smycky, jejiz
struktura se podoba vZdy navzajem mezi lichymi a sudymi podtypy mAChR. Liché podtypy
M1, M3 a MS se spiahuji specificky s G, proteiny, které aktivuji fosfolipazu C a podileji se
tak na regulaci fosfatidylinositolového metabolismu. Sudé podtypy M2 a M4 se specificky
spfahuji s G; proteiny, které inhibuji adenylatcykldzu. Specifita spfahovani vSak neni
absolutni a napiiklad sudé podtypy se vedle preferenéniho G; proteinu mohou sptrahovat také

s Gq proteinem stimulujicim fosfolipazu C.

1.3 Vyskyt muskarinovych receptoru a jejich podtypi v organismu

Muskarinové receptory se vyskytuji prakticky v celém organizmu, a to jak
vinervovanych tak i v neinervovanych tkénich a buiikach. V inervovanych tkéanich jsou
exprimovany v neuronech centralniho i periferniho nervového systému, srde¢ni a hladké
muskarinové receptory, patéi napiiklad chrupavka, bilé krvinky nebo endotelidlni buiiky.
Distribuce mAChR v perifernich tkanich i centrdlnim nervovém systému se puvodné
zji§tovala pomoci radioaktivné znatenych antagonistd, jako jsou naptiklad neselektivni *H-N-
methylskopolamin ([>’H]-NMS) nebo *H-pirenzepin, ktery vykazuje uréitou selektivitu k M1
receptorim. Vazba ligandii byla lokalizovana pomoci autoradiografické vizualizace, pouZité
ligandy v8ak neumoziiovaly spolehlivé rozlisit jednotlivé podtypy mAChR.

Studie s komplementarni RNA schopnou hybridizovat s mRNA jednotlivych podtypi
mAChR pfinesly o distribuci mAChR detailngj§i poznatky. Pokud je vSak receptor
exprimovan v neuronech, mohou byt studie s hybridizaci mRNA zavadéjici. mRNA je totiZ
produkovana v bunééném téle, které mize byt i znaén¢ vzdaleno od vyb&€zkid neuronu, kde je
nakonec funkéni receptor lokalizovan. Je$t¢ ptesn€j§i urCeni lokalizace mAChR bylo
dosaZeno pomoci specifickych protilatek, zamétenych proti -NH;, konci tfeti intracelularni
smycky, nejvariabilngj$i €asti receptorii specifické pro jednotlivé podtypy /Levey 1993/
Studie s hybridizaci mRNA a imunoprecipitani studie vSak nemusi, z divodii uvedenych
vySe, davat vzdy stejné vysledky (findlni receptor muze byt lokalizovin v membrané
bunééného téla, ale také na nervovych zakonéenich vzdalenych od mista vzniku receptorové
mRNA).

V mozku byla prokazana exprese mRNA pro vSechny podtypy muskarinového

receptoru /Krejc¢i a Tucek 2002/. Nejhojnéji je zastoupena mRNA pro M1 a nejvzacnéjsi je
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mRNA pro MS5 podtyp receptoru. Mezi oblasti CNS, ve kterych byla nalezena jak M1 mRNA
tak M1 imunoreaktivita, patfi mozkova kutra, hipokampus, thalamus, caudatum, putamen a
amygdala. V bulbus olfactorius a gyrus dentatus byla nalezena pouze M1 mRNA bez
pfislu§né imunoreaktivity. Oblastmi bohatymi na M2 mRNA a ziroveii vykazujicimi M2
imunoreaktivitu jsou bazalni telencefalon, caudatum, putamen, hipokampus, hypothalamus,
amygdala a pontinni jadra. V bulbus olfactorius, habenulech, jadrech retikularni formace a
locus coeruleus byla nalezena pouze M2 mRNA /Caulfield 1993/.

M3 receptor je typickym perifernim receptorem, ktery se v CNS vyskytuje méné Casto.
Existuje studie, ve které nebyla pro M3 receptor nalezena imunoreaktivita v Zadné ze
studovanych oblasti mozku /Levey et al. 1991/. Na druhou stranu, pfitomnost M3 mRNA byla
prokazana v mozkové kufe, hipokampu, medidlnim thalamu, caudatum, putamen a amygdale
/Buckley et al. 1988, Levey et al. 1991/. Jina studie rovné€Z prokazala M3 imunoreaktivitu
v mozkové kufe a hipokampu /Wall et al. 1991/.

Pro M4 receptor byla nalezena M4 mRNA a také imunoreaktivita v mozkové kiife,
hipokampu, thalamu, caudatum a putamen.

Stejné jako pro M3 nebyla pro M5 receptor podle Leveyho studie zjisténa v mozku
Zadna imunoreaktivita. Velmi nizkd M5 imunoreaktivita v§ak byla dle jiné studie nalezena ve
striatu, hipokampu, stfednim mozku, pontomedularni oblasti a v mozetku /Yasuda et al.
1993/. M5 mRNA byla naopak prokazana v hipokampu, substantia nigra, amygdale, thalamu,
hypothalamu a lateralnich habenulech.

V perifernich tkanich potvrdily pokusy s protilatkami i hybridizaéni mRNA studie
ptitomnost podtypi M1 a M3 v exokrinnich Zlazach (ptedevsim slinnych a slznych) /Dorje et
al. 1991, Levey 1993/. V srdci byl prokdzan pouze M2 receptor. V hladké svaloviné tenkého a
tlustého stfeva, trachey a mocového méchyte nejsou vysledky riznych studii jednotné, avsak
obecné tyto tkané obsahuji predeviim vice ¢i méné podtypi M2, M3 a M4. V plicni tkani byla
nalezena pievaha podtypti M2 a M4.

1.4 Signalni drahy muskarinovych receptoru

Interakce muskarinovych receptori s agonistou a pfislusnym G-proteinem
aktivuje signalni drahy, které reguluji enzymy, iontové kanaly, ristové a transforma¢ni
faktory a dal3i proteiny. Sudé podtypy mAChR se preferenéné sprahuji s Gy, G-proteiny a
jejich aktivace vede obvykle k inhibiénim projeviim, jako je inhibice adenylatcyklazy nebo
inhibice vépnikovych kanali (ale aktivace draslikovych kanalt v srdci). Liché podtypy se
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preferenéné spfahuji s Ggi1 a Gs G-proteiny, jejichz aktivace vede obvykle ke stimulaénim
projeviim jako je aktivace riiznych fosfolipaz (Gg11) nebo aktivace adenylatcyklazy (Gs). To
vede ke zvySeni tvorby ruznych druhych posld, jako je inositol 1,4,5-trisfosfat a
diacylglycerol §t€penim fosfatidylinositol-4,5-bisfosfatu fosfolipdzou C nebo zvySeni tvorby
cAMP. Specifita spfahovani receptoru s G-proteinem uvedena vy$e vSak neni absolutni a
zavisi mimo jiné i na typu aktivujiciho agonisty. Také kombinace rliznych typl podjednotek
a, B a vy tvoficich G-protein davad mozZnost aktivovat riznym zptisobem ridzné signalni drahy
/Akam et al. 2001, Lanzafame et al. 2003/. Tak bylo naptiklad zjiSt€no, ze M3 receptory
exprimované v buitkdich HEK293 aktivuji fosfolipizu D skrze Gy, proteiny, zatimco
fosfolipazu C skrze Gq proteiny. Jiz del3i dobu je znadmo, Ze kromé podjednotek o se na
aktivaci riznych signalnich drah podileji také podjednotky By. Ty mohou aktivovat
fosfolipazu C, adenylatcyklazu a srde¢ni K* kanaly, pfipadné inhibovat Ca®* kanaly /Caulfield
1993/.

Interakce receptoru s G-proteinem miZe byt ovlivnéna dal§imi proteiny, napiiklad
regulatory G-proteinové siganlizace (regulator of G-protein signaling proteins, RGS proteiny).
RGS proteiny zpravidla urychluji deaktivaci G-proteinl, ¢imZ snizuji U€innost signalizace
skrze GPCRs. Muskarinové receptory kromé heterotrimerickych G-proteinti aktivuji také Rho
G-proteiny, které patfi mezi malé monomerni G-proteiny. Ty se ucastni na regulaci
buné¢ného rustu, organizace aktinového cytoskeletu a dal$ich buné¢nych funkcich. Aktivace
Rho G-proteinti je pravdépodobné zprostiedkovana G, a Gy3 proteiny.

Zéakladnimi enzymy aktivovanymi muskarinovymi receptory jsou fosfolipdza C, A a
D, adenylatcyklaza, NO syntaza a rizné typy MAP kindz. Mezi nejlépe prostudované patii
fosfolipaza C, u které v dne$ni dobé rozeznavame vice nez deset riznych typl navzajem se
ligicich strukturou a regula¢nimi mechanismy. V mozku je zakladnim izozymem fosfolipazy
C PLC-B, a pfestoZze pievazujicim podtypem mAChR v mozku je M1 receptor, na aktivaci
mozkové PLC- se podileji i zbyvajici dva liché podtypy. Pti vyssich koncentracich agonisty
byla pozorovana i aktivace PLC sudymi podtypy mAChR, i kdyz tato aktivace byla niz§i nez
u lichych podtypti /Offermanns et al. 1994/.

Fosfolipaza A, (PLA;) katalyzuje hydrolyzu membranovych fosfolipidi vedouci ke
vzniku volné arachidonové kyseliny a pfislu$nych lysofosfolipidi. Liché podtypy mAChR
aktivuji PLA; prostfednictvim inositol-1,4,5-trisfosfatu. Sudé podtypy mAChR
pravdépodobné PLA; pfimo neaktivuji. Vyznam PLA; se miZe projevit také v n€kterych

patologickych situacich, nebot’ potladeni reakci katalyzovanych PLA; v mozku je spojena
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naptiklad s degenerativnimi zménami pii Alzheimerové chorobé /Gattaz et al. 1995/. Na
mozny vztah mezi PLA, a Alzheimerovou chorobou ukazuje i fakt, Ze v buiikich
transfekovanych M1 podtypem mAChR snizila inhibice PLA; karbacholem stimulovanou
sekreci prekurzorového proteinu B-amyloidu (amyloid precursor protein, APP), zatimco
aktivace PLA; tuto sekreci zvySovala /Emmerling et al. 1993/. Mnoho GPCRs véetné mAChR
aktivuje také fosfolipdzu D. U mAChR k tomu pravdépodobné dochazi skrze Gj, protein
s ucasti Rho kinazy.

Také u adenylatcyklazy, enzymu specificky inhibovaného sudymi podtypy mAChR,
existuje nejméné deset izoforem. Rozdilné expresni vzorce téchto izoforem umoziiuji
integrovat stimula¢ni i inhibi¢ni signaly zprostfedkované jednotlivymi mAChR a jemné tak
regulovat hladinu cAMP uvniti buitky. Kromé klasické inhibiéni cesty skrze G; proteiny
mohou M2 receptory sniZzovat hladinu cAMP také aktivaci fosfodiesterazy. Vliv receptoru na
koncentraci cAMP zavisi také na koncentraci pasobiciho agonisty. Pfi nizkych koncentracich
muskarinového agonisty je tvorba cAMP inhibovana, avSak se vzristajici koncentraci
agonisty se tato inhibice oslabuje /Michal et al. 2001/. Pti vysSich koncentracich se totiz
zvySuje u€inek sprahovani receptoru s nepreferenénim G proteinem, ktery stimuluje tvorbu
cAMP.

Mezi enzymy, jejichz ¢innost muskarinové receptory reguluji, patfi i NO syntaza,
pfedev$im jeji neurondlni forma (nNOS). Liché podtypy M1, M3 a MS jsou schopné
mobilizovat intracelularni zasoby kalcia skrze Gy PLC signélni drahu a kazdy z téchto
receptori tak dokadZe aktivovat NO syntdzu zavislou na intracelularni hladiné kalcia
pfinejmens$im v nékterych typech bun¢k a v nékterych tkanich in vivo /Wang et al. 1996/.
Podle nékterych studii zptisobuje inhibice nNOS v mozku zhor$eni paméti a schopnosti u¢it
se a tento efekt muize byt potlaéen aktivaci mAChR /Kopf a Baratti 1996/. Na rozdil od nNOS
miZe byt endotelialni forma NO syntazy (eNOS) aktivovana sudym podtypem M2. Pravé vliv
M2 receptoru lokalizovaného v srdci na eNOS pravdépodobné vysvétluje jiz dfive zjisténou
schopnost NO modulovat kontraktilitu myokardu.

Stimulace muskarinovych receptori miize vést také k aktivaci n€kolika riznych MAP
kinazovych signalnich drah. Ty se ucastni regulace takovych bunétnych funkci, jako je
fosforylace aktin véziciho proteinu (actin-binding protein), akutni inhibice a chronicka
stimulace sekrece zalude¢ni HCI nebo indukce nékterych genti. Mezi MAP kinazy aktivované
mAChHR patfi ER1 a 2, INK, p38MAPK a ERKS. Spousti také transaktivaci epidermalniho
ristového faktoru (epidermal growth factor, EGF). GPCR v¢etné muskarinovych receptord

maji schopnost skrze podjednotky B a y G-proteinu spustit intracelularni signal, ktery aktivuje
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extracelulirni metaloproteindzu  Sté€pici prekurzor EGF. EGF potom aktivuje
transmembranovy EGF receptor, ktery reguluje riizné intracelularni procesy.

Z hlediska mé prace je zajimavé, Ze nékteti agonisté mAChR (napfi. karbachol) mohou
aktivovat sekreci prekurzorového proteinu B-amyloidu v PC12 buiitkdch exprimujicich M1
podtyp mAChR /Haring et al. 1998/. Na této aktivaci se podili Ras-ERK dependentni draha,
na jejimz pocatku stoji produkce kyslikovych radikald, a zaroveni drdha PKC dependentni.
Rovnéz bylo zjisténo, Ze ukladani amyloidovych depozit a fosforylace tau proteinu v mozku
mysi s mutaci v genu pro APP je spojena s aktivaci JNK a p38MAPK /Savage et al. 2002/.

Kromé enzymii a riznych bunéénych faktorti ovlivituji mAChR také funkeci (vodivost)
nékterych typa iontovych kanalti. Naptiklad GIRK kandly (G-protein Inward Rectifying
Potassium) jsou charakterizovany nizkou bazalni aktivitou, ktera se zvySuje po aktivaci
receptori spfaZzenych s Gj, proteiny. Aktivace té€chto kanali zpisobuje sniZeni bunééné
excitability diky hyperpolarizaci a zaroveni prodluzuje refrakterni fazi mezi dvéma akénimi
potencialy. Obecné se neuronalni GIRK kandly ucastni regulace neuronové excitability a
pravdépodobné hraji roli také v regulaci klidového potencidlu. M2 a M4 podtypy mAChR
zprostiedkovavaji aktivaci GIRK kanalti skrze dimer podjednotek P a y Gip proteint.
Aktivace mAChR muze vést ke zvySeni hladiny vapenatych iontl skrze IP; dréhu a uvolnéni
Ca®" z inracelularnich zasob, aviak mAChR mohou ovliviiovat hladinu intracelularniho kalcia
rovn&Z skrze vstup Ca>* do builky daldimi typy vapnikovych kanalti. Tak naptiklad ovliviiuji
prostiednictvim dimeru podjednotek By nap&tové zavislé Ca** kanaly (voltage operated Ca®*
channels, VOCCs), které se oteviraji pii depolarizaci bunééné membrany, a to jak u
excitabilnich tak u neexcitabilnich bun€k. Vapenaté ionty plni tlohu dilezit¢ho druhého posla
s mnoha funkcemi. V butikdch je zvySeni koncentrace véapenatych ionti nasledujici po
aktivaci muskarinovych receptord ¢asto nutna pro stimulaci PLA,, PLD, PLCy, tyrosin kinaz,
Ca’*/kalmodulin dependentni adenylatcyklazy a tvorbu NO, a nezbytné pro regulované
uvolfiovani transmiterd. Ca’* se také udastni regulace strukturalni plasticity u neuront
ovlivnénim cytoskeletu a asociovanych proteind.

V hladkych svalovych buiikach byla nalezena spojitost mezi M2 podtypem mAChR a
otevienim neselektivnich kationtovych kanalt. Tyto kanaly jsou regulovany pravdépodobné
skrze drahu PI3/PKCy aktivovanou By podjednotkou. Otevieni neselektivnich kationtovych
kanali v hladkych svalovych buiikach se podili na nasledné aktivaci VOCCs, které spousteji
protrahovanou kontrakci hladké svalové tkan€. Také pohyb chloridovych ionti mize byt

ovlivnén mAChR. Aktivace mAChR sice pfimo neotevira chloridové kanaly, miize vSak
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iniciovat Ca®* dependentni otevieni jinych kanaldi vedouci nakonec k efluxu CI” iontii a
k vysledné depolarizaci, kterd zah4ji influx vapenatych ionti skrze VOCCs /Lanzafame et al.
2003/.

1.5 Fyziologické funkce muskarinovych receptori

Muskarinové receptory jsou v organismu zodpovédné za regulaci velkého
mozstvi fyziologickych dé&ju. V rtiznych tkanich a bunéénych typech je viak vétSinou zaroven
exprimovano vice podtypi mAChR. Protoze neexistuji ligandy, které by spolehlivé rozlisily
jednotlivé podtypy, nebylo dlouho mozné ur¢it piesnou roli jednotlivych podtypi mAChR.
Rozvoj poznatkl v této oblasti umoznil aZ rozvoj molekularné biologickych metod a studie
s knock-outovanymi my$mi postradajicimi vZdy gen pro jeden podtyp mAChR.

Mutantni my$i postradajici geny pro M1, M2, M3, M4 i M5 nevykazuji zddné zjevné
zmény fenotypu. Jsou zivotaschopné a fertilni a Zadny z mutantnich kmena nevykazuje zjevné
morfologické abnormality ani vyrazné zmény v chovani. Podrobnéjsi studie za pouziti
fyziologickych, farmakologickych, behavioralnich, biochemickych a neurochemickych metod
v§ak u kazdého z mutantnich kmenti objevily charakteristické odchylky nebo deficity ve
fenotypu. Z vysledki dosavadnich studii také vyplyva, Ze vyfazeni jednoho podtypu mAChR
nevyvola kompenzatorni zvy$eni exprese u ostatnich podtypt /Wess 2004/.

M1 podtyp je hlavnim podtypem mAChR exprimovanym v mozku. Podili se
pfedevdim na vysgich kognitivnich funkcich, u¢eni a paméti. Uvodni studie s my$mi
postradajicimi M1 receptor testovala schopnost pilokarpinu indukovat u té€chto mysi
epilepticky zachvat. Na rozdil od nemutovanych my$i a kment s vyfazenym M2, M3, M4 a
MS5 receptorem nebylo moZné u M1 knock-out mysi vyvolat pilokarpinem epilepticky
zachvat. Tyto vysledky naznacuji, Ze signalizace M1 receptorti se podili na vzniku alespoii
né€kterych typu epileptickych zachvatl /Hamilton et al. 1997/. Mezi dal§i zmény, které byly u
M1 deficientnich my$i nalezeny, patfi napfiklad zvySena koncentrace dopaminu ve striatu,
zvySena lokomo¢ni aktivita, ztrata aktivace MAP kindz muskarinovymi agonisty v né€kterych
typech bun€k nebo ztrata vlivu muskarinovych agonisti na vodivost nékterych typi
vapnikovych kanalti v sympatickych nervovych gangliich.

Studie s kmeny postradajicimi jednotlivé nebo soucastn€ M2 a M4 receptor ukézaly,
ze mnoho fyziologickych funkci je zprostfedkovano kombinaci téchto receptori. U M2
knock-outu je nejnapadné&jsi vliv na regulaci srde¢niho rytmu. Acetylcholin uvoiﬁovany

parasympatickym nervovym systémem ptisobi na mAChR v srdci, které jsou zde zastoupeny
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témé&f vyhradné M2 podtypem. Za normadlnich okolnosti sniZzuje aktivace M2 receptorti
srdeéni frekvenci, aviak u M2 knock-out mysi nema acetylcholin na rytmicitu stahd srde¢ni
svaloviny Zadny vliv. Tyto pokusy byly provedeny na srde¢ni svaloving in vitro a pozd¢ji také
in vivo se stejnym vysledkem. Mezi dal§i zmény nalezené u M2 knock-outl patii absence
oxotremorinem indukovaného tfesu a sniZzeni hypotermie indukované oxotremorinem, dale
nékteré jiz zminéné zmény nalezené rovné€Z u dalSich knock-outii (napf. ztrata vlivu
muskarinovych agonisti na vodivost nékterych typi véapnikovych kanald v sympatickych
nervovych gangliich) nebo absence muskarinem zprostfedkované desenzitizace perifernich
nociceptoru /Wess 2004/.

M3 knockoutované my$i kmeny mély vyrazn€ sniZzenou télesnou hmotnost
(ptiblizné o 25%) a zasoby periferniho tuku sniZzené zhruba o 50%. RovnéZ sérové hladiny
leptinu a inzulinu byly niz8i, patrn€ v reakci na nizkou té€lesnou hmotnost. Bylo zji§téno, Ze za
sniZzeni télesné hmotnosti u M3 knock-outi je zodpovédny celkové niz§i pfijem potravy,
aviak jinak nebyla zaznamenana Zadna retardace ristu, zdvazné metabolické odchylky nebo
rozdily v chovéni ¢i lokomoci. Snizeny piijem potravy byl posléze vysvétlen jako disledek
nizsi tvorby slin, protoZe M3 podtyp mAChR je vétSinov€ zastoupen pravé ve slinnych
zlazach. Pfi dalSim zkoumani byla prokazéna sniZzena salivace indukovana muskarinovymi
agonisty. Dal$i odchylky pozorované u M3 knock-outt byly napiiklad vétsi velikost zornice a
distenze mo¢ového méchyfie (oboje charakterizované in vivo) /Wess 2004/.

U M4 knock-outli byla stejné jako u M1 pozorovéna zvySena lokomoce, a to jak za
kontrolnich podminek tak po podani agonistii dopaminového D1 receptoru. Déle byla zji§téna
zhor$ena migrace epidermalnich keratinocytli nebo sniZeni vlivu oxotremorinu na uvolfiovani
drasliku ze striatalnich fizkd /Wess 2004/.

M5 podtyp mAChR je poslednim naklonovanym a nejméné€ zastoupenym podtypem
muskarinového receptoru. O jeho fyziologickych funkcich je toho zndmo pomé&rné malo.
Piestoze je M5 receptor v riznych tkénich exprimovan mén¢ nez ostatni podtypy, je jedinym
podtypem detekovatelnym v dopaminergnich neuronech mezencefala. Kmeny mysi bez M5
receptoru napiiklad nedilatovaly mozkové arterie na popud acetylcholinu a stejné jako M4
knock-outy vykazovaly sniZeny vliv oxotremorinu na uvoliiovéni drasliku ze striatalnich fizka
nebo nevykazovaly zvySené uvoliiovani dopaminu v nucleus accumbens stimulované

elektrickou stimulaci laterodorsalniho tegmentalniho nukleu /Wess 2004/.
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1.6 Farmakologie muskarinovych receptoru
Zpocatku byly k charakterizaci jednotlivych podtypi mAChR pouZivany

vazebné studie s radioaktivné znaCenymi ligandy. Klasifikaci mAChR ur¢ily pfedev§im
pokusy s antagonistou pirenzepinem. Pirenzepin se vaZe srelativné vysokou afinitou
k muskarinovym receptorim v mozkové kife, hipokampu a gangliich. Tato vazebna mista
byla oznacena jako M1. Muskarinové receptory v srdci, Zlazach, hladké svaloviné, mozkovém
kmeni, moze€ku a thalamu vykazovaly 30 az 50krat niz$i afinitu pro pirenzepin. P¥Himé
vazebné studie s radioaktivn€ znafenym pirenzepinem potvrdily, Ze pouze nékteré tkané a
oblasti mozku vazi pirenzepin s vysokou afinitou. Ukézalo se také, Zze pirenzepin blokuje
muskarinovou odpovéd’ v gangliich 1épe nez v srdci. Afinita pro klasické antagonisty jako je
N-methyskopolamin byla v§ak ve viech téchto oblastech stejna. Mozek a srdce byly néasledné
pouzity k purifikaci M1 a M2 muskarinovych receptori a byla také izoloviana cDNA
odpovidajici témto receptorim /Nestler a Duman 1999/.

V pokusech provedenych na membranéach ¢i homogenatech ziskanych ze srdce, mozku
a dalSich tkdni kompetovali muskarinovi agonisté o vazebna mista antagonistti s Hillovym
sklonem mens$im neZ jedna. To naznaCovalo, Ze agonisté interaguji s vice neZ jednou
uniformni populaci muskarinovych receptori. Také vysledky pfimych vazebnych
experimenti s radioaktivn€ znafenymi agonisty naznalily existenci né€kolika rtiznych
populaci vazebnych mist pro agonisty. Nebylo viak ziejmé, zda se jedna o interakce ligandu
s riznymi podtypy muskarinového receptoru nebo o rizné konformace jednoho podtypu.
Naklonovéni podtypti muskarinovych receptori umoznilo pfimé studium vazebnych
vlastnosti jednotlivych podtypt. Kompeti¢ni kiivky bylo mozno nejlépe proloZit rovnici, ktera
zahrmovala vazebna mista s nizkou a s vysokou afinitou a v nékterych pfipadech i s velmi
vysokou (superhigh) afinitou pro agonisty. Pfidavek GTP do vazebného pokusu mél
vyznamny vliv na tvar vazebné kfivky agonisti jak v kompeti¢nich tak v saturaénich
pokusech ve smyslu sniZeni afinity receptoru pro agonistu a zmény tvaru saturacnich a
kompeti¢nich kfivek, které v pfitomnosti GTP odpovidaly interakci pouze dvou molekul
(Hilltv sklon 1). Vliv GTP na vazebné vlastnosti agonisti muskarinovych receptort vyplyva
z interakce mezi receptorem a G-proteinem vaZicim bud’ GDP nebo GTP, nebo z interakce
agonisty s rozpfaZzenym receptorem (bez interagujiciho G-proteinu). Tvar vazebnych kiivek
agonistt tedy odrazi alosterické interakce mezi G-proteinem, receptorem a agonistou.

Alosterické misto je definovano jako doména na receptoru, ktera je prostorové odli§na

od mista, do kterého se vaze endogenni ligand (misto vazby endogenniho ligandu se oznacuje
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jako ,orthosterické*). Tato prostorova separace dovoluje alosterickym a orthosterickym
ligandiim vazat se simultann¢ a reverzibilné k receptoru. Tato dvé vazebnd mista jsou také
konformaén¢ spojena, takze vazba ligandu do jednoho mista méni konformaci nebo posunuje
rovnovahu mezi dvéma konformaénimi stavy na druhém vazebném misté. Muskarinové
receptory maji, podobn¢€ jako daldi transmembranové receptory, na vnitini strané membrany
alosterickd mista pro endogenni ligandy. Na tato mista se vazi naptiklad G-proteiny,
receptorové kindzy nebo sodné kationty /Birdsall a Lazareno 2005/. Kromé& toho maji na
vnéj$i stran€ membrany (extracelularni smycky) vazebnd mista pro rizné exogenni
alosterické ligandy.

Muskarinové receptory byly prvnimi GPCRs, které poskytly dikazy o alosterickém
modulaénim misté pro exogenni ligandy na tomto typu receptori. Prvni naznaky, Ze nékteré
ligandy mohou ptsobit spiSe alostericky nez kompetitivn€, vzeSly ze studii interakce
muskarinovych ligandl na celych tkanich, napfiklad acetylcholinu s analogy hexamethonia
vileu a s gallaminem v srdci. Kfivka koncentrace/odpovéd’ agonisty je v pfitomnosti fixni
koncentrace antagonisty posunuta doprava a pokud je antagonista kompetitivni, pravostranny
posun se zvy3uje se zvySujici se koncentraci antagonisty, aniz by v posunu byl patrny néjaky
limit. Pfi interakci zminénych ligandii byl pfi nizkych koncentracich antagonisty pozorovan
pravostranny posun dle ocekavani, avSak rozsah posunu byl limitovan a pokud dosahla
koncentrace antagonisty urcité vySe, neméla jiz dalsi vliv na posun kiivky. Déle bylo zji§téno,
Ze ¢inky jednotlivych koncentraci testovaného antagonisty a kompetitivniho antagonisty
atropinu nebyly aditivni, jak by se dalo ofekdvat u antagonisty u€inkujiciho rovnéz
kompetitivn€. Vysledky vSech téchto studii odpovidaly jiz dfive vypracovanym teoretickym
modelim interakce ligandd na receptoru, oznaCovaném jako alosterické nebo také
metaffinoidni interakce / Clark a Mitchelson 1976/.

Také nasledné vazebné studie s radioligandy potvrdily a roz$ifily poznatky o podstaté
alosterické interakce gallaminu na mAChR. Omezeny inhibi¢ni G¢inek gallaminu na vazbu
znaeného ortosterického ligandu byl demonstrovan konstrukci inhibi¢nich kiivek gallaminu
v pHitomnosti zvy3ujicich se koncentraci radioligandu *H-N-methylskopolaminu CH-NMS).
Gallamin nedokézal kompletné inhibovat vazbu *H-NMS a tento efekt se stal jesté vyrazngjsi
pfi vy$Sich koncentracich radioligandu. Dal§im zdsadnim pozorovanim bylo, Ze gallamin
inhibuje disociaci *H-NMS z receptoru. Tento efekt musi byt jiz ze své podstaty
zprostiedkovan vazebnym mistem, které je odliné od orthosterického mista vaziciho
radioligand. Gallamin interaguje alostericky, av§ak s rozdilnymi afinitami v jednotlivych

tkanich, které exprimuji rozdilné podtypy mAChR /Stockton et al. 1983/. Pozdé&ji byla také
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demonstrovana pfitomnost alosterického vazebného mista pro gallamin na viech péti
podtypech mAChR /Lee a el-Fakahany 1991/.

Rizni muskarinovi agonisté se ve svych vazebnych vlastnostech li$i. Naptiklad
pfirozeny ligand acetylcholin nebo jemu blizce podobny karbachol se vaZzou s vysokou
afinitou k velkému procentu vSech vazebnych mist. Dalsi, jako oxotremorin nebo pilokarpin,
se zdaji vazat na pfevazné jedinou tfidu vazebnych mist a vykazuji relativné malou
vysokoafinitni vazbu. Na rozdil od agonisti vétSina muskarinovych antagonisti (napf. N-
methylskopolamin nebo atropin) se vaZe k receptorim s Hillovym sklonem rovnym jedné, coz
odpovida jediné konformaci receptoru. Mezi jednotlivymi tkdnémi je jen maly rozdil v afinité
k jednotlivym antagonistim. Pravé pocate¢ni pokusy provadéné s antagonisty vedly ptivodné
k domnénce, Ze existuje pouze jediny typ mAChR. Na zakladé pokusi s agonisty a také na
zakladé funkénich pokust byl u€inén zavér, ze existuje vice podtypi mAChR a pozdéji byli

nalezeni také né€kteti ¢asteCné selektivni antagonisté.

1.7 Desenzitizace, down-regulace a internalizace muskarinovych receptori

Desenzitizace receptoru je reverzibilni proces, v prubéhu kterého se membranové
receptory stavaji necitlivymi k agonistovi a ani v jeho pfitomnosti neaktivuji ptislu§nou
signalni drdhu. Desenzitizace miZe prob&hnout rychlosti v fadu sekund a zahrnuje fosforylaci
receptoru a/nebo asociovanych G-proteindl, coz ma za nasledek odpfaZeni receptoru od jeho
G-proteinu. Fosforylace mAChR probiha pfedev§im na serinovych a threoninovych zbytcich
lokalizovanych ve tfeti intracelularni smyc¢ce. Pokud jsou tyto aminokyselinové zbytky
experimentalné odstranény, vysledny receptor neni desenzitizovan nebo internalizovan ani po
dlouhé expozici agonistovi. Na desenzitizaci mAChR se pravdépodobné podili celd fada
kindz, véetn¢ proteinkinaz A a C. Rovnéz dilezité jsou GRK kindzy (G-protein coupled
receptor kinases, GRK) a B-arrestiny. Rodina GRK zahrnuje rhodopsinovou kindzu GRK1 a
dale kindzy GRK2-GRK6. Muskarinové receptory podtypu M1, M2 a M3 mohou byt
fosforylovany pfedevsim kindzami GRK2 a GRK3, podstatné méné pak kindzami GRK1, 5 a
6. Dulezitou roli v molekularnich mechanismech desenzitizace hraji také arrestiny.
Fosforylace receptoru pomoci GRK kindz umoziiuje vazbu arrestinu k receptoru a patrné
pravé tato vazba hraje primarni roli pfi sniZeni pfenosu signalu receptorem, pravdépodobné
skrze sniZeni interakce mezi receptorem a G-proteinem.

Desenzitiza¢ni proces miiZze zahrnovat také internalizaci receptoru, na kterou miiZeme

zarovenn pohliZet jako na pocatek resenzitizace, béhem kterého je receptor defosforylovan
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specifickymi fosfatdzami. Po internalizaci a defosforylaci se miZe znaCny pocet receptort
znovu objevit na bunééném povrchu. Tento d€j je zpravidla rychly a pravdépodobné
nevyzaduje syntézu receptorti de novo.

V mnoha ptipadech ma prolongovana expozice receptoru jeho agonistovi za nasledek
takzvanou down-regulaci receptoru, proces charakterizovany sniZenim poctu receptori v
membrané. Ten muze byt opét doplnén pouze jejich syntézou de novo. Za proces down-
regulace mohou byt zodpovédné tfi mechanismy: zvySena degradace proteind, zmény ve
stabilitt mRNA kédujici mAChR a zmény v rychlosti transkripce receptorovych gent.
Homologni regulace exprese muskarinovych receptori zahrnuje patrné vSechny tyto tfi
mechanismy, které jsou vSak specifické podle podtypu muskarinového receptoru a také podle

bunééného typu.

1.8 Cholinergni mechanismy u Alzheimerovy nemoci

Alzheimerova choroba (Alzheimer disease, AD) je celosvétové nejcastéjsi
pfi¢ina demence. Projevuje se jako postupny upadek paméti, mySleni, orientace v ase i
prostoru a fe€ovych schopnosti. Dale dochazi ke zménadm v chovani a v pokrocilém stadiu
neni postizend osoba schopnd sebeobsluhy a samostatného Zivota. V disledku celkového
starnuti populace ve vyspélych zemich je Alzheimerova choroba stale Castéjsi a podle udaji
Svétové zdravotnické organizace bude do roku 2025 postizeno touto nemoci zhruba 36
miliéoni osob. Poprvé v roce 1906 popsal Alois Alzheimer charakteristické znaky AD,
amyloidové plaky a neurofibrilarni klubka. Kromé& t€chto zakladnich zmén je v mozku osob
s AD moZné zaznamenat ubytek neuronti a synapsi, atrofii mozkové tkané¢ a zmény
v hladindch né&kterych neurotransmiterti (acetylcholinu). Jiz dlouho je zndmo postiZeni
cholinergniho systému v mozku /Bowen 1990/. Poruchy muskarinové transmise odpovidaji za
nékteré pfiznaky onemocnéni a pravdépodobné se také podileji na vzniku nebo alespoii
postupu onemocnéni. Tato je charakterizovana tipadkem mentélnich funkci, hlavn¢ paméti,
prostorové orientace a schopnosti se uc€it. Predevi§im receptory podtypu M1 jsou
distribuovany v nékterych ¢astech mozku (ktra, hipokampus atd.) zodpovédnych za pamét’ a
dal$i mentalni schopnosti. Cholinergni transmise na mAChR je pfi AD sniZend, neni vSak
dosud jasné, zda je to pti¢ina ¢i dusledek onemocnéni.
U Alzheimerovy choroby je mozZzné rozlisit dv€ formy onemocnéni, sporadickou a
familiarni. Familiarni forma AD je autozomalné dominantn& dédi¢na a za¢ina podstatné diive

nez sporadické forma, prvni projevy se objevuji jesté pfed 65. rokem Zivota. Mnohem casté&j$i
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sporadicka forma AD pfedstavuje vétSinu pifipadii a zafind se projevovat aZ po 65. roce
zivota. Spolu s vékem jeji vyskyt prudce stoupa a kazdych pét let se pocet nemocnych v dané
vékové skupiné piiblizné zdvojnasobi. Zatimco ve v€kové kategorii 65 — 74 let je postizeno
asi 5% populace, ve vékové kategorii 85 let a starSich uz je to témét 50 %. PiestoZe nekteré
projevy a morfologické i funkéni zmény u AD blizce pfipominaji projevy a zmény
normalniho starnuti, nelze AD povaZzovat jen za siln€ji vyjadrené ptiznaky starnuti.

Charakteristickym rysem onemocnéni je pfitomnost amyloidnich uloZenin (plakt)
vmozku. Kromé¢ AD miZeme tyto plaky najit také u starSich pacienti s Downovym
syndromem a v mnohem mens$im rozsahu i ve zdravych mozcich starych lidi. Kromé& -
amyloidu obsahuji senilni plaky také zbytky degradovanych nervovych vybézki, vybézki glie
a pfileZitostné i mikrogliovych bun€k. Termin ,,amyloid* obecné popisuje fibrilarni proteiny
se strukturou bohatou na B-listy ukladané v organismu za patologickych podminek. Struktura
bohata na f-list je zodpovédna za dvojlom v polarizovaném svétle, ktery proteiny vykazuji po
obarveni napiiklad konZskou ¢erveni. V elektronovém mikroskopu jsou amyloidové fibrily
viditelné jako rovna nevétvend vldkna variabilni délky a Sitky mezi 6 — 10 nm. VétSina
amyloidogennich proteinti vznika $t&penim vétSich prekurzorovych proteint. Spatna
rozpustnost amyloidovych vldken ve vod¢ je pak divodem, pro¢ neni amyloid $té€pen
bunéénymi proteazami.

B-amyloid vznik4 $t€penim takzvaného prekurzorového proteinu B-amyloidu (APP,
amyloid precursor protein) o délce 695 aminokyselin a jeho umirnéna produkce je
fyziologicky proces. St&peni APP miiZe byt zahajeno o- nebo B-sekretazou. Zatimco $tépeni
B-sekretazou zahajuje proces, pfi kterém vznika po dalim $t€peni y-sekretdzou neurotoxicky
B-amyloid, $t€peni a-sekretazou, ke kterému dochazi uprostfed amyloidové sekvence, jeho
vznik vylu€uje. Misto §t€peni P-sekretdzou se nachéazi t€sné¢ pfi N- konci B-amyloidové
domény, smérem k extracelularnimu konci. Pfi tomto §t€peni se uvolni velka extracelularni
doména APP, oznafovand jako APPsfB a zaroven C terminalni konec oznac¢ovany dle poctu
AMK jako C99, ktery zlistava ulozeny v bunééné membrang€. C99 je dale §t€pen y-sekretazou,
ktera pisobi hluboko uvnitf membrany a C99 mize $t€pit nejméné na ttech moZnych mistech.
Ta jsou oznaovana pismeny €, £ a y a ur€uji piesnou délku vysledného B-amyloidu, ktera se
muze pohybovat mezi 39 — 42 aminokyselinami. Nej¢ast&ji y-sekretaza $t€pi v misté y, ¢imz
vznika pievazujici typ B-amyloidu, AB40. AB40, jehoZ produkce obvykle pievazuje, je méné
toxicky neZ o dvé aminokyseliny delsi AB42. Proto je pro vznik AD dtlezité nejen absolutni

mnoZzstvi vyprodukovaného B-amyloidu, ale také relativni mnoZstvi vzniklého AP42, ktery
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Vsechny bodové mutace v APP, které maji za nasledek familidrni formu AD, jsou
lokalizovany pobliz §tépnych mist €, £ ay a bud’ zvySuji celkové mnozstvi vznikajiciho €, { a
v-amyloidu nebo zvy3uji relativni mnoZzstvi Ae, £ a y 42.

Jiz vpocatcich studia AD bylo prokazano, Ze za neurotoxicitu je minimalné
spoluzodpovédna agregace B-amyloidu. MozZnost charakterizace B-amyloidovych agregati in
vitro v§ak byla pomérn€¢ omezena a protoZe dobie detekovatelné byly pfedeviim amyloidové
fibrily, mélo se za to, ze pravé tyto fibrily jsou hlavnim nositelem neurotoxicity. Ve
skute¢nosti u pacienti s AD byla jen mala korelace mezi zadvaznosti demence a densitou
fibrilarnich amyloidnich plaki. AZ s nastupem novéjSich metod se zaCaly mnoZit dikazy, ze
neurotoxické jsou predev§im rozpustné nefibrilarni oligomerické formy fB-amyloidu. Nové;jsi
studie prokazaly vyznamnou korelaci mezi hladinou rozpustnych oligomerickych forem -
amyloidu a rozsahem poskozeni synapsi a také kognitivnim deficitem /Lue et al. 1999,
McLean et al. 1999, Wang et al. 1999/.

Pokud koncentrace B-amyloidovych monomert stoupne nad ur€itou kritickou mez,
za¢nou monomerni jednotky samovolné tvofit dimery, trimery a vétsi oligomery. Z oligomertu
se postupné mohou tvofit nerozpustné fibrily. Bylo zjiténo, ze jak kontrolni zdravé mozky
tak mozky lidi s AD obsahuji rizné koncentrace vSech forem rozpustného P-amyloidu, od
monomert aZ k oligomerim. Rozpustné oligomery B-amyloidu byly rovnéZz detekovéany
v extraktu z amyloidovych plaki a v mozcich my$i mutantnich v genu pro APP, které
produkovaly vysoké mnozstvi B-amyloidu /Roher et al. 1996, McLean et al. 1999/ U
nékterych téchto mysich kmeni se objevily zmény v chovéni analogické AD u ¢lovéka jesté
pted tim, neZ byly v mozku detekovatelné prvni amyloidové plaky /Moechars et al. 1999/. To
podporuje hypotézu, Ze neurotoxicky pisobi jiZ samotné rozpustné oligomery /Selkoe 2002/.
V dal$ich studiich mikroinjekce malého mnoZstvi solubilnich oligomeri do mozku krys
prechodné zhorsila jejich vysledky v kognitivnich testech, které se viak po 24 hodinach
vratily k normalu /Cleary et al. 2005/.

Pri¢iny vzniku AD nejsou dosud zndmy, o vysvétleni se viak pokouseji dv€ hlavni
hypotézy. Takzvand amyloidova teorie vychdzi z ptedpokladu, Ze toxické pusobeni [-
amyloidu poskozuje nervové buriky a jejich synapse a spousti celou kaskadu patologickych
dé&jt, jejichz vyusténim je ztrata paméti a klinické ptiznaky demence. Druhd hypotéza se
zamétuje na dal$i zékladni morfologickou zvlastnost v mozcich pacientti s AD, neurofibrilarni

klubka. Ta jsou tvofena hyperfosforylovanym proteinem tau, ktery se vaZze na cytoskelet a
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mimo jiné ovliviiuje bunéény transport. Podle této hypotézy je pravé poskozeni bunétného
transportu a z toho vyplyvajici nedostateéna vyziva nervovych vyb&zkid piivodni pficinou
vzniku Alzheimerovy choroby. Pro obé zakladni teorie vysvétlujici vznik AD lze najit
dostatek podpurnych dat a vysledkii. Pro amyloidovou hypotézu vsak svéd¢i také skuteCnost,
Ze vSechny doposud znamé mutace zpusobujici familiarni formu AD byly identifikovany
v genech pro APP, ze kterého B-amyloid vznik4, nebo pro dva proteiny ovliviiujici $t€peni
APP a sekreci B-amyloidu (presenilin-1 a 2, PS1 a PS2). Sporadicka forma AD je ¢ast&jsi u
nékterych polymorfismut apolipoproteinu E, ktery se podili na fizeni hladiny krevnich lipidd.
Nositelé alely €4 pro apolipoprotein E maji vyssi riziko vzniku AD neZ zbytek populace.

Gen pro APP je uloZen na q raménku 21. chromozomu. V soucasné dob€ je znamo
vice nez 30 mutaci genu pro APP zodpovédnych za vznik familiarni formy AD a dosud bylo
nalezeno 78 rodin, ve kterych se tyto mutace pienaseji /4/zheimer Disease & Frontotemporal
Dementia Mutation Database; Bertram a Tanzi 2008/. Mutace v genu pro APP bud’ zvysuji
AP42/ AB40). Mutace v genu pro APP zpusobujici AD se obvykle nachazeji blizko $t€pného
mista pro sekretazy B- a y-. Hypotéza o vztahu mezi B-amyloidem, B-amyloidovymi plaky a
vznikem AD byl je§té¢ podpofen objevem vzacného ptipadu Downova syndromu, u kterého
zlom chromozomu 21 v distalni ¢asti q raménka zplsobil, Ze pacient byl pro gen APP
diploidni (namisto triploidie typické pro pacienty s Downovym syndromem). Tento pacient
nejevil Zadné zndmky demence a v jeho mozku nebyla po smrti ve v€ku 78 let nalezena zadna
amyloidova depozita /Prasher et al. 1998/. Nedavno bylo také objeveno, ze duplikace APP
lokusu na chromozomu 21 méla za nasledek ¢asny vznik AD a/nebo cerebralni amyloidovou
angiopatii u péti riznych nezavislych rodin /Rovelet-Lecrux et al. 2006/. Presenilin-1 a
presenilin-2 jsou proteiny nachézejici se v katalytickém centru y-sekretdzového komplexu a
tak se podileji na §t€peni APP. Gen pro PS1 je uloZen na q raménku 14. chromozomu, gen pro
PS2 na q raménku 1. chromozomu. Je znamo 166 mutaci spojenych se vznikem AD pro PS1
(362 postizenych rodin) a 10 mutaci pro PS2 (18 rodin). Mutace v obou téchto genech zvysuji
pomér AP42/ AP40 a pravdépodobné také ovliviiuji enzymatickou funkci y-sekretizy
/Bertram a Tanzi 2008/.

Kromé¢ zmin€énych &tyf genli, jejichz spojitost s AD je znama jiz dlouho, byla
v posledni dob€ objevena i spojitost mezi AD a geny pro dva rizné receptory: sortilin-related
receptor a GAB2 /Williamson et al. 2009/. Vysledky studii, které se pokusily odhalit skute¢ny

podil jednotlivych mutacich na vyskytu familidrni formy AD v populaci, nejsou jednotné.
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Zatimco podle nékterych studii je mozné témeét vSechny piipady vysvétlit mutacemi v jiz
znamych téech genech (pro APP, PS1 a PS2), podle jinych je frekvence téchto mutaci nizka a
je potteba vzit v tvahu i u¢ast dalSich dosud nezndmych gent /Lleé et al. 2002/.

Cholinergni teorie AD pfedpoklada vyssi citlivost cholinergnich neuronti k toxickému
pusobeni B-amyloidu, kterda ma za nasledek sniZeni cholinergni transmise na nikotinovych a
muskarinovych receptorech. Jednim z nejvyraznéjsich histologickych znakd AD je tézka
degenerace cholinergnich neurond spojujicich bazalni telencefalum s hipokampdlnimi a
korovymi oblastmi. U nékterych pacientt byla nalezena az 90% redukce téchto neurond, jiné
neurotransmitery (serotonin, noradrenalin, dopamin) vSak nevykazovaly Zddny vyznamny
pokles /Yan a Feng 2004/. Také sniZeni hladiny cholinacetyltransferazy, limitujiciho enzymu
v syntéze acetylcholinu, pozitivné koreluje s poklesem kognitivnich funkci u AD pacienti.
Existuji udaje naznadujici, Ze za kognitivni deficit pti AD jsou zodpovédné poruchy
v cholinergnim systému. V mozku pacienti s AD bylo napfiklad pozorovano snizeni
koncentrace acetylcholinovych receptori nebo presynaptickych cholinergnich markert
v mozkové ktte /Perry et al. 1977a,b/. Také né€které léky s anticholinergnim plisobenim
(pouzivané naptiklad k 1é€b&€ Parkinsonovy choroby) vyvoldvaji u pacientd amnézii
pfipominajici pfiznaky u AD /Bymaster et al. 1993/ RovnéZ bylo zji§t€no, Ze pacienti
uzivajici dlouhodobé 1éky s anticholinergnim puisobenim maji vyznamné vyssi riziko vzniku
AD /Perry, 2003/. Amnézie vyvoland anticholinergiky je patrn¢ zplisobena blokadou
muskarinovych acetylcholinovych receptord, protoZze nékteré studie zéroven ukazaly, ze
muskarinovi agonisté maji pfiznivy G€inek na pamét’ /Terry et al. 2002/. Podle jinych studii i
nikotin (koufeni) zlepSuje pozornost, soustfedéni a pameét. Stimulace nikotinovych
acetylcholinovych receptori miZe zlepSovat tvorbu pamétovych stop a ma i protektivni
ucinek vici rozvoji AD /Kihara et al. 2001, Shimohama et al. 1996/. Vazebné studie ukazaly,
Ze u pacienti s AD byl signifikantné sniZen pocet nikotinovych receptori v mozkové kife,

hipokampu, putamen a nukleus basalis Meynerti /Kihara a Shimohama 2004/.
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E: Prakticka ¢ast
2. Materialy a pFistroje
2.1 Chemikalie a materialy

Guanosin 5’-O-(3-[**S] thio)trifosfat (GTPy®*®!S) 1250 Ci/mmol (Perkin Elmer, USA)
*H-N-methylscopolamin (*H-NMS) 71,6 Ci/mmol (Perkin Elmer ,USA)
Karbachol (Sigma - Aldrich, Ceska republika)

Oxotremorin (Sigma - Aldrich, Ceska republika)

Pilokarpin (Sigma - Aldrich, Ceska republika)

Furmethid (Sigma - Aldrich, Ceska republika)

DTT (dithiothreitol) (Sigma - Aldrich, Ceska republika)

GDP (Sigma - Aldrich, Ceska republika)

GTPyS (Sigma - Aldrich, Ceska republika)

NMS (Sigma, Ceska republika)

Polyklonélni anti Ga i-3 (C-10), anti Ga s/olf (C-19), anti Ga g/11 (C-18) (Santa Cruz
Biotechnology, USA)

DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s medium) (Sigma - Aldrich, Ceska republika)
Phosphate buffered saline (PBS) (Sigma - Aldrich, Ceska republika)

Hovézi fetalni sérum (Sigma - Aldrich, Ceska republika)

Geneticin (Sigma - Aldrich, Ceska republika)

Butyrat sodny (Sigma - Aldrich, Ceska republika)

NaCl p.a. (Penta, Ceska republika)

Na-HEPES (Sigma - Aldrich, Ceska republika)

EDTA p.a. (ethylendiamintetraoctova kyselina) (Serva, Némecko)

MgCl, p.a. (Lachema, Ceska republika)

NaOH p.a. (Penta, Ceska republika)

Folinovo ¢&inidlo p.a. (Folin - Ciocolteau; Dr Kulich Pharm. s.r.o0., Ceska republika)
Atropin (Sigma - Aldrich, Ceska republika)

B-amyloid 1-42 (United Peptides, USA nebo Sigma - Aldrich, Ceska republika)
Filtry ze sklenénych vladken - GF/B a GF/A (Whatman, UK)

Scintilaéni roztok - Rotiszint eco plus (Roth, Némecko)

Scintila¢ni platky - Meltilex A (Wallac, Finsko)

Betaplate Scint (Perkin Elmer, USA)
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2.2 Pristroje

Homogenizator: ULTRA-Turrax T25 (Janke a Kunkel GmbH a Co., Némecko)
Centrifugy: Biofuge freco (Heraeus, Némecko)

Sigma 3K 18 (Sigma Laborzenrifugen, Némecko)

Universal 16R (Hettich, Némecko)
Trepacky desti¢ek: PST-60H] PLUS Thermo Shaker (Boeco, Némecko)

Grant-bio (P-lab a.s., Ceska republika)
Filtra¢ni zafizeni: Tomtec Cell Harvestor Mach III (USA)

Filtra¢ni zafizeni: Brandel Cell Harvestor (USA)
scintilaéni pocita¢ Wallac Microbeta 1450 (Finsko)

Ctecka destitek Wallac Victor™ (Finsko)
2.3 Biologicky material

Fibroblasty z ovérii zlatého kfecka (CHO - Chinese hamster ovary) stabiln¢ exprimujici
jednotlivé podtypy lidskych muskarinovych receptori (oznaCované M1-5) byly laskavé
poskytnuty profesorem T. I. Bonnerem (National Institute of Mental Health, Bethesda, MD).

CHO buiiky stabiln€¢ exprimujici M1-MS5 podtypy mAChR, u nichz byla transfekci pfislusné

siRNA potladena exprese a podjednotky Gi proteinu. Tyto transfekované buiiky ptipravil
kolega J. Jakubik.

31



3. Metody

3.1 Péstovani bunék a priprava membran

CHO buriky stabiln¢ exprimujici lidské muskarinové receptory M1-5 byly péstovany
pfi teploté 37 °C v atmosféfe obsahujici 5 % CO, v médiu pro tkanové kultury (Dulbecco’s
modified Eagle’s medium; DMEM) doplnéném o 0,005 % geneticin a 10 % fetdlni teleci
sérum /Jakubik et al. 1995/ v Petriho miskach (75-78 cm?). Pied sklizenim byly buiiky
vystaveny 24 hodin plsobeni butyratu sodnému o koncentraci 5 mM pro zvySeni exprese
muskarinovych receptori /Dion et al. 1997/,
Buiiky byly sklizeny po dosaZeni konfluence po péti dnech ristu v kultufe. Nejprve byly
oplachnuty dvakrat 5 ml fosfatového izotonického roztoku (PBS; Phosphate Buffered Saline;
150 mM NaCl s 10 mM fosfatovym pufrem, pH=7.4) a nasledné, po pifidani 3 ml PBS, jemné
sklizeny pomoci S$krabky. Poté ndsledovala centrifugace 3 min pfi 300 g a po odsati
supernatantu byly uskladnény v -20 °C.

Zamrazené CHO bunky sklizené z dvaceti Petriho misek byly resuspendovany ve
20 ml homogeniza¢niho média (100 mM NaCl, 10 mM MgCl,, 20 mM Hepes, 10 mM
etylendiaminotetraoctova kyselina (EDTA), pH=7.4) a na ledu homogenizovany
v homogenizatoru Ultra-Turrax pfi 22000 otd¢kach/min dvakrat po dobu 30 vtefin
s pfestavkou 30 vtefin. Hrubé fragmenty byly odstranény nizkootackovou centrifugaci pii 300
g po dobu 3 minut a pfi 4 °C. Supernatant byl rozdélen do mikrozkumavek po 1,4 ml a
centrifugovan 30 min pfi 30000 g a 4 °C. Supernatant byl odsit a sediment (hruba
membranova frakce) byl promyt 1 ml reakéniho media (100 mM NaCl, 10 mM MgCl,, 20
mM Hepes, pH=7.4). Nasledovala opé&tovna centrifugace 30 min pii 30000 g a 4 °C. Po odsati
supernatantu byly membrany zamraZeny pfti -70 °C.

Pro stanoveni uéinku chronického plsobeni B-amyloidu byl do média k rostoucim

burikdm ptidan druhy den B-amyloid 1-42 v koncentraci 100 nM.

3.2 Mereni proteinu

MnozZstvi proteinti bylo stanovovdno spektrofotometricky pfi 690 nm Lowryho
metodou /Lowry et al. 1951/ v Petersonové modifikaci /Peterson 1977/. Stanoveni byla
provedena vzdy v triplikatech v mikrotitra¢nich 96-jamkovych desti€¢kach. Vzorky (alikvoty
sedimentovanych membran) byly rozpustény v 1 M NaOH. Kalibra¢ni kiivka byla tvofena

roztoky lidského sérového albuminu o vyslednych koncentracich 0-1,25-2,5-5-10-20
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pg/jamku s ptidanim roztoku 1 M NaOH v mnozstvi odpovidajicim aliqvotu stanovovanych

vzorkd, pro zachovani stejného pH jako u stanovovanych vzorka.

3.3 Saturacni a vytésnovaci pokusy

Saturaéni vazebny pokus umoZiiuje pfimo sledovat vazbu radioaktivné
zna¢eného ligandu k receptoru. Tato metoda umoziiuje kvantifikovat maximalni pocet
vazebnych mist (maximalni vazba, Bnax) a afinitu ligandu k receptoru (rovnovéazna disociaéni
konstanta, K4). Hlavni nevyhodou satura¢nich pokusti je nutnost mit studovany ligand
oznaleny radioaktivnim isotopem. V mé préci jsem saturanimi pokusy méfila pfimo pouze
vazbu [*H]-N-methylskopolaminu ([’H]-NMS), ktery jsem méla k dispozici oznageny
s vysokou specifickou aktivitou tritiem.

Vytéstiovaci studie obchazeji potfebu radioaktivné znafeného ligandu tak, ze méii
afinitu neznac¢eného ligandu pomoci jeho interference se znacenym ligandem. NeznaCeny
ligand vytésiiuje z vazebného mista radioaktivné znaceny ligand a pokles radioaktivniho
signdlu je pouzit k urfeni afinity neznaeného ligandu. Z vazebné kiivky vytéstiovaciho
pokusu muZeme odecist koncentraci neznaCeného agonisty, pfi které je z vazebnych mist
vytésnéno 50 % znaceného kompetujiciho antagonisty (ICsy).

Ukolem vazebnych studii je kvantifikovat vztah mezi koncentraci ligandu ptitomného
v inkuba¢nim médiu a mnoZstvim navazaného ligandu (mnozstvim obsazenych receptorti).
Proto je potieba odlisit ¢ast ligandu navazaného k vazebnému mistu receptoru (specificka
vazba) a ¢ast ligandu navdzanou nespecificky naptfiklad k filtru nebo membranovym
proteiniim. Specifickd vazba je obvykle definovana jako mnoZstvi ligandu, které mize byt
vytésnéno vysokou koncentraci neznaeného a k receptoru specifického antagonisty. Pro
ureni nespecifické vazby je mozné pouZit stejného antagonistu (homologni vyt€siiovani),
jehoz vazbu v pokuse sledujeme, avSak v neznalené podob€, anebo (1épe) strukturné
odli$ného specifického antagonistu.

Vsechny vazebné pokusy byly provadény v 96-jamkovych destickach v triplikatech az
kvadruplikatech. Po stanovené dobé& inkubace byly destiCky filtrovany na filtra¢nich
zatizenich Tomtec Cell Harvestor Mach III (USA) nebo Brandel Cell Harvestor (USA) a
membrany s navazanym radioaktivné znafenym ligandem byly zachyceny na filtrech
Whatmann GF/F nebo pfipadné filtra¢nich destickach opatfenych filtry Whatmann GF/C .
Filtry ¢i filtrani desti¢ky byly pfedem namoceny v polyethyleniminu (sniZuje nespecifickou
vazbu kladn& nabitého [*H}-NMS).
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UsuSené filtry byly zality do scintila¢niho vosku a radioaktivita zachycena na filtrech
v mistech jednotlivych jamek zméfena scintilatnim pocitatem Microbeta 1450 scintilation
counter Wallac. Filtra¢ni desticky byly naplnény scintilanim roztokem Betaplate Scint
(Perkin Elmer, USA) a radioaktivita v jednotlivych jamkach rovnéz zmétena scintilaénim
poc¢itatem Microbeta. Koncentrace zna¢eného ligandu byla stanovovana ze zndmé specifické
radioaktivity *H-NMS a z radioaktivity v médiu, stanovené v alikvotech ptidavaného média

kapalnym scintilaénim méfenim.

3.3.1 Vazba agonisti k M2 mAChR po vyrazeni jednotlivych typu G-proteinu
pomoci protildatek

Membrany CHO bunék selektivné exprimujicich M2 podtyp mAChR byly
resuspendovany v inkubaénim médiu (20 mM HEPES, 100 mM NaCl, 10 mM MgCl,) tak,
aby byla zachovana pfiblizna koncentrace 10 pg proteinu na jamku. Celkovy inkuba¢ni objem
byl 200 pl. Membrany byly rozdéleny do ¢&tyf skupin. Ke tfem skupindm membran byly
piidany jednotlivé polyklonalni protilatky anti Gaij, anti Gager a anti Gagi nafedéné
v inkuba¢nim médiu 4x (zasobni roztoku protilatek 200 pg/ml byl pfed pouzitim zfedén 12,5x
kone¢na koncentrace vjamce 4 pg/ml), ke ¢tvrté kontrolni skupiné pouze médium. Do
inkuba&niho média byl dale pfidan agonista v pfisluiné koncentraci a ["H]-NMS v kone&né
koncentraci 1 nmol/l. Vazba agonisty byla ur&ena pomoci kompetice se znatenym [*H]-NMS.
Pokusy byly provedeny se ¢tyfmi riznymi agonisty karbacholem (v koncentraci 10-3-1-0,3-
0,1-0,03-0,01-0,003-0,001-0,0003 mM), oxotremorinem (v koncentraci 1000-300-100-30-10-
3-1-0,3-0,1-0,03), pilokarpinem (ve stejnych koncentracich jako oxotremorin) a furmethidem
(ve stejnych koncentracich jako oxotremorin). Inkubace probihala po dobu 60 minut pii
teploté 30 °C. Nespecificka vazba byla stanovena pfiddnim neznateného NMS v kone¢né

koncentraci 100 pmol/l.

3.3.2 Vazba agonistu k M2 mAchR po vyrazeni jednotlivych podtypu G-proteinii

pomoci protilatek a soucasném potlaceni exprese a-podjednotek G; G-proteinu
Membréany k vazbé jsem ptipravila z CHO bun¢k selektivné exprimujicich M2 podtyp

mAChR, u kterych byla pomoci transfekce siRNA proti a-podjednotce G; G-proteini

vyfazena exprese a podjednotky Gi proteinu a které mi laskave pfipravil kolega Jan Jakubik.

Vazba vSech ¢tyf agonistti karbacholu, oxotremorinu, pilokarpinu a furmethidu byla opét
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uréena pomoci kompetice s radioaktivné znagenym [*H]-NMS a viechny podminky pokusu

byly shodné s témi, jez jsou uvedeny vyse.

3.3.3 Exprese jednotlivpch podtypii mAChR a jejich afinita k [PHJ-NMS pFi
akutnim a po chronickém pusobeni [-amyloidu

Vazba [PH]-NMS na membrany CHO bun&k selektivn exprimujicich jednotlivé
podtypy mAChR byla méfena pfimo v saturaénich vazebnych pokusech. Membrany byly
resuspendovany v inkuba¢nim médiu tak, aby byla zachovana pfiblizna koncentrace 10 pg
proteinu na jamku. Pro ur¢eni u¢inku chronického pisobeni $-amyloidu byly k vazbé pouzity
membrany bunék, jez rostly 4 dny v pfitomnosti 100 nM B-amyloidu 1-42. V inkuba¢nim
médiu pro vazbu [’H]-NMS jiz p-amyloid nebyl pfitomen. Pro uréeni u&inku akutniho
pisobeni -amyloidu byl do inkubaéniho média pfidan -amyloid 1-42 v kone¢né koncentraci
1 umol/l. Celkovy inkuba¢ni objem byl 400 pl.

Do inkuba¢niho média byl pfidan radioaktivné znateny [PH]-NMS v koncentracich
2000-1000-500-250-125-62,5 pM. Pro urceni nespecifické vazby byl navic pro kazdou
koncentraci radioligandu pfidan do reakéni smeési atropin v kone¢né koncentraci 10 pM.

Inkubace probihala po dobu 60 minut pfi teploté 30 °C.

3.3.4 Vazba karbacholu na jednotlivé podtypy mAChR pri akutnim a po

chronickém puisobeni [f-amyloidu

Vazba agonisty karbacholu na membrany CHO bun€k selektivné exprimujicich
jednotlivé podtypy mAChR byla méfena ve vytésiiovacich vazebnych studiich
prostfednictvim kompetice se znadenym [’H]-NMS. Membrany byly resuspendovany
v inkuba¢nim médiu tak, aby byla zachovana ptiblizna koncentrace 10 pg proteinu na jamku.
Pro ur¢eni u€inku chronického piisobeni B-amyloidu byly k vazbé pouzity membrany bunék,
jez rostly 4 dny v ptitomnosti 100 nM B-amyloidu 1-42. V samotném inkuba¢nim médiu jiZ
B-amyloid nebyl pfitomen. Pro urfeni u¢inku akutniho plsobeni B-amyloidu byl do
inkuba¢niho média pFidan P-amyloid 1-42 v kone¢né koncentraci 1 pmol/l. Celkovy
inkubaéni objem byl 400 pl.

Agonista karbachol byl v inkuba¢nim médiu p¥itomen v koncentracich 1000-300-100-
30-10-3-1-0,3-0,1 uM. Radioligand [’H]-NMS, se kterym agonista kompetoval, byl pfitomen

ve fixni koneéné koncentraci 1 nmol/l. Pro ur¢eni nespecifické vazby byl do inkuba¢niho
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média pfidan atropin v kone¢né koncentraci 10 pmol/l. Inkubace probihala po dobu 60 minut

pti teploté 30 °C.

3.4 Vyhodnoceni vysledkii

Prokladani kfivek a statistickd zpracovani dat byla provedena za pouziti programi

Microsoft Office Excel a GraphPad Prism4 (GraphPad software, Inc., USA).

3.4.1 Saturacni vazebné pokusy

V satura¢nich pokusech byla méfena vazba radioligandu [’H]-NMS. Do grafu se
vynasi zavislost navazaného [PH]-NMS (udévana jako po&et ccpm, pfipadné dpm naméfenych
scintilanim pocitatem) na jeho koncentraci. Ziskané body se prokladaji rovnici (1), vysledna
funkce ma tvar hyperboly. Z kfivky ode¢itame By (informuje nas o po€tu vazebnych mist,
tedy expresi receptori) a Ky (afinita receptorti pro [’H]-NMS). Jednotlivé hodnoty jsou
vyjadfeny jako primér + S.E.M. ( Standard Error of the Mean; stfedni chyba priméru).

y =Bmax * x/(x +Ky) (D

y — vazba radioligandu p#i jeho koncentraci X, Bnax — maximélni vazebna kapacita, K4 —

rovnovazna disocia¢ni konstanta

3.4.2 Vytésnovaci vazebné pokusy

Ve vytésiovacich pokusech byla méfena vazba agonistii karbacholu, oxotremorinu,
pilokarpinu a furmethidu jako pokles vazby kompetujiciho radioligandu [PH]-NMS. Do grafu
se vynasi zavislost vazby [°’H]-NMS na koncentraci neznateného agonisty. Body se prokladaji
rovnici (2) pro dvojmistnou kompeti¢ni kiivku (pokud se ligand vaze k uniformni populaci
vazebnych mist se stejnou afinitou, proklddame jednomistnou kfivkou, pokud se vaze ke
dvéma riznym populacim vazebnych mist s rozdilnou afinitou, proklddame dvojmistnou
kfivkou). Z dvojmistné kiivky odecitame ICsohigh a ICsolow pro vysoko a nizkoafinitni
vazebné misto a zirovell pomér zastoupeni vysoko a nizkoafinitnich mist v populaci

receptoru. Jednotlivé hodnoty jsou vyjadieny jako primeér + S.E.M.

y = (100-fiow)*(1- x /(ICs0nigh + x ) ) + fiow™(1- X /(ICs010w + X ) ) 2
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y — vazba [H]-NMS pii koncentraci agonisty x vyjadfena jako procento vazby v
nepfitomnosti agonisty, ICsohigh — koncentrace agonisty vytésiiujici 50% radioligandu na
vysokoafinitnim vazebném misté, ICsjlow - koncentrace agonisty vytésiujici 50%

radioligandu na nizkoafinitnim vazebném misté, fi,y - frakce nizkoafinitnich vazebnych mist
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4. Vysledky
4.1 Vazba agonistu k M, mAChR po vyrazeni jednotlivych typii G-proteini
pomoci protilatek

Prostfednictvim vazby ¢&tyf riznych agonisti na membrany CHO bunék
selektivné exprimujicich M2 podtyp mAChR jsem zjiStovala, jaky vliv maji na vazebnou
afinitu M2 receptoru jednotlivé tfidy G-proteind. M2 podtyp mAChR se preferencné sprahuje
s G;j tfidou G-proteind, nepreferenéné pak s tfidami Gq a G;. Jednotlivé tfidy G-proteint jsem
vzdy vyfadila z ¢innosti prostfednictvim protilatky proti a-podjednotce daného G-proteinu.
Protilatka se vaZe na tu ¢ast G-proteinu, ktera se za normalnich okolnosti spfahuje s mAChR,
a tim znemoziuje jeho interakci s receptorem.

Vazbu agonistti karbacholu, oxotremorinu, pilokarpinu a furmethidu jsem méfila vzdy
za kontrolnich podminek (bez pfidani protilatky) a dale po vyfazeni Gj, Gg, a Gs tfidy G-
proteini. Vysledky méfeni u vSech ¢tyf agonistli jsem prokladdala dvoumistnou vyté€stiovaci
kiivkou. Prestoze ve skupiné s vyfazenymi Gj proteiny byl jasné patrny pokles velikosti
frakce vysokoafinitnich vazebnych mist (zpisobeny odpfazenim preferenéniho Gj), tato
frakce neklesla u Zadného zagonisti az knule a vysledky nebylo moZné prolozZit
jednomistnou vytéstiovaci kiivkou. Z grafii pro jednotlivé agonisty je zfejma zména tvaru
vazebné kfivky na membrany, ke kterym byla ptiddna protilatka proti G; proteinim.
Jednotlivé afinity pro nizko a vysokoafinitni misto se v8ak signifikantn€ neméni. Vyfazeni
nepreferenénich tfid G-proteini G; a G; nemélo Zaddny vliv na velikost frakce
vysokoafinitnich mist a také nezpisobilo Zadny posun v poloze vazebné kiivky (Obrazky 1-4,
Tabulka 1).

Primérma hodnota logaritmu IC50 vysokoafinitniho vazebného mista (1ogIC50hig) pfi
vazbé karbacholu na kontrolni membrany byla —6,17, nizkoafinitniho mista (logIC50ow) —
4,37. Frakce vysokoafinitnich mist tvofila u kontrolnich membran 44 % vSech vazebnych
mist, po pfidani protilatky proti G; se zastoupeni vysokoafinitnich mist sniZilo na 14 %.
Priimérna hodnota 1ogIC50ygn u oxotremorinu byla pfi vazb& na kontrolni membrany -7,12,
logIC5010w -5,56. Frakce vysokoafinitnich mist pro oxotremorin tvofila u kontrolnich
membran 40 %, po pfidani protilatky proti G; se sniZila na 5 %. logIC50pign pro pilokarpin
byla pii vazbé na kontrolni membrany —6,49, logIlC50;. -4,97. Vysokoafinitni frakce tvofila
46 % a po pfidani anti G; protilatky klesla na 8 %. Nakonec pro furmethid byla primérna
logIC50high u kontrolnich membran —6,38, logIC50iw -4,09. Po pfidani anti G; protilatky
klesla frakce vysokoafinitnich mist z52 % na 20 %. Hodnoty logIC50hign, 108IC5010m,
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zastoupeni vysokoafinitnich frakci a statistickd hodnoceni

shrnuty v Tabulce 1.

pro jednotlivé

agonisty jsou

: oo kontrola anti Gi anti Gq anti Gs
logIC50high -6,17£ 0,13 -6,21+ 0,20 -6,30+ 0,12 -6,24+ 0,08
logICS0low -4,37+ 0,10 -4,45+ 0,03 -4,42+ 0,08 -4,36+ 0,07
karbachol | vysokoafinitni
0,44+ 0,05 0,14 **+ 0,03 0,39+ 0,04 0,46+ 0,03
frakce
zména . 3x - -
logICSOhigh -7,12+ 0,14 -8,38+ 0,71 -7,52+ 0,14 | -7,22+ 0,18
logIC50low -5,56% 0,09 -5,67+ 0,04 -5,66+ 0,07 -5,61+ 0,09
oxotremorin | vysokoafinitni
. : 0,40+ 0,06 0,05 **+ 0,02 0,32+ 0,04 0,34+ 0,06
frakce
zména I - %
logIC50high -6,49+ 0,14 -7,48*+ 0,30 -6,38+ 0,12 -6,60+ 0,14
logICS50low -4,97+ 0,12 -5,05+ 0,03 -4,99+ 0,11 -5,01£ 0,11
pilokarpin | vysokeafinitni '
0,46+ 0,07 0,08 **+ 0,02 0,47+ 0,07 0,44+ 0,06
frakce
zména 5,5x z i
logIC50high -6,38+ 0,07 -6,36+ 0,23 -6,47+ 0,07 -6,58+ 0,07
S logIC50low -4,09+ 0,08 -4,18% 0,06 -4,12+ 0,07 -4,22+ 0,06
furmethid | vysokoafinitni
s, 0,52+ 0,03 0,20 **+ 0,03 0,51+ 0,02 0,47+ 0,02
frakce
zména 3% < e
Tabulka 1

Hodnoty IC50 a velikost frakci vysokoafinitnich vazebnych mist ziskané z vyt¥sitovacich vazebnych pokusi

s jednotlivymi agonisty a 1 nM [’HJNMS v kontrolnim uspotadéni a po vyfazeni Gi, Gq a Gs t¥id G-proteinii

zndzornénych na Obrazcich 1-4. V tabulce je uvedena také velikost zmény v zastoupeni vysokoafinitnich mist po

ptidani anti Gi protilatky ve srovnani s kontrolnimi pokusy. Uvedené hodnoty jsou primé&rem ze t¥ nezavislych

pokusl provedenych v kvadruplikdtech + SEM. *, p<0.05; **, p<0.01, statisticky vyznamny rozdil od kontrol

(bez ptidanych protilatek) pomoci ANOVA a Dunnettova testu.
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Obriazek 1

Vazba karbacholu k M2 receptoru
Kompetice mezi 1 nM [’HJNMS a karbacholem za kontrolnich podminek a po ptidani protilatek proti o-
podjednotkdm Gi, Gq a Gs tfidy G-proteind. Symboly jsou popsany v grafu. Pouze ptidani protilatky antiGi IgG

zplsobilo zmé&nu tvaru vazebné kfivky, kterd odraZi snizeni podilu vysokoafinitnich vazebnych mist.

Oxotremorin
1008 e cirl
1 O anti Gi
8 A anti Gq
¢ anti Gs

Vazba [3H]NMS (% kontrol)

10 -9 8 I 6 S5 -4 3
log ¢ [molll]

Obrazek 2

Vazba oxotremorinu k M2 receptoru

Kompetice mezi 1 nM [PH]NMS a oxotremorinem za kontrolnich podminek a po ptidani protilatek proti o-
podjednotkdam Gi, Gq a Gs t¥idy G-protein. Symboly jsou popsany v grafu. Pouze p¥idani protilatky antiGi IgG

zplisobilo zmé&nu tvaru vazebné kfivky, kterd odrazi snizeni podilu vysokoafinitnich vazebnych mist.
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Obrazek 3

Vazba pilokarpinu k M2 receptoru

Kompetice mezi 1 nM [PH]NMS a pilokarpinem za kontrolnich podminek a po ptidani protilatek proti o-
podjednotkdam Gi, Gq a Gs tfidy G-proteind. Symboly jsou popsany v grafu. Pouze ptidani protilatky antiGi IgG

zplsobilo zmé&nu tvaru vazebné kiivky, kterd odrazi snizeni podilu vysokoafinitnich vazebnych mist.

Furmethid

® ctrl

O anti Gi
A anti Gq
¢ anti Gs

Vazba [3H]NMS (% kontrol)

log ¢ [mol/l]

Obriazek 4

Vazba furmethidu k M2 receptoru .

Kompetice mezi 1 nM [’HJNMS a furmethidem za kontrolnich podminek a po ptidéani protilitek proti a-
podjednotkam Gi, Gq a Gs tfidy G-proteini. Symboly jsou popséany v grafu. Pouze pfidani protilatky antiGi IgG

zplsobilo zmé&nu tvaru vazebné kiivky, kterd odrazi snizeni podilu vysokoafinitnich vazebnych mist.
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4.2 Vazba agonistu k M2 mAChR po vyrazeni jednotlivych typii G-proteinii
pomoci protilatek po inhibici exprese a-podjednotek Gi G-proteinu pomoci RNA
interference

Z vysledkti prvni série pokust vyplynulo, Ze vazbu agonisti na M2 receptory
v membranach pfipravenych z nativnich bunék ovliviiuji pouze preferenéni Gj proteiny, které
jsou v membrané v podstatné vy$si koncentraci, neZ ostatni G-proteiny. Provedla jsem proto
dali pokusy s vazbou agonistli k M2 receptoru na membranach bunék, u kterych byla pomoci
transfekce siRNA proti a-podjednotce Gi G-proteinti inhibovéna jejich exprese. Ugelem bylo
zjistit, zda zbyvajici dvé€ tfidy G-proteini Gq a Gs v nepfitomnosti G; G-proteinti budou
ovliviiovat vazebné vlastnosti receptoru. Transfekované buiiky mi laskavé poskytl kolega Jan
Jakubik.

Stejné jako v pfedeslé sérii pokusi byly membrany rozdéleny na kontrolni a déle do tii
skupin, ke kterym byly ptidany protilatky proti jednotlivym tfiddm G-proteinti. Inhibice
exprese G; proteinti pomoci siRNA zpusobila pokles relativniho mnozstvi vysokoafinitnich
mist pro jednotlivé agonisty (vysledky v Tabulce 1 a 2). Podil vysokoafinitnich vazebnych
mist u kontrolnich membran a membran po inhibici exprese Gg; je (primér+/-S.E.M.) pro
karbachol 45 % +/-5 a 23 % +/-5, oxotremorin 40 % +/-6 a 31 % +/-8, pilokarpin 46 % +/-7 a
33 % +/-10, a furmethid 52 % +/-3 a 28 % +/-4. Primérné zastoupeni vysokoafinitnich mist
pro jednotlivé agonisty po pfidani anti Gg; protilatky se, s vyjimkou furmethidu, na rozdil od
nativnich membran statisticky vyznamné nelisilo (Tabulka 2). Mirny pokles oproti kontrolam
patrny u oxotremorinu, pilokarpinu a statisticky vyznamny u furmethidu byl patrn¢ zptisoben
nedokonalym zablokovanim exprese preferen¢nich G; protein. Podobné jako v sérii pokust
s nativnimi membranami nemélo vyfazeni a-podjednotek G4 a Gs; G-proteini pomoci
protilatek Zadny vliv na afinitu vysoko- ¢i nizkoafinitniho vazebného mista.

Primé&mé hodnota logIC50higy pfi vazbé karbacholu na kontrolni membrany byla —6,22,
logIC5010w —4,42. Frakce vysokoafinitnich mist tvofila u kontrolnich membran 23 % vSech
vazebnych mist, po pfidani protilatky proti G; se primérné zastoupeni vysokoafinitnich mist
pro karbachol ptekvapivé zvysilo na 33 %, rozdil viak nebyl statisticky vyznamny. Primérna
hodnota logIC50pigh u oxotremorinu byla pfi vazb& na kontrolni membrany —6,78, 1ogIC50;ow
-5,47. Frakce vysokoafinitnich mist pro oxotremorin tvofila u kontrolnich membran 30 %, po
pfidani protilatky proti G; se nesignifikantn€ sniZila na 15 %, avSak také po pfidani anti G
protilatky kleslo zastoupeni vysokoafinitnich mist na 16 % (rovnéZ nesignifikantng).

logIC50hign pro pilokarpin byla pifi vazbé na kontrolni membrany —6,40, 1logIC50,0w -4,94.
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Vysokoafinitni frakce tvotila 33 % a po ptidani anti G; protilatky nesignifikantné klesla na 14
%. Nakonec pro furmethid byla priméma logIC50ngn u kontrolnich membran —6,46,
logIlC50i0w -4,11. Po pfidani anti G; protilatky klesla frakce vysokoafinitnich mist
nesignifikantné z28 % na 16 %. Hodnoty logIC50hg, logIC50,,w a zastoupeni

vysokoafinitnich frakci pro jednotlivé agonisty v této sérii pokusi jsou shrnuty v Tabulce 2.

kontrola anti Gi anti Gq anti Gs
logIC50high -6,22+ 0,26 -5,21 *+£0,38 -6,151 0,16 -6,32+ 0,08
logICS0low -4,42+ 0,08 -4,23£ 0,18 -4,33+ 0,06 -4,37+ 0,03
~ karbachol vysokoafinitnf
e 0,23+ 0,05 0,33+ 0,23 0,28+ 0,04 0,25+ 0,02
frakce
zména v - T O e
loglC50high -6,78+ 0,19 -6,63+ 0,73 -7,59+ 0,24 -7,14£ 0,24
‘ ‘ loglC50low -5,47+ 0,09 -5,541+ 0,13 -5,63+ 0,05 -5,55+ 0,07
_oxotremorin | vysokoafinitni
e 0,31+ 0,08 0,15+ 0,17 0,16+ 0,03 0,22+ 0,05
frakce
zména - T e b
logIC50high -6,40+ 0,28 -6,29+ 0,52 -6,70+ 0,21 -6,45+ 0,15
logIC50low -4,94+ 0,14 -4,96+ 0,08 -5,01+£ 0,07 -4,93+ 0,07
pilokarpin vysokoafinitnf
v , 0,33+£0,10 0,14+ 0,09 0,24+ 0,05 0,31+ 0,05
' frakce
. zména L sxn 2 v -
logIC50high -6,46+ 0,19 -6,10+ 0,28 -6,62+ 0,13 -6,30+ 0,11
, logIiC50low -4,11+£ 0,08 -4,07+ 0,05 -4,10% 0,05 -4,07+ 0,05
- furmethid [ vysokoafinitni
g 0,28+ 0,04 0,16*+ 0,03 0,28+ 0,02 0,31+ 0,02
frakce
~ zména - 2x - -
Tabulka 2

Hodnoty IC50 a velikost frakci vysokoafinitnich vazebnych mist ziskané z vytéstiovacich vazebnych pokusi
s jednotlivymi agonisty a 1nM [PH]NMS v kontrolnim uspotadani a p¥i vyFazeni Gi, Gq a Gs tfid G-proteinii na
membréanéch z bunék, u kterych byla zablokovéna exprese Gi proteini. Pouze vytazeni t¥idy Gi proteini vedlo u
karbacholu k signifikantni zm&n¢& v afinité vysokoafinitniho mista a u furmethidu ke dvojnasobnému poklesu
velikosti frakce vysokoafinitnich mist oproti kontrolnim membrindm. Uvedené hodnoty jsou primérem tfi
pokusi provedenych v kvadruplikatech + SEM. *, p<0.05, statisticky vyznamny rozdil od kontrol (bez ptidanych
protilatek) pomoci ANOVA a Dunnettova testu.
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Obrizek 5

Vazba karbacholu k M2 receptoru na membrinach z bunék s potladenou expresi Gi proteinii

Kompetice mezi 1 nM [PHJNMS a karbacholem za kontrolnich podminek a po ptidani protilitek proti a-
podjednotkam Gi, Gq a Gs tfidy G-proteini. Symboly jsou popsany v grafu. Ptidani protilatky antiGi IgG

signifikantné sniZilo afinitu vysokoafinitniho vazebného mista.

Oxotremorin
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® ctrl
100 O antiGi
80- A ant!Gq
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Vazba [3H]NMS (% kontrol)
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Obrizek 6

Vazba oxotremorinu k M2 receptoru na membrindch z bunék s potlatenou expresi Gi proteini
Kompetice mezi.1 nM [PH]NMS a oxotremorinem za kontrolnich podminek a po ptidani protilatek proti -
podjednotkam Gi, Gq a Gs tfidy G-proteind. Symboly jsou popsany v grafu. P¥idani Zadné z protilatek

nezménilo afinitu vazebnych mist ani podil vysokoafinitnich mist.
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Pilokarpin

100 o ctrl
O antiGi
80 A antiGq
< antiGs

Vazba [3H]NMS (% kontrol)

cllv1
9 8 7 6 5 4 3 22

log ¢ [mol/l]

Obrazek 7

Vazba pilokarpinu k M2 receptoru na membrandch z bun&k s potlatenou expresi Gi proteini

Kompetice mezi 1 nM [PHJNMS a pilokarpinem za kontrolnich podminek a po ptidani protilatek proti o-
podjednotkdim Gi, Gq a Gs tfidy G-proteini. Symboly jsou popsany v grafu. P¥idani Zadné z protilatek

nezménilo afinitu vazebnych mist ani podil vysokoafinitnich mist.
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Obriazek 8

Vazba furmethidu k M2 receptoru na membranach z buné&k s potla¢enou expresi Gi proteini
Kompetice mezi 1 nM ["H]NMS a furmethidem za kontrolnich podminek a po pfidani protilitek proti o-
podjednotkam Gi, Gq a Gs t¥idy G-proteini. Symboly jsou popsany v grafu. Pfidani protilatky antiGi IgG

signifikantné sniZilo podil frakce vysokoafinitnich vazebnych mist.
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4.3 Vliv akutniho a chronického piisobeni [-amyloidu na vazebné vlastnosti
mAChR pro antagonistu >H-NMS

Na membranach pfipravenych zbun€k exprimujicich selektivné vSech pét
podtypi mAChR vystavenych akutnimu a chronickému G¢inku B-amyloidu jsem sledovala
expresi receptori (Bma) a afinitu (rovnovaZznou disociaéni konstantu, Kq) receptorti k
antagonistovi [’H]-NMS. Viechna uvedena data jsou primérem z minimalné t nezavislych
pokusii provedenych v kvadruplikatech, pfesny pocet provedenych pokusi je uveden
v Tabulce 3 a 4.

Exprese receptori vyjadrena velikosti maximalni vazby By« v saturaénich pokusech s
[*H]}-NMS nebyla ovlivnéna akutnim ani chronickym ptisobenim B-amyloidu. Bpa membréan
vystavenych akutnimu i chronickému plisobeni B-amyloidu, vyjadfena jako procento kontrol
v parovanych pokusech se stejnym mnoZstvim membran (6-50 pg proteinu na vzorek), se
pohybovala mezi 88 a 124 % By« naméfené u kontrolnich membran (Tabulka 3). Také afinita
mACHR k [*H]-NMS ur&ena v satura¢nich pokusech se akutnim nebo chronickym piisobenim
B-amyloidu nezménila a odpovidala Ky ziskané meétenim na kontrolnich membranach
(Obréazek 9, Tabulka 4). Afinita [°H]-NMS, ziskan4 jako primér viech méfeni, byla nejvyssi k
M4 receptoru a sniZovala se v pofadi M1, M3, M2 a M5 (67, 195, 207, 427 a 596 pM).

_ ML M2 | M3 | M4 | M5

Akutni Ap 97+4 106210 | 9645 10315 125+ 11
(% kontrol) ) 4) ) @ 7
Chronicky AB| 1105 89+12 105+12 114+ 24 91£17
Ghkontrol) | (3) © © © 3

Tabulka 3

Vliv akutniho a chronického pisobeni B-amyloidu na maximaini vazbu [’H]-NMS u jednotlivych podtypi
muskarinovych receptori

Hodnoty B,,,« namé&fené na membranach CHO bun&k exprimujicich jednotlivé podtypy mAChR vystavenych
akutnimu (akutni AP) a chronickému (chronicky AP) plsobeni B-amyloidu. Hodnoty jsou vyjadfené jako %
kontrol + SEM. Potet pokusil je uveden v zavorkach. Reprezentativni pokusy jsou znazorn&ny na Obrazku 9.

Akutnf ani chronické ptisobeni $-amyloidu signifikantn€ nezmé&nilo maximalni vazbu u Zddného z receptori.
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K4 (pM) M1 M2 M3 M4 M5
197+16 411487 221432 74494 625182
Kontrola
) ()] )] (7) (10)
183+28 508+126 204471 5043 701+16
Akutni Ag
' (6) 4) 4) “4) @)
‘ 217431 368+77 169+19 76112 387164
Chronick)" Ap
, 3) 3) 3) 3) (3)
v 195+13 427458 207+24 6716 596152
Primér
: (18) (16) (16) (14) (20)
Tabulka 4

Vliv akutniho a chronického pusobeni B-amyloidu na afinitu jednotlivych podtypii muskarinovych

receptord pro [’H|-NMS

Vysledky jsou primér + SEM rovnovaZné disocialni konstanty (Kg4). Po&et pokusti je uveden v zavorkach.
Reprezentativni pokusy jsou znazorn&ny na Obrazku 9. Afinita [’H]-NMS byla mé&fena na membranach CHO
bun&k exprimujicich jednotlivé podtypy mAChR vystavenych akutnimu (1 pM AP ptitomny béhem vazebného
pokusu) a chronickému (0.1 uM AP po dobu 4 dni b&¢hem kultivace bun&k, vazebny pokus jiZ v jeho
nepfitomnosti) plsobeni B-amyloidu. Akutn{ ani chronické ptisobeni B-amyloidu nemélo statisticky vyznamny

vliv na afinitu vazby [*’H]-NMS u 24dného z receptorii. V poslednim t4dku (primér) jsou hodnoty K4 vypogitané

jako prumér ze viech méfeni, bez ohledu na pilisobeni f-amyloidu.
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Obrizek 9

Akutni ani chronické piisobeni B-amyloidu nema vliv na afinitu jednotlivych podtypii muskarinovych
receptori.

Vysledky reprezentativnich méfeni jsou vyjadfeny jako procento vypocitané maximalni vazby v parovanych
pokusech. Body jsou primé&r+SEM méfeni v kvadruplikatech. Parametry proloZeni mé&fenych hodnot pravoiihlou
hyperbolou jsou uvedeny v Tabulce 3 a 4. Symboly jsou popsany v obrazcich.
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4.4 Vliv akutniho a chronického piuisobeni [-amyloidu na vazebné vlastnosti

mAChR pro agonistu karbachol

V kompeti¢nich pokusech s PH]-NMS kontrolnich membran vykazoval karbachol u
viech podtypi mAChR dvoumistnou kompeti¢ni kiivku (Obrazek 10, Tabulka 5). Akutni
pusobeni B-amyloidu (1 pM AP behem vazebného pokusu) nemélo zadny vliv na afinitu ke
karbacholu nebo velikost frakce vysokoafinitnich mist. Chronické ptisobeni f-amyloidu (0,1
uM AP po dobu 4 dnti béhem kultivace bun€k) mélo vliv na tvar kompeti¢nich kiivek u
membran exprimujicich M1 a M3 receptory. Afinita vysokoafinitnich vazebnych mist pro
karbachol byla chronickym plsobenim B-amyloidu signifikantné sniZzena z 0,6 na 5,0 uM u
M1 podtypu mAChR. Frakce vysokoafinitnich vazebnych mist pro karbachol pak byla
signifikantné¢ zvySena u M1 podtypu z19 na 32% a u M3 podtypu z24 na 45%.

Reprezentativni pokusy jsou zndzornény na Obrazku 10. Parametry vyté€siiovacich kiivek a

statistické zpracovani dat je uvedeno v Tabulce 5.
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pIC50 high pIC50 low vysokoaf. frakce

Mt kontrolni (9) 6,2210,12 3,1510,14 0,1940,03
akutni AP (6) 6,391+0,14 2,6710,18 0,2210,04

. chronicky A (5) 5,30+0,28** 3,3040,16 0,3210,04*
M2 kontroln{ (12) 6,9710,12 4,4210,08 0,63+0,03
akutni AB (5) 6,8610,34 4,5610,12 0,6210,06
chronicky AP (5) 7,08+0,22 4,3140,19 0,610,03
’ M3 kontrolnf (11) 5,2210,20 3,2510,10 0,2410,02
akutni AP (5) 5,81+0,39 3,0610,15 0,2110,05

chronicky A (5) 4,92+0,38 3,3110,15 0,4510,06**
M4 kontrolni (7) 6,19+0,05 3,7410,09 0,4710,02
akutni AP (4) 6,1610,09 3,7010,13 0,49+0,02
chronicky Ap (3) 6,30+0,08 3,90+0,06 0,47+0,01
MS kontrolni (11) 6,25+0,16 4,34+0,14 0,45+0,03
’ akutnf AP (3) 6,28+0,19 4,58+0,08 0,5410,05
chronicky Ap (8) 5,8410,14 3,9310,13 0,5210,05

Tabulka §

Hodnoty pIC50 high, pIC50 low a relativni zastoupeni vysokoafinitni frakce namé&fené v kompeti¢nich

pokusech s karbacholem a [’H]-NMS na membrinich CHO bun&k exprimujicich jednotlivé podtypy

mAChR.

Vazba karbacholu byla provedena v kontrolnich podminkdch a na membranich vystavenych akutnimu a

chronickému vlivu B-amyloidu. Hodnoty IC50 nizko- a vysokoafinitnich mist jsou vyjadfeny jako zdporny

logaritmus koncentrace karbacholu + SEM, vysokoafinitni frakce je frakce vysokoafinitnich mist z celkového

poctu vazebnych mist rovnému jedné + SEM. Polet pokusi je uvedeny v zavorkach. *, p<0.05; **, p<0.01,

statisticky vyznamny rozdil od kontrol (bez pisobeni B-amyloidu) pomoci ANOVA a Dunnettova testu.

Reprezentativni pokusy jsou zndzorn&€ny na Obrazku 10.
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M1: vytésiiovani *H-NMS karbacholem
110+

100

60+
50+
@ M1 kontrola
404 4 M1 A pfimo
‘€3 M1 AB chronicky
304
20+

Specificka vazba >H-NMS (% kontrol)

10+
c Ll L L L L)
9 8 7 ¥ 5 4 3 2 R
Karbachol (log M)
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Obrazek 10

Vliv akutnfho a chronického piisobeni B-amyloidu na vazebné vlastnosti muskarinového agonisty
karbacholu

Vysledky reprezentativnich méfeni jsou vyjadieny jako procento vazby v nepfitomnosti karbacholu. Body jsou
primé&r+SEM méfeni v kvadruplikatech. Parametry proloZeni mé&fenych hodnot dvoumistnou kiivkou jsou

vedeny v Tabulce 5. Symboly jsou popsény v obrazcich.
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Pokradovani Obrazku 10
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M5: vytésiiovani *H-NMS karbacholem
110+

100+

60~
50+
-®- MS kontrola
404 4 M5 AP akutnd
‘E} M5 AB chronicky
304
204

Specificka vazba 3H-NMS (% kontrol)

s 8 I & 5 4 3 2 A
Karbachol (log M)

Pokra¢ovani Obriazku 10
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5. Diskuze

Muskarinové receptory slouzi k pfenosu chemického extracelularniho signalu na
intraceluldrni signdlni drahy. Mechanismus pfenosu zaji§tuje alosterickd interakce mezi
agonistou receptoru na vn&jsi strané membrany a heterotrimerickym G-proteinem na vnitini
strané membrany. Receptor méni svou konformaci a tedy i svou afinitu k agonistim
v zavislosti na tom, zda je spfaZen s G-proteinem. Pokud se na G-protein navaze GTP a G-
protein nasledné disociuje od receptoru, sniZi se afinita receptoru k agonistim. Ve vazebnych
pokusech s agonisty vykazuji muskarinové receptory nejméné dv& konformace, které se
vyznacuji vysokou a nizkou afinitou. Vysokoafinitni konformace odpovida receptoru, ktery
interaguje s G-proteinem, nizkoafinitni konformace pak rozptazenému receptoru (bez
navazaného G-proteinu).

M2 podtyp mAChR se preferenéné spfahuje s G; G-proteiny, aviak signalizace
prostfednictvim G4 a G G-proteint byla rovnéz prokéazana /Michal et al. 2001, 2007, 2009/.
V prvni &asti své préce jsem se zabyvala otazkou, zda afinitu receptoru ovlivituje pouze
preferenéni G-protein (tj. G; protein pro M2 podtyp mAChR), & zda tuto afinitu mohou
ovliviiovat také ostatni podtypy G-proteind (Gq a Gs). Jiz v bakalafské praci /abstrakt
Smyckovd et al. 2007/ jsem svymi pokusy potvrdila zndmou skute¢nost, Ze v pFtomnosti
vysoké koncentrace GTP mizi dvoumistny charakter vazebné kiivky u viech sledovanych
strukturné odliSnych muskarinovych agonisti a kfivka se stava jednomistnou. IC50 této
jednomistné vazebné kiivky odpovidd pivodnimu nizkoafinitnimu vazebnému mistu. Tento
vysledek lze interpretovat tak, Ze vSechny G-proteiny po navéazani GTP (které je pfitomno
v nadbytku) disociuji od receptoru, ktery pak ptechazi do nizkoafinitniho stavu.

Podobnou ulohu jako nukleotid GTP plnily v mé diplomové préci specifické protilatky
proti a-podjednotce dané tfidy G-proteint. Tim, Ze se protilatka navaze na epitop G-proteinu,
ktery za normalnich okolnosti zajist'uje interakci s receptorem, zabrani spfahovéani G-proteinu
s receptorem, ktery tak zustava rozptazeny (v konformaci s nizkou afinitou pro agonisty).
Pfidani protilatky do inkuba¢niho média by tedy mélo mit stejny efekt jako ptidani GTP,
av8ak na rozdil od GTP by mélo selektivné vyfazovat jednotlivé podttidy G-proteinti. V mych
pokusech pouze protilatka proti G; G-proteinu sniZovala zastoupeni vysokoafinitnich
vazebnych mist pro agonisty. Nikdy se vSak nepodatilo sniZit frakce vysokoafinitnich mist
pfidanim protilatky aZ knule a dosdhnout jednomistné vazebné kiivky. Frakce
vysokoafinitnich mist pravdépodobné neklesla az k nule proto, Ze se pomoci protilatky

nepodafilo vyfadit v§echny pfitomné G; G-proteiny.

56



Transfekce bunék siRNA méla za ukol sniZit expresi G; proteind, které jsou nejen
preferenéni pro M2 podtyp mAChR, ale také piitomné ve velkém nadbytku v porovnani se
zbyvajicimi typy G-proteint /Milligan 2003/. Vzhledem k tomu, Ze nepreferencni G-proteiny
tiidy Gq a G se s M2 receptorem pravdépodobné€ v nepiitomnosti agonisty nespfahuji (jak
vyplynulo z vysledki méteni), mélo by po inhibici exprese G; proteint dojit k poklesu v po¢tu
vysokoafinnich mist a videdlnim pfipadé¢ by se vazebna kiivka agonistd méla zmeénit
v jednomistnou. Vysledky méfeni na membranach z transfekovanych bunék ukazaly, Ze
k ur¢itému poklesu v poétu vysokoafinitnich vazebnych mist skute¢né doslo, i kdyz tento
pokles se zdaleka neblizil nulovym hodnotam. V ptipad€¢ furmetidu doslo zablokovanim G;
proteini pomoci protilatek k dal§imu poklesu vysokoafinitnich mist. Fakt, Ze se vazebna
kiivka agonistd po inhibici exprese G; protein nezmeénila v jednomistnou a zirovenl
skute¢nost, Ze pfidani anti G; protilatky mize vést k dal$imu sniZeni po¢tu vysokoafinitnich
mist, lze vysvétlit tak, Ze ani inhibice exprese G; proteini spole¢né s inhibici
spfahovani pomoci protilatky nebyla stoprocentné u¢inna. Je vsak také mozné, Ze uplnému
vymizeni vysokoafinitnich mist po inhibici exprese G; proteini zabranily pfitomné
nepreferencni Gq a G; proteiny. Jejich vliv viak byl natolik maly, Ze se neprojevil po pfidani
protilatek proti Gq a G; tfidam G-proteint.

Pokles velikosti frakce vysokoafinitnich mist byl u kazdého ze studovanych
muskarinovych agonisti po pfidani anti G; protilatky k membranam z netransfekovanych
bunék jinak velky. Nejvétsi byl tento pokles u oxotremorinu (pfiblizné¢ 7x) nasledovany
pilokarpinem (pfiblizn€ 5,5x), mens$i pokles byl zaznamenan u plnych agonistu karbacholu a
furmethidu (oba pfiblizné¢ 3x). Je tedy mozné, Ze i struktura konkrétniho agonisty (spole¢né
s jeho koncentraci) ur€uje, jak velkou roli hraji pfi pfenosu signélu z aktivovaného receptoru
preferenéni ¢i nepreferen¢ni tiidy G-proteinti. Ve vétsiné ptipadu vysledky méfeni neukazaly
Zadny rozdil v afinit€¢ nizko- &i vysokoafinniho vazebného mista mezi kontrolnimi
membranami a membranami po pfidani protilatky proti jednotlivym t¥idam G-proteinti. To
souhlasi s predstavou, Ze volné (rozpfaZené) receptory maji nizkou, kdezto receptory v
komplexu s G-proteinem vysokou afinitu pro agonisty. Pouze v ptipad¢ ¢asteéného agonisty
pilokarpinu doslo po pfidani anti G; protilatky ke zvySeni afinity vysokoafinitniho mista
oproti kontrole. Toto pozorovani lze vysvétlit existenci konformaci receptoru specifickych pro
agonisty, a to tak, Ze u ne¢kterych agonistl je afinita volného receptoru stejna jako afinita k
receptoru s volnycm G-proteinem, kdezto u jinych se 1i$i (v nadem pfipadé je pro pilokarpin

vys$si). Potvrzeni této hypotézy bude vyzadovat dalsi detailni studii.
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Na zakladé vazebnych pokusi se ¢tyfmi riznymi muskarinovymi agonisty jsem dosla
k zavéru, ze pouze preferen¢ni G; protein je s M2 podtypem mAChR v dostate¢né té€sném
kontaktu, aby jeho odpifazeni mohlo mit vliv na konformaci celého receptoru. Tento zavér
podporuji i vysledky pokusi s potlaéenim exprese Gi proteinii pomoci transfekce siRNA. Ani
po potlaceni exprese preferenénich G; G-proteinli se neprokazala t&€sna interakce s Gq a G5 G-
proteiny v nepfitomnosti agonisty (takzvany precoupling), coZ naznaluje, Ze preferenéni
interakce mezi receptorem a G-proteinem je zaloZena na strukturni charakteristice o-
podjednotky G-proteinu a receptoru. Kromé preferenénich G-proteinii mohou vsechny
podtypy mAChR pienaset signal také skrze nepreferen¢ni tfidy G-proteinti. K interakci mezi
M2 receptorem a nepreferenénim G-proteinem vsak pravdépodobné dochazi pomoci jiného
mechanismu nez pii pfenosu signdlu prostfednictvim preferenéniho G-proteinu. V
nepfitomnosti agonisty ke spfazeni mezi receptorem a nepreferenénim G-proteinem na rozdil
od preferen¢ni tfidy G-proteini nedochdzi a to ani v nepfitomnosti preferenéniho G-proteinu.
Pii signalizaci skrze nepreferen¢ni G-proteiny, ke které dochazi naptiklad pfi vysoké
koncentraci agonisty se neuplatiiuje precoupling, ale pravd€épodobné kolizni mechanizmus
aktivace G-proteini ,,kiss and run. ‘

V druhé sérii pokusti jsem studovala vliv B-amyloidu na pifenos signalu ptes
vSechny podtypy mAChR. Toxicita -amyloidu ve vztahu k nervovym buiikdm nejrtiznéjsiho
typu byla prokazdna mnohokrat. Podle literarnich Gdaji méa PB-amyloid negativni vliv na
viabilitu bunék, dokaZze indukovat apoptézu, zvySuje hladinu kalcia v buiikéch, stimuluje
tvorbu volnych kyslikovych radikali a snizuje hladinu antioxida¢nich enzymid (napf.
superoxiddismutazy, glutathionreduktazy apod.) /Selkoe 2002, Giovanna et al. 2009/. Ptima
injekce B-amyloidu do mozkovych komor pokusnych zvifat rovnéZ snizuje jejich vykony
v behavioralnich a kognitivnich testech /Cleary et al. 2005/.

Ptimé pusobeni f—amyloidu nemélo zadny vliv na vazebné vlastnosti muskarinovych
receptord. Piitomnost B-amyloidu v inkuba¢nim médiu neovlivnila nijak afinitu receptoru ani
k agonistovi karbacholu ani k antagonistovi [H]-NMS. To ukazuje, %e PB-amyloid
nekompetuje s muskarinovymi ligandy o klasické vazebné misto. Vzhledem k tomu, ze
vazebné pokusy byly provadény na membranach, kdy B-amyloid ma ptistup k receptorim
z obou stran membrany, to dale potvrzuje, Ze B-amyloid neovliviluje pfimo ani spfahovani
receptort s G-proteiny.

Naopak chronické plsobeni B-amyloidu na rostouci buriky sniZilo afinitu receptoru

M1 k agonistovi a zaroveni zvySilo podil vysokoafinitnich vazebnych mist u M1 a M3
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podtypu mAChR, piestoze v pribéhu vazebného pokusu jiz B-amyloid nebyl v inkubaénim
médiu ptitomen. Exprese zadného z receptorti nebo jejich afinita k antagonistovi [PH]-NMS se
vS§ak chronickym piasobenim p-amyloidu nezménila. Toxicita B-amyloidu pfitomného
v inkuba¢nim médiu po dobu 4 dni se projevila na vazebnych vlastnostech muskarinovych
receptori pouze u lichych podtypti M1 a v men§im méfitku také u M3. Pravé podtyp M1
(kterému jsou druhé dva liché podtypy M3 a MS strukturné podobné) se pravdépodobné
v nejveétsi mife uCastni na zmeénach, které vyvolavaji nebo alespoii zhorSuji ptiznaky
Alzheimerovy choroby. M1 podtyp je v mozkové tkani zastoupen nejhojnéji ze vsech
mAChR. Naopak M3 se nachazi pfedevsim v periferii a v mozku se vyskytuje malo, aviak
svou strukturou a specificitou spfahovani je podtyp M3 podtypu M1 podobny /Bonner 1989/.

Abychom mohli v budoucnu pfesnéji zhodnotit vliv -amyloidu na vlastnosti a funkci
mAChR, bude vhodné zjistit, do jaké miry pouzity B-amyloid ovlivnil i dal$i vlastnosti
pouzitych CHO bun¢k (jejich Zivotaschopnost, pocet apoptotickych jader). Dale je tieba
zam¢fit se na otazku, v jaké formé€ se nachéazi B-amyloid pusobici na buiiky (monomerni,

oligomerni, fibrilarni), coz lze prokazat napiiklad pomoci techniky western blotu.
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6. Shrnuti

Ve své diplomové préci jsem studovala vliv jednotlivych tiid G-proteinil na afinitu
vazby M2 podtypu mAChR a vliv akutniho nebo chronického plisobeni B-amyloidu na
vazebné vlastnosti v§ech podtypi mAChR. Z vysledkti vazebnych pokusti s plnymi agonisty
karbacholem a furmethidem, a ¢asteCnymi agonisty oxotremorinem a pilokarpinem vyplyva,
Ze afinitu M2 podtypu mAChR ovliviluje pouze preferenéni podtyp G; proteini. Ani po
inhibici exprese G; proteini pomoci siRNA nebyl patrny vliv zbyvajicich dvou podtypti G, a
G; na afinitu M2 receptoru k agonistim. Zda se tedy, Ze jednotlivé tiidy G-proteinti spolu o
spfazeni s M2 receptorem nekompetuji a Ze pienos signalu skrze preferenéni G; proteiny se
dé¢je jinym mechanismem nez pfenos signalu prostfednictvim nepreferenénich Gy a Gs
proteind. Vliv P-amyloidu na mAChR jsem sledovala pomoci vazebnych pokusu
s muskarinovym agonistou karbacholem, ktery se svou strukturou velmi podoba pfirozenému
ligandu acetylcholinu. Akutni ptisobeni B-amyloidu nemélo Zadny vliv na vazebné vlastnosti
Zadného zpodtypt mAChR. Tato pozorovani vyluCuji ptimou interakci B-amyloidu
s klasickym vazebnym mistem nebo mistem, kde se odehrava interakce s G-proteiny. Naopak
chronické pusobeni B-amyloidu snizilo afinitu vysokoafinitntho mista u M1 mAChR pro
karbachol a zvysilo podil frakce vysokoafinitnich mist u M1 a M3 mAChR. M1 receptor se
nejvice ze vSech podtypii mAChR vyskytuje v mozku a pravdépodobné hraje roli pti vzniku
Alzheimerovy choroby, v jejimz prub&hu dochézi v mozku ke zvySené tvorbé B-amyloidu a
jeho uklddani ve formé& P-amyloidovych plakd. M3 receptor (ktery je naopak zastoupen

pfevazné v perifernich tkanich) se svou strukturou blizi receptoru M1.
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