ABSTRAKT

Muskarinové acetylcholinové receptory (mAChR) patii do rodiny receptori
spfazenych s G-proteiny. Existuji v péti podtypech oznaovanych jako M; az Ms, které se
v rizném podtypovém zastoupeni nachdzeji jak v centrdlnim nervovém systému, tak na
periferii. Muskarinové receptory hraji dulezitou roli v mnoha specifickych fyziologickych
funkcich. Naruseni pienosu pies mAChR se vyskytuje u zdvaznych onemocnéni jako jsou
Alzheimerova choroba, schizofrenie ¢i Parkinsonova choroba. Provazi je upadek kognitivnich
funkci, ktery vyznamné souvisi s narusenim aktivace M; receptorti v mozku. Vysoky stupeil
homologie ortosterického vazebného mista mAChR velice ztézuje vyvoj podtypove
selektivnich agonistli. Jednim z mala zndmych je xanomelin, ktery uc¢inn€ aktivuje zejména
M; a M, podtypy. Xanomelin interaguje s mAChR unikatnim zplsobem, nebot’ je kromé
reverzibilni vazby do ortosterického mista schopen se na receptor vdzat neodmyvatelnou
vazbou a alostericky ovlivilovat funkci receptoru. Zatim nevime, co je podstatou funkéni
selektivity xanomelinu.

Ve snaze o objasnéni téchto mechanismll jsme studovali okamzité a dlouhodobé
ucinky xanomelinu na aktivaci muskarinovych receptort. Pouzili jsme fibroblasty z vaje¢nikti
¢inského kiecka exprimujici jednotlivé podtypy mAChR. Builky obsahujici M, a My
receptory jsme prechodné transfekovali a podjednotkou G-proteinu Gig, coZ ndm umoznilo
meéfit zmény hladiny nitrobunééného vapniku jako ukazatel aktivace receptoru u vSech
podtypti mAChR. V saturacnich vazebnych pokusech jsme se soustfedili na vliv xanomelinu
na pocet receptort a jejich vazebné vlastnosti.

Zjistili jsme, ze kratka (20s) stimulace 0,1-10uM xanomelinem vedla u vSech podtypt
mAChR k rychlému vzestupu hladiny nitrobunééného véapniku s tim, Ze v ptipadé M; a My
receptort byl vzestup nejvyrazng€jsi a navic zvysend hladina vapniku po stimulaci téchto dvou
podtypli neklesala na bazdlni uroven. Po delsi (I, 3 nebo 10minutové) stimulaci
10uM xanomelinem se hladina vapniku nevratila na pivodni urovenn u M;, M3 a My receptort
ani po 1 hodiné¢ promyvani. ZvysSena hladina vapniku byla v pfipadé M; a M, receptort
doprovazena oscilacemi a nasledna stimulace klasickym agonistou karbacholem nevyvolala
zadnou odpovéd’ u M; podtypli. Neodmyvatelné¢ navazany xanomelin mél v dlouhodobém
meéfitku antagonistické U€inky u Ms receptord. Na rozdil od klasickych ortosterickych
agonisti nevedla 10minutova aplikace xanomelinu k internalizaci Zadného z podtypi
mAChR. Klasicky antagonista N-metylskopolamin (NMS) potlacoval G¢inek neodmyvatelné
vazaného xanomelinu u M;—My receptorii. Odstranéni NMS pftineslo obnoveni véapnikové
odpovédi u M; a My receptorii. Neodmyvatelné navazany xanomelin rliznou mérou snizoval
potenci vazby NMS u vSech podtypi mAChR jak po 10-, tak i 60minutovém promyvani
médiem, cozZ naznacuje kompetici o klasické vazebné misto.

Zavérem lze fici, ze co se tyce vlastnosti reverzibilni a neodmyvatelné vazby
xanomelinu a jeho okamzitych u¢inkl na receptor, chova se podobnym zplisobem na vSech
péti podtypech mAChR. NaSe vysledky vSak naznacuji, ze u M; a My receptorit existuje
odliSny aktivaéni mechanismus. Tuto pfedstavu podporuje jednak vétsi G€innost xanomelinu
co do vyvolani vapnikové odpovédi u M; a My neZ u ostatnich podtypt, ale také schopnost
xanomelinu vyvolat dlouhodobou vapnikovou odpovéd’ s oscilacemi jen u M; a My podtypil
mAChR.



