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Seznam zkratek

CNS centralni nervovy systém

HEB hematoencefalicka bariéra

HPLC vysokovykonna kapalinova chromatografie

LTP dlouhodoba potenciace

MKN-10 Mezinarodni klasifikace nemoci - 10. revize

NMDA N-methyl-D-aspartdt

PANSS Tlhe Positive and Negative Syndrome Scale

SANS The Scale for the Assessment of Negative Symptoms
hem emisni vlnova délka

hex excitatni vlnova délka



Souhrn

Psychotomimetické Ofinky antagonisti NMDA receptoru fencyklidinu a ketaminu
a pozitivai vysledky adjuvantni lécby modulitory NMDA receptorii D-cykloserinem,
D-serinem a glycinem svéd€i pro podil dysfunkee NMDA receptoru na patofyziologii
schizofrenie. Excitaéni aminokyseliny D-serin a glycin 0inkuji jake endogenni selektivni
koagonist¢ na glycinovém mis® NMDA receptoru a moduluji tak glutamdtergni
neurotransmisi a jejim prostfednictvim také dlouhodobou potenciaci (LTP). U nemoenych
schizofrenii byly ve srovnani se zdravymi subjekty zjistény sni¥ené koncentrace D-serinu
a glycinu v krevnim séru a v mozkomisnim moku. D-serin a glycin v klinickych studiich
u nemocnych schizofrenii zlepSovaly priaugmentaci i6by antipsychotiky 1. a 2. generace
negativni, pozitivni, kognitivni a depresivni pi{znaky. V metaanalyze 18 kratkodobych studii
Gfinkd agonisth NMDA receptoru byl u D-serinu a glycinu zaznamendn jen uginek
na negativni pfiznaky. Na zdkladé téchto vysledki jsme pfedpokladali souvisfost sérovych
koncentraci D-serinu a glycinu s pritomnosti specifické schizofrenni symptomatiky, Hlavnim
cilem nasi studie bylo testovani hypotézy asociace sérovych koncentraci D-serinu a glycinu
s intenzitou negativnich piiznaki. Datfim cilem bylo ovéfent pfedpokladu ptitomnosti nizgich
sérovych koncentraci D-serinu a glycinu u nemoenych schizofrenit ve srovnani se zdravymi
subjekty.

Do studie jsme zafadili 50 ambulantng lé¢enych nemocnych s diagnézou schizofrenie
dle MKN-10 a vékove a pohlavim zpdrovanou skupinu 50 zdravych dobrovolnikl. Sérové
koncentrace D-serinu a glycinu byly u viech subjekéll studie stanoveny metodou
vysokovykonné kapalinové chromatografie (HPLC). Psychopatologie byla hodnocena pomoci
psychiatrickych posuzovacich stupnic PANSS (The Positive and Negative Syndrome Scale)
a SANS (The Scake for the Assessment of Negative Symptoms). U nemocnych jsme potvrdili
piedpoklad negativiniho vztahu sérové koncentrace glycinu s intenzitou negativnich pfiznaki
hodnocenych stupnici SANS a PANSS. Sérova koncentrace glycinu byla u nemocnych
ve srovnani se zdravymi dobrovolniky niZ§i. Vztah mezi sérovou koncentraci D-serinu
a intenzitou negativnich piiznak( jsme neprokazali. U nemoenych nebyla pfitomna ani niz3i
sérova koncentrace D-serinu. Sérové koncentrace serinu byla u nemocnych niZ$i a podil
D-serinu byl vy$8i neZ u zdravych dobrovolnikd. Sérova koncentrace serinu negativng
asociovala s intenzitou negativnich pfiznakd. Tento nalez nebyl zatim v klinickych studiich

popsan a miiZe souviset s udinky agonistit NMDA receptoru na negativnd piiznaky.



Objasnéni rozdilt v nalezech sérovych koncentract D-serine, serinu a  glycinu
ma u nemocnych schizofrenii velky prakticky vyznam vzhledem k perspektive 1é¢by agonisty
NMDA receptorii cilené na upravu dysfunkce glutamétergniho systému. Predpoklddame,
7e stanoveni asociaci biochemickych a klinickych profild miZe pomoci phi identifikaci
specifickych subtypti schizofrenniho onemocnéni. Hodnoty sérové koncentrace D-serinu
a glyeinu by se tak v budoucnu mohly stat perifernimi biomakery funkéni drovn NMDA

receptori v CNS a ptipadng téZ citlivosti k 16¢be excitadnimi aminokyselinami.

Summary

The interest in the role of NMDA receptor dysfunction in the pathophysiology
of schizophrenia is supported by the psychotomimetic action of the NMDA receptor
antagonists pheneyclidine and ketamine and also the results of adjuvant treatment trials
with the NMDA receptor modulators D-cycloserine, D-serine and glycine. Excitatory arnino
acids D-serine and glycine act as endogenous selective full co-agonists at the glycine site
of the NMDA receptor and modulate glutamatergic neurotransmission and long-term
potentiation (LTP). Significantly decreased D-serine and glycine levels in blood serum
and cerebrospinal fluid were reported in patients with schizophrenia in comparison to healthy
control subjects. Positive clinical effect of peripherally administered D-serine and glycine was
demonstrated. Augmentation by D-serine and glycine improved negative, positive, cognitive
and depressive symptoms in patients treated with first and second generation antipsychotics.
However, the systematic review and meta-analysis of clinical effects of the NMDA receptor
agonists did not confirm the results: D-serine and glycine improved enly negative symptoms.
We hypothesized that D-serine and glycine serum levels might be associated with specific
characteristics of psychopathology in schizophrenia. The main objective of our study was
to test the hypothesis of the association between D-serine and glycine serum levels and
negative symptoms in patients with schizophrenia. Secondary objective was to examine
the assumption of D-serine and glycine serum levels differences between a population
of mostly chronic patients with schizophrenia and healthy controls.

50 outpatients with schizophrenia diagnosed in agreement with the }CD-10 (Diagnostic
Criteria for Research) and 50 age and gender matched healthy control subjects were recruited
into the study. D-serine and glycine serum levels were measured by high-performance liquid
chromatography (HPLC) in all subjects, The Positive and Negative Syndrome Scale (PANSS}

and the Scale for the Assessment of Negative Symptoms (SANS) were used to assess



the symptoms of schizophrenia in the patients. We confirmed the hypothesized association
between glycine serum level and intensity of negative symptoms assessed by the SANS
or the PANSS negative symptoms subscale in patients with schizophrenia. Mean glycine
serum level was signficantly lower in patients as compared to healthy controls. We did not
find a significant association between serum level of D-serine and negative symptoms.
We also did not confirm the association of schizophrenia with decreased D-serine seram
levels in the sample of patients. On the contrary, the total serine serum levels in our patients
were lower and D-serine/total serine ratio higher than in healthy controls. We found lower
fotal serine serum kevels associated with the higher intensity of negative symptoms assessed
by the PANSS and the SANS. These findings had not been reported previously and may be
related to the effects of the NMDA receptor agonisis on negative symptoms in clinical studies.

It is difficult fo account for the differences in findings of D-serine, serine and glycine
serum leveis in patients with schizophrenia. Although, its practical significance appear to be
considerable for the targeted treatment with the NMDA receptor agonists. We assumed
that various biochemical and clinical profiles can help to identify the specific subtypes
of schizophrenia. Serum assays of endogenous D-serine and glycine may become future tests
that detect biomarkers of specific treatment indications related to NMDA receptor dysfunction

in schizophrenia.



Uvod

Na patofyziologii schizofrenic se podili dysfunkce glutamatergni neurotransmise
v prefrontdlni kitfe a limbickém systému [38], Na souvistost glutamétergni dysfunkce
se snizenou aktivitou NMDA (N-methyl-D-aspartat) receptord u schizofrenie poukazuji
icinky kompetitivnich antagonisti NMDA  receptoru  fencyklidinu  a  ketamiru,
které u zdravych lidi zphsobuji rozvoj pfiznakil podobnych schizofrenii véeing negativnich
priznaka a kognitivniho deficitn [22, 26]. Pro hypofimkei NMDA receptorl u schizofrenie
svéddi i vysledky adjuvantni 1&2by jejich agonisty D-cykloserinem [7, 9, 19], glycinem
[20, 23, 24] a D-serinem [21, 43].

D-serin a glycin sv¥m koagonistickym téinkem na glycinovém modulaénim miste NMDA
receptoru za  fyziologickych podminek moduluji glutamétergni  neurotransmisi
4 jejim prostfednictvim také dlouhodobou potenciaci {,long-terin potentiation”, L'TP) [39].
K aktivaci NMDA receptoru, otevieni iontového kandlu pro sodikové a vapnikové ionty
a nésledné depolarizaci postsynaptického neuronu vede vazba D-serinu nebo glycinu
na glycinové misto soufasn® svazbou glutamatu na primdrni varzebné misto NMDA
receptoru, Synaptické koncentrace D-serinu a glyeinu, kieré se zatim nepodafilo stanovit [52],
fsou ziejmé ovlivndny hlavné syntézou a transportem obou aminokyselin [38]. Ve srovnani
s glycinem je vazebna potence D-serinu pro aktivaci viech podjednotek NMDA receptoru
tiikrat vy&i [32] a byla prokdzdna také aZ stokrat vy3$i fumkéni alinnost D-serinu
v potenciaci NMDA receptorem zprostiedkované spontdnni synaptické aktivity [52]. Vy3si
efektivita D-serinu pfi aktivaci kandlu spojenéhe s NMDA receptorem ziejmé souvisi
s rozdilnym metabolizmem a mechanizimy transporiu.

Bendikovd prokazala u nemocnych schizofrenii ve srovnéni se zdravymi subjekty
25% snizeni koncentrace D-serinu a pomeéru D-serin/E-serin v mozkomi§nim moku [4].
U nemocnych byly zjiitdny také niZdi sérové koncentrace D-serinu [13, 53] a vy83i sérové
koncentrace serinu a L-serinu [13]. Nalez ni?§iho procentualniho zastoupeni D-serinu v serinu
v krevnim séru [13] ved] kdvaham o snizené aktivité serinracemazy u schizofrenie. NiZ§i
podil D-serinu byl zji¥tén také v mozkomiinim moku u nelétenych nemocnych s prvoi
epizodou schizofrenie [14].

Také nalezy niZ8ich koncentraci glyeinu a hodnoty poméru glycin/serin v krevni plazmé
ve srovnani se zdravymi subjekty [33, 40] svédéi pro zménu metabolizmu agonistlh NMDA
receptoru u schizofrenie. Zajimava je naznafena souvislost nizii koncentrace glycinu s vy33i

intenzitou negativnich pfiznakd [33, 40]. ZlepSeni negativnich pfiznakd pH augmentaci



D-cykloserinem u nemocnyeh schizofrenii lédenych klozapinem bylo spojeno se zv¢Senim
sérové koncenrace glycinu [10]. Pro moZnou souvislost zmény metabolizimmu glycinu
a intenzity negativnich piiznakd u schizofrenie sv&déi také vyrazn&j§i sniZeni intenzity
negativnich pfiznakl p¥ augmentaci D-cyk_loseﬁnelﬁ u nemocnych s nizéi koncentraci
glycinu v séru pfed le€bou [17].

V klinickych studiich byla u nemocnych schizofrenii pfi augmentaci 1é¢by antipsychotiky
testovana uéinnost agonisth NMDA receptoru glyeinu [20, 23, 24] a D-serinu [21, 431
PrestoZe nebyly mechanizmy transportu D-serinu a glycinu pfes hematoencefalickou bariéru
(HEB) dosud objasnény, jejich pozitiviai klinicky u¢inek u nemocnych schizofrenii
po perifernim podéni tento transport pledpokladd. D-serin v augmentaci 1é¢by antipsychotiky
2. generace zlepSoval ve srovnéni s placebem pozitivni a negativni pfiznaky a kognitivni
deficit [2F, 43] a depresivni pfiznaky [21]. ZvySeni sérové koncentrace D-serinu bylo spojenc
s vyraznéj§im zlepSenim negativnich, pozitivaich a kognitivnich priznaka [43]. V roce 1994
Javitt zjistil, Ze také glyein pii augmentaci 1€¢by antipsychotiky 1. generace vyznamné sniZuje
intenzitu negativnich pfiznaki u nemocnych s chronickou schizofrenii [23]. V dalsich studiich
byl nejen potvrzen udinek glycinu na negativni pfiznaky [16, 18, 20, 24], ale byl zjistén také
lé¢ebny udinek na kognitivni deficit [16, 20, 24], pozitivni [20] a depresivni pfiznaky [16]
schizofrenie. L.ééba glycinem vedla ke zvy3eni jeho sérové koncentrace [6, 16, 18, 24]
a vy33i koncentrace glycinu v séru po 16¢bé asociovala s vyrazngj$im klinickym a&inkem [20].
glycinu pfed zapodetim légby [16, 18]. Klinické ucinky agonisti NMDA receptoru shrnuji
vysledky konzervativni a metodicky kritické metaanalyzy 18 kratkodobych studi: D-serin
a glycin u nemocnych schizofrenii zlepdovaly jen negativni pfiznaky a nebyl zjistén (cinek
na pozitivni pfiznaky a kognitivni deficit [45].

Na zakladé série nalezlt odliSnych sérovych koncentraci a specifickych klinickych Géinkd
D-serinu & glycinu u nemocnych schizofrenii jsme piedpokladali moZnost vyuZit stanoveni
sérovych koncentraci tEchto aminokyselin ke Kklinické a laboratorni diferenciaci

schizofrennich psychéz.



Cile a hypotézy prace
Cile studie
Popis zmén metabolizmu D-serinu a glycinu u nemoenych se schizofrenii ve srovnani

se zdravymi konfrolnimi subjekty.

Popis vztahu sérovych koncentraci D-serinu a glycinu a intenzity negativnich ptiznaki

u nemocnych se schizofrenii,

Hypotéza 1:
U nemocnych schizofrenii je vyznamn® niz3l koncentrace D-serinu v krevnim séru

ve srovnani s koncentraci D-serinu v kreviim séru u zdravych kontrolnich subjektd.

Hypotéza 2:
U nemocnych schizofrenii je vyznamng niZii koncentrace glycinu v krevnim séru

ve srovnani s koncentract glycinu v krevnim séru u zdravych kontrolnich subjekni.

Hypotéza 3:
Intenzita negativnich pfiznaki u nemocnych schizofrenii negativng koreluje s koncentraci

D-serinu v krevnim séru.

Hypotéza 4:
Intenzita negativnich pfiznakil u nemocnych schizofrenii negativng koreluje s koncentraci

glycinu v krevnim séru,

Metodika

Subjekty klinické studie

Do Kklinické studie byli po podepsani informovaného souhlasu zafazovani nemocni
schizofrenii a zdravi dobrovolnici starst 18 let. Informovany souhlfas a profokol studie
EAKO01-05 byly schvaleny Etickou komisi FN HK, LF UK a VLA JEP v Hradci Krdlové
na zasedani dne 12.5. 2005, U nemocnych byla diagnostikovdna schizofrenie dle kritérii
10. revize MKN, VSichni nemocnhi byli v dob& své uasti ve studii z klinického hlediska
ve stabilnim stavu ambulantng 1é¢eni na Psychiatrické klinice FN v Hradei Kralové. Do studie
nebyli zafazeni nemocni, ktefi byli v poslednich 5 mésicich 1é¢eni elektrokonvulzivai 1é&bou,
t8hotné nebo nemocné po porodu v obdobi laktace, nemocni s pfitomnosti abillzu

psychoaktivnich latek v poslednich 6 mésicich nebo pozitivnim nélezem v toxikologickém
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vydetieni moéi. Psychofarmakologicka ani jind medikamentézni 1ééba, kterou nemocni
uZivali, nebyla v souvislosti se zafazenim do studie ménéna, Zdravi dobrovolnici neuZivali

Zadna psychofarmaka.

Prébéh kiinické studie

Pred zafazenim do klinické studie byla v ramei vybéru nemoenych provedena kompletace
demografickych a anamnestickych dat. Nemocni byli psychiatricky vy3etfeni, byla posouzena
piitomnost vstupnich kritérii. Po podepséni informovaného soublasu a zafazeni do studie
nemocni pokradovali v 1éébé indikované v rdmei ambulantni péce véetné uZivani nasazenych
psychofarmak. Nemocnym schizofrenii a zdravym dobrovolnilkim byl rano mezi 8.00
2 9.30 hod. po 12 hodinovém ladnéni proveden odbér Ziini keve (cca 20 ml) k laboratornimu
stanoveni sérovych koncentraci serinu, D-serinu a glycinu metodon vysokovykonné
kapalinové chromatografie {,high-performance liquid chromatography*, HPLC). Nemocni
byti ndsledng bshem dalich 4 hodin psychiatricky vySetieni, psychopatologie byla hodnocena
pomoci posuzovacich stupnic PANSS (The Positive and Negative Syndrome Scale;
30 polozek, skor 1-7) [25] a SANS (The Scale for the Assessment of Negative Symptoms;
30 poloZek, skor 0-5) [1]. VySetfeni Klinickéhe stavu nemocnych a hodnoceni
psychopatologie bylo provedeno jednim kvalifikovanym psychiatrem se zkuSenosti v pouZiti

posuzovacich stupnic.

Stanoveni sérovych koncentraci excitaénich aminokyselin

Chromatograficka analyza byla provédéna na systému HPLC ¢yp LC-10A vp (Shimadzu,
Japonsko) v laboratofich Ustavu klinické biochemie a diagnostiky Fakultni nemocnice Hradec
Kralové. Chromatografickd separace byla provedena v reZimu gradientové efuce v systému
reverzni fize. Pro stanoveni D-serinu byl jako mobilni faze pouZit 0,21 mol/l octanovy pufr
o hodnoté pH 5,6 (A) a metanol (B) [35]. Na za¢atku separace byla kelona proplachovéna
mobilnimi fazemi v pom&ru 75:25 a po 150 minutich byl pomér mobilnich fizi 39,2:60.8.
Pratok mobilnich fazi byt 0,5 ml/min. Separace byla provadéna na dvou sériové zapojenych
kofonach Lichrocard 250x4 mm Lichrospher RP-18e s velikosti &éstic sorbentu
5 um (Merck), Kolona byla temperovana na teplotu 22 °C. Signal byl detekovan pemoci
fluorescenéniho detekioru (Aem/hex 454/337) [28, 46, 55]. Priméma reprodukovatelnost
by}a pro D-serin 4,54 %, hodnota bias 1,58 %, limity detekce byly stanoveny na 0,27 pmol/1.
Serin g glycin byly separoviny za pouZiti 3 mobilnich fazi: (A) 0,05 mol/l octanovy pufr
o hodnotd pH 7,3, (B) 0,1 mol/l octanovy puff — acetonitrd -~ metanol (46:44:10)
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a (C) metanol [28, 29, 46]. Separace byla provadéna na koloné Lichrocard 250x4 mm
Lichrospher RP-18e s velikosti ¢astic sorbentu 5 um (Merck). Kolona byla temperovana
na teplotu 40 °C. Signal byl detekovdn pomoci fluorescenéniho detekioru
(hem/hex 455/230 nm) 28, 46, 55]. Priméma reprodukovatelnost byla pro serin 8,91 %
a pro glycin 6,14 %. Hodnota bias byla 1,91 % pro serin a 4,2 % pro glyein, limity detekce
byly stanoveny na 2,58 umol/l pro serin a 0,85 umeol/1 pro glycin.

VySetieni psychopatologie
Psychopatologie byla n nemocnych schizofrenii hodnocena psychiatrickymi posuzovacimi

stupnicemi:

PANSS — The Positive and Negative Syndrome Scale [25]

(bodové rozpéti skorovani v jednotlivych poloZkdch: 1-7)
PANSS — celkovy skor
PANSS — subskoér 3kaly pozitivnich pfiznak( — 7 poloZek (P1 —P7)
PANSS — subskoér 8kaly negativnich pfiznaldl — 7 polozek (N1 —NT)
PANSS — subskar kaly obecné psychopatologie — 16 polozek (G1 - G16)

SANS — The Scale for the Assessment of Negative Symptoms [1]

(bodové rozpéti skdrovani v jednotlivych poloZliach: 0-5)
SANS - celkovy skor
SANS — subskor skaly Citova oplogtélost nebo otupélost — 9 poloZek
SANS — subskor skaly Alogie — 6 poloZek
SANS — subskor skaly Abulie, apatie — 5 poloZek
SANS — subskor skaty neschopnost proZitku, nespotedenskost — 6 poloZek
SANS — subskor $kaly Zdjem, pozornost — 4 polozky

Statistické hodnoceni

Pro jednotlivé soubory dat a skéri byl stanoven prameér, smérodatnd odchylka, medidn
a rozpéti hodnot. Ke stanoveni rozdilt hodnot promémnych mezi skupinou nemocnych
a skupinou zdravych dobrovolniki byl pouZit t-test, v pfipadé nenormalniho rozloZeni dat
neparametrické testy Kolmogorov-Smimov test a Mann-Whitney U test. Rozdily hodnot
proménnych mezi jednotlivymi skupinami jsou prezentovany pomoci krabickovych grafil

(box plot). Ke stanoveni asociace jednotlivych proménnych byly pouZity neparametrické
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Spearmanovy korelacni koeficienty. Asociace hodnot sérovych kencentraci D-serinu, serinu
a glycinu s hodnotami skdrl posuzovacich stupnic psychopatologie jsou prezentovény pomoci
bodovych grafft (scatter plot} sregresnimi pfimkami. Zvolend hladina vyznamnosti
byla a = 0,05.

Vysledky

Do klinicke studie bylo zafazeno 50 nemocnych schizofrenii (33 muzi a 17 Zen;
pramér = SD vék, 35,1 + 11,1 rokili; median, 31,5 roku; min-max, 21-62 rokii} a v&kové
a pohlavim zpdrovana skupina 50 zdravych dobrovoltnikll (33 muzd a 17 Zen; primér £ SD
vik, 35,1 £ 11,1 rokli; medidn, 32 rokly;, min-max, 19-59 rokil). Ve skupiné nemocnych
byl nejcastdji diagnostikovan parenoidni typ schizofrenie (n=35), dale rezidudlni (n=7),
nediferencovany (n=5), hebefrenni (n=2) a simplexni typ {n=1}. 49 nemocnych bylo lé¢enc
antipsychotiky. Jedna pacientka neuZivala zadna psychofarmaka, v dobé Géasti ve studii byla
z klinického hlediska ve stabilnim stavu, doba trvéani jeji nemoci byla 2 roky. 4 nemocni byli
[é¢eni monoterapii antipsychotikem 1. generace, 36 nemocnych uZivalo v monoterapii
antipsychotikum 2. generace. 5 nemocnych byle 1é¢eno kombinaci antipsychotika
1. a 2. generace, 4 nemocni kombinaci dvou antipsychotik 2. generace.

V hodnoté sérové koncentrace D-serinu jsme mezi skupinou nemocnych schizofrenii
a skupinou zdravych dobrovolnikd nenalezli rozdil (z = - 0,82, p = 0,410, Mapn-Whiiney
U test) (tab. 1). Hodnota sérové koncenirace glycinu byla u nemocnych schizofrenii
ve stovnani se zdravymi vyznamné niz§i (z = 3,34, p = 0,0004, Mann-Whitney U test) (tab. 1,
graf 1). Hodnota sérové koncentrace D-serinu nesouvisela s hodnotou skéru subskaly
pro hodnoceni negativnich piiznaki PANSS (N1-N7) (r = 0,02, p = 0,89, Spearmaniiv
korelagni koeficient), s hodnotou cetkového skoru Skaly SANS (r = - 0,08, p = (,38)
ani s hodnotami skorG subdkdl SANS (tab. 2). Hodnoty sérovych koncentraci D-serinu
u skupiny 12 nemocnych snejniZii intenzitou negativnich pfiznaki (celkovy skér
SANS < 14,5) byly porovnny s hodnotami u skupiny 12 nemocnych s nejvys3i intenzitou
negativnich ptiznaki (celkovy skor SANS > 39). Mezi obéma skupinami jsme v hodnotd
sérové koncentrace D-serinu nenalezli rozdil (tab. 3),

Hodnota sérové koncentrace glycinu u nemocnych schizofrenii negativné asociovala
s hodnotou celkového skoru PANSS (» = -0,30, p = 0,03), skdéru subskdly negativnich
ptiznakl PANSS (N1-N7) (r = -0,38, p = 0,007) {graf 2), hodnotou celkového skoru Zkaly
SANS (#=- 0,40, p = 0,004) (graf 3) a skoru subikal citové oplodtélosti (r =- 0,33, p = 0,02),
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alogie (r = - 0,37, p = 0,008) a sub¥kaly neschopnosti proZitku a nespoleenskosti {» = - 0,30,
p=0,0002) stupnice SANS (tab. 2). U nemoenych s nejvy3si intenzitou negativnich piiznaki
dle celkového skotu SANS (celkovy skor SANS = 39) jsme prokézali vyznamng nizsi
hodnotu sérové koncentrace glycinu (p = 0,002, t-test) (tab. 3, graf 4).

U nemocnych jsme ve srovnini se zdravymi dobrovelniky zjistili vyznamné sniZenou
sérovou koncentraci serinu (— 3,17, p = 0,006, Kolmogorov-Smirnov test) (tab 1, graf 5),
kterd megativnd asociovala s hodnotou skéru subgkaly PANSS pro hodnoceni intenzity
negativnich piiznakd (N1-N7) (r = -0,39, p = 0,005), hodnotou celkov¢ho skoru SANS
{(r = - 0,44, p = 0,001) (graf 6) a skérd subskal citové oplogtélosti { = - 0,38, p = 0,000),
alogie (» = - 0,37, p = 0,008) a neschopnosti proZitku a nespoledenskosti {(r = - 0,52,
p =0,00009) (tab. 2). U skupiny 12 nemocnych s nejvy3#i intenzitou negativiich pfiznakid
dle celkového skéru SANS (celkovy skdr SANS > 39) jsme zjistili nizsf hodnotu sérove
koncentrace serinu (p = 0,0008, t-test) {tab. 3) a vy3i hodnotu poméru D-serinfserin
{p = 0,039, t-test) (tab. 3). Podil D-serinu byl u nemocnych ve srovnani se zdravymi
dobrovolniky vy&i (- = - 2,81, p= 0,022, Kolmogorov-Smimov test) (tab. 1).

Hodnoty sérovych konceniraci D-serinu, serinu a glycinu 2 hodnoty poméri D-gerin/serin
a glycin/serin ve skupiné nemocnych a ve skuping zdravych dobrovolnikil nebyly zavislé
na véku, U nemocnych jsme nenalezli asociaci koncentrace D-serinu, serinu nebo glycinu
§ trvénim nemoci nebo s davkou antipsychotika vyjadfenou chlorpromazinovym ekvivalentem
(tab. 2). Ve skupin® nemocnych jsme nenalezli pohlavni rozdily ve véku, v délee trvani
nemoci, v divee antipsychotik (chlorpromazinovy elkvivalent} ani v intenzit® psychoticke
symptomatiky (hodnoty celkovych skérd psychiatrickych posuzovacich stupnic PANSS
a SANS). Nemocné Zeny mily v porovnani s nemocnymi muZi statisticky nevyznamné niZsi
sérovou koncentraci D-serinu (p = 0,052, Mann-Whitney I/ test). Pfi srovnani hodnot
sérovych koncentraci serinu a glycinu mezi ob#ma pohlavimi nebyly ve skuping nemocnych
schizofrenii a ve skupind zdravych dobrovoinikli rozdily. Pii srovnani skupin nemocnych
a zdravych Zen jsme nenalezli rozdily vhodnotach sérovych koncentraci D-seriny, serinu
a glycinu. Nemocni muzi méli ve srovnani se zdravymi muZi niz&i sérovou koncentraci serinu
(p = 0,003, t-test), glycinu (p = 0,0001, t-test) a hodnotu peméru D-serin/serin (7 = 0,001,
Mann-Whitney U test) (tab. 4).
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Tabulka 1: Srovnani hodnot sérovych koncentraci excitaénich aminckyselin mezi skupinou nemocnych schizofrenil a skupinou
zdravich dobrovolnlkll (* p < 0,05, ** p < 0,01; ** p < 0,001; * Mann-Whitney U test; ? Koimogorov-Smimov test;
$D, smérodatna odchylka).

oA Nemocni schizofrenii | Zdravi dobrovolnici
Sérova koncentrace
{n=50) (n=50) P
" pramar £ SD 3,30+ 1,53 3,10+ 1,59
D-serin ,
(HmolA} 0,410
medidn 2,75 2,73
X pramér £ Sb 83,08 £ 27,70 100,87 £ 21,72
serin .
(umeld} 0,006
medidn 814 99,35
priimér + 5D 0,043 £ 0,023 0,031 £ 0,014
D-serin/serin 0,022+
median 0,036 0,029
. primér £ SD 176,52 £ 69,97 276,95 £ 70,40
glycin ot
(umalfl} 0,0004
median i78 2255
priimér £ SD 2,13+ 046 2,27 + 0,84
glycin/serin 0.343 1
median 2,04 2,19
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Tabutka 2: Asociace demagrafickych a psychopatologickych ukazateld s hodnotami sérovyeh kencentraci D-serinu, serinu a glycinu
u skupiny nemocnych schizofrenil (r, Speamantiv kerelagnl koeficient; p, hladina vjznamnosti; * p< 005 ™ p< 0,01;
** 5« 0,001; PANSS, The Positiva and Negative Syndrome Scale; SANS, The Scale for the Assessment of Negative

Symptomns).
Demografické D-serin serin glycin
a psychopatologické

ukazatele r P r p r B
Vek -0,07 0,64 -0,20 0,16 -0,17 0,24
Trvani nemoci 0913 0,38 -014 0,33 -0147 0,24
E:;:Jkr:fonl::gzsiyl:‘:)r\';tg(l(av;lalent 0.23 0,10 0.18 019 G.16 0.25
PANSS: celkovy skor 0,1 0,93 -0,22 0,12 -0,30 0,03*
PANSS: skér P1-P7 0,08 0,60 0,14 0,34 -0.,06 0,70
PANSS: skdr N1-N7 0,02 0.8% -0,39 0,005 - 0,38 0,007+
PANSS; skér G1.G16 0,01 0,94 -017 0,25 -0,23 0,11
SANS: celkovy skor -0,08 0,58 -0,44 0,001* -0,40 0,004*
SANS: citova oploStélost -0,003 0,98 -0,38 0,006 -0,33 0,02*
SANS: alogie 0,18 0,27 0,37 0,008 0,37 0,008
SANS: abulie a apatie -0,04 0,76 -0,25 008 -0,18 0,30
SANS: 21211%7:;:;5‘:2:?“ 015 029 052 | og0008™ | 051 | 0,0002%
SANS: zajem a pozornost 0,07 085 -0.26 0,07 - 0,24 0,09
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* t-test; sér. Konc., sérova koncentrace).

Tabulka 3: Srovnani véku a sérovich kancenlraci excitagnich aminckyselin mezi 1, a 4. skupinou u nemocnych schizofrenii rozdglenych

die hodnot celkového skéru SANS (p, hladina vyznamnost; * p< 0,08 ** g < 0,01, *™* p< 0,001; " Mann-Whitney U test,

1. skupina 4, skupina
VEk [ Sérova (n=12; SANS: celkovy skér < 14,5) (n=12; SANS: celkovy skor = 38) p
koncentrace
pramér £ 5D median min-max pramér £ SD median min-max
Vak (roky) 32689 30,5 21-53 34,4 £12,0 32,5 21-61 06767
D-serin 3,25 £1,11 3,45 1,18.5.24 3,51 = 1,98 2,59 1,57-8,29 0.977"
(umol}
serin s 2
1001 269 978 | 4261366 | 6592161 54,3 38,2.946 | 0,0008
{umalfl)

D-serin/serin 0,033 £ 0,012 0,034 0,017-0,059 | 0,056 +0,03% 0,041 0,026-0,110 0,039+
glyein 2101+594 | 1965 | 9893095 | 137.0+444 | 1218 | 8422313 | o0002"7
(umokl)

glycin/serin 2,15+ 0,50 2,08 1,46-3,16 2,10 £ 0,4¢ 1,96 144.2,01 0,797 2




Tabulka 4: Srovnani véku a sérowych koncentraci excitaénich aminokyselin mezi nemocnymi schizofrenii a zdravymi dobrovolniky
ve skuping muzi a ve skuping zen (5, hiadira vyznamnesti, ** p < 0.04; " p< 0,801 ' Mann-Whitney U test, ? ttest,
? Kolmogorov-Smimoy test).

Muzi Zeny
Vék / Sérova nemocni zdravi nemocné zdrave
(=] rov.
kencentrace {n=33) {n=33) p {n=17} {n=17) p
medtan median medidn medlan
ek (roky) 31 32 0,049" 33 32 0,783
D-sesin 2,91 2,62 0,067 2,46 2,79 0,200"
(umolA)
serin 78,6 99,5 0,003 2 22,5 96,9 0,113"
{umolfy
D-setiniserin 0,039 0,027 0,001** 0,036 0,030 0,968 2
glycin 173.4 2385 | 000002 | g2 1889 0382°
(uraolf)
glycin/setin 2,03 2,28 c454° 2,04 2,05 06372
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Graf 1: Sérova kencentrace glycinu - srovnani skupiny zdravych dobrovelniki a skupiny nemocnych
schizofrenil (krabickowy graf, **™* p < 0,001 ).
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Graf 2: \Vztah sérevé koncentrace glycinu a skéru subSkaly N1-N7 PANSS u skupiny nemecnych schizofrenil
{badowy graf & regresni pfimkou; R?, kosficient determinace; ** p < 0,01).
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Graf 3: \iztah sérové koncentrace glycinu a celkoveho skom SANS 1 skupiny nemocnyeh schizofrenii
(bodovy graf § ragresni piimkow; R?, kosficient detemninace, "™ p< 0,01).
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Graf 4 Sérova koncentrace glycinu - srovndni 1. a 4. skupiny nemocnych schizofrenll rozdélens
dle hodnaty celkového skiru SANS {krabickovy graf, ** p < 0,01).
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Graf 5: Sérova koncentrace serinu - srovnani skupiny zdravich dobrovolnikd a skupiny nemocnych schizofrenii
{krabitkovy graf; ** p< 0,01).
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Graf 6: Vrish sérové koncentrace serinu a calkovahe skoru SANS u skupiny nemocnych schizofrenti
(bodovy graf s regresni piimkou; R, kosficient determinace; ** p < 0.01),
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Diskuze

U souboru 50 ambulantné lédenych nemocnych schizofrenii jsme ve srovndni s vékove
a pohlavim zparovanym souborem 30 zdravych dobrovolnik nezjistili rozdil v hodnoté
sérové koncentrace D-serinu. Nepotvrdili jsme tak nag pfedpoklad laboratomé detekovatelné
zmény sérové koncentrace D-serinu u schizofrenie (hypotéza 1). U nemocnych jsme naopak
nalezli sniZenou sérovou koncentraci serinu a vyisi hodnotn poméru D-serin/serin. Nepaodafilo
se tedy potvrdit vysledky pfedestych studif, ve kterych byla vrozporu snadimi ndlezy
u nemocnych schizofrenii zjidténa sniZend sérovd koncentrace D-serinu 13, 53], zvySena
koncentrace serinu a niz$i procentualni zastoupeni D-serinu v serinu [13]. U nemoenych jsme
nezaznamenali predpokladany inverzni vztah mezi hodnotou sérové koncentrace D-serinu
a intenzitou negativnich piiznakii {hypotéza 3). Sérova koncentrace D-serinu nesouvisela
ani s intenzitou pozitivaich piiznakd.

S inenzitou negativnich piiznakdl naopak negativné asociovala hodnota - sérové
koncentrace serinu. PEtomnost vyraznéjsi negativni symptomatiky tak byla u nemocnych
spojena s nizéi koncentraci serinu a vy3iim podilem D-serinu v serinu v krevnim séru.
Tento nilez nehyl zatim v literatufe publikovan a mohl by souviset s ucinky agonistii NMDA
receptoru na negativni piiznaky [7, 21, 43, 45].

V klinickych studiich byly ve srovadni s nepsychotickymi nemocnymi nebo zdravymi
subjekty u nemocnych s psychézou [47, 48, 49, 50] a pozdgji také u nemacnyjch schizofrenii
[2, 31, 40} zjistény vy$si plazmatické koncentrace serinyt @ niz§i plazmatickd aktivita
serinhydroxymetyltransferdzy [48, 49, 50]. V nekterych studifch viak nebyly rozdily
v konceniraei serinu mezi nemocnymi schizofrenii a zdravymi subjekty zaznamenany
ani v plazmé [$, 33, 35} ani v mozkomiZnim moku {35]. Sni¥end sérova koncentrace serinu,
ktera je vsouhlase snasim ndlezem, byla zjidténa jen kdy? byla studovéna u skupiny
nemocnych s rezistentni schizofrenii [42].

Ve srovnani 5 nemocnymi mui jsme u nemocnych Zen nalezli nevyznamne niz3i hodnoty
cérové komcentrace D-serinu, které asociovaly s intenzitou psychopatologie negativné.
Korelace téchto proménnych byly ale jen slabé a statisticky nevyznamne, stejng tak jako vztah
sérovych koncentraci D-serinu a intenzity psychopatologie u muZi. Nalez rozdilu sérovych
koncentraci D-serinu u hemoenych schizofrenii nebo u zdravych subjektd ve vziahu k pohlavi
nebyl zatim literatufe publikovén. Pohlavni rozdily v hodnotach sérovych koncentraci
aminokyselin by mohly byt zplisobeny pohlavrimi odlinostmi hormonalnich profild.

P¥i srovaani hodnot sérovych koncentraci serinu a glycinu jsme pohlavni rozdity ve skuping
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nemocnych schizofenii ani ve skuping zdravych dobrovolniki nezaznamenali. V nadem
souboru se ndm tak nepodafile replikovat nalez zvydené sérové koncentrace serinu u muZd
nemocnych schizofrenii [41]. PH srovndni skupin nemocnych a zdravych Zen jsme nezjistili
rozdily v hodnotich sérovych koncentraci D-serinu, serinu a glycinu. Nemocni muzi méli
ve srovnani se zdravymi muZi vyznamné niZsi sérovou koncentraci serinu, glycinu a vy§si
podil D-serinu v celkovém serinu. Pohlavni rozdily markert glutamatergni neurotransmise
u schizofrenie jsou tak zajimavym tématem pro dal$i vyzkum.

Vztah mezi sérovou koncentraci D-serinu a dysfunkei glutamétergni neurotransmise
Jjako patogenetického faktoru schizofrenie pfedpokladd souvislost mezi Lpoolem™ D-serinu
vmozku a v perifemnich tkanich. Také Klinicky usinek adjuvantni 1é&by D-serinem
na schizofrenni pfiznaky u nemocnych légenych antipsychotiky [21, 43] musi byt spojen
s prichodem periferng podaného D-serinu pies hematoencefalickou bariéru (HEB). V CNS
Je endogenni D-serin syntetizovan vyluéné v astrocytech $edé hmoty mozkoveé [36, 37, 511.
V nizkych koncentracich se ale D-serin vyskytuje i v krevnim séru, slindch a moéi a jeho
syitéza miiZe u savell probihat v perifernich tkénich [11]. Pravdépodobny periferni zdroj
D-serinu jsou jétra, protofe jen v hepatocytech byla zjisténa vyznammd koncentrace
serinracemizy [38]. Mechanizmy transportu D-serinu pies HEB ale nebyly dosud cbjasnény,
Transport nentralnich aminokyselin pfes HEB je limitovan, U D-serinu byl viak prokdzan
preferenéni stereoselektivni transport [3]. D-serin prochézi pres HEB lépe nez glycin
[34, 43, 52] a ve v&t8im mnoZstvi pronikd do mozku i ve srovnani s L-serinem. Souvislost
mezi ,poolem™ D-serinu v periferii a v CNS a mo#nost transportu pfes HER potvrzuji
vysledky studif na hlodaveich. Po intraperitonealnim podani D-serinu dochazi u krys
ke zménam hladin D-serinu ve vEech perifernich tkénich a ve viech oblastech CNS [12}.
fe tedy velmi pravdépodobné, Ze existuje pfimy vztah mezi koncentraci D-serinu v krevnim
séru a v CNS. Sérova hladina D-serinu tak miize byt vhodnym perifernim matkerem funk&ni
Grovné glutamatergni neurotransmise v CNS.

U souboru 50 nemocnych schizofrenii Jsme ve srovnani se zdravymi dobrovolniky zjistili
niz8i sérovou koncentraci glycinu a potvrdili jsme tak nas pfedpokiad (hypotéza 2).
Tento vysledek je v souhlase sndlezy niZfich koncentraci glycinu vkrevni plazmé
u nemocnych schizofrenii [33, 40] a moht by svédéit pro zménu metabolizmu glycinu
u schizofrenie. Hodnota sérové koncentrace glycinu u nemocnych v nafem souboru negativna
asociovala s intenzitou negativaich ptiznakii. Potvrdili jsme tak nds pfedpoklad, Ze pfitomnost
vyrazngjsi negativni symptomatiky bude u nemocnych spojena s niz¥ koncentraci glycinu

vkreviim séru (hypotéza 4). Souvislost ni#%i koncentrace glycinu s vy§3i intenzitou
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negativnich pfiznakt byla naznafena ve vysledeich nékterych  Klinickych  studi
[10, 17, 33, 40]. V nadi studii jsme u nemoenych ve srovndni se zdravymi dobrovolniky
nezaznamenali rozdily v hodnoté poméru sérové koncentrace glyeinu a serinu, Nepodafilo
se nam tak replikovat dfve publikované nalezy niZ$i hodnety peméru glycin/serin v keevni
plazmé u schizofrenie [33, 40]. Také vztah mezi sérovou kencentraci glyeinu a dysfunkci
glutamdtergni neurctransmise jako patogenetického faktoru schizofrenie pfedpoklada
souvislost mezi ,poolem® glycinu vmozku a v perifernich tkénich. Klinicky u&inek
adjuvantni 16¢by glycinem 20, 23, 24] fizce souvisi s transportem glycinu pfes HEB. PlestoZe
glycin pronika HEB hilfe neZ D-serin 134, 43, 52|, také periferni podini glycinu vede
ke zvySeni koncentrace giycinu v mozkomiSnim moku [15].

Nalezy sérovych koncentraci D-serinu, serinu a glycinu v klinickych studiich ngjsou
u nemocnych schizofrenii jednotné. MiZe to byt zplsobeno malymi soubory nebo rozdily
v charakteristikach populaci nemocnych, rozdily ve vlivu afinkd antipsychoticke medikace,
dietnich navykd nebo rozdilngmi metodami stanoveni sérovych koncentraci excitacnich
aminokyselin. Jen do dvou studii byle ve srovnani s nadim souhorem zafazeno vice
nemocnych schizofrenii [33, 40}, soubery v ostatnich studiich byly men3i. Do nasi klinické
studie hyli zafazeno 30 nemoenych v ambulantni péci, ktefi byli lédeni pfevaZné
antipsychotiky 2. generace a z klinického hlediska byli ve stabilnim stavu nevyzadujicim
hospitatizaci. V kontrastu s nadimi nalezy byly vy$si sérove koncentrace serinu prokazany
u populace antipsychotiky nelégenych hospitalizovanych a nehospitalizovanych nemocnych
{40] a také u populace akutng hospitalizovanych nemocnych 1é€enych antipsychotiky
1. a 2. generace [2]. Hashimoto rozdily v sérovych koncentracich D-serinu a serinu mezi
skupinou antipsychotiky lédenych a nelétenych nemocnych schizofrenii nezjistil [13].
v souhlase s nafimi vysledky také nenalezl souvislost sérové koncentrace D-serinu a serinu
s davkou antipsychotika vyjadfenou chlorpromazinovym ckvivalentemn [13]. Nalez sniZeni
sérové koncentrace serinu po léb& antipsychotiky 1. generace byl ale jiZ publikovan [40]
a viiv farmakoterapie na nase vysledky nelze vylougit. ‘

Prestoze nebyl u nemocnych schizofrenii prokézan vliv laénéni na plazmatickou
koncentraci glycinu a serinu [3], mdZe byt koncentrace aminokyselin v krevnim séru
ovlivnéna piijmem aminokyselin obsazenych v potrave [8]. V nékterych klinickych studiich
byla ke stanoveni sérovych koncentraci aminokyselin od subjektli odebirdna krev nalaéno
po predchozi specidlni dietg [2, 42]. V jinych studiich odb&ru nalatno Zadna dietni opatfeni
nepfedchazela [13, 33]. Vnadi studii jsme vzorek kive odebirali rdno po notnim

12 hodinovém lagnéni. Primémé sérové koncentrace D-serinu u nemocnych a zdravych
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v nadi studii byly ve srovnani s hodnotari zji§tnymi stejnou metodou (HPLC), bez predchozi
specidlni diety a v podobné velkém souboru nemocnych a kontrol [13] niZ8i. PH srovnani
s koncentracemi zji#ténymi u nemocnych po piedchozi speciaini diets {2, 42} byla u nadich
nemocnych niZdf také priméma koncentrace glycinu a serinu, Primémé hodnoty sérovych
koncentraci D-serinu, serinu a glycinu se v nasi studii u skupiny nemocnych schizofrenii
a skupiny zdravych dobrovolniki pohybovaly v mezich laboratornich referentnich hodnot
[33].

Dalii plitinou nekonzistentitich vysfedkil mize byt rozdilng metodika stanoveni sérovych
koncentraci aminokyselin. Senzilivita metody stanoveni miZe byt dfileZitd zejména
u D-serinu, jehoZ fyziologické koncentrace jsou vséru u zdravych lidi velmi nizke.
V publikovanych Klinickych studiich byla ke stanoveni plazmatické koncentrace serinu
pouZita plynovd chromatografie [49], ionexovd chromatografie [33, 35], plynova
chromatografie a hmotnostni spekirometrie [2] a vysokotlaka kapalinova chromatografie
[5, 49]. V nadi studii jsme stanovovali sérové koncentrace aminokyselin pomoci
vysokovykonné kapalinové chromatografie (HPLC) stging tak jako ve studiich,
JejichZ vysledky jsou v rozporu s na$imi nalezy {13, 40, 53). N&§ nalez ni?% koncentrace
serinu. u nemocnych schizofrenii pfi pouZitf stejné metodiky HPLC koresponduje

jen s vysledkem studie Tortorelly [42].

Zavér

Viéto praci jsme se snazili u nemocnych schizofrenii prokdzat souvislost sérovych
koncentraci D-serinu a glycinu, potencionalnich biochemickych markerii glutamatergni
dysfunkce v CNS, s pfitomnosti a intenzitou negativnich ptiznaki. U nemocnych jsme
potvrdili hypotézu negativni asociace sérové koncentrace glycinu s intenzitou negativnich
pfiznakil. Sérova koncentrace glycinu byla u nemecnych ve srovndni se zdravymi subjekty
niz8i. U pemocnych jsme ale nenalezli vztah mezi sérovou koncentraci D-serinu
a intenzitou negativnich pkznakd ani pfitomnost ni%% sérové koncentrace D-serinu
ve srovadni se zdravymi subjekty. U nemocnych byl vy88i podil D-serinu v serinu pii niz§
hodnoté sérové koncentrace serinu, ktera negativnd asociovala s intenzitou negativnich
piiznakii. Tento ndlez je v rozporu s vysledky vétSiny dosud publikovanych studii a miZe
souviset s odlidnou laboratorni metodikou nebo rozdilnou populaci nemocnych, Lze ho viak

dat do souvislosti s ii¢inky agonisti NMDA receptorn na negativii piiznaky,
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Objasnéni rozdili v nalezech sérovych koncentraci D-serinu, serini a glycinu
mda u nemocnych schizofrenii velky prakticky vyznam. vzhledem k perspektivé 1é¢by agonisty
NMDA receptori. Pro pozndni role dysfunkee glutamdtergniho systému v patogenezi
schizofrenie je dilleZité stanoveni biochemickych markertt funkni arovné tohoto systémus
v CNS. Hledni vztzhu sérovych koncentraci excitaémich aminokyselin ke specifickym
psychopatologickym dimenzim umoZni laboratorni a klinickou diferenciaci schizofrennich
psychdz. Predpoklidame, #e stanoveni biochemickych a klinickych profild povede
k identifikaci specifickych subtypi schizofrenie. Formulovéni takové typologie umoZni
cilenou 1é¢bu na ovlivnéni glutamatergni dysfunkee v CNS. Vysledky nadi studie posiluji
vyznam stanoveni sérové koncentrace glycinu pfi hleddni subtypu schizofrenniho onemocnéni

s pfevahou negativnich pfiznakd.
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