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Abstrakt

Katecholaminy dopamin, noradrenalin a adrenalinvgenammé podileji na regulaci
krevniho tlaku. NejtlezitéjSi enzymy dastnici se jejich metabolizmu jsou tyrosinhydroxgla
DOPAdekarboxyladza, dopampihydroxyldza a fenyletanolamin-N-metyltransferagato prace
shrnuje dosavadni poznatky échto enzymech, se z&menim na jejich vyznam v procesu
rozvoje esencialni hypertenze. Ke studiu hyperteseze dvoda praktickych i etickychéasto
pouzivaji experimentalni modely. Nejvice pozidabylo ziskano na spontadiiypertenznich
potkanech, ki jejich podobnosti s lidskou esencialni hyperiemzetabolizmus katecholamin
se u spontaninhypertenzniho potkana lisi od normotenznich kéntranoha ohledech. Primarni
piicinu tohoto typu hypertenze se od kompenieh reakci zatim nepoiil® rozlisit. Nicmérg
n¢kterymi zasahy lze dosahnout zakirdinvzniku nebo alesgiozpomaleni rozvoje onemoani.

Tyto poznatky mohou pomoctiphledani novych zjsohi |é&cby lidské hypertenze.

Kli¢ova slova: hypertenze, katecholaminy, tyrosinhydroxylaza, B@€karboxylaza,

dopaminf-hydroxylaza, fenyletanolamin-N-metyltransferazargani hypertenzni potkan.

Abstract
Catecholamines dopamine, norepinephrine and epimephre significantly involved in

regulation of blood pressure. The most importatysres participating in their metabolism are
tyrosin hydroxylase, DOPA dekarboxylase, dopanfireydroxylase and phenylethanolamine
N-methyltransferase. This thesis summarizes cukeowledge about these enzymes, focusing
on their role in the development of essential higresion. Experimental models are often used in
the study of hypertension because of their practeal ethic reasons. Most findings were
obtained in spontaneously hypertensive rats, duethtr similarity to human essential
hypertension. Metabolism of catecholamines in sproedusly hypertensive rat differs in many
aspects from that of normotensive controls. Thenary cause of this type of hypertension has
not yet been distinguished from compensatory resggrHowever, prevention or slow-down the
disease-development process can be achieved byusanterventions. This information may

help to identify new treatments for human hyperi@ms

Keywords: hypertension, catecholamines, tyrosine hydroxylaB®PA decarboxylase,
dopamineB-hydroxylase, phenylethanolamine N-methyltransierapontaneously hypertensive

rat.



Seznam zkratek
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aktivatorovy protein 1
aktivatorovy protein 2
androgen response element
CAMP response element
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1. Uvod

Hypertenze je vyznamnym rizikovym faktorem pamlu kardiovaskularnich chorob, jako
jsou napiklad ateroskler6za a cévni mozkowéhpda. Studie ukazuji, Ze chronickym zvySenim
krevniho tlaku trpi 20-50 % do&lgch obyvatel pimyslow rozvinutych zemi. Akoli velkacast
hypertenznich pacieinte l&ena, u dvouittin hypertonik neni dosazeno spolehlivé kontroly
krevniho tlaku. Cilem experimentalniho vyzkumu jeyence hypertenze, tedy omezeni jejiho
vyskytu v populaci, coz v prviiack vyZaduje nalezeni primérniiginy vzniku onemocéni.
K tomuto &elu jsou vyuzivany modely s genetickou nebo indakmu formou hypertenze.

Existuje celarada faktod,, které maji g vzniku a rozvoji hypertenze vyznamnou roli:
genetické faktory, autonomni nervovy systém, endmeni sény atd. Ktery zdchto faktot je
ale klicovy? Je velmi obtizné nalézt odgdina tuto otazku, protoze vzestup tlaku krve (TK) je
pomaly a pozvolny, zatimco spo&dt faktor nemusi byt zjevny widledku cetnych
kompenzanich reakci organizmu. V séasnosti existuje velké mnozstvi Kklinickych
a experimentalnich poznditk které se tykaji patofyziologickych mechaniznvedoucich
k chronickému zvySeni krevniho tlaku. Zasadnim muera pro patofyziologii, diagnostiku
i lé¢bu hypertenze se tedy stava defini¢€ipy a disledku.

Tato prace je za#tena na vyznam katecholamin(dopaminu, noradrenalinu
a adrenalinu), jezipdstavuji skupinu neurotransmitex hormof, které se v organizmuastni
mnoha endokrinnich a metabolickych pochad velmi vyznama se podili na regulaci TK.
Poznenéna transkripce nebo regulace enzymastnicich se jejich syntézy by mohla byt
piicinou vzniku hypertenze. Z&ny v aktivit jednotlivych enzyrm se ale liSi viiznych tkanich
i mezi hypertenznimi jedinci. tBsné pochopeni metabolizmu katecholamj@m nezbytné pro
objasréni funkci a dysfunkci tohoto systému ve fyziologick i patologickych situacich.



2. Hypertenze
2.1  Definice hypertenze

Dle doporweni Ceské spokénosti pro hypertenzi: ,Za arterialni hypertenzi asjeme
opakované zvySeni TK > 140/90 mm Hg r#@emé minimalg pfi dvou riznych navitvach*
(Widimsky et al., 2008). Tyto hrami hodnoty byly zavedeny v souvislosti se zji$in, Ze
u osob s TK vysSim nez tyto hodnoty, $el@bé antihypertenzivy vyraznsnizuje riziko umrti
na kardiovaskularni onema#mi (Zicha and Kunes, 2003).

2.2 Klasifikace hypertenze

Hypertenzi nizeme dlit podle zavaznosti v zavislosti na né&®ném TK bez
antihypertenzivni I&y. Jednotlivé typy systolicko-diastolické hypereni s hrarinimi
hodnotami jsou uvedeny v Tab.1l. Pokud u jednohaiepga nandime systolickou
a diastolickou hodnotu, které néaeme z#adit do stejné kategorie, povaZzujeme zérsaatnou

tu, ktera paf do kategorie vyssi (Widimsky et al., 2008).

Kategorie Systolicky tlak Diastolicky tlak
Optimalni <120 <80
Normalni 120 - 129 80 - 84
Vysoky normalni 130 - 139 85 -89
Hypertenze 1.stugn 140 - 159 90 - 99
Hypertenze 2.stugn 160 - 179 100 - 109
Hypertenze 3.stugn > 180 >110

Tab.1: Klasifikace jednotlivych kategorii krevnitiaku (v mm Hg) (Widimsky et al., 2008)

Obecrg délime hypertenzi na primarni (esencialni) a sekumidat) sekundarni
hypertenze, ktera t¥bpouze asi 10 % vSechipadi, je znama ficina vzniku. Jedna se niap
o0 postiZzeni ledvinnych tepen, rendlniho parenchymabo o poruchu endokrynniho systému.
Duvod vzniku hypertenze primarni nebyl prozatim ofjagZicha and Kunes, 2003).

DalSi mozné deni hypertenze vychazi ze stégmoskozeni organ Pro prvni stadium je
charakteristické prosté zvySeni krevniho tlaku beganovych zréen. Ve druhém stadiu jsou
znamky organového poskozeni, ale jejich funkce mgrazre narudena. Veaetim stadiu sesgSi
organové poskozeni projevuje kardiovaskularnim melp@inim onemocamim (nag. mozkova
piihoda) (Widimsky et al., 2008).



2.3  Rizikové faktory

Na vzniku a rozvoji hypertenze se pod#da faktoli genetickych, aemz séd¢i nap.
rodinny vyskyt hypertenze. Vyznamddai¢nosti pro vznik hypertenze potvrzuji i studietzmych
populacich, fipadré u riznych etnik Zijicich na stejném Uzemi. V &asnosti se odhaduje, Ze
geneticka vybava se podili na variabilTK asi z 30-60 %. Intenzi¥njsou zkoumany
polymorfizmy ger, které se &astni regulace TK — tzv. kandidatni geny (shrnutBetkova,
2002).

Geneticka predispozice je wvimehu Zzivota ovliwovana vijSimi faktory, mezi
nejzavazgyjsi pati nedostatek pohybu s naslednou nadvahou, &adimkonzumace alkoholu,

koureni, stres a zvySenyipod tuki a soli (shrnuto v Zicha and Kunes, 2003).

2.3.1 Interakce faktoru genetickych a faktom vnéjSiho prostiredi

Jak jiz bylo zmidno, esencialni hypertenze je komplexni onemotcrvyvijejici se
v disledku interakci fakt@rgenetickych s faktory wjgiho prostedi. Lze si pedstavit, Ze se tato
nemoc rozviji jako dsledek ,chyb* v kaskat molekularnich, biochemickych a genetickych
proces, kteréiidi TK. Ackoli jednotlivé chyby mohou byt ménzavazné, dohromady maji
dostateény potencial, aby v jejichigledku vznikla hypertenze.

Geneticka informace je naprogramovana, aby docbdkzetji expresi v jednotlivych
stadiich ontogenetického vyvoje. Expreseitér ¢asti genomu by sa byt v soube se
sowasnou expresi mnoha dalSich @emela by byt gimérena fyziologickym pozadavikn
vyvijejiciho se organizmu aipptsobit se vijSim faktofim, které jsou pro toto stadium vyvoje
specifické.

Existuje r€kolik mozZnosti, jak mZe prostedi ovliviovat genetické predispozice
hypertenze. Prvni moznosti je, Ze exprese abnofrgéaimetické informace vede k minimalnim
zménam v nezralém organizmu, aléhlem pozdjSiho dospivani se tyto zmy pod vlivem
prostedi vyvinou v gividné onemocéni. Podminky prosedi také mohou ovlivnit vyvoj
organizmu je&t pred expresi abnormalni genetické informace, takilvast jedince k jejim
Skodlivym efekim je poznénéna. Za teti, primarni genova abnormalitaife byt spici (silent),
dokud jeji exprese neni vyvolana ¥nimi nebo vijSimi faktory. Exprese primarni genové
abnormality tedy mize probihat jiZ brzy v ontogenezi, ale vyvolanéémaynzistanou skryté,
dokud z nich exogenni nebo endogenni faktory &ejidsowast patogennich mechaniam
nemoci.

Mira vlivu faktori prostedi na genovou expresi vijehu ontogeneze neni konstantni.
Existuji kritické vyvojové periody, které jsou chateristické vyjiménou citlivosti organizmu
K vnititnim nebo vijSim poditam. Tyto kritické periody obvykle splyvaji s obdobim



intenzivnich vyvojovych procés kdy probihaji zakladni strukturni a fumk zmeny
jednotlivych systérin organizmu. Zrény jsou obvykle nevratné, takze pokud organizmuasus
do dalSiho vyvojového stadia,iire jiz pouze kompenzovat chyby, k nimz doSloredehozim
obdobi. Znalost i@sného ¥ku, kdy je organizmus citlivy k dgitym faktoim, je dilezita pro
farmakologické zasahy i pro genovou terapii kardgkularnich chorob.

Dalo by se oekavat, Ze vliv progedi na genetickou informaci je realizovarep
poSkozeni DNA, tedy fies genové mutace. Nicm€mxistuji meioticky a mitoticky &licné
zmeény, které nejsou kédovany v samotné sekvenci DNEIn§ se o tzv. epigenetickou
dédicnost. Na epigenetick&dicnosti se podili nap DNA metylace, jejiz vyznam v dlouhodobé
modulaci genové exprese byl objeven inap rozvoje glukézové rezistence, diabetu typu I
a kardiovaskularnich poruch u jedins nizkou porodni hmotnosti (shrnuto v Kunes arah&,i
2006).



3. Experimentalni hypertenze

Hypertenze je velmi zavazné a &asré velmi rozSftené onemocmi, jehoz |éba
vychazi celosstové na stovky milioi dolati za rok. Zé&chto divoda je jejimu vyzkumu
vénovana velka pozornost. Vyvojem novéningjSi 1&by se zabyvaigdevsim klinicky vyzkum.
Experimentalni vyzkum se snazi nalézt primatitipy vzniku hypertenze afspeét tim k (£inné
prevenci.

Tim, Ze vySe TK je ovlitovdna mnoha genetickymi faktory (je tzv. polygeraijaké
faktory prostedi, je jeji studium velmi komplikované. Vyzkum idskych modelech nenitihis
vhodny redevsim proto, Ze lidska populace je outbrednidkaédinec je geneticky odlisny).
DalSi nevyhodou je dlouha reprodnk doba, pomaly rozvoj nemoci Ekteré etické problémy,
které znemoiuji pouzivani klasickych genetickych metod a@dlzorki nekterych tkani.

Vyhodné je pouziti inbrednich Zecich model, atkoli to ma také #ktera omezeni
a zadny zweci model neodpovida zcel#epré prislusné forns lidské hypertenze. Mezi jejich
hlavni vyhody pai dostupnost, moZnost standardizace experimenkalpadminek a také
rychlost a reprodukovatelnost rozvoje hypertenzez\ta§’ vyznamné jsou genetické modely,
protoZze umoiuji zkoumat interakce mezi faktory genetickymi &téay vnéjSiho prostedi
(shrnuto v Kunes and Zicha, 2002).

Pti hledani genetickych determinant komplexnich ndmsee pouZivaji dva zakladni
piistupy: metoda ,kandidatnich géna metoda poziniho klonovani. Prvni metoda zkouma
stupd polymorfizmu gef zodpowdnych za variabilitu TK u nemocnych a kontrol. Pdke
zZjiSténa pozitivni asociace (u nemocnych se polymorfizmyskytuje ¢astji), tak se uéuje
hodnota relativniho rizika (kolikr&tasgjSi je vyskyt nemoci u jedince s polymorfizmem ve
srovnani s jedinci, ke polymorfizmus nemaji). U metody pdriho klonovani jsou vyuzivany
polymorfni zn&ky, pomoci kterych jsou hledany oblasti obsahugieiy vnimavosti k danému
onemocgni. Poté se v okoli daného specifickeho znaku filegieny, které by svou funkci
mohly prispivat ke vzniku onemoéni. Nakonec se zjiije funkni souvislost genu

a onemoc#ni (shrnuto v P&kova, 2002).

3.1 Modely experimentalni hypertenze

Pro svou dostupnost a pro jednoduchostiemi hemodynamickych paramitise
nejpouzivagjSim modelovym organizmem experimentélni hypertestad laboratorni potkan.
Hlavni pokusné modely byly vyvinuty, aby umoZnilyudium jednotlivych patogennich
mechanizmi hypertenze. Modely dime na d¢ zakladni skupiny: s indukovanou hypertenzi

(u normotenznich jediticje dosazeno zémy TK oper&nim z&krokem nebo farmakologicky)



a s genetickou poruchou (hypertenze se rozvijiupostbéhem Zivota bd spontany, nebo po
stimulaci vigjSim podritem).

Indukovana forma hypertenze vyvolana p&idm pisobicim na dosiého jedince se
posuzuje jako soubor kompern&h reakci na dany po&in Po odstraéni podrétu se TKéasto
vraci do normalnich hodnot. Naproti tomu pétdpisobici na jedince s neuk@amym vyvojem
muze zpmisobit nevratné zimy, takZe i po odstra@ni hypertenzniho podtu zistavd TK
zvySeny (shrnuto v Kunes and Zicha, 2002).

3.1.1 Spontanrg hypertenzni potkan (SHR)

Tento kmen vznikl na univerzitv Kyotu, pro prvni kizeni byli pouZziti potkani kmene
Wistar (WKY): samec vykazujici staly vysoky TK 1805 mmHg a samice s lehce
nadpfimérnym TK 130-140 mmHg. &hem rekolika generaci hodnota TK u dvacetitydennich
zvirat presahla 180 mmHg. Hypertenze je ¥ippd tohoto kmene zisobena zvySenou periferni
rezistenci, kter4 je nejprve vyvolana neurogennizokanstrikci a posléze udrZzovana
strukturalnimi zminami cév. Krond zakladni varianty tohoto kmene byly vysSleght i dalSi
podkmeny, které vykazuji n#flad velkou nachylnost k mozkovéripod. SHR je dnes
nejpouzivagisim kmenem diky své podobnosti s lidskou esencidtypertenzi. Jako

normotenzni kontrola je pouzivan kmen WKY (shrmutéunes and Zicha, 2002).

3.1.2 Dahlav potkan citlivy a necitlivy ke zvySenému pijmu soli

Tento kmen byl vySlechh v USA z kmene Sprague-Dawley. Selek&vioyli kiizeni
potkani citlivi a potkani rezistentni k rozvoji hgpenze na diéts vysokym obsahem soli (8%
NaCl). U citlivych zvfat se na vysokosolné dietozviji hypertenze, zatimco u rezistentnich
jedinai ani extrémni davky soli hypertenzi nevyvolavajenfto model se poziva pro studium

solné hypertenze (shrnuto v Kunes and Zicha, 2002).

3.1.3 Dalsi modely experimentéalni hypertenze

Existuji i dalSi, mé#& pouzivané, kmeny, které se mezi sebou liStasti genetickych
faktoni, aktivit¢ vazokonstriknich a vazodilatmich systém, iontovém transportu atd.
Nap‘iklad geneticky hypertenzni potkan vysleéeiyt na Novém Zélandu je velmi podobny SHR
kmeni, ale liS5i se od & pozvolnym vzestupem TK vfbchu kiZzeni. PraZzsky
hypertriglyceridemicky potkan ma kra@amvysokého TK i vysSi plazmatickou hladinu
triglycerida, kyseliny m@oveé a volnych mastnych kyselin. Podébyonsky hypertenzni potkan
vykazuje zvySenou hladinu triglycetida cholesterolu. Munstersky spont&nhypertenzni
potkan ma naruSeny metabolizmus sodiku, vapnikuordiku. U mildnského i prazského



hypertenzniho potkana hrajiildzitou roli ve vzniku hypertenze ledviny (shrnmtdunes and
Zicha, 2002).

3.2  Metody méreni krevniho tlaku u experimentalnich zviat

Sledovani TK a srami frekvence u experimentalnich moigé velmi dilezitou casti
studia patofyziologie a genetiky hypertenze. K ttonielu se pouziva Siroka Skala metod, coz
porekud komplikuje srovnani vysledkpochazejicich zZiznych laboratti. Zakladni dleni
pouzitych metod rieni TK souvisi stim, zda je TK &fen @gimo v cévnimietisti a nebo
ne@imo pomoci okluzni manzety agigluSného sninie.

NejpouzivasjSi neinvazivni technikou je sniméni pulzové ving ocase nebo zadni
korceting, kde jsou artérie s@tavany okluzni manzetou a tlak v mar&gé monitorovan.
Systolicky tlak se od#dta v okamziku, kdy seippoklesu tlaku v manzé&tobjevi pulzova vina.
u netrénovanych zkat stres, jenz by mohl ovlivnit natiené hodnoty. DalSim omezenim je
skute&nost, Ze @ teplot nizSi nez 39C neni ocas potkana daprokrven, coz Zisobuje potize
s detekci pulzové viny. Z tohotaiebdu musi byt zvata ed nerenim gedeltivana. Pouziti
této metody je vyhodné vtom, Ze je mozné ji vyakipro dlouhodoba sledovani &mTK
v pribéhu celého Zivota ziéte.

Mezi invazivni techniky pdt chronicka katetrizace, kdy se do a. carotis reeldjemoralis
zavadi heparinem nagma kanyla vhodné velikosti. Kanyla je ofgata uzasrem a vyvedena
tak, aby si jeji konec zk8 nemohlo ukousnout. Jiz po 24 hodinach zotavowdiie byt jedinec
napojen na elektronicky snithaK. Méfeni je zaznamenavano zapiséem nebo fevedeno do
pocitace. Tato metoda je vhodna pro souvisléreni znén TK po rekolik dnd, navic dava
informaci i o tepové frekvenci. Bohuzetipouziti této metody dochazi k uhyrasti zvfat
v disledku operace. DalSi komplikaci je ucpavani kasy&Zenou krvi.

NejlepSim zfisobem sledovani TK a tepové frekvence u ¥@a pohybujicich ziat je
telemetrie. Tato metoda vyuziva obdobny principjaktatni invazivni techniky s tim rozdilem,
Ze tlakovy snima funguje zarove jako vysil& a je umisin v dutire brisSni. TK je n€fen
katetrem v BSni aoré. Zavedeni fedstavuje porrné velky operani zakrok a zotaveni zt
trva minimalrg sedm dni. Zdzeni pro snimani signalu spojené gitaem je v podloZce, na niz
je umis&na chovna nadoba. Pro dlouhodob&aeni u nedosflych jedindi se tato metoda neda
pouzit. Tato technika je v porovnani s ostatnimtag@mi ponérné draha, nicméh poskytuje

zcela fyziologické hodnoty TK (shrnuto v Kunes ahcha, 2002).



4. Metabolizmus katecholamini
Katecholaminy jsou derivaty katecholu (1,2-dihydiognzenu) obsahujici aminovou
skupinu. Paf mezi & dopamin, adrenalin a noradrenalin, v organizmw#lgako hormony
a neuromediatory. Syntéza jednotlivych katechol@miychazi z aminokyseliny tyrosinu
a zahrnuje nasledujici kroky:
1. hydroxylace tyrosinu tyrosinhydroxylazou (Th) zaniku 3,4-dihydroxyfenylalaninu
(L-DOPA)
2. dekarboxylace L-DOPA za vzniku dopaminu pomoci emzyDOPAdekarboxylazy
(Ddc)
3. hydroxylace dopaminu dopamfahydroxylazou ([BH) za vzniku noradrenalinu
4. metylace aminoskupiny noradrenalinu fenyletanolaNimetyltransferazou (Pnmt)

za vzniku adrenalinu

Th Ddc DBH Pnmt
Tyrosin ~— L-DOPA Dopamin Noradrenalin Adrenalin

Obr. 1: Schéma syntézy katecholainin

Razné buky organizmu mohou produkovat jednotlivé katechatgmv zavislosti na
tom, jakou maji enzymatickou vybavu. Adrenalin aauvenalin vznikaji fedevsim v teni
nadledvin. V gkterych ¢astech mozku je produkovan dopamin (nap substantia nigra),
zatimco v jinych oblastech je syntetizovaregevsim noradrenalin (shrnuto ve Voet and
Voetova, 1995).

4.1  Tyrosinhydroxylaza Tyrosine (\:00‘
o+
Th je paate&nim enzymem biosyntézy CH,—CH—NH,
katecholamifi, ktery specificky katalyzuje
HO

preménu L-tyrosinu na L-DOPA adici hydroxylové o

skupiny. Ke svému fungovani vyZadujgtpmnost ~ Tyrosine
hydroxylase
kysliku, Fé" a kofaktoru biopterinu (Nagatsu et al.,

1964). Strukturtd je Th homotetramer, jehoz Dihydroxyphenylalanine

_ - (DOPA) o0,
podjednotky maji pblizn¢ 60 kDa (Mockus et al., CH,—CH—NH,
1998). Studie ukazuji, Ze tento enzym existuje
v cytoplazmaticke i membrandv vazane forrma HO 1,

(Kuhn et al., 1990). Obr. 2: Hydroxylace tyrosinu za

vzniku L-DOPA (Purves et al., 200



Ve srovnani s ostatnimi enzymy, které gasini syntézy katecholantinaktivita Th je
o tfi rady niz8i. JakoZto limitujici faktor této drahy, igealnim cilem pro regulaci celého
systému (Nagatsu et al., 1964).

4.1.1 Fosforylace a defosforylace tyrosinhydroxylazy

Th je substratem pro mnoho kiinych proteinkinaz, jako akceptory fosfabyly
identifikovany seriny 8, 19, 31 a 40. Nicn¥éfyziologické podsty indukuji fosforylaci pouze
userimm 19, 31 a 40 (Haycock, 1990). Thuake byt fosforylovana cAMP-dependentni
proteinkinazou (Yamauchi and Fujisawa, 1979), kalalim-dependentni proteinkinazou II
(Itagaki et al., 1999), kindzami regulovanymi egéialarnim signdlem ERK | a ERK II
(Haycock et al., 1992), mitogeny a stresem aktimouaproteinkindzou 1, p38 regulovanou
kindzou (Toska et al., 2002) a cyklin-dependentmazou 5 (Moy and Tsai, 2004). Bylo
zjisténo, Ze v howzich chromafinnich hikach a v PC12 (bwina linie odvozena od nadoru
nadledvin) biikach je Th @izré fosforylovana v odpasd” na cetné agonisty jako je néglad
acetylcholin, cAMP, epidermalnaistovy faktor atd (shrnuto v Campbell et al., 198Regulace
Th je tedy komplexni.

Enzymem, ktery fosforyluje serin 19 je kalmoduliepgndentni proteinkinaza II.
K aktivaci Th timto zpsobem nestda pouze kindza a kalmodulin, ale je nutnaritgmnost
~proteinového aktivatoru®, proteinu z rodiny 14-318gaki et al., 1999). Proteiny z této skupiny
se wastni bun¢né signalizace, kontroly b&&nho cyklu, regulace transkripce i dalSich prdces
v riznych organizmech a tkanich (shrnuto v Aitken, 208@ol&nym strukturnim rysem 14-3-3
proteinové rodiny je C-termindlni doména obsahujizioZstvi kyselych aminokyselin. Tato
doména niZe interagovat s fosforylovanou formou Th a timoszffedkovava dlouhodobou
regulaci biosyntézy katecholandifichimura et al., 1988). Z&kterych studii vyplyva, Zze 14-3-3
proteiny mohou ovliiiovat také lokalizaci Th (Halskau et al., 2009). kairfosforylace serinu
19 neni pouze umo#ni interakce Th s 14-3-3 proteiny, ale tato modifi&e také zesiluje
fosforylaci serinu 40 (Bobrovskaya et al., 2004).

Nejlépe prozkoumanym #Apobem regulace Th je fosforylace serinu 40
cAMP-dependentni proteinkindzou. Fosforylaci Th,kberé je navazany katecholamin, dojde
k desetinasobnému zvySeni maximalni rychlosti reakeosforylace Th bez katecholaminu
zvySeni rychlosti neZsobuje. Skutiny efekt se nejspiS odviji od pdm obou pdéatenich
forem enzymu a ten zavisi na mnozstvi katecholanpifitomnych v buice (Daubner et al.,
1992).

Serin 31 je fosforylovan kinazami ERK | a ERK Ilieké jsou regulované fosforylaci
serinového nebo threoninového zbytku ve svéwrci. V PC12 bikach niize byt aktivita ERK



stimulovana mnohaiznymi podrty, nag. aktivaci muskarinového receptoru, purinergniho P2
receptoru, receptoru pro nervouistovy faktor (NGF) a bradykininového receptoru. kidory
rozmanitosti dinnych ligand, existuji pouze dv intraceularni signalni dréhy, které zgjig
aktivaci ERK — NGF-stimulovana draha a drahé&zaici aktivaci proteinkinazy C (Haycock et
al., 1992). Aktivace Th fosforylaci serinu 31 pinkendzou ERK je zanedbatelnd ve srovani
s mnohonasobnym zvySenim aktivity Th cAMP-dependemroteinkinazou. Vyznam této
modifikace ntize sp@ivat spiSe v zesileni fosforylace (Lehmann et24Q6) nebo pozemeéni
ucinku fosforylace serinu 40.

Defosforylace Th je katalyzovana vyhradfosfatazou typu 2A (Leal et al., 2002).
Aktivatorem této fosfatazy je protein alfa-synuklgPeng et al., 2005), ktery séasdtni také
recyklace dopaminergnich &i. Vliv alfa-synukleinu na Th iize zahrnovat i jiné mechanizmy
nez jen regulaci fosforylace, jelikoz byla prokéaan jeho pima interakce s Th a také
s ,proteinovym aktivatorem®.

Experimenty ukazuji, Ze fosforylace a defosforyldde je velmi vyznamnou sdésti
regulace syntézy katecholaminNaSe znalosti této problematiky jsou obsahlé, raleteré
otazky je& musi byt zodpaotzeny. Zname jiz vSechny kinazy a fosfatazy, kterépadileji na
modulaci Th v odpaddi na fyziologické podéty? Pr& jsou réktera mista fosforylovana jen
s malou dinnosti? Jaky jen situ a in vivo rozsah fosforylace serinu 31 a 40 u Th bez nebo
s navazanym katecholaminem? Jakyirjesitu a in vivo rozsah a mechanizmus aktivace Th

fosforylaci serinu 31?

4.1.2 Inhibice tyrosinhydroxylazy

Th je inhibovana katecholaminy a to jejichirpou vazbou kiontu Zeleza v aktivnim
mis€ enzymu (Andersson et al., 1988). Tato inhibice kempetitivhi vzhledem
k tetrahydrobiopterinovému kofaktoru a bylo prokdzaze kofaktor rize @imo vysnit
dopamin z aktivniho mista enzymu. Fosforylace Thsedanu 40 zfisobi dramatické snizZeni
vazebné afinity pro katecholaminy (Almas et al.92P Aktivace enzymu fosforylaci serinu 40
a jeho inaktivace vazbou katecholafhijsou souvisejici jevy a je praggbdobné, Ze maji

vyznam v regulénich mechanizmedi vivo.

4.1.3 Regulace transkripce tyrosinhydroxylazy

Lidska Th mRNA existuje v&kolika izoformach. Jako prvni byly objeveny mRNAii
se @itomnosti 12 (typ 2), 81 (typ 3) nebo 93 (typ 4)kleeotidi mezi devadesatym
a devadesatymprvnim nukleotidem v mRNA typu 1. Twarianty vznikaji alternativnim
sestihem prvniho a druhého exonu (Kobayashi et al.819BalSi nalezena izoforma lidské Th



postrada exon 3 (Bodeau-Péan et al., 1999), kterytastni regulace inhitniho efektu
katecholamif skrze fosforylaci serin31 a 40. Jinému typu mRNA pro lidskou Th chybirexo
(Ohye et al., 2001), coz @pobuje posurtteciho rdmce. Translace této mRNA jegiasre

ukontena na stop kodonu vzniklém v ndigro aminokyselinu 147.

Protoze role Th v biosyntéze katecholainje klicova, je pro katecholaminergni iiky
nezbytné regulovat nejen jeji aktivitu, ale i rdzggji exprese v souladu s ngnéjSimi podréty.
Napiklad @i stresu vyvolaném imobilizaci bylo u Sprague-Dampotkari nejprve naréeno
zvySeni koncentrace Th mRNA veéedi nadledvin. Nejvyssi, sedminasobnd, koncentogta
zjisSténa 3 hodiny po ukaieni stresovych podti, poté hladina mRNA zala klesat a do 24
hodin se vratila na normalni uUravgKvetnansky et al., 2004). Pokud byla iaté stresu
vystavovana opakovan dosSlo kvyznam& nizSimu vzestupu Th mRNA v porovnani
s jednorazovou imobilizaci, ale také doslo k ustand permanentn zvySené hladiny této
MRNA.

Mutatni Udaje naznalji, Ze pro bazalni (nestimulovanou) expresi Thgebytny cCAMP
response element (CRE) a element vazajici aktiségoprotein 1 (AP1) (Trocmé et al., 1998).
Oba tyto faktory se dastni také transkripce v odpm¥ na nejiiznéjSi podrety, jako je nap
cAMP, vapnik, depolarizace nebo hypoxieil€Zitym regul&nim mechanizmem je existence
vétSiho pdtu CRE-vazebnych protein které navic mohou byt modifikovany fosforylaci
(Lewis-Tuffin et al., 2004).

Dlouho nebylo jasné, jakym mechanizmem na tranekrifh genu jsobi
glukokortikoidy. U rekolika druhi obratlov@ byla nalezena homologie ke znamému
glucocorticoid response elementu (GRE), ale Zadnictz se neukézal byt futkim. Teprve
v roce 2001 byla objevena futtk GRE sekvence v 5tpehlé oblasti genu pro mysi Th (Hagerty
et al., 2001). Nedavno byl v promotoru genu prakaoi Th nalezen sedminukleotidovy usek,
ktery je zasadni pro glukokortikoidovou transknp regulaci. Zajimaveé je, Ze tato sekvence
nema zadnou podobnost s klasickym GRE, ale velmpbdeba AP1 vazebnému motivu (Rani et
al., 2009).

Znalost promotorovych reguaich elemerit a faktof je zn&na. Nedostata¢
objasréna ale astava integrace jednotlivych regééch modifikaci, ktera dokaze spustit expresi

specifickou pro konkrétni begtny typ i pro aktualni podminky prasti.

4.1.4 Polymorfizmy tyrosinhydroxylazy
V intronu 1 genu pro lidskou Th se nachazi (TCA€}ranukleotidova repetice (Zhang et
al., 2004). Odlisna frekvence (TCAJ& davana do souvislosti nejen s hypertenzi, aldalSimi

chorobami jako je ndp schizofrenie. Nizsi vyskyt alely (TCAJ Pyl zjiSttn u normotenznich



jedinai (Sharma et al.,, 1998). Koncentrace noradrenalimlezne byla vyznamg zvySena
u jedinai s alelou (TCATY a naopak sniZena tch s alelou (TCAT) (Wei et al., 1997), coz
nazng&uje spojitost &chto alel s vysokou nebo nizkou drazdivosti nomaehgniho nervového
systému. (TCAT,) motiv mize vazat transkrimi faktory jako je nap zinc finger protein 191
(Albanese et al.,, 2001) ade fungovat jako transkriipi enhancer. Nicménefekty tohoto
predpokladaného enhanceru zatim nejsou daskatgrozkoumany: fazi s heterolognim
promotorem (thymidinkindzy) fejm¢ transkripci aktivuji (Meloni et al., 1998), zatimduzi

s homolognim promotorem (tyrosinhydroxylazy) trammi reprimuji a to v zavislosti na délce
(TCAT), (Albanése et al., 2001).

V koduijici oblasti genu pro lidskou Th bylo naleaemejmért 14 jednonuleotidovych
polymorfizmi, ale jen dva z nich maji vyznamné zastoupeni ntiricalely v populaci a pouze
jeden zpsobuje zminu aminokyselinové sekvence. Jedna se o Val8l-Metru, nicmég
nebyla zjis¢na spojitost tohoto polymorfizmu s hladinou katdahoni ani se zrdnami TK
v odpowdi na stres (Rao et al., 2007).

V Dblizké promotorové oblasti se nachazi minindaldO jednonukleotidovych
polymorfizmi, minoritni alelactyi z nich (C-824T, G-801C, A-581G, a G-494A) se vysieg/

u vice nez 10 % populace. Vyznamny vliv na sekkatecholamif i na stresovou odpéd’ TK
maji polymorfizmy C-824T a A-581G. Minoritni alely824T a -581G nejsou pouhymi
statistickymi prediktory, ale jsouriginou zmeny transkrigni (€innosti Th genu (Zhang et al.,
2010).

4.1.5 Tyrosinhydroxylaza u SHR

Ackoli je dolre prokdzan vyznamiené nadledvin v rozvoji hypertenze u SHR, studie
tykajici se aktivity Th v této tkani davaji proticiné vysledky. Bivodem rozporuplnych dat
muze byt volba odliSnych normotenznich kontrol, nglemetické zreny v SHR kmeni Bhem
inbredniho kiZzeni v odliSnych chovnych stanicich.

V n¢kterych experimentech byla zji#ta snizena aktivita Th veehi nadledvin SHR ve
srovnani se stegnstarymi WKY (Moura et al., 2005). Navic toto smizenzymatické aktivity
nebylo v gimém spojeni se ztnami TK, protoZe bylo iitomné ped vznikem, v pibé¢hu
rozvoje i po ustanoveni hypertenze. Par&ledmizsi aktivitou Th byl nadien i niz8i obsah
katecholamifi ve deni nadledvin, ale plazmatick4 koncentrace adrenaliyla srovnatelna
u obou kmef. Tento rozpor by mohl byt #goben zvySenou sekreci katecholaimindieni
nadledvin SHR (Lim et al., 2002). Hladina noradienav plazn¢ byla zvySena u vSech SHR
jedinai, véetrg pétitydennich pre-hypertenznich, coz je v souladueslpokladanou zvySenou
aktivitou periferniho sympatického systému (Moutale, 2005). Je mozné, Ze vysoka hladina



noradrenalinu v plazénje pric¢inou inhibice Th v &ni nadledvin. Prd ale tato zptna vazba
funguje v deni nadledvin a nefunguje v nervovych zak@mich sympatiku? Vystlenim mize

byt tk&ove specifické zastoupeni jednotlivych tymdrenergnich receptor které ovlivauji

syntézu a uvdlovani katecholamin

Nicmére jiné studie ukazuiji, Ze hladina adrenalinurerd nadledvin SHR je podsta&tn
vySSi nez u normotenznich WKY. Toto plati pro jedirkazdého &ku, jedinou vyjimkou jsou
zvirata star&tyii tydny (Maemura et al., 1982). \tehi nadledvin SHR byla zji&a vyssi
exprese Th mRNA i vySSi aktivita Th nez u WKY (Kuna al., 1994). Obdokinzvysena
exprese Th mRNA byla stanovena i ve dvdznych typech katecholaminergnich neudron
v mozku SHR, coZ naztaje, Ze mira up-regulace u SHR neniitk& specifickd (Reja et al.,
2002a).

Pouzitim antisense oligonukleaiiccilenych proti Th mRNA bylo dosazeno snizeni
exprese Th veigni nadledvin, snizeni hladiny katecholatnantaké snizeni TK u SHR. Naproti
tomu u kontrolnich WKY byla sniZzena exprese Thaiditha katecholamin ale vySe TK #stala
neznénénd. Je mozné, Ze snizend aktivita Th byla u WKYomykenzovana jinymi regulaimi
mechanizmy (Kumai et al., 2001). Tyto poznatky ramfi, Ze by Th antisense oligonukleotidy
mohly slouzit jako Ginna l&ba rékterych tygi hypertenze.

V mozku titydennich SHR byla oproti st&rstarym normotenznim WKY zji&a vysSi
exprese i aktivita Th a zarovevySena hladina katecholaminPodavanim klonidinu, agonisty
alfap-adrenergniho receptoru, bylo u SHR dosazeno snéitivity Th i hladiny katecholamin
v mozku, naopak zvySeni aktivity Th a hladiny katamini ve deni nadledvin a dale snizeni
hladiny noradrenalinu v plazm U takto I€enych jedind@ nedoSlo krozvoji hypertenze.
U kontrolnich WKY potkat klonidin také snizil mnoZstvi noradrenalinu v pté&z ale nensl
Zzadny efekt na aktivitu Th a obsah katecholamirobou zkoumanych tkanich (Moura et al.,
2009). Toto zji&ni napovida, Ze aktivita a exprese Th v mozkurenidnadledvin mize byt
fizena nejen zgmami hladiny noradrenalinu, ale i jinymi mechaniznkyeré také signalizuji
zmeny v aktivitt sympatického systému.

Pohlavi uéujici oblast na chromozomu Y (Sry) ma u SHR kmegi®st se zvySenym
TK (Ely et al., 1993). Tento transkipi faktor zvySuje aktivitu Th promotoru v transfetamych
PC12 buik&ch. VioZeni Sry DNA z SHR doteh® nadledvin WKY vede ke zvySeni TK
0 30 mmHg, ke zvySeni plazmatické hladiny noradienaa zvySeni Th aktivity ve fdni
nadledvin (Ely et al., 2007). Nicmé&rSry je exprimovan vdkolika riznych tkanich, které
mohou mit vliv na vysi TK, takZze je mozné, Ze omlije TK nékolika riznymi mechanizmy.
Jsou zapdebi dalSi studie, které odhali expresni a sekvieodliSnost Sry genu u SHR a WKY
a s konénou platnosti potvrdi, Ze Sry je skéne hypertenzivnim lokusem na chromozomu Y.



Zda se, ze vysSe TK, st&jnpako aktivita a exprese Th, ma u SHR kmene syxijitaké
s androgeny. Kastraceétyitydennich SHR sanic zpomaluje rozvoj hypertenze, podavani
testosteronu tento ¢inek rusi. U kastrovanych 2ei byla zjiS¢na snizena hladina
katecholamifi, Th mRNA i Th aktivita ve teni nadledvin v porovnani s kontrolami
i s kastrovanymi zvaty, kterym byl podavan testosteron. U WKY kmenéyheaznamenan
vyrazny rozdil v hodnotach TK ani v ostatnich pagtmech mezi kontrolami, kastrovanymi
zvitaty a kastrovanymi ziaty, kterym byl podavan testosteron (Kumai etl#195). Testosteron
hraje vyznamnou roli v regulaci transkripcgkierych gefi prostednictvim vazby androgenniho
receptoru k androgen respons elementu (ARE) (Patké&0), je tedy mozné, Ze timtoizpbem
se astni i regulace exprese Th. V promotoru pro lidska jizZ ARE sekvence byla nalezena,
ale zda se, ze zprostlkovava pouzeéast regulace Th androgeny (Jeong et al., 2006haokné,
Ze androgeny mohou expresi Th otilivat i g'es jiné nez klasické ARE sekvence, nebdimep
pies dalsi, zatim neidentifikované proteiny.

Dihydroxyphenylalanine Coo"

4.2 DOPAdekarboxyldza (DOPA)

Ddc katalyzuje odstrami karboxylové

[+
CH,—CH—NH,

skupiny z L-DOPA za vzniku dopaminu. Ve HO
OH
svéem katalytickem mist obsahuje  popa
pyridoxalfosfat a ve &Sing pifpadi funguje jako ~ decaboxylase co,
dimer s molekulovou hmotnosti fiplizné
100 kDa (Siow and Dakshi ti, 1990 popamine H
+
a (Siow and Dakshinamurti, )- CH,—CH—NH,
Ddc se nachazi nejen
v katecholaminergnich ~ a  serotoninergnich HO o

neuronech, ale i v nenervovych tkanich jako jsou

nag. ledviny a jara. Bylo zjigho, Ze Obr. 3: Dekarboxylace L-DOPA za
' ' ' vzniku dopaminu (Purves et al., 2001)

v nervovych a nenervovych tkanich je Dac

kodovana odlisSnymi mRNA (Krieger et al., 1991), geZzzpisobeno existenci dvouianych,
tkanove specifickych promotdr a alternativnim seishem (Albert et al., 1992). iné mRNA
jsou moznym vysitlenim selektivniho nenervového (iajedvinoveho) defektu Ddc.

Syntéza dopaminu v nervové a nenervové tkani dei lisdalSim ohledu. Neurony
exprimuji Th, Ddc i [BH, takZe tyrosin je igménén na L-DOPA, dale na dopamin a poté na
noradrenalin. Naproti tomu v ledvinovém proximalnimbulu neni exprimovana Th g8, ale
pouze Ddc. L-DOPA je tedyipnaSena transportérem aminokyselin doékuproximalniho
tubulu, kde je rinéna na dopamin.iifem sodiku zvySuje vstup L-DOPA do likn aktivitu Ddc

a tim i syntézu dopaminu, ktery neni v proximalitmulu skladovan, ale je transportovan ven



pies apikalni i basolateralni membranu . Zdsgbi es rektery z @ti znamych tyg receptod
(shrnuto v Zeng et al., 2007).

Lok&ln¢ a na inervaci nezavisle produkovany dopamin hadjezitou roli v regulaci TK
(shrnuto v Hussain and Lokhandwala, 2003). Dopapisobi jednak vazodilataé na cévy,
¢imz meni pratok krve ledvinami. Zadruhé zvySuje transport tontedvinach a travicim traktu.
Abnormalni metabolizmus sodikudasto doprovazen hypertenzi, snizena renalni syaféeho
sekrece dopaminu je prayjmbdobré sowasti patogeneze esencialni hypertenzeéktenych lidi
(shrnuto v Kuchel and Kuchel, 1991)alSenzitivni hypertenzni jedinci nezvysuji renalni
produkci dopaminu v odpéd’ na zvySeny fijem soli (Damasceno et al., 1999), coz je
zpisobeno zhorSenym renalnim transportem L-DOPA do¢lbum zarové nedostaténou
pieménou L-DOPA na dopamin. Nicménv nékterych gipadech esencialni hypertenze je
hladina dopaminu a jeho metabdlit mati naopak zvySena (Saito et al., 1986).cthto jediné

je pravapodobrE zasazena jinéast periferniho dopaminergniho systému.

4.2.1 Dopaminergni systém u experimentalni hypertenze

U SHR byla zji&na normalni nebo spiS zvySena renalni hladina diopampaatesnim
stadiu hypertenze, kdy je exkrece sodikwimemizena v porovnani s WKY (Racz et al., 1985).
Pricinou poruchy exkrece sodiku (a mozna i hypertenz8 HR neni nedostated aktivita Ddc,
ale defekt v R receptoru pro dopamin (Jose et al., 1996), ktasgievk naruSeni regulace
sodikové pumpy a Na/H antiporteru v proximalnimutub

Dahlovi potkani citlivi ke zvySenémuripmu soli vykazuji snizenou syntézu dopaminu
v ledvindch (Sakamoto et al., 1994) a nedostate natriuretickou a diuretickou odpsl pri
zvySeném Hjmu sodiku. Mimo to u nich byl zji& také defekt v B receptoru pro dopamin
v proximalnim tubulu (Ohbu et al., 1995).

DalSi @icinou vzniku hypertenze fie byt defekt v B Ds; nebo 3 receptoru pro

dopamin, jak bylo prokazano studiemi na knock-oy§ich (shrnuto v Zeng et al., 2007).

4.3  Dopamin-g-hydroxylaza

DBH katalyzuje oxidativni hydroxylaci dopaminu na adrenalin. Je to glykoprotein
obsahujici v katalytickém méstmed’, ktery existuje v rozpustné i membrasovazané forrg
(Wallace et al., 1973). fH funguje jako tetramer vznikly ze dvou nekoval@nimeragujicich
dimeri. Podjednotky v kazdém dimeru jsou vzajeémpropojeny disulfidickymi nistky
(Robertson et al., 1994). Kranmedi je pro fungovani PH zapotebi jeS¢ molekularni kyslik

a kyselina askorbova (Huyghe and Klinman, 1991).



DBH se nachazi v chromafinnicn Dopamine

H +
granulich derg nadledvin (Hortnagl et al., 1972) CH,—CH—NH,

a v synaptickych w&eich adrenergnich HO
a noradrenergnich  neurion (Hoértnagl and OH
Winkler, 1969). V dsledku své lokalizace je Dopamine-f

hydroxylase
DBH vylévana do extracelularniho prostoru spolu

2

s neuropenaseéem (Weinshilboum et al., 1971), norepinephrine OH v
takZe se nachazi v mozkomisni tekéfiplazne. CH —CH—NH,
Enzymaticka aktivita PH v  mozkomisni

tekutint odpovida hladi& tohoto proteinu "o OH

(O'Connor et al., 1994) a z rodinnych studii plyne,
7e faktory prosedi, jako nap stres a léky, Obr.4:Hydroxylace dopaminu za vzniku
o o ) ] ~noradrenalinu (Purves et al., 2001)

ovliviuji aktivitu DBH jen malo v porovnani
s faktory genetickymi (Weinshilboum et al., 1975).

Diky své nezastupitelné roli v syntéze katecholdndrnzarové genetické determinaci,
DBH maze hrat vyznamnou roli v patogenezi hypertenRada dikazi tomu nasvdiuje:
deficience [BH se projevuje hypotenzi (Swoap et al., 2004) abinb D3H zmiriuje rozvoj

hypertenze u SHR (Stanley et al., 1998).

4.3.1 Transkripce dopamin-p-hydroxylazy

DBH se vyskytuje ve dvou formach - rozpustné a menwkavazané. Oba typy jsou
kodovany jednou mRNA a rozdil mezi nimi vznika aistranslan¢ (Lewis and Asnani, 1992).

Charakteristicky vzor expresepB v nervovém systému napovida, Ze tento gen se
nachazi pod kontolou specifickou pro neurony aaavd konkrétni buktny typ. Experimenty
na transgennich mysSich ukéazaly, Ze iighla oblast [PH genu niize spoudt expresi
reportérového genu v chromafinnichikach dené nadledvin (Kobayashi et al., 1994).

Deletni a muté&ni analyzy odhalily, Ze upstream sekvence gendigs@ou D3H, ktera
je dlouha pouze 486 nukleolidmiZze fidit expresi reportérového genu Bane specifickym
zpasobem (Seo et al.,, 1996). Vzdalgi cast této oblasti, tedy -486 az -263 (pdrazi, ma
pravéEpodobré burgcné specifickou umiovaci funkci, takZze pottaije promotorovou aktivitu
v nenervovych bitkach (Ishiguro et al., 1995). Proximatdist této oblasti, -262 az +1 fdrazi,
je dost&ujici a zarove nepostradatelna pro vysokou aktivitBHDpromotoru v IBH pozitivnich
bunkach (Ishiguro et al., 1993; Seo et al., 1996).

Bylo zjiStno, Ze CRE sekvence je rozhodujici pro bazalnskmoci v burgénych liniich
exprimujicich BH (Ishiguro et al., 1993; Kim et al., 1994; Seaakt 1996). CRE je sa@asti



e

slozitjSi promotorové struktury nachazejici se v oblasdb az -150 parbazi, kterd obsahuje
dalSi elementy jako je nApAP1 element, Yin Yang-1 protein (YY1) vazebnyreént, a dva
hlavni motivy mist vazajicich homeodoménu (homeaglmamje kZny DNA vazebny strukturni
motiv nachazejici se u mnoha eukaryotickych reguitdh proteiri). Cilenou mutagenezi vSech
sekverinich motiva bylo odhaleno, Ze CRE je nezbytny pro zakladnivait promotoru ve
vSech bucnych liniich a YY1 vazebny element je multifuimk (Seo et al., 1996; Yang et al.,
1998). Noradrenergn specifickou expresi BH genu Zejm¢ zaji¥uje misto vazajici
homeodoménu (Yang et al., 1998). Jako dalSi réeguklementy nachazejici se v promotoru pro
DBH byly zjiStny mista vazajici protein specificity 1 (Spl), aétorovy protein 2 (AP2) (Kim
et al., 1998) a proteitasné istové odpowdi 1 (Egrl) (Cheng et al., 2008).

Exprese DH genu je modulovdna v odpal’ na izné farmakologické i fyziologické
podrety. Napiklad kthem vystaveni Sprague-Dawley potkaimobilizatnimu stresu nebyla
zjisténa znéna koncentrace mRNA proflBl ve deeni nadledvin. Vic nez dvojnasobna hladina
byla nangtena teprve 3 hodiny po ukéemi stresovych podhi, ale poté zéala klesat a do 24
hodin se vrétila na normalni UravéKvetnansky et al., 2004) fiFopakovaném stresu byl zjt
obdobny vzestup hladiny mRNA jakofipstresu jednordzovém, ale sasré doSlo
k permanentnimu zvySeni koncentragdHDmRNA.

CAMP a jeho analogy{sobi na BH gen ges CRE a fekvapiw i pies AP1 element
(Kim et al., 1994; Swanson et al., 1998). Forbderegvysuje aktivitu mnoha eukaryotickych
gemi pres AP1 misto, BH gen je aktivovan také, ale z experimemiyne, Ze transkrimi
up-regulace se &k pres CRE a YY1 vazebny element (Ishiguro et al., J9®imulace
rastovymi faktory, hormony a neurotransmitery indukexpresi Egrl genu, ktery za stejnych
podminek zfisobuje zvySeni aktivity promotoru pro Th a sniZaktivity promotoru pro PH
gen (Cheng et al., 2008). Glukokortikoidy modulexpresi V-1 genu, ktery se&astni regulace
exprese PH, Th i Ddc (Hiwatashi et al., 2002). Transkripc@HDi Th genu je ovliviovana
nikotinem. Odpowd” DBH na tuto stimulaci je citli&si a ukdzalo se, Ze je i tkdve¢ specificka
(Cheng et al., 2005).

Transkripce PH je komplexni a je regulovana mnoha obecnymi iebo& specifickymi
transkrignimi faktory. Z kterych experimerit plyne, Ze v mnohaifpadech je koordinovana

s transkripci Th i dalSich gémicastnicich se syntézy katecholamin

4.3.2 Polymorfizmy dopamin-g-hydroxylaza
Sekvenovanim lidského genu prg3HD a jeho proximalni promotorové oblasti bylo

objeveno 71 polymorfiziin 68 jednonukleotidovych, 2 inzerce/delece a 1 opaki (Chen et



al., 2010). Pouze u 18 jednonukleotidovych polyimanti byla minoritni alela nalezena u vice
nez 5 % jeding. Inzekni/del&ni a repetini polymorfizmus se vyskytoval velmi vzacn

U nekolika polymorfizmi v oblasti promotoru byla zji&a spojitost s vysi TK.
U C-970T polymorfizmu minoritni alela T i@ducuje nizSi BH aktivitu, nizSi sekreci
katecholamif a nizSi TK. Polymorfizmus C-2073T souvisi se zwyge DBH sekrece, jehoz
dusledkem je zvySeni TK (Chen et al., 2011).

4.3.3 DpH u SHR

U Sestitydennich SHR byla zj#ia snizena expresepB genu, nizsi aktivita PH
a zarové zvySeny obsah dopaminu veéedi nadledvin. Hladina BH transkriptu ve teni
nadledvin pozitive koreluje s enzymatickou aktivitou pBl v této tkani, coZz napovida, Ze
pozorované rozdily sgovaji spiS v rozdilné expresi nebo stabilihRNA neZ v proteinové
struktue enzymu (Jirout et al., 2010). Hladin@HDMRNA ve deni nadledvin SHR je ze vSech
enzymi U¢astnicich se syntézy katecholathimejnizSi. Za limitujici faktor syntézy
katecholamif byva obvykle povazovana Th, ale Th mRNA je venil nadledvin SHR dvakrat
vic nez BH mRNA. Je tedy mozné, Ze snizena aktivitAHDpredstavuje ,hrdlo lahve*
v syntéze katecholamin které zjisobuje hromathi dopaminu (a nedostatek noradrenalinu)
v adrenergnich hikach, coz miZze gispivat k patogenezi hypertenze. U digph SHR potkan
je aktivita DBH ve dreni nadledvin srovnatelnd s kontrolami (Saaveded.£1978).

Nizka aktivita [BH u mladych SHR byla zji&a i v mozku (Saavedra et al., 1978).
Dopaminergni systém v mozku seagtni centralni regulace TK, takZe zvySeni ceritréaln
dopaminu niZze gispivat k rozvoji hypertenze. Naopak noradrenalimkterych¢astech mozku
ma inhib&ni funkci na zvySovani TK. Jeho snizena koncentta&HR niize mit také vliv na
vznik a rozvoj hypertenze (Jirout et al., 2010). Norepinephrine OH |,
CH —CH—NH,
4.4  Fenyletanolamin-N-metyltransferaza

HO

Lidskd Pnmt je monomerni nebo dimerni OH
L Phenylethanol-
(Gee et al., 2005a) cytosolicky (Cleary et al., amine RCH;
, . N-methyl- R
2005) enzym, ktery Kkatalyzuje temenu tra::ferise

noradrenalinu na adrenalin. Ma velmi Sirokou o

| H +
CH —CH—NH,

vyZzaduje S-adenosyl-L-methionin jako donor CH,
methylu (Gee et al., 2005b; Martin et al., 2001). HO

substratovou specifitu a ke svému fungovani Epinephrine

OH

1962) a vniz&ich koncentracich i v dalsj adrenalinu (Purves etal., 2001)



tkanich, jako jsou n&pmozek, svaly, atd (Kennedy et al., 1993; Saaveteadh, 1974).

4.5 Regulace transkripce fenyletanolamin-N-metyltransfeazy

Béhem embrynonalniho vyvoje je exprese Pnmt v jednath tkanich regulovana
pomoci alternativniho ségtu (Unsworth et al., 1999). Mohou vznikatediormy mRNA: prvni
neobsahuje Zadné introny, zatimco ve drultéwa zachovan intron 2. Tento typ Hést je
u obratlovée pomerné neobvykly. Intron 2 obsahuje ¢kolik stop kodor, takze je
pravdEpodobné, Ze translaci vznika zkraceny, ikdyz mdankeni enzym.

Glukokortikoidy jsou rozhodujicimi regulatory  Pnmbvliviuji jeji transkripci
| proteolytickou degradaci (Wong et al., 1985; Waoetgal., 1992; Wong et al., 1995) a to
v pribéhu adrenergni diferenciace i v odgdv na stres (Serova et al., 1998)isBbenim
dexametazonu, syntetického glukokortikoidu, na P®liZky se znané zvySuje koncentrace
Pnmt mRNA diky zesileni transkripce (Ebert et &B97), gesto ale neni jasné, zda jsou
glukokortikoidy nepostradatelné pro transkrnp aktivitu Pnmt. MySi postradajici
glukokortikoidovy receptor neexprimuji Pnmt véedi nadledvin, ale jejich chromafinni iy
jsou jinak zdanli¥ normalni (Finotto et al., 1999).

Transkrigni zmény indukované glukokortikoidy jsou zpréskované pes GRE v blizké
5'prilehlé oblasti promotoru Pnmt genu. Miniméljedna GRE sekvence byla nalezena
v promotoru Pnmt genu uiznych savé (Morita et al., 1992; Tai et al., 2002). V potkanPnmt
promotoru byla zjisha GRE v pozici -513 par bazi, ale ukazalo se, Ze v reakci na
glukokortikoidy dokaze zvysit transkripci Pnmt gejam dvakrat (Ebert et al., 1998). Peépgd
byly objeveny dalSi dv GRE v pozici -759 a -773 pabazi ed p@atkem transkripce, které
spole&né dokazi zvysit transkripci Pnmt genu az dvanactkrat et al., 2002).

V pozici -653, -571 a -103 pabazi se nachazeji AP2 vazebna mista (Ebert €t98).
VSechna jsou schopna vazat AP2, ale #i8jwliv na aktivaci exprese Pnmt ma -571 misto2 AP
transkrigni faktor je schopen stimulovat aktivitu Pnmt prdora pouze v fitomnosti
glukokortikoidi. Bez &asti glukokortikoidi ma AP2 na transkripci Pnmt vliv negativni. AP2
vazebné misto v pozici -653 praymdobr samo o sobneni #liS vyznamné pro aktivaci Pnmt
promotoru, ale diky své malé vzdalenosti od GRHusfaio mista mohou interagovat.

V promotoru Pnmt genu se také nachazt dsgrl vazebna mista, kterd aktivuji
transkripci a mohou interagovat s GRE i AP2 (Ekesl., 1994). Egrl zvySuje transkripci Pnmt
v disledku stresu, hypoxie (Wong et al., 2004) isgbbeni NGF (Tai et al.,, 2006). DalSi
transkrigni faktory (fastnici se regulace Pnmt promotoru jsou Spl a megciavany zinc

finger protein (Her et al., 1999).



4.6  Polymorfizmy fenyletanolamin-N-metyltransferazy

Osekvenovani Pnmt genu a jeho promotoru odhalilmiveizkou sekveéni variabilitu
u normotenznich i hypertenznich jedin@gepp et al., 2007). Toto zji§ti je v souladu s velmi
vyznamnou roli adrenalinu, produktu Pnmt, v regulametabolickych a kardiovaskularnich
funkci organizmu. Obdobné vysledky byly zisy i pfi srovavacim sekvenovani genu pro
potkani Pnmt u SHR nachylnych k mozkoviéhpds a normotenznich kmén(Koike et al.,
1995).

Zatim je popsana pouze jedna alela, ktef&sapuje vyznamainizsi aktivitu enzymu ve
srovnani gasgjSi variantou. Zamna threoninu v pozici 98 za alanin se vzamyskytuje
u Afroamertami a vede k poklesu mnozstvi proteinu diky jeho Zewmé degradaci
v proteazomu (Ji et al., 2005).

Regul&ni oblasti lidského Pnmt genu zatim nebyly podeoktndovany s vyjimkou dvou
jednonukleotidovych polymorfizén v promotorové oblasti. Nebyl zji&t rozdil mezi
normotenznimi a hypertenznimi jedinci ve vyskytel glolymorfizmi v pozici -184 a -390 par
bazi. Nicmén heterozygotni stawthto promotorovych oblasti ma spojitost s hyperitékzpp
et al., 2007). Je zajimave, Zeigact Alzheimerovy nemoci ma heterozygotni stav olbimto

polymorfizmi protektivni &inky (Mann et al., 2001).

4.7  Fenyletanolamin-N-metyltransferaza u SHR

V ¢asti mozkového kmene, ktera séastni kontroly krevniho tlaku, byla u déspch
SHR nandfena zvySena exprese Pnmt. Inhibice této oblastipt. ndokalni injekci
neuroinhibéniho Iéku muscimolu, u SHR sniZzuje krevni tlak,imab u WKY k Zadné zgmé
nedochéazi (lto et al., 2000). OdliSnost reakce aaga, Ze zmny exprese Pnmt v této oblasti
mozku mohou souviset se vznikem hypertenze u SHR.

Ve dieni nadledvin mladych SHR byla zjgta snizena aktivita Pnmt od dvou do osmi
tydni véku ve srovnani se stgjrstarymi WKY normotenznimi ziaty (Grobecker et al., 1982).
Naopak u dosflych SHR je exprese Pnmt zvySena (Reja et al., 002imoto byla u SHR
potkan zjiSttna zvySena hladina mRNA pro transknpfaktory Egrl, Spl a glukokortikoidovy
receptor (Nguyen et al., 2009).



5. Zavér

Nejlépe prozkoumanym enzymem metabolizmu katechialaje tyrosinhydroxylaza, jez
je povazovana za limitujici faktor celé syntetick@hy. Aktivita Th je kratkodabregulovana
fosforylaci enzymu a dlouhoddlzménami transkripce. #koli znalosti této problematiky jsou
ponerné obsahlé, nedostat® objasgna Zistava pedevsim integrace jednotlivych reginéch
modifikaci in vivo v riznych tkanich a zaaznych podminek. U SHR kmene byla zjis
pozmenéna exprese i aktivita Th veehi nadledvin a mozku. Vaehi nadledvin SHR zyét je
Th vyznami ovliviiovana genem Sry a androgeny, cozenvys¥tlovat vyssi TK u sakiho
pohlavi. Jako velmiezity objev se jevi pouZziti antisense oligonukigbtcilenych proti Th
MRNA vedouci ke sniZzeni exprese Th, sniZzeni hlakiztgcholamif a také snizeni TK u SHR.
Podobna l&ba by mohla byt &innd i u rekterych tym lidské hypertenze. V genu pro lidskou Th
a v jeho promotorové oblasti byly nalezeny polyrzonly, které jsou spojeny s metabolizmem
katecholamifi a TK. Toto zjiSéni nabizi nové strategie jakigtupovat k diagndze a die
esencialni hypertenze.

DOPAdekarboxyldza je enzym, kteryfepenuje L-DOPA na dopamin. Dopamin
zpusobuje vazodilataci a zvySuje exkreci sodiku, cogawvizmus chraniipd vysokym TK.
Razné abnormality v dopaminergni regulactispivaji k jednotlivym formam hypertenze
u lidskych i zvfecich model. Ackoli zména v regulaci Ddc fite souviset s vysokym TK,
dalekocastjsi je defekt v Bkterém z receptérpro dopamin.

Dopaminf-hydroxylaza nize diky své nezastupitelné roli v syntéze katechwla
a genetické determinaci am& prispivat k patogenezi hypertenze. Transkripegulace BH je
komplexni a zahrnuje mnoho obecnych i &g specifickych transkrignich faktofi. V - mnoha
piipadech je koordinovana s transkripci Th. V mozKadych SHR byla zjigha nizka aktivita
DBH, coz vede ke zvySeni koncentrace dopaminu a rsinkmncentrace noradrenalinu. Tyto
zmeény mohou v gkterychc¢astech mozku ovlsovat centralni regulaci TK. Vereni nadledvin
SHR je koncentrace fH poloviéni ve srovnani s Th mRNA. Z tohotdivbdu by DBH mohla
byt limitujicim faktorem syntézy adrenalinu a naethlinu, &koli doposud byla za limitujici
povazovana Th. Pokud je expresHDopravdu ,hrdlem lahve" metabolizmu katecholaiin
u rekterych typi hypertenze, pak je nutné zjistitignu tohoto jevu. V promotoru genu pro
lidskou DBH byly nalezeny polymorfizmy, které maji spojitest sekreci katecholantira TK.
Nicmére transkripce PH je regulovana mnoha transkiipmi faktory, takze expresetibe byt
ovlivnéna nap. poznénénou dostupnostigkterého z nich.

Fenyletanolamin-N-metyltransferaza je poslednimyer&n v syntéze adrenalinu. Jeji
exprese je regulovana sdonosti transkripnich faktofi a navic alternativnim ségtem se

zachovanim intronu. U SHR se Pnmt nachazi ve zéyKencentraci ¥asti mozkového kmene



zodpovidajici za regulaci TK. Aplikaci neuroinhdrit do této oblasti Ize u SHR dosahnout
snizeni TK. Ve tkni dosplych SHR je exprese Pnmt také zvySena, coz je iepigledkem
zvySené hladiny mRNA pro transkémp faktory Egrl, Spl a glukokortikoidovy receptkteré

se astni regulace aktivity Pnmt promotoru. Je tedywgdpodobné, Ze zvySena expresehto
transkrignich faktofi zpisobuje nadrrnou expresi Pnmt, coZz vede ke zvySeni syntézy
adrenalinu, ktery nasledrovliviiuje kardiovaskularni regulaci a TK. Tento slagiidnize byt
potencialnim molekularnim mechanizmem vzniku hygreze. V lidském i potkanim Pnmt genu
bylo nalezeno jen velmi malo polymorfiZin coZz je v souladu s kKlbvou roli adrenalinu
v organizmu. Da se tedy usuzovat, ZeétSna interindividualnich rozdil v mnozstvi
syntetizovaného adrenalinu neniigpbena rozdily v genu pro Pnmt. Expresnémynjsou spis
uréené souhrou hormonalnich a nervovych g@bina také repertodrem regtidch
transkrignich faktof.

Je jisté, Ze metabolizmus katecholainge u SHR kmene [iSi od normotenznich kontrol
v mnoha ohledech. BohuzZel zatim neni mozné jedroZnarit, co je primarni f¢inou
hypertenze a co pouze kompetdareakci. Nicmé# nékterymi zasahy Ize dosahnout zakidin
nebo alespdzpomaleni rozvoje onemaimi.

Otazkou je, nakolik jsou vysledky experimentalnih@kumu vyuzitelné v medicinské
praxi. Lidsk& esencialni hypertenze i genetickaenygmze potkahnjsou si v mnoha ohledech
podobné. Jsou to chronickd, pomalu se vyvijejicenoocrEni, kterd vznikaji v tisledku
vzajemného fisobeni genetické predispozice a fakten¢jSiho prostedi. U obou druin existuji
kritické vyvojové periody a zasahy &hto fazich vyvoje mohou vést k vyznamnymé&ndim
kardiovaskularniho fenotypu v pagéim wku. Ne vSechny poznatky pochazejici z vyzkumu na
zviratech lIze pevadt do klinické praxe, ale je jisté, Ze ontogeneadidékonitosti upldjici se

v patogenezi hypertenze u lidi a potkgsou obdobné



6. Literatura

Aitken A (2006) 14-3-3 proteins: a historic ovewieSemin Cancer Bidl6(3):162-172.

Albanése V, Biguet NF, Kiefer H, Bayard E, Malleadd Meloni R (2001) Quantitative effects
on gene silencing by allelic variation at a tetr@eatide microsatelliteHum Mol Genet
10(17):1785-1792.

Albert VR, Lee MR, Bolden AH, Wurzburger RJ and Agno A (1992) Distinct promoters
direct neuronal and nonneuronal expression ofranatic L-amino acid decarboxylase.
Proc Natl Acad Sci U S 89(24):12053-12057.

Almas B, Le Bourdelles B, Flatmark T, Mallet J andavik J (1992) Regulation of recombinant
human tyrosine hydroxylase isozymes by catecholarbinding and phosphorylation.
Structure/activity studies and mechanistic implmas. Eur J Biochen209(1):249-255.

Andersson KK, Cox DD, Que L, Flatmark T and Haa¥ikLl988) Resonance Raman studies on
the blue-green-colored bovine adrenal tyrosine Bxanaygenase (tyrosine hydroxylase).
Evidence that the feedback inhibitors adrenaliné aaradrenaline are coordinated to
iron. J Biol Chen26335):18621-18626.

Axelrod J (1962) Purification and properties of pyiethanolamine-N-methyl transferageBiol
Chem237:1657-1660.

Bobrovskaya L, Dunkley PR and Dickson PW (2004) dpiharylation of Serl9 increases both
Ser40 phosphorylation and enzyme activity of tyreshydroxylase in intact celld.
Neurochen®0(4):857-864.

Bodeau-Péan S, Ravassard P, Neuner-Jehle M, Fau&eMallet J and Dumas S (1999)
A human tyrosine hydroxylase isoform associated witogressive supranuclear palsy
shows altered enzymatic activityBiol Chen274(6):3469-3475.

Campbell DG, Hardie DG and Vulliet PR (1986) Id&a#ition of four phosphorylation sites in
the N-terminal region of tyrosine hydroxylaseBiol Chen261(23):10489-10492.

Chen Y, Wen G, Rao F, Zhang K, Wang L, Rodriguerdd JL, Sanchez AP, Mahata M,
Taupenot L, Sun P, Mahata SK, Tayo B, Schork Néglér MG, Hamilton BA and
O'Connor DT (2010) Human dopamine beta-hydroxylaeBH) regulatory
polymorphism that influences enzymatic activity,taomic function, and blood
pressureJ Hyperten®28(1):76-86.

Chen Y, Zhang K, Wen G, Rao F, Sanchez AP, Wan&ddriguez-Flores JL, Mahata M,
Mahata SK, Waalen J, Ziegler MG, Hamilton BA andC@inor DT (2011) Human
dopamine B-hydroxylase promoter variant alters transcription chromaffin cells,
enzyme secretion, and blood pressim.J Hyperten24(1):24-32.

Cheng SY, Glazkova D, Serova L and Sabban EL (2&dect of prolonged nicotine infusion
on response of rat catecholamine biosynthetic eesyto restraint and cold stress.
Pharmacol Biochem Beh®2(3):559-568.

Cheng SY, Serova LI, Glazkova D and Sabban EL (ROR8gulation of rat dopamine
beta-hydroxylase gene transcription by early gromt$ponse gene 1 (EgrBrain Res
11931-11.

Cleary S, Brouwers FM, Eisenhofer G, Pacak K, GilerBL, Lipski J, McNeil AR and Phillips
JK (2005) Expression of the noradrenaline trangporand phenylethanolamine
N-ethyltransferase in normal human adrenal glard@raeochromocytom&ell Tissue
Res3223):443-453.

Damasceno A, Santos A, Serrdo P, Caupers P, Sda#®dva P and Polénia J (1999)
Deficiency of renal dopaminergic-dependent nattionesponse to acute sodium load in
black salt-sensitive subjects in contrast to sdistant subjectsl Hypertensl7(12 Pt
2):1995-2001.

Daubner SC, Lauriano C, Haycock JW and FitzpatR€k(1992) Site-directed mutagenesis of
serine 40 of rat tyrosine hydroxylase. Effects apamine and cAMP-dependent
phosphorylation on enzyme activityBiol Chen267(18):12639-12646.



Ebert SN, Balt SL, Hunter JP, Gashler A, Sukhatmend Wong DL (1994) Egr-1 activation of
rat adrenal phenylethanolamine N-methyltransfegpsee.J Biol Chem26933):20885-
20898.

Ebert SN, Ficklin MB, Her S, Siddall BJ, Bell RAaGguly K, Morita K and Wong DL (1998)
Glucocorticoid-dependent action of neural crest tdiac AP-2: stimulation of
phenylethanolamine N-methyltransferase gene expres3 Neurochem70(6):2286-
2295.

Ebert SN, Lindley SE, Bengoechea TG, Bain D and §Vioh (1997) Adrenergic differentiation
potential in PC12 cells: influence of sodium butgrand dexamethasoriain Res Mol
Brain ResA7(1-2):24-30.

Ely D, Milsted A, Bertram J, Ciotti M, Dunphy G aridurner ME (2007) Sry delivery to the
adrenal medulla increases blood pressure and ddrestaullary tyrosine hydroxylase of
normotensive WKY rat88MC Cardiovasc Disord:6.

Ely DL, Daneshvar H, Turner ME, Johnson ML and §alry RL (1993) The hypertensive Y
chromosome elevates blood pressure in F11 normeéemnats. Hypertension21(6 Pt
2):1071-1075.

Finotto S, Krieglstein K, Schober A, Deimling F,ndner K, Bruhl B, Beier K, Metz J,
Garcia-Arraras JE, Roig-Lopez JL, Monaghan P, Sdhwij Cole TJ, Kellendonk C,
Tronche F, Schitz G and Unsicker K (1999) Analysismice carrying targeted
mutations of the glucocorticoid receptor gene asgagainst an essential role of
glucocorticoid signalling for generating adrenal rathaffin cells. Development
126(13):2935-2944.

Gee CL, Nourse A, Hsin AY, Wu Q, Tyndall JD, GruradevGL, McLeish MJ and Martin JL
(2005a) Disulfide-linked dimers of human adrenalgymthesizing enzyme PNMT are
catalytically activeBiochim Biophys Actd75(01):82-92.

Gee CL, Tyndall JD, Grunewald GL, Wu Q, McLeish Mdd Martin JL (2005b) Mode of
binding of methyl acceptor substrates to the adimmaynthesizing enzyme
phenylethanolamine N-methyltransferase: implicaiofor catalysis. Biochemistry
44(51):16875-16885.

Grobecker H, Saavedra JM and Weise VK (1982) Bithmtic enzyme activities and
catecholamines in adrenal glands of genetic andrerpntal hypertensive raiSirc Res
50(5):742-746.

Hagerty T, Morgan WW, Elango N and Strong R (2001dentification of
a glucocorticoid-responsive element in the promategion of the mouse tyrosine
hydroxylase genel Neurochen76(3):825-834.

Halskau @, Ying M, Baumann A, Kleppe R, Rodriguemea D, Almas B, Haavik J and
Martinez A (2009) Three-way interaction between3t3-proteins, the N-terminal region
of tyrosine hydroxylase, and negatively charged fmmames. J Biol Chem
284(47):32758-32769.

Haycock JW (1990) Phosphorylation of tyrosine hygtase in situ at serine 8, 19, 31, and 310.
Biol Chem26520):11682-11691.

Haycock JW, Ahn NG, Cobb MH and Krebs EG (1992) HRKnd ERK2, two
microtubule-associated protein 2 kinases, mediate phosphorylation of tyrosine
hydroxylase at serine-31 in sifaroc Natl Acad Sci U S 89(6):2365-23609.

Her S, Bell RA, Bloom AK, Siddall BJ and Wong DL 999) Phenylethanolamine
N-methyltransferase gene expression. Spl and MAZenpal for tissue-specific
expressiond Biol Chen274(13):8698-8707.

Hiwatashi Y, Kurahashi Y, Hatada R, Ueno S, Honm&dnagihara N, Yanase H, lwanaga T,
Ohizumi Y and Yamakuni T (2002) Glucocorticoid ibi$ expression of V-1,
a catecholamine biosynthesis regulatory proteincuitured adrenal medullary cells.
FEBS Let52§1-3):166-170.



Hussain T and Lokhandwala MF (2003) Renal dopamaegeptors and hypertensidéxp Biol
Med (Maywoodp2§2):134-142.

Huyghe BG and Klinman JP (1991) Activity of memboaa dopamine beta-monooxygenase
within chromaffin granule ghosts. Interaction withscorbate.J Biol Chem
266(18):11544-11550.

Hortnagl H and Winkler H (1969) Bovine splenic nrerv characterization of
noradrenaline-containing vesicles and other celyapelles by density gradient
centrifugation.J Physiol2051):103-114.

Hortnagl H, Winkler H and Lochs H (1972) Membranmtpins of chromaffin granules,
dopamine -hydroxylase, a major constitu@&ibchem J1291):187-195.

Ichimura T, Isobe T, Okuyama T, Takahashi N, ArgkiKuwano R and Takahashi Y (1988)
Molecular cloning of cDNA coding for brain-specifit4-3-3 protein, a protein
kinase-dependent activator of tyrosine and trypamphydroxylasesProc Natl Acad Sci
U S A85(19):7084-7088.

Ishiguro H, Kim KS and Joh TH (1995) Identificatioh a negative regulatory element in the
5'-flanking region of the human dopamine beta-hygi@se geneBrain Res Mol Brain
Res34(2):251-261.

Ishiguro H, Kim KT, Joh TH and Kim KS (1993) Neurspecific expression of the human
dopamine beta-hydroxylase gene requires both th&Refesponse element and
a silencer regionl Biol Chen26824):17987-17994.

Ishiguro H, Yamada K, Ichino N and Nagatsu T (198Bntification and characterization of
a novel phorbol ester-responsive DNA sequence enstHlanking region of the human
dopamine beta-hydroxylase gedeaBiol Chen27334):21941-21949.

Itagaki C, Isobe T, Taoka M, Natsume T, Nomura Mrigbme T, Omata S, Ichinose H,
Nagatsu T, Greene LA and Ichimura T (1999) Stimdogpled interaction of tyrosine
hydroxylase with 14-3-3 proteinBiochemistry38(47):15673-15680.

Ito S, Komatsu K, Tsukamoto K and Sved AF (2000kittory amino acids in the rostral
ventrolateral medulla support blood pressure inntpweously hypertensive rats.
Hypertensior85(1 Pt 2):413-417.

Jeong H, Kim MS, Kwon J, Kim KS and Seol W (200@gRlation of the transcriptional activity
of the tyrosine hydroxylase gene by androgen recedeurosci LetB96(1):57-61.

Ji Y, Salavaggione OE, Wang L, Adjei AA, Eckloff BYieben ED and Weinshilboum RM
(2005) Human phenylethanolamine N-methyltransferggearmacogenomics: gene
resequencing and functional genomit®eurochen95(6):1766-1776.

Jirout ML, Friese RS, Mahapatra NR, Mahata M, Tagpd., Mahata SK, Kren V, Zidek V,
Fischer J, Maatz H, Ziegler MG, Pravenec M, HubNerAitman TJ, Schork NJ and
O'Connor DT (2010) Genetic regulation of catechahemsynthesis, storage and
secretion in the spontaneously hypertensiveHam Mol Genefl9(13):2567-2580.

Jose PA, Eisner GM, Drago J, Carey RM and Felder(F9®6) Dopamine receptor signaling
defects in spontaneous hypertensiom J Hyperten9(4 Pt 1):400-405.

Kennedy B, Elayan H and Ziegler MG (1993) Glucoewoitl induction of epinephrine
synthesizing enzyme in rat skeletal muscle and limstesistance.J Clin Invest
92(1):303-307.

Kepp K, Juhanson P, Kozich V, Ots M, Viigimaa M drahn M (2007) Resequencing PNMT in
European hypertensive and normotensive individuadlscommon susceptibilily variants
for hypertension and purifying selection on intdoBMC Med GeneB8:47.

Kim HS, Seo H, Yang C, Brunet JF and Kim KS (198®yadrenergic-specific transcription of
the dopamine beta-hydroxylase gene requires synefrgwultiple cis-acting elements
including at least two Phox2a-binding sitéNeuroscil8(20):8247-8260.

Kim KS, Ishiguro H, Tinti C, Wagner J and Joh TH9%4) The cAMP-dependent protein kinase
regulates transcription of the dopamine beta-hyglase geneJ Neuroscil4(1l Pt
2):7200-7207.



Kobayashi K, Kaneda N, Ichinose H, Kishi F, Nakaaay Kurosawa Y, Fujita K and Nagatsu
T (1988) Structure of the human tyrosine hydroxglaene: alternative splicing from
a single gene accounts for generation of four mR{{p&s.J Biocheml036):907-912.

Kobayashi K, Morita S, Mizuguchi T, Sawada H, Yamad Nagatsu |, Fujita K and Nagatsu T
(1994) Functional and high level expression of handapamine beta-hydroxylase in
transgenic micel Biol Chem26947):29725-29731.

Koike G, Jacob HJ, Krieger JE, Szpirer C, Hoehe M#®riuchi M and Dzau VJ (1995)
Investigation of the phenylethanolamine N-methylsferase gene as a candidate gene
for hypertensionHypertensior26(4):595-601.

Krieger M, Coge F, Gros F and Thibault J (1991)Y&d&nt mMRNAs code for dopa decarboxylase
in tissues of neuronal and nonneuronal origtroc Natl Acad Sci U S 88(6):2161-
2165.

Kuchel OG and Kuchel GA (1991) Peripheral dopammgathophysiology of hypertension.
Interaction with aging and lifestylelypertensiorl8(6):709-721.

Kuhn DM, Arthur R, Yoon H and Sankaran K (1990) @sine hydroxylase in secretory granules
from bovine adrenal medulla. Evidence for an iraégnembrane formJ Biol Chem
26510):5780-5786.

Kumai T, Tanaka M, Watanabe M and Kobayashi S (1%=kvated tyrosine hydroxylase
MRNA levels in the adrenal medulla of spontaneousypertensive ratsJpn J
Pharmacol65(4):367-369.

Kumai T, Tanaka M, Watanabe M, Nakura H and Koblly&8s(1995) Influence of androgen on
tyrosine hydroxylase mRNA in adrenal medulla of rdpoeously hypertensive rats.
Hypertensior26(1):208-212.

Kumai T, Tateishi T, Tanaka M, Watanabe M, Shimizutand Kobayashi S (2001) Tyrosine
hydroxylase antisense gene therapy causes hypaepfiects in the spontaneously
hypertensive ratsl Hypertensd 9(10):1769-1773.

Kunes J and Zicha J (2002) Experimentélni modelgehgnze, inKlinicka patofyziologie
hypertenzg§Sowek M and Kéara T eds) pp 28-36, Grada Publishingh&r

Kunes J and Zicha J (2006) Developmental windowsesnvironment as important factors in the
expression of genetic information: a cardiovascplaysiologist's viewClin Sci (Lond)
111(5):295-305.

Kvetnansky R, Micutkova L, Rychkova N, KubovcakdvaViravec B, Filipenko M, Sabban EL
and Krizanova O (2004) Quantitative evaluation aftecholamine enzymes gene
expression in adrenal medulla and sympathetic Gangbktressed rat&inn N Y Acad Sci
1018356-369.

Leal RB, Sim AT, Goncalves CA and Dunkley PR (200Zyrosine hydroxylase
dephosphorylation by protein phosphatase 2A in rmvadrenal chromaffin cells.
Neurochem Re27(3):207-213.

Lehmann IT, Bobrovskaya L, Gordon SL, Dunkley PRI &ickson PW (2006) Differential
regulation of the human tyrosine hydroxylase isoi®wvia hierarchical phosphorylation.
J Biol ChenR81(26):17644-17651.

Lewis EJ and Asnani LP (1992) Soluble and memblamexd forms of dopamine
beta-hydroxylase are encoded by the same mRINBVI Chen267(1):494-500.

Lewis-Tuffin LJ, Quinn PG and Chikaraishi DM (2004yrosine hydroxylase transcription
depends primarily on cAMP response element activéigardless of the type of inducing
stimulus.Mol Cell NeuroscR5(3):536-547.

Lim DY, Jang SJ and Park DG (2002) Comparison ¢éd®lamine release in the isolated
adrenal glands of SHR and WKY rafsuton Autacoid Pharmac@2(4):225-232.

Maemura S, Niwa M and Ozaki M (1982) Characterisiterations in adrenal catecholamine
contents in SHR, SHRSP, and WKY during developnoéihtypertension and stroképn
Heart J23(4):593-602.



Mann MB, Wu S, Rostamkhani M, Tourtellotte W, Maaivay J and Comings DE (2001)
Phenylethanolamine N-methyltransferase (PNMT) gemel early-onset Alzheimer
diseaseAm J Med Genet054):312-316.

Martin JL, Begun J, McLeish MJ, Caine JM and GrualelGL (2001) Getting the adrenaline
going: crystal structure of the adrenaline-synthiagi enzyme PNMT.Structure
9(10):977-985.

Meloni R, Albanese V, Ravassard P, Treilhou F andlléfl J (1998) A tetranucleotide
polymorphic microsatellite, located in the firstron of the tyrosine hydroxylase gene,
acts as a transcription regulatory element in vitham Mol Gene¥(3):423-428.

Mockus SM, Yohrling GJ and Vrana KE (1998) Tyrosihgdroxylase and tryptophan
hydroxylase do not form heterotetramekd4ol Neuroscil((1):45-51.

Morita S, Kobayashi K, Hidaka H and Nagatsu T ()992ganization and complete nucleotide
sequence of the gene encoding mouse phenylethaneldimethyltransferasédrain
Res Mol Brain Re$3(4):313-319.

Moura E, Afonso J, Serrdo MP and Vieira-Coelho Me®{9) Effect of clonidine on tyrosine
hydroxylase activity in the adrenal medulla andrbd spontaneously hypertensive rats.
Basic Clin Pharmacol Toxicdl04(2):113-121.

Moura E, Pinho Costa PM, Moura D, Guimaraes S aigira/Coelho MA (2005) Decreased
tyrosine hydroxylase activity in the adrenals obrsfaneously hypertensive ratsfe Sci
76(25):2953-2964.

Moy LY and Tsai LH (2004) Cyclin-dependent kinase@losphorylates serine 31 of tyrosine
hydroxylase and regulates its stabililyBiol Chen27952):54487-54493.

Nagatsu T, Levitt M and Udenfriend S (1964) Tyresihydroxylase. The initial step in
norepinephrine biosynthesisBiol Chen239.2910-2917.

Nguyen P, Peltsch H, de Wit J, Crispo J, Ubriacd&®| J and Tai TC (2009) Regulation of the
phenylethanolamine N-methyltransferase gene inattrenal gland of the spontaneous
hypertensive ratNeurosci Let61(3):280-284.

O'Connor DT, Cervenka JH, Stone RA, Levine GL, RarRJ, Franco-Bourland RE, Madrazo |,
Langlais PJ, Robertson D and Biaggioni | (1994) &ume beta-hydroxylase
immunoreactivity in human cerebrospinal fluid: pedgpes, relationship to central
noradrenergic neuronal activity and variation inrkileson's disease and congenital
dopamine beta-hydroxylase deficien®in Sci (Lond)86(2):149-158.

Ohbu K, Kaskel FJ, Kinoshita S and Felder RA (19B6pamine-1 receptors in the proximal
convoluted tubule of Dahl rats: defective coupliogadenylate cyclasédm J Physiol
2681 Pt 2):R231-235.

Ohye T, Ichinose H, Yoshizawa T, Kanazawa | andd¥&gT (2001) A new splicing variant for
human tyrosine hydroxylase in the adrenal medi&urosci LetB123):157-160.

Parker MG (1990) Mechanisms of action of steroideptors in the regulation of gene
transcriptionJ Reprod FertiB8(2):717-720.

Peng X, Peng XM, Tehranian R, Dietrich P, Stefanend Perez RG (2005) Alpha-synuclein
activation of protein phosphatase 2A reduces tgesiydroxylase phosphorylation in
dopaminergic cells] Cell Scil1§Pt 15):3523-3530.

Petkova J (2002) Genetika a esencialni hyperteimterni Med5:226-228.

Purves D, Augustine GJ, Fitzpatrick D, Katz LC, LaMa A-S, McNamara JO and Williams
SM (2001)NeuroscienceSinauer Associates, Sunderland (MA).

Racz K, Kuchel O, Buu NT and Tenneson S (1985)pReral dopamine synthesis and
metabolism in spontaneously hypertensive @i Res57(6):889-897.

Rani CS, Elango N, Wang SS, Kobayashi K and StRr(g009) Identification of an activator
protein-1-like sequence as the glucocorticoid raspoelement in the rat tyrosine
hydroxylase genévlol Pharmacol75(3):589-598.

Rao F, Zhang L, Wessel J, Zhang K, Wen G, KennddlyRana BK, Das M, Rodriguez-Flores
JL, Smith DW, Cadman PE, Salem RM, Mahata SK, Schdr, Taupenot L, Ziegler MG



and O'Connor DT (2007) Tyrosine hydroxylase, thde-faniting enzyme in
catecholamine biosynthesis: discovery of common dwrgenetic variants governing
transcription, autonomic activity, and blood pressin vivo. Circulation 1169):993-
1006.

Reja V, Goodchild AK, Phillips JK and Pilowsky PN2Q02a) Tyrosine hydroxylase gene
expression in ventrolateral medulla oblongata of Y\é©d SHR: a quantitative real-time
polymerase chain reaction studyuton Neurosc98(1-2):79-84.

Reja V, Goodchild AK and Pilowsky PM (2002b) Catelemine-related gene expression
correlates with blood pressures in SHRypertensiom((3):342-347.

Robertson JG, Adams GW, Medzihradszky KF, BurlingaAlL and Villafranca JJ (1994)
Complete assignment of disulfide bonds in bovinepasoine beta-hydroxylase.
Biochemistry33(38):11563-11575.

Saavedra JM, Grobecker H and Axelrod J (1978) Cémng central catecholaminergic neurons
in the spontaneously (genetic) hypertensiveGat Res42(4):529-534.

Saavedra JM, Palkovits M, Brownstein MJ and Axelrdd (1974) Localisation of
phenylethanolamine N-methyl transferase in thebratn nuclei.Nature 248450):695-
696.

Saito |, Takeshita E, Saruta T, Nagano S and Sekihg1986) Urinary dopamine excretion in
normotensive subjects with or without family higtoof hypertensionJ Hypertens
4(1):57-60.

Sakamoto T, Chen C and Lokhandwala MF (1994) Ldckenal dopamine production during
acute volume expansion in Dahl salt-sensitive @lis. Exp Hypertend6(2):197-206.

Seo H, Yang C, Kim HS and Kim KS (1996) Multipleofein factors interact with the cis-
regulatory elements of the proximal promoter inedl-specific manner and regulate
transcription of the dopamine beta-hydroxylase gémeuroscil6(13):4102-4112.

Serova L, Sabban EL, Zangen A, Overstreet DH andidV® (1998) Altered gene expression
for catecholamine biosynthetic enzymes and stresponse in rat genetic model of
depressionBrain Res Mol Brain Re83(1):133-138.

Sharma P, Hingorani A, Jia H, Ashby M, Hopper Ray@n D and Brown MJ (1998) Positive
association of tyrosine hydroxylase microsatellitarker to essential hypertension.
Hypertensior82(4):676-682.

Siow YL and Dakshinamurti K (1990) Neuronal dopacatboxylase.Ann N Y Acad Sci
585173-188.

Stanley WC, Lee K, Johnson LG, Whiting RL, Eglen RN Hegde SS (1998) Cardiovascular
effects of nepicastat (RS-25560-197), a novel doparbeta-hydroxylase inhibitod
Cardiovasc Pharmacd@1(6):963-970.

Swanson DJ, Zellmer E and Lewis EJ (1998) AP1 mstenediate the cAMP response of the
dopamine beta-hydroxylase gedeBiol Chenm27337):24065-24074.

Swoap SJ, Weinshenker D, Palmiter RD and Garbe?(B4) Dbh(-/-) mice are hypotensive,
have altered circadian rhythms, and have abnoresglonses to dieting and stresm J
Physiol Regul Integr Comp Physi86(1):R108-113.

Tai TC, Claycomb R, Her S, Bloom AK and Wong DL @29 Glucocorticoid responsiveness of
the rat phenylethanolamine N-methyltransferase .gdnePharmacol61(6):1385-1392.

Tai TC, Wong-Faull DC, Claycomb R and Wong DL (2p0&erve growth factor regulates
adrenergic expressioWMol Pharmacol7((5):1792-1801.

Toska K, Kleppe R, Armstrong CG, Morrice NA, Coherand Haavik J (2002) Regulation of
tyrosine hydroxylase by stress-activated proteiragesJ Neurochen83(4):775-783.
Trocmé C, Sarkis C, Hermel JM, Duchateau R, HamriSo Simonneau M, Al-Shawi R and
Mallet J (1998) CRE and TRE sequences of the raisiye hydroxylase promoter are

required for TH basal expression in adult mice thoit in the embryoEur J Neurosci
10(2):508-521.



Unsworth BR, Hayman GT, Carroll A and Lelkes PI92P Tissue-specific alternative mRNA
splicing of phenylethanolamine N-methyltransferdB&MT) during development by
intron retentionint J Dev Neuroscl7(1):45-55.

Voet D and Voetova J (199B)jochemie Victoria publishing, Praha.

Wallace EF, Krantz MJ and Lovenberg W (1973) Dopeeyheta-hydroxylase: a tetrameric
glycoprotein.Proc Natl Acad Sci U S A)(8):2253-2255.

Wei J, Ramchand CN and Hemmings GP (1997) Posa#isleciation of catecholamine turnover
with the polymorphic (TCAT)n repeat in the firsttnon of the human tyrosine
hydroxylase gend.ife Sci61(14):1341-1347.

Weinshilboum RM, Schorott HG, Raymond FA, WeidmarHVénd Elveback LR (1975)
Inheritance of very low serum dopamine-beta-hydiasg activity. Am J Hum Genet
27(5):573-585.

Weinshilboum RM, Thoa NB, Johnson DG, Kopin 1J #klrod J (1971) Proportional release
of norepinephrine and dopamine- -hydroxylase fropmathetic nervesScience
174(16):1349-1351.

Widimsky Jj, Cifkova R, Spinar J, Filipovsky J, @dmann M, Horky K, Linhart A, Monhart V,
Rosolova H, Satek M, Vitovec J and Widimsky Js (2008) Dop@@ni diagnostickych a
lécebnych postujp u arterialni hypertenze - verze 2007. Dogeni Ceské spokénosti
pro hypertenziVnit Lék54(1):101-118.

Wong DL, Hayashi RJ and Ciaranello RD (1985) Retijua of biogenic amine
methyltransferases by glucocorticoids via S-adenosthionine and its metabolizing
enzymes, methionine adenosyltransferase and S-sglanmocysteine hydrolasBrain
Res33((2):209-216.

Wong DL, Lesage A, Siddall B and Funder JW (1992ucGcorticoid regulation of
phenylethanolamine N-methyltransferase in vivASEB J6(14):3310-3315.

Wong DL, Siddall B and Wang W (1995) Hormonal cohtsf rat adrenal phenylethanolamine
N-methyltransferase. Enzyme activity, the final tical pathway.
Neuropsychopharmacolodys(3):223-234.

Wong DL, Tai TC, Wong-Faull DC, Claycomb R and Kvwamsky R (2004) Genetic
mechanisms for adrenergic control during stréss N Y Acad Sdi018387-397.

Yamauchi T and Fujisawa H (1979) In vitro phosphatign of bovine adrenal tyrosine
hydroxylase by adenosine 3':5-monophosphate-deperatotein kinasel Biol Chem
254(2):503-507.

Yang C, Kim HS, Seo H, Kim CH, Brunet JF and Kim KI®98) Paired-like homeodomain
proteins, Phox2a and Phox2b, are responsible i@dnenergic cell-specific transcription
of the dopamine beta-hydroxylase gehdleurochen71(5):1813-1826.

Zeng C, Zhang M, Asico LD, Eisner GM and Jose PBO@ The dopaminergic system in
hypertensionClin Sci (Lond)112(12):583-597.

Zhang K, Zhang L, Rao F, Brar B, Rodriguez-FloresTaupenot L and O'Connor DT (2010)
Human tyrosine hydroxylase natural genetic vamatiaelineation of functional
transcriptional control motifs disrupted in the xiroal promoter Circ Cardiovasc Genet
3(2):187-198.

Zhang L, Rao F, Wessel J, Kennedy BP, Rana BK, @@ofpL, Lillie EO, Cockburn M, Schork
NJ, Ziegler MG and O'Connor DT (2004) Functiondtlad heterogeneity and pleiotropy
of a repeat polymorphism in tyrosine hydroxylaseadmtion of catecholamines and
response to stress in twirkghysiol Genomic49(3):277-291.

Zicha J and Kunes J (2003) HypertenzePatologicka fyziologie srdce a cé@¥adal B and
Vizek M eds) pp 83-98, Karolinum, Praha.



