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§ Sazetak vii

§ Sazetak

Pregled procesa neurotransmisije u neuronskim putevima koji koriste biogene amine kao
primarne glasnike, uz posebnu pozornost danu monoaminskim neurotransmiterima koji se
nalaze najceS¢e u zivéanom sustavu: dopamin, norepinefrin, epinefrin, histamin, serotonin.
Signal na pocetku neurotransmisije predstavlja elektri¢ni podrazaj koji dolazi na terminalni dio
predsinapti¢kog neurona, nakon ¢ega slijedi depolarizacija membrane te otvaranje Ca?* kanala.
Povecanje intracelularne koncentracije kalcijevih iona poti¢e fuziju vezikula, koje sadrze
spremljene neurotransmitere, s membranom neurona na podrucju sinapse. Izluceni
neurotransmiter se zatim veze na receptore na postsinaptiCkom neuronu koji su specifi¢ni za
pojedinu vrstu neurotransmitera i za signalni put unutar kojeg djeluje signalna kaskada. Vezanje
na receptor uzrokuje odgovor postsinaptickog neurona ovisno o vrsti receptora na koji je vezan.
Nakon aktivacije receptora signalna molekula difundira nazad u sinapticku pukotinu, gdje moze
biti 1) hidroliticki razgradena, ii) unesena u glijalne stanice preko pripadnih prijenosnika te
katabolizirane u metabolicki otpad iii) unesena nazad u predsinapticki neuron pomodéu
membranskih transportnih proteina te se sprema u vezikule reciklirane u ciklusu sinaptickih

vezikula, gdje se akumulira za novu egzocitozu nakon dolaska elektri¢nog signala.
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§ 1. Uvod 1

§1. UVOD

1.1. Vrste: biogeni amini i ostali neurotransmiteri

1.1.1. Neurotransmiteri i njihove vrste

Neurotransmiteri su Siroka skupina kemijskih glasnika koji prenose Ziv€ani signal preko
sinapse, prostora izmedu aksona ZivCane stanice koja prenosi podrazaj te dendrita ciljane
ziv€ane stanice koja prima podrazaj. Da bi kemijski spoj bio klasificiran kao neurotransmiter
mora zadovoljavati Cetiri osnovna uvjeta: i) neurotransmiter mora biti sintetiziran u
predsinaptickom neuronu, ii) sintetizirani neurotransmiteri se pohranjuju u sinapticke vezikule
te njihovo otpustanje mora biti regulirano, iii) postojanje specificnih receptora za
neurotransmiter na membrani postsinapticCkog neurona te, iv) mora postojati mehanizam za
uklanjanje neurotransmitera s aktivnog mjesta i sinapticke pukotine. Vezanje neurotransmitera
na receptor postsinaptickog neurona uzrokuje aktivaciju unutarstanicnog odgovora.
Najucestaliji rezultat vezanja je depolarizacija membrane postsinaptickog neurona te nastavak
gibanja elektri¢nog signala duz postsinapti¢kog neurona.!?

Kemijski glasnici pokazuju Siroki spektar kemijske raznolikosti te srodni spojevi pokazuju
sliénosti u principu djelovanja. Postoji preko 200 identificiranih neurotransmitera. Osnovna
podjela se temelji na veli€ini neurotransmitera, neuropeptidi su vece molekule od 3 do 40
aminokiselina dok su ostali, uCestaliji, kategorizirani kao mali glasnici.? Mali glasnici su
relativno mali kemijski spojevi, koji Cesto imaju jednostavne puteve sinteze iz metabolickih
meduprodukata. Najpoznatiji predstavnik je acetilkolin, koji djeluje kao prijenosnik zivéanog
signala na mis$i¢ te uzrokuje kontrakcije. Aminokiselinski neurotransmiteri raznovrsni su u
kemijskoj strukturi, a medu najistaknutijima su glutamat, aspartat, y-aminomaslacna kiselina
(GABA) i glicin. Purinski prijenosnici poput ATP-a sluze kao integralni dio metabolizma te
predstavljaju lako dostupne spojeve za prijenos signala bez velikog utroSka stani¢nih resursa.
Kod ostalih neurotransmitera se nalaze plinovite molekule otopljene u stani¢noj plazmi
(dusikov monoksid, NO) te transmisija pomocu solvatiranih iona (transmisija pomoc¢u Zn?*).!
Skupina neurotransmitera koja ¢e biti opisana u ovom radu su biogeni amini. Najpoznatiji
predstavnici ove skupine su dopamin (DA), epinefrin, norepinefrin, serotonin (5-HT) i histidin,
a o njihovim podjelama i svojstvima ce biti viSe govora u nastavku rada. Pojednostavljeni prikaz

sveukupnog procesa neurotransmisije prikazan je na slici 1.
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§ 1. Uvod 2

2. Akcijski potencijal

1. Sinteza i pakiranje
neurotransmitera u vezikule

3. Ulazak
kalcijevih iona
kroz ionski kanal

7. Odvodenje
neurotransmite
ra difuz.ijom ili neurotransmitera
| unosenjem u Q ¢ u sinapticku

& «lqiijalue stanice ; ) : > pukotinu

4. Egzocitoza

PSR

.

! 5. Neurostaransmiteri
postsinaptickog se vezu na specifican
neurona receptor

Slika 1. Pojednostavljeni prikaz neurotransmisije pomo¢u malih glasnika.?
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§ 2. PRIKAZ ODABRANE TEME

2.1. Sinteza i struktura biogenih amina

2.1.1. Podjele biogenih amina

Biogeni amini se dijele na podskupine: i) monoamini i, ii) amini nadeni u tragovima. Spojevi
koji ¢e se proucavati pripadaju podskupini monoamina, C¢iji prekursori su aromatske
aminokiseline. Svi monoamini (Slika 2.) sadrZe strukturni motiv aromatskog prstena za koji je
vezana amino skupina preko dva ugljikova atoma (broj supstituenata i oblik aromatskog prstena
se razlikuje, ali svi posjeduju rezonanciju). Amini nadeni u tragovima su strukturno slicni
spojevi monoaminima te najcesce predstavljaju meduprodukte sinteze pojedinih monoamina ili
produkte alternativnih biosintetskih puteva. Tijekom neurotransmisije moduliraju aktivnost
ostalih neurotransmitera, zbog ¢ega se pretpostavlja da posjeduju receptore na postsinaptic¢koj
membrani te potenciraju signal prenesen pomoc¢u neurotransmitera.’

Monoamini se dijele na kateholamine (dopamin, epinefrin, norepinefrin), imidazolamine
(histamin) i indolamine (serotonin). Sinteza monoaminskih neurotransmitera dogada se u
citosolu terminalnog dijela predsinaptickog neurona, a prekursori su aromatske aminokiseline
(fenilalanin, tirozin, triptofan, histidin) kojih ima u izobilju na terminalnom dijelu

predsinapti¢kog neurona.*

Biogeni amini

Kateholamini

T e ot
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Slika 2. Prikaz struktura klasi¢nih monoamina.!
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§ 2. Prikaz odabrane teme 4

2.1.2. Sinteza kateholamina

Sinteza kateholamina je obuhvacena jednim sintetskim putem za sva tri spoja koja djeluju kao
neurotransmiteri. Naziv su dobili prema njihovoj sli¢nosti prema spoju kateholu, a zajednicki
im je strukturni motiv benzenskog prstena, supstituiranog na pozicijama 1 i 2 s alkoholnim
skupinama. Dodatno su supstituirani na poziciji 4 s ugljikovodi¢nim lancem od 2 ugljikova
atoma, s amino skupinom vezanom na B-C atom. Sinteza kateholamina najces¢e zapocinje
tirozinom, fenilalanin takoder moze sluziti kao ishodi$ni spoj za sintezu. Fenilalanin se moze
prevesti u tirozin pomocu jedne jednostavne oksidacijske reakcije na poziciji 3 aromatskog
prstena pri ¢emu je reakcija katalizirana enzimom fenilalanin-hidroksilaza. Indikacija vaznosti
ovog biosintetskog puta je bolest fenilketonurija, koja nastaje kao posljedica mutacija na genu
koji kodira enzim fenilalanin-hidroksilazu. Produkt takvog gena je enzim nizeg afiniteta za
supstrat fenilalanin, a rezultat je smanjena koliina sintetiziranog tirozina, Sto uzrokuje
deficijenciju kateholamina i probleme s mentalnim zdravljem. Prvi korak specifican za
biosintetski put je hidroksilacija benzenskog prstena tirozina, katalizirana je enzimom tirozin-
hidroksilaza (TH), kao produkt se dobiva L-DOPA (L-3,4-dihidroksifenilalanin), spoj koji sluzi
kao dodatak prehrani kod deficijencije kateholamina. Prvi je korak u sintetskom putu te upravo
ova reakcija odreduje brzinu cijelog puta, zato je pomno regulirana na mjestu transkripcije.
Nakon sinteze, aktivnost je regulirana pomoc¢u cAMP ovisnih protein kinaza, a o vaznosti ovog
koraka nam svjedoci ¢injenica da su mutacije na genima za ekspresiju proteinskih kinaza letalne
za embrij. Kofaktori za ovu redukcijsko-oksidacijsku reakciju su molekularni kisik i
tetrahidrobiopterin, pri ¢emu svaka od 4 podjedinica enzima TH ima Zeljezov ion vezan na
reakcijskom mjestu. Tijekom reakcije se oksidiraju iz oksidacijskog stanja 2+ u oksidacijsko
stanje 3+, a za regeneraciju kofaktora je potrebno Zeljezo ponovno reducirati §to se radi
indirektno pomoc¢u NADPH. Nastala L-DOPA se dekarboksilira uz pomo¢ enzima
dekarboksilaze aromatskih aminokiselina (engl. aromatic L-amino acid decarboxylase, AAAD)
te se dobiva dopamin. AAAD je dimerni protein koji osim dekarboksilacije kateholamina
katalizira i niz drugih reakcija dekarboksilacije, izmedu ostaloga sudjeluje u sintezi drugih
biogenih amina te amina nadenih u tragovima. Vaznost enzima AAAD za druge metabolicke
puteve objaSnjava strogu regulaciju ekspresije enzima na razini translacije. Ako neuron koristi
dopamin kao signalnu molekulu za neurotransmisiju, sintetski put kateholamina ovdje staje
zbog nedostatka enzima za katalizu daljnje reakcije te se sintetizirani dopamin sprema u

sinapticke vezikule na predsinaptickom neuronu.
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§ 2. Prikaz odabrane teme 5

U noradrenergi¢nim i adrenergi¢nim neuronima sintetizirani dopamin prevodi se u
norepinefrin uz pomo¢ enzima dopamin-B-hidroksilaza (DBH). Posebnost ovog enzima i
reakcije jest da za razliku od ostalih koraka u sintezi kateholamina koje se dogadaju u citosolu
ova reakcija seodvija u sinaptickim vezikulama. Strukturno DBH je glikoprotein velic¢ine 290
kDa, u okviru aktivnog mjesta nalaze se dva Cu?* iona koji sudjeluju u reakciji oksidacije. Iako
moze postojati u solvatiranom obliku enzim je uglavnom vezan u okviru membrana vezikula
prema unutras$njoj strani vezikula. Kofaktori potrebni za reakciju su askorbinska kiselina i
molekulski kisik, pri ¢emu u okviru reakcije nastaje i dehidroaskorbinska kiselina koja se
regenerira djelovanjem membranskog citokroma b-561. Na ovom koraku zavrSava sintetski
put noradrenergicnih neurona, medutim put sinteze neurotransmitera kod adrenergic¢nih
neurona zavrSava nakon reakcije katalizirane feniletanolamin-N-metiltranferazom (PMNT) te
se iz norepinefrina dobiva epinefrin, reakcija koja se dogada u citosolu te se dobiveni produkt
ponovno pakira u vezikule. Osim navedenog puta sinteze kateholamina postoje i alternativni
,minorni putevi sinteze, koji koriste ve¢inom iste enzime ili izozime te uglavnom imaju
promijenjen redoslijed reakcija. Prikaz glavnog i sporednog puta sinteze kateholamina nalazi

se na slici 3.1:%3

NH,

L- Fenilalanin

AAAH

NH, AAD(,
COH

L-Tirozin p-Tiramin
sekundarni
AAAH CYP2D6 sintetski put
NHz AAD(,
COzH un arni
sin t-r<L|
L-DOPA put Dopemm
DBH
OH OH
HO. X NHCH; HO NH,
®) PMNT ®)
| P <PMNT
HO: HO
Epinefrin Norepinefrin

Slika 3. Shema sintetskog puta kateholamina.’
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2.1.3. Sinteza inidolamina

Za razliku od kateholamina serotonin ima relativno kratak put sinteze (Slika 4.) koji se sastoji

od dva koraka. Prekursor je esencijalna aminokiselina triptofan. Prvu reakciju katalizira enzim

triptofan-hidroksilaza (TPH) uz kofaktore tetrahidrobioptin i molekulski kisik, a kao produkt

nastaje 5-hidroksitriptofan (5-HTP) te je to korak koji odreduje brzinu sintetskog puta. Reakcija

sintetskog puta serotonina ima puno analogija s prvom reakcijom sinteze kateholamina,

sukladno tome zajedno s fenilalanin-hidroksilazom svrstava ih se u obitelj enzima pod imenom

hidroksilaze aromatskih aminokiselina. Postoje dva izozima pod nazivom TPH1 i TPH2, TPH1

oblik je naden uglavnom u perifernom zivcanom sustavu, dok se TPH2 nalazi isklju¢ivo u

centralnom ziv€anom sustavu. Sljede¢u reakciju katalizira prije spomenuta karboksilaza

aromatskih aminokiselina (AAAD) te daje serotonin kao zavr$ni produkt. Osim u zivim

organizmima, serotonin je moguce sintetizirati u laboratoriju uz pomo¢ gljivica Aspergilllius

niger i Psilocybe coprophila.'?

= O

\ ¥ NOH L-Triptofan
HN NH

0,, tetrahidro-

biopterin ' TPH
Y
HO
S 0
\ /NOH 5-Hidroksitriptofan
HN NH;
AAAD
Y
HO
; Serotonin (5-HT)
HN NH;

Slika 4. Biosintetski put serotonina.®
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2.1.4. Sinteza imidazolamina

Sinteza histamina (Slika 5.) je najjednostavnija od svih biogenih amina koji ¢e se razmatrati,
jer sadrzi samo jedan korak prevodenja histidina u histamin koji katalizira histidin-
dekarboksilaza. Taj enzim je iznimno slican ve¢ spomenutim karboksilazama i predstavlja
jedini nacin sinteze histamina. Kofaktor uklju¢en u reakciju je pirodoksal-fosfat (PLP).
Reakcija ide preko meduprodukta sa Schiffovom bazom, $to je karakteristicno za enzime koji

koriste kofaktor PLP u reakcijskom mehanizmu.'3

@) CO,
N N
¢ OH___L. ¢
N NH2 Histidin karboksHazaN NH2
H Histidin H Histamin

Slika 5. Shema sinteze histidina.”
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2.2. Pakiranje sintetiziranih neurotransmitera u vezikule

2.2.1. Uloga vezikula u prenoSenju signala

Nakon sinteze neurotransmiteri se pohranjuju u vezikule u predsinaptickom neuronu, spremni
za izbacivanje u sinapticku pukotinu nakon prolaska elektricnog podrazaja. Brzinu i efikasnost
neurotransmisije osigurava prostorni raspored elemenata koji sudjeluju u procesu egzocitoze.
Vezikule se i prije prolaska signala ugraduju, odnosno ,,sidre*, na mjesto u blizini membrane
na predsinaptickom neuronu, $to osigurava spremnost vezikula na egzocitozu neurotransmitera
1 prijenos podrazaja na postsinapticki neuron.

Neuroni prenose podrazaje veoma brzo i ucestalo. Da bi se omogucilo ponovno
prenosenje podrazaja zasluzne su reciklirane vezikule, nastale ponovnim preuzimanjem (engl.
reuptake) neurotransmitera prenesenih iz sinapticke pukotine te rezervne vezikule, koje sadrze
sintetizirane neurotransmitere. Vecina neurotransmitera se pakira u male prozirne vezikule
promjera od 40-60 nm, a kod kateholamina nalazimo jo$ velike granularne vezikule promjera
70-120 nm i kromafinska zrnca promjera 280 nm. Serotonin i histamin za pohranu koriste velike
granularne vezikule, a to je i jedini skladiS$ni oblik kod navedenih neurotransmitera. Vezikule
osim biogenih amina sadrze ATP, Ca®", Mg’ te druge kemijske spojeve koje sudjeluju u

procesu pripreme ili samom procesu egzocitoze. '

2.2.2. Uloga i mehanizam VMAT prijenosnika

Prijenos iz citosola u sinapticke vezikule je kataliziran od strane skupine membranskih
glikoproteinskih transportera pod nazivom vezikularni monoaminski transporteri (VMAT).
Transporteri prenose kateholamine u suprotnom smjeru od koncentracijskog gradijenta, Sto je
energetski nepovoljno. Da bi dobili potrebnu energiju za prijenos tvari VMAT ostvaruje
interakcije s vezikularnom H*-ATPazom. Unutra$njost vezikula je pri nizem pH, a pri unosenju
jedne molekule monoamina transporter izbacuje 2 H' iona iz matriksa vezikule (slika 6.).
Identificirana su dva oblika VMAT: i) oblik VMAT1 nalazi se ve¢inom u stanicama koje koriste
kateholamine za hormonsku signalizaciju i ii)) VMAT?2 koji se nalazi u centralnom ziv€anom
sustavu. Prema analizi hidrofobnog modela prijenosnik VMAT?2 sadrzi 12 transmembranskih
domena, prepoznatih prema ve¢em udjelu hidrofobnih aminokiselina. Ucestala je meta lijekova
poput rezepina i tetrabenazina, koji sluze kao inhibitori transporta te onemogucavaju egzocitozu
neurotransmitera sukladno tome i signalizaciju pomoc¢u tog neurona. U Ziv€anim stanicama in

vitro primije¢ena je spontana difuzija kateholamina iz vezikula. Vrijeme difuzije sluzi kao

Fran Mio¢ié¢-Stosic¢ Zavrsni rad



§ 2. Prikaz odabrane teme

dobar indikator stupnja aktivnosti transportera VMAT2 u centralnom Ziv€anom sustavu. Oba
kraja polipeptidnog lanca ovog glikoproteina se nalaze na citosolnoj strani transmembranskog
proteina te se smatra da su mjesta regulacije fosforilacijom. Velika razlika izmedu dva izomera
transportera VMAT je indicirana ve¢im afinitetom transportera VMAT2 prema biogenim
aminima. Glikoproteini VMAT su mjesta djelovanja mnogih neuroaktivnih supstanci (npr.
amfetamini). Serija radova povezuje promjenu koncentracije dopamina na terminalnom djelu
predsinaptickog neurona u pojedinim regijama mozga, direktnom modulacijom aktivnosti
VMAT?2 transportera.” Bilo kakve smetnje u aktivnosti transportera mogu dovesti do

toksi¢nosti za neurone. 1011

S*) supstrat ﬁ Rezepini @ Tetrabenazin

lumen

\/
1

lumen

citosol

Slika 6. Shematski prikaz transporta membranskog VMAT proteina s djelovanjem inhibitora

rezepina i tetrabenazina.'?
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2.3. [Egzocitoza neurotransmitera pod utjecajem Ca*
2.3.1. Uloga kalcijevih iona u procesu egzocitoze
Neurotransmisija je strogo kontroliran proces. Prvi korak neurotransmisije pocinje prolaskom
elektri¢nog signala preko Ca?" ionskih kanala reguliranih naponom (engl. voltage-gated Ca’*
channel). Na membrani predsinaptickog neurona nalaze se Ca’?’ ionski kanali regulirani
naponom, sastoje se od Sest transmembranskih regija te jedne o-zavojnice osjetljive na
promjenu napona koja promjenom svoje konformacije zatvara odnosno otvara prolaz za
kalcijeve ione. Prolaskom elektri¢nog signala preko kalcijevog ionskog kanala se otvara te se
propustaju ioni kalcija niz gradijent koncentracije iz izvanstani¢ne tekuéine (c(Ca?")=10-
mol/L) u citosol neurona (c(Ca?")=107 mol/L). Poveéanje koncentracije kalcijevih iona
signalizira spajanje sinapticke vezikule s membranom. Spajanje membrana uzrokuje egzocitozu
biogenih amina sadrzanih u predsinaptickim vezikulama, no da bi doslo do egzocitoze dva
uvjeta moraju biti ispunjena: i) lokalna koncentracija kalcijevih iona mora biti dovoljno velika;
ii) sinapticke vezikule moraju biti usidrene u blizini membrane na sinaptickom dijelu
neurona.>!3:14

Niz proteina na membrani predsinaptiCkog neurona i na membrani vezikula koje
prenose neurotransmitere su bitni i ukljuceni u proces egzocitoze (Slika 7.). Cijeli proces nije
razjasnjen do kraja, stoga ¢e se u daljnjem tekstu navesti grubi opis procesa fuzije. Proces se
zasniva na interakciji proteina sintaksina, koji se nalazi na stani¢noj membrani (poznati kao
proteini t-SNARE) sa SNAP-25 i sinaptobravinom koji se nalaze na membrani vezikula (pod
nazivom v-SNARE), ova tri proteina formiraju SNARE kompleks. Dobiveni kompleks mora
proc¢i dorade koje zahtijevaju ATP, ovaj korak priprema vezikulu za fuziju. Posebno vazan dio
mehanizma odnosi se na interakcije s vezikularnim membranskim proteinom sinaptotagminom
koji sluzi kao senzor za koncentraciju kalcijevih iona u citosolu, pri ¢emu u nedostatku
kalcijevih iona svojom konformacijom ometa vezanje za predsinapticke membranske proteine
te tako sprjeCava spontanu egzocitozu. Vezanjem Ca’’ na sinaptotagmin, protein mijenja
konformaciju te omogucuje promjenu konformacije SNARE kompleksa, spajanje membrana te

egzocitozu.!-213.15.16
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Sinaptobrevin

Sinaptotagmin

V-ATPaza SNAP-25

Sinaptofisin

SNAP-29

Sintaksin

Sinapsin

Trimarna GTPaza

Slika 7. Prikaz povrSine vezikule s pripadnim membranskim proteinima prikaz s citosolne

strane.?

2.3.2. Ciklus sinteze i razgradnje vezikula

Vezikule se nakon spajanja s membranom moraju regenerirati, a regeneracija se dogada na
terminalnom djelu neurona jer transport iz tijela neurona ne bi bio dovoljno brz za veliku
frekvenciju egzocitoze. Nakon prvog prenosenja signala neuron moze biti spreman za nekoliko
sekundi, dok ciklus jedne sinapti¢ke vezikule moze trajati oko 1 — 2 minute.

Cijeli ciklus sinaptickih vezikula se sastoji od Sest koraka: i) prvo se sintetizirana
vezikula prenosi s mjesta pupanja, ii) slijedi punjenje vezikule s neurotransmiterima, iii) nakon
toga dolazi do sidrenja vezikule na mjesto za egzocitozu, nakon Cega slijedi iv) pripremanje
kompleksa za egzocitozu (engl. priming), to jest stvaranje kompleksa koji ¢e omoguciti
egzocitozu, zatim dolazi do v) fuzije vezikule i membrane, i na kraju se dogada vi) endocitoza
vezikule koje se stopila s membranom. Ukupan proces je prikazan na slici 8.

Postoji vrsta egzocitoze koji ne ukljucuju fuziju vezikule s membranom, taj mehanizam
zovemo engl. kiss-and-run. U tom procesu vezikula formira poru okrenutu prema sinaptickoj

pukotini, ispusti sadrZaj u sinapticku pukotinu te nakon praznjenja se procjep zatvara.
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Najbitniju ulogu za endocitozno pupanje novih vezikula ima protein klatrin, pomocu
svoje strukture s tri ,,noge* te uz pomoc¢ konektorskih enzima moze stvoriti kavez oko vezikule
koja pupa. Nakon §to zaostane samo stapka novog mjehuri¢a vezikule, protein dinamin se veze
oko stapke te se mijenjanjem konformacije ovog proteina zatvara pora. Vezikula obuhvacena
klatrinom se translocira s mjesta pupanja pomocu aktinskih filamenata, a tijekom gibanja

vezikula se rjeSava klatrinskog omotaca te je spremna za uno$enje neurotransmitera, 1417

Endocitoza

10-20
sec
Egzocitoza Tv
ca?

Slika 8. Prikaz jednog obrtaja u ciklusu sinaptickih vezikula.?
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2.4. Vezanje neurotransmitera na receptor te stani¢ni odgovor na signal
2.4.1. Vezanje i vrste receptora biogenih amina

Nakon otpuStanja neurotransmitera u sinapticku pukotinu, u prostor izmedu dva neurona,
izluCeni neurotransmiteri se vezZu na receptore na postsinaptickom neuronu, §to poti¢e odgovor
stanice na podrazaj. Odgovor stanice na signal moze imati viSe razli¢itth mehanizama
djelovanja, i dijametralno suprotne stanicne ucinke, na primjer umjesto amplifikacijskog ucinka
tipinog za signalnu molekulu, na pojedinim postsinaptiCkim neuronima moze imati i
utiSavaju¢i ucinak. Za svaki neurotransmiter postoje specificni receptori te postoje vise
receptora za isti neurotransmiter koji ne moraju imati isti mehanizam ili djelovanje. Osnovna
podjela receptora za biogene amine je na ionotropne receptore, membranske proteine koji
vezanjem liganda, odnosno pripadnog neurotransmitera, otvaraju ionski kanal te metabotropni,
koji pripadaju skupini G-proteinskih receptora, Sto znaci da putem sekundarnih glasnika
reguliraju odgovor stanice na podrazaj (Slika 9.). Vrsta receptora na postsinaptickom neuronu
ovisi o funkciji kojoj sluzi u neuroloskom putu te o vrsti neuroloskog puta. Na primjer
kateholamini mogu djelovati kao aktivatori jednog neuroloskog puta, ili kao antagonisti drugog
neuroloskog puta ovisno o konformaciji proteina, §to je fenomen poznat pod nazivom ligand-

inducirana supstratna selektivnost.

Recepto
h-:-u':trar:mit-:-r‘. ptor

G-proteini

Efektorski protein

Sekundarni glasnici: cAMP, cGMP, Ca2+

L

Razliciti bioloski odgovor

Slika 9. Shema djelovanja receptora spregnutog s G-proteinom.?
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2.4.2. Podjela i podvrste receptora pojedinih neurotransmitera
Nadeno je 5 razlicitih vrsta dopaminskih receptora, nazvanih od D1-D5 receptori, rasporedeni
u dvije skupine: 1) D1-sli¢ni receptori (D1,D5) ii) D2-sli¢ni receptori (D2,D3,D4). Raspodjela
se temelji na vrsti receptora spregnutim s G-proteinom, pri ¢emu D1-sli¢na grupa aktivira Gs
vrstu receptora koji aktiviraju proizvodnju sekundarnog glasnika cAMP, dok D2-sli¢na grupa
aktivira Gi/Go vrstu G-proteina te smanjuje proizvodnju cAMP-a. D1 receptori su agonisti zbog
konacnog rezultata koji je pojacavanje signala, dok su D2 antagonisti jer uzrokuju utiSavanje
signala. Osim na postsinaptickom neuronu dopaminski receptori se nalaze i na predsinaptickom
neuronu te sluze kao autoreceptori za regulaciju egzocitoze. Zbog mnogih zajednickih svojstava
tesko je pripremiti lijekove koji djeluju specifi¢no na jednu od 5 vrsta dopaminskih receptora.
Vecina psihoaktivnih tvari koje djeluju na dopaminske puteve djeluje na D2-sli¢ne receptore
poput lijekova za Parkinsonovu bolest.

Adrenergi¢ni receptori su specificni po tome $to ih aktiviraju i epinefrin i norepinefrin.
Kod adrenergicnih receptora razlikujemo tri nacina prijenosa signala. Prva vrsta pod nazivom
aj-adrenergicni receptor aktivira fosfolipazu C te uzrokuje povecanje i otpustanje kalcijevih
iona. Ovaj receptor ukljucen je i u put koji aktivira i seriju kinaza (MAP) aktiviranih
mitogenom. Druga vrsta az-adrenenergi¢nih receptora koji inhibiraju adenilil-ciklazu, nalazi se
na predsinaptickom neuronu u blizini mjesta otpustanja, te sluzi kao autoreceptor koji regulira
i zaustavlja neurotransmisiju. Tre¢a vrsta su B-adrenergicni receptori. Veliki problemi kod
ciljanog djelovanja na pojedini receptor je nepotpuno poznavanje njihovih struktura Sto
onemogucava ciljano djelovanje na pojedine putevi, te lokaliziranu regulaciju bez nezeljenih
nuspojava.

Serotoninski receptori dijele se u 7 obitelji pri cemu vecina spada u receptore spregnute
s G-proteinom. Jedna vrsta se istaknula kao posebna, receptor 5-HT3 (slika 10.), specifi¢an po
tome $to je ligandni ionski kanal, dok su ostali receptori 5-HT(1.7, bez 3) receptori spregnuti s
G-proteinom. Nadalje, navedene obitelji se takoder dijele na podskupine. Naime zbog velike
rasirenosti u zivéanom sustavu, puno receptora sa specificnim funkcijama je moralo evoluirati
kako bi se sprijecila interferencija signala iz drugih tkiva. Medu najbitnijim obiteljima su 5-
HT koje djeluju aktivacijom Gij-proteina te inhibiraju adenilil-ciklazu.

Postoje 4 razlicite vrste histaminskih receptora, a svi spadaju u receptore spregnute s G-
proteinom. Receptor H1 kao sekundarne glasnike koristi inozitol 1,4,5-trisfosfat i diacilglicerol,

te povecavaju unutarstanicnu koncentraciju kalcijevih iona. Receptori H2 s druge strane

Fran Mio¢ié¢-Stosic¢ Zavrsni rad



§ 2. Prikaz odabrane teme 15

povecavaju koncentraciju cAMP-a, te aktivacijom protein kinaze A djeluju na stani¢ne procese.
Receptori H3 se nalaze na predsinaptickom neuronu, te sluze za autoinhibiciju signala te za
inhibiciju sinteze i otpustanja. Receptori H4 pokazuju brojne sli¢nosti u transdukciji signala i

strukturi s receptorima H3, poput sprege sa Gio proteinom, aktivacije serije kinaza (MAP)

1,2,18

aktiviranih mitogenom te daljnjeg stani¢nog odgovora.

Slika 10. Struktura 5-HT3 receptora, jedini predstavnik ionotropnih serotoninskih receptora.?
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2.5. Deaktivacija neuroprijenosnika

2.5.1. Uklanjanje neurotransmitera iz sinapticke pukotine pomocu reuptake mehanizma
Postoje tri nacina uklanjanja neurotransmitera iz sinapticke pukotine: i) ponovno preuzimanje
(engl. reuptake), ii) razgradnja unutar sinapticke pukotine te iii) transport u glijalne stanice pod
nazivom astrociti te daljnja razgradnja.

Da bi doslo do zaustavljanja podrazaja na postsinaptickom neuronu, neurotransmiteri
moraju biti uklonjeni s aktivnog mjesta. Da bi omogucili brzi ponovni prijenos signala, moraju
biti ponovno uneseni u vezikule unutar predsinaptickog neurona. Ponovno preuzimanje je
proces reapsorpcije neurotransmitera iz sinapticke pukotine u svrhu ponovnog koristenja za
neurotransmisiju.

Kod kateholamina, proces ponovnog preuzimanja se dogada primarno preko
membranskih transportera, podlozni su regulaciji supstratom, inhibitorima te psihoaktivnim
supstancama. Osim toga imaju bitnu ulogu u odrzavanju normalne funkcije i homeostaze
koncentracije kateholamina u predsinaptickom prostoru. Dopaminski transporter (DAT) i
norepinefrinski transporter (NET) su ovisni o koncentracijama iona Na® i CI. Njihov
koncentracijski gradijent daje energiju za prijenos neurotransmitera u smjeru suprotnom
koncentracijskog gradijenta neurotransmitera. Zanimljivo je da supstrati nisu ekskluzivni za
transporter po kojemu su imenovani, oba transportera mogu prenositi oba supstrata. Kinetika
reakcije ponovnog preuzimanja prati Michaelis-Menteninu kinetiku, Michaelis-Mentenine
konstante nam prikazuju da NET transporter ima vec¢i afinitet od DAT transportera prema oba
supstrata. Epinefrin kao neurotransmiter nema specifi¢an transporter, ve¢ se ponovno
preuzimanje dogada preko NET membranskih proteina. Transporteri za ponovno preuzimanje
su ucestalo mjesto djelovanja psihoaktivnih tvari, sintetskih droga i lijekova za psihiCke
poremecaje. Blokada NET i DAT transportera se pokazala kao efektivna metoda za pomo¢ pri
lijeCenju depresije.

Serotoninski transporteri (SERT) su jedno od najcesce ciljanih mjesta za antidepresive,
sa skupinom lijekova pod nazivom SSRI (engl. selective serotonine reuptake inhibitors).
Neuroni koji koriste serotonin sadrze SERT transportere visokog afiniteta te predstavljaju
primaran nac¢in uklanjanja neurotransmitera iz sinapticke pukotine. Transporter SERT, kao i
ostali transporteri biogenih amina, je ovisan o koncentraciji Na*/Cl- iona. Da bi transport preko
membrane bio energetski povoljan transporter koristi koncentracijski gradijent natrija.

Koncentracija natrija se odrzava visokom u izvanstanicnom prostoru, a s citosolne strane se
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drzi niskom. Prilikom transporta redoslijed vezanja supstrata je ureden te se prvo veze ion
natrija, zatim serotonin, a na kraju kloridni ioni nakon ¢ega je kompleks spreman za okretanje
na citosolnu stranu i otpustanje vezanih jedinki u aksonski terminal. Pri zavrSetku prijenosa
transporter je okrenut prema citosolnoj strani membrane, a vezanjem jednog natrijevog iona
protein je spreman za okretanje prema sinaptickoj pukotini te novi prijenos molekule
serotonina. Sekundarni nacin uklanjanja neurotransmitera iz sinapticke pukotine je preko
transportera na okolnim glijalnim stanicama (astrocitima), transporteri niskog afiniteta
predstavljaju put preko kojeg ide razgradnja neurotransmitera. Osim uloge u ponovnom
preuzimanju, SERT kontrolira koncentraciju serotonina u sinaptickoj pukotini te tako regulira

aktivnost postsinapti¢kog neurona.!-!?
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2.6. Recikliranje i razgradnja neurotransmitera nakon prijenosa signala
2.6.1. Alternativni nacini uklanjanja neurotransmitera te njihova kataboliza

Osim ponovnog preuzimanja postoje i drugi mehanizmi za uklanjanje neurotransmitera iz
sinapticke pukotine nakon prijenosa signala. To su proces difuzije, hidroliticka razgradnja u
sinaptickoj pukotini te endocitoza neurotransmitera u okolne glijalne stanice. Kod procesa
difuzije molekule neurotransmitera oslobodene u sinapticku pukotinu difundiraju iz pukotine u
okolinu, gdje se ne mogu vezati na niti aktivirati receptore. Hidroliticka razgradnja, iako nije
karakteristika biogenih amina, moze se dogadati kod neuronskih puteva koji koriste biogene
amine kao neurotransmitere.

Endocitoza neurotransmitera se dogada na posebnoj vrsti glijalnih stanica pod nazivom
astrociti. Ove stanice su karakteristiéne za centralni Ziv€ani sustav. Astrociti su nuzni za
pravilan rad mozga, sudjeluju i pomazu u skoro svakom aspektu rada ziv€anog sustava. Na
membrani astrocita se mogu nalaziti transportni proteini specifi¢ni za neurotransmiter koji
prenosi signal preko lokalne sinapse, te tako norepinefrinska sinapsa u blizini ima astrocite s
proteinom NET. lako u astrocitima nije nadena mRNA za SERT transporter, mogu unositi
sertonin pomocu srodnih NET i DAT prijenosnika te plazma membranskog monoaminskog
transportera (PMAT). Astrociti sadrze sve enzime potrebne za razgradnju pripadnih
neurotransmitera te predstavljaju alternativan nacin uklanjanja signalnih molekula nakon
izvrSene funkcije. Primjer takve vrste kooperacije su serotonenergi¢ni receptori. Za histamin
nije utvrdeno postojanje sustava za transport u astroglijama.?*!1313

Zajedno s predsinaptickim i postsinaptickim neuronom astrociti ¢ine tre¢i dio triparticijske
sinapse. Naime astrociti nisu samo promatra¢i u procesu neurotransmisije. Oni aktivno
sudjeluju pomocu prijenosa deaktiviranih neurotransmitera takoder pomocu receptora na
svojim membranama povecavaju intracelularnu razinu kalcijevih iona. Kao dodatan stupanj
regulacije ispustaju vlastite ,,glijatransmitere” (poput glutamata ili ATP-a) te tako mijenjaju
aktivnost na pred- i post-sinaptickom sustavu .

Razgradnja biogenih amina je katalizirana pomoc¢u enzima monoamin-oksidaza (MAO) i
katehol-O-metiltransferaza (COMT). Monoamin-oksidaza ima dva izooblika, MAO-A i MAO-
B. MAO-A oblik enzima ima ve¢i afinitet prema norepinefrinu i serotoninu, ovaj oblik se nalazi
ve¢inom u neuronima koji koriste kateholamine za signalizaciju. MAO-B ima ve¢i afinitet
prema aminima nadenim u tragovima poput feniletilamina, nalazi se uglavnom u

serotonergi¢nim sustavima i glijalnim stanicama. Afinitet oba enzima prema dopaminu je
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jedanak. Oba enzima su vezani na membranu mitohondrija na predsinaptickim i
postsinaptickim. neuronima te u glijalnim stanicama. Enzimi MAO-A i MAO-B su mjesto
djelovanja mnogih lijekova koji se koriste u borbi protiv depresije ili u lije¢enju Parkinsonove
bolesti. Enzim COMT katalizira reakciju prijenosa metilne skupine sa S-adenozil-metionina na
kateholamine. Kod dopamina zadnji enzim koji sudjeluje u razgradnji je aldehid-
dehidrogenaza, citosolni enzim koji katalizira oksidaciju 3-metoksitiramin (3-MT) u
karboksilnu kiselinu te se dobivena homovanilinska kiselina izbacuje iz tijela.!->13-20-21
Razgradnja serotonina zapocinje oksidacijom i deaminacijom na a-C atomu. Reakcija
katalizirana enzimom MAO prevodi molekulu u 5-hidroksi-indolacetaldehid. Zatim
oksidacijom enzimom aldehid-dehidrogenaza, uz prisutnost kofaktora NAD™, prelazi u 5-

hidroksi-indolnu kiselinu, konaéni oblik koji se izlu¢uje kao metabolicki otpad.!
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