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1. VZNIK NEUROVIED A ICH ROZDELENIE

Mozog ajeho fungovanie zaujimali l'udstvo oddavna a prvd zmienka o mozgu bola

zaznamenana v 17 storoé¢i pred Kristom (Obrazok 1).

Obrazok 1. Slovo mozog sa v starom Egyptskom papyruse vyskytuje viackrat v savislosti
s popisom symptomov, diagndézou a prognoézou dvoch pacientov s fraktirou lebky (prevzaté

z Kandel a spol., 2000).

Jedna z prvych predstav o fungovani mozgu je vyjadrend kresbou, ktora pochadza z obdobia
okolo roku 1800. Podstatou bolo rozdelenie lebky na 35 presnych oblasti, ktoré mali byt
zodpovedné za intelektualne a emocionalne danosti jedinca (Obrazok 2). Rozdiely v spravani
jedincov sa vysvetl'ovali rozdielnou velkostou jednotlivych oblasti.

Stadium mozgu je vel'mi $iroka vedna disciplina, ktora je zahrnutd pod pojmom neurovedy
a ktord sa zaobera Sirokou Skalou poznatkov, od Struktury mozgu, cez regulacie, az po
funk¢né prepojenie spojené so spravanim jedinca.

Moderné neurovedy reprezentuju zlucenie molekularnej biologie, biochémie, neurofyzioldgie,
anatomie, embryologie, bunkovej biologie a psycholdgie. Samozrejme, obrovsky vyznam
maju aj klinické odbory, ktoré sa zaoberaji mozgom anervovym systémom, ako je
neurologia, neurochirurgia, atd. Neurovedy posilnili ideu, ktora ako prvy predniesol

Hippocrates, Ze dokonalému pochopeniu mysle musi predchadzat’ nalezité poznanie mozgu.



Teda, ulohou neurovied je vysvetlit' spravanie v zavislosti od roznych aktivit mozgu. Ako
dokaze mozog zoradit’ a riadit’ miliény jednotlivych nervovych buniek tak, aby vysledkom
bolo spravanie jedinca? Ako sa meni signalizacia nervovych buniek v zavislosti od prostredia,
ochorenia, resp. od inych faktorov? Tieto a eSte mnohé d’alSie otdzky st predmetom $tadia
neurovied. V zavislosti od toho, ktord faza, resp. Cast’ nervovej ¢innosti, alebo aktivity sa
sleduje, je mozné rozdelit’ neurovedy do viacerych oblasti, z ktorych hlavné su:

A. Molekularne neurovedy

B. Bunkové neurovedy

C. Behavioralne neurovedy a

D. Systémové neurovedy

B santi

Obréazok 2. Kresba, ktord pochadza zhruba z roku 1800 a ukazuje rozdelenie lebky do 35
intelektualnych a emocionalnych oblasti. Kazda z tychto ¢asti mala byt zodpovedna za urcita

aktivitu (prevzaté z Kandel a spol., 2000).



2. NERVOVY SYSTEM

Nervovy (neuronalny) systém je najdokonalejsi signalizacny a komunika¢ny systém zivych
organizmov. Vrcholom vyvoja nervovej sustavy je l'udsky mozog. Zatial o bezstavovce
(napr. rak, hmyz, slimak, atd’.) maji mozog, ktory obsahuje maximalne 10* -10° neurénov,
T'udsky mozog ich obsahuje 10''. Nervovy systém sa deli na centrdlny a periférny (Obréazok
3). Sucastou centralneho nervového systému (CNS) st mozog a miecha. CNS je tvoreny
siedmymi zakladnymi ¢astami (Obrazok 3).

Nervovy systém je tvoreny dvoma zékladnymi skupinami buniek — nervovymi bunkami
a gliovymi bunkami. Mozog obsahuje 5-10-krat viac gliovych nez neuronalnych buniek.
Zatial' ¢o nervové bunky su schopné prendsat’ signal, gliové bunky plnia skor podporna
funkciu. Tieto bunky maju za tlohu vyzivovanie nervovych buniek, ich ochranu, smerovanie
rastu, atd’. Niektoré¢ gliové bunky mdzu byt mostikom medzi neurénmi a krvnymi kapilarami.
Existuje niekol’ko typov gliovych buniek, ako napr. oligodendrocyty, Schwannove bunky,
astrocyty, atd’. (Obrazok 4). Zatial’ ¢o zakladnym typom gliovych buniek v CNS su astrocyty
a oligodendrocyty, v periférnom nervovom systéme st to prednostne Schwannove bunky.
Oligodendrocyty st malé bunky, ktoré v bielej hmote mozgovej poskytuju myelin a v Sedej
hmote mozgovej perineurdlne oligodendrocyty obal'uju a chrdnia bunkové teld neurdnov.
Schwannove bunky poskytuji myelinova ochranu pre axény v periférnom nervovom systéme.
Astrocyty su najpocetnejSie gliové bunky v CNS amaju vyzivovaciu funkciu. Myelin je
derivat cholesterolu atvori izolaénui vrstvu, ktora zabezpecuje, aby signal neunikal do
prostredia. Vynimkou st Ranvierove zarezy (,,nodes of Ranvier®), ktoré nie si myelinizované
aslizia na zosilnenie signalu. Poruchy v tvorbe myelinu st spojené s tazkymi formami
neuropatii. Demyelinizacia axénov moze byt sposobend nasledkom genetickej poruchy,
infekcii, nedostatkom vitaminov B6 a B12, alebo tiez autoimunitnymi ochoreniami a jedmi,

ako st napr. organofosfaty. Demyelinizacia neuréonov v CNS sposobuje, Ze je potrebny vacsi



prad na zmenu polarity internodalneho segmentu a po otvoreni kandlov mozu nastat’ vel'ké
pradové straty, ¢o ma za nasledok spomalenie, alebo stratu schopnosti axénu prenasat’ signal,
aj ked’ je axdn intaktny. Demyelinizacia neurénov je pri¢inou tak zdvaznych ochoreni, ako su
skler6za multiplex, idiopatické zapalové demyeliniza¢né ochorenie, CPM (,,Central pontine
myelinolysis®), tabes dorsalis, alebo progresivna multifokdlna leukoencefalopatia.
Demyelinizacia periférnych neurénov ma za nésledok ochorenia ako Guillain-Barrého
syndrom (autoimtiinne ochorenie), chronickd zapalova demyelinizacna neuropatia a ochorenie

Charcot-Marie-Tooth (dedi¢na neuropatia periférneho nervového systému).
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Obréazok 3. Neuronalny systém je tvoreny centralnym nervovym systémom (CNS)
a periférnym nervovym systémom. Zatial' ¢o CNS je tvoreny mozgom, mozgovym kmenom,
mozockom a miechou, stcastou periférneho nervového systému je celotelova inervacia

(prevzaté z Kandel a spol., 2000).

Zhruba 10% centralneho nervového systému tvoria nervové bunky. Nervové bunky (neurony)
Y

st hlavnymi signalizaénymi jednotkami nervového systému. Cudsky mozog obsahuje 10"



neurénov, ktoré sa daju rozdelit’ do minimalne tisicky rozdielnych typov. Avsak, vsetky tieto
typy maju podobnu architektaru. Kazdy neurén pozostava zo Styroch rozdielnych casti — telo
bunky (soma), dendrity, axon, synaptické zakoncéenia (Obrazok 5). Dendrity st tenké
vlakna o priemere menej nez 1 um, ktoré st zakoncené synapsou a posobia ako prijimace
prichddzajacich signdlov. Axon je dlhé vldkno o priemere 1-20 um, ktory je zodpovedny za
vysielanie signalu. Axonalne vlakno moze byt tiez vetvené. Dolezitou Specializovanou ¢astou
tela neurénu je axondlny pahorok (,,axon hillock®). Je to miesto, kde sa zbichaju a sumuju
inhibi¢né aj excitacné postsynaptické membranové potencialy skor, nez si prenesené do

axonu. V tomto mieste su sustredené napatovozavislé ionové kanaly vo vysokej hustote.
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Obréazok 4. Rozdielne typy gliovych buniek. Oligodendrocyty, Schwannove bunky,
a astrocyty. Schwannove bunky su stcastou periférneho nervového systému, zatial Co
oligodendrocyty a astrocyty su sucastou CNS. Tvar jednotlivych typov gliovych buniek je

zavisly od ich funkcie (prevzaté z Kandel a spol., 2000).

Neurdny, ktoré vysielaju signal sa nazyvaju presynaptické a tie, ktoré prijimaji signal sa
nazyvaju postsynaptické. Neuronalna komunikdcia medzi neurénmi prebicha cez synapsy

a synapticku Strbinu. Neuronalny signal na presynaptickom konci neurdénu zapri¢ini
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uvolnenie neurotransmitera. Neurotransmiter prechadza synaptickou Strbinou medzi dvoma
neurénmi a spdsobuje depolarizaciu postsynaptickej membrany druhého neurénu. Vysledny
postsynapticky potencial sa §iri do tela bunky aaxéonu aza vhodnych podmienok moéze
iniciovat’ akcny potencial v axéne. Priemerny neurdn vytvara okolo 1000 synaptickych
spojeni. Purkyného bunky mozocku prijimaju viac ako 100000 vstupov.

Neurény moézu byt charakterizované ako unipoldrne - ztela neurénu vybieha 1 vybezok,
bipolarne - z tela neurénu vyrasta 1 axén a 1 dendrit, alebo multipolarne - s jednym axénom
a mnozstvom dendritov (napr. pyramidalne bunky hipokampu, alebo Purkyného bunky
z mozocku). Unipolarne neurény st charakteristické pre nervovy systém bezstavovcov.
Multipolarne neurény sa nachadzaju v nervovom systéme stavovcov. Su tvorené jednym
axonom a mnozstvom dendritov, ktorych pocet sa v jednotlivych typoch multipolarnych

buniek 1isi.

Obrazok 5. Architektura neurénu. Neurdon je zlozeny ztela bunky a vybezkov, ktoré sa
nazyvaju neurity. Axény st zakoncené synapsami, pomocou ktorych neurény komunikuja

s ostatnymi bunkami (prevzaté z Kandel a spol., 2000).



Z funk¢éného hl'adiska st neurony rozdelené do troch hlavnych skupin:

e Senzorické neurony — prendsaju informdaciu z periférie do nervového systému za

ucelom vnimania a motorickej koordindcie.
e Motorické neurony - prenaSaju prikazy z mozgu alebo miechy do svalov a zliaz
e Interneurény — tvoria najviacsiu skupinu neurénov, ktoré nie su Specificky senzorické
alebo motorické. Ich ulohou je prenos signalu na vel’ké, alebo menSie vzdialenosti.

Ako uz bolo spomenuté, funkény neuréon musi byt schopny ziskavat' informacie z inych
neurdnov a prendsat’ ich na dalSie bunky. Spravidla sa informdacia ziskava cez membranové
receptory. Abnormality v ¢innosti nervovej bunky moézu byt v désledku zmien vo vsetkych
Castiach bunky, ktoré prenédsaju signal. Napriklad, méze ist’ o zmeny v hustote membranovych
receptorov (znizenie ich mnozstva), mozu byt zablokované mechanizmy vnutrobunkovej
transmisie (napr. G-proteiny, alebo i6nové kandly). Takéto funkéné abnormality st vratné, po
odzneni prifiny nastdva navrat k normalnemu prenosu signalu. Nevratné zmeny v neuronalne;j
signalizécii nastdvaji po priamom poskodeni neurénu (napr. v dosledku mechanického
poskodenia, vyrazného nedostatku energie, alebo pri apoptodze). Apoptéza zohrava dolezith
ulohu pri neurodegenerativnych ochoreniach (napr. Alzheimerova choroba, Huntingtonova
chorea, infantilnd spinalna svalovd dystrofia, atd’.) a prispieva k bunkovej smrti pocas
ischémie. V dospelom mozgu vedie smrt’ neurondlnych buniek k ireverzibilnej strate funkcii,
aj ked’ ostatné neurony mozu ich funkciu ¢iastocne nahradit’.
Specificky tvar neurénov zabezpecuje cytoskeleton, ktory je zodpovedny aj za asymetricki
distribiciu organel v cytoplazme. Cytoskeleton je zloZeny ztroch zdkladnych vlaknitych
Struktr — mikrotubulov, neurofilamentov a aktinovych mikrofilamentov. Mikrotubuly si
zloZzené z 13 protofilamentov. Kazdy protofilament obsahuje niekol’ko péarov o af
tubulinovych podjednotiek, ktoré su linearne usporiadané. Tubulin je GTPaza a mikrotubuly

narastaji pridanim GTP-viazanych tubulinovych dimérov na svojich kladne nabitych



koncoch. Kratko po ukoncéeni polymerizacie je GTP hydrolyzované na GDP. Pokial’ nie st
mikrotubuly stabilizované vézbou s inymi proteinmi, nastdva rapidna depolymerizacia.
Proteiny spojené s mikrotubulami sa nazyvaju ,,mictotubule-associated proteins® (MAPs).
MAPs v dendritoch a exone sa lisia. Napriklad, MAP2 je pritomny v dendritoch, ale chyba
v axone, zatial’ ¢o tau protein a MAP3 st pritomné v axone. Neurofilamenty su povazované za
kostru cytoskeletomu. St najvydatnej$imi fibrilarnymi komponentami axénu. Neurofilamenty
st podobné intermedidlnym filamentom v inych typoch buniek a vSetky patria k skupine
proteinov nazyvanych cytokeratiny. Na rozdiel od mikrotubulov, neurofilamenty st vel'mi
stabilné a polymerizované. Pri niektorych neurodegenerativnych ochoreniach, hlavne pri
Alzheimerovej chorobe su neurofilamenty modifikované a vytvéraji tzv. neurofibrilarne
zamotky. Mikrofilamenty s najtensie z troch typov vlakien, ktoré vytvaraju cytoskeleton. Tak
ako tenké filamenty svalov, aj mikrofilamenty st polarne polyméry globularnych aktinovych
monomérov, ktoré maji ATP, alebo ADP. Aktin je najvacSou zlozkou vSetkych buniek
a zrejme je najcastejSim proteinom v prirode. Aktinové filamenty vytvaraju kratke polyméry.
St koncentrované na bunkovej periférii v kortikalnej cytoplazme pod povrchom membrany,
kde vytvaraju hustu siet’.

Neurény medzi sebou komunikuju pomocou neuronalnych zakonceni — syndps a synaptickych

Strbin.

Otazky ku kapitole:
1. Na aké dve zékladné Casti sa deli nervovy systém? (Odpoved’ je na strane 5)
2. Aké dve zakladné skupiny buniek tvoria nervovy systém? (odpoved’ je na strane 5)
3. Akad je funkcia jednotlivych typov gliovych buniek? (odpoved’ je na strane 5)
4. Co je to myelin a na &o sluzi? (odpoved’ je na stranach 5 - 6)

5. Z akych Casti sa skladd neuron? (odpoved’ je na strane 7)
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6. Ako sa delia neurény z funkéného hl'adiska? (odpoved’ je na strane 9)
7. Aké moze byt poskodenie neurénov a v dosledku ¢oho vznikd (odpoved’ je na strane
9)

8. Co to je cytoskeleton a z akych ¢asti je zloZeny (odpoved je na strane 9-10)

3. SYNAPSY A SYNAPTICKE SPOJENIA

Synapsa (Obréazok 6) je miesto, v ktorom jeden neurén komunikuje s d’al§im neurénom.
Synapticka Strbina je priestor medzi neurénmi, v ktorom sa prenasa (transmituje) signal
pomocou chemickych poslov — neurotransmiterov. Aktivacia neuréonov moze nastat
elektricky, alebo chemicky. Teda, podla typu aktivicie delime synapsy na chemické
a elektrické. Priemerny neur6on vytvara zhruba 1000 synaptickych spojeni a prijima viac, az

10000 spojeni.

Chemicka synapsa

Presynapticky neurdén uvoltfiuje latky nazyvané neurotransmitery, ktoré sa viazu na receptory
v cytoplazmatickej membrane postsynaptického neurénu. Neurotransmiter moze vyvolat
elektricki odpoved, alebo spustit’ signalnu kaskadu druhych poslov, ktora méze excitovat’,
alebo inhibovat’ postsynapticky neurdén. Velkost' synaptickej Strbiny pri chemickej aktivacii

je 20-40 nm a rychlost’ prenosu je 1-5 ms.

Elektricka synapsa
Presynapticky neurdn je spojeny s postsynaptickym neurénom Specidlnymi kanalmi (,,gap
junctions®), cez ktoré prestupuje elektricky prid. Zmeny napdtia na presynaptickom neurdne

tak vyvolavaji zmeny napétia na postsynaptickom neurone. Synapticka Strbina pri elektricke;j
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aktivacii ma vel'kost’ zhruba 3,5 nm. Prenos signalu cez elektricku synapsu je ovel'a rychlejsi

nez cez chemicku synapsu — 0,1 ms.
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Obrazok 6. Elektricka (a) a chemicka (b) synapsa. Obe synapsy sa vzajomne liSia nielen
mechanizmom aktivacie, ktorou sa do synaptickej $trbiny uvol'nia neurotransmitery, ale tiez

Sirkou synaptickej Strbiny (prevzaté z Kandel a spol., 2000).

Neurotransmitery a in¢ sekre¢né produkty sa syntetizuju v tele neurénu, odkial’ musia byt
aktivne transportované na koniec axonu. Takyto transport sa nazyva axendlny transport.
Vel'ké membranové organely su takymto transportom prenaSané z tela bunky na perifériu, ale
tiez opaénym smerom. Tieto organely obsahuji vezikuly konstitutivnej sekretorickej drahy,
synaptické vezikuly membranovych prekurzorov, mitochondrie, elementy endoplazmatického
retikula, atd’. Teda, pocCas diferenciacie nervového systému, axondlny transport umoziuje
predlzovanie axonov tym, ze dodava novy materidl potrebny na tvorbu membran na distalnom
konci axénu. Nakolko axony predstavujii nickedy az 10 000-nasobok dizky tela axénu, ide
o transport aktivny, s vysokou spotrebou ATP. Pohyb smerom k synapse je anterogrdadny
transport a smerom spit’ z axonu do tela neuronu sa retrogradnym transportom pohybuja
zlozky, ktoré st ur€ené na degradaciu v lyzozémoch (Obrazok 7). Tymto transportom sa tiez
prendsa signal do tela bunky. Prevazna vicSina axondlnych proteinov je syntetizovand v tele
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neurénov a transportovand do axénov. Transport zabezpeCuji mikrotubuly (nazyvané aj
neurofilamenty), ktoré maji priemer priblizne 10 nm a st zlozené z tubulinu. Hlavnymi
mechanickymi transportérmi su molekuly kinezin pre anterogradny transport a dynein pre
retrogradny transport. Kinezin a molekuly podobné kinezinu su ATPazy, ktoré su pripojené
k mikrotubulom a sluzia ako motor pri prenasani nakladu. Anterogradny transport je rychlejsi
ako retrogradny transport. Je zname, ze vezikuly sa pohybuju rychlostou 50-400 mm za den -

rychly axonalny transport a proteiny sa pohybuju pomalSie - 8 mm za den - pomaly axondlny

transport.
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Obréazok 7. Anterogradny a retrogradny axonalny transport. Anterogradnym transportom sa
prendsaju stavebné latky, ziviny a neurotransmitery do synaptickych zakonceni axénu, zatial

¢o retrogradny transport slizi na transport nepotrebnych a degrada¢nych produktov.

Otazky ku kapitole:
1. Co to je synapsa a synapticka §trbina? (Odpoved je na strane 11)
2. Aky je rozdiel medzi elektrickou a chemickou synapsou? (odpoved’ je na strane 11)
3. Co to je axonalny transport, aké dva typy axonalneho transportu poznite a aky je
medzi nimi rozdiel (odpoved’ je na stranach 12 a 13)

4. Na ¢o sluzi kinezin? (odpoved’ je na strane 13)
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4. MODULACIA SYNAPTICKEJ TRANSMISIE
Synaptické receptory maju dve hlavné funkcie:

A. rozpoznavaju Specifické transmitery a

B. aktivuju efektory.
Doteraz identifikované synaptické receptory mézu byt’ rozdelené do dvoch skupin podrla toho,
ako su prepojené receptorové a efektorové funkcie. Jeden typ, tzv. ionotropny receptor
vratkuje i6nové kanaly priamo. Dalsi typ receptora — metabotropny receptor — vratkuje idnové
kanaly iba nepriamo. Receptorové a efektorové funkcie vratkovania su teda tvorené
separatnymi molekulami. Receptory su tvorené dvoma rodinami:

— receptormi pripojenymi ku G-proteinom a

— tyrozinkinazovymi receptormi.
Receptory spojené s G-proteinmi (Obrazok 8) st prepojené s efektorovym komponentom
pomocou proteinu ktory viaze guaninovy nukleotid, alebo tzv. G-proteinu. Aktivacia
efektorovej zlozky receptorov viazucich G-protein vyzaduje Uc€ast’ viacerych rozdielnych
proteinov. Obycajne je efektorom enzym, ktory produkuje difuzibilného druhého posla
(,,messenger). Druhy posol potom spusta kaskddu biochemickych reakcii, bud’ aktivaciou
Specifickych proteinkinaz, ktoré fosforyluji rozliéné bunkové proteiny (na serinovych alebo
treoninovych zvyskoch), alebo mobilizaciou vapnikovych iénov z vnutrobunkovych zasobarni
a iniciaciou reakcii, ktoré menia bunkovy status.

Druhou skupinou receptorov, ktoré¢ vratkuju i6nové kandly nepriamo, su
tyrozinkinazove receptory. Cytoplazmatickd doména tychto receptorov je vlastne enzym,
ktory sdm seba fosforyluje atiez ostatné proteiny na tyrozinovych zvyskoch. Fosforylacia
cytoplazmatickej domény receptora umoznuje jeho vdzbu na aktivaciu dalSich proteinov,
vratane kinaz, ktoré st schopné pdsobit’ ako i6nové kandly. Tyrozinkindzové receptory st

typicky aktivované horménmi, rastovymi faktormi a neuropeptidami.
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Obréazok 8. Mechanizmus aktivacie G-proteinov. G-proteiny st multipodjednotkové
Struktiry zlozené z proteinov o, ay. Podla toho, ¢i aktivuju, alebo inhibuji adenylat

cyklazovy systém, ich delime na stimula¢né (Gs), alebo inhibi¢né (Gi).
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Takze, G-proteiny su skupinou proteinov, ktoré si vyznamnym spdsobom zapojené do
signalizacnej kaskady druhych poslov. Svoj nazov dostali podla toho, Ze patria do skupiny
GTPaz. G-proteiny st pravdepodobne najddlezitejSie transdukéné molekuly v bunkach. Sa
volne ukotvené hydrofobnymi doménami na vnutornej strane cytoplazmatickej membrany.
Ulohou G-proteinov je interagovat smembranovymi receptormi. Po aktivacii tychto
receptorov sa aktivuju G-proteiny, ktoré sprostredkuji prenos informacie na nizsie ¢lanky
signalnej kaskady, ktoré sa mo6zu nachadzat’ aj vo vnutri bunky. G proteiny prepajajui viac ako
1000 receptorov s roznymi efektormi v bunkach.

G-proteinovy komplex je zlozeny z troch podjednotiek, a,  ay. Doteraz bolo objavenych 17
génov kodujucich a-podjednotku, 6 génov kodujicich B podjednotku a 12 génov kodujicich
v podjednotku. Tento znaény pocet podjednotiek umoziuje Sirokt variabilitu G-proteinovych
komplexov so Specializovanymi vlastnostami a rozdielnymi fyziologickymi tlohami. G-
proteiny sa oznacujii podl'a tlohy o podjednotiek, napr. Gs je podjednotka, ktord stimuluje
adenylat cyklazu, Gi ju inhibuje, Golf aktivuje olfaktorické receptory. Dalsie G-proteiny su
napr. Gq, Gt, alebo G12. Princip prenosu signalu je popisany na priklade Gs proteinu.

Vizba transmitera na receptor umoziuje stimulaénému G-proteinu (Gs), ktory je nositelom
GDP, aby sa naviazal na vnatrobunkovia doménu receptora (Obrazok 8). Toto spojenie
spdsobi vymenu GTP za GDP, ¢o ma za nasledok, Ze as-podjednotka G proteinu oddisociuje
od By podjednotky G-proteinu. Vzapiti sa a-podjednotka spdja s intracelularnou doménou
adenylat cyklazy, ¢im sa aktivuje enzym anastdva produkcia cAMP z ATP. Ked je
o podjednotka viazand na adenylat cyklazu, je GTPazou. Hydrolyza GTP na GDP
a anorganicky fosfat vedu k disociacii as-podjednotky =z cyklazy a opdtovné spojenie
s By podjednotkami. Cyklaza vzapéati prestdva produkovat druhych poslov. Niekedy pocas

tohto cyklu transmiter oddisociuje od receptora. Systém sa vrati do inaktivneho stavu.
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Agonistami G-proteinov su acetylcholin, adrenalin, GABA, dopamin, histamin, somatostatin,
atd’. Za pritomnosti cholerového toxinu sa GTP na o podjednotke nedokaze hydrolyzovat’ na
GDP, teda aktivacia o podjednotiek je trvala. Pertussis toxin zase zabranuje, aby sa GDP
uvolnilo z o podjednotky. G protein teda ostdva v inaktivnej forme a jeho aktivacia je

nemozna.

Otazky ku kapitole:
1. Ako sa delia synaptické receptory a aky je medzi nimi rozdiel? (odpoved’ je na
strane 14)
2. Co st to G proteiny a aky maju vyznam v bunke? (odpoved’ je na strane 16)
3. Popiste signalizaciu cez G proteiny (odpoved’ je na strane 14-17)
4. Akych antagonistov G-proteinov poznate aaky je ich mechanizmus

posobenia? (odpoved’ je na strane 17)

5. IONOVE KANALY

Neuronalna signalizacia je zavisla na rychlych zmenach elektrického signalu pozdiz bunkove;
membrany. Jednotlivé senzorické bunky mozu vytvarat’ zmeny v membranovom potenciali
v zavislosti na vel'mi malych stimuloch. Napriklad, receptory v oku reaguju na jeden foton
svetla. Signalizacia v mozgu zavisi na schopnosti nervovych buniek reagovat’ na takéto malé
stimuly, pri¢om sa produkuji rychle zmeny rozdielu elektrickych potencialov pozdiz
membrany. Tieto zmeny su sprostredkované iomovymi kandlmi — skupinou integralnych
membranovych proteinov, schopnych prenasat’ iony cez membranu.

Koncentracia niektorych i6nov v extracelularnom (vonkajSom) a intracelularnom

(vnutrobunkovom) priestore je velmi rozdielna. Napriklad, koncentracia sodika
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v extracelularnom priestore je 150 mM, zatial’ ¢o v intracelularnom priestore 15 mM. Naopak,
koncentracia draslika v extracelularnom priestore je 5 mM a intracelularnom priestore 100
mM. Viapnikové i6ny si ovela koncentrovanejSie v extracelularnom (2mM), nez
intracelularnom (0,0002) priestore. Ionové kandly s schopné rozpoznat a vyselektovat
Specificky i6n, ako vapnik, draslik, sodik a chloridové i6ny. Cez jeden kanal mdze prejst’ za
sekundu az 100 miliénov i6nov. Teda, i6nové kanaly st vlastné selektivne vodivé pory.
Z hladiska energetickej ndroCnosti je transport idnov cez kanaly pasivmym transportom,
pretoze nevyzaduje energiu. Hnacou silou je kombindcia gradientu koncentracie
transportovanej molekuly a gradientu elektrického potencidlu naprie¢ membranou, suhrnne
vyjadrenom vo forme elektrochemického gradientu. Existuji stovky rozdielnych i6novych
kanalov, ktoré sa liSia idbnovou selektivitou, vratkovacim mechanizmom a sekvenciou. I6nové
kandly sa otvaraju a zatvaraju ako odpoved’ na Specifické elektrické, mechanické a chemické
signaly. Podl'a stimulov, ktoré¢ i6nové kanaly otvéarajt ich delime na:

e Napitovozavislé

e Ligandom otvarané

e Zavislé na zmenach pH

e Mechanicky otvarané (zavislé na tlaku, alebo natiahnuti)

Podl'a toho, aké i6ny a prenaSaju cez membranu, delime i6nové kandly na sodikové,
draslikové, vapnikové a chloridové. Selektivita kanalov pre urcité idny je zavisla hlavne na
naboji i6nu ateda nie je absolutna. Kandly su preto schopné prenaSat aj pribuzné idny
s rovnakym nabojom.
[6nové kanaly st charakterizované troma zdkladnymi vlastnostami:

e PrenaSaju idony cez membranu

e Rozpoznavaju Specifické i6ny a st schopné ich vyselektovat’ a
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e Otvaraju a zatvaraju sa v zavislosti na Specifickych elektrickych, mechanickych, alebo

chemickych signaloch.
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Obrazok 9. Transmembranova S$truktira sodikového, vapnikového a draslikového kanala.
Kazda transmembranova doména ma 6 transmembranovych segmentov. Stvrty segment

v kazdej doméne je povaZzovany za napat’ovy senzor.

Vsetky napétovozavislé i6nové kandly su transmembranové Struktury, ktoré su vacSinou
zlozené z viacerych podjednotiek. Hlavnd podjednotka je schopna vytvarat vodivy poér

a obsahuje Struktiry, ktoré st zodpovedné za jeho vratkovanie. Hlavné podjednotky
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jednotlivych typov i6novych kanalov pochddzaji zjedného ancestralneho génu. Su
charakteristické tym, Ze maji 6 transmembranovych segmentov v jednej doméne (Obrazok
9). Zatial' ¢o K" kandly su tvorené len jednou doménou a na vytvorenie funkéného kandla st
potrebné 4 rovnaké podjednotky, sodikovy a vapnikovy kandl je tvoreny 4 doménami (kazda
obsahuje 6 transmembranovych segmentov) a su schopné vytvarat por. Ostatné podjednotky
maji len modula¢nu funkciu. Navyse, tieto ,,modulacné” podjednotky sa mézu lisit’ nielen

v ramci jedného zivocisneho druhu, ale tiez v ramci jednotlivych tkaniv u toho istého druhu.

5.1. Akény potencidl a jeho tvorba

Neuronalna signalizacia je zavisld od ndhlych zmien v elektrickom potenciali pozdiz
bunkovej membrany neurdénu. Tento potencial (zmena néboja na dvoch miestach) pozdiz
membrany v ¢ase sa nazyva pokojovy, alebo membrdanovy potencial. Vnutorna strana
bunkovej membrany ma voci povrchu bunky zaporny potencial. Pocas akéného potencidlu sa
rychlo zmeni membranovy potencial, az o 500 milivoltov za sekundu. Tieto nahle zmeny
v membranovom potenciali su sprostredkované idonovymi kanalmi. Akény potencidl je teda
zmena oproti pokojovému potencidlu na membrane. Na zaciatku akéného potencialu je
membrana v pokojovom stave pri zhruba -70mV, ¢o je potencial udrziavany napitovo-
zavislymi draslikovymi kanalmi. Pri Specifickom impulze iniciovanom signalom
z neurotransmitera sa otvaraji napitovozavislé sodikové kanaly. Tieto umoZznia vtok
sodikovych i6nov, ¢o zmeni membranovy potencidl smerom k pozitivnejSim hodnotam.
Vzapiti sa sodikové kanaly zatvoria a otvoria sa draslikové kandly (nazyvané ,delayed
rectifier channels®), ktoré obnovia pocCiatoény pomer idnov (repolarizdcia) a negativny
membranovy potencidl. V niektorych typoch buniek moéze hodnota vnutrobunkového
potencialu pocas repolarizacnej fdzy prechodne poklesnut’ pod jeho pévodnu hodnotu. Vtedy

hovorime, Ze bunka je hyperpolarizovand. Membranovy potencial nasledne pomaly stipne
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spat’ na povodny pokojovy potencial. Rychlost’ a casovy priebeh repolarizacie su typické pre
jednotlivé typy buniek.

Napitovozavislé i6nové kandly sa nachadzaji v troch funkénych stavoch: otvoreny,
zatvoreny a inaktivovany. Ak dosiahne napitie pri depolarizdcii (zmene membranového
potencidlu) membrany prahova hodnotu (,,treshold®) pre urcity typ kandlov, za¢inaju sa tieto
otvarat’. Pocas dlhSej depolarizacie, kedy sa dosahuju hodnoty nad prahom aktivacie kanalov,

sa mozu kandly postupne inaktivovat’, az zatvorit’.

5.2. Metody Studia ionovych kandlov
I6onové kandly je mozné sledovat’ na Grovni génovej expresie, proteinu, alebo aktivity. Na
sledovanie génovej expresie sa pouziva najcastejSie metodda reverznej transkripcie s naslednou
polymerazovou retazovou reakciou, alebo polymerazovou retazovou reakciou v redlnom
Case. Na sledovanie mnozstva kanalovych proteinov sa pouziva Western blot analyza, pricom
sa pouzivaju Specifické monoklonové alebo polyklonové protilaitky voci jednotlivym
podjednotkdm sledovaného kanala. Na sledovanie aktivity sa vyuZzivaju tri zakladné
biofyzikalne metody:

e Metoda plandrnych lipidickych membran

e Dvojelektrodovy ,,clamp* (zamok)

e .patch clamp®

Plandrne lipidické membrany (Obrézok 10) su najjednoduch$ou metodikou merania
ionovych pradov. Ich vyhodou je jednoduchost’, dostupnost’ kanidlového proteinu z oboch
stran a moznost’ rychlej zmeny idnovych roztokov na cis a trans strane. Nevyhodou je fakt, ze

sa jedna o umely systém, takze niektoré parametre kanala mézu byt zmenené.
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Operacny zosilfovac
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Obréazok 10. Zariadenie na $tadium aktivity na planarnych lipidickych membranach. Zaklad
tvori komorka predelend prepazkou, v ktorej sa nachddza malé dierka. V nej sa vytvori umela
fosfolipidova membrana, do ktorej sa zabuduje jeden alebo viac kandlov. Ked’Ze roztoky na

cis a trans strane su rozdielne, kandlom méze pretekat’ prad.

wPatch clamp“ metéda (v slovenéine sa preklada ako metéda tercikového zamku) je
najnovSou z tychto elektrofyziologickych metdéd. Bola vyvinutd vroku 1972 Erwinom
Neherom a Bertom Sakmannom, ktori za jej objavenie boli oceneni Nobelovou cenou. Tato
metéda moze sluzit’ na zaznamenanie pradovych tokov cez jednotkovy kanal, alebo stubor
kanalov. Prud cez jednotkovy kanal (Obrézok 11) sa meria na malom kisku membrany
prilepenej k ustiu pipetky, subor kandlov sa d4 merat’ aj na celej bunke. Okrem toho sa
metdda ,,patch clamp* pouZziva aj na meranie zmien transmembranového napdtia. Kanaly a ich
otvorenie, resp. zatvorenie mozno regulovat Specifickymi latkami - agonistami

a antagonistami.
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Step of elementary current

Obréazok 11. Typicky zaznam merania pradov. Ked’ze cez otvoreny kanal moze pretiect’
presne definovany prud, podla zmeny prudu vidime, ¢i je otvoreny jeden, dva, alebo tri

kanaly. Ako vidno na obrazku, diZka otvorenia kanalov je rozdielna.

5.3. Sodikové napiit'ovozavislé kandaly

Sodikové napitovozavislé kandly (Obrazok 12) sa nachadzaju vo vicéSine excitabilnych
tkaniv a st zodpovedné za rychlu depolarizaciu bunky, ktorou sa zacina ak¢ény potencial. Je to
vd’aka tomu, Ze maju nizky prah aktivacie. Narast ak¢né¢ho potencialu ma podobny Casovy
priebeh prakticky vo vSetkych tkanivach. Trva radovo 1 ms. V stucasnosti je zndmych devét
typov sodikovych kanélov, ktoré patria do jednej podskupiny. Tieto podtypy st homologické
na urovni aminokyselin na 75%. Kazdy podtyp je zlozeny zo 4 transmembranovych o-
podjednotiek a jednej regulacnej B-podjednotky. B-podjednotka moduluje rychlost’ aktivacie
a inaktivacie kanala. Doteraz boli naklonované 4 B-podjednotky, ;4. Sodikové kanaly maju
rozdielnu tkanivovu distribiciu. Podtypy 1-3 a 7 najdeme v periférnych neurénoch, podtyp 6
je hlavne v CNS, podtypy 5, 8 a9 su vsrdci av ganglidch zadného koretia miechy.
Inaktivacia napédtovozavislych sodikovych kandlov je najrychlejSia zo vSetkych doteraz

znamych sodikovych kanalov.
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Typickou vlastnost'ou sodikovych kanalov je ich citlivost’ k peptidovému jedu tetrodotoxinu
(TTX). Tento peptidovy toxin je izolovany z morskych ryb rodu Tetraodontidae (Fugu,
Obrazok 13), a viaze sa ireverzibilne na sodikové kanaly, ¢im znemoziiuje vznik a $irenie
akéného potencidlu. Ked'ze sodikové kanaly riadia vznik akéného potencidlu prakticky vo
vSetkych excitabilnych tkanivach, otrava tetrodotoxinom vedie k celkovému kolapsu
excitability ak smrti. Dal§imi blokatormi sodikového kanala su saxitoxin izolovany
z rozsievky Gonyaulax a kokain, aktivna substancia izolovana z listkov koky. Kokain bol
prvou latkou, ktora sa pouzila ako lokalne anestetikum. Blokuje sodikové kanaly, avsak

s nizSou afinitou a Specificitou ako tetrodotoxin.

I/‘"'nf )

| - extracellular ~
pr Y DI pur || DIV (]
- Ifl:“'.f)Ll‘ (1) | (0 /10 Q0N "| .

ol Hoil 19'|a;,c IF| i N 1171 Y FTTTT] " [T [&]
T‘f i1] ((J}CJ\TI’( b5l ; j ? f’nﬁpjrﬁ.ﬁ
LI I || S

- = — ||' J{] ] TETC] l 9]
3 S — | e L |
Kt 1/ l/'J B 3 S o ( [ cox
N \ — j intracellular >
B
7{(‘1)/;311 -
s

I)l
I
I
) ' j,
-

Obréazok 12. Transmembranova Struktira sodikového napitovozavislého kanala (A),

tetramér a-podjednotiek (B).

Ochorenia spojené s idonovymi kandlmi sa nazyvaju kandlopatie. VicSinou si zapricinené
zdedenymi mutidciami v idnovych kandloch. Typickym prikladom je hyperkalemicka
periodickd paralyza, kedy pacient trpi zachvatmi svalovej stuhnutosti (myotonia) a svalovej

slabosti (paralyza) v dosledku zvySenia hladin draslika v sére po dynamickom cviceni.
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Genetické studie ukazali, Ze toto ochorenie je spésobené bodovou mutaciou v a-podjednotke
génu napidtovozavislého sodikového kandla v kostrovom svale, ktory sa nedokaZe tplne
inaktivovat. Medzi ochorenia zapri¢inené mutaciami sodikového kanéla patria napr.
epizodicka ataxia typu 2 a spinocerebralna ataxia typu 6. Spinocerebralna ataxia typu 6 je
autozomalne dominantné ochorenie zapri¢inené expanziou opakovani trinukleotidu CAG
v géne pre sodikovy kandal. Pri tomto ochoreni poukazuju neuropatologické Stadie na
degeneraciu Purkyngho buniek a niekedy tieZ aj granularnych buniek. Dal§im ochorenim je
generalizovana epilepsia s febrilnymi zadchvatmi, ktora je spdsobend mutaciou v regulacnej -
podjednotke sodikového napitovozavislého kanala. Benigne familidlne neonatalne-infantilné

zachvaty st zrejme tieZ spdsobené mutaciami v géne pre sodikovy kanal.

Obrazok 13. Ryba Fugu, z ktorej sa izoluje tetrodotoxin (TTX), ktory je akumulovany hlavne
v pedeni a ovariach. TTX blokuje akény potencial cez selektivnu inhibiciu Na® kanalov,

pri¢om neovplyvituje K kanaly. Po¢as nebezpedenstva sa Fugu niekol’konasobne nafukne.
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5.4. Draslikové napiit'ovozavislé kandly (Obrazok 14)

Tieto kanaly s zodpovedné za repolarizaciu bunky, ktora vznika vytokom K™ iénov z bunky.
Tieto kanaly urcuju tvar akéného potencialu. V sucasnosti je znamych asi 100 typov tychto
kanélov a su najréznorodej$ou skupinou napitovozavislych kanalov. Strukturalne sa delia na
tri zakladné triedy:

6TM kanaly st tetraméry so Siestimi transmembranovymi segmentmi. Typicky je pre nich
pomaly sa inaktivujuci vystupny prud (,,delayed rectifier). V sti¢asnosti pozname vyse 40
génov, ktoré koduju ich zékladnt podjednotku.

4TM kanaly maju 4 transmembranové segmenty a obsahuju 2 poérové oblasti. Tieto kanaly su
otvorené pri pokojovom membranovom potenciali a stabilizuju ho. Kandly vedua casovo
nezavisly (zvodovy) prad.

2TM kanély majua len 2 transmembranové segmenty a tiez stabilizuji membranovy potencial.
Pri pokojovom membranovom potenciali su tieto kandly otvorené a veda vstupny prud
s malou amplitidou. Tym prispievaju k stabilizacii pokojového membranového potencialu.
Pri vicSej hyperpolarizacii bunkovej membrany sa zvysi amplitida vstupného prudu, ktory

membranu opédtovne depolarizuje a vrati membranovy potencial na pokojovi hodnotu.

EXTRACELLULAR

Obrazok 14. Draslikovy napat'ovozavisly kanal so Siestimi transmembranovymi segmentami
(6TM). Avsak, existuju K kanaly, ktoré maju len $tyri (4TM), alebo dokonca len dva (2TM)

transmembranové segmenty.
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Utinky zmenenej K* koncentracie st hlavne v dosledku zmien v membranovom potenciéli.
Hypokalémia hyperpolarizuje, zatial’ ¢o hyperkalémia depolarizuje K™ rovnovazny potenciél
a teda aj membranovy potencial selektivnych buniek. Hypokalémia teda redukuje excitabilitu
nervovych buniek (hyporeflexia), kostrovych svalov (adynamia), atd. Hyperkalémia mdze
zvysit’ excitabilitu nervového systému (hyperreflexia).

U c¢loveka pozndme niekolko kandlopatii pre draslikovy napitovozavisly kanal — napr.
benigna familidlna neonatdlna konvulzia. Toto ochorenie je autozomdlne dominantné a vo
vacsine pripadov je sposobené mutaciami draslikového kanala na chromozéme 20q. Prejavuje
sa hned’ v prvych dioch po narodeni (zvycajne po tretom dni od narodenia) kratkymi
a Castymi zachvatmi tonickych pohybov, automatizmov a plytkého dychania. Dal§im
ochorenim je tzv. epizodickd ataxia typu 1. Prejavuje sa u dospelych jedincov v druhej az

tretej dekade Zivota a je sposobena mutaciou draslikového kandla na chromozdéme 12.

5.5. Chloridové napiit’ovozavislé kandaly

Tieto kandly st priepustné pre anidony a zabezpecuju transport Cl° cez bunkovi membranu.
Vnutrobunkova koncentracia chloru je len o nieco nizsia ako v extracelularnej tekutine, takze
st tieto anidony rozdelené na oboch stranidch plazmatickej membrany rovnomerne a ich
potencidl je blizky pokojovému membranovému potencialu. Funkéné chloridové kanaly (CIC)
st dimérmi podjednotiek, ktoré maju 9-11 transmembranovych segmentov. Ziadny z tychto
segmentov nepripomina napdtovy senzor tvoreny S4 segmentom u ostatnych typov
napitovozavislych kandlov. Chloridové kanaly st lokalizované v plazmatickej membrane
buniek, rovnako vSak ich m6Zeme najst’ aj v membranach vnutrobunkovych organel.

Mutécie v génoch pre chloridové kandly st zodpovedné za niektoré typy kongenitdlnych

myotonii, ako st Thomsenova myotonia a myotdnia Beckerovho typu.
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5.6. Vapnikové napdit’ovozavislé kanaly

Vépnik ako vnutrobunkovy (intraceluldrny) transmiter reguluje Siroku Skalu bunkovych
pochodov. Do bunky sa dostava cez vapnikové napétovozavislé kanaly (Obrazok 9).
V bunke existuje viacero typov napdtovozavislych vapnikovych kandlov. Medzi
vysokonapédtové vapnikové kandly patri L-, P/Q-, N- aR-typ, medzi nizkonapétové
vapnikové kanaly patri T-typ. Nizkonapdtové vapnikové kandly sa zaCinaju aktivovat’ pri
napéati -70 mV, zatial' co vysokonapit'ové vapnikové kandly pri -30 mV. Napitovozavislé
vapnikové kandly mozu byt’ zlozené az z piatich podjednotiek, al, a2, B, y a 6 (Obréazok 15).
Zakladnou (hlavnou) podjednotkou je al podjednotka, ktora vytvara samotny por kanala,

ostatné podjednotky maju pomocné funkcie.

Extracelularna

nanaananan
QauadlLdll

Intracelularna

HOOC

Obrézok 15. Sucasna predstava o Strukture L-typu napat'ovozavislého vapnikového kanala.
Hlavnou podjednotkou, ktord vytvara samotny por ateda funguje ako kandl je
ol podjednotka. o2 podjednotka je silne glykozylovand anapomaha vnoreniu al
podjednotky do membrany. Ostatné podjednotky maji modulacni tlohu (prevzaté

z Krizanova a spol., 1993).
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V neuronalnom tkanive sa napitovozavislé vapnikové kandly zapdjaju do neuronalnej
signalizacie. Medzi dalSie doteraz popisané ulohy napatovozavislych vapnikovych kanalov
patria regulacia hormonalnej sekrécie a bunkovej proliferacie, regulacia génovej expresie, ako
aj modulacia vapnika v procese starnutia. Zapojenie vapnika do urcitej signalnej drahy zavisi
aj od toho, cez ktory kanal vapnik do bunky vstipil. V neuronalnych bunkach je zvycajne
exprimovanych 5-6 podtypov vapnikovych kanalov. Jednotlivé podtypy sa navzijom lisia
nielen biofyzikdlnymi, biochemickymi a farmakologickymi charakteristikami, ale tiez
Specificitou vyskytu v jednotlivych tkanivach, resp. v ich ¢astiach.

Vépnikové kanaly su cielovou skupinou pre viaceré latky, ktoré moduluju ich aktivitu.
Napriklad, L-typ vapnikovych kanalov je ovplyvnitel'ny dihydropyridinmi, fenylalkylaminmi,
ale tiez benzodiazepinmi. Tieto latky vacSinou pdsobia ako blokatory L- typu vapnikového
kanala apomerne casto sa vyuzivaji aj v klinickej praxi. Neurondlne napédtovozavislé
vapnikové kanaly sa daju Specificky zablokovat' toxinmi, tzv. konotoxinmi, ktoré su
izolované z morskych slimakov z ¢el'ade Conidae, rodu Conus.

Medzi kandlopatie zapri¢inené mutaciami v génoch pre napédtovozavislé vapnikové kandly
patria familidlna hemiplegickd migréna, epizodicka ataxia typu 2, dve formy juvenilnej

myoklonickej epilepsie, atd’.

5.7. Vnutrobunkové vapnikové kandly

Prebytok vapnika v cytoplazme bunky sa bud’ vyluci z bunky ATP zavislymi transportnymi
systémami (tzv. vapnikové pumpy), alebo sa uchova v tzv. vapnikovych zasobariach, ¢o je
hlavne endoplazmatické, resp. sarkoplazmatické retikulum. Z tychto zasobarni sa vapnik
dostava do cytoplazmy cez vnutrobunkové véapnikové kanaly, t.j. inozitol 1,4,5-trisfosfatové

(IP3) receptory, alebo cez ryanodinové receptory.
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Inozitol 1,4,5- trisfosfatové receptory

IP; receptor bol prvykrat izolovany a charakterizovany z mozocku ako glykozylovany
polypeptid s molekulovou hmotnost'ou asi 260 kDa. IP; receptory sa daji charakterizovat’ ako
vapnikové kanaly, ktoré uvolnuju vapnik z vnuatrobunkovych zasobarni. IP;R patria do
superrodiny i6novych kanalov so Siestimi transmembranovymi segmentmi, ale su unikatne
svojou lokalizaciou na vnutrobunkovych zasobarnach a taktiez dvojitou regulaciou otvarania
kanala pomocou IP; a vapnika (Obrézok 16).

IP; receptorové kanaly su velké (cca 1200 kDa) Struktiry zlozené so 4 IP;R podjednotiek,
kde kazdd podjednotka zasahuje do cytoplazmy a transmembranové segmenty vytvarajua
funkény integralny vapnikovy kanal. Doteraz boli identifikované 3 typy IPsR, typ 1, 2 a 3.
Jednotlivé typy IP; receptora sa vzajomne liSia afinitou vizby IP;. Kazdy typ IPsR je
kédovany separatnym génom, ktory je lokalizovany na rozdielnych chromozémoch a
jednotlivé typy IP;R st vzéjomne identické na 60-70%. Typ 1 IP3R je najrozsirenej$im typom
tychto kanalov a hlavnym typom IP; receptorov v centrdlnom nervovom systéme. Najvicsie
mnozstvd tohto typu receptora sa vyskytuju v mozocku v Purkyné¢ho bunkéch, nasledne
v kére mozocku, hipokampe, atd’. V mozgovom kmeni st hladiny IP;R1 pomerne malé.
V periférnych tkanivéach su relativne vysoké hladiny v hladkom svale a v imunitnom systéme,
ale tiez napriklad v srdcovych ganglidch. IP3R2 st zase najviac zastupené v kardiomyocytoch,
ale vyskytuju sa aj v gliovych bunkéch, atd’. IP; receptor typu 3 bol dokazany v obli¢kach,
mozgu, gastrointestindlnom trakte a pankreatickych ostrovéekoch.

IP; receptory sa vo vicSine buniek nachddzaji v endoplazmatickom, resp.
sarkoplazmatickom retikule, ale IP; indukované vapnikové uvolnenie bolo pozorované aj v
inych bunkovych organelach. Napriklad, v HepG2 bunkovej linii z pecene sa dokéazali IP3

receptory typu 2 a 3 aj v jadrovych membranach. Taktiez, po€as apoptdzy IP; receptor typu 1
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translokuje (premiestiiuje sa) do jadra, kde sa pravdepodobne podiela na Stiepeni DNA

aktivaciou DNaz.

Ca ® Calmodulin ATP

1564
1347 1426 1~5’85 1769 1781

COOH
1692 1732

Obrazok 16. Struktura IP; receptora. IP; receptory obsahujui transmembranovi doménu, ktora
obsahuje Sest’ transmembranovych segmentov a je ukoncend kraitkym —COOH koncom. V
blizkosti -NH, konca je lokalizované vizbové miesto pre IPs, preto sa tato oblast’ nazyva IP3-
vizbova doména. Medzi transmembranovou a IP3-vdzbovou doménou je lokalizovana tzv.
regulatna doména, ktord obsahuje vdzbové miesta pre vapnik, ATP, kalmodulin. U IP;
receptora typu 1 je v tejto oblasti lokalizované aj zostrihové miesto S2. Dalej sa tu nachadza
miesto pre naviazanie vapnika, kalmodulinu a ATP. U jednotlivych typov IP;R je tato oblast’

vysoko variabilnd (prevzaté z Krizanova a Ondrias, 2003).

Jednym z najbeznejSie pouzivanych inhibitorov IPs;R je heparin. Pouzitie tejto latky je vSak
obmedzené kvoli vysokej neSpecifite heparinu. Prirodné latka, ktord sa izoluje z morskych
hab — xestospongin C - bola popisand ako Specificky, membranovo priepustny IP;R

antagonista, ktory inhibuje vapnikovu signalizaciu cez tento kanal. Mechanizmus pdsobenia
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tejto skupiny latok vSak doteraz nie je objasneny. V poslednej dobe sa tiez spochybnuje
Specificita xestosponginov ako $pecifickych blokatorov IP;R, pretoze v DT40 bunkach, kde sa
IP;R nenachadzaju, je xestospongin schopny inhibovat’ iné typy kanalov. Dalsou latkou, ktora
inhibuje uvolnovanie vapnika =z vnutrobunkovych zasobarni cez IPsR je 2-
aminoethoxydifenylborat (2-APB). Tento antagonista ma viacero zavaznych nedostatkov — nie
je uplne Specificky, t.j. ovplyviiuje viacero cielov a mdze potenciovat niektoré odpovede
vapnika. Taktiez, 2-APB inhibuje IP; receptory len v niektorych typoch buniek a
mechanizmus pdsobenia 2-APB na IP3R nie je stale objasneny.

IP; receptory sa podielaji na skorom vyvoji neurondlneho tkaniva, pri tvorbe neuritov
a dendritickych zakonceni, ale tiez na udrzani bunkovej bioenergetiky. Viacero prac
poukazuje na ulohu IP; a IP; receptorov v procese apoptozy. Apoptoza, alebo programova
bunkova smrt’, je proces riadeného odstranenia nechcenych buniek bez rozvoja zapalovej
odpovede, ktord je pri nekrotickej smrti buniek bezna. Ukézalo sa, Zze IP; receptory su
kl'icovym miestom pre regulaciu pro- a anti- apoptickych faktorov. Cely proces aktivacie
mdze zacat' stimulaciou aktivity fosfolipdzy C a zvySenou tvorbou IP;. Takymto stimulom
mdze byt napr. ligacia T-buniek. Znizené mnozstvo a zniZend aktivita IP; receptorov inhibuje
apoptézu, ¢o podporuje tvrdenie, ze IP; receptory sa podielajii na procese apoptodzy. IP;
receptory mozu stimulovat’ mnozstvo enzymov citlivych na vépnik, ktoré st zahrnuté v
procese apoptozy. Jeden z jasnych cielov IP; — ovplyvnenych vépnikovych signédlov je
fosfataza kalcineurin. Tento enzym méa mnoZzstvo substratov, ale Specidlne moze
mitochondrii a tak stimuluje uvolnovanie cytochromu C. Cytochrém C aktivuje vnutorna
(mitochondridlnu) drahu apoptdzy, vysledkom ktorej je aktivécia tzv. exekuéného enzymu
apoptézy — kaspazy 3. Otazkou ostdva, ako su IP; receptory aktivované pocas apoptozy.

Fyziologicky proces aktivacie IP; receptorov nastdva cez podporenie produkcie
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vnutrobunkového IP;. Posledné $tadie vSak ukdzali, ze IP3 receptory mdzu byt aktivované
pocas apoptdzy nezavisle na produkceii IPs. Ako sa zistilo v pripade IP; receptora typu 1, tento
jav moze nastat’ po proteolyze s kaspazou 3. Skratenie IP; receptora kaspazou 3 odstrani
vel'ku Cast’ proteinu, vratane amino-terminalneho konca s IPs- vdzbovym miestom, ako aj ¢ast’
regulacnej domény. Zvysna Cast’ receptora, ktord ostane v membrane endoplazmatického
retikula, tvori konstitutivne otvoreny kanal, ktory kontinualne uvolnuje vapnik. Alternativny
mechanizmus aktivacie IP; receptora pocas aktivacie apoptozy, ktory nie je zavisly na Stiepeni
kaspazou 3, je cez cytochrom C. Cytochrom C sa viaze s IP3 receptormi a redukuje vapnik-
zavisli inhibiciu otvarania kanalov, v dosledku ¢oho je kanal permanentne otvoreny. U
buniek, ktoré vstupuju do apoptdzy sa takto vytvori pozitivna spidtnoviazbova slucka, kedy
vapnik stimuluje uvolfiovanie cytochroému C a vice versa. Vyznam takéhoto mechanizmu bol
demonstrovany pomocou expresie peptidu, ktory bol zhodny s karboxyterminalnou ¢ast'ou IP;
receptora, kde sa viaze cytochrém C - tento peptid tlmil cytochrom C, ktory sa uvoltioval z
mitochondrii a tym branil interakcii s funkénymi IP3 receptormi. Oba uvedené mechanizmy
poukazuju na zasadnu ulohu IP; receptorov v procese apoptozy. Nie je vSak jasné, kedy sa
ktory model aktivuje. Je tiez mozné, ze oba tieto modely sa aktivuju sucasne a maja
synergicky efekt, alebo posobia sekvencne na rozdielne IP; populacie.

V stlade s uvedenymi vysledkami sa zistilo, Ze interakcia medzi anti-apoptotickym
proteinom Bcl-2 a IP; receptormi ovplyviiuje aktivitu IP; receptorov, a tak redukuje
uvolnovanie vapnika z endoplazmatického retikula, zniZzuje mitochondridlne naberanie
vapnika a pdsobi proti bunkovej smrti. Bel-2 je maly integralny membranovy protein, ktory je
lokalizovany na mitochondriach a endoplazmatickom retikule. Pravdepodobnost’ otvorenia
purifikovanych IP; receptorov inkorporovanych do planarnych lipidickych membran sa
znizila pridanim rekombinantného Bcl-2 proteinu, ¢o by mohlo poukazovat na priamu

interakciu Bcel-2 a IP; receptora. Nedavno sa potvrdilo, Ze existuje priama interakcia Bcl-2 a
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IP;R. Bolo tiez zmapované miesto na IP;R, na ktoré sa tento inhibi¢ny protein viaze. Naopak,
proapopticky protein Bax moéze fyzicky alebo funkcne interagovat' s IP; receptormi a
ul’'ahcovat’ uvolfiovanie vapnika z endoplazmatického retikula pocas apoptodzy.

Bez participovania IP; receptorov su bunky bud rezistentné na proapopticka
stimulaciu, alebo je bunkova smrt’ dramaticky znizend. Presny mechanizmus, ktorym su IP;
receptory zahrnuté do procesu apoptozy, nie je zatial’ objasneny. Je vSak uz zrejmé, ze vapnik
urychl'uje rychlost’ apoptozy a IP; receptory predstavuji amplifikaény mechanizmus, ktorym

vapnikova signalizacia eSte narasta.

Ryanodinové receptory

Ryanodinové receptory (RyR) st najvacsimi doteraz charakterizovanymi iénovymi kandlmi.
Svoje pomenovanie dostali podla toho, ze viazu rastlinny alkaloid ryamnodin. RyR st
homotetramérne Struktiry zlozené zo Styroch 565 kDa podjednotieck. RyR st vyrazne
exprimované v excitabilnych bunkéch, ako st svaly aneurdony. V kostrovych a srdcovych
bunkach sa RyR priamo podiela na procese kontrakcie, zatial' co v nervovych bunkdch mé
RyR modula¢nu ulohu. U cicavcov existuju tri gény, ktoré koduji 3 izoformy ryanodinového
receptora — RyR1 (tento typ sa prednostne nachadza v kostrovom svale), RyR2 (prednostne sa
vyskytuje v srdei) a RyR3 (hlavnym zdrojom ktorého je mozog). Ryby, obojzivelniky a vtaky
maju alfa a beta izoformu RyR, ktoré zodpovedaju RyR1 a RyR3. VSetky tri izoformy st
transmembranové proteiny, ktoré maju 20% velkosti transmembranovii doménu a 80%
vel’kosti proteinu zodpoveda cytoplazmatickej doméne.

Aj ked’ sit RyR regulované mnozstvom latok, ako je hor¢ik, ATP, ryanodin, rapamicin, alebo
imunosupresivne lie¢ivo FK 506, najvyznamnej$im reguldtorom aktivity RyR kanalov st i6ny

vapnika. Zavislost’ aktivicie RyR od koncentracie vapnika je zvonovitd — vapnikové idn
y
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aktivuju RyR kanaly v rozsahu 0,3 — 100 uM. Pri vysSich koncentraciach véapnika nastava
pokles aktivity kanalov. Citlivost jednotlivych izoforiem RyR na vapnik je rozdielna.
NajdolezitejSou fyziologickou ulohou RyR je ich uc¢inkovanie v procese excitacie a kontrakcie
svalov. Tu zohrdvaja lohu RyR1 v kostrovom svale a RyR2 v srdcovom svale.

NajznamejsSia kandalopatia v dosledku mutécii ryanodinového receptora typu 1 sa nazyva
maligna hypertermia. Je to autozomalne dominantné ochorenie, ktoré sa za normalnych,
fyziologickych podmienok neprejavi. AvSak, po podani prchavych anestetik nastava prudka
hypermetabolicka reakcia spojend s vel'kym nérastom teploty. Ako okamzité liecba sa podava
inhibitor uvol'nenia vapnika zo sarkoplazmatického retikula — dantrolen. Zaujimavé je, Ze toto

ochorenie sa vyskytuje nielen u l'udi, ale tiez u oSipanych.

5.8. TRP kanadly (,, Transient Receptor Potential )

TRP kanaly (,,Transient Receptor Potential*“) maji podobnu Struktaru ako napatovozavislé
kanaly, ale na rozdiel od nich sa m6zu aktivovat’ aj vizbou roéznych ligandov. V porovnani s
napat'ovozavislymi kanalmi majt nizsiu selektivitu pre idny a prepustaju jednomocné kationy
ako napr. sodik, ale aj dvojmocny vapnik a hor¢ik. TRP kanaly boli prvy raz opisané pri
vyskume vnimania svetla ovocnej muSky Drosophila melanogaster. Dnes su predmetom
intenzivneho skiimania a vie sa, ze si nevyhnutnymi zlozkami pre funkciu neurénov, ale aj
pre hladké svalstvo ciev. Na zdklade Strukturdlnej homoldgie sa delia do 3 skupin a 8
podskupin s mnohymi variantmi. V mieche cicavcov a neurénoch trojklanného nervu sa
exprimuje TRP-A1 typ kandla. Predpoklada sa, ze je to mechanosenzor a je zaujimavé, ze ho
moze aktivovat’ Sirokd paleta latok, ako napr. izotiokyanaty (v horCicovom oleji a chrene),
cinamaldehyd (v Skorici), alicin (v cesnaku), tetrahydrokanabinol (v marihuane).

Poruchy v strukture a funkcii TRPC kanélov st priamou pricinou proteinurického ochorenia

obliciek a fokalnej a segmentalnej glomerulosklerézy. V dosledku integrativneho charakteru
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funkcie TRPC kandalov sa predpoklada, ze sa mézu podiel’at’ na vzniku a rozvoji mnohych

ochoreni, hlavne zapalového, neurodegenerativneho a kardiovaskularneho typu.

Otazky ku kapitole:

1.

10.

11.

12.

13.

Co su to i6nové kanaly, v ktorej Casti bunku sa nachidzaji aaké typy i6novych
kanalov pozname? (odpoved’ je na stranach 17-18)

Co je to pasivny transport cez membranu a ako funguje? (odpoved’ je na strane 18)
Aké vlastnosti musia mat’ ionové kanaly? (odpoved’ je na stranach 18-19)

Aké typy napidtovozavislych ionovych kandlov poznate aakt maju Struktaru?
(odpoved’ je na strane 18)

Co to je akény potencidl a pokojovy potencial? Ako vznikaju a aky maji vyznam?
(odpoved’ je na strane 20)

Popiste sodikové napat'ovozavislé kanaly. (odpoved’ je na stranach 23-25)

Ako sa delia draslikové napdtovozavislé kandly z hl'adiska Struktury (odpoved’ je na
strane 26)

Popiste Struktiru vapnikovych napitovozavislych kanalov a moznosti ich modulécie
(odpoved’ je na stranach 28-29)

Popiste vnutrobunkové vapnikové kandly a ich ulohu v bunke (odpoved’ je na stranach
29-35)

Uloha IP; receptorov v procese apoptozy (odpoved’ je na stranach 32-34)

Co to je maligna hypertermia a ako sa prejavuje? (odpoved je na strane 35)

Co st to TRP kanaly a aky maju vyznam? (odpoved je na strane 35)

Aky je rozdiel v Strukture IP; receptorov a ryanodinovych receptorov? (odpoved’ je na

stranach 30 a 34)
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14. Akych agonistov a antagonistov vnutrobunkovych kanalov poznate? (odpoved je na

stranach 31-32 a 34)

6. NEUROTRANSMITERY

Neurotransmitery su latky produkované neurénmi, ktoré umoznuju komunikéciu s ostatnymi
bunkami. Po chemickej stranke si to malé molekuly. Po chemickej stranke je mozné
neurotransmitery zaradit’ do jednej z nasledovnych skupin:

e Choliny. Sem patri acetylcholin, ktory bol jednym z prvych charakterizovanych
neurotransmiterov.

e Biogénne aminy. Do tejto skupiny sa zaraduji katecholaminy (noradrenalin,
adrenalin a dopamin), serotonin a histamin.

e Aminokyseliny. NajvyznamnejSie excitatné neurotransmitery st glutamat a aspartat,
medzi najvyznamnejSie inhibi€né neurotransmitery patri glycin, kyselina y-
aminomaslova, atd’.

e Neuropeptidy. Neuropeptidy su vlastne najvacsie neurotransmitery, pretoze su tvorené
aminokyselinovym retazcom. Niektoré z nich sa daju povazovat’ aj za hormdny. Patri

sem napr. angiotenzin II, endogénne opioidy, statiny, atd’.

Prenos signalu neurotransmiterom sa deje v Styroch fazach:
1. Syntéza neurotransmitera. Neurotransmitery musia byt’ syntetizované v neurdne.
2. Uskladnenie a uvolnenie neurotransmitera do synaptickej Strbiny.
1. Interakcia neurotransmitera s receptormi na postsynaptickej membrane

2. Odburanie neurotransmitera v synaptickej Strbine
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Doteraz je znamych viac ako 60 Ilatok, ktoré sa povazuju za neurotransmitery.
Nizkomolekulové neurotransmitery st syntetizované v presynaptickych zakonceniach
axonov. Potrebné enzymy na ich syntézu sa tvoria v séme a do zakonCeni sa transportuju
axonalnym transportom. Neurotransmitery, ktoré su peptidového povodu sa syntetizuju v tele
neurénu a do axonalnych zakonceni sa transportuju anterogradnym transportom. Viacero
typov neuronov sekretuje dva, alebo az tri rozdielne typy neurotransmiterov. Navyse,
postsynapticky neur6n moze mat receptory pre viac ako jeden typ neurotransmitera.
V skuto¢nosti mézu byt niektoré typy receptorov excitacné ainé inhibicné. Medzi
najdolezitejSie neurotransmitery patria acetylcholin, noradrenalin, adrenalin, dopamin,
serotonin, kyselina y-aminomaslova, glutamat, glycin, endorfiny, enkefaliny, substancia P,

atd’.

6.1. Acetylcholin

Acetylcholin (Obrazok 17) je jedinym akceptovanym nizkomolekulovym aminovym
transmiterom, ktory nie je aminokyselinou, alebo derivatom aminokyseliny. Tento transmiter
sprostredkuje rychlu synapticka transmisiu vo vSetkych neurosvalovych spojeniach. Je
syntetizovany v jednej enzymatickej reakcii z acetyl-CoA a cholinu, ktord je katalyzovana
enzymom acetyltransferazou. Acetylcholin posobi cez svoje receptory, ktoré premienaju
chemicky signdl na elektricky. Doteraz boli objavené dva typy acetylcholinovych receptorov
— nikotinovy a muskarinovy — ktoré sa liSia v rychlosti odpovede — nikotinovy odpoveda
v milisekundach, muskarinovy v sekundach. V CNS sa nachadzaji prevazne muskarinové
receptory. Doteraz bolo naklonovanych a charakterizovanych 5 podtypov muskarinovych
receptorov. M1-MS5, pricom v mozgu je dominantnym typom M1 receptor. Nikotinové
receptory maju charakter ionovych kanalov aktivovanych ligandami. V nervovom systéme su

lokalizované prevazne postsynapticky.
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Hydrolyza acetylcholinu ukoncuje depolarizacny signal. Prebieha pdsobenim enzymu
acetylcholinesterdazy v synaptickej Strbine. Inhibicia tohto enzymu nervovo-paralytickymi
plynmi (Tabun, Sarin, Soman) spésobuje prediZenie bunkovej depolarizacie a teda zabrafiuje
relaxacii dychacich svalov. Pesticidy organofosfaty a organokarbamaty tiez inhibuju
acetylcholinesterazu cez fosforylaciu aktivnheho miesta enzymu. Inhibicia nikotinovych

receptorov je podstatou ucinku jedu kobry a Sipového jedu juhoamerickych indidnov — kurare.
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Obrazok 17. Acetylcholin a acetylcholinové receptory nikotinového a muskarinového typu.

S

acetylcholinovych receptorov. Postihuje hlavne zeny vo veku 25-45 rokov. Prevalencia tohto
ochorenia sa odhaduje na 50-125 pacientov na milién jedincov. Cirkulujuce autoprotilatky
sitazia s acetylcholinom o existujuce receptorové miesta aurychluji degradaciu tychto
receptorov, takze hustota acetylcholinovych receptorov v svalovych vladknach je nizSia. Pri
tomto ochoreni je iba 10-30% acetylcholinovych vizbovych miest na receptoroch obsadenych

acetylcholinom. V dosledku toho opakovana stimuldcia motorickych nervov vyustuje do
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znizenej sily kontrakcie svalov. Vysledkom je unava (typicky sa prejavujiica na tvarovych
svaloch) a slabost’. Ako prvé su postihnuté tvarové a kréné svaly (Obréazok 18). Pri postihnuti
dychacich svalov je toto ochorenie fatilne. Na liecbu sa mozu vyuzit inhibitory
acetylcholinesterazy, enzymu, ktory rozklada acetylcholin, alebo potlacenie imunitného
systému imunosupresivnymi latkami. Zaujimavym zistenim bol aj fakt, ze odstranenie tymusu
redukuje symptémy tohto ochorenia.

Dal§im ochorenim je Huntingtonova choroba, pri ktorej nastava hypoaktivita cholinergickych
interneuronov v striate. Naopak, ich hyperaktivita v dosledku nedostatku dopaminu sa opisuje

pri Parkinsonovej chorobe.

Obrazok 18. Jednym z najznamejSich obrazov Leonarda da Vinciho je obraz Mony Lisy.
Vedci predpokladaji (aj podla zvlaStneho tsmevu), Ze Zena trpela ochorenim Myastenia

gravis. Toto ochorenie sa prejavuje prednostne tinavou tvarovych svalov.

6.2. Histamin

Histamin vznikd dekarboxylaciou aminokyseliny histidinu. Uvolniuje sa zo zirnych buniek
hlavne pocas zapalovych reakcii akontroluje pohyby stien ciev, hladkych svalov
a exokrinnych Zliaz. Uvolfiovanie histaminu je inhibované cez cAMP pomocou adrenalinu,
prostaglandinu E2 a samotného histaminu. Nador zirnych buniek moéze byt pric¢inou

zvySen¢ho uvolnovania histaminu. Histamin je prekurzorom dvoch dipeptidov - karnozinu
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a homokarnozinu, ktoré sa vyskytuju vo vysokych mnozstvach v olfaktorickych oblastiach
mozgu a predpokladd sa, Ze su transmitermi. Histamin poOsobi cez svoje receptory —
histaminové receptory. Doteraz boli popisané 4 typy histaminovych receptorov. Vsetky patria
do skupiny receptorov, ktorych u¢inok sprostredkuju G-proteiny. H1, H2 a H3 maju vztah
k centralnemu, alebo k periférnemu nervovému systému.

H1 receptor prenasa signal prostrednictvom Gq proteinu, ktory aktivuje fosfolipazu C (PLC).
PLC stiepi fosfatidylinozitol difosfat na inozitoltrisfosfat (IP;) a diacylglycerol (DAG).
Aktivacia H1 receptora v mieche vedie k inhibicii priepustnosti bunkovej membrany pre
draslik, vysledkom ¢oho je depolarizacia bunkovej membrany a zvySenie jej excitability.
Taktiez, aktivacia H2 receptorov ma v CNS stimula¢ny Uc¢inok. Tento typ histaminového
receptora posobi cez Gs protein, ktory zvysuje produkciu cAMP, prostrednictvom ktorého sa
zvySuje koncentrdcia vapnika vo vnutri neurénov. Ked’Ze histamin stimuluje sekréciu HCI
v zalidku cez H2 receptory, inhibitory pre tento typ receptora su efektivne pri liecbe
zaludo¢nych vredov. Na rozdiel od predchadzajucich dvoch typov receptorov, H3 receptor,
ktora sa nachddza na presynaptickych zakonceniach v periférnom nervovom systéme, ale aj
v CNS, ma tlmivy ucinok. Pdsobi prostrednictvom inhibi¢ného Gi proteinu, ktory znizuje
koncentrdciu cAMP v bunkach. Aktivaciou H3 receptora sa znizuje uvolfiovanie
neurotransmiterov.

Histamin je d6lezitym mediatorom pri alergickych stavoch, ako je senna nadcha a bronchidlna
astma. Okrem toho je histamin spustacom urtikdrie a ma dodlezitd ulohu pri liekovych
alergiach a inkompatibilitich. Nadbytok histaminu pri histaminovej intolerancii (HIT)
spdsobuje rdzne problémy ako st bolesti hlavy, nadcha, dychacie tazkosti, tachykardia,
extrasystoly, gastrointestindlne priznaky, opuchy vieCok a urtikaridlne exantémy.
Produkovany histamin sa uklad4 v krvnych (bazofily, mastocyty) a tkanivovych bunkéch a je

ripraveny na okamzité uvolnenie. Okrem toho sa histamin moze dostat’ do organizmu
y
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zvonku vdychnutim, alebo ordlnou cestou pri poziti jedal, ktoré obsahuju histamin alebo iné

biogénne aminy.

6.3. Serotonin

Serotonin (5-hydroxytryptamin) sa syntetizuje z esencidlnej aminokyseliny tryptofanu
(Obrazok 19) akltucové su dva enzymy - tryptofanhydroxylaza a 5-hydroxytryptofan-
dekarboxylaza. Po syntéze sa serotonin dostava do sekreénych vezikal. Uéinok serotoninu
v Strbine sa ukoncuje jeho spitnym vychytanim do presynaptického zakoncenia pomocou
serotoninového transportéra. Posobenim monoaminooxiddzy (MAQO) sa serotonin
metabolizuje na medzi produkt 5-hydroxyindolacetaldehyd a nasledne
aldehyddehydrogenazou na kyselinu 5-hydroxyindoloctovu.

Neurdny, ktoré produkuju serotonin sa vyskytuji predovsetkym v mozgovych oblastiach
zodpovednych za pozornost’ a komplexné kognitivne funkcie. U¢inok serotoninu nastava po
jeho naviazani na serotoninové receptory, zname aj ako 5-hydroxytryptaminové receptory -
5-HT. Tieto su charakteristické tym, ze st spriahnuté so systtmom G proteinov, ale zaroven
st aj ligandami vratkovanymi i6novymi kanalmi. V stc¢asnosti je znamych 7 podtypov 5-HT
receptorov, ktoré sa vyskytuji v periférnej nervovej sustave aj v CNS a sprostredkuju
excitaénll aj inhibi¢nu transmisiu signdlu. Serotoninové receptory moduluju uvolfiovanie
mnohych neuromedidtorov ako su glutamat, GABA, dopamin, noradrenalin a acetylcholin
atiez aj horménov aneuropeptidov ako oxytocin, prolaktin, vazopresin kortikotropin
a substancia P. Serotoninové receptory su zapojené do regulacie zlozitych emocnych a
kognitivnych procesov ako su agresia, strach, ucenie pamit, nevolnost, chut do jedla
a podobne.

Serotonin zohrava tlohu aj pri niektorych chorobnych stavoch. Napriklad, predpoklada sa, Ze

depresia moze byt spojena so znizenou dostupnostou serotoninu (a pripadne aj
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noradrenalinu) v mozgu. Znizena dostupnost’ serotoninu moéze nastat’ v désledku genetickych
variantov v serotoninovom transportéri, inhibiciou syntézy z tryptofanu, inhibiciou naberania
do presynaptickych zdsobarni, alebo zvySenou spotrebou serotoninu cez tvorbu inaktivneho

melatoninu v tme. Antidepresivne latky su zalozené na modulacii uvedenych procesov.

HO *
AADC t UCHQ‘CHg‘NHg
Tryptophan TPH 5-HT — = |
/ N N
H
DHPR

H,Be«—————— H,B Serotonin
(5-hydroxytryptamine)

Obrazok 19. Syntéza serotoninu z tryptofanu

6.4. Katecholaminy

Katecholaminy dopamin, noradrenalin (norepinefrin) a adrenalin (epinefrin) sa syntetizuju
z aminokyseliny tyrozinu. Ich ndzov pochadza podla katecholového jadra, ktoré obsahuju.
Syntetizuju sa kaskadou reakcii hlavne (Obréazok 20) v dreni nadobli¢ky a sympatikovych
ganglidch. V poslednych rokoch sa vsak ukazalo, ze enzymy katecholaminergného systému sa
exprimuju aj v niektorych inych tkanivach, napr. v srdci, slezine, atd’. V prvom kroku sa
tyrozin hydroxyluje na dihydroxyfenylalanin (DOPA) pomocou kI'i¢ového enzymu kaskady -
tyrozinhydroxylazy. Tyrozinhydroxylaza vyzaduje kofaktory tetrahydrobiopterin a NADPH.
DOPA je nasledne dekarboxylovand na dopamin pomocou DOPA-dekarboxylazy
aromatickych aminokyselin. Noradrenalin vznikd zdopaminu hydroxylaciou enzymom
dopamin-f-hydroxylaza. Fenyletanolamin-N-metyltransferdza je poslednym krokom tejto
drahy a premiena noradrenalin na adrenalin.

Degradacia katecholaminov prebiecha dvoma rozdielnymi mechanizmami — posobenim

degradacnych enzymov katechol-o-metyltransferazy (COMT), alebo spdtnym vychytavanim
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do nervového zakoncenia, kde je dalej metabolizovany enzymom monoaminooxiddzou

(MAO).

HO‘O‘CHTC',* —COoH TYROZIN
NH,

Tyrozinhydroxylaza
(tetrahydrobiopterin, Fe2+)

H
HOb‘CHZ—ClH— COH DOPA

NH,
DOPA dekarboxylaza

(pyridoxal-fosfat)
HQ

HO_G_CHZ_CHZ_NH2 DOPAMI'N

Dopamin-3-hydroxylaza (DBH)

(ascorbic acid, Cu2+)

HQ ?H
HO CH=CHz=NH, NORADRENALIN
Fenyletanolamin-N-metyltransferaza (PNMT)
(S-adenosylmethionine)
HO CH=CH;~NH—CH, ADRENALIN

Obréazok 20. Syntéza katecholaminov. Katecholaminy dopamin, noradrenalin a adrenalin su
syntetizované¢  z aminokyseliny  tyrozinu. Kluovym enzymom tejto drdhy je
tyrozinhydroxyldza (TH), ktord hydroxyluje dopamin na L-dihydroxyfenylalanin (DOPA).
DOPA-dekarboxylaza (dekarboxyldza L-aromatickych aminokyselin, AAAD) premiena
DOPA na dopamin, ktory je prvym syntetizovanym katecholaminom. Dopamin sa pomocou
enzymu  dopamin-B-hydroxyldzy premieia na noradrenalin. Fenyletanolamin-N-
metyltransferdza je poslednym enzymom tvorby katecholaminov a produkuje z noradrenalinu

adrenalin.
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MAO je enzym, ktory je lokalizovany hlavne v mitochondriach neurénov, ale tiez v inych
castiach bunky. COMT sa prednostne vyskytuje v postsynaptickych membranach, v peceni,
v oblickdch ainych tkanivach. V suvislosti s COMT je =zaujimava tedéria o tvorbe
endogénnych alkaloidov. KedZe pociatocné produkty oxidacie s COMT su aldehydy, je
mozné, ze tieto by mohli kondenzovat' s aminmi za tvorby Schiffovych baz a alkaloidov.

Takéato reakcia v mozgu by mohla mat’ potenciacny efekt.

Dopamin je Ustredny excitatny neurotransmiter v centralnom nervovom systéme. Dopamin
reguluje tak vyznamné procesy, ako su emocie, nalada, ale ma vzt'ah aj k motorike a reguluje
viaceré hypotalamické funkcie. Interaguje s piatimi typmi dopaminovych receptorov, ktoré su
oznacované ako D1 az DS5. D1 receptor je situovany postsynapticky, D2 sa nachadza nielen na
postsynaptickych, ale tiez na presynaptickych Struktirach. U cicavcov sa dopaminovy
receptor D1 vyskytuje CastejSie ako D2. D1 a D5 st spriahnuté s aktivaciou adenylatcyklazy
a zvySenim koncentracie cAMP, zatial ¢o D2-D4 adenylatcyklazu inhibuju. Dopaminové
receptory (Obrazok 21) sa nachadzaju predovSetkym v CNS cicavcov, kde zohravaja
vyznamnu rolu pri emocnych a kognitivnych procesoch, ako sii spoznavanie, pamit’, jemna
motorika a neuroendokrinnd signalizdcia. Abnormalna signalizécia cez dopaminové receptory
je pri¢inou neuropsychiatrickych ochoreni. Dopaminové receptory st preto ¢astym cielom pre
ucinok antipsychotik a psychostimulantov.

Dopamin sa Casto dédva do suvisu s reguldciou motivacného a odmenovacieho spravania
a predpoklada sa, ze zohrava vyznamnu ulohu v regulacii procesov spojenych so vznikom
latkovej zavislosti. Je zname, Ze viaceré navykové latky ovplyvituji dopaminergicky prenos
na synapsach v CNS. Ukazalo sa, Ze u pacientov zavislych na alkohole alebo kokaine su
vel'mi bezné urcité polymorfizmy na géne pre dopaminovy transportér. Dopamin tiez moze

potlacat’ glutamatergicku transmisiu. Nadbyto¢nd dostupnost’ dopaminu, alebo agonisti
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dopaminu mézu produkovat’ symptomy schizofrénie. Inhibitory D2 receptorov sa uspesne
pouzivaju pri liecbe schizofrénie. Uvolfiovanie dopaminu je stimulované neuregulinom, ktory

je u niektorych pacientov so schizofréniou geneticky znizeny.

E airacriia:
=

Obréazok 21. Struktara dopaminového receptora.

Dal§im ochorenim, ktoré je zapri¢inené poruchou dopaminergnej signalizacie je
Parkinsonova choroba, kedy je znizena hustota dopaminovych receptorov v striatalnej oblasti
CNS. Na substitucnu liecbu Parkinsonovej choroby sa pouZzivaji prekurzory dopaminu (napr.
levodopa). V nigrostriatdlnych neurénoch sa levodopa metabolizuje na dopamin a nahradza
deficit dopaminergickej stimulécie spdsobeny ubytkom neurénov.

Miestami védzby aucinku pre adrenalin a noradrenalin su adrenergické receptory. Su to
metabotropné receptory, ktoré prenaSaji signal prostrednictvom G proteinov. Vézba
katecholaminov na tieto receptory vyvolava sympatomimetické odpovede (,,fight-or-flight),
ako st zvysenie srdcovej frekvencie, rozsirenie zreniciek, alebo prekrvenie kostrovych svalov.
Existuju dva zdkladné typy adrenergickych receptorov - a a 3, pricom oba typy maju viacero

podtypov:
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a adrenergické receptory maji podtyp o, viazany na Gq protein a a, viazany na G; protein.
Selektivhym agonistom a receptorov je noradrenalin. ol receptory funguju cez aktivaciu
fosfolipazy C, ktora Stiepi fosfatidylinozitol - 4,5- difosfat na IP; a diacylglycerol (DAG).
DAG aktivuje proteinkindzu C, zatial' ¢o IP; sa viaZe na svoje receptory a podiela sa na
uvolfovani vapnika z vnutrobunkovych zasobarni (Obrazok 22).

p adrenergické receptory sa delia na B, B2, B3 a vSetky tri ucinkuji cez Gs proteiny, ktoré
aktivuju adenylatcyklazu stimuluju zvySenie intracelularnej koncentracie cAMP (Obréazok

22).

activation and

Protein

Sarcoplasmic reticulum

Obrazok 22. a a 3 adrenergické receptory prenasaju signal rozdielnymi mechanizmami a su

spojen¢ s rozdielnymi kaskadami druhych poslov v bunkéch (prevzaté z vv spol., 2000).

Oba neurotransmitery, noradrenalin a adrenalin posobia cez a aj [ adrenergické receptory.
Ucinky adrenalinu a noradrenalinu nie st celkom totozné. VSeobecne ma adrenalin vysSiu

aktivitu aj afinitu ku vSetkym typom receptorov v porovnani s noradrenalinom. Vyznamna je
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najmd vysokd afinita adrenalinu k 2 receptorom v porovnani s noradrenalinom, preto su

ucinky sprostredkované 2 receptormi pdsobenim adrenalinu podstatne vyssie.

Noradrenalin je jednym z najznamejsich neurotransmiterov. Zucastituje sa na adrenergickom
prenose, kde aktivuje adrenergické receptory. Noradrenergicky systém v mozgu sa podiela na
regulacii krvného tlaku, usmerniuje naladu a bolest. Spolu s adrenalinom je povazovany za
tzv. stresovy hormon, pretoze pri strese sa jeho mnozstvo v krvi vel'mi rychlo a rapidne
zvySuje. Funkciou noradrenalinu je kratkodobe umoznit' organizmu zvySenu aktivitu.
Urychl'uje srdcovy tep, zvysuje rozklad glykogénu na jednoduchsie monosacharidy, ale tiez
roztahuje cievy v kostrovych svaloch azvySuje tak ich okyslicovanie. Nedostatok
noradrenalinu sa u niektorych jedincov spaja s depresiou. Noradrenalin je medidtorom
vegetativnych postgangliovych sympatikovych vldkien s vyjimkou ciev, kostrovych svalov,

potnych zliaz, mozocku, epifyzy a hypotalamu.

Adrenalin sa syntetizuje hlavne v dreni nadoblicky v chromafinnych bunkach, a tiez
v adrenergickych neuronoch. Pri feochromocytémoch (nadory vznikajice z chromafinnych
buniek drene nadoblicky) je ich sprievodnym znakom nadmernd produkcia adrenalinu aj
noradrenalinu. V klinickej praxi sa adrenalin vyuZziva ako terapeuticka latka pri zastave srdca,
pretoze ma silny inotropny (zvySuje silu kontrakcie) aj chronotropny (zvysSuje rychlost

kontrakcii) efekt.

6.5. Glutamat
Aminokyselina glutamat sa nachadza vcelom mozgu apdsobi ako hlavny excitacny
neurotransmiter. Je produkovany z o-ketoglutardtu. Po uvolneni je podobne ako ostatné

neurotransmitery vychytavany zo synaptickej Strbiny neurénmi aj gliami. Prebytok glutamatu
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je vychytavany astrocytmi, kde je premieflany na glutamin enzymom glutaminsyntazou.
Glutamin nasledne difunduje naspit’ do neurénov, ktoré vyuzivaju glutamat ako transmiter
aje znovu premienany na glutamat. Glutamat (teda kyselina glutdmova, presnejSie L-
glutdmova) je ligandom pre glutamatové receptory. Glutamatové receptory su bezné
v nervovych sustavach cicavcov — glutamat u cicavcov plni funkciu zadkladného excitacného
neuroprendsaca. Receptory glutamatového typu sa tak vyskytuji na vacSine rychlych
excitaénych synaps obratlovcov. U ¢lovéka sa naslo viac ako 20 génov pre rézne glutamatoveé
receptory, ktoré mozu byt’ tzv. ionotropné (iGluR, ktoré sa po naviazani glutaminu stavaja
otvorenymi ioénovymi kanalmi), alebo metabotropné (mGluR, které maju povahu tzv.
receptorov spriahnutych s G proteinom). Glutamat je excitacny pri ionotropnych receptoroch
a modulac¢ny pri metabotropnych receptoroch.

V mozgu sa glutamat vyuziva hlavne pri procesoch ucenia apamdte. Abnormalny

glutamatovy metabolizmus moZze viest’ k excitatnému neuronalnemu poskodeniu.

6.6. Kyselina y-aminomaslova (GABA)

GABA je dekarboxylacny produkt glutamatu. Reakcia je katalyzovana dekarboxylazou
kyseliny glutimovej. GABA je pritomnd vo vysokych koncentracidch v celom CNS aje
stanovitel'na aj v inych tkanivach (napr. pankreatickych ostrovéekoch a v nadoblickach). Ako
neurotransmiter je vyuzivany hlavne délezitou skupinou inhibi¢nych interneurénov. Inhibi¢né
transmitery zapri¢inuju hyperpolarizaciu. Vysledkom je, Ze v pritomnosti GABA je ovela
zlozitejie excitovat’ postsynapticky neurén. Specificki antagonisti pre GABA st alkaloid
bicuculin (jeho podanie spdsobuje kice) a pikrotoxin. Pri¢inou tvorby ki€ov mdze byt
nedostatok GABA v mozgu, zrejme v dosledku zablokovania dekarboxylazy kyseliny

glutamove;.
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Predpoklada sa, ze GABA moze sprostredkuvat’ informécie o aktivite nervovych okruhov v
blizkosti novovzniknutého neurénu, ¢im umozni jeho spravne zaclenenie do tychto okruhov.
Fyziologické a patologické podnety, ktoré interferuju s GABAergickou signalizaciou, mézu
proces zaclenenia novovzniknutych neurénov do nervovych okruhov vyzretétho CNS

vyznamne ovplyvnit’.

6.7. Neuroaktivne peptidy

Okrem uvedenych transmiterov mozu signalnu funkciu vykonavat aj neuroaktivne peptidy,
ktoré vznikaju alternativnym zostrihom a posttranslaénymi uUpravami proteinov
produkovanych v axoplazme av tele neurénov. V sicasnosti je zndmych viac ako 50
peptidov aktivnych v neurondlnych bunkéch, schopnych vyvolat’ excitaciu a/alebo inhibiciu
synaptického spojenia. Mnohé z tychto peptidov sii horménmi a maji cielové miesta mimo
CNS (napr. angiotenzin a gastrin), alebo st produktmi neuroendokrinnej sekrécie (napr.
oxytocin, vazopresin, somatostatin...). Stadium aktivity neuropeptidov ukazalo, Ze moduluju
zmyslové vnimanie, pocity bolesti, stresové odpovede a emdcie (endorfiny).

K ochoreniam zapri¢inenym chybami v synaptickej transmisii patri Lambert-Eatonov
syndrom. Pri tomto ochoreni produkuju pacienti protilatky Specifické voci napédtovozavislym
vapnikovym kanalom v presynaptickej membrane, ¢o spdsobuje znizeny vtok vépnika do
neurénov pocas depolarizicie atym aj zniZzené acasovo oneskorené¢ uvolnenie
neuromediatora do synaptickej Strbiny. Podobny u¢inok ma pri botulizme botulotoxin, ten
vsak blokuje uvolnenie acetylcholinu.

Angiotenzin II je povazovany aj za hormén, aj za neurotransmiter. Je to oktapeptid
produkovany renin-angiotenzinovou drahou (Obrazok 23). Aj ked’ v organizme poOsobi
angiotenzin II hlavne ako silny vazokonstriktor a udrziava koncentraciu sodika a objem krvi,

v mozgu poOsobi ako neurotransmiter. Prekurzorom pre tvorbu angiotenzinu II je
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angiotenzinogén. Tento sa Stiepi enzymom reninom (Specificka kysla protedza) na dekapeptid
angiotenzin 1. Tento je dalej Stiepeny neSpecifickou dipeptidylkarboxypeptidazou -
angiotenzin konvertujucim enzymom — na oktapeptid angiotenzin II. Degradacia angiotenzinu
IT prebieha aminopeptiddzou A, ktora odstepuje N-termindlny koniec angiotenzinu II. Takto
vzniké angiotenzin III, ktory je d’alej degradovany angiotenzindzami za vzniku inaktivnych

peptidov.

Angiotensinogen

w4
3

Inactive fragments

Angiotensin |l
RECEPTORS

VASOCONSTRICTION G-protein),__4
. . . AT1 AT2
WATER AND SODIUM RETENTION Physiological action ~
e

ALDOSTERONE PRODUCTION

-

VASOPRESIN and ACTH RELEASE

<
v

Other functions

Obrézok 23. Renin — angiotenzinovy systém. Angiotenzin II pdsobi cez svoje receptory —
angiotenzinové receptory. Tieto sa rozlisSuju na AT1 a AT2 receptory. Angiotenzin IV ma

svoje vlastné, AT4 receptory.
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Blokatory angiotenzin konvertujuceho enzymu sa vyuzivaju pri liecbe vysokého krvného
tlaku. NajznamejSie su kaptopril a enalapril.

Vicsina mozgu je chranend hematoencefalickou bariérou, ktord reguluje vstup latok
zkrvi do mozgu. Latky peptidového charakteru, teda aj renin a angiotenzinové peptidy
cirkulujuce v krvi nemézu volne prestupovat do mozgového intersticia. Vynimkou su
cirkumventrikularne oblasti mozgu, v ktorych sa vyskytuju aj AT receptory. K tymto
organom patria napriklad - area postrema, organum vasculosum laminy terminalis,
subfornikularny organ. Neurony z tychto oblasti su spojené s nucleus medianus a vysielaji
signaly pre rovnovahu tekutin a elektrolytov, exkréciu sodika a sekréciu vazopresinu. Pre
centralne oblasi mozgu je typicka produkcia vlastnych zloziek RAS.

Imunohistochemickymi metédami sa zistilo, ze mozgové tkanivo obsahuje vsetky typy
angiotenzinovych peptidov - Ang I, Ang II, Ang III, Ang IV a Ang 1-7, z ¢oho vyplyva, Ze v
mozgu su aktivne vSetky zlozky kaskady spracovania angiotenzinogénu. V mozgu je
angiotenzinogén syntetizovany hlavne v hypotalame a v prediZenej mieche. Najviac ho
produkuju gliové bunky a astrocyty. Angiotenzinogén tvori esencialnu zlozku extracelularne;j
tekutiny v mozgu. Angiotenzin v mozgu sa Stiepi reninom, ktory sa exprimuje aj v mozgovom
tkanive, je to len vo vel'mi nizkych koncentracidch. Mozgovy renin sa exprimuje ako kratsi
peptid nez je jeho oblickovéd forma. Neobsahuje niektoré preproreninové sekvencie, ale
napriek tomu sa predpoklada, Zze je intracelularnym enzymom RAS kaskady v mozgu.
Angiotenzin konvertujuci enzym je do cirkumventrikuldrnych orgdnov prinasany krvou a
lokalne meni angiotenzinogén na angiotenzin II (Ang II).

Angiotenzinové receptory - su lokalizované v mnohych oblastiach mozgu a miechy. Su to
receptory typu AT1, AT2 a AT4. ATI receptory sa eSte delia na podtypy AT1A a AT1B.

AT1 receptory sa vyskytuji najmd v oblastiach mozgu spdjanych s reguldciou

kardiovaskularnej homeostdzy a s hospodarenim s telovymi tekutinami. Najviac ATI
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receptorov je v lamina terminalis a v paraventrikularnom jadre hypotalamu a v Struktarach
limbického systému. Rovnako aj cirkumventrikularne orgéany, ktoré si v priamom styku s
periférnou krvou, obsahuji AT1 receptory. V mieche su tieto receptory lokalizované hlavne v
zadnom rohu a v korenovych gangliach.

AT?2 receptory sa vyskytuji v CNS v omnoho mensom mnozstve ako AT1 a ich funkcia eSte
nie je celkom objasnena. Predpokladd sa, ze mozu aktivovat’ drahy v opozicii k ATI
receptorom. Napriek tomu sa zda, ze su esencidlne, lebo mutacie v génoch pre AT2 receptory
spdsobuju mentalnu retardaciu. AT4 receptory su vysoko Specifickym a afinitnym vizbovym
miestom pre Ang IV. Najvyssi vyskyt tychto receptorov je bazalnych jadrach, hipokampe a v
neokortexe. Ich distribucia kopiruje rozmiestnenie cholinergickych neurénov a znamych
centier pre ucenie, pamét’ a motoricku kontrolu.

Zakladnou funkciou RAS v organizme, a rovnako aj v mozgovom tkanive, je kontrola
arteridlneho tlaku. Ang II ovplyviluje arteridlny tlak v mnohych mozgovych oblastiach
predovSetkym posobenim na sympatikové pre-motorické neurdny, ktoré udrziavaju
vazomotoricky tonus.

Experimentalna intracerebralna aplikacia Ang II a Ang III vyvolava u mnohych Zivo¢isnych
druhov okamzity pocit smidu a prijem velkého mnozstva tekutin. Velké mnozstvo AT1
receptorov sa vyskytuje na neurénoch, ktoré s mnohondsobnymi synapsami spojené s
nervovymi vldknami veducimi do oblic¢iek. Zistilo sa, ze prave prostrednictvom tychto
mnohonasobnych (polysynaptickych) spojeni, ma Ang II syntetizovany v mozgu inhibi¢ny
vplyv na sekréciu reninu a zvySené vyluCovanie sodika v oblickach. S tymto javom priamo
stvisi aj stimuldcia chute pre prijem sodika. Zistilo sa, ze mozgovy Ang II je zodpovedny aj
za udrziavanie telesnej teploty. ZvySena sekrécia Ang II v mozgu vedie k poklesu teploty.
Mozgovy Ang II stimuluje hypotalamo-hypofyzova os, ¢o vedie k zvySenym hladindm

adrenokortikotropneho horménu (ACTH) v krvi a nésledne aj k zvySenej produkcii
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kortikosteronu. Experimenty na potkanoch ukazali, ze Ang IV sa podiela na vytvoreni
pamédtovych drah a ulahcuje procesy ucenia. Ddlezitost' produkcie angiotenzinogénu v
mozgu ukazali experimenty s mySami, ktoré mali vyradeny z funkcie (,,knock out®) gén pre
angiotenzinogén. U tychto mysi bola kompletne znefunkénend hematoencefalickd bariéra. Po

podani An IT a Ang IV sa funkcia bariéry obnovila.

6.8. Oxid dusnaty

Oxid dusnaty (NO) bol v l'ndskom organizme objaveny v roku 1987. O 11 rokov bola jeho
objavitelom udelend Nobelova cena. NO je molekula sjednym nesparenym elektrénom
apreto ma vlastnosti radikdlu. Kedze je plynnou latkou, l'ahko difunduje cez bunkovu
membranu. Jeho biologicky polcas je v priemere len 6-10 sekind. Vo vodnom prostredi sa
rychlo oxiduje kyslikom za vzniku nitritov a za pritomnosti hemoproteinov az na nitraty. NO
je syntetizovany z aminokyseliny L-argininu za katalytického pdsobenia enzymov NO syntdz
(NOS) (Obrazok 24). U cicavcov boli doteraz charakterizované tri izoformy NOS -
neurondlna (nNOS), endotelidlna (eNOS) a inducibilnd (iNOS). V baktériach bola dokdzana
tzv. bNOS.

[zoforma nNOS sa vyskytuje v niektorych typoch neurénov (nie vsak v glidch), v endoteli
ciev, ale tiez v kostrovom svale. Zdrojom eNOS je predovSetkym cievny endotel, ale tiez
plucny a rendlny epitel, myocyty, atd’. Inducibilnd iNOS sa nachadza hlavne v makrofagoch,
ale tiez v gliach, hepatocytoch anapr. aj v hladkom svale. Zatial ¢o nNOS a eNOS su
konstitutivne enzymy, t.j. syntetizuju sa stale, iNOS je inducibilnd forma a jej produkcia je
stimulovand cytokinmi. Konstitutivne formy sa od induktivnej liSia predovsetkym v tom, ze
pre svoju aktivitu vyzaduju zvysenu koncentrdciu idnov vapnika. Iony vépnika sa spolu
s kalmodulinom viazu na molekulu NOS a menia ju na aktivnu formu. Enzymy NOS pre

svoju aktivitu vyzaduju viaceré kofaktory, ako si FAD, FMN, tetrahydrobiopterin (BH4)
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a Fe-protoporfyrin IX. Plne funkény enzym je tvoreny dvoma identickymi polypeptidovymi
retazcami NOS. Vizba BH4 na polypeptidové retazce stabilizuje tvorbu diméru. Aktivita

enzymu je regulovana cez fosforylaciu serinovych zvyskov, ktora vedie k inhibicii NOS.
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Obréazok 24. Schéma syntézy NO, ktord ukazuje vychodiskovy substrat a koncové produkty
reakcie. V skutocnosti ide o dvojstupiiovi oxygendzovu reakciu, kde ako medziprodukt

vzniké hydroxyarginin, ktory sa v d’al$ej premene meni na produkty reakcie - citrulin a NO.

V CNS je NO syntetizovany vo viacerych Castiach mozgu, napr. v mozocku. NO zohrava
ulohu v uvolfiovani neurotransmiterov, vyvoji nervového systému ajeho regeneracii,
synaptickej plasticite, atd. Pri neurologickych patologickych stavoch je casto NO
produkovany v nadbytku, ¢o je spojené s ucastou NO na poskodeni nervového tkaniva.
V bunkdch CNS sa NO zucasthiuje na transmisii stimulovanej glutamatom. Po podrazdeni
presynaptického neurénu sa uvolneny glutamat viaze v membrane postsynaptického neurénu
na NMDA receptor, ¢im dochadza k otvoreniu kandla pre i6ny vapnika, ktoré prenikaju do
postsynaprického neurénu, viazu sa na kalmodulin a komplex vapnik-kalmodulin aktivuje

NOS. Vytvoreny NO prenika do okolitych neurdénov a spusta v tychto bunkach odpoved'.
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V presynaptickom neuréne méze NO aktivovat’ guanylatcyklazu. Jej ucinkom sa vytvori
cGMP. Ten nasledne aktivuje proteinkindzu zavisli na cGMP. Aktivovana fosforyldza
katalyzuje fosforylaciu Specifickych bielkovin synaptickej vezikuly, ¢im dochadza
k stimulécii uvol'novania d’alSieho glutamatu z presynaptickej ¢asti. Tymto mechanizmom sa
zosililuje prvotny impulz prenosu vzruchu oznacovany ako dlhotrvajica potenciacia (,,Jlong-
term potentiation®). NO tu sluzi ako tzv. retrogradny posol a uvedeny mechanizmus u¢inku

ma vyznam v uceni a tvorbe pamite.

6.9. Sirovodik

Sirovodik (H,S) bol dlhodobo povazovany za toxicku latku, ktord znecistuje ovzdusie. Az v
poslednych rokoch sa ukazala ddlezitost' sirovodika ako metabolicky aktivnej latky.
Endogénna produkcia sirovodika méa podobnu regula¢nufunkciu ako NO. V sucasnosti sa
intenzivne Studuju ucinky podania latok, ktoré uvoliiuju H,S na ich potencidlne terapeutické
vyuzitie.

Ukézalo sa, ze sirovodik mé inotropny a chronotropny G¢inok na srdce. V nervovom tkanive
H,S priamo zvysuje sekréciu glutamatu. Dal§im prikladom ué¢inku H,S na neurotransmiterové
receptory je GABA. Ukazalo sa, ze H,S znizuje poskodenie hipokampu, ktoré bolo vyvolané
rekurentnymi febrilnymi zéchvatmi v dosledku zvysenia GABAergickej inhibicie. H,S

nezvySuje GABA, ale zvySuje GABAg receptory lokalizované pre- aj postsynapticky.

Otazky ku kapitole:
1. Ako su charakterizované neurotransmitery a do akych skupin sa delia? (odpoved’ je na
strane 37)
2. Popiste mechanizmus prenosu signalu neurotransmiterom. (odpoved’ je na strane 37)

3. Ako je syntetizovany acetylcholin a cez ¢o posobi? (odpoved’ je na strane 38)
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4. Akym mechanizmom posobia nervové jedy Tabun, Sarin, Soman? (odpoved’ je na
strane 39)

5. Co je pri¢inou ochorenia Myastenia gravis? (odpoved’ je na stranach 39-40)

6. Aka je tloha histaminu v organizme a cez ¢o posobi? (odpoved’ je na stranach 40-41)

7. Popiste syntézu serotoninu tiez mechanizmus degradécie. (odpoved’ je na strane 42)

8. Aké katecholaminy poznate a ako sa syntetizuju (odpoved’ je na strane 43 ana
Obrazku 20)

9. Ktory katecholamin participuje narozvoji viacerych neurologickych ochoreni a aké
modzu byt mechanizmy jeho zapojenia do tychto procesov? (odpoved je na stranach
45-46)

10. Popiste rozdelenie adrenergickych receptorov a mechanizmy prenosu signalizacie cez
tieto receptory. (odpoved’ je na strandch 46-47 a Obrazku 22)

11. Ako su prepojené glutamat a GABA? (odpoved’ je na stranach 48-49)

12. Co st to neuroaktivne peptidy a aky majui vyznam? (odpoved’ je na strane 50)

13. Popiste vznik angiotenzinu II. (odpoved’ je na stranach 50-51, Obrazok 23)

14. Uloha angiotenzinu IT v mozgu (odpoved je na strane 52)

15. Popiste vznik oxidu dusnatého (odpoved’ je na strane 54, Obrazok 24)

16. Aké je tloha NO v mozgu? (odpoved’ je na stranach 55-56)

7. Metody Studia neurondlnych buniek

Dokonalé poznanie prenosu signalu neurondlnymi bunkami, ktoré zac¢ina iniciaciou signalu,
pokracuje prenosom do cielového miesta a tam aktivuje patriéné drahy, ktoré sa prejavia
fyziologickou zmenou, je neoddelitelnou sucastou pochopenia zmenenej signalizacie pri
rozvoji aprogresii patofyziologickych stavov. Pochopenie fungovania neurondlnej

signalizacie za normalnych podmienok apri rozvoji neurondlnych ochoreni umoZzni
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perspektivne vyvinut' také latky, ktoré potencidlne mézu sluzit’ ako terapeuticky zaklad pri
liecbe danych ochoreni. Zmeny signalizacie v neurondlnej bunke prebiehaji na wrovni
elektrofyziologickych zmien (metddy Studia su popisané v kapitole 5.2. Metody Stadia
ionovych kandlov), ale tiez na urovni génovej expresie, proteinov a prenosu signalu. Vsetky
tieto procesy sa intenzivne sleduji, vzajomne koreluji a overuju v klinickej praxi. Ked’ze aj
v samotnom mozgu je ovel'a viac gliovych buniek ako neurénov, ¢ast’ zakladného vyskumu
vyuziva bunkové linie na sledovanie tychto procesov. Na rozdiel od vac¢Siny inych tkaniv sa
vSak doteraz nepodarilo vytvorit’ stabilnt liniu neurondlnych buniek, aj ked’ stabilné bunkové

linie gliovych buniek (napr. astrocytov) uz existuji.

Obréazok 25. Primarna bunkova linia cerebelarnych granularnych buniek. Tieto bunky sa
izoluju z osemdiovych mlad’at potkanov, kedy eSte bunky nie su diferencované a maju
gulovity tvar. Po vysiati na misku s vhodnym médiom a rastovymi faktormi bunky zacinaju
tvorit’ neurony. Na rozdiel od tychto buniek je potrebné izolovat’ hipokampalne bunky z 1-2-

dilovych potkanov.

Preto sa na niektoré druhy experimentalnych sledovani (hlavne na elektrofyziologické
merania) pouzivajl tzv. primdrne bunkové linie (Obrazok 25). Vyhodou tychto linii je, Ze
ziskame populéciu uréitého typu neurondlnych buniek. Nevyhodou je velka pracnost’ a cena,

ale tiez limitovana zivotnost’ tychto kultir. Primarne bunkové linie neuronalnych buniek je
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potrebné pripravovat’ z vel'mi mladych mlad’at (0-8 dni podl'a typu buniek), kedy neuronalne

bunky este nie st diferencované a pri izolécii sa neposkodia.

Obréazok 26. Nediferencované PC12 bunky (vl'avo hore) radi agreguju a vytvarajua zhluky. Po

rozbiti tychto zhlukov (vpravo hore) sa pridava nervovy rastovy faktor (NGF). Uz po 24
hodinach je mozné pozorovat pretiahnuty tvar bunky a naznaky axoéonov. Bunky prestavaja
proliferovat’ (vlI'avo dole). Po 3-5 dni je viditelny ich zmeneny tvar a mnozstvo neuritov, cez

ktoré su bunky schopné vzajomne komunikovat'(vpravo dole).

Dalgim typom buniek, ktoré moézu sluzit ako modelové bunky na $tadium niektorych
bunkovych signalizacii st feochromocytomové bunky PC12 (Obrazok 26).

Feochromocytomy a paragangliomy su neuroendokrinné tumory (maju neuronalny povod),
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ktoré vznikaji v chromafinnych bunkéach drene nadoblicky, alebo v paragangliach. Niektoré
typy tychto naddorov st charakteristické vysokou nadprodukciou katecholaminov a v désledku
toho maju pacienti vysoky krvny tlak. PC12 bunky sa diferencuju pridanim neuronalneho
rastového faktora (NGF) do inhuba¢ného média. V takomto prostredi bunky prestavaja
proliferovat’, avSak zacinaju sa diferencovat’ na neurondlne bunky — menia tvar a vytvaraja

axony.

Stiidim génovej expresie

Schopnost’ kvantifikovat’ transkripéné hladiny Specifickych génov ma zésadny vyznam nielen
vo vyskume $tudia modulacie a funkcie génov, ale aj pri rozvoji niektorych ochoreni. Analyza
mnozstva mRNA je ¢astou nevyhnutnostou aj v klinickej diagnostike. Reverzna transkripcia s
naslednou polymerazovou retazovou reakciou (RT-PCR) je najcitlivej$ia metdda na detekciu
malych mnozstiev mRNA, ktoré sa casto ziskavaju z ve'mi malych mnozZstiev tkaniva.
Reverzna transkripcia je proces, kedy je mRNA prepisand do cDNA. Polymerazova
Retazovad Reakcia (PCR) je in vitro metdda, ktora nesporne patri k prelomovym objavom v
molekularnej biologii. Jej princip bol objaveny v roku 1983. Prvé publikédcia s PCR metdédou
sa objavila v roku 1985. V dneS$nej dobe PCR metdda predstavuje zdkladnu techniku pri
Stidiu aj diagnostike dedi¢nych ochoreni. Patri tiez k najpouzivanej$Sim metédam v
medicinskom a molekularne-biologickom vyskume. V roku 1993 bol objavitel’ tejto metddy,
Kary Mullis, oceneny Nobelovou cenou za chémiu.

Pomocou PCR metddy je mozné namnozit’ definovany usek DNA z minimdlneho mnozstva
DNA (teoreticky z jednej molekuly), pricom st potrebné len primery - dva kratke syntetické
useky DNA, ktoré su komplementarne ku 3’-koncom DNA vldkien, na ktoré sa Specificky
viazu, dalej deoxynukleotidtrifosfaty, DNA polymerdza a samozrejme, templatova DNA.

Zahriatim templatovej DNA na 95°C sa tato rozpletie (denaturuje) na dve jednotlivé vldkna a
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umozni primerom naviazat' sa (hybridizovat’) na komplementarne vlakna DNA. Tento krok
prebiecha pri teplote 45-70°C, v zavislosti od viacerych faktorov. DNA polymerdza potom
dosyntetizuje komplementarne DNA vlakna, pricom syntéza zac¢ina od 3’-koncov
naviazanych primerov. Optimalna teplota pre DNA polymerazu je 37°C. Dnes sa v§ak v PCR
pouziva Siroka paleta DNA polymeraz z termofilnych mikroorganizmov, ktorych teplotné
optimum je 72°C. Ich vyhoda spoc¢iva v odolnosti voéi teplotim denaturacie a preto ich nie je
potrebné pocas reakcie znova pridavat. V d’alSom kroku sluzi novosyntetizovany produkt ako
templat pre d’alSiu reakciu. Ked’ze mnozstvo DNA kopii sa zdvojuje v kazdom cykle, po 20
cykloch ziskame okolo milion képii povodného fragmentu DNA. Kazdd PCR reakcia sa da
modifikovat’ tak, aby produkovala ¢o najvacsi vytazok pri vysokej Specificite a citlivosti.
V stcasnosti sa na kvantifikaciu génovej expresie vyuziva metoda PCR v redlnom case (,,real
time PCR®). Pri tejto metéde sa mnozstvo amplifikovaného produktu stanovuje
fluorescencne, bud’ pomocou interkalacnej farbicky Sybr Green (ktora sa zabudovava do
dvojzavitnice DNA), alebo pomocou Specidlnych a Specifickych fluorescencne znacenych

préb (Tagmanove proby).

Metody Studia proteinov nervovych buniek

Pri sledovani produktov génovej expresie je potrebné mat’ na zreteli zakladné vlastnosti
Studované¢ho proteinu, ako st jeho rozpustnost' (solubilita), molekulovd hmotnost,
podjednotkové zlozenie a pod. Ddlezitym faktorom je zdroj izolacie proteinov. Metddy
izolacie budu rozdielne v pripade tkaniva a bunkovej kultiry, rovnako budu ovplyvnené
obsahom neSpecifickych protedz a stabilitou izolovanych proteinov. Pre Gcely Stidia expresie
sa najcastejSie pouziva identifikacia proteinu pomocou vézby s protildtkou (monoklonalnou,

polyklonalnou), co obvykle nevyzaduje zlozité purifikacné postupy.
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Protilatky patria do skupiny globulinov nazyvanych imunoglobuliny. Imunoglobuliny (Ig.)
mozno rozdelit na 5 hlavnych skupin IgG, IgA, IgM, IgD, IgE. Kazdy imunoglobin je
zlozeny z dvoch identickych tazkych a dvoch identickych l'ahkych retazcov. Tazké retazce
urcuju antigénne a Strukturalne vlastnosti imunoglobulinov. Takze, podla Specificity, ako aj
podla mechanizmu pripravy protilitok mézeme na detekciu exprimovaného proteinu
ukotveného na membrane Western blotom pouzit’ dva typy protilatok.

Polyklondlne protilatky- su produkované rozdielnymi bunkami imunitného systému
zivocicha a reaguju s viacerymi epitopami antigénu, proti ktorému boli vyrobené. Vyhodou
ich pouzitia je reakcia s viacerymi epitopami a nami sledovany protein méze byt aj I'ahSie
poskodeny izola¢nymi a blotovacimi procedirami. Nevyhodou je prave ich nizsia Specificita a
moznost vizby aj s inymi, podobnymi proteinmi. NajcCastejSie sa na produkciu
polyklondlnych protilatok pouzivaji zvieratd ako kralik, koza, ovca, oSipand (kvoli svojej
velkosti). Pri vybere zdroja primarne protilatky je treba brat’ do tivahy aj aky typ a znacenie
sekundarnej protilatky budeme mat’ k dispozicii. Komeréne najcastejSie dostupné sekundéarne
protilatky sa produkuji proti ludskym, kréali¢im, kozim, ov€im a myS$im primarnym
protilatkam.

Monoklondlne protildtky — su produkované klonmi plazmatickych buniek a reaguji len so
Specifickym epitopom antigénu, voci ktorému boli vyrobené. Ich vyhodou je teda vysoka
Specificita, ¢astokrat aj druhova Specificita a moznost’ rozliSit’ pomocou nich rézne podtypy,
izoformy, pripadne podjednotky komplikovanych proteinovych komplexov. Na produkciu
monoklonalnych protilatok sa pouzivaji mysi.

Protilatky sa pouZzivajii pri viacerych metddach vizualizdcie proteinov. Jednak je to uz
spomenutd Western blot analyza, kedy sa bunkové proteiny rozdelia podla vel'kosti na géli

a inkubujt sa s primarnou protilatkou voci sledovanému proteinu. Vizualizacia tohto proteinu
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nastava chemiluminiscen¢ne po naviazani patri¢nej sekundarnej protilatky, ktora ma na sebe
pripevnentl chrenovu peroxidazu.

Dalsie velmi ¢asto pouzivané metdédy su imunofluorescencia aimunohistochémia. Pri
imunofluorescencii sa bunkova kultara zafixuje na skli¢ku a inkubuje s primarnou a nasledne
aj so sekundarnou protilatkou. Tato je vSak na rozdiel od Western blot analyzy znacena
fluorescen¢nou farbickou a vizualizuje sa na fluorescen¢nom alebo konfokalnom mikroskope.
Imunohistochémia je podobnd metdda, avsak nefixuju sa bunky, ale tkanivové rezy (napr.

mozgove). Pri oboch metddach nie je sice mozné kvantifikovat’ protein, ale krasne sa zobrazia

miesta vyskytu sledovaného proteinu (Obrazok 27).

Obrazok 27. Imunofluorescen¢né znacenie zmien v IP3 receptoroch (zelena farbicka) pocas
apoptozy. Modrou farbou s znacené jadrd. A-kontrola, B —bunky v apoptoze, C-negativka

kontrola Specificity bez pridania primarnej protilatky.

Prietokova cytometria
Je zaloZena na analyze mikroskopickych castic (bunky, chromozoémy), ktoré prechadzaju
detekénym systémom v prade roztoku. Umoziuje to simultdnnu analyzu viacerych

parametrov a charakterizaciu tisicov Castic za sekundu. Detekény systém sa obvykle sklada z
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jedného alebo viacerych laserov, ktoré spdsobuju excitidciu fluorochrémov naviazanych na
protilatkach do vysSieho energetického stavu a emisiu fotonov. Prietokova cytometria je
rutinnou a jednou z najcastejSie pouzivanych vysetrovacich metdd, hlavne pri diagnostike
nadorov. Z hladiska imunologie je mozné stanovit’ priamu vizbu fluorescenéne znaceného
antigénu na povrch buniek. V sucasnosti je komeréne dostupné velké mnozstvo fluorescencne
znacenych protilatok. Moderné prietokové cytometre maju vyssi pocet detektorov a umoziuja
simultanne viacnasobné znacenie protilatkami. Niektoré z nich vedia digitdlne zobrazit’
jednotlivé bunky a lokalizovat’ fluorescen¢ny signal priamo na ich povrchu. Z hladiska
imunolégie je tak mozné nielen stanovit imunologicky stav, ale urobit aj
imunofenoptypizaciu hematopoietickych buniek v rozdielnom S§tadiu dozrievania. Tato
metdda sa pouziva napriklad pri odhalovani linii leukemickych buniek, alebo lymfémovych
nadorov. FACS (,,Fluorescence Activated Cell Sorting*) je Specialnym druhom cytometrie,
ktora umoziuje triedit’ heterogénne zmesi buniek pomocou kombinacie svetelného a

fluorescencného skenovania do dvoch alebo viacerych oddelenych zasobnikov.

Mikrometody Studia jednotlivych neuronov

Mikropristroje prechddzaju v sucasnosti velkym rozvojom a vytvaraju vel’ky potencial pre
Studium individualnych buniek v bunkovych kultarach. Mikrosenzory a mikrosystémy maju
vel'kosti v rozmedzi od menej ako 1 mikrometer , az do stoviek mikrometrov. Tieto velkosti
st Casto zhodné s velkost’ou bunkovych organel a preto sa vyuzivaju na $tidium zakladnych
javov na urovni jednej bunky. Tri najrozvinutejSie smery tychto metdd st mikroelektrédové
arraye (MEA), ionovo selektivne elektrédy (ISE) a mikrofluidika.

Mikroelektrodové usporiadanie (,,array“) - sa vyuzivaju pri stredne a dlhodobych meraniach
spontannej a navodenej aktivity neuréonov. Umoziuju mapovat’ ¢asovo-priestorovi dynamiku

a vyvoj neuronalnych sieti.
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Obvykle sa postupuje tak, ze sa vytvori fyzikdlna bariéra pre zhlukovanie (,,clustering®)
neuronalnej siete a umozni sa vytvorenie spojenia medzi umelo vytvorenymi podsietami.
Prakticky sa to docieli tak, ze do izolovanych komorok sa na tenky film substratu pripevnia
mikroelektrody s priemerom do 30 pm a vytvoria sa kanaly s priemerom 500- 800 um. Po
spojeni s mikroinkuba¢nou komoérkou je potom mozné merat’ prirodzent aktivitu jednotlivych

buniek, ako aj ovplyviiovat’ procesy vytvarania neuronalnych spojeni.
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Obréazok 28. Fotografia MEA s piatimi komorkami pre zhlukovanie buniek

I6novo selektivne elektrody - umoziuju intracelularne a extracelularne meranie vapnikovej a

draslikovej aktivity buniek. Tieto elektrody su vo velkosti od 6 pum do 250 nm.

Mikrofluidika je metdoda na presné davkovanie mnozstva arychlosti prietoku. VacSina
pristrojov pre bunkové experimenty vyzaduje kontrolu kontaktu tekutin s bunkami.
Mikrofluidika poskytuje v tomto pripade komplexné rieSenia. Bunky sa imobilizuju na ipe a
regulovane sa premyvaju roztokmi podla potreby skimanych procesov. Reakcia buniek sa
modze merat’ rozne podla usporiadania pristroja, preto sa da tato metodika, na rozdiel od

predchadzajucich dvoch, pouzit’ aj pre neexcitabilné bunky.
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Otazky ku kapitole:

1.

Preco sa nedajui primarne bunkové linie robit’ z mozgov dospelych zvierat? (odpoved’
je na stranach 58-59)

Preco sa da PC12 linia pouzit ako modelova linia na S$taddium neuronalnych
signalizacii? (odpoved’ je na stranach 59-60)

Aka je najcastejSia metdda Studia génovej expresie? (odpoved’ je na stranach 60-61)
Aky je rozdiel medzi monoklonalnou a polyklonalnou protilatkou? (odpoved’ je na
strane 62)

Co je principom imunofluorescencie a imunohistochémie a aky je rozdiel medzi
tymito metédami (odpoved’ je na strane 63)

Co je to prietokové cytometria? (odpoved’ je na stranach 64-65)
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