UNIVERZITA KARLOVA
PRIRODOVEDECKA FAKULTA

Studijni program: Specialni chemicko-biologické obory

Obor: Molekularni biologie a biochemie organismu

Katerina Hrusovska

Adenosinergni signalizace: role v neuroprotekci a neurodegeneraci

Adenosine signaling: the role in neuroprotection and
neurodegeneration

BAKALARSKA PRACE

Skolitel: doc. RNDr. Jifi Novotny, DSc.

Praha 2018



Podékovani:

Chtéla bych podékovat svému Skoliteli doc. RNDr. Jifimu Novotnému, DSc. za odborné rady a
pomoc pfi psani této prace a dalSim lidem, a to hlavné rodiné, ktefi mé po celou dobu studia

podporovali.

Prohlaseni:

Prohlasuji, Ze jsem zdvérecnou praci zpracovala samostatné a Ze jsem uvedla vSechny pouzité
informacni zdroje a literaturu. Tato prace ani jeji podstatna ¢ast nebyla predlozena k ziskani

jiného nebo stejného akademického titulu.

V Praze, 15.8.2018

Podpis



Abstrakt

vvvvvv

adenosinergni signalizace, a to hlavné v centralni nervové soustavé, kde se purinovy nukleosid
adenosin uplatiiuje jako vyznamny neuromoduldtor. K vyraznému uvolfiovani adenosinu do
extraceluldrniho prostiredi dochazi v nékterych patologickych situacich. Adenosin pusobi skrze
své Ctyfi receptory, které maji velmi rliznorodé funkce. Nékteré Gcinky jsou neuroprotektivni
— ty jsou zprostfedkované prevainé inhibi¢nim receptorem A1, ktery muzZe sniZovat
excitotoxicitu, jiné mohou zplsobovat i neurodegeneraci, coZ je prevdiné zpulsobeno
zvySenou aktivaci A2A receptor(. K ovlivnéni této signalizace mliZze dochazet rliznymi zpUsoby,
napfiklad inhibici enzym0 zajistujici vznik nebo zanik adenosinu, blokaci jeho transportérd,
vlivem agonist(l a antagonistl adenosinu nebo inhibici druhych posld a rdznych proteinkinaz,
jejichz prostfednictvim adenosin ovliviiuje bunécné pochody. Dulezité jsou také interakce
adenosinovych receptorll s dalSimi typy receptord v mozku. Adenosin a adenosinové
receptory se mohou uplatnit pfi neurodegenerativnich procesech. Detailni pochopeni
specifickych Ucink(i adenosinu by mohlo prinést velky pokrok v Ié¢bé neurodegenerativnich
nemoci. V soucasné dobé probihd intenzivni vyzkum rlznych ligandl adenosinovych

receptor(l, véetné kofeinu, protoze tyto latky maji velky terapeuticky potencial.

Klicova slova: adenosin, adenosinovy receptor, adenosinovy transportér, neuroprotekce,

neurodegenerace



Abstract

The aim of this bachelor thesis is to describe basic and the most important mechanisms of
adenosine signaling, especially in the central nervous system, where the purine nucleoside
adenosine plays important role like significant neuromodulator. Strong release of adenosine
to extracellular space may occur under some pathological conditions. Adenosine works
throught his four receptors, which have very diverse functions. Some effects are
neuroprotective — these are predominantly mediated throught the inhibitory Al receptor,
which can reduce neurotoxicity, others may also induce neurodegeneration, mainly due to
increased activation of A2A receptors. This signaling system can be diversely modulated, for
example by inhibition of enzymes, which can provide adenosine formation or degradation,
blocking its transporters, by agonists or adenosine antagonists, or by inhibition of second
messengers and various protein kinases by which adenosine affects cellular processes.
Interactions of adenosine receptors with other types of receptors in the brain are also
important. Adenosine and adenosine receptors can participate in neurodegenerative
processes. A detailed understanding of the specific effects of adenosine can bring great
progress in the treatment of neurodegenerative diseases. At present, intensive research of
various ligands of adenosine receptors, including caffeine, is underway because these

substances have a great therapeutic potential.

Key words: adenosine, adenosine receptor, adenosine transporter, neuroprotection,

neurodegeneration
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Adenosin je purinovy nukleosid, ktery mlze vznikat jak intraceluldrné, tak extracelularné a
tento rlzny plvod vzniku ma také vliv na jeho pozdéjsi signalizaci. Na jeho vzniku se podili
hlavné enzymy adenosinkindza a adenosindeaminaza a také membranové vazana ekto-
enzymova kaskada. Koncentraci adenosinu uvniti i vné bunky ovliviuji adenosinové
transportéry, které mohou transportovat i dalsi typy purinovych i pyrimidinovych nukleosidu.
Tyto transportéry se déli do dvou typl podle stylu prenosu — ekvilibracni typy vyuzivajici
usnadnénou difuzi podle koncentracniho spadu a koncentracni typy, které vyuZzivaji symport
se sodnymi ionty smérem do bunky. VSechny tyto enzymy i transportéry a jejich inhibitory
mohou ovliviiovat hladinu extraceluldrniho adenosinu, kterda je pfisné regulovana.
Kvyraznému vylevu adenosinu dochazi az v patologickych situacich jako je hypoxie,

nedostatek energie, ischémie atd.

Po vylevu z buniky se adenosin vaZe na své membranové vdzané adenosinové receptory.
Existuji 4 typy téchto receptord — inhibicni A1 a A3 a stimulacni A2A a A2B, které maji rizné
funkce i distribuci po celém téle. Tyto receptory jsou sprazené s G-proteiny, tudiz
prostfednictvim alfa i beta/gama podjednotky dale ovliviiuji bunécnou signalizaci skrze rGzné
enzymy, proteinkindzy nebo druhé posly — napfiklad prostrfednictvim AC, PKA, PLC, MAPK,
cAMP, nebo i Ca?*. Na regulaci této signalizace se podili rizni selektivni i neselektivni agonisté
a antagonisté adenosinovych receptort, ktefi maji velmi specifické ucinky a tyto molekuly jsou
proto vyznamnym cilem terapeutickych vyzkum(. Velmi dalezitym neselektivnim
antagonistou je kofein, ktery je testovan v lécebnych postupech potencidlné vhodnych pro

terapii riznych degenerativnich onemocnénich.

Adenosinové receptory hraji vyznamnou roli v CNS, kde se prevainé vyskytuji A1l a A2A typy
téchto receptorl. | v mozku je ale jejich rozmisténi rizné (Al pfevazné v hipokampu a A2A ve
striatu), a proto se jejich ucinky v rlznych oblastech mohou liSit. Tyto receptory maji
neuromodulacéni ucinky — presynapticky ovliviuji vylev neurotransmiterli a potsynapticky
ovliviiuji excitabilitu bunék. Maji rizny vliv i na gliové buriky (na jejich funkci i jejich ochranu).
Vyznamna je také jejich interakce s dalSimi typy receptor( Gcastnicimi se signalizace v mozku
(napriklad s dopaminovymi nebo glutamatovymi typy receptorll), skrze které se mohou

vyznamné podilet na neuroprotekci.



Ke zvySené neuroprotekci mulze dochazek rGznymi zplsoby - napriklad stabilizaci
membranového potencidlu prostifednictvim regulace iontovych kandll Al receptory nebo
tfeba snizovanim patologické aktivity gliovych bunék a snizovanim excitotoxicity glutamatu
blokaci receptort A2A. Zaroven bylo zjiSténo, Ze vlivem velmi vysokych hladin adenosinu
v patologickych situacich mize dochazet i k neurodegeneraci, a to prevazné stimulacnimi

Ve

ucinky A2A receptord, které mohou zvySovat excitotoxicitu.

Adenosinergni signalizace je vyznamny a dnes jiz velmi prozkoumany systém, ale i presto
nejsou Uplné vsechny jeho schopnosti a Uc¢inky znamy. Cilem této prace je pfiblizit
nejdUleZitéjsi funkce adenosinu a jeho receptor(l vtéle, a to hlavné v centralni nervové
soustavé, kde muize vykazovat neuroprotektivni, ale potencialné také neurodegenerativni
ucinky. A také seznamit ¢tendre s nékterymi neurodenerativnimi onemocnénimi (naptiklad

Alzheimerova, Parkinsonova nebo Huntingtonova choroba) a roli adenosinu (nebo jeho

antagonistd) a jeho receptord ve zmirnéni jejich priibéhu nebo mozné budouci lé€bé.
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1. ADENOSIN

Adenosin je purinovy nukleosid. Nachazi se ve vSech burkach, kde plni rizné funkce. Ma funkci
stavebni (napf. ATP, NADH a nukleové kyseliny), signalni (vaZe se jako ligand na adenosinové
receptory a v nékterych synapsich ma i funkci neurotransmiteru) i regulacni (ptsobi na ¢innost

srdce).

1.1. Vznik adenosinu

Adenosin je degradacni produkt ATP. Za normalnich i patologickych podminek (napf. bunécény
stres) urcuje hladinu extraceluldrniho adenosinu uvolfiovani bunécného ATP a jeho nasledna
hydrolyza na AMP a adenosin. Do extracelularniho prostoru je ATP uvoliovan mnohem vice
praveé pfi patologickych situacich, coz je napftiklad ischemie (nedokrevnost), nasledna hypoxie
(nedostatecné zasobeni kyslikem) a nedostatek energie. Adenosin vznika rdznymi cestami —

intracelularné a poté je prenesen z buriky, nebo pfimo extracelularné (OBR. 1).

2
ATP/ADP —— AMP Adenosin — lnosin

Ecto-
4 ADA
l'\

Extraceluldrni prostor -

CD,
Intraceluldrni prostor ~ 4
b

-

ATP/ADP ——> AMP _—> Adenosin Homocystein
()
«Cam)

L 4

Inosin SAH

OBR. 1: Obecné schéma metabolismu adenosinu. 5°-NT: 5'-nukleotidaza; ADA: adenosindeaminaza; AK:
adenosinkinaza; ENT: ekvilibracni nukleosidovy transportér; SAH: S-adenosylhomocystein (prevzato a

upraveno podle Ramakers et al., 2008)

V burice je ATP hydrolyzovan adenylatkindzou na ADP a AMP. Za normalnich podminek jsou

tyto adeninové nukleotidy prevainé refosforylovany zpét na ATP, nebo dochazi k rozkladu
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AMP, ktery je deaminovan na IMP a ten je hydrolyzovan na inosin a dale na hypoxantin. Pokud
je koncentrace kysliku v patologickych hodnotach, dochazi k rozkladu adenosinovou cestou
(Barsotti and Ipata, 2004) — pfi ischemii a hypoxii dochazi k velkému poklesu aZz nedostatku
ATP aroste koncentrace ADP, coZ vyvolava aktivaci cytosolické AMP specifické 5'-nukleotidazy
(Skladanowski and Newby, 1990), jejimz pusobenim vznikd z AMP adenosin. Intracelularné
mlzZe adenosin vznikat také hydrolyzou S-adenosylhomocysteinu enzymem S-

adenosylhomocysteinhydroldzou (Ueland, 1982).

Extraceluldarné vznikd adenosin pomoci membranové vazaného ekto-enzymového
kaskadového systému - pres protein CD39 (ENTPD1) a CD73 (5'-nukleotiddza) z ATP

hydrolyzou az na adenosin (Zimmermann et al., 2012).

Za normalnich podminek vznika tedy jen malé mnoiZstvi adenosinu, ktery je prevainé
odbourdvan fosforylaci adenosinkinazou (AK) zpét na AMP. Pfi zvySené tvorbé se na regulaci
hladiny adenosinu podili AK i ADA, jejiz prostfednictvim je adenosin deaminovan
adenosindeaminazou (ADA) na inosin a hypoxantin (Lloyd and Fredholm, 1995). Adenosin je
poté transportovan specifickymi transportéry do extraceluldarniho prostoru, kde pusobi na

membranové vdzané adenosinové receptory.

2. TRANSPORTERY

Adenosin je hydrofilni molekula a pro svij pohyb pfes membranu bunék vyzaduje vlastni
specializovany transportni systém — nukleosidové transportéry (OBR. 2). Ty se déli na dva typy
podle zplisobu prenosu. Ekvilibracni prenasece vyuzivaji usnadnénou difuzi, tedy pasivni
transport. Koncentracni prenasece vyuzivaji transmembrdanovy sodikovy gradient, tedy aktivni
transport. Tento nukleosidovy transportni systém také funguje naptiklad pfi vychytavani
nukleosidl z lumen streva, jejich pfijmu v ledvinach a po syntéze v jatrech pfi uvoliovani a
distribuci nukleosid v r@iznych tkdnich celého téla. U¢inek adenosinu mohou skrze tyto

transportéry ovliviiovat rlizné inhibitory (Thorn and Jarvis, 1996).

12
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OBR. 2: Nukleosidovy transportni systém. CNT — koncentracni nukleosidovy transportér; ENT —

ekvilibraéni nukleosidovy transportér, Nuc - nukleosid (pfevzato a upraveno podle Young et al., 2008)

2.1. Ekvilibracni typ

Ekvilibraéni transportéry (ENTs) prenasi adenosin po jeho koncentracnim gradientu —
transport je obousmérny. Za normalnich podminek probiha transport mensiho mnozstvi
adenosinu smérem do buriky, kde je degradovan. Za patologickych podminek vznika vice
adenosinu v burice, tudiz je pfenasen do extracelularniho prostoru. ENTs se déli do dvou typU
na zakladé citlivosti k inhibitoru nitrobenzylthioinosinu (NBMPR): es (equilibrative sensitive),
které jsou inhibovany uz nizkymi hodnotami NBMPR kolem 0,1 — 10 nM a ei (equilibrative
insensitive), které potrebuji koncentraci az 1 uM (Baldwin et al., 1999). Tyto transportéry jsou
ovliviiovany rGznymi koncentracemi dalSich inhibitor( jako napftiklad dipyridamol, dilazep a

draflazin.

ENT proteiny patfi do proteinové rodiny SLC29 a doposud byly objeveny ¢tyfi (ENT1 — 4). Maji
11 transmembrdnovych helixd s N-koncem v cytoplazmé a C-koncem v extraceluldrnim
prostoru (Beal et al., 2004). Nejlépe charakterizovany ENT1 je typicky es transportér a tudiz je
velmi citlivy k NBMPR, zatimco druhy objeveny ENT2 se fadi mezi ei, jelikoz je k NBMPR i
dalsim inhibitorim (dipyridamol, dilazep, draflazin) témér necitlivy (Griffiths et al., 1997).

ENT1 i ENT2 se nachdzeji prevainé na bunééném povrchu a jsou Siroce rozsifené ve vétsiné

13



typech bunék i tkani. Dokazi transportovat vsSechny nukleosidy, navic ENT2 prenasi i
nukleobdze (Yao et al., 1997). ENT3 patfi mezi ei a dokdze transportovat vSechny nukleosidy i
nukleobdze. Také je Siroce rozsifen (mozek, tlusté stievo jatra, plice, slezina), ale nachazi se
pfevainé intraceluldarné (hlavné na membrandch lysozom() a pro svou optimalni aktivitu
vyZzaduje kyselé pH kolem 5.5 (Baldwin et al., 2005). Posledni objeveny ENT4 (Acimovic and
Coe, 2002) je také ei typ. Nachazi se na bunécném povrchu, vyskytuje se v rliznych tkanich
(napf. mozku a tenkém strevé), ale prevaziné v srdci. Transportuje hlavné monoaminy a
organické kationty a pro pfenos adenosinu je nejvice aktivni také za kyselého pH (5.5 — 6.5)

(Barnes et al., 2006).

2.2. Koncentracni typ

Koncentracni transportéry (CNTs) vyuZivaji transmembranovy gradient sodnych iontd, jejichz
koncentrace je mnohem vétsi v extraceluldrnim prostredi. Jedna se tedy o aktivni transport —

symport nukleosid( se sodnymi ionty smérem do buriky proti koncentracnimu spadu.

CNT proteiny patfi do proteinové rodiny SLC28, které se déli do tfi podtypl — CNT1-3, které
mohou byt oznacovany i podle substratové specifity cit, cif a cib. CNT1 (charakterizované napfr.
u lidi v ledvindch (Ritzel et al., 1997)) transportuji pyrimidinové nukleosidy, takze patfi mezi
cit, zdroven ale prendasi i adenosin (Vijayalakshmi and Belt, 1988). CNT2 transportéry
(charakterizované napf. u lidi také v ledvinach (Wang et al., 1997) nebo v tenkém strevé (Ritzel
et al., 1998)) se tadi mezi cif, coz znamena, Ze prendsi purinové nukleosidy, ale i uridin
(Vijayalakshmi and Belt, 1988) a CNT3 (charakterizované napft. u lidi nebo mysi (Ritzel et al.,
2001)) jsou transportéry cib, takze prenasi jak pyrimidiny, tak puriny (Wu et al., 1992). Tvofi
je 13 transmembranovych helixti a N-konec se stejné jako u ENTs nachdzi v cytoplazmé a C-
konec vné buriky (Hamilton et al., 2001). CNT1 se nachazi primarné na apikalnich membranach
epitelovych bunék tenkého stfeva, jater a ledvin — ma tedy hlavni vyznam v transepitelidlnim
prenosu nukleosidd, CNT2 je Siroce rozsifeny a vyskytuje se napf. v srdci, mozku, jatrech,
slinivce a ve stfevech, CNT3 se nachazi napf. ve slinivce, pridusnici, kostni dfeni, varlatech a

jatrech (Gray et al., 2004).
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3. RECEPTORY

Adenosin se jakoZzto signalni molekula vaze na purinergni receptory, pivodné oznacované
hromadné jako P1 receptory. Pozdéji byly objeveny ctyfi podtypy P1 receptor( na zakladé
rozdilné struktury a farmakologickych kritérii (Fredholm et al., 1994). Pomoci molekularniho
klonovani byl klasifikovan receptor Al (Libert et al., 1991), A2A (Maenhaut et al., 1990), A2B
(Rivkees and Reppert, 1992) a nakonec i A3 (Zhou et al., 1992). Tyto receptory maji rlzné
rozmisténi i Cetnost vyskytu. Také se odliSuji svou afinitou k adenosinu — vysokou afinitu
vykazuji A1, A2A a A3 receptory a nizkou afinitu ma receptor A2B. VSechny ¢tyti podtypy jsou

membranové vazané receptory sprazené s G-proteiny (GPCRs) (Klinger et al., 2002).

3.1. Struktura adenosinovych GPCRs

Vsechny ctyfi adenosinové receptory patfi do rhodopsinové rodiny GPCRs, takie maji
spole€nou obecnou strukturu (OBR. 3) — 7 transmembrdnovych helixd s N-koncem

v extraceluldrnim prostoru a C-koncem uvnitf buriky (Baldwin et al., 1997).

COOH cr n

OBR. 3: Obecna struktura GPCRs rhodopsinového typu snavazanym adenosinem: 7
transmembranovych helix( (TM1-7), 3 extracelularni smycky (E1-3), 3 intracelularni smycky (11-3), C-
konec v cytosolu a N-konec v extracelularnim prostoru. 13: tfeti intracelularni smycka interaguje s alfa

podjednotkou G-proteinu (pfevzato z Jiang et al., 1997)
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Tyto receptory interaguji s trimernimi G-proteiny, které maji tfi podjednotky — alfa, beta a
gama. Receptory se vazi na alfa podjednotku. Rlzné podtypy receptort plisobi na rizné tridy
G alfa podjednotek a maji na né rlizné ucinky. G alfa podjednotky byly podle porovnani
sekvenci rozdéleny do 4 tfid — Gs, Gi, Gq a G12 (Wilkie et al., 1992). Do téchto tfid patfi dalsi

typy alfa podjednotek podle jejich funkce a umisténi (TAB. 1).

TAB. 1: Klasifikace alfa podjednotek G-proteinti. AC: adenylatcyklaza; PDE: fosfodiesteraza; PLC:

fosfolipaza C (pfevzato a upraveno podle Neer, 1995 a Morris and Malbon, 1999)

Trida Typ Rozsiteni Efektor Funkce
Gs Gas Siroké AC Stimulace AC
GO Mozek
Gi Gai1, Gy, Gatia Siroké AC, K* Inhibice AC
Gaon, Gaos Mozek K*, Ca* Regulace iontovych kanald
Goy, Gap Sitnice PDE Aktivace PDE
Ga,
Gq Gag, Gaag Siroké PLC-B Aktivace PLC
Gays, Gage Hematopoeticka
Gag linie
G12 Gaiz, Gaus Siroké Cl kanal Regulace iontovych kanald

3.2. Al receptory

Al receptory interaguji s Gi tfidou alfa podjednotek, tudiz patfi podle uUéinku na
adenylatcyklazu mezi receptory inhibic¢ni. Plsobi na Gai a na Ga, podjednotky (Freissmuth et
al., 1991). Skrze Ga, dokdzi regulovat nékteré iontové kanaly, mlize dochazet napf. k aktivaci
nékterych typl draslikovych kanall nebo inaktivaci rlznych typa kalciovych kanall (Greene
and Haas, 1991). Tyto receptory jsou nejhojnéji rozsirené, a to prevainé v mozku (hlavné v
kGre, mozecku a hipokampu), nadledvinach a srdecni sini. Ve vétsi mife se nachazeji také
v kosternim svalstvu, jatrech, ledvinach, tlustém strevé, jicnu nebo i ve varlatech a tukové

tkani (Fredholm et al., 2000).
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3.3. A2Areceptory

A2A receptory plsobi na Gs tfidu alfa podjednotek G-protein(, pficemz rozpoznavaji oba typy
téchto AC stimulujicich podjednotek — Gas i Gaors (Kull et al., 2000). Bylo zjisténo, Ze interaguiji
také s Gq tridou, konkrétné s Gais a Gaies, tudiz jejich prostfednictvim dokazi aktivovat
fosfolipazu C (Offermanns and Simon, 1995). Nejvice jsou rozsifeny v mozku, a to predevsim
ve striatu — na striatopallidarnich GABAernich neuronech (Schiffmann et al., 1991), bazalnich
gangliich a Cichovém laloku. Ddle je miUZeme najit také v krevnich destickach, leukocytech,
sleziné a brzliku. Méné pak v srdci, cévach, plicich a dalSich oblastech mozku (Meng et al.,

1994; Fredholm et al., 2000).

3.4. A2Breceptory

Tyto receptory se fadi mezi stimulacni typ, nebot skrze Gs tfidu alfa podjednotek
adenylatcyklazu aktivuji. Zaroven interaguji s alfa podjednotkami tfidy Gg/11, ¢imz aktivuji
fosfolipdzu C (Linden et al., 1999). Tyto receptory jsou nejméné citlivé a jsou Siroce rozsifeny
v rliznych tkdnich, ale v mensich mnozZstvich. Byly nalezeny nejvice exprimovany v tlustém a
slepém stfevé a mocovém méchyri, méné v plicich, oku, Zaludku a kosternim svalstvu a

nejméné pak v srdci, ledvinach a jatrech (Dixon et al., 1996; Fredholm et al., 2000).

3.5. A3receptory

A3 receptory se vzhledem k tlumeni ucéinku adenylatcyklazy radi spolu s A1 a A2A receptory
mezi inhibi¢ni. Interaguji s Gi a Gq typy alfa podjednotky G-proteind, konkrétné s Gai-2, Gais a
s Gaqii, skrze kterou aktivuji fosfolipazu C (Palmer et al., 1995). Tyto receptory maji
omezenéjsi rozsiteni, lisSi se mirou vyskytu v rliznych tkanich i u rlznych druhl. Nejvice
exprimovany jsou v potkanich varlatech (v lidskych malo) a Zirnych bunkach, méné pak

v plicich, ledvinach a srdci a nalezeny byly také v nékterych ¢astech CNS (Zhou et al., 1992).
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3.6. Interakce s dalSimi receptory

Nékteré receptory sprazené s G proteiny mohou existovat také jako heteromery — paruji
s dalSimi typy receptorl a navzajem se mohou ovliviiovat (Fuxe et al., 1983). Ve striatu
bazalnich ganglii hojné dochazi k interakci adenosinového A2 a dopaminového D2 receptoru,
které maji vici sobé navzajem antagonisticky Ucinek a tim mohou ovliviiovat dopaminergni
aktivitu — stimulaci A2 receptord dochazi ke snizovani afinity D2 receptoru (Ferre et al., 1991;
Kamiya et al., 2003). Ve striatu dochdazi také kinterakci mezi receptorem A2A a
metabotropnim glutamatovym receptorem typu 5 (mGIu5R), které na sebe pusobi
synergisticky (Ferré et al., 2002). Al receptory vytvari hlavné v mozecku a primarnich
kortikalnich neuronech funkéni komplexy s metabotropnim glutamatovym receptorem typu 1
(mGIlulR), tudiz mohou ovliviiovat glutamatovou excitaci (Ciruela et al., 2001). Dochazi i
k interakci mezi A1 a dopaminovym D1 receptorem, které na sebe plsobi antagonisticky
(Ferré et al., 1998; Ginés et al., 2000). Dalsi receptorovou interakci je napfiklad tvorba
heteromer(l s P2Y typem purinergnich receptor( (GPCRs, které maji selektivitu pro ATP), a to
konkrétné A1R s P2YiR, ktery stimuluje fosfolipazu C (Yoshioka et al., 2001; Nakata et al.,
2005). Prestoze A1R a A2AR maji opacnd plsobeni, byly objeveny heteromery i téchto
receptorll, které se vyskytuji prevazné na glutamernich synapsich ve striatu, kde dokazi
modulovat vylev glutamatu (Ciruela et al., 2006). Také byla prokazana existence vyssich

oligomerickych komplext A2AR/D2R/mGIlu5 (Cabello et al., 2009).

Interakce adenosinovych receptor(i s ostatnimi receptory a tvorba heteromert je vyznamna v
kontextu zkoumdni neurodegenerativnich onemocnéni a novych postupl potencidlné
vhodnych pro jejich terapii, jelikoz agonisté a antagonisté adenosinu (z nichz je
nejvyznamnéjsim antagonistou kofein) vyrazné ovliviuji ucinky signalizace dalSich receptort
zvlasté pfi neuromodulaci. Napftiklad dysfunkce dopaminovych receptori se podili na

Parkinsonové chorobé a dysfunkce glutamatovych receptord na Alzheimerové chorobé.
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3.7. Agonisté a antagonisté adenosinovych receptort

Je znama celd fada ligandu, které se také vazi na adenosinové receptory a mohou je rizné
ovliviiovat. Agonisté po navdazani dokdzi vyvolat fyziologickou odpovéd odpovidajici funkci
receptoru. Pfevazna vétsina agonistll jsou derivaty purini — analogy adenosinu nebo xantinu,
které maji podobnou strukturu, ale oproti adenosinu maji mnohem delsi ucinek plsobeni.
Neselektivni agonista adenosinu je NECA (Miller and Jacobson, 2011). Nejcastéjsi modifikace
jsou substituce na N®, C; a Cg a 5'pozici v molekule adenosinu. Napfiklad pro Al receptor byly
objeveny selektivni agonisté R-PIA nebo CPA. Pro A2A CGS21680 nebo naptiklad regadenoson,
ktery byl testovan pro své vazodilatacni ucinky. Pro A2B napfiklad aminopyridin BAY60-6583.
Pro A3 jsou vyznamnymi agonisty IB-MECA nebo vysoce selektivni CI-IB-MECA (Miller and
Jacobson, 2011).

Antagonisté po navazani odpovéd receptoru nespousti, naopak mohou zabrat misto
agonistickym ligandlm, ¢imz vlastné funkci receptoru inhibuji. Prototypicti antagonisté byly
pavodné alkylxantinové derivaty, které maiji substituci na 1-, 3-, 7- a 8- pozici. Nyni se ale
testuji nové selektivnéjsi latky, které obsahuji i nepurinové heterocyklické struktury.
Antagonistou pro Al je napfiklad DPCPX. Pro A2A jsou vyznamni selektivni antagonisté
napfiklad triazolotriazin ZM241385, CGS15943, SCH58261 nebo istradefylin KW6002 a
preladenant SCH420814, které se testuji pro Ié¢bu Parkinsonovy choroby. Pro A2B napfiklad
PSB-603 a pro A3 MRS5147. Nejznaméjsimi neselektivnimi antagonisty jsou methylxantiny
(pfirodni latky vyskytujici se v rostlinadch), mezi které patfi napriklad kofein a teofylin (Muller

and Jacobson, 2011).

Adenosinové receptory jsou Siroce rozsifeny, a proto je velmi Zadouci vyvijet nové specifictéjsi
selektivni agonisty i antagonisty pro farmakoterapeutické ucely, ktefi dokazi cilené pUlsobit na

urcité podtypy téchto receptor(i v urcitych lokalizacich.

4. ADENOSINERGNI SIGNALIZACE

Adenosinové receptory jsou Siroce exprimovany v témér kazdém organu a kazdé tkani, proto
musi byt hladina adenosinu v extracelularnim prostoru vyrazné hlidana, jelikoz je adenosin

metabolicky velmi vyznamny. Existuje vysoce efektivni systém pro jeho regulaci — bud
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metabolickou degradaci enzymy (AK, ADA), nebo zpétny prenos transportéry (ENTs) do bunky
(Nguyen et al., 2015). Za patologickych podminek (napf. hypoxie, ischemie, zanét, nebo
mechanické poskozeni burky) je ale uvolfiovano pfilis velké mnozZstvi adenosinu a regulacni
systém je inhibovan, ¢imZ dochazi k jeho uvolfiovani do extraceluldrniho prostoru a plisobeni

na adenosinové receptory.

Po navazani ligandu (adenosinu nebo jeho agonistll) na receptor dochazi ke konformacni
zméné, coz vede k interakci receptoru s alfa podjednotku pfislusného G-proteinu, ktera ma na
sobé v inaktivnim stavu vazany GDP. Pro aktivaci G-proteinu dojde k vyméné GDP za GTP a
k jeho disociaci na samostatnou alfa a dimerickou beta/gama podjednotku. Obé dale ovliviuji

rdzné signdlni kaskady prostiednictvim druhych posll (Gilman, 1987).

Mezi hlavnimi Ucinky adenosinu plsobicimu skrze G-proteiny patfi ovliviiovani hladiny cAMP
v bunkach (Clark et al., 1974; Calker et al., 1979) skrze aktivaci adenylatcykldzy (AC).
Pldsobenim na adenylatcyklazu dochazi k jeji inhibici prostfednictvim Gi (A1 a A3 receptory),
nebo k jeji stimulaci prostfednictvim Gs (A2 receptory) (Katada et al., 1984). Vzniklé cAMP
aktivuje proteinkindzu A (PKA), ktera dale fosforyluje dalsi proteiny, enzymy a transkripéni
faktory a reguluje tak jejich funkci (Daniel et al., 1998). Zaroven bylo zjiSténo, Ze samotna
stimulace AC zpUsobuje zvySeni extraceluldrniho adenosinu (prostfednictvim hydrolyzy cAMP

vzniklého pomoci AC), coz vede k aktivaci adenosinovych receptor( (Pleli et al., 2018).

Dalsi enzym ucastnici se adenosinové signalizace je fosfolipaza C B (PLC B), ktera je aktivovana
alfa podjednotkami Gq tridy G-protein, ale i By podjednotkou. PLC hydrolyzuje
fosfatidylinositol-4,5-bisfosfat (PIP2), ze kterého vznikaji dva druzi posli — inositol-1,4,5-
trisfosfat (IP3) a diacylglycerol (DAG), které dale ovliviiuji rizné signalni drahy (Sternweis and
Smrcka, 1993). IP3 zvy3uje intraceluldrni koncentraci Ca?* kationtd  vylitim
z endoplazmatického retikula, které s pomoci DAG stimuluji proteinkindazu C. PLC B tedy
vyvolava aktivaci PKC, ktera muzZe ovliviovat dalsi bunécné signalizace véetné plsobeni na

MAPK prostfednictvim aktivace Ras, MEK a ERK1/2 (Schulte and Fredholm, 2003a).

Skrze adenosin a podjednotky G-protein(i je také mozné ovliviiovat mitogeny aktivované
proteinkinazy (MAPK) a jejich prostfednictvim plsobit na bunécnou proliferaci a diferenciaci
a regulovat bunécné preziti nebo smrt. Plsobeni adenosinu na MAPKindzovou kaskadu je

zprostfedkovano rdznymi cestami a ma rlizné odpovédi v riznych bunécnych typech. Vsechny
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4 typy adenosinovych receptord stimuluji aktivaci ERK1/2 (Schulte and Fredholm, 2000). A1R
(napfriklad v CHO bunkach) aktivuji MAPK skrze aktivaci PI3K a MEK1 (Dickenson et al., 1998).
A2A receptory (napftiklad v lidskych endotelidlnich burnkach) stimuluji MAPK skrze aktivaci
p21RfAS (protoonkogen ovliviujici proliferaci a diferenciaci buriky) (Sex! et al., 1997). A2B
receptory (v CHO burikdch) mohou stimulovat fosforylaci ERK1/2 i p38 (stresem aktivovana
proteinkindza) a to prostfednictvim Gs podjednotky a cAMP, kdy pro aktivaci p38 je dulezita
PKA a pro ERK1/2 PI3K (Schulte and Fredholm, 2003b). Signalizace skrze MAPK kaskadu vede
k aktivaci mnoha transkripcnich faktor(, které se podileji na regulaci rdznych bunéénych
procesl. Abnormalni stimulace této kaskady zplsobena v patologickych situacich (napfiklad
vyrazné zvysSenou signalizaci prostfednictvim adenosinovych receptort) mUze vést k naruseni

bunécénych pochodi nebo aZz k bunécnému poskozeni.

Adenosin hraje vyznamnou roli vochrané a obnové rGznych druhl tkani. Mezi hlavni
mechanismy odpovédi pro regeneraci a protekci poskozenych tkani vyvolané adenosinovymi
zabranénim uvoliovani prozanétlivych cytokinl a kyslikovych radikald, ischemicky pre-
conditioning na ochranu srdec¢ni tkané a stimulace angiogeneze (novotvorba a remodelace
krevnich kapilar) (Linden, 2005). Adenosin je také vyznamny neuromodulator, ktery v CNS

ovliviiuje spoustu funkci a ma navic neuroprotektivni ucinky.

5. ROLE ADENOSINERNI SIGNALIZACE V CNS

Adenosinové receptory maji neuromodulaéni ucinek, ktery je jak presynapticky — adenosin
ovliviiuje vylev neurotransmiter(, tak i postsynapticky — dochazi k ovliviiovani bunécné
excitability prostrfednictvim iontovych kandlli. Adenosin moduluje synapticky pfenos skrze
inhibi¢ni Al a stimulaéni A2A receptory, které se v mozku vyskytuji pfevainé, a to hlavné
v hipokampu (A1R) a striatu (A2AR) (Cunha, 2001). Dalsi vyskyt adenosinovych receptoru
v mozku je napftiklad u A1R v klre, mozecku a v zadnich rozich kofenli miSnich a u A2AR ve

striatopalidarnich GABAernich neuronech a ¢ichovém laloku (OBR. 4) (Ribeiro et al., 2002).
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OBR. 4: Zakladni rozmisténi vysokoafinitnich receptorti A1, A2 a A3 v hlavnich oblastech CNS (prevzato

a upraveno podle Ribeiro et al., 2002)

Oba opacné plisobici adenosinové receptory jsou paradoxné pritomny na stejnych nervovych
zakoncenich. Bylo zjisténo, Ze pfi nizSich koncentracich se adenosin prednostné vaze na Al
receptory (maji knému vyssi afinitu) a dochazi tak kinhibiénim uGcinkim na vylev
neurotransmiter(l, avsak pokud hladina adenosinu vyrazné patologicky stoupne, vaze se také
na A2A receptory a prevlada ucinek stimulaéni (Correia-de-Sa et al., 1996). Také bylo
vypozorovano, Ze zdlezi i na zdroji, odkud adenosin pochdzi. Adenosin vytvoreny
extracelularné rozkladem zvysené hladiny uvolnénych nukleotidl se preferenéné vaze na A2A
receptory a adenosin uvolnény pfimo z buriky uptfednostriuje receptory Al (Cunha et al.,
1996). To, jakd akce nastane, jestli inhibi¢ni nebo stimulacni, zalezi také na hustoté rozmisténi

receptorll a jejich mnoZstvi v dané tkani.

Presynapticky obecné prostfednictvim A1R dochazi kinhibici vylevu excitaénich
neurotransmitert (Yoon and Rothman, 1991), jako je acetylcholin (Brown et al., 1990),
aspartat a glutamat (Simpson et al., 1992). A A2A receptory napfiklad dokazi stimulovat vylev
glutamatu (Simpson et al.,, 1992) a acetylcholinu (Brown et al., 1990) nebo ve striatu

modulovat vylev GABA (Kirk and Richardson, 1994).
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Postsynapticky ovliviiuje adenosin excitabilitu bunék plsobenim na iontové kanaly skrze Al
receptory. Inhibici N, P a Q typl kalciovych napétové ovladanych kanald je snizen vtok Ca®*
kationt( do buriky (Dolphin et al., 1986; Ambrdsio et al., 1997). A aktivaci draslikovych kanald
je zvySen vylev K* kationtd do extracelularniho prostredi, ¢imZ dochdzi k hyperpolarizaci
postsynaptickych neuron( a stabilizaci membranového potencidlu (Trussell and Jackson,

1985).

Adenosin ma také vztah s gliovymi burikami, které samy o sobé slouZi jako podpora a ochrana
neuron(l. Astrocyty napfiklad udrzuji iontovou homeostazu a pH, chrani pred excitotoxicitou,
vychytavaji Skodlivé radikdly a uvolnéné neurotransmitery (hlavné glutamat) nebo vyZivuji
neurony a podporuji synaptogenezi, a tak se podileji na ochrané nervovych bunék pred
poskozenim (Panickar and Norenberg, 2005). Za vyraznych patologickych podminek (hypoxie,
nedostatek energie) miZe dochdazet i k poskozeni a apoptdze nebo k abnormadlni aktivité
téchto gliovych bunék, zaroven ale dochazi ke zvySeni hladiny adenosinu. Bylo prokazano, ze
v astrocytech se nachazeji vSsechny 4 typy adenosinovych receptor(, ale vyrazny vliv na jejich
ochrané pfi hypoxii maji hlavné inhibi¢ni receptory Al a A3 (Bjorklund et al., 2008). Pomoci
astrocytll dochdzi kovliviovani hladiny extraceluldrniho adenosinu, a to napfiklad
prostfednictvim astrocytarni AK (Boison et al., 2010). Aktivace astrocytarnich A2A receptora
také vede ke zvyseni hladiny extracelularniho glutamatu, ¢imz dochazi k ovlivnéni synaptické
plasticity a zvySenou aktivaci téchto A2AR mUzZe dochazet k excitotoxicité (Li et al., 2001). Tyto
receptory vSak maji na gliové buriky mnoho dalSich ucinkd, které jsou dllezité napfiklad pro
modulaci neurondlni aktivity, ovliviiovani hladiny adenosinu nebo pro kontrolu excitotoxicity

a bunécné smrti (Boison et al., 2010).

Adenosin uplatfiiuje v CNS vliv také prostfednictvim interakci s dalSimi receptory. Napftiklad
prostfednictvim A1R/P2YiR hetromerd, na které dokaze plsobit jak adenosin, tak i ATP,
dochazi k zeslabovani vylevu neurotransmiterd (Nakata et al., 2005). Heteromery A1/A2A ve
striatu moduluji vylev glutamatu — za nizsich koncentraci se adenosin vaze prednostné na A1R,
¢imz je transmise glutamatu inhibovana, pfi vétsich vylevech plsobi adenosin i na A2AR, ktery
utlumi U¢inek A1R a dochdzi k uvolfiovani glutamatu, coz znamen3, Ze aktivace A2AR v téchto
komplexech snizuje afinitu A1R. V téchto heteromerech se zaroven snizuje afinita A2AR pro
kofein (Ciruela et al., 2006). Synergistickd interakce mezi A2AR a glutamatovym mGlu5R vede

ke zvySeni MAPKinazové aktivity, a to napriklad zvySenim exprese genu c-fos, tudiz se podili
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na regulaci bunécné proliferace a diferenciace (Ferré et al., 2002). Oligomery A1R/mGIlulR
dokazi predchazet glutamatové excitotoxicité. Sparované A2AR/D2R, nachazejici se prevainé
na striatopalidarnich GABAernich neuronech ve striatu, maji, stejné jako A1R/D1R, které se
nachazeji také ve striatu, ale spiSe na striatonigralnich GABAernich neuronech, vzajemné
antagonistické ucinky. Aktivace A2A receptoru vede ke snizeni citlivosti D2R vici dopaminu a
tim ke sniZeni signalizace skrze D2R, cozZ stimuluje AC. Blokaci A2A antagonisty tedy dochazi

ke zvySeni dopaminergni signalizace (Ciruela et al., 2011).

5.1. Neuroprotekce

Pfi patologickych procesech, jako je ischemie, naslednd hypoxie a nedostatek energie, dochazi
k okamZitému nadmérnému uvolfiovani excitacnich aminokyselin — hlavné glutamatu. Jeho
vysoké hladiny vedou k excitotoxicité, a to prostfednictvim nadmérné aktivace ionotropnich
glutamatovych receptord NMDA (iontové kanaly pfenasejici kationty véetné Ca?*), nastava
depolarizace a vyrazné stoupa intraceluldrni koncentrace Ca?* iont( (které mohou poskodit
mitochondrie a vyvolat apoptézu), coz vede k bunéénému poskozeni nebo bunécné smrti
(Manev et al., 1989). Za téchto abnormalnich situaci, jak jiz bylo uvedeno, vznika i vétsi

mnozstvi adenosinu, ktery vykazuje neuroprotektivni ucinky.

Stimulaci Al receptord dochdzi k hyperpolarizaci prostfednictvim stimulace draslikovych
kandlG a vtoku K* iontl do burky, ¢imZ je pfedchazeno nadmérné depolarizaci (Haas and
Greene, 1984). Tim se stabilizuje bunéény membranovy potencidl a dochazi ke snizovani
propustnosti napétové zavislych vapnikovych kandld — zmen3uje se vtok Ca?* iontd do
nervovych bunék, ¢imZ dochazi k lepsi ochrané pred Ca?* pretizenim. Zaroveri A1R pfimo
presynapticky inhibuji kalciové iontové kandly, coz zpusobuje inhibici vylevu glutamatu (Poli
et al., 1993) a postsynapticky NMDA receptory (de Mendonca et al., 1995), ¢imZ je vtok Ca?*

také snizovan a dochazi k navozeni zvySené neuroprotekce (OBR. 5).
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OBR. 5: Schématické znazornéni hlavnich neuroprotektivnich G¢inkGi Al receptoru (prevzato a

upraveno podle de Mendonga et al., 2000)

K neuroprotektivnim ucinkim dochazi také prostfednictvim A2A receptord, i kdyz prevazné
jejich blokaci (OBR. 6), protoZze antagonisté téchto excitacnich receptord zabranuji napfriklad
uvoliovani skodlivého mnozstvi glutamatu (Simpson et al., 1992), ktery se podili na
excitotoxicité a neuronalnimu poskozeni nebo, jak jiz bylo uvedeno, zvysuji hladinu dopaminu
prostfednictvim stimulace dopaminovych receptord pfi neurodegenerativnich poskozenich.
Pfi patologickych podminkach dochazi k abnormalnimu zvyseni aktivity a proliferace gliovych
bunék, napriklad mikroglii (Banati et al., 1993) a astrocytli, coZ se projevuje oxidacnim
stresem, uvolfiovanim toxickych cytokinl a vznikem zanétu, ¢imZ muze dochazet k vyraznému
poskozeni nervovych bunék. Toto mulze byt inhibici A2A receptori potlacovano. Hlavni
mechanismy neuroprotekce pfimym plsobenim A2A receptord mohou byt vazodilatace,
inhibice agregace krevnich desticek nebo potlacovani zanétu (Wardas, 2002). A2AR mize
vykazovat neuroprotektivni uclinky také skrze ovlivnéni signdlni drahy mozkového
neurotrofického faktoru BDNF (protein podnécujici napfiklad prezivani a rist nervovych bunék
a synapsi) — jeho prostrednictvim dochazi k zesileni ucinku této drahy zvySenim aktivace

neurotrofickych receptor(, a tim ke zvySeni neuronalniho preziti (Lee and Chao, 2001).
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OBR. 6: Hlavni mechanismy neuroprotekce skrze blokaci A2A receptorti nékterymi antagonisty

(pfevzato a upraveno podle Wardas, 2002)

A2B a A3 receptory nejsou v mozku pfili§ rozsifeny, presto také jejich prostfednictvim muze
k neuroprotektivnim ucinkim dochazet, i kdyz mechanismy jejich plsobeni nejsou uplné
znamé. Napfriklad prostrednictvim A3 receptorl pfi ischemii dochazi ke snizeni poSkozeni
mozku souvisejictho s mozkovou mrtvici a ke zlepSeni lokomoéni aktivity postizeného
organismu a aktivace téchto receptord mlze potlacovat apoptdzu (Chen et al., 2006). A3R se
také stavaji cilem vyzkumd, které se zaméruji na vyvoj lécby chronické neuropatické bolesti,

jelikoz agonisté A3 receptorli mohou tuto bolest kontrolovat a sniZzovat (Chen et al., 2012).

Pro usnadnéni zvySeni hladiny adenosinu v extracelularnim prostoru za ischemickych a
hypoxickych podminek, které je pro neuroprotekci nutné, mohou pro terapeutické ucely
slouzit inhibitory adenosindeamindzy a adenosinkindzy nebo blokatory adenosinovych
transportérli, které zabranuji absorpci adenosinu zpét do bunky kjeho degradaci (de
Mendonca et al., 2000). Dalsi mozné ovlivnéni hladiny adenosinu mlze byt i prostfednictvim
inhibitorl enzymového systému ekto-nukleotiddz, ktery se podili na vzniku adenosinu
extraceluldrni cestou (ktery se prednostné vdze na excitacni A2A receptory). Pro
farmakologické uéely mohou mit tyto ligandy velky vyznam, a proto jsou jejich ucinky

v rliznych patologickych situacich také zkoumany (Baqi, 2015).
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Navzdory prokdazanému neuroprotektivnimu ucinku adenosinu bylo zjiSténo, Ze za urcitych
podminek mizZe jeho vlivem dochazet i k neurodegeneraci a neuronalnimu poskozeni.
Pasobenim pfilis vysokych koncentraci adenosinu dochdzi prevazné k aktivaci A2A receptord,
které, jak jiz bylo uvedeno, svymi stimulacnimi Ucinky na vylev glutamatu a naslednym
zvy$enim hladiny Ca** mohou zpUsobovat poskozeni bunék (Popoli et al., 1995). Zaroven
dlouhodobym uvolfiovanim adenosinu a jeho prodlouzenym ucinkem na A1R muZe také
dochazet k neurondlni smrti. Pfi ischemii a hypoxii dlouhodoba aktivace A1R vede ke snizeni
propustnosti Ca?* sniZzenim vyskytu (internalizaci pomoci endocytézy) AMPA receptord
(ionotropni glutamatové receptory zvysujici bunécnou excitabilitu) a k vyraznému zvyseni
synaptické deprivace, coz vede k neurondlnimu poskozeni (Chen et al., 2014). Poté navic m(ize
dochdzet ke snizeni citlivosti A1R a jejich internalizaci do buriky (Abbracchio et al., 1992;
Coelho et al., 2006). Tim dochazi ke zvyseni signalizace skrze excitacni A2A receptory, a tim ke
zvySeni vyskytu Ca?* propustnych AMPA receptor( v nervovych zakonéenich (Chen et al.,
2014; Stockwell et al., 2016). Takto dochazi k excitotoxicité vlivem zvy3eni hladiny Ca?*, coZ
mUze vést k degradaci bunék. Také bylo prokazano, Ze prodlouzenym ucinkem adenosinu (za
patologickych podminek) na astrocytdrni A2A receptory dochdzi k ovlivnéni reabsorpce
extraceluldrniho glutamatu — A2AR mohou sniZovat aktivitu i expresi glutamdatovych
transportérl na membrdnach astrocytli, ¢imz dochazi ke zvySovani hladiny glutamatu
v extraceluldrnim prostoru, coz mlze ovliviiovat synaptickou plasticitu i procesy spojené s

neurodegenaraci (Matos et al., 2012).

Studium protektivniho potencidlu adenosinu ma nicméné stale vétsi vyznam a tento purinovy
nukleosid je cilem mnoha vyzkum( zamérenych na pochopeni vSech jeho ucink, jelikoz

terapeutické vyuziti ma slibné vysledky zvlasté v oblasti kardio- a neuroprotekce.

6. VYZNAM ADENOSINERNI SIGNALIZACE V NEUROPROTEKCI PRI
NEURODEGENERATIVNICH PROCESECH

Mnozstvi lidi s neurodegenerativnimi onemocnénimi stale roste a pric¢iny téchto onemocnéni
nejsou stale uplné jasné — mohou byt ovlivnéné opotrebovanim bunék vlivem stari, ale i
genetickymi poskozenimi nebo prostfedim a Zivotnim stylem. V rdmci vyzkumu moznych lé¢iv

pouzitelnych pro zmirnéni pfiznakQl a zpomaleni pribéhu téchto chorob jsou hledany a
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testovany nové latky vykazujici neuroprotektivni ucinky. Adenosinové receptory v téchto
vyzkumech hraji vyznamnou roli, jelikoZ jsou v nervové tkani Siroce rozsifené a maji rizné
funkce a skrze jejich agregaci s ostatnimi dllezitymi receptory Ucastnicimi se signalizace v CNS

mohou ovliviiovat vétsinu signdlnich drah této soustavy.

Cilem této kapitoly je predstavit nékteré nejznaméjsi choroby spojené s poskozenim
a odumirdnim nervovych bunék a mozné mechanismy plsobeni adenosinovych receptord a

jejich agonistl a antagonistl k ovlivnéni pribéhu téchto nemoci.

Nejvyznamnéjsim spoleénym cilem vyzkumQ se stali antagonisté receptorl A2A. Byly
zkoumany ucinky rGznych typl téchto antagonistl v CNS za rdznych patologickych situaci.
Napriklad SCH58261 v kortexu pfi mozkové ischemii (Monopoli et al., 1998), kofein ve striatu
u PD (Chen et al., 2001), KW6002 v dopaminernich neuronech u PD (lkeda et al., 2002), kofein
v hipokampu u AD (Arendash et al., 2006), ZM241385 v nigrostriatalnich dopaminovych
neuronech (Fathalla et al., 2017). U vSech téchto a mnoha dalSich studii vysledky prokdazaly
neuroprotektivni ucinky téchto latek nebo zlepSeni motorickych funkci prostfednictvim
inhibice A2A receptori. Také bylo prokazano, Zze vyznamny podil na funkci A2A receptorti ma
enzym ekto-5"-nukleotidaza (protein CD73, ktery je soucasti ekto-enzymové kaskady pfi
tvorbé adenosinu ptfimo vné burky), ktery se spolec¢né s nimi hojné vyskytuje ve striatu a
ovliviiuje tak jejich funkci — zvySuje hladinu extraceluldrniho adenosinu, ktery se prednostné
vaze na A2AR a tim je aktivuje (Augusto et al., 2013), tudiz mlzZe byt dalSim cilem hledani
moznosti inhibice tohoto enzymu pro sniZeni stimulace A2A receptor(, a tim také snizeni

pravdépodobnosti moziné neurodegenerace.

6.1. Parkinsonova choroba

Pti této nemoci dochazi ke ztraté dopaminergnich neuront v substanci nigra a dopaminergni
inervace ve striatu, coZ vede ke sniZeni produkce dopaminu. To ma dlsledky prevainé
v motorickém systému, ktery ovliviiuje pohyb. Tudiz hlavnimi pfiznaky této choroby jsou
dystonie (mimovolné svalové stahy), nebo naopak svalova ztuhlost, problémy s chzi, Spatna
rovnovaha a dalsi obtiZze pfi pohybu. V pozdéjsich stadiich mize dochazet také k emocnim a
spankovym problémuam, depresi a nakonec i k demenci. Plvodni snaha o |éCeni nebo aspon o

zmirnéni ptiznakd zahrnovala aminokyselinu L-DOPA (L-3,4-dihydroxyfenylalanin), ze které
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dopamin muze vznikat. V pokrocilejsich stadiich jsou ale jeji u€inky méné efektivni, a proto je
snaha vyvinout nové nedopaminové zplisoby moZnosti Ié¢by tohoto neurodegenerativniho

onemocnéni (Sveinbjornsdottir, 2016).

Vyznamnym cilem téchto vyzkum( se stali, jak bylo uvedeno, antagonisté receptoru A2A. Pfi
dlouhodobém uzivani mizZe L-DOPA vyvoldvat dyskinezi (mimovolné pohyby), ktera je pfi
|écbé PD nezddouci. Bylo prokdzano, Ze antagonistickou inhibici (napfiklad istradefylinem)
A2A receptord muizZe dochazet ke snizeni nebo i Uplnému odstranéni téchto vedlejsich ucinki
(Xiao et al., 2006). Blokaci A2A receptor( ve striatu také dochdzi k antagonistickym ucinkim
na dopaminové D2 receptory (se kterymi vytvari heteromery), které jsou jimi aktivovany, a
tudiz dochdzi ke stimulaci dopaminergni signalizace (Hillion et al., 2002), coz pozitivné pusobi
na motorickou aktivitu. Dllezitym neselektivnim antagonistou, ktery ma vysokou afinitu pro
A2A receptory je pravé kofein. Bylo mnohokrat prokazano, Zze tento antagonista a jeho zvySeny
pfijem maji pozitivni vliv pfi prevenci i Ié¢bé této, ale i jinych neurodegenerativnich nemoci
(Kolahdouzan and Hamadeh, 2017). Také dochazi k vyzkumdm novych mozZnosti cileni |écby
pfi PD, které budou mit co nejmensi, nejlépe zadné, vedlejsi ucinky. Napftiklad aktudlné byly
navrzeny nové latky, které se dokazi svou molekuldrni strukturou vdazat a tim i pUsobit na oba,
pfi této patologii, dllezZité receptory A2A a D2 (Shao et al., 2018), a které mohou byt vyuzity

pfi vyvoji novych [éCiv.

6.2. Alzheimerova choroba

Alzheimerova choroba je progresivni neurodegenerativni porucha vyznacujici se hlavné
ztratou paméti, zménou osobnosti a v chovani jedince, zhorSenym rozpoznavanim nebo
Spatnou orientaci v prostoru. Hlavni patologické zmény vyvolané touto nemoci jsou synapticka
posSkozeni a ztrata neuron(, zdnétlivé procesy a zmény vbunécném cyklu. Mezi
charakteristické priznaky doprovazejici tuto chorobu patfi formovani a hromadéni amyloidu
beta (AB) v mozkové tkani, ¢imz vznikaji extracelularni neuritické plaky a hyperfosforylace tau
proteinu v intraceluldrnich neurofibrilarnich klubcich (Kandimalla and Reddy, 2017). Tyto
neurodegenerativni struktury mohou vyvolavat zdnétlivé odpovédi a tim dalSi poSkozeni

bunécénych pochodu, které vedou k degeneraci neuronu.
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Ukazalo se, Ze kofein muze hrat dileZitou roli v ochrané i proti Alzheimerové chorobé — jeho
prostfednictvim dochazi v mozku ke sniZovani neurotoxicity zplsobené zvySenou hladinou AB
a tim i k moznému snizeni poskozeni kognitivnich funkci (Dall’lgna et al., 2003; Arendash et
al., 2006). Bylo zjisténo, Ze blokaci A2A receptord (zvySenym pfijmem kofeinu) dochazi
k neuroprotekci snizovanim ztraty synapsi skrze ovlivnéni MAPK drahy, a to konkrétné inhibici
proteinu p38 (stresem aktivovand proteinkindza, jehoZ abnormadlni aktivita mlze vést az
k bunécéné smrti) (Canas et al., 2009). Tento protein je aktivovan toxicitou amyloidu beta (Zhu
et al., 2005), a proto moZnymi terapeutickymi cili mohou byt nejen inhibitory A2A receptord,
ale i inhibitory p38 proteinu. Bylo prokazano, Ze pfi této nemoci je v prefrontalnim kortexu
zvySené mnoizstvi Al i A2A receptorli (Albasanz et al., 2008). Také bylo zjiSténo, Ze
v hipokampu je zvySena exprese Al receptorll v neurodegenerujicich strukturdch, které
zvysuji produkci ne-amyloidogenni formy amyloidového prekurzorového proteinu (ze kterého
nevhodnym stépenim muze vznikat AB), coz chrani pfed vznikem ndnosu AB. Aktivace téchto
receptorll skrze aktivaci ERK zprostfedkovavaji fosforylaci a translokaci tau proteinu do
cytoskeletu, kde je méné nachylny k formovani patologickych struktur (Angulo et al., 2003).
Zaroven ale blokatory inhibi¢nich Al receptort, véetné neselektivniho antagonisty kofeinu,
zplsobuji stimulaci vylevu acetylcholinu (Carter et al., 1995), ktery podporuje
psychostimulacni efekt kofeinu. Tudiz zvySeny pfijem kofeinu ma také vyznamny vliv na
zlepseni kognitivnich funkci pacientll stouto nemoci (Rahman, 2009). Modulace
adenosinergniho systému v CNS tedy muze zpomalovat vyvoj i sniZovat projev symptoma u

této zavazné nemoci.

6.3. Huntingtonova choroba

Huntingtonova choroba (HD) je dédi¢né neurodegenerativni onemocnéni mozku, které je
charakterizovano progresivnimi motorickymi (pohybovymi), kognitivnimi (poznavacimi) a
psychiatrickymi symptomy, jako jsou napfiklad mimovolné pohyby, zhorSeni koordinace
myslenek nebo impulzivni chovani. Hlavnim pfiznakem je mutace proteinu huntingtin, jehoz
fragmenty se hromadi v neuronech prevazné kortikalnich (organizace mysleni) a striatalnich

(motorické funkce) oblasti a plsobi jejich dysfunkci nebo dokonce nekrézu (Nopoulos, 2016).
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Soucasné léky vSak maji vyrazné vedlejsi ucinky, tudiz je Zadouci zkoumat jiné Setrnéjsi lécebné
postupy.

| u této nemoci se ve vyzkumech mozné lécby mohou uplatnit antagonisté A2A receptorl. Bylo
prokazano, Ze inhibice A2AR v ¢asnych fazich HD napfiklad zesiluje reverzni uc€eni a sniZuje
deficit pracovni (kratkodobé) paméti (Wei et al., 2011; Li et al., 2015). Blokace A2A receptoru
také snizovala poskozeni neuront (Fink et al., 2004). Pti této nemoci je v hipokampu zvysena
aktivita PKA (kterou miZe vyvoldvat patologickd zvySena stimulace A2AR), kterd navozuje
dysfunkce rozpozndavaci a prostorové paméti (Giralt et al., 2011). Blokace A2AR, ale zaroven i
D2R, tedy v hipokampu normalizuje aktivitu PKA a nasledné m{Ze zlepSovat kognitivni funkce
(Tyebji et al., 2015). Pfi této nemoci dochdazi také napfiklad k dysregulaci mitochondrii,
abnormalni aktivité gliovych bunék, zesilovani zanétu a k dysfunkci glutamatového systému —
zvyseni exprese a citlivosti NMDA receptor(ll, nebo snizeni zpétného vychytavani glutamatu
gliovymi burikami (Blum et al., 2018). Jak jiz bylo uvedeno, tyto patologické procesy mohou
byt ovliviiovany adenosinergni signalizaci, ktera (jak bylo také uvedeno) ma ale rlizné Gcinky
skrze A1 a A2A receptory, tudiz tento systém pro moznost terapeutického vyuziti adenosinu

vyZaduje dikladnéjsiho prozkoumani.

6.4. Roztrousena sklerdza

Roztrousena skleréza (RS) je autoimunitni neurodegenerativni onemocnéni, pfi kterém
dochdzi k napadani a rozpadu myelinu (izola¢ni hmota urychlujici synapticky pfenos mezi
neurony, kterd zaroven chrani pred Spatnym prenosem signdlu). Priciny mohou byt genetické
i vlivem infekci nebo prostfedi. Pfi této nemoci dochazi prostfednictvim patologického
pUsobeni imunitniho systému k zanétlivym proceslim a poskozeni axonu a gliovych bunék a k
naslednym strukturdlnim poskozenim, coz vede k nahrazeni poskozenych neuron( gliovymi
jizvami a nasledné neurodegeneraci. Tato choroba vykazuje rlizné fyzické a kognitivni poruchy
a také dochazi k zachvatlim. Vyzkumy lécby se prevainé zaméruji naptiklad na snizeni
autoreaktivity imunitniho systému nebo vstupu jeho bunék do mozku (Compston and Coles,

2002).

Adenosin dokaze u této nemoci ovliviiovat imunitni aktivitu a preziti neuronu. Pfi RS dochazi
ke zvySovani zanétd a nervového poskozeni vlivem patologické aktivace mikroglii a makrofagu.
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Na makrofazich v mozku bylo prokazano snizeni exprese a aktivity adenosinovych Al
receptor(l, které by mohly jejich patologickou aktivitu sniZzovat (Johnston et al., 2001). Bylo
zjisténo, Ze snizeni exprese Al receptori mlze vést ke zhorseni demyelinizace, zvySeni vyskytu
zanétQ a prozanétlivych cytokind, axonalnimu poskozeni a ztraté nebo ke zvySeni aktivity
mikroglii a makrofagl a vétSimu vylevu cytotoxickych faktord (Tsutsui et al., 2004). ZvySeni
mnozstvi a vétsi aktivace Al receptort by tedy mohlo vést k potlaceni vyvoje této nemoci.
Ktomu muze dochazet i zvySenym prijmem kofeinu, protoZe jeho prostfednictvim muze
dochdazet ke zvyseni exprese A1R a potlaceni prozanétlivych a cytotoxickych reakci a zachovani

myelinového obalu (Tsutsui et al., 2004).
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ZAVER

Adenosinergni signalizace ma dalekosahlé schopnosti plsobeni, které se v riznych tkanich, za
rdznych situaci i u rdznych druh( projevuji vyrazné odlisné. Souvisi to s tim, Ze se adenosin
vaze na své 4 typy receptorl, které mohou mit r(izné, a dokonce i navzajem protichidné
ucinky. Tudiz neni lehké popsat jeho typické Gcinky a vzhledem k jeho velkému fyziologickému
vyznamu by tomuto purinovému nukleosidu méla byt vénovana pozornost. Jeho vyznamné
uplatnéni, zvlasté v neuroprotekci centrdlni nervové soustavy, jiz bylo prokdzano, ale je dale
nutné zjistovat, jak konkrétné v jakych patologickych situacich a rGznych tkanich dokaze
pusobit, jelikoz byly (zvlasté pfi silném a dlouhodobém plsobeni adenosinu za patologickych
podminek) prokazany i ucinky podporujici neurodegeneraci. Hlavni protektivni Gcinky
adenosinu v neurodegenerativnich onemocnénich sice byly popsany, ale pro vyvoj novych
moznych [ékl je tfeba jesté dlkladnéjsiho pochopeni specifickych mechanisml plsobeni
adenosinu, které se mohou uplatiiovat v urcitych tkanich a bunéénych typech. Toho by mohlo
byt docileno mimo jiné zkoumanim vlivu riznych typ( adenosinovych agonist(i a antagonistu
a vyvijet nové typy téchto ligandd. Jednim z mnoha vyznamnych antagonist( je pfirozené se
vyskytujici methylxantin kofein, ktery je moderni lidskou populaci obecné pfijiman ve vétsich
davkach, a tudiz je vpopredi zajmu vyzkuma. DUllezité je monitorovat ucinky kofeinu
v neuroprotekci a neurodegenerativnich procesech pfi jeho zvyseném pfijmu, coz se v riznych
studiich jiz odehrava a nékteré ucinky jsou jiz znamé. Také dalsi enzymy a proteiny, pusobici
napfiklad pfi jeho vzniku nebo transportu, jsou moznym cilem pfi ovliviiovani adenosinergni

signalizace.

JelikoZ ma adenosin a jim fizend signalizace velmi Siroké pole plisobnosti a rliznorodé ucinky,
bude potrfeba provést jesté mnoho experimentl a specifickych vyzkumu, nez se dosahne
plného porozuméni tohoto sloZitého a podivuhodného systému, ktery poté bude moci

efektivné slouzit cilenym terapeutickym uceldm na poli mediciny.
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