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ABSTRAKT

Teprve pomérné nedavno byla potvrzena pfitomnost D-aminokyselin v centralni nervové soustavé savci
a definovana jejich biologicka funkce. Mezi nejlépe popsané D-aminokyseliny v soucasnosti fadime D-serin
a D-aspartat, koagonisty aktivujici NMDA receptory. D-serin a D-aspartat takto mimo jiné ovliviji
synaptickou plasticitu, zaklad bunééného mechanismu uceni a paméti. Patologické zmény v hladinach téchto
D-aminokyselin nebo jejich metabolickych enzymid mohou vést krozvoji epilepsie, schizofrenie
a neurodegenerativnich onemocnéni, jako jsou amyotrofickd lateralni skler6za, Huntingtonova choroba
¢i Alzheimerova choroba. Hlavni ulohu v biosyntéze D-serinu v centralni nervové soustavé savcl zastava
serinracemasa, v ptipadé¢ D-aspartatu potom aspartatracemasa. Mezi enzymy klicové pro degradaci obou
téchto D-aminokyselin fadime DAAO (oxidasa D-aminokyselin) a DAspO (oxidasa D-aspartatu). Tato prace
predstavuje piehled dostupnych poznatkd o jednotlivych D-aminokyselinach a pfislusnych metabolickych
enzymech v centralni nervové soustavé savci — jejich distribuci, bunécné lokalizaci, metabolismu
a vyznamu. Déle se zamétfuje na moznosti regulace metabolickych enzymt, na jejich vyznam v patogenezi

i na moznosti jejich terapeutického ovlivnéni v ptipad€ vzniku uvedenych onemocnéni.

Kli¢ova slova: D-serin, D-aspartat, CNS, neurotransmise, epilepsie, schizofrenie

ABSTRACT

Only recently, the presence of D-amino acids in the mammalian central nervous system has been confirmed
and their biological functions revealed. D-serine and D-aspartate, the best described D-amino acids, have
been found to be the co-agonists activating NMDA receptors. In this way D-serine and D-aspartate, among
other functions, affect synaptic plasticity which is the basic cellular mechanism for learning and memory.
Pathological changes in the levels of these D-amino acids and their metabolical enzymes can lead
to the development of epilepsy, schizophrenia, and neurodegenerative diseases such as amyotrophic lateral
sclerosis, Huntington disease or Alzheimer disease. The main role in the D-serine synthesis is played
by serin racemase while D-aspartate is synthetised with the help of aspartate racemase. The key enzymes
for the degradation of D-amino acids are DAAO (D-amino acid oxidase) and DAspO (D-aspartate oxidase).
This thesis presents an overview of available knowledge on the individual amino acids and their respective
metabolical enzymes in the mammalian central nervous system, i.e. their distribution, cell localizations,
metabolism and functions. Furthermore, the emphasis is put on the possibilities of inhibition and activation
of the metabolical enzymes and their importance with respect to pathogenesis, and the posibility of a therapy

affecting the enzymes in the case of these diseases.
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1. UVOD

Zakladnim stavebnim kamenem proteini jsou aminokyseliny (AMK). Ze dvou moznych
enantiomerti, dvou zrcadlovych obrazci totoznych molekul, byly evoluci vybrany L-AMK, pficemz
pro biologickou ucinnost je dulezitd jejich homochiralita. Proto se také dlouha léta neuvazovalo o tom,
ze by druhd mozna konfigurace aminokyselin (D-AMK) mohla mit néjakou fyziologickou funkci. Zaroven
ani neexistovaly Zzadné analytické metody, které by umoznily jejich detekci. Teprve v druhé poloviné
20. stoleti byly s pouzitim pokrocilych analytickych technik — plynové chromatografie a vysokoucinné
kapalinové chromatografie (HPLC) — separovany dva enantiomery AMK. To také vedlo k objeveni
pritomnosti nékterych D-AMK v bunécné stén¢ bakterii, jako napfiklad peptidoglykanu. V poslednich

desetiletich byly volné D-isomery AMK postupné nalezeny také u niz§ich a vyssich zivoc€ichi.

Volné D-AMK mohou hrat v mozku savch velmi dilezitou roli, a to zejména v excitacni
glutamatové neurotransmisi. Jakozto koagonist¢t NMDA receptoru se totiz D-AMK uplatiiuji v procesu
vzniku synaptické plasticity, zakladnim bunécném mechanismu uceni a paméti. Podle vysledkl
experimentalnich a animalnich pokust s D-AMK a jejich metabolickymi enzymy se D-AMK v mozku navic
pravdépodobné podili na patologickych procesech, které stoji za vznikem epilepsie, schizofrenie
nebo neurodegenerativnich onemocnéni — Alzheimerovy choroby, Huntingtonovy choroby a amyotrofické

lateralni skler6zy.

Cilem této prace je zpracovat reserSi o biosyntéze, metabolismu a funkci hlavnich D-AMK v mozku
savcl. Ziskané informace mohou poskytnout novy nahled na mozné terapeutické vyuziti téchto latek

nebo jejich derivatl pro 1écbu nemoci ovlivnénych D-AMK a jejich metabolickymi enzymy.



2. Zakladni vlastnosti D-aminokyselin, jejich detekce a vyskyt u savci

VétSina zakladnich o-aminokyselin (a-AMK) (s vyjimkou glycinu) je chirdlni (Ilisz et al., 2008),
protoze obsahuje alesponn jedno stereogenni centrum. To je lokalizovano na asymetrickém a-uhliku,
ktery vaze Ctyti riizné substituenty (viz obrazek ¢. 1). Dalsi stereocentra mohou byt na postrannich fetézcich
AMK. Podle prostorového postaveni substituentl se definuji odliSné enantiomery (L-AMK a D-AMK),
které jsou si navzijem zrcadlovymi obrazy. Enantiomery staci rovinu polarizovaného svétla o stejny uhel,
ovSem opacnym smerem. | kdyZ maji oba enantiomery shodné chemické i fyzikalni vlastnosti (s vyjimkou

odlisného staceni polarizovaného svétla), Casto se 1isi svou biologickou aktivitou (Smith, 2009).

COOH COOH
¥a
" -+
R H
H:N NH:
D-aminokyselina L-aminokyselina

Obrazek ¢. 1: Enantiomery AMK. Asymetricky a-uhlik AMK vaze Ctyfi rizné substituenty — aminovou
(-NH,) a karboxylovou (-COOH) funk¢ni skupinu, atom vodiku (H) a jeden postranni uhlovodikovy fetézec
(R). Vz4jemné postaveni H a R vii¢i funkénim skupindm -NH, a -COOH je u enantiomeru L- a D- zrcadlové

obracené.

2.1. Vyskyt D-aminokyselin u savci

Vyvoj analytickych metod umoznil piesnéjsi a citlivéjsi detekci a stanoveni obsahu D-AMK
ve tkanich savci, a to jak D-AMK vazanych v peptidech/proteinech, tak volnych. Volné¢ D-AMK v mozku
byly poprvé stanoveny u potkanti Hashimotem a kolegy, ktefi detekovali koncentraci volného D-serinu
na 0,27 + 0,01 pmol/g mozkové tkan¢ (Hashimoto et al, 1992). U cloveka se D-serin vyskytuje
v koncentraci 66 + 41 nmol/g mozkové tkané (Nagata et al., 1995). Velké mnozstvi D-serinu bylo
detekovano zejména v piedni ¢asti mozku — v mozkové kure, hipokampu, ¢ichovém bulbu a hypothalamu
potkanil, lidi a mysi (Hashimoto et al., 1992; Nagata et al., 1995; Miyoshi et al, 2009). V mozecku
a v prodlouzené¢ miSe mysi byl naopak D-serin nalezen pouze ve stopovych mnozstvich (Miyoshi et al.,

2009). Relativni mnozstvi D-serinu v lidské moc¢i se pohybuje okolo 34 % —51 % celkového serinu



(Briickner ef Schieber, 2001). V periferii nervové soustavy a v ostatnich organech clovéka je mnoZstvi
D-serinu stopové (Hashimoto et al., 1995).

Druhou nejznamnéjsi D-AMK je D-aspartat, ktery se vyskytuje v riiznych endokrinnich organech
savcll. U potkant je D-aspartat pfitomen v epifyze (Sakai ef al., 1997; Hamase et al., 1997; Schell et al.,
1997b), adenohypofyze (Hamase et al, 1997; Lee et al., 1999; D’Aniello et al., 2000a,b), hypothalamu
(D’Aniello et al., 2000a), nadledvinkach (Sakai et al., 1997; D’Aniello et al,, 2000a) a ve varlatech
(D’ Aniello et al., 1996; D’ Aniello et al., 2000a,b). Ve volné formé jej u potkanti nalezneme rovnéz v sitnici

oka (Lee et al., 1999).

U cloveka byl D-aspartat (1,2 + 0,8 nmol/ml) spolu s D-serinem (1,8 + 1,2 nmol/ml) a D-alaninem
(0,7 £ 0,3 nmol/ml) detekovan v mozkomisnim moku pochézejicim z mozkovych komor (Fisher et al.,
1998). Dale se D-aspartat vyskytuje v mozkové kiire, konkrétné v jeji frontalni, temporalni a parietalni casti,
v amygdale a hipokampu c¢lov€ka (D’ Aniello et al.,, 1998). Nalezen byl i v pohlavnich buiikach, naptiklad
ve spermiich (D’Aniello et al., 2005). Poztstatky D-aspartatu v proteinech lze prokazat i v lidské Cocce
(Fujii et al., 1994) a v membrané erytrocyti (McFadden et Clarke, 1982).

Koncentrace D-alaninu je v mozku, perifernich tkénich a v krevni plazmé potkant (Morikawa et al.,
2003) nizsi nez u dvou predchozich D-AMK , pouze hypofyza ptfedstavuje vyjimku (Hamase et al., 1997).
Nejvyssi mnozstvi D-alaninu se u potkanti vyskytuje v adenohypofyze, konkrétné v buiikach sekretujicich
adrenokortikotropni hormony, zatimco v neurohypofyze je jeho koncentrace Sestkrat niz$i. Vysokou
koncentraci D-alaninu nalezeme rovnéz v pankreatu potkanti (Morikawa et al., 2003). D-alanin byl kromé&
toho detekovan také v jatrech a ledvindch potkant a mysi (D’Aniello et al., 1993), v krevnim séru mysi

a Cloveka (Briickner e Schieber, 2001; Miyoshi et al., 2009) a v lidské moci (Briickner et Schieber, 2001).

V ptipadé D-prolinu se jeho vyznamnéjsi koncentrace v porovnani s ostatnimi ¢astmi mozku mysi
nachazi pouze v hypofyze (Hamase et al., 2001) a spolu s D-leucinem i v epifyze (Inoue et al., 2000;
Hamase et al., 2001). D-leucin byl u potkant detekovan v hipokampu (Hamase et al., 1997; Inoue et al.,
2000) a v epifyze (Hamase et al., 1997).

V moci ¢lovéka jsou pfitomny i nékteré dal§i D-AMK, a to konkrétné D-asparagin, D-glutamin,
D-glutamova kyselina, D-lysin, D-fenylalanin (Briickner et Schieber, 2001), D-threonin a D-valin
(Briickner et al., 1994).

I ptes relativné vysoké koncentrace dalSich D-AMK v sav¢ich tkanich nebyly dosud u vétSiny z nich
dobie prozkoumany jejich funkce, distribuce, metabolismus ani moznosti regulace. Vyjimku tvofi D-serin
a D-aspartat, které se zde vyskytuji v nejvyssich koncentracich ze vSech D-AMK a maji prokazatelnou
biologickou funkci v centralni nervové soustavé (CNS) savct (Hashimoto et al, 1992; Hashimoto et al.,

1993; Kumashiro et al., 1995).



3. Uloha D-aminokyselin v centralni nervové soustavé

3.1. Neurotransmise

Zakladni funkéni a anatomickou jednotkou nervové soustavy je nervovd bunka — neuron
(viz Obrazek ¢. 2). Typicky neuron se skladd zt€la neuronu (soma), jednoho ¢i vice dendritt ajednoho
axonu (neurit), ktery slouzi k pfenosu digitalizovaného signdlu ve formé akéniho potencialu (AP)
az k presynaptickym zakoncenim na terminalech neuronu. Tento pfenos se uskuteciiuje prostrednictvim
napétoveé fizenych kanald reagujicich na depolarizaci membrany svym otevienim. To umoziiuje tok
specifickych kationtli dovnitt a ven zbuiky, coz vede k dalSi depolarizaci v bezprostiedni blizkosti
otevienych kandl. Nékteré axony jsou obaleny myelinovou pochvou, ktera slouzi kizolaci axonu
od extraceluldrniho prostfedi a také zvysuje rychlost nervového pienosu. Prvni usek axonu pfed myelinovou

pochvou se nazyva inicialni segment (AIS, z angl. axon initial segment) (Ganong, 2001, str. 53).

jadro

D= ST

Ranvierovy zafezy

MB terminalni zakonéeni

SOMA AXON

synapse

Obradzek ¢. 2: Schematické zobrazeni neuronu. Neuron se skldda ze soma s jadrem, jednoho nebo vice
rozvétvenych dendritl a jednoho axonu obaleného myelinovou pochvou prerusovanou Ranvierovymi zatrezy.
Mezi somatem a axonem se nachdzi inicialni segment — misto, kde se sumaci postsynaptickych potenciala
rozhodne, zda vznikne AP. Synapse je misto, kde dochédzi k pfenosu nervového vzruchu mezi neurony,

nejcastéji z termindlniho zakonceni axonu prvniho neuronu na dendrity druhého neuronu.



Misto pfenosu signalu mezi dv€éma neurony se nazyva synapse. U savcl se synapse nejcastéji sklada
z presynaptického zakonceni jednoho neuronu, postsynaptického zakonceni dalSiho neuronu a synaptické
Stérbiny oddélujici obé tato zakonceni. Na téchto synapsich dochazi k jednosmérnému pienosu nervovych
signald, a to diky specifité pre- a postsynaptického zakonceni (viz Obrazek ¢. 3). Presynaptické zakonceni
obsahuje vacky s neurotransmitery, vét§i mnozstvi mitochondrii a Ca’" napéfové fizené kanaly.
Postsynaptické zakonCeni ma na své membrané receptory, jejichz konformace se méni po navazani
neurotransmiterd. Diky tomu se receptory oteviraji pro konkrétni ionty, jejichz pfenosem dochazi

k depolarizaci membrany a vzniku postsynaptického potencialu (Sakmann, 1992; Ganong, 2001, str. 89).

SIGNAL
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o ¢ ® NEUROTRANSMITERU

. ® .
[
NMDAR 'l' '
" AMPAR/KAR

RECEPTORY

POSTSYNAPTICKY NEURON

Obradzek ¢. 3: Schematické zobrazeni synapse a neurotransmise. Synapse se sklada z presynaptického
zakonCeni prvniho neuronu, synaptické Stérbiny a postsynaptického zakonfeni druhého neuronu. Signél
se miize prenaset pouze jednim smérem diky pre- a postsynaptické specificité obou zakonceni. Presynapticka
synapse obsahuje vacky s neurotransmitery a Ca®" napétové fizené kandly. Postsynaptickd synapse ma

na své membrané receptory (NMDAR, AMPAR, KAR), na které se vaiZzou neurotransmitery.

Casoprostorova sumace postsynaptickych potencialti (PSP) umozituje prenos signalu dale do buiiky
zménou membranového potencidlu dendritd. Pfenos signalu pokracuje s ubytkem umérnym vzdalenosti
pies télo neuronu az k AIS axonu. AIS obsahuje velky pocet napétové fizenych Na" a K' kanald
a predstavuje misto, kde se rozhoduje o vzniku AP (Meeks et Mennerick, 2007; Kole et al., 2008).

Vznikly AP se §iti bez ubytku az k presynaptickym zakoncenim na terminalech axonu, kde iniciuje

influx Ca®" prostiednictvim napétové fizenych Ca®” kandli. Ca®" poté vyvolaji exocytéozu vezikuli



s neurotransmitery, které se uvolni do synaptické Stérbiny, kde se mohou vazat na receptory nasledujiciho
neuronu (Katz et Miledi, 1968; Takahashi et Momiyama, 1993).

Hlavnim excitanim neurotransmiterem v CNS savcl je glutamat, ktery miaze aktivovat
metabotropni a ionotropni glutamatové receptory na postsynaptickém neuronu. Metabotropni glutaméatové
receptory (mGluR) jsou spfazeny se skupinou G-proteint, prostiednictvim kterych aktivuji efektory signalni
kaskady. mGluR oznacujeme jako mGluR1 — mGIuR8 (Bruno et al, 2001). Ionotropni glutamatové
receptory (iGluR) jsou ligandem ftizené iontové kandly, které zprostiedkovavaji véetSinu excitacni
neurotransmise v mozku. Mezi tyto receptory patii NMDA receptor (NMDAR), pojmenovany podle
selektivniho agonisty N-methyl-D-aspartdtu, AMPA receptor (AMPAR), jehoz selektivnim agonistou je
kyselina a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropiondtovd, a dale kainatovy receptor (KAR)

(Traynelis et al., 2010).

3.2. NMDA receptor a jeho iloha v neurotransmisi

NMDAR je heterotetramer slozeny ze sedmi moznych typd podjednotek (NR1, NR2A, NR2B,
NR2C, NR2D, NR3A, NR3B), které dohromady tvoii iontovy kanal propustny pro Na“, K" a Ca*" (Furukawa
et al., 2005). Model struktury receptoru s vazebnymi misty zobrazuje Obrazek ¢. 4. Kombinaci
a zastoupenim jednotlivych podjednotek béhem ontogeneze a dlouhodobé synaptické plasticity se meéni
vlastnosti receptorii — pfedevsim jejich vodivost, a to konkrétné pravdépodobnost otevieni kanalu a délka
tohoto otevieni. Nejrozsirené€jsi kombinaci podjednotek NMDAR v dospélém frontalnim mozku je spojeni
podjednotky NR1 s glycinovym vazebnym mistem a podjednotky NR2A/B s glutamatovym vazebnym
mistem (Furukawa et al., 2005; Traynelis et al., 2010).
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Obradzek ¢. 4: Schematické zobrazeni NMDAR (upraveno podle Koupparis, 2005). Jedna se o iGluR,
ktery je aktivovan navazanim agonisty glutamatu a jednoho zedvou koagnistd — glycinu nebo D-serinu.
Po uvolnéni Mg*" nasleduje odblokovéni iontového kanalu a tim jeho otevieni pro tok Na“a Ca>" do buiky

a K’ z buriky ven. Specifické polyaminy mohou stimulovat funkci NMDAR, PCP a Zn' ji naopak inhibuji.

Aktivace NMDAR pfi neurotransmisi zavisi na napéti a na vazbé ligandi. K plné fyziologické
aktivaci NMDAR je vedle vazby dvou ligandi — pfirozeného agonisty NMDAR glutamatu a pfirozeného
koagonisty glycinu/D-serinu — potfebna i1 depolarizace postsynaptické membrany. Pfi klidovém
membranovém potenciélu je totiz kanil NMDAR blokovan Mg*" (Johnson et Ascher, 1990; Kampa et al.,
2004), ¢imz se snizuje pravdépodobnost otevieni kanalu a jeho afinita ke glutamatu. V postsynaptické
membrané jsou ale pfitomny rovnéz AMPARSs, které odpovidaji na vazbu glutamatu rychlymi excitacnimi
postsynaptickymi proudy (EPSC, z angl. excitatory postsynaptic current) aty pak zplsobi depolarizaci
potfebnou pro uvolnéni Mg** v NMDAR (Forsythe et Westbrook, 1988; Kampa et al., 2004).

NMDARs, koaktivované AMPARs vySe uvedenym zplsobem, se ucastni dilezitého procesu—
synaptické plasticity. Timto terminem oznacujeme zmény v ucinnosti pfenosu nervového signalu, konkrétné
jeji zesileni ¢i zeslabeni (Mc Naughton et Morris, 1987). Dlouhodoba synapticka plasticita vznika
prostfednictvim indukce synapsi vysokofrekvencnim stimulem, ktery vyvola zesileni synaptického prenosu—
dlouhodobou potenciaci (LTP, z angl. long term potentiation) nebo jeho oslabeni — dlouhodobou depresi
(LTD, z angl. long term depression). LTP a LTD ptedstavuji zdkladni buné¢né mechanismy tvorby paméti
auceni a jsou zobrazeny na Obrazku ¢. 5 (Mc Naughton e Morris, 1987; Bliss et Collingridge, 1993;
Malenka et Nicoll, 1993).



Podstatou dlouhodobych zmén ucinnosti synaptického pienosu jsou posttranslacni modifikace
a aktivace NMDARs a AMPARs, vloZzeni/odebrani AMPAR do/ze synaptické membrany (tzv. trafficking)
a tim pfetrvavani zmény (zvyseni/snizeni) amplitudy EPSC (Malenka et Nicoll, 1999; Shi et al., 1999).

Fosforylaci téchto receptorti nebo jejich presunem mezi intracelularnimi kompartmenty dochazi
ke zméné citlivosti postsynaptického zakon&eni vii¢i neurotransmiteru. MiiZe se téZ zvysit koncentrace Ca®"
a tim i pravdépodobnost uvoliiovani vezikullli s neurotransmiterem z presynaptického zakonceni. Nasledny
Ca”" signal v neuronu aktivuje Siroky rozsah signalnich cest — mimo jiné i Ca®" dependentni kinasy,
napiiklad kalmodulin dependentni kinasu II (CaMKIl, z angl. calmodulin-dependent protein kinase II),
které spousti kaskadu dalSich déjt, jejichz cilem je aktivace nebo deaktivace enzymil prostfednictvim jejich
fosforylace nebo defosforylace. To miize vést az k priniku signalu do jadra neuronu k transkripcnim
faktoriim indukujicim zménu genové exprese projevujici se proteosyntézou AMPAR de novo (Derkach et al.,

1999; Opazo et al., 2010; Carasatorre et Ramirez-Amaya, 2013).
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Obrazek ¢. 5: Schematické zobrazeni mechanismu LTP a LTD (upraveno podle Citri et Malenka, 2008).
Pii LTP se po navazani neurotransmiterti na receptory oteviraji iontové kanaly a nastiva influx Ca>’
do buiiky. Ca®" v buiice spousti kaskadu signalti pies vazbu na CaMKII aZ ke genové expresi a proteosyntéze
de novo. Ta se mize projevit expresi dalsich AMPAR na postsynaptické membrané, ¢imz dochazi k zesileni
EPSC. Pii LTD spusti mensi mnozstvi Ca®" kaskadu pies fosfatasy — calcineurin a protein fosfatasu 1 (PP1)

k odebrani AMPAR z postynaptické membrany a snizeni EPSC.



3.3. D-aminokyseliny jako agonisté NMDA receptoru

Za ptirozené modulatory NMDAR (viz Obrazek ¢. 6) jsou povazovany L-glutamat, vazici
se na glutamatové misto vNR2 (Forsythe e Westbrook, 1988), kde se mize vazat i D-aspartat
(Fagg et Matus, 1988), a dile glycin nebo D-serin, které se vazi na glycinové misto v NRI1
(Forsythe er Westbrook, 1988; Berger er al, 1998; Furukawa et Gouaux, 2003). Na glycinové misto
NMDAR se miize vazat i D-alanin (Tsai et al., 2006).
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Obrazek ¢. 6: Strukturni vzorce AMK, které se vazi na glycinové a glutamadtové vazebné misto NMDAR.
Na glycinové misto NMDAR se vaze bud’ glycin, nebo D-serin, s niz$i afinitou i D-alanin. Na glutamatové

misto receptoru se vaze prednostné glutamat a s niz$i afinitou i D-aspartat.

3.3.1. D-serin jako agonista NMDA receptoru

Od okamziku zjisténi role D-serinu jako mozného koagonisty NMDAR se vedou diskuze o tom,
ktery ze dvou koagonisti — glycin nebo D-serin — je hlavnim moduldtorem NMDAR. Schell a jeho
vyzkumné skupina porovnavali distribuci NMDAR s lokalizaci D-serinu a glycinu u potkant (Schell et al.,
1995; 1997a). Hashimoto et al. poté srovndvali distribuci D-serinu s distribuci L-glutamatu a L-serinu
(Hashimoto et al., 1995).

Na rozdil od L-glutamatu a L-serinu se D-serin vyskytuje v mozku nerovnomérné a jeho lokalizace
v pfedni ¢asti mozku odpovida distribuci NMDAR vice nez je tomu v piipad€ glycinu (Schell ef al., 1995).
D-serin nalezneme piedevsim ve frontdlni a medialni mozkové klife, v amygdale, hipokampu a ve striatu
(Hashimoto et al., 1995; Kumashiro et al., 1995; Schell et al., 1997a), tedy v mistech s vysokou hustotou
vyskytu NMDAR (Schell et al., 1997a). Naopak v zadni ¢asti mozku — v mozecku, mozkovém kmeni a mise,



kde se D-serin vyskytuje jen ve stopovém nebo nedetekovaném mnozstvi, je mnozstvi glycinu vysoké
a hustota NMDAR naopak nizka (Kumashiro et al., 1995; Schell et al., 1995; 1997a). Pouze ve druhém
tydnu postnatadlniho vyvoje potkani bylo detekovano vys§i mnozstvi D-serinu v mozecku.
Zde se ptedpokladéd jeho schopnost regulovat migraci granuldrnich bunék a vyvoj jejich synapsi i vyvoj
jinych neuronii prostfednictvim vazby D-serinu na NMDARSs (Schell et al., 1997a).

Roli D-serinu v glutamatové excitatni neurotransmisi potvrzuji rovnéz experimenty s oxidasou
D-AMK (DAAO, zangl. D-amino acid oxidase), ktera degraduje D-serin (viz kapitola 5). Jeji aplikace
do hipokampu potkana zptisobuje snizeni hladiny D-serinu a tim také signifikantni pokles amplitudy EPSC
NMDAR (Mothet et al., 2000). Po nasledném podani exogenniho D-serinu se amplituda EPSC navraci
k pivodnim hodnotdm (Mothet et al., 2000; Stevens et al., 2003). Na druhou stranu degradace glycinu
glycinovou oxiddzou v hypothalamu nebo v mozkové kiife nema na NMDAR odpovéd’ zadny efekt (Panatier
et al., 2006).

Pro agonisty vazajici se na NMDAR je dulezitd jejich afinita a také dostupnost v miste¢ vyskytu
NMDAR. D-serin vazany na glycinovém mist¢ NMDAR vykazuje stokrat vyssi ucinnost nez glycin vazany
na témze receptoru (Hashimoto ef al., 1995; Berger et al., 1998; Mothet et al., 2000). Bunétné transportéry
pro ptijem D-serinu z extracelularniho prostfedi maji navic nizkou efektivitu, proto se D-serin muize
akumulovat ve vyssi koncentraci v synaptické Stérbin€. Nasledkem toho je pak hladina D-serinu v nékterych
castech mozku vyssi nez hladiny vétSiny hlavnich intracelularnich AMK, jako jsou glutamat, aspartat
a glycin (Ribeiro et al, 2002). Na vyznam del§iho setrvani D-serinu ve tkdnich ukazuje ijeho dlouhy

biologicky polocas, ktery ¢ini 16,9 hodin u mysi a 18,2 hodin u potkand (Dunlop ef Neidle, 1997).

VSechna tato zjiSténi naznacuji, ze je D-serin dominantnim endogennim ligandem NMDAR
v prednim mozku, konkrétné v prefrontalni kiie a v hipokampu. D-serin navic moduluje aktivitu NMDAR
a zesiluje glutamatovou excitacni neurotransmisi a tim i synaptickou odpovéd’ (Mothet et al., 2000; Shleper

et al., 2005; Inoue et al., 2008).

3.3.1.1. Distribuce D-serinu

Nejvyssi mnozstvi D-serinu neni detekovano v neuronech, ale v astrocytech, ve kterych se D-serin
akumuluje (Kartvelishvily ez al, 2006; Miya et al, 2008). Pravdépodobné cesty distribuce D-serinu

zobrazuje Obrazek €. 7.
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Obrazek ¢. 7: Distribuce D-serinu na bunécné urovni (upraveno podle Wolosker et al., 2011). Syntéza
L-serinu z glukézy probiha v astrocytech prostiednictvim enzymu D-3-PGD. Mensi ¢éast L-serinu
se pfeménuje na D-serin v astrocytech, vét§i cast L-serinu se uvoliiuje do extracelularniho prostiedi,
odkud je pfijat do neuronli prostfednictvim Asc-1 pro hlavni (neurondlni) syntézu D-serinu. Astrocyty
ineurony premeéiuji L-serin na D-serin prostfednictvim enzymu SR. D-serin se z astrocytl uvoliuje
prosttednictvim ASCT po aktivaci AMPAR a/nebo KAR glutamatem, z neuront pak prostiednictvim Asc-1
transportérti po aktivaci NMDAR glutamatem. Nasledné se D-serin po uvolnéni zneuront akumuluje

v astrocytech.

Astrocyty jsou primarnim zdrojem L-serinu v CNS a L-serin se zde syntetizuje zejména z glukozy
(Yamasaki et al, 2001) za pomoci enzymu D-3-fosfoglycerat dehydrogenasy (D-3-PGD,
z angl. D-3-phosphoglycerate dehydrogenase) (Yangetal, 2010). Nasledné se L-serin uvoliuje
do extracelularniho prostfedi, odkud jej pfijimaji neurony pro tvorbu D-serinu (Fukasawa et al., 2000).
V neuronech vznikd D-serin racemizaci L-serinu (viz kapitola 4) a nésledné se znich uvoliiuje zpét
do extracelularniho prostfedi, odkud jej znovu vychytavaji astrocyty kjeho akumulaci (Yoshikawa et al.,
2007). Vyznam biosyntézy L-serinu v astrocytech dokldda studie, ve které inaktivace enzymu D-3-PGD
u dospélych mysi vedla az k 90% tbytku hladiny D-serinu v mozku (Yang et al., 2010).

Uvolnéni D-serinu z astrocytll nastdva zejména vreakci na aktivaci AMPAR ¢i KAR pfisluSnymi
agonisty (Schell ef al., 1995; Wolosker et al., 1999a). Transport D-serinu a neutralnich D-AMK obecné zde

zajist'uje alanin-serin-cystein transportérovy systém (ASCT), ktery je zalozen na Na' zavislém antiportu
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s L-lysinem a ktery ma vyssi afinitu pro L-serin. S nizkou afinitou se na ASCT vaze také D-serin (Ribeiro
et al., 2002). Pfenos D-serinu zneuronti do extracelularniho prostiedi je spuStén stimulaci NMDAR
indukovanou glutamatem (Kartvelishvily et al, 2006) a zprostfedkovan alanin-serin-cysteinovym
transportérem 1 (Asc-1). Jedn4 se o Na™ nezavisly zpiisob transportu (Fukasawa et al., 2000), kdy Asc-1 vaze

D-serin s vys$i afinitou nez ASCT v astrocytech (Ribeiro et al., 2002).

3.3.2. D-aspartat jako agonista NMDA receptoru

D-aspartat, ktery se v CNS nachazi pfiblizn¢ ve stokradt niz§i koncentraci nez L-aspartat
a L-glutamat, se miize na glutamatové misto NMDAR vézat stejn€ jako samotny glutamat (Fagg ef Matus,
1988; D" Aniello et al., 1998). Afinita D-aspartatu k NMDAR je nizsi nez afinita L-glutamatu (Ishida et Fain,
1981; Fagg et Matus, 1988), proto neni piesna funkce D-aspartatu v modulaci NMDAR jesté zcela zndma.
Podle dostupnych udaji vsak D-aspartdt svou vazbou na NMDAR muze posilit synaptickou odpovéd
v glutamétové neurotransmisi jako mozny agonista misto glutamatu (Schell et al., 1997b; Errico et al., 2006,
Errico et al., 2014). Experimentalné zvysena hladina D-aspartatu prodluzuje v hipokampu trvani LTP zavislé
na NMDAR, podporuje rist dendritd a také zlepSuje kognitivni funkce (Errico et al., 2008; Errico ef al.,
2014).

D-aspartat se vramci CNS v nejvy$§im mnozstvi nachdzi v pfedni a stfedni ¢asti mozku, zatimco
savcl, naptiklad mysi, je v mozku detekovana vysoka hladina D-aspartatu a nizka hladina jeho degradac¢niho
enzymu — oxidasy D-aspartdtu (DAspO, angl. D-aspartate oxidase). Exprese DAspO se v prubchu
postnatalniho obdobi zacina vyrazné zvySovat a soubézné s jeho nartiistajici koncentraci se snizuje hladina
D-aspartadtu. To naznacCuje, Ze D-aspartdit mtize hrat roli ve vyvoji nervové soustavy (Lee et al., 1999;
Wolosker et al., 2000; Errico et al., 2014).

Na bunécné urovni je D-aspartat lokalizovan pouze v neuronech, nikoli v gliich (Wolosker et al.,
2000). Nejvyssi hladiny D-aspartitu se nachéazeji v synaptickych vaccich na nervovém terminalu
(D’Aniello ef al., 2011). D-aspartat z bungk je uvoliiovan Ca*" zavislym zptisobem a jeho transport do bunék

je zajistovan zavislym Na'/K " antiportem s L-glutamatem/L-aspartatem (Wolosker et al., 2000).

3.4. DalSi pisobeni D-aminokyselin v centralni nervové soustavé

Nejvetsi pocet studii ve srovnani s ostatnimi D-AMK se zabyva vyznamem D-serinu v mozku savct,
zatim vSak nic neukazuje na to, Ze by mél jinou vyznamnou roli nez jako koagonista NMDAR. Naproti tomu
D-aspartat plni vedle své méné vyznamné role koagonisty NMDAR jesté navic dalezitou ulohu ve vyvoji
orgdntl véetné mozku a nervové soustavy. D-aspartat se totiz podili na proliferaci a diferenciaci bun¢k — jeho
koncentrace dosahuje nejvyssich trovni v dobé, kdy uz jsou organy — srdce, retina a mozek (napft. hypofyza)

— morfologicky a funkéné zralé (Hashimoto et al., 1993; Lee et al., 1999). Jeho nejvice prozkoumanou
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funkci je uloha vregulaci syntézy hormonli a v jejich sekreci v ose hypothalamus-hypofyza-gonady
(D’ Aniello et al., 2000a).

Podle praice Wang et al. interaguje D-aspartat piimo s jadernymi proteiny a geny. Prostfednictvim
genové exprese tak reguluje hormonalni sekreci (Wang et al., 2002). Konkrétné v epifyze reguluje syntézu
melatoninu (Ishio et al., 1998) a v hypothalamu koncentraci oxytocinu (Wang et al., 2000). Také sekrece
hormonu uvolnujiciho gonadotropin v hypothalamu je fizena prostfednictvim D-aspartatu (D’Aniello et al.,
2000a,b). V adenohypofyze D-aspartat ovliviiuje sekreci prolaktinu (Lee et al., 1999, D’Aniello et al.,
2000b) a podili se na regulaci vyplavovani luteiniza¢niho a ristového hormonu z adenohypofyzy (D’ Aniello
et al., 2000a).

V adenohypofyze se vedle D-aspartatu vyskytuje ve vyznamné hladiné také D-alanin, a to v buiikach
produkujicich adrenokortikotropni hormon. Nejvyssi hladinu D-alaninu lze nalézt kromé adenohypofyzy
rovnéz v pankreatickych B-buiikach, které syntetizuji a uvolnuji insulin. Tento fakt poukazuje na moznou

funkci D-alaninu v regulaci plasmatické hladiny glukézy u savcti (Morikawa ef al., 2007; Etoh et al., 2009).

4. Biosyntéza D-aminokyselin

Po zjisténi pritomnosti D-AMK u savci byla dal$i pozornost soustfedéna na jejich plvod a cesty,
kterymi se D-AMK do organismu dostavaji. Uvazovalo se o moznosti jejich piijmu potravou, syntéze
sttevnimi mikroorganismy, spontanni racemizaci z L-serinu pii hydrolyze proteinti a také o tvorbé¢ D-AMK

piimo ve tkénich, kde se vyskytuji (Corrigan, 1969; Konno et al., 1990; Basu et al., 2009).

4.1. Serinracemasa

4.1.1. Uloha a distribuce serinracemasy v centralni nervové soustavé

Nejlépe prostudovanou D-AMK u savcil je D-serin. Tato D-AMK v organismu vznika racemizaci
z L-serinu za katalyzy enzymem serinracemasou (SR) (Wolosker et al, 1999a,b). SR se v organismu
vyskytuje ve formé homodimeru a jeji reak¢ni aktivitu podmifiuje vazba kofaktoru pyridoxal-5-fosfatu (PLP,
z angl. pyridoxal-5-phosphate) (Wolosker et al, 1999b; Kim et al, 2005). Mimo reversibilni pfemény
L-serinu na D-serin SR katalyzuje také B-eliminaci vody z L- i D-serinu, a to procesem piimé deaminace
za vzniku pyruvatu a amoniaku (Panizzutti et al., 2001; StfiSovsky et al., 2003). Reakci SR schematicky

ukazuje Obrazek €. 8.
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Obradzek ¢ 8: Schematické zobrazeni aktivit SR (upraveno podle Ohide et al, 2011). SR s nezbytnym
kofaktorem PLP katalyzuje vice biochemickych reakci — biosyntézu D-serinu z L-serinu racemizaci

a degradaci L- nebo D-serinu B-eliminaci vody pies dehydroalanin na pyruvat a amoniak.

Ve fyziologickych podminkach se v lidském mozku nachazi pftiblizné 10x vice L-serinu nez
D-serinu (Nagata et al., 1995). SR dale md k L-serinu vyraznéj$i afinitu a preferuje proto racemizaci
ve sméru k D-serinu, ackoliv tato reakce mutze probihat v obou smérech (De Miranda et al., 2002;
Foltyn ef al., 2005). SR ma nejvyssi katalytickou aktivitu v zasaditém prostfedi, konkrétné pfi pH 8-9.
Se snizenim pH na hodnotu 7 pak jeji katalytickd ucinnost poklesne az 10x. Teplotni optimum SR

odpovida 37 °C (Wolosker et al., 1999a). 3D strukturu SR zobrazuje Obrazek ¢. 9.
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Obrazek ¢ 9: 3D struktura SR (ptevzato od Smith ef al., 2010 pod kodem 3HMK). Jedna se o krystalickou
strukturu holoenzymu SR. K doménam SR (duhové zbarvené a-helixy a B-listy) je navazan kofaktor PLP

(modrortizova struktura) a Mn®" (3eda kulicka).

Zadny jiny enzym tak vyznamnou mérou nepfispiva ke zvyseni hladiny D-serinu v organismu jako
pravé SR (Wolosker et al., 1999a). U transgennich mysi s deleci exonu 1 kodujicitho SR nastava az 90%
pokles bunééné koncentrace D-serinu oproti kontrolnim jedinciim, coz ma za nasledek inhibici aktivity
NMDAR (Inoue et al., 2008; Basu et al., 2009). Zbyvajicich 10 % D-serinu nejpravdépodobnéji pochazi
z ptijmu potravy, syntézy sttevnimi mikroorganismy (Corrigan, 1969; Konno et al., 1990; Basu et al., 2009)
a/nebo spontanni racemizaci z L-serinu pii hydrolyze proteinti (Corrigan, 1969) ¢i z glycinu riznou cestou
(Iwama et al., 1997). V experimentalnich podminkéch inaktivace genu pro SR zplsobuje vyznamné zmény
v chovani u mysi, jako jsou zvySeni uzkosti, hyperaktivita, pokles LTP a u samcti navic porucha prostorové
paméti (Basu et al., 2009).

K intenzivni expresi SR vramci CNS dochdzi pfedevSim v bunkach vyzadujicich vysoké hladiny
D-serinu, tedy ve tkanich frontalni ¢asti mozku — v mozkové kife, striatu, hipokampu a v corpus callosum.
Naopak velmi nizké koncentrace SR nalezneme v mozecku a mozkovém kmeni, stejné jako je tomu
v ptipadé D-serinu (Wolosker ef al., 1999b; Basu et al., 2009). Informace ohledné¢ lokalizace SR na bunécné
urovni se rizni. Nékteti autofi tvrdi, ze SR se nachazi vyluéné v astrocytech (Schell et al., 1995; Schell et al.,
1997a, Wolosker et al., 1999b), zatimco jini uvadéji, Ze se zvySena mira exprese SR soustfedi na neurony
ve frontalni a medialni ¢asti mozku (Yasuda et al., 2001; Kartvelishvily et al., 2006; Miya et al., 2008),
pfipadné zZe je pouze v neuronech (Yoshikawa et al., 2007). Prepoklada se, ze nadmérné eliminaci D-serinu
(ptitomného v astrocytech a extracelularn€) brani jeho fyzické oddéleni od SR (v neuronech) a jeji
eliminacéni aktivity. To ma vyznam pro regulaci hladiny D-serinu v CNS a napomahd jeho vyssi stabilité
(vice informaci je v kapitole 5.1.2.) (Foltyn et al., 2005).
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4.1.2. Ovlivnéni aktivit serinracemasy

Katalytickou aktivitu SR lze vorganismu ovliviiovat rGznymi zplsoby a na rGzné urovni —
pusobenim interagujicich proteinli, posttranslatnimi modifikacemi, nitrosylaci, zménou jeji bunécné
lokalizace nebo jeji degradaci ubiquitinovym systémem.

SR je aktivni pouze ve stabilni formé — tedy ve vazbé s kofaktorem PLP, jehoz funkce je navic
podminéna vazbou alosterick¢ého moduldtoru ATP. Béhem katalytické ¢innosti SR nedochazi k hydrolyze
ATP (De Miranda et al., 2002). Dal§imi aktivatory ovlivitujicimi funkci SR mohou byt i jiné nukleotidy
(ADP, GTP, UTP, CTP, ITP), dvojmocné kationty (Mg*", Mn*", Ca*") nebo jejich kombinace. Konkrétné
pii paisobeni samostatného Mg*" nebo samostatného ATP vzriista aktivita SR az 5x, pii jejich piitomnosti
v komplexu Mg**-ATP pak 10x. Ostatni nukleotidy a také vazba dvojmocného kationu Mn** sice rovnéz
prispivaji ke stimulaci aktivity SR, aviak s niz§i uéinnosti ve srovnani s ATP a Mg”" (De Miranda et al.,
2002).

Mezi proteiny interagujici se SR a ovliviiyjici tak jeji katalytickou aktivitu fadime GRIP (glutamate
receptor interacting protein), PICK1 (protein interacting with C-kinase 1), Golga 3 a DISCI1 (disrupted
in schizophrenia ). Obrazek ¢. 10 schematicky popisuje propojeni jednotlivych drah regulace SR.

inaktivni SR aktivi SR 8 Lserin PRESYNAPTICKY NEURON

A — A |
7

& D-serin 4%
GR\PO

.
v,
AMPAR A At Y
e
.

ubiquitinowy systém

POSTSYNAPTICKY NEURON *

Obrazek ¢. 10: MoZné drahy regulace SR (upraveno podle Pollegioni et Sacchi, 2010). Regula¢ni drahy SR
jsou spoustény po aktivaci iGluR (AMPAR, NMDAR, KAR) nebo mGluR prostfednictvim L-glutamétu,
popiipade i D-serinu. Jedna se o aktivacni a inhibi¢ni drahy SR, ktera v aktivované formeé syntetizuje D-serin
z L-serinu. D-serin se nasledné uvoliuje prostiednictvim transportéri — Asc-1 z neuronu nebo ASCT
z astrocytd (Cerné Sipky) — do extracelularniho prostiedi kaktivaci receptori na membrané neuronti
a astrocytll. Mezi aktivaéni drahy fadime interagujici proteiny GRIP (hnédé Sipky), PICK1 (oranzové Sipky),
DISCI (svétle $edé Sipky), Golga3 (tmavé $edé Sipky) a dale komplex Mg”>*-ATP (svétle modré §ipky).
Dale aktivace mGluR indukuje PLC k degradaci PIP2, ktera zptisobi uvolnéni SR z vazby. Nasledn€¢ se SR

translokuje z plasmatické membrany a stava seaktivni. K inhibi¢nim draham se fadi NO (tmavé zelené
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Sipky), a dale translokace SR z cytosolu smérem k plasmatické membrané (svétle zelené Sipky) a navazani

k PIP2.

GRIP se vaze na AMPAR, po jehoz aktivaci disociuje a nasledné se vaze na C-konec molekuly SR,
¢imz ji aktivuje a fyziologicky tak zvySuje syntézu D-serinu (Kim et al., 2005). Stejnou schopnost vazby
na C-konec SR vykazuje i PICK1 (Fujii et al., 2006; Hikida et al., 2008). Protein Golga 3 asociuje se SR
prostfednictvim vazby na jeji N-konec a snizuje tak degradacni aktivitu ubiquitinového systému. Timto
mechanismem Golga 3 molekulu SR stabilizuje, oddaluje jeji degradaci a nepiimo tak ovliviiuje hladinu
D-serinu (Dumin et al, 2006). Podobnym mechanismem SR stabilizuje taktéz DISC1 s tim rozdilem,
ze se vaze k jejimu C-konci (Ma et al., 2012).

Aktivita SR je na zdklad¢ hladiny D-serinu regulovana také nékolika negativnimi zpétnovazebnymi
procesy. D-serin s glutamatem aktivuji postsynapticky NMDAR, ktery spousti influx Ca*". Tyto ionty
pak spolu s kalmodulinem aktivuji neuronalni NO syntasu (nNOS) k produkci NO. To nasledn¢ vede
k S-nitrosylaci presynaptické SR, coz blokuje vazbu ATP na SR a inhibuje syntézu D-serinu (Mustafa ef al.,
2007). Kromé toho NO stimula¢né plsobi na aktivitu degradacniho enzymu D-serinu DAAO (D-amino acid
oxidase, viz kapitola 5) (Shoji et al, 2006). Dalsim ptikladem negativni zpétné vazby predchazejici
nadmérné aktivaci NMDAR je proces translokace SR z cytosolu k plasmatické membrang, kterd vede
ke sniZeni syntézy koagonisty D-serinu potfebného pro aktivaci NMDAR az o 90 % (Balan et al, 2009).
SR se pevné vaze k plasmatické membrané diky interakci s fosfatidylinositol(4,5)-bisfosfatem (PIP2, z angl.
phosphatidylinositol(4,5)-bisphosphate). PIP2 soucasn¢ kompetitivné inhibuje katalytickou aktivitu SR
(Mustafa et al., 2009). Opétovna aktivace SR je umoZznéna vazbou agonisty na mGluR a néslednou indukci
katalytické cinnosti fosfolipasy C (PLC, z angl. phospholipase C), ktera §tépi PIP2. Po degradaci PIP2

dochézi k uvolnéni SR z membrany a tedy k opétovnému navysSeni produkce D-serinu (Mustafa et al., 2009).

4.1.3. Inhibice serinracemasy

Vzhledem k podilu D-serinu na rtiznych patologickych procesech prostfednictvim aktivace NMDAR
(viz kapitola 6) by mohla specifickd inhibice SR poskytnout zptisob, kterym by bylo mozné zmirnit ¢i uplné
zablokovat Skodlivé ucinky nadmémé glutamatové neurotransmise (Hoffman et al., 2009; Vorlova et al.,
2015).

Jako inhibitory SR byly doposud identifikovany nékteré dvojmocné kationty (s nejvyraznéjSim
G¢inkem Cu®’, Co*" a Zn®") (De Miranda et al., 2002), malé peptidy, dikarboxylové kyseliny (malonat),
AMK (glycin, L-asparagin/L-aspartat, L-serin) a jejich derivaty a slouceniny s B SH-skupinou, reagujici
s PLP za vzniku thiazolidového derivatu (Dunlop et Neidle, 2005; StfiSovsky et al., 2005). Nizsi inhibi¢ni
potencial vykazuji rovnéz hydroxamové kyseliny a jejich derivaty. Ty ale inhibuji i jiné enzymy zavislé

na PLP (Hoffman et al., 2009).
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Z dosud identifikovanych kompetitivnich inhibitord SR byla nejvyssi tcinost zjisténa u malonatu,
L-erythro-3-hydroxyaspartatu, L-serin-O-sulfatu (Dunlope et Neidle, 2005; StiiSovsky et al., 2005;
Jirdskova-Vanickova et al, 2011) a 2,2-dichloromalonat (Vorlova et al., 2015), které ale nemohou byt
vzhledem ke své nedostate¢né inhibi¢ni G¢innosti ve farmakologickém mnozstvi uvedeny do klinické praxe
(Jirdskova-Vanickova et al., 2011). L-erythro-3-hydroxyaspartat byl uz aplikovan v primarni kultufe
astrocytl, kde indukce LTP byla potlacena jeho blokaci SR (Henneberger et al., 2010), byla prokazana i jeho
ucinnost in vivo (spolu s L-serin-O-sulfatem), kdy po aplikaci potkanim doslo jak ke snizeni hladiny
D-serinu v mozku, tak i ke zmirnéni klinickych pfiznaki neurotoxicity (Laurido et al., 2012).

V souCasné dobé je proto veénovana pozornost hledani co moznd nejucinngjSiho a soucasné

specifického inhibitoru SR, aby jeho aplikaci in vivo nedochéazelo k nezadoucim vedlej$Sim tcinkim.

4.2. Aspartatracemasa

Druhou nejlépe prozkoumanou D-AMK v CNS je D-aspartat. V piipadé této AMK existuje vSak
jen malo informaci ohledné jeji syntézy v cytoplasmé savcich bun¢k (Long et al., 1998).

Enzym aspartatracemasa (DR, z angl. D-aspartate racemase) je hlavnim biosyntetickym enzymem
katalyzujicim racemizaci L-aspartitu na D-aspartdit (Wolosker et al., 2000). DR vykazuje nejvyssi
katalytickou aktivitu v zésaditém prostiedi, konkrétné pti pH 7,5-8, a pfi teploté 37 °C (Kim et al., 2010;
D’Aniello et al., 2011). Stejné€ jako v pfipade SR je kofaktorem DR PLP (Wolosker ef al., 2000).

DR se vramci CNS, stejn€¢ jako D-aspartat, nachazi v nejvys$im mnozstvi v pfedni a stfedni Casti
mozku, zatimco nejniz§i koncentrace obou nalezneme v dospélém mozecku (Wolosker et al, 2000;
Kim et al., 2010). Ackoliv mnozstvi D-aspartatu dosahuje celkove nizsich hodnot nez je tomu u L-glutamatu,
vyskytuje se ve vyssi koncentraci spolu s DR v blizkosti NMDARSs, coz muze zvySovat selektivitu jeho
ucinku na pfislusny receptor (viz kapitoly 3.3.2. a 5.2.1.) (Kim et al.,, 2010).

5. Degradace D-aminokyselin v CNS

Na degradaci D-serinu se krom& SR (B-eliminaci — viz kapitoly 4.1.1. a 5.1.2.) podili jesté jeden
vyznamny enzym — DAAO (Krebs et al, 1935). DAAO u savct pfispiva k udrzovani optimalnich hladin
vSech neutralnich a poladrnich D-AMK vcetné D-serinu. Hladinu kyselych D-AMK, mezi které fadime
D-aspartat, D-glutamat a NMDA, reguluje enzym DAspO (D’Aniello et al., 1993). 3D strukturu DAAO

zobrazuje Obrazek ¢. 11.
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Obrazek ¢ 11: 3D struktura lidské DAAO (ptevzato od Kawazoe et al., 2006 pod kodem 2DUS). Jedna
se o krystalickou strukturu homodimeru lidské DAAO (duhové zbarvené a-helixy a B-listy) s kofaktorem

FAD (strukturni vzorec).

5.1. Oxidasa D-aminokyselin

5.1.1. Uloha oxidasy D-aminokyselin v CNS

DAAO je flavoprotein, ktery nekovalentné vaze sviij kofaktor flavinadenindinukleotid (FAD)
a katalyzuje stereospecifickou oxidativni deaminaci D-AMK na odpovidajici a-ketokyseliny a amoniak.
V pribéhu této reakce je kofaktor FAD redukovan na redukovany flavinadenindinukleotid (FADH,), aby byl
nasledné v pritomnosti O, reoxidovan zpét na FAD za soucasné redukce O, na H,O,. Tuto reakci zobrazuje

obrazek ¢. 12 (D’Aniello et al., 1993; Todone ef al., 1997).
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Obrazek ¢ 12: Mechanismus degradace D-AMK vcetné D-serinu (upraveno podle Molla et al., 2006).
Na homodimer enzymu DAAO s kofaktorem FAD se vaze D-AMK, ktera je v pribéhu reakce preméiovana
na odpovidajici iminokyselinu (IMK) za soucasné redukce FAD na FADH,. Nasledn¢ je FADH,
v pfitomnosti O, spontann¢ reoxidovan na FAD spoleéné¢ s redukci O, na H,0,. Timto procesem

se z enzymu uvolni IMK, ktera se poté neenzymaticky rozklada na odpovidajici a-ketokyselinu a amoniak.

Pfitomnost kofaktoru FAD je pro funkci DAAO nezbytnd. V neptitomnosti ligandu ma vSak afinita
FAD k apoenzymu DAAO velmi slaby charakter, a to v dasledku zmény konformace tohoto enzymu
(Todone et al., 1997). Pfi navazani ligandu se afinita FAD k DAAO naopak vyrazné zvySuje (Molla ef al.,
2006). Velmi slaba afinita FAD k DAAO v nepfitomnosti ligandu pravdépodobné zabraiiuje takové aktivité

DAADO, ktera by vedla k nadmérnému sniZeni koncentrace D-serinu (Caldinelli et al., 2009).

5.1.2. Distribuce oxidasy D-aminokyselin v CNS

Nejsilngjsi aktivita DAAO je u savcl detekovdna v zadni Casti mozku, tedy v miSe, mozkovém
kmeni a obzvlaste¢ v mozecku. Naopak nejslabsich hodnot dosahuje jeji aktivita v mozkové kiife
a v hipokampu (Moreno et al., 1999; Morikawa et al., 2001). Lokalizace DAAO je tak téméf pfesn¢ opacna
vuci lokalizaci D-serinu (Schell et al., 1995; 1997a; Morikawa et al, 2001). Experimenty u my$i
s inaktivovanym genem pro DAAO ukazuji nezménénou hladinu D-serinu v pfedni a temenni ¢asti mozku
(Morikawa et al, 2001), vtéchto oblastech se tudiz ptredpokldd4d pfitomnost jesté jinych mechanismt
pro degradaci D-serinu (Shleper e al., 2005). Nejpravdépodobnéjsi se jevi degradace pomoci B-eliminace
katalyzované SR (Foltyn et al., 2005). Tym Foltyn ef al. totiz vytvotil bodovou mutaci SR se selektivnim
poskozenim [-eliminacni aktivity SR. Nésledné¢ doslo k vyraznému zvySeni hladiny D-serinu, kterda byla
castecné kompenzovana zpétnou racemizaci na L-serin — racemizacni aktivita SR tedy ziistala zachovéna.
Toto zjisténi podporuje teorii, podle které f-eliminacni aktivita SR limituje koncentraci D-serinu v pfednim

mozku, kde chybi DAAO aktivita (Foltyn et al., 2005).
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Spolecnd piitomnost DAAO s D-serinem ve tkanich zplisobuje snizeni koncentrace D-serinu.
Pfi podéani aktivniho DAAO do hipokampu potkana dochdzi k poklesu hladiny D-serinu 019 £ 4 %
a ke snizeni NMDAR zprostfedkovaného EPSC priimérné o 45 = 8 %. Po podani D-serinu se EPSC vraci
k normalnim hodnotdm (Mothet et al, 2000). Pii experimentu in vitro DAAO zplsobuje ptiblizng
30% potlaceni amplitudy EPSC zprosttedkovaného NMDAR, ¢imz vyrazné snizuje indukci LTP (Yang
et al., 2003).

Naopak inaktivace genu pro DAAO u mysi zvySuje hladinu D-serinu v zadni ¢asti mozku a soucasné
také EPSC zprostfedkovaného NMDAR (Wake er al., 2001). Tato zjisténi poukazuji na metabolické
propojeni DAAO s NMDAR.

Na bunécné trovni se DAAO nachazi jak v neuronech, tak v gliich. Jeji hladiny se v jednotlivych

oblastech mozku lisi. Obecné jsou nejvyssi koncentrace DAAO piitomny v astrocytech (Moreno et al.,

1999).

5.2. Oxidasa D-aspartatu

5.2.1. Uloha a distribuce oxidasy D-aspartatu v CNS

Flavoenzym DAspO spolecn¢ s kofaktorem FAD zodpovidaji za degradaci kyselych
dikarboxylovych D-AMK oxidativni deaminaci na odpovidajici a-ketokyseliny a amoniak (D’ Aniello et al.,
1993; Setoyama et Miura, 1997). Tento enzym vykazuje vétsi specifitu k D-aspartaitu a NMDA, zatimco
D-glutamat degraduje s nizsi aktivitou (Katane ef al., 2015; Setoyama et Miura, 1997). Inaktivace genu
DAspO u mysi vede k narastu tvorby D-aspartatu, coz pravdépodobné vede ke zvyseni aktivity NMDAR
ve vSech tkanich (Errico et al., 2006).

U potkanit se DAspO vyskytuje v hipokampu, mozkové kife, Cichovém epitelu, chloroidalnim
plexu a ependymu, zatimco tplné chybi v hypothalamu a epifyze — jeji lokalizace je tedy opacna k lokalizaci
D-aspartatu (Schell et al, 1997b). V ramci lidského a mys$iho mozku byla zjiSténa podobna lokalizace
DAspO jako u potkana (Zaar et al., 2002; Huang et al, 2006). Vedle astrocytd ji nalezneme predevSim
v neuronech. Neni vSak detekovana ve vyznamnéjSich koncentracich v nervovych zakoncenich

ani v synaptickych vaccich, kde se pravé D-aspartat hojné€ nachazi (Zaar et al., 2002; D’Aniello et al., 2011).

Inaktivace genu pro DAspO vede az k 13x wvyS§i koncentraci D-aspartitu v porovnéani
s nemutovanymi mySmi s normalni funkci DAspO (Errico et al, 2008). Inaktivaci DAspO u mysi
se v intermedidlnim laloku hypofyzy v disledku nartstu D-aspartitu zvysilo také mnozstvi melanocyty
stimulujiciho hormonu, coz nasledné vedlo ke zméné v sexualnim chovani a ke zvySeni télesné hmotnosti
experimentalnich zvitat (Huang et al., 2006). V mozecku zplsobuje zvySené mnozstvi D-aspartatu poskozeni

v nékterych oblastech motoriky (Weil et al., 2006).
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5.3. Inhibitory oxidasy D-aminokyselin a oxidasy D-aspartatu

Inhibice aktivity DAAO/DAspO by mohla vést k bezpecnému zvyseni hladiny D-serinu/D-aspartatu
a tim pfispét k zvySeni aktivity NMDAR pii jeho hypofunkci (viz kapitola 6). Zndmym experimentalnim
inhibitorem DAAO je benzoat sodny (Lin et al, 2014), zatimco u DAspO je to kyselina mesovinna
a malonat (Katane et al., 2010).

Byly identifikovany dalSi potencidlni inhibitory DAAO, zejména karboxylové kyseliny
s relativné malou molekulovou hmotnosti a aromatickym jadrem (napf. chinolin), které¢ navysuji koncentraci
D-serinu v krevni plasmé, ale zaroven neinhibuji DAspO nebo SR (Sparey et al., 2009; Katane et al., 2013).
Vysoce selektivni a siln€é kompetitivni inhibitor lidské DAAO 3-hydroxyquinolin-2(1H)-one
(Duplantier et al., 2009) byl testovan in vivo 1 in vitro a byla pozorovana inhibice DAAO aktivity,
kterd vedla k akumulaci D-serinu v mozecku. V pfednim mozku mysi a potkanii nebylo po aplikaci tohoto
inhibitoru pozorovano méfitelné zvyseni D-serinu, presto v hipokampu a v mozkové kife doslo ke zvySeni
neuronalni aktivity zprostredkované¢ NMDAR (Strick et al., 2011).

U vétsiny in vivo experimentalné zkoumanych inhibitorit DAAO/DAspO se pro hodnoceni jejich
ucinkl pouzivaji potkani nebo mysi. Potkani a mySi DAAO/DAspO vsak vykazuji vyznamné rozdily oproti
lidské DAAO, ptipadné DAspO, a to konkrétné v substratové specifité a katalytické ucinnosti (Katane ez al.,
2015; Katane et al., 2010; Duplantier et al., 2009). Existuji proto pochybnosti ohledné pouziti potkanich
a mySich modeld pro testovani novych 1é¢iv v oblasti hypofunkce NMDAR u lidi (Molla et al., 2006;
Sparey et al., 2009).

6. Onemocnéni spojena se zménou hladin D-aminokyselin v mozku

D-AMK jsou pfirozenymi koagonisty NMDAR bunikich CNS savci. Pfitomnost D-AMK
ve specifické koncentraci proto hraje klicovou roli ve fyziologické funkci NMDARs a v jimi
zprostiedkované neurotransmisi. Poruchy metabolismu D-AMK v kombinaci s dal$imi rizikovymi faktory
mohou vést ke vzniku a rozvoji rtiznych neurodegenerativnich nebo neuropsychiatrickych onemocnéni
spojovanych s poruchami funkce NMDAR (Ma et al, 2012). NMDAR je totiz hlavnim receptorem
zprosttedkovévajicim glutamatovou neurotoxicitu (Choi et al, 1988), coz souvisi sjeho vysokou
propustnosti pro Ca>". Pii vysoké koncentraci Ca* se v buiice aktivuji endonukleasy, proteasy a fosfolipasy,
které Stépi rizné bunécné struktury, coz muze vést az k hromadné smrti bunék. Tak dochézi
k neurodegeneraci pii mozkové ischemii a dal§ich onemocnénich jako je epilepsie, ALS, HD a AD
(Shleper et al., 2005). Naopak hypofunkce NMDAR vede k utlumu excitacni glutamatové neurotransmise,
coz zpusobuje poskozeni kognitivnich funkci mozku, projevujici se jako symptomy u schizofrenie (Tsai

et al., 1999).
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Inaktivaci genti pro metabolické enzymy D-AMK Ize u zvifecich modelti pouzivat pro navozeni

hypofunkce a hyperfunkce NMDAR a vyvolat tak stavy podobné onemocnénim u lidi.

6.1. Schizofrenie

Schizofrenie je vazné duSevni onemocnéni, které stoji za kognitivnim, emocnim a behavioralnim
deficitem. Charakteristika schizofrenie spoc¢ivd mimo jiné ve vyskytu halucinaci, apatii, bludt, depresi

a poruchy motoriky. Postihuje asi 1 % celosvétové populace (Tsai et al., 1998).

Zasadni vyznam NMDAR v patofyziologii schizofrenie byl pozorovan vtadé studii in vivo,
a to za pouziti antagonisti tohoto receptoru — ketaminu, fencyklidinu (PCP, zangl. phencyclidine)
a dizocilpinu (MK-801) (Javitt ef Zukin, 1991). U pacientii se schizofrenii zplsobilo intravenézni podavani
antagonistt NMDAR vyznamné zhorSeni jejich pfiznakid. V piipadé zdravych jedincii byl v reakci na tyto
latky pozorovan rozvoj symptomu typickych pro schizofrenii, konkrétné¢ ataxie, stereotypniho chovani,
lokomo¢ni hyperaktivity, kognitivniho deficitu a naruseni socidlni interakce (Javitt et Zukin, 1991; Lahti
et al., 2000). Rovnéz u mysi (Mohn et al., 1999) a potkanti (Becker et al., 2003; Watanabe et al., 2010)
dochazi pfi intraperitonalni aplikaci ketaminu, PCP ¢i MK-801 k ndrdstu motorické aktivity a souCasné
ke vzniku stereotypniho chovani. Antagonist¢ NMDAR proto Casto slouzi jako prostiedek pro animalni
modelovani stavli podobnych schizofrenii a jinych neurodegenerativnich onemocnéni (Mohn et al., 1999;

Becker et al., 2003; Watanabe ef al., 2010).

Ptiznaky podobné schizofrenii byly zaznamenany u myS$i s mutaci glycinového mista NMDAR
(Kew et al., 2000), pticemz podani D-serinu nebo glycinu u nich tyto symptomy zmirtiovalo (Ballard et al.,
2002). Transgenni mysi s homozygotni deleci exonu 1 genu SR vykazovaly vedle neurochemickych zmén
i neuroanatomické abnormality, které se shoduji s neuroanatomickymi nalezy u lidi se schizofrenii — vétsi
objem mozkové komory a atrofie mozkové kiiry (DeLisi et al., 2006; Puhl et al., 2015).

U pacientll se schizofrenii byla v n€kolika studiich sledovdna hladina agonisti NMDAR, zejména
D-serinu a D-aspartatu. Doslo u nich k vytvoteni deficitu D-serinu a D-aspartatu v mozkové tkani, konkrétné
v prefrontalni ktfe a striatu (Errico et al., 2013; Errico et al., 2015). Detekovana byla rovnéz snizena SR
aktivita ve frontalni kiite (Bendikov et al., 2007; Verrall et al., 2007) a v hipokampu (Bendikov et al., 2007),
doprovézena niz$i koncentraci D-serinu v krevnim séru a v mozkomi$nim moku (Hashimoto et al., 2003;
Bendikov et al., 2007). Detekce hladiny D-serinu by tak mohla byt pouzivéana jako biologicky marker tohoto
onemocnéni (Hashimoto et al., 2003).

Vramci klinické studie se u pacientd se schizofrenii po suplementaci D-serinu v davkach
30 mg/kg/den (per os) vyrazné zlepSovaly rizné symptomy doprovézejici toto onemocnéni (Tsai et al.,
1998). Peroralni podavani D-alaninu v davce 100 mg/kg/den mélo podobné pozitivni vliv, a to zejména
na kognitivni projevy (Tsai et al., 2006). U zdravych jedinc navic jednorazové peroralni podani 2,1 g

D-serinu podporovalo kognitivni funkce a tlumilo subjektivni pocity tGzkosti a smutku, coz jsou reakce
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opatné piiznakiim sledovanym pifi blokaci NMDAR jeho antagonisty (Levin ef al., 2015). V ramci obou
téchto studii nebyly u pacientd pozorovany zadné vyrazné vedlejsi ucinky (Tsai et al., 1998; Tsai et al.,
2006). U mysi navic potlacovalo druhotné efekty provazejici 1é€bu antagonistou NMDAR — PCP peroralni
podavani D-aspartatu (Errico et al., 2015).

Pti zkoumani pfiCin nedostatku D-serinu a D-aspartitu v organismu byla pozornost zamétena
pfedev§im na enzymy zapojené do biosyntézy (SR, DR) a degradace (DAAO, DAspO) obou téchto agonistil
NMDAR. Mysi se ztratou schopnosti produkovat SR vykazovaly chovani podobné schizofrenii, které bylo
dale provazeno dramatickym poklesem hladiny D-serinu (Labrie ef al., 2009). Také nékteré mutace genu
v prubéhu zivota jejiho nositele (Morita et al., 2007). Mutace proteind interagujicich se SR, konkrétné
PICK1 a DISCI (viz kapitola 4.1.2.), vedou k inhibici aktivity SR a zpisobuji tak rozvoj abnorméalniho
chovani blizkého schizofrenii (Fujii et al., 2006; Ma et al., 2012).

Z enzymu degradujicich agonisty NMDAR byly v souvislosti se schizofrenii studovany DAAO
a DAspO. Rozdily v distribuci aktivniho DAAO v piedni ¢asti mozku u c¢lovéka mohou byt soucasti
patofyziologie schizofrenie (Verall et al., 2007; Madeira et al., 2008). U pacientd s timto onemocnénim byla
detekovana zvySena aktivita DAAO (Bendikov et al., 2007; Madeira et al., 2008) a rovnéz DAspO
v prefrontalni kafe (Errico ef al.,, 2015). U mysi s projevy podobnymi schizofrenii, které jsou vyvolany
aplikaci antagonisti NMDAR, nésledovalo zlepSeni patologickych projevii po inhibici ¢i blokaci aktivity
DAAO i DAspO (Hashimoto et al., 2005; Errico et al., 2015).

Expresi proteinu interagujiciho s DAAO koduje u primatt a lidi gen G72 (Chumakov ef al., 2002;
Sacchi et al., 2008). Vlozeni lidského G72 do mySiho genomu mé za nésledek abnormalni enzymatickou
aktivitu DAAO u transgennich jedincti doprovazenou kompulzivnim chovanim, poruchami koordinace
a deficitem v senzomotorickém gatingu (Otte et al., 2009). G72 tak mlze hrat roli ve vzniku chovéni
typického pro schizofrenii u mys$i. V lidském mozku je G72 exprimovian na velmi nizké Urovni
(Chumakov et al., 2002; Cheng et al., 2014) a obecné se jednd o kandidatni gen zodpoveédny za vznik
schizofrenie a bipolarni poruchy (Muller et al., 2011; Cheng et al., 2014).

Pochopenim metabolismu D-serinu, D-aspartatu a D-alaninu a vhodnou modulaci inhibitort DAAO
a DAspO, ptipadné aktivatort SR a DR, by mohlo byt v budoucnu dosazeno bezpecné stimulace aktivity
NMDAR u pacienti se schizofrenii (Hashimoto et al., 2005; Tsai et al., 2006; Labrie et al., 2009) a tim také
zlepSeni jejich symptomii bez vyraznych nezaddoucich ucinkt (Tsai et al., 1998; Tsai et al., 2006).
Nejnadé€jnéjsi se jevi kombinace D-serinu spolecné s inhibitorem DAAO. Po aplikaci na mys$im animalnim
modelu schizofrenie vykazuje vyssi tispéSnost v pozitivni modulaci chovani ve srovnani s pouZzitim pouze
jedné z téchto sloucenin (Hashimoto et al., 2009). Timto smérem se také ubird soucasny vyzkum (Lin et al.,

2014).
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6.2. Alzheimerova choroba

AD predstavuje jedno z neurodegenerativnich onemocnéni vedouci k postupné demenci, projevujici
se ztratou paméti, dezorientaci, poruchou fe¢i a zmeénou osobnosti. Dochazi pfi ném totiz k atrofii mozku,
k poskozeni neuronil a k jejich spojenim zpisobenému ukladani patologickych proteinii B-amyloidovych

plaki (Rogers et al., 1992).

AD muze byt zptisobena hyperfunkci NMDAR a zaroven rovnéz hypofunkci NMDAR, a to zejména
v pocatcich onemocnéni. Za pfic¢inu nedostateéné aktivity NMDAR u AD se povazuje nizkd hladina D-serinu
v krevnim séru (Hashimoto et al., 2004), popiipadé D-aspartatu v prednim mozku, v hipokampu a amygdale,
coz ma za nasledek zhorSeni paméti u pacienti (D’Aniello ef al., 1998). V pozdni fazi této nemoci,
kdy dochazi k progresivnimu zhorSovani mentalnich funkci (uceni a pamét’), byla naopak detekovana vyssi
aktivita NMDAR a SR v hipokampu a zarovenn zvySend hladina D-serinu i D-aspartatu v mozkomiSnim
moku pochézejicim z mozkovych komor (Fisher ef al., 1998).

V pfipadé animdlniho modelu AD u mysi postradajicich schopnost produkce SR, kterd vede k 90 %
snizeni hladiny D-serinu v mozku, byla zaznamenana niz§i neurotoxicita v porovnani s kontrolni skupinou
(Ionue et al., 2008). Peroralni podavani inhibitoru DAAO (benzoat sodny) pacientim s AD jedenkrat denné
po dobu 24 tydnti vedlo ke zvySeni hladiny D-serinu a rovnéz ke zlepSeni kognitivnich funkci (Lin ef al.,

2014).

6.3. Amyotroficka lateralni skleroza

Dal$im neurodegenerativnim onemocnénim je i ALS. Mezi jeji charakteristické ptiznaky patii
dramaticka selektivni ztrata misnich motorickych neuronii vedouci az k atrofii svald a tim k fatalni paralyze
(v€etné poruchy dychani, polykani) (Sasabe et al., 2012). U pacientli s ALS byla v mise detekovédna zvysena
hladina D-serinu (Sasabe et al., 2007; Sasabe et al., 2012) vznikajici v dsledku nadmérné aktivity SR
(Sasabe et al.,, 2007). Koncentrace D-serinu u pacientll navic narGistd se zvysujici se progresi tohoto
onemocnéni (Sasabe et al., 2007).

Na my$im modelu ALS bylo pfi inhibici SR (Sasabe et al., 2007) nebo pfii peroralni suplementaci
D-serinu (Thompson et al., 2012) pozorovano snizeni hladiny D-serinu v mise. Zarovei u sledovanych mysi
doslo k poklesu neurotoxicity zprosttedkované NMDAR. Tento rozpor u podani D-serinu lze vysvétlit
zvySenou expresi Asc-1, tedy transportéru zajistujiciho pfesun D-serinu do neurontl, ve kterych je zvysené
mnozstvi D-serinu pravdépodobné nakonec degradovano B-eliminaci katalyzovanou SR (Thompson et al.,
2012). Existuje genetické propojeni jednobodové mutace lidské DAAO s nemoci ALS v ramci jedné rodiny
(Mitchell et al., 2000), pricemz tato mutace snizuje biologicky polocas DAAO a tim zvySuje rozsah
apoptozy u motorickych neuronti (Paul et al., 2012). U mySiho modelu ALS dosSlo po inaktivaci genu
kédujiciho DAAO ke snizeni exprese DAAO a k nariistu hladiny D-serinu v miSe. To vedlo k navySeni

aktivity NMDAR a nésledn¢ k rozsahlejsi apoptéze motoneuront (Sasabe et al., 2012).
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6.4. Epilepsie

Epilepsie predstavuje onemocnéni mozku charakterizované opakovanymi spontannimi zachvaty
vzniklymi v dtsledku nerovnovahy mezi inhibi¢ni a excita¢ni synaptickou neurotransmisi. NMDAR aktivitu
u tohoto onemocnéni by mohl podporovat D-serin (Liu et al., 2009; Harai et al., 2012). Mysi s vyfazenym
genem pro SR pouzité ve zvifecim modelu epilepsie vykazovaly ttlum izkraceni doby indukovanych
zachvatl (Harai et al, 2012). U potkani s vyvolanou chronickou epilepsii v temporalnim laloku byla
zaznamendna sniZzend hladina D-serinu a inhibice exprese SR v hipokampu, coz vedlo k naruseni LTP.
Podavani D-serinu perordlné naopak zlepsilo synaptickou plasticitu, kognitivni funkce i schopnost

prostorového uceni u téchto potkand (Klatte et al., 2013).

6.5. Dalsi onemocnéni

Zmeény v metabolickych drahich D-serinu a v jeho koncentraci souvisi s fadou dal§ich onemocnéni,
konkrétné s HD, mrtvici, depresi a také s ischemii. U téchto onemocnéni byla pozorovana hyperaktivace
NMDAR, za kterou stoji zvySena hladina D-serinu souvisejici s naristem SR aktivity nebo také snizenim

DAAO aktivity (Katsuki et al., 2007).
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7. ZAVER

Cilem této bakalarské prace bylo shrnuti soucasnych poznatkll o fyziologické uloze D-aminokyselin
(D-AMK), konkrétné D-serinu, D-aspartatu a D-alaninu, a o enzymech kli¢ovych pro jejich metabolismus.

D-serin, D-aspartat a D-alanin se ve vyznamném mnozstvi vyskytuji v centrdlni nervové soustave
savcl, kde se vazi na NMDA receptory. Diky tomu mohou modulovat jejich funkci a ovliviiovat tak fadu
dalSich d&j, zejména synaptickou transmisi a plasticitu, u¢eni, pamét, neuronalni migraci a vyvoj neuronti
i celého mozku. Hladina téchto D-AMK v jednotlivych bunkach je dulezitd pro diferenciaci organd, jejich
maturaci a rovnéz pro sekreci hormonti endokrinnimi tkanémi v centralni nervové soustavé. Rada detailnich
informaci o ptfesné fyziologické biosyntéze a degradaci D-serinu, D-aspartatu a D-alaninu v konkrétnich
¢astech mozku béhem jednotlivych fazi ontogenetického vyvoje savci vSak dosud zlistava neobjasnéna.

Vedle zminéné fyziologické role maji D-serin, D-aspartat a D-alanin znany vyznam rovnéz
v patofyziologii. Zmény v jejich koncentracich totiz mohou vést az ke vzniku epilepsie, deprese, schizofrenie
¢i neurodegenerativnich onemocnéni, jako jsou Alzheimerova choroba, amyotrofni lateralni sklerdza
a Huntingtonova choroba.

Na zékladé tady studii lze fici, Ze prostiednictvim regulace hladin téchto D-AMK nebo jejich
metabolickych enzymi by mohlo byt v budoucnu mozné zmirnit nebo i zcela zvratit prubéh téchto
onemocnéni. Tato zjisténi vSak dosud nejsou nijak vyuzivana v klinické praxi. Soucasny vyzkum v tomto
sméru se zamétfuje na rizné moznosti potencidlni aplikace D-AMK cilovym pacientim a omezeni jejich
ptipadnych vedlejsich ucinki.

Nutné je rovnéz ziskani dalSich detailnich znalosti ohledné struktur, nativnich konformaci, ptesnych
lokalizaci a funkci metabolickych enzymu kli¢ovych pro funkci D-serinu, D-aspartatu a D-alaninu. Nalezeni
ucingjsich regulatort aktivity téchto enzymi se tak miize stit dalSim slibnym krokem v biochemickém

a farmakologickém vyzkumu.
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