Molekularni dopravni systém
u kvasinek i v mozku ma stejny puvod

Nobelova cena za fyziologii nebo medicinu 2013

FRANTISEK Pied tfemi lety mé redakce Vesmiru upozor-
VYSKOCIL nila na dva védce, kteti dostali vyznamnou
norskou védeckou cenu za skladovani, pfe-
pravu a uvolnovani hormond a neuropiena-
Secl. Vykonny redaktor si myslel, ze napisu
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par radek o jejich nélezech, protoze se zaby-
vame podobnym vyzkumem. Ocenéni ko-
legové studovali vylev kvantovy, my prede-
v§im nekvantovy. Ale ja se tehdy k napsani
nedostal. Oba badatele jsem znal z devadesa-



Vpravo: 1. Vylev neuroprenasece exocytosou synap-
tickych vacku - kvantova teorie.

Shluk synaptickych vaéku v presynaptickém zakon-
ceni lezi u tmavé (denzni) oblasti presynaptické mem-
brany - v tzv. aktivni zoné. Synapticka stérbina, kte-
rou pirekonava neuroprenasec (zde acetylcholin), ma
v tomto misté tvar Y. Ramena jsou bohata na acetyl-
cholinové nikotinové receptory (nAChR, Zluta Sipky)
a nozicku tvori hluboky zahyb s mnoha sodikovymi
napétové citlivymi kanaly, které se oteviou pri depo-
larizaci, vyvolané mnoha aktivovanymi nAChR (syna-
pticky potencial). Diky aktivaci vznika na kanalu aké¢-
ni potencial, impulz.

Jedine¢ny moment faze dvou vacka s presynaptic-
kou membranou je vpravo. Motoricky nerv byl stimu-
lovan za pritomnosti 4-aminopyridinu (4-AP), latky,
ktera zvysSuje vylev neuroprenasece tim, Ze prodlu-
Zuje akéni potencial. Tkan (Zabi nervosvalové spoje-
ni) byla vakuové nastfelena na zmraZenou kovovou
desticku necelou milisekundu po podrazdéni ner-
vu a upravena pro elektronovou mikroskopii. Vacky
zakotvené v aktivni zoné fazovaly s presynaptickou
membranou a exocytézou uvolnily kvantum acetyl-
cholinuACh) do synaptické stérbiny (Heuser, 1977).
Na postsynaptické membrané cekaji Ach receptory.

Dole: 2. Hlavni kroky pred vylevem a pfi vylevu vackt
béhem exocytézy, viz text.
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tych let, kdy jsme se setkavali na Conférences
en Neurobiologie v Gif-sur-Yvette u Patize
u prof. Ladislava Tauce, ¢eského zakladatele
francouzské bunécné neurochemie. A leto$ni
pfekvapeni — nobelisty za fyziologii se stali
pravé ti dva nositelé Kavliho ceny a jesté je-
den vyborny genetik.

James E. Rothman, Randy W. Schekman
a Thomas C. Siidhof ziskali Nobelovu ce-
nu za své nalezy dosud nezndmych bilko-
vin, nutnych pro ¢innost nitrobunéénych
molekuldrnich stroji a mechanismi, kte-
ré reguluji vezikularni, vackovy (feknéme
mikrokontejnerovy) dopravni systém v na-
$ich bunkdach, véetné naklddani a vyloze-
ni obsahu z burnky ven. Leto$ni nobelisté
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vSak nejsou jeho objeviteli, spiSe objasnite-
li. ,Mikrokontejnery“, bunééné transport-
ni vacky, zname dlouho. Uz prvni eletron-
mikroskopické snimky synaptickych spojt
mezi neurony, stejné jako mezi nervovym
vlaknem a svalovou bunkou, pofizené v po-
loviné padesatych let, ukazaly, Ze rozsifena
nervova zakonceni v tésném kontaktu s dru-
hou bunkou na synapsi jsou plna droboun-
kych, dvojitou membranou obalenych vac-
kti o priméru asi 50 nm. Genialni némecky
emigrant ruského pévodu Bernard Katz
v University College v Londyné okamzité
dal do souvislosti tyto struktury s miniatur-
nimi, asi 1 mV velkymi a 2-3 ms dlouhymi
vinkami depolarizace, snimanymi jemnou
mikropipetkou blizko synapse. A vyslovil
spolu se svym studentem Paulem Fattem
kvantovou hypotézu synaptického prenosu
(Nobelova cena r. 1970).

Pfi exocytéze, splynuti takového méchyft-
ku s nervovou membranou (obr. 1), se vylou-
¢i ¢i podle Sira Bernarda mozna pfimo vy-
stifkne proti tésné pfilehlé sousedni burice
nebo jen tak do okoli (v pfipadé hormont,
jako je inzulin) urcité kvantum nékolika ti-
sic molekul acetylcholinu (nebo glutamatu,
GABA ¢i jinych neuropienasecii), které rea-
guji s receptorem. Receptory jsou bud akti-
vacni a slabounce depolarizuji svou rodnou
membranu, nebo inhibi¢ni, tj. hyperpola-
rizuji nebo stabilizuji bunéény potencial
postsynaptické membrany. To druhé je pfi-
pad tlumivych pfenasectt GABA a glycinu.
Synchronni vyliti mnoha téchto kvant pfi
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nervovém podrazdéni' vede k elektrickému
a pro napétové citlivé Na* kanaly ,bolesti-
v¢é“ nadprahovému seéteni téchto drobnych,
miniaturnich synaptickych potencialt (resp.
proudtl) a vzniku synaptického potencidlu,
ktery pieroste v novy impulz. Realizuje se
ptfenos informace nervového impulzu pfes
chemickou synapsi. Nebo naopak dojde
k jeji inhibici.

Na obr. 1 je vidét, zZe vacky skutecné po po-
drazdéni nervu s membranou splyvaji. Katz
a dalsi z nas definovali na konci tisicileti fy-
ziologické podminky pro vylev obsahu va¢-
kt. Pfedevsim se ukazalo, ze bez vapniku to
nejde. Nervova depolarizace otevie v mem-
brané zakonceni védpnikovych kanali tésné
u vacku, extracelularni ionty Ca?* vniknou
dovnitf, vytvoii na zlomek sekundy ,obla-
¢ek® Ca?* a cosi zplsobi, aby se obsah vac¢-
ku vylil. Na to ,cosi“ se prichdzelo jen po-
malu a postupné. Co se déje pred vylevem
a béhem néj, uz dnes vime hlavné diky letos-
nim nobelistim. Vime, jak se vacky pfesunu-
ji az do aktivni zény vylevu (Rothman), ja-
ké kouzelné bilkoviny musi obsahovat vacek
a membrana zakonceni pro vytvoreni kon-
taktu a fiizi (Rothman, Siidhof) a které geny
tyto bilkoviny kéduji (Schekman).

Na pocatku devadesatych let minulé-
ho stoleti formuloval James Rothman hy-
potézu SNARE?. Samoziejmé stdl na ra-
menou neurochemikd, ktefi ho naudili, jak
izolovat masu vackl a nervovych terminal
(synaptozoml), jako byl napi. Angli¢an Vic-
tor P. Whittaker. Rothman ty tajemné faz-
ni bilkoviny objevil. Jednak na membrané
vackil, kde je oznacil souhrnné jako protei-
ny v-SNARE, jednak na presynaptické mem-
brané nervu a oznadil je -SNARE proteiny3
(obr. 2 Bl a B2). Dale navrhl a provéfil sché-
ma interakci téchto proteinti, jejichz bliz-
$im urcéenim, klasifikaci a ilohou se zabyval
stejn¢ intenzivné jako Stidhofova laboratof.
U Rothmant ptipravili umélé lipidické vac-
ky (lipozomy, nyni uz to uméji v fddu na-
nometrti, PMID: PMC2840481), vybavili je
izolovanymi proteiny SNARE a dokazali in
vitro jejich fazi.

Samotné exocytdze, vylevu z nervového
zakonceni, predchazi nejprve transport no-
vych vacki od télicka neuronu, kde vznikaji
bud v endoplazmickém retikulu, nebo v Gol-
giho systému membran (tam vznikaji a do-
spivaji proteiny) po kolejnickach nervovych
mikrotubuld a aktinu pomoci motorku ki-
nesinu. Césti méchyikt jsou recyklovany
po poutziti v cyklu exocytéza (vylev) — en-
docytéza (zpétné vchlipeni, obr. 2 C). Sem
spadaji prace tfettho nobelisty, Randy W.
Schekmana, molekuldrniho genetika, kte-
ry predbéhl své dva kolegy a uz r. 1980 na-
Sel a klonoval 23 gent, jejichz Sec biloviny*
u kvasinek — a jak se ukazalo, i v mozku nebo
zlazach s vnitini sekreci — podminuji sprav-
né fungovani této velmi starobylé ,via Appia“
nasich bunék. Rozdé¢lil je na tfi skupiny a do-
konce vystopoval ty, které kdyz chybi nebo
jsou poskozeny, vedou ke ztraté¢ schopnosti
pfenaset a vylucovat obsah vacki. To vede



ke smrti jak kvasinek, tak knockoutovanych
mys$ek (PMID: 6996832). Objevil a izolo-
val napt. Sec6l transloka¢ni komplex, CO-
PII komplex, ktery pokryva vacky, a poprvé
izoloval méchytky, které zajistuji transport
mezi organelami v eukaryotickych bunkach.
Sec proteiny jsou u mnoha typt bunék témér
stejné, konzervované, a tcastni se nejen vy-
levu bilkovinnych dobriitek z kvasinek, kte-
rych je kolem stovky (etanol se ale uvolnuje
difuzné), neurotransmise na synapsich, vyle-
vu hormontl z endokrinnich bunék, ale i rov-
novahy cholesterolu v organismu a nékolika
dalsich metabolickych regulaci.

Ale zpét k nervovému zakonceni na sy-
napsi. Vacek se naplni prenasecem (jako je
acetylcholin, vyménou za protony), piipad-
né hormonem, nebo si sam pfinese z cen-
tra bunky syntetizované bilkoviny (jako je
P-substance a ruistové faktory). A co dal?
Rothman a koneckonctl i Siidhof se svymi
tymy predpokladali a dokazali nasledujici tfi
kroky SNARE hypotézy: docking fazi, coz je
kone¢né dopraveni méchytku a jeho zakotve-
niv aktivni z6né, coz vyzaduje energii z ATP
a priming fazi, kdy je vacek v tésné blizkosti
membrany v aktivni zéné vylevu. Pfi primin-
gu se propletou 4 vlakna a smycky t-SNARE
a v-SNARE jako vlasenky v kadefi (obr. 2 A)
a vacek ¢eka na spusténi exocytdzy elektric-
kym podrdzdénim a naslednym vtokem Ca?*
iontd do nervového zakonéeni (obr. 2, B). Si-
tuace primingu pfipomind pevné uchyceni
komara nozickami na chlupaté pokozce a je
velmi podobna pfipnuti viru na povrch in-
fikované bunky (hairpins). Je obdivuhodné,
kolik bilkovin se tc¢astni formovani, udrzby
a vylevu i na téch nejjednodussich nervosva-
lovych synapsich (nékdy se jim tika E. coli
v oblasti neurobiologie). A jesté vic je jich na
synapsich v mozkovych strukturach. Regu-
la¢nich a strukturalnich proteinti jsou desit-
ky, mozna stovky.

Samoziejmé téch nejdtlezitéjsich je jen né-
kolik a jsou vesmés spojeny se jménem Tho-
mase Sidhofa. Tak mezi v-SNARE patti 13
synaptotagminti, z nichz 8 méa dv¢ vazebna
mista pro Ca?". Po navazani Ca? se vytladi
z komplexu SNARE dalsi bilkovina, komple-
xin, kterad v jedné konformaci brani a v dru-
hé umoznuje vytvoieni péru pro unik napl-
né vacku (obr. 2 B3 a B4). Na vaccich jsou
dale synaptobreviny, které ukotvuji vacek
do celkového SNARE komplexu a jsou ci-
lem smrtictho tetanospasminu z Clostridium
tetani. Ptibuzny kmen bakterie Clostridium
botulinum a ji vylucované botulotoxiny ta-
ké nici synapse a blokuji kvantovy vylev tim,
ze se zakusuji do dalsich dilezitych vlakni-
tych bilkovin ze spolecenstvi t-SNARE v ner-
vové membrané, do SNAP-25 a do syntaxi-
nu (obr. 3), jehoz pfedpjata struktura (jako
ohnuta pruzina, obr. 2 A) zfejmé poskytuje
energii pro fizi a tvorbu péru. Syntaxin je
ovladan geneticky citlivymi bilkovinami ze
skupiny Munc (viz déle).

V posledni dobé se Thomas Siidhof zaméfil
na vyvoj a stabilitu synapsi a objevil neurexi-
ny, ptitomné na presynaptickych zakoncenich,

a neuroliginy, které jsou na postsynaptické
membrané a pevné obé membrany spojuji ja-
ko malé svorky. Zptisob propojeni neurexi-
ny a neuroligniny urcuje réizné typy synap-
tickych kontakti mezi neurony a ziejmé ma
i funkéni vyznam. Siidhof identifikoval né-
které mutace téchto spojovacich bilkovin, kte-
ré provazeji dédicné formy autismu. Tento
muz je zajimavy i proto, Ze se stal znamym uz
predtim, nez se zacal zajimat o bunéény trans-
port. Pracoval na transportnich bilkovinach
pro krevni lipidy a z jeho studii vznikla 1éci-
va na snizeni ,$patného“ cholesterolu (LDL),
znamé statiny, predevsim atorvastatin.

Ukazuje se, ze poruchy v intracelular-
nich transportnich mechanismech maji cas-
to za nésledek néjaké onemocnéni. Napf. pfi
diabetu II. typu postupné selhava sprav-
né nacasovany vylev inzulinu z beta-bunék
Langerhansovych ostriivk@i v pankrea’tu
a inzulinem zprostiedkovany transport glu-
kézy do svalu a bilych tukovych bunék. Ta-
ké imunitni bunky potfebuji dobfe fungujici
transportni a fizni systém vackt, aby mohly
uvolnovat dtlezité obranné a regulacni latky
véetné cytokinti a imunitnich informacnich
molekul, které zprostfedkovavaji vrozené
a adaptivni imunitni odpovédi pfi ochrané
na$eho zdravi a Zivota.

Napriklad 30 % déti trpicich dédi¢nou fa-
miliarni hemofagocytujici lymfohistiocyté-
zou (FHL) ma mutace gent pro flzni bil-
koviny perforin, syntaxin 11, hMuncl3-4
a Muncl8-2. Ptitom nejde o malickost. Tyto
déti maji porusenou cytotoxickou (tj. ochran-
nou) funkci lymfocytt T a NK (pfirozenych
zabijecll), coz se projevuje béhem prvnich
mésicll po narozeni poruchou bunééné i pro-
tilatkové imunity a tézkymi zanétlivymi re-
akcemi. Neni-li adekvatné lé¢ena (vyménou
krvetvorby), je FHL béhem nékolika mésicti
bez vyjimky fatalni. Nékteré formy epilepsie,
opét predevsim détské, maji také poskozeny
gen pro fuzni protein Muncl8-1.

Na zavér lehky povzdech. Obcas se zavis-
tivé zabyvame otazkou, pro¢ né¢kdo dostane
Nobelovu cenu v pfirodnich védach (ale i ty
ceny narodni) a nékdo ne. Radi bychom véti-
li, Ze je v tom politika, tedy ta védecka, a tim
omluvili vlastni netspésnost. Nékteti nobe-
listé to maji v rodiné, jako molekularni ge-
netici otec Arthur a syn Roger Kornbergovi
v létech 1959 a 2006. Jini studovali ¢i praco-
vali u nositelt této ceny jako Bernard Katz
u Archibalda V. Hilla (1886-1977), maga sva-
lové kontrakce a bioenergetiky. Podobné
Randy W. Schekman pracoval v biochemic-
ké laboratofi s Arthurem Kornbergem (No-
belova cena 1959). Thomas Siidhof ma ale
jinou osobni zkusenost, jak byt nominovan
a jmenovan. V odpovédi na otazku jedno-
ho novinarie, kdo byl jeho nejvlivnéjsi ucitel,
tika: ,,Byl to mij ucitel na fagot. Naucil mé,
ze jedina cesta k uspéchu je cvicit a poslou-
chat, a cvicit a poslouchat, hodiny a hodiny
a hodiny.”

Tak nevim, asi jsem mél v laboratofi vic
cvicit na housle, kdyz mé v mladi soudruzi
k Zzadnému nobelistovi nepustili... ™

1) V nasich nedavnych

¢lancich jsme ukazali, jak je
¢asova synchronizace vylevu
jednotlivych kvant fizena pomoci
systému fosforylace vylevovych
bilkovin a jak adrenalinové
anoradrenalinové receptory
mohou zlepsit reakéni rychlost
nasich svald (PMID:10358126).

2) Akronym SNARE je odvozen

z désivého nazvu ,soluble
N-ethylmaleimide-sensitive
fusion protein attachment protein
receptor”.

3) Vje od vesicle, pozdéji

také VAMP, vesicle associated
membrane proteins; t v t-SNARE
je od nerve terminal.

4) Od secretory proteins.

Venik textu byl
podporen grantem
TIAA500110905.
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