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ABSTRAKT

Nervova tkan, zejména mozek, je velmi citlivd na nedostatek kysliku a zivin. Bez jejich pfisunu
vydrzi jen par minut a poté, po vycerpani veSkerého ATP, dochazi v neuronech i gliovych buiikdch
k trvalému poskozeni nebo pifimo k bunééné smrti. Pii hypoxii ¢i ischemii totiz dochazi
k nadmérnému vylevu excitacniho neurotransmiteru glutamatu, ktery pasobi neurotoxicky.
Zpisobuje iontovou dysbalanci a kvili pfiliSnému mnozstvi intracelularniho vapniku se uvniti
neuronli mohou spoustét apoptotické signalni drahy. Signalni systémy receptorti sprazenych
s G proteiny (GPCRs) mohou byt zapojeny v navozeni zvySené odolnosti bunék proti hypoxickému
poskozeni. Stimulace nékterych GPCRs, jako napft. receptord pro adenosin, opioidy, kanabinoidy a
melatonin, miiZze ptsobit neuroprotektivné. Pii aktivaci pfislusnych G proteinti dochazi k blokaci
iontovych kanali nebo pusobeni na efektorové proteiny, coZz napomaha stabilizaci iontové
homeostaze a inhibici vylevu glutamatu. Neéktefi zagonisti téchto receptord maji navic
antioxidacni vlastnosti, kterymi zabranuji skodlivému ptisobeni volnych radikalti. Neuroprotektivni
mechanismy zvysuji pfezivani neuroni za nepfiznivych podminek a mohou také zpomalovat

procesy zodpoveédné za rozvoj neurodegenerativnich chorob.

Klic¢ova slova: receptory spiazené s G proteiny, transmembranova signalizace, neuroprotekce

ABSTRACT

Nervous tissue, especially the brain, is very sensitive to the lack of oxygen and nutrients. Without
supply of these components, the tissue endures only a few minutes and then, after the depletion
of all ATP, permanent damage or even cell death occurs in neurons and glial cells. During ischemia
or hypoxia, an excessive amount of the excitant neurotransmitter glutamate is released, which is
neurotoxic. It causes ion imbalance and also apoptotic signaling pathways may be triggered
because of the high level of intracellular calcium. Signaling through G protein-coupled receptors
(GPCRs) can be involved in the establishment of increased cell resilience to hypoxic injury.
Stimulation of some GPCRs, e.g. adenosine, opioid, cannabinoid and melatonin receptors, can
afford neuroprotection. Activation of their cognate G proteins may lead to blockade of ion channels
or affect the effector proteins, thus helping the stabilization of ion homeostasis and the inhibition
of glutamate release. Moreover, some of the receptor agonists have antioxidant character, whereby
they prevent the harmful action of free radicals. Neuroprotective mechanisms promote neuronal
survival during harmful conditions and are also able to slow down the processes responsible

for the development of neurodegenerative diseases.
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Seznam pouZzitych zkratek

AR — adenosinovy receptor typu 1

A,AR — adenosinovy receptor typu 2A

AC — adenylatcyklaza

AD — Alzheimerova choroba (Alzheimer’s disease)
AK — aminokyselina

ATB — antibiotika

BDNF — brain derived neurotrophic factor

cAMP — cyklicky adenosinmonofosfat

CB, — kanabinoidn{ receptory typu 1

CB,; — kanabinoidni receptory typu 2

CNS — centrdlni nervovéa soustava

DAG - 1,2-diacylglycerol

DOR - delta opioidni receptor

GDP/ GTP — guanosindifosfat/ guanosintrifosfat
GLT1 - glutamatovy transportér 1

GPCRs - receptory spiazené s G proteinem (G protein-coupled receptor)
GRKSs — kinazy receptort sptazenych s G proteinem (G protein-coupled receptor kinases)
H/I — hypoxie/ischemie

IFN-y — interferon gamma

1L.-2/4/10 — interleukin 2/4/10

IP; — inositol-1,4,5-trisfosfat

JNK — c-Jun NH2-terminalni kindza

KOR — kappa opioidni receptor

MAP kinaza — mitogenem aktivovana proteinkinaza
MOR — mi opioidni receptor

MS - roztrousena skler6za (Multiple sclerosis)
NMDA — N-methyl-D-aspartat

PD — Parkinsonova choroba (Parkinson’s disease)
PKA, PKC — proteinkinaza A, proteinkiniza C
PLC — fosfolipaza C

PI3K — fosfatidylinositol-3-kindza

PIP, — fosfatidylinositol-4,5-bisfosfat

THC — A’-tetrahydrocannabinol

TM — transmembranova doména

TNFa — faktor nadorové nekrdzy o, (tumor necrosis factor o)



1. Uvod

Receptory sprazené s G proteiny (GPCRs) reprezentuji nejveétsi rodinu membranovych receptort
[1]. Jsou to metabotropni receptory nachazejici se na povrchu bun¢k; strukturné jde o integralni
membranové proteiny. Pro vSechny tyto receptory je spolecné, Ze prochazeji 7x membranou a
na vnitini stran¢ buiky jsou asociovany s G proteinem. GPCRs jsou exprimovany prakticky
ve vsech tkanich v téle a jejich dkolem je signalni transdukce, tedy pfeména informace ptichazejici
z vnéjStho prostiedi buiky na wvnitini signal [2]. V organismu se ucastni téméef vSech
fyziologickych pochodt, klicové jsou mj. v regulaci funkce CNS [3]. Svou roli vSak hraji i
v patologickych procesech u mnoha chorob, a proto jsou také cilem pro plisobeni mnoha farmak —
témet 50 % léciv dostupnych na trhu cili pravé na GPCRs.

Lidsky genom zahrnuje téméf 800 gend kodujicich GPCRs [2]. Dle sekvencni homologie se
GPCRs déli do 6 skupin [i]. Pfenos signélu je zajistén tim, ze po navazani ligandu na extracelularni
doménu receptoru nastane jeho konforma¢ni zména a informace se prenaseji dovnitt buitkky pomoci
aktivace trimerniho G proteinu. Ten je aktivovan vyménou GDP za GTP na a podjednotce, kterd
nasledkem toho disociuje od komplexu podjednotek B a y. Ob¢ tyto komponenty poté aktivuji
ruzné efektorové proteiny. Disledkem mize byt otevieni iontového kanalu ¢i aktivace enzymu.
V nékterych piipadech mohou byt aktivovany také signalni kaskady vedouci az k ovlivnéni
transkripce v jadre [4].

Nekteré signalni systémy GPCRs mohou byt zapojeny v neuroprotektivnich mechanismech [5].
Nervova tkan, zejména CNS u obratlovct, je velmi citliva na nedostatek kysliku a zivin. V ptipadé¢
hypoxie ¢i ischemie dochézi v neuronech a gliovych bunikach ke spusténi procesi, které mohou
veést az k bunécéné smrti [6]. Signalni drahy receptort spfaZzenych s G proteiny mohou za urcitych
okolnosti tyto procesy inhibovat - jsou tedy vyznamné v neuroprotekci, tj. ochrané nervové tkané
jak v pripadé¢ hypoxie ¢i ischemie, tak v prevenci neurodegenerativnich onemocnéni jako je
Alzheimerova choroba (AD), Parkinsonova choroba (PD) ¢i roztrousena skleréza (MS).

Cilem této bakalarské prace je shrnout souc¢asné poznatky o neuroprotektivnim ptisobeni GPCRs

a ptiblizit mechanismus jejich plisobeni.



2. Stru¢na charakterizace GPCRs a G proteint

Receptory pattici do rodiny GPCRs se nachazeji pouze u eukaryot [7]. V lidském genomu bylo
identifikovano témer 800 genti pro tyto receptory [2]. Kazda bunka exprimuje nékolik desitek typt
GPCRs a svou roli maji tyto receptory ve vétSing fyziologickych odpovédi organismu. Jejich
aktivace vede k intracelularnim chemickym zménam, které mohou piimo ovlivnit stav bunky.
Nejvice zavisly je na funkci téchto receptorit mozek a také vétSina smysli — €ich, chut’ a zrak jsou

modulovany aktivaci specifickych GPCRs [8].

2.1. Struktura receptori

Vsechny GPCRs maji spolecné jadro receptoru skladajici se ze 7 transmembranovych domén
(TM). Proto jsou také n€kdy nazyvany sedmkrat-transmembranové receptory ¢i zkradcené 7TM
receptory (obr. 1). Domény maji strukturu o-helixd, které plasmatickou membranou prostupuji
proti sméru hodinovych rucicek. Délka helixu je pfiblizné 25-35 AK a zapojeny jsou zde vysoce
hydrofobni aminokyselinové zbytky [9]. Konzervované je u téchto receptort také propojeni helixti
ttemi extracelularnimi a tfemi intracelularnimi smyckami. U vétSiny GPCRs jsou evolu¢né
zachované dva cysteinové zbytky na extracelularnich smyckach formujici disulfidicky mustek,
ktery je dilezity pro spravné sbaleni transmembranovych helixdi a stabilizaci jejich riznych
konformaci. Prestoze receptory sdileji nékteré konzervované strukturni znaky, pfi porovnani jejich
sekvenci bylo zjisténo, ze rizné rodiny GPCRs nesdileji sekvencni podobnost [10].

Receptorovy protein je extracelularné zakoncen N-koncem, intracelularné C-koncem [10].
N-konec je u vétSiny GPCRs dilezity jako vazebnd doména ligandu [9]. Délka a funkce N- a C-

termindlni domény a intraceluldrnich smycek se receptor od receptoru lisi a zajiStuje receptoru

specifické vlastnosti [10].

Obr. 1: Schéma interakce mezi GPCR a trimernim G proteinem.
Krystalova struktura proteinového komplexu B2 adrenergniho
receptoru a G,. Zlutohnédé GPCR, zelené o, modie B a fialové y
podjednotka G proteinu (pievzato z [11], upraveno).




2.2. Klasifikace receptoru

Nejpouzivangjsi klasifikacni systém fadi GPCRs na zakladé jejich sekvenéni homologie do 6 tiid

(A-F, n¢kdy také 1-6) [9]. Rozdé€leni je nasledujici:

Ttida A — receptory piibuzné rhodopsinu
Ttida B — receptory pro sekretin

Ttida C — metabotropni glutamatové receptory
Ttida D — receptory pro feromony u hub

Trida E — receptory pro cAMP

Ttida F — frizzled/smoothened receptory

Tiidy D a E, tedy receptory pro feromony u hub a receptory pro cAMP, se nevyskytuji
u obratlovct [i]. Proto existuje jeSté alternativni klasifikace pouze pro obratlovce, ktera zahrnuje
5 skupin GPCRs: rodinu glutamatovou (G), rhodopsinovou (R), adhezni (A), frizzled (F) a
sekretinovou (S); tvofi tzv. GRAFS systém [9].

2.3. Aktivace a desensitizace receptori

GPCRs maji Siroké spektrum extracelularnich ligandt, které jsou schopny je aktivovat — mohou
jimi byt Ca** ionty, hormony, proteiny, lipidy, feromony, aminokyselinové zbytky nebo nukleotidy.
Tyto receptory mohou reagovat i na nékteré senzorické signaly, jako je svétlo ¢i odoranty [2, 10].
Receptor miize byt schopen vazat vice nez jeden ligand a naopak jeden ligand mtize pasobit na vice
receptori. U nékterych GPCRs neni znam jejich endogenni ligand a tyto se pak nazyvaji sirotéi

(orphan) receptory [8].

2.3.1. Aktivace receptort

Aktivace receptoru je pravdépodobné zplisobena zmeénou konformace TM domény receptoru
po navazani ligandu. Pomoci mutageneze a biochemické analyzy bylo zji§téno, ze za ptrechod
z inaktivni do aktivni konformace GPCR zodpovida zména relativni orientace transmembranovych
helixd III a VI: TM-VI rotuje a oddéli se od TM-II, coz zplsobi zménu konformace
intracelularnich smycek i, a i3, kterymi jsou tyto helixy propojeny. Disledkem toho se odhali

vazebné misto G proteinu, se kterym receptory interaguji [10].

Pro signalni drahy je obvyklé, Ze na jeden GPCR pfipadd jeden G protein. V nékterych
pfipadech vSak receptory mohou dimerizovat (tvoii homo ¢i heterodimery). Je zfejmé, Ze

dimerizace také hraje roli v aktivaci receptoru, nicméné toto je stale pfedmétem zkoumani [10].



2.3.2. Desensitizace receptoru
Pfi opakovaném nebo dlouhodobém ptlisobeni agonisty na receptor dochazi k desensitizaci
tohoto receptoru. Déje se tak pomoci fosforylace receptorti rodinou GPCR kinaz (GRKs), pfipadné
také prostfednictvim PKA nebo PKC, a naslednym navazinim proteinii arrestinti. Arrestiny
odptahuji receptory od G proteinu, a dochazi tak ke ztrat¢ odpovédi na plsobeni agonistii. Navic
jsou komplexy fosforylovanych receptorti s navazanym arrestinem pohlceny do clathrinovych
vackli a internalizovany do bunky, kde mize dojit kjejich defosforylaci a recyklaci zpét

na membranu, nebo jsou poslany k degradaci do lysozomu [12].

2.4. Struktura trimernich G proteini

V signélnich drahach dochézi k interakci GPCRs se sprazenymi G proteiny. G proteiny dostaly
svlij nazev podle schopnosti vazat guanosinové nukleotidy, GDP a GTP. Jako trimerni jsou
oznacovany proto, ze se skladaji ze tfi podjednotek — a, B a y. G proteiny jsou pfipojeny k vnitini
strané membrany pomoci lipidickych kotev na o a y podjednotce.

a podjednotka je schopna vazat GDP nebo GTP, coz je dulezité pro aktivaci proteinu. Sklada
ze dvou domén: G doména (dulezita pro vazbu a hydrolyzu GTP) a helikdlni doména (zanofuje

GTP do jadra proteinu). Podjednotky 3 a y jsou k sob¢ ptipojeny a tvoii jeden funkeni celek [13].

2.5. Klasifikace trimernich G proteint

Trimerni G proteiny se déli do 4 rodin podle typu své o podjednotky. Jednotlivé rodiny sdileji
sekvencni podobnost a plsobi stejnym mechanismem. RozliSujeme G,o se stimulacnim a Gjo
s inhibicnim u¢inkem na adenylatcyklazu (AC), Ggi00 s aktivanim ucinkem na fosfolipazu C

(PLC) a Gyy30 podjednotku [14].

2.6. Aktivacni cyklus G proteint

G proteiny umoziuji pienos signalu od povrchovych receptori na membrang k intracelularnim
efektorovym proteinim. K tomuto procesu dochazi diky tomu, ze jsou G proteiny schopny
existovat ve dvou odlisnych stavech — v neaktivnim s navizanym GDP nebo v aktivnim
s navazanym GTP na a podjednotce. Po stimulaci GPCR ligandem dochazi k vyméné GDP za GTP
pomoci GEF (guanine nucleotide exchange factor), coz vede k aktivaci G proteinu. o podjednotka
disociuje od komplexu Py a to umozni interakci o podjednotky, a piipadn¢ i komplexu Py,
s efektory (obr. 2) [15].

Po kratké dob¢ dochazi na a podjednotce k hydrolyze GTP na GDP (katalyzovidno pomoci GAP,

GTPase activating protein). Tim je G protein deaktivovan, a podjednotka se opét pfipoji



ke komplexu By a G protein je pfipraven na dalsi cyklus [13]. Obé casti G proteinu zlstavaji po

cely Cas ukotvené na membrane¢.

@ Neaktivni stav

@ arsses Aktivace
Disociace 3
ligandem
: \ S
EY v GEF + (
9 o @ . fo 1
: : e
\ 4 v
Efektory Efektory

Obr. 2: Aktivacni cyklus trimerniho G proteinu (pfevzato z [16], upraveno).

3. Signalni drahy GPCRs

Signalizaci GPCRs mtzeme rozd¢lit do tii typ — interakce s efektory mtize probihat za Gcasti
o podjednotky G proteinu (nejcastéjsi), nebo pies komplex podjednotek Py, anebo mize byt na

G proteinu uplné nezavisla.

3.1. Signalizace Ga podjednotkou

Existuji dva hlavni typy signalnich drah zprostiedkovanych Go podjednotkou — druhym poslem
v signalizaci je bud’ cAMP, nebo PIP,,

3.1.1. cAMP signalizace

Pti této signalni cesté je efektorem Go, podjednotky membranovy enzym adenylatcyklaza (AC).
G,a ma na AC stimula¢ni ucinek, Gjo. naopak inhibi¢ni. Po aktivaci AC katalyzuje pfeménu
intracelularniho substratu adenosinmonofosfatu (AMP) na cyklicky AMP (cAMP) [17]. cAMP je
dilezity druhy posel. Vaze se na cAMP-dependentni proteinkinazu A (PKA), jejiz katalytické



podjednotky poté fosforyluji proteiny — napf. iontové kandly, které se tim oteviou, nebo
transkripcni faktory, které se diky fosforylaci aktivuji a mohou ovlivnit genovou expresi v jadre

[18].

3.1.2. PIP, signalizace

Druh4 moznost je, Ze Go podjednotka aktivuje enzym PLC. Zde se uplatiiuje typ Gqa.. PLC Stépi
substrat fosfatidylinositol-4,5-bisfosfat (PIP,) na dvé slozky - inositol-1,4,5-trisfosfat (IP;) a
1,2-diacylglycerol (DAG) [19]. IP; poté doputuje k endoplasmatickému retikulu a navaze se zde na
receptor vapnikového kanalu, coZ spusti vyliti Ca®* iontd ven do cytoplasmy. DAG zistavéa
ukotven na membrdné a navaze se na proteinkinizu C (PKC), kterd na membranu doputuje.
Spolu s vapnikovym influxem to umozni jeji aktivaci. PKC poté mtize fosforylovat riizné proteiny

[20].

3.2. Signalizace komplexem podjednotek Gy

Pivodné jedind zjisténa role komplexu Gy byla inaktivace a podjednotky, ktera zajistuje
opétovnou asociaci s receptorem a piipravu na novy cyklus signalizace a také zamezuje spontanni
aktivaci Ga bez stimulace receptoru. Komplex podjednotek GPy se vSak po disociaci od Ga
uplatituje také v signalizaci. Miuze pusobit na mnoho efektorti, které jsou regulovany téz
Go podjednotkou, jako je napf. MAP kindza ( mitogenem aktivovand proteinkiniza), nékteré
izoformy PLC a AC, nebo pfimo otevirat iontové kandly (draslikové a napétové ovladané

vapnikové) [21].

3.3. Signalizace na G proteinu nezavisla

Neékteré GPCRs mohou ptenaset signal a aktivovat efektory nezavisle na G proteinu, a to diky
své C-terminalni doméné uvniti buniky, na kterou se vaze arrestin [10]. Jak uz bylo zminéno
v kapitole o desensitizaci receptorti, fosforylace kindzami GRKs zvySuje afinitu vazby arrestinu
na receptor, a tim dochazi ke zruseni interakce receptoru s G proteinem. Arrestin také funguje jako
adaptor clathrinové endocytozy tim, Ze se na clathrin vaze. Bylo vSak zjisténo, Ze toto odstranéni
receptorii z membrany ma dalsi roli i v bunétné signalizaci [22]. Signdlni kaskady spousténé
arrestiny (B-arrestin 1 a 2) vedou k aktivaci MAP kindz, malych GTPaz rodiny Rho, proteinu
cofilinu atd. [23]



4. Zakladni principy neuroprotekce

Mozek je jeden z organi nejvice citlivych na tkanové poskozeni a nedostatek kysliku a Zivin.
Prestoze u savcli hmotnostné tvofi jen asi 3 % téla, spotfebovava kolem 20 % veskerého kysliku
v organismu. Bez kysliku vydrzi maximalné¢ 5 minut, poté dochazi k dplnému vycerpani ATP
neurony a jejich odumirdni [24]. Proto mozek potiebuje neustaly piisun krve, ze kterého Cerpa
hlavné kyslik a gluk6zu. Pii ptferuseni krevniho zasobeni i jen na maly Casovy tusek dochazi
k poskozeni neuronti, které miize vést az k bunécné smrti. Takové poskozeni byva ve vétsiné
ptipadi trvalé, protoze regenerace nervové tkané je velmi omezena [25].

Cilem neuroprotekce je zabranéni nebo zmirnéni poskozeni nervové tkané, at’ uz akutnimu
pii kratkodobém vystaveni hypoxii/ischemii (H/I), napt. v disledku mrtvice, tak chronickému
pti dlouhodobych zménach zplisobujicich neurodegenerativni onemocnéni jako AD, MS ¢i PD

[26].

4.1. Excitotoxicita glutamatu a iontova dysbalance

Pii H/I nervové tkan¢, hlavné mozku, dochazi na presynaptické membrané neuront
k nadmérnému vyliti excitaéniho neurotransmiteru glutamatu a soucasné¢ je znemoznéno jeho
zpétné vychytavani ze synaptické Stérbiny. (U lidi po mrtvici bylo prokdzano toto uvoliiovani
glutamatu, trvajici v fadu hodin az dnt [27].) Neodbourany glutamat v synaptické $térbin€ je pak
neuroexcitotoxicky. Aktivuje mimo jiné NMDA receptory, které funguji jako iontové kanaly —
sodik a vapnik vpoustéji dovniti bunky, draslik jimi unika ven.

Iontova dysbalance je navic podpotena tim, ze pfi H/I v disledku nedostatku ATP selhava
funkce membranovych Na/K-ATPaz [28], a tak se K* hromadi vné butiky a Na® ziistava uvnitf.
Dochazi tak k rozvratu iontové homeostaze neurond.

Influx vapniku zptisobeny NMDA receptory pak aktivuje bunécné protedzy, které mohou
spoustét signalni kaskddy vedouci k bunécné smrti. K zabranéni tomuto procesu lze vyuzit
antagonisty NMDA receptortl, které vazbu glutamitu znemoziuji blokaci receptort [29]. Pfestoze
tito antagonisté ptisobi neuroprotektivné, mnoho z nich ma nezadouci vedlejsi ucinky, kvili kterym
jsou nevhodné pro terapeutické ucely [25].

Blokovany mohou byt také sodikové kanaly (AMPA receptory), bez jejichz aktivity nenastane
depolarizace membrany aktivujici NMDA receptory; pfipadné se daji pouzit jesté jiné latky, které

reguluji signalni kaskadu na dalSich arovnich [29].

Dals$i moznosti, jak omezit plsobeni glutamatu, je zvySeni exprese jeho transportéru. Tyto
transportéry nazyvajici se GLT1 (n€kdy také EAAT?2) se nachdzi se na povrchu astrocytl a jsou
zodpovédné za inaktivaci glutamatu v synaptické §térbiné. Jsou nezbytné pro normalni pienos

excitaéniho nervového impulsu. Vysledky vyzkumt ukazuji, Ze n€které druhy antibiotik (ATB



s B-laktamovym kruhem, kam patfi napf. penicilin) maji stimula¢ni ucinek na expresi a funkcnost
GLT1 v astrocytech, a maji tak neuroprotektivni tcinek [30]. ZvySené exprese glutamatovych
transportéri mize byt docileno i diky §-opioidnim receptortim [31], které patii mezi GPCRs. Uloha

GPCRs v neuroprotekci je predmétem dalsi kapitoly.

4.2. Mitochondrie a volné radikaly

ZvySena koncentrace intracelularniho vapniku zpuisobena ischemii se projevuje také
u mitochondrii — ma za nasledek nadmérnou tvorbu volnych radikalt, které jsou velmi reaktivni
[29]. K jejich vzniku dochazi v malém mnozstvi i za fyziologického stavu a neurony se s nimi
museji vyporadat — k tomu jim slouzi mimo jiné enzym superoxiddismutaza [32].

ZvySené mnozstvi volnych radikali, které vznika hlavné ve fazi reperfuze [33], vSak poskozuje
bunééné membrany. Pokusy o neuroprotektivni ucinky pomoci prekurzori membrany nebo

vychytavaci volnych radikalt vSak nemély velky uspéch [29].
4.3. Uloha gliovych bunék

4.3.1. Mikroglie

Poskozeni neuronti je doprovazeno zanétlivou reakcei, pii které se uplatniuji kromé infiltrovanych
neutrofili a makrofagii také pfitomné aktivované mikroglie. Pfi vyzkumu s mikrogliemi in vitro
byla zaznamenana signifikantni redukce neuronového poskozeni zpisobeného deprivaci tkané
na kyslik a glukézu (OGD), pokud se mikroglie ke kultufe neuronil ptidaji ve vhodném casovém

okné [34]. Neuroprotektivni plisobeni mikroglii se pfipisuje jejich receptorim P2X7, které

rrrrr

4.3.2. Astrocyty

Astrocyty jsou nezbytné pro fungovani neurond, protoze zajistuji iontovou homeostazi, pfisun
glukézy a vstiebavaji K™ ionty vypusténé z neurond. V porovnini s neurony jsou astrocyty (a
gliové bunky obecn¢) odolnégjsi vici omezenému piisunu kysliku a ATP, maji totiz nizsi spotfebu
energie [36]. Jak uz bylo zminéno, astrocyty jsou dilezitym vychytavacem glutamatu na synapsich
diky membranovému transportéru GLT1 [30] a také diky adenosinovym receptorim [37], jejichz
tloha je rozebrana v nasledujici kapitole. Pii akutni fazi H/I mohou astrocyty podporovat piezivani
neuronti. Pomoci propojeni pfes gap junction totiz tvofi syncitium, které je schopné ucinné

regulovat koncentrace ionti [38].



4.4. Preconditioning

Preconditioning je experimentalni technika, kterou Ize docilit zvySeni tolerance tkdn¢ k ischemii
diky predchozi adaptaci. Pokud jsou neurony vystaveny jen mirné kratkodobé ischemii, nartista tim
jejich rezistence vici naslednému intenzivnéjs$imu stimulu nedokrvenosti, a sniZzuje se tak moznost
poskozeni tkan¢ [39].

U cerebralnich neuront byly nalezeny dvé prahové hodnoty pro tok krve. Kdyz se krevni perfiize
omezi pod prvni prahovou hodnotu, projevi se to zhroucenim elektrické aktivity neuronti. Redukcei
pod druhou prahovou hranici se narusi bunéény metabolismus a iontové pumpy; takové neurony
jsou odsouzeny k bunécné smrti. Pii perfuzi kolisajici mezi t€émito dvéma hodnotami je umlcena
elektricka aktivita neurontl, zakladni metabolismus ale ziistava zachovan. V tomto stavu mohou byt
neurony stabilni po nékolik hodin. Pokud je po pfimeéfeném case pritok krve obnoven na normalni
hladinu, neurony se mohou zotavit bez poskozeni a navic to zvysi jejich odolnost vici pozdéjsim
vliviim ischemie. Toto je princip ischemického preconditioningu [25]. Stimulem pro vyvolani
preconditioningu mohou byt kromé& ischemie ¢i hypoxie také hypo/hypertermie, anestetika,

cytokiny a nékteré dalsi latky.

RozliSujeme dva druhy preconditioningu - Casny a klasicky. U ¢asného nastava protekce jiz
po n¢kolika minutach, plsobeni je vSak jen kratké, v fadu hodin. Principem jsou posttransla¢ni
modifikace proteini. Oproti tomu klasicky preconditioning vyzaduje syntézu novych proteind a

jeho efekt se dostavi az po n€kolika hodinach ¢i dnech; vydrzi ale dny az tydny [39, 40].

V molekularnich mechanismech preconditioningu je zapojena spousta riznych molekul a
signalnich drah. DulezZitou roli hraji opét NMDA receptory, pfestoze jejich aktivace je také
podstatou neurondlni degenerace. Rozdil je vtom, Ze pfi preconditioningu jde jen o mirné
koncentrace glutamatu nebo NMDA (N-methyl-D-aspartat), které aktivuji daleko mensi pocet
NMDA receptord a plsobeni je subtoxické. Zasadni je také rychld adaptace na vtok vapniku
do bunky. Neurony s nabytou toleranci k ischemii jsou schopny I1épe regulovat hladinu
intracelularniho vapniku a udrzuji ho pod hodnotou kritickou pro buné¢nou smrt.

Zapojeny v preconditioningu mohou byt také GABA receptory, opioidni receptory, cytokiny
(TNFa), NO syntaza a dalsi molekuly [25].

Na urovni genové exprese jsou u preconditioningu vyznamné transkripéni faktory NF-«xB a

HIF 1 zodpovédné za expresi neuroprotektivné ptsobicich enzymi [25, 39].

Podobného efektu jako u preconditioningu lze docilit také az po reperfizi, rychlym
pferusovanim pfisunu krve (napf. po mrtvici) — tzv. postconditioning [41].
Dale existuje jeste tzv. preconditioning na dalku, kdy vétsi tolerance k ischemii ziské jina tkan

nez ta, ktera byla pfimo preconditioningu vystavena [42].



5. Zapojeni GPCRs v neuroprotektivnich mechanismech

Pro neuroprotektivni piisobeni jsou ze skupiny GPCRs vyznamné hlavné receptory adenosinové,
opioidni, kanabidoidni a také melatoninové. VSechny patii do rhodopsinové rodiny. Lisi se
vyskytem v nervové tkani a ligandy, které je aktivuji. Krom¢ endogennich agonistii receptort
existuje fada syntetickych analogii, a GPCRs tak mohou byt ovlivnény farmakologicky.

Nekteré zdkladni mechanismy, kterymi receptory ptisobi neuroprotektivng, jsou spolec¢né. Kazdy
zuvedenych druhii receptori pak muze mit navic pro né¢j specifické signalni drdhy pisobici
protektivné na neurony. Vliv jednotlivych typli receptori je rozebran v nasledujicich

podkapitolach.

5.1. Spole¢né mechanismy neuroprotektivniho piisobeni GPCRs

GPCRs, kter¢é se ucastni neuroprotekce, sdileji nékteré spolecné mechanismy
neuroprotektivnichh u¢inkli. Receptory maji navic spolecné to, ze i pfes mozné neuroprotektivni
ucinky se podileji téz na neurodegeneraci.

Hlavnim dulezitym krokem neuroprotekce prostiednictvim GPCRs je inhibice vylevu
excita¢nich neurotransmiterli, zejména glutamatu, jehoz nadmérné mnozstvi na neurony pisobi
toxicky. Receptory exocytéze glutamatu zamezuji blokaci presynaptickych vapnikovych kanald.
Potlacenim pusobeni glutamatu se také zamezi pfilisSnému vtoku vapniku do postsynaptickych
neuront, jelikoz nedochazi k aktivaci mnoha NMDA receptord. Velké mnozstvi vapniku by
spoustélo nezadouci apoptotické procesy.

V dalsi tadé¢ se GPCRs snazi udrzet iontovou homeostazi, ktera je pro fungovani neurontl
nezbytnd a kjejimuz naruSeni zpravidla pti H/I dochazi. Pii silném stresu zpisobeném H/I
piestavaji pracovat iontové pumpy, coz ma za nasledek rozsahly efflux K* a influx Na" ionti.
Neuroprotektivné plsobici receptory mohou kanaly blokovat a udrzovat tak spravny pomeér ionti.

Mezi dal$i mechanismy patfi antioxidacni plisobeni GPCRs proti vznikajicim volnym radikalim
poskozujicim membranu neuronti. Déle pak tyto receptory ptes s nimi spfazené G proteiny pusobi
na enzymy. Napf. signdlni drahy aktivujici MAP kindzy blokuji apoptotické drahy apod.
Pti dlouhodobé€jsim ptsobeni H/I dochazi k ovlivnéni transkripce a jsou exprimovany geny
zajist'ujici neuroprotekei.

Mechanismy, kterymi GPCRs plisobi neuroprotektivné, se tedy daji shrnout do nasledujicich
kategorii:

- inhibice vylevu excitacnich neurotransmiterti, hlavné glutamatu
- stabilizace iontové homeostaze

- zvySeni vykonnosti antioxidanti
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- regulace intracelularnich signdlnich systému — inhibice pro-apoptotickych a aktivace
anti-apoptotickych drah

- regulace exprese specifickych geni

Nékteré z téchto mechanisml se objevuji okamzité jako reakce na akutni H/I, zatimco jiné

pusobi postupné zmény odpoveédi na déletrvajici H/I stres [43—45].

5.2. Adenosinové receptory

5.2.1. Adenosin

Endogennim agonistou vyvolavajicim fyziologickou odpovéd adenosinovych receptorii je
adenosin. Adenosin je nukleosid skladajici se z nukleové baze adeninu a ribdzy. Je pfitomen
ve vSech savCich tkdnich a je dulezity pro modulaci mnoha fyziologickych procest. Vytvaren je
hydrolyzou AMP uvniti buné€k, jeho tvorba je tedy zavisla na mnozstvi ATP [43]. V extracelularni
tekutiné se adenosin vyskytuje pfirozen¢ v nizkych nanomolarnich koncentracich (30-300 nM)
[46] a jeho hladina je udrZzovana vrovnovaze specializovanymi obousmérnymi transportéry.
Za jeho metabolismus jsou pak zodpovédné enzymy adenosin kinaza a adenosin deaminaza [43].

Pti hypoxii ¢i ischemii extraceluldrni mnozstvi adenosinu rapidné stoupa, az do mikromoléarnich
koncentraci (10 uM i vice) [46]. Signalizace pomoci adenosinu ma kli¢ovou roli v neuroprotekci,
avsak i neurodegeneraci.

Adenosin dokaze zprostfedkovat neuroprotekci nejen na molekularni Grovni pies piislusné
GPCRs, ale je také dulezitym faktorem v kontrole krevniho ob&hu mozku. Dusledky ischemie
muize zlep$it napf. vazodilataci mozkovych tepen, zabranénim aktivace a adheze leukocytl

na endotel cév nebo snizenim télesné teploty [43]. M4 také roli v mozkovém preconditionigu [47].

5.2.2. Podtypy adenosinovych receptorti

Znamy jsou 4 podtypy adenosinovych receptorii — Aj, Asa, Azg a Az. V nervové tkani se nachazi
vSechny tyto podtypy, pro zprostiedkovani neuroprotektivnich uc¢inkd adenosinu maji vSak nejveétsi
vyznam receptory A; a A, [48].

A receptory jsou v mozku §iroce distribuovany na neuronech i gliovych bunkach, presynapticky
i postsynpticky. Nejvice jsou exprimovany v mozkové kiife, mozecku, thalamu a hipokampu [43].
A, receptory jsou nejvice lokalizovany v bazélnich gangliich, predevsim ve striatu [48]. (Az a Az
receptoril je nejvice spiSe v perifernich organech nez v mozku). Oba typy receptori A; a Aja
mohou koexistovat na jednom nervovém zakonceni. Maji odliSné plisobeni na vylev glutamatu a

svymi Ucinky tak jdou proti sob¢, stimulace A,4 snizuje aktivaci A, [43].
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5.2.3. A, receptory

5.2.3.1. Signalizace pisobenim na iontové kanaly

A, receptory (A;Rs) jsou schopné pisobit neuroprotektivné. Pii preruseni krevniho obé&hu
dochazi v oblasti mozkové kliry ke zvySeni hladiny adenosinu [43] rozkladem intracelularniho
ATP. Doprovazeno je to zvySenou citlivosti A;Rs aktivovanych adenosinem [47]. ARs
ptes G protein blokuji presynaptické napétove zavislé vapnikové kanaly [49], ¢imz snizuji vtok
vapniku do bunky a brzdi tak vylev glutamatu.

Na postsynaptickych membranach neuront pisobi stimulované A;Rs proti pfilisné depolarizaci
membrany aktivaci draslikovych kanalt — draslik unik4 ven, ¢imz se membrana hyperpolarizuje.
V dusledku toho se snizi opét otevirani napétové ovladanych vapnikovych kanald, a tedy vnik
vapniku do neuronti (obr. 3). Toto je zasadni krok pro neuroprotekci, jelikoz vapnik v buiice
nemuze spoustét kaskady vedouci ke zniceni neuronu.

Adenosin zaroven snizuje excitabilitu NMDA receptori zvySenim prahové hranice pro jejich
otevieni, coz prispiva k neuroprotektivnimu ptsobeni [43].

Zminéna hyperpolarizace postsynaptické membrany je také vyznamna pti zachvatovych stavech
u epilepsie nebo mrtvice. Hladina adenosinu stoupd ihned na pocatku zachvatu a stimulaci A;Rs
zpisobuje odtok drasliku ven z neurond a snizuje tak excitabilitu membrany, coz plsobi jako

prevence proti kfecim [44].

Ai A4
presynapticky postsynapticky
yea=]
A J \
I ij » ¥ NMDA ||  hyper-
aktivace polarizace
NEURONALNI POSKOZENI Ca2*

(ISCHEMIE)

| NEUROPROTEKCE |

Obr. 3: Schéma mechanismu neuroprotektivniho pisobeni A receptort. ADE — adenosin, AKA — adenosin

kindza, GLU — glutamét, T — obousmérny transportér nukleosida (pfevzato z [43], upraveno).
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5.2.3.2. Signalizace plisobenim na enzymy

G proteiny interagujici s adenosinovymi A;Rs plsobi inhibicné svou proteinovou
Gja podjednotkou na AC a reguluji tak negativné mnozstvi cAMP v bunice [46]. Za urcitych
podminek vSak mize receptor A;i stimulovat AC [49].

Dalsi dilezity enzym, na jehoz aktivaci se podileji adenosinové receptory, je PLC. AR ji
aktivuji pomoci Ggo nebo komplexem Gy [46]. Aktivace PLC je dllezitym krokem
neuroprotektivni signalni trandukce adenosinu. PLC kalatyzuje degradaci PIP, na PIP; a DAG, jenz
je dulezitym druhym poslem spoluzodpovédnym za aktivaci PKC [33]. Ta poté fosforyluje
prislusné transkripcni faktory.

Neuroprotektivni drahy adenosinovych receptori mohou byt také spusténé pies MAP kinazy,
které jsou u A Rs aktivované pies PI3 kinazu (fosfatidylinositol-3-kindza) [46]. MAP kinazy tvofi
kaskadu enzymd, které se postupné aktivuji fosforylacemi. Aktivace MAP kinaz vede k fosforylaci
velké Skaly intracelularnich substratii a aktivuje transkripéni faktory CREB (cAMP response
element-binding protein). To vede k aktivaci anti-apoptotického proteinu Bcl-2 a supresi
pro-apoptotickych proteinti, jako jsou napt. kaspazy, proteiny BAD a Bim. Timto mechanismem se

zabrani apoptoze [47].

5.2.3.3.  Experimenty s ischemif

V modelech in vitro (provadénych na fezech mozkové kliry a hipokampu) i in vivo bylo
prokazano, ze A;Rs zmirfiuji bunécné poskozeni pfi ischemii. Adenosin a selektivni agonisté A;Rs
zredukovaly neuronélni poskozeni pfi ischemii, zatimco plsobeni antagonistid bylo opacné, tedy
podporovalo zhorSeni stavu tkané. Pfi stimulaci A;Rs byl také pozorovan pokles neuronalni
bunécné smrti pti pisobni KCN na tkan (KCN blokuje dychaci fetézec v mitochondriich, a neurony
tak nejsou schopny kyslik vyuzit, tzv. histotoxicka hypoxie).

Akutni podani antagonisti A;Rs (napf. kofein, theofylin) mize zmény zplsobené ischemii
zhorSovat (nebo na né nema vliv). Pfi pravidelném dlouhodobéjsim podavani, 2-4 tydny
pted prodélanim ischemie, je vSak ucinkem antagonistil snizeni neuronalniho poskozeni. Tento jev

je nejspise zpisoben up-regulaci A;Rs [43].

5.2.4. A, receptory

Receptory A, funguji opa¢né nez A; — podporuji vylev glutamatu, zvySuji excitabilitu neuront
[43], aktivuji AC a zvySuji tak mnozstvi cAMP v bunce [50]. Piesto vSak také mohou hrat roli
v neuroprotekci. O jejich pusobeni je zatim znamo mnohem méné nezZ o A;Rs.

Neuroprotektivni ptisobeni A,aRs je zplisobeno spise ucinky na periferii spiSe nez na neuronech
(patii mezi n€ vazodilatace, inhibice sraZeni trombocyti). AvSak i v neuronech lze u A,5Rs potlacit

ucinky na vylev neurotransmiterti a jejich excitotoxické plisobeni - docilit toho lze pomoci
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antagonisti téchto receptorti (mezi n€z patii napt. metamfetamin). Stejného efektu jako pii aktivaci
A;Rs 1ze dosahnout blokovanim A,5Rs.

Naopak aktivované A,,Rs mohou neurontim pti hypoxii spise §kodit. Role A,4Rs v neuronalnim
poskozeni pfi ischemii byla demonstrovana u geneticky modifikovanych mysi. Vyskyt mrtvice a
neurologickych deficitl byl signifikantné niz$i u mysi s knock-outovanymi A;sRs v porovnani
s wild type mySmi.

Také v modelu Parkinsonovy choroby pifi indukované neurotoxicit¢ bylo u mysi
knock-outovanych v genu pro AR snizeno vyc€erpani dopaminu a jeho transportért; stejné tak
jako u mysi, kde se pouzili antagonisté A,sRs [43]. Dilezitym prvkem v modelu PD se jevi také
pfima interakce mezi A,,R a dopaminergnim receptorem D,. Jedna se o signalizaci v bazalnich
gangliich nezavislou na G proteinu. Antagonisté A,sRs potenciuji efekt D, receptoru a naopak
aktivace A,5Rs agonisty snizuje afinitu D, receptoru pro dopamin [48]. A,, antagonisté jsou tak
slibnym mechanismem pro lécbu PD, mohou zpomalovat progres nemoci podporou bunééného

preziti [43].

5.3. Opioidni receptory

Dalsimi receptory ze skupiny GPCRs, které maji neuroprotektivni wcinky, jsou opioidni

receptory, zejména pak 6-opioidni.

5.3.1. Opioidy

Opioidy jsou jednou z nejstarSich drog znamé lidstvu jiz od antickych dob. VyuZzivany byly
zejména jejich sedativni a analgetické ucinky. Aktivni latkou opioidt je morfin, ziskdvany izolaci
ze smesi alkaloidu opia. Jako opioidy se dnes kromé morfinu oznacuji vSechny syntetické a
semi-syntetické derivaty morfinu s podobnou aktivitou, navzdory odlisné chemické struktuie [51].
Prvnim synteticky pfipravenym opioidem pro 1é¢bu bolesti byl pethidin [52]. Mezi endogenni
opioidy patii endorfiny, enkefaliny a dynorfiny. Kromé modulace bolesti stimuluji opioidy také
centrum odmeény a jsou vyznamné pro vyzkum zavislosti [53].

Opioidy jsou agonisty opioidnich receptorti, které jsou Siroce distribuovany mimo jiné

v periferni i centralni nervové soustave.

5.3.2. Podtypy opioidnich receptort

Byly objeveny tii typy opioidnich receptori: p (mi) receptory pro morfin navozujici analgezii,
« (kappa) receptory pro ketocyklazocin vyvolavajici sedaci a depresi a & (delta) receptory
pro SKF10,047 nebo N-allylnormetazocine zpusobujici tachykardii a delirium [53]. Tyto podtypy

receptori také byvaji oznaCované jako MOR, KOR a DOR. Opioidni receptory rozeznavaji
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strukturné odlisné exogenni a endogenni ligandy (peptidické i nepeptidické). Distribuce riznych
typti opioidnich receptori v mozku je odlisna — DOR se nejvice vyskytuji v kortikdlni oblasti

mozku, MOR jsou pak hojn¢ rozmisténé v hipokampu [44].

5.3.3. DOR

Pfi in vitro experimentech na kultuie neuronti neokortexu, ke kterym byl pfidan glutamat, bylo
zjisténo, ze aktivace DOR pomoci agonisti zredukovala neurotoxické plisobeni glutmatu asi
na polovinu, zatimco inhibice DOR antagonisty zabranila tomuto protektivnimu efektu. Plsobeni
agonistll ¢i antagonistt MOR a KOR nemeélo na toxicitu glutamétu vliv. Stejnych vysledki bylo
dosazeno pfi vystaveni neuronti hypoxii. Z opioidnich receptorti jsou tedy pro neuroprotekci
vyznamné zejména DOR, a to hlavné pro kortikdlni neurony. Ukdzalo se vSak, ze jisty
neuroprotektivni i¢inek mohou mit i MOR. Pfi pokusech na kortikalnich neuronech tomu tak bylo
pti pouziti vy$Sich davek agonisti pro MOR, jelikoz MOR nejsou v kortexu exprimovany v tak

velkém mnozstvi jako DOR [44].

DOR se také podileji na casném i klasickém preconditioningu. Kratké vystaveni neuront hypoxii
¢i ischemii zptisobi mimo jiné up-regulaci DOR signalizace a ptinasi tak neurontim vétsi rezistenci
k naslednému pasobeni H/I. Uginky DOR zalezi délce ptsobeni H/I a rozsahu bunééného
poskozeni [54].

Aktivace DOR blokuje iontové kanaly pro K*, Na* a Ca®* ionty a také NMDA receptory.
Zmirfiuje se tak efflux K" a influx Ca®* a Na* iontfl, ke kterym p#i H/I dochazi (obr. 4). DOR tedy
pomahaji stabilizovat membranu a udrzovat tak iontovou homeostazi, ¢imz potlacuji neuronalni
smirt.

Aktivace DOR na presynaptickych neuronalnich zakon¢enich je také dilezita pro inhibici vylevu
glutamétu, ktery na neurony pusobi toxicky.

Dalsi cestou neuroprotekce je bunécna signalizace G proteinem vedouci k aktivaci PKC a MAP
kinaz, které brzdi spusténi apoptotickych drah [44].

DOR také snizuji oxidativni poSkozeni zpiisobené NO a kyslikovymi radikdly vznikajicimi
pti H/L. Tyto reaktivni molekuly zptisobuji oxidativni stres a aktivuji kaspazové kaskady vedouci
ke zniCeni neuronu [55]. Redukce jejich mnozstvi je mozné diky zvySeni aktivity hlavnich
antioxidativnich enzymi - superoxiddismutazy a glutathionperoxidazy [56].

Studie na myS$im mozku embrya také ukdzala, Zze stimulace DOR selektivnim agonistou
podpofila neuralni diferenciaci z multipotentnich kmenovych bunék (agonist¢ KOR a MOR opét
neméli zadny efekt) [57].
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Obr. 4.: Ptehled ucinktit DOR na iontovou homeostazi pfi hypoxii/ischemii.
BK Ch — kalciem aktivované draslikové kanaly, PKC — proteinkinaza C, MAPK — mitogenem aktivovana

proteinkinaza (pfevzato z [51], upraveno).
5.4. Kanabinoidni receptory

5.4.1. Kanabinoidy

Pfirozenym agonistou kanabinoidnich receptori produkovanym organismem jsou latky
odvozeny od mastnych kyselin — endokanabinoidy (napf. derivaty kyseliny arachidonové). Svij
nazev vSak receptory dostaly podle konopi, lat. Cannabis, protoZe vazou také rostlinny kanabinoid
z konopi THC (A’-tetrahydrocannabinol) s psychotropnimi uéinky [45]. Ten byl izolovan ddvno
pred tim, nez byly kanabinoidni receptory a endokanabinoidy objeveny [58]. Témto rostlinnym
kanabinoidiim je pfisuzovana schopnost 1é¢by chronické bolesti i nadorovych onemocnéni, vyuziti
drogy marihuany z konopi pro lécebné tcely je vSak kontroverznim tématem [59].

Kanabinoidni receptory a jejich ligandy spolu senzymy pro biosyntézu a inaktivaci téchto
ligandu tvofi tzv. endokanabinoidni systém. Tento systém se podili mimo jiné na modulaci bolesti a
zanétu, hraje roli v procesu uceni a paméti a reguluje piijem potravy [58].

Pfi akutnim neurondlnim traumatu dochazi v ramci protektivni odpovédi ke zvySeni hladiny
endokanabinoidli. Kanabinoidy jsou proto zkoumany jako nastroj schopny redukovat ucinky

neurodegenerace [45].
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5.4.2. Podtypy kanabinoidnich receptort

Znamy jsou dva typy kanabinoidnich receptord, CB; a CB,. V mozku se CB; receptory nachazeji
hlavné v oblastech kontrolujici motorické, senzorické, kognitivni a emociondlni funkce —
tj. v hipokampu, bazalnich gangliich, mozecku a kiife. Dulezité jsou pro modulaci bolesti, t€lesné
teploty, cyklu spanku a bdéni a rizné hormonalni funkce [45]. Také zminény psychotropni efekt
nekterych kanabinoidi je zprostiedkovan praveé pies CB; receptory [60].

CB, receptory se vyskytuji zfejme jen u bunék imunitniho systému. V mozku je jejich hladina
za normalnich podminek nedetekovatelna, avSak jejich zvySena exprese byla pozorovana
pti nékterych neurodegenerativnich poruchach (mozné nasledkem infiltrace imunitnich bunék a

aktivace mikroglii) [45].

V in vitro i in vivo modelech neuronalniho poskozeni se ukézalo, ze kanabinoidni receptory a
jejich ligandy poskytuji neuroprotekci — hlavnimi mechanismy jsou opét zabranéni excitotoxicity
glutamétu inhibici jeho vylevu, redukce Ca** influxu, antioxidatni aktivita, signdlni drahy
ptes PKB a exprese transkripcnich faktord a gend, dale pak sniZzeni vazokonstrikce v mozku a
indukce hypotermie. Protektivni efekty se neomezuji jen na neurony, ale ucinkuji také na astrocyty
a oligodendrocyty [45] .

Oba typy kanabinoidnich receptort (CB; i CB,) navic plsobi neuroprotektivné
na hematoencefalickou bariéru. Jeji ucel je sama o sob& neuroprotekce a kanabinoidni receptory ji
chrani pred porusenim [61].

Krom¢ toho se jeste¢ predpoklada existence neuroprotektivniho pisobeni kanabinoidl

nezavislého na kanabinoidnich receptorech [60].

5.4.3. CB, receptory

Dulezitou funkci aktivace CB; receptorll je inhibice vylevu excita¢nich neurotransmitert.
Pti depolarizaci postsynaptické membrany dochazi k vylevu endokanabinodt, které poté difunduji
k presynaptickym CB,; receptoriim, vazi se na n¢ a zastavuji tak dal$i vypousténi glutamatu.
Endokanabinoidy tak funguji jako retrogradni posel.

CB, receptory také blokuji ptes Gypa podjednotku G proteinu napétové fizené vapnikové kanaly
a zamezuji tak nadmérnému vstupu vapniku do buriky a jeho ni¢ivému ptisobeni na neurony.

Vyznamna signalni draha u kanabinoidnich receptort je inhibice produkce cAMP inaktivaci AC,

opét pomoci Gjpa podjednotky. To vSe prispiva k brzdéni vylevu neurotransmiterti (obr. 5) [45].
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Obr. 5: Intracelularni udalosti na presynaptickém zakonceni neuronu zprostfedkované CB,; receptory

vedouci k neuroprotektivni odpovédi (pievzato z [45], upraveno).

Pisobeni CB; receptori také =zahrnuje inhibici produkce NO, ktery se uplatiuje
v neurodegenerativnich procesech a ptisobi neuronalni poskozeni [60].

Odpoveéd vyvolana dlouhodobéjsi stimulaci kanabinoidnich receptorti probihd ptes aktivaci
PI3K a MAP kinazovych kaskad, které ovliviiuji genovou expresi a plsobi v prevenci bunécné

smrti. PI3K také mize aktivovat JNK kindzu, kterd pisobi jako transkripcni faktor [45].

Neuroprotektivni efekt CB; receptorti byl ukdzan na mySich knock-outovanych v genu pro tyto
receptory. U transgennich mysi se pfi ischemii mozku zvySila mortalita a vznikaly t€zsi
neurologické deficity

Agonisté CB; receptord zabranuji neuronalnimu poskozeni a bunééné smrti, zatimco antagonisté

tento ucinek potlacuji [45].

5.4.4. CB,receptory

-----

-----

(IL-4, IL-10) [59, 60]. Zanét hraje dutlezitou roli v patologii neurodegenerativnich chorob jako je
napt. AD a MS, proto by zde CB, mohly byt vhodnym potencidlnim néastrojem kontroly
zanétlivych reakci a terapeutické intervence. Vyuziti CB, receptorll pro neuroprotekci s sebou nese
také vyhodu vyhnuti se psychotropnim vedlej$im G¢inkim kanabinoidi, které jsou zpracovany

pres CB; [60].
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5.5. Melatoninové receptory

5.5.1. Melatonin

Agonistou melatoninovych receptori je melatonin, hormon produkovany epifyzou.
Syntetizovany je pies serotonin z AK tryptofanu a jeho produkce je negativné regulovana
mnozstvim svétla pfijimaného sitnici. Melatonin reguluje spankovy cyklus a dal$i cirkadianni
rytmy, ovlivituje vyvoj a diferenciaci neuronii a diky své aktivit¢ vychytavani radikald snizuje
oxidativni stres a nepifimo zvySuje aktivitu antioxidacnich enzymi. Zapojen je také v modulaci

imunitni odpovédi [62—64].

5.5.2. Melatoninové receptory a neuroprotekce

Melatoninové receptory jsou dvojiho typu, MT; a MT; a lisi se afinitou pro ligand [63]. Pfestoze
je melatonin zndm svym neuroprotektivnim plsobenim, role melatoninovych receptorii v téchto
procesech zatim neni UipIn€ vyjasnéna [65].

Dilezity se melatonin ukazal byt napt. v patogenezi AD jako ochrana pied plisobenim proteinil
B-amyloidt utvarejicich zanétlivé plaky na neuronech. V experimentech, kde se misto melatoninu
pouzili jini agonisté bez antioxidac¢ni aktivity, nebyl pozorovan protektivni u¢inek na neurony.
Predpoklada se tedy, Ze protektivni vlastnosti melatoninu vii€i toxicité p-amyloida jsou disledkem
jeho antioxidacnich vlastnosti a proces nevyzaduje vazbu na melatoninové receptory [66].

Pti zkoumani ptsobeni melatoninu na disledky mozkové ischemie byl proveden experiment
s mySmi knock-outovanymi v genech pro MT; a MT,. Neuroprotektivni efekt melatoninu nastal
u knock-outovanych mysi i u wild type skupiny; u prvni skupiny byl vSak uéinek vyrazngjsi.
Zaveérem tohoto zkoumani tedy bylo opét, Ze melatoninové receptory nemaji na neuroprotekci
pfi ischemii vliv a plisobeni melatoninu je na receptorech nezavislé [67].

Vjiné studii se zjistovalo pusobeni melatoninu a zapojeni melatoninovych receptorti
pfti plisobeni toxint (H,O, nebo glutamat) na motoneurony. Melatonin snizil tvorbu radikala a
potlacil apoptotické signalni drahy. Pro zjisténi G¢asti melatoninovych receptorti v tomto procesu
byl pouzit jejich antagonista. Ten vyrazné oslabil melatoninem zprostfedkovanou neuroprotekei,
z ¢ehoz bylo patrné plisobeni melatoninu pies vazbu na melatoninové receptory [62].

Dalsi vyzkum zabyvajici se vlivem melatoninu na hladinu neuroprotektivné pisobiciho BDNF
(brain derived neurotrophic factor) doSel k zavéru, Ze pouze melatoninové receptory MT; jsou
schopny vyvolat neuroprotekci. Principem experimentu byl knock-out MT, receptort se zjisténim,

ze za takovych podminek se zvysi hladina BDNF [65].

Vysledky experimentti zkoumajici vliv melatoninovych receptorti na neuroprotekci za rtiznych

podminek se tedy rozbihaji a nejsou zatim jednoznacné.
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6. Zavér

Nekteré druhy GPCRs, jako jsou adenosinové, opioidni, kanabinoidni a melatoninové receptory,
jsou po aktivaci svymi agonisty schopné pusobit protektivné na neurony. Pii mozkové ischemii ¢i
hypoxii zmiriiuji disledky bunééného stresu a zvysSuji tak piezivani neurond, potlacuji ale také
progresi neurodegenerativnich chorob. Mechanismus neuroprotektivniho ptisobeni maji do velké
miry spole¢ny. Receptory ptisobi ptes aktivovany G protein na piislusné iontové kandly a enzymy,
a stabilizuji tak neurony vyrovnanim iontové vymeény a inhibici vylevu glutamatu. Dlouhodobé;jsi
pusobeni receptorti miize mit za ndsledek ovlivnéni genové exprese.

GPCRs jsou kromé endogennich agonistii také dilezitym cilem pro syntetické analogy. Jelikoz
se tyto receptory uplatnuji i pfi neurodegeneraci a dalSich patologiich, vyzkum zaméteny
na vlastnosti téchto receptorti a jejich signdlnich drah ma velky vyznam pro mozné budouci

farmakologické intervence nebo prevenci nezadoucich patologickych stavi.
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