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UVOD

Tématem tohoto ucebniho textu jsou ty oblasti bunécné biologie, jimiz se zabyvame aktivné
jako vyzkumnici (odkazy na nas vyzkum jsou uvedeny béhem vykladu latky). Poslednich par
let oba pfednasime buné¢nou biologii na Ptirodovédecké fakulté Univerzity Palackého a
koncepci celého predmétu postupné inovujeme v ramei projektu Inovace studia molekuldarni a
bunécné biologie OP VK CZ1.07/2.200/07.0354 (Opera¢ni program Vzdélavani pro
konkurenceschopnost financovany z Evropské socialniho fondu a statniho rozpoétu Ceské
republiky). Kromé zakladnich znalosti z bunééné biologie na Grovni standardnich
mezinarodnich ucebnic (napt. Alberts et al. Zdklady bunécné biologie) pozadujeme po
studentech oboru Molekularni a buné&¢na biologie podrobné&jsi znalosti z oblasti, v nichZ se
bunécna biologie setkava s farmakologii a farmakoterapii. Chceme, aby chapali véci

Vv kontextu od zakladnich chemickych zdkonitosti a bunéénych déji az po vedlejsi ucinky
1é¢iv, klinické testy nebo finanéni zisky farmaceutickych firem, plynouci z novych objevil.
Me¢lo by byt ziejmé, Ze bunécna biologie je ziva, stale a piekvapive se vyvijejici disciplina,
ktera ma klicovy vyznam pro moderni medicinu a souc¢asnou spole¢nost viibec. Studenti by
m¢éli chapat nas text jako uvod do problematiky a se zdjmem si vyhleddvat dalsi, podrobné;si
informace v ptivodnich ¢lancich, z nichz nékteré citujeme. Pouze opravdovy zajem muize vést
k pili a pile zase k pochopeni slozitych, abstraktnich souvislosti a zakonitosti, jez moderni
bunéénou biologii jako intelektualné narocny obor konstituuji. Mnoho véci ziistava
neobjeveno, mnoho otazek Siroce otevieno a absolventi odborného studia Molekularni a
bunécné biologie by méli mit ambici je uchopit a zodpoveédét, protoZe jenom tak mohou

V z4jmu svém 1 celé spolecnosti plné€ vyuZzit svého studia a svych schopnosti. Stale existuje na
svété mnoho smrtelnych nemoci, které neumime 1€¢it a na néZ umiraji tfeba 1 déti. Krom toho
nemoci, pro né¢zZ mame ucinné 1éky, se zacinaji vymykat kontrole a jejich ptivodci se stavaji

rezistentnimi na béznou terapii (napft. tuberkul6za).

Nase skriptum je rozdéleno na pét zakladnich ¢asti. V Receptorové teorii je vysvétleno
fungovani receptori na molekuldrni rovni, coz je klicoveé dulezité pro pochopeni ti¢inku
mnoha 1é¢iv (v této oblasti vyzkumu, spjaté s jednim ze zakladatelli moderni farmakoterapie
Paulem Ehrlichem, bylo udé€leno n€kolik Nobelovych cen za fyziologii a medicinu). Druha
cast, Jaderné a steroidni receptory, se podrobné€ji zaméfuje na dv€ vyznamné skupiny

receptort, na jejich fyziologickou funkci i na jejich roli cilt pro rizna 1éCiva. Kriticky



dalezitym tématem pro toho, kdo se zabyva ucinkem Ié¢iv a viibec cizorodych latek
(xenobiotik) na organismus, je zptsob, jakym organismus zachazi s takovymi latkami, ¢ili jak
je metabolizuje. Tomu se vénuje tieti ¢ast, nazvana Metabolismus xenobiotik. Dvé posledni
Casti naSeho textu se pohybuji v oblasti dvou vaznych epidemii ve vyspélé Casti svéta, jde o
onemocnéni nervového systému a 0 nadorova onemocnéni. Cast Neurotransmitery je
vénovana funogovani nervového systému na bunééné urovni a disledkim, plynoucim z téchto
fakth pro farmakoterapii. Konecné Degradace proteinii v buiice vysvétluje mechanismus, jak
bunky odstranuji nepotiebné proteiny (Nobelova cena 2004). Tento mechanismus se
podivuhodnou souhrou okolnosti stal jednim z nejnovéjSich cila protinadorové terapie

s prvnim klinicky pouzivanym lékem VELCADE (v USA povolen od roku 2003).

Dé&kujeme naSim oponentiim za trpélivost a cenné piipominky. Prosime studenty a ¢tenare
vibec, aby vznaseli dotazy a upozornovali nés na to, co by bylo dobré vylepsit, 1épe vysvétlit,
ukézat z jin¢ho uhlu pohledu. Jenom tak Ize naplnit spole¢ny cil ditkladného a efektivniho

vzdélavani, které nebude samotucelné, nybrz bude ku prospéchu vSech.

Zden¢k Dvorak (autor ¢asti I-1V)

Boris Cvek (autor ¢asti V)



|. RECEPTOROVA TEORIE

RECEPTORY

Cilem této kapitoly je seznamit se zakladnimi principy a teorii fungovani receptorti na
molekularni trovni. Receptorova teorie kvantitativné popisuje interakce mezi receptorem,
ligandem a konecnou bunécnou odpoveédi. Vlastni mechanismy pfenosu signalu
prostiednictvim receptort jsou popsany v mnoha uc¢ebnicich vénujicich se buné¢né biologii a

bunééné signalizaci, a nebudou predmétem této kapitoly.

Prostiednictvim receptorti je v organismu zajistén pienos signalli zejména v nésledujicich

ohledech:

1. Hormonalné Fizené déje — jedna se 0 tzv. endokrinni signalizaci. Vychazi se
z konceptu, Ze misto vzniku signalni molekuly je odlisné od mista Géinku a k pfenosu
signalni molekuly dochazi krevnim fecistém. Piikladem je adrenalin, ktery je
sekretovan dieni nadledvinek a krevnim fecistém dopraven k srdci, kde se vaze na
adrenergni receptory. V puvodni koncepci se vychazelo ze schématu Zlaza-hormon-
receptor, tj. predpokladalo se, ze kazdy hormon ma ,,svou* Zldzu a nasledné receptor
V cilovém orgéanu. Z mechanistického hlediska v§ak neni rozdilem mezi hormonalnim
d&jem probihajicim prostfednictvim receptorti a mezi ligandy-aktivovanymi
transkripénimi (a jinymi) faktory, kdy ligandem neni hormon, dle klasické definice.

2. Pienos nervového signalu — neurotransmitery se vazi na ptislusné receptory na
postsynaptickych, n€kdy 1 na nesynaptickych neuronech.

3. Parakrinni signalizace — Ui¢inek sekretované molekuly je limitovan vzdalenosti —
jedna se o ucinek na kratkou vzdalenost, nikoliv na tirovni celého organismu.
Ptikladem jsou rizné rustové faktory, faktory srazeni krve. Analogii je autokrinni
signalizace, kdy je signalni molekula sekretovana buiikou, na kterou nasledné ptisobi
— ptikladem jsou nékteré cytokininy nebo eikosanoidy.

4. Komunikace mezi dvéma buiikami — tj. na povrchu jedné bunky je exponovan
ligand a na povrchu druhé buiiky je exponovan receptor.

5. Utinek 1é¢iv a jinych cizorodych latek na receptory v riiznych tkanich.



Za zakladatele receptorové teorie je povazovan John Newport Langley, ktery v roce 1878
experimentoval s analogy nikotinu a kurare na svalovou kontrakci. S vyuzitim izolovanych
svalovych vladken pozoroval, ze pilokarpin vyvolal kontrakci svalu, zatimco atropin mél
inhibi¢ni €inky na kontrakci. U¢inil zavér, Ze tyto dvé slouceniny soutézi o treti latku, v té
dobé¢ jesté neznamou (dnes jiz vime, Ze se jednalo o neurotransmiter acetylcholin). DalSim
vyznamnym prukopnikem v oblasti receptorové teorie byl Paul Ehrlich, soucasnik Langleyho,

ktery prokdzal nezbytnost stereoselektivity pii interakci receptor-lécivo.

John Newport Langley Paul Ehrlich
2.11.1852 - 5.11.1925 14.3.1854 - 20.8.1915
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ucinku 1éciv, byl vyzkum receptorii ve 20. Stoleti pfedmétem intenzivniho zajmu.

V souvislosti s receptory byla udélena cela fada Nobelovych cen, napf.:

e 2004 Nobelova cena za fyziologii a medicinu; Richard Axel a Linda Buck; objev

¢ichovych receptorti a organizace ¢ichového systému

e 1988 Nobelova cena za fyziologii a medicinu; Sir James Black, Gertrude Elion,
George Hitchings; za objev dilezitych principti v ti¢inku 1é¢iv (objev beta-

adrenergniho receptoru a histaminovych receptorti)

e 1985 Nobelova cena za fyziologii a medicinu; Michael Brown a Joseph Goldstein;
objevy souvisejici s regulaci metabolismu cholesterolu (objev Low Density

Lipoprotein receptoru)



Lze tici, ze v soucasné dob¢ jiz byla vétSina receptort identifikovana, izolovana a
biochemicky charakterizovana. S rozlusténim lidského genetického kddu byla vétsina
receptori klonovana a sekvenovana. Obdobny stupen poznani byl dosazen 1 na tirovni
proteinil interagujicich s receptory. Bézné€ rozsifenou metodou studia receptoru je vyuziti

mutantd a in silico pfistupt.

Klasifikace receptorii neni piredmétem tohoto textu, a ctenafi doporucujeme webové portaly

Americké spole¢nosti pro farmakologii a experimentalni terapii (www.aspet.org) a

Mezinarodni unie pro zakladni a klinickou farmakologii (www.iuphar.org).

Jelikoz jsou receptory jednim z nejcastéjsich cila farmakoterapie, lze fici, ze:

e Receptory determinuji kvantitativni vztah mezi davkou léciva a farmakologickym
ucinkem léciva.
e Receptory jsou zodpovédné za selektivitu 1éCiva.

7w

e Receptory zprostiedkovavaji u€inek farmakologickych agonistii a antagonistt.
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Pohlizime-li na receptory z hlediska hormonalné Fizenych déju, musi byt splnéna nasledujici

kritéria:

e Receptor musi vykazovat strukturni a sterickou specificitu pro hormon a strukturné
blizka analoga

e Receptory jsou saturovatelné a vyskytuji se v systému v omezeném mnozstvi; tj.
existuje konecny pocet vazebnych mist

e Vazba hormonu na receptor je reversibilni

e Vazba hormonu na receptor je bunécné specificka a je v souladu se specificitou
hormonu k cilovému organu

e Receptor musi vykazovat pro hormon vysokou afinitu pti fyziologickych
koncentracich

e Bezprostiedné po vazbé hormonu na receptor musi nasledovat tzv. brzka biochemicka

udalost (early event)


http://www.aspet.org/
http://www.iuphar.org/

Skutecnost, ze latka nespliuje jakoukoliv z vyse uvedenych podminek naznacuje

nespecifickou vazbu latky na proteiny, plazmatické fosfolipidy nebo bunééné membrany.

Zakladni dvé charakteristické vlastnosti receptoru jsou tzv. recognition (schopnost

rozpoznani ligandu) a transduction (schopnost pfevedeni signalu).

Recognition = receptor existuje v konforma¢nim stavu, ktery umoziuje rozpoznani a vazbu

latky (ligandu) a splituje nésledujici kritéria:

e Saturovatelnost — pocet vazebnych mist je kone¢ny

e Reversibilita vazby - vodikové mustky, nekovalentni vazby, van der Waalsovy sily

e Stereoselektivita — schopnost rozpoznat optické izomery -/+, L/D, S/R

e Specificita k agonistiim — strukturné podobné latky se vazi dobfe na receptor, zatimco
strukturné odli$né latky se na receptor vazi spatné

e Tkanova specificita — vazba probéhne ve tkanich, které jsou citlivé pro endogenni

ligand a to ve fyziologicky relevantnich koncentracich

Transduction = vazba agonisty na receptor musi byt pfeménéna (pfevedena, proménéna,
transdukovana) na n&jakou funkéni odpoveéd (biologickou ¢i fyziologickou). Ruzné typy
receptori jsou spojeny s prislusnymi efektorovymi systémy bud’ pfimo nebo prostfednictvim

jednoduchych ¢i komplexnich systémi pro bezprostiedni amplifikaci signalu.

Receptory zprostiedkovavaji komunikaci mezi buitkami. Z tohoto pohledu rozlisujeme dva

typy komunikace:

e Signalizace sekretovanymi molekulami (hormony, neurotransmitery apod.)
e Signalizace molekulami vazanymi na buné¢nou membranu (napt. buiiky imunitniho

systému)



- signalizace sekretovanymi molekulami

- signalizace molekulami vazanymi na plasmatickou membranu

Receptory umoziuji pienos signalu z extracelularniho prostoru dovnitt do buiiky. Podle

zpisobu, jakym je signal do buniky piendsen, 1ze receptory rozdélit do ¢tyt skupin (Obr. 1):

1. Channel-linked receptors = ¢eskym ekvivalentem jsou receptory sprazené
s iontovymi kandly, ionotropni receptory a nebo ligandem-fizené iontové kanaly.
Receptor je lokalizovan na vnéjsi strané bunééné membrany a je fyzicky asociovan
s iontovym kanalem (transmembranova struktura). Po vazbé ligandu na receptor dojde
ke konformacni zmeéné, ktera je pfenesena na iontovy kanal, ktery se nasledné bud’
otevie, nebo uzavre. Jedna se de facto o alostericky proces. Zména stavu iontového
kanalu otevieno/uzavieno, vyvold/zablokuje efflux/influx konkrétniho iontu, a
nasledné¢ dojde k depolarizaci/hyperpolarizaci membrany, coz vede ke kone¢né
bunééné odpovedi. Jedna se o proces extrémné rychly (odpovéd’ v fadu milisekund),
proto je tento systém vyuzivan pievazné neurotransmitery, kdy organismus/buiika
vyzaduje okamzitou reakci. Typickym ptikladem jsou nikotinové acetylcholinové
receptory (nAChR; spojené s Na" kanalem), receptory typu A pro kyselinu y-

aminomaselnou (GABAa, spojené s Cl” kanalem), serotoninové receptory podtiidy 3



(5-HTa, spojené s Na*, K" a ca® kanaly) a ionotropni glutamatové receptory (GluA,
GluK, GluN, GluD; spojené s Na*, K™ a Ca?* kanaly).

G-protein coupled receptors (GPCR) = receptory spiazené s G-proteiny. Déli se do
Sesti zakladnich tfid A-F. O GPCR pojednava cela fada ucebnic, a podrobny popis
neni cilem tohoto skripta. Jedna se o transmembranové receptory, které se skladaji

z extracelularni domény (zodpovédna za rozpoznani a vazbu ligandu), ze sedmi
transmembranovych segmenttl (proto se oznacuji 7TM), a intracelularni domény, ktera
zprostiedkovava interakci s tzv. G-proteiny. G-protein nasledné aktivuje efektor, coz
je nejcastéji enzym (rtuzné adenylat cyklasy nebo fosfolipasa C), ktery spusti kaskadu
biochemickych d&jii; proto se tyto receptory nazyvaji metabotropni. Signalni kaskada
zahrnuje syntézu tzv. druhych poslu. Efektorem G-proteinu miize byt i iontovy kanal
(K%, Ca2+). Spektrum GPCR je velmi Siroké a zahrnuje napt. metabotropni GABAg
receptory, metabotropni glutamatové receptory mGluR, adrenergni receptory,
histaminové receptory, serotoninové receptory, dopaminové receptory a dalsi.
Rychlost bunécné odpovédi je u GPCR v tadu sekund, coZ odpovida potiebam

metabolickych regulaci.

Enzyme-linked receptors = receptory spojené s enzymovou aktivitou. Jedna se o
transmembranové receptory, skladajici se z extracelularni domény (rozpoznava a vaze
ligand), vétSinou jednoducha transmembranové domény a intracelularni domény, ktera
vykazuje katalytickou enzymovou aktivitu. Po vazb¢ ligandu na receptor dojde ke
konformaéni zméné€ receptoru, a tato je pfenesena na intracelularni doménu a dojde

k aktivaci enzymu. Jedna se vétsinou o kinasy, které fosforyluji dalsi regulaéni
proteiny a dojde k pfenosu a amplifikaci buné¢né odpovedi. Ptikladem jsou receptory
pro insulin, rastové faktory, mitogeny, cytokininy apod. Zajimavym piikladem
receptoru spojeného s enzymem je membranova forma guanylat cyklasy. Rychlost

bunécné odezvy je fadoveé v minutach.

Jaderné a steroidni receptory — jednd se o proteiny lokalizované v cytoplasmé nebo
V bunécném jadre. Ligand se do bunky resp. do jadra dostava volnou difuzi pres
plasmatickou membranu. V cytoplasmé se nachéazeji receptory pro steroidni hormony
(napf. estrogenni receptor, glukokortikoidni receptor), a po vazbé ligandu dochézi
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k jejich translokaci do jadra. V jadfe se nachazeji tzv. jaderné receptory (napf. receptor
pro kyselinu retinovou, receptor pro vitamin D apod.). Efektorem steroidnich a
jadernych receptorti je DNA a bunéénou odpovédi je transkripce genu a nasledna

syntéza proteinil. Rychlost bunééné odezvy jsou fadovée hodiny az dny.

Na*
H:ﬁ°+.+o+_f;l

\

Hyperpolarization (—\
or v g .
depolarization Excitability Second messengers Protein ¥ nucleus
change ﬂ\ phosph.
Calcium Protein Other
release phosph.
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eftects Cellular effects effects EHECTS

e

Obrazek €.1: Schematické znazornéni ¢ty zakladnich typt receptora dle funkce.

Rovnovahu lé¢iva (ligandu) na receptoru ovliviji:

e Omezena difuze
e Metabolismus ligandu
e Zachyceni ligandu krvi, lipidy, proteiny apod.

Buné¢na odpoved’ zavisi na:

e Druhu efektoru
e Potiebé¢ allosterickych kofaktort

e Piimé modifikaci receptoru — napft. fosforylace, proteolytické Stépeni atd.
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VAZBA LIGANDU NA RECEPTOR

Vazba ligandu na receptor se fidi zakonem o aktivnim ptsobeni hmoty. Primarnim

predpokladem je, ze se ligand vaZe na homogenni populaci receptort. Plati nasledujici vztah:

Kon

[ligand] + [receptor] <«—— [ligand .receptor]
Koff

Kon je pocet vazeb (udalosti) za ¢asovou jednotku; jedna se o rychlost ¢i miru asociace

ligandu (L) s receptorem (R) za vzniku komplexu LR

Koff je pocet disociaci (udalosti) za ¢asovou jednotku; jedna se o rychlost ¢i miru disociace

komplexu LR za vzniku volného ligandu (L) a receptoru (R)

K vazbé dochézi, kdyz ligand a receptor koliduji ve spravné orientaci a se spravnou energii.
Interakce mezi ligandem a receptorem je reversibilni. Rychlost asociace a disociace zavisi jen

na poctu receptorti, koncentraci ligandu a rychlostnich konstantach Kqn a Kogs.

V rovnovaze je rychlost tvorby komplexu rovna rychlosti jeho disociace:

[L] x[R] x Kgn = [LR] x anf

Potom definujeme rovnovaznou disociacni konstantu Kp nasledovné:

Kotr _ [L1x[R]
Kon [LR]

KD=

12



Jednotkou Kp je molarni koncentrace (mol/l) a vyjadiuje AFINITU 1é¢iva k danému
receptoru. Jinymi slovy, ochota, s jakou se 1é¢ivo vaze na dany receptor je charakterizovana
afinitou. Za situace, kde je koncentrace ligandu [L] rovna hodnoté Kp, je 50% populace

receptort obsazeno ligandem.

Pro vazbu ligandu na receptor plati:

o Jakmile dojde k vazbé ligandu na receptor, zistava ligand vazany na receptoru

po nahodny casovy interval

. Pravdépodobnost disociace je stejna v jakykoliv okamzik po asociaci

o Vazba ligandu na receptor je reversibilni

J Neexistuje castec¢na vazba; receptor je bud’ volny, nebo obsazeny

o Vsechny receptory jsou pro vazbu ligandu rovnocenné

. Po disociaci by ligand 1 receptor mély zlstat nezménény (ligand by mél byt
recyklovatelny)

. Pokud je receptor nebo ligand po disociaci pozménén, neplati zdkon o plsobeni

aktivni hmoty

Populace receptorti, na kterou je navazany ligand je charakterizovana veli€inou, ktera se
nazyva FRAKCNI OBSAZENOST RECEPTORU. Jedn4 se tedy o pomér mezi poétem

receptoril obsazenych ligandem ku celkovému poctu receptort v dané populaci:

[LRI] [LR1

F.O = =
[celkovy receptor]  [LR1+[Ryopn;]

Dosadime-li do vyse uvedené rovnice vzorec pro vypocet Kp, dostdvame pro frakéni

obsazenost receptoru nasledujici vztah:

[L]

FO = —1+—
[L]+KD
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Grafickym vyjadienim zavislosti frakcni obsazenosti receptoru na koncentraci ligandu je

saturacni kiivka ve tvaru hyperboly (Obr. 2). Pro riizné koncentrace ligandu plati:

[L] = Kp = 50% F.0.
1
[L1 - 5Kp = 30% F.0.

[L]=10 xKp = 90% F.0.

[L]=0 =0%F.0.

% 100

=

Q

N

b

8 50 Lec!qu
~— EEEEEEEEESN LéE'vOB
=

O

X

o

j 48

w 0

Koncentrace ligandu

Obrazek €.2: Frakéni obsazenost receptoru — saturacni kiivka — linedrni vyjadreni.

Pomoci saturacni kfivky lze ptimo métit mnozstvi (hustotu) receptorti. Dale kiivka poskytuje
informaci o afinité a selektivité ligandd. Saturacni kiivka charakterizuje ustaleny stav (steady-
state, teoretickd rovnovaha). Pro experimentaci se vyuzivaji radioaktivné znacené ligandy,

125|1 3H,

napf. g apod. Dilezita je volba vhodného ligandu (agonista vs. antagonista).

Antagonisté maji asto vys$i afinitu, ale rovnovaha se ustavuje déle.

Jelikoz se se saturacni kiivkou v linearnim vyjadieni obtizné pracuje, vyjadiuje se tato Casto
V logaritmické formé, tj. jako zavislost frakéni obsazenosti (resp. mnoZstvi vazaného ligandu
= B = bound) versus logaritmus molarni koncentrace ligandu. Satura¢ni kiivka

V logaritmickém vyjadfeni ma tvar sigmoidy a hodnota Kp se ur¢i z inflexniho bodu kiivky

v

(Obr. 3). Pro snadn¢jsi interpretaci kiivky se pouzivaji linearizované grafy, pomoci tzv.
14



Scatchardovych transformaci. Mnozstvi vazaného ligandu na receptory je v kazdém ¢asovém

okamziku dano:

. Poctem receptort
o Koncentraci ptfidaného ligandu
o Afinitou ligandu ke svému receptoru

Vazba ligandu na receptor je popsana stejnou matematickou funkci jako vazba substratu na

enzym pomoci rovnice Michaelise a Menteové (srovnej).

B.x x[radioligandi Vinax x [S]
B = - - Vﬂ. -
Kp +radioligand:

100 A

v
L=
3

——|:Civo A

vazany ligand

=f=|:CivoB

logc

Obrazek €.3: Frakéni obsazenost receptoru — saturacni kiivka — linedrni vyjadreni.
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Aktivace receptorti a kone¢na bunécna odpovéd’ jsou piimo umérné stupni obsazenosti

receptoru.

POZOR!!! Koncentrace ligandu, pii které je obsazena polovina (50%) populace receptorti
ligandem (Kp), je Casto nizsi nez koncentrace ligandu potiebna k vyvolani poloviéni
maximalni biologické odpovédi (ECsg — viz dale). Nezaménovat tyto dvé veliciny, 1 kdyz jsou

si tvary kiivek podobné!

100

3

o

c

@

R

o

o

o

E ™

o ——|&Civo A
.5 50

c == |:Civo B
5

@ lecivo C
>

R

-3

log ¢ (kompetitor)

Obrazek ¢.4: Kompetitivni vazebné kiivky.

Frak¢ni obsazenost receptoru a afinita ligandu k receptoru se studuje s vyuzitim radioaktivné
znacenych ligandd. Ne vzdy vsak je radioaktivni ligand k dispozici. V tom piipadé se
vyuzivaji techniky tzv. COMPETITIVE BINDING ASSAYS, které umoziiuji stanovit
hrubym odhadem afinitu neznaceného ligandu k receptoru. Piidavek neradioaktivniho ligandu

(napf. 1é¢ivo B), ktery se rovnéZ vaze na receptor R, do inkubaéni smési, povede k tomu, ze
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mén¢ molekul R bude dostupnych pro vazbu radioaktivné znaceného agonisty D*, tj. snizi se
mnozstvi vytvoirené¢ho komplexu [D*R]. Jinymi slovy, latka B soutézi (odtud nazev
kompetitivni) s agonistou D* o obsazeni R. Se zvysujici se koncentraci B bude klesat
mnozstvi tvofeného [D*R]. Technicky se metoda provadi tak, ze se pouzije jedna koncentrace

D* a kombinuje se s logaritmicky rostouci koncentraci nezna¢eného (soutéziciho) ligandu B.

Koncentrace inhibitoru (1éCiva, ligandu), kterd vytésni 50% radioaktivné znaceného ligandu

Z vazby na receptor se nazyva ICsg 1é¢iva/ligandu. Pozor — v tomto piipadé neni ICsq rovna
Kb, protoze se jedna jen o odhad — byl pouzit jiny ligand s odliSnou afinitou. Koncentrace
soutéziciho ligandu B, ktera by se vazala na 50% vazebnych mist v nepfitomnosti
radioaktivné znaéeného ligandu D*, se nazyva ROVNOVAZNA DISOCIACNI INHIBICNI
KONSTANTA — K. Ke stanoveni hodnoty K; je tfeba nejprve znat hodnotu ICsq. Pro vypocet

se vyuziva rovnice Chenga a Prusoffa:

_ ICsp
1 , [radioligand]
D

K.

1

Priklad: Vypoctéte hodnotu K; pro morfin, jestlize v experimentu s radioaktivné znacenym

3H-diprenorﬁnem byly zjistény nasledujici parametry: ICso = 100 nM, [L]= 3 nM, Kp = 1 nM.

Dosazenim do vyse uvedené rovnice ziskdme:

K. _ 100

1
1+%

=25nM

VZTAH MEZI DAVKOU LIGANDU A BUNECNOU ODPOVEDI

Z hlediska farmakologie je nezbytné znat vztah mezi podanou davkou léciva a G€inkem
1é¢iva; coz I1ze vysvétlit na podkladu receptorové teorie. V anglické literatute se hovoii o tzv.
DOSE-RESPONSE vztazich. Mira funkéni odpovédi vyvolané 1é¢ivem (ligandem) je jen
nepiimym odhadem vazby této latky na receptor (F.O.) a vice versa. Podstatnou roli zde hraji
rovnéz experimentalni podminky — napf. rozdil mezi in vivo a in vitro provedenim. Otazkou

je, zda je bunécna odpovéd’ pifimo imérnd obsazenosti receptoru ligandem.
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Clarkova teorie tika, ze ,,Uginek 1é¢iva je pfimo umérny frakci receptorti obsazenych timto
CN13

lécivem a maximalni odpovédi je dosazeno pii maximalni obsazenosti receptorii®. Jak si

ukazeme pozdéji, ne vzdy je toto tvrzeni pravdivé a ne vzdy znamena vice = 1épe.

100

Lécivo A
EEEEEEEEESE LéEiVOB

Odpoved (%)
(5]
o

- — —— — - - -

Koncentrace ligandu / /
EMAX(A) EMAX(B)

Obrazek ¢.5: Zavislost bunécné odpoveédi na davce 1é¢iva (dose-response curve) — linearni

vyjadieni.

Grafickym vyjadfenim zavislosti bunééné odpovédi na linearni koncentraci ligandu je
hyperbola, kdy existuje ur¢itd maximalni bunécnéd odpoveéd’ resp. maximalni efekt 1éCiva —
Emax (maximal effective concentration). Koncentrace agonisty, pii které je dosazeno 50%
Emax se znaci ECsg a nazyva se half-maximal effective concentration (Obr. 5). VyuZziva se
rovnéz logaritmické vyjadieni zavislosti bunécné odpoveédi na koncentraci ligandu, kdy
tvarem je sigmoida (Obr. 6). Pozor!!! — nezaménovat s frak¢ni obsazenosti receptoru, i kdyz

ktivky jsou si podobné!
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Obrazek ¢.6: Zavislost bunétné odpovédi na davce 1é¢iva (dose-response curve) —

logaritmické vyjadreni.

Frakéni odpovéd’ (Ry) agonisty (D) definujeme nasledovné:

[D]

Re = EC;5, +[D]

Pro riizné koncentrace agonisty potom dostavame frak¢ni odpoveéd’:

[D] =1 x ECso R¢ = 50%
[D] = 10 X ECs Rt = 90%
[D] = 100 X ECsg R = 99%

19



AGONISMUS A ANTAGONISMUS

V odborné literatuie se Casto operuje s pojmy agonisté a antagonisté, ne vzdy vsak jsou

terminy pouzivany spravng. Podle urovné ptsobeni lze ANTAGONISMUS rozdélit do Ctyr

skupin:

CHEMICKY ANTAGONISMUS - jedna se o interakce molekul v roztocich;
napi. muze jit o tvorbu komplexnich sloucenin

FARMAKOKINETICKY ANATGONISMUS — sniZeni koncentrace 1é¢iva

v misté ucinku. Ve své podstaté je nepiedvidatelny, mtze jit o ovlivnéni
aktivity transportérd, zménénou expresi biotransformacénich enzymi apod.
RECEPTOROVY ANTAGONISMUS - bude ptedmétem této kapitoly
FYZIOLOGICKY ANTAGONISMUS — dv& lé¢iva vykazuji opaény ti¢inek na
urovni organu ¢i organismu, nezavisle na tom, jakym ptisobi mechanismem na
urovni bunécéné. Napf. insulin a glukagon budou navzajem fyziologicti
antagonisté z hlediska regulace hladiny glukosy v krvi. Na urovni buné¢né ale
pusobi insulin pfes insulinovy receptor (enzyme-linked receptor), zatimco

glukagon pfes GPCR a tvorbu cAMP.

Pro vysvétleni fenoméni agonismus a antagonismus si nejprve nadefinujeme nékteré pojmy:

AFINITA (angl. AFFINITY) — jak jiz bylo zminéno diive v textu, afinita definuje s jakou

ochotou se lé¢ivo vaZe na dany receptor. Obezietnosti je tfeba u vysoce lipofilnich latek, kdy

Casto milZe jit o nespecificky ti¢inek nez o vysokou afinitu. Afinita je vyjadiena rovnovaznou

disocia¢ni konstantou Kp.

POTENCE (angl. POTENCY) — jedna se o schopnost ligandu vyvolat méfitelnou funkéni

zménu. Je to komparativni veliina, kterd srovnava koncentraci dvou latek, které vyvolaji

50% maximalni odpovédi (ECsp — half-maximal effective concentration).
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UCINNOST (angl. EFFICACY:; intrinsic efficacy) — vyjadfuje schopnost ligandu vazat se na
receptor a vyvolat funkéni odpovéd’. Vyjadiuje miru formace komplexu 1é¢ivo-receptor. Tato
veli¢ina se nékdy nazyva AKTIVITA (angl. INTRINSIC ACTIVITY; I.LA.) — vyjadiuje
relativni maximalni €inek latky v dané tkani ve srovnéni s pfirozenym endogennim

ligandem. Na zakladé¢ aktivity rozeznavame nasledujici typy ligandu:

o superagonista (angl. superagonist): LA. > 1; tj. vyvola vétsi odpoveéd’ nez
endogenni ligand; efficacy je vyssi neZ u endogenniho agonisty.

o agonista (angl. full agonist): I.A. = 1; tj. aktivita (a¢innost — efficacy) je
totoznd s endogennim ligandem — doséhne stejné Epax.

J parcialni agonista (angl. partial agonist): I.A. =0 ~ 1; ligand vyvola
submaximdlni odpovéd’ 1 pfi maximalni saturaci receptoru. Efficacy je nizsi
nez u endogenniho agonisty.

o antagonista (angl. antagonist): I.A. = 0; tj. nevyvola zadnou funkéni
odpovéd’. Tedy ma afinitu vici receptoru (blokuje receptor), ale nema zadnou
efficacy.

o inverzni agonista (angl. inverse agonist): I.A. < 0 (inverse efficacy) —

vyvolava kvalitativné opacny u€inek

Pro¢ ligand A vyvola velkou funkéni odpovéd’ receptoru, zatimco ligand B nevyvolad Zadnou
funkéni odpoved,, piestoze se oba ligandy vazi na receptor se stejné vysokou afinitou? Tj. jak
to, ze dva ligandy maji stejnou afinitu, ale riznou efficacy? Na tuto otdzku se snazila
odpovédet fada teorii a modelt, zde si uved’'me tzv. dvoustavovy model, ktery definoval roku
1995 Paul Leff. Model dle Leffa predpoklada, ze receptor existuje ve dvou konformacnich
stavech, nazvéme si je R (resting) a A (activated). Pokud se ligand navaze na formu R,
nedojde k vyvolani bunééné odpoveédi, zatimco pokud se ligand navaze na formu A, vznikly
komplex L-A vyvola funk¢ni odpovéd’. Rozdilnou efficacy ligandd si potom vysvétlujeme
rozdilnou preferenci vazby ligandu bud’ na A nebo R stav. Pomoci dvoustavového modelu si
lze vysvétlit uc¢inek agonistl, parcialnich agonistii, antagonistli a inverznich agonistt.

V klidovém stavu (v nepfitomnosti ligandu) je rovnovaha mezi stavem R a A preferencné

siln¢ posunuta smérem k formé R:
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stavR stavA
absence ligandu

rovnovaha preferenéné kR

—; 0

Agonista (full agonist) se vaze se silnou preferenci na stav A. Po navazani ligandu L na A
dojde ke vzniku komplexu L-A a tudiz k od¢erpani volného A. Dojde tedy k znovu ustaleni
rovnovahy mezi A a R, tj. molekuly R se pfeméni na stav A, na ktery se opét vaze L za vzniku
L-A atd. Vysledkem je, Ze zatimco v klidovém stavu bylo v systému minimum receptorti ve
stavu A a vétSina ve stavu R, po pfidani agonisty L se ustali vysledny stav, kdy v systému
bude drtiva vétsina receptorii ve formeé L-A a pouze minimum ve stavu R. Jelikoz bunécnou
odpovéd’ vyvola pouze komplex L-A (a nikoliv L-R), vyvola vazba agonisty maximalni

odpovéd'.

stavR stavA

9.0
u —— 996

agonista=silna preference proc A
rovnovahasilné posunutak A

00

Parcialni agonisté se vazi na ob¢ formy, tj. A 1 R, ale se slabou preferenci pro vazbu na A.
Parciélni agonista nevyvola maximalni odezvu (submaximalni aktivace) ani pifi obsazenosti
vSech receptorti v populaci, protoze ¢ast komplexu bude ve formé L-R a ¢ast komplexu ve

formé L-A.
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stavR stavA

Y —
hd

parcidlni agonista = slaba preferencepro A
rovhovaha ¢astecné posunutak A

Antagonista se vaze na ob¢ formy, A i R, bez jakékoliv preference. Vzniknou komplexy L-R
a L-A. Jelikoz v neaktivnim stavu je rovnovaha siln¢ posunuta k R, dojde po ptidavku

antagonisty témé&f vyluéné k tvorbé komplexu L-R a nedojde k vyvolani odpovédi.

stavR stavA

/ aEd £y B
antagonista= bez prm

- - - - rovnovahanezménéna .

O parcialnich agonistech a antagonistech bude jesté podrobnéji pojednéano déle v textu.

DalSim typem ligandi podle efficacy jsou inverzni agonisté.
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stavR stavA

bl
—
u > 0

u inverzni agonista= preference proR
rovnovahasilné kR

Obdobn¢ jako agonisté, mohou i inverzni agonisté byt full nebo partial. Inverzni agonista
(full) se preferenéné vaze na stav R, kdy vznika neaktivni komplex L-R. Klinicky se téchto
latek vyuziva v ptipade, Ze jista frakce neobsazenych receptorti ve forme A, je aktivni i bez
piitomnosti ligandu (konstitutivni aktivita). Potom po vazb¢ inverzniho agonisty na R dojde
ke vzniku L-R a k od¢erpani volného R. Nasledné dojde k posunu rovnovahy a k pfeméné
konstitutivné aktivniho A na neaktivni R. Z tohoto pohledu je vyuziti inverznich agonistii ve
farmakoterapii efektivnéjsi nez antagonistil. Pfikladem jsou nékteré histaminové receptory
nebo GABAA receptory. GABAA receptory jsou ligandem-fizené iontové kanaly, které
reguluji infix Cl iontil do nervovych bunék. Ligandem je tlumivy neurotransmiter GABA.
Receptory GABAa obsahuji rovnéz vazebné misto pro benzodiazepiny, kdy po vazbe
benzodiazepinu dojde k potenciaci u¢inku GABAA, a projevi se anxiolyticky G¢inek léku.
Pusobime-li na buiiky inverznim agonistou GABA,, slouc¢eninou Ro15-4513, dojde

k deaktivaci konstitutivné aktivnich GABAA receptort a latka tak vyvola tzkost (ptivodné
byla vyvinuta pro blokaci G¢inku alkoholu na GABA-ergni systém).

PARCIALNI AGONISTE

Ve srovnani s endogennim ligandem (full agonistou), nevyvola parcialni agonista nikdy
maximalni odpovéd’. Hovofime o tzv. submaximalni odezvé. K vyvolani maximalni odpovédi
nedojde ani v pfipadé, kdy jsou parcialnim agonistou obsazeny vSechny receptory, coz podle

Leffova modelu vysvétlujeme tvorbou neaktivnich komplexti L-R.
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Obrazek ¢.7: Dose-response kiivky pro agonisty a parcialniho agonistu.

Srovname-li parcialniho agonistu s full agonistou: (i) Afinita (Kp) je vétSinou podobna,
dokonce muize byt u parcialniho agonisty vyssi nez u full agonisty. (ii) Potence (ECs) je
vétdinou podobna u full a parcialnich agonisti. (iii) U¢innost (efficacy, aktivita) — u full
agonisty je rovna 1, zatimco u parcialniho agonisty je v intervalu 0 az 1. V souladu

s Clarkovou teorii pak vétSinou full agonista musi obsadit méné receptorti neZ parcialni

agonista, aby bylo dosazeno stejné bunééné odpoveédi.

Na obrazku ¢. 7 jsou zndzornény dose-response kiivky pro tfi rizné ligandy (1é¢iva). Ligand
A aligand B jsou agonisté (full), tj. oba v ur€ité koncentraci vyvolaji maximalni odpovéd.
Hodnota na svislé ose je stejna, tj. A a B maji stejnou efficacy, ale B ma nizsi potenci, tj.
hodnota ECsg je pro B o dva fady vyssi nez pro A. Maximalni odpovéd’ tedy B vyvola pfi
vy$$i koncentraci nez A. Latka C je parcialni agonista. Z obrazku je patrné, Ze A a C maji
srovnatelnou potenci, ale C ma nizsi efficacy, a nedosahne maximéalni odpovédi. PovSimnéme
si, ze parcialni agonista C vyvola v koncentraci 10° M stejnou bunécnou odpoveéd jako
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agonista B v koncentraci 10°°° M. Na druhou stranu, maximélni odpovéd’ dosazena
parcialnim agonistou C nedosahuje ani 50% maximalni odpovédi vyvolané agonistou B. Tedy

ligand B mé vyssi efficacy, ale nizsi potenci nez ligand C.

Charakteristickou vlastnosti parcialnich agonisti je, ze v kombinaci s full agonisty se chovaji
jako antagonisté. Tj. zatimco parcialni agonista sam o sob¢ vyvold métitelnou odpoveéd’,
soucasn¢ je schopen inhibovat odezvu full agonisty. Ve své podstaté se jednd o soutézeni o
vazebné misto na receptoru mezi parcidlnim a full agonistou. Pfipomenime si, Ze parcialni a

full agonisté maji podobnou afinitu, tudiz kompetice je vétSinou vyznamna.

Chovani parcidlnich agonistii mtizeme ukézat na dvou praktickych ptikladech, které byly

publikovany ve védeckych ¢asopisech nasi vyzkumnou skupinou:
Piiklad é. 1:

o Bachleda P., Vrzal R., Dvorak Z. (2010) Resveratrol enhances NK cell
cytotoxicity: Possible role for aryl hydrocarbon receptor. Journal of Cellular
Physiology 225(2):289-290.

90 -
80 -
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fold of control

log [c]

Obrazek ¢.8: Dose-response kiivky pro agonisty a parcidlniho agonistu AhR receptoru
v HepG2 buiikéch.
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Receptor pro polyaromatické uhlovodiky (aryl hydrocarbon receptor, AhR) hraje diilezitou
roli v mnoha buné¢nych déjich, napft. v proliferaci, apoptose, diferenciaci, imunitni odpovédi
a Vv regulaci enzymu metabolizujicich cizorodé latky. Typickymi ligandy AhR jsou
polyaromatické uhlovodiky (z cigaretového kouie), dioxiny, polychlorované bifenyly,
polyaromatické aminy a fada dalSich latek, ¢asto kontaminantl zivotniho prostfedi. Mezi

endogenni ligandy AhR patii bilirubin, eikosanoidy, derivaty tryptofanu, indol a dalsi.

V nasi praci jsme pomoci techniky gene-reporter assays analyzovali u¢inek typickych
agonistli AhR ve srovnani s pfirodni latkou resveratrolem (obsazen napft. v Cerveném ving),
ktery jsme identifikovali jako parcidlniho agonistu AhR. Jako modelové full agonisty jsme
pouzili latku dioxinového typu 2,3,7,8-tetrachloro-p-dibenzodioxin (TCDD) a polyaromaticky
uhlovodik 3-methylcholanthren (3MC).

Obrazek ¢.8 ukazuje dose-response kiivky pro 3MC, TCDD a resveratrol. Typickou
sigmoidni kiivku vykazuje TCDD, coz je ligand AhR s nejvyssi znamou potenci a efficacy.

Z obrazku vidime, Ze potence (ECsp) TCDD je cca 2 nM. Full agonista 3MC a parcialni
agonista resveratrol vykazuji podobnou potenci (cca ECsg = 500 nM), ktera je cca o 2 — 3 fady
slabsi neZ pro TCDD. Na druhou stranu, full agonisté TCDD a 3MC vykazuji srovnatelnou

efficacy (svisla osa), zatimco parcialni agonista resveratrol vykazuje fadové nizsi efficacy.

Priklad ¢. 2:

° Dvorak Z., Vrzal R., Henklova P., Jancova P., Anzenbacherova E., Maurel P.,
Svecova L., Pavek P., Ehrmann J., Havlik R., Bednar P., Lemr K., Ulrichova J.
(2008) JNK inhibitor SP600125 is a partial agonist of human aryl hydrocarbon
receptor and induces CYP1A1 and CYP1A2 genes in primary human
hepatocytes. Biochemical Pharmacololy 75(2):580-588.

Dalsi priklad se opét tyka AhR receptoru. V nasi praci jsme popsali, ze latka SP600125
(pouzivana jako specificky inhibitor c-jun-N-terminalni kinasy), je parcialnim agonistou AhR
Vv lidskych bunikach. V n€kolika modelovych systémech ukazujeme, Ze SP600125 slabé

aktivuje AhR (podminka submaximalni aktivace), ale v kombinaci s full agonistou TCDD
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inhibuje tc¢inek full agonisty (podminka funk¢niho antagonismu parcialniho agonisty). V této

praci rovnéz ukazujeme ucinek resveratrolu na AhR.

Obrazek ¢€.9 ukazuje ucinek SP600125 a TCDD na buné¢nou odpovéd’ AhR (hodnoceno jako
exprese geni CYP1A1 — vlevo, a CYP1A2 — vpravo). Vidime, Ze s rostouci koncentraci
SP600125 roste exprese cilovych genti (odpovéd” AhR), ale odpovéd’ zdaleka nedosahuje
odpovédi vyvolané full agonistou TCDD (SP600125 v koncentraci 100 uM dosahuje cca 5%
odpovédi pro 5 nM TCDD). Je tedy demonstrovana podminka pro funkci parcialniho agonisty

- submaximalni aktivace.
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Obrizek &.9: Uginek SP600125, resveratrolu a TCDD na expresi CYP1A1 a CYP1A2
MRNA v lidskych hepatocytech. Buiiky byly inkubovany 24 hod s testovanymi latkami. Data

byla normalizovéana na expresi GAPDH.

Obrazek ¢€.10 ukazuje uc¢inek SP600125 na bunécnou odpoveéd AhR vyvolanou full agonistou
TCDD (opét hodnoceno jako exprese genit CYP1A1 a CYP1A2). Vidime, ze pfi kombinaci
parcialniho agonisty SP600125 s full agonistou TCDD, dochazi s rostouci koncentraci
SP600125 ke koncentraéné zavislé inhibici bunééné odpovedi vyvolané full agonistou TCDD.
Je tedy demonstrovdna podminka pro funkci parcidlniho agonisty — funk¢ni antagonizmus

ucinku full agonisty.
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Obrazek ¢.10: Uginek SP600125 na TCDD-indukovanou expresi CYP1A1 a CYP1A2
MRNA v lidskych hepatocytech. Buiiky byly inkubovany 24 hod s testovanymi latkami. Data

byla normalizovana na expresi GAPDH.

RECEPTOROVY ANTAGONISMUS

V ptedchozim textu byly definovany pojmy agonista, antagonista, receptorovy a funk¢ni
antagonismus. Na ptikladech bylo demonstrovano, Ze parcialni agonisté se chovaji jako

funk¢ni antagonisté.

Antagonisté blokuji odpoveéd’ vyvolanou agonisty — brani vazb¢ 1é¢iva a vyvolani normalni
odpovédi. Vnitini aktivita antagonistil je nulova, a jejich ti¢inek na bunku neni ovlivnén
koncentraci GTP a Na®. Antagonisté maji Gasté terapeutické vyuziti. U antagonistii
definujeme selektivitu, afinitu a potenci. Receptorovy antagonismus rozdélujeme dle vratnosti

procesu na reversibilni (kompetitivni a nekompetitivni) a ireversibilni.

Ireversibilni antagonismus — ireversibilni antagonisté se na receptor vazi nevratné. Obvykle
dochézi ke kovalentni modifikaci receptoru (N-ethylmaleinamid, alkyla¢ni ¢inidla). Uéinek je
vétSinou neselektivni. Ireversibilni antagonismus mohou vykazovat rovnéz protilatky, a na
molekularni trovni se bude stejné jevit i mutace receptoru. Vysledkem je, ze je efektivné a

prakticky snizeno mnozstvi receptori, schopnych vazat agonisty. Pfidavek dalsiho agonisty je
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tudiz v piipadé ireversibilniho antagonismu netcinny, a jedinym zplisobem restaurace

puvodniho stavu je syntéza receptoru de novo.
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Obrazek €.11: Kompetitivni antagonismus. Dose-response kiivky pro agonistu (A) a agonistu

V ptitomnosti kompetitivniho antagonisty (A+B).

Kompetitivni antagonismus — antagonista se na receptoru vaze do stejného mista jako
endogenni ligand nebo agonista. Kompetitivni antagonista tedy s agonistou soutézi o vazbu na
vazebné misto (analogie kompetitivni inhibice inhibitor versus substrat na enzym). Chemicka
struktura kompetitivnich antagonisti je ¢asto podobna struktuie agonistti. Uéinek
kompetitivniho antagonisty mize byt vyrusen nadbytkem agonisty (surmountable
antagonism). V grafickém vyjadieni dochazi jak u kiivek dose-response tak u kiivek pro
frak¢ni obsazenost k posunu kiivky doprava. Hodnoty Emax @ Bmax se neméni. Méni se
hodnoty Kp a ECsq (viz Obr. 11). Dose-response kiivky maji podobny tvar, coz je typické pro

vazbu do stejného mista.
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Obrazek ¢.12: Nekompetitivni antagonismus. Dose-response kiivky pro agonistu (A) a

agonistu v pfitomnosti nekompetitivniho antagonisty (A+B).

Nekompetitivni antagonismus — nedochazi k inhibici tvorby komplexu ligand-receptor, ale

k naruseni konformaéni zmény, ktera spousti bunécnou odpovéd’. Nekompetitivni antagonista
se na receptoru vaze do jiného vazebného mista nez agonista — allosterickd vazba.
Antagonismus nelze vyrusit nadbytkem agonisty (non-surmountable antagonism). Dose-
response kiivky maji odli$ny tvar, coz je typické pro vazbu do odlisSného mista. Hodnoty
Emax @ Bmax se méni. Neméni se hodnoty Kp a ECsp u nepostizené frakce receptorti (viz Obr.

12).

RECEPTOR-EFFECTOR COUPLING

Proces pfenosu mezi receptorem obsazenym ligandem a vyslednou bunécnou odpovédi na
1é¢ivo se nazyva coupling. U¢innost couplingu Caste¢né zavisi na pocate¢ni konformacni
zméng¢ receptoru, tj. tcinek full agonistlh miize byt Iépe ,,coupled* ve srovnani s parcidlnimi
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agonisty. Vazba agonisty na receptor a nasledn¢ vyvolana konformacni zména jsou obvykle
jen prvnimi kroky z mnoha krokl potiebnych k dosazeni vysledného farmakologického
Gginku. Uginnost couplingu je také dana biochemickymi udélostmi, které zajist'uji pienos od
obsazené¢ho receptoru do bunécné odpovéedi. Toto je ditvodem ne vzdy dobré korelace mezi
afinitou a uc¢innosti. Srovnejme receptor-efector coupling a vyvolani kone¢né bunécné

odpovédi u nikotinového acetylcholinového receptoru s beta-adrenergnim receptorem:

nAChR B-adrenergni r.

1. vazba acetylcholinu nar. . vazba adrenalinu nar.

1
2. otevieni iontového kanalu 2. konformac¢ni zména receptoru
3. influx Na* ionti 3. aktivace G-proteinu
4. depolarizace membrany 4. aktivace adenylat cyklasy G-proteinem
5. syntéza cAMP
6. vazba CAMP na protein kinasu A (PKA)
7. Stepeni PKA na podjednotky
8. PKA fosforyluje glykogen fosforylasu kinasu
9. glykogen f. kinasa fosforyluje glykogen f.

10. Stépeni glykogenu

SPARE RECEPTORY

Ceskym ekvivalentem vyrazu spare receptors, by bylo zbytné, spoiivé, postradatelné
receptory. Podle Clarkovy teorie je odpoved’ receptoru piimo imernd obsazenosti receptoru,
coz ale neni vzdy pravdou. Spare receptory jsou jednim z vysvétleni nelinedrni korelace mezi
obsazenosti receptoru a odpoveédi receptoru. Pro spare receptory je typické, ze maximalni
odpovéd’ je vyvolana ligandem v koncentraci, kterd nedostacuje k plné obsazenosti dané
populace receptord. V nekterych piipadech je znamo, jaky mechanismus se uplatiiuje u spare
receptorl; napt. vazba GTP na medidtor pretrvava jesté¢ dlouho po ukonceni interakce
agonista-receptor. Tato spareness je pouze docasna. Nékdy se aplikuje pfedstava, ze receptory

jsou spare Vv pocCtu, coz si lze predstavit nasledovné:
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Situace A: V systému jsou piitomny 4 receptory. Kazdy z receptort je spojen s jednim
efektorem. Koncentrace volného agonisty je rovna Kp. To znamena, Ze pfi této koncentraci
bude obsazeno agonistou 50% receptort, tj. 2 receptory ze 4 a dosdhne se 50% maximalni

odpovédi, protoze budou aktivovany 2 efektory ze 4.

Situace B: Koncentrace receptort v systému je desetinasobna oproti A (tj. 40 receptori).
Analogicky, kazdy receptor je spojen s jednim efektorem (40 efektorit). Hodnota Kp je stejna
jako v ptedchozim piipadé. Nyni velmi mala koncentrace agonisty (0,05 x Kp) postaci

k obsazeni 2 receptort a nasledné aktivaci 2 efektori. Dosahneme tedy 50% maximalni

odezvy jako v piipad¢ A, ale pii 20 x niz8i koncentraci ligandu.

Prikaz spare receptorti se provadi pomoci ireversibilnich antagonistl, které snizi aktivni pool
receptori schopnych vazat ligand, ale pfesto nedojde k inhibici farmakologické odpovédi.
Naprtiklad maximalni ionotropni odpoveéd’ srde¢niho svalu na katecholaminy muize byt
vyvolana i v piipadé, kdy je 90% B-adrenergnich receptorli obsazeno quasi-ireversibilnim

antagonistou; tj. myokard obsahuje zna¢né mnozstvi spare [3-adrenergnich receptort.

PODTYPY RECEPTORU

U mnoha druhti receptorti existuje vice podtypt. Rlizné podtypy maji casto tkanove
specifickou lokalizaci a odlisné farmakologické efekty. Z terapeutického hlediska je vyzvou
syntetizovat specifické agonisty a antagonisty pro jednotlivé podtypy receptori. Prikladem

mohou byt opidtove receptory:

TYP RECEPTORU p-receptor d-receptor K-receptor
nl, pn2, pn3 51, 82 k1, x2
SELEKTIVNI AGONISTE endomorfin-1  [D-Ala]-delt. I enadolin
endomorfin-2 [D-Alal-delt. II U-50488
DAMGO DPDPE U-69593
SNC 80
DSLET
SELEKTIVNI ANTAGONISTE CTAP naltrindol nor-binal -
TIPP-y torfimin
ICI 174864
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DOWN-REGULACE A DESENZITIZACE RECEPTORU

Je-li receptor vystaven ptisobeni ligandu, dochazi k vazbé ligandu na receptor, ke vzniku
komplexu L-R, k pfenosu signalu a vyvolani bunééné odpoveédi. Pokud je ligand odstranén,
dojde k posunu rovnovahy z L-R pét na L + R, a dojde k vymizeni buné¢né odpovédi.
Nekteré receptory zustavaji aktivni 1 po odstranéni ligandu. Jindy je zapottebi, aby byla
bunécné odpoveéd’ terminovana, 1 kdyz je ligand stale pritomen. Proto se vyvinula fada
zpétnovazebnych mechanismi zapojenych do inaktivace receptorové odpovédi v pritomnosti

ligandu.

Desenzitizace receptoru — po chronické stimulaci receptoru agonistou dojde ke ztraté afinity
receptoru k agonistovi, ale celkové mnozstvi receptorti v systému se neméni. Desenzitizace
receptoril je ¢asto molekularni pficinou nebo privodnim jevem mnoha onemocnéni. Na
molekularni trovni dochazi k desenzitizaci receptoru nékolika mechanismy, napft. fosforylaci
receptoru, nebo interakci s jinymi proteiny — napf. arestiny. Dojde k un-couplingu receptoru
s efektorem, a dlisledkem je posun vazebné kiivky doprava. Piikladem je -adrenergni
receptor, kdy Kp isoproterenolu roste (1 nM — 100 nM), zatimco Byax se neméni (viz Obr.
13).

Down-regulace receptorii — riznymi mechanismy dochdzi k fyzickému sniZeni poctu
receptori v dané populaci. Pii down-regulaci klesd Byax, zatimco Kp ziistdva nezménéna.
Zpusobt down-regulace je n¢kolik. Pro jaderné a steroidni receptory je typické, ze po vazbé
ligandu na receptor a ,,vykonani funkce* v jadte, je receptor exportovan do cytoplasmy, kde je
degradovan proteasom-ubiquitinovym systémem. Jinym zptisobem down-regulace je
ovlivnéni rychlosti syntézy receptoru R, jako buné¢néd odpovéd na aktivaci receptoru R
(negativni zpétnovazebna regulace). Membranové receptory jsou Casto internalizovany

(endocytosa) a nasledné degradovany lysozomem nebo proteasomem.
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Obrazek ¢.13: Desenzitizace a down-regulace receptort
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1. JADERNE A STEROIDNI RECEPTORY

V této kapitole se struéné seznamime s receptory jadernymi a steroidnimi, které dle
mechanismu ucinku spadaji do kategorie 4, tak jak jsme definovali v obrazku ¢.1. Zékladni
déleni téchto receptoru plyne z endokrinologického konceptu, tj. zlaza-hormon-receptor.

Rozlisujeme tyto typy receptort:
STEROIDNI RECEPTORY (té2 receptory pro steroidni hormony), které se dale déli na:
Receptory pro pohlavni hormony:

Estrogenovy receptor (ER)
Progesteronovy receptor (PR)

Androgenni receptor (AR)

Receptory pro kortikoidni hormony:
Glukokortikoidni receptor (GR)
Mineralokortikoidni receptor (MR)

JADERNE RECEPTORY
. Klasicke*:

Thyroidni receptor (receptor pro thyroidni hormon; TR)
Receptor pro kyselinu cis-retinovou (RXR)

Receptor pro kyselinu trans-retinovou (RAR)

Xenoreceptory: (podrobnéji viz kapitola o metabolismu xenobiotik)

Pregnanovy X receptor (PXR)
Konstitutivni androstanovy receptor (CAR)
Receptor pro polyaromatické uhlovodiky (AhR)

Ostatni: (viz Tabulka ¢.1)
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Nékteré jaderné receptory se nazyvaji sirotc¢i receptory, angl. orphan. Nazev je odvozen od
faktu, ze pro tyto receptory neni znam (zatim) endogenni ligand. Tj. je znam a popsan
receptor, mize byt popsana aktivace cizorodymi latkami, ale neni zndma (zatim) endogenni
sloucenina, ktera by receptor aktivovala (byla jeho ligandem). Je pravdépodobné, ze kazdy
Z orphane receptort ¢eka postupem casu deorphanizace. Uved’'me si dva typické piiklady

deorphanizovanych receptort (ne steroidnich ani jadernych!):

Opidtové receptory — U€inek exogennich ligandl na lidsky organismus je znam po mnoho
staleti (opium, morfium). Teprve poc¢atkem sedmdesatych let dvacatého stoleti byly poprvé
popsany opiatové receptory, jako cilové bunécné struktury pro ucinek opiatti. Dnes jiz byla
identifikovana, charakterizovana a klonovana cela fada opiatovych receptort (x, o, W, ).
Kratce po objevu opiatovych receptort (tehdy tedy jesté sirotéich), nasledovaly v druhé
poloviné sedmdesatych let dvacatého stoleti objevy endogennich ligandl opiovych receptord.
endorfiny, enkefaliny, dynorfiny a endomorfiny. Tyto jsou sekretovany v riznych ¢astech
mozku v odezvé na bolest, fyzickou namahu, vzru$eni, orgasmus apod. Nékdy se jim fika

hormony §tésti.

Cannabinoidni receptory — ti¢inek exogennich ligandl na lidsky organismus byl znam po
staleti (ha$i§, marihuana). Aktivni sloZkou (exogennim ligandem) je THC —
tetrahydrocannabinol. Cannabinoidni receptory byly objeveny koncem osmdesatych let
minulého stoleti, nicméné pln¢ charakterizovany a sekvenovany byly az na pielomu tisicileti;
Vv roce 1998 cannabinoidni receptor 1 (CB1, v CNS), a v roce 1993 cannabinoidni receptor 2
(CB2, periferni). V roce 1992 byl objeven prvni endogenni cannabinoid (endocannabinoid)
adandamid, nasledovan v roce 2001 objevem 2-arachidonylglyceroletheru, jako dal$iho
endocannabinoidu. Tim se staly CB deorphanizovany. Za zminku stoji, Ze ¢lenem
vyzkumného teamu, ktery objevil endogenni cannabinoidy, byl pan prof. Lumir Hanus,
absolvent Ptirodovédecké fakulty Univerzity Palackého v Olomouci. Nize jsou citace

klicovych védeckych praci, popisujicich objev endocannabinoidi:
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e Devane WA, Hanus L, Breuer A, Pertwee RG, Stevenson LA, Griffin G, Gibson D,
Mandelbaum A, Etinger A, Mechoulam R. (1992) Isolation and structure of a brain
constituent that binds to the cannabinoid receptor. Science 258(5090):1946-9.

e Hanus L, Abu-Lafi S, Fride E, Breuer A, Vogel Z, Shalev DE, Kustanovich I,
Mechoulam R. (2001) 2-arachidonyl glyceryl ether, an endogenous agonist of the
cannabinoid CB1 receptor. Proc Natl Acad Sci U S A 98(7):3662-5.

RECEPTOR IUPHAR LIGAND
Retinoid-related Orphan Receptor (RORa) NR1F1 cholesterol
Retinoid-related Orphan Receptor (RORp) NR1F2 kys. retinovd
Retinoid-related Orphan Receptor (RORy) NR1F3 sirotek

Liver X Receptor (LXRa) NR1H3 oxysteroly
Liver X Receptor (LXRpB) NR1H2 oxysteroly
Farnesoid X Receptor (FXRa) NR1H4 ZluCové kys.
Farnesoid X Receptor (FXRp) NR1H5 lanosterol
Peroxisome-proliferator activated r. (PPARa) NR1C1 leukotrien B4
Peroxisome-proliferator activated r. (PPARp) NR1cC2 mastné kys.
Peroxisome-proliferator activated r. (PPARY) NR1C3 prostaglandiny
Hepatocyte Nuclear Factor 4 (HNF4a) NR2A1 sirotek
Hepatocyte Nuclear Factor 4 (HNF4y) NR2AZ2 sirotek
Short Heterodimerization Partner (SHP NROB2 sirotek
Neuron-derived Orphan Receptor 1 (NOR1) NR4A3 sirotek

Liver Receptor Homolog 1 (LRH-1) NR5A2 sirotek

Tabulka ¢.1: Ostatni jaderné receptory. Pfevzato z: Germain P et al. (2006) Overview of

Nomenclature of Nuclear Receptors. Pharmacol Rev 58:685-704.

Buné¢na a biologicka odpovéd’ vyvoland jadernymi a steroidnimi receptory je pomalé (fadove
hodiny az dny) a u¢inky hormoni/ligandi jsou dlouhodobého charakteru. Regulovany jsou
déje dilezité pro metabolismus, diferenciaci, imunitni odpovéd’, biotransformaci, adaptaci,

stres apod.
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Obrazek ¢.14: Schematické znazornéni funkce receptoru pro steroidni hormony

V ramci bunky jsou tyto receptory lokalizované bud’ v bunééném jadie (napt. RAR, RXR,
VDR, TR, PXR) a nebo v cytoplasmé odkud po aktivaci translokuji do jadra (napt. GR, ER,
PR, AR, CAR, AhR). Receptory jsou v cytosolu vétsinou udrzovany v inaktivnim
(aktivovatelném) stavu v komplexu s tzv. chaperonovymi proteiny. Po vazbé ligandu na
receptor dochazi k disociaci multiproteinového komplexu a k translokaci receptoru do jadra.
Na rozdil od vétSiny jinych receptori nemaji jaderné a steroidni receptory druhého posla a
jejich efektorem je DNA. Vazbou aktivovaného receptoru do DNA je spusténa/zastavena
genova exprese (tj. bunééna odpovéd’) a je zvysend/snizend syntéza proteinll. Steroidni
receptory se vazi do DNA ve form¢ homodimeru GR-GR, ER-ER apod., zatimco jaderné
receptory vétSinou ve formé heterodimeru RAR-RXR, VDR-RXR apod.

Na obrazku €. 15 je zndzornéna translokace glukokortikoidniho receptoru (chiméricky fuzni
konstrukt GR-GFP transientné transfekovany do lidskych embryonalnich ledvinovych bunék
HEK293) do jadra po stimulaci syntetickym glukokortikoidem dexamethasonem.
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V kontrolnich buiikach je fluorescenéni signal (GR-GFP) lokalizovan piedevsim v cytosolu,
zatimco jadra neobsahuji GR (tmavé skvrny). Po stimulaci dexamethasonem dochazi
k rapidni jaderné translokaci GR-GFP do jadra a pozorujeme silny fluorescencni signal jen

V jadrech a nikoliv v cytosolu.

KONTROLA DEXAMETHASON

Obrazek €.15: Translokace GR-GFP v bunkach HEK293. Prevzato z:
Dvoiak Z. et al. (2003) Colchicine down-regulates cytochrome P450 2B6, 2C8, 2C9, and 3A4 in human

hepatocytes by affecting their glucocorticoid receptor-mediated regulation. Molecular Pharmacology 64(1):160-
169.

Jaderné a steroidni receptory maji charakteristickou strukturu, skladajici se z aktiva¢nich
domén, ligand-vazebné domény, DNA-vazebné domény a tzv. pantu (angl. hinge), ktery

umoziuje konformacni zmény receptoru (Obrazek 16).

O kvalitativnich a kvantitativnich vztazich popisujicich interakci ligandu s receptorem
pojednava podrobné&ji predchozi kapitola, a pro jaderné a steroidni receptory plati stejna
pravidla jako pro receptory membranové. Efektorem je v tomto ptipadé DNA a aktivované
receptory se vazi do specifickych oblasti DNA, které se nachdzeji v promotorové regulacni
oblasti. Pro jaderné receptory jsou maji vazebné sekvence v DNA motiv ptimych opakovani
sekvenci (tzv. direct repeats; DR-n) oddélenych nékolika basemi. Podle poctu oddé€lujicich
basi je ddna specificita pro ten ¢i onen jaderny receptor (Tabulka ¢.2). DalSimi typickymi
vazebnymi motivy pro jaderné receptory jsou tzv. everted repeats (ER-n) a inverted repeats
(IR-n) oddélené n-basemi (Obrazek 17). Jeden receptor se mize vazat i do vice vazebnych

motivi, napt. PXR se vaze do DR-3 a ER-6 motivt.
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Obrazek ¢.16: Struktura jadernych receptort
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Obrazek ¢.17: Typy DNA-vazebnych motivi pro jaderné receptory

+ C-koncova doména
« variabilni

DNAMOTIV RAR RXR VDR TR
DR-1: AGGTCAnNAGGTCA +
DR-2: AGGTCANnAGGTCA +

DR-3: AGGTCAnNnnAGGTCA
DR-4: AGGTCANnnnAGGTCA
DR-5: AGGTCANnnnnAGGTCA +

Tabulka €.2: DNA-vazebné sekvence a motivy pro jaderné receptory.
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RETINOIDNI RECEPTORY

Jsou zapojeny do celé fady klicovych bunécnych déju a funkci a jsou esencialni pro existenci
lidského organismu. Reguluji rist, preziti a diferenciaci bun¢k, krvetvorbu, tvorbu kosti,
vidéni, reprodukci atd. Retinoidni receptory jsou exprimovany ve vsech tkanich, zejména

Vv kizi, rohovce, epitelu plic a pradusek a v buitkach imunitniho systému. Jednotlivé subtypy
retinoidnich receptort jsou diferencidlné exprimovany ve zdravych a nadorovych tkani, a
tudiz mohou slouzit jako diagnosticky marker. Retinoidni receptory jsou terapeutickym cilem
nékterych 1é¢iv vyuzivanych v onkologii a dermatologii. Rozlisujeme dva zakladni typy
retinoidnich receptort, a to Retinoic Acid Receptors (RARS) a Retinoid X Receptors (RXRs).
Agonistou RAR je kyselina all-trans-retinova (a obecné tzv. retinoidy), zatimco agonistou

RXR je kyselina 9-cis-retinova (a obecné tzv. rexinoidy).

OH
= = =
H3C CHj CHs; CH; O ﬂ
=
N XX oK
CHs
Kyselina all-trans-retinova Kyselina 9-cis-retinova

Existuje n¢kolik subtypti receptori RAR a RXR (Obrazek 18). Receptory RAR jsou
transkripéné aktivni ve formé heterodimeru RAR-RXR, ktery se vdze do sekvence RARE
(Retinoic Acid Responsive Element; motivy DR-2 a DR-5). Receptory RXR se do DNA vazi
v podobé homodimeru RXR-RXR a to do sekvence RXRE (Retinoid X Responsive Element;
motiv DR-1).
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Retinoic Acid Receptors Retinoid X Receptors

NR1BI NR1BZ NR1B3 NR2BI NR2BZ NR2B3
RARa1 RARP1 RARyl RXRal RXRB1 RXRyl
RARx2 RARB2 RARy2 RXRa2 RXRP2 RXRy2
RARB3
RARB4
W

RARE E—

AGGTCAnnAGGTCA AGGTCAnAGGTCA
AGGTCAnnnnnAGGTCA

Obrazek ¢.18: Retinoidni receptory

RECEPTORY PRO THYROIDNi HORMON

Nékdy jsou nazyvany thyroidni receptory (TR), spravny nazev vsak zni ,,thyroid hormone
receptors®. TR jsou esencialni pro existenci lidského organismu, reguluji jaterni
metabolismus (napt. Zlu€ovych kyselin) a metabolismus perifernich tkani, ¥idi mnoho
fyziologickych funkci, napt. vyvoj a rist skeletu, vyvoj svalt apod. Existuji dvé formy TRa a
TR au kazdého pak podvarianty 1 a 2 (Obrazek 19). Forma TRB2 je transkrip&né neaktivni.
Receptory TR se vazi do DNA ve formé heterodimeru TR-RXR a to do sekvence TRE
(Thyroid hormone Responsive Element; motiv DR-4).

Thyroidni Receptory

NRIAI NRI1AZ

TR(I]. TRB 1 AGGTCAnnnnAGGTCA
TRa2 TRB2

Obrazek €.19: Receptory pro thyroidni hormon
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Stitna 714za je organ zodpovédny za syntézu thyroidniho hormonu. Biologicky aktivni forma
thyroidniho hormonu je tzv. trijodthyronin (T3; thyroxin), ktery vznik4 z mén¢ aktivniho

prekurzoru tetrajodthyroxinu (T4; thyroxin) za ptisobeni enzymu dejodinasy:

[ I dejodinasa [ [
OH-</ \> 0-</ \> CH,CH-COOH = OH-</ \> o-{ \> CH,CH-COOH
[ [ NH, 1 NH,
T T
tetrajodthyronin trijodthyronin

(thyroxin)
V ramci lidského organismu existuje regula¢ni kaskada hormonalné fizenych déji. TR se
ucastni tzv. Hypothalamus-Pituitary-Thyroid Axis; na vrcholu kaskady je hypothalamus,
ktery na zaklad¢ vnéjSich podnétt sekretuje thyrotropin-releasing hormone (TRH). Uvolnény
TRH piisobi na piedni lalok hypofyzy (adenohypofyza) a vyvolé sekreci thyrotropinu
(thyroid-stimulating hromone; TSH), ktery pak ptsobi na §titnou zlazu, kde je nasledné
syntetizovan biologicky vysoce aktivni thyroidni hormon T3. Existuje zpétnovazebna

regulace drahy, kdy T3 inhibuje sekreci TRH hypotalamem a TSH hypofyzou.
HYPOTHALAMUS

* thyrotropin-releasing hormone (TRH)
> l- * tripeptid; aktivace drdhy PI-PLCP

PREDNI HYPOFYZA (ADENOHYPOFYZA)

* thyroid-stimulating hormone (TSH)

> l- * thyrotropin

- glykoprotein - dimer o a p retézce: aktivace drdahy AC

STITNA ZLAZA

[RERRY
THYROIDNI RECEPTORY = BIOLOGICKY EFEKT

Obrazek ¢.20: Hypothalamus-Pituitary-Thyroid Axis
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RECEPTOR PRO VITAMIN D

Vitamin D plsobi na molekularni urovni prostfednictvim aktivace receptoru pro vitamin D
(vitamin D receptor; VDR). Mechanismus t¢inku VDR je transkripéni regulace exprese celé
fady gentl, zapojenych do intermediarniho metabolismu, mineralizace kosti, homeostazy
vapniku apod. Aktivovany VDR (po vazb¢ ligandu), se vaze ve formé heterodimeru VDR-
RXR do DNA sekvence VDRE (Vitamin D Responsive Element; motiv DR-3). Vazba ale
neni specifickd a do VDRE se vazi rovnéz receptory PXR a CAR. Tato nespecificita vazby
ma klinické dasledky, nebot’ 1é¢iva vazici se na PXR a CAR (napt. karbamazepin, rifampicin,
fenytoin, kyselina valproova apod.) zptsobuji aktivaci VDRE a nésledné dysregulaci enzymu
zapojenych do metabolismu vitaminu D, coz vede k tzv. 1éky vyvolané osteomalacii (soubor

klinickych ptiznaki vyvolanych nedostatkem vitaminu D).

Vitamin D Receptor (VDR)
NR1I1

AGGTCAnnnnAGGT CA

Obrazek ¢€.21: Receptor pro vitamin D

1, 25(0OH),D,
aktivni forma

>
CYP24

1,24, 25(0OH);D,
inaktivni forma

)¢

Obrazek €.22: Molekularni mechanismus I€ky vyvolané osteomalacie.
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Na druhou stranu, VDR se nevaze pouze do VDRE, ale rovnéz napi. do ER-6 vazebnych
elementtl, do kterych se vazi PXR a CAR; tedy VDR je dilezitym regulatorem exprese
enzymil metabolizujicich 1é¢iva (CYP2B6, CYP2C9, CYP3A4). Tento fenomén se uplatituje
zejména ve stieve.

Metabolismus vitaminu D je velmi komplikovany a probiha v kuzi, jatrech a v ledvinach.
Aktivni formou vitaminu D a potentnim ligandem VDR je calcitriol (1,25-dihydroxy
cholecalciferol nebo-li 1,25-dihydroxy vitamin D3).

1,25-dihydroxy vitamin D3

RECEPTORY PRO STEROIDNI HORMONY

Syntéza, degradace a biologicka funkce steroidnich hormonii nebude v ramci tohoto skripta
prezentovana, nebot’ je naplni kurzti biochemie. Receptory pro steroidni hormony jsou
lokalizovany v cytoplasmé buiky v komplexu s chaperonovymi proteiny (napi. hsp90, hsp70
atd.). Ligandy téchto receptorti jsou steroidni hormony. Po vazbé hormonu na receptor dojde
k disociaci receptoru z komplexu s chaperonovymi proteiny a k translokaci L-R do buné¢ného
jadra. Aktivované receptory pro steroidni hormony se vazi do specifickych sekvenci v DNA
ve formé homodimert, v komplexu s koaktivatory a korepresory.

Receptory pro pohlavni hormony zahrnuji tfi typy receptor:

Estrogenovy receptor (ER) — existuje ve dvou formach ERa (NR3A1) a ER (NR3A2). Byla
identifikovana tfada subtypt ERa a ER[. Hormony, které aktivuji ER, se nazyvaji estrogeny.
Jedna se o Zenské pohlavni hormony, které jsou syntetizovany ve Zlutém télisku vajecnikd,

Vv t€hotenstvi v placenté¢ a v mensi mire v jatrech a nadledvinkach. K estrogentim nélezi
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estron, estriol a pfedevsim estradiol (17p-estradiol; E2). Aktivovany ER se vaze do Estrogen
Response Elements (ERE; consensus sekvence AGGTCANNNTGACCT) ve formé
homodimeri ERa -ERa, ERPB -ERp nebo heterodimeru ERa -ERL.

Progesteronovy receptor (PR) — (NR3C3) je aktivovan gestageny, které jsou produkovany ve
zlutém télisku vajecniki, v t€hotenstvi placentou a v mensi mife v nadledvinkach a u muzii ve
varlatech. Pfirozenym gestagenem je progesteron. Syntetické gestageny jsou vyuzivany

V hormonalni antikoncepci. Aktivovany PR se vdze do DNA na specifické sekvence
Progesterone Response Elements (PRE; GGTACAnnnTGTTCT) ve formé homodimeru
PR-PR.

Androgenni receptor (AR) — (NR3C4) je aktivovan androgeny, coZ jsou muzské pohlavni
Aktivovany AR se vaze ve formé homodimeru AR-AR do DNA sekvenci zvanych Androgen
Response Elements (ARE). Struktura ARE je rtizné; lisi specificitou a afinitou k AR.
Ptikladem sekvence, kterd je vysoce afinitni a soucasné vysoce specifickd pro AR je

GGTTCG TGG AGTACT.

estradiol progesteron testosteron

kortisol aldosteron
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Receptory pro kortikoidni hormony, nebo-li kortikosteroidy, zahrnuji dva typy receptort:

Glukokortikoidni receptor (GR) — Funk¢ni formou GR je forma GRa (NR3C1), zatimco
forma GRp neni funkéni a ukazuje se, Ze jeji role je antagonisticka vici GRo. Ligandy
(agonisté) GR jsou glukokortikoidy, kter¢ jsou produkovany kiirou nadledvinek. Typickym
ptirozenym glukokortikoidem je kortisol, mezi syntetické pak patii dexamethason.
Glukokortikoidy jsou dilezité regulatory intermediarniho metabolismu (lipidy, sacharidy,
bilkoviny), a hraji vyznamnou roli v imunitnim a centralnim nervovém systému. Aktivovany
GR se v jadie vaze ve form¢ homodimeru GRa-GRa do tzv. Glucocorticoid Response
Elements (GRE; GGTACANNNTGTTCT ). Na trovni organismu existuje (obdobn¢ jako u
TR) tzv. hypothalamic-pituitary-adrenal axis, kdy na vné&jsi podnét hypothalamus sekretuje
corticotropin-releasing hormone (CRH), ktery nasledn¢ stimuluje sekreci adrenocorticotropic
hormone (ACTH) z hypofyzy. ACTH pisobi na nadledvinky a vyvola syntézu a sekreci
kortizolu; kortizol zpétnovazebn¢ inhibuje kaskadu a blokuje sekreci CRH a ACTH.

Mineralokortikoidni receptor (MR) — (NR3C2) je aktivovan mineralokortikoidy, z nichz
typickym ptedstavitelem je aldosteron, ktery je syntetizovan v nadledvinkach. MR ma
kli¢ovou funkci v regulaci homeostazy Na*, K™ a vody, je tedy dileZitym regulatorem
hospodafteni s mineraly a vodou. Regulace probiha na transkrip&ni Girovni — napt. syntéza Na*

pumpy apod.

Receptory pro kortikoidy Receptory pro pohlavni hormony

Glucocorticoid Response Element - GRE Androgen Response Element - ARE

GEGTACANNNTGTTCT GG(A/T)ACANNTGTTCT

Obrazek €.23: Receptory pro steroidni hormony
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Pozn.: Xenoreceptory budou podrobné popsany v nasledujici kapitole.

Steroidni a jaderné receptory maji za efektor DNA, do které se vazi ve form¢ homodimert,

nebo heterodimert s RXR. Pro spravnou funkci téchto receptori je po vazbé do DNA

vytvoten cely proteinovy komplex, ktery obsahuje transkripéni koaktivatory a korepresory.

Silencing Mediator of Retinoic acid and Thyroid hormone receptors

Thyroid hormone Receptor Activator Molecule

Thyroid hormone Receptor Associated Protein

Ptikladem jsou:

NRIP1 Nuclear Receptor Interacting Protein
GRIP Glucocorticoid receptor Interacting Protein
DRIP Vitamin D Receptor Interacting Protein
SMRT

TRAM

TRAP

SRC-1 Steroid Receptor Co-activator 1

p300

p160

CREB cAMP Response Element Binding protein
CBP CREB Binding Protein

Jaderné a steroidni receptory jsou dilezitym bunéénym cilem v klinické farmakoterapii.

Tabulka ¢€.3 ukazuje piiklady 1éc¢iv cilenych na jaderné a steroidni receptory:

RECEPTOR

APLIKACE

PREPARAT

TR

Hypofunkce §titné zlazy

Euthyrox, Lethrox, Eltroxin

RAR Dermatologie (akné) Airol, Retin, Locacid
Onkologie (leukémie) Vesanoid

GR Protizanétlivé 1éky, imunitni Dexamethason, Betamethason,
onemocnéni, astma Hydrokortisol

PR Antikoncep¢ni preparaty Yadine, Eloine, Belanette

AR Antiandrogeny — rakovina prostaty Bicaluplex, Casodex, Atembin

ER Antiestrogeny — rakovina prsu Fulvestrant, Faslodex

Tabulka ¢€.3: Jaderné a steroidni receptory jako cil farmakoterapie
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I11. METABOLISMUS XENOBIOTIK

Jednou ze zakladnich vlastnosti zivych organismu je schopnost udrzet stalé vnitini prostiedi
(homeostaza). Aby toto bylo mozné, musi se organismy vypoiadat s ptisobenim cizorodych
latek, které na n€ pisobi z vnéjsiho prostiedi. Nase znalosti bunééného metabolismu jsou
pomérne mladé. Jesté pocatkem 18. stoleti panovalo vitalistické piesvédcéent, tj. Ze slozeni
lidského téla a vSech zivych véci je vysledkem zivotni sily (vital force, vis vitalis) a vnitiniho
plamene (internal flame). V roce 1828 syntetizoval Friedrich Woehler mocovinu, jako jednu
Z odpadnich slouc¢enin vylu¢ovanou moci, a to pomoci tepelného rozkladu kyanatanu
amonného. Tato jednoducha syntéza byla prvnim indik4torem, Ze déje v zivych organismech
jsou zalozeny na chemickych reakcich a ne na Zivotni sile. Woehler pak poslal svému
soucasnikovi Berzeliovi nasledujici vzkaz: ,,I must tell you that | can prepare urea without
requiring a kidney of an animal, either man or dog “. Byl schopen vytvoftit metabolicky
produkt bez potieby organu (pozn. dnes jiz vime, Ze mocovina nevznika v ledvinach ale

V jatrech). Prvnim krokem ve studiu metabolismu cizorodych latek byla experimentace,
kterou sam na sobé& provad¢l Justus von Liebig v roce 1829. Pravidelné vecer poZil kyselinu
benzoovou a ze své ranni moce izoloval metabolicky produkt — kyselinu hipurovou. Prokazal
tedy, ze lidsky organismus je schopen pfemeénit a vyloucit cizorodé slouceniny. Originalni

zapisky von Liebiga nam pfiblizi detaily experimentu (text pfevzaty z WWWw.iSSX.0rg):

,,In the evening, shortly before going to bed, I ingested 2 grams (about 32 grains) of benzoic
acid in a sugar syrup. During the night | started sweating, which could be an effect of this
acid, since | otherwise very rarely sweat profusely. | experienced no other obvious effect, even
over the course of the following days when | took the same dose, and neither did the sweating
reoccur In the urine eliminated the next morning was found to be unusually acidic, even after
being allowed to stand 12 hours after evaporation ...after the residue was mixed with
hydrochloric acid and allowed to stand, a large amount of long prismatic brown crystals was
formed, which did look like benzoic acid. Another portion, which had been concentrated to a
syrupy thickness, formed a magma of crystalline plates after being mixed with hydrochloric
acid. ...Long, colorless prismatic crystals were then isolated. These crystals consisted of pure
hippuric acid. ... As long as | continued to ingest benzoic acid, I could very easily continue to
produce quantities of hippuric acid, without any apparent unhealthy effects, so it would be
quite easy to produce in such a way great quantities of hippuric acid. One could keep a

subject on hand for weeks , in order to continue this method of production”.
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Dnes jiz vime, Ze za metabolismus cizorodych latek jsou v buiice zodpovédné tzv.
biotransformacni enzymy. Latky cizi lidskému organismu se nazyvaji xenobiotika, mezi ktera

patii zejména:

e [¢&civa

¢ Drogy (cannabinoidy, amfetaminy, nikotin)

e Environmentélni polutanty (cigaretovy kouf, natérové hmoty, dioxiny)
o Agrochemikalie (pesticidy, hnojiva, ristové stimulatory)

e Potravni aditiva (ochucovadla, stabilizatory, barviva)

e Piirodni latky (alkaloidy, terpeny, flavonoidy)

Metabolismus xenobiotik u ¢loveéka probiha zejména v jatrech, ale i v mnoha mimojaternich
tkanich napt. v plicich, kizi, placenté, sttevé a ledvinach. Strategii organismu je cizorodou
latku z téla vyloucit, coz se déje zejména moci a prostrednictvim zluci stolici. Jelikoz t€mito
cestami se vyluc€uji latky polarni, a vétSina cizorodych latek jsou latky nepoldrni, je cilem

organismu zvysit biotransformaci polaritu xenobiotika a usnadnit tak jeho exkreci.

Mechanismy pusobeni 1é¢iva (xenobiotika) studuje farmakodynamika, ,,pohyb* 1é¢iva
(xenobiotika) v organismu studuje farmakokinetika. Zakladni ¢tyfi déje, které zahrnuje
farmakokinetika jsou A.D.M.E.:

e Absorpce
e Distribuce
e Metabolismus

e Eliminace

Metabolicky osud lé¢iva v organismu mtize byt velice rozmanity a schematicky jej ukazuje
obrazek 24. Pro metabolismus xenobiotik je charakteristické, ze biotransformace mize n¢kdy
predstavovat krok detoxikace, nekdy vsak dochazi k tvorbé reaktivnich a toxickych

metabolitli a hovotime o procesu metabolické aktivace.

Metabolismus xenobiotik se formalné déli do dvou fazi, béhem kterych dochézi ke zvyseni
polarity xenobiotika. Ve fazi I. biotransformace vedou ke zvyseni polarity tii strategie —
vneseni polarni skupiny do molekuly, pfeména méné polarni skupiny na polarnéjsi skupinu

nebo odkryti polarni skupiny chemickou pfeménou molekuly. Uplatiiuji se zde reakce
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Terapeuticky '
i ucinek

.

FAZEIL. |

INAKTIVACE

|

ELIMINACE

[ DETOXIKACE TOXICITA

Obrazek ¢.24: Metabolismus cizorodych latek

oxidoredukéni a hydrolytické. Hydrolytické reakce jsou katalyzovany karboxyesterasami,
peptidasami a epoxidhydrolasami. Dochazi ke $tépeni esterii a amidl. Oxidoreduk¢éni reakce
zahrnuji Siroké spektrum reakci, napf. dehydrogenace, oxygenace, oxida¢ni/reduktivni
dehalogenace a redukce funkénich skupin (azo-, nitro-, karbonyl-, disulfid-, chinon).
Nejvyznamngj$im enzymovym systémem, ktery je zodpoveédny za fazi 1. biotransformace je
nadrodina enzymi cytochromu P450 (podrobnéji dale v textu), ktera katalyzuje N-dealkylace,
O-delakylace, oxygenace heteroatomu, epoxidace dvojné vazby, alifatické a aromatické
hydroxylace, pfenosy funk¢nich skupin atd. Ve fazi I1. biotransformace je polarita
xenobiotika zvySovana piipojenim jiné polarni molekuly, proto se tato faze nazyva

konjugacni.

, KONJUGACNI .
METABOLIT (faze I. + . ——
(f ) AINIOLO KONJUGAT
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KONJUGACNI CINIDLO ENZYMY SUBSTRATY
Uridindifosfoglukuronova UGT; UDP-glukuronyltransferasy | Morfin, metadon,
kyselina (UDP-GA) kyselina valproova
Fosfoadenosin-5"-fosfo sulfat | Sulfotransferasy (SULT) Fenoly, katecholy
(PAPS)

Acetylkoenzym A (AcCoA) | N-acetyltransferasy (NACT) Isoniazid, sulfanilamid
S-adenosylmethionin methyltransferasy Katecholy, fenoly
(SAME)

Glutathion (GSH) Glutathion-S-transferasy (GST) Epoxidy, paracetamol
Glycin (Gly), Glutamin (GIn) | Gly(GIn)-N-acetyltransferasa Kyselina benzoova

Tabulka ¢.4: Faze 11 biotransformace

N¢ekdy se hovoii i o tzv. fazi III. a fazi 0. biotransformaci, které odpovidaji za transport
xenobiotika do buiiky (import, faze 0.), a metabolith z buiiky (export, faze I1I.). Transportery
jsou dilezité bunécné cile mnoha terapii, véetné onkologickych (MDR1) ¢i psychiatrickych

(serotoninové transportery) apod.

\ \
GOCH SCoA N—C—COOCH
ATP + CoA-SH H H

N,

H,N— E—COOH
Benzoova kyselina glycin 772 Hippurova kyselina

Konjugace kyseliny benzoové s glvcinem. Produktem je kyselinahippureva— slouz jake monitoring abusu toluenu.

CYTOCHROM P450

vvvvvv

se jedna o hemoprotein, kde je protoporfyrin I11.-Fe** koordinovan s SH- skupinou cysteinu
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Z apoproteinu. Lokalizovan je ve vné€jsi mitochondrialni membrané a v membranach hladkého
endoplazmatického retikula. Sviij ndzev P450 ziskal diky atypické absorpci komplexu cyt
P450-Fe?*-CO pfi 450 nm. Cytochrom P450 je dominantné jaterni enzym, nachazi se viak
také v placenté, stieve, plicich a kiizi. Cytochrom P450 (CYP) je celd nadrodina (superfamily)
enzymu, ktera se dale d¢li na rodiny, podrodiny a individualni enzymy (isoformy) na zakladé

podobnosti v primarni struktufe:

£

cytochrom rodina individudlni

P450 enzym
podrodina

Kromé¢ odli$nosti v primarni struktuie se jednotlivé isoformy P450 1isi 1 jinymi kritérii:

o Tkariova specificita — nékteré isoformy jsou lokalizovany tkanove specificky. Napft.
CYP1A2 je jaterni isoforma, zatimco CYP1A1 je typicka v extrahepatalnich tkanich.

e Reakcni specificita — jedna isoforma P450 mtze katalyzovat u riznych substrati
rizné typy reakci, napf. u substratu €.1 oxidativni dehalogenaci a u substratu ¢.2
aromatickou hydroxylaci.

e Substratova specificita — jedna isoforma P450 katalyzuje metabolismus nékolika
substratl (v praxi mnoha substratll); napt. CYP3A4 metabolizuje 60% vSech znamych

1é¢iv. Na metabolismu jednoho substratu se mize podilet nékolik isoforem P450.

U clovéka se na metabolismu cizorodych latek podileji zejména nésledujici cytochromy P450:

CYP1A1 CYP2A6 CYP3A4
CYP1AZ2 CYP2B6 CYP3A5
CYP1Bl1 cypP2cCs8 CYP3A7

CYP2C9

CcYP2C18

CYP2C19

CYP2D6

CYPZ2EI1
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Z hlediska farmakoterapie je potieba znat, jaké faktory ¢i mechanismy ovliviiuji aktivity
jednotlivych CYPa. Vliv maji faktory fyziologické (ve€k, pohlavi, t€hotenstvi, vyziva,
polymorfismy) i patofyziologické (hypoxie, oxidacni stres, zanét, infekce, diabetes, nadorova
onemocnéni, envornmentalni polutanty). Uplatnuje se rovnéz fada regulacnich mechanismii,

zejména transkripcnich, ale 1 dalSich.

Polymorfismy P450 — jedna se o duplikace genti, nebo mutace v genech pro P450 (¢asto
hovotime o tzv. SNP = single nukleotide polymorphism). Disledkem je pak pozménéna
exprese, nebo kvalita proteinu a tedy zvySeni nebo snizeni aktivity CYP. Tento fenomén ma
zavazné dusledky ve farmakoterapii, kdy hovofime o pomalych nebo rychlych
metabolizatorech. Je ziejmé, ze je-1i aktivni formou 1é¢iva pivodni podany 1€k, a je aplikovan
pomalému metabolizatorovi, je tfeba davku Iéku snizit oproti ,,normalnimu* jedinci.
Polymorfismus je jednim z diivodli zavadéni individualizované farmakoterapie (na miru,

tailored). Klinicky vyznamné polymorfismy jsou:

CYP2D6 - nejdéle poznany polymorfismus, ktery se nékdy nazyva spartein-debrisoquinovy.

V bélosské populaci se vyskytuje asi 5% pomalych metabolizatort.

CYP1A1 — mutace v 3 -nekddujici oblasti a v exonu 7 vede ke zvySené aktivité¢ indukovaného
enzymu, coz piedstavuje zvySené riziko vzniku rakoviny plic u japonské ale ne u béloSské

populace.

CYP2C19 — mapuje se jako 4’-hydroxylace-S-mefenytoinu. Mutace CYP2C19m1 (exon 5)
vede k absenci proteinu. Mutace CYP2C19m2 (exon 4) — piedcasny STOP kodon. Vyskutuje

se u 3-5% belosské populace a u 20% orientalni populace.

CYP3AS5 — polymorfismus je pritomen asi u 30% bélosské populace. Nema klinicky vyznam,
protoZze substratova specificita CYP3AS je totozna s CYP3A4.

Dulezité jsou rovnéz polymorfismy enzymi faze II. biotransformace (N-AcT, UGT).

Post-transkripcni regulace — vyznamné u CYP1A1, CYP1A2 a CYP2EI. Mechanismy
nejsou jesté detailné pochopeny. Roli hraje stabilizace mRNA v pfitomnosti induktoru, kdy u

CYPIA1 a CYP1AZ2 se piedpoklada zapojeni AhR receptoru. Uvazuje se i o roli mikroRNA.
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Post-translaéni regulace — situovano v Golgiho aparatu a endoplasmatickém retikulu.
Vyznamné u CYP2EL, kde je zdrojem velké interindividualni variability v expresi proteinu.
Enzym CYP2E1 metabolizuje alkohol a organicka rozpoustédla, a je témito substraty
,indukovan®. Po vazbé¢ substratu (ethanolu) do aktivniho mista enzymu dochazi k inhibici
CAMP-dependentni fosforylace CYP2E1 na residuu Ser129, ktera spousti ztratu hemu a
degradaci enzymu. Nejedna se tedy o indukci, ale o post-translaéni stabilizaci. Je to jednim

z diivodii zrychleného metabolismu alkoholu u pijak.

Transkripéni regulace — je vyznamna u isoforem CYP1A1/2, CYP1BI1, CYP2A6, CY2B6,
CYP2C8/9, CYP2C19 a CYP3A4/5. Hovotime o tzv. indukci genové expresi, kdy dochazi ke
zvySeni mnozstvi enzymu syntézou de novo. Induktory jsou strukturné odlisné slouceniny,
napf. alkaloidy, lé¢iva, antibiotika, environmentalni polutanty apod. Silné induktory jsou
Casto pomalu metabolizovanymi substraty daného CYP, tj. jedna se o pozitivni
zpétnovazebnou regulaci. Cytochromy P450 jsou indukovany i endogennimi slou¢eninami
jako jsou glukokortikoidy, retinoly, vitamin D apod. Indukce cytochromii P450 probiha
prostiednictvim aktivace tzv. xenoreceptord, ale rovnéZ prostfednictvim jadernych a
steroidnich receptort. Indukce P450 s sebou piindsi dva aspekty: (i) zmény ve
farmakokinetice 1é¢iva — zvySeni/snizeni G¢inku 1é¢iva, coz je tieba kompenzovat zménou
davkovani; (i1) metabolickou aktivaci — zvySeni syntézy reaktivnich a karcinogennich

metabolitli. Pfiklady si uvedeme na konci kapitoly.




XENORECEPTORY

Receptor pro polyaromatické uhlovodiky — synonyma aryluhlovodikovy receptor, aryl
hydrocarbon receptor (AhR), dioxinovy receptor — byl prvni objeveny xenoreceptor. Jedna se
o0 ligandy-aktivovany transkrip¢ni faktor z rodiny bHLH/PAS (basic helix-loop-helix; Per-
Arnt-Sim; Per = Period, Sim = single-minded). V neaktivni form¢ je AhR lokalizovan
pfevazné v cytoplazmé v komplexu s chaperonovymi proteiny. Po vazbé ligandu translokuje
AhR do jadra, kde tvofi heterodimer AhR-ARNT (ARNT = AhR Nuclear Translocator), ktery
se vaze do specifickych promotorovych oblasti a spousti expresi cilovych genti. Vazebné

DNA elementy pro AhR-ARNT se nazyvaji dioxin-responsive elements (DRE) nebo

QR kT

xenobiotic-responsive elements (XRE).

DRE
core sequence 5'-6C6TG- 3
consensus sequence 5'-T/6GNGCGTGA/CG/CA-3
DRE = dioxin-responsive element
XRE = xenobiotic-responsive element
AHRE = AhR responsive element

Obrazek €.25: Receptor pro polyaromatické uhlovodiky (AhR)

Xenoreceptor AhR je dillezitym bunéénym regulatorem, zapojenym do regulace enzymi
metabolizujicich xenobiotika, bunééném cyklu, imunitni odpovédi, vyvoji, diferenciaci,
apoptose, regulaci intermedidrniho metabolismu atd. Neddvno bylo zjisténo, ze AhR ma
funkci jak ubiquitin-E3-ligasa. Cilové geny AhR jsou rozmanité, a zahrnuji jak detoxikacni
geny (CYP1Al, CYP1A2, CYP1B1, UGT, GST, NADPH-red.), tak spoustu dalSich (napf.
AhRR, Bax, Jun, TGFj, p27, IL-1p).
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Ligandy AhR jsou rozmanité organické slouceniny, jako environmentéalni polutanty
(polyaromatické uhlovodiky, dioxiny, polychlorované bifenyly), 1é¢iva (lansoprazol,
omeprazol), ptirodni latky (berberin, resveratrol, flavonoidy) a syntetické latky (SP600125).
Endogenni ligandy AhR jsou bilirubin, biliverdin, indirubin, derivaty tryptofanu (UV-zaifenim

generovang), eikosanoidy (prostaglandin G, lipoxin A4).

V nasi vyzkumné praci jsme publikovali originalni vysledky popisujici u¢inek nékterych
ligandi na AhR:

e Vrzal R., Zdarilova A., Ulrichova J., Blaha L., Giesy J.P., Dvorak Z. (2005)
Activation of Aryl Hydrocarbon receptor by berberine in HepG2 cells and H4IIE cells:
Biphasic effect on CYP1AL. Biochemical Pharmacology 70(6):925-936.

BERBERINE
CHLORIDE |

s0 maG

e Dvorak Z., Vrzal R., Henklova P., Jancova P., Anzenbacherova E., Maurel P.,
Svecova L., Pavek P., Ehrmann J., Havlik R., Bednar P., Lemr K., Ulrichova J. (2008)
JNK inhibitor SP600125 is a partial agonist of human aryl hydrocarbon receptor and
induces CYP1A1 and CYP1A2 genes in primary human hepatocytes. Biochemical
Pharmacology 75(2):580-588

N NH

SP600125 resveratrol
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Dulezita je role AhR v extrahepatalnich tkanich:

e stfevo — aktivace slozkami potravy — polyaromatické uhlovodiky z uzenych a
grilovanych potravin, flavonoidy, resveratrol apod. Indukce extrahepatalniho enzymu
CYP1ALl — tvorba reaktivnich metaboliti — mozny vliv na proces chemicky vyvolané
karcinogeneze?

e placenta — uloha neni pfesn¢ jasna, zda se vyznamna vzajemna funk¢ni interakce se
signalni drahou glukokortikoidniho receptoru

e plice — indukce enzymu CYP1A1 piisobenim polyaromatickych uhlovodikt
obsazenych v cigaretovém kouti — ptispévek k procesu karcinogeneze? Aktivace
prokarcinogenil na ultimatni karcinogeny.

e kiize — pisobenim UV-zafeni dochazi k aktivaci MAP kinas a k tvorbé reaktivnich
metaboliti tryptofanu (ligandy AhR) a k synergistické aktivaci AhR a indukci

CYPIALI. Podil na vzniku rakoviny piisobenim UV-zafeni.

Pregnanovy X Receptor (PXR; NR112) — je jaderny receptor nalezejici do rodiny steroid-
thyroid-retinoid receptort. Objev PXR v 90. letech znamenal revoluci ve farmakologii a
vyvoji 1éciv. PXR je aktivovan strukturné odliSnymi slou€eninami (vétSinou 1é¢iv) a
transkripcné fidi (indukuje expresi) enzymi faze 1. a II. biotransformace a 1ékovych
transportert. Transkripéné aktivni forma PXR je heterodimer PXR-RXR, ktery se vaze do
vazebnych mist s riznymi strukturnimi motivy (DR3, DR4, ER6, IR6) s core-sekvenci
AGGTCA-like.

NRE: AGGTCA-like

el 1 e— DRn
\ hn q ERn
NRE ——) , —

Obrazek €.26: Pregnanovy X receptor (PXR)
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PXR je n¢kdy nazyvan xenosenzor, nebot’ je klicovym regulatorem enzymu metabolizujicich
lé¢iva. Ma vSak i vyznamnou tlohu v intermedidrnim metabolismu jako regulator
metabolismu lipida sacharid, cholesterolu, zZlu¢ovych kyselin, vitaminu D apod. PXR je
exprimovan v jatrech, GIT a v ledvinach. Ligandi PXR je znamo nékolik set, vétSinou 1&Civ
(rifampicin, glukokortikoidy, nifedipin, hyperforin, benzodiazepiny, benzimidazoly, azolova
antimykotika apod.), ale i dalSich pfirodnich (hypericin) a syntetickych latek (ftalaty).

V soucasné dobé€ je PXR povazovan za sirotci receptor, ale kandidatnimi endogennimi
ligandy jsou zluCové kyseliny a vitamin E. Cilové geny PXR jsou zejména detoxikacni
enzymy CYP2B6, CYP2C8, CYP2C9, CYP2C19, CYP3A4, CYP3A7, GST, ST, MDR1
apod. Z ostatnich gent pak napi. ALAS-1, ApoAl, HDLc apod.

V ramci nasi vyzkumné ¢innosti jsme studovali vliv nékolika skupin 1é¢iv na aktivitu PXR.
Jednalo se o azolova antimykotika clotrimazol, ketoconazol, econazol, oxiconazol, miconazol,
fluconazol, itraconazol), benzodiazepiny (Alprazolam, Bromazepam, Chlordiazepoxid,
Clonazepam, Diazepam, Lorazepam, Medazepam, Midazolam, Nitrazepam, Oxazepam,
Tetrazepam, Triazolam) a kyselinu valproovou (podrobnosti Ize najit v citovanych védeckych

publikacich — viz nize).

Konstitutivni Androstanovy Receptor (CAR, NR113) — byl objeven ve stejné dobé jako PXR
a v mnohém jsou si tyto dva receptory podobné (sdélené koaktivatory, responsivni elementy,
cilové geny apod.). Na rozdil od PXR je CAR lokalizovan v cytosolu, a po aktivaci
podstupuje jadernou translokaci. Mechanismus aktivace CAR neni jesté zcela znamy,
piedpoklada se zapojeni nékterych protein fosfatas. CAR neni aktivovan klasicky vazbou
ligandu, a de facto ligandy CAR jsou velmi vzacné. Transkripéné aktivni forma CAR je

heterodimer CAR-RXR.

) ! mm—]p DRN
— W ) welly  ERN
) ) — Rp

PBREM - Phenobarbital Responsive Enhancer Module
NRE: AGGTCA-like

Obrazek ¢€.27: Konstitutivni androstanovy receptor (CAR)
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Svecova L., Vrzal R., Burysek L., Anzenbacherova E., Cerveny L., Grim J., Trejtnar
F., Kunes J., Pour M., Staud F., Anzenbacher P., Dvorak Z., Pavek P. (2008) Azole
antimycotics differentially affect rifampicin-induced Pregnane X Receptor (PXR)-
mediated CYP3A4 gene expression. Drug Metabolism and Disposition 36(2):339-348.

Ceweny L., Svecova L., Anzenbacherova E., Vrzal R., Staud F., Dvoiék Z., Ulrichova
J., Anzenbacher P., Pavek P. (2007) Valproic acid induces CYP3A4 and MDR1 genes
expression by activation of Constitutive androstane receptor and Pregnane X receptor
pathways. Drug Metabolism and Disposition 35(7):1032-1041.

Bachleda P., Vrzal R., Pivnicka J., Cvek B., Dvorak Z. (2009) Examination of
Zolpidem effects on AhR and PXR dependent expression of drug-metabolizing

cytochromes P450 in primary cultures of human hepatocytes. Toxicology Letters
191(1):74-78

Vrzal R., Kubesova K., Pavek P., Dvorak Z. (2010) Benzodiazepines medazepam and
midazolam are activators of pregnane X receptor and weak inducers of CYP3A4:
Investigation in primary cultures of human hepatocytes and hepatocarcinoma cell
lines. Toxicology Letters 193(2):183-188.

Obdobné jako PXR, i CAR je xenosenzorem, ktery reguluje expresi biotransformacnich gent,

ale hraje také ulohu v intermedidrnim metabolismu. Exogenni aktivatory CAR zahrnuji

mnoho lé¢iv, napt. fenobarbital, fenytoin apod. Ligandy CAR jsou vzacné, dosud byl popsan
ligand lidského CAR (CITCO = (6-(4-chlorophenyl)imidazo[2,1-b][1,3]thiazole-5-
carbaldehyde-O-(3,4-dichlorobenzyl)oxime)), a mysiho CAR (TCPOBOP (1,4-bis[2-(3,5-
dichloropyridyloxy)]benzen). Inverznim agonistou mysiho CAR je androstanol. CAR je

povazovan za sirotci receptor, kandidatni endogenni ligandy jsou zlu¢ové kyseliny a farnesol.

Transkripéni regulace cytochromi P450 je velmi komplexni, a zahrnuje jak xenoreceptory,

tak steroidni a jaderné receptory. Obrazek 28 ukazuje schématicky organizaci promotoru

cytochromu CYP3A4.
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Lehmann et al. JCI 1998; Goodwin et al. Mol Pharm 1999; — low affinity binding

Goodwin et al. Mol Pharm 2002; Tirona et al. Nat Med 2003;
Matsumura et al. Mol Pharm 2004; Martinez-Jimenez et al. Mol Pharm 2005
Obrazek €.28: Organizace promotoru lidského CYP3A4 (ptevzato se souhlasem Dr. Patricka

Maurela z www.hepatologyinvitro.org)

V proximalni promotorové oblasti CYP3A4 (-172/-149) se nachazi tzv. proximal PXR-
responsive element (pPXRE), ktery je aktivovan vazbou PXR-RXR a CAR-RXR do motivu
ERG6. Heterodimery PXR-RXR a CAR-RXR se rovnéz vazi v distalni promotorové oblasti
(-7836/-7208) do tzv. xenobiotic responsive enhancer module (XREM), ktery obsahuje
nejméné tfi riznd vazebna mista pro tyto heterodimery (motivy ER6, DR3). Co se tyce
regulace CYP3A4 jadernymi receptory, VDR-RXR se vaze do stejnych vazebnych motivli
jako PXR-RXR a CAR-RXR, tj. pPXRE (ER6) a XREM (DR3, DR4). Nejnovéjsi védecké
prace ukazuji, ze v distalni oblasti CLEM (-11400/-10900), tzv. constitutive liver enhancer
module, se nachazi PXR vazebny element motivu ER6. V nasi recentni praci jsme popsali, ze
do ER6 motivu v CLEM oblasti se vaze i VDR-RXR. Exprese CYP3A4 je dale fizena celou
fadou transkripcnich faktort (HNF4, HNF3, HNF1, AP1, C/EBPJ apod.) a jadernych
receptori FXR a LXR.

e Pavek P., Pospechova K., Svecova L., Syrova Z., Stejskalova L., Blazkova J., Dvorak
Z., Blahos J. (2010) Intestinal cell-specific vitamin D receptor (VDR)-mediated
transcriptional regulation of CYP3A4 gene. Biochemical Pharmacology 79(2):277-
287
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Je tedy zfejmé, ze transkripcni regulace cytochromit P450 neni jednoduse definovatelna jako
aktivace receptoru A vede k expresi genu B, ale jedna se o souhru mezi mnoha transkripénimi
faktory. Tuto mezikomunikaci v literatufe nazyvame nékdy cross-talks, ve kterych se mohou

uplatinovat nasledujici mechanismy:

PXR Iigalrlc!y CAR ligandy
. F:'IlfﬂmI;ICITI - CITCO

" Hyperforin - _ * Bilirubin

* Omeprazol Ligand X \ Ligand Y  Valprodt

l Sdileni ligandu l

AN

NR-x NR-y
+ Steroidy
: g"r'f‘::e :,‘fi + CAR a PXR
enobarbid - PXR a 6R
. . , s * FXR a PXR
Cilové geny X Cilové geny Y
eny geny * FXR a VDR

Obrazek ¢.29: Receptor cross-talks. Sdileni ligandu. (www.hepatologyinvitro.org)

Sdileni ligandu — Ve vEtsiné piipadl je vazba ligandu na receptor specifickd. Existuji ov§em
ligandy, které jsou schopny vazby na dva a vice receptord, tj. nékolik receptorti mtze sdilet
jeden ligand. Pfikladem je dvojice receptori PXR a CAR, které maji jak své specifické
ligandy, tak ligandy spole¢né (resp. u CAR se miiZe jednat o aktivatory). Toto sdileni ligandu

se uplatni 1 v jinych kombinacich receptorti, zapojenych do regulace P450 (viz Obrazek 29).

Sdileni responsivniho elementu — N¢které responsivni elementy v promotorovych oblastech
cytochromti P450 jsou schopny vazat vice nez jeden konkrétni xenoreceptor (resp. jaderny ¢i
steroidni receptor). Jedna se o jistou nespecificitu vazby do DNA. Napi. u CYP3A4 se do
responsivnich elementt v oblastech pPXRE (ER6), XREM (DR3, DR4, ER6) a CLEM (ER6)
vazi PXR, CAR a VDR (Obrazek 30). Obdobné bylo popsano, ze do VDREI a VDRE2

v promotoru CYP24 se vaze rovnéz PXR a CAR.
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Ligand X Ligand Y

| l

NR-x N

Sdileni responsivniho

NR-y

elementu * CAR and PXR
l \ l - PXR and VDR

* FXR and PXR/CAR
Cilové geny X Cilové geny Y

Obrazek ¢.30: Receptor cross-talks. Sdileni responsivniho elementu. (ptevzato se souhlasem Dr.

Patricka Maurela z www.hepatologyinvitro.org)

Regulace reguldatoru — \V bunécné signalizaci jsou Casté piipady, kdy transkripéni faktor X
reguluje expresi transkripéniho faktoru Y. Existuji tedy transkripéné regula¢ni kaskady. U
cytochromu P450 se uplatni nékolik kaskad, typicka je transkripéni regulace PXR, CAR a
RXR, kter¢ jsou indukovany glukokortikoidy (GR), a nasledné reguluji P450 (Obrazek 31).

Ligand X Ligand Y
NR-x 0 — NR-x reguluje NR-y — . NR-y
Cilové geny X Cilové geny Y

Obrazek ¢.31: Receptor cross-talks. Regula¢ni kaskada, regulace regulatoru. (prevzato se

souhlasem Dr. Patricka Maurela z www.hepatologyinvitro.org).
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Sdileni koaktivatoru — Jedna se o situaci, kdy jeden transkrip¢ni faktor (xenoreceptor,
receptor) je transkripénim koaktivatorem jiného transkripéniho faktoru. Pfikladem je AhR,

ktery je koaktivatorem estrogenniho receptoru, a vice versa, ER je koaktivatorem AhR.

Ligand X Ligand Y

NR-x 0 — NR-x je koaktivator NR-y — . NR-y

Cilové geny X Cilove geny Y

Obrazek ¢.32: Receptor cross-talks. Sdileni koaktivatoru. (ptevzato se souhlasem Dr. Patricka

Maurela z www.hepatologyinvitro.org).

Gen ,, X*“ metabolizuje ligand ,, Y — BéZnym zpétnovazebnym mechanismem

v biochemickych reakcich je pozitivni ¢i negativni zpétnovazebna regulace aktivity enzymu
Vv kaskadé. Tento mechanismus se uplatiiuje 1 u cytochromu P450. Piikladem je aktivace
signalnich drah PXR a CAR (receptor ,,X*) xenobiotiky (ligand ,,X*), coz vede k up-regulaci
n¢kterych enzymu faze I1. biotransformace, véetné UGT1A1 (gen ,,X). Enzym UGT1A1 je
zodpovédny za konjugaci a naslednou inaktivaci thyroidniho hormonu T3 a T4 (ligand ,,Y*).
Nésledné je tedy snizena aktivace TR (receptor ,,Y*) a exprese cilovych genii (gen ,,Y*).

V souhrnu tedy ligand ,,X* ovlivni koncentraci ligandu ,,Y* a expresi genu ,,Y*. V tomto

ptipadé je cross-talk 1 klinicky vyznamny.
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Ligand X LigandY T3aT4

l / |

NR GEN-X metabolizuje LIGAND Y

e

* CAR/PXR - T3/T4 (TR)
* CAR/PXR - AhR

NRy

Cilové geny X Cilové geny Y

UGT1A1

Obrazek ¢.33: Receptor cross-talks. Gen ,, X metabolizuje ligand ,,Y*. (ptevzato se souhlasem

Dr. Patricka Maurela z www.hepatologyinvitro.org).
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V. NEUROTRANSMITERY

Tato kapitola je prezentovana v rozsahu piednaseného uciva a neni v zadném piipadé

vycerpavajici. Definice zékladnich pojmu:

Neurotransmise — zakladni proces pfenosu vzruchu v synapsi centralniho a periferniho

nervového systému pomoci neurotransmiterd.

Neurotransmiter — chemicky mediator, ktery je uvoliiovan z pre-synaptického nervového

zakonceni. Vyvola rychlou excita¢ni nebo inhibi¢ni odpoveéd’ post-Synaptického neuronu.

Neuromoduldtor — chemicka latka uvoliiovana neurony, ktera vyvold pomalou pre-
synaptickou nebo post-synaptickou odpovéd’. Neuromodulatory moduluji Géinek

neurotransmitera.

Historie objevu pienosu nervového signalu je velmi vzruSujici a vykresluje atmosféru tehdejsi
doby. Na pielomu 19. a 20. stoleti se ptesné neveédélo, jakym zpisoben je piendsen nervovy

signal. Byla ovSem ucinéna Cetna pozorovani, ze elektricky proud ovliviiuje kontraktilitu

svalu, véetné svalu srde¢niho.

OTTO LOEWI (http://en.wikipedia.org/wiki/Otto_Loewi)
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Otéazkou prenosu nervového signalu se zabyval Otto Loewi, némecky farmakolog, ktery od
roku 1903 ptisobil v Rakousku na univerzitach ve Styrském Hradci a ve Vidni, a od roku 1905
ziskal rakouské obcanstvi. V roce 1940 emigroval do USA, kde v roce 1946 ziskal americké
obCanstvi a roku 1961 zemfel. Dnes je Loewi povazovan za otce neurovéd. Loewi se do dé&jin
zapsal slavnym experimentem s zabimi srdci. Kladl si otdzku (okolo roku 1903), pro¢ po
aplikaci elektrického proudu jeden ze srde¢nich nervt (accelerator) zrychluje srde¢ni
frekvenci, zatimco jiny nerv (vagus) frekvenci snizuje, piestoze elektrické impulsy byly
identické. O 17 let pozdé&ji m¢l Loewi velmi zvlastni sen, ve kterém se mu zjevil zpusob jak
otestovat hypotézu. Probudil se a napsal nékolik poznamek, ale dal§i den rdno nebyl schopen
precist své ¢maranice! Nastésti se mu jeho sen opakoval nasledujici noc a on okamzité vstal
(ve 3 hodiny rano) a provedl experiment. Vyftizl dvé Zabi srdce s intaktnimi nervy. Srdce
zavésil na mechanické zatizeni, které zaznamenavalo tlukot srdci. Pak elektricky stimuloval
vagovy nerv jednoho srdce (donora). Donorovo srdce se dle o¢ekavani okamzité zpomalilo.
Nasledné byl odebran pipetou vzorek z kapaliny obklopujici donorovo srdce a byl kapnut na
druhé srdce (recipient). Recipientovo srdce se zpomalilo i piesto, Ze nebyl elektricky
stimulovan vagovy nerv. Latky uvolnéné z donorova srdce postaovaly k zpomaleni druhého
srdce (Obrazek 34). Loewi navrhl, Ze dva druhy nervli uvoliiuji dvé rizné chemické latky, a
zakonceni téchto nervi jsou témito latkami stimulovana. Latka z vagového nervu srdce
zpomalovala, zatimco latka z acceleratorového nervu srdce zrychlovala. Loewi tyto latky
pojmenoval ,,vagusstoff a ,,acceleratorstoff*; dnes jiz vime, ze se jednalo o neurotransmitery
acetylcholin a noradrenalin. Loewi timto experimentem pfinesl klicovy dikaz, Ze pfenos
signalu mezi nervy je zprostfedkovan chemickymi slou¢eninami, které jsou uvoliiovany

elektrickymi impulsy a které jsou schopny vyvolat elektrické impulsy.

Donor Heart Recipient Heart
4, Add fluid to
recipient heart

1.5timulate
Vagus

N\,

2.Heart rate slows 5.Heart rate slows!

3.Remove
fluid sample

Obrazek ¢.34: Loewiho experiment s zabimi srdci (http://en.wikipedia.org/wiki/Otto_Loewi).
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Dnes jiz povazujeme za bézné, Ze pro Sifeni nervového vzruchu jsou vyuzity elektrické
signaly a chemickeé signélni slouCeniny (neurotransmitery). Za objev ,,chemického pfenosu
nervovych impulzi‘ obdrzel v roce 1936 Otto Loewi, spole¢né s Anglicanem Henry Hallet
Dale, Nobelovu cenu za fyziologii a medicinu. Neurotransmiterti je dnes zndma cela fada.

Z hlediska historického vyvoje byla struktura a syntéza neurotransmiterti znama mnohem
diive nez jejich funkce v nervovém systému. Objev funkce jednotlivych neurotransmiterti byl

Casto spojen s ocenénim Nobelovou cenou:

ACETYLCHOLIN OTTO LOEWI - 1921 Nobelova cena 1936
NORADRENALIN ULF VON EULER - 1946 Nobelova cena 1970
DOPAMIN ARVID CARLSSON — 1958 Nobelova cena 2000
GABA EUGENE ROBERTS — 1950

GLUTAMAT PETER USHERWOOD - 1994

CENTRALNE NERVOVY SYSTEM (CNS)

* mozek a micha
» integrativni a ridici centra

(R

PERIFERN NERVOVY SYSTEM (PNS) y, Seteric

* hlavové a migni ne ¢ Nervous
» komunikace mezi c:z a zbytkem téla \ System
SENZORICKA CAST (AFFERENTNI) MOTORICKA CAST (EFFERENTNI)
* dostrediva vldkna * odstredivd vldkna
= somaticka a viscerdlni nervova viakna « motorickd nervovd vldkna
= vede signal z receptori do CNS « vede signdl z CNS do svali a Fldz
AUTONOMN{ NERVOVY SOMATICKY NERVOVY
SYSTEM (ANS) SYSTEM
* viscerdlni pohyb * somaticky pohyb
= neovlddame wuli * ovladame vili
= impulsy z CNS do srdeénich svali, » impulsy z CNS do kosternich svald

hladkych svali a zlaz

P \

SYMPATIKUS PARASYMPATIKUS
* mobilizace systémi v dobé aktivity
(fight+flight)

* skladovani energie v dobe klidu

Obrazek €.35: Nervovy systém ¢lovéka
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Zakladni strukturni a funk¢ni jednotkou nervového systému je neuron. Tato teze se nazyva
Neuronova doktrina, a byla postulovana 1880 (Santiago Ramoén y Cajal). Struktura neuronu

je znazornéna na Obrazku 36.

dendrit axonalni
zakonéeni

Ranvierayv
soma zarez

Schwannova bunka

myelinova pochva
jadro

Obrazek ¢.36: Neuron. (http://en.wikipedia.org/wiki/Neuron)

Neurony jsou vzajemn¢ propojeny do drah pomoci tzv. synapsi. Jedné se o komplikované
prostorové a funkéni vztahy, kdy riizné ¢asti nervového systému jsou uspofadany v riznych
kombinacich, a v ur¢itych oblastech mozku vykazuji i tzv. plasticitu — schopnost piestavby
sité. Prostou kombinatorikou Ize vyvodit, Ze existuji ndsledujici typy synaptickych spojeni

mezi neurony:

e Axoaxonova

e Dendrodendritova
e Dendrosomaticka
e Axosomaticka

e Axodendritova

Kromé neuronil se na stavbé nervového systému podileji 1 dalsi typy bunék, které maji
podpirnou funkci a dalsi fyziologické funkce. Sumarni nazev pro tyto typy nervovych bunék
jinych nez neurony je glia. V CNS mezi glia patii astroglie (astrocyty), mikroglie a

oligodendroglie (oligodendrocyty); v PNS pak Schwannovy bunky.
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Synapse (piesnéji chemicka synapse — viz Obrazek 37) je mala mezera mezi dvéma neurony
(cca 20 nm). Je tvofena pre-synaptickym neuronem, ktery vysild signal (neurotransmiter), a
post-synaptickym neuronem, ktery signal pfijima (obsahuje receptory, které vazi

neurotransmiter).

_ Neurotransmitters
Synaptic

vesicle
Neurotransmitter
re-uptake pump Axon

Voltage- :
terminal

gated Ca™*

channel Neuro-

transmitter
receptors

/
’ Synaptic
Post-synaptic oo °/ }cI):aft P

density Dendrit
: endritic
spine

Obrazek €.37: Chemicka synapse. (http://en.wikipedia.org/wiki/Synapse)

AKCNI POTENCIAL

Ptenos nervového signalu je zajist€n pomoci kombinace elektrickych a chemickych signala.
Podél neuronu se §ifi elektricky signal, ktery v nervovém zakonceni vyvola uvolnéni
chemického signélu (neurotransmiteru). Neurotransmiter vyvold v post-synaptickém neuronu
vznik elektrického signalu, ktery se dale sifi podél neuronu, a proces se takto opakuje.
Kli¢ovou roli v tomto procesu hraji sodné, draselné a vapenaté ionty a piisluSné iontové

kanély a Na'/K" pumpa. Vznik a §ifeni sodného akéniho potencialu lze vysvétlit nasledovné:

Klidovy potencidl — V klidovém stavu je aktivni Na*/K" pumpa, ktera transportuje 3 sodné
ionty vné bunky a soucasné 2 draselné ionty dovniti buiiky. Sodikovy i draslikovy kanal jsou
uzaviené. Ustavi se tedy koncentrani rovnovaha v intracelularni a extracelularni koncentraci
Na’ a K" iontf, s pfevahou Na* vné buiiky a K* uvniti buiiky. Za této situace je prevaha
kladného néboje vné bunky a ustavi se tzv. klidovy potencial (-70 mV). Situaci znézoriiuje

Obrazek 38.

71


http://en.wikipedia.org/wiki/Synapse

Depolarizace — prvnim krokem ve vzniku akéniho potencialu je depolarizace, ke které dojde
tim, ze se intracelularni prostor stane pozitivné nabitym. Dochazi k otevieni sodikového
ionotropni receptor), a sodné ionty, kterych je nadbytek v extracelularnim prostoru proniknou
do intracelularniho prostoru, aby se vyrovnal koncentracni spad. Draslikovy kanal zGstava
uzavieny. Pfesunem Na" iontl dochazi ke zmé&né polarity membrany (+30 mV), tj.

k depolarizaci a vysledkem je kladny naboj uvnit bunky. Tento d€j se odehraje v diskrétni

oblasti buné¢né membrany.

© ¢ o ©g00°,
extracellular  Sodikovy . ® Draslikovy Na+/K+

kanal kanal . ® pumpa
>

intracellular
® ®9
e © ©®

Obriazek ¢.38: Klidovy potencial.

Repolarizace — po influxu sodnych ionti a po zméné polarity membrany dojde k uzavieni
sodikového kanalu a k otevieni kandlu draslikového. Ionty K* putuji do extracelularniho
prostoru po koncentracnim spadu. Opét se méni polarita membrany, dochézi k tzv.

depolarizaci (-75 mV). Opét se takto déje v diskrétni oblasti bunééné membrany.
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Sodikovy
extracellular ' kanal Draslikovy Na+/K+

kandl pumpa | 3 x Na*

Obrazek ¢.39: Depolarizace.

Sodikovy D"“‘*'mfwf’ ®
extracellular kanal kanal @ Na+/K+
® ® ® ® pumpa 3 X NCI‘

intracellular
Obrazek ¢.40: Repolarizace.

Znovuustaveni klidového potencidalu - Potencidl je po depolarizaci o néco nizsi nez klidovy
potencidl a distribuce Na" a K* iontii je opa¢na nez v klidovém stavu. Dochézi k uzavieni
draslikového kanalu a Na*/K* pumpa za spotieby ATP znovuustavi rovnovahu Na* a K* iontli

a dojde ke znovuustaveni klidového potencialu.
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Obrazek ¢.41: Znovuustaveni klidového potencialu.

Na internetu Ize nalézt mnoho animaci vzniku a Sifeni akéniho potencialu, napf-.:

http://www.youtube.com/watch?v=SCasruJT-DU

http://outreach.mcb.harvard.edu/animations/actionpotential.swf

Na* channels
close

+50 |- (2)
K* channels
open, K*
begins to

leave cell

K* leaves
cell

e
N—E+ Q)
channels
open, Na*
enters cell

Membrane potential (my)

| Threshoid of

[
I
I
|
|

excitaton

K* channels
close

]
=4
[=]

Excess K* outside
diffuses away

Obrazek ¢.42: Pribéh akéniho potencidlu (http://www.mindcreators.com/NeuronBasics.htm)
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Pfenos nervového vzruchu tedy vyuziva jak chemickych, tak elektrickych signalti. Ukazme si

na piikladu cholinergni synapse, jak tento pfenos je realizovan:

l Akcni potencidl

acetylcholin

Obrazek ¢.43: Prrenos signalu v cholinergni synapsi.
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l Akcni potenciadl

Obrazek ¢.43: Prenos signalu v cholinergni synapsi

Akeni potencial dorazi do nervového zakonceni (axonu, dendritu) pre-synaptického neuronu
(Obrazek 43.1.). Jakmile akéni potencial doputuje k napétove fizenému vapnikovému kanalu,
dochazi k otevieni kanalu a k influxu vapenatych iontti do uzlu pre-synaptického neuronu
(Obrazek 43.2.). Zvysena koncentrace vapenatych iontil v cytosolu vyvola fuzi synaptickych
vesikul obsahujicich acetylcholin s pre-synaptickou membranou a nasledné uvolnéni
acetylcholinu do synaptické stérbiny (Obrazek 43.3.). Acetylcholin difunduje v synaptické
Stérbin¢€ a vaze se na acetylcholinové receptory na vnéj§i membrané post-synaptického
neuronu (Obrazek 43.4.). Acetylcholinovy receptor je ionotropni receptor, ktery ovlada Na*
kandl. Po vazbé¢ acetylcholinu se otevie Na+ kandl a dojde k influxu sodnych iontd do post-
synaptického neuronu. To ma za nasledek depolarizaci membrany post-synaptického neuronu.
bunécna odpoveéd v CNC a PNS (Obrazek 43.5.). Acetylcholin je v synaptické Stérbiné
degradovan acetylcholinesterasou, a §tépné produkty jsou transportovany zpét do pre-
synaptického neuronu, kde je acetylcholin re-syntetizovan a opét uskladnén ve vesikulach

k dalsimu pouziti (Obrazek 43.6.).
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CHOLINERGNI SYSTEM

Neurotransmiterem v tomto systému je acetylcholin. Vyskytuje se v CNS i PNS. V PNS
zprosttedkovava neurosvalova spojeni mezi neurony a vSemi typy svall (srdecni, hladné,
kosterni). Acetylcholin je zodpovédny za kontrakci svali. Cholinergni systém se nazyva
parasympatikus. Abnormality v cholinergni transmisi se podileji na neurodegenerativnich

onemocnénich, napt. demence, Parkinsonova choroba apod.

acetylcholin

O H,C
\N*_/CH3
H,C SN
CH3
L\ J \ J
Y Y
acetat cholin

Na molekularni urovni ptsobi acetylcholin prostfednictvi vazby na acetylcholinové
receptory (AChR). Na zaklad¢ afinity riznych agonistli a antagonisti rozliSujeme dva
zakladni typy AChR — niketinové (NAChR) a muskarinové (MAChR). Nikotinové AChR
délime na neurondlni a muskulérni; u muskarinovych AChR rozliSujeme subtypy M1, M2,
M3, M4 a M5. Receptory nAChR maji pfednostni afinitu k nikotinu a jedné se o ionotropni
receptory, které fidi sodikovy kandl. Receptory mAChR vazi prednostn€ muskarin a jedna se
o metabotropni receptory (spojené s G-proteiny), které aktivuji syntézu druhych posli

(adenylatcyklasa, fosfolipasa C) a fidi draslikovy kanal.

HO
., \ 7 )?\ \ /+ \H
/D\/ T O/\\./Nx | f\{
O =
N
muskarin acetylcholin nikotin

Parasympatomimetika — jsou latky, které imituji stimulaci parasympatiku. Tyto latky
vyvolavaji bradykardii, hypotenzi, bronchokonstrikei, zvraceni, poceni, prijem.

Parasympatomimetika maji 1é¢ebné aplikace pfi pooperacni atonie mocového méchyie a
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stiev, pii glaukomu apod. Antidotem je atropin. Piimd parasympatomimetika jsou agonisté
mAChR. Piikladem je karbachol, pilokarpin ¢i arekolin (obsazen v betelovém ofechu, Areca
Catechu). Nepiima parasympatomimetika jsou inhibitory acetylcholinesterasy. Inhibice mtze
byt bud’ reversibilni (fyzostigmin, neostigmin, takrin) nebo ireversibilni (insekticidy, nervové
jedy — sarin, soman). Zajimavy piibéh se vaze k fyzostigminu — tato latka je obsazena

v semenech kalabarového bobu (Physostigma venenosum), kterym se fikalo boby Boziho
soudu. V zapadoafrickych kulturach se boby pouzivaly k dikazu viny ¢i neviny — kdo
konzumaci ptezil, byl nevinen. V praxi se to odehravalo tak, ze kdo ,,m¢l stésti tak ihned po
poziti preparatu zacal zvracet a tim si zachranil Zivot = byl nevinen. U koho nebylo zvraceni
vyvoléano, nakonec zemiel = byl vinen. Jest¢ pragmatictéjsi vysvétleni je, ze zalezelo na stari

preparatu a aktivit¢ obsahovych slozek.
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Parasympatolytika — jsou specificti antagonisté muskarinovych AChR. Pusobi atlum sekrece
potnich a slinnych 714z, Gitlum sekrece hlenu v nose, hltanu, praduskach, a potlacuji sekreci
slz. Vyvolavaji mydriasu (rozsifeni zornic), snizuji vliv vagu na srdce, sniZuji tonus stfev a
mocového mechyie, maji broncholyticky tcinek. Asi nejzndméj$im parasympatolytikem je
atropin, tropanovy alkaloid nachazejici se v durmanu obecném, blinu ¢erném ¢i ruliku
zlomocném. Atropin blokuje neselektivné vSechny typy mAChR, vyvolava vSeobecny
parasympatolyticky ti€inek a neumoziuje cilené ovlivnéni jednoho organu. Pfibuznym

alkaloidem je skopolamin, ktery ma stejné ucinky jako atropin v PNS, ale tlumivy G¢inek
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Vv CNS — proto se vyuziva v profylaxi kinetos. Ipratropium je anticholinergni preparat, ktery
se vyuziva v inhala¢ni formé v terapii bronchitidy.

N

H3C —N +

—N
o PN e
O * (o] : o
O m o}

atropin skopolamin ipratropium

ADRENERGNI SYSTEM

Hlavnimi molekulami adrenergniho systému (neboli sympatiku) jsou adrenalin (syn.
epinefrin) a noradrenalin (syn. norepinefrin). Pfedpona ,,nor-,, znac¢i strukturni vlastnost,
z némeckého ,,Nitrogen Ohne Radikal“. Adrenalin i noradrenalin se strukturné fadi mezi
katecholaminy, av§ak maji nékolik odliSnosti. Adrenalin je hormon, ktery je syntetizovan a
sekretovan dfeni nadledvinek. K jeho uvolnéni dochazi depolarizaci vyvolanou
acetylcholinem. Noradrenalin je neurotransmiter, ktery je ulozen ve varikozitach
sympatickych nervovych vladken. K jeho uvolnéni dochazi akénim potencialem a toto

uvolnéni blokuji pre-synaptické a2-receptory.

OH OH
NH H
(R 2 (R ~
HO HO
OH OH
noradrenalin adrenalin

Z hlediska bunécnych funkci a farmakoterapie (cile 1é¢iv) je diilezitd inaktivace u¢inku
katecholamint. Po uvolnéni katecholamini do synaptické Stérbiny dochazi k jejich zpétnému
vychotdvani pre-synaptickym neuronem pomoci specifickych transporterti. Degradace

katecholaminl probih4 dvéma cestami. Methylaci aromatické hydroxylové skupiny —
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katalyzuji Catechol-O-Methyl-Transferases (COMT) a nebo oxidaci aminoskupiny —
katalyzuji MonoAminoOxidasy (MAQO) — viz Obrazek 44.
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Obrazek ¢.44: Degradace katecholamini

Adrenalin 1 noradrenalin piisobi na bunécné Grovni prostfednictvim o- a B-adrenoreceptort
(adrenergnich receptortr). Jedna se o metabotropni receptory sprazené s G-proteiny. Aktivace

jednotlivych podtypti adrenergnich receptort vede k rizné biologické odpovédi.

alaa2 stimulace hladkého svalstva (vazokonstrikce)

a2 inhibice uvolnéni norepinefrinu, centralni ucinky

Bl stimulace srdce

B2 relaxace hladkého svalstva (bronchii, uteru), katabolismus

Lokalizaci, funkci a specificitu jednotlivych adrenoreceptord vii¢i adrenalinu, noradrenalinu a

syntetické latce isoprenalinu ukazuje obrazek 45:
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al/a2 - hladké svaly
- Zlazy

- zakonéeni sympatiku
- varikozity

norepinefrin

pl - srdce
- metabolismus

epinefrin

' m B2 - hladké svaly

- metabolismus

izoprenalin

183 - lipolyza

Obriazek ¢.45: Utinek katecholaminii na adrenergni receptory

Ligandy (agonisté, antagonisté) adrenergnich receptorii jsou klinicky vyuZzivana 1é¢iva. Na
obrazku 46 je znazornéna specificita vybranych 1é¢iv piisobicich na adrenergni receptory viici
jednotlivym izoformam. VSechny adrenergni receptory vyuzivaji druhé posly, pro a2, f1 a 2

se jedna o cAMP; v piipadé al o IP3 a DAG.

Biologicky ui¢inek noradrenalinu a adrenalinu se li8i. Noradrenalin se nachazi ve vysokych
koncentracich v CNS, kde plisobi jako neurotransmiter (zejména hypotalamus, vegetativni
centra mozkového kmene). M4 lokalné ohrani¢enou Gi€innost a vyvolava okamzité zmény
organovych funkci. Z fyziologickych projevil Ize uvést kontrakci m. dilatator pupillae
(mydriasa — pfi snizeni intenzity svétla), zvySeni tepové frekvence jako kompenzace na pokles
tlaku vazodilataci, ¢i vazokonstrikce koznich cév, pro sniZeni telenych ztrat pti nizké teploté
okoli. Adrenalin je humoralni pfenasec, distribuovany krvi — ma tedy na rozdil od
noradrenalinu systémové ucinky. Zprosttedkovava zvySeni bdélosti a vykonnosti organismu
(tzv. signal fight-fright-flight) — pii ohrozeni, strachu, fyzické namaze. ZvySuje krevni tlak,
dilatuje bronchy, bystii védomi, i¢inkuje na CNS - vyvolava motoricky neklid a tremor. Neni
znamo, zda prostupuje hematoencefalickou bariérou. Naopak ptsobi Gtlum nedtlezitych
¢innosti (napf. traveni), aby télo bylo pfipraveno na ték a boj. Na trovni metabolismu

aktivuje katabolické déje — glykogenolyzu, glukoneogenezi, lipolyzu apod.
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a?l al Bl B2

Mechanismus spraZeni cAMP! | IP3 cAMPT [cAMPT
DAG

AGONISTE noradrenalin
adrenalin
izoprenalin
salbutamol ——
fenylefrin
klonidin _—
oxymetazolin

ANTAGONISTE fentolamin
prazosin
doxazosin e —
atenolol
propranolol

Obrazek ¢.46: Specificita liganda adrenergnich receptoru

Sympatomimetika

e Piimad a-sympatomimetika — jsou agonisté a-adrenergnich receptorti. Vyvolavaji
vazokonstrikci. Pfi systémovém podani vyvolaji hypotenzi (napf. etilefrin). Lokalné
jsou podavana k dekongesci sliznic — ucpany nos pii rymé (napt. nafazolin = Sanorin,
oxymethazolin = Nasivin)

e Piima f-sympatomimetika - jsou agonisté -adrenergnich receptorti. Vyvolavaji
relaxaci hladké svaloviny. UZivaji se inhala¢né jako bronchodilata¢ni agens u
astmatiki (salbutamol = Ventolin, terbutalin = Bricanyl). Déle se vyuzivaji jako
tokolytika — inhibice déloznich stahti (Fenoterol, Ritodrin).

o Nepiimd sympatomimetika — pronikaji dobfe do CNS, maji stimulacni a euforizujici
ucinky. Nemaji terapeuticky vyznam a vyvolavaji nutkavé zneuzivani. Ptikladem je
amfetamin a kokain — inhibuji zpétny pfijem noradrenalinu a amfetamin zvySuje
uvolnovani noradrenalinu.
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Sympatolytika

e a-sympatolytika — selektivni antagonisté a-adrenergnich receptord, nékdy nazyvané
a-blokatory. Historicky byl vyvoj a-blokéatori problematicky — prvni preparaty byly
nespecifické kromé al receptort blokovaly 1 pre-synaptické a2 receptory, coz
zpusobovalo nekontrolovatelné uvoliiovani noradrenalinu (fenoxybenzamin,
fenylamin). Dnes jsou jiz k dispozici selektivni al-sympatolytika blokujici post-
synaptické a1 receptory. Vyuzivaji se v terapii komplikované hypertenze (Terazosin,
Doxazosin) a benigni hyperplazie prostaty (Tamsulosin, Alfuzosin).

e B-sympatolytika — selektivni antagonisté 31 a 2 receptort, Casto nazyvané [3-
blokatory. Jejich objev znamenal revoluci v 1é€bé hypertenze, ischemické choroby
srde¢ni, a infarktu myokardu (Atenolol, Propranolol). Lokalng jsou vyuZzivany v 1écbé

glaukomu (Timolol).
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atenolol propranolol
DOPAMINERGNI SYSTEM

Neurotransmiterem v tomto systému je dopamin. Jedna se o katecholamin, ktery je
prekurzorem adrenalinu a noradrenalinu. Prekurzorem dopaminu je DOPA, vyuzivana

V terapii Parkinsonismu. Dopamin je degradovan enzymy COMT a MAO obdobné jako
noradrenalin a adrenalin (Obrazek 47). Dopamin pisobi v CNS i PNS, je zapojen do
motorického systému (Parkinsonova choroba), ma behavioralni u¢inky (uceni, motivace, trest,
nalada, pozornost, odména, spanek, pamét’), a neuroendokrinni funkci (inhibuje sekreci
prolaktinu adenohypofyzou, stimuluje sekreci riistového hormonu). Dilezité je zapojeni
dopaminu do tzv. ,,reward pathways — tj. ,,odmény*, a do ,,reinforcement® — tj. posileni

Vv konani ur¢itych aktivit — spojeno s jidlem, sexem, drogami. Dopaminovy systém je tedy
klicovy ve vzniku zavislosti, a dopaminergni systém je pozménén u zavislych osob. ZvysSena

signalizace dopaminem ma euforizujici G€inky — latky jako kokain a amfetaminy inhibuji
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dopaminovy transporter a dochazi k zaplaveni synapse dopaminem — pocity euforie, ale

HOU\I
NH
HO 2

Dopamine (DA)

zaroven vysoky navykovy potencial.

Monoamine oxidase (MAQ), Catechol-O-methyl-
Aldehyde dehydrogenase transferase (COMT)
HO OH o
H,C™
O NH;
HO HO
3,4-Dihydroxyphenyl- 3-Methoxytyramine (3-MT)

acetic acid (DOPAC)

Catechol-O-methyl- Monoamin oxidase (MAQ),
transferase (COMT) Aldehyde dehydrogenase

O OH
HsC™
0]
HO
Homovanillic acid (HVA)

Obrazek €.47: Degradace dopaminu (http://en.wikipedia.org/wiki/File:Dopamine_degradation.svg)

Na bunécné trovni plisobi dopamin prostiednictvim dopaminovych receptori. Jedna se o
metabotropni receptory sprazené s G-proteiny. Existuje pét zakladnich subtypt

dopaminovych receptorti, které se fadi do dvou skupin:

D; — like family — zahrnuje D; a Ds receptory, nékdy oznacované D1a & Dig. Aktivace téchto
receptorti ma stimula¢ni u¢inky, dochazi k aktivaci Ga-stimulacnich proteint, k aktivaci

adenylat cyklasy, elevaci cAMP — excitace, ak¢ni potencial, modulace iontovych kanal.

D, — like family — zahrnuje D, D3z a Dy receptory. U receptoru D4 je znamo 16 allelickych
variant. Aktivace téchto receptorti ma inhibi¢ni ti¢inky, dochazi k aktivaci Go-inhibi¢nich

proteint a k poklesu CAMP.
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Dysfunkce v dopaminergni transmisi je pfi¢inou celé fady psychiatrickych onemocnéni, napi.
schizofrenie, socialni fobie, attention-deficit hyperaktivity disorder, Tourettiv syndrom atd.
Mnoha antipsychotika jsou pravé ligandy dopaminovych receptorti — chloropromazin,
chlorprotixen, haloperidol atd. Inhibitory zpétného vychytavani dopaminu jsou vyuzivany i
jako antidepresiva (typ NDRI — norepinephrine and dopamine re-uptake inhibitor). Pfikladem
je bupropion (Wellbutrin, Zyban), ktery se vyuziva i pro odvykani kouteni — anti-crawing
ucinek v CNS. Dulezitou skupinou farmak zasahujicich do zpétného vychytavani dopaminu

jsou antiparkinsonika a neuroleptika.

SEROTONINERGNI SYSTEM

Neurotransmiterem je serotonin, chemicky 5-hydroxy tryptamin (5-HT). Poprvé byl serotonin
identifikovan jako ,.element®, ktery napomaha srazeni krve a vyvolava vasokonstrikci. Odtud
pochazi ndzev SERO (pochazejici ze séra) TONIN (vyvolava tonus svalll). Vyskytuje se

V gastrointestindlnim traktu, trombocytech a CNS. Nedostatek serotoninu lze ovlivnit pfijmem
stravy bohaté na tryptofan. Dostupné jsou i preparaty obsahujici 5-hydroxy tryptofan, ktery na
rozdil od serotoninu pronikd hematoencefalickou bariérou (pozor! pfi uZivani neni kontrola
vlastnim metabolismem na rozdil od tryptofanu). V CNS hraje serotonin celou fadu kli¢ovych
funkci, kdy ovlivituje vnimani, piijem potravy, naladu (smutek, radost, agrese), sexualni

funkce, spanek, bd€lost, zvraceni atd. Zajimava je historie poznani funkce serotoninu:

1933 Izolace ENTERAMINU (Vialle, Erspamer)

1947  Ndlez Enteraminu v krevnich destickdch (Rapport, &Green, Page),
prejmenovdn na SEROTONIN

1952  Iproniazid - pdvodné Iék na tuberkulosu, ale pacienti byl
Jinappropriately happy” - zacal se pouZivat jako antidepresivum
(1958)- inhibitor MAQ. FPro svou hepatotoxicitu byl 1961 staZen z
trhu a nahrazen novymi méné toxickymi derivdty - Marplan, Parnate

1956  Serotonin zprostredkovdvd ucinky Reserpinu - antipsychotikum a
antihypertenzivum - zpisobuje depleci monoaminu v nervovych
zakoncenich - pri uZivdni se u pacientd rozviji deprese!

1957  Charakterizace dvou subtypd 5-HT receptord (Gaddum, Picarelli)

1958 Imipramin - prvai tricyklické antidepresivum (Ciba-Geigy)

1963 Méreni vazby a re-upatke serotoninu (Axelrod, Inscoe)

1964  Hypotalamickd ,self-stimulation” serotoninem (Stark, Boyd, Fuller)

1965  Katecholaminovd hypotéza deprese (Schildkraut, Bunney, Davis)

1972  Prvni patentovany SSRI - Zimelidin (Norbud, Zelmid) - Astra AB
staZen z trhu pro vdZné neZddouci ucinky

1974  Fluoxetin inhibuje uptake serotoninu (Wong et al.)

1987 FDA schvidlila PROZAC jako prvni SSRI pro lécbu deprese

Obrazek ¢.48: Historie poznani funkce serotoninu
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Zavedeni fluoxetinu (Prozac) do klinické praxe znamenalo revolu¢ni zlom ve farmakoterapii a
v 1écbe deprese a tizkostnych poruch. Na toto téma vznikla i celd fada literarnich dél a filma.
Na obrazku 49 je ukazan uryvek z ¢lanku publikovaného v ¢asopise Molecular Interventions,
ukazujici, Ze trzby farmaceutické firmy Lilly za Prozac pted¢ily mnohonédsobné o¢ekavani

marketingového oddéleni.

April 2009
Volume g, Issue 2 g9

On the market

Fluoxefine earned FDA

approval in 1987,

thirteen years after its

first appearance in the

scientific literature as

LY110140. “Lilly’s market

assessment indicated

that antidepressants were less than a $500 million market,
about $200 million of which was domestic.” Lilly’s own
people expected $70-$100 million in sales for the first year.
“First year sales were $130 million and within 24 months,
sales exceeded the total sales for all [other] antidepressants.
After two years on the market, the drug generated about 25
percent of Lilly’s sales (upwards of 35 percent worldwide),
a situation that lasted for years and drove the growth of

the company throughout the 1990s. Yearly sales eventually
reached $3 billion worldwide. Prozac quickly became the
biggest-selling drug in history and redefined what was meant
by the term blockbuster drug (7).”

Obrazek €.49: Prozac — prehled uspéchu zlomového 1é¢iva

RODINA COUPLING SIGNALIZACE

5-HT Gi/Go coupled ! cAMP

5-HT, Gg/G11 coupled TIP3, TDAG

5-HT, Na®, K channels Depolarizace membrany
5-HT, Gs coupled TcAMP

5-HTsa Gi/Gy coupled Inhibice AC

5-HT; Gs coupled TcAMP

5-HT; Gs coupled TcAMP

Tabulka ¢.5: Klasifikace 5-HT receptori
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Na bunééné trovni ptisobi serotonin prostiednictvi serotoninovych receptort, podle chemické

struktury nazyvanych 5-HT receptory. Dosud bylo identifikovano 7 rodin 5-HT receptorti

(Tabulka €. 5). Jedna se o0 membranové receptory, které se 1isi fyziologickou funkci, afinitou

k ligandtim, mechanismem spiazeni a signalnimi kaskadami (druhymi posly). Pichled

fyziologickych ucinka 5-HT receptort a jejich agonistl a antagonistii ukazuje Tabulka €. 6.

REC. | uéinky agonisté antagonisté
5-HT1a | CNS (inh.) — chovani, spanek, apetit, LSD, psilocin, ergotamin,
agresivita, zkost buspiron, MDMA yohimbin
5-HT1g | CNS — chovani; PNS — plicni vasokonstrikce | ergotamin, sumatripan | risperidon,
yohimbin
5-HT1p | CNS — lokomoce, uzkost; PNS — mozkova sumatripan ergotamin,
vasokonstrikce yohimbin
5-HTe | ? LSD, BRL54443 ?
5-HT¢ | ? BRL54443 ?
5-HT,a | CNS (exc.) — chovani, uceni, uzkost; PNS — | meskalin, psilocin, mirtazapin,
kontrakce hladkych svalll, agregace LSD trazodon,
krevnich desti¢ek ketanserin
5-HT,s | PNS — kontrakce zaludku LSD, fenfluoramin yohimbin
5-HT,c | CNS - tzkost YM-384 mesulergin
5-HT3 | CNS - tzkost, emeze quipazin mirtazapin,
ondansetron
5-HT,; | CNS (exc.) — uceni, pamét’; PNS — motilita | cisaprid, piboserod
GIT metoklopramid
5-HTsa | CNS? LSD SB-699
5-HTs | CNS —uvoliiovani Glu, ACh LSD SB-271
5-HT; | CNS?, GIT? LSD risperidon,
methiotepin

Tabulka €.6: Agonisté, antagonisté a biologické ucinky 5-HT receptorti
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Z vyse uvedenych tabulek vyplyva, ze ovlivnéni metabolismu serotoninu a ovlivnéni 5-HT
receptorit ma obrovsky klinicky potencidl. Na obrazku 50 je schéma znézoriujici biosyntézu a

degradaci serotoninu.

HO HO
_ 0 tryptofan o 5-OH-tryptofan
‘" hydroxylasa "'H dekarboxylasa
\ / oH ———* \_/ OH -
A ) J/
HN NH; HN NH; HN NH,
tryptofan 5-OH-tryptofan 5-OH-tryptamin

SEROTONIN
HO
OH /
\_/ ) 0
HN 0 H
kyselina Y I \C’T
5-OH-indoyloctovd H )
melatonin

Obrazek ¢.50: Syntéza a degradace serotoninu

Metabolismus a homeostazu serotoninu lze ovlivnit n€kolika zpisoby. Obecné lze fici, ze
stimuly vedouci k poklesu hladiny serotoninu v synapsi CNS maji depresivni u¢inky, zatimco
zvySeni koncentrace serotoninu ma antidepresivni efekt (neplati ovSem vzdy — serotonin ma

Vv riznych ¢astech mozku riizné funkce a v riznych ¢astech mozku jsou exprimovany rizné
podtypy 5-HT receptorti). Zatimco zvyseni piijmu potravy bohaté na tryptofan ma pozitivni
ucinky na serotoninergni systém, inhibice syntézy 5-HT vyvolé depresivni stavy. V klinickém
vyzkumu chovani na experimentalnich zvifatech se vyuziva syntetickd aminokyselina para-
chlofenylalanin (fenclonidin), ktera je selektivnim a ireverzibilnim inhibitorem
tryptofanhydroxylasy, prvniho enzymu v syntéze 5-HT (Obrazek 50 a 51). Depresivni G¢inky
ma rovnéz reserpin, rostlinny indolovy alkaloid, ktery se vyuZzival k 1é¢bé€ vysokého krevniho
tlaku a jako antipsychotikum. Reserpin je inhibitorem vezikularniho transporteru monoamint,
ktery je zodpoveédny za transport serotoninu do vesikul, odkud je serotonin vypoustén do

synapse. Reserpin tedy zptisobuje depleci serotoninu v synapsi, a vyvolava deprese — byl
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vyuzivan jako experimentalni nastroj k ovéieni monoaminové hypotézy vzniku deprese.
Utinek serotoninu v synapsi CNS je rovnéz potladen antagonisty (resp. parcidlnimi agonisty)
jednotlivych 5-HT receptort, napt. LSD — tj. tyto latky maji depresivni u¢inky. Na druhou
stranu, experimentalni ptistupy vedouci ke zvysSeni koncentrace serotoninu v synapsich CNS
jsou vyuzivany k 1écbé deprese. Prvni generace antidepresiv byla zalozena na inhibitorech
MAO, byla tedy neselektivni a piisobila rovnéZz na metabolismus noradrenalinu a dopaminu.
V piipad¢ serotoninu dojde inhibici MAO k snizeni degradace na kyselinu 5-
hydroxyindoyloctovou. Moderni antidepresiva jsou inhibitory zpétného vychytavani
(transportertl) monoamintl pre-synaptickymi neurony. Velkym zlomem ve farmakoterapii byl
objev selektivnich inhibitort zpétného vychytavani (tzv. SSRI), kdy prvnim byl Prozac
(Obrazek 51).

-

N
N Inhibice syntézy 5-HT Trp 2
X P-chlorefenylalanin ' ~
2 : N
X >
S 5-HIAA 3
. 5-0H-Trp \ 5 Inhibitory MAO >
N Oviivnéni skladovéni ioroniazid m
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& - vyehytavani 5-HT SSRI Q\
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Q ovlivnéni 5-HT receptord I Q‘
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Obrazek €.51: Ovlivnéni homeostazy serotoninu v CNS

Na trhu jsou v soucasné dobé dostupna 1é¢iva, ktera ovliviiuji metabolismus a bunéény téinek

serotoninu n¢kolika zptsoby:
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Tricyklickd antidepresiva (TCA) - pattila do prvni generace antidepresiv. De facto se jednalo
o nespecifické inhibitory zpétného vychytavani norepinefrinu a serotoninu, diky inhibici
serotoninového transporteru (SERT) a norepinefrinového transporteru (NET). Piikladem
téchto 1éCiv jsou Amitryptilin (Elavil, Laroxyl), Clomipramin (Anafranil), Dosulepin
(Prothiaden), Imipramin (Tofranil, Praminil) atd. Nevyhodou TCA je jejich nespecificita vici
bunéénym ciltim, nebot’ vykazuji afinitu vic¢i adrenergnim receptoriim, dopaminovému
transporteru, mAChR, histaminovym receptoriim atd., coz je pricinou jejich vedlejSich

je (bylo) pfic¢inou vysoké timrtnosti pii piedavkovani 1é¢ivem (kardiotoxicita). TCA se
vyuzivaji k 1é¢be depresi, poruchy nalady, uzkostnych poruch a celé fady dalSich dusevnich

onemocnéni.

Mono Amine Oxidase Inhibitors (MAOI) — 1é¢iva, ktera inhibuji neselektivné degradaci
monoamind (serotonin, dopamin, norepinefrin), a pisobi neselektivné vici MAO-A a MAO-
B. Vedlejsi ucinky téchto 1é¢iv spocivaly kromé neselektivity v inhibici metabolismu slozek
potravy v GIT a v neocekavanych zménéch hladin biogennich amind v séru, coz vedlo

Kk hypertenznim krizim — zejména u jidel obsahujicich tyramin (tzv. cheese syndrom).
Ptikladem MAOI jsou Iproniazid (Marsilid, Iprozid), Isocarboxazid (Marplan) atd. Vyuzivana

byla pti 1é¢bé deprese, agorafobie, socialni uzkosti, Parkinsonismu a profylaxi migrén.

Reversible Inhibitors of MAO-A (RIMA) — nevykazuji vedlejsi u¢inky na krevni tlak,
piikladem je Moclobemid (Aurorix, Manerix). Vyuzivaji se v terapii deprese a socialni
uzkosti. Existuji i specifické inhibitory MAO-B, napi Selegilin (Eldepryl, Deprenyl), ktery je

vyuzivan zejména k 1écbé& Parkinsonismu.

Serotonin Selective Re-uptake Inhibitors (SSRI) — jejich objev byl milnikem v klinické
farmakoterapii. Jedna se o latky, které specificky inhibuji zpétné vychytavani serotoninu
(SERT), s minimalnim vlivem na transportery dopaminu a norepinefrinu. Jsou vyuzivany
V terapii deprese, socidlni uzkostné poruchy (SAD), panické poruchy, obscesivné-
kompulsivni poruchy (OCD), generalizované tizkostné poruchy (GAD), poruch piijmu
potravy (bulimie), nespavosti, post-traumatické stresové poruchy (PTSD) atd. Jako tzv. off-
label use se SSRI vyuzivaji v terapii syndromu drazdivého tracniku ¢i pifedcasné ejakulace.
SSRI byla prvni psychofarmaka syntetizovana pomoci tzv. rational drug design. Piikladem je
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Fluoxetin (Prozac, Lovan, Fontex), Citalopram (Seropram, Citalec), Paroxetin (Paxil, Seroxat,
Remood), Sertralin (Zoloft, Asentra) atd.

Selective Serotonin Specific Enhancers (SSSE) — donedavna se piedpokladalo, jak z nazvu
plyne, Ze se jedna o latky s opaénym ucinkem nez SSRI, tj. ze SSSE zesiluji zpétné
vychytavani serotoninu. Mechanismus vSak neni znadm, pravdépodobné je neptimy, protoze
SSSE neinhibuji SERT. Ptikladem je 1¢k Tianeptin (Coaxil). Z tohoto pohledu je vyuziti
Tianeptinu jako antidepresiva paradoxni. Nejnovéjsi vyzkumy ukazuji, ze Tianeptin zesiluje
uvoliiovani dopaminu v mesolimbickém systému. Skute€ny mechanismu u¢inku neni doposud
vysvétlen, Mezi indikace Tianeptinu patii deprese a uzkostné poruchy. Jako off label use se

vyuziva v 1é¢bé Parkinsonismu, astmatu, erektilni dysfunkce a jako antikonvulzivum.

Serotonin and Norepinephrine Re-uptake Inhibitors (SNRI) — vyuZivaji se k 1é¢b¢ deprese,
uzkostnych poruch, obscesivni-kompulsivni poruchy, ADHD, chronické neuropatické bolesti
atd. Prikladem je Venlafaxin (Argofan, Efectin), Duloxetin (Cymbalta), Sibutramin (Meridia,
Lindaxa) atd. Sibutramin byl dlouhou dobu vyuZzivan jako off label indikace v 1é¢bé obezity —
jako anorektikum. Od roku 2010 je zakdzan v EU i USA.

Serotonin Antagonist Re-uptake Inhibitors (SARI) — ptikladem je Trazodon (Trittico),
vyuzivany k 1é¢b¢ deprese a uzkosti. Trazodon je antagonista 5-HT,a (Ki = 13 nM) a 5-HT,c
(Ki =192 nM). Zaroven je parcialni agonista 5-HT1a (Kg= 78 nM), a slaby inhibitor zpétného
vychytavani serotoninu; SERT (Kq= 160 nM). Vedlejsi Gi€inky (ortostatickd hypotenze a

sedace) jsou pravdépodobné zplisobeny blokaci al adrenergnich receptorti (Kq= 39 nM).

Noradrenergic and Specific Serotoninergic Antidepressants (NaSSA) — Jedna se o moderni
antidepresiva s komplexnim mechanismem ucinku. Vyuzivana jsou v 1é¢b¢ deprese,
uzkostnych poruch, OCD, PTSD, nespavosti, ubytku na vaze atd. Pfikladem je Mirtazapin
(Remeron, Esprital) a Mianserin (Bolvidon, Norval). Mirtazapin je antagonistou celé fady
receptort (5-HT2a, 5-HT2g, 5-HTac, 5-HT3, 5-HT7, Hi, a4, aza, aoc) Z ehoz plyne jeho
unikatni a Siroky klinicky Gcinek, ktery 1ze moderovat ddvkovanim — napf. v nizkych davkach
preferencné blokuje histaminové receptory a vyvolava spanek (pfi nespavosti), zatimco ve

vysSich davkach se prosttednictvim 5-HT a o, receptorti projevi ucinek antidepresivni.
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Jinym ptikladem cileni 5-HT receptoru je antiemetikum Ondansetron, ktery je antagonistou 5-

HT3 receptori a je vyuzivan k tlumeni nezddoucich uc¢inki chemoterapie.

GABA-ERGNI SYSTEM

Neurotransmiterem je kyselina gama-aminomaselna (Gamma-Amino-Butyric-Acid), ktera je

syntetizovana dekarboxylaci glutamatu.

I:TH_-; glutamatdekarboxylasa I:JH;{
00C—CH;—CH,—CH—COO 0O0OC—CH,—CH,—CH,

glutamat GABA

GABA je tlumivy neurotransmiter, ktery ma v PNS ucinek myorelaxa¢ni, a v CNS ¢inky
anxiolytické, hypnotické, antikonvulzivni, amnestické. Na bunééné trovni ptisobi GABA
prostfednictvim GABAa a GABAg receptort. Receptory GABAa jsou ligandem-fizené
chloridové kandly, kdy chloridové ionty zplisobi hyperpolarizaci membrany a maji tudiz
inhibi¢ni u€inek (tlumivy). Vysoké koncentrace GABA receptorti se nachazeji v limbickém
systému a hraji roli ve vzniku emoci. Prostfednictvim GABAa receptort piisobi celd fada
1é¢iv — viz nize. Receptory GABAg jsou metabotropni receptory spojené s G-proteiny.
Prostiednictvim GABAg receptoru piisobi antispastikum Baclofen.

Strukturné je GABAA receptor heteropentamer, skladajici se z kombinaci podjednotek

a, B, v, 0, € 7, 6. V soucasné dob¢ jsou zndmé nasledujici podjednotky GABA A receptoru:

GABRAL = GABAA al
GABRA2 = GABAA a2
GABRA3 = GABAA a3
GABRA4 = GABAA 04
GABRAS = GABAA a5
GABRAG = GABAA a6

GABRBL1 = GABAx B1
GABRB2 = GABA, B2
GABRB3 = GABA, B3
GABRG1 = GABAA y1
GABRG2 = GABA4 12
GABRG3 = GABAA 13

GABRE = GABAa ¢
GABRP = GABAA T
GABRD = GABAA b
GABRQ = GABAA 6

Kombinace jednotlivych podjednotek uréuje tkanovou a vazebnou specificitu jednotlivych
typ GABAA receptort a finalni farmakologicky a fyziologicky tc¢inek. Podjednotky se v
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heteropentameru mohou v zasadé kombinovat libovolné, minimalni pozadavek na to, aby se

vytvoril funkéni chloridovy kanal je pfitomnost o i B podjednotky, kdy nejtypictéjsi

kompozice pentametru GABAA je af2y.

Receptory GABA obsahuji n¢kolik alosterickych vazebnych mist pro 1é¢iva a endogenni
slouceniny, které moduluji u¢inek GABA na receptory (Obrazek 52).

site for  chlorine

sitefor  GABA  channel
picrotoxin

site for
site for : steroids
barbiturates \\ site for

-, benzodiazepines

al

Obrazek ¢.52: GABA receptor.
Prevzato z : ttp://thebrain.mcgill.ca/flash/i/i_04/i 04 _m/i_04_m_peu/i 04 m_peu 2a.jpg

Aktivita GABAA receptoru (tj. t¢inek GABA) muze byt ovlivnén celou fadou ligandd, které

se vazi na rizna mista receptoru:

Agonisté — vazi se na ,,hlavni“ receptorové vazebné misto (kde se normaln¢ vaze GABA —
orthosterické vazebné misto) a vyvolaji zvySeny influx chloridovych iontl. Ptikladem jsou
kyselina ibotenova, muscimol, a tzv. Z-drugs (ptisobi hypnoticky ucinek bez anxiolytického -

Zolpidem, Zaleplon, Zopiclon - vazi se specificky na ol podjednotku).
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Antagonisté - vazi se na ,,hlavni* receptorové vazebné misto, ale neaktivuji receptor; sami o
sob¢ nemaji zadny ucinek, ale inhibuji u¢inek GABA a snizuji influx chloridovych iontt.
Ptikladem jsou Bicucullin a Gabazin, latky, které blokaci GABA mohou vyvolat epilepticky
zéachvat a jsou vyuzivany ke studiu epilepsie.

Pozitivni allosterické modulatory — vazi se na allosterickd vazebna mista na GABA
receptorech a pozitivné moduluji uc¢innost vazby GABA na hlavni vazebné misto, coz ve
vysledku zvysi influx chloridovych iontl. Tuto vlastnost ma cela fada 1é¢iv, vcetné
barbituratii, benzodiazepint, glutethimid, meprobamat, propofol, kyselina valerova
(Valeriana). Podobny u¢inek maji i endogenni neurosteroidy a alkohol. Sirokou terapeutickou
skupinou latek jsou benzodiazepiny, které podle selektivity vazby (na typ receptoru a jeho
lokalizaci) vyvolavaji ucinek anxiolyticky (Alprazolam — Neurol, Xanax, Bromazepam —
Lexaurin), antikonvulzivni (Diazepam — Valium), hypnoticky (Flunitrazepam — Rohypnol,
Midazolam — Dormicum) ¢i myorelaxaéni (Tetrazepam — Myolastan).

Negativni allosterické moduldtory - vazi se na allostericka vazebna mista na GABA
receptorech a negativné moduluji ¢innost vazby GABA na hlavni vazebné misto, coz ve
vysledku snizi influx chloridovych iontt. Piikladem je Flumazenil (Anexat) a Ro15-4513
pouzivané v terapii intoxikace benzodiazepiny. Chovaji se jako inverzni agonisté, tj. jsou
schopny inhibovat 1 bazalni aktivitu GABAA V nepfitomnosti ligandu.

Nekompetitivni blokdtory chloridového kandlu — uCinkuji antagonisticky na GABAA
receptory mechanismem jinym neZ vyse uvedené. Pfikladem je Pikrotoxin, Thujon, Lindan,
Cucutoxin apod. Jedna se o latky, které maji stimula¢ni i€¢inky a mohou vyvolat epilepticky

zéachvat. Proto jsou potraviny a ndpoje obsahujici Thujon v EU regulovany (Absint).

Dtlezitou terapeutickou skupinou, které cili GABA-ergni systé, jsou antiepileptika; napf.

kyselina valproova, gabapentin atd.

GLUTAMATERGNI SYSTEM

Neurotransmiterem je glutamat — jedné se o endogenni slou¢eninu zapojenou do mnoha
metabolickych dé&jti, napf. transaminace, detoxikace amoniaku v mozku, syntéza mocoviny, je
prekurzorem GABA atd. Glutamat je hlavni excitacni neurotransmiter (spolu s aspartatem a

homocysteinem). Na molekularni Grovni glutamat piisobi prosttednictvim glutamadtovych
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receptorit, které mohou byt ionotropni a metabotropni. Pro aktivaci glutamatovych receptorti

neni dilezity pouze glutamat, ale (podobné jako u GABA) spousta dalSich sloucenin miize

modulovat ¢innost glutamatovych receptorti, z ¢ehoz plyne jejich Siroka fyziologicka funkce.

Velmi dulezitou ulohu hraji glutamatové receptory v nervovém systému. Za zminku stoji

zapojeni glutamatovych receptorti do procesu vnimani chuti, kdy tzv. chut’ umami je

zprosttedkovana glutamatem sodnym. Na téma glutamatové receptory by se mohlo napsat

celé samostatné skriptum; pro potieby studia MBB. Zakladni vlastnosti a ligandy

glutamatovych receptorti shrnuje Tabulka €. 7.

TYP MECHANISMUS

AGONISTA

ANTAGONISTA

NMDA Ionotropni; Na*, K*, ca*

N-Methyl-D-Aspartat

? D-serin

Ethanol, ketamin,
methadon, tramadol,

dextrorfan, fencyklidin

AMPA Tonotropni; Na*, K*, Ca™ a-Amino-3-hydroxyl-5- | CNQX, NBQX
Methyl-4-isoxazol-
PropionAt
KAINAT Ionotropni; Na*, K, (Ca2+) Kainat CNQX, DNQX
mGIuR Metabotropni (GPCR) rizné rizné

Tabulka €.7: Glutamatové receptory

GLYCIN

Jedna se o inhibi¢ni neurotransmiter v CNS (micha, mozkovy kmen). Na bunééné trovni

pusobi prostiednictvim glycinovych receptorii (GIyR), coz jsou ligandem fizené chloridové

kanaly (podobné jako GABAA). Glycinovy receptor je tvofen péti podjednotkami okolo

chloridového kanalu. Znamé jsou podjednotky GlyR-al, GlyR-a2, GlyR-a3, GlyR-04 a

GlyR-B. Heteropentamer je tvofen kombinacemi o332 nebo ouf. Prikladem agonistit GlyR

jsou alanin, cykloserin, serin, hypotaurin, taurin, sarkosin a betain. Antogonisté GlyR jsou

strychnin, brucin, pikrotoxin a kofein.
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HISTAMIN
Je neurotransmiterem, ktery ptisobi v CNS, PNS a GIT prostfednictvim histaminovych

receptord, které jsou sprazeny s G-proteiny.

TYP | GPCR FUNKCE ANTAGONISTA

H; Gq Systémova vasodilatace, kontrakce ilea, Loratidin, Cetirizin

bronchokonstrikce, cirkadianni rytmus

H, G, TCa®* Stimulace zalude¢ni sekrece, relaxace Cimetidin, Ranitidin
hladkych svali, inhibice syntézy protilatek a

sekrece cytokinli

Hs Gi Neurotransmiter v CNS, presynaptické Ciproxifan
autoreceptory
Ha Gi Chemotaxe mastocyti Thioperamid

Tabulka €.8: Histaminové receptory

1907 Izolace Histaminu (Windaus, Vogt)

1910 Histamin pdsobi na cévni systém (Dale, Laidlaw)

1916  Histamin stimuluje sekreci Zaludecni stdvy (Popielski)

1937  Prvni antihistaminikum - Pijperoxan (Bovet - Nobelova cena 1957)

1940  Uloha histaminu v anafylaxi

1942  Vyroba Benadrylu (Rieveschl)

1948 NavrZena hypotéza o existenci dvou typd adrenergnich receptord
(Ahlquist)

1972 Definice existence H» receptoru - pomoci vazebnych studii s
analogy Cimetidinu (Black - Nobelova cena 1988)

1979  FDA schvdlila Cimetidin

2000- klonovdny Hs a Hy receptory....

Obrazek €.53: Historie poznani histaminu

Cimetidin (Tegamet) bylo jedno z prvnich 1é¢iv vyvinuté na zakladé€ tzv. rational drug design.
Tj. po objevu existence H; receptori (v GIT) byla hledana 1é¢iva selektivné Géinkujici na
tento podtyp histaminovych receptorti. Pravé Cimetidin byl prvni 1€k v terapii Zaludec¢nich
viedi, schvaleny FDA. Antagonisté H; receptorti jsou béZné€ uzivanymi antihistaminiky a maj
rovnéz sedativni Uc€inek.
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V. DEGRADACE PROTEINU V BUNCE

(Tato cast skripta vysla jako priloha ZRCADLO CESKE VEDY v Britskych listech:
http://blisty.cz/art/56680.html.)

Tradi¢nim tématem molekuldrni a bunécéné biologie, jemuz rozumime se stale vice ohromujici
detailnosti, je proteosyntéza a jeji regulace. Od dob formulace ,,centralniho dogmatu
molekulérni biologie* F. Crickem v roce 1958 jsou biologové a biochemici dodnes zaujati
studiem replikace DNA, transkripce a translace, coz je patrné snad ze vSech uéebnic, jez se
néjak vénuji fungovani buiiky. Tématem naopak dlouho ignorovanym a teprve v soucasnosti
hloubéji docetiovanym je to, jak jsou v buiice degradovany jiz syntetizované proteiny, které
jsou z n&jakého diivodu bud’ defektni nebo nepotiebné. Do biologickych ucebnic téma
degradace proteinti v bunice pronika jenom velmi zvolna a v ¢estin€ snad ani zadna ucebnice
s podrobnym pojednanim této latky neexistuje (i proto citujeme Vv nasledujicim textu pomérné
extenzivné piivodni ¢asopiseckou literaturu, z niz jsme vychazeli). Nabizime tedy v tomto
skriptu shrnuti celé problematiky pro studenty biologickych, chemickych a I¢katskych obori
s nacrtnutim pozoruhodné aplikace inhibitorti degradace proteinti v onkologii (Iék bortezomib

a nova generace inhibitor proteazomu).

JAK JSOU PROTEINY V BUNCE DEGRADOVANY

V eukaryotnich bunikdch existuji dva hlavni zptsoby, jimiz dochézi k rozkladu proteinti na
peptidové zbytky. Prvnim z nich je autofagie (z feCtiny ,,sebepojidani®‘), pii niz dochazi k
odstranéni proteint s dlouho zivotnosti nebo vétsich struktur, jako jsou organely, jejich

transportem do lyzozomu, kde jsou rozstépeny [1].

Proteiny, které maji krat$i dobu Zivotnosti, a to je drtiva vétsina (cca 90%) vSech
degradovanych proteinti, nejsou rozkladany v n¢jaké membranové organele, jakou je
lyzozom, nybrz volné v cytozolu nebo v jadie pomoci multiproteinového komplexu, zvaného
proteazom. Prostfednictvim proteazomu jsou také degradovany defektni proteiny, které se
buiice nepodafilo syntetizovat spravné (asi 30% vsech nativnich proteinti v buiice) a jejichz
likvidace probiha ihned béhem translace nebo kratce po ni [2]. Jsou-li nové defektni proteiny

umistény v endoplazmatickém retikulu (ER), a zde jde pifedevs§im o proteiny Spatné
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poskladané do terciarnich struktur, podléhaji procesu, v némz proteazomy spolupracuji s ER a
ktery se nazyva ERAD (endoplasmic reticulum-associated degradation). BEhem ERAD je
nespravné poskladany protein nejprve oznacen specifickym kédem (jedna se o glykany), pak
je transportovan pies membranu ER do cytozolu a degradovan piilehlymi proteazomy [3]. V
piipadé nenativnich proteint, které jsou Spatné poskladany a agregovany, dochazi k jejich
vychytavani v cytozolu pomoci dvou kompartment zvanych JUNQ (juxta-nuclear quality
control) a IPOD (insoluble protein deposit). I tyto proteiny jsou nakonec degradovany

v proteazomech [4]. Proteazomy ovSem zdaleka nedegraduji pouze defektni proteiny, nybrz se
také vyznamnou mérou podileji na zpracovani funkénich proteinii ve smyslu ovliviiovani
jejich funkce. Degradace néjakého proteinu mize byt dilezitou soucasti riznych

signalizacnich déju v burice, jak uvidime nize.

Proteazomy jsou obsazeny v cytoplazmé i v jadie, kde se volné a rychle pohybuji. Pfenos
proteazomu z cytoplazmy, kde je proteazomil vice, do jadra (opaénym smérem to nejde) je
naopak pomaly. Béhem mit6zy se obé oddélené populace proteazomi, jaderna a
cytoplazmaticka, mohou spojit a promisit [5]. Celkové mnozstvi proteazomii v burice je ve
stovkéch az tisicich nanogramii na miligram vSech bunécnych proteint s tim, ze

Vv rakovinnych buiikdch mize byt vyrazné vétsi nez ve zdravych bunkach [6]. Blizsi

podrobnosti o lokalizaci proteazomi v cytoplazmé a jadru 1ze najit v literatute [7].

OBJEV UBIKVITIN-PROTEAZOMOVEHO SYSTEMU (UPS), UBIKVITINACE
PROTEINU

Degradace proteinli pomoci proteazomt je velice sofistikovany proces, ktery se d€je v ramci
tzv. ubikvitin-proteazomového systému (UPS) neboli tzv. ubikvitin-proteazomové cesty
(cesta = pathway, tedy zkraka UPP). Vyznamnou roli v tomto procesu hraje maly (76
aminokyselin, 8,5 kDa) protein ubikvitin, ktery byl objeven uz v roce 1975, aniz by byla
znama jeho funkce. Jiz z ndzvu vSak plyne, Ze tento protein se hojné vyskytuje ve vSech
eukaryotnich buiikach (je ,,ubikvitni“ ¢ili ,,vSude se vyskytujici). Dnes uz vime, Ze ubikvitin
slouzi ke znaceni proteini v déji, jemuz fikame ubikvitinace nebo ubikvitinylace proteinu.
Vyznam, rozmanitost a komplexni kontext oznacovani proteind ubikvitinem dnes dosahuje
urovné dosud nejvyznamnéjsi posttranslaéni modifikace proteint, kterou je fosforylace [8].

Ptesto je ubikvitin pro nas spojeny predevsim s objevem mechanismu degradace proteintl,
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ktery ucinili na zac¢atku 80. let minulého stoleti Avram Hershko, Aaron Ciechanover a Irwin
Rose. Vsichni tii tito védci obdrzeli za sviij objev v roce 2004 Nobelovu cenu v oboru
chemie. Z nobelovské piednasky profesora Hershka budeme vychazet ve vyliceni historie

objevu UPS [9].

Hershko byl v letech 1969-1971 na postdoktorském pobytu v laboratofi prof. G. Tomkinse v
Kalifornii, kde si vS§iml pfi experimentalni praci, ze degradace proteinu, ktery byl predmétem
jeho studia, vyZaduje energii (spotieba ATP). Tento tajemny proces, vyZadujici energii, byl
vysoce specificky (doslo k degradaci jen toho urcitého proteinu) a zaujal Hershka natolik, ze
se mu rozhodl vénovat svou pozornost i po navratu do Izraele. V té€ dob¢€ uz byl zndm ATP-
dependentni proteolyticky systém z lyzati z retikulocytii, popsany harvardskymi védci J. D.
Etlingerem a A. L. Goldbergem [10]. Hershko, jeho student Ciechanover a jejich pfitel Rose
z Fox Chase Cancer Center (Pensylvanie) se pustili do biochemické frakcionace tohoto
systému, aby mohli popsat jeho slozky. Zjistili, Ze ATP-dependentni degradace proteinii
vyzaduje prave fetézce ubikvitinl. Tyto ubikvitiny jsou jeden po druhém pfipojeny

k proteinu, ktery ma byt degradovan (takové proteiny nazyvejme zkratkou PDG), jako
,»polibek smrti“, ¢ili oznamuji proteazomtim, Ze tento protein ma byt znicen. Jak jsou ovSem
ubikvitinové fetézce k proteinim piipojovany? Mezi lety 1980 az 1990 nasla Hershkova
skupina odpovéd’ 1 na tuto otazku (do historie tohoto objevu se vraci i C. M. Pickart v [11]

z pohledu skupiny A. Varshavského).

Ubikvitin je v butice nejprve vazan (aktivovan) za spotieby ATP tzv. ubikvitin-aktivujicim
enzymem E1, potom je pfenesen na ubikvitin-pfenaSejici enzym E2. Dalsi pfesun ubikvitinu
na PDG (nebo na vytvatejici se fetézec ubikvitinti na proteinu) je podminén ubikvitin-ligazou
E3, ktera dokéze specificky rozpoznat proteiny, jeZ maji byt degradovany. Jinymi slovy
enzymy E1 a E2 slouzi pfevazné pouze k transportu ubikvitind, naopak enzym E3 obsluhuje
jejich kone€né navazani na PDG, rozpoznany pravé enzymem E3. Nejprve je tedy na PDG
navazan prvni ubikvitin, na n¢j pak druhy, na druhy tfeti atd. Z tohoto, ze E3 enzymy
specificky rozpoznavaji rizné PDG, plyne, Ze v bunikach je malo riznych E1 (podle [12]
existuji v lidskych buiikach ptfinejmensim dva E1 enzymy, totiz Uba6 a Ubel) a E2 enzymd,
zatimco E3 enzymi existuje rozmanité mnozstvi (stovky) pro rizné skupiny proteini,
uréenych k degradaci. Rozezndvame zakladni dvé skupiny ubikvitin-ligaz, které se lisi
ptitomnosti aktivni domény: bud’ obsahuji doménu HECT (homologous to E6-Associated

Protein C-Terminus), nebo doménu RING (really interesting new gene) [13-14]. Navic kromé
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klasické kaskady E1-E2-E3 dnes uz vime také o tzv. E4 enzymech, které se mohou podilet na

prodluzovani polyubikvitinového fetézce [15].

Kli¢ovou otazkou je také to, jakym zpisobem jsou ubikvitiny v fetézci navzajem spojeny.
Nikoli kazdy polyubikvitinovy fetézec je totiz prima facie polibkem smrti. Nejbéznéjsi
zpusob vazby dvou ubikvitinii v polyubikvitinovém fetézci je pies lysin 48 (tzv. K48 fetézce)
nebo lysin 63 (tzv. K63 fetézce), existuji vSak i fetézce ubikvitini vazané pies lysin 6, 11, 27,
29 a 33, vyjimecné byvaji tyto fetézce i rozveétvené [16]. Dnes neumime piesné fici, jaky je
vyznam celé pestrosti téchto signald. Za ,,polibek smrti* jsou povazovany zejména K48
fetézce, zatimco K63 fetézce hraji pfedevsim jiné role v bunécné signalizaci. Nedavno se vSak
ukézalo, Ze také proteiny oznacené K63 fetézci mohou byt rozpoznany proteazomy a
degradovany v nich [17]. Existuje dokonce moznost, ze K63 fetézce mohou byt pfeménény

pfimo a ozna¢eném proteinu na K48 fetézce [18].

ubikvitin - O

O O
ubikvitin aktivovany enzymem E1 El —» (E2  ubikvitin pfeneseny na enzym E2

v

protein uréeny k degradaci rozpoznan enzymem ubikvitin ligazou

E3
> O prvni krok ubikvitinace proteinu
O
E2 E3 E3 E2
OO — > & dal$i kroky ubikvitinace proteinu ———————p (f
E2 E3 E3 E2

Obrazek ¢.53: Ubikvitinace k degradaci v proteazomu urcenych proteini (vznik K48

ubikvitinovych Fetézci).

V eukaryotni buiice dochazi kromé ubikvitinace proteinti také k jejich deubikvitinaci. Enzymy
zodpovedné za tento proces se nazyvaji deubikvitindzy a oznacuji se zkratkou DUB. Mtizeme
je rozdélit do nasledujicich péti skupin: 1. ubikvitin C-termindlni hydrolazy, 2. ubikvitin
specifické proteazy, 3. proteazy s doménou Machadovy-Josephovy nemoci, 4. proteazy

Z vajecnikovych tumort a 5. proteazy s JAMM doménou [19]. Dnes je znamo 75 DUB, které
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interaguji se stovkami proteint a hraji v eukaryotni bunice nesmirné mnozstvi riznych roli
[20]. Pro nés dalsi vyklad je dobré poznamenat, ze jedna z JAMM doménovych
deubikvitinaz, oznacovana v lidskych buikach jako Pohl, je soucasti eukaryotniho

proteazomu a hraje kliCcovou roli pro jeho spravné fungovani.

STRUKTURA A FUNKCE PROTEAZOMU V EUKARYOTNI BUNCE

Jakmile protein na sob¢ nese K48 polyubikvitinovy fetézec, miize byt rozpoznén tzv. 26S
proteazomem a degradovan v ném. 26S proteazom je bézny typ proteazomu, obsazeny

Vv naSich bunikach. Sklada se [21] ze dvou zakladnich ¢asti: a) z 20S proteazomu ¢ili hlavni
Castice (core particle), kterd ma tvar valce a v niz probihd samotna proteolyza PDG, b) z 19S
proteazomu ¢ili regulacni ¢astice (regulatory particle), ktera se také nazyva PA700. 20S
proteazom se sklada celkem ze Ctyf prstenci: dva vnéjsi jsou tvofeny sedmi a pojednotkami a
dva vnitini sedmi  podjednotkami. Aktivni mista Sté€pici proteiny jsou v B prstencich a jsou
obraceny dovnitt valce 20S proteazomu, konkrétné se jedna o 1 podjednotku s aktivitou
podobnou kaspazam, B2 podjednotku s aktivitou podobnou trypsinu a 5 podjednotku

s aktivitou podobnou chymotrypsinu. Kromé bézného 20S proteazomu existuji v nasich
bunkach také inducibilni proteazomy s jinymi aktivnimi misty (B11, B21 a B51), jeZ se nazyvaji
imunoproteazomy nebo smésné proteazomy a hraji roli v imunitni odpovédi bunék na
cizorod¢ latky [22]. Zcela specidlni typ proteazom existuje v brzliku, jde o tzv.
thymoproteazomy, obsahuji B5t podjednotku s neobvyklou katalytickou aktivitou. Jejich role

souvisi s pozitivni selekci CD8" T bunék [23].

Regulacni ¢astice se vaZou na vnéjsi, tedy a prstence 20S proteazomu. Kromé 19S
proteazomu to mohou byt i jiné komplexy, jako jsou PA28 ¢i PA200, nebo dokonce proteiny,
které se reverzibiln€ ptipojuji k 20S proteazomu v substechiometrickych mnozstvich [24]. 1
kdyz uspotadani proteazomu se rizné dynamicky méni, bylo prokazano, ze 26S proteazom
zlstava béhem degradace proteint intaktni [25]. Regulacni ¢astice 26S proteazomu (PA700)
obsahuje dvé zakladni, navzdjem spojené, oblasti: bazi a viko. V bazi mlizeme najit Sest
rozdilnych AAA+ ATP4z a dalsi ¢ty podjednotky. Jejim hlavnim poslanim je regulovat
vstup do nitra 20S proteazomu [26]. Viko obsahuje devét ne-ATPéazovych pojednotek [27] a
jeho zékladni funkci je deubikvitinace ubikvitinovanych proteinit pomoci JAMM doménové

DUB Pohl pted jejich vstupem do nitra 26S proteazomu [28].
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20S proteazom
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26S proteazom dva 19S proteazomy

Obrazek ¢.54: Schematicky znazornéna struktura proteazomu, ktery se naléza bézné

vV eukaryotnich buiikach (26S proteazom).

Ackoli typicky protein, degradovany v eukaryotni bufice proteazomy, musi byt ubikvitinovan,
podle nedavného zjisténi asi 20% vsech proteint, §t€penych proteazomy v eukaryotnich
bunikach, nemusi mit ubikvitinové znaceni — takové proteiny obsahuji $patn¢ uspotadana
mista ve svych strukturich a takova mista potom slouzi jako nespecificky signal pro degradaci
V proteazomech bez nutnosti ubikvitinace daného proteinu [29]. My se vSak zaméfime na
mechanismus degradace ubikvitinovanych PDG v 26S proteazomech. V rozpoznani
ubikvitinovaného proteinu hraji klicovou roli nékteré pojednotky z baze (ubikvitinové
receptory) a také nékteré proteiny, které se jen prechodné asociuji s 26S proteazomy [30].
JestliZze je ubikvitinovany protein jiZ navazan na 26S proteazom, jeho polyubikvitinovy
fetézec muze byt proteazomem rizné §t€pen a znovu syntetizovan pomoci deubikvitinaz a
ubikvitin-ligaz [31]. Bylo také ukazano, Ze sniZeni intenzity degradace samotnych ubikvitint
v proteazomu souvisi s ¢innosti specifické DUB, nazyvané Ubp6, kterd neni stalou

podjednotkou 26S proteazomti [32].

Pted samotnou degradaci PDG je vsak polyubikvitinovy fetézec odStépen en bloc pomoci
Pohl a dale je odstrafiovan jinymi DUB [33]. Rozplétani proteinu do primarni struktury a jeho
piesunuti do otvoru proteazomu je pak spojeno s hydrolyzou ATP AAA+ ATPazami [34].
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Obrazek ¢.55: Degradace proteinu 26S proteazomem. Vznikaji oligopeptidové
fragmenty.

Rozpleteny protein mize byt ,,skladovan® v a prstencich, pokud B prstence jsou jesté vytiZzeny
degradaci ptedchoziho proteinu [35]. Proteiny mohou pfitom vchéazet do 20S proteazomu

z obou stran [36]. Degradace probiha tak dlouho, dokud vzniknuvsi oligopeptidy nejsou
dostatecné malé, aby mohly samovolné difundovat ven [37]. Jakmile se oligopeptidy dostanou
ven z 26S proteazomu, jsou v bunce dale $tépeny jinymi peptiddzami az na aminokyseliny,
pouzitelné pro dalsi proteosyntézu [38], nebo jsou pouZzity v rdmci imunitniho systému jako
antigeny [39]. Nékteré proteiny jsou 26S proteazomy degradovany netplné, nybrz jsou
vlastné aktivovany, a to tak, ze dojde k degradaci jinych proteind, které jsou na né vazany a
inhibuji je. Typickym pfikladem je aktivace tzv. jaderného faktoru-xB (NF-«B), ktery se
bézné v cytoplazmé vyskytuje v komplexu se svym inhibitorem I-xB. Jakmile je tento [-xB
ubikvitinovan a degradovan, NF-kB se translokuje do jadra a spousti transkripci ptislusnych
gentl [40]. Funkce 26 proteazomt je tedy spojena nikoli jen s regulaci mnoZzstvi dané¢ho

proteinu v bunce, nybrz i s regulaci aktivity riznych proteind. Neni proto divu, ze UPS hraje
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klic¢ovou roli v mnoha terapeuticky vyznamnych procesech, jako jsou zanétliva onemocnéni,

neurodegenerativni procesy, svalové dystrofie, virové infekce nebo karcinogeneze [41-42].

VELCADE (BORTEZOMIB): PRiBEH JEDNOHO USPECHU

Uspé&sna aplikace inhibitoru proteazomu bortezomibu (podava se jako 1ék pod nazvem
VELCADE) proti mnohoc¢etnému myelomu je povazovana, napi. na strankach amerického
National Cancer Institute (NCI), za exemplarni ,,piibéh uspéchu®, dodnes neuvétitelného.
Zadny jiny zasah do UPS, kromé vyuziti bortezomibu, nebyl zatim schvélen jako terapeuticky
pristup, aplikovatelny na lidskych pacientech. O detailech objevu a vyvoje bortezomibu se
zminime nize, pfi¢emz budeme vychazet ze tiech hlavnich zdroji (kde neni uvedeno jinak):

Z rozhovoru s Julianem Adamsem pro ¢asopis Myeloma Today (6.5.2003), z ¢lanku The
Velcade Story v Boston Globe (6.5.2007) a z ¢lanku Velcade: First in a New Class of Cancer

Drug na strankach Science Progress (Harvard Medical School).

Jak uz bylo zminéno vyse, Hershko a jeho skupina navazovali na praci skupiny prof.
Goldberga z Harvardu, ktery také vymyslel nazev ,,26S proteazom® pro entitu degradujici

Vv sav¢ich buikéch proteiny nelyzozomalni cestou. Goldbergova skupina postupné zjistila, Ze
tyto proteazomy jsou ve vSech eukaryotnich bunikach a Ze v kazdé butice jsou jich desitky
tisic. Goldberg si velice brzy uvédomil, Ze tyto objevy by mohly mit terapeutickou hodnotu
V 1é€eni svalové atrofie, kterd miva rizné pticiny — hladovéni, rakovinu, AIDS, TBC — ustici
do nadbytecné degradace proteint proteazomy ve svalu. S dalSimi tfemi harvardskymi
profesory, kteti badali v této oblasti, konkrétné s T. Maniatisem, M. Rosenblattem a K.
Rockem, zalozil v roce 1993 Goldberg spole¢nost MyoGenics, jezZ méla dosazené poznani
komercionalizovat v podob¢ novych 1é¢iv. Zde byl také piipraven prvni znamy inhibitor
proteazomu, nazvany podle jména spole¢nosti MG132. Ve spolupraci s K. Rockem se
Goldbergovi podaftilo prokazat roli, jakou hraji proteazomy v imunitnim systému, a spolu

S Maniatisovou laboratofi objevili vyznam proteazomu pro aktivaci NF-xB. Na zaklad¢
Maniatisova sméru vyzkumu se spolecnost MyoGenics pfejmenovala na ProScript se
zaméfenim nyni uZ ne na svalovou atrofii, nybrZ na vztah mezi proteazomy (Pro) a regulaci
transkripce (Script). V té dobé Goldberg a jeho spole¢nici zamé&stnali chemika J. Adamse,
ktery mél uz zkusenosti s praci na vyvoji novych 1€kil ve velkych farmaceutickych firmach.

Adams na podzim 1994 vyvinul specificky a velmi silny inhibitor proteazomu pod nazvem
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PS-341, pro né&jz se pozdéji vzilo jméno bortezomib. V té dobé jiz Adams po konzultaci s A.
Hershkem a za podpory T. Maniatise véfil, ze se ProScript musi zaméfit na aplikaci

bortezomibu v 1é¢bé rakoviny. V roce 1995 se poprvé podaiilo ukazat, ze bortezomib in vivo
(v mysich) potlacuje rakovinné bujeni. Goldberg, vétSina zaméstnancti ProScriptu a také lidé
zvenci vSak byli presvédceni, ze masivni aplikace bortezomibu u lidskych pacientii bude mit

fatalni vedlejsi i€inky a Adamsovo sméfovani nepodpofili.

Klicovym bodem obratu byl pfichod D. Livingstona do védecké rady ProScriptu a také
Adamsovo navazani spoluprace s E. Sausvillem z NCI. Prvni klinicky test bortezomibu,
podavaného intravenozné jako 1ék VELCADE, byl tak zahéjen v fijnu 1998 pod vedenim R.
Orlowského na University of North Carolina, ktera cely test také financovala. V té dob¢ totiz
ProScript uz nemél penize. V roce 1997 umfel bohaty filantrop W. Steinberg, jehoz
spolec¢nost Health Care Ventures vlastnila vSechny akcie ProScriptu. Steinbergovi nastupci
Adamsovu sméru nevéftili a nakonec v ¢ervnu 1999 prodali ProScript za 2,7 miliont dolarti
firmé LeukoSite, jeZ byla tf1 mé&sice potom koupena firmou Millenium Pharmaceuticals za
635 miliond dolart. VSechny tyto obchody se dély v ramci Cambridge v Massachusetts, kde
sidli také Harvardova univerzita (a za Charles River v Bostonu je zase Harvard Medical
School a k ni pfidruzené kliniky jako napt. Dana-Farber Cancer Institute). Millenium
Pharmaceuticals nekupovala LeukoSites kvuli VELCADE, nybrz jako konkurenta, jenz se

rrrrr

soucasti firmy LeukoSite.

Mezitim klinicky vyzkum v Severni Karoling ukézal, ze VELCADE nema vazné vedlejsi
ucinky a muze mit veliky potencial pro 1écbu n€kterych rakovin. V roce 2000 tym R.
Orlowského pfi aplikaci nizkych davek VELCADE, které byvaji aplikovany pouze pro
ovéteni bezpecnosti 1éku, pozoroval naprosté vymizeni mnohocetného myelomu u 47-leté
pacientky. Za téchto okolnosti $éf onkologického oddéleni v Millenium Pharmaceuticals, J.
Bolen, jiz pochopil diilezitost téchto vysledkl a stejné pozitivné byl Adamsovym snaham
naklonén také management, vedeny M. Levinem. Adams se spojil s K. Andersonem,
odbornikem na mnohocetny myelom z Dana-Farber Cancer Institute, a spolu piesvédc¢ili
Levina, aby Millenium zaplatilo néklady spojené s dalsimi klinickymi testy 1éku. Zasadni
dualezitost pro prosazeni VELCADE mély dvé dalsi okolnosti. Jednak se Adams a Anderson
spojili s organizacemi pacientd, trpicich mnohocetnym myelomem. Pro tento druh rakoviny
tehdy nebyla prakticky zadna fungujici terapie, a proto zéjem na povoleni VELCADE
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k béznému klinickému pouziti byl obrovsky. Druhou zasadni okolnosti byla tizka spoluprace
lidi z Millenium Pharmaceuticals s americkym ufadem pro povolovani 1é¢iv FDA (Food and
Drug Administration). Vysledky dal$ich klinickych testd byly tak Gzasné, ze dne 13. kvétna
2003 FDA povolil VELCADE pro 1écbu pacienti s relapsujicim mnohocetnym myelomem, a
to jesté predtim, nez byla dokoncena 3. faze klinickych testl, ktera je obvykle pro takové

povoleni nezbytna.

V roce 2008 byl VELCADE v USA povolen jako 1€k prvni volby proti mnohocetnému
myelomu a dnes se pouziva zejména v kombinaci s jinymi 1é¢ivy [43]. VELCADE je
indikovan k 1é¢b¢ mnohocetného myelomu bézné€ i v Evropé, v Japonsku a jinde na svété. Pro
Millenium Pharmaceuticals se tento 1¢ék stal velmi vyznamnym zdrojem piijmu (podle ¢lanku
v Boston Globe jde o tfetinu v§ech ziskll firmy). Ve vétsing ptipadi VELCADE ovsem
neptedstavuje uplnou 1é€bu nemoci, nybrz ,,jen* prodlouzeni zivota v fadu mésicu.
VELCADE se také s riznymi uspéchy kombinuje s jinymi kancerostatiky. Podle jedné

Z nedavnych studii [44] ze 64 pacientll s mnoho¢etnym myelomem, ktefi brali VELCADE,
9% bylo vyléceno a 41% dosahlo aspon ¢astecného potladeni nemoci. Median trvani citlivosti
nemoci na Iék byl 8,4 mésicli a median doby, nez doslo k dalsi progresi nemoci, byl 17,3
mésict. V soucasné dobé existuji stovky klinickych testt VELCADE proti mnohocetnému
myelomu i dal$im typiim rakoviny. V zasadé se ukazuje, ze VELCADE selhava v ptipadech
pevnych nadort, zatimco nékteré krevni nadory (lymfomy) jsou na n¢j citlivé (podrobnosti

jsou v tabulce, vice informaci k jednotlivym klinickym testim lze najit na PubMedu).

Ptes stovky studii a publikaci o ptisobeni VELCADE na cely organismus i na buné¢né kultury
stale nevime, pro€ vlastné tento 1€k pfednostné zabiji rakovinné bunky a zdravé bunky
nechava Zit. Jisté je, Ze inhibice proteazomi piedstavuje simultanni zasah do obrovského
mnozstvi bunécnych déji najednou a ne ve vSech typech rakovinnych linii in vitro vyvolava
tytéz zmény. Nekteré ze zdkladnich mechanismi smrticiho t¢inku VELCADE na rakovinné
bunky byly shrnuty v publikaci [45] z podzimu 2008. V této publikaci se stale jesté opakuje
pocatecni dogma (pfejaté v mnoha stovkach ¢lankt), Ze jednim z kli€ovych mechanismil,
které jsou zodpovédné za uc¢inek VELCADE na buiiky mnohocetného myelomu, je inhibice
NF-«kB, a to pfes tehdy uz znama data z riznych studii, ktera v roce 2008 shrnuli

v piehledném c¢lanku autofi tohoto skripta [46]. Pfelomova prace potom vysla v cervenci 2009
Vv ¢asopise Blood z tymu profesora Andersona z Dana-Farber Cancer Institute. Autofi

prokézali, ze VELCADE nejenZe neinhibiuje NF-kB v buitkdch mnohocetného myelomu,
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odebranych z pacientli, nybrz tento transkripcni faktor dokonce aktivuje, a tim snizuje svj
vlastni smrtici efekt na tyto bunky (ktery je posilen piiddnim specifického inhibitoru NF-kB)
[47]. V roce 2009 se tedy spravna odpoved’ na otazku, jak VELCADE zabiji rakovinné bunky
V lidském téle, stala jest¢ zahadnéjsi. Limitace muze byt i v tom, Ze drtiva vétSina
publikovaného vyzkumu na toto téma se déje v nadorovych liniich in vitro a nereflektuje tak

dostate¢né realitu procesu v téle 1éCenych pacienti.

typ onemocnéni vysledky klinickych testi
mnohocetny myelom v klinické 1é¢bé

lymfom plastovych bunék v klinické 1écbé

lymfom koznich T-bun¢k signifikantni aktivita ve 2. fazi test0*
MALT lymfom signifikantni aktivita ve 2. fazi testt
Waldenstromova makroglobulinemie signifikantni aktivita ve 2. fazi test
chronicka lymphocytarni leukemie biologicka aktivita ve 2. fazi testi
détska leukemie nizka aktivita v 1. fazi testi
sarkomy mékkych tkani nizka aktivita ve 2. fazi test
malobuné&ény karcinom plic nizka aktivita ve 2. fazi testl
kolorektalni karcinom zadna aktivita ve 2. fazi testl
melanom zadna aktivita ve 2. fazi testl
neuroendokrinni nadory 74dn4 aktivita ve 2. fazi testl
rakovina prsu zadna aktivita ve 2. fazi testd
nemalobunéény karcinom plic 7adna aktivita ve 2. fazi testl
karcinom Zaludku a jicnu 74dna aktivita ve 2. fazi testl

Tabulka ¢€.9: Vysledky klinickych testii léku VELCADE (bez kombinace s jinymi 1é¢ivy),

stav na konci roku 2010.

*(Klinické testy novych 1é¢iv se klasicky rozdéluji do tii fazi. V prvni fazi (20-100 pacientil)

se oveiuje bezpecnost pouzivané latky, jeji farmakokinetika a farmakodynamika a vhodné
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davkovani pro dalsi testy. Ve druhé fazi klinickych testt (20-300 pacient), do niz nové
1é¢ivo zpravidla postupuje az po zjisténi, Ze je dostatecné bezpecné, se zjistuje zejména jeho
schopnost dosdhnout zadouciho tc¢inku proti dané nemoci. Samoziejme se stale monitoruji
vSechny nezadouci vedlejsi t€inky. Je-1i nové 1éCivo dostatecné efektivni, postupuje do tieti
Jde o0 randomizované, multicentrické studie, jejimz cilem je zjistit, zda nové 1éCivo (¢i jeho
kombinace s jinymi 1é¢ivy) je ucinngjsi proti dané nemoci nez soucasny zlaty standard 1é¢by.
Teprve na zéklad¢ vysledku tfeti faze klinickych testi dochazi k povoleni nového 1é¢iva pro
1é¢bu dané nemoci v bézné klinické praxi. Treti faze testil mize ovSem probihat pro rtizné
kombinace daného 1é¢iva s jinymi 1é¢ivy i po jeho povoleni, napt. v soucasnosti Ize najit na
strankach NCI 24 klinickych testt VELCADE ve tieti fazi, v§echny proti mnohocetnému
myelomu. Cena klinickych testli jednoho nového 1é¢iva od zac¢atku prvni faze testl aZ po jeho
uvedeni do bézné klinické péce se odhaduje [48] na ptil miliardy USD (1 USD v hodnoté

z roku 2000). Diky vyrazné variabilité v lidské populaci se v§ak musi sledovat bezpecnost a
ucinnost dané¢ho 1éku i pii jeho bézném pouzivani, coz byva ozna¢ovano za ¢tvrtou fazi
klinickych testi. Nedavno bylo navrzeno [49], aby se béhem této faze sledovaly i ptipadné

necekané pozitivni €inky daného 1éku na jiné nemoci, jimiZ pacient trpi zarover.)

NOVE KLINICKY TESTOVANE LATKY ZASAHUJICI UPS

Lék VELCADE ma mnohé nevyhody: podava se injek¢né, neni pfili§ u¢inny, nefunguje

Vv pevnych tumorech a i pacienti s mnohocetnym myelomem si na néj vytvareji zpravidla
rezistenci. Existuje proto zna¢na poptavka po dalSich, novych inhibitorech proteazomu, jez by
mohly pfinést onkologickym pacientiim vétsi uzitek a farmaceutickym firmam nové zisky.
Zminime se nejprve o tzv. druhé generaci inhibitor 20S proteazomu a budeme vychazet

z publikace, vydané védci z Millenium Pharmaceuticals [50].

V soucasnosti jsou v klinickych testech nésledujici latky: MLN9708 (Millenimu
Pharmaceuticals), CEP-18770 (Cephalon & Cell Therapeutics Europe), Carfilzomib
(Proteolix) a NPI-0052 (Nereus Pharmaceuticals). MLN9708 je chemicky podobny
bortezomibu a podobné jako bortezomib inhibuje 20S proteazom reverzibiln€ (po néjaké dobe
se uvolni z mista navazani na 20S proteazom). Oproti bortezomibu je u¢inny také pfi
peroralnim podani. Na strankach NCI Ize najit Ctyfi prave probihajici klinické testy (faze 1-2)
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této latky (mnohocetny myelom, pevné nadory, lymfom). CEP-18770 je také reverzibilni
inhibitor 20S proteazomu (op€t chemicky podobny bortezomibu), podava se vSak
intraven6zné. V soucasné dobé probiha pouze jeden klinicky test této latky (faze 2,
mnohocetny myelom). Ob¢ dalsi latky jsou ireverzibilni inhibitory 20S proteazomu a patii do
zcela jinych chemickych skupin: na rozdil od bortezomibu, ktery je odvozen od kombinace
monoalkylborité kyseliny a dipeptidu, carfilzomib je kombinaci epoxyketonu a tretrapeptidu a
NPI-0052 je bicyklicky y-laktam-B-lakton. NP1-0052 je znam také jako salinosporamid A a
byl ptivodné¢ izolovan z jedné moiské bakterie. Pro tuto latku Ize najit na strankéach NCI Ctyti
probihajici klinické testy (intravendzné, faze 1, mnohocetny myelom, pevné nadory, lymfom).
Carfilzomib je testovan v osmi klinickych testech (intravenozng, faze 1-2, lymfom, leukemie,
pevné nadory), v kombinaci s jinymi 1éky dokonce uz ve fazi 3 u pacient s mnohocéetnym
myelomem. VELCADE (bortezomib) vSak zatim ziistava stale jedinym klinicky pouZivanym

inhibitorem proteazomu.

Ptivodni Hershkova idea pti jeho rozhovoru s Adamsem vSak nespocivala v tom zastavit
degradaci proteinti jako takovou. Inhibitory 20S proteazomu zasahuji pfili§ mnoho bunéénych
déji. Hershko uvazoval v tom smyslu, jak ovlivnit degradaci konkrétnich vybranych proteind,
o nichz se vi, Ze hraji vyznamnou roli ve vzniku a progresi rakoviny. Pro takovy pfistup je
nutné inhibovat konkrétni E3 ligazy, jez rozhoduji o ubikvitinaci téchto proteind. Prvni
takovy inhibitor (MLN4924) vstoupil do klinickych testi zcela nedavno a pochazi z produkce
Millenium Pharmaceuticals [51]. Ve skute¢nosti nejde o inhibitor pfimo n¢jaké E3 ligazy,
nybrz o inhibitor enzymu NAE (NEDD8-activating enzyme), ktery reguluje jednu skupinu E3
ligdz. V tom smyslu MLN4924 ptedstavuje zcela unikatni pfistup k 1é€be€ rakoviny, jenz
dosud nebyl viibec vyzkousen. Na strankdch NCI lze najit ¢tyfi klinické testy této latky
(intravendzné, faze 1, melanom, leukemie, lymfom, mnohocetny myelom a také pevné

nadory).

Dalsi dosud ,,exotickou‘ moznosti, jak ovlivnit UPS, je inhibovani deubikvitinaz. V roce 2007
védci z Millenium Pharmaceuticals navrhli jako jeden z nadéjnych cilti protinadorové terapie
uz vyse zmin€ Pohl ve viku 26S proteazomu [52]. Je docela mozné, ze jeden stary 1€k,
pouzivany desitky let proti alkoholismu (antabus neboli disulfiram), je schopen Pohl a jiné
JAMM doménové DUB inhibovat, a tim velmi efektivné potlacovat rakovinu. V dal§im textu
se pokusime ukézat, co je o tom uz znamo. Je to jedno z hlavnich vyzkumnych témat naSeho

pracovisté. Prehled celé problematiky 1ze najit v publikaci [53].
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PRiIBEH ANTABUSU

Pro moznost, Ze antabus je schopen potlacovat néktera onkologicka onemocnéni svédci
nékolik roztrousenych klinickych pozorovani. V jednom zapadlém ¢lanku z roku 1977 [54]
doktor E. F. Lewison z Johns Hopkins Hospital popisuje piipad Zeny, ktera v roce 1956 ve
svych 35 letech byla operovana kviili agresivni rakoving prsu. O tii roky pozd¢ji se u ni
objevila vazna bolest zad, ¢ehoz pfic¢inou se ukazaly vazné metastaze v pateti, zebrech a
panvi. V roce 1961 se pacientka stala alkoholi¢kou a musela uzivat antabus. Béhem
nasledujicich deseti let doslo k Giplnému vymizeni viech metastazi. Zena umiela v roce 1971
diky padu z okna v té€Zké opilosti, z hlediska onkologického vsak naprosto zdrava. Lewison
spekuloval o protirakovinné aktivité antabusu v disledku jeho zakladni schopnosti inhibovat

enzym acetaldehyd dehydrogenazu.

Na ptrelomu 80./90. let se stala popularni latka, nazyvana ditiocarb nebo také immuthiol. Tato
latka vznika v téle z antabusu po jeho poziti a vyznacuje se vysokou reaktivitou, mj. je
schopna reagovat s médi, obsazenou v krvi, a vytvafet komplex, ktery si oznaéme zkratkou
CuEt. Vétilo se, Ze ditiocarb je schopen mit ptiznivy vliv na imunitu a mohl by tedy byt
vhodnym Iékem proti HIV/AIDS. N¢které klinické testy publikované v prestiznich ¢asopisech
(Lancet, JAMA) ukézaly na podivuhodnou t¢innost ditiocarbu proti tomuto onemocnéni.
Dalsi klinické testy vSak selhaly a kdyz se zjistilo, Ze ditiocarb nema ne imunitu pacientli

s HIV/AIDS zadny vliv, upadl cely piibéh do zapomnéni. Uspéch klinickych testii ditiocarbu
proti HIV/AIDS ztstal dodnes nevysvétlen. Zda se vSak, Ze jeho u¢innost mohla byt vyrazné
ovlivnéna mnozstvim médi ve straveé pacientd a viibec nesouvisela s vlivem na imunitu, nybrz
se schopnosti CuEt inhibovat proteazom [55]. Pro nés je vSak podstatné, ze ditiocarb byl jesté
v dobé své slavy vyuzit také v klinickém testu na 64 pacientkach (faze 2) s rakovinou prsu
(nezavisle na Lewisonovi). Vysledky byly velmi pozitivni: po Sesti letech zilo ve skuping,
berouci ditiocarb, 81% pacientek, zatimco ve skuping¢ s placebem pouhych 55% pacientek
[56]. Autofi vychazeli v tomto testu z predpokladu, Ze ditiocarb ptizniveé ovliviiuje imunitni
systém. Kdyz se tento pfedpoklad ukazal mylny, ziskana data pfestavala davat smysl a dalsi

vyzkum byl opustén.

Potom se antabus zacal znovu vnucovat lidské pozornosti na zaklad€ exprimentt, jeZ provedla
skupina profesora T. P. Kennedyho na Utah University. Tito vyzkumnici nezavisle na obou

jiz zminénych publikacich objevili, Ze antabus ma silnou protinddorovou aktivitu, kdyz
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vytvaii komplexy s kovy, zejména se zinkem a médi. Rozhodli se aplikovat své vysledky u
beznadéjné nemocné pacientky s velkou metastdzi melanomu v jatrech. Pacientka brala
zv1asté antabus a glukonat zineCnaty kazdy den. Po tfech mésicich metastaze zmizela a doslo
k Gplnému obnoveni zdravi, takze nebylo jiz zapotiebi Zadné hospitalizace. Az do publikovani
vysledkti v roce 2004 zila zena s kazdodenni davkou antabusu a zinku po dobu 55 mésicii bez
zhorseni zdravi [57]. Diivod této pozoruhodné protinadorové aktivity bylo vSak obtizné najit
az do objevu, ktery udélal profesor Q. P. Dou v Detroitu se svym tymem. Pfi experimentovani
V jeho laboratofi se totiz ukazalo, ze CuEt je silny inhibitor proteazomu, a to dokonce in vivo
v mysich, kde efektivné potlacoval xenografty odvozené od lidské prsni nadorové linie [58].
Z vysledkli obou americkych tymt potom vysel klinicky test na Huntsman Cancer Institute

v Utahu, zahajeny v 1ét€ 2008 a trvajici dodnes (investorem je University of Utah). V tomto
testu 1. faze je pacientim s nadory jater (primarnimi i sekundérnimi, s ur€enim ptivodu i bez

urceni ptivodu) perordlné poddvan antabus a glukonat méd’naty, kazdy zvlaste.

Piisobi-li antabus, potencovany médi, tak vyrazné proti pevnym nadorim, zda se, ze bude
inhibovat proteazom n¢jakym jinym zptisobem nez VELCADE. Zptsob inhibice proteazomu
pomoci CuEt je nyni tou vskutku vzrusujici otazkou. Ve spolupraci se skupinou profesora
Doua jsme ukézali, Ze CuEt neni schopen inhibovat 20S proteazom a jeho cilem je mnohem
spiSe Pohl1 ve viku 26S proteazomu [59]. Mechanismus protinddorového tc¢inku latky CuEt,
ktera vznika v naSem té€le po poziti antabusu ¢i ditiocarbu [60], je vSak dnes jeSt¢ mnohem

vEetsi otazkou nez mechanismus ucinku bortezomibu.
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