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 Souhrn 
 
Práce je zaměřena na roli NR1 podjednotky N-methyl-D-aspartátového receptoru 
v patofyziologii schizofrenie. Význam této podjednotky jsme studovali v animálním 
modelu, kde byly potkanům (kmene Wistar) do hipokampů aplikovány antisense 
oligodeoxynukleotidy (aODN) proti NR1, NR2A a NR2B podjednotkám (všechny 
kombinace). V chování jsme se zaměřili na změny v sensorimotorickém zpracování 
informací, hodnocené pomocí prepulzní inhibice úlekové reakce. Posléze jsme 
hodnotili exprese proteinů jednotlivých podjednotek a také exprese proteinů 
postsynaptické density (PSD-93, PSD-95). Výsledky našich experimentů ukázaly, že 
ani jedna z aplikovaných kombinací aODN nevyvolá významnou změnu prepulzní 
inhibice. Jedním z nejdůležitějších výsledků je statisticky významný pokles exprese 
PSD-95 ve skupinách s aplikací aNR2B a aNR2B.Další část disertační práce je 
věnována post mortem studii, kde jsme hodnotili expresi panNR1 podjednotky a 
jejích sestřižených variant na úrovni mRNA a proteinu v hipokampech pacientů, kteří 
trpěli schizofrenií a v hipokampech kontrol. V expresi mRNA panNR1 se ukázalo, že 
rozdíly mezi levým a pravým hipokampem jsou významně větší u pacientů než u 
kontrol. Sestřižené varianty na úrovni mRNA ukázaly pokles dvou izoforem (NR1-2, 
NR1-4) u pacientů oproti kontrolám. Exprese proteinů panNR1 i varianty NR1C1  
vykázaly statisticky významnou interakci laterality a pohlaví. V levém hipokampu 
pacientů mužů byl významný pokles panNR1 oproti kontrolám.Poslední část práce je 
zaměřená na význam regulátoru proteinové signalizace 4 (RGS4) v patofyziologii 
schizofrenie. Zde jsme v neuroblastomové buněčné linii hodnotili vliv snížené exprese 
genu RGS4 na expresní profil buněk. Výsledky ukázaly změnu exprese 67 genů, 
přičemž zde byly dvě funkční skupiny. Jedna byla tvořena geny pro histony a druhá 
geny pro transkripční faktory. Druhá skupina je však diskutabilní vzhledem k použité 
buněčné linii. Vztah snížené exprese RGS4  k neurotransmiterovým systémům 
tradičně spojovaným se schizofrenií jsme na genové úrovni nepotvrdili. 
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 Summary  
 
Our work is focused on the role of NR1 subunit of N-methyl-D-aspartate receptor in 
pathophysiology of schizophrenia. In animal model using separately or in 
combination, antisense oligodeoxynucleotide (aODN) for NR1, NR2A and NR2B 
subunit of NMDAR, we affected expression of these proteins in rat hippocampus. We 
assessed prepulse inhibition of acoustic startle reaction (PPI) in rats and protein 
expression of NMDAR subunits and expression of PSD proteins. There were 
significant differences in expression of PSD-95 and NR1 between groups. Application 
of aODN (NR2A, NR2B) was associated with a significant decrease of PSD-95. PPI 
and expression of NR2A, NR2B and PSD-93 were not changed after aODN 
application.The next part of the work concentrates on a human post mortem study. To 
assess actual changes in the expression of the NR1 subunit and its isoforms, we 
measured absolute differences in the levels of mRNA/protein for panNR1, as well as 
the individual mRNA/protein isoforms in the post mortem left/right hippocampus of 
patients with schizophrenia in comparison with non-psychiatric subjects. There were 
no significant differences in the panNR1 subunit mRNA expression, but the absolute 
left/right differences were much more pronounced in the patients with schizophrenia. 
The expression of splice variants in the mRNA level indicated decrease of the NR1-4b 
and NR1-2b isoform in the hippocampus of schizophrenic patients. Expression of 
NR1 and NR1 C1 showed significant interactions of laterality and sex. Protein levels of 
the NR1 subunit in the left hippocampus in male schizophrenic patients were lower 
than controls. The last part of the work is focused on the role of regulator of G protein 
signalization 4 (RGS4) in pathophysiology of schizophrenia. To elucidate this role of 
RGS4 we silenced RGS4 using siRNAs in human neuroblastoma cell lines and we 
studied the effects of differential RGS4 expression by microarray.The cell lines with 
downregulated expression of RGS4 showed 67 genes with changed expression. We 
have detected two functional subgroups of genes which might be implicated in 
schizophrenia pathophysiology: histone genes and genes for transcription factors. The 
changes in TF expression observed in our experiment might be a side effect of the 
neuroblastoma cell line used. We did not detect changes in expression of any of the 
genes directly connect with neurotransmiter systems associated with schizophrenia. 
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PŘEHLED POUŽÍVANÝCH ZKRATEK 
 
 
ACC                                     anterior cingulate cortex 

ADCPYAP1R1 (PAC1)       adenylate cyclase-activating polypeptide 1 receptor 

AMPA                                  2-amino-3-(5-methyl-3-oxo-1,2-oxazol-4-yl)propanoová 

                                              kyselina      

aODN                                   antisense oligodeoxynucleotide 

ASR                                      acoustic startle reaction 

ATCC                                   American Type Culture Collection 

ATF5                                    activating transcription factor 5 

BDNF                                   brain derived neurotrophic factor 

BSA                                      albumin from bovine serum 

CNVs                                   copy number variations 

COMT                                  katechol-O-methyl transferáza 

DISCI1                                 disrupted in schizophrenia 1 

DLPFC                                 dorsolateral prefrontal cortex 

DMEM                                 Dublecco´s Modified Eagle´s Medium 

DSM-IV                               Diagnostic and Statistic Manual 

EDTA                                   ethylenediaminetetraacetic acid 

ERG1                                    early growth response 1 

FCS                                      fetal calf serum 

GABA                                   kyselina γ-aminomáselná 

GAD67                                 dekarboxyláza kyseliny glutamové, izoforma 67 kDa 

GPCR                                   G protein-coupled receptor 

GPR50                                  G protein-coupled receptor 50 

5-HT                                      serotonin (5-hydroxytryptamin 5-HT) 

HVJ                                       hemagglutinating virus of Japan 

IEG                                        immediate early gene 

LTP                                       dlouhodobá potenciace 

NMDAR                               N-methyl-D-aspartátový receptor 

mGluRs                                metabotropní glutamátové receptory 

MK-801                                dizocilpin  

MKN-10                               mezinárodní klasifikace nemocí 
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MT1                                    melatoninový receptor 

MT2A                                 metallothionein 

NCBI                                  National Center for Biotechnology Information 

PCP                                     phencyklidin 

PFC                                     prefrontální kortex 

PKC                                     protein kináza C 

PMI                                      post mortem interval 

PMSF                                   phenylmethylsulfonyl fluoride 

PPI                                       prepulzní inhibice akustické úlekové reakce 

PSD-95/93                            protein postsynaptické density 95/93 

PTMs                                    posttranslační modifikace 

RGS4                                    regulátor G-proteinové signalizace 4 

RRR                                      retenční signál ER 

RT-PCR                                 real time polymerase chain reaction 

siRNA                                   small interfering RNA 

SNPs                                     single nukleotide polymorphysms 

TBS-T                                    tris buffered saline - tween 

TF                                          transkripční faktory 
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1 ÚVOD 

1.1 SCHIZOFRENIE 

Schizofrenie je devastující psychické onemocnění postihující celosvětově 

zhruba1 % populace. Podle světové zdravotnické organizace trpí v současné době 

schizofrenií přibližně 24 milionů jedinců, přičemž asi polovina těchto pacientů 

nedostává patřičnou léčbu. O schizofrenii je lépe uvažovat ne jako o jednotlivém 

onemocnění, ale jako o skupině syndromů, které se liší souborem znaků a symptomů 

(Bleuer, 1911) s odlišnou patogenezí. Jedná se o onemocnění s chronickým 

průběhem, vyznačující se významným funkčním postižením a zhoršenou kvalitou 

života. U 25- 50 % pacientů se schizofrenií je zaznamenán pokus o sebevraždu, 

přičemž 4-13 % pacientů sebevraždu dokoná (Meltzer, 2001). Přestože je dnes 

prognóza pacientů s psychotickými onemocněními daleko lepší než v dobách 

Kraepelina, stejně se asi dvě třetiny pacientů se schizofrenií nevrátí do stádia 

fungování, v jakém byli před nemocí (Addington et al., 2003).  

 

1.1.1 Symptomatologie schizofrenie 

Schizofrenie je značně heterogenní onemocnění, kde nacházíme velkou 

variabilitu příznaků. Klinicky je charakterizována pozitivními symptomy, negativními 

symptomy, příznaky dezorganizace a taktéž kognitivním deficitem (Andersen et al., 

1998). Pozitivní symptomy zahrnují sensorické poruchy, jako jsou zejména sluchové, 

vizuální, čichové nebo hmatové halucinace a poruchy v obsahu myšlení, jako jsou 

bludy – často s persekuční či nihilistickou tematikou. Dále je mezi pozitivními 

symptomy uváděn dezorganizovaný proces myšlení, který má za následek alogiku řeči 

i neverbálního projevu. Negativní symptomy typicky zahrnují sníženou či nepatřičnou 

expresi emocí, pokles iniciativy, ochuzení řeči, lhostejnost v běžných příjemných 

aktivitách a sociální stažení. Kognitivní deficity u schizofrenie zahrnují snížení 

obecně intelektuálních funkcí, deficit pracovní paměti, špatné exekutivní funkce a 

snížení pozornosti (Rosenberg et al., 2003). Jednou z univerzálních patologií tohoto 

onemocnění je poškození synaptické konektivity, což bylo nalezeno u mnoha pacientů 

post-mortem, toto také nepřímo potvrzují zobrazovací metody na funkční a strukturní 

úrovni (Selemon a Goldman-Rakic, 1999). Mezi nejvíce konsistentní abnormality 
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v oblasti struktury patří volumetricky nalezená redukce mediálního temporálního 

laloku (přesněji: hipokampální formace, subikula, parahipokampálního gyru) (Ross et 

al., 2006). K diagnostice jsou používána kriteria zanesená v MKN-10 (International 

Classification of Disease, ICD-10, dle Světové zdravotnické organizace) nebo DSM-

IV (Diagnostic and Statistic Manual, dle Americké psychiatrické organizace). U 

schizofrenie také hovoříme o subtypech nemoci, jež jsou charakterizovány souborem 

dominujících příznaků (Tabulka 1).  

 

 

Tabulka 1 
 

Subtyp 
schizofrenie 
 

  Dominující příznaky 

Paranoidní Halucinace a bludy 
Halucinace: sluchové verbální, imperativní (někdy též taktilní), 
tělové, viscelární, čichové, chuťové 
- vkládání/odebírání myšlenek 
Bludy: vztahovačné, persekuční 

Hebefrenní 
 
v DSM-IV 
Dezorganizovaná 

Změna afektivity, emotivity a poruchy chování – nepřiléhavost 
chování  a emocí 
Inkoherentní řeč, dezorganizované myšlení 
 

Katatonní Poruchy psychomotoriky 
Přehnaná excitovanost a hyperkinese vs. stupor (doprovázený 
negativismem, mutismem, nástavami a povelovým 
automatismem)  

Nediferencovaná Splňuje diagnostická kriteria pro schizofrenii, v symptomatologii 
nepřevládají příznaky žádného z uvedených typů 

Reziduální Chronická fáze onemocnění – převaha negativních příznaků 

Simplexní Negativní příznaky: emoční oploštění, pokles výkonnosti (ztráta 
zájmu, výrazná apatie a sociální stažení, autismus) 
Pomalu postupující změny chování, selhávání v běžných 
situacích 
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1.2 Schizofrenie - Průběh onemocnění 

V průběhu onemocnění schizofrenií existuje značná variabilita. Největší 

proměnlivost pak vykazují počáteční stádia nemoci. Nemoc může probíhat v atakách, 

kde dochází k nárůstu defektu, nebo je defekt stabilní. Popřípadě jsou ataky 

následovány částečnou či úplnou remisí. Další variantou je chronický průběh bez 

přechodných zlepšení. Onemocnění probíhá charakteristicky ve fázích: premorbidní, 

prodromální, akutní a chronické, přičemž tyto fáze jsou spojeny s korespondujícími 

neurovývojovými změnami (Lieberman, 1999). Pro premorbidní fázi je typická 

přítomnost sociálních a kognitivních odchylek, které jsou však stabilní, vedle toho se 

často objevují jemné neurologické abnormality (Davidson et al.1999). Přechodem do 

prodromálního období končí stabilita, nastupují nespecifické příznaky (kolísavá 

úzkost, hloubavost, vztahovačnost, depresivní nálada), zhoršuje se psychosociální 

poškození. Nástupem psychózy začíná období cyklických zhoršení a remisí, taktéž 

pokračuje úbytek funkčních schopností. Střídání remisí a relapsů může být 

následováno stabilizací onemocnění do trvalé remise, jindy do remise s reziduálními 

příznaky. Akutní fáze může však také přejít do fáze chronické, kdy je diagnostikována 

reziduální schizofrenie. 

 

 

1.3 ETIOLOGICKÉ FAKTORY 

1.3.1 Genetika  

Schizofrenie má silnou genetickou komponentu, přičemž heritabilita, 

prokázaná na základě rodinných a dvojčecích studií, je ~ 0,8 (Merikangas a Risch, 

2003). U monozygotních dvojčat je uváděn poměr shody od 35 % do 58 % a u 

dizygotních dvojčat pak od 6 do 26 % (Trimble a George, 2010). Není zde však 

jednotlivý gen, který by generoval silný účinek, a tak u schizofrenie hovoříme o 

polygenním základu. Nejlépe popsaným molekulárně genetickým nálezem je u 

schizofrenie asociace s delecí na chromozomálním úseku 22q11.2, přičemž 20-30 % 

dospělých nositelů této delece trpí schizofrenií (Murphy et al., 1999). Hlavními 

metodickými přístupy v genetice schizofrenie jsou:  nejtradičnější - klinické 

sledování; genetická epidemiologie; segregační analýza. Z novějších metod se pak 
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jedná o cytogenetiku používající karyotypování (viz nález delece v úseku 22q11.2).   

Dále jsou to: vazebné studie založené na hledání regionů v rámci genomu, jejichž 

dědičnost je přítomná u postižených jedinců v rámci rodinných stromů; asociační 

studie hledající v genomu místa, která se liší frekvencí u schizofrenie a u kontrol; 

kandidátní geny, které jsou studovány na základě a priori hypotéz o etiologii 

schizofrenie. U mnoha těchto genů jsou nacházeny odlišné expresní profily a/nebo 

jednobodové záměny nukleotidů (SNPs). Jiný pohled pak přináší hledání abnormalit 

počtů kopií jednoho nebo více úseků DNA (copy number variations – CNVs). Přehled 

hlavních genetických studií schizofrenie viz (Obrázek 1). 

Kandidátní geny jsou rozdělovány dle různých kriterií. Jednou z možností je 

rozdělení na základě chromozomálního umístění. Pak lze hovořit o genech, jež jsou 

uloženy na chromozomálních regionech dříve spojovaných se schizofrenií (Schwab a 

Wildenauer, 2009).  Autoři studie do této skupiny genů zařadili Neuregulin 1 (NRG1) 

– vůbec první popsaný kandidátní gen při použití této poziční aproximace (Stefansson 

et al., 2002). Do této skupiny patří též dystrobrevin vázající protein 1 (dysbindin), 

spojený s oblastí 6p22.3, který byl poprvé popsán u 265 Irských rodin (Straub et al, 

1995) a regulátor G-proteinové signalizace 4 (RGS4), který leží v oblasti 1q23.3. 

Tento gen byl primárně studován díky post-mortem  nálezům snížené exprese 

(mRNA) v různých oblastech mozku pacientů se schizofrenií (Mirnics et al, 2001). 

Dále je do této skupiny zařazován aktivátor oxidázy D-aminokyselin (DAOA) 

spojený s chromozomem 13 (Blouin, 1998) a gen pro fosfatidylinositol-5-fosfát-4-

kinázu typu II-α (PIP4K2A) ležící na chromozomu 10p12.2, což je oblast opakovaně 

spojovaná se schizofrenií (DeLisi et al, 2002; Schwab et al., 1998). Motivací pro 

studium dalších genů byla farmakologická či biochemická asociace s nemocí. Do této 

skupiny lze určitě zařadit geny pro dopaminové receptory. Přesto, že existuje mnoho 

negativních studií, obsáhlá metaanalýza postavená na genové databázi ukázala, že 

varianty D1, D2 a D4 receptorových genů vykazují silný doklad o asociaci se 

schizofrenií (Allen et al., 2008).  Dále lze do této skupiny zařadit protein kinázu B 

(AKT1), která hraje klíčovou roli v intracelulární signalizaci. Bylo popsáno i spojení 

AKT1 signalizace s dopaminergním systémem (Tan et al, 2008). Taktéž byl ukázán 

epistatický vztah s funkčním polymorfismem catechol-O-methyltransferázy (COMT), 

který je jedním z enzymů degradujících katecholaminy. Dalším kriteriem pro zařazení 

mezi kandidátní geny mohou být strukturální změny na chromosomech. Zde je 
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typickým zástupcem gen pro „Disrupted in schizophrenia 1“ (DISC1), v jehož případě 

dochází k regionální chromozomální translokaci, tato genová odlišnost je pak spojena 

s psychózou (Clair et al., 1990).  Jak bylo zmíněno dříve, genetické riziko se neopírá o 

jednotlivý lokus, což podporují segregační analýzy a taktéž vazebné studie (Carter a 

Chung, 1980). Proto se zdá být dobrým přístupem při pohledu na genetiku 

schizofrenie sledování epistatických interakcí.  Prasad ve své práci zmiňuje u 

schizofrenie epistatické interakce objevující se u genů pro dysbindin, NRG1, DISC1,  

DAOA, AKT1 ve vztahu ke COMT (viz dříve popsané) (Prasad et al., 2010).  Dalším 

zmíněným genem je pak gen GAD1 (gen pro dekarboxylázu kyseliny glutamové - 

isoformy 67-kDa GAD67), klíčový enzym v syntéze kyseliny γ-aminomáselné 

(GABA). Je zde popsána epistatická interakce SNPs GAD1 a COMT (Straub et al., 

2007). Gen pro metabotropní glutamatergní receptor 3 (GRM3) je také asociován 

s variantami COMT (Tan et al., 2007).  Přehled prací týkajících se genetické asociace 

glutamaterních receptorů a transportérů glutamátu se schizofrenií publikoval Cherlyn 

et al., 2010 (Tabulka 2).  Genetická etiologie schizofrenie je široce akceptovaným 

konceptem, nicméně environmentální faktory jsou pro vyvolání nemoci nezbytné 

(Gottesman, 1990). 

 
Obrázek 1 
Přehled hlavních genetických studií provedených u schizofrenie. Červeně – vazebné 
studie (meta-analýzy); zeleně – asociační studie; modře – studie CNVs a fialově – 
kandidátní geny (převzato z Girard et al., 2011). 
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Tabulka 2 
Souhrn nálezů genetických asociačních studií glutamaterních receptorů a transportérů 
glutamátu, počet pozitivních studií/ celkový počet studií. 

Zkratky: NMDA  – N-methyl-D-aspartátový receptor, GRIN1-3B – glutamátový 
ionotropní receptor NMDA1-3B; AMPA  – (2-amino-3-(5-methyl-3-oxo-1,2-oxazol-
4-yl)propanoová kyselina), GRIA1-4 – glutamátový ionotropní receptor AMPA1-4; 
Kainátové – GRIK1-5 – glutamátový ionotropní receptor kainátový; Met.GluR – 
Metabotropní glutamátové receptory, GRM1-8 – glutamátový metabotropní receptor; 
Glu.Transport  – glutamaterní transportéry, SLC1A1-12 – solute carrier family.  

(Cherlyn et al., 2010 – upraveno) 

 

Studovaný 
gen                

Pozitivní nálezy 
u schizofrenie 
 

Studovaný gen               Pozitivní nálezy 
u schizofrenie 

NMDAR 
GRIN1 

  
4/7 

Met. GluR 
GRM1 

 
NA 

 
GRIN2A 

 
3/5 

 
GRM2 

 
0/1 

 
GRIN2B 

 
6/7 

 
GRM3 

 
5/10 

 
GRIN2C 

 
0/1 

 
GRM4 

 
1/2 

 
GRIN2D 

 
1/2 

 
GRM5 

 
1/1 

 
GRIN3A 

 
0/1 

 
GRM6 

 
NA 

 
GRIN3B 

 
NA 

 
GRM7 

 
3/4 

AMPA 
GRIA1 

 
1/1 

 
GRM8 

 
1/2 

 
GRIA2 

 
0/1 

Glu Transport 
SLC1A1 

 
0/1 

 
GRIA3 

 
1/1 

 
SLC1A2 

 
1/1 

 
GRIA4 

 
1/3 

 
SLC1A3 

 
0/1 

Kainátové 
GRIK1 

 
NA 

 
SLC1A4 

 
NA 

 
GRIK2 

 
0/1 

 
SLC1A5 

 
NA 

 
GRIK3 

 
3/5 

 
SLC1A6 

 
1/1 

 
GRIK5 

 
0/1 

 
SLC1A12 

 
0/1 
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1.3.2 Environmentální rizika 

Existuje široká škála nepříznivých událostí, hlavně během časného vývoje, 

které byly asociovány se zvýšením rizika rozvoje schizofrenie (Lewis a Levitt, 2002). 

K těm nejrobustnějším patří u jedinců se schizofrenií v in utero historii se zvýšenou 

frekvencí nacházená malnutrice matky během prvního trimestru (Susser a Lin, 1992) 

a chřipková infekce v druhém trimestru (Sham et al., 1992). Dále jsou zmiňovány 

komplikace během porodu (Geddes a Lawrie, 1995), které mohou být spojené 

s hypoxií. Ta může mít rovněž za následek poškození procesu prořezávání nezralých 

kortikálních synapsí (Cannon et al., 2002). Dále pak perinatální poškození mozku, 

inkompatibilita v Rh faktoru (Hollister et al., 1996), či prenatální stres (Myhrman et 

al., 1996). Velikost účinku asociovaná s těmito prenatálními rizikovými faktory je 

obvykle malá, což indikuje, že pravděpodobně nejsou samostatnými kauzálními agens 

(Jones a Bucley, 2006). Z širší perspektivy se ukazuje, že epigenetické modifikace 

jsou hojně regulovány během pozdního prenatálního a časného postnatálního 

vývojového období lidského mozku (Akbarian, 2010). Mezi později přicházejícími 

rizikovými faktory je pak popisován vliv kanabisu, přičemž efekt je dávkově závislý 

(Moore et al., 2007). Neurobiologické následky užívání kanabisu jsou obdobné těm, 

které se vyskytují u lidí se schizofrenií, tedy změny v aktivitách dopaminergních, 

GABAergních a glutamatergních neuronů (Moore et al., 2007).  Na základě těchto 

skutečností je etiologie schizofrenie modelována jako interakce různých suspektních 

genů a enviromentálních faktorů. 

Pohled na schizofrenii jakožto na chorobu neuronálního vývoje se mimo jiné 

opírá o zpoždění mezi etiologicky signifikantní environmentální událostí a objevením 

se nemoci klinicky. Koncept neurovývojového základu schizofrenie je potom také 

podepřen množstvím pozorovaných jemných poruch motorických, kognitivních a 

sociálních funkcí během dětství a dospívání u jedinců, kteří později onemocněli 

schizofrenií (Lewis a Levitt, 2002).  
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1.4 NEUROCHEMICKÉ MECHANISMY SCHIZOFRENIE 

 

1.4.1 Dopaminergní systém 

Dopaminergní systém byl zhruba padesát předešlých let v rámci hypotéz 

schizofrenie dominantní cestou, kterou se ubíral výzkum tohoto onemocnění.  

Dopamin patří mezi katecholaminny a aktivuje pět typů dopaminových receptorů. 

Schopnost antipsychotik blokovat dopaminové receptory (D2 receptor) koreluje lépe 

než ostatní biochemické účinky s jejich působením na psychotické symptomy (Snyder 

et al., 1974). Dopaminergní hypotéza tedy vychází z předpokladu, že schizofrenie je 

spojena se zvýšenou aktivitou neurotransmiteru dopaminu v CNS, a že neuroleptika 

tedy tuto aktivitu redukují. Výsledky studií zabývajících se genetickou variabilitou 

COMT ukázaly, že nositelé některých variant (specificky Val varianty) mají zvýšené 

riziko rozvoje schizofrenie (a také je tato varianta spojena s jak strukturálními, tak 

funkčními změnami mozku u pacientů se schizofrenií) (van Haren et al., 2008; Ross et 

al., 2006). Nicméně tato hypotéza má své limity. Ukazuje se, že současně koexistují 

kortikální hypodopaminergie a subkortikální hyperdopaminergie, přičemž 

mechanismy, které jsou podkladem těchto dopaminergních abnormalit, nejsou 

detailně známy. Dále pak dopaminergní dysfunkce dobře vysvětluje ze tří skupin 

symptomů pouze symptomy pozitivní. Omezená distribuce dopaminových neuronů 

v mozku se ukazuje být dalším limitujícím faktorem této hypotézy, jelikož 

v obecnějším rámci zahrnuje etiologie schizofrenie dysfunkce mnoha kortikálních a 

subkortikálních oblastí. Hlavní argumenty pro a proti dopaminergní hypotéze uvádí 

Trimble a George (2010).   

Argumenty pro dopaminergní hypotézu:  

1) amfetaminem indukovaná psychóza vyvolává schizofrenii podobné 

onemocnění  

2) amfetamin zhoršuje schizofrenii;  

3) látky, které blokují dopaminové receptory, fungují antipsychoticky 

4) post – mortem studie a endokrinní studie 

5) animální modely dopaminergního agonismu se blíží schizofrenii a vykazují 

reversibilitu dopamin blokujícími látkami.  
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Argumenty proti:  

1) časový prostoj mezi administrací dopaminového blokátoru a klinickou 

odpovědí 

2) agonisté dopaminu mají nekonsistentní vliv na psychózu 

3) přímý důkaz zvýšení dopaminové aktivity je nedostatečný.  

 

1.4.2 Serotonergní systém 

Serotonin (5hydroxytryptamin 5-HT) je jedním z nejdéle známých 

neurotransmiterů a jeho aktivita se uplatňuje díky vazbě na různé membránové 

receptory. 5-HT receptory díky vlivu na neurotransmitery, integritu synapsí a 

plasticitu neuronů hrají roli v psychóze, kognici a také náladě (Cooper et al., 2003). 

Jednobodové záměny nukleotidů (single nucleotide polymorphysms - SNPs) 5-HT1A, 

5-HT2A a 5-HT2C  receptorů jsou spojené s psychotickými symptomy, poruchami 

kognice a odpovědí na léčbu u schizofrenie (Masellis et al., 1998; Drago et al., 2008). 

Pozitronovou emisní tomografií byla také zjištěna u jedinců s rizikem schizofrenie 

snížená densita 5-HT2A  receptorů v prefrontálním kortexu (Hurlemann et al., 2005). 

V preklinickém výzkumu je pak role 5-HT receptorů v kognitivních funkcích 

podpořena jejich vlivem na dopaminergní, glutamatergní a GABAegní funkce 

(Meltzer et al., 2003). Nízká dávka 5-HT1A  agonisty, která aktivuje především 

presynaptické 5-HT1A  receptory a snižuje uvolňování serotoninu v synaptických 

terminálách, vykazuje v animálním modelu schizofrenie založeném na aplikaci 

dizocilpinu (MK-801) antipsychotický profil (Sumiyoshi et al., 2008). Augumentační 

terapie 5-HT1A  agonisty ve dvojitě slepé placebem kontrolované studii ukázala na 

zlepšení kognitivních funkcí u pacientů trpících schizofrenií, kteří byli léčeni 

atypickými antipsychotiky (Sumiyoshi et al., 2007).  

 

1.4.3 GABAergní systém 

Kyselina γ-aminomáselná (GABA) je hlavním inhibičním neurotransmiterem 

v CNS, svoji funkci realizuje díky GABA receptorům: ionotropním GABAA a 

GABAC (iontové kanály), a dále metabotropním GABAB  (receptory vázané na G-

proteiny - GPCR). 
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Změny v GABAergní neurotransmisi jsou u schizofrenie opakovaně 

popisovány (Reynolds a Beasley, 2001; Lewis a Moghaddam, 2006). GABAergní 

dysfunkce mohou být přímo spojené s deficitem funkcí pracovní paměti (Lewis et al., 

2004). Pozornost je nyní věnována GABA neuronům, které obsahují parvalbumin. 

Parvalbumin je, stejně jako calretinin a calbindin, vápník vázající protein.  Úbytek 

buněk obsahujících parvalbumin byl nalezen ve frontálním kortexu a v hipokampu 

pacientů trpících schizofrenií. Což podporuje hypotézu GABAergního deficitu, jež 

narušuje v klíčových strukturách, jako je právě hipokampus či frontální kortex, 

uvolňování dopaminu (Trimble a George, 2010). Deficity v GABAergní signalizaci 

jsou v dorsolateralním prefrontálním kortexu (DLPFC) v post mortem studiích 

spojovány se sníženou expresí mRNA dekarboxylázy kyseliny glutamové - isoformy 

67-kDa (GAD67), enzymu jež zodpovídá za syntézu většiny GABA, v subpopulaci 

parvalbumin exprimujících GABAergních neuronů (Mirnics et al., 2000; Thomson et 

al., 2009). Snížená exprese GAD67  byla nalezena též v hipokampu (Knable et al., 

2004). Současné práce ukazují, že změny parvalbuminových neuronů u schizofrenie 

jsou druhotným jevem hypofunkce N-methyl-D- aspartátového receptoru (NMDAR). 

Například NMDAR antagonismus (fencyklidin, ketamin) snižuje expresi mRNA pro 

parvalbumin a GAD67 (Cochran et al., 2003; Behrens et al., 2007). 

 

 

1.4.4 Glutamatergní systém 

V posledních zhruba dvaceti letech se pozornost obrátila k dysfunkcím 

spojeným s glutamatergním systémem v mozku (Kantrowitz a Javitt, 2010). Glutamát 

je hlavním excitačním neurotransmiterem v CNS, svoji funkci realizuje jednak přes 

ionotropní receptory (iontové kanály): NMDA, AMPA (2-amino-3-(5-methyl-3-oxo-

1,2-oxazol-4-yl)propanoová kyselina) a kainátové receptory, a dále přes metabotropní 

receptory - mGluRs. Glutamát je obecně rozšířený neurotransmiter jak v kortexu, tak 

subkortikálně, a tedy přináší pohled na schizofrenii jakožto na poruchu přenosu 

informací, která se děje napříč mozkem. Poruchy glutamatergního systému také 

dokáží vysvětlit negativní a kognitivní symptomy. V minulých letech byly opakovaně 

popsány specifické funkční poruchy glutamaterních receptorů spojené s etiologií 

schizofrenie (Kim et al., 1980; Javitt 1987). 
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Glutamaterní hypotéza se opírá o tvrzení, že hypofunkce tohoto 

neurotransmiteru v kortiko-striatální projekci vyvolává facilitaci thalamo-kortikálního 

okruhu, produkující nárůst senzorických vstupů. Dalším pozorovaným fenoménem je 

pokles poměru signál/šum a nárůst dopaminergního vstupu díky desinhibici ve 

ventrální tegmentální aree v mesencefalu (Lang et al., 2007). Jinou možností je 

generalizovaná desinhibice v kortexu vygenerovaná nesprávným fungováním NMDA 

receptorů v GABAergních interneuronech (Stahl 2007; Lisman et al., 2008).  

Blokáda NMDA receptorů je mechanismus, pomocí kterého antagonisté těchto 

receptorů napodobují symptomy obdobné těm, které se vyskytují u schizofrenie 

(Lodge a Johnson, 1990). Disociativní anestetika jako ketamin nebo fencyklidin 

(PCP) způsobují psychóze podobné chování u dospělých jedinců (Luby et al., 1959). 

Psychotomimetický efekt PCP je způsoben nekompetitivním antagonistickým 

účinkem na NMDA receptor (Javitt a Zukin, 1991). PCP podané zdravým jedincům 

vyvolá stav takřka nerozeznatelný od schizofrenie a u pacientů s diagnózou 

schizofrenie zhorší příznaky nemoci (Itil et al., 1967; Luby et al., 1959). U zdravých 

dobrovolníků vyvolá infuze ketaminu celou škálu schizofreních symptomů (Krystal et 

al., 1994), taktéž psychologických abnormalit spojovaných s tímto onemocněním 

(Umbricht et al., 2000), a také například zvýšený výdej dopaminu v subkortikální 

oblasti (Kegeles et al., 2000). Stabilizovaní pacienti se schizofrenií pak vykazují 

výraznou citlivost na ketamin s tím, že dochází k návratu jejich individuálních 

symptomů nemoci (Lahti et al., 2001). 

mGluRs díky své modulační roli spojují glutamatergní systém s 

dopaminergním a GABAergním (Durand et  al., 2008). V animálních modelech pak 

knockout mGluRs vyvolává neuropatologické změny a taktéž mění chování (Cryan et 

al., 2003).  Nejvíce studovaným glutamatergním receptorem ve vztahu ke schizofrenii 

je v současné době NMDA receptor, viz www. ncbi.nlm.nih.gov/pubmed. 
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1.5 NMDA RECEPTOR 

1.5.1 Stavba 

NMDAR je hetrtomerní protein složený ze dvou ubikviterních NR1 

podjednotek (alternativním sestřihem genu GRIN1 dochází ke vzniku 8 sestřižených 

variant) a dvou NR2 podjednotek (varianty NR2A-D) (Obrázek 2). Přičemž hlavními 

NR2 podjednotkami neuronů prefrontálního kortexu a hipokampálních neuronů jsou 

NR2A a NR2B (Portera- Cailliau et al., 1996). Všechny podjednotky obsahují 

transmembránové domény, extracelulární N konec a intracelulární C konec. 

Klonováním lidské podjednotky NR1 bylo zjištěno, že lidský gen GRINI je složen 

z 21 exonů (Foldes et al., 1993; Zimmer et al., 1995). Extracelulární N konec je 

kódován exonem 4 (21 aminokyselin), exony 20 a 21 kódují domény C konce (C1 a 

C2 kazety) (Tabulka 3). Vždy čtyři podjednotky tvoří iontový kanál, NR1 

podjednotka disponuje vazebným místem pro glycin, přičemž toto místo není 

specifické jen pro glycin, ale mohou jej aktivovat i jiné endogenní ligandy (D-serin, 

D-alanin).  Na NR2 podjednotkách je uloženo vazebné místo pro glutamát. 

V některých oblastech nervového systému mohou být NR2 podjednotky nahrazeny 

NR3 podjednotkami, které existují ve dvou variantách (NR3A a NR3B) (Lynch a 

Guttmann, 2001). Receptor se tedy může poskládat v mnoha různých variantách, což 

těmto jednotlivým variantám také dává odlišné biofyzikální vlastnosti (Monyer et al., 

1994), specifický vzorec pro expresi během vývoje, a také v maturovaném CNS savců 

(Dumas, 2005). Další variabilitu poskytují postranslační modifikace, jako je 

fosforylace, glykosilace, ubiquitinace, které ovlivňují jednak buněčnou lokalizaci, a 

taktéž funkci receptoru (Dingledine et al., 1999). Mnoho studií popisuje 

podjednotkové složení jako hlavní determinantu pro rozmanité vlastnosti NMDAR, 

jako například pro kinetiku kanálu (McBain a Mayer, 1994), pro regulace 

postranslačních modifikací (Kennedy a Manezerra, 2001) a pro intracelulární 

proteinovou asociaci (Wenthold et al., 2003). 

 

 

1.5.2 Funkce NMDA receptorů 

NMDAR  jsou ionotropní receptory pro excitační neurotransmiter glutamát a 

ke své funkci vyžadují přítomnost koagonisty glycinu. Na primární hipokampální 
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kultuře byly popsány dvě varianty aktivace NMDA receptoru a to jednak aktivace 

indukovaná agonistou a spontánní (nezávislá na agonistovi) (Tureček et al., 1997).  

Iontový kanál NMDAR je napěťově závislým způsobem blokován ionty Mg2+  a 

vykazuje vysokou propustnost pro Ca2+. Influx Ca2+iontů spouští kaskády 

intracelulárních dějů, které regulují různé typy neuroplasticity zahrnující dlouhodobou 

potenciaci (LTP), synaptogenezi, tvorbu trnů a nastavení dendritických spojů (Greer a 

Greenberg, 2008;Wayman et al., 2008). Typ zastoupených  NR2 podjednotek kriticky 

ovlivňuje biofyzikální a farmakologické vlastnosti NMDAR, jako je: senzitivita 

k iontům Zn2+, H+ a k polyaminům, pravděpodobnost otevření kanálu, deaktivační 

čas, vodivost kanálu a také interakce s intracelulárními signálními molekulami (Cull-

Candy a Leszkiewicz 2004; Dingledine et al., 1999; Sheng a Kim 2002). Na 

podjednotkovém uspořádání NMDAR je také závislý pozitivní či negativní vliv 

pregnenolon sulfátu (derivát endogenního pregnenolonu) na receptor (Horák et al., 

2006). Alternativní sestřih  NR1 podjednotek ovlivňuje funkci kanálu díky 

rozdílnému zapojení sestřižených variant do rozdílných intracelulárních signálních 

drah (Bradley et al., 2006).  Sestřižené varianty také ovlivňují farmakologické 

parametry, jako je afinita k agonistům, proudová amplituda, modulace Zn2+, 

potenciace polyaminy a regulace pomocí protein kináz C (PKC) (Durand et al. 1993; 

Zheng et al., 1994). N koncová kazeta dává receptoru vyšší proudové maximum, nižší 

afinitu k agonistům a při saturaci gylicinem chybějící potenciaci sperminem a ionty 

Zn2+ (Zukin a Bennett, 1995). C koncová kazeta C1 obsahuje hlavní fosforylační 

místa NR1 (Tingley et al., 1993), přičemž fosforylace je jedním z mechanismů 

regulujících funkci NMDAR (Kutsuwada et al., 1992).  

Díky podjednotkově specializované interakci jsou NMDAR spojeny 

s multiproteinovou postsynaptickou sítí (postsynaptická densita PSD) (Conti et al., 

1999). Do této skupiny proteinů patří PSD-95 a PSD-93, které se váží na C konec 

podjednotek NR2A a NR2B, přičemž protein PSD-95 je spojován se stabilizací 

NMDAR na buněčném povrchu (Roche et al., 2001). Funkčně jsou tyto proteiny 

(PSD-95, PSD-93) guanylátové kinázy, které fungují jako strukturní, a také 

signalizační molekuly (Elias a Nicoll, 2007).  
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Obrázek 2  NMDA receptor (Rang et al., 2001) 
                                           

 
 
 
 
 
 
Tabulka 3  Nomenklatura NR1 sestřižených variant (izoforem) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Sestřižené            Vložené kazety 
 varianty              
                     N(4)      C1(20)     C2(21)    
C2´(21)            
NR1-1a 
 

      -       +      +       - 

NR1-1b      +       +      +       - 

NR1-2a       -        -      +       - 

NR1-2b      +        -      +       - 

NR1-3a      -       +       -       + 

NR1-3b      +       +       -       + 

NR1-4a       -       -       -       + 

NR1-4b      +       -       -       + 
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1.5.3 NMDA receptor v mozku pacientů se schizofrenií 

Studie hodnotící expresi NMDA receptoru na úrovni transkriptu či proteinu 

v různých částech mozku pacientů, kteří trpěli schizofrenií, vykazují variabilní 

výsledky (Tabulka 4).  Za rozdílností výsledků může být použití odlišných metodik a 

taktéž odlišnosti studovaných souborů. Mnoho z post mortem studií také nalezlo 

změny v expresi PSD-95 v různých strukturách mozku (Tabulka 4).  

 

1.5.4 NR1 podjednotka v mozku pacientů trpících schizofrenií 

Exprese NR1 transkriptů byla nezměněna ve frontální oblasti a v parieto-

temporálním kortexu u pacientů se schizofrenií (Akbarian et al., 1996), zvýšená 

exprese transkriptu byla naopak popsána v DLPFC, okcipitálním kortexu a horním 

temporálním gyru (Dracheva et al., 2001; Le Corre et al., 2000). Další práce pak našly 

naopak zvýšenou expresi v DLPFC a v horní temporální oblasti (Sokolov, 1998; 

Humphries et al., 1996). Exprese panNR1 měřená imunoautoradiografií byla 

v orbitofrontálním kortexu nezměněná (Toro a Deakin, 2005), stejně tak pomocí 

western blotu nebyly nalezeny změny v horním temporálním kortexu, DLPFC  a 

anterior cingulate cortexu (ACC) (Kristiansen et al., 2006; Nudmamud-Thanoi a 

Reynolds, 2004). V levém hipokampu byla popsána snížená exprese transkriptu NR1 

(Gao et al., 2000; Law a Deakin, 2001), recentnější práce pak tento výsledek 

nepotvrdila (McCullumsmith et al., 2006). Taktéž proteinová hladina celkové NR1 

hodnocená western blotem neukázala na změny v expresi (Thompson et al., 2003) i 

v další práci, kde byla použita imunoautoradiografie, nebyly nalezeny změny (Toro a 

Deakin, 2005). V levém hipokampu pak byla nalezena in vivo snížená vazba NMDA 

receptoru u nemedikovaných pacientů se schizofrenií (Pilowski et al., 2006). Na 

malém souboru byla zhodnocena exprese panNR1 v talamu, kde se u schizofrenie 

neukázaly změny v expresi (Popken et al., 2002). Zatímco starší práce (Ibrahim et al., 

2000) provedená na souboru starších pacientů nalezla snížení exprese transkriptu 

panNR1. Proteinová exprese NMDA byla studována v dorsomediálním a ventrálním 

talamu, kde ani v jedné ze struktur nebyla u pacientů se schizofrenií exprese panNR1 

změněna (Clinton et al., 2006). V bazálních gangliích bylo nalezeno zvýšení exprese 

transkriptu v substantia nigra (2Mueller et al., 2004), zatímco ve striátu u schizofrenie 

změny nalezeny nebyly (Meador-Woodruff et al., 2001). 
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Tabulka 4 Souhrn post mortem studií zabývajících se expresí NMDA receptoru v mozku 
pacientů trpících schizofrenií. Černé čtverce představují transkribt a červené protein ve 
studiích, kde nebyla změna. Šipky pak značí zvýšení či snížení exprese. Studie označené 
hvězdičkou hodnotily také expresi *PSD-95, ** PSD-95 a PSD-93. (Kristiansen et al., 2007 – 
dopněno o nové studie) 
 

Oblast 
mozku Podoblast NR1 NR2A NR2B NR2C NR2D NR3A Reference 
Kortex Frontální pól      ■ ■ ■ ■  ↓          ↑   (Akbarian et al., 

1996; *Toro a 
Deakin, 2005 

  DLPFC ↑↓■ ■ ■ ■ ■ ■  ■  ↑ ■ (*Dracheva et al., 
2001; Sokolov, 
1998; Mueller et al., 
2004; *Kristiansen 
et al., 2006; Henson 
et al., 2008) 

  ACC ↑ ■  ■  ■  ■    (*Kristiansen et al., 
2006) 

  Temporální ↑↓         ■ (Le Corre et al., 
2000; Humphries et 
al., 1996; 1Mueller 
et al., 2004; 
Nudmamud-Thanoi 
et al., 2004) 

Lalok  Parietální  ■ ■ ■ ■ ■   (Akbarian et al., 
1996) 

  Ocipitální ↑ ↑ ■       (*Dracheva et al., 
2001) 

Hipokampus Hipokampus  ■↓■ ■ ↑■ ■ ■   (*Toro a Deakin, 
2005; 
**McCullumsmith 
et al., 2006; Law a 
Deakin, 2001; Gao 
et al., 2000; Popken 
et al., 2002; Beneyto 
et al., 2007; 
Thompson et al., 
2003) 

Talamus Talamus ↓■ ■ ↑↓ ↓■ ■   (*Clinton et al., 
2004; Ibrahim et al., 
2000) 

  Dorsomediální ■  ■  ↑       (*Clinton et al., 
2006) 

  Ventrální  ■  ■  ■        (*Clinton et al., 
2006) 

Bazální 
ganglia 

Striatum ■ ■ ■ ■ ■   
(Meador-Woodruff 
et al., 2001) 

  Substantia 
nigra 

↑ ■ ■ ■ ■ ■ (*2Mueller et al., 
2004) 

Mozeček Hemisféry ■ ■ ■ ■ ↑   (Schmitt et al., 
2010) 

  Vermis ■ ■ ■ ■ ↑     
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1.5.5 NMDA receptor v animálních modelech schizofrenie 

V rámci animálních modelů schizofrenie spojených s dysfunkcí NMDA 

receptorů lze hovořit v zásadě o třech variantách přístupu: neurovývojové, genetické a 

farmakologické. Neurovývojová hypotéza schizofrenie předpokládá, že poruchy, ke 

kterým dochází během prenatálního/perinatálního vývoje, se mohou v dospělosti 

manifestovat jako onemocnění (Weinberger, 1996). Neurovývojový model 

schizofrenie založený na podání dizocilpinu (MK801) a PCP, antagonistů NMDA 

receptoru, v pozdním fetálním a časném postnatálním období potkanům ukazuje na 

větší úmrtnost neuronů vlivem apoptózy (Ikonomidou et al., 1999). Podání těchto 

látek dospělým potkanům pak zapříčiňuje nárůst neuronální smrti vlivem nekrózy 

s následnou gliózou (Onley et al., 1991).  

Genetický model schizofrenie postavený na hypotéze snížené exprese NMDA 

receptoru vytvořil Mohn (1999). Jedná se o myší linii se sníženou expresí NR1 

podjednotky NMDA receptoru, která je získána díky vnesení genu pro rezistenci 

k neomycinu do 20 intronu lokusu NR1 (Mohn et al., 1999). Vliv inserce byl 

hodnocen na úrovni RNA, kde takto modifikovaná zvířata vykázala expresi NR1 

pouze kolem 10 %, a na úrovni proteinu byla exprese ještě nižší (kolem 8 %). Přičemž 

úplná deficience NR1 proteinu u myší je spojená s perinatální smrtí (Forrest et al., 

1994).  Zvířata se sníženou expresí NR1 vykazovala nárůst motorické aktivity a 

stereotypií obdobné těm, které jsou pozorovány u normálních myší po aplikaci 

antagonistů NMDA receptoru (PCP, MK801), a ke stimulačnímu efektu těchto látek 

byla tato zvířata rezistentní (Mohn et al., 1999). Dále NMDA deficientní myši 

vykázaly deficity v sociálním a sexuálním chování (Mohn et al., 1999). U těchto myší 

byla zvýšená akustická úleková reakce (ASR), a dále deficit její prepulzní inhibice 

(PPI) (Duncan et al., 2004). PPI je markerem sensorimotorického gaitingu a deficit 

PPI byl nalezen u závažných neuropsychiatrických onemocnění, jako je schizofrenie 

(Geyer et al., 2001). 

K objasnění významu NR1 podjednotky přispěl také myší model s genetickou 

mutací v glycinovém místě podjednotky Grin1D481N, tato mutace snižovala afinitu 

pro glycin (Kew et al., 2000; Labrie et al., 2008).  Přičemž tento model představuje 

fenotyp relevantní pro negativní a kognitivní symptomy schizofrenie (Bondi et al., 

2012). 
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Další variantou, jak snížit expresi NMDA, je použít antisense oligonukleotidy. 

Při jednorázové aplikaci komplexu NR1 antisense HVJ-liposomu do šesti míst obou 

hipokampů potkanů bylo western blotem prokázáno snížení exprese NR1 proteinu o 

30 % (Inada et al., 2003). Toto snížení bylo spojeno s poklesem PPI, avšak 

neovlivnilo prostorovou paměť v Morrisově vodním bludišti (Inada et al., 2003).  

V jiné práci, kde byl potkanům injekčně aplikován do obou ventrálních hipokampů 

vektor exprimující antisense RNA pro NR1 podjednotku, tato zvířata vykázala horší 

výsledky v testu vyhýbání se místu než kontroly (Cheli et al., 2006).  

Farmakologické modely pracují s akutním, či chronickým podáním 

antagonistů NMDA receptoru, jako jsou dříve zmíněné látky: PCP, ketamin nebo také 

dizocilpin (MK-801). Podání MK-801 a PCP vyvolává u potkanů deficit PPI a 

zvyšuje akustickou úlekovou reakci (Geyer et al., 2001; Bubeniková et al., 2005; 

Seillier a Giuffrida, 2009). U potkanů bylo popsáno poškození PPI a taktéž 

hyperlokomoce indukované systémovým podáním ketaminu (Páleníček et al., 2011). 

Podrobnější informace o podání NMDA antagonistů v animálních modelech viz 

Bubeníková (Bubeníková et al., 2008). 

NMDA receptory jsou v synapsích propojeny se systémem postsynaptické 

density (PSD), jak bylo popsáno dříve (1.5.2.). Ve farmakologickém modelu 

perinatálního podání PCP byl u 12 denních potkanů popsán signifikantní nárůst 

exprese PSD-95, u 5 týdenních nárůst exprese NR2A, NR1 a také PSD-95, naopak u 5 

měsíčních byl zjištěn významný pokles NR2A,NR2B a PSD-95 (du Bois et al., 2012). 

Protein PSD-95 je kódován genem DLG4, přičemž DLG4 knockout myši vykazují 

deficit synaptické plasticity a poškození prostorového učení (Migaud et al., 1998). 

Gen DLG4 se nachází v oblasti 17p13.1, což je region chromozomu spojovaný se 

schizofrenií (Klei et al., 2005). Další farmakologická studie, kde byl potkanům 

podáván chronicky antagonista NMDA - PCP, ukázala na pokles exprese mRNA i 

proteinu RGS4 (regulátor genové exprese 4) v prefrontálním kortexu (Gu et al., 2007). 

Právě protein RGS4 a jeho genové varianty mohou přestavovat propojení mezi 

alterací glutamaterního systému a změnami dopaminu a dalších neuromodulátorů.  
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1.6 RGS4 – KANDIDÁTNÍ GEN PRO SCHIZOFRENII? 

RGS4 patří mezi regulátory G-proteinové signalizace (RGS), které kontrolují 

časový průběh intracelulární signalizace mnoha receptorů spřažených s G-proteiny 

(GPCRs). Je-li nepřítomen specifický ligand, cytoplazmická doména GPCR je pevně 

navázána na heterotrimer G proteinu složený z Gα,Gβ a Gγ podjednotek. Po navázání 

neurotransmiteru na GPCR dochází k disociaci G proteinových podjednotek.  

Nezávislé podjednotky jsou pak schopné interagovat s buněčnými efektory, a tedy 

dochází k aktivaci nebo inhibici v různých signálních kaskádách. RGS proteiny 

jakožto GTPázové aktivátory zkracují délku intracelulární signalizace mnoha GPCRs, 

jako jsou dopaminové, µ-opioidní, metabotropní glutamátové a muskarinové 

receptory (Ross a Wilkie, 2000). 

Gen pro regulátor G-proteinové signalizace 4 (RGS4) se nachází na lokusu 

1q23, což je jedno se suspektních míst pro schizofrenii v lidském genomu. Dále bylo 

několik SNPs tohoto genu asociováno s tímto onemocněním (Chovandri et al., 2008). 

RGS4 (Obrázek 3) je hojně exprimován v lidském mozku v PFC, struktuře, která je u 

schizofrenie poškozena (Erdeley et al., 2004).  Post mortem studie ukázaly u pacientů, 

kteří trpěli schizofrenií, na snížení exprese RGS4 v mnoha oblastech mozku, a to ve 

frontálním kortexu – superior temporal gyrus (Bowden et al., 2007); prefrontálním, 

motorickém a visuálním kortexu (Mirnics et al., 2001). Snížení exprese mRNA pro 

RGS4 protein se ukázalo jako specifické, jelikož exprese dalších RGS významně 

změněna nebyla (Mirnics et al., 2001). Dále se pak tento nález zdá být specifický 

směrem k diagnóze schizofrenie, při hodnocení PFC pacientů s velkou depresí se 

rozdíly v expresi RGS4 neukázaly. Novější práce nenašla rozdíly v expresi RGS4 

v PFC u pacientů se schizofrenií (Stuart et al., 2008). Další negativní studie (Lipska et 

al., 2006) nicméně ukázala na inverzní korelaci Val158Met genotypu katechol-O-

metyl transferázy (COMT) s expresí mRNA RGS4 v DLPFC a na asociaci s expresí 

v PFC a hipokampu, přičemž nositelé Val alely vykazovali signifikantně nižší expresi 

než heterozygoti, či Met homozygoti. Čímž tedy studie upozornila na spojení exprese 

mRNA pro RGS4 a dopaminergní signalizací, jelikož COMT je hlavní enzym, který 

se podílí na degradaci dopaminu.  Výsledky studia SNPs RGS4 pak přinesly 

informaci o vlivu variant RGS4 na manifestaci nemoci a taktéž na odpověď na léčbu 

risperidonem (Lane et al., 2008). 
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V animálním modelu používajícím PCP pak byl demonstrován pokles RGS4 

exprese v neuronech PFC (Gu et al., 2007). Funkční studie jasně nepotvrdily, zdali 

expresní hladina RGS4 hraje roli v rozvoji schizofrenie (Buckholtz et al., 2007). Role 

RGS4 v patofyziologii schizofrenie může být tedy dána díky interakci s dalšími 

neurotransmiterovými drahami, viz  zmíněná práce Lipska et al., 2006. Vztah 

změněné dopaminergní signalizace byl spojen se změnami exprese mRNA pro RGS4 

také v animálním modelu založeném na podání amfetaminu (Schwendt et al., 2006). 

Inhibice RGS4 funkce způsobená specifickou protilátkou potencovala serotonergním 

5HT1A  receptorem mediovanou regulaci kanálů NMDA receptorů v PFC (Gu et al., 

2007).   

 
 
 
 
 
 
Obrázek 3 Stužkový model RGS4  
RGS4 se skládá z devíti helixů, které tvoří dvě subdomény: 1) α 1,2,3,8,9; 2) α 
4,5,6,7. K Gα podjednotce G proteinu se váží především helixy α 6 a 7. 
Převzato z (Tesmer et al., 1997) 
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2 CÍLE PRÁCE 

Jak ukazují práce s antagonisty NMDA receptoru, hromadí se důkazy 

potvrzující roli tohoto receptoru v patofyziologii schizofrenie, Mezi cíle této práci tak 

patří objasnění role NR1 podjednotky v etiologii schizofrenie, a to jednak ve vztahu 

k psychóze podobnému chování v animálním modelu, a dále expresní změny NR1 

podjednotky v lidském hipokampu post mortem. 

1)  Našim cílem bylo zhodnotit vliv exprese podjednotek NMDA receptoru  na 

rozvoj psychóze podobného chování. V animálním modelu, založeném na aplikaci 

antisense oligonukleotidů (anti- NR1/2A/2B podjednotka) do obou hipokampů 

dospělého potkana, jsme hodnotili prepulzní inhibici akustické úlekové reakce. Dále 

jsme stanovovali exprese proteinů patřičných podjednotek a také proteinů 

postsynaptické density. 

2) V dalším kroku nás zajímalo, jakým způsobem je změněna exprese NR1 

podjednotky u schizofrenie, a tedy zda jsou expresní změny na úrovni celkové NR1 

(panNR1) a/nebo na úrovni sestřižených variant. V lidských post mortem 

hipokampech jsme proto hodnotili expresi panNR1 podjednotky NMDA receptoru a 

jejích sestřižených variant. Expresi jsme zjišťovali na úrovni proteinu a také na úrovni 

mRNA, a to v hipokampech pacientů s diagnózou schizofrenie a v kontrolním 

souboru.  

Pro naši práci také vycházíme ze skutečnosti, že regulátor G-proteinové 

signalizace 4 (RGS4) je považován za jeden z kandidátních genů schizofrenie. Jeho 

význam posiluje fakt, že je uložen na suspektním lokusu genomu. Publikovány jsou 

rovněž opakované nálezy snížené exprese v mozcích pacientů, kteří trpěli 

schizofrenií. Nicméně úloha RGS4 a jeho zapojení v metabolických drahách, které 

jsou u schizofrenie poškozené, není příliš známa. 

3) Zajímal nás tedy vliv snížené exprese RGS4 na expresi dalších genů.  Zde 

jsme pomocí siRNA provedli silencing exprese mRNA pro RGS4 protein 

v neuronální buněčné linii, tuto sníženou expresi jsme ověřili, a následně pak pomocí 

microarray zhodnotili expresi ostatních genů.  
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3 ANIMÁLNÍ MODEL – BLOKÁDA NMDA 
RECEPTORU 

Na základě dříve publikovaných prací týkajících se genetického a 

farmakologického ovlivnění NMDA receptoru v animálních modelech schizofrenie 

(viz. 1.4.5.) jsme se rozhodli použít antisense oligodeoxynukleotidy k potlačení 

exprese podjednotek NMDA receptoru s cílem ověřit vztahy expresí podjednotek 

tohoto receptoru a expresí proteinů postsynaptické density. PSD (PSD-95, PSD-93) 

jsou součástí proteinové postsynaptické sítě a patří do rodiny proteinů, které mají 

PDZ doménu vážící se k NMDA receptorům. Tyto proteiny jsou esenciálními 

propojeními mezi extracelulární synaptickou signalizací a patřičnými intracelulárními 

signálními drahami (Kim a Sheng, 2004). Pro vytvoření genetického modelu jsme 

zvolili antisense oligodeoxynukleotidy, což jsou krátké jedno řetězcové úseky DNA 

komplementární k vybrané sekvenci. Díky sekvenčně specifické hybridizaci vytváří 

duplexy, které jsou následně degradovány RNasami (Robinson, 2004).  Dále jsme se 

zabývali vlivem potlačení exprese podjednotek NMDA receptoru na prepulzní 

inhibici akustické úlekové reakce, která hodnotí sensorimotorické zpracování 

informací. Jedná se o schopnost rozlišit a dát patřičnou významnost pouze určitým, 

důležitým podnětům z prostředí. Poškození PPI bylo poprvé u schizofrenie popsáno 

v roce 1978 (Braff et al., 1978). Hodnocení sensorimotorického „gaitingu“ patří 

k nejpoužívanějším fyziologickým markérům v laboratořích studujících schizofrenii a 

to jak u nemocných tak v modelech nemoci.  

 

 

3.1 MATERIÁL A METODY 

3.1.1 Zvířata 

Pozorování byla prováděna na dospělých potkaních samcích kmene Wistar 

(BioTest Konárovice) o hmotnosti 250-270 g. Zvířata byla ustájena v transparentních 

chovných nádobách po dvojicích v klimatizovaném zvěřinci 22 ±2 °C s pravidelným 

dvanáctihodinovým cyklem světlo/tma. Aplikace do ventrálních částí obou 

hipokampů - vehikulum (fyziologický roztok), aODN/sODN - jsme prováděli 

rychlostí 1,0 µL/min pomocí Hamiltonovy stříkačky v thiopentalové anestézii, kterou 
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jsme dle potřeby potencovali přidáním xylazinu (Vrajová et al., 2008). Dávka 

aODN/sODN nebo Phys činila: u skupiny A 1x nebo u skupiny B 2x 5 nmol/ 2,5 µL 

do každého z hipokampů.  

Skupina A:  

Zvířata jsme rozdělili do čtyř podskupin: naivní (INT, n = 6); kontrolní (Kont, 

n = 7); s infuzí antisense NR1 (aODN, n = 8) a s infuzí sense NR1 (sODN, n = 8). 

Skupina B: 

 Zvířata jsme rozdělili do sedmi podskupin: kontrolní s infuzí fyziologického 

roztoku (Kont, n = 10); s infuzí antisense NR1 a fyziologickým roztokem 

(aNR1/Phys, n = 7);  s infuzí antisense NR1 a antisense NR2A (aNR1/aNR2A, n = 7); 

s infuzí antisense NR1 a antisense NR2B (aNR1/aNR2B, n = 7);  s infuzí antisense 

NR2A a fyziologickým roztokem (aNR2A/Phys, n = 7); s infuzí antisense NR2B a 

fyziologickým roztokem (aNR2B/Phys, n = 7); s infuzí antisense NR2A a NR2B 

(aNR2A/aNR2B, n = 7). 

Oligodeoxynukleotidy byly z důvodu stabilizace modifikovány na prvních a 

posledních třech bazích fosforothioátem. Sekvence použitých oligodeoxynukleotidů 

byla pro aNR1: 5´-CAG CAG GTG CAT GGT GCT-3´ pro sODN (NR1) 

komplementární sekvence bází, aODN pro NR2A: CA GTA GCC CAA TCT GCC 

CAT; aODN pro NR2B: CTT CAT CTT CAG CTA GTC GG (Generi Biotech, s.r.o., 

Hradec Králové, ČR). Oligodeoxynukleotidy jsme rozpouštěli v destilované vodě. 

Jednorázová aplikace aODN byla zvolena na základě pilotního pokusu, kde jsme při 

porovnání akutní a subchronické – 7 denní (Alzetovy pumpy, DURECT Corporation, 

USA) aplikace aNR1 nezjistili významný rozdíl v poklesu exprese NR1. 

Pro odběr mozkové tkáně byli potkani anestezováni éterovými výpary a 

dekapitováni. Z rychle vybavených mozků jsme mikrochirurgicky vyřízli oba 

hipokampy. Kontrola přesnosti aplikačního vpichu byla prováděna mikroskopicky, 

přičemž hipokampy, kde nebyl vpich nalezen, jsme z dalších hodnocení vyřadili. 

Všechny aplikační postupy byly schváleny odbornou komisí pro práci 

s laboratorními zvířaty 3. lékařské fakulty Univerzity Karlovy a Psychiatrického 

centra Praha. Pozorování byla provedena na nezbytně nutném počtu zvířat v souladu 

se zákonem 246/1992 Sb. na ochranu zvířat proti týrání ve smyslu znění vyhlášky 

207/2004 Sb. 
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3.1.2 Prepulzní inhibice akustické úlekové reakce 

20 hodin po aplikaci byla zvířata přenesena do místnosti, kde byla po 

4hodinové adaptační periodě měřena akustická úleková reakce (ASR) a její prepulzní 

inhibice (PPI). Reakce potkanů na silné zvukové podněty i na slabší předpodněty byla 

měřena pomocí zařízení SR-LAB (San Diego Instruments, USA). Principem je 

hodnocení velikosti úlekové reakce na neočekávaný podnět (zde akustický), přičemž 

úlek je měřen jako velikost motorické odpovědi – pohyb celého těla potkana (měřeno 

akcelerometrem). Slabý předpodnět  (lehce nadprahový), který předchází v těsné 

časové blízkosti (milisekundy) inhibuje úlekovou reakci na vlastní podnět. Časový 

sled a intenzita předpodnětů (prepulsů, PP) v rámci vlastního experimentu byly 

uspořádány podle Ellenbroeka (Ellenbroek et al., 2002). Po aklimatizační periodě (5 

minut) byla zvířata 50krát vystavena akustickým podnětům v pseudonáhodném 

pořadí, kdy byl prezentován buď samotný silný podnět (PA - 10krát 120 dB, trvání 30 

ms), nebo ve spojení s předpodněty o intenzitě 3, 5 nebo 10 dB (PP3, PP5, PP10) nad 

úroveň 70 dB „bílého šumu“. Předpodněty byly generovány 70 ms před PA. Intenzita 

předpodnětů byla: 73, 75 nebo 80 dB, přičemž každý z nich byl opakován také 10krát. 

Intervaly mezi registrací odpovědí byly v rozmezí 10-20 s. Při 10 kontrolních 

měřeních byl generován pouze „bílý šum“, což umožnilo sledovat, zda potkan reaguje 

jen na stimulační podněty (Ellenbroek et al., 2002; Tejkalová a Šťastný, 2005). 

Hodnotu  prepulzní inhibice (PPI) jsme pro každé zvíře počítali z průměru odpovědí 

na všechny generované předpodnětové stimuly PPx = (PP3 + PP5 + PP10)/3 a 

velikosti odpovědi samotné úlekové reakce P120 podle vzorce: PPI = 100 – 

(PPx/P120) × 100. Soubory datových výstupů jednotlivých měření pro  PP3,  5, 10 

byly načteny z  11 – 50 cyklu, kdy se prvních 10 měření hodnotilo pouze jako 

adaptace.                                                                                                                                                                                     

 

3.1.3 Western blot  

Hipokampy byly homogenizovány v 1 ml vychlazeného lyzačního pufru (320 

mM sacharóza; 10 mM Tris; pH 7,4; 0,2 mM EDTA; 2 mM PMSF; 1 mM 2-

merkaptoethanol a kokteil inhibitorů proteáz, SigmaAldrich). Z homogenizovaných 

hipokampů jsme centrifugací získali hrubou synaptozomální frakci – 1000 g při 4 °C 

20 min., následně byl supernatant (S1) centrifugován 13 000 g  při 4°C 20 min., 
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získaný (P2) pelet byl resuspendován ve vychlazené redestilované vodě.  Koncentrace 

proteinů byla hodnocena pomocí Bredfordovy metody za použití hovězího sérového 

albumínu (BSA) jakožto standardu (BioRad, USA). P2 frakce byla zředěna v Laemlli 

pufru ( 63 mM Tris; 10 % glycerol; 2 % SDS; 5 % 2-merkaptoetanol; 0,01 % 

bromfenolová modř) a nanesena na 7,5 % polyakrylamidový gel.  

Po elektroforetickém rozdělení proteinů (BioRad, USA) byly proteiny 

elektroblotem přeneseny na nitrocelulózovou membránu (BioRad, USA). 

Nespecifické vazby byly zablokovány pomocí 3 % BSA (pro podjednotky NMDA 

receptoru), nebo 3 % netučného mléka (pro PSD proteiny) v PBS pufru. Membrány 

byly následně inkubovány s primárními protilátkami, přes noc s anti-NMDAR1 

(1:1000, Millipore, USA), s anti-NR2A/anti-NR2B (1:500, Millipore, USA) a s anti-

PSD95/ anti-PSD93 (1:500, SantaCruz, USA). Jako kontrola, ke které byla vztažena 

exprese studovaných proteinů, byl použit α-tubulin (inkubace 1 h, 1:1000, Exbio, 

ČR). Po odmytí přebytů protilátek v PBS pufru byly membrány inkubovány 1 h 

v sekundárních protilátkách konjugovaných s křenovou peroxidázou (1:3000, Dako, 

Dánsko). Detekce byla provedena pomocí chemiluminiscenčního substrátu (Pierce, 

USA) a hodnocena na GelDoc analyzačním systému (BioRad, USA).  

 

 

3.1.4 Statistická hodnocení 

Pro statistická hodnocení dat úlekové reakce a prepulzní inhibice, stejně jako 

exprese proteinů (A) levých a pravých hipokampů zvlášť), byla použita 

jednofaktorová analýza variance (ANOVA). Post-hoc analýza byla provedena A) 

Newman-Kelusovým testem, B) Studentovým t-testem. Jako signifikantní byly brány 

výsledky na hladině významnosti P< 0,05; naznačené významné pak na hladině P< 

0,1. 
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3.2 VÝSLEDKY 

A) Při použití samostatných aplikací aODN (aNR1) nebo sODN (sNR1) a 

KONT se ukázalo snížení reflexní motorické odpovědi na silný akustický signál (120 

dB) oproti skupině naivních  (INT) zvířat, avšak toto snížení nebylo signifikantní (F 

[3, 25] = 1,15, P = 0,35), stejně tak byly nevýznamné změny v PPI (Vrajová et al., 

2007). Exprese NR1 vykázala statisticky významný pokles v pravém hipokampu 

potkanů ovlivněných aODN oproti kontrolní skupině (KONT), (F [3, 27] = 3,40, P = 

0,0319; post-test aODN vs. KONT: P< 0,05) v levém hipokampu byl pokles 

nevýznamný (Vrajová et al., 2007). Aplikace komplementárních sODN statisticky 

významně expresi NR1 neměnila. 

B) Velikost reflexní motorické odpovědi na silný akustický signál (120 dB) 

nebyla změněna u experimentálních skupin s dvojitou aplikací oproti skupině 

kontrolní. Rovněž hodnocení sensorimotorického gatingu založené na měření PPI 

neprokázalo, že by některá z  kombinací látek použitých pro intrahipokampální infuze 

ovlivňovala u mladých dospělých potkanů velikost PPI, což odpovídá našim 

předběžným výsledkům (Vrajová et al., 2008). 

Nejvýraznějším výsledkem je statisticky významná odlišnost exprese PSD-95 

mezi jednotlivými aplikačními skupinami (F [6, 44] = 3,41; P = 0,0075). Post-hoc 

analýza ukázala významný pokles exprese PSD-95 ve skupině aNR2A/Phys oproti 

kontrole (T [44] = 3,5; P = 0,0011) a stejně tak ve skupině aNR2B/Phys (T [44] = 

3,24; P = 0,0022) (Obrázek 4). Změnu jsme nezaznamenali v expresi proteinu PSD-93 

(1Vrajová et al., 2011). Exprese NR1 podjednotky (hodnocená pomocí protilátky 

proti všem sestřiženým variantám) ukázala v jednofaktorové analýze variance 

významný rozdíl mezi jednotlivými aplikacemi (F [6, 45] = 2,7; P = 0,0252). 

K nejvýraznějšímu poklesu  exprese NR1 o 14 % oproti kontrole došlo ve skupině 

aNR2A/aNR2B. Zatímco samotná aplikace aNR1 vykázala pokles pouze o 7 % 

(Vrajová et al., 2011). Protein NR2A se v expresi mezi skupinami lišil pouze 

nevýznamně (F [3, 27] = 2,84; P = 0,0566). Aplikace  aNR2A/Phys byla spojena 

s poklesem oproti kontrole (T [27] = 2,19; P = 0,037) (Obrázek 5). Rozdíl exprese 

NR2B podjednotky taktéž nedosáhl signifikantně významného výsledku (F [3, 27] = 

2,74; P = 0,0626). Ve skupině aNR1/aNR2B byl oproti kontrole pokles v expresi 

NR2B (T [27] = 2,4; P = 0,0235) (Obrázek 6).  
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Obrázek 4 
Western blot: Exprese proteinu PSD-95 u skupin s jednotlivými aplikacemi 
aODN a kontrol. 
Hodnoty jsou poměrem optických denzit (nm2) PSD-95/α-tubulin. Zobrazeny jsou 
průměry ve skupinách ± SEM, ** P< 0,01. 
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Obrázek 5 
Western blot: Exprese proteinu NR2A u skupin s jednotlivými aplikacemi aODN 
a kontrol. 
Hodnoty jsou poměrem optických denzit (nm2) NR2A/α-tubulin. Zobrazeny jsou 
průměry ve skupinách ± SEM, #P< 0,05. 
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Obrázek 6 
Western blot: Exprese proteinu NR2B u skupin s jednotlivými aplikacemi aODN 
a kontrol. 
Hodnoty jsou poměrem optických denzit (nm2) NR2B/α-tubulin. Zobrazeny jsou 
průměry ve skupinách ± SEM, # P< 0,05. 
 

3.3 DISKUZE 

Z našich výsledků vyplývá, že krátkodobé ovlivnění exprese jak samostatně 

podjednotky NR1, tak vzájemných kombinací podjednotky NR1 a podjednotek 

NR2A/B NMDA receptoru v obou hipokampech, neovlivní významně PPI. Náš 

výsledek neodpovídá dříve publikované práci (Inada et al., 2003), kde zjistili narušení 

PPI po jednorázové aplikaci aODN (anti-NR1), avšak provedené do šesti míst 

v hipokampu,. Při použití této metody však dosáhli snížení exprese NR1 až o 30%, 

v našem případě se jednalo o pokles o 20 % při samostatné blokádě NR1 a o 14% ve 

skupině s aplikací aNR2A/aNR2B. Deficit PPI byl také dokumentován v případě 

hypofunkce hipokampálních NMDA-R docílené podáním nekompetitivního 

antagonisty MK-801 (Bakshi a Geyer, 1998). Ani významné snížení exprese 

podjednotky NR2A následkem aODN (anti-NR2A) neovlivnilo PPI, což odpovídá 

dříve publikovaným výsledkům myšího modelu (Spooren et al., 2004). Současná 

inhibice NR2A a NR2B podjednotky nevyvolala očekávaný pokles exprese v obou 

podjednotkách, a tak nedošlo ke změně PPI. Zdá se tedy, že poškození PPI je spojeno 

až s masivním zásahem do exprese podjednotek tohoto receptoru.  
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Data získaná Western blotem  ukázala nezměněné exprese proteinu PSD-93 ve 

všech skupinách. Ukazuje se tedy, že ačkoli exprese NR2A/B podjednotek a PSD-93 

spolu díky vazbě těchto molekul souvisí (Roche et al., 2001), významnější změny lze 

nalézt až při masivním snížení exprese jedné z těchto komponent. Toto bylo popsáno 

na myších neuronech, kde snížení exprese PSD-93 o 80 % bylo spojeno se snížením 

exprese obou NR2 podjednotek (Zhang et al., 2010). Ve skupině ovlivněné infuzí 

aODN-NR2B/NR2A jsme našli pokles exprese PSD-95, avšak exprese NR2B/A 

zůstala nezměněna. Náš výsledek odpovídá situaci, která byla popsána v oblasti 

 předního cingularního kortexu u pacientů se schizofrenií, kde byla snížená exprese 

PSD-95  doprovázena nezměněnou expresí NR2B (Kristiansen et al., 2010). Naše 

nálezy svědčí pro vznik asociace PSD-95 a NR2A/B podjednotek v časné fázi 

biosyntézy těchto proteinů. Vazba PSD-95 k nově sestaveným NMDA receptorům se 

děje již v časné fázi syntézy a to ještě v endoplazmatickém retikulu (Sans et al., 

2003). Otázkou tedy zůstává, proč se projevilo snížení exprese PSD-95, a ne exprese 

NR2A/B, a zdali bychom snížení hladin podjednotek našli po delším časovém 

intervalu, či v subcelulární frakci bohaté na endoplazmatické retikulum.  

Výsledky byly publikovány v časopise Psychiatrie (Šťastný et al., 2006; 

Vrajová et al., 2007; Vrajová et al., 2008; Vrajová et al., 2009; Vrajová et al., 2011) 

(viz. Seznam publikací). 
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4 STUDIE POST MORTEM-EXPRESE NR1 
PODJEDNOTKY 

Hipokampus je oblastí, která je významně zapojena v patofyziologii 

schizofrenie, byly zde u pacientů nalezeny strukturní, funkční a biochemické změny 

(Keshavan et al., 2008). Dříve publikované práce studující v lidském hipokampu post 

mortem expresi NR1 podjednotky NMDA receptoru nalezly na úrovni mRNA pokles 

exprese (Gao et al.,  2000), nebo pouze levostranný pokles (Law a Deakin, 2001), 

popřípadě nenašly změnu v expresi mRNA (McCullumsmith et al., 2006). U exprese 

NR1 proteinu pak bylo dříve opakovaně popsáno, že není u schizofrenie změněna 

(Thompson et al., 2003; Toro a Deakin, 2005).  V levém hipokampu pak byla in vivo 

popsaná snížená vazba NMDA receptoru u pacientů se schizofrenií, kteří dosud nebyli 

medikováni antipsychotiky (Pilowski et al., 2006).  Dvě zmíněné práce tedy ukazují 

na potřebu prokázat změny exprese v mozcích pacientů s ohledem na faktor laterality. 

Dřívější práce ukázaly na estrogeny jakožto na látky, které zprostředkovávají 

změny v expresi a aktivitě NMDA receptorů u potkanů (Wooley et al., 1997; McEwen 

2002). U schizofrenie se hovoří o estrogenové hypotéze, která říká, že estrogeny jsou 

protektivním faktorem oddalujícím nebo dokonce chránícím před nástupem tohoto 

onemocnění ženy v reproduktivním období. Tuto teorii potvrdila práce, kde se 

hodnotilo množství estradiolu u žen, které trpěly psychózou, a porovnávalo se 

s hodnotami u pacientek s jinými psychiatrickými diagnózami a u zdravých kontrol. 

Ukázalo se, že pacientky s psychózou měly zdaleka nejnižší hodnoty (Huber et al., 

2004). Jelikož hipokampus je estrogen senzitivní strukturou, pohlavní srovnání 

exprese NMDA receptorů je tedy zajímavé. Dále se ukazuje, že zahrnutí všech 

sestřižených variant při hodnocení exprese NR1 podjednotky může přinášet příliš 

hrubý pohled, jelikož jak bylo zmíněno v kapitole 1.5.4., jednotlivé sestřižené 

varianty ovlivňují různým způsobem funkci NMDA kanálu. Proto předpokládáme, že 

k ovlivnění fungování NMDA receptoru u schizofrenie nemusí být nutná expresní 

změna pan formy NR1, ale může být dostatečná změna v poměrech exprese 

jednotlivých sestřižených variant NR1.V naší práci jsme hodnotili expresi NR1 

podjednotky a jejích sestřižených variant v lidském hippokampu, a to jednak na 

úrovni proteinu, a také na úrovni mRNA. V rámci hodnocení exprese jsme se zaměřili 

také na dva další parametry, které nejsou v této oblasti příliš prostudovány, nicméně 

mohou hrát významnou roli, a to je lateralita a vliv pohlaví. 
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4.1 MATERIÁL A METODY 

4.1.1 Odběr tkán ě 

Post mortem tkáň byla získána od jedinců s diagnózou schizofrenie (MKN-10) 

a od starších zemřelých kontrolních osob.  Na základě dokumentace byla ověřena 

diagnóza dle DSM-IV. Většina pacientů trpěla chronickou nebo residuální formou 

nemoci, v souboru nemocných byla skupina pacientů, kteří neměli antipsychotickou 

medikaci přibližně 2 měsíce před smrtí (Tabulka 5). Kontrolní skupina byla složena 

z jedinců, kteří neměli žádnou neuropsychiatrickou historii a získáni byli z PL 

Bohnice (LDN). Mezi skupinami nebyly signifikantní rozdíly ve věku a ani v post 

mortem intervalu (PMI) (Tabulka 5). Mozkové autopsie získané z levých a pravých 

hipokampů byly neprodleně zamraženy při -78 °C. Použili jsme protokol rychlého 

zamražení tak, abychom mohli provést stanovení exprese proteinů a RNA. Délka 

skladování tkání při -78 °C před vlastním hodnocením se u skupin nelišila. Taktéž 

jsme zabránili opakovanému rozmražování a zamražování, aby nedocházelo 

k rozkladu tkáně. Z hipokampu jsme transversálně disekovali centrální část o 

hmotnosti ~ 50 mg.  Veškeré experimenty byly prováděny v souladu s Helsinskou 

deklarací a taktéž se souhlasem etické komise Psychiatrického centra Praha.  

 

Tabulka 5  Charakteristiky jedinců v souboru 

Metoda          n        Pohlaví       Věk (roky)     PMI (h)          Diagnóza              Medikace/non                      
 
panNR1 
RT-qPCR     21     11M/10F   66.9 (±3.26)     35.62 (±4.7)     8 CONT/13 SCZ      4med/9non 
(±SEM)   
    
NR1 izoformy 
RT-qPCR     31     15M/16F    67.53 (±2.85)   30.7 (±4.14)   14 CONT/17 SCZ     6med/11non 
 (±SEM)    
   
panNR1 
WB              30      15M/15F   66.32 (±2.93)   29.29 (±4.01)  13 CONT/17 SCZ    7med/10non 
(±SEM)    
   
NR1C2           31      16M/15F   67.32 (±2.67)   29.32 (±3.78)  14 CONT/ 17 SCZ   7med/10non 
WB 
(±SEM)    
___________________________________________________________________________ 
Zkratky: RT-qPCR, reverse transcription -quantitative polymerase chain reaction; WB, 
western blot; F, ženy; M, muži; PMI, post-mortem interval (hodiny); CONT, kontrolní 
skupina; SCZ, schizofrenie; med, antipsychotická medikace až do smrti; non, bez 
antipsychotické medikace přibližně 2 měsíce před smrtí. 
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4.1.2 Kvantitativní polymerázová řetězová reakce panNR1 podjednotky 

 

Ze zamražené tkáně byla izolována RNA za pomoci TriZol (Invitrogen, USA); 

cDNA byla připravena pomocí  Reverse-IT Blend kitu (Abgene, UK) dle doporučení 

výrobce. Na základě našich testování byl vybrán β2 – mikroglobulin jako 

nejvhodnější referenční gen pro testování v lidském hipokampu, jelikož vykázal 

největší stabilitu napříč testovanými vzorky (Primery: For 

GAGGCTATCCAGCGTACTCC; Rev GATAGAAAGACCAGTCCTTGCTC). Pro 

zabezpečení reprodukovatelnosti kvantifikace byly připraveny plazmidové standardy 

za použití standardního klonovacího T/A postupu. Jako klonovací vektor byl použit 

pCR2.1 (Invitrogen, USA). Inserty byly připraveny PCR amplifikací fragmentu β2 – 

mikroglobulinu a taktéž GRINI genu. Primery pro GRINI gen byly vybrány tak, aby 

odpovídaly sekvenci vyskytující se u všech osmi sestřihových variant mRNA, a tedy 

abychom hodnotily expresi panNR1. GRINI  primery (For TCTACAATGGCACCC; 

Rev GGTGCAGATCACCTTCTTGAC). Sekvence  TaqMan sond (Promega, USA) 

byly následující:  β2 – mikroglobulin gen AGGTTTACTCACGTCATCCAGCAG; 

panGRINI gen TGACAGGAAGATCATCT GGCCAGGC. Plazmidy byly 

purifikovány za použití Qiagen Plasmid Midi Kit (Qiagen, Německo) dle doporučení 

výrobce.  

Ke zhodnocení hladin exprese panGRINI mRNA jsme připravili cDNA 

z hipokampální tkáně, viz níže. Plazmidy obsahující fragment β2 – mikroglobulinu a 

také fragment panGRINI  genu byly ředěny desítkovou řadou od 1 ng do 1 pg na 

mikrolitr (µl). Hipokampální cDNA vzorky a taktéž ředěné plazmidy byly 

v duplikátech podrobeny kvantitativní RT-PCR amplifikaci. Relativní exprese 

panNR1 transkriptu byla reprezentována poměrem kvantifikace GRINI a kontrolního 

genu pro β2 – mikroglobulin. Jelikož účinnost reakce GRINI a β2 – mikroglobulinu 

byla srovnatelná, relativní kvantifikace panNR1: β2 – mikroglobulinu byla získána 

pomocí Ct metody  2-∆∆Ct .  

 

 

 



 

- - 42 - 

4.1.3 Kvantitativní polymerázová řetězová reakce sestřižených variant NR1 
podjednotky 

Izolace mRNA ze zmaražené tkáně byla provedena pomocí mRNA Direct Kitu 

(Chemagen, Německo) dle instrukcí od výrobce. Na základě publikované cDNA 

sekvence GRINI lidského genu pro NR1 podjednotku (NCBI access numbers: 

NM_021569.1, NM_007327.1, NM_000832.4) byly pomocí programu Primer3  

navrženy čtyři primery (STR1-4) pro reverzní transkribci. Tyto primery byly schopné 

identifikovat čtyři rozdílné N-konce sestřižených variant NR1 podjednotky. Ve všech 

reverzně transkribčních reakcích byl také zahrnut primer pro β-aktin 

(GCGCAAGTTAGGTTTGCT). Sekvence primerů byly následující:  

STR1  GGTGCTCGTGTCTTTGGA 

STR2  GGTGCTCTGCAGGTTCTT 

STR3  GGATGGTACT GCGTGTCTT 

STR4  GATGGTACTGCTGCAGGTT  

Všechny reakce byly provedeny v reakční směsi (15 µl) s ImProm-IITM 

Reverse Transcriptase (Promega, USA).  Byly připraveny čtyři rozdílné směsi 

obsahující 20 pmol jednotlivých primerů STR1-4 pro reverzní transkribci a 20 pmol 

primerů pro β-aktin. Ke každé směsi bylo přidáno 4,4 µl mRNA. Jednotlivé sestřižené 

varianty NR1 byly kvantifikovány pomocí RT-PCR na ABI7300 (Applyed 

Biosystems) a detekovány TaqMan sondami a reportery FAM (pro NR1) a/nebo VIC 

(pro β-aktin). Pomocí softvéru  Primer Express 2.0 byly sestaveny dva sety primery-

sonda. První set detekoval exon 19, přítomný u všech sestřižených variant GRINI 

genu.  Toto umožnilo separátní kvantifikaci každé ze čtyř N-koncových odlišných 

variant NR1 podjednotky, rozlišených díky předešlé reverzní transkribci. Druhý set 

primery-sonda detekoval exon 4 GRINI genu, a tedy odhaloval 

přítomnost/nepřítomnost tohoto exonu v jednotlivých sestřižených variantách pro 

přehled (Obrázek 7). Pro kvantifikaci byly použity také reverzní transkripty β-aktinu. 

Relativní kvantifikace byla vypočtena pomocí komparativní Ct metody, všechny 

reakce byly provedeny v triplikátech. Hodnoty relativní genové exprese jednotlivých 

sestřižených variant byly před statistickými hodnoceními převedeny na procenta 

zastoupení v celkové sumě všech variant. 
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Obrázek 7 Schématické znázornění jednotlivých sestřižených variant NR1 a 
lokalizace použitých primerů a sond. STR1-4 představují čtyři různé primery pro 
reverzní transkripci. Dále je vyznačena sada primery-sonda pro exon 19 a pro exon 4. 
Exon 21a vzniká delecí exonu 21, což má za následek nový čtecí rámec, kódující 
navíc jednu aminokyselinu (č.22) před následujícím stop kodónem. 
 

 

 

 

 

 

4.1.4 Western blot panNR1, sestřižené varianty NR1 

Hipokampální tkáň byla homogenizována v lyzačním pufru viz. (3.1.3.), a 

z tohoto homogenátu byla následně získána hrubá synaptozomální frakce (P2) viz 

(3.1.3.). Koncentrace proteinů byla stanovena pomocí Bredfordovy metody viz 

(3.1.3.). P2  frakce byla zředěna v Laemli pufru a nanesena na 7,5% 

polyakrylamidový gel a elektroforeticky rozdělena (BioRad, USA), a následně byly 

proteiny přeblotovány na nitrocelulozovou membránu (BioRad, USA). Nespecifické 

vazby byly zablokovány pomocí 3% roztoku BSA v TBS-T pufru.  

Následně byly membrány inkubovány přes noc v primárních protilátkách anti-

NR1 (1:100, Chemicon, USA); anti- NR1C2  , anti-NR1C2´, anti-NR1C1, anti-NR1N 

(1:100, Chemikon, USA) a v protilátce pro kontrolní protein anti-α-tubulin (1:1,000; 
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Exbio, ČR) 1 h. Následně byly bloty omyty v TBS-T pufru a inkubovány 1 h 

v sekundárních protilátkách konjugovaných s křenovou peroxidázou (1:3,000; Dako, 

Dánsko). Detekce byla provedena pomocí chemiluminiscenčního substrátu (Pierce, 

USA) a vyhodnocení proběhlo na analyzačním systému GelDoc (BioRad, USA).  

 

 

4.1.5 Statistická hodnocení 

Všechna data jsou vyjádřena jako průměry ± SEM, není-li uvedeno jinak. Data 

z kvantitativní RT-PCR byla hodnocena pomocí analýzy rozptylu (ANOVA) s faktory 

diagnózy a laterality. RT-PCR sestřižených variant bylo analyzováno následně: 

1) four-way ANOVA s faktory skupiny – pohlaví a diagnóza, a faktory jedince 

– lateralita a varianta 

2) three-way ANOVA s vyloučením faktoru pohlaví 

Dále byla použita two-way ANOVA s faktorem diagnózy a varianty na 

podskupiny levých/pravých hipokampů, a také na individuální levo-pravé rozdíly. 

Exprese proteinů byla hodnocena pomocí two-way ANOVA s faktory diagnózy a 

leterality. Pro post-hoc analýzu byl použit Student t-test. Pro zhodnocení vztahu 

exprese mRNA panNR1, mRNA sestřižených variant, proteinu panNR1 a NR1C2  

sestřižené varianty s PMI a věkem, byl použit Spearmanův korelační koeficient. 
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4.2 VÝSLEDKY 

4.2.1 Kvantitativní polymerázová řetězová reakce pan NR1 podjednotky 

Hodnotili jsme expresi panNR1 v autoptické hipokampální tkáni 13 pacientů 

se schizofrenií a 8 nepsychiatrických kontrol. Před statistickým hodnocením vlivu 

diagnózy jsme provedly korelační analýzu a nenašli jsme signifikantní asociaci mezi 

expresí panNR1 a věkem nebo PMI. Relativní kvantifikace panNR1 na úrovni mRNA 

neukázala žádný signifikantní rozdíl v expresi mezi skupinou kontrolní a skupinou 

pacientů se schizofrenií (Obrázek 8A). Avšak absolutní rozdíl exprese mRNA 

panNR1 v levém a pravém hipokampu byl u pacientů se schizofrenií signifikantně 

větší (T [19] = 2,67; P = 0,0152) (Obrázek 8B).  
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Obrázek 8 RT-PCR kvantifikace exprese panNR1 podjednotky u pacientů se 
schizofrenií a kontrol.(A) hodnoty mRNA v levém a pravém hipokampu (B) absolutní 
rozdíly levá/pravá strana. Hodnoty jsou udány jako průměr ± SEM. * P‹ 0,05. 
 

 

4.2.2 Kvantitativní polymerázová řetězová reakce  sestřižených variant NR1 
podjednotky 

N1 kazeta odpovídající sestřiženým variantám NR1-1b, -2b, -3b, -4b byla 

exprimována ve všech vzorcích mimo tří autopsií od pacientů a jedné kontrolní. 

Z tohoto důvodu jsme se  zaměřili na C koncové domény, zajímaly nás interakce 

těchto C koncových domén s diagnózou (DG), pohlavím, variantou a lateralitou (four-
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way ANOVA). Jelikož faktor pohlaví nebyl významný, a to ani v interakci, z dalších 

hodnocení jsme jej vyřadili a použili three-way ANOVA. Byl zde trend interakce 

laterality, sestřižené varianty (NR1 -1, -2, -3, -4) a diagnózy (schizofrenie vs. 

kontrola), který však nedosáhl statistické významnosti (F [3, 60] = 2,74; P = 0,0511). 

Oddělené analýzy levého a pravého hipokampu ukázaly signifikantní levostrannou 

interakci mezi faktorem sestřižené varianty a diagnózy (F [3, 81] = 3,23; P = 0,0267). 

Post-hoc analýza ukázala na signifikantní pokles sestřižené varianty NR1-4 v levém 

hipokampu pacientů se schizofrenií oproti kontrolní skupině (T [27] = 2,43; P = 

0,0281) (Obrázek 9A). Dále zde bylo naznačeno zvýšení expresse varianty NR1-3  u 

schizofrenie (T [27] = 1,92; P = 0,0659). V pravém hipokampu interakce varianty a 

diagnózy nedosáhla hladiny signifikantní významnosti (F [3, 66] = 2,41; P = 0,0744). 

T-test ukázal na signifikantní rozdíl exprese NR1-2 varianty u pacientů a kontrol (T 

[22] = 2,99; P = 0,0067) (Obrázek 9B).  

Dvoucestnou ANOVU pro opakovaná měření jsme použili pro zhodnocení 

rozdílů laterality C-koncových izoforem u pacientů se schizofrenií a kontrolních 

subjektů. Interakce diagnózy a sestřižené varianty se přiblížila významnosti (F [3, 60] 

= 2,74; P = 0,0511). Levo-pravé rozdíly v expresi NR1-2 varianty byly signifikantně 

odlišné u schizofrenie a u kontrol (T [20] = 2,25; P = 0,0355). Izoformy obsahující 

kazetu C1 (N1-1; NR1-3), která je asociována s účinností NMDA indukované genové 

exprese (Bradley et al., 2006) a s fosforylací C konce (Tingley et al., 1993), byly více 

exprimovány v hipokampech pacientů, než u kontrol. V t-testu byl významný rozdíl 

v pravém hipokampu (T [22] = 2,32; P = 0,0297), v levém byl nárůst u schizofrenie 

pouze naznačen (T [22] = 1,77; P = 0,0876).  
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Obrázek 9 RT-PCR kvantifikace exprese C koncových variant NR1 podjednotky 
(NR1-1, NR1-2, NR1-3, NR1-4) u pacientů se schizofrenií (S) a kontrol (C).(A) 
v levém hipokampu (B) v pravém hipokampu. Hodnoty jsou udány jako průměr ± 
SEM.  
* P‹ 0,05. 
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4.2.3 Western blot panNR1, sestřižené varianty NR1 

Testovali jsme různé protokoly pro hodnocení sestřižených variant pomocí 

protilátek anti-NR1 C2, C2´, C1, N, ale pouze pro variantu NR1C2 daná protilátka 

reagovala s použitou lidskou tkání. 

Exprese proteinů panNR1, NR1C2 hodnocená jako poměr studovaných 

proteinů a kontrolního proteinu (α-tubulin) ukázala následující výsledky. Kvantifikace 

panNR1 vykázala významné pohlavní rozdíly – statisticky významnou interakci 

laterality a pohlaví (F [1, 26] = 11,74; P = 0,0020), taktéž interakce pohlaví a 

diagnózy byla statisticky signifikantní (F [1, 26] = 5,82; P = 0,0232) a trojitá interakce 

pohlaví, lateralita a diagnóza taktéž (F [1, 26] = 4,63; P = 0,0409). Rozdíly laterality 

mezi skupinou žen a mužů byly více vyjádřeny ve skupině pacientů se schizofrenií, 

než u kontrol.  Oddělené analýzy ukázaly, že ve skupině mužů (schizofrenie vs. 

kontrola) je významný rozdíl v lateralitě (F [1, 13] = 4,78; P = 0,0477), a taktéž se 

projevil rozdíl mezi skupinami pacientů a kontrol (F [1, 13] = 8,91; P = 0,0105). Post-

hoc test ukázal na statisticky významný rozdíl v expresi panNR1 v levém hipokampu 

(T [13] = 2,934; P = 0,0116) (Obrázek 10A).  

Protein sestřižené varianty NR1C2  ukázal statisticky významnou interakci 

laterality a pohlaví (F [1, 27] = 9,14; P = 0,0054) (Obrázek 10B). Ve skupině mužů 

vykázala exprese této varianty signifikantní lateralitu (F [1, 14] = 5,47; P = 0,0346), 

ve skupině žen tento faktor významný nebyl (F [1, 13] = 3,82; P = 0,0718). Obecně 

lze říci, že pacientky měly vyšší hladiny exprese panNR1, NR1C2 v levém hipokampu 

oproti skupině kontrolních žen a pacienti měly vlevo nižší hladiny než odpovídající 

mužské kontroly.   
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Obrázek 10 Western blot kvantifikace exprese (A) panNR1 podjednotky (B) NR1C2  

izoformy v hipokampech pacientů se schizofrenií a kontrol. Hodnoty jsou udány jako 
průměr ± SEM. * P‹ 0,05. 
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4.3 DISKUZE 

4.3.1 Hipokampální hladiny panNR1 transkriptu 

V expresi mRNA panNR1 jsme u pacientů trpících schizofrenií nenašli změny 

oproti kontrolní skupině. Naše výsledky jsou ve shodě s další studií, kde se neukázal 

vliv diagnózy na hladinu transkribtu panNR1, hodnocené pomocí in situ hybridizace 

v hipokampu (Beneyto et al., 2007). Další práce potom našly snížení exprese panNR1 

(Gao et al., 2000), popřípadě jednostranné snížení – v levém hipokampu (Law a 

Deakin, 2001). Obě tyto práce použily ke stanovení hladin mRNA in situ hybridizaci. 

Tyto změny v expresi transkriptu pak neodpovídají poklesům ve vazbě ligandu do 

glycinového místa NMDA receptoru, které našla následující práce (Beneyto et al., 

2007). 

V našem souboru jsme našli zvětšený pravo-levý rozdíl v expresi panNR1 

v hipokampech pacientů oproti kontrolám. Tento nález tedy ukazuje na význam 

biochemické laterality v patofyziologii schizofrenie. Asymetrické změny 

hipokampálních glutamátových receptorů byly dříve zmíněny jako možná manifestace 

odlišného zapojení temporálních laloků ve schizofrenním onemocnění (Harrison et al., 

2003). Lateralizaci hipokampu u schizofrenie na úrovni biochemické, a to konkrétně 

mediátorového systému oxidu dusnatého, popsala práce týmu z našeho pracoviště 

(Krištofiková et al., 2008).  

 

 

4.3.2 Sestřižené varianty mRNA NR1 podjednotky v hipokampu 

Hodnotili jsme pouze varianty lišící se v C (cytoplazmatické) koncové 

doméně, jelikož N1 (extracelulární) kazeta byla exprimována kromě tří vzorků ve 

všech autopsiích. Tento nález odpovídá v animálním modelu dříve popsané regulaci 

sestřihu N koncové kazety v dospělém mozku (Nakanishi et al., 1992). Hodnocení 

jednotlivých variant ukázalo na významné snížení exprese varianty NR1- 4 v levém, a 

varianty NR1-2 v pravém hipokampu (tyto podjednotky postrádají C1 intracelulární 

kazetu). Varianty obsahující C1 doménu  (NR1-1 a NR1-3) byly naopak u pacientů se 

schizofrenií exprimovány více oproti kontrolám, a tento rozdíl byl v pravém 

hipokampu významný. C1 doména obsahuje hlavní fosforylační místa NR1 
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podjednotky (seriny 896 a 897) (Tingley et al., 1993) a fosforylace na C1 kazetě 

reguluje intracelulární lokalizaci podjednotky (Ehlers et al., 1995). Mutace těchto 

pozic pak ukazuje, že fosforylace serinových zbytků (896 a 897) je potřebná pro 

protein kinázou C (PKC) mediované uvolnění z endoplazmatického retikula (ER) 

(Scott et al., 2001). Serin 890 může být také fosforylován, a tato fosforylace ovlivňuje 

klastrování NR1 podjednotky (Tingley et al., 1997). Odlišná fosforylace serinů 896 a 

890 různými typy PKC modeluje distribuci NMDAR v rámci buněk (Sánchez-Perez a 

Felipo, 2005). Našli jsme zvýšenou expresi C1 kazety ve skupině pacientů se 

schizofrenií, z čehož tedy vyplývá možné větší zastoupení serinů 896, 897, 890, a tedy 

větší příležitost pro fosforylaci. Je tedy otázkou, zdali vyšší expresní hladiny NR1-1 a 

NR1-3 isoforem hrají roli v regulaci fosforylace NMDAR. U C1 kazety byl nalezen 

ER retenční signál (RRR) a přítomnost této domény je spojena s nižší expresí variant 

obsahujících C1 na povrchu membrány (Standley et al., 2000). Naproti tomu C2´ 

kazeta obsahuje PDZ-interakční doménu, která zvyšuje expresi na povrchu (Standley 

et al., 2000). Sestřižené varianty s kratším C koncem (NR1-4) jsou exprimovány více 

na buněčném povrchu než varianty s koncem dlouhým, které zůstávají uvnitř buňky 

(NR1-1) (Standley et al., 2000).  

Všechny změny v expresi, které jsme našli, byly unilaterální, a proto lze 

spekulovat, že u schizofrenie dochází k odlišným změnám v sestřihu mRNA pro NR1 

v levém a pravém hipokampu. C konec také zodpovídá za vazbu NR1/NR2 

heterodimerů do postsynaptické density, a to konkrétně za asociaci k proteinu 

postsynaptické density 95 (PSD-95) (Rutter et al., 2002). Dále pak regulace 

alternativního sestřihu panNR1 a asociace NMDA receptorů s PSD-95 ovlivňuje 

schopnost exprese NMDA receptoru na buněčném povrchu, a pravděpodobně tedy 

molekulární organizaci, a s tím i účinnost excitační postsynaptické membrány (Rutter 

et al., 2002). Toto jsou tedy mechanismy, které uvažují hypofunkci NMDA receptorů, 

nicméně nejsou spojené se snížením vlastního počtu receptorů. 
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4.3.3 Exprese proteinu panNR1 a NR1C2 varianty v hipokampu  

Proteinová exprese panNR1 vykázala ve skupině pacientů se schizofrenií (jak 

žen, tak mužů) významnější lateralitu než v kontrolních souborech, tento nález je ve 

shodě s našimi výsledky v expresi transkribtu panNR1.  Dále naše výsledky ukázaly 

snížení panNR1 v levém hipokampu pacientů mužů, což odpovídá dříve popsanému 

levostrannému snížení v expresi transkribtu v gyrus dentatus a v oblasti CA3 (Law a 

Deakin, 2001). Další práce potom nalezla pokles mRNA panNR1 v gyrus dentatus 

(Gao et al., 2000). In vivo bylo nalezeno signifikantní snížení vazby NMDA receptoru 

v levém hipokampu pacientů se schizofrenií, kteří neměli antipsychotickou léčbu, 

oproti kontrolním subjektům (Pilowsky et al., 2006). Jedním z vysvětlení větší 

vulnerability mužských mozků může být pozdější lateralizace a nedostatek 

estrogenové ochrany (Leung a Chue, 2000). Exprese panNR1 i NR1C2 varianty 

vykázaly významnou interakci laterality a pohlaví. Izoforma NR1C2  však nepotvrdila 

vztah exprese s diagnózou, stejně jako tomu bylo ve dříve publikované práci 

(Kristiansen et al., 2006), kde hodnotili expresi NR1C2 v DLPFC a v ACC. Naše 

výsledky ukazují na význam biochemické laterality a také na významné pohlavní 

rozdíly v expresi těchto proteinů u schizofrenie. Vztahovat je k estrogenové hypotéze 

schizofrenie je ovšem díky věku pacientek, které jsme měli v souboru, poněkud 

diskutabilní. 

Omezující skutečnosti práce jsou uvedeny v publikaci (Vrajová et al., 2010). 

Výsledky byly publikovány v časopise s IF Neurochemistry Research  (Vrajová et al., 

2010) a v časopise Psychiatrie (Vrajová et al., 2010) (viz Seznam publikací). 
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5 BUNĚČNÁ LINIE – RGS4  „SILENCING“  

Gen pro regulátor G proteinové signalizace 4 (RGS4) byl dříve popsán ve 

vztahu ke schizofrenii (Mirnics et al., 2001).  Snížená exprese tohoto genu byla 

opakovaně nalezena v různých strukturách mozku post mortem u pacientů se 

schizofrenií (Bowden et al., 2007). Dále bylo ukázáno, že změny exprese RGS4 jsou 

specifické, jelikož u dalších RGS významné změny nalezeny nebyly (Mirnics et al., 

2001). Ve farmakologickém modelu používajícím antagonistu NMDA receptoru - 

PCP bylo ukázáno na funkční interakci mezi RGS4, 5-HT1A  a NMDA signalizací 

v neuronech PFC (Gu et al., 2007). Tato práce ukázala, že jednou z funkcí RGS4, 

která může vysvětlovat jeho roli v patofyziologii schizofrenie, je spojení s 5-HT1A 

receptory, přičemž vztah serotoninového 5-HT1A receptoru k inhibici funkce NMDA 

kanálu je znám již déle (Yuen et al., 2005). Při použití amfetaminu v animálním 

modelu bylo ukázáno, že hladiny mRNA i proteinu RGS4 jsou pod kontrolou 

dopaminergních receptorů D1 a D2 (Schwendt et al., 2006). Nicméně vztah snížené 

exprese RGS4 ke zmíněným, ale i dalším biochemickým drahám, které jsou u 

schizofrenie poškozeny, není blíže znám. V následující práci nás proto zajímal vliv 

snížené exprese genu pro RGS4 na exprese genů pro aktéry serotoninové, 

dopaminové a v neposlední řadě glutamátové neurotransmise. V neuronální buněčné 

linii jsme nejprve potlačili expresi RGS4, a následně jsme hodnotili celogenomovou 

expresi. 

 

5.1 MATERIÁL A METODY 

5.1.1 Neuroblastomová buněčná linie 

Byly použity primární neuronální buňky z American Type Culture Collection 

(ATCC; CRL-10442 a CRL-10742). Jelikož kultivace těchto buněk byla opakovaně 

neúspěšná (docházelo k předčasné senescenci a tedy k buněčné smrti), zvolili jsme 

pro naše experimenty imortalizovanou neuronální buněčnou linii. Jako model byla 

tedy použita neuroblastomová linie BE(2)-C (ATCC; CRL-2268). K silencingu 

lidského genu pro RGS4 jsme navrhli čtyři různé siRNA, které překrývaly různé části 

kódující sekvence RGS4 (Tabulka 6). Pro stabilní silencing jsme použili retrovirový 

vektor pSilencer 5.1-H1 Retro (Ambion, UK) (Obrázek 11). Takto připravené 
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konstrukty jsme pomocí metody teplotního šoku vpravily do buněk E. Coli. K izolaci 

plazmidu byla použita fenolchloroformová extrakce. Verifikace všech siRNA Retro 

konstruktů připravených pro transfekci byla provedena pomocí sekvenování. 

Scrambled siRNA klonovaná taktéž v pSilencer 5.1-H1 Retro vector (Ambion, UK) 

byla použita jako kontrola pozadí. Transfekce BE(2)-C byla provedena pomocí 

FuGene Reagent (Roche, Německo) podle doporučení výrobce. Buňky jsme 

kultivovali při 37 °C  a 5 % CO2 v mediu DMEM (Sigma, Německo) doplněný o 

10% fetální hovězí sérum (FCS) (Gibco, UK) a glutamin (Sigma, Německo). Dva dny 

před sklizením buněk pro následující experimenty (microarray) měly buňky densitu 

100,000/ml. Po sklizení byly buňky opláchnuty v PBS (Sigma, Německo) a lyzovány 

v TriZol (Sigma, Německo). Lyzáty byly následně použity pro izolaci RNA, která 

byla provedena dle doporučení výrobce. Pro microarray byl použit vždy 1 mikrogram 

celkové RNA, dle protokolu výrobce. Připravili jsme jedenáct stabilních buněčných 

linií exprimujících rozdílná množství siRNA proti lidskému RGS4. Expresi RGS4 

jsme hodnotili pomocí kvantitativní Real-Time PCR, kde jsme jako kontrolní gen 

použili β2  mikroglobulín. 

 

Tabulka 6 Sekvence siRNAs pro silencing lidského RGS4 v buněčné linii BE(2)-C 
 
RGS4 siRNA 1 S: 5'-GATCCACATCGGCTAGGTTTCCTGTTCAAGAGACAGGAAACCTAGCCGATGTTTTTTTGGAAA-3' 
 
 
RGS4 siRNA 1 AS:5'-AGCTTTTCCAAAAAAACATCGGCTAGGTTTCCTGTCTCTTGAACAGGAAACCTAGCCGATGTG-3' 

 
 
RGS4 siRNA 2 S:5'-GATCCGTTCTTCCCACAACAAGAAGTTCAAGAGACTTCTTGTTGTGGGAAGAATTTTTTGGAAA-3' 

 
 
RGS4 siRNA 2 AS:5'-AGCTTTTCCAAAAAATTCTTCCCACAACAAGAAGTCTCTTGAACTTCTTGTTGTGGGAAGAACG-
3' 

 
 
RGS4 siRNA 3 S:5'-GATCCGTATTGACTTCTGGATCAGCTTCAAGAGAGCTGATCCAGAAGTCAATATTTTTTGGAAA-3' 

 
 
RGS4 siRNA 3 AS: 5'-AGCTTTTCCAAAAAATATTGACTTCTGGATCAGCTCTCTTGAAGCTGATCCAGAAGTCAATACG-
3' 

 
 
RGS4 siRNA 4 S: 5'-GATCCGTCTCGATTCTATCTTGATTTCAAGAGAATCAAGATAGAATCGAGACTTTTTTGGAAA-3' 

 
 
RGS4 siRNA 4 AS:5'-AGCTTTTCCAAAAAAGTCTCGATTCTATCTTGATTCTCTTGAAATCAAGATAGAATCGAGACG-3' 

 
 

 



 

- - 55 - 

 

 

Obrázek 11 Vektorová mapa pSilencer 5.1-H1 Retro 
 

 

5.1.2 Microarray 

Efekt rozdílné exprese RGS4 v modelové buněčné linii BE (2)-C jsme 

hodnotili pomocí GeneChip® Human Exon 1.0 ST array (Affymetrix, USA). 

Následující analýzy dat a detekce odlišně exprimovaných genů byly získány pomocí 

Bioconductor and R project software (http://www.bioconductor.org, http://www.r-

project.org). Hrubá data z microarray byla normalizována a sumarizována na 

transkripční hladinu za použití Expresní Konsole a standardní anotace poskytované 

Affymetrix. Takto upravená data byla importována do R projekt softvéru.  Pomocí 

počítačového softvéru Biokonductor byla provedena kontrola kvality dat a taktéž 

identifikace odlišně exprimovaných transkribtů v jednotlivých BE(2)-C liniích 

s odlišnými hladinami exprese RGS4. Vybrali jsme transkribty, které vykázaly 

vysokou expresní variabilitu napříč všemi arrays, použité kritérium byl interval 0,5 

v log2 stupnici. Z přefiltrovaných dat jsme pro všechny vzorky vypočítali matici v 
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Eukleidovském prostoru, dále jsme provedli hierarchické klastrování pro identifikaci 

outlerů. Stejný hierarchický dendrogram byl použit pro definování podskupin RGS4 

mutantních BE(2)-C linií představujících stejné expresní profily. Pouze geny, 

exprimované minimálně v jedné z těchto skupin, byly použity k dalším analýzám. Ve 

filtrovaných datech jsme zhodnotili rozdíly v expresi za použití moderovaného t-testu 

ze sady programů Limma (Bioconductor softvér), použití těchto upravených t-testů 

bylo zvláště výhodné pro srovnávání skupin, kde byl malý počet replikátů.  

Mnohonásobné testovací korekce byly provedeny pomocí metody Benjamini a 

Hochberg.  

 

 

5.2 VÝSLEDKY:  BUN ĚČNÁ LINIE – RGS4  SILENCING  

Získali jsme jedenáct linií, které vykazovali odlišné hladiny genové exprese 

RGS4. Exprese RGS4 byla v intervalu od 3,1 % do 123 % vztažena k parentální 

buněčné linii. Dvě linie, které vykazovaly minimální změnu oproti parentální linii 

(linie 4; 86,7 %; linie 8; 123 %) byly použity jako pozadí. Celkem jsme tedy získali 

devět linií se sníženou expresí RGS4: linie 1, 3,1 %; 2, 25,8 %; 3, 8,7 %; 5, 37,9 %; 6, 

62,3 %; 7, 41,9 %; 9, 22,3 %; 10, 25,8 %; 11, 69,4 %). Celogenomový profil jsme 

hodnotili na těchto liniích. V jednom experimentu jsme zaznamenali zvýšení exprese 

indukované pomocí siRNA, toto je celkem unikátní, nicméně známý fenomén, který 

je způsoben interakcí siRNA s její cílovou sekvencí. 

U buněčných linií se sníženou expresí RGS4 jsme nalezli 67 odlišně 

exprimovaných genů, které naplnily kriteria (viz 5.1.2.).  Z těchto 67 genů mělo 30 

genů zvýšenou expresi a 37 sníženou expresi v porovnání s parentální buněčnou linií 

(Tabulka 7). Ke klastrování jsme použili databázi DAVID (Database for Annotation, 

Visualization and Integrated Discovery) (Huang et al., 2009). Nalezli jsme dvě 

funkční skupiny genů, přičemž jednu skupinu tvořily geny pro histony, konkrétně se 

jednalo o pět genů, všechny vykázaly zvýšenou expresi oproti parentální linii. 

V druhé skupině byly geny pro transkripční faktory (TF), sedm genů: čtyři se 

zvýšenou expresí, tři se sníženou expresí.  

Ostatní odlišně exprimované geny tvořily heterogenní skupinu, která 

zahrnovala geny, jež byly dříve popsány v souvislosti se schizofrenií. Konkrétně se 
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jednalo o tři geny se zvýšenou expresí: metallothionein (MT2A), ribonukleasu A 

(RNASE1) a G-protein vázající receptor 50 (GPR-50). Dalším genem spojeným s G-

proteiny, který měl změněnou (zde zvýšenou) expresi následkem siRNA, byl gen pro 

GPR64. Také jsme nalezli změny v expresi dvou genů, jejichž vztah ke schizofrenii 

byl již dříve studován, ale nepotvrzen. Jednalo se o gen pro CD99 protein (Ross et al. 

2003) a o gen pro abnormal spindle-like microencephaly-associated (ASPM). U 

ASPM byly ve vztahu ke schizofrenii studovány jednonukleotidové polymorfismy 

(Rivero et al. 2006). V této heterogenní skupině pak byly geny, jejichž produkty mají 

funkční potenciál směrem ke schizofrenii: solute carrier family 7 member 11 

(SLC7A11), calcium binding 39-like (CABL) a S100 calcium binding protein A4 

(S100A4).  

 

 

 

Tabulka 7 Geny se změněnou expresí v buněčných liniích BE (2) –C ovlivněných 
siRNA pro RGS4. Legenda: ** Histony; *** Transkribční faktory; † Popsán vztah ke 
schizofrenii; ‡ Vztah ke schizofrenii nebyl potvrzen; • Geny, jejichž produkty mají 
funkční potenciál pro schizofrenii, ale vztah s tímto onemocněním nebyl dříve popsán. 
Logaritmus změny násobku (logFC), plusové hodnoty znamenají zvýšení exprese, 
minusové hodnoty snížení exprese, adjustovaná P hodnota (adj.P.Val).    
 
 
 
 

Gene.Symbol 

Chromosomal 

region Annotation logFC adj.P.Val 

LRP1  12q13-q14  Low density lipoprotein-related protein 1 -2.14 0.001 

LGR5  12q22-q23 
Leucine-rich repeat-containing  
G protein-coupled receptor 5 

-2.44 0.026 

VEGFA  6p12 Vascular endothelial growth factor A -2.44 0.001 

CCPG1  15q21.1 Cell cycle progression 1 -2.57 0.001 

LTB4DH  9q31.3 (PTGR1) Prostaglandin reductase 1 -2.60 0.001 

EGR1***  5q31.1 Early growth response 1 -2.70 0.001 

CRH  8q13 Corticotropin releasing hormone  -2.72 0.001 

TAGLN2  1q21-q25 Transgelin 2 -2.74 0.001 

LUM  12q21.3-q22 Lumican -2.74 0.001 

ATF5 *** 19q13.3 Activating transcription factor 5 -2.79 0.001 

INHBE  12q13.3 Inhibin, beta E -2.85 0.001 

TRIB3  20p13-p12.2 Tribbles homolog 3 -2.89 0.001 

KCNG1  20q13 Potassium volatage-gated chanel, subfamily G, member 1 -2.95 0.001 

P4HA2  5q31 Prolyl 4-hydroxylase, alpha polypeptide II -2.96 0.002 
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Gene.Symbol 

Chromosomal 

region Annotation logFC adj.P.Val 

ARHGEF2  1q21-q22 Rho/rac guanine nucleotide exchange factor  -2.97 0.001 

DDIT3 *** 12q13.1-q13.2 DNA-damage-inducible transcript 3 -3.01 0.001 

CRABP2  1q21.3 Cellular retinoic acid binding protein 2 -3.03 0.001 

TRPA1  8q13 
Transient receptor potential cation channel, subfamily A, 
member 1 

-3.14 0.001 

SLC7A11•  4q28-q32 Cationic amino acid transporter,  member 11 -3.16 0.001 

ASS1  9q34.1 Argininosuccinate synthetase 1 -3.18 0.001 

CD99‡  Xp22.32 CD99 protein -3.19 0.002 

CD99  Yp11.3 CD99 protein -3.19 0.002 

GDF15  19p13.11 Growth differentiation factor 15 -3.23 0.001 

ARG2  14q24.1-q24.3 Arginase, type II -3.24 0.001 

DDIT4  10pter-q26.12 DNA-damage-inducible transcript 4 -3.29 0.007 

LOC340274  7  -3.38 0.008 

STC2  5q35.1 Stanniocalcin 2 -3.40 0.001 

C1orf51  1q21.2 Chromosome 1 open reading frame 51 -3.65 0.999 

SERPINE2  2q33-q35  Serpin peptidase inhibitor, clade E, member 2 -3.67 0.001 

GPR64 † Xp22.13  G protein-coupled receptor 64 -3.83 0.001 

CHAC1  15q15.1 ChaC, cation transport regulator homolog 1 -3.83 0.001 

TM6SF1  15q24-q26  Transmembrane 6 superfamily member 1 -4.00 0.001 

CENPI  Xq22.1 Centromere protein I 1.95 0.001 

HIST1H2BH ** 6p21. 3 Histone cluster 1, H2bh 1.96 0.003 

GINS2  16q24.1 GINS complex subunit 2 1.96 0.001 

GPR50 † Xq28 G protein-coupled receptor 50 1.97 0.207 

ABCA12  2q34  ATP-binding cassette, sub-family A, member 12 1.97 0.001 

SPAG5  17q11.2 Sperm associated antigen 5 1.98 0.001 

SNAI2 *** 8q11  Snail homolog 2 1.99 0.001 

DLG7  14q22.3 Discs, large (Drosophila) homolog-associated protein 5 1.99 0.001 

HIST2H2AB ** 1q21 Histone cluster 2, H2ab 2.01 0.002 

POLE2  14q21-q22 Polymerase (DNA directed), epsilon 2 (p59 subunit) 2.01 0.001 

KIF18A  1q14.1 Kinesin family member 18A 2.03 0.001 

ASPM ‡  1q31 Abnormal Spindle-like, microencephaly-associated 2.03 0.002 

HIST1H2BF ** 6p21.3 Histone cluster 1, H2bf  2.04 0.001 

NMU  4q12 Neuromedin U 2.06 0.038 

PARVA  11p15.3 Parvin alpha 2.07 0.001 

RNASE1†  14q11.2 Ribonuclease, RNase A family, 1 2.10 0.999 

PAC1  7p14 Adenylate cyclase-activating polypeptide 1Receptor typ 1 2.11 0.006 

SHCBP1  16q11.2 SHC SH2-domain binding protein 1 2.11 0.001 

FAM111B  11q12.1 Family with sequence similarity 111, member B 2.15 0.001 

TYMS  18p11.32  Thymidylate synthetase 2.17 0.001 

S100A4 • 1q21 S100 calcium binding protein A4 2.19 0.001 

C15orf42  15q26.1 Chromosome 15 open reading frame 42 2.24 0.001 

MAGEC2  Xq27 Melanoma antigen family C, 2 2.27 0.329 

CAB39L •  13q14.2 Calcium binding protein 39-like 2.28 0.032 
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Gene.Symbol 

Chromosomal 

region Annotation logFC adj.P.Val 

MT2A † 16q13  Methallothionein   2.28 0.001 

ID2 *** 2p25 Inhibitor of DNA binding 2 2.45 0.002 

SCGN  6p22.3-p22. 1 Secretagogin, EF-hand calcium binding protein 2.53 0.001 

GCA  2q24. 2 Grancalcin, EF-hand calcium binding protein 2.54 0.001 

HIST1H2BM ** 6p22-p21.3 Histone cluster 1, H2bm 2.56 0.001 

HIST1H2AB **  6p21.3 Histone cluster 1, H2ab 2.59 0.001 

ID1 *** 20q11 Inhibitor of DNA binding 1 2.83 0.002 

TMSL8  Xq21.33-q22.3 Thymosin beta 15a 2.95 0.001 

GNG11  7q21 Guanine nucleotide binding protein, gamma 11  3.03 0.012 

ID3 *** 1p36.13-p36.12 Inhibitor of DNA binding 3 3.08 0.001 

DGKK  Xp11.22 Diacylglycerol kinase, kappa 3.52 0.001 

MSN  Xq11.2-q12 Moesin 4.70 0.001 

 

 

 

5.3 DISKUZE: BUNĚČNÁ LINIE – RGS4 SILENCING  

Umlčení exprese RGS4 v neuroblastomové buněčné linii pomocí siRNA 

vyvolalo významné změny v expresích 67 genů, tuto skupinu lze rozdělit na dvě 

funkční podskupiny: histony, transkripční faktory a třetí heterogenní skupinu genů. 

Nepotvrdili jsme vztah snížené exprese RGS4 s expresní změnou genů přímo 

spojených s neurotransmiterovými systémy (dopaminovým, glutamátergním, 

serotonergním, atd.), které jsou nedílnou součástí patofyziologie schizofrenie. 

Zvýšená exprese genů pro histonové klastry H2A/B v naší práci odkazuje 

k histonovým modifikacím, jež reprezentují epigenetický mechanismus spojený 

s patologií prefrontálního kortexu u schizofrenie (Akbarian et al., 2005). O 

posttranslačních modifikacích (PTMs) spojených s histony H2A/B, jako je acetylace, 

fosforylace, sumoylace a ubiqutinace je známo, že ovlivňují genovou transkripci 

(Berger et al., 2007). Lze tedy spekulovat, zda zvýšená exprese H2A/B v našich 

neuroblastomových buňkách nemůže zesilovat tyto  PTMs.  

Další funkční skupina genů, jejichž exprese byla ovlivněna umlčením RGS4, 

jsou geny pro transkripční faktory (TF), které jsou obecně spojovány s rakovinnými 

onemocněními (Janoueix-Lerosey et al., 2010). A proto může být nález změněné 

exprese genů pro TF v naší práci vedlejším jevem použití neuroblastomové buněčné 
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linie. Jeden z genů, který byl následkem RGS4 silencingu v buněčné linii utlumen, je 

gen pro early growth response 1 (ERG1), patřící do rodiny immediate early gene 

(IEG), které mohou hrát důležitou roli v učení se a v paměti (Bozon et al., 2003). Dále 

pak bylo u myší s deleci brain derived neurotrophic factor (BDNF) nalezeno snížení 

exprese RGS4 a EGR1 (Glorioso et al., 2006). Na základě těchto informací 

předpokládáme, že mezi expresí RGS4 a IEG může být interakce. Další gen ze 

skupiny TF, jehož exprese byla změněna (zde snížena), byl gen pro Activating 

Transcription Factor 5 (ATF5), jehož proteinový produkt se váže na disrupted in 

schizophrenia 1 (DISCI1), což jej tedy spojuje s patofyziologií schizofrenie. 

Třetí, heterogenní skupina, obsahuje některé geny, které byly dříve asociovány 

se schizofrenií. V liniích se sníženou expresí RGS4 jsme našli nadexprimovaný gen 

pro metallothionein (MT2A). Vzhledem k tomu, že k fyziologickým funkcím tohoto 

proteinu v CNS patří regenerace a neuroprotekce (West et al., 2008), může být 

zvýšená exprese genu pro tento protein kompenzací nedostatku RGS4. Zvýšení 

exprese genu pro MT2A bylo u schizofrenie popsáno v prefrontálním a temporálním 

kortexu post mortem (Arion et al., 2007; Aston et al., 2004). Gen pro RNASE1 byl po 

RGS4 silencingu nadexprimován, zatímco v předešlých studiích bylo nalezeno 

naopak snížení post mortem v temporálním kortexu pacientů se schizofrenií (Aston et 

al., 2004) a v DLPFC starších pacientů s chronickou schizofrenií (Hakak et al., 2001). 

Dále byla námi nalezená zvýšená exprese genu pro GPR50 popsána ve vztahu ke 

schizofrenii a bipolární poruše (Kato, 2007), taktéž byla nalezena asociace se SNPs 

tohoto genu. Vztah RGS4  a dalších G-proteiny vázajících receptorů, které jsou 

hlavními participanty neuromodulace membránové excitability, byl již dříve popsán 

(Jaén a Doupnik, 2006). GPR50 je receptor spojený s melatoninem, nicméně 

melatonin neváže a endogení ligand receptoru není znám, receptor se chová jako 

antagonista melatoninového receptoru MT1 (Levoye et al., 2006). Inhibice MT1 

receptoru je zprostředkována díky heterodimerizaci MT1 a GPR50, s tím, že tendence 

k formování těchto heterodimerů závisí na expresi obou receptorů. Jestliže je MT1 

vázán do heterodimeru MT1/GPR50, ztrácí svoji schopnost vázat specifické agonisty 

(Levoye et al., 2006). V buněčných liniích se sníženou expresí RGS4 byl 

nadexprimován ještě další receptor, a to adenylate cyclase-activating polypeptide 1 

receptor 1(ADCPYAP1R1; PAC1). PAC1 je G-protein vázající receptor, a jeho ligand 

je neuropeptid s aktivitou modulátoru neurotransmise. Jak tento receptor, tak jeho 
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ligand, byly dříve popsány jako kandidátní geny pro schizofrenii (Hashimoto et al., 

2007). Další dva geny (S100A4, CAB39L), které byly následkem siRNA proti RGS4 

nadexprimovány, kódují vápník vázající proteiny, které ovlivňují různé reakce 

v rámci drah transdukovaných vápníkovým signálem. Příbuzný protein S100B byl 

dříve popsán jako marker systémového zánětu (Sen a Belli, 2009), a taktéž bylo 

popsáno zvýšení tohoto proteinu v séru pacientů se schizofrenií (Schroeter et al., 

2009). Gen pro SLC7A11, jehož exprese byla v siRNA ovlivněných buněčných 

liniích snížena, má proteinový produkt, který patří k aminokyselinovému 

transportnímu systému specifickému pro cystein a glutamát. SLC7A11 může být tedy 

součástí poškození glutamatergní dráhy, která jsou spojována s patofyziologií 

schizofrenie.  

Přesto, že jsme tuto studii provedli na neuroblastomové buněčné linii, a ne na 

primární neuronální linii, která by jistě lépe kopírovala situaci in vivo, naše výsledky 

mohou vnést trochu světla do objasnění významu RGS4 v patogenezi schizofrenie.  

Výsledky byly publikovány v časopise s IF Neuroendocrinology letters 

(Vrajová et al., 2011) (viz Seznam publikací). 
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6 ZÁVĚR: Vymezení úlohy NR1 podjednotky NMDA 
receptoru v patofyziologii schizofrenie 

6.1 ANIMÁLNÍ MODEL – BLOKACE NMDA RECEPTORU 

V animálním modelu jsme nepotvrdili vliv krátkodobého nebo dlouhodobého 

hipokampálního ovlivnění podjednotek NMDA receptoru (NR1, NR2A, NR2B) na 

somatosensorický gaiting (PPI). Důvodem negativních výsledků mohla být malá 

účinnost blokace podjednotek receptoru, která byla nižší, než popisovala starší práce 

používající aODN (Inada et al., 2003).  Nicméně jsme ukázali, že současné ovlivnění 

podjednotek NR2A a NR2B vyvolá významné snížení exprese proteinu 

postsynaptické density (PSD- 95), ačkoliv exprese proteinů podjednotek významně 

změněna nebyla. Tato skutečnost přináší informaci o vztahu exprese proteinů NR2 

podjednotek a PSD-95. Je tedy možné, že exprese PSD-95 reaguje na potlačení 

exprese NR2 rychleji než samotné podjednotky. U exprese podjednotek mohou 

existovat daleko robustnější kompenzační mechanismy, které jsou schopné 

krátkodobé poškození exprese potlačit, a tudíž se množství NR2 podjednotek 

v membránové frakci významně nemění.  Když se podíváme do našich výsledků, 

všimneme si, že ač se mezi skupinami exprese NR2A podjednotky významně nelišila, 

v post-hoc analýze byl ve skupině s aplikací aNR2A pokles tohoto proteinu oproti 

kontrole u skupiny aNR2B a u exprese NR2B se změna neprojevila.  Náš výsledek 

odpovídá tomu, co bylo publikováno (Bard et al., 2010). Zmíněná práce popsala in 

vitro, že přemísťování NR2A ze synaptické membrány vyvolá kompenzační zvýšení 

NR2B podjednotky v membráně.  

Hipokampální exprese PSD-95 a podjednotek NMDA receptorů se během 

postnatálního vývoje potkana mění (Ling et al., 2012). Je tedy možné, že vztahy mezi 

expresí PSD-95 a podjednotkami NMDA receptoru měnící se v rámci vývoje mohou 

být zapojeny do patofyziologie schizofrenie. 
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6.2 STUDIE POST MORTEM – EXPRESE NR1 PODJEDNOTKY 

Výsledky post mortem studie ukazují v expresi panNR1 mRNA i v proteinu na 

význam biochemické laterality u schizofrenie. Lateralita byla výraznější u pacientů se 

schizofrenií oproti kontrolnímu souboru. Dále byl významný nález poklesu exprese 

proteinu panNR1 v levém hipokampu pacientů mužů, což je ve shodě 

s publikovanými daty (Law a Deakin, 2001), kde ovšem měli smíšenou skupinu, v níž 

převažovali muži. Navíc hipokampy nebyly v párech, tedy levý a pravý od téhož 

pacienta. Opřít tento výsledek o estrogenovou hypotézu je díky věku pacientek 

problematické. Práce, která hodnotila pohlavní rozdíly v expresi NR1 podjednotky 

v míše po aplikaci NMDA antagonisty u mláďat po odstavení od matek, ukázala na 

větší množství NR1 pozitivních buněk u samic než u samců (Schlenker a Hansen, 

2007). Na základě této práce bychom mohli spekulovat, že muži jsou na poškození 

NMDA receptorů (NR1 podjednotky) citlivější, a že tato citlivost se uplatňuje již 

velice brzo během vývoje, a tudíž nutně nemusí souviset s hormonální odlišností obou 

pohlaví. Tento výsledek přináší informaci o potřebě hodnotit biochemii mozku jednak 

s ohledem na lateralitu, a také s ohledem na pohlaví. Jako první jsme ukázali na 

změny exprese mRNA C-koncových sestřižených variant NR1 v hipokampu pacientů 

se schizofrenií. A to konkrétně na snížení exprese varianty NR1-4 v levém a NR1-2 

v pravém hipokampu, dále na zvýšenou expresi variant obsahujících C1 kazetu (NR1-

1, NR1-3) u pacientů. Tyto výsledky přináší podrobnější vysvětlení změn v expresi 

NR1 podjednotky v hipokampu pacientů se schizofrenií. Zdá se, že dochází 

k odlišným změnám sestřihu panNR1v levém a pravém hipokampu pacientů. 

Nicméně stále nejasným zůstává vliv antipsychotické medikace na expresi NR1, což 

je výrazným limitujícím faktorem post mortem studií tohoto typu, jelikož pacienti 

jsou medikováni po různě dlouhou dobu různými typy antipsychotik.  Nedávno 

publikovaná práce (Segnitz et al., 2011), která se zabývá vlivem chronického podání 

aripiprazolu na expresi podjednotek NMDA receptoru v animálním modelu, ukázala 

na zvýšení exprese mRNA NR1 NR2A, NR2D podjednotek  po 4 týdenním podání 

v hipokampálních oblastech, a tedy na změnu v podjednotkovém uspořádání NMDA 

receptorů.  
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6.3 BUNĚČNÁ LINIE – RGS4  „SILENCING“  

Vliv snížené exprese genu pro RGS4 na expresi genů neurotransmiterových 

drah, jejichž dysfunkce jsou podkladem patofyziologie schizofrenie, jsme nepotvrdili.  

V neuroblastomové lini se sníženou expresí RGS4 jsme nalezli významnou změnu 

v expresi 67 genů. V této skupině byly geny pro histony, jejichž změněné exprese lze 

spojit s epigenetickými mechanismy popisovanými u schizofrenie.  Další geny se 

změněným expresním profilem potom patří k transkripčním faktorům. Tato skupina je 

diskutabilní vzhledem k použité buněčné linii, avšak tyto geny ukazují na možný 

vztah exprese RGS4 a early immediate gene (IEG). Poslední skupina genů se 

změněnou expresí byla heterogenní. Nadexprimován byl gen pro metallothionein 

(MT2A), mezi jehož funkce patří neuroregenerace a neuroprotekce. Dále se zde 

vyskytly další geny pro G-proteiny vázající  receptory a také dva geny, kódující 

proteiny vázající vápník. Jeden z nalezených genů pak patří do glutamatergní dráhy. 

Naše výsledky ukazují na úrovni genů na možné vztahy snížené exprese RGS4 

s dalšími drahami, jejichž význam v patofyziologii schizofrenie však není znám.   

U pacientů se schizofrenií bylo post mortem v prefrontálním kortexu nalezeno 

zvýšení exprese metabotropního glutamatového receptoru skupiny I (mGluR1) a 

zároveň snížení exprese RGS4 (Volk et al., 2010). Je tedy možné, že nižší expresní 

hladina RGS4 a vyšší hladina mGluR1 může podporovat signalizaci přes mGluR1 

receptory. Vyšší aktivita mGluR1 pak může fungovat jako kompenzační 

mechanismus NMDA hypofunkce u schizofrenie (Volk et al., 2010). Z našich 

výsledků však vyplývá, že snížení exprese RGS4 pravděpodobně není příčinou změny 

exprese mGluR1 receptorů. Sníženou expresi RGS4 lze na základě našich výsledků 

považovat spíše za následek předcházejících biochemických změn spojených 

s průběhem nemoci. 
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