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ANOTACE

Podnéty z vné¢j$itho a wvnitfniho prostfedi jsou piijimédny pomoci neuront.
Neurotransmitery zajist'uji pienos jednotlivych informaci a vazi se na specifické
receptory. Mezi nejrozSifencjsi patii acetylcholinové a katecholaminové receptory.
Acetylcholinové synapse se ucastni cholinacetyltransferdza a acetylcholinesteraza.
Katecholaminového systému se Uc€astni mnoho enzymil: tyrozinhydroxyldza,
DOPA-dekarboxylaza, = DOPA-B-hydroxylaza, = monoaminooxiddza, katechol-O-
metyltransefaza a aldehyddehydrogenaza. Porucha funkce téchto enzymi vede k mnoha

onemocnénim, zejména psychickym.

KLICOVA SLOVA
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TITLE

The important enzymes in neurotransmissions

ANNOTATION

The stimuli from outer environment are received by the means of neurons.
Neurotransmitters are substances that permit the transfer of different pieces of
information and bind to specific receptors. The most common receptors include:
acetylcholine receptors, catecholamine receptors. The acetylcholine synapse contains
the enzyme choline acetyltransferase and acetylcholinesterase. The catecholamine
enzyme system is more complicated, it comprises these enzymes: tyrosine hydroxylase,
DOPA-decarboxylase, DOPA-B-hydroxylase, monoamine oxidase, catechol-O-methyl
transferase and aldehyde dehydrogenase. The malfunction of these enzymes can lead to
severe diseases, especially psychiatric disorders.
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1. Uvod

Podnéty zvnéjSitho a wvnitfniho prostfedi jsou pfijimany pomoci nervoveé
soustavy, jejiz hlavnim stavebnim kamenem je neuron. V neuronech se zpracovavaji
vSechny informace, které jsou piedavany do vykonnych orgdnt. Jednotlivé neurony
jsou od sebe oddéleny synaptickou Stérbinou. Informace jsou pfenaseny pomoci
riznych ptrenaSecli - medidtorti. Neurotransmitery jsou latky, které umoziuji ptrenos
pies synaptickou Stérbinu. Na postsynaptické membrané se vazi na specifické receptory.
Mezi nejvice rozsitené receptory fadime cholinergni receptory a adrenergni receptory

(adrenoreceptory) [1].

Acetylcholinovy systém zprostiedkovava pienos nervového vzruchu na svalové
vlakno. Mediatorem tohoto systému je acetylcholin (ACH). Enzym podilejici se na jeho
syntéze se nazyva cholinacetlytransferaza (CHAT). Naopak enzym, ktery katalyzuje
hydrolyzu ACH, se nazyva acetylcholinesteraza (ACHE).

Katecholaminovy systém zprostfedkovava fadu adrenergnich synapsi. Hlavnimi
mediatory jsou katecholaminy (noradrenalin, adrenalin). Syntéza noradrenalinu (NA) a
adrenalinu je nckolika stupniova reakce. Vychozi latka L-tyrozin je hydrolyzovan
tyrozinyhydroxylazou (TH) na L-3,4-dihydroxyfenylalanin (L-DOPA). Aby reakce
probéhla, je zapotiebi pritomnost kysliku a tetrahydropterinu. DOPA-dekorbaxylaza
(DDC) nasledné katalyzuje dekarboxylaci za vzniku dopaminu. Hydroxylaci dopaminu
dopamin-f-hydroxylazou (DBH) vznika noradrenalin. V dieni nadledvin reakce
pokracuje  pfeménou noradrenalinu na adrenalin. Tuto reakci katalyzuje
monoaminooxidaza (MAQ) za ptitomnosti kysliku a kyseliny askorbové. Syntéza
noradrenalinu zacind v axoplazmé koncového nervového zakonceni adrenergnich
nervovych vlaken a dokoncéena je uvniti sekreénich vackt. Vznikly noradrenalin je
aktivnim transportem piepravovan do vezikul nervového zakonceni. Noradrenalin, ktery
nepodlehne transportu do vezikul, je destruovan pomoci dvou enzymu (katechol-O-
metyltransferdza, aldehyddehydrogenaza). Reakce s obéma enzymy mohou probihat
v jakémkoliv pofadi. U¢inkem enzymii vznikaji biologicky netiinné derivaty, které

jsou vylucovany moci.

Polymorfismy nebo nedostatek téchto enzymii zplsobuje fadu onemocnéni,

zejména psychicka onemocnéni (Alzheimerova choroba, bipolarni afektivni porucha,
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schizofrenie a dalsi). Studium téchto enzymu ma obrovsky vyznam v 1é¢bé fady

onemocnéni [2].

2. Neurotransmise

Neurotransmise neboli synapticky pfenos zajistuje komunikaci mezi neurony.

Jedna se o pfenos chemickych latek i elektrickych signala pies synapse [1].

2.1 Neuron

Neuron je specializovand jednotka centralniho nervového systému.
Specializovanost této buniky spociva ve schopnosti pfijmout urcité formy signalu a
odpovédét pomoci specidlnich signald. Vyvojovym ptedchiidcem je neuroblast. Svou
stavbou a vzdjemnymi vztahy podnécuje ¢innost nervové soustavy. Stavba a velikost
jednotlivych neuroni se znac¢né lisi, avSak nékteré vlastnosti zlstavaji spolecné.
V centralnim nervovém sytému vytvareji prostorovou sit’, kterd je velice komplikovana
a vzajemné mnohocetné propojena. Tyto builky jsou natolik diferencované, Ze béhem
zivota daného jedince nemaji schopnost se dale d¢lit, z cehoz vyplyva nevratnost

nékterych mozkovych poskozeni.

Z morfologického hlediska se neuron (obr. 1) sklada z téla, dendritii a axond.
Axony jsou vy¢nivajici kratké vybézky. Receptivnim segmentem neuronu jsou dendrity,
které piijimaji informace a §ifi je do téla neuronu. Axony slouZi k vedeni vzruchil
od téla neuronu. Axony se déli, dle pfitomnosti myelinu, do dvou skupin. Myelizované
axony (myelin + Ranvierovy zafezy) jsou vétsi, krat$i a rychleji vedou vzruchy

nez nemyelizované (mensi, delsi a pomaleji vedou vzruchy) [3, 4].
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Obr. 1 Struktura neuronu [5]
2.2 Synapse

Synapse zajistuje komunikaci mezi neurony prostiednictvim prenosu informaci.
D¢j je jednosmérny, avSak jeho ucinek mlize byt jak excitacni, tak i inhibicni. Jedna se
0 komunikaci axonu sjinym neuronem, svalem ¢i Zzlazou (vSechny kontakty mezi

membranami dvou bunék, kdy je alespon jedna neuralniho ptivodu).

RozliSujeme tfi zdkladni typy synapsi dle typu kontaktu: interneurdlni,
neuroefektorové a neuroreceptorové. Rychly pfenos signdlu ndm zprostiedkovavaji
synapse elektrické. U tohoto typu synapse prochazi proud bez jakéhokoliv zdrzeni,
protoZe jednotlivé membrany na sebe tésné piiléhaji a jsou propojeny mezerovymi
spoji. V centralnim nervovém systému dochazi piedev§im k synapsim chemickym.
K pfenosu signalu dochédzi mezi mediatory v presynaptické ¢asti. Nasleduje biologicka
odpovéd zprostredkovana receptory, které jsou ulozeny v postsynaptické a
presynaptické Casti neuronu. Mezi obéma ¢astmi se nachdzi synapticka Stérbina o Sifce
20 - 30 nm. Mediator (neurotransmiter) se uvolni a posléze difunduje z presynaptického
oddilu do casti postsynaptické. Zde se specificky vaze na urcité receptory, ¢imz se
aktivuje elektricky tok. Koncentrace intracelularniho vapniku zde hraje vyznamnou roli.

Otevienim kalciovych kanali v presynaptické membran€, dochéazi k transportu
extracelularniho kalcia do nitra buiiky, ¢imz dochazi k aktivaci transportnich proteind.

Vezikuly naplnéné medidtorem jsou posouvany kontrakci mikrotubul smérem

K presynaptické membrané (obr. 2). Exocytézou se mediator uvolni z vacku a putuje
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do synaptické $térbiny. Spojenim s postsynaptickou ¢asti dochazi k navazani mediatoru
na receptor. Vznik tohoto komplexu aktivuje adenylatcyklazu, kterd podnécuje produkci
cyklického adenosinmonofosfatu. Dale zména akéniho potencidlu vyvola zménu
permeability membrany pro sodné, draselné a chloridové ionty. ZvySend propustnost
pro sodné ionty plisobi excita¢né, zatimco ucinek draselnych a chloridovych iontl je
inhibi¢ni. Tato kaskdda je vzdy brzy inaktivovdna a brzy nastupuje odbourdvani

mediatort [3, 4, 6].

Obr. 2 Pfenos vzruchu synapsi [7]

Mediatory jsou specifické latky. Jejich struktura a specificky receptor urcuji typ

synapse. Signalni latky v nervovém systému rozdélujeme do dvou skupin.
» Nizkomolekularni mediatory
o Excita¢ni mediatory

e depolarizace postsynaptické membrany a vyvolani akéniho

potencialu

e acetylcholin, noradrenalin.
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o Inhibi¢ni mediatory
e zabranéni vzniku akcéniho potencidlu — hyperpolarizace, coz
zpusobi zménu permeability postsynaptické membrany
e y-aminomaselna kyselina, dopamin, glycin [8].
» Neuroaktivni peptidy

Neuroaktivni peptidy jsou povazovany za medidtory pouze tehdy, kdyz jsou
syntetizovany v neuronu. Musi byt pfitomny v presynaptickém zakonceni a pak
uvoliovany v takovém  mnozstvi, které je nutné pro vyvolani Gcinku
na postsynaptickém neuronu ¢i efektoru. Exogenni podani mediadtoru musi vyvolat

stejnou reakci jako endogenni podnét [8, 9].
Receptory pro mediatory se rozdé¢luji na:

1) Cholinergni receptor se podili na regulaci neuronalni aktivity ve velké casti
mozku. Ovliviluje jak funkce motorické, tak i chovani, pamét a dalsi. Jako

mediator zde ptsobi acetylcholin. RozliSujeme dalsi dva typy téchto receptori:
o Muskarinovy receptor:

= citlivy na muskarin (muskarin je kvartérni trimethylamoniova sl
derivatu tetrahydrofuranu, toxin izolovany jako jedovata slozka

muchomirky Amanita muscaria) [10]

* ma dlouhou dobu latence, na kterou navazuje dlouhy uc¢inek

pusobeni

» vazbou ACH nareceptor v srdecnim svalu dojde k zastaveni

srde¢niho stahu béhem né¢kolika sekund
= vyskytuje se v mozku, myokardu a hladkych svalech.
o Nikotinovy receptor

= citlivy na nikotin (hlavni alkaloid tabakového listu izolovany

z Nicotiana tabacum)

* jednd se o transmembranovy protein, ktery se sklada z péti

podjednotek
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»= na ACH reaguje rychlou depolarizaci postsynaptické membrany

béhem nékolika milisekund
= zpusobuji rychlé stahy kosterniho svalstva

= vyskyt na vSech nervosvalovych spojenich a v mnoha jinych

mistech nervové soustavy.

2) Adrenergni receptor (= andrenoreceptor) je membranové vazany receptor.
Rozlisuji se a-receptory (1, 2) a B-receptory (1, 2, 3) s odlisnymi funkcemi. Jako

mediator zde plsobi noradrenalin, adrenalin a latky jim podobné [6, 11].

2.3 Membranovy potencial

Funkénim projevem ¢innosti neuronu je vzruch. VzruSivd membrana je mistem

vzniku nervového vzruchu. Na jejim povrchu probihaji iontové zmény.

Klidovy membranovy potencial vyjadiuje rozdil elektrochemickych potenciali
mezi intracelularni a extracelularni stranou bunééné membrany. Slouzi nam k prikazu
prichodu vzruchu. Jeho hodnota je uréena rovnovaznym proudénim draselnych ionth
z a do buiky. Kladny naboj je na vnéj§im povrchu membrany a zaporny na strané
vnitini. Na vnéjsi strané membrany je mnohonasobn¢ vétsi koncentrace sodnych iontt
nez najeji vnitini strané, zatimco draselné ionty maji vné mensi koncentraci, nez
na stran¢ vnitini. Koncentrace iontii je vyjadfovdna napétim. Rozdil byva ptiblizné
40-90mV. Zmeénou koncentrace iontli naobou strandch membrany dochazi
k prichodu vzruchu. Konkrétné dochazi k vystupu draselnych iontti ven a sodnych iontd
dovnitf nervu. Intraceluldrni koncentrace véapenatych iontl vyrazné ovliviiuje
propustnost membrany pro jednotlivé ionty, coZz se projevi elektronegativnéjSim
povrchem 040 mV. Mezi tfi faktory ovliviwgjici velikost klidového membranového

potencialu patfi:
» rozdilna koncentrace iontdl v extracelularni a intracelularni tekutiné
* rozdilna propustnost bunééné membrany pro rizné ionty

+  &innosti sodno - draselné pumpy (v poméru 3 Na* ven: 2 K* dovnitf).
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Akeni potencial je elektricky signal, ktery vznikd v dasledku pohybu ionth
po membrané neuronu. Zptisobuje reverzibilni zmény membranového potencialu. Akéni
potencial je udavan interakei mezi Na* (poptipads i Ca®*) a K* kanaly, které se oteviraji
Vv pfesném &asovém sledu. Na* ionty vtékajici do nitra buiiky, ve sméru koncentra¢éniho
spadu zpasobuji depolarizaci predtim silné¢ polarizované (axonalni - neurondlni)
membrany. K'ionty ji nasledné repolarizuji az na70 % pGvodni hodnoty
membranového potencidlu. Tento rychly vzestup a sestup potencialu se nazyva hrotovy
potencial (obr. 3). Membranovy potencial dosdhne ptivodni klidové hodnoty béhem
pomalejsi nasledné depolarizace. Poté nastava hyperpolarizace a navrat na hodnotu

klidového potencialu [4, 5].

Action potential

£ 430
Y
E 8 lons cross Refractory
= membrane period
5
S Stimulus Resting
B threshold potential
$ -0
-7
8 80 : .
W _op Resting potential
0 ] 2 3
Milliseconds

Obr. 3 Prubéh akéniho potencialu [12]

(resting potential = klidovy potencial, stimuls threshold = stimula¢ni prah, action

potential = hrotovy potencial, resting potential = klidovy potencial)

Neuronalni membrana je draZzdéna prevazné chemicky, kdy reaguje na ptislusny
medidtor v mistech, kde pfevazuji chemicky fizené iontové kanaly. Pokud pfevazuji
napétové fizené iontové kandly, tak je membrana draZzdéna elektricky a reaguje

na zménu potencialu [3, 6].
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Goldmanova rovnice (2.1) vyjadiuje permeabilitu membrany. Z rovnice
vyplyva, ze ¢im je permeabilita membrany pro dany iont vétsi, tim vice se hodnota
klidového membranového potencidlu podoba rovnovaznému potencialu daného iontu.
Goldmanovu rovnici membranového potencialu lze vyuzit i K vypoctim klidového a
akéniho potencialu [9].

_Rr, PeK], Pl v paer]

o in
Ey

CF U pe [K +]m + P [Na+]m * P [C'f _Lw (2.1)

3. Neurotransmitery

Neurotransmiter je chemickd latka uvoliovand =z nervového zakonceni
na synapsi. Slouzi k pfenosu impulzu pies synaptickou Stérbinu a umoznuje tak dalsi

Sifeni vzruchu nebo vyvolani uréité reakce [13].

3. 1. Acetylcholinovy systém

Acetylcholinovy systém prostfednictvim svého specifického receptoru
zprostiedkovava prenos nervového vzruchu na svalové vlakno. Tento d€j probiha v 6-ti

fazich.

V cytosolu nervového zakonceni se za katalyzy acetylcholintransferdzy

syntetizuje acetylcholin z cholinu a acetyl-CoA.

Vznikly acetylcholin je skladovan v sympatickych vezikulach, které nasedaji
na cytoplazmatickou membréanu. Jeden synapticky vadek obsahuje zhruba 10* molekul
ACH. Kuplné depolarizaci ploténky je zapotiebi asi 400 vezikul. K uvolnéni
acetylcholinu z vezikul do synaptické Stérbiny dochazi exocytézou. Soucasné také
dochazi ke splynuti vezikul v presynaptické membrané. V klidovém stavu dochazi
ke spontannimu uvolnéni mediatoru, které vyvola malé potencialy na motorické
ploténce. Pti pfenosu nervového impulzu dochézi k depolarizaci nervového zakoncenti,
coz vede k otevieni napétove fizenych vapenatych kanalkd. Ca®* putuji ze synaptického
prostoru do nervového zakonceni. Tento d&j a piedevSim jeho disledek, pFitomnost
Ca®* uvnitf, je nutny pro exocytézou uvoliujici se acetylcholin. Dochazi k vylouceni

zhruba 200 vezikul.
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Ve spojovacich zdhybech se nachéazeji specifické receptory, na které se ACH
specificky navaze. Acetylcholinovy receptor je iontovy kanal ovladany transmiterem.
Ma klicovou ulohu pfi pfenosu vzruchu z nervu na sval. Sklada se ze Ctyf riznych
podjednotek (ozPya), pfiCemz jedna je pritomna dvakrat. VSech pét tyCinkovitych
podjednotek je usporfadanych symetricky do kruhu. Cely komplex je velmi dlouhy,
zasahuje jak do synaptické Stérbiny, tak i do cytoplazmy axonu. Na struktufe tohoto
receptoru je nejzajimavejsi centralni kanal, ktery je napustény vodou. VSechny tyto
poznatky ndm umoziuje rentgenovy paprsek a elektronovy mikroskop. Jak jiz bylo vyse
zminéno, tak 1 zde rozliSujeme acetylcholinové receptory muskarinového a

nikotinového typu.

Po navazani dvou molekul ACH na receptor, dochazi k jeho konformacnim
zméndm, coZ ma za nasledek otevieni transmembranovych kanalu, které umoziuji
proudéni kationtli skrz membranu. Otevieni téchto iontovych kandld trva ptiblizné
. o1 . r r o r + - o
jednu milisekundu. Depolarizace svalové membrany, zplisobend vstupem Na™ iontd,
vede ke vzniku ploténkového potencidlu. Nasledna depolarizace okolni svalové
membrany slouzi k vytvofeni akénich potenciali vedoucich ke kontrakci svalového

vlakna.

ACH se uvolniuje z vazby na receptor pfi uzavirani kanalu a podléha hydrolyze
enzymem acetylcholinesterazou, za vzniku kyseliny octové a cholinu. ACHE je velmi

vyznamna a vyskytuje se v lamina basalis synaptického kanalu.

Vznikly cholin je pfenesen aktivnim transportem do nervového zakonceni, kde

muze byt pouzit na syntézu ACH [2, 14].
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Obr. 4 Pfenos vzduchu na acetylcholinové synapsi [15]

3. 1. 1 Cholinacetyltransferaza (EC 2.3.1.6)

Cholinacetyltransferaza (obr. 5) patii k cholin/karnitinové rodin¢, kterd obsahuje
karnitinacetyltransferdzu), karnitinoctanoyltransferdzu a karnitinpalmitoyltransferazu.
Tato rodina enzymu se podili na metabolismu mastnych kyselin a na zachovani hladiny

acetyl-CoA [16].

Obr. 5 Struktura cholinacetyltransferazy [17]
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3.1.1. 1 Funkce

Cholinacetyltransferaza je enzym, ktery katalyzuje syntézu acetylcholinu. Ma
zasadni vyznam na rozvoji a ¢innosti neuronti cholinergniho sytému. CHAT katalyzuje
ptenos acetylové skupiny zacetyl-CoA nacholin, ¢imz vznikd neurotransmiter

acetylcholin. Hladina CHAT pravdépodobné piimo neovlivituje syntézu ACH [18].

Tato jednokrokova reakce je ve velkém kontrastu s procesem biosyntézy
katecholaminti, jako je adrenalin a noradrenalin. Tyto latky jsou syntetizovany

z thyrosinu ve vice krocich zahrnujicich mnoho riznych enzymu [19].

Cholinergni neurony jsou distribuovany skrz centrdlni a periferni nervovy
systétm. Zde se podili na motorickych funkcich, autonomnim nervovém systému a
riznych integratnich mozkovych funkcich jako je uceni a pamét. CHAT také
katalyzuje syntézu ACH v nonnervovych tkanich a i zde jsou povazovany za dulezité
regulacni molekuly v mnoha zdkladnich bunécnych funkcich. I toto podtrhuje vyznam

syntézy ACH a cholinergniho systému [16].

Cholinergni neurony jsou zapojeny do neuropsychickych funkci jako je Cteni,

pamét, vzruseni a spanek. Dale také ovliviiuji kardiovaskularni a dychaci systém.

Cholinacetyltransferaza je v soucasné dobé nejvice specifickym ukazatelem
funkéniho stavu cholinergnich neuronll v centralnim a perifernim nervovém systému.
Poruchy centrdlnich  cholinergnich  neuronli  jsou zapojeny do né€kolika
neurodegenerativnich chorob jako je Alzheimerova choroba, amyotrofickd lateralni
sklerosa, u kterych nesouviseji s etiologii, ale spiSe s klinickymi pfiznaky. Nedavno
byly abnormality CHAT prokazany i u schizofrenie a syndromu nahlého imrtni kojencti
[19].

3. 1. 1. 2 Struktura enzymu

Cholinacetyltransferaza je enzym, ktery je syntetizovan v perikaryonu (oblast
bunky pftiléhajici k jadru) cholinergnich neuront. Vyskytuji se v nékterych jadrech
lebe¢nich nervii a také v prednich a zadnich rozich misnich. Imunochemické studie
prokézaly, ze imunoreaktivni neurony CHAT se vyskytuji v 8 hlavnich skupinach:
CH1 — CHS. Tato klasifikace plati u popisu lidského centralniho cholinergniho systému
[16, 19].
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Cholinacetyltransferaza je kulovitd jednofetézcova bilkovina obsahujici histidin,
arginin a zbytky cysteinu v aktivnim misté nebo jeho blizkosti. CHAT obsahuje celkem
22 o Sroubovic a 18 B vlaken, které jsou rozdéleny na N a C domény. Obé domény maji
a + [ zahyby a sdileji spolecnou zékladni strukturu ze Sesti parametrt 3 a tfi Sroubovic,
které lezi na jedné strané listu. Obé domény jsou strukturdlné¢ podobné¢ monomery.
Stfredem molekuly probiha tunel, ktery zmenSuje jeji kontaktni plochu. Mezi 3 10 a a 13
se nachazi, jiz difive identifikovany, katalyticky histidin (His334), ktery poukazuje na

centralni tunel. Tento prostor je oznaCovan jako aktivni misto CHAT [16, 19].

Katalytické centrum CHAT je 16 A dlouhy tunel, ktery je na rozhrani obou
domén. V centru toho tunelu se nachazi histidin (His334). Katalyticky His334 lezi mezi
B-hiebenem S8 a Sroubovici HI. Poskytuje vazebné misto substratu pro acetyl-CoA a

acetylové skupiny akceptoru, kterym je cholin na CHAT [18, 19].

3. 1. 1. 3 Varianty

Cholinacetytransferaza je kodovana jednim genem, pro ktery existuje vice
ptepist diferencialniho vyuziti a alternativniho sestfihu tii nekédovanych exont (3 —5).
U ¢lovéka se 3 ze 4 vSech identifikovanych ptedpisti promitaji do stejného 69 kDa
proteinu. Inicia¢ni kodon lidské CHAT je ACG. Cyklickd DNA lidské CHAT ma dva
objevuje 324 bazi (bp) pted a 30 bp aminokyselin. Tyto dvé rizné formy muzeme také
rozdélovat dle jejich rozdilné atomové hmotnosti na 69 kDa a 82 kDa lidskou CHAT.
Ob¢ tyto formy jsou u ¢loveka lokalizovany v mozku a mise. 82 kDa forma se lisi 0 118
aminokyselin na N- konci. Vétsi forma se vyskytuje zejména v jadrech bunék, naopak
mensi v cytoplazmé. Bilkoviny sav¢ich CHAT jsou jedna k druhé vysoce homologni
[19].

V cholinergnich nervovych zakoncenich existuje CHAT nejméné ve dvou
riznych formach: rozpustna forma, kterd tvoii 80 % celkové aktivity enzymu a zbyly
enzym je membranoveé vazana neiontovd forma. Dosud neni zcela jasné na jakeé
membrané je tato forma CHAT navazana. Bylo zjisténo, ze vrchol aktivity potkani
CHAT je v hypocampu ve stejné frakci jako jsou synaptické vacky a nékteré s nimi jsou
dokonce spojeny. Tyto spoje mohou byt zprostiedkovany
glykosylfosfatydylinositovymi (PGI) kotvami. Zatimco v hlavé Drosophila nejsou
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molekuly CHAT pfipojeny k synaptickym vackiim, ale k plazmatické membrané.
S nejvétsi pravdépodobnosti jsou pfipojeny k urcité membranové konstanté. Vysledky
studii jsou dosti rozdilné z divodu obtizného ,,¢isté€ni* membranoveé vazané CHAT od
rozpustné formy. Mnoho vysledkd se nepodafilo potvrdit, a proto funkéni vyznam

téchto dvou forem ziistava nejasny [18, 19].

3. 1. 1. 4 Aktivita

Studie in vitro ukazaly, ze rekombinantni enzym 69 kDa je substratem pro
syntézu protein kindzy C (PKC), kasein kinazy II (CK2) a a-calcium/calmodium
dependentni protein kinazy II (a-CAMK), ale ne pro skupinu kindz zavislych na

bilkovindch (PK). Fosforylace CK2 a PKC zvySuje aktivitu enzymu.

Enzym 82 kDa je podkladem pro PKC a CK2, ale ne pro PKA nebo a-CAM
kinazy. Pouze u PKC muze dojit ke zvySeni aktivity. Defosforylaci obou forem enzymu
alkalické fosfatdzy dochazi ke sniZzeni jejich aktivity. Tato studie tedy ukazuje, Ze

katalyticka ¢innost CHAT je zvySovana fosforylaci [20].

3. 1. 2 Acetylcholinesteraza (EC 3.1.1.7)

Acetylcholinesteraza (obr. 6) patii do rodiny cholinesteraz, coz jsou enzymy
hydrolyzujici cholin rychleji nez ostatni enzymy za optimalnich podminek. Patii sem
hydrolazy serinu, které jsou Vv rodin¢ esteraz vyssich eukaryot ptisobicich na rizné typy
karboxylovych esterti. V lidském téle se vyskytuji pouze dva typy téchto cholinesteraz,
acetylcholinesteraza a butyrylcholinesteraza [21, 22].
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Obr. 6 Struktura acetylcholinesterazy [23]

3. 1. 2.1 Funkce

Acetylcholinesteraza je enzym, ktery hydrolyzuje mediator ACH. Je to
membranoveé vazany glykoprotein vyskytujici se v nékolika riiznych formach. Pritomny
je zejména v nervosvalovych spojenich a cholinergnich synapsich v centralnim
nervovém systému, kde zakoncuje synapticky pienos. Dale se také vyskytuje
Vv erytrocytech, plicich, slezin€, jatrech, hladkych svalech, stieve, slinivce a bilé hmote

mozkové [21].

Hydrolyza ACH zacina vytvorenim esterové vazby mezi cholinem a aktivnim
mistem enzymu. Imidazolovy dusik histidinu katalytické triddy maze tvofit piechodnou
vodikovou vazbu s hydroxylovou skupinou serinu, kterd podporuje nukleofilni reakce.
Po vytvoieni této vazby mize imidazolovd skupina usnadiovat pienos acetylové
skupiny hydroxylu s vodou ze serinu. Dale nasleduje rychla hydrolyza acetylovaného

enzymu produkujiciho kyselinu octovou a obnovovani esterové ¢asti [21, 22].

Cetné studie naznaéuji, z2 ACHE plni mimo svou ,klasickou® funkci i funkce
,heklasické®. Mezi které se zahrnuje napft.: hydrolyza ACH v nesynaptickych ¢astech,
diferenciace hematopoetickych bunék. Také mulze pulsobit jako adhezivni bilkovina

ovlivityjici vyvoj a udrzbu synapsi, nebo se miize zapojovat do ristu neuritii [22].
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3.1. 2.2 Struktura a genova podstata enzymu

Molekulova hmotnost ACHE je kolem 60- 70 kDa ma elipsoidni tvar. Sklada se
Z 12 spletenych, centralné smiSenych [ listt, které jsou obklopeny 14-ti a Sroubovicemi
14-ti aromatickymi konzervovanymi prstenci. V ramci studie této bilkoviny byly
prokazany dvé odlisné domény katalyticky aktivniho mista a to sice aromaticka
(esterova) prohluben a aniontova cast katalyticky aktivniho mista. Esterova cast
obsahuje katalytickou triadu: Ser 200, His400 a Glu 327. Tato trojice se odliSuje
od jinych serinovych proteaz svym tietim ¢lenem Glu, na rozdil od Asp. Aniontova ¢ast
je definovana: Trp 84, Phe 330 a Phe 331. Jejim ukolem je orientovat nabitou Cast
substratu vstupujiciho do aktivniho mista. Tuto Glohu obstarava zejména Trp zbytek.
Aktivni katalytické misto ACHE je umisténo hluboko do prohlubné a i piesto se jedna
o0 tak rychly enzym. Bylo prokazano, ze vazebné misto je, jak pro kvartérni ligandy
(edrophonium, N-methylakridinium), které puasobi jako kompetitivni inhibitory, tak
kvartérni oximy, které slouzi jako efektivni reaktivatory ACHE inhibované

organofosfaty [21, 22, 24].

Na acetylcholinestraze bylo prokdzano jedno nebo vice vazebnych mist pro dalsi

ACH a jiné kvartérni struktury. Jsou oznacovany jako ,,periferni aniontova mista®.

Prvni krystaly ACHE byly ziskdny z tetramerové struktury ociSténim tkané
elektrického organu Electrophorus electricus. Byla hlasena piedbézna charakteristika,
ale 7zadné strukturni udaje nebyly ziskany. V roce 1991 byla jako prvni urcena
krystalova struktura acetylcholinesteraza Torpedo californica (TCACHE). TCACHE je
pfipojena k homodimeru plazmatické membrany prostfednictvim GPI kotvy. GPI je
kovalentn¢ ptipojeno k C-konci kazdého monomeru a fosfatidylovd polovina slouzi
jako hydrofobni kotva. Dimer lze selektivné vycistit od bakteridlni fosfatidylové

poloviny specifickou fosfolipazou C [24, 25].

Diky alternativnimu sestfihu C-konce acetylcholinesterazové mRNA vznikaji
rizné isoformy. Acetylcholinestraza-T (koncovd) se vyskytuje mozku a svalech
dospélych savcl. Na konci nervosvalové pletené se nachazeji jedna az tfi tetramerovové
podjednotky ACHE-T. ACHE-H (=E, erytrocytarni) pfepis vytvaii GPI ukotvené
dimery, které se u vysSich obratlovet vyskytuji pfedev§im v zarode¢né tkéni a

na povrchu krvetvornych bunék. ACHE-R (,readthrough*) wvznika v dusledku
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nedostatku  spojovaciho proudu spole¢nych konstitutivnich exontt kodujicich

katalytickou doménu, vznikaji rozpustné monomery, které se uplatiuji pii stresu [22,

26].

Lidské acetylcholinesteraza je kddovana jednim genem, ktery je lokalizovany

na 7. chromozomu a sklada se ze $esti exonu.

3. 1. 2. 3 Varianty

Acetylcholinesterdza mize existovat vriznych globuldrnich formach:
Gl-monomerni, G2-dimerni a G4-tetramerni, coz jsou katalytické podjednotky lisici se
Vv glykosylaci. Globularni formy se mohou déle délit dle typu pfipevnéni k bunécné
membrang. Stejné tak se mohou rozliSovat i formy kolagenni na A4, A8 a nékolik

asymetrickych forem A12, které se vazou k bazalni membrané [21].

3. 1. 2. 4 Aktivita

Enzym acetylcholineesterdza  vykazuje  zvySenou  aktivitu  zejména

V cholinergnich synapsich CNS, nervovych spojenich, ale i v membranach erytrocytt.

Od 30. let 20. stoleti jsou zkoumany organofosfatové (OP) inhibitory, wvici
kterym je ACHE velmi citliva. OP blokuje serinovy hydroxyl enzymu, jednd se
0 nevratnou (irreverzibilni) inhibici, ktera vede k nahromadéni ACH v perifernich
efektorech, vegetativnich gangliich a nervosvalovém spojeni. Zejména nervove

paralytické latky jsou velmi nebezpe¢nou skupinou OP [27].

Acetylcholinesterdza je dale cilem fady pfirodnich toxinti a umélych jedi, ale
také 1¢kli pouzivanych k 1é¢b& neuromuskularnich poruch a k prvni generaci 1¢kt proti
Alzheimerové chorobé. Tyto blokatory enzymu ACHE zptisobuji vratnou (reverzibilni)
inhibici [22].

3. 2 Katecholaminovy systém

Mediatorem vétSiny adrenergnich synapsi je noradrenalin (. Spolu s adrenalinem
a dopaminem patii mezi katecholaminy, coz jsou 3,4-hydroxyderivaty fenylethylaminu.

Jejich syntéza probiha v chromafinnich bunkach dfené nadledvin, ale také v srdci,
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jatrech, ledvinach, gonadach a adrenergnich neuronech. Vsechny tyto derivaty jsou

vyznamnymi prvky v reakci na tézky stres.

Syntéza noradrenalinu (obr. 7) zafind v axoplazmé koncového nervového
zakonceni adrenergnich nervovych vlaken a dokoncena je uvniti sekrecnich vacki. NA
vznika z tyrozinu v né€kolikastupiové reakci. Nejprve L-tyrozin podléha hydroxylaci
kruhu ucinkem cytoplazmatické tyrozinhydroxyldzy (tyrozin-3-monooxygenaza)
zavzniku 3, 4-dihydroxyfenylalaninu (DOPA). Tato reakce potiebuje piitomnost
kysliku a tetrahydropterinu. DOPA nasledné¢ podléhd dekarboxylaci ucinkem
dekarboxylaz aromatickych L-aminokyselin (DOPA-dekarboxylaza) a vznika dopamin.
Hydroxylaci dopaminu za katalyzy dopamin-B-hydroxylazy vznika noradrenalin. V
dfeni nadledvin tato reakce pokracuje jest€¢ o krok dale k pfeméné asi 80 %
noradrenalinu na adrenalin, a to sice N-metylaci za katalyzy monoaminooxidazou a
zaucasti vitaminu C (kyselina askorbovd) a kysliku. Vznikly NA je aktivnim

transportem ptepraven do vezikul nervového zakonceni [2, 28].
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Obr. 7 Syntéza adrenalinu a noradrenalinu [27]

Noradrenalin je wuvoliovan =z vezikul do synaptické S$térbiny podobnym
mechanismem jako ACH. Difuzi ptekondva synaptickou Stérbinu a na postsynaptické
membran¢ interaguje s adrenergnim receptorem, ktery je sptazeny s G-proteinem -

GTP. GTP jsou pravdépodobné nejkomplexnéjsi skupinou membranovych kanald,
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protoZze jsou ovlivnény nejen neurotransmitery a hormony, ale irdznymi pachy,
ucinkem svétla a fadou dalSich faktorti. Také reguluji nékteré metabolické déje v bunce
napf. genovou expresi, sloZzeni cytoskeletu a rast bun€k. Maji dilezity fyziologicky

vyznam. Vazba NA s receptorem nevede k uniformni odpovédi [8, 29].

Rozlisuji se dva druhy receptord, a a B. Rozdil spoc¢iva v rozdilném zptsobu
ptenosu vzruchu. a-receptory jsou stejné citlivé k adrenalinu i noradrenalinu.
Rozlisujeme oy a o, adrenoreceptory. V lidském téle pfevazuji a; a obvykle zptisobuji
kontrakci bunc¢k hladké svaloviny. ap-receptory se nachazeji V presynaptickych
termindlech adrenergnich nervli. Funguji jako negativni zpétnd vazba vydeje
neurotransmiterd. B-receptory jsou stimulovany pfedev§im adrenalinem, ale ucinek je
stejny (adrenalin i NA). B; se nachazeji v srde¢nim svalu, kde zvySuji srde¢ni frekvenci
a kontraktilitu, a v ledvinach, kde podporuji uvolnovani reninu zledvin. B, jsou
lokalizovany v hladkych svalovych buikach a sténach bronchd. B3 byly nalezeny
Vv tukové tkdni a podporuji lipolyzu [30].

AZ 90 % uvolnéného NA je zpétné aktivné transportovano do vezikul. Zbytek
katecholaminti (adrenalin a noradrenalin) je rychle destruovan dvéma enzymy:
katechol-O-metyltransferazou (COMT- catechol-O-methyltranferase) a
monoaminooxidazou. Reakce s obéma enzymy mohou nastavat v jakémkoliv pofadi.
Jatra jsou bohatd na oba enzymy, a proto spolurozhoduji o rychlosti eliminace

katecholaminn.

Katechol-O-methyltransferaza se nachazi v cytosolu mimo adrenergni receptory.
Metylaci katecholaminu na m-hydroxyskupin€ vznikd normetanefrin (metanefrin), ktery
jiz nema sympatomimetické ucinky.

Monoaminooxidaza se vyskytuje v mitochondriich adrenergnich neuront a
jinych bunkéach. Oxidativné deaminuje normetanefrin za vzniku aldehydd, které se
pusobenim aldehyddehydrogendz rychle preménuji na derivaty kyseliny mandlové.

Vzniklé derivaty jsou biologicky neucinné a vylucuji se moci.

Vétsina postgangliovych neuront jsou adrenergniho typu. Tyto postgangliové
neurony jsou také oznaCovany jako synapticky vysilaC, protoze podminuje téméf

vsechna synaptickd vylu¢ovani v nervové tkani [28, 29].
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3. 2.1 Tyrozinhyroxylaza (EC 1.14.16.2)

Tyrozinhydroxylaza patii dorodiny aromatickych aminokyselinovych
hydroxylaz. Do této skupiny dale pafi: fenylalaninhydroxyldza a tryptofanhydroxylaza.
Enzymy této rodiny jsou strukturné a katalyticky ptibuzné. VSechny vyzaduji pro svou

katalyzu kofaktor tetrahydropterin (BH,), Zelezo (Fe2+) a kyslik [31, 32].

Obr. 8 Struktura tyrozinhydroxylazy [33]

3.2.1. 1 Funkce

Tyrozinhydroxylaza ptsobi jako oxidoreduktdza a je limitujicim enzymem, pfi
biosyntéze katecholamind. Urcuje rychlost jejich biosyntézy. Tento enzym se vyskytuje
Vrozpustné, ale i1 vazané formé, ale pouze ve tkanich, kde probihd syntéza

katecholaminu.

Enzym ovlivituje pribéh mnoha fyziologickych procesti, ma vliv také na emoc¢ni
stabilizaci, starnuti a vzdélavani [31, 34].
Tyrozinhydroxyldza katalyzuje prvni krok syntézy katecholaminti (obr. 7)

Vv ptitomnosti kysliku, Zzeleza a BH,. TH pfeménuje L-tyrozin na L-DOPA.

Nedostatek tyrozinhydroxylazy vede k deficitu neurotransmiteri: dopaminu,
noradrenalinu a adrenalinu, coz mtize zpUsobit vyvojové zpozdeni, centralni a periferni

hypotonii, teplotni nestabilitu a mnoho dalsich komplikaci. Diagnéza deficitu TH je
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zalozena na méfeni neurotransmiterovych metabolitl a pterinii v mozkomisnim moku

[32].

Tyrozinhydroxylaza mize hydroxylaci fenylalaninu tvofit tyrozin, ktery je pak
preveden na L-DOPA. Tato alternativni syntéza mize mit vyznam pii 1écbé pacientd
trpicich fenylketonurii, coz je stav, pii kterém je funkce fenylaalaninhydroxylazy

Vv utlumu [35].

3. 2. 1. 2 Struktura a genova podstata enzymu

Tyrozinhydroxyldza je homokvarterni molekula, kterd se skladajici se ze tii
strukturnich domén: N-koncové regulacni domény, C-koncové tetramerizacni domény a
katalytick¢ domény. Katalytickd TH doména (tvofena zbytky 185- 486) se sklada ze 13
a Sroubovic, Sesti vlaken B a mnozstvi dlouhych smyc¢ek. Regulaéni doména zvySuje
substratovou specificnost katalytické domény. Aktivnim mistem je prohluben ve stiedu
katalytické domény. Prohlubeni je lemovana pfedevS§im ¢tyfmi a Sroubovicemi: a- 6. 7,

8a9[31, 32].

Gen tyrozinhydroxyldazy c¢lov€ka je lokalizovan na kratkém raménku
11. chromozomu. Tato oblast je velice bohatd na dany gen. U ¢lovéka je syntetizovan
pouze jeden typ ptepisu genu TH. TH peptidy jsou kddovany alternativnim sestifihem
mRNA. Jednotlivé peptidy se od sebe lisi délkou aminokyselinového fetézce a poctem
fosforylovanych mist, které uréuji kinetické vlastnosti, stabilitu a aktivaci enzymu [31,

34].

3. 2. 1. 3 Varianty

U ¢lovéka se vyskytuji cCtyfi druhy mRNA, které vznikaji na zakladé
alternativniho sestiihu jednoho primarniho prepisu. Ctyfi formy lidské TH (hTHI,
hTH2, hTH3, hTH4) maji rozdilné¢ a specifické enzymatické vlastnosti. VSechny
izoformy hTH jsou riizn¢ rozlozeny ve tkanich. hTH1 a hTH2 jsou detekovany zejména
v mozku a dfeni nadledvin, hTH3 a hTH4 v lidskych nadorech feochromocytomech [31,
32, 34, 36].

30



3. 2. 1. 4 Aktivita

Utinek tyrozinhydroxylazy je regulovan zpé&tnovazebnou inhibici a inaktivaci

katecholaminii a aktivovana je fosforylaci. Regulace aktivity TH probiha tfemi zpiisoby:

1) ptresn¢ definovana allostericka inhibice, pfi které soutézi o vazebné misto

na pterinovém kofaktoru katecholaminy s TH
2) inaktivace derivaty tyrozinu

3) nové objevena inaktivace v dasledku vazby katecholaminu na Fe3*

v aktivnim misté enzymu.

Aktivaci TH  zplsobuje fosforylace: serinovych  zbytkli  rdznymi
proteinkindzami. Tato mista mohou byt fosforylovana nejméné 9 proteinkinazami, jako
je napt. proteinkinaza A a C, Ca* /kalmodulin dependentni kindzy II, ale potiebuji
proteinové aktivatory. Fosforylace Ser-40 cAMP (bilkovina zavisld na bilkovinné

kindze PKA) je nejvyznamnéjsim aktivatorem TH [37].

3. 2. 2 DOPA-dekarboxylaza (EC 4.1.1.2.8)

DOPA-dekarboxyldza je pevné spojeny a2-dimerni enzym patfici do tiidy
aromatickych L-aminokyselinovych dekarboxylaz II. skupiny. Tento enzym se nachdzi

V cytoplazmé a je vylu€ovan do neuronalnich i nonneuralnich tkéni.

DOPA-dekarboxylaza katalyzuje dekarboxylaci DOPA na dopamin i pfeménu
L-5-hydroxytryptofanu na serotonin, coz jsou dulezité neurotransmitery. Dale se také
podili jako jediny enzym na syntéze biogennich (stopovych) aminti: 2- fenylthyamin, p-

tyramin a tryptamin, které piisobi jako modulatory centralni neurotransmise [38].
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Obr. 9 Struktura DOPA-dekarboxylazy [39]

Bylo prokézéano, Ze geny podilejici se na dopaminergnim systému hraji hlavni
ulohu pii predispozici k mnoha neurologickym onemocnénim: porucha pozornosti
s hyperaktivitou, bipolarni afektivni porucha , Parkinsonova choroba, schizofrenie a

deprese.

3. 2. 2.1 Funkce

DOPA-dekarboxylaza je enzym, jehoz ucinek je zavisly na pyridoxal-5-fosfatu
(PLP). Katalyzuje dekarboxylaci L-3,4-dihydroxyfenylalaninu na dopamin. Dale také
dekarboxylaci L-5-hydroxytryptofanu na serotonin. Hladina PLP urcuje pomér mezi

apoenzymem a holoenzymem, tedy reguluje aktivitu enzymu.

Na rozdil od jinych reakci biosyntézy katecholamind, které jsou omezené pouze
v synaptickych nervovych zakoncenich a v dfeni nadledvin, probihd dekarboxylace

na dopamin lokalng, napt. vétS§ina dopaminu v moci pochdzi z dekarboxylace kolujiciho

DOPA v tubulech ledvin.

DOPA-dekarboxylaza se vyskytuje v mozku. PLP pfechdzi hematoencefalickou
bariéru ve form¢ prekurzoru vitaminu B: pyridoxal, pyridoxin, nebo pyridoxamina pak
je opét fosforylovan pyridoxal kinazou. Pfi nedostatku vitaminu Bg v CNS ,nebo
pti dédicnych vadach pyridoxal kindzy, dochazi ke zménam v rovnovaze mezi apo- a
holo- enzymem a piedstavuji pti¢inu nékterych neurologickych chorob (napf. epilepsie,

psychiatrické poruchy) [40, 41].
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3. 2. 2. 2 Struktura enzymu

Skupina II dekarboxyldzy jsou homodimery, kazdy monomer se sklada ze ti
domén. Prvni velkd doména (L-dopamin) je tvofena centralni pleteni sedmi B-listd,
které jsou obklopeny a-helixem. Druhd velka doména je C-termindlni doména, ktera
obklopuje  L-dopamin. Obé tyto domény jsou typické  pro rodinu
aspartataminotransferdz. Tteti terminalni doménou je N-doména, ktera je tvotfena tfemi
a-Sroubovicemi a zdhybem, ktery je potiebny k navazani PLP a je charakteristicky
pro skupiny II dekarboxylazy. Ve strukturdch holoenzymu je aktivni misto hluboko

Vv centralni ¢asti dimeru a je pfistupné pouze prosttednictvim uzké rokle [41].

Mutace v kdédovani nebo promotorovych oblastech tohoto genu by mohly zménit

funkci nebo mnozstvi enzymu, a proto vést k produkci abnormalnich hladin dopaminu

[38].

3. 2. 2.3 Varianty

RozliSujeme pét alternativnich konformaci aktivniho mista. VSechny rozdily
jednotlivych konformaci jsou v poslednich sedmi reziduich. Prvni konformace je
uzavieny holoenzym DDC. Dalsi Ctyii struktury se rozliSuji dle obsazenosti aktivniho

mista otevieného monomeru PLP od 0 po 1 [38].

3. 2. 2. 4 Aktivita

DOPA-dekarboxyldza je Siroce distribuovany enzym. Nachazi se v nervovych
tkanich, kde se Gc€astni biosyntézy neurotansmiteru, ale také v non-neuronalnich tkanich

jako jsou nadledviny, ledviny, jatra, zazivaci trakt a plice [42].

3. 2. 3 DOPA-B-hydroxylaza (EC 1.14.17.1)

DOPA-B-hydroxylaza existuje v dimerni i tetramerni form¢ se dvéma atomy
médi na monomerni podjednotce. Podobné jako TH i DBH je exprimovan pouze
ve tkanich, které syntetizuji a uskladnuji katecholaminy ve vezikulach sympatickych

nervovych zakonCeni a Vchromafinnich granulich (chromafinni bunky diené
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nadledvin). Dale byla zjisténa pfitomnost v nékterych perifernich organech, jako jsou

jatra, nadledviny a leukocyty u potkant a ¢lovéka.

Solubilni frakce DBH je uvolilovdna spolecné s katecholaminy béhem
neurosekre¢nich procest. Na rozdil od noradrenalinu neni zpétné¢ vychytavana do

nervovych zakonceni [43].

3. 2. 3.1 Funkce

Enzym neni substratove specificky, protoze oxiduje téméi kazdy fenylethylamin.
Dopamin-B-hydroxylaza katalyzuje beta-hydroxylaci dopaminu, ze kterého vznika
noradrenalin. DBH vyZaduje vitamin C jako donor iontl vodiku, méd’ a molekuldrni

kyslik. DBH se strukturalné podoba TH a inhibuje jeji u¢inek [43].

Protoze DOPA-B-hydroxyldza se nachazi v synaptickych vaccich, tak konecny
krok v syntéze NE probiha zde. Ve vacku je zabalen NE spole¢né s ATP a dalsimi

surovinami, které jsou potiebné pro piipadnou expresi.

Nedostatek DOPA-B-hydroxylazy je velmi vzacna forma primarniho
autonomniho selhdni. Vyznacuje se naprostou absenci noradrenalinu a adrenalinu spolu
se zvysenou hladinou dopaminu v plazmé. Tento syndrom je zpisoben rtiznorodymi
zménami v genu DBH a dédi€nym autozomalné recesivnim onemocnénim. Prevalence
deficitu DBH neni znama. Nedostatek DBH je charakterizovin zejména

kardiovaskularnimi poruchami a tézkou ortostatickou hypotenzi.

Zatimco deficit DOPA-B-hydroxylazy je vzacné onemocnéni u dospélych,
mnohem castéji se vyskytuje v perinatdlnim obdobi. Deficit zpiisobuje hypotenzi,
hypoglykemie a podchlazeni. Piedpoklada se, ze jeho nedostatek je zodpoveédny za fadu

potratli a umrti novorozenct.

Obnovy hladiny syst¢tmového NE do fyziologického rozmezi lze dosdhnout

systematickou 1é¢bou piedchiidcem NE, L-threo-dihydroxyfenylserinem [44].

3. 2. 3. 2 Struktura a genova podstata enzymu

DOPA-B-hydroxyldza se nachazi v dimerni i tetramerni formé. Kazda

podjednotka monomeru obsahuje dva atomy médi. Ctyii podjednotky jsou spojeny
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disulfidovymi mustky do dvou dimerti. Tyto dimery jsou propojeny nekovalentnimi

vazbami.

DOPA-B-hydroxyldza je kodovana pouze jednim genem. Sklada se z 12 exond,

které poskytuji dvé skupiny alternativni polyadenylace.

Geny kodujici DOPA-B-hydroxylazu a tyrozinhydroxylazu obsahuji spole¢né
regulacni elementy a reaguji soub&ézné na nervovy rustovy faktor, glukokortikoidy a
CAMP [43].

3. 2. 3. 3 Varianty

DOPA-B-hydroxylaza je pfitomna v chromafinnich bunkach nadledvin ve dvou
imunologicky zcela nerozeznatelnych formach: rozpustné a membranové vazané. Tyto
dvé odlisné formy mohou byt oddéleny pouze zkiizenou elektroforézou. RozliSujeme
rozpustnou formu (relativni M = 73 kDa) a membranové vazanou formu (relativni M =
77 kDa). Ob¢ formy se vyskytuji pfiblizn¢ ve stejném mnozstvi. Rozpustny enzym je
vV dob¢ vezikuldrni exocytdézy uvoliovan a je pravdépodobné zdrojem enzymu

ptitomného v Krvi.

Bylo prokazano, ze z membranové vazané DBH vznika jeji rozpustna forma.
Tato skutecnost znaci, Ze pochazeji ze spolecného genu. Rozlozeni téchto forem DBH
je ovliviilovano extraceluldrnimi signaly. Timto zpiisobem by mohla byt regulovana

aktivita daného enzymu [43, 45].

Analyzou kloni DBH byly odhaleny dva typy cyklické DNA DBH: typ A a typ
B. Pomér typu A a B mRNA v cheochromocytomech byl 5:1. Oba druhy maji stejnou
aminokyselinovou sekvenci, ale li§i se v délce cDNA o 300 bp [43, 46].

3. 2. 3. 4 Aktivita

DOPA-B-hydroxylaza je pfitomna v chromafinnich bunkach nadledvin.
RozliSujeme osoby s nizkou a vysokou aktivitou plazmatické formy DBH. VyS§s§i méné

stabilni tlak se vyskytuje u 0sob s vys$si hladinou plazmatické DBH.
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Aktivita DOPA-B-hydroxylazy v plazmé je uzitecnym indexem andrenergni
funkce. Dalsim uzitenym ukazatelem je méfeni imunologické aktivity, avsak pouzité

protilatky musi pochazet s lidskych zdroju [43].

3. 2. 4 Monoaminooxidaza (EC 1.4.3.4)

Monoaminooxidaza (obr. 10) je membranové vazany enzym, ktery katalyzuje
oxida¢ni deaminaci amint a inhibuje neurostransmitery a hormony. Monoaminergni
systém je povazovan za jeden z kli¢ovych mechanizmi pro modulaci emoci a nalady
[47].

Obr. 10 Struktura monoaminooxidazy B [48]

3. 2. 4.1 Funkce

Monoaminooxidaza se nachazi ve vn¢jsi mitochondridlni membrané. Katalyzuje
rozklad monoaminti (v¢etné serotoninu, noradrenalinu, dopaminu a phenylethylaminu)
na odpovidajici aldehydy, které jsou poté preménény na oxidované kyseliny
aldehyddehydrogenazami nebo na alkoholy ¢i glykoly aldehydreduktazami. MAO

piednostné oxiduje serotonin, noradrenalin, dopamin [47, 49].

Vedlejsi produkty téchto reakci zahrnuji fadu potencialné neurotoxickych latek

jako je peroxid vodiku a amoniak. Zejména peroxid vodiku muize vyvolat tvorbu
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reaktivnich forem kysliku, které mohou vyvolat poskozeni mitochondialnich neuront a

apoptozu [47, 49].

Monoaminooxidaza hraje rozhodujici roli v nékterych psychiatrickych a
neurologickych poruchach véetné deprese a Parkinsonovy nemoci. Inhibice MAO
zvysuje hladinu neurotransmiteri v centralnim nervovém systému. Hledani efektivnich
inhibitorti predstavuje jednu z moznosti vedoucich k rozvoji novych Iéki danych

nemoci [50].

Farmacceutické a akademické laboratofe vyvinuly inhibitory MAO, které se
vyuzivaji v klinické praxi. Patfi mezi n¢ sedm riznych MAO inhibitorti, které jsou
schvalené americkym Ufadem pro kontrolu potravin a 1é¢iv v USA (Food and Drug

Administration).

Studium tohoto enzymu mé obrovsky vyznam v 1€Cbé rezistentni deprese a

atypické deprese (podtyp depresivni poruchy charakterizovany bulimii) [49, 51].

3. 2. 4. 2 Genova podstata

Gen pro monoaminooxiddzu se skladda z 15 exoni, které jsou umistény
na desatém chromozomu pl11.23. MAO obsahuje flavinadenindinukleotid, ktery je
kovalentné vazan na zbytek cysteinu prostfednictvim 8a-(S-cysteinyl)-riboflavinové

vazby [52].

3. 2. 4.3 Varianty

RozliSujeme solubilni a membranové vazanou formu enzymu. Rozdil spociva
v mutaci jednoho zbytku smycky aminokyselin. Tento zbytek je daleko od aktivniho
centra. Rozpustna forma ma mensi u¢innost nez membranoveé vazana forma. Flexibilni

smycka 108-118 usnadiiuje ukotveni v membrang.

Monoaminooxidaza ma dva podtypy, MAO A a MAO B. Oba geny jsou
lokalizovany na 10. chromozomu, avSak v opacném sméru s opac¢nou orientaci. Maji
stejny pocCet exond (15) a intronil. Jejich aminokyselinové sekvence jsou az v 70 %
stejné. Primarni sekvence je velmi dilezita K ur¢eni rozdilt v katalytické aktivité mezi

MAO A a B. Strukturni rozdily mezi MAO A a MAO B vyplyvaji zejména z I1e335
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v MAO A vs. Tyr326 v MAO B. Ob¢ struktury maji C-termindlni transmembranovy
helix [53].

Kazdy enzym ma sviij jedine¢ny substrat a inhibitor. Bylo zjisténo, Ze subtratova
a inhibitorova specifi¢nost obou forem je dana rozdilnosti ve vnitini ¢asti. MAO A je

selektivné inhibovana clorgylinem, zatimco aktivita MAO B je potlacovana

deprenylem.

Gen monoaminoxidazy B je umistén na 13. intronu, ktery je spojen

s enzymatickymi aktivitami v mozku. Tento gen obsahuje polymorfismus [47, 54].

3. 2. 4. 4 Aktivita

Monoaminooxidaza A preferuje oxida¢ni deaminaci serotoninu, adrenalinu
a noradrenalinu, zatimco MAO B pfednostné katalyzuje pifeménu benzylaminu

a fenylethylaminu.

V mozku a katecholaminergnich neuronech je pievazné lokalizovina MAO A,

zatimco MAO B je v serotonergnich a histaminergnich neuronech a astrocytech [47].

3. 2. 5 Katechol-O-methyltransferaza (EC 2.1.1.6)

Katechol-O-methyltrasferaza (obr. 11) je jednim zenzymu podilejicich se
na inaktivaci dopaminu a noradrenalinu. Dale ma také velky vyznam ve farmakologii

[55].
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Obr. 11 Struktura katechol-O-methyltransferazy [56]

3. 2. 5.1 Funkce

Katechol-O-methyltransferaza  katalyzuje  hlavni  degradativni  cestu
katecholaminovych neurotransmiteri (adrenalin, noradrenalin). K tomu, aby probé&hla
tato reakce je za potiebi pfitomnosti bivalentniho kationtu S-adenosylmethioninu, jako
donora methylové skupiny, a hoi¢ik. COMT pienasi methylové skupiny
z S-adenosylmethioninu na pfislusné pienasece. Katalyzuje ptedani methylové skupiny,
nejcasteji do polohy meta benzenového kruhu piislusného katecholaminu. COMT je
paralelné omezovan MAO pii pfeméné kyseliny 3,4-dihydroxyfenylmandlové na
kyselinu homovanylmandlovou. Dale =z noradrenalinu vznikd normetanefrin,

z adrenalinu metanefrin.

Katechol-O-methyltransferaza puisobi také jako detoxikacni enzymaticka bariéra
mezi krvi a dals$i tkdni a chrani je pfed Skodlivymi G¢inky hydroxylovanych cizorodych

latek [46, 57].

3. 2. 5.2 Genova podstata

Gen kodujici COMT je umistén na 22. chromozomu. Sklada se ze Sesti exontl.
Dva exony jsou nekddujici a dva kodujici, kdy jeden kdduje solubilni COMT a druhy

membranoveé vazanou COMT.
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Gen katechol-O-methyltransferazy koduje dvé rozdilné bilkoviny: rozpustnou
(S-COMT) a membranové vazanou formu (MB-COMT). MB-COMT se vyskytuje
zejména v mozkovych neuronech (ve vSech oblastech CNS), zatimco S-COMT je
pfitomen zejména v jinych organech jako jsou jatra, krev a ledviny. MB-COMT ma

vy$$i afinitu k substratu, ale nizsi katalytickou aktivitu nez ma S-COMT.

Zatazeni valinu nebo methioninu na 158. misté fetézce bilkoviny kodujici enzym

ovliviiyje pfitomnost kodominantni alely G nebo A [55, 57, 58].

3. 2. 5. 3 Varianty

U katechol-O-methyltransferazy rozlisujeme dvé skupiny: P1 a P2, které maji
dva riizné prepisy mRNA. Pl (krat§i mRNA) koduje S-COMT, zatimco P2 (delsi
mRNA) koduje zejména MB-COMT.

Membranova vazana katechol-O-methyltransferdza je primarné zapojena
do ukonceni dopaminergni a noradrenergni neurotransmise. S-COMT je zodpovédna

predevsim za eliminaci biologicky aktivnich nebo toxickych metaboliti [59].

Funkéni polymorfismy COMT jsou spojeny s mnoha neuropsychiatrickymi
poruchami jako je schizofrenie, bipolarni porucha, uzkostné poruchy, poruchy
pozornosti s hyperaktivitou, zavislost, mentalni anorexie apod. Dale také s mnoha
neurodegenerativnimi  onemocnénimi (Parkinsonova choroba), rovnéz i s rozvojem
poruch jako jsou kardiovaskularni choroby a estrogenem vyvolavané rakoviny

(rakovina prsu) [57,58, 60].

3. 2. 5. 4 Aktivita

Enzymova aktivita COMT je dvojiho druhu, dle aminokyseliny umisténé na 158.
pozici proteinové sekvence. COMT s nizkou aktivitou obsahuje v rozhodujici pozici

methionin. COMT s vysokou aktivitou ma v dané pozici valin.

Bylo prokazano, ze MB-COMT ma vyssi afinitu K subtratim katecholamint a
niz§i Ky (Michaelisova konstanta) hodnotu pro dopamin, nez S-COMT. S-COMT je
vysokokapacitni izoforma enzymu, ktera ma Vmax (mezni rychlost) vétSi nez
MB-COMT.
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Nizka aktivita COMT muze byt rizikovym faktorem pro vznik rakoviny prsu
[46, 57, 58].

3. 2. 6 Aldehyddehydrogenaza (EC 1.2.1.3)

Nadceled’ lidskych aldehyddehydrogenaz (obr. 12) obsahuje 19 enzymd, které se
podileji na oxidaci aldehydii za vzniku odpovidajicich karboxylovych kyselin. Jsou
NAD(P)*-dependentni. Tyto enzymy hraji rozhodujici roli viadé fyziologickych
procesti. Uginné metabolizuji $irokou fadu endogennich a exogennich aldehydd, ¢imz
napomahaji udrzeni bunééné redox rovnovahy. Nadmérné nahromadéni enzymu ptisobi

cytotoxicky [61].

3. 2. 6.1 Funkce

Kli¢ovym detoxika¢nim enzymem aldehyddehydrogenaz je ALDH2. Jedna se
0 membranoveé vazany tetramerni enzym. Vyskytuje se hojné v jatrech a plicich a dale
v orgédnech, ve kterych je vysokd oxidacni generace adenosintrifosfatu (ATP) jako je

mozek a srdce.

Aldehyddehydrogendaza 2 katalyzuje oxidaci acetaldehydu na acetat
pti metabolismu etanolu. ALDH2 muze také pisobit jako esteraza, reduktaza nebo se

mize Géastnit biotransformaci. Toto vSe se déje v zavislosti na druhu substratu [62].

Aldehyddehydrogenaza 4A1l oxiduje glutamat y-semialdehyd, ktery existuje v

rovnovaze s A 1-pyrrolin-5-karboxylatem.

Aldehyddehydrogenaza SA1 metabolizuje semialdehyd sikcinylu a metabolity
GABA.

Aldehyddehydrogenaza 6Al Kkatalyzuje oxidac¢ni dekarboxylaci malonatu a
semialdehydu methylmalonatu na acetyl- a propionyl-CoA [63].
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Obr. 12 Struktura aldehyddehydrogenazy [64]

3. 2. 6. 2 Genova podstata

V lidském genomu bylo mapovano devatenact genit ALDH. Znichz 17
izoenzyml je ruzné distribuovano do tkdni, kde mohou byt substratové specifické.
Vsechny ALDH geny jsou kddovany v jadre, ale nejméné pét izoenzymu se nachdzi a

pracuje v mitochondriich.

Struktura mitochondrialni formy ALDH2 byla stanovena z ov¢ich jater, které
sdili 95% sekvenc¢ni identitu s lidskym enzymem. Sklada se z 500 AMK. Jednotlivé
podjednotky obsahuje tfi domény. Dvé vétsi a/f dinukleotidové vazebné domény a

mens$i domény, které se tiCastni oligomerace [63].

Geneticky polymorfismus v genu ALDH2 vede Kk inaktivaci katalytické ALDH2.
Tento polymorfismus ALDH?2 je spojovan, kromé ochrany proti rozvoji alkoholismu, se

zvySenym rizikem vzniku rakoviny jicnu, zaludku, tlustého stfeva a plic.

Mutace v ALDH3A2 mé za nésledek zhorSeni metabolismu stfedné dlouhych a
dlouhych fetézcli mastnych aldehyd. Tyto aldehydy jsou odvozené od mastnych
alkoholu a kyseliny fytanové, glycerolipidového éteru a leukotrient B4. Dana mutace je

molekularni podstatou Sjogren-Larssonova syndromu.

Mutace v ALDH4Al zpisobuje hyperprolinémii, autozomalné recesivni

onemocnéni charakterizované neurologickymi projevy

Mutace v ALDH5A1 zplsobuje vy-hydroxymdaselnou  acidarii. Jednad se

0 vzacnou autozomalné recesivni poruchu v metabolismu GABA.
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Se ztratou funkce ALDH6A1 je spojena vrozend metabolickou poruchou, kterd

vede Kk vyvojovému zpozdéni [63].

3. 2. 6. 3 Aktivita

Aktivita ALDHs je méfena na zakladé oxidace 3,4-didroxyfenylacetaldehydu
pfipadné 1 3,4-dihydroxyfenylglykoaldehydu Vysoka aktivita Ky byla lokalizovana
V mitochondrialni membran¢, =zatimco nizka aktivita Ky byla nalezena

V mitochondrialni matrix.

V cytosolu bylo zjisténo vyssi procento celkové ¢innosti ALDH pro DOPAL. A
proto bylo navrZeno, ¢ ALDH uskute¢iiuje oxidaci biogennich aminli pfedevs$im

v tomto subcelularnim prostoru [63].
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4 Zavér

V této praci jsem se vénovala katecholaminovému a cholinergnimu systému.
Mediatorem  (neurotrasmiterem)  cholinergniho  systému  je  acetylcholin.
Cholinacetyltransferaza je enzym, ktery dany mediator syntetizuje a
acetylcholinesterdza jej naopak degraduje. Noradrenalin je hlavnim neurotransmiterem
adrenergniho systému. Vicekrokové syntézy noradrenalinu se ucastni tyto eznymy:
tyrozinhydroxylaza, DOPA-dekarboxylaza a DOPA-B-hydroxylaza.

Monoaminooxidaza a kechol-O-methyltrasferaza katalyzuji odbouravani mediatoru.

Nedostatek, snizenad aktivita ¢i mutace jednotlivych enzymut zplsobuji fadu
onemocnéni. Velkou c¢ast tvofi psychické poruchy jako je Azheimerova choroba,

Parkinsonova choroba, schizofrenie ¢i bipolarni afektivni porucha.

Inhibitory acetylcholinesterazy jsou vyuzivany k 1é¢bé Alzheimerovy choroby.

Nékteré enzymy jsou spojovany s rakovinou prsu, prostaty, zaludku a podobné.
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