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1. Uvod

Neuropeptidy tvori velmi rozsahlou skupinu biologic-
ky aktivnich latek, kterym je v soucasnosti vénovana velka
pozornost. Spolu s jejich receptory prezentuji nejrozsite-
néjsi systém prenosu signald v mozku. Jejich Siroka distri-
buce v CNS pritahuje pozornost nejen védci, ale
v posledni dobé také farmaceutickych spolec¢nosti. Tyto
latky puasobi bud’ jako neurotransmitery nebo jako samo-
statné molekuly zasahujici do perifernich a centralnich
regulacnich funkci i odpovédi na pusobeni vnéjsich podné-
ti véetnd stresu'”. V souvislosti s G&inky stresu byla
popsana fada neuropeptidd, z nichz primarni tlohu zastava
kortikotropin uvoliiujici hormon (kortikoliberin, CRH)".

Tento prehled vychazi z dlouhodobého vyzkumu la-
boratofe biochemické neurofarmakologie, ktery je zameé-
fen na studium ulohy neuropeptidii pfi stresu na moleku-
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larni, bunééné a behavioralni urovni. Uvadime nové po-
znatky o mechanismu ptsobeni CRH a jeho dvou recepto-
ri* s odkazy na vyznamné piehledové ¢lanky. Nazvoslovi
CRH, jeho receptort a ligandi odpovida idajim mezina-
rodni farmakologické unie v pfehledu ,,International Union
of Pharmacology* (cit.”).

Studium CRH je zaméfeno na stresovou adaptacni
odpovéd a psychické poruchy souvisejici se stresem,
s cilem moZzného terapeutického vyuZiti ziskanych poznat-
ki®. Hlavni funkci CRH je regulace sekrece adrenokortiko-
tropniho hormonu (ACTH) a dalsich hypofyzarnich hor-
mond. Syntetizuje se v hypotalamu a i v fad¢ dalSich ob-
lasti mozku a zfejmé se podili i na pribéhu psychickych
poruch, jako jsou deprese, demence a Alzheimerova cho-
roba'*.

Objev CRH, dvou podtypi receptorti pro CRH a nere-
ceptorového vazebného proteinu, znamenal pro biochemii,
farmakologii a dalsi medicinské obory pievratnou udalost,
ktera umoznila objev novych agonistil a antagonistii CRH
vhodnych pro mozné terapeutické vyuziti.

2. Kortikotropin uvoliiujici hormon (CRH)

Kortikotropin uvolfiujici hormon (CRH), tzv. kortiko-
liberin, je nazyvany také faktor, nebot’ byl ptivodné obje-
ven jako hypothalamicky faktor (CRF) kontrolujici sekreci
hypofyzarnich proopiomelanokortinovych peptidd. CRF
byl poprvé izolovan v roce 1981 Valem’, jako peptid tvo-
feny 41 aminokyselinami se sekvenci H-Ser-Gln-Glu-Pro-
Pro-Ile-Ser-Leu-Asp-Leu-Thr-Phe-His-Leu-Leu-Arg-Glu-
Val-Leu-Glu-Met-Thr-Lys-Ala-Asp-Glu-Leu-Ala-GIn-Gln-
Ala-His-Ser-Asn-Arg-Lys-Leu-Leu-Asp-Ile-Ala-NH,. Po
odhaleni struktury CRF se dava prednost oznac¢eni hormon
stimulujici sekreci kortikotropinu. N&ktefi autofi doporu-
¢uji pouzivat i nadale oznaceni faktor s tim, ze Iépe vysti-
huje funkci tohoto peptidu®. Nésledovalo intenzivni studi-
um purifikovanych hypothalamickych extrakti u riznych
zivocisnych druhti a hledani mechanismu funkce téchto
peptidi.

CRH je syntetizovan podle Crh genu se zakddovanou
oblasti pro translaci prekurzoru CRH. Rozstépenim pro-
peptidu vznikne plné funkéni CRH peptid. Pre-pro-CRH
peptidem nejsou kodovany dalsi bioaktivni peptidy, na
rozdil od prekurzori ostatnich neuropeptidi. Promotor
CRH obsahuje misto pro signaliza¢ni elementy odpovédi,
jakymi jsou glukokortikoidy a cyklicky AMP. Jak jiz bylo
uvedeno, hlavni funkci CRH v CNS je aktivace sekrece
nékterych medidtord a hormond, pfedevsim glukokortikoi-
dy kury nadledvin s naslednou produkci stresovych hor-
mond, hlavné kortisolu, u hlodavci kortikosteronu, na
principu negativni zpétné vazby® fizené aktivitou hypotha-
lamo-hypofyzo-nadledvinové osy (HPA osa).
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Tyto regula¢ni mechanismy jsou v organismu fizeny
aktivitou hypothalamo-hypofyzo-nadledvinové osy (HPA
osa) nejen za fyziologickych podminek, ale i za plsobeni
stresu a dalSich patologickych stavi. Tato aktivace HPA
osy ma prostresové ucinky. Po syntéze CRH v hypothala-
mu putuje tento peptid do hypofyzy, kde stimuluje CRH-
R1 receptory a vyvola rychlou akutni stresovou odpovéd’.
Nasleduje uvolnéni ACTH do krevniho fecisté a stimu-
lace ktry nadledvin k vyplaveni glukokortikoidd, které
pfipravi organismus na akutni stresovou reakci a inhi-
buji tak dalsi aktivitu HPA osy. Druhy podtyp CRH recep-
toru CRH-R2 ma protistresovou funkci, je aktivovan po
skonceni akutni stresové odpovédi, a vraci HPA osu do
rovnovahy. CRH-R2 receptory primarné ovliviiuji procesy
nezbytné pro preziti, jako jsou pfijem potravy, reprodukce
a obranné reakce®.

3. CRH receptory

W. Vale se spolupracovniky ze Salk Institutu Kali-
fornské Univerzity v San Diegu pokracovali v intenzivnim
studiu CRH a dalsich hormonti a do vyzkumu se zapojily
rovnéZ pracovni skupiny z NIH (National Institute of He-
alth) v Bethesdé. Nasledoval objev CRH receptoru a jeho
identifikace v hypofyze potkanti v r. 1983, pomoci vazeb-
nych studii s radioligandy'®"'. Dal3i pokrok v poznani
struktury a fyziologie CRH receptoru se naskytl az po re-
kombinantni expresi lidského CRH receptoru'? s nasled-
nym objasnénim jeho molekularni struktury. Tento vy-
zkum vedl k identifikaci druhého typu CRH receptoru
(CRH-R2). CRH receptory jsou kédovany dvéma riznymi
geny lokalizovanymi na 17. chromosomu. Bliz§i udaje
o CRH genech jsou mimo rdmec tohoto piehledu,
v literatufe je vSak fada publikaci, z nich doporucujeme
piehled pracovni skupiny Z. Liu z r. 2013 (cit.”®).

CRH receptory jsou proteiny, kde je peptidovy feté-
zec lidského CRH-R1 tvofen 415 rezidui aminokyselin
a u ruznych zivocisnych druhd je homologni z 98 %.
CRH-R2 se vyskytuje u savci ve tiech isoformach, a to o,
B, v (pfejmenované na 2a, 2b a 2c, a také oznacované jako
21, 25, 23), které se lisi lokalizaci, funkci a strukturou.
a-Forma se vyskytuje centrdlné v nervovém systému,
B-forma v periferii a y-forma byla charakterizovana zatim
jen castecné. CRH-R2 a-forma je tvofena 411 aminoky-
selirhami a ma 71% homologii s receptorem CRH-R1
(cit.™).

3.1. Struktura CRH receptort

Struktura lidského CRH receptoru je zobrazena na
obr. 1. Patfi do rodiny transmembranovych receptorti spia-
zenych s G-proteiny (GPCR, G-protein coupled receptor),
jejichz  strukturnim znakem, spole¢nym pro vSechny
GPCR receptory, je ptitomnost sedmi transmembranovych
a-Sroubovicovych segmentd (helixd). Tyto useky peptido-
vého fetézce zaujimajici strukturu o-helixd v plazmatické
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membrané jsou oznacovany jako transmembranové domé-
ny (TM) a jsou ¢islovany TM 1-7 od N-konce. Na mimo-
bunééné (extracelularni) strané receptoru je N-konec pepti-
du spolu se tfemi extraceluldrnimi (EC) smyckami pepti-
dového tetézce, které slouzi jako vazebna mista pro ligan-
dy. C-konec je umistén na vnitrobunécné (intracelularni)
strané¢ spolu se tfemi intracelularnimi (IC) smyckami, které
umoziuji spolu s C-koncem vazbu o-podjednotky
G-proteinu' (viz obr. 1).

Receptory sptazené s G-proteiny se vyskytuji jak
v mozku, tak ve stfevé, tzv. ,,brain-gut receptors”. Pfi in-
terakci CRH s receptorem dojde k aktivaci adenylatcykla-
sy, ktera katalyzuje tvorbu druhého posla cyklického ade-
nosin-3',5'-monofosfatu (CAMP). Aktivovany cAMP mtize
mit také dlouhodobé Gcinky prestupem z cytosolu do jadra,
kde aktivuje transkripci s tvorbou transkripniho faktoru
oznacovaného jako CREB (cAMP responsibilni element /
CRE/ binding protein). Naslednou translaci vznikne novy
protein vedouci k bun&éné odpovédi®’.

Tento typ  pfenosu signdlu je dnes uvadén
v klasickych ucebnicich chemie, biochemie, molekularni
biologie nebo farmakologie'®'"'®. Sou¢asné poznatky
o CRH-R signalizaci sumarizuje ptehled D. K. Grammato-
poulose'’.

3.2. Lokalizace CRH receptorii v CNS

Rada studii ukézala odlisnou lokalizaci a odlinou
genovou expresi obou podtypt CRH receptort®. Nejvyssi
denzita CRH-R1 je v hypofyze, kde tyto receptory puso-
bi uvolnéni ACTH. V na$i vyzkumné préci jsme urcili
expresi mRNA obou receptord CRH-R1 a CRH-R2 v hy-
pofyze za fyziologickych podminek a po plisobeni riznych
typa strest’’ a expresi obou CRH receptorti u zvifat
s vyfazenym genem pro CRH u kontrol a po aplikaci stre-
su®’. Dale jsou CRH-R1 lokalizovany v cerebralnich korti-
kalnich oblastech, amygdale, hipokampu a také v septu
a mozeCku. Moduluji kognitivni funkce jako pozornost,
vykonnost, anxietu, ufeni a pamét. Receptory CRH-R2
maji v mozku odlisnou distribuci nez je vyse uvedena dis-
tribuce u CRH-R1 a jsou nejvice lokalizovany v subkorti-
kalnich oblastech, v¢etné lateralni septalni oblasti. Sep-
tum hraje vyznamnou ulohu v klasickém limbickém
okruhu, ktery je dilezity pro emoce, strach i agresi.

Vzhledem k tomu, Ze se oba receptory lisi i afinitou
k ligandim, ma tato rozdilna afinita a distribuce receptor
fyziologicky vyznam. Znalost lokalizace CRH receptorti je
predevsim velmi dilezita pro syntézu ligandi k selektivni-
mu ovlivnéni funkce dané oblasti CNS a tim pro terapeu-
tické vyuziti. Na obr. 2 je znazornéna lokalizace CRH
receptort v jednotlivych oblastech mozku primati.

4. CRH vazebny protein

Biologicka funkce CRH je také déana jeho interakci
s nereceptorovym vazebnym proteinem (CRH binding
protein, CRH-BP), ktery je v mozku a hypofyze pfitomen
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Obr. 1. Struktura CRH receptoru. CRH receptorovy peptid prochazi 7krat plazmatickou membranou (zluta barva), ktera peptid rozdélu-
je na tii ¢asti. Mimobunécna (extracelularni, EC) ¢ast je tvofena N-koncem a tfemi EC smyckami peptidu (EC2, EC3, EC4). Tyto EC
smycky jsou spojeny s C-koncem pomoci tii intracelularnich IC smyéek (IC1, IC2, IC3). Barevné (modie) jsou oznaceny aminokyseliny,
na které se mizou vazat ligandy, tzv. vazebna mista (CRH-R1 L a CRH-R2 L) a vazebna mista (CRH-R1 K) v kapsovité prohlubni, tzv.
vazebné kapse. Druhou ¢asti peptidového fetézce jsou iseky prochdzejici plazmatickou membranou, tzv. a-helixy (Sroubovice) oznacené
jako transmembranové TM a Cislované TM1-TM?7. Tteti ¢ast receptoru je ve vnitrobunééném (intracytoplazmatickém, IC) prostoru a je
tvofena C-koncem a tfemi intracelularnimi smyckami peptidového fetézce (IC1, IC2 a IC3). Oznacené sekvence aminokyselin (Cerven¢)
zahrnuji vazebna mista pro vazbu G-proteinu, pro fosforylaci proteinkinas (PKC) (upraveno podle cit.'*)

ve velkém mnozstvi. CRH-BP je rozpustny protein o veli-
kosti 37 kDa a sklada se ze 322 aminokyselin. Ma odlis-
nou strukturu od CRH receptoru, s mnohonasobné vyssi
afinitou k CRH. Vazbou na CRH ovliviiyje hladinu CRH
v ob&hu a piisobi tak jako CRH antagonista™.

CRH-BP se nachazi v CNS mezi oblastmi exprimuji-
cimi CRH a CRH-receptor, jako je neokortex, hipokam-
pus, hypofyza, amygdala a mozkovy kmen. Rizné stresory
mohou ovliviiovat rizné oblasti tohoto slozitého systému
a tim vyvolat rozdilnou odpovéd’ na stres. Vazba CRH-BP
na CRH blokuje jeho priméarni funkci sekrece ACTH
z hypofyzy a pusobi tedy jako negativni regulator CRH
aktivity. CRH-BP také moduluje funkci CRH béhem tého-
tenstvi. Testovani na zvifecich modelech prokazalo, ze
velka exprese CRH-BP nebo naopak jeho deficit vede ke
zmén¢ aktivity HPA osy a energetické rovnovahy. Nedo-
statek CRH-BP vede ke zvySeni volného CRH a toto zvy-
Seni zplsobi zmény v CNS vedouci k aktivaci HPA osy
a tim zvySeni ucinku stresu (viz**). Modulace funkce CRH
pomoci CRH-BP neptisobi anxiogenni efekt, ktery je ty-
picky pro uc¢inky agonisti CRH receptori. CRH-BP je tak
vhodny pro 1é¢bu kognitivnich deficiti s neurodege-
nerativni demenci. V soucasném vyzkumu je sledovana
pfitomnost CRH-BP v neurondlnich propojenich s dal§imi
neuropeptidy®.
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5. Ligandy CRH receptori

Po objasnéni struktury CRH receptortt a ziskani no-
vych poznatkil o regulaci signalizace G-proteiny a s nimi
spiazenymi receptory”®, pracovisté W. Valeho pokradovalo
v syntéze novych CRH ligandt®’. N&§ prehled z r. 2016
uvadi mechanismus vazby riiznych typa ligandii na GPCR
receptory a prehled metod zabyvajicich se interakei recep-
toru s ligandy, molekularnim dokovanim a virtualnim scre-
eningem”,

Agonisté i antagonisté hraji dulezitou roli v fadé fyzi-
ologickych funkci a v koordinaci stresovych odpovédi
organismu, jak bude uvedeno déle. Syntéza novych ligan-
di pro CRH-R receptory je vysoce aktualni, nebot’ dopo-
sud existuje pouze velmi malé mnoZstvi latek specifickych
pro terapii stresu a poruch spojenych se stresem. Po této
fazi vyzkumu se v soucasnosti vénuje fada pracovist’ ove-
fovani preklinickych a klinickych G¢inkl jednotlivych
CRH liganda.

5.1. Agonisté CRH
Wylie Vale se spolupracovniky popsal i dalsi peptidy

vazajici se na CRH receptor. Na prvnim misté je nutné
Jjmenovat urokortin oznaceny Valem urokortin 1 (zkratka
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Obr. 2. Lokalizace CRH-R1 a CRH-R2 receptorii v CNS. CRH receptory se vyskytuji v mozku oddélené, mensi ¢ast receptorovych
subtypt je pfitomna spolecné v olfaktornim bulbu (OB), hipokampu (CA1-CA4, DG) a ¢asti amygdaly (CoA). Receptory CRH-R1
(Cervené krouzky) se vyskytuji vyhradné ve frontalnim kortexu (Cx), v pfedni hypofyze (APit), v mozecku (Cereb) a v fadé mozkovych
jader (R a dalsi R viz schéma). Vyskyt CRH-R2 (modré Etverecky) je nejvice lokalizovan v subkortikalni oblasti a v septu (LS, MS),
které hraje vyznamnou tlohu v klasickém limbickém okruhu dilezitém pro emoce, strach i agresi. U primati jsou CRH-R2 rozmistény
disperzné a vyskytuji se s vétsi densitou v kortikélnich oblastech®. Popis jednotlivych oblasti mozku (véetné vysvétleni dalsich zkratek)

Ize nalézt v uebnici neuroanatomie CNS*

UCN 1)*. Urokortin 1 je peptid sloZeny ze 40 aminokyse-
lin a ma 5-20krat vétsi afinitu k CRH receptorim ve srov-
nani s CRH. Krom¢ agonistt CRH a UCN byly popsany
dalsi dva ligandy CRH receptoru, se sekvenci obou
peptidit vysoce homologni s UCN 1, a proto byly oznace-
ny jako urokortin UCN 2 (také znamy jako peptid pfibuz-
ny streskopinu) a urokortin UCN 3 (oznaCovany jako
streskopin)®. Urokortin 2 je tvofen 43 aminokyselinami
a urokortin 3 se skladda z 38 aminokyselin. Geny pro
UCN 2 a UCN 3 maji obdobnou strukturu jako gen pro
UCN 1.

Agonisté CRH a UCN 1 jsou vysoce dulezité peptidy
u vétSiny druhd savcl a b&hem evoluce prokazuji 45%
homologii také s nesavéimi neselektivnimi agonisty CRH
receptortl, sauvaginem a urotensinem I (cit.**”). Oba pepti-
dy vedou in vitro i in vivo k sekreci ACTH a tcinek uro-
tensinu I je vyrazngjsi. Rada laboratoii sledovala fyziolo-
gicky ucinek a vyznam obou peptidl u patologickych sta-
vi s cilem vyuziti téchto poznatkd k syntéze selektivnich
antagonistd. Urotensin ovlivituje fadu periférnich funkci,
ale udaje o syntéze nového antagonisty nebyly doposud
publikovany. U sauvaginu byly syntetizovany nové analo-
gy, napf. ['*’I]-PD-sauvagin (PD-Svg), umoziujici daleko
presnéjsi urceni exprese CRH receptori v mozku mysi,
nez doposud pouzivané imunohistochemické metody™. Po
zméné v peptidovém fetézci sauvaginu byly syntetizovany
analogy s antagonistickymi uc¢inky, jak bude uvedeno dale.
Rada vysledki o uginku novych ligandii Geka na zvefejnéni.
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5.2. Antagonisté CRH

Antagonisté jsou latky, které po vazbé na CRH recep-
tor blokuji navazani agonisti. Tim dochazi k zabranéni
aktivace signalizacni cesty, ktera by vedla expresi genti ke
kone¢né bunééné odpovédi. Pii interakci antagonisty
s CRH receptorem se tak neindukuje zadny vlastni ucinek.
Tuto inhibici Ize piekonat vysokymi davkami agonistd'.
Kromé interakce s receptory mohou antagonisté reagovat
s efektorovym systémem. Podle mechanismu U¢inku lze
antagonisty rozd¢lit na latky peptidové a nepeptidové po-
vahy.

5.2.1. Antagonisté peptidové povahy

Antagonisté peptidové povahy jsou latky odvozené od
fyziologicky se vyskytujicich ligand, které hraji roli ve
studiu GPCR. Toto studium pfispélo piedevsim
k objasnéni mechanismu u¢inktt CRH a k objasnéni streso-
vych odpoveédi. Vyvoj kompetitivnich CRH-R antagonista
byl dilezity pro uréeni funkci CRH receptorti za bazalnich
a stresovych podminek s predpokladem, ze C-terminalni
oblast ligandu neni zapojena do signalni transdukce, ale
vazbou na receptor blokuje vazbu agonisty a naslednou
signalni transdukei.

Prvnim syntetizovanym kompetitivnim antagonistou
byl a-helikdlni CRH9-41, analog CRH vznikly po odebra-
ni 8 aminokyselin na C-konci CRH*'. Tento peptid byl
pouzit k u¢inné inhibici CRH systému v odpovédi na rizné
stresové podnéty. Ke zvySeni Gc¢innosti CRH antagonistil
byly syntetizovany analogy se zménénou sekundarni struk-
turou CRH: skupina analogii odvozena od vysoce G¢inné-
ho D-Phe-CRHI2-41 ([D-Phe'?, Nle*'**, CaMe Leu’]
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Obr. 3. Pirehled CRH receptorovych agonisti a antagonisti.
Na schématu jsou uvedeny CRH receptory R1 a R2 lokalizované
v plazmatické membrang, jejich agonisté (CRH a urokortiny)
a vybrani antagonist¢é obou CRH receptori. Piehled CRH-R1
selektivnich nepeptidovych antagonistti je uveden v levém sloup-
ci. Neselektivni CRH-R1 antagonisté (prostfedni sloupec)
a CRH-R2 antagonisté (prostfedni a pravy sloupec) jsou peptidy.
Upraveno podle Taché®

CRF12-41) a skupina odvozena od astresinu (cyklo(30-33)
[D-Phel12,Nle21,38,Glu30,Lys33]  Ac-CRF9-41) (cit.).
Tito antagonisté se vazi na oba CRH-R1 a CRH-R2 recep-
tory a neposkytuji udaje o ticasti CRH-R2 receptort.

Prilomem byla syntéza selektivnich antagonistl
CRH-R2 receptori s malou nebo zadnou afinitou pro
CRH-R1 receptory. Prvné byl syntetizovan specificky pepti-
dovy CRH-R2 antagonista antisauvagin-30 [D-Phel1,His12]
sauvagin 1140, K41498 [D-Phel 1, His12, Nlel7] sauvagin
1140 a pro dalsi neurochemické, funkéni a radiografické
studie CRH-R2 receptorti analog antisauvaginu-30 K 41498
znaGeny radiojodem™.

Dalsi analog je dlouhodobé putisobici anatago-
nista s dal§imi konforma¢nimi zménami, astressin2-B cyk-
lo(31-34)[D-Phel1,His12,Nle12,CaMeLeul3,39,Nlel7,
Glu31, Lys34] Ac-sauvagin8-40 (cit.**). Byla syntetizova-
na i fada dalSich latek (viz prehledy nize).

5.2.2. Antagonisté nepeptidové povahy

Rada laboratoti se zaméfila na syntézu selektivnich
antagonistd pro receptor CRH-R1, jejichZ prinik membra-
nami je ovlivnén fyzikalné-chemickymi vlastnostmi,
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zejména jejich lipofilnim charakterem, a prochazeji mozko-
mi$ni bariérou. Tyto poZadavky splituji antagonisté nepep-
tidové povahy o malé molekulové hmotnosti. K jejich
identifikaci doSlo v roce 1995 a jsou od té doby nejcasteji
uzivanymi syntetickymi latkami pii studiu psychickych
poruch.

Mezi nejznaméjsi a nejCastéji pouzivané selektivni
nepeptidové CRH-R1 antagonisty patii latka NBI 27914,
latka CP-154,526 a antalarmin®®. Antalarmin inhibuje cho-
vani a emoce spojené se strachem a uzkosti, vyvolané
vn&jSimi socidlnimi stresory, a mize tak slouzit v 16¢bé
zkosti. Rada dalsich syntetickych antagonist(i, napf-.
DPM696, NBI30775 (znamy jako R121919) a NBI35965,
je charakterizovana v fadé prehledi®® >’

Pokrok v syntéze antagonistdi nepeptidové povahy
umoznilo vyuZziti novych technik pro zobrazeni krystalové
struktury. Na obr. 4 uvadime piiklad krystalové struktury
lidského CRH-R1 receptoru v komplexu s antagonistou
CP-376395, se zobrazenim aminokyselinovych zbytki
klicovych pro vazbu resp. disociaci ligandu. To poskytuje
informace o puvodu selektivity daného antagonisty. Tato
generace antagonistl byla syntetizovana predev§im na
zdklad¢ analyzy struktury aminokyselin podilejich se
na vazb¢ s ligandem, coz vSak neni postacujici k objasnéni
G¢ink syntetizovanych latek™. Tyto latky bylo nutné
v pokusech aplikovat do mozku ve vysokych davkach,
které nemély na sekreci ACTH ptedpokladany a dlouho-
doby ucinek, a rovnéz ucinek in vitro a in vivo se znacné
lisil, stejné tak jako vysledky z rliznych pracovist.

5.3. Soucasny vyzkum terapeutického vyuZiti
CRH ligandu

Nasledovala dalsi etapa vyvoje antagonistl, zasahuji-
ci do soucasnosti, sledujici prostorové struktury CRH re-
ceptoru s navazanym antagonistou. Cilem bylo a je naleze-
ni takovych antagonistii, ktefi maji terapeuticky potencial
v 1é¢bé psychiatrickych poruch spojenych se stresem.

Antagonisté nepeptidové povahy CRH-RI1 receptori
maji fadu i dalsich terapeutickych u¢inké'. Mezi indikace
patfi pfedevsim jiz vyse zminéné poruchy CNS, deprese,
anxieta, migréna, cévni mozkové piihody, ale také nekteré
projevy latkové zavislosti. Je nutné zduraznit, ze ligandy
CRH jsou zapojeny nejen v CNS a hypofyze, ale také na
periferii, kde se vazi na periferni CRH receptory. U terapie
fady nemoci, napt. drazdivého tra¢niku, zanétu, se dnes jiz
vyuzivajici jak agonisté, tak antagonist¢ CRH-R, jak je
podrobnéji uvedeno v piehledu laboratofe G. P. Chrousose
a v dalgich prehledech***.

V literatufe je velké mnozstvi preklinickych a klinic-
kych studii podporujicich hypotézu, ze CRH byl nejenom
kli¢ovy fyziologicky mediator neuroendokrinnich odpové-
di, ale také behavioralnich odpovédi na psychosocialni
stres — etiologicky faktor v depresi, anxieté a latkové za-
vislosti***’. Bohuzel tyto studie nepfinesly jednozna&né
vysledky. Preklinické a klinické studie opakovan€ nepotvr-
dily terapeutické ucinky antagonistti, vysledky jsou casto
protichidné nebo zadné. Prikopnici v preklinickém vy-
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Obr. 4. Krystalova struktura CRH-R receptoru s navazanym
antagonistou CP-376395. Na schématu (a) na levé strané¢ je
zobrazena krystalova struktura vazebné Stérbiny tvofené trans-
membranovymi helixy (TM1-TM7) u receptoru CRH-R1
s navazanym antagonistou CP-376395. Tato vazba je detailnéji
znazornéna v dalsi ¢asti schématu, v zelené barvé (b) pro recep-
tor CRH-R1 a vazurové barvé (c) pro receptor CRH-R2
s oznacenim polohy klicovych aminokyselin této interakce. Ten-
to postup umoziuje uréit vazbu resp. disociaci ligandu a tim
i piivod selektivity antagonisty®

zkumu byla dr. Athina Markou (12016), pracovnice The
Scripps Research Institute a profesorka University of Cali-
fornia, San Diego (UCSD). Je nutné uvést jeji Mezinarod-
ni program spoluprace akademickych a firemnich labora-
tofi umoznujici zavést védecké vysledky do klinické pra-
xe. Publikovala prace o u¢inku selektivnich CRH-R1 anta-
gonistd u emocnich poruch v zavislosti na jejich struktu-
fe*!. Popsala anxiolytickou aktivitu antalarminu a latek
R121919, BMS-562,086 (dnes zndmy pod nazvem Pexa-
cerfont), GSK-561,679 (dnes znamy pod nazvem Verucer-
font). Vyznamné jsou i jeji prace o vztahu stresu a navyko-
vych latek a publikace o vyuziti zvifecich modell
u mentalnich poruch®.

Vyzkumna prace v laboratotich ,,Scripps Research
Institute* a na UCSD je v soucasnosti pod vedenim Erica
Zorrilly zaméfena na studium pfi¢in ,,selhani CRH-R1
antagonisti“ a na vyhodnoceni nedavnych zjisténi tykaji-
cich se CRH a CRH-R1 systému v psychopatologii. Ve
vynikajici prehledové praci® ,,Nebojte se o CRF: posouze-
ni selhani translace antagonistt CRF1* Zorrilla se spolu-
pracovniky vyhodnotili 174 publikaci, kde podani
CRH-R1 antagonisty nevyvolalo ptedpokladanou odpo-
véd’. Hodnoceni vysledki studii novych ligandi v pribéhu
cca 15 let se zaméfilo také na prezkoumani studii (od 2014
k dne$nimu dni), které nejsou dosud dokonceny. Tyto pu-
blikace navazuji na ptedchozi studie G¢inkit CRH systému
a analyzu novych ligandi in vitro a u laboratornich zvifat
(viz bliZe citace uvedené v publikaci®®). V navazujici etapé
byly testovany ucinky CRH ligandli u zdravych osob
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a u pacientll. Jedna se o klinicky vyzkum, tzv. ,klinické
hodnoceni®, které probiha ve 4 fazich. Cilem tohoto vy-
zkumu je urcit, prokéazat a ovétit 1é¢ivé ucinky daného ligan-
du, zjisténi jeho nezadoucich a dalsich u¢inkd.

Zorrilla uzavira hodnoceni dosavadniho vyzkumu
tim, Ze je tfeba pokracovat ve studiu sdilené molekularni
ulohy CRH receptorti u neurobiologie stresu, dysforie
a navykového chovani u lidi. S rozsifenim téchto poznatkd
bude dostupnéjsi najit nové ligandy se specifickou indivi-
duélni Glohou s cilem terapeutického vyuZiti.

6. Zavér

Nové pokroky ve znalostech mechanismi u¢inkt
CRH a jeho receptort a nové poznatky o ucasti CRH
u stresu a dalSich psychickych a fyzickych poruch, otevira-
ji nové moznosti klinického vyuziti téchto poznatku. Ci-
lem soucasného vyzkumu je nalezeni ligandd nepeptidové
povahy, které pronikaji mozkomisni bariérou, a vazbou na
ptislusny CRH receptor budou mit cileny protistresovy
a antidepresivni u¢inek. Diky lokalizaci CRH receptorti
nejen v CNS, ale i na periferii, 1ze o¢ekavat pouziti anta-
gonistit CRH u fady celkovych onemocnéni.

Prace byla realizovana za podpory Grantové agentu-
ry Univerzity Karlovy PROGRES Q25/LF1/2 a SVV
266 377/2017.
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and S. Hynie (Department of Medical Biochemistry, First
Faculty of Medicine, Charles University, Praha): Cortico-
tropin-Releasing Hormone — from Chemistry to Li-
gands and its Possible Use in Therapy

This review summarizes past and recent findings
related to corticotropin releasing hormone (CRH, CRF)
regulation and its involvement in the neuroendocrine, au-
tonomic and behavioral stress reaction. CRH belongs to
a larger family of neuropeptides that also includes uro-
cortins with different affinity toward the two types of CRH
receptors, CRH-R1 and CRH-R2. The new advances in the
knowledge of mechanisms of CRH and its receptor sub-
types effects show an involvement of CRH in stress and
stress-related disorders, such as depression, anxiety and
other psychiatric and physic diseases. This review lists
some ligands and new drugs that act as agonists and anta-
gonists on CRH receptor subtypes. Recent studies open up
new possibilities for finding antidepressants that would
also influence defensive stress mechanisms. Because CRH
receptors are also located in the periphery, the use of CRH
antagonists can have therapeutic potential in the treatment
and prevention of organic diseases. Mainly non-peptide
antagonists that have a potential for the therapeutic use in
psychiatric, behavioral and other disorders are prospective
in this respect. The aim of the current research is to find
non-peptide ligands that penetrate the cerebrospinal barrier
and, by binding to the respective CRH receptor, will have
an anti-stress effect.



