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STRESZCZENIE
Liczne badania wskazuja, ze dopamina jest waznym regulatorem funkcji motorycznych,
psychologicznych i kognitywnych. Utrzymanie odpowiedniego stezenia dopaminy jest
warunkiem prawidlowego dzialania tych funkcji. W kontroli syntezy dopaminy bierze
udzial hydroksylaza tyrozynowa (TH). Celem niniejszej pracy jest oméwienie regulacji ak-
tywnosci TH przy wspoéludziale trzech gléwnych mechanizméw: 1) post-translacyjnego, z
chwili na chwile, poprzez fosforylacje ré6znych miejsc w czasteczce enzymu, 2) post-trans-
krypcyjnego, przy wspoétudziale czynnikow transkrypcyjnych i specyficznych miRNA, oraz
3) mechanizmu regulacji zwrotnej z udzialem dopaminy. Istotnymi czynnikami uczestnicza-
cymi posrednio lub bezposrednio w tych regulacjach aktywnosci TH i stezenia dopaminy sa
BDNEF, testosteron, alfa-synukleina oraz kinazy bialkowe. Drastyczne obnizenie poziomu
dopaminy w ukladzie pozapiramidowym powoduje uposledzenie czynnosci motorycznych,
psychologicznych i kognitywnych. Zwiekszona aktywnos¢ fizyczna, w szczegoélnosci diu-
gotrwale powtarzany wysilek fizyczny zwiekszajacy poziom testosteronu i BDNF we krwi
moze aktywowac zalezne od nich szlaki sygnalowe, zwigkszajac aktywnosé hydroksylazy
tyrozynowej, a tym samym podnosié¢ poziom dopaminy w ukladzie pozapiramidowym.

WPROWADZENIE

Dopamina, serotonina, adrenalina i noradrenalina naleza do grupy zwiazkéw
nazywanych katecholaminami. Sg istotnymi neuroprzekaznikami w mézgu, a
adrenalina i noradrenalina, ktére sa uwalniane z rdzenia nadnerczy komorek
chromafinowych petnig takze role hormonéw w tkankach obwodowych. W
osrodkowym ukladzie nerwowym (OUN) katecholaminy reguluja wazne pro-
cesy fizjologiczne zwigzane z motoryka i stanami psychicznymi, takimi jak:
utrzymanie postawy ciala, kontrola ruchu, uwaga, pamie¢, emocje, motywacja,
a takze procesy kognitywne. Liczne badania wskazuja, ze wysilek fizyczny / pro-
cesy treningowe zwigkszaja ich poziom we krwiiw OUN.

Warto pokresli¢, ze dopamina, podobnie jak adrenalina i noradrenalina dziala
réwniez parakrynnie w tkankach obwodowych [1]. Receptory wiazace ten hor-
mon zlokalizowano w kanalikach nerkowych, trzustce, pecherzykach plucnych
oraz w naczyniach krwionosnych ptuc, nerek i serca [2].

SZLAK SYNTEZY DOPAMINY JAKO NEUROPRZEKAZNIKA W OUN I
PRODUKCJI SUBSTRATU DO SYNTEZY ADRENALINY I NORADRENALINY

W OUN dopamina jest syntetyzowana w cytoplazmie neuronéw dopami-
nergicznych zlokalizowanych w ukladzie pozapiramidowym, w ktérym ciat-
ka komoérkowe sa zlokalizowane w substancji czarnej i nakrywki brzusznej, a
ich zakoriczenia neuronalne - aksony, daja projekcje do prazkowia [3]. Synteze
dopaminy zapoczatkowuje reakcja hydroksylacji katalizowana przez hydrok-
sylaze tyrozynowa (TH), w wyniku ktérej powstaje L-DOPA z L-tyrozyny [4].
Reakcja ta jest reakcja regulatorowa w szlaku syntezy dopaminy, adrenaliny i
noradrenaliny, a TH jest enzymem regulatorowym tego szlaku [5]. Zachodzi ona
w obecnosci tlenu oraz tetrahydrobiopteryny (BH,) i jonéw zelaza Fe** jako ko-
faktor6w. Na przebieg reakcji i stezenie L-DOPA, a tym samym stezenie dopa-
miny, moze mie¢ wplyw zaburzenie poziomu tych kofaktoréw lub/i obnizenie
poziomu L-tyrozyny, ktéra jest dostarczana z biatkowymi sktadnikami diety lub
pochodzi z przemiany dostepnej w organizmie fenyloalaniny [4,6]. Na przebieg
reakcji maja rowniez duzy wplyw czynniki uczestniczace w regulacji aktywnosci
TH. L-DOPA, ktoéra jest substratem do syntezy dopaminy, powstaje w wyniku
reakgji dekarboksylacji przy udziale enzymu dekarboksylazy L-aminokwasowej
(DDC). Z kolei dopamina jest prekursorem syntezy noradrenaliny i adrenaliny
odpowiednio przy udziale enzymu B-hydroksylazy (DBH) i N-metylotransfera-
zy (PNMT) (Ryec. 1).
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Rycina 1. Schemat przebiegu szlaku syntezy dopaminy, adrenaliny i noradrena-
liny w mozgu. W syntezie poszczeg6lnych katecholamin biorg udziat poszcze-
golne enzymy.

Stezenie dopaminy, noradrenaliny i adrenaliny w OUN
czy obwodowym ukladzie nerwowym jest uzaleznione od
ich syntezy i metabolizmu. TH jest enzymem ograniczaja-
cym szybkos¢ syntezy neuroprzekaznikéw katecholamino-
wych i jej aktywnosé odpowiada za ich stezenie w mézgu
[4,5,7,8]. Badania immunochemiczne wykazaly, ze TH wy-
stepuje w neuronach dopaminergicznych ukladu pozapira-
midowego (w obszarze istoty czarnej), nakrywki brzusznej,
w srédmoézgowiu, ktérych zakoriczenia aksonalne maja
projekcje do prazkowia oraz w niewielkiej ilosci do kory
czolowej i ruchowej [3]. Jest obecna takze w komorkach
noradrenergicznych i adrenergicznych znajdujacych sie w
podwzgorzu, rdzeniu kregowym i jadrze sinawym. Ponad-
to, poza OUN wystepuje w zwojach wspétczulnych, a takze
w komoérkach chromafinowych nadnerczy [1]. Do tej pory
nie stwierdzono, oprécz wyzej opisanej, innej funkgji fizjo-
logicznej hydroksylazy, dlatego uznano ja za marker neu-
ronéw dopaminergicznych. W badaniach immunochemicz-
nych uzywajac przeciwcial przeciwko TH ocenia sie ilos¢
neuronéw dopaminergicznych oraz poziom biatka w neu-
ronach [4,7]. Neurony dopaminergiczne dostosowuja szyb-
kos¢ biosyntezy katecholamin do potrzeb fizjologicznych,
w ktérych regulacji uczestniczy TH. Reasumujac, szybkosé
syntezy dopaminy zalezy od aktywnosci TH, ktéra podlega
regulacji przy wspétudziale kilku mechanizméw.

MECHANIZMY REGULACJI AKTYWNOSCI
HYDROKSYLAZY TYROZYNOWE]

Obecnie przyjmuje sie, ze aktywno$¢ TH regulowana
jest przez trzy gtéwne mechanizmy: 1) post-translacyjny,
z chwili na chwile, poprzez fosforylacje réznych miejsc w
czasteczce enzymu, 2) post-transkrypcyjny podlegajacy na
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Rycina 2. Mechanizm aktywacji TH przez fosforylacje Ser 8, Ser 19, Ser 31 i Ser
40 w domenie regulatorowej N-korca (wg Daubner i wsp. 2011, zmodyfikowany
przez autoréw)

Uzyte skréty: PKG - kinaza zalezna od c<GMP, PKA - kinaza zalezna od cAMP,
CDKS5 - kinaza zalezna od cykliny 5, PRAK - kinaza regulowana p38, ERK1/2 -
kinaza regulowana sygnalem zewnatrzkomoérkowym, CaMK-II - kinaza II zalez-
na od kalmoduliny, MAPKAPK-2 - kinaza bialkowa aktywowana przez mitogen.

dtugotrwatej regulacji poprzez zmiany transkrypcyjne przy
wspétudziale specyficznych mikroRNA (miRNA), BDNF,
testosteronu i tlenku azotu NO oraz 3) mechanizm regulacji
zwrotnej z udzialem dopaminy [7,9].

POST-TRANSLACYJNY MECHANIZM REGULAC]I
HYDROKSYLAZY TYROZYNOWE]

Czasteczka biatka TH posiada domene N-koricowa re-
gulatorowa oraz domene Kkatalityczna C-koricowa. Zmia-
na post-translacyjna aktywnosci TH dotyczy fosforylacji
N-konicowej domeny regulatorowej biatka TH na Ser 8 (tre-
oninie 8 u ludzi), Ser 19, Ser 31 i Ser 40 [8]. Wykazano, ze
fosforylacja TH na Ser 40 odgrywa najwazniejsza role w re-
gulacji stezenia dopaminy [7-9]. Czasteczka TH nieufosfo-
rylowana tworzy strukture zamknieta, gdzie N-koniec, na
ktérym znajduja sie miejsca fosforylacji Ser 40, Ser 31, Ser
19 i Ser 8 zastania miejsce wigzania substratu [10]. Wyniki
badan, w ktérych wprowadzono mutacje na Ser 40 lub po-
legajace na usunieciu 38 aminokwaséw N-korica wykazaty
znaczng aktywacje TH. To jednoznacznie wskazuje i udo-
wadnia, ze: 1) nieufosforylowana forma jest nieaktywna
i 2) fosforylacja odgrywa istotna role w procesie regulacji
aktywnosci tego enzymu. Reasumujac, fosforylacja powo-
duje zamiane konformacji i odstoniecie miejsca wigzania dla
substratu [10] (Ryc. 2).

W innej serii badari okreslono jakie kinazy bialkowe sa
zaangazowane w fosforylacje w/w miejsc w domenie regu-
latorowej TH. Z obserwacji z zastosowaniem inhibitoréw i
aktywatoréw poszczegélnych kinaz biatkowych wynika, ze
w fosforylacje TH sa zaangazowane: kinaza biatkowa zalez-
na od cAMP (PKA), kinaza biatkowa zalezna od kalmodu-
liny (CaMK-II), kinaza biatkowa zalezna od cGMP (PKG),
kinaza biatkowa C (PKC), kinaza zalezna od cykliny (Cdc2/
cyklina A), biatkowe kinazy zasocjowane z mikrotubulami
(kinazy MAP lub biatkowe kinazy regulowane sygnalem
zewnatrzkomoérkowym - ERK 1 i 2) oraz kinazy biatkowe
1 i 2 aktywowane przez kinazy MAP (kinazy MAPKAP)
[7,11,12] (Ryc. 3)

W celu zbadania dokfadnego mechanizmu regulacji ak-

tywnosci TH przez kinazy biatkowe otrzymano strukture
krysztalu. Badania struktury wykazaty, ze fosforylacja hy-
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Rycina 3. Udzial kinaz i fosfataz biatkowych w fosforylacji/ defosforylacji po-
szczegdlnych reszt serynowych na N-konicu domeny regulatorowej czasteczki
TH. Opracowano na podstawie Dunkley i wsp. 2004, zmodyfikowane przez au-
toréw.

Uzyte skroty: PKA - kinaza biatkowa A , PKC - kinaza biatkowa C, PKG - kinaza
biatkowa G, CaMK-II - kinaza zalezna od wapnia i kalmoduliny, MSK - kinaza
biatkowa aktywowana przez mitogen i stres, MAPKAP 1/2 - kinaza biatkowa
aktywowana przez mitogen, PRAK - kinaza regulowana p38 ERK 1/2 - kinaza
regulowana sygnatem zewnatrzkomérkowym.

droksylazy tyrozynowej na Ser 40 stabilizuje zmiane kon-
formacyjna struktury aktywnej formy czasteczki [8,10].
Wprowadzajac mutacje w regionie N-konca, gdzie znajduje
sie Ser 40 wykazano, Ze to miejsce odgrywa najistotniejsza
role w aktywacji TH, poniewaz fosforylacja tego miejsca
powoduje odstoniecie miejsca wigzania substratu. Badania
z zastosowaniem inhibitoréw i aktywatorow kinazy PKA
wykazaly, ze PKA fosforyluje TH jedynie na Ser 40, co po-
woduje 10-krotny wzrost aktywnosci TH [7,12]. Doswiad-
czenia z udzialem aktywatoréw i inhibitoréw innych kinaz
biatkowych dostarczyly dowodow, ze oprocz PKA w fosfo-
rylacji Ser 40 TH uczestnicza jeszcze PKG, CaMK-II i PKC
[7,12]. Inne badania wskazuja, ze w fosforylacji TH na Ser
31ina Ser 8 uczestniczy ERK1/2 kinaza, natomiast CaMK-II
fosforyluje TH na Ser 19 [7].

Z opisanych w literaturze badari wynika, ze fosforylacja
TH na Ser 31 i Ser 19 ma mniejsze znaczenie w regulacji ak-
tywnosci TH, poniewaz moze powodowac tylko 1,5-3 krot-
ny wzrost aktywnosci TH, podczas gdy fosforylacja TH na
Ser 40, jak juz wspomniano, moze powodowa¢ 40-krotny
wzrost aktywnosci tego enzymu [7,12]. Wyniki tych badan
sugeruja, ze do maksymalnej aktywacji TH potrzebna jest
fosforylacja wszystkich miejsc w domenie regulatorowej
[7,12]. W zgodzie z ta koncepcja sa badania immunohisto-
chemiczne potwierdzajace wspétwystepowanie TH, kal-
moduliny (CaM) i CaMK-II, PKG w tych samych regionach
moézgu, w ktérych obserwowano wzrost stezenia dopaminy
w wyniku naptywu jonéw wapnia do dopaminergicznych
neuronéw [11,13]. I tak, stwierdzono wysoki poziom CaM,
kalmoduliny, CaMK-II, nNOS i TH w zakoriczeniach nerwo-
wych prazkowia i w cialach dopaminergicznych neuronéw
w istocie czarnej czeéci zbitej . Liczne doniesienia wskaza-
ty, ze wzrost aktywnosci TH byl spowodowany wzrostem
wewnatrzkomérkowego stezenia jonéw wapnia i aktywa-
cja CaMK-II, co silnie udokumentowano w badaniach z
zastosowaniem inhibitoréw CaM, CaMK-II i nNOS [11,14].
Metoda hybrydyzacji typu western blot z zastosowaniem
przeciwcial przeciwko ufosforylowanej TH w okreslonym
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miejscu potwierdzila, ze wzrost wewnatrzkomérkowego
stezenia jonéw wapnia powodowat wzrost fosforylacji en-
zymu [11,14]. Reasumujac, proces fosforylacji jest niezwykle
waznym mechanizmem regulujacym aktywnosé hydroksy-
lazy tyrozynowej z chwili na chwile.

POST-TRANSKRYPCYJNY MECHANIZM
REGULACJI HYDROKSYLAZY TYROZYNOWE]

Aktywno$¢ TH réwniez jest regulowana post-trans-
krypcyjnie poprzez wzrost ekspresji genu TH, co skutkuje
zwigkszeniem ilosci biatka enzymu. Podczas stymulagji re-
ceptoréw blonowych przez rézne czynniki, takie jak BDNF,
testosteron, NO, cAMP, cGMP, w neuronach dopaminer-
gicznych dochodzi do aktywacji kinaz biatkowych odpo-
wiedzialnych za aktywacje czynnikéw transkrypcyjnych,
takich jak: CREB lub NFxB i AP-1. Czynnik transkrypcji
CREB ulega translokacji do jadra i wiaze si¢ z regionem
promotora TH, w konsekwencji powodujac wzrost ekspresji
genu. Ekspresja genu TH jest kontrolowana takze przez inne
czynniki transkrypcyjne, ktére tacza sie z miejscem 5'-ini-
gjacji transkrypcji [15]. Najlepiej rozpoznanymi biatkami
pelnigcymi funkcje regulatorowe dla promotora genu TH sa:
GRE (element odpowiedzi na glukokortykoid), AP-1 (ang.
activator protein-1), cAMP (element odpowiedzi (CRE1/2) i
Fos (geny wczesnej odpowiedzi). Moga by¢ one aktywowa-
ne przez Ca?', glukokortykoidy, poziom tlenu czy stres [16].
Wapn i cAMP posredniczy w aktywacji promotora genu TH
glownie przez fosforylacje kinazy CaMK-II, ktéra nastepnie
aktywuje CREB przez fosforylacje [17]. Nagamoto-Combs i
wsp. w 1997 roku stwierdzili, Ze istnieje wiele Sciezek, ktore
reguluja zalezng od wapnia ekspresje TH, réwniez nieza-
leznie od fosforylacji CREB. Jedna z nich jest odpowiedzZ na
wysitek fizyczny [17].

We wzrodcie poziomu mRNA TH bierze udzial biatko
receptora jadrowego Nurr-1[18]. Zetterstro i wsp. w 1997
roku wykazali, ze biatko Nurr-1 jest wymagane do rozwoju
i utrzymania neuronéw dopaminergicznych u myszy[18].
Myszy z niedoborem biatka Nurr-1 nie tylko nie wytwa-
rzaja neuronéw dopaminergicznych ale wkrotce umiera-
ja. Wiazanie biatka Nurr-1 do promotora TH zachodzi po
aktywacji przez kinazy biatkowe A (PKA) i C (PKC) [19].
Jacobsen i wsp. w 2008 roku zidentyfikowali mutacje punk-
towa w Nurr-1 ERK1/2 miejscu fosforylacji (Ser125 Cys) u
pacjentéw z choroba Parkinsona [20].

W ostatnich latach odkryto, ze istotnym regulatorem
ekspresji genéw sa mate niekodujace RNA o dtugosci 20-25
nukleotydéw zwane miRNA, ktére negatywnie reguluja
ekspresje gendéw poprzez wigzanie sie z ich sekwencjami
docelowymi w 3'regionie UTR mRNA [21]. Zaburzenie po-
ziomu miRNA przyczyniaja sie zaburzen syntezy czastecz-
ki biatka i aktywnosci enzymoéw [22-24]. Z licznych badan
wynika, Ze niektére miRNA (miR-133b, miR-1, miR-7, miR-
22, miR30a-5p) uczestniczg posrednio lub bezposrednio w
regulacji poziomu biatka TH [23,25,26]. Kim i wsp. w 2007
roku wykazali, ze miR-133b jest zlokalizowane gtéwnie w
srodmoézgowiu, co ma znaczacy wplyw na réznicowanie i
rozw6j neuronéw dopaminergicznych w tym regionie [23].
Te dziatania miR -133b kontroluje przez wplyw na poziom
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ekspresji Pitx3, ktéry jest czynnikiem transkrypcyjnym re-
gulujacym ekspresje TH [23].

miRNA-7 posrednio chroni neurony dopaminergiczne
poprzez regulacje w gore szlaku mTOR, przez co powodu-
je wyciszenie ekspresji a-synukleiny, kluczowego, jak sie
przypuszcza biatka w patogenezie PD [27]. Z kolei wycisze-
nie miR-7 doprowadza do nadekspersji ASN i akumulacji
tego biatka w mézgu, co powoduje obnizenie aktywnosci
i poziomu biatka TH na drodze sygnatowej opisanej po-
nizej w rozdziale [24]. Na poziom biatka i aktywnos¢ TH
maja wpltyw miR22, miR30a-5p poprzez regulacje poziomu
BDNF, ktory jest istotnym czynnikiem regulujacym aktyw-
noé¢ TH i stezenie dopaminy oraz proces neurodegeneracji
neuronéw dopaminergicznych [28].

REGULACJA AKTYWNOSCI HYDROKSYLAZY
TYROZYNOWE] PRZEZ BDNF,
TESTOSTERON ALFA - SYNUKLEINE

Liczne badania wskazuja, ze istotnymi czynnikami
uczestniczacymi posrednio lub bezposrednio w regulacji
aktywnosci TH i stezenia dopaminy sa: BDNF, testosteron
i alfa-synukleina [3,31]. Szczeg6lnie wysoki poziom BDNF i
jego specyficznych receptoréw zlokalizowano w neuronach
dopaminergicznych istoty czarnej. Bierze on udziat w pro-
cesach zwigzanych z neuroprotekcja, dojrzewaniem i prze-
zyciem neuronéw dopaminergicznych [32,33]. Obnizenie
stezenia BDNF we krwi, ale takze testosteronu koreluje z
postepem zaburzeni neurologicznych i uszkodzeniem ukfa-
du dopaminergicznego u 0séb z choroba Parkinsona [31].

Badania dostarczyty dowodéw, ze BDNF odgrywa klu-
czowa role w utrzymaniu poziomu dopaminy i neuronéw
dopaminergicznych [34]. BDNF poprzez dziatanie na specy-
ficzne receptory TrkB i aktywacje szlaku PI3K-AKT chroni
neurony przed neurotoksycznoscia oraz wplywa na wzrost
aktywnosci TH [35]. Aktywacja szlaku PI3K-AKT powodu-
je hamowanie procesu apoptozy poprzez hamowanie BAx/
cytochromu C a tym samym wzmacniany jest szlak pro-zy-
ciowy i aktywnos¢é neuronéw dopaminergicznych poprzez
aktywacje genu TH [31]. Dodatkowo aktywacja kaskady sy-
gnatowej PI3K-AKT/mTOR regulujac synteze bialek i roz-
woj cytoszkieletu wzmacnia wzrost dendrytoéw i tworzenie
nowych potaczerr dendrytycznych [36]

Po polaczeniu BDNF z domeng IG-C2 TrkB receptora
kinazy tyrozynowej nastepuje autofosforylacja reszt tyro-
zynowych w domenie cytoplazmatycznej TrkB i aktywacja
Sciezki molekularnej RAS-MAPK/PI3K-AKT [35]. Udziat
Sciezki RAS-MAPK jest takze wymagany do aktywacji ki-
naz ERK1 i ERK?2 i biatka CREB, ktore jest specyficznym
czynnikiem transkrypcyjnym regulujacym ekspresje genu
TH [37,38]. Biatka CREB sa aktywowane w procesie fosfo-
rylacji przez kinazy biatkowe, w tym PKA, PKC i kinaze
biatkowa zalezng od AMP (AMPK) a nastepnie wigza sie z
DNA regulujac ekspresje genow w tym genu TH [38].

Na aktywnos¢ TH ma wplyw réwniez testosteron. Ak-
tywacja receptora androgenowego przez testosteron powo-
duje zwiekszenie ekspresji TH i syntezy dopaminy w oko-
licy przysrodkowej obszaru przedwzrokowego (MPOA)
poprzez aktywacje nNOS [39]. Obnizenie poziomu testo-
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steronu w organizmie powodowato obnizenie stezenia do-
paminy w ukladzie pozapiramidowym [40]. Odwrotnie,
suplementacja malymi dawkami testosteronu cze$ciowo
zapobiega obnizeniu stezenia dopaminy w prazkowiu u
szczuréw z objawami parkinsonizmu oraz zmniejsza tempo
jej metabolizmu [40]. Warto podkresli¢, ze obnizony poziom
testosteronu w surowicy powoduje nie tylko utrate libido i
zaburzenie funkcji seksualnych, ale takze zaburzenie funk-
¢ji motorycznych, utrate masy mieéniowej, wzrost odczu-
wania zmeczenia oraz depresje, co moze sugerowac istotna
role testosteronu w modulacji dopaminergicznego ukladu
pozapiramidowego. Wiele z tych w/w zaburzen wystepuje
u pacjentéow z PD. Natomiast terapia testosteronem znacz-
nie poprawiala funkcje motoryczne, drzenie spoczynkowe
(tremor), zmniejszata zmeczenie i apatie u pacjentow z PD,
co moze sugerowac istotna role testosteronu w modulacji
dopaminergicznego ukladu pozapiramidowego. Stwier-
dzono, ze testosteron reguluje uwalnianie, synteze i meta-
bolizm dopaminy poprzez wzrost produkcji tlenku azotu
(NO). Badania wykazatly, ze neurony zawierajace TH i NOS
sg umiejscowione obok siebie w okolicy MPOA i jadra przy-
komorowego (PVN) [3]. Podawanie testosteronu powodo-
walo aktywacje szlaku NO/sCG/cGMP gléwnie poprzez
wzrost ekspresji eNOS oraz poprawe funkcji motorycznych
u szczuréw z symptomami parkinsonizmu wywotanymi
przez MPTP. Aktywacja tego szlaku NO/CG/cGMP po-
woduje wzrost aktywnoséci PKG i fosforylacje Ser 40 w czg-
steczce bialka TH i jej aktywacje [41].

Kolejnym istotnym czynnikiem bioracym udziat w regu-
lacji biosyntezy dopaminy jest alfa synukleina, ktéra zmniej-
sza aktywnos$¢ hydroksylazy tyrozynowej. Nadekspresja
alfa synukleiny powoduje polimeryzacje i agregacje tego
biatka, tworzac nierozpuszczalne ciatka wtretowe zwa-
ne cialami Lewy’ego. Utrata rozpuszczalnej a-synukleiny
przez zmniejszona ekspresje lub agregacje moze zwigkszy¢
synteze dopaminy i jej nagromadzenie w cytozolu z jed-
noczesnie towarzyszacym temu zjawiskiem wzrostu reak-
tywnych metabolitéw dopaminy, co prowadzi do wzrostu
stresu oksydacyjnego [42]. Wiadomo, ze a-synukleina moze
wigzac sie z biatkiem 14-3-3 a udowodniono takze, ze kom-
pleks biatkowy 14-3-3 wiaze sie rowniez i aktywuje TH [43].
Kompleks biatkowy 14-3-3 preferencyjnie wiaze sie z fosfo-
serynami Ser 19 i Ser 40 TH i krétkotrwale aktywuje TH a
interakcja 14-3-3 z TH na Ser 19 jest wymagana do aktywagji
TH [8,44-46]. Warto podkresli¢, ze stwierdzono kolokaliza-
¢je a-synukleiny z TH z wykorzystaniem mikroskopii im-
munoelektronowej [42].

Alfa-synukleina moze bezposrednio wiazac sie z TH, ha-
mowac jej aktywnosé i /lub jej fosforylacje lub a-synukleina
moze dziala¢ bezposrednio przez aktywacje fosfatazy i
wplywaé na fosforylacje TH [42]. Dopamina poza peche-
rzykami synaptycznymi oddziatuje na a-synukleine, ktéra
bierze udzial w regulacji syntezy dopaminy oraz moze wy-
wiera¢ dziatania toksyczne [47] (Ryc. 4).

MECHANIZM HAMOWANIA SPRZEZENIA
ZWROTNEGO PRZEZ KATECHOLAMINY

Dopamina réwniez uczestniczy w regulacji aktywnosci
TH przez ujemne sprzezenie zwrotne. Mechanizm ten pole-
ga na fosforylacji Ser 40 z udzialem dopaminy. TH podlega
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Rycina 4. Regulacja aktywnosci hydroksylazy tyrozynowej (TH) przez udziat
ASN (a- synukleina) w warunkach homeostazy. W optymalnych warunkach fi-
zjologicznych (A) podczas reakcji konwersji tyrozyny do L-DOPA hydroksylaza
tyrozynowa (TH) tworzy polaczenia z biatkiem opiekuriczym 14-3-3 i a- synu-
kleing (ASN). Biatko opiekunicze 14-3-3 wigze sie z ufosforylowang formg TH
zwiekszajac jej aktywnosé, natomiast ASN taczy sie z forma nieufosforylowang
TH i ma dzialanie hamujace. Hamowanie TH przez ASN moze by¢ skutkiem bez-
posredniej interakcji poprzez wigzanie sie z czasteczka enzymu albo posrednio
poprzez hamowanie aktywnosci kinaz (-) i aktywacje fosfataz. Rycine opracowa-
no na podstawie prac [42,47].

dwoém rodzajom hamowania ujemnego sprzezenia zwrot-
nego przez katecholaminy [6]. Po pierwsze, aktywnosé¢ TH
jest hamowana przez zdolno$é wszystkich katecholamin do
konkurowania z BH4 o wiazanie atomu Zelaza w miejscu
katalitycznym enzymu, co hamuje interakcje tego kofak-
tora z miejscem wigzania w TH. Wigzanie dopaminy po-
woduje zmiane konformacji TH i przejécie w stan R, przez
co blokuje wiagzanie substratéw do aktywnego miejsca. Do
zahamowania przez dopamine niezbedna jest fosforylacja
Arg37 i Arg38. Jest to klasyczne, kinetyczne, latwo odwra-
calne hamowanie i dziala jak czujnik lokalnego stezenia
katecholamin. Po drugie, katecholaminy moga wigza¢ sie
prawie nieodwracalnie z Fe** w miejscu katalitycznym TH,
co zmniejsza aktywnos$¢ enzymu i powoduje jego stabili-
zacje [6]. Utrata wiazania dopaminy pozwala zredukowaé
Fe* w BH4, przywracajac w ten sposéb enzym do stanu
w pelni aktywnego. TH podlega hamowaniu w mechani-
zmie sprzezenia zwrotnego przez rézne katecholaminy, ale
fizjologicznie istotna role pelnia dopamina, noradrenalina
i adrenalina, poniewaz maja najwyzsze powinowactwo do
miejsca wiazania BH4 [29]. Reasumujac, katecholaminy ha-
muja aktywnosé TH, konkurujac z BH4 o katalityczne miej-
sce wiazania tego enzymu [30].

WPLYW WYSIEKU FIZYCZNEGO NA CZYNNIKI
BIORACE UDZIAL W REGULAC]I AKTYWNOSCI
TH I REGULACJE STEZENIA DOPAMINY

Utrzymanie odpowiedniego stezenie dopaminy w OUN
przez TH jest istotne w prawidlowym dziataniu funkcji mo-
torycznych, kontroli motorycznej i funkcji kognitywnych.
Zjawiska te zostaly potwierdzone w licznych badaniach
pacjentéw z PD oraz z wykorzystaniem modeli zwierze-
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cych parkinsonizmu. Obserwowany w tych badaniach dra-
styczny spadek poziomu dopaminy oraz aktywnosci TH
powodowal zaburzenia motoryczne oraz kognitywne [3].
Znaczne obnizenie stezenia dopaminy, prowadzace do neu-
rodegeneracji neuronéw dopaminergicznych w strukturach
pozapiramidowych obserwowano w badaniu z pozytono-
wym tomografem emisyjnym (PET). Zmiany te korelowaty
z zaburzeniami motorycznymi i stopniem zaawansowania
choroby, co potwierdza istotng role dopaminy w regulacji
funkcji motorycznych i kognitywnych [49,50]. Dtugotrwale
uprawiana (przez kilka miesiecy) réznego typu wzmozona
aktywnoé¢ fizyczna, taka jak: éwiczenia rozciagajace, kara-
te, dlugotrwaly trening na biezni mechanicznej, chodzenie
po gorach, taniec czy nawet boks powodowaly poprawe
funkcji motorycznych. Te korzystne zmiany przypisuje sie
indukowanym wysitkiem zmianom adaptacyjnym w or-
ganizmie, a szczegdlnie w mézgu u pacjentéw z PD [32].
Coraz wigcej pojawia sie takich badan u pacjentéw ze sred-
niozaawansowanym PD poddanych intensywnemu dlu-
gotrwalemu procesowi treningowemu. W tych badaniach
takze obserwowano poprawe stanu neurologicznego, funk-
¢ji motorycznych oraz kognitywnych [49,50]. Ten korzyst-
ny kierunek zmian obserwowany byt w doswiadczeniach
z wykorzystaniem modeli zwierzecych. I tak trening wy-
trzymatodciowy u zwierzat z symptomami parkinsonizmu
(szczury i myszy) wywolat poprawe aktywnosci motorycz-
nych [51,52].

Z badan molekularnych i biochemicznych na ludziach i
zwierzetach wynika, Ze proces treningowy wywotuje zmia-
ny metabolizmu mediatoréw: serotoniny, dopaminy i no-
radrenaliny, czynnikéw troficznych i hormonéw oraz akty-
wacje systemu antyoksydacyjnego i zmniejszenie proceséw
prooksydacyjnych w prazkowiu, substancji czarnej czy
moézdzku, czyli regionach mézgowia wspotuczestniczacych
w sterowaniu ruchu [14,41,53-55]. Dlugotrwaly trening
wytrzymaltosciowy u szczuréw powodowal wzrost synte-
zy dopaminy i aktywnosci TH poprzez zmiane post-trans-
krypcyjna (poziomu mRNA TH) oraz obniZenie metaboli-
zmu dopaminy w ukladzie nigrostriatalnym [41]. Ponadto
wykazano, ze dlugotrwaly intensywny proces treningowy
powoduje wzrost poziomu transportera DAT i gromadze-
nia sie 35Fluro-DOPA w ukladzie pozapiramidowym u pa-
gjentéw z PD [49].

Zaréwno poziomy czynnikéw neurotroficznych jak i
hormonoéw, ktére biorg udzial w regulacji TH i tym samym
stezeniu dopaminy sa podwyzszone we krwi i mézgu w
odpowiedzi na wysitki fizyczne. Zotadz i wsp. w 2019 roku
wykazali wzrost BDNF w surowicy u pacjentéw po procesie
treningowym [32]. Ten sam efekt, wzrostu stezenia BDNF
we krwi obserwowano réwniez u 0séb zdrowych i wytre-
nowanych po wysitku fizycznym do odmowy [55]. Badania
na szczurach potwierdzily, ze proces treningowy powodu-
je wzrost ekspresji BDNF i jego receptoréw TrkB oraz TH
w ukladzie nigrostraitalnym (pozapiramidowym) i wzrost
stezenia dopaminy [51]. Wywolana wysilkiem fizycznym
wyzej opisana regulacja zostala potwierdzona u myszy,
ktérym wyciszono gen kodujacy BDNF, co spowodowato
utrate neuronéw dopaminergicznych i spadek aktywnosci
TH, a co za tym idzie, obniZenie stezenia dopaminy. Bada-
nia te potwierdzaja protekcyjng role BDNF w ochronie neu-
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4. Proces treningowy/powtarzany wysitek fizyczny
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Rycina 5. Mechanizmy regulacji aktywnosci hydroksylazy tyrozynowej (TH) i stezenia dopaminy oraz wplyw wysitku fizycznego poprzez regulacje szlakéw zaleznych

od BDNF i testosteronu w OUN.

Aktywnos¢ TH regulowana jest przez trzy gtéwne mechanizmy: 1) post-translacyjny, z chwili na chwile, poprzez fosforylacje seryny 40, 31, 19, 8 w czasteczce enzymu
przez kinazy biatkowe PKA, PKC, ERK1/2, AKT/IP3K, PKG, ktore zwiekszajg konwersje L-DOPA do dopaminy. 2) post-transkrypcyjny podlegajacy na dlugotrwatej re-
gulacji poprzez zmiany transkrypcyjne spowodowane aktywacjg czynnikow transkrypcyjnych: CREB i Nurr-1 i miRNA oraz 3) mechanizm regulacji zwrotnej z udzialem
dopaminy. 4) Wysilek fizyczny powoduje wzrost: 4A) poziomu BDNF aktywujac zalezny od receptora TrkB szlak sygnalowy MAPK/ERK1/2/1P3K/AKT odpowiedzial-
ny za przezycie neuronéw i hamowanie apoptozy oraz fosforylacje czynnika transkrypcyjnego CREB, ktory ulega translokacji do jadra i powoduje wzrost transkrypcji
genu TH (2) 4B) testosteronu powodujac aktywacje szlaku NO/nNOS/sCG/cGMP /PKG i zalezng od Ca?" i kalmoduliny kinaze biatkowa CaMK-II ktéra moze uczestni-
czy¢ w post-translacyjnej i post-transkrypcyjnej aktywacji TH i prowadzi¢ do wzrostu stezenia dopaminy.

ronéw dopaminergicznych przed neurodegeneracja oraz jej
udzial w regulacji aktywnosci TH i stezenia dopaminy [32].
Neuroprotekcyjne dziatanie BDNF jest wynikiem aktywacji
szlaku TrkB/MAPK/ERK1/2/PI3K/ Akt co wptywa takze
na hamowanie procesu apoptozy, obniZenie neurotoksycz-
noéci glutaminianu i stresu oksydacyjnego oraz zaangazo-
wanie szlaku NO/cGMP/PKG w proces fosforylacji TH i jej
aktywacje [56]. Ponadto dlugotrwaly trening wytrzymato-
Sciowy powoduje wzrost ekspresji zaréwno receptora TrkB
jak i ekspresje mRNA hydroksylazy tyrozynowej. Z kolei
indukowany wysitkiem fizycznym wyzszy poziom BDNF
moze latwiej polaczy¢ sie z receptorem TrkB. To wywoluje
uruchomienie kaskady wewnatrzkomérkowych sygnatow
aktywowanych mitogenami kinaz biatkowych MAPK/
ERK1,2 i zalezng od wapnia i kalmoduliny kinaze bialkowgq
(CaMK-II), ktére sa odpowiedzialne za fosforylacje CREB.
CREB faczy si¢ z odpowiednia sekwencja w genie TH
zwiekszajac jego transkrypcje, co prowadzi do zwigkszenie
konwersji L-tyrozyny do L-DOPA i zwiekszong synteze do-
paminy oraz blokuje proces apoptozy, sprzyjajac przezyciu
neuronéw dopaminergicznych [52] (Ryc. 5).

Obserwowane indukowane wysitkiem fizycznym zwiek-
szenie poziomu testosteronu u ludzi prowadzito do zwiek-
szenie aktywnosci TH poprzez wzrost stezenia wapnia i
kalmoduliny (Ca?/CaM) w mézgu [14]. Wiadomo, zZe in-
dukowany wysitkiem fizycznym wzrost jonéw wapnia we
krwi powoduje ich szybka dyfuzje do OUN, czego konse-
kwencja jest wzrost syntezy dopaminy i serotoniny w mo-
zgu poprzez aktywacje zaleznej od jonéw Ca** i kalmoduli-
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ny kinazy biatkowej II (CaMK-II) [14]. To z kolei powoduje
zwigkszenie aktywnosci TH poprzez jej fosforylacje przez
CaMK-II, PKG [11,14,41].

O wspétudziale testosteronu w zalezna od szlaku NO/
nNOS/sCG/cGMP regulacje aktywnosci TH przekonuje
fakt, ze wywolany kastracja niedobér testosteronu wptywa
na obnizenie stezenia dopaminy w prazkowiu i zmniejsze-
nie aktywnosci motorycznej w zwierzecym modelu parkin-
sonizmu. Wystepowanie tych mechanizméw stwierdzono
w réznych regionach mézgu, w tym w prazkowiu [11,14,41].

Zigmond i Smeyne (2014) wykazali, ze wysilek fizycz-
ny zwieksza takze poziom czynnikéw troficznych (BDNEF,
GDNF), ktére sa zaangazowane w regulacje aktywnosci
TH i transportera dopaminy (DAT) [53]. Nalezy przypusz-
czad, ze ten mechanizm moze réwniez wspoétuczestniczyé w
regulacji wzrostu stezenia dopaminy w mézgu u chorych
na PD, a tym samym zapobiega¢ zaburzeniom ruchowym
i dalszemu rozwojowi choroby lub obnizy¢ tempo jej roz-
woju.

TRANSPORT ORAZ MAGAZYNOWANIE DOPAMINY

Utrzymanie odpowiedniego stezenia dopaminy w ukla-
dzie nerwowym jest bardzo wazne, gdyz prowadzi do wy-
twarzania toksycznych katecholochinonéw [48]. Neurony
minimalizuja generowanie tych toksycznych metabolitow
poprzez utrzymanie syntezy dopaminy na niemal opty-
malnych poziomach, zapewniajgc ,na zadanie” wzrost jej

283



syntezy. Natomiast nadmiar dopaminy szybko jest usuwa-
ny z cytozolu neuronéw dopaminergicznych przez peche-
rzykowy transporter monoamin (VMAT 2) do pecherzy-
koéw synaptycznych. Do tej funkcji VMAT 2 wykorzystuje
energie z hydrolizy ATP i gradient pH [47]. Niskie pH w
pecherzykach synaptycznych zabezpiecza dopamine przed
rozkladem, a uwalniana z pecherzykéw do przestrzeni
synaptycznej laczy sie z receptorami dopaminergicznymi
(D1 do D5) zlokalizowanymi na sasiednich zakoriczeniach
presynaptycznych i postsynaptycznych [47]. Z przestrzeni
synaptycznej dopamina usuwana jest przez transporter do-
paminy (DAT), ktéry przenosi ja z powrotem do wnetrza
komorki, gdzie pakowana jest do pecherzykéw synaptycz-
nych w zakoriczeniach nerwowych [47]. Z tego powodu TH
jest pod Scista kontrola na poziomie post-transkrypcyjnym i
post-translacyjnym.

PODSUMOWANIE

Dopamina uczestniczy w regulacji funkcji motorycznych,
psychologicznych i kognitywnych a drastyczne obnizenie
poziomu dopaminy w ukladzie pozapiramidowym powo-
duje uposledzenie tych funkcji, co szczegdlnie obserwuje
sie u pacjentéw z PD. Najistotniejszym mechanizmem od-
powiedzialnym za utrzymanie odpowiedniego stezenia
dopaminy w OUN jest tempo jej syntezy, ktora kontroluje
TH. Jak wykazaly liczne badania BDNF i testosteron sa waz-
nymi czynnikami regulujacymi aktywnosé TH. Zwiekszona
aktywnos¢ fizyczna, w szczegdlnosci diugotrwale powta-
rzany wysilek fizyczny zwiekszajac poziom testosteronu i
BDNF we krwi, aktywuje zalezne od nich szlaki sygnatowe
i zwieksza aktywnos$¢ TH, a tym samym podnosi poziom
dopaminy w ukladzie pozapiramidowym. BDNF i testoste-
ron faczac sie ze swoimi receptorami uruchomiaja kaskade
wewnatrzkomoérkowych sygnaléw aktywowanych mitoge-
nami: kinaze biatkowa MAPK/ERK1,2 i zalezng od wapnia
i kalmoduliny kinaze biatkowa (CaMK-II), ktére fosforyluja
seryny (40, 31, 19, 8) w TH lub fosforyluja czynniki trans-
krypcyjne. Czynniki transkrypcyjne ulegaja przemieszcze-
niu do jadra komérkowego, gdzie facza sie z odpowiednia
sekwencja w genie TH zwiekszajac transkrypcje genu TH,
co prowadzi do zwiekszenia konwersji L-tyrozyny do L-
-DOPA i powstania dopaminy. Szlaki aktywowane przez
testosteron i BDNF moga wspétuczestniczyé w blokowaniu
proces apoptozy, sprzyjajac w przezyciu neuronéw dopa-
minergicznych (Ryc. 5).
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Numerous studies indicate that dopamine (DA) is an important regulator of motor, psychological and cognitive functions. Maintaining the ap-

propriate concentration of DA is a condition for the proper functioning of

these functions. Tyrosine hydroxylase is involved in the control of

DA synthesis. The aim of this study is to discuss the regulation of TH activity with the participation of three main mechanisms: 1) post-trans-
lational immediate regulation by phosphorylation of various sites in the enzyme molecule and 2) post-transcriptional with the participation
of transcription factors and specific miRNAs, and 3) a DA mediated feedback mechanism. Important factors which are directly or indirectly
involved in these regulations of TH activity and DA concentration are BDNF, testosterone, alpha-synuclein and protein kinases. A drastic
reduction in DA levels in the extrapyramidal system causes drastic impairment of motor, psychological and cognitive functions. On the other
hand, increased physical activity, in particular prolonged repetitive physical exercises by increasing the level of testosterone and BDNF in
the blood, may activate signaling pathways dependent on them, increasing the activity of tyrosine hydroxylase, and thus increase the level of

dopamine in the extrapyramidal system.
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