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1. Uvod

Proteasami aktivované receptory (PAR receptory)
jsou transmembranové proteiny, které se funkéné fadi me-
zi tzv. GPCR proteiny (,,G protein-coupled receptors®,
receptory sprazené s trimetrickymi G-proteiny). Stejné
jako ostatni GPCR proteiny prochazeji 7% cytoplasmatic-
kou membranou. Rodina PAR receptorti v soucasnosti
zahrnuje Ctyfi zastupce, PAR1, PAR2, PAR3 a PAR4.
Jako prvni byl vroce 1991 objeven receptor aktivovany
trombinem, tzv. trombinovy receptor, PARI (cit."). Ne-
dlouho poté byl objeven podobny receptor, ktery ziskal
oznaceni PAR2. Ten je vSak aktivovan trypsinem nebo
tryptasou, nikoliv trombinem’. Nésledoval objev receptoru
PAR3, ktery je stejné jako PARI aktivovan trombinem’.
Zatim poslednim popsanym c¢lenem rodiny PAR receptorii
je PAR4. Jedna se opét o receptor pro trombin, avsSak
k jeho aktivaci je nutna vyrazné€ vyssi koncentrace trombi-
nu nez u receptort PAR1 a PAR3 (cit.*). Gen pro PAR4 je
lokalizovan na chromosomu 19 (19p12)°. Geny pro recep-
tory PAR1-3 jsou umisténé na chromosomu 5 (5q13) asi
100 kb od sebe, coz spolu s podobnou strukturou téchto
proteinii naznacuje, Ze jednotlivé geny pravdépodobné
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vznikly genovou duplikaci®’. Aminokyselinova sekvence
receptoru PAR4 je z 33 % homologni se sekvenci PARI,
2 a 3 receptord, N- i C-konec sekvence PAR4 receptoru je
viak zcela odligny’. Pro studium fyziologické ulohy PAR
receptord  jsou Siroce  vyuzivany myS$i modely
s vyfazenymi geny pro jednotlivé receptory (tzv. knockout
mys$i). Zatimco kmen mys$i postradajici ve svych tkanich
receptor PAR1 vykazuje zhruba 50% embryonalni letalitu,
mysSi deficientni pro proteiny PAR2, 3, nebo 4 se vyvijeji
bez zavaznych problémi. To ukazuje na moznou zastup-
nost jednotlivych typiti receptorii a jejich funkci®’. Vytaze-
ni geni pro PAR1 a 2 dohromady vedlo umysi
k vyznamnému sniZeni viability embryi, jichz pfezivalo
pouze asi 5 %. Dalsi experimenty ukézaly, Ze tento kombi-
novany PAR1/2 deficit zplsobuje defekty neurdlni trubice
pri jejim uzavirani .

Nase prace strucné shrnuje souCasné poznatky o re-
ceptorech  aktivovanych  proteasami, jejich  UCasti
v patogenezi ruznych onemocnéni a mozném terapeutic-
kém vyuziti jejich specifickych inhibitort.

2. Aktivace receptori

Klasické GPCR receptory jsou aktivovany navazanim
ligandu na vazebné misto receptoru. Vazba ligandu vede
k ptenosu signalu do nitra butiky a aktivaci signalni kaska-
dy s sirokym spektrem disledki'’.

Proteasami aktivované receptory jsou aktivovany
unikatnim zptisobem, a to St€penim jejich extracelularni
N-termindlni Casti fetézce rtznymi peptidasami (viz
obr. 1). Trombin $tépi receptor PAR1 mezi aminokyselina-
mi Arg4l a Ser42 vsekvenci LDPR / SFLLRNPND-
KYEPF. Stépenim vznikd novy N-terminalni konec recep-
toru, ktery je jinak nedostupny a slouzi jako ligand'. Ves-
kera informace nutna pro aktivaci receptoru je tedy po-
skytnuta jeho §tépenim'?; samotny proces proteolytického
Stépeni vsak neni pro aktivaci nezbytny. Dulezita je pfi-
tomnost ligandu, ktery St€penim vznika. Proto také synte-
tické peptidy, jejichz sekvence odpovida sekvenci ligandu
vzniklého §tépenim trombinem, aktivuji tento receptorl.

Extracelularni N-terminalni doména PAR1 a 3 recep-
toru obsahuje kromé aminokyselinové sekvence urcujici
misto §tépeni i sekvenci, ktera se napadné podoba C-konci
antikoagulantu hirudinu. Tato C-koncova doména hirudinu
se vaze na ,,exosite” trombinu (mimo aktivni centrum zod-
povédné za Stépeni). ,,Exosite” trombinu dokaze interago-
vat i s hirudinovou doménu PAR1 receptoru, ¢imz se ziej-
m¢  zvySuje  pravdépodobnost  setkdni  trombinu
s receptorem. Receptor PAR4 je aktivovan trombinem
pouze pfi jeho vysokych koncentracich, coz je ziejmée dano
tim, ze PAR4 nema hirudinovou doménu, ktera by akumu-
lovala peptidasy”.

Po aktivaci PAR receptort dochazi k aktivaci riznych
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Obr. 1. Aktivace mySiho PAR?2 receptoru

a-podjednotek trimerickych G-proteini (napi. Gi, Gq
a Gyy13), nasledkem ¢ehoz dochdzi napt. k inhibici adeny-
latcyklasy nebo mobilizaci Ca®* jonti. Véapenaté ionty dale
aktivuji nckteré proteinkinasy, napf. MAP kinasy
(mitogenem aktivované proteinkinasy). Signalizace pro-
stfednictvim PAR receptori muize také indukovat zvySeni
aktivity fosfolipasy A2, ktera je zodpovédna za uvolnéni
kyseliny arachidonové a naslednou tvorbu prostaglandinii®.

Aktivace PAR receptorti ma vliv na celou fadu bunéc-
nych typl. Nejprozkoumangjsi je vliv PAR receptori na
krevni desticky, endotelové buiiky a buniky hladkého sval-
stva. PAR receptory vSak hraji dulezitou roli
i v imunitnich a nervovych burkach. Celkové tak pfispiva-

cyklicky pohyb
nestépenych receptort

tvorba de novo

Obr. 2. Osud PAR receptorii v buiice

b

degradace v lysozomu
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ji ke koordinované odpovédi napi. na poskozeni cévy, kdy
dochazi k agregaci desticek, chemoatrakci leukocytt, pii-
padné regeneraci nervii nebo imunitni odpovédi'.

Trombin dokaZe aktivaci PAR1 spustit také signdlni
kaskadu vedouci k programované bunééné smrti,
apoptoze. U motorickych neuronti byla aktivaci PARI1
aktivovana kaspasa 3, proteasa zodpovédna za Stépeni
proteinti v exekuéni fazi apoptozy'®. K apoptoze dochazi
ziejmé v pripadé, kdy je draha spusténa PARI1 receptorem
nadmérné a dlouhodobé stimulovana'®.

3. Ukonc¢eni signalizace

Signalizace aktivovanymi GPCR receptory je typicky
ukonena fosforylaci jejich C-terminalni domény
a naslednou endocytozou receptoru. Po urcité dobé muize
dojit k navratu receptord zpét na membranu a buiika tak
opét ziskava citlivost vii¢i ligandu (resenzitizace)''. Tento
scénaf vsak plati pouze pro reverzibilné aktivované recep-
tory. Vzhledem k tomu, ze PAR receptory jsou nevratné
aktivovany S$tépenim, musi existovat jiny mechanismus
ukoncenti jejich signalizace a nasledné resenzitizace.

Stejné jako u ostatnich GPCR receptorii, je i pro
ukonceni signalizace PAR receptoru dulezita fosforylace
jeho C-terminalniho konce, ktera ziejmé slouZzi jako znac-
ka toho, Ze receptor uz byl aktivovan'’ (obr. 2a). Za fosfo-
rylaci C-termindlni domény jsou zodpovédné piedev§im
GPCR-kinasy. Ruzné GPCR-kinasy fosforyluji PAR re-
ceptory ruzné efektivné, coz mize hrat ulohu napf.
v regulaci citlivosti PAR receptorti viiéi agonistim'®. Mu-
tace v C-terminalni doméné navic mohou zménit nasmeéro-
vani receptoru misto do lysozomu zpatky na membranu
buiiky nebo naopak'’.

Stépeni receptoru

a
desenzitizace
receptoru
fosforylaci
jeho C-konce

N

¢ recyklace
Stépenych
receptort
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Kratce po aktivaci (bé¢hem 30 min) jsou aktivované
PARI receptory premistény z membrany do nitra bunky.
Vétsina receptorti mifi do lysozomu, kde jsou degradovany
(obr. 2b). Cést receptorii (asi 25 %) se viak vraci na po-
vrch buiiky, a dochazi tak k recyklaci ¢asti drive aktivova-
nych receptori (obr. 2¢)*™*'. Recyklované receptory
s odStépenym N-termindlnim koncem nedokéZou znovu
reagovat na pritomnost trombinu. Mohou ale reagovat na
pritomnost syntetického ligandu odpovidajici aminokyseli-
nové sekvence. Pohlcené PAR receptory tedy nejsou vzdy
desenzitizované™. Znovuosidleni membrany ne$tépenym
PAR receptorem zavisi na aktivité proteosyntézy. Bunky
jsou schopné reagovat na ptitomnost syntetického peptidu
jiz 30 min po aktivaci trombinem, zatimco schopnost opé&t
plné reagovat na pfitomnost trombinu ziskavaji az po 24 h
(cit.®). Byla-li proteosyntéza zastavena, byl zastaven
indvrat receptord na membranu. To naznacCuje, Ze nové
nestépené receptory jsou tvofeny prevazné syntézou
de novo (obr. 2d)*.

Zajimavé je, Ze k recyklaci receptorti dochazi i bez
jejich stimulace trombinem (obr. 2¢). Neaktivované recep-
tory jsou neustale pohlcovany a opét vystavovany na po-
vrchu membrany. Timto cyklickym pfemistovanim recep-
torll je zajisténo, Ze se v cytoplasmé vyskytuje urcita zaso-
ba nestépenych receptorti. Receptory byly pozorovany
uvnitf  vezikularniho systému (pravdépodobné Golgiho
komplexu) pobliz jadra. Tyto cytoplasmatické zasoby re-
ceptorit mohou v ptipad€ potieby zajistit okamzity presun
nestdpenych receptori na membranu®'. Konstitutivni pohl-
covani neaktivnich receptorti a pohlcovani aktivovanych
receptort je ziejmé fizeno odlisSnymi molekularnimi me-
chanismy, protoze byly vytvofeny mutantni formy PARI,
u nichz bylo vyfazeno pouze pohlcovani neaktivnich re-
ceptora®®.

Regulace exprese trombinového receptoru se u ruz-
nych typl bunék li§i. Endotelové buiiky musi byt schopné
reagovat na piitomnost trombinu opakované, a proto do-
chazi k jejich resenzitizaci®. Krevni desticky, které maji
jen omezenou schopnost proteosyntézy, jsou naopak akti-
vovany trombinem pouze jednou (nasledné pomahaji tvofit
kreggi srazeninu), a tak St€peny receptor neni nahrazo-
van~.

4. Aktivace netypickymi proteasami

Receptory PAR mohou byt $t€peny nejen trombinem
a trypsinem, ale i dal§imi serinovymi i neserinovymi prote-
asami. N¢které proteasy Stépi receptor ve stejném miste
sekvence jako trombin a trypsin, lze je proto oznacit za
specifické proteasy. Nespecifické proteasy naopak Stépi
receptor v jiném misté; vznika tak ligand s odlisnou sek-
venci, coz ma za nasledek zménu bunécné signalizace.
Nekteré proteasy navic $tépi receptor tak, Ze jiz neni scho-
pen aktivace ani pienosu signalu’.

Receptor PAR1 je kromé trombinu specificky aktivo-
van napf. granzymem A (cit.”’) nebo faktorem Xa
v komplexu s tkanovym faktorem a faktorem VIla
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(proteiny koagulaéni kaskady)®. Receptor PAR2 je speci-
ficky aktivovan nejen trypsinem, ale i tryptasou®’.

Prikladem nespecifické aktivace PAR receptori je
Stépeni neutrofilovou elastasou a proteinasou 3, které $t€pi
PARI na netypickém misté (jiném nez trombin). Takové
Stépeni  receptoru  vedlo  kaktivaci  ERK kinasy
(extracelularné regulovana kinasa), oproti specifické akti-
vaci vSak nedoslo ke zvyseni intracelularni koncentrace
Ca®" (cit.’"). Zatimco pii aktivaci trypsinem fosforyluje
ERK kinasa aktivovana PAR2 receptorem substraty mimo
jadro, neutrofilova elastasa aktivuje skrze PAR2 receptory
také ERK kinasu, ktera ale dale zplsobuje zménu tran-
skripce v jadfe®®. Matrixova metaloproteasa 1 dokaze §té-
pit PARI1 receptor nejen ve stejném misté jako trombin®®,
ale i na netypickém misté za vzniku del$iho ligandu s jiny-
mi aktivaénimi schopnostmi**. Dal3i proteasa, aktivovany
protein C (APC), stépi N-konec PARI receptoru na dvou
mistech, Arg4l a Arg46. Signalizace Stépenim APC na
Argd6 méla pro endotelové buniky cytoprotektivni Gcinek,
zatimco Stépeni trypsinem na misté Arg41 mélo na endotel
prozanétlivé a disruptivni G&inky®. Katepsin G je piikla-
dem proteasy, ktera inaktivuje PARI1 receptor odstépenim
ligandové sekvence, a znemoziuje tak jeho naslednou
aktivaci trombinem™.

5. Aktivace syntetickymi peptidy

Vzhledem k tomu, Ze PAR receptory jsou aktivované
odhalenou c¢asti svého N-konce, je mozné syntetizovat
peptid se sekvenci, ktera odpovida N-koncové doméné po
Stépeni peptidasou. Takovy peptid dokaze aktivovat recep-
tor bez nutnosti vlastniho S$té€peni receptoru. Aktivacni
peptidy slouzi jako dtlezity nastroj pro zkoumani funkce
a vlastnosti PAR receptora.

Prvni funkéni aktivacni peptid byl syntetizovan kratce
po objevu samotného trombinového receptoru. Tento pep-
tid byl 14 aminokyselin dlouhy (SFLLRNPNDKYEPF)'
a zptisoboval agregaci krevnich desticek (ECso = 7 uM)*’.
Pro nalezeni co nejucinngjSiho peptidu byly testovany
peptidy s krat$i nebo obménénou aminokyselinovou sek-
venci.

Az 5x 0Cinngjsi peptid vznikl zkracenim puvodni
sekvence na Sest aminokyselin (SFLLRN). Peptid
SFLLRNP pak napt. poslouzil pfi vyvoji metody pro studi-
um aktivace krevnich desti¢ek novorozenct v krvi’®. Za-
mena fenylalaninu za alanin zpusobila, Ze peptid SALLRN
nedokazal receptor aktivovat. Velmi dulezitd je i amino-
skupina koncového serinu, bez které je peptid také ne-
funkéni®. Cilenou mutagenezi peptidu bylo zjisténo, Ze
zasadni aminokyseliny pro aktivitu peptidu jsou na pozi-
cich 2, 4 a 5 (fenylalanin, leucin, arginin). Stejné amino-
kyseliny jsou ve stejnych pozicich pfitomny i u mysich
a kieC¢ich aktivacnich peptidi. Peptid odvozeny od mysi-
ho nebo kiecciho trombinového receptoru mél proto také
podobnou t&innost jako lidsky peptid*’. Vliv ma i isomerie
aminokyselin, funkéni jsou pouze peptidy tvofené
L-aminokyselinami*.
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Aktivaéni peptid pro PAR2 receptor mé jinou amino-
kyselinovou sekvenci (SLIGRL) neZ ten pro trombinovy
receptor. Peptid ma o nékolik tadd niz§i wcCinnost
v aktivaci receptoru nez trypsin (ECso= 5 puM, resp. 1 nM),
a to zfejmé€ proto, Ze jedna molekula peptidasy dokaze
aktivovat vice molekul PAR receptort®>. V amino-
kyselinové sekvenci aktivaéniho peptidu PAR2 je zasadni
1. a 5. pozice. Druhd pozice v sekvenci aktiva¢niho pepti-
du PAR2 neni na rozdil od PAR1 tak dilezita. Pfestoze ma
aktivacni peptid PAR1 na 2. pozici fenylalanin, zatimco
aktivacni peptid PAR2 leucin, je aktivacni peptid PARI
schopny aktivovat také PAR2 receptor’'. Modifikaci
N-konce aktiva¢niho peptidu vznikl peptid 2-furoyl-
LIGELO-NHZ, ktery je o fad ucinné&jsi nez SLIGRL-NH,
(cit.™).

Prvnich Sest aminokyselinovych zbytki nového
N-konce lidského PAR3 receptoru (TFRGAP) aktivovalo
ERK signalizaci u lidskych bunék. Pozdé&ji bylo ale zjiste-
no, ze se na membrané vyskytoval nejen PAR3, ale
i PARI1 receptor, a za pozorovanou aktivaci ERK kinasy
tak stal pravdépodobné pravé receptor PAR1 (cit.*). Akti-
vacni peptidy odvozené od PAR3 aktivuji nejen PARI, ale
i PAR2 receptor, neaktivuji vsak PAR3 receptor. To je
ziejm€ zplsobeno tim, Ze PAR3 receptor neni schopen
sam aktivovat signalizacni kaskady, ale ma funkci kofak-
toru pro aktivaci receptoru PAR4 (cit.**). Oba receptory
PARI i PAR2 jsou aktivovany jak aktivacnimi peptidy
odvozenymi od mysich (SFNGGP-NH,), tak i od lidskych
(TFRGAP-NH,) PAR3 receptort, byt s nizi G¢innosti®.

Novy N-konec lidského PAR4 receptoru po jeho §te-
peni odpovida sekvenci GYPGQV, ucinngjsi synteticky
peptid ma sekvenci AYPGKF*, Aminokyselinovou sek-
venci aktivacnich ligandl receptori PAR vznikajicich po
odsteépeni N-konce receptoru shrnuje tab. L.

6. Inhibitory

Trombin hraje roli v fadé dulezitych fyziologickych
deji, mimo jiné ma nezastupitelnou funkci béhem aktivace
krevnich desticek a koagulace krevni plazmy. Latky se
schopnosti ovlivnit srazlivost krve, antitrombotika, se po-
davaji lidem s mrtvici nebo akutnim infarktem myokardu.
Prikladem jsou warfarin, heparin a syntetické inhibitory
trombinu, které se pouZzivaji pfi prevenci a 1é¢bé trombo-
zy"’. Zastaveni kaskady srazeni krve s sebou viak nese

Tabulka I
Aminokyselinova sekvence aktivacnich ligandd receptorti
PAR 1-4 vznikajici po odstépeni N-konce receptoru

Receptor/Sekvence  Clovek Mys
PARI1 SFLLRN SFLLRN
PAR2 SLIGKV SLIGRL
PAR3 TFRGAP SFNGGP
PAR4 GYPGQV GYPGKF
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riziko vzniku krvaceni. Specifické inhibitory PAR recepto-
ri by mohly poslouzit jako bezpecné&jsi 1€k, protoze pisobi
pfimo na buiky a neovliviiuji plazmatickou koagulaéni
kask4adu. Receptory PAR hraji roli v patologickych sta-
vech, jako je trombdza, restendza (zizeni cévniho prasvi-
tu), ateroskler6za, zanét nebo neurodegenerace48’49, a mo-
dulace jejich funkce tak mize mit Siroky terapeuticky po-
tencial.

Vyvoj antagonisti PAR receptori se ubira mnoha
sméry. Cast praci se vénuje vyvoji inhibitort odvozenych
od aminokyselinové sekvence ligandu. Vznikaji vSak
i zcela nové latky peptidové i nepeptidové povahy.

Peptidové inhibitory

Pii hledani optimélni aminokyselinové sekvence akti-
vaéniho peptidu byla zjistovana vyznamnost pozic jednot-
livych aminokyselin. Na zéklad¢ téchto znalosti byly spe-
cifickou zménou sekvence vytvoreny prvni peptidy schop-
né kompetitivné inhibovat aktivitu PAR receptorti. Anta-
gonisté slozZeni jen z prirozené se vyskytujicich aminoky-
selin méli viak jen pom&mé nizkou uginnost™. Jejich efek-
tivita vzrostla zavedenim tzv. neproteogennich, pfirozené
se nevyskytujicich aminokyselin®'.

Zcela odlisnou skupinou peptidovych inhibitort jsou
pepduciny. Pepduciny prochdzi pfes bunéénou membranu
a uvnitf bunky plsobi jako specifické inhibitory/aktivatory
GPCR. Interaguji se tieti intracelularni smyckou GPCR,
které je pro prenos signalu nejdtlezit&jsi*>. Pepducin odvo-
zeny od 3. intracelularni smycky PARI1 receptoru (P1pal-
12) ucinn¢ inhiboval agregaci destiCek po stimulaci
SFLLRN, ale nemé¢l efekt na agregaci desticek spusténou
aktivovanym PAR4 receptorem. Pepducin odvozeny od
PAR4 receptoru (P4pal-10) ¢aste¢né inhiboval nejen ag-
regaci destiCek stimulovanou aktiva¢nim peptidem pro
PAR4, ale i aktivaénim peptidem pro PARI (cit.™).

Protilatky proti PAR receptorim jsou dal$i moznosti,
jak tyto receptory inhibovat. Be&hem akutniho otoku
v oblasti kloubu byla zaznamenana zvySena exprese PAR2
v okolnich tkanich. Polyklonalni antisérum proti PAR2
receptoru selektivné inhibovalo jeho aktivaci a vedlo
ke zmenseni otoku™*.

Nepeptidové inhibitory

Pti vyvoji nepeptidovych antagonistd se vychazelo
z mnoha riznych latek. Chemickou podstatu vyznamnych
nepeptidovych inhibitord, jejich specifitu a u¢innost shrnu-
je tab. I a obr. 3.

Potencial k 1é¢bé trombdzy a restendzy ma napt. od
indolu odvozeny RWJ-56110, ktery blokuje agregaci desti-
¢ek. Jedna se o kompetitivniho antagonistu, ktery napodo-
buje peptid a vaze se specificky na PAR1 receptor’. Jiny
inhibitor odvozeny od spiropiperidinu (GB88) je aktivni
pri oralnim podani, specificky inhibuje PAR2 receptor
a jevil protizanétlivé ucinky u krys®®. Teoreticky by mohl
v budoucnu poslouzit jako 1ék na systémovy zanét.

Farmakologicky nadéjnym specifickym inhibitorem
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Tabulka II
Nepeptidové inhibitory PAR1 a PAR2 receptor
Oznaceni Nepeptidovy Chemicky zaklad Specifita 1C 50 po stimulaci Lit.
v obr. 3 antagonista trombinem/trypsinem
a FR 171113 thiazolidinon PAR1 0,29 uM 65
b RWIJ-56110 indol PARI 0,34 uM 55
c YD3 indazol PARI 28,3 uM 66
d SCH 79797 pyrroloquinazolin PAR1 3uM 67,68
e SCH 203099 pyrroloquinazolin PAR1 0,7 uM 67,68
f F 16618 piperazin PARI NA°® 69,70
g F 16357 piperazin PARI NA°® 69,70
h ENMD-1068 piperazin PAR2 1,2 mM 54
i GBS88 spiropiperidin PAR2 8 uM 56
J atopaxar, E5555 isoindolimin PAR1 64 nM 57
k vorapaxar, SCH himbacin PAR1 47 nM 58
530348 *
*Schvaleno pro klinické pouziti, " NA — nedostupny tdaj
H
7 “NH T | N
AN s N7 /
! L~
0 a b c N d, e
(\NH O‘ N/
HN\) HN

Iz

Obr. 3. Chemické zaklady nepeptidovych inhibitori PAR1 a PAR2 receptori (viz tab. II)

PARI receptoru je atopaxar (E5555), protozZe je aktivni pfi
ordlnim podani a zaroveil neprodluzuje dobu krvaceni, coz
je hlavni negativni vedlejsi efekt inhibitort aktivit krev-
nich desticek’’.

Dosud nejlepsim inhibitorem PAR1 receptoru je vsak
vorapaxar (SCH 530348; latky s oznaenim SCH nemuseji
mit spole¢ny chemicky zéaklad, zkratka oznacuje vyrobu ve
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Spencer Chemical Company). Chemicky se jedna o analog
himbacinu, alkaloidu z australskych magnolii. Vaze se
reverzibilné na PAR1 receptor (ICso = 47 nM), od kterého
disociuje velmi pomalu, a tak je latka i pomalu vylu¢ovana
z téla. Vorapaxar je navic rychle vstfeban po oralnim po-
dani. Tyto vlastnosti z n¢j délaji vhodného kandidata pro
1ék vyuzitelny v klinické praxi’".
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7. Terapeutické vyuziti inhibitori

Piestoze je vyzkumu souvislosti PAR receptorii
sriznymi onemocnénimi vénovano hodné pozornosti,
vorapaxar je zatim jediny klinicky schvaleny inhibitor
PAR receptorti.

U ftady anatagonisti PAR receptorii byl pozorovan
pozitivni efekt na prib&h onemocnéni u zvitecich modeli.
Pepducin Plpal-12 inhiboval u my$iho modelu signalizaci
spousténou aktivovanym PARI receptorem, ¢imZ zpoma-
loval pribéh idiopatické plicni fibrozy, pro kterou v tuto
chvili nezname uginnou 16¢bu’’.

Protilatky proti PAR2 mirnily otok kloubu pfi akut-
nim zé&nétu, kdy byla v tkani zvySend exprese receptoru
PAR2. Protilatky vsak musely byt podany injekéné ptimo
do mista ureni’*. Pozitivni vliv na mirnéni otokt kloubt
mél i inhibitor ENMD-1068 (cit.>*). Ob& latky by mohly
byt v budoucnu vyuzity pri 1écbé artritidy.

Dva inhibitory odvozené od piperazinu (F 16618
a F 16357) potlacovaly kontrakci mezenteridlnich a koro-
narnich arterii, mohly by tedy byt potencialn¢ vyuzity jako
vazodilatatory pfi 1é¢bé kieCovitého zizeni cévniho pri-
svitu (vazospasmu). Obé¢ latky jsou navic G¢inné nejen pfi
podavéni nitrozilng, ale i peroralng®.

Pres prokazanou ucinnost fady PAR inhibitord ve
studiich na laboratornich zvifatech je k jejich schvaleni pro
klinickou praxi jesté daleko. Pouze dvé latky se dostaly do
klinickych studii. Atopaxar (E5555) prosel do druhé faze
klinickych testii, béhem nichz vSak zplsoboval vyznamny
narlst abnormalit ve funkci jater a zmény v srdecnim cyk-
Iu. Klinické testovani atopaxaru bylo proto zastaveno
a 3. faze klinickych studii zatim neni planovana®'.

Jedina latka, ktera prosla vSemi klinickymi studiemi,
je vorapaxar (SCH 530348). Vorapaxar snizuje inhibici
agregace krevnich desti¢ek pravdépodobnost vzniku spon-
tanniho infarktu myokardu®'.

8. Zavér

Proteasami aktivované receptory hraji roli v fad€ one-
mocnéni spojend s kardiovaskuldrnim systémem. V sou-
Casné dob¢ pouzivané léky na 1écbu infarktu myokardu
a ischemie mozku jsou zaloZeny na inhibici enzymt zpi-
sobujicich soucasné aktivaci krevnich desticek a koagulaci
krevni plazmy. Vedlej$im G¢inkem takové 1écby vSak mo-
hou byt velkd krvaceni. Cileni PAR receptord je
z farmaceutického hlediska zajimavé tim, Ze neovliviluje
koagula¢ni kaskadu. Predpoklada se tedy, ze 1éky ovliviiu-
jici PAR receptory by mély byt z pohledu krvacivych

Receptory PAR vsak hraji tlohu i v fadé neurodege-
nerativnich onemocnéni, jako je Alzheimerova nebo
Parkinsonova choroba®. Studie v nasi laboratofi navic
prokazala, Ze absence PAR2 receptoru prokazatelné pro-
dluzuje zivot mysim infikovanych priony®. Inhibitory
PAR receptort jsou tedy potencialné vyuzitelné i pro one-
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mocnéni mimo kardiovaskularni systém.

Nejnovejsi zpravou je, ze americky urad pro kontrolu
potravin a 1é¢iv (FDA) schvalil v kvétnu 2014 pouziti an-
titrombotika vorapaxaru pro snizeni rizika kardiovaskulér-
nich pfihod pacientii, ktefi jiz prodélali infarkt myokar-
du®. Na trhu je tedy mozné poprvé sehnat 1¢k, ktery cili na
PAR receptor.

Pradce byla vypracovana za prispeni grantit Grantové
agentury Univerzity Karlovy v Praze (projekt ¢. 1322713)
a Grantové agentury Ceské republiky (GAP303/12/1791).
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Z. Jindrova™®, Z. Hanusova®, and Karel Holada®
(“ Institute of Immunology and Microbiology, First Faculty
of Medicine, ® Third Faculty of Medicine, Charles Univer-
sity, Prague): Protease-Activated Receptors: Activation,
Inhibition and Pharmaceutical Relevance

Protease-activated receptors (PARs) are transmem-
brane proteins which rank among G-protein-coupled re-
ceptors. So far, four PARs (PAR1-4) have been described.
They are activated by a protease cleavage at the
N-terminal part of the receptor. Through the cleavage
a new N-terminus appears which acts as a ligand activating
the receptor. A peptide of the same amino acid sequence as
the new N-terminus can activate the receptor without its
cleavage. Some non-specific proteases can cleave PAR
receptors at different sites, which results in changes in cell
signaling. Higher activities of PARs have been observed
under various pathological conditions, such as thrombosis,
atherosclerosis, inflammations or neurodegeneration. Spe-
cific modulators of PAR signaling are a promising class of
compounds with a wide therapeutic potential. First PAR
inhibitors were based mainly on the amino acid sequence
in the activating peptides. Recently, new, low-molecular-
weight, very specific and effective inhibitors have been
developed. One of them, vorapaxar, passed the clinical
tests and was introduced to the market.



