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Souhrn

Voda je hlavni slozkou vSech organismu a rostlin. Transport vody je vétSinou
zprostfedkovan aquaporiny, 28 kDa integralnimi membranovymi proteiny, které jsou
ulozeny v bunéénych membranach.

Do proteinovych kanalki 1lze =zafadit aquaporiny, aquaglycerporiny
a superaquaporiny. Aquaporiny propousti pouze vodu, zatimco aquaglycerporiny jsou
propustné i pro malé neutrdlni molekuly, jako je naptiklad glycerol. Superaquaporiny
jsou nové objevené proteinové kandlky, u nichz se zatim nevi, jaky je jejich vyznam.
Mezi superaquaporiny lze zatadit aquaporin 11 (AQP11) a aquaporin 12 (AQP12).

Struktura aquaporini je tvofena ¢tyfmi monomery tvoticimi tetramer. Monomer
je slozen z Sesti transmembranovych valcovych domén, které jsou spojeny smyckami,
které ptfipominaji model pfesypacich hodin. Tii smycky (A, C, E) jsou ulozeny
na extracelularnim povrchu a dvé smycky (B, D) se nachazi na intracelularni casti
bunécné membrany. V nejuz§im bodé¢ smycek B a E se vyskytuji aminokyselinové
trojice NPA (asparagin-prolin-alanin), které jsou orientovany pobliz selektivniho filtru,

jenz zabranuje priachodu ¢astic s nabojem.
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Summary

Water is main component of all organisms. Water transport is mediated by 28
kDa integral membrane proteins, aquaporines, occuring in cell membranes.

Members of protein channels are aquaporins, aquaglycerporins and
superaquaporins. Aquaporines select only water, but aquaglycerporins select even small
neutral molecules such as glycerol. Superaquaporins are new discovered protein
channels at which we don’t know their purpose yet. Members of superaquaporins family
are aquaporin 11 (AQP11) and aquaporin 12 (AQP12). Water transport fluctuation is
caused by vasopresin presence which regulates this fluctuation.

Structure of aquaporines consists of four monomers forming a tetramers. One
monomer is composed of six transmembrane domains, which are connected by loops,
look like an hour-glass. Three loops (A, C, E) are placed on extra cellular surface and
two remaining loops (B, D) occur on intra cellular surface. In the narrowest place
between loops B and E, NPA amino acid triplets (asparagin-prolin-alanin) are which

accout for selective filter, preventing ion passage.

Keywords

aquaporins, water, vasopresin, kidneys



Seznam zKratek

A Angstrém

ACE angiotenzin konvertujici enzym
ADH antidiureticky hormon

ANP atrialni natriureticky peptid
AQP aquaporin

Ar/R aromatické/arginin sevieni
Arg arginin

Asn asparagin

ATP adenosintrifosfat

BNP mozkovy natriureticky peptid
cAMP cyklicky adenosinmonofosfat
cDNA bunécnd DNA

CNP natriureticky peptid typu C
Co antigen Colton

ECT extracelularni tekutina

GCL gangliova bunécna vrstva
GFR glomerularni filtrace

GLIP vnitini glycerolovy protein
GlpF aquaglycerporin

CHIP28 kanalek tvofici intergralni protein
ICT intracelularni tekutina

INL vnitini jadernd vrstva

IPL vnitini vrstva plexiformu

kb kilobaze

kcal kilokalorie



kDa
MIP
NDI
NPA
NPC
NPT
ONL
Ser
SiIRNA
TBW
V2

WCP

kilodalton

hlavni vnitini protein

nefrogenni diabetes insipidus
sekvence asparagin-prolin-alanin
sekvence asparagin-prolin-cystein
sekvence asparagin-prolin-threonin
vnéjsi jadernd vrstva

serotonin

mald interferujici RNA

celkova télni tekutina

receptor vazopresinu

proteinovy vodni kanal
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1. Uvod

Voda je zakladni soucast vSech zivych organismu. Lidské t€lo je tvofeno z vody
ze 60 %. Z tohoto tvoii vice nez 2/3 intracelularni tekutina a 1/3 tekutina extracelularni.
Mnozstvi vody v téle je regulovano pomoci ledvin, jejichz zékladni funkéni jednotkou
je nefron. V lidskych ledvinach se nachazi vice nez milion nefrond, v nichz jsou

predevsim umistény proteinové kanalky, tzv. aquaporiny, funguji jako transportér vody.
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2. Teoreticka ¢ast

2.1 Metabolismus vody

Voda je nezbytnd soucast zivych organismi a slozka vSech lidskych bunék
atkani. Plazmatickd membrana je hlavni pfekdzkou pohybu vody mezi bunkami.
Plazmaticka membrana odd¢luje intracelularni ¢ast bunky od extracelularniho prostiedi
[1, 47]. Osmoéza je pasivni transport vody pfes semipermeabilni membranu z mista
snizkou koncentraci rozpuSténych latek do mista se zvySenou koncentraci.
Polopropustné membrany propoustéji vodu, ale zachycuji nékteré rozpusténé latky.
Osmoticky gradient zajiStuje zakladni zpisob pohybu vody v bunéénych systémech
a tim vyrovnava osmolalitu [52].

Voda se uplatiuje jako rozpoustédlo, ve kterém probihaji skoro vSechny
biologické d&je, a které umoznuji organismu homeostatickymi procesy udrzovat
osmotickou, elektrochemickou, teplotni a metabolickou rovnovahu. Zprostiedkovava
transport zivin a produktu katabolismu v burikach i mezi bunkami. Objem H,0
VvV organismu se b&hem zivota méni, klesd Sveékem. V téle je voda nerovnomérné
rozdélena do dvou hlavnich ¢asti (obr. 1). Dvé tfetiny celkové télesné vody zaujima

intracelularni tekutina (ICT) a zbyvajici tfetinu extraceluldrni tekutina (ECT).

Celkova telni tekutina (TBW; 60 %)

Intracelularni (bunécénd) tekutina Extracelularni (mimobuné¢nad) tekutina
(ICT; 40 %) (ECT; 20 %)
Transcelularni tekutina Intersticialni tekutina Intravaskularni tekutina
(tkédnovy mok; 15 %) (krevni plazma, lymfa; 5 %)

Obr. 1: Rozdéleni celkové télni vody, upraveno dle [16]



Hlavni fizeni vodni bilance zavisi na kontrolnim mechanismu vykonavaném
hypotalamem pomoci antidiuretického hormonu (ADH, vazopresin) a na vyluovani
a zadrzovani vody ledvinami. Pri¢iny ztraty vody mohou byt pii prijmovych
onemocnénich, ledvinami pti diabetes mellitus, nebo dusledkem sniZeni jejiho piijmu.
Prebytek télesné vody je zptisoben selhdnim ledvin ¢i zvySenym piijmem tekutin.
Aby byla vodni bilance zachovana, musi se tedy piijem tekutin rovnat vydeji (asi 2,5
I/den). Vodu piijimame ve form¢ piti a potravy a vyluCujeme ji ledvinami (60 %),
plicemi (15 %), ktzi-pocenim (20 %) a stolici (5 %). Extracelularni a intracelularni
tekutina obsahuje vysokomolekularni organické latky, nizkomolekularni organické
latky, elektrolyty a vodu. Hlavni rozdil mezi ECT a ICT je v poméru slozeni iontt
(tab. 1) [30, 52].

Tab. 1: Porovnani koncentrace ionti v ECT a ICT, upraveno dle [26]

Latka Extracelularni Intracelularni
tekutina tekutina
Na"* 140 mmol/I 10 mmol/I
K* 4 mmol/I 140 mmol/I
Ca®* (volny) 2,5 mmol/I 0,1 mmol/l
Mg** 1,5 mmol/I 30 mmol/I
CrI 100 mmol/I 4 mmol/l
HCO 27 mmol/I 10 mmol/I
PO 2 mmol/l 60 mmol/l
Glukéza 5,5 mmol/l 0 —1 mmol/l
Protein 20 g/l 160 g/l
2.2 Ledviny

2.2.1 Anatomie ledvin

Ledviny jsou parové retroperitonealni organy fazolovitého tvaru, umisténé
na obou stranach patete. Ledvinu lze rozdé€lit na okrajovou tmavsi ¢ast, coz je ktira
(cortex renalis), a svétlejsi vnitini ¢ast, neboli dfen (medulla renalis). Na povrchu
se nachazi vazivové pouzdro (obr. 2). Nervy, lymfatické cévy, renalni arterie a véna

prochazi hilem, kde zng& vybiha ledvinnd panvi¢ka, prechazejici do wureteru
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(mocovodu). Zéakladni funkéni jednotkou ledvin je nefron a kazda ledvina jich ma
pies milion. Nefron se sklada z 5 hlavnich ¢asti (obr. 3). V kife ledvin se nachazi
glomerulus, proximalni a distalni tubulus. Naproti tomu ve dfeni se vyskytuji sbérné

kanalky a Henleova klicka, ktera ¢aste¢né zasahuje i do kiry [52].

Renal Pelvis
Medulla

Renal Cortex

Renal Capsule

Obr. 2: Anatomie ledvin [49]

2.2.2 Nefron
2.2.2.1 Glomerulus

Glomerulus je sloZen z klubka cév, které jsou vétvemi arteria renalis. Pocatec¢ni
ptivodna céva (vas afferens) ptivadi krev se zplodinami metabolismu. Tato céva se staci
do klubka (glomerulus) a z n¢j pak vystupuje odvodna céva (vas efferens). Glomerulus
je obklopen Bowmanovym pouzdrem. Tato ¢ast nefronu je urCena K filtraci krve
a vylucovani latek. Hlavni funkci glomerulu je tvorba primarni moce, jeji mnozstvi

je 170 - 180 | za 24 hod.

2.2.2.2 Proximalni tubulus

Hlavni funkei proximalniho tubulu je zpétna resorpce. Buiky, které se nachazi
Vv tomto tubulu, absorbuji z filtratu okolo 2/3 sodiku a za sodikem pasivné putuje voda.

Mnozstvi filtratu se tim zmenSuje asi na polovinu. Hnaci silou je tedy vstfebavani
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osmoticky uéinnych iontd, jako jsou napiiklad C1" a Na’. Tubularni tekutina se touto
resorpci zied'uje, ale voda osmoticky gradient ihned vyrovnava, a proto je tekutina
Vtéto c¢asti nefronu izotonickd. Voda je v proximalnim tubulu resorbovana
paracelularné nebo prostfednictvim kanali pro vodu, tzv. aquaporini 1 (AQP1).
Dalsi hnaci silou pro resorpci vody je onkoticky tlak v peritubularnich kapilarach [44].
VétSina  glukozy, fosfatd, aminokyselin a hydrogenuhli¢itani je zpétné
vstfebavana v proximalnim tubulu spolecné s 60-70 % Ca**, Na*, K' a mocoviny.
Pro kazdou ptenaSenou latku existuje maximalni mez vstiebavani a vyluovani.
Glukoéza je plné resorbovana v proximalnim tubulu, neptekroCi-li jeji koncentrace
ledvinny préh. V piipadé€, ze je jeji koncentrace vyssi nez 11 mmol/l, pfenasece jsou

nasyceny a gluko6za se objevuje v moci [52].
2.2.2.3 Henleova klicka

Henleova klicka ma podobu pismene U. Je slozena zuzkého sestupného
a Sirokého vzestupného raménka. Moc¢ vstupuje do sestupného raménka a v porovnani
splazmou je izotonicka. K zajisténi tvorby hypertonické moci slouzi klicka
jako protiproudovy multiplikator a tvofi v intersticialni tekutiné dfené osmoticky
gradient. Tenké sestupné raménko je propustné pro vodu a mineraly, zatimco vzestupné

raménko je nepropustné pro vodu a aktivné secernuje Na* a CI".
2.2.2.4 Distalni tubulus a sbérny kanalek

Do distalniho tubulu vstupuje tekutina, kterd je hypotonickd. Tento tubulus
asbérny kandlek nejsou pro mocovinu propustné, ale jsou propustné pro vodu
Vv pfitomnosti antidiuretického hormonu, ktery vyvola viazeni specialnich kanalkt
pro vodu aquaporinu 2 (AQP 2) do apikalni membrany. Voda prostupuje do intersticia
kary a tubularni tekutina se koncentruje. Kone¢na tprava mnozstvi moci tedy probiha
ve sbéracim kandlku vlivem ADH. Voda je kvili vysoké osmolalité intersticia diené

zpétné vstiebavana a definitivni moci se denné vytvori kolem 1,0-1,5 .
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Obr. 3: Stavba nefronu (a — privodna céva, b — odvodna céva, ¢ —

glomerulus, d — proximalni tubulus, ¢ — Henleova klicka, f —
distalni tubulus, g — sbérny kanalek), upraveno dle [13]

2.2.3 Funkece ledvin

Ledviny se podileji na udrZzovani stalého vnitiniho prostiedi, homeostazy.
Udrzovani stalého sloZeni télnich tekutin je zprostfedkovdno tim, Ze podle potieb
organismu vylucuji nebo zpétn€ resorbuji soli a vodu. Vyznamné se také ucastni
na udrzovéni stalosti pH vnitiniho prostfedi organismu tim, Ze zptisobuji sekreci H”
iontd a naopak zadrzuji v téle amonné ionty, které neutralizuji kyseliny. Ledviny z téla
dale vylucuji odpadni latky jako je kyselina mocovd, mocovina a kreatinin, které
vznikaji jako produkty metabolismu bilkovin. Kromé vyse uvedenych funkci ledviny
také vytvareji hormony. V kiife ledvin je tvofen hormon erytropoetin, ktery reguluje
krvetvorbu cervenych krvinek v kostni dfeni a dale hormon renin, ktery Stépi

angiotenzinogen na angiotenzin 1.
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2.2.4 Glomerularni filtrace

Glomerularni filtrace (GFR) je objem plazmy, ktera je ocisténa od dané latky
za jednotku c¢asu pfi pritoku ledvinami. K vypoc¢tu GFR se nejéastéji pouziva kreatinin.
Je to latka volné filtrovatelna a zpétn¢ se neresorbuje, je bezprahova. Velikost GFR je
zavisla na tlaku krve v glomerularnich kapilarach a pratoku krve ledvinami.
Fyziologickd hodnota glomerularni filtrace je okolo 120 ml/min/1,73 m® té&lesného
povrchu [44].

2.3 Hormonalni Fizeni metabolismu vody

2.3.1 Antidiureticky hormon

Na regulaci vodni bilance v organismu se nejvice podili antidiureticky hormon.
Je produkovan v hypotalamu a vylucovan V neurohypofyze v reakci na zvySenou
osmolaritu extracelularni tekutiny, poptipadé kvuli poklesu objemu ECT (obr. 4). ADH
se Vv ledvinach vaze na specificky receptor, ktery se nachazi v distalnim tubulu
aobzvlaste ve sbérném kanalku. Vysledkem vazby je stimulace adenylcyklazy,
coz vede k tvorbé cyklického adenosinmonofosfatu (cAMP), ten aktivuje proteinkinazy
a dusledkem je zvySovani mnozstvi aquaporind v apikdlni membrané, protoze ADH
podnécuje jejich pfemisténi z intraceluldrnich depot do této membrany. Jestlize ADH
neni pfitomen, jsou aquaporiny uskladnény a membréna je pro vodu nepropustna. Cim
vice je tedy antidiuretického hormonu v plazmé, tim vice se voda pasivné vstiebava

ve sméru svého osmotického gradientu [29].
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Obr. 4: Rizeni hospoda¥eni solemi a vodou [44]
2.3.2 Renin-angiotenzin-aldosteronovy systém

Aldosteron je produkovan v pfipadé zvySené Kkoncentrace drasliku
nebo angiotenzinu Il v plazmé. Aldosteron piispiva ke vstfebavani Na* a vyluovani K*
Vv buiikdch distalniho tubulu a sbéraciho kanalku. Ma tak velky vyznam pro udrZeni
stalé koncentrace K' iontd. Za staly objem ECT zodpovidd renin-angiotenzin-
aldosteronovy systém, ktery pii poklesu objemu cirkulujici plazmy, podporuje zpétnou
resorbci Na® ionti anasledné i pasivné vody. Renin oditépuje z plazmatického
substratu angiotenzinogenu angiotenzin I. Ten je pfeménén konvertujicim enzymem
(ACE), ktery se nachazi v plicich, na kone¢ny produkt angiotenzin Il. Angiotenzin 1l je
hormon, ktery hraje vyznamnou roli v homeostaze pro Na®. Stimuluje hypotalamus
ke zvysenému vylucovani ADH, vyvolava zizen a také vyvolava tvorbu aldosteronu

karou nadledvin [52].
2.3.3 Atrialni natriureticky peptid

Rodina natriuretickych peptidi se c¢aste¢né¢ podili na regulaci rovnovahy

elektrolytti, krevnim tlaku a kardiovaskularnim systému. Atridlni natriureticky peptid
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(ANP) a mozkovy natriureticky peptid (BNP) maji velmi podobné funkce. Jsou
pfevazné uvolnovany myocyty srde¢nich sini a komory disledkem zvySeného objemu
krve, hypervolémii. Tyto peptidy cirkuluji v krvi a endokrinnim zplisobem redukuji
cévni napéti, zvySuji natriurézu kvili snizeni krevniho objemu a tlaku.
Mezi natriuretické peptidy patii také natriureticky peptid typu C (CNP). Ten je obsaZen
ve vaskularnich endotelidlnich buiikach a ptsobi parakrinnim zptisobem. ANP a BNP
predevsim reguluji tekutiny a elektrolytové rovnovahy, aby regulovali tlak krve. Jejich
dalsi funkci je inhibice tvorby ADH, aldosteronu a reninu. CNP je silny relaxant cévni

hladké svaloviny, ale je relativné netcinny, pokud jde o ovlivnéni funkce ledvin [23].
2.4 Aquaporiny

Proteinovy vodni kanal (Water Channel Protein, WCP) je transmembranovy
protein, ktery ma specifickou trojrozmérnou strukturu s pory pro pronikani vody
pres biologickou membranu (obr. 5). Byl objeven v jednobunéénych organismech napt.
Vv bakteriich, kvasinkach, prvocich a v mnohobunéénych organismech u zvifat a rostlin.
WCP je rodina proteintl, které zahrnuji téi podceledé: aquaporiny, aquaglycerporiny a S-

aquaporiny [4].

Obr. 5: 3D struktura aquaporini v bunééné membrané zobrazujici prichod

molekul vody membranou. [53]

21



Aquaporiny (AQP) jsou integralni membranové proteiny, které slouzi jako kanaly
pro pfevod vody, a v nékterych piipadech i malych iontl pfes membranu. Nézev je
odvozen z latinského slova aqua-voda a porus-prichod. Strukturalni analyza molekul
objevila piitomnost pord v centru kazdé aquaporinové molekuly [47]. V savéich
bunkach bylo doposud zjisténo 13 riznych izoforem aquaporind. Aquaporiny (AQPO —
AQP12) jsou rozdéleny do tii tiid. AQPO, AQP1, AQP2, AQP4, AQP5, AQP6 a AQP8
jsou vyhradné propustné pro vodu, zatimco AQP3, AQP7, AQP9 a AQP10 jsou
prostupné i pro malé neutralni molekuly, jako jsou glycerol, mocovina a amoniak,
aproto jsou nazyvany aquaglycerporiny. A nové objevenou tfeti tfidu tvofi S-
aquaporiny neboli superaquaporiny do které patii AQP11l a AQP12. Jejich funkce
nebyly doposud pln¢ objasnény, ale nejpozoruhodnéjsim rysem téchto dvou aquaporint
je neobvykly sled prvniho motivu asparagine-proline-alanine (NPA). AQP1l ma
ve svém prvnim motivu misto alaninu cystein (NPC) a AQP12 ma threonin (NPT).
AQPS8 predstavuje zvlastni piiklad v tom, Ze je nepropustny pro glycerol a mocovinu,

ale umoznuje prichod molekul amoniaku [13, 34, 55].

2.4.1 Historie

Na zéklad€ nepitimého pozorovani nekteti védci tvrdili, Ze specializované vodé
propustné pory jsou nezbytné pro vysvétleni vysoké propustnosti vody v Cervenych
krvinkach a renalnich tubulech. Kromé toho by propustnost téchto tkani pro vodu mohla
byt reverzibilné inhibovana rtutovymi ionty a aktivacni energie by byla podobna difuzi
vody o objemu roztoku ~ 5 kcal/mol. Také bylo znamo, Ze ve specializovanych tkanich,
jako jsou sav¢i sbérné kanalky nebo méchyfe obojzivelnikd dochazelo ke kolisani
transportu vody, ktera byla regulovana antidiuretickym hormonem. Nicméné zastanci
vodnich kanalkli nebyli schopni ptesvédcit skeptiky, protoze vSechny pokusy izolovat
nebo naklonovat molekuly vodnich proteinti byly netspésné [1].

Az objev 28 kDa integralniho membranového proteinu v cervenych krvinkach
a renalnich tubulech ukon¢il spory o moznou existenci molekularnich vodnich kanalt.
Za tento objev aquaporint dostal Peter Agre a Roderick MacKinnon Nobelovu cenu
za chemii v roce 2003 [9]. Protein aquaporin 1, diive znamy jako CHIP28 (Channel-
forming Integral Protein), byl prvné extrahovan z membran ¢ervenych krvinek. Bylo
zjisténo, Ze existuje jako tetramer s intracelularnimi N- a C- konci, ktery ma usporadani

struktury podobné né€kolika proteinovym iontovym kanalktim [1].
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Obr. 6: Transmembranova struktura aquaporinu [47]
2.4.2 Struktura a regulace aquaporinu

Aquaporin se skladd z jednoduchého peptidového fetézce z cca 270
aminokyselin. Je to tetramer sloZzeny =ze ¢&tyf monomert. Jeden monomer
obsahuje 6 transmembranovych spiral a N- i C- konce, které jsou uloZeny
intracelularn& (obr. 7). Sroubovice (a-helix) kazdého aquaporinového monomeru, které
se nachazeji na vngjsi strané tetrameru, jsou hydrofobni. Zatimco ty, které se nalézaji
v centru tetrameru, jsou hydrofilni. Prvni a ¢tvrtd vélcova transmembranova doména
priléha na fosfolipidovou dvojvrstvu a dal§i ¢tyfi jsou spojeny prostiednictvim péti
smycek. Tyto smycky tvoii por pro vodu, ptipominajici model ptesypacich hodin (hour-
glass model). Tii smycky A, C, E jsou uloZeny na extracelularnim povrchu a dvé
smycky B, D se nachazi na intracelularnim povrchu (obr. 6). V nejuz§im misté
ve smyckach B a E je obsazena aminokyselinova trojice NPA (asparagin-prolin-alanin)
[26, 47, 54].
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Obr. 7: 3D struktura AQP1 a) tetramer shora, b) tetramer z boku, c) monomer
[19]

Stavba ptesypacich hodin u aquaporinu 1 ma kuzelovitou podobu vodou
naplnéné extracelularni a intracelularni ptedsiné, které jsou oddéleny 20 A dlouhymi
kanalky, jez se zuzuji na 2,8 A ve svém nejuz§im bod¢. Tento tzky kanalek omezuje
velikost molekul, které mohou projit a nuti molekuly vody proplouvat po jedné (obr.
10). V kapalné form¢ molekuly vody mezi sebou navzajem formuji vodikové mustky,
které usnadiiuji rychlé vedeni protonli mezi molekulami. Volné vodikové vazby
se vyskytuji uvnitf aquaporinovych pori krom¢ nejuzsiho mista, které je oddéleno
uzlem NPA trojice. V této sekci se molekuly vody reorientuji na pfechodnou formu
Castené vodikové vazby se zachovalymi asparaginy v NPA uzlu. Bylo dokazano, Ze
tato reorientace vody piechodné tvoii neuplné vodikové vazby se zachovalymi
asparaginy a to podporuje vodikové vazby na kanalku, ¢imz se zabrani vedeni protont

[8]. Popsana struktura je podminkou selektivity vodniho kanalku pro vodu, kdy jsou
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pfepravovany jen molekul vody, a neni uskutecnitelny priichod hydroxoniového
kationtu H3O". Aquaporiny proto nejsou prostupné pro &astice s nabojem [26].

Pteprava vody je podminéna rozdilnou osmolaritou na obou stranach biologické
membrany. Tedy z divodu pievahy osmolarity na jedné nebo druhé strané membrany
muze byt pohyb obousmérny. Bylo zjisténo, Ze velikost propustnosti vody je extrémné
vysoka ~ 3 x 10° molekuly vody za sekundu. Aquaporiny je mozno vratné blokovat
prostiednictvim HgCl,, ale tento mechanismus se neuplatiluje u aquaporinu 6, protoze
naopak slouceniny rtuti permeabilitu zvysuji [26].

Selektivni filtr je umistén zhruba 10 A od NPA uzlu na periplazmatické strané
(obr. 8). Tento filtr byl také znam jako aromatické/arginin (ar/R) sevieni, protoze
obsahuje konzervované aromatické a argininové zbytky. Ar/R sevieni aquaporinu 1
a aquaglycerporinu (GIpF) jsou umisténa v nejuz$im bod¢ kanalki. Rozdilné boéni
fetézce v ar/R sevieni ovliviuji polaritu a primér zuzené cesty kanalku, ¢imz odlisuji
aquaporiny od aquaglycerporinti. Na druhou stranu neménné NPA sevieni je nezbytné
pro zabranéni transportu protont [17]. Selektivni propustnost aquaporind tedy vychazi
ze struktury atyka se hlavné vody, jen v né€kterych piipadech i jinych malych iontt
(aquaglycerporiny mohou pienaset glycerol a polyalkoholy) [27]. GIpF se zbytkem
glycinu ma primér pora piiblizné o 1 A girsi nez AQPI, coz umozituje podélny prichod

glycerolu [56].
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Obr. 8: NPA motiv tvorici selektivni filtr monomeru aquaporinu. (oranzova — B
smycka, zelena — E smy¢ka, ¢ervené body — molekuly vody) [15]



2.4.3 Rozdéleni aquaporini

Klasifikace a podrobna lokalizace aquaporint v organismu je uvedena v tabulce ¢. 2.

Tab. 2: Piehled aquaporinii, upraveno dle [26, 40]

Typ Aquaporin | Hlavni lokalizace | Poznamka
renalni AQP1 proximalni tubulus, extrarenaln¢ ve vice tkanich
aquaporiny sestupné tenké raménko | (mozek, oko, srdce, plice, jatra,
(apikalni a bazolateralni | stfevo, mocovy méchyt, tukova
membrana) tkan, kdze, vnitini ucho, slinna
Zlaza, slinivka bfis$ni, varlata,
nadvarlata, svaly, kapilary,
erytrocyty)

AQP2 sbérny kanalek (apikalni | extrarenalné€ ve varlatech a
a intracelularni vezikuly | nadvarlatech
hlavnich bun¢k
sbérného kanalku)

AQP3 sbérny kanalek extrarendlné ve vice tkanich (oko,
(bazolateralni plice, stfevo, mocovy méchyft,
membrana) kuze, slinna zlaza, varlata,

nadvarlata)

AQP4 medularni ¢ast sbérného | extrarenalné ve vice tkanich (glie
kanalu (bazolateralni v mozku, oko, plice, vnitini ucho,
membrana) zaludek, sval)

AQP6 sbérny kanalek
(kortikalni, zevni a
vnitini medularni oblast,

v intracelularnich
vezikulech)

AQP7 kartacova lem buné¢k extrarenaln¢ ve vice tkanich
proximalniho tubulu (srdce, stfevo, varlata, nadvarlata,

adipocyty)

AQPS8 proximalni tubulus a extrarenalné ve vice tkanich
sbérny kanalek (ktira i (varlata, nadvarlata, jatra, slinivka
dien) brisni, tlusté stievo, slinna zlaza,

pravdépodobné také srdce a
placenta)

AQP11 ledviny mozek, slinivka bfi$ni

extrarenalni | AQPO o¢ni ¢ocka

aquaporiny AQP5 oko, slinna zlaza, plice,
slzna zlaza, potni Zlaza,
slinivka bfisni

AQP9 jatra, mozek, varlata, renalni lokalizace se povazuje na
nadvarlata, moznou
pravdépodobné také
leukocyty, slezina, plice

AQP10 tenké stievo

AQP12 slinivka btisni
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2.4.4 Aquaporin 0 — AQPO

Aquaporin 0, dfive znam jako hlavni vnitini protein (MIP, nebo MIP26), je
primarni vodni kanalek v bunikdch vlaken Cocky. V mladych vldknech kiry cocky
existuje AQPO jako protein o velikosti 26 kDa. Jak vlakna bun¢k dospivaji, tak dochazi
k vnofovani do niz8i vrstvy ¢ockové kury. K udrZeni transparentnosti ¢o¢ek musi byt
objem vlakna bunék a obsah vody striktné regulovan. Vzhledem k tomu, Ze jsou ¢ocky
avaskularni, zalezi regulace objemu na vnitini mikrocirkulaci, ve které hraje také
dalezitou roli AQPO. Propustnost vody siln¢ zavisi na lipidovém slozeni membranové
matricové dvojvrstvy, Cili na obsahu cholesterolu a fosfolipidi. Zejména zde byla silna
zavislost jednotky propustnosti mezi tloustkou dvojvrstvy a pruznosti. Na zakladé
lipidového slozeni vlaken c¢ockovych bunék tato data naznaCuji, ze jednotka
propustnosti AQPO je mensi v jadie ¢ocek nez v kute [48]. Permeabilita vody AQPO je
také regulovdana pH a Ca?* ionty. ZvySena propustnost pro vodu byla zjisténa
v oocytech Xenopus leavis, coZ je zptsobeno kyselym pH a snizenym poétem Ca?*
iontu [38].

V cocce je pritomen krom& AQPO i AQP1, ktery je mu strukturné podobny.

I kdyZz oba maji znatelnou permeabilitu pro vodu, AQP1 ma 40 krat vyssi propustnost
nez AQPO. Jeden podstatny rozdil mezi ni je, ze AQPO ma uz§i pory nez AQPI1
pro prostupnost vody a je lokalizovan ve vldknech buiky, zatimco AQP1 se nachazi
pouze Vv epitelialnich bunkach [31].

Lokalizace AQPO byla hodnocena imunochemicky pomoci sagitalnich
zmrazenych fezl sitnice a optickych nervi krys (obr. 9) [18]. Na rozdil od vétsiny
aquaporintt AQPO ma zkracenou extracelularni smyc¢ku mezi prvnimi dvéma ohyby a-

Sroubovice [14].
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Obr. 9: Jaderna a synapticka lokalizace AQPO v sitnici ¢o¢ky (GCL — gangliova
bunécna vrstva, IPL — vnitini vrstva plexiformu, INL — vnitini jaderna vrstva, ONL

e

— vnéjsi jaderna vrstva; ervena — AQP0; modra — jadra bunék) [25]

2.4.5 Aquaporinl- AQP1

AQP1 byl objeven jako prvni z aquaporinit a je slozen z 269 aminokyselin.
Je nepfetrzit¢ otevien, tudiZ neni hormondlné regulovan. V ledvinach se vyskytuje
V proximalnim tubulu, sestupném tenkém raménku Henleovy klicky a naopak neni
pfitomny ve vzestupném tenkém 1 tlustém raménku Henleovy kli¢ky a distdlnim tubulu.
Pro ¢loveka ma AQP1 hlavni vyznam v proximalnim transportu vody a vzniku
koncentrované moce prostiednictvim protiproudového mechanismu v Henleové klicce
[26]. Klonovanim tohoto 28 kDa integralniho membranového proteinu byla zjisténa
jeho struktura. Lidsky aquaporinovy gen byl identifikovan v misté chromozomu
na lokusu 7pl4. Lokalizace tohoto aquaporinu byla prokazana imunochemickym
barvenim [47]. AQP1 vyskytujici se v oocytech Xenopus leavis poskytl definitivni
identifikaci. Pfi umisténi oocytu do hypotonickych medii rapidné¢ bobtna a praska.
Nedavné tdaje ukazuji, ze AQP1 také propousti CO,, ale velikost této propustnosti je
mnohem niZsi nez u vody [28].

AQP1 je verytrocytech soucasti antigenu Co (Colton) krevnich skupin.
Jeho variabilita je dana mnohotvarnosti aquaporinu 1. AQP 1 miZe u ¢lovéka chybét
bez vétsich klinickych symptomi, nebo se vyskytuje poskozeni schopnosti koncentrovat

mo¢ [26]. Dale byl AQPI prokazan ve vystelce epitelu cyst u autozomalné
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dominantnich polycystickych ledvin, kde zajistuje piesun tekutiny do nitra cyst.
U nemocnych pacientl, ktefi se 1é¢i peritonedlni dialyzou, zodpovida AQP1
v kapilarach peritonea za transport vody do peritonelniho dialyzatu [10]. ZvySovani
exprese AQP1 v plicich se déje brzy po narozeni a zadsadné¢ méni vlastnosti plicniho
epitelu z hlediska schopnosti vstiebavat vodu. V mozku je AQPI nutny k tvorbé
mozkomisniho moku ajeho inhibice je potencidlni moznosti snizeni rozvoje
hydrocefalu [26].

Struktura AQP1 poskytuje jedinecny selektivni mechanismus pro volné
pronikéni vody pres porovy kanalek a mechanismus blokovani transportu pro protony.
Schopnost blokovat transport protonil vysvétluje jakym zptisobem ledviny reabsorbuji
stovky litrii vody z glomerularni filtrace kazdy den, zatimco se vylucuji H" ionty. Prvni
ptekazka pronikani protontt se nachazi v nejuzs$im extracelularnim Gsti poru. Zbytek
Arg-195 v zzeni je témer zachovan a nese silny kladny naboj na odpuzeni protonu
[30].

Anatomickd struktura AQP1 byla nezavisle stanovena pomoci rentgenové
analyzy. Simulace molekularni dynamiky transportu vody aquaporinem 1 vedla
k pochopeni, jak mize byt voda rychle transportovana pfes membrany, zatimco protony
(Hs0") byly odpuzovany. Na nésledujicim obrazku je schématicky diagram
predstavujici kanalkovy por (vodni sloupec). Pfenos molekul vody z extracelularniho
do intracelularniho prostiedi probiha pomoci wzkého sloupce. V nejuzs§im bodé
0 velikosti 8 Z\, nad centrem kanalku, je zabranéno transportu protonil, a to diky
velikosti omezeni a elektrostatickému odpuzovani. Schématické struktura aquaporinu 1
monomeru je ddna tfemi vlastnostmi urcujicimi selektivitu pro vodu, a to velikosti
omezeni, elektrostatickym odpuzovanim a reorientaci vodniho p6lu (obr. 10) [46].

Druhou piekazkou pronikdni protonl je silny dipdl uprostied pord tvoieny
dvéma kratkymi Sroubovicemi obsahujici motiv  NPA. Po studiu obou struktur
a simulaci molekularni dynamiky se ukazalo, Ze tyto Cetné naboje Vv centru AQP1
azbytek Asn v NPA motivu pieorientuji molekuly vody prochéazejici kanalkem.
Tento vodni dip6l reorientaci narusuje interakci vodikové vazby mezi molekulami vody

a to eliminuje moznost prostupu protonu [56].
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Obr. 10: Schématicka struktura AQP1 monomeru a tii vlastnosti kanalku
urcujici selektivitu pro vodu [1]

2.4.6 Aquaporin 2 — AQP2

Brzy po klonovani cDNA (bunétné DNA) potkanich aquaporint 2 byl izolovan
lidsky. Izolovand molekula ¢cDNA koéduje 271 aminokyselin, identick¢ z91 %
s potkanimi aquaporiny 2, které jsou lokalizovany V lidskych bunkach sbérného
kanalku. Gen pro AQP2 je relativné maly a je distribuovan ptes 5 kb (kilobaze). Sklada
se ze Ctyt exont. Jeho chromozomalni lokalizace je mapovéana na lokusu 12q13. Protoze
je exprese AQP2 ve sbérnych kanalcich regulovana vazopresinem, je mozné ocekavat,
Ze mutace v genu pro AQP2 zplisobi dédicné onemocnéni ¢loveka nazyvané nefrogenni

diabetes insipidus [43].

2.4.6.1 Struktura AQP2

Aguaporin 2 je 29 kDa tézky protein, ktery se nachazi v apikalni membrané
sbérnych kanalki ledvin (obr. 11). Na rtut’ citliva oblast se nachazi v blizkosti druhého
NPA motivu v cysteinu 181, ale u prvniho motivu ne [2]. Byla provedena izolace

rekombinantniho lidského proteinu AQP2 a byla potvrzena homotetramerni struktura
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AQP2 jako u ostatnich aquaporint. Blizsi studie s dvoudimenzionalnimi krystaly
aquaporinu 2 a analyzou téchto krystali pomoci elektronové mikroskopie odhalily
zékladni strukturu AQP2. Celkovy rys AQP2 monomeru se podoba AQPI1, coz
naznacuje, ze je struktura AQP2 shodna s modelem piesypacich hodin (obr. 7).

Funk¢ni studie ukdzaly, Ze propustnost vody u AQP2 je velmi vysoka. lontova
vodivost AQP2 v oocytech je témér miziva, a proto brani moznému pronikani protond.
Tato charakteristika je dilezitd v ledvinovych sbérnych kandlcich, protoze sbérné
kanalky musi udrzovat protonovy gradient v normalnim poméru. Propustnost glycerolu
a mocoviny je v AQP2 zanedbatelnd, coz naznacuje, ze AQP2 je vysoce selektivni

transportér pouze pro vodu [43].

Obr. 11: Lokalizace AQP2 v izolovanych perfundovanych krysich
ledvinach, které byly inkubovany s protilitkou namifenou proti AQP2.
Snimek poftizen z fluorescenéniho mikroskopu (zelena - protilatka proti
AQP2; modra - jadra bunék) [13]

2.4.6.2 Regulace exprese AQP2

Regulovana propustnost vody skrz bunky sbérnych kanalkii je nutna
pro adekvatni udrzovani vodni bilance v téle. AQP2 ma hlavni tlohu v koncentrovani
moci. Vétsina této regulace je zprostfedkovana transportem vody aquaporinem 2 mezi
luminalnim povrchem bunéénych membran a intracelularnim prostiedim [43]. AQP2 je
unikatni v tom, Ze vétSina bunécného AQP2 je zachovana v intracelularnim prostoru

V nestimulovaném stavu [47].
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Mechanismus regulace aquaporinu 2 je fizen vazbou ADH na receptor V2, ktery
je umistén na bazolateralni membrané bunék sbérného kanalku. Tento receptor V2 je
spojen s heterotrimerem G proteinu a jeho aktivni forma s guanosintrifosfatem aktivuje
adenylatcyklazu. Takto vytvoreny cAMP aktivuje proteinkinazu A, kterd fosforyluje

26 3 zahajuje

aquaporin 2 na C- konci transmembranové domény V misté Ser
tak translokaci cytoplazmatickych vackt smérem k apikdlni membrané. Aby byla
translokace UspéSna, musi byt fosforylovany 3 az 4 monomery aquaporinu 2 z celého
tetrameru. Poté dochazi k exocytdze se slouCenim vacku s apikalni membranou bun¢k
sbérného kandlku, a tim je zajiSténa permeabilita membrany pro vodu pomoci
aquaporinu 2. Splynuti membran cytoplazmatickych vezikulti s apikalni membranou
probihd na specifickych mistech apikdlni membrany. Za fazi v bunkach sbérného
kanalku jsou zodpovédné vezikularni proteiny, kam patii proteiny skupiny tSNARE
(target SNARE) a proteiny na vezikulech vSNARE (vesicle SNARE). Po ukonceni
exocytozy je AQP2 v apikdlni membrané G€inny a voda vstupuje do bun€k sbérného
kandlku. Tato voda poté opousti buiiku bazolateralné umisténymi aquaporiny 3 a 4.

Konec stimulace receptoru V2 navrati AQP2 nazpét do klidového stavu v cytoplazmé,

kde je navazan na endozomy [24, 6].

2.4.7 Aquaporin 3 - AQP3

Aquaporin 3 byl naklonovan z krysi ¢cDNA a patii do podcelede
aquaglycerporini. AQP3 u zaby Xenopus oocytes zprostiedkovava transport vody
rtutové-sensitivnim zpisobem stejné dobfe jako pro malé neiontové molekuly
(glycerol). Vzhledem k této schopnosti zprostiedkovani pronikani glycerolu byl AQP3
také nazvan GLIP (Glycerol Intrinsic Protein). Je slozen z 285 aminokyselin a umistén
na genovém lokusu 9p13 [47].

V krysich ledvinach in situ hybridizace prokazala, ze AQP3 se vyskytuje
ve sbérnych kanalcich. Podle imunohistochemickych studii bylo zjisténo, ze AQP3
je umistén podél bazoteralni plazmatické membrany hlavnich bun¢k ledvin. Sbérné
kanalky jsou posledni Casti procesu koncentrace moci v ledvinach a vodni reabsorpce
V této oblasti stanovuje koneény obsah vody v moci. Ve spolupraci s apikalnim
aquaporinem 2 AQP3 v bazoteralni membran¢ slouzi k vylucovani vody z bunék
do intersticia skrz bunky sbémych kanalki. AQP2 je ulozen v cytoplazmatickych

oddilech a pfemistuje se do apikalni membrany po stimulaci ADH, zatimco je AQP3
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pfitomny v bazoteralni plazmatické membran€ a jeho umisténi neni ovlivnéno ADH,
coz bylo prokazano u krys [47].

Mnohé dukazy ukazuji, ze AQP3 je dilezity ve funkci kize. AQP3 ma
schopnost transportu vody a glycerolu uvniti pokozky. Transportovana voda
pravdépodobné hraje roli v pokozkové hydrataci a hydrostatickém tlaku. Na druhou
stranu se glycerol chova jako energeticky zdroj pro vznik ATP, jako zdroj pro syntézu
lipida a fosfolipida i jako osmoticky aktivni ¢inidlo. Glycerol mize byt také pouzit
fosfolipazou D pro syntézu fosfatidylglycerolu, potencialniho posla keratinocytové

proliferace a diferenciace [41].

2.4.8 Aquaporin 4 — AQP4

Aquaporin 4 je proteinovy vodni kandl v plazmatické membranég, ktery je slozen
z 301 aminokyselin. Vyskytuje se vV centralnim nervovém systému a predev§im
v astrocytech v mozku. Tam hraje hlavni roli ve vodni bilanci a absorpci drasliku. Také
se aquaporin 4 podili na tvorbé a kontrole otoku mozku a jinych nemoci jako je
naptiklad nador [11]. AQP4 ma dv¢ izoformy, které se lisi v délce N- koncui. Izoforma
s delsim koncem je nazyvana AQP4.M1 a s kratsim AQP4.M23 [37].

2.4.8.1 Struktura AQP4

Aquaporin 4 je maly 30 kDa monomer. Je to hydrofobni transmembranovy
protein s cytosolickymi amino- a karboxy- konci. Molekula protina 6krat bunécnou
membranu, tvofi 5 vymezenych smycek. A, C a E smycky na extracelularnim povrchu,
B a D smycky na intracelularnim povrchu. Hydrofobni motiv asparginine-proline-
alanine (NPA) je pfitomny ve smyckach B a E (obr. 12). Kazdy monomer se ohyba
do struktury, ktera formuje nezavisly vodni kanalek, charakterizovany Sirokymi
vngj$imi otvory a izkym centralnim sevienim, kde NPA motivy monomerti vzajemné
reaguji. AQP4 monomery se shromazd'uji do tetramert, ale vSechny monomery jsou
individualné funkc¢ni. Pohyb vody skrz kanalky je fizen osmotickym gradientem
pfes membranu s omezenym pritokem podle velikosti omezeni a elektrostatickym
odpuzovanim. Aquaporin 4 je zakotven do bunécné membrany astrocytd pies dystrofin

proteinovy komplex. Dystrofin-71 je hlavni komplex nalezeny v mozku [33].
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Obr. 12: Struktura AQP4, (AQP4 ma strukturu pi‘esypacich hodin a tvar
vytvoireny motivy NPA) [33]

2.4.8.2 Regulace funkce AQP4

Rozmisténi a pocet molekul aquaporinu 4 v mozku je pfisné regulovan.
Dlouhodoba regulace mozku je zajiStovdna pomoci vzajemné reagujicich proteini,
hypoxii, osmolaritou, produkci amoniaku a transkripénimi informacemi. Kratkodoba
regulace je nejCastéji zprostfedkovana receptory, které jsou vlozené v plazmatické
membrané a které jsou spojeny s receptory G proteinti. Aktivatory téchto receptorti
zahrnuji peptidové hormony, prostanoidy, katecholaminy a aminokyseliny. Vysledkem
této receptoro-ligandové vazby je fosforylace a defosforylace [36]. Zpétna fosforylace
aquaporinu 4 spociva v allosterickych zménach v transportu proteind dulezitych
pro membranovou dopravu a regulaci propustnosti AQP4. Bylo prokazano, ze kovy
jako jsou rtut, zinek a méd snizuji propustnost AQP4 kvili nezndmému
intracelularnimu signdlu v D smycce. Existuji spekulace, ze by AQP4 mohl byt

Vv riznych tkanich regulovan vazopresinem [33].

2.5 Patofyziologie

Poruchy funkce aquaporini nebo jejich mutace jsou spojeny s n¢kolika lidskymi
nemocemi, jako je naptiklad vrozena katarakta nebo nefrogenni diabetes insipidus [42].

Nejcastéji vyskytujici se nemoci jsou popsany v kapitole 2.5.1 az 2.5.5.
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2.5.1 Katarakta a vady oka

Katarakta neboli Sedy zakal mize vzniknout z riznych pfi¢in jako naptiklad
u diabetikti, piisobenim radia¢niho zafeni nebo ve stafi, ale jednou z pfi¢in také muze
byt mutace genu aquaporinu 0. Je charakterizovana zakalenim cocky, ¢lovék vidi
zamlzené. Vrozena katarakta je obzvlast zavazna, protoze ma potencial pro inhibici
zrakového vyvoje, coz vede k trvalé slepoté. Prithlednost ¢ocky je ptimy vysledek jeji
vysoce usporadané tkan¢, nicméné udrzba této struktury je zavisla na kontrole hydratace
a objemu jednotlivych bunék (viz kapitola 2.4.4). Bunky uvnitf Co¢ky ziskavaji
potfebnou energii z anaerobni glykolyzy. Vldkna ¢ocCky se nachazi hluboko uvnitf,
nemohou pfijmout dostate¢nou vyzivu pasivni diftizi, a proto jsou zavislé na dopravnim
systému integralniho membranového AQPO. Byli objeveni dva jednici s vrozenou
autozomaln¢ dominantni kataraktou kvili chybéni jediné nukleotidové badze v Cocce
u AQPO [20, 21, 50].

AQP1 a AQP4 se oba nachazi v duhovce a v epitelu fasnatého téliska a zastavaji
tam dulezitou funkci v regulaci vodni bilance, ¢imz ovliviiuji nitroo¢ni tlak. Chybéni
AQP1 u mysi, nebo nedostatek obou AQP1 a AQP4 ukazuji vyznamné poklesy
V nitroo¢nim tlaku, zejména kvuli redukci miry vyluCovéani vodni komory z ciliarniho
epitelu. ZvysSeni nitroo¢niho tlaku je casto spojovano S glaukomem, coz vede
k degeneraci optického nervu, ztrat€ progresivniho vizuadlniho pole a nakonec
ke slepoté. Farmakologicka 1é¢ba glaukomu neboli zeleného zakalu obvykle zahrnuje
snizeni nitroo¢niho tlaku, bud’ snizenim tvorby vodnich komor, nebo zlepSenim jejich
vytoku pies trabekularni sitoviny a Schlemmuv kandlek. Tudiz, inhibice aktivity
aquaporinu 1 a aquaporinu 4 voku muze byt alternativni metodou pro redukci
nitroo¢niho tlaku a vyskyt glaukomu [22].

Védci se shodli na faktu, ze aquaporin 1 se vyskytuje v endoteliadlnich buiikach
rohovky savcil a podili se na vyluovani tekutiny z pojiva tkané rohovky pres endotel.
Také AQPS se vyskytuje v epitelu rohovky a je dulezity pro transport tekutiny v téchto
tkanich. Transparentnost a normalni tloustka rohovky je podminéna hydrataci a zavisi
na funkci aquaporinu 1 a aquaporinu 5. Tloustka rohovky je zmenSena u mysi
postradajicich AQP1, coz mulze byt dilezity poznatek, pokud by se inhibice AQP1
pouzivala terapeuticky. Na druhou stranu, tloustka rohovky byla zvySend u mysi
postradajici aquaporin 5, cozZ mize nabidnout dalsi prostfedky pfi zapocteni jakychkoliv

efektl inhibice AQP1. Krom¢ toho ma AQPS5 dulezitou roli v tvorbé povrchové
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tekutiny, kterd pomdaha ochranit rohovku pfed mechanickym poskozenim a ucinek

tohoto vodniho transportu miize byt ptinosem v 1é¢bé syndromu vyschlého oka [22].

2.5.2 Nefrogenni diabetes insipidus

Nefrogenni diabetes insipidus (NDI) je onemocnéni, pfi kterém pacienti vylucuji
velky objem zfedéné moci, coz vede k tézké dehydrataci a nerovnovaze elektrolytl.
Je to vzacna choroba rezistence na antidiureticky hormon. Pacienti maji vécnou zizen
amuze dojit k mirné nebo zavazné hypernatrémii jako disledek neschopnosti ledvin
zadrzovat vodu. Zanedbani diagnozy tohoto genetického onemocnéni u novorozencu
mize zpusobit jejich psychické zpomaleni ¢i smrt v disledku t€Zké hypernatrémie.
Nefrogenni diabetes insipidus byl popsan jako X-recesivni dédi¢né onemocnéni. NDI
muze byt vrozeny, souvisejici s genetickymi abnormalitami nebo jako ziskana porucha.
V 90 % ptipadu je X-recesivni znak mutaci ve vazopresinovém receptoru 2. typu (V2)
a 10 % je autozomalné recesivni v disledku mutace aquaporinu 2. Byly objeveny tfi

mutace v AQP2 a v§echny byly nalezeny na C-konci [5, 32, 39, 45].

2.5.3 AKkumulace lipidi

Aquaporin 7 patii do podskupiny aquaglycerporinti a lidsky gen je zmapovan
na lokusu 9p13. V roce 1997 byl nalezen v tukové tkani. AQP7 usnadnuje vylucovani
glycerolu a volnych mastnych kyselin po hydrolyze triacylglycerolu z adipocyti [50].
V posledni dobé byl proveden vyzkum na starych mysich, kterym chybi gen pro AQP7,
u nichz se vyvinul néstup obezity a diabetes mellitus 2. typu. AQP7 je jednim z faktori
propustnosti glycerolu skrz plazmatickou membranu tukovych bunék, a tak dochazi

k akumulaci intracelularniho glycerolu. Vymizeni AQP7 u mysi je tedy zptsobeno

vékem [42].

2.5.4 Mozkovy nador

Vsechny maligni a mnoho benignich mozkovych tumori produkuje otok mozku
v disledku vad v endotelidlnich tésnych spojich hematoencefalické bariéry a zvySené
pfitomnosti angiogenickych faktord. Jsou konfliktni nézory tykajici se mozného efektu
regulace aquaporinu 4 v mozkovych tumorech. Model mozkového tumoru ukazal, ze

myS$i bez aquaporinu 4 mély zvySeny nitrolebni tlak a zrychlilo se onemocnéni
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ve srovnani s divokym typem mysi. Coz ukazuje, ze AQP4 mize byt dulezity v ochrané
proti tumoram vyvolanym otokem mozku. Na druhou stranu AQP4 by mél usnadnit
rakovinné rozsifeni diky bunétné migraci, coz naznacuje, ze inhibuji zpomaleny rust
tumoru [33]. Védci se shoduji, ze rist invazivniho gliomu je citlivy na proteinovou
kinazu C zprostiedkujici fosforylaci u aquaporinu 4. Fosforylace aquaporinu 4 blokuje
vodni transport, coz limituje rst tumoru. Tento vysledek byl podpofen nedavnou studii
demonstrujici, ze siRNA snizujici regulaci aquaporinu 4 zpomaluje proliferaci

a invazivnost LN229 tumorovych modeld [12].

2.5.5 Hypoalgezie nedostatkem AQP4

Stale vice prizkumt dokazalo, Ze astrocyty hraji zdsadni roli ve zpracovani
signalu bolesti do michy. Mistem, kde je obsaZzeno mnoho signaliza¢nich molekul, které
jsou spojené se synaptickym pfenosem a modulaci, jsou astrocyty. Oblasti blizsiho
zajmu jsou v soucasné dob¢ signalizacni molekuly, které se podili na procesu
nocicepce. Nociceptory jsou receptory zprostfedkujici vnimani bolesti [7, 51]. Kromé
nociceptort je v astrocytech obsazen i AQP4, ovSem neni v neuronech centralni
nervové soustavy. Vzhledem k tomuto faktu jsou mysi postradajici AQP4 idedlni
pro vyzkum moznych roli AQP4 v nociceptivnim zpracovani. Experimenty prokazaly,
ze mysi s nedostatkem AQP4 maji niz8i prah bolesti. Reakce na termalni a chemické
stimulace se snizily, ov§em reakce na mechanické podnéty zlstala stejnd. Jako dasledek
rustu prahu bolesti doslo k redukci poctu neuronovych reakci na Skodlivé termdalni
stimulace. Souhrnné vysledky naznacuji, ze disledkem nedostatku AQP4 je
hypoalgesie, tedy sniZzeni prahu bolesti. Studie prokazaly, ze AQP4 hraje diilezitou roli
v nociceptivnim zpracovani, a Ze dochazi k rozSifeni AQP4 v astrocytech, které
se vyskytuji po poranéni michy u potkan a které nasleduji centralni neuropatickou
bolest. Vzhledem k tomu, Ze nedoSlo k postizeni lokomotorickych aktivit nebo
ke zméné teploty pokozky, je mozné, Zze bolestivé zmény v chovani lze pfisoudit

k funk¢ni zméné diky deleci genu AQP4 [3].
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3. Zavér

Aquaporiny jsou integralni transmembranové proteiny, které se nachdzi nejenom
u Cloveka, ale také u rostlin a zivoc€ichil. Jsou dulezité pro transport vody pies bunécnou
membranu. V sav¢ich bunkach bylo objeveno 13 rliznych izomerti. Aquaporiny se déli
do tfi tfid. V prvni tfid€ jsou aquaporiny, které jsou propustné vyhradné pro vodu,
ve druhé t¥idé jsou aquaporiny propustné i pro malé neutrdlni molekuly, jako jsou
glycerol, mocovina a amoniak (proto jsou oznacované jako aquaglycerporiny). Do tieti,
nove objevené tiidy patfi superaquaporiny, které se 1isi v sekvenci aminokyselinového
motivu NPA.

Molekula aquaporinu je slozena zjednoduchého peptidového fetézce, ktery
se sklada ze zhruba 270 aminokyselin. Strukturu aquaporini tvoii tetramer obsahujici
Ctyfi monomery. Monomer je tvofen Sesti transmembranovymi spiralami, které jsou
zakonceny N- a C- konci.

Mezi nejvyznamné&js§i aquaporiny patii aquaporin 2, ktery je jako jediny
hormonalné regulovan, a to antidiuretickym hormonem. Pfi mutaci aquaporinii miize

dojit k fad¢ onemocnéni. Nejznaméej$im onemocnénim je diabetes insipidus.
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