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Uvod

Schizofrenie ma navzdory dlouholetému vyzkumu stale nejasny plivod a pato-
fyziologii /8/. Jedna se o komplexni chorobu nebo dokonce skupinu pfibuznych
onemocnéni /10/ a je nepravdépodobné, Zze by mohla byt pfi¢itana pouze jednomu
puvodci nebo genetické mutaci /3/.

S patofyziologii schizofrenie byva spojovana hypofunkce NMDA (N-methyl-D-
aspartat) receptorl pro glutamat. Tato hypotéza byla formulovana na zakladé
pozorovani, Ze latky jako PCP (fencyklidin) & ketamin, blokujici NMDA receptory,
navozuji stavy odpovidajici symptomim schizofrenie, a Ze aktivaci téchto
receptor(l skrze glycinové misto dochazi k potlaceni pfiznakl /28/.

Jako agonista glycinového mista plsobi také D-serin /7/. Studie zabyvajici se
moznym vlivem D-serinu ve schizofrenii prokazaly u pacientli dysregulaci metabo-
lismu D-serinu. Zda se, Ze tyto zmény mohou byt alespoi z Casti zakladem
patofyziologie schizofrenie (Hashimoto a spol. 2004) /2,16/. Propojeni D-serinu a
schizofrenie naznaéuje napfiklad pokles jeho hladiny v krevnim séru a mozko-
mis$nim moku u schizofrennich pacientli /2,43/. Byla publikovana studie ukazujici
pokles hladiny D-serinu také v mozkové tkani /37/.

Prokazatelny geneticky zaklad schizofrenie vedl ke studiu pfipadného gene-
tického propojeni enzym( syntézy (serin racemasa, SR) a degradace (oxidasa D-
aminokyselin, DAAQO) D-serinu s touto chorobou. Ukazalo se, Z2e SR interaguje
s proteinem PICK1 (protein interagujici s kinasou C), a zmény v genu pro PICK1
pravdépodobné souviseji se schizofrenii /43/. Spojeni schizofrenie a DAAO bylo
prokazano po identifikaci bodovych mutaci v genu pro protein oznaceny G72,
ktery, jak se ukazalo, aktivuje DAAO /3/.

D-serin byl jako modulator NMDA receptortl identifikovan teprve nedavno.
Také proto jsou vysledky studii zabyvajici se roli D-serinu a jeho metabolismu ve
schizofrenii nové (od roku 2004) a pfinaseji mnoho otaznik(.

Tato kompilaéni prace shrnuje dosavadni vysledky studii, se snahou zaplnit

prazdna mista mezi novymi a jiz znamymi fakty.



Cil prace

Cilem této prace je shrnout poznatky tykajici se role D-serinu a jeho
metabolismu ve schizofrenii. Prakticka ¢ast je zaméfena na optimalizaci metodik
potvrzeni pfitomnosti a stanoveni aktivity serin racemasy, enzymu syntézy D-

serinu, v autoptické tkani lidského hipokampu.



Teoreticka cast

1. Schizofrenie

1.1 Charakteristiky onemocnéni

Nazev schizofrenie pochazi z feckého schizein, znamenajici rozstépit nebo
rozdélit a frén, coz znamena mysl /40/. Schizofrenie je psychicka porucha, dosud
nejasného puvodu /35/ a patofyziologie /8/, ktera se projevuje poruchami mysleni,
jednani, vnimani, emoci a vile /35/. Jedna se v podstaté o soubor pfiznak(, neboli
syndrom /24/. Hovofi se také o skupiné schizofrenii /35/.

Schizofrenie je onemocnéni postihujici asi 1 % celosvétové populace /24,35,8/.
Objevuje se obvykle mezi 16. a 25. rokem Zivota /35,38/, a to o néco dfive u muzu
nez u zen /38/. Nastup je bud plizivy nebo akutni /44/. Pribéh schizofrenie mlze
byt navzdory medikaci chronicky, bez pfechodného zlepSeni /8/, nebo probiha
narazové, a to s nardstajicim nebo stabilnim defektem, popfipadé s ¢astecnou Ci
uplnou remisi /35/.

Symptomy schizofrenie Ize rozdélit do tfi skupin, které se obvykle vyskytuji
spole¢né, pficemz jedna mlze previadat /8/.

o Pozitivni symptomy (napf. halucinace, bludy)

o Kognitivni poruchy (napfi. poruchy pozornosti, pracovni paméti, motivace)

> Negativni symptomy (napf. socialni stazeni, nezajem, emocni oplostélost)
138,35/

Pfestoze presny plvod schizofrenie neni znam, predpoklada se jeji multi-
faktorialni zaklad /35,8/. Nejsilngjsim faktorem se zda byt geneticka predispozice
/81, jelikoz riziko vyskytu schizofrenie je vyrazné zvySeno u pfibuznych osob
135,8/.

Pravdépodobnost rozvoje schizofrenie

cca 13 % - déti pacienta se schizofrenii
10 % - osoby se schizofrennim sourozencem
48 % - déti dvou schizofrennich rodi¢d
35 - 58 % - monozygotni dvojCata

9 - 27 % - heterozygotni dvojata /35/



Jako dal8i vyznamny rizikovy faktor byva povazovana porucha nitrodélozniho
vyvoje mozku, popiipadé jeho poskozeni pii porodu /24,8/, pravdépodobné
v disledku porodni hypoxie ( McNeil, 1988; Cannon, 1998) /44/. Zajimava jsou
pozorovani, Ze vyskyt schizofrenie byva ¢astéj$i u lidi narozenych v zimnim
obdobi /24,8/. Dale je diskutovan vliv infekénich faktor(, toxin( a psychosocialni
zatéze /40/.

Bylo zjisténo, Ze schizofrenii doprovazeji anatomickeé i funkéni zmény mozku,
postihujici jak mozkovou kuru, tak vnitfni oblasti mozku /24/. V fadé studii byly
potvrzeny anatomické abnormality zahrnujici komorové (ventrikularni) zvétSeni a

pokles mozkového ( korového a hipokampalniho obr. 1) objemu /36/.

Obrazek 1: Hipokampus — oblou¢kovy zavit ve spodni ¢asti mozku, souéast limbického
systému /9/.

(www.memorylossonline.com/.../hippocampus.html)

Pokles mozkového objemu je vysvétlovan zmensenim neuronu a neuronalnich
siti /38/. Obé tyto abnormality byly zastoupeny i v pfipadech tzv. prvnich epizod
schizofrenie, coz by mohlo vylucovat jejich pfitomnost jako nasledk( chronické
choroby nebo |éCby /38/. Navic zvétSsené komory a mensi temporalni lalok byly
pozorovany u dospivajicich a mladych dospélych jedinct s vysokou genetickou
predispozici ke schizofrenii, coZz naznaCuje, Zze mozkova patologie predchazi
nastupu nemoci /38/. Na druhou stranu nedavné studie poukazuji na zvétSeni
komor a korovou redukci jako dusledek lécby haloperidolem (neuroleptikum —
tabulka 1; str. 12) /8/.



Diagnostika schizofrenie je zalozena na podrobném klinickém vySetfeni a
ziskani anamnestickych Gdaji a maze byt ¢asto velmi komplikovana. Kritéria pro
schizofrenii vychazeji z klasifikaéniho systému (,International Classification of
Disease“, ICD 10, podle Svétové zdravotnické organizace) nebo DSM-IV

(,Diagnostic and Statistical Manual“, podle Americké psychiatrické asociace) /35/.

1.2 Lécéba schizofrenie

Lécba schizofrenie je v dnesni dobé zaloZzena piedevS§im na farmakoterapii
pomoci antipsychotik (neuroleptik) a pfipadné na podplrné psychoterapii /35,27/.
Jesté na pocatku tricatych let dvacatého stoleti byla I1é€ba schizofrenie zalozena
pouze na spekulativnich procedurach jako umélé vyvolavani hore¢ky, odnimani
nadledvin ¢i vasektomie (chirurgické pretéti a podvazani chamovodl) /9/.
V padesatych letech bylo objeveno prvni efektivni, selektivni, oralni anti-
psychotikum, chlorpromazin (obr. 2a), a to bez znamého mechanizmu plsobeni.
Jeho pozdéjsi ur€eni, tedy blokada dopaminergnich receptori, umoznila rozvoj
dalSich efektivnich antidopaminergnich latek /8/, tzv. klasickych antipsychotik /10/
(tab. 1, str. 12). Tento typ antipsychotik je Siroce pouzivan proti pozitivhim
pfiznakim schizofrenie, nicméné proti negativnim pfiznakim a kognitivnim
porucham je neucinny /10/. Také bylo zjisténo, Zze vyvolavaji efekty podobné
parkinsonizmu, tzv. extrapyramidové priznaky (svalova ztuhlost, neklid, tres)
135,10/.
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Obrazek 2: Strukturni vzorce
a) chlorpromazin b) klozapin

(http://Iwww.neurosci.pharm.utoledo.edu/MBC3320/neuroleptics.htm)



Od pocatku 90. let se pouzivaji tzv. atypicka antipsychotika, neboli anti-
psychotika 2. generace, které jiz neplsobi polékovou ztuhlost (viz. extra-
pyramidové pfiznaky) /35/. Jednim z piedstavitell této skupiny je klozapin (obr.
2b, str. 11), ktery byl objeven jiz v 70. letech, ale po zji§téni, Zze indukuje
agranulocytézu (pokles poctu az vymizeni granulocytl v krvi /9/) se od néj na Cas
ustoupilo /10/. Diky svému unikatnimu plsobeni byl v§ak znovu uveden za
podminek pfisného krevniho monitorovani/10/.

Klozapin pusobi nejen proti pozitivnim pfiznakiim schizofrenie mechanizmem
blokady dopaminergnich receptord, charakteristickym pro klasicka antipsychotika,
ale je ucinny i na nékteré negativni pfiznaky /10/. Je vhodny pro pacienty
rezistentni na Ié€bu klasickymi antipsychotiky. Plsobeni klozapinu na negativni
symptomy neni jeSté zcela objasnéno. Vi se v8ak, ze funguje jako blokator 5-HT2
(5-hydroxytryptamin 2) podtypu serotoninergnich receptort, a to s podstatné vétsi
afinitou nez k dopaminovym receptorim. Také funguje jako blokator a-adre-
nergnich, muscarinovych, cholinergnich a histaminovych H-1 receptora /10/.

Uvazovan je i jeho viiv na NMDA receptory pro glutamat /25/ (viz. kapitola 4.2).

Latky vytvorené na zakladé znalosti o funkénim profilu klozapinu patfi do
2. generace antipsychotik (tab. 1) a jsou dnes pouzivany v prevaze /10/. Mezi
nejpouzivanéjsi patfi risperidon, ziprasidon a olanzapin, které nepos$kozuji krve-

rtvorbu jako klozapin /24/.

chlorpromazin, chlorprotixen, levopromazin, periciazin,
Klasicka thioridazin, droperidol, flupentixol, fluphenazin, fluspirilen,
antipsychotika | haloperidol, melperon, oxyprothepin, penfluridol, perphenazin,

pimozid, prochlorperazin, trifluoperazin

Atypicka klozapin, amisulprid, sulpirid, olanzapin, quetiapin, risperidon,

antipsychotika | ziprasidon, sertindol, zotepin

Tabulka 1. Piehled antipsychotik 1. a 2. generace

/35/




1.3 Neurochemické hypotézy

Uginky ptisobeni psychofarmak naznaduji neurochemicky zaklad schizofrenie
/35/. Dominantni je dopaminova hypotéza /26/, podle které souvisi nékteré
pfiznaky schizofrenie s dopaminergni hyperaktivitou v mozku /35,38,8/, zahrnuijici
nadmérnou tvorbou dopaminu nebo zvySenou citlivost /24/, pfipadné pocet
dopaminergnich D2 receptor( /35,38/ (viz. 1.4). Tato hypotéza se opira hlavné o
to, Ze latkami uvolnujicimi dopamin, jako je napfiklad amfetamin nebo meskalin,
Ize aktivovat paranoidni psychozy /35,38,8/ a dale o pfiznivy ucinek klasickych
neuroleptik jako blokatorli D2 dopaminergnich receptor(i /26,38,8/. Tato hypotéza
ovSem nevysvétluje skutecnost, ze pfiznaky spadajici do oblasti negativnich
symptom(l a kognitivnich poruch nereaguji na vliv antidopaminergnich léku
124,26/.

V disledku objeveni antipsychotik 2. generace ovliviiujicich kromé& dopami-
nergniho i serotoninergni systém, a zjisténi, Zze agonista 5-HT2 (5-hydroxy-
tryptamin 2) receptoru LSD (diethylamid kyseliny lysergové) (obr. 3), vyvolava
pfiznaky psychdéz, vyvstala nova serotoninova neurochemicka hypotéza
schizofrenie /8,24,38/. | latky majici afinitu jen k 5-HT2 receptorim a chovajici se
jako jejich antagonisté plsobi antipsychoticky /8/. Mozkové studie post mortem

vSak nenasly patologické zmény serotoninergniho systému ve schizofrenii /8/.

-

\ N—CHj4

Obrazek 3: Strukturni vzorec LSD (http://www.badtekk.wz.cz/halucinogeny.html#21)



Novou alternativhi neurochemickou hypotézou pfiin schizofrenie je
glutamatova hypotéza vychazejici z hypofunkce NMDA receptor(l pro glutamat.
Tato hypotéza vede knovému smeéru vlécbé schizofrennich pfiznaki
prostifednictvim aktivace téchto receptorll skrze koagonisticé glycinové misto,
nazyvané také GlyB misto. Agonistou tohoto mista je kromé glycinu podle

nedavnych zjisténi také D-serin /10,17/ (podrobnéji kapitola 4.1).

1.3.1 Dopamin, serotinin a jejich receptory

Dopamin a serotonin zastavaji vorganismu funkci neurotransmiterd.
Dopaminergni receptory jsou zastoupeny v celé nervové soustavé /49/. Jsou
déleny do 5 podtypd (D1-5). Dopamin vznika v mozku pfirozené. Jeho
prekurzorem je aminokyselina tyrosin /50/. Dopamin hraje dullezZitou roli zejména
v motiva¢nim chovani.

Serotonin se v centralnim nervovém systému vyskytuje v mens$i mife. Ovliviiuje
serotoninergni systém, ktery tvofi neurony v prodlouzené mise, mostu, stfednim
mozku a mezimozku /24/. Tento systém udrzuje optimalni hladinu serotoninu
syntézou z L-tryptofanu /50/. Neurony se serotonergnimi receptory se vyskytu;ji
také v limbickém systému a v nékterych ¢astech mozkové klry /24/. V centralnim
nervovém systému se serotonin ucastni predevS§im procesi souvisejicich se
vznikem nalad. Jeho nedostatek zplsobuje snizeni pfenosu nervovych vzruchq,
zplsobuje tak zmény nalady, depresi, pfipadné poruchy spanku, podrazdénost az
agresivitu /34/. Velky pocet riznych druhd serotoninovych receptorl (5-HT1a.r,
5-HT2a.c, 5-HT3,4, 5-HT5a 8, 5-HT6,7) /50/ ukazuje, ze ucinek serotoninu mulze

byt rizny podle toho, ve kterém misté a jaky receptor obsadi /24/.

-10 -



2. NMDA receptory (NMDAr)

2.1 Definice
NMDA receptory jsou jedny z nejdllezitéjSich excitacnich synaptickych

receptord v CNS. Patfi mezi ionotropni receptory (receptory spojené s iontovymi

kanaly) pro glutamat /42/.

2.2 Rozdéleni
lonotropni glutamatové receptory byvaji klasifikovany do 3 hlavnich podtypQ

podle specifickych selektivnich agonistd /7,9,6/

- AMPA receptory
agonista: a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolpropionat

podjednotkoveé slozeni: GIluR1-GluR4

- KA receptory

agonista: kainat (2-karboxy-4-(5-karboxy-1-methyl-1,3-hexadienyl)-3-pyrrolidin-
octova kyselina)

podjednotkové slozeni: GIluR5-GIuR7, KA1,KA2

- NMDA receptory

agonista: N-metyl-D-aspartat

podjednotkoveé slozeni: NR1, NR2A-NR2D, NR3A

AMPA a KA receptory se také nékdy nazyvaji non-NMDA receptory /42,28/.

-11 -



2.3 _Charakteristika NMDA receptort (NMDATI)

NMDAr jsou heteromerické tetramery (heterotetramery), sestavené ze dvou
NR1 podjednotek (obr. 4), dvou NR2 A-D podjednotek /34/, pfipadné tretiho typu
podjednotky NR3A /6/.

ligand vazaijici
domeéna

[ e e

o — -t - o B s L oore

I Rt X

Py
(RN

Mc

n/h»»% !

Obrazek 4: Struktura NR1 podjednotky NMDA receptoru (TMI-IV =trans membranové
domeny)
(www.bris.ac.uk/depts/synaptic/info/glutamate. html#top)

NR1 podjednotka NMDAr obsahuje vazebné misto (GlyB) pro koagonistu,
kterym je glycinat (obr. 4 a 6; str. 17) a NR2 podjednotka nese vazebné misto pro
endogenniho agonistu glutamat (obr. 5a) nebo pro specifického agonistu NMDA

16,42/
OH

O%\/NHZ
o7 o)

NH,

a) Glutamat b) Glycin

Obrazek 5: Strukturni vzorce ligandi NMDA receptort
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NMDAr jsou prisné regulované iontové kanaly, které pozaduji pro svou aktivaci
ligandy (obr. 5, str. 12), navazané do obou vazebnych mist (glutamatového +
glycinového) /7/. Na synaptickych membranach krysiho mozku bylo pozorovano,
Ze koagonistické pusobeni zvySuje vazani glutamatu zménou afinity glutama-
tového mista /7/. Nutnost stimulace NMDA dvéma endogennimi neurotransmitery
by mohla slouzit jako ur€ity ochranny mechanismus proti neurotoxicité spojené
s nadmérnou stimulaci NMDAr glutamatem /6/.

Do agonistického vazebného mista pro glutamat se vaze s velkou afinitou i D-
aspartat a do glycinového mista také D-serin /7/ nebo D-alanin /28/.

Byla studovana schopnost aktivace NMDA receptorl pres GlyB misto rlznymi

agonisty a jejich analogy.

Podle klesajici afinity byly agonisté sefezeny takto:

ACPC (1-aminocyklopropankarboxylova kys) >glycin = D-serin >D-alanin >
B-fluoro-D-alanin > D-cykloserin > L-serin > L-alanin.

D-serin je zde srovnatelny s glycinem /7/. V nékterych studiiich autofi dosli
k odliSnym vysledkim, kdy dosahoval D-serin tfikrat vy$si ucinnosti v aktivaci GlyB
mista nez glycin. Pfedpoklada se, Zze zalezi na kombinaci podjednotek NMDAr
141]/.

Dlkazem o regulaci aktivity NMDAr endogennim D-serinem je pokles jejich
aktivity v krysich hipokampech (hipokampalni fez) a v kulturach hipokampalnich
bunék po odstranéni D-serinu pomoci DAAO (oxidasa D-aminokyselin) (viz

kapitola 3.3), a opétovné zvySeni aktivity po pfidani exogenniho D-serinu /6/.

NMDA receptory obsahuji fadu dalSich regulaénich mist (obr. 6, str. 14) jako:
s misto pro Mg?*, které blokuji iontovy kanal NMDAr pfi klidovém membranovém
potencialu
= misto pro Zn%*, ktery pGsobi inhibi¢né

o misto pro polyamidy 7/

-13 -



Glycinoveé

misto Glutamatové
/ misto
Zinkoveé
misto = Polyaminoveé

Mg 2+

Obrazek 6 . Vazebna mista NMDA receptoru
(upraveno z : http://bioscience.mirror.ac.cn/1998/v3/e/magnusso/e70-80.htm)

Aktivita NMDA receptort je také modulovana zménami pH. Pod fyziologickym
pH je aktivita inhibovana /34/.

Vlastnosti NMDA receptorll se méni v zavislosti na kompozici podjednotek /6/.
Je to patrné zejména v deaktivacni kinetice ( napf. u komplexu NR1/NR2A je ¢as
deaktivace otazkou milisekund, zatimco v uspoiadani NR1/NR2D to trva az
nékolik sekund /42/.

Treti podjednotka NMDAr (NR3A) muze asociovat s komplexy NR1/NR2 /6/.
Pokud se NR3A zkombinuje s NR1 podjednotkou, vznika unikatni receptor, ktery
je excitovan glycinem a inhibovan D-serinem /42/, aniz by byl ovliviiovan
glutamatem nebo NMDA /6/.

Rada imunohistochemickych studii ukazuje, Ze podjednotka NR1 je
exprimovana témér ve vSech neuronalnich bufkach CNS, zatimco NR2A-D
podjednotky vykazuji riznou expresi v zavislosti na stadiu vyvoje a oblasti CNS.
Pfedpoklada se, Ze je to dGvod funkéni heterogenity NMDA receptorl /7/.

NMDA receptory se podileji na fadeé fyziologickych proces(, napfiklad
umoznuji dlouhodobou indukci potenciace, coz vede k dlouhodobé synaptické
plasticité, ktera mulze slouzit jako bunéény mechanismus spojeny s ucenim a
paméti /6/. NMDAr jsou spjaty také s patologickymi fenomény jako je napf.

neurotoxicita nebo neurodegenerace /6/.
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2.4 Aktivace

Glutamat je uvolfiovan z presynaptickych neuron(i. Studie ukazuji, Ze uvolnéni
D-serinu do synapse muze byt regulovano glutamatem pres non-NMDA receptory
na astrocytech (podrobnéji kapitola 3.5) /6/. D-serin je uvolfiovan do synaptického
prostoru, kde interaguje s NMDAr, navazanim se do GlyB mista a dovoluje tak
glutamatu, vazajicimu se do glutamatového mista NMDAr, otevfit kanal pro ionty
16/ (obr. 7). Dojde tak k depolarizaci membrany a vstupu Ca®* do buriky, coZ vede
k nékolika moznym intracelularnim odpovédim. ca* je totiz kliCovym druhym
poslem, ktery spousti v burice fadu kaskadovitych déjl, napfiklad aktivaci guanylat

cyklazy /7/ s naslednou produkci cGMP /28/.

N,

N,

-
" \ 1
PR ’ Glutamat
 w

4
, NMDA

recep tor

Obrazek 7. Aktivace NMDA receptoru

(http://web.sfn.org/content/Publications/BrainBriefings/sch_cog.html)
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3. D-serin

3.1 Biologicka funkce

Fyziologicka funkce D-serinu spociva vtom, Ze se podili na aktivaci NMDA
receptorl na glycinovém misté GlyB. V aktivaci je plsobeni D-serinu vyrazné
acinné&;jSi oproti L-formé& (obr. 8). TéméF vyhradné pusobi jako aktivator, ale v
ur€ité podjednotkové kombinaci NMDAr ma D-serin také inhibiéni uc€inky
(podrobnéji kapitola 2.3). Funkéni spojeni s NMDA receptory potvrzuje i shodna
distribuce D-serinu a NMDAr v mozku ( podrobnéji kapitola 3.4) /28/. D-serin by se
tak prostfednictvim NMDA receptorl mohl podilet na tvorbé neuralnich drah
v urcité rlistové fazi nebo béhem oprav nervovych spojeni. Tento predpoklad je

zaloZen na pozorovani, Ze D-serin zvySuje migraci granularnich bunék /28/.

LiOOH COOM

H;I‘»’——l— M——*—muz ( ?2
CHyOH
Obrazek 8: a) L-serin; b) D-serin c) D-serin (3D)

3.2 Biosyntéza

Nedavné zjisténi, Zze D-serin puUsobi jako ligand glycinového mista NMDA
receptorl pro glutamat /3/ (viz. kapitola 2.3), vedlo k hledani zplisobu jeho vzniku
v mozku.

Bylo zjiSténo, Ze podil D-serinu ze stravy je minimalni /31/. Vyvracena byla i
teorie o vlivu gastrointestinalnich bakterii /7/. Dal8i diskutovanou moznosti bylo
uvoliovani D-serinu z metabolicky stabilnich proteinl po jejich racemizaci.
K racemizaci zde v8ak dochazi az s ¢asem, tudiz je tato moznost v rozporu

s faktem, Ze vysoké hiadiny D-serinu byly stanoveny jiz v Easném stadiu vyvoje.
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Z divodu omezeného priniku hematoencefalickou bariérou mozku a nedosta-
te¢nou hladinou D-serinu v séru je vyvracen jeho plvod z vnéjsiho prostredi /6,7/.

Plivod D-serinu byl objasnén aZz po objeveni specifického enzymu serin
racemasy. D-serin vznika racemizaci L-serinu, katalyzovanou serin racemasou
/1,30/.

Serin racemasa:

Serin racemasa (SR) je exprimovana hlavné v mozku (v cytoplazmé astrocytl
/6/ a podle nedavnych pozorovani i v neuronech /15/), méné pak v jatrech a jinych
perifernich organech /6/. Katalyzuje pfimou pfeménu substratu L-serinu na D-serin
a naopak (racemizaéni aktivita). Pfeména D-serinu na L-serin je charakterizovana
vy$§imi hodnotami kinetickych parametrl Ky (Michaelisova konstanta) a ket
(konstanta katalyzy). Dlkazem této fyziologické syntézy D-serinu je korelace
lokalizace D-serinu a serin racemasy /6/. Serin racemasa je pyridoxal-5'-fosfat

(PLP) (obr. 9) dependentni enzym.

o\
“CH ﬁ
HO -
CH~0-P—0
N T
| 0
o
H,C N

Obrazek 9: Strukturni vzorec PLP

SR je tvofena 340 aminokyselinami a v roztoku tvori nekovalentni homodimery
a tetramery, pfiemz velikost monomeru odpovida 37 kDa. Pro aktivaci potfebuje
mit SR k dispozici dvojvazné kationty (Mg?*,Ca®* nebo Mn?*). Jako allosterické
aktivatory SR plsobi ATP, v mensi mife také ADP, GTP a dal$i NTP /1,5/.
(informace z vyzkumu in vitro)

Serin racemasa je podle nedavnych zjisténi bifunkéni enzym, ktery kromé
racemizace L-serinu katalyzuje jesté jeho pfeménu na pyruvat. V druhém pripadé
se jedna o tzv. B-eliminaéni aktivitu. D-serin je eliminovan s mnohem mensi
ucinnosti. Obé aktivity SR jsou srovnatelné, co se tyCe kinetickych parametrli kca
a Ku /1,5/. Obé vykazuji alkalické pH optimum, coz je typické pro racemasy

aminokyselin zavislé na pyridoxalfosfatu. Pod pH 6,5 jsou enzymové aktivity SR
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zanedbatelné, jelikoz dochazi k precipitaci enzymu. Maximalnich aktivit in vitro

dosahuje serin racemasa v rozmezi pH 8-9 /1,5/. Racemizacni aktivita je

specificka pro serin, kdezto p-eliminaéni aktivita ma Sir§i specifitu pro L-

aminokyseliny s vhodnou (elektronegativni) odstupujici skupinou na B-uhliku a

vzajemnou orientaci a-karboxylu a odstupuijici skupiny, napf. L-serin-O-sulfat nebo

L-threo-3-hydroxy-aspartat /5/. Z inhibiCnich analyz bylo zjisténo, Ze racemizaéni

i B-eliminaéni aktivita SR sidli v témz aktivnim centru.

Metabolismus D-serinu je spojen s metabolismem glycinu /6/.

Glukosa -

- 3-fosfoglycerat — -

!
3-fosfohydroxypyruvat

I V.
Il.
Poosoone- L-fosfoserin
v L.
V.

D-serin < L-serin
V. V. L
Pyruvat Glycin
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Prekurzorem pro syntézu serinu a nasledné pak glycinu je 3-fosfoglycerat, coz

je intermediat glykolyzy. Katalyzou |. (3-fosfoglycerat dehydrogenasa) a V.
(fosfoserin transaminasa), vznika L-fosfoserin a z né&j katalyzou Il. (3-fosfoserin-

fosfatasa) vznika L-serin.

L-serin mUze byt pfeveden :
o Pomoci lll. (serin hydroxymethyltransferasa SHMT) na glycin

o B-eliminovan IV. (serin racemasa, SR) na pyruvat a amoniak

o racemizovan IV. (serin racemasa, SR) na D-serin

Zatim nevyvracenou moznosti je biosyntéza D-serinu z L-fosfoserinu enzymem
. (3-fosforerinfosfatasa) v mozkovych synaptozomech, nebo jeho tvorba z glycinu
pomoci GCS (glycin Stépici systém) /6,46/. Teoretickou moznosti vzniku D-serinu
by mohla byt i pfeména L-serinu, katalyzovana Ill. SHMT (serin hydroxymetyl-

transferasa).

3.3 Biodegradace

Savéi D-aminokyseliny mohou byt v téle metabolizovany pomoci flavoproteinu
DAAO (EC 1.4.3.3, oxidasa D-aminokyselin) /6/. DAAO je FAD-dependentvi
oxidoreduktasa peroxizomalniho plvodu. Lumen peroxizomu ma alkalické pH,

které je optimalni pro enzymatickou aktivitu DAAO /3/

prabéh reakce:

D-serin +O, + H,0 DAAO

hydroxypyruvat + NH; +H;0; 16/

Uginek DAAO je in vivo omezen na metabolismus neutralnich D-aminokyselin,
s vysokou afinitou k D-serinu, D-alaninu, D-prolinu, D-leucinu a D -methioninu.
Exprese DAAO je nejvyssi v ledvinach, pak v jatrech (vyjimku tvofi mysi jatra, kde
jeji exprese nebyla detekovana) a v CNS /3/. V CNS je DAAO koncentrovana
v astrocytech zadniho mozku, mozecku a v miSe, kde udrzuje hladinu D-serinu
v nizkych hodnotach. Pfedpoklad o degradaci D-serinu prostfednictvim DAAO
podporuje jejich inverzni kolokalizace v CNS /3/. V oblastech bohatych na D-serin,

jako je oblast mozkové kary, je hladina DAAO velice nizka. A naopak mnozstvi D-
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serinu v pfednim a zadnim mozku je v poméru asi 30 : 1. Naskyta se zde tedy
otazka, jak je D-serin regulovan praveé v téchto oblastech /42/?

Pri pokusech provadénych na mutantnich knock-out mysich (bez genu pro
DAAOQ), byla pozorovana dramaticky zvySena hladina D-serinu v oblasti zadniho
mozku, zatimco hladina v pfednim mozku zlstala nezménéna /3/. Néktefi autofi
navrhuji, Zze D-serin by mohl byt pfimo regulovan serin racemasou, a to pfeménou
na pyruvat /6/. Jini autofi naopak ukazuji, Zze ne D-serin ale pouze L-serin je serin

racemasou deaminovan /StfiSovsky a spol. 2005/.

3.4 Lokalizace

D-serin je temér selektivné lokalizovan v protoplazmatickych astrocytech
(obr. 11), podtypu gliovych bunék (obr. 10), které opouzdiuji nervova zakon&eni
16,30/. Podle nékterych studii zalozenych na protilatkach rozpoznavajicich
specificky D-serin, byl D-serin detekovan nejen v astrocytech, ale i v oligo-
dendrocytech a bunéénych télech, dendritech a axonech neuront /28,15/. Podle
jinych studii se D-serin vyskytuje exkluzivné pouze v gliovych burkach /42/. Byla

totiz zjiSténa jeho kolokalizace s gliovym fibrilarnim kyselym proteinem GFAP /42/.

astrocyt oligodendrocyt mikroglie

Obrazek. 10: Typy gliovych bunék
(http://www1 .1f1.cuni.cz/~zfisar/bp/1.4.htm)
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Obrézek 11: Protoplazmatické astrocyty v mozku; mozkova kura; zvétseni 400X;
(protilatka proti S-proteinu; Imunohistochemie ABC)

If3.cuni.cz/histoch/atlas

D-serin je distribuovan hlavné v mozku. Nizka koncentrace byla zjisténa také
v mide, perifernich tkanich, krevnim séru, slinach a v nedavné dobé také v sitnici
raznych obratlovcl /6,28/. Obsah D-serinu byl zaznamenan také v moci. Jeho

koncentrace se zde vS§ak rozchazi podle riznych studii /28,6/.

3.4.1 Distribuce v krysim mozku

D-serin je v mozku, jiz vkratké dobé po narozeni (viz. nize), lokalizovan
nestejnomérné. V nejvy8Si mife byl detekovan v prfednim mozku, v oblastech
mozkové kuary, hipokampu, sluchovém centru a striatu (Zihané jadro, cast
bazalnich ganglii). Ponékud niz8i hladina byla zjisténa v v limbické oblasti
pfedniho mozku, mezimozku a stfedniho mozku. V prodlouzené miSe a mozecku
bylo detekovano jen stopové mnozstvi D-serinu /28,6,7/. Obecné je pfitomnost D-
serinu hojna v regionech vysoké exprese NMDA receptorl, jako je napfiklad
korova oblast pfedniho mozku, zatimco méné nebo zadny D-serin se nachazi
v oblastech obsahujicich DAAO (oxidasa D-aminokyselin), jako je napriklad
mozecek /42/. Distribuce D-serinu v pfednim mozku je uUzce spjata specialné s
NR2 A/B podjednotkou NMDA receptort (viz. kapitola 2) /7,6,41/. Kolokalizace zde
byla také pozorovana s distribuci glutamatu, PCP (fencyklidin), a z€asti i s mRNA
pro R2B podjednotku NMDAr /28/. | v oblasti hipokampu CA1, kde je neuro-

transmise prostfednictvim NMDA receptorl prominentni, jsou astrocyty oboha-
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cené D-serinem v tésné blizkosti dendritll pyramidalnich bunék, ve kterych jsou
lokalizovany NR2 A/B podjednotky /41/. D-serin je také hojné zastoupen v siti
vlaken, kde protoplazmatické astrocyty obklopuji krevni Zily /42/.

3.4.2 Distribuce D-serinu v krysim mozku béhem postnatalniho vyvoje

Distribuce D-serinu v mozku i perifernich organech se vyrazné méni béhem
postnatalniho vyvoje. Zatimco tésné po narozeni (1. den) je hladina D-serinu ve
vSech oblastech mozku srovnatelna, pozdéji je nejvyssi v oblasti pfedniho mozku.
K rozvrzeni do vzoru dospélého mozku dojde u krys zhruba za 3 tydny. Rozvojové
zmény se podobaji distribuci mMRNA pro R2B podjednotku NMDA receptoru /28/.

Zajimavé zmény v distribuci D-serinu se odehravaji v mozecku (obr.12).
1. tyden — dochazi k vysokému narlstu hladiny D-serinu
2. tyden — dosazeni maxima

3. tyden — dramaticky pokles aZ na stopovou hladinu

umol/g
tkang

den po narozeni

Obréazek 12: Distribuce D-serinu v mozecku v ¢asném postnatalnim obdobi

prevzato a upraveno z /41/
Toto pozorovani odpovida rovnéz dramatickému narlstu aktivity DAAO

(oxidasa D-aminokyselin) v moze¢ku /6,7/. Pfechodny narlst hladiny D-serinu

v mozecCku béhem €asného postnatalniho rozvoje vede k predpokladu, ze by D-
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serin v mozecku mohl hrat roli v rozSifeni, diferenciaci a migraci tamnich bunék.
Rada studii tento pfedpoklad potvrzuje /7/. Co se tyée poméru jednotlivych hiadin,
jako priklad maze slouzit pozorovani, ze béhem 2. tydne postnatalniho vyvoje, je
hladina D-serinu v moze¢ku (viz. obr. 12) srovnatelna s jeho hladinou v korové
oblasti pfedniho mozku u dospélého jedince /41/.

Distribuce D-serinu v perifernich organech se v pribéhu postnatalniho vyvoje
také méni. Bylo pozorovano, ze v prvnich dnech po narozeni vykazuji vSechny
periferni organy pomérné znac¢nou hladinu D-serinu, zatimco v pozdéjSim obdobi
klesnou na hladiny stopové az nulové /6/.

V klinickych studiich bylo zjisténo, Ze jiz ve 14. tydnu prenatalniho vyvoje, je
dosazeno vysoké koncentrace D-serinu v korové oblasti pfedniho mozku, ktera
zistava témeér konstantni béhem dalSiho embryonalniho a c&asného post-

embryonainiho vyvoje. Pozdéji poklesne asi na polovinu /6/.

3.4.3 Metody pouzZivané ke stanoveni distribuce D-serin

Ugast volného D-serinu v CNS savcl byla poprvé pozorovana pomoci plynové
chromatografie a hmotnostni spektrometrie /Hashimoto a spol. 1992/. Pouziva se
hlavné imunohistochemickych stanoveni s pouzitim specifické protilatky pro D-
serin /7,6,28/.

3.5 Uvolriovani a absorpce

U studii astrocytl in vitro bylo pozorovano zvy$ené uvolfiovani D-serinu do
extracelularniho prostoru po stimulaci AMPA a kainatem, agonisty tzv. non-NMDA
receprorl pro glutamat (viz. kapitola 2.2). Naznacuje to tedy moznost glutamatem
fizeného uvolfiovani D-serinu /42,28/.

Mikrodialyza¢ni experimenty in vivo v krysim striatu (2ihané jadro, ¢ast
bazalnich ganglii) ukazaly naopak sniZeni extracelularniho D-serinu plsobenim
agonistll glutamatovych receptort KA a NMDA a pusobenim veratridinu
(depolarizaéni stimul). Tento fakt demonstruje glutamat dependentni vychytavani
D-serinu po aktivaci NMDA, KA receptor(, nebo pfi depolarizaci membrany. AMPA
receptory nebyly do studie zahrnuty /3/.

Pro neurotransmitery je stejné tak dalezity jejich prisné regulovany pfisun do

synapse jako jejich pohotové odstranovani. To se dé&e dvéma =zakladnimi

-23 .-



zplUsoby, bud pfimym enzymatickym odbouravanim v synapsi, nebo zpétnym
vychytavanim do bunék. V Burice byva osud téchto molekul odliSny. Mohou se
dale odbouravat nebo recyklovat. Jediny enzym, ktery prokazatelné odbourava D-
serin je DAAO (oxidasa D-aminokyselin) a ta se v synapsi nenachazi. Nabizi se
tedy druhy zplsob, zpétné vychytavani (reuptake). Na toto téma nebylo zatim
publikovano mnoho praci, nicméné u gliovych bunék typu C6 byla pozorovana
absorpéni aktivita pro D-serin, nezavisla na sodiku /39/. To ukazuje na transportni
systém neutralnich aminokyselin asc1 (L-alanin, L-serin a L-cystein), ke kterému
ma afinitu i D-serin. Néktefi autofi ale spekuluji, Ze pro svoji Sirokou substratovou
specifitu se nejspis$ nejedna o kli¢ovy reuptake systém, a domnivaji se, Ze existuje
jiny, zatim neznamy, specificky pro D-serin /39/.

Studie na rekombinantné pfipravenych ASCT1 a 2 (zavislych na sodiku)
ukazuje, Zze D-serin ma afinitu k transportnimu systému ASCT2, ktery se ale
nevyskytuje v mozku, a naopak Zadnou afinitu k ASCT1 zastoupeném pravé
v mozku /39/.

Javitt a spol. popsali jeSté dalSi, na sodiku zavisly transportni systém, ktery

nepatfi do rodiny ASCT systémd, protoZe nevykazuje afinitu k alaninu /39/.

3.6 Toxicita

Pfi pokusném podavani vysokych davek D-serinu krysam bylo pozorovano
jeho nefrotoxické pisobeni. Po intravenéznim podani '*C-D-serinu byla
zaznamenana jeho akumulace v ledvinach. Zjisténa byla i jeho reabsorpce
vrenalni €asti recta /4,7/. Byla pozorovana cytomegalie (nadmérné zvétSeni)
krysich nefrond. Dale je D-serin spojovan s akutni nekrézou terminalnich casti
proximalnich tubulll. Pozorované pfiznaky toxicity D-serinu jsou ztrata vahy,
zvySena produkce moci, a dale jeji kyselost (snizeni pH) a pfitomnost glukosy a
bilkovin. Nefrotoxicky u€inek D-serinu ma rychly nastup a je reverzibilni /7/.

Jak bylo uvedeno vySe, D-serin je degradovan oxidazou D-aminokyselin
DAAO, ktera odstépuje z D-aminokyselin aminoskupinu za vzniku odpovidajici
oxokyseliny. Jako vedlejsi produkt vznika H,O,, ktery muze byt pfi¢inou poskozeni

nefron po podani D-serinu /4/.
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3.7 Srovnani D-serinu s glycinem

o jako endogennich liganda glycinového mista NMDA receptort v savéim mozku

Vazebna selektivita: Oba ligandy maji vysokou afinitu ke glycinovému mistu
NMDAR GlyB (glycinové vazebné misto necitlivé ke strychninu) a plsobi zde jako
koaktivacni mediatory /28/. Glycin ma v CNS i dal8i funkci. Funguje také jako
inhibiéni neurotransmiter /18/. Glycin plsobi jako inhibi¢ni neurotransmiter pres
tzv. GlyA (glycinové misto citlivé ke strychninu) jeho inhibi¢nich receptorti /7/. D-

serin afinitu ke GlyA nevykazuje /28/.

Distribuce: Glycin se nachazi vcelém CNS a periferi, ve velké mnozstvi
v mistech vyskytu jeho inhibi¢nich receptorl (oblast mozkového kmene, michy a
mozecku), kde muze byt fidicim ligandem /7/. Souvislost s distribuci glycinu a
NMDA receptorl nebyla prokazana. D-serin je v mozku distribuovan selektivné, a
to predevSsim v pfednim mozku. Pozorovana byla jeho kodistribuce s NR2A
17,6,41/ a NR2B podjednotkou NMDA receptorl /28,7,6,41/. D-serin byl pomoci
imunohistochemickych metod ve vétSi mife detekovan v gliovych bunkach nez

neuronech. U glycinu tomu bylo naopak /28/.

Zpétny transport ze synapse: Pro glycin existuji dva typy tansportéri GLYT1 a
GLYT2 /28/. Pro D-serin byl nalezen specificky transporter (asc1), ale jeho
ucinnost je nizka (podrobnéji kapitola 3.5) /28/.

Terapeuticka uc¢innost v kombinaci s typickymi antipsychotiky na symptomy
schizofrenie: Uginna davka D-serinu se pohybuje v oblasti 30 mg/kg/den
(tato davka je dobie snaSena). Glycin nabyva udinnosti v davkach v oblasti
0,4-0,8 g/kg/den /26/. Rozdil mize byt dan odlisnou prichodnosti hemato-

encefalitickou bariérou.
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4. D-serin a schizofrenie

4.1 Hypofunkce NMDA receptorti

Na zakladé nedavnych Zzjisténi jsou s patofyziologii schizofrenie spojovany

NMDA receptory pro glutamat, konkrétné jejich hypofunkce /26,37/. Zakladem této
glutamatové hypotézy jsou studie, prokazujici, Zze disociativni anestetika jako PCP
(fencyklidin) nebo ketamin (obr. 13), tedy jejich subanestetické davky, navozuji u
zdravych subjektl symptomy schizofrenie a u chronickych schizofrenikl tyto
symptomy zhorsuji /37,2,28,3/. Tykd se to jak negativnich symptoml a
kognitivhich poruch /26/, tak podle nékterych studii i pozitivhich symptom(
16,28,2,33/. Disociativni anestetika se vazi do mista uvnitf iontového kanalu NMDA
receptorl a funguji jako jejich nekompetitivni antagonisté /26,37/. Syndrom

nastava nejen blokadou NMDA receptorq, ale také snizenim jejich etnosti /6/.

Cl
|
b " O
Obrazek 13: a) ketamin b) PCP (fencyklidin)

(http://www.rect. muni.cz/drogy/POKUS/casti/haluc.htm)

Nékteré studie indikuji Zze disociativni anestetika také zvySuji uvolfovani
dopaminu v ¢elni kife a ventralnim striatu, coz by mohlo naznacovat, Ze pozitivni
symptomy mohou byt sekundarni k primarnimu defektu NMDA receptorové
hypofunkce /26/.

Bylo zjisténo, Ze latky aktivujici NMDA receptory skrze glycinové misto GlyB,
jako jsou jeho agonisté D-serin, glycin, popfipadé D-alanin, nebo c¢asteény
agonista D-cykloserin dokazi redukovat psychotické symptomy /23/. Stejnym
zplUsobem reaguji také blokatory GlyT1, glycinového transportniho systému, ktery
zajistuje zpétné vychytavani glycinu ze synapse napi. methyl-glycin (sarkosin)
128,26,6,22,13/.

Studie in vitro na krysim striatu ukazuji, Ze plni agonisté GlyB mista NMDA

receptori mohou také kontrolovat uvolfiovani endogenniho dopaminu /33/.
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Glycinové misto NMDA receptori GlyB se tedy stava novym mozZnym tera-
peutickym pfistupem pfi I€Cbé schizofrenie /26/.

V hypofunkci NMDA receptori mlze hrat roli fada faktor(, které jsou s témito
receptory funkéné propojeny. Dulezité je zminit napfiklad ulohu glycinového
transportniho systému GlyT1. Zajimavym zjisténim v souvislosti schizofrenie
a hypofunkce NMDAr je pokles exprese enzymu GCPIl ( glutamat karboxy-
peptidaza Il) v prefrontalni a temporalni k(ife mozku u schizofrenich jedincli. Tento
enzym degraduje NAAG (N-acetyl aspartyl glutamat), ktery plsobi jako agonista
NMDAr /26/.

4. 2 Hladiny D-serinu pfi schizofrenii

Byly provadény studie s cilem zjistit odliSnosti hladin D, L-serinu (DS,LS) a
celkového serinu u schizofrenik( ve srovnani s kontrolnimi skupinami.

Bylo zjisténo, ze hladiny DS v krevnim séru jsou u schizofrenikll niz§i nez u
zdravych jedinca /2,3,37,6/, naopak hladiny LS jsou oproti zdravym jedincim
zvySené /37/, coz se vyrazné projevi v nizSi hodnoté poméru DS/LS nebo
DS/(LS+DS). Sérova hladina D a L-serinu by tedy mohla poskytovat biologicky
ukazatel pro schizofrenii /37/.

Nedavné studie poukazuji také na redukci poméru D-serinu ku celkovému

serinu v mozkomi$ni tekutiné u nelécenych schizofreniku /2/.
v prefrontalni mozkové kufe /6,37/. AvSak z nedostatku vzork(i mozkovych tkani
nebyly provedeny zadné rozsahlejsi studie na podporu tohoto zjisténi /37/. Je vSak
pravdépodobné, Z2e D-serin v krvi by mohl pochazet zmozku a potvrzena
redukovana hladina sérového D-serinu u schizofrennich pacientd mGze odrazet
pokles D-serinu i v mozku /37,2/.

Nabizi se teorie, Ze snizeny pomér D-serinu ku celkovému serinu v krevnim
séru schizofrenikl by mohl odrazet redukci enzymatické aktivity SR pfi schizofrenii
1371.

Dal$i studie dllezitych metabolickych drah zahrnujicich (DAAO, SHMT,
3-fosfo-glycerat dehydrogenazu) a také uvolfiovani a absorpci D-serinu jsou

nezbytné k uréeni mozné patofyziologické role jeho poklesu ve schizofrenii /37/.
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4.3 Terapie prostrednictvim ovlivnéni glycinového mista

Klinické pokusy indikuji, Ze agonisté glycinového mista GlyB (glycin a D-serin)
NMDA receptorti a v mensi mife (60% oproti glycinu /26/ ) i ¢aste¢ny agonista D-
cykloserin vyrazné zvysSuji terapeutické ucinky klasickych antipsychotik na
symptomy schizofrenie /3,12,11,33,19/. Pozorované zlepSeni schizofrenniho
syndromu prostfednictvim pUlsobeni aktivatori GlyB mista se tyka predevs§im
skupiny negativnich symptom(, popfipadé kognitivnich poruch, které neodpovidaji
na lecbu typickymi antipsychotiky /28,20/. Bylo publikovano, Ze terapeuticky
u€inna davka D-serinu v kombinaci s typickymi antipsychotiky byla 15-30 krat nizsi
nez u glycinu /26/ (viz. kapitola 3.7). V pfipadé D-serinu byl pozorovan pfiznivy
efekt i na pozitivni symptomy schizofrenie /26,6/.

Oproti tomu fada studii potvrzuje, Zze kombinace D-serinu nebo glycinu, tedy
Uplnych agonistll GlyB s klozapinem (atypické antipsychotikum viz. kapitola 1.2)
nevedla ke zlepSeni syndromu /37,3,21,25/, pfestoze hladina D-serinu pfizna¢né
vzrostla. V pfipadé kombinace klozapinu s ¢asteénym agonistou GlyB D-
cykloserinem doslo dokonce ke zhorSeni /25/.

Nelcinnost kombinace pinych agonistli GlyB mista s klozapinem muze byt
vysvétlena tim, Ze by klozapin sam mohl fungovat jako plny nebo casteCny
agonista GlyB mista. Pfidanim D-serinu by pak jiz nedo$lo k dalsimu zvySeni
neurotransmise /25/.

Jinym vysvétlenim neléinnosti vySe zminéné kombinace, by mohlo byt to, Ze
klozapinem léCeni pacienti jsou casto star$i s delSim pribéhem nemoci, horsi
k ostatnim [ékiim véetné D-serinu a glycinu /25/.

Bylo zjisténo, Ze inhibitor glycinového transportéru sarkosin mize byt
terapeuticky 0€inngjSi terapeutikum nez agonisté glycinového mista NMDA

receptorl alespon béhem akutni faze./14/
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4.4 Genetické souvislosti SR a DAAQ se schizofrenii

Schizofrenie je onemocnéni s jasnou genetickou predispozici /35/. Mnohé
studie se proto ubiraji smérem k hledani gent zplsobujicich toto onemocnéni.

Na zakladé vySe uvedenych zjisténi spojujicich D-serin s patofyziologii
schizofrenie se do centra zajmu dostavaji enzymy serin racemasa (SR), ktera D-
serin syntetizuje, a enzym oxidasa D-aminokyselin (DAAO), ktery D-serin
degraduje /43/.

Yamada a spol. provedli vyzkum role genu kédujicich tyto enzymy ve vztahu
ke schizofrenii. Studie sledovala vyskyt SNP (single nucleotide polymorfisms,
bodové mutace) u japonské populace schizofrennich pacientd, u jedincu
s rodinnym zatiZzenim na tuto chorobu a u zdravych jedinct. Nebyly vSak zjistény
zadné vyznamné genetické rozdily v genech pro DAAO a SR schizofrenickych
pacientl a zdravych jedincl. Studie zaroven nevysvétluje ani zménéné hladiny D-
serinu v krvi pacientl. Jedinou vyjimkou je tézko interpretovateiné spojeni
schizofrenie a SNP DAAO-OG6, lezici ve velké vzdalenosti od posledniho exonu
DAAOQ genu /2/.

Ve spojeni se schizofrenii byly zkoumany také vlastnosti samotnych protein(
SR a DAAO. Studie provedena Fujiim a spol. /29/ ukazuje, Ze protein PICK1
(protein interaguijici s kinasou C) interaguje s koncem SR. Narusenim vazby SR a
PICK1 vazne syntéza D-serinu /43/. Gen kodujici protein PICK1 je lokalizovan na
chromozomu 22q13, oblasti spojované se schizofrenii. Dva SNP v této oblasti se
s vysokou frekvenci objevuji v japonské populaci trpici tzv. disorganizovanou
formou schizofrenie /43/.

Moznou souvislost mezi metabolismem D-serinu a schizofrenii potvrzuje
Chumakov a spol. identifikaci mutaci v genu lokalizovaném na chromozomu
13934, pfi studiu francouzsko-kanadské populace trpici schizofrenii /3/. Tento gen
kéduje 153-aminokyselin dlouhy protein G72, ktery interakci protein-protein
aktivuje DAAO /3/.
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Prakticka cast

Pfi studiu schizofrenie byla prokazana souvislost tohoto onemocnéni
s poruchou metabolismu D-serinu /2,16/. Tato prace je soucasti projektu, ktery
vznikl ve spolupraci s PCP (PSYCHIATRICKE CENTRUM PRAHA). Cilem
projektu je doplnit znalosti o roli D-serinu a jeho metabolismu ve schizofrenii.
Soucasti studie je potvrdit pfitomnost a porovnat aktivitu serin racemasy
v autoptickych hipokampech pacient(i a zdravych kontrol. K tomu je v§ak nejprve
nutné optimalizovat vhodnou metodiku.

Naplni praktickeé &asti této prace je proto pokus o optimalizaci postupu izolace
a detekce serin racemasy a stanoveni racemizaéni aktivity na prikladé
autoptického hipokampu. Pracovni postup zahrnuje homogenizaci tkané a izolaci
cytosolické bunécné frakce, stanoveni racemizacni aktivity pomoci HPLC a

stanoveni pfitomnosti serin racemasy metodou Western blot.

1. Materialy a pristroje

5.1 Chemikalie

akrylamid - (USB/USA)

ATP (adenosintrifosfat) - (Sigma-Aldrich/USA)

azid sodny - (Penta /CZ)

bromfenolova modf — (Serva/Némecko)

Casein blocker — (Pierce/USA)

Complete, EDTA free, protease inhibitor cocktail tablets (Roche/Svycarsko)
Coomassie Briliant Blue — (Bio Rad Laboratories/USA)

dodecylsulfat sodny — (Merk/USA)

DTT (dithiotreitol) — (Sigma-Aldrich/USA)

ethanol — (Lachema /CZ)

FDAA ( Marfeyho €inidlo) — (Pierce/USA)

glycerol — (Fluka/USA)

glycin — ( INC Biomedicals /USA/)

HEPES ( kyselina N-[2-Hydroxyethyl]piperazin-N’-[2-ethansulfonova]) - (MP/USA/)
hydrogenuhli¢itan draselny — (Lachema /CZ)
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hydroxid draselny — (Lachema /CZ)

chlorid hofe¢naty — (Lachema /CZ)

chlorid sodny — (Lachema /CZ)

kyselina chlorovodikova — (Sigma-Aldrich/USA)

kyselina chlorista — (Sigma-Aldrich/USA)
L-erythro-3-hydroxyaspartat — (Wako ind../Japonsko)

methanol - (Lachema /CZ)

2-merkaptoethanol — (Sigma-Aldrich/USA)

N, N'-methylenbisakrylamid - (USB /USA)

PBS + Tween - (USB /USA)

peroxodisiran amonny (APS) — (Sigma-Aldrich/USA)

PLP (pyridoxal-5°-fosfat) — (Sigma-Aldrich/USA)

Ponceau S — (Sigma-Aldrich/USA)

L-serin — (Fluka/USA)

Super Signal West dura extended duration substrate — (Pierce/USA)
Super Signal West femto maximum sensitivity substrate — (Pierce/USA)
TEMED ( N,N,N’,N’-tetramethylethylendiamin) — (Fluka/USA)

Triton X 100 — (Serva/Némecko)

Tris ( tris(hydroxymethyl)aminomethan) - (USB /USA/)

5.2 Pristroje
= homogenizator: IKA WERKE, T10 basic, 34 20000 ULTRA TURRAX (Némecko)
o termostaty: BBA1, Grant-Boekel (UK)
Grant-vodni lazen (VB)
o centrifugy: Biofuge pico, Heraeus Instrument (Némecko)
o spektrofotometr: Philips PU 8800 UV/VIS, Philips (Nizozemi)
o vertikalni polyakrylamidova elektroforéza SIGMA (USA)
o blotovaci pfistroj SEMI-PHOR (USA)
a pH metr Unicam 9450 (USA)
= HPLC Agilent Eclipse (kolona s reverzni fazi C18) (USA)

5.3 Vzorky
o lidsky hipokampus
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6. Metody

6.1 Homogenizace tkané

Vzorek hipokampu byl na suchém ledu skalpelem roziezan na platky, které
byly posiéze rozdéleny na 3 ¢asti pracovné nazvané F (front: 0,24g), M (medium:
0,31g), B (back: 0,22g) a umistény do mikrozkumavek. Ke kazdé ¢asti vzorku bylo
pfidano 700 pl homogenizaéniho pufru. Poté nasledovalo zpracovani homo-
genizatorem (30s). Homogenizovana tkan byla nasledné centrifugovana po dobu

10 minut, pfi 4°C a 20 000 g. Peleta a supernatant byly dale zpracovavany zvlast.

homogenizacni pufr
50 mM HEPES pH 7,5; 13,7 mM NaCl; 100 uM PLP; 5 mM MgCl;; 5 mM DTT,
5 mM Triton X-100; NaN; 1000x

6.2 Stanoveni koncentrace proteint

Koncentrace proteint byla stanovena ze supernatantd homogenizované tkané
hipokampu podle Bradfordové. Tato metoda spo€iva v méfeni absorbance
komplexu proteinll s Coomassie Briliant Blue G-250 (vznikajicich v kyselém
prostiedi) pfi vinové délce 595 nm /47/. K odeéteni koncentrace proteint byla

pouzita kalibracni kfivka, kde jako standard slouzil hovézi sérovy albumin (BSA).

6.3 Méreni aktivity serin racemasy

Aktivita serin racemasy byla sledovana jako celkové mnozZstvi vzniklého
produktu D-serinu ze substratu L-serinu v ¢ase. Stanoveni isomer( serinu bylo
umoznéno prekolonovou derivatizaci Marfeyho ¢&inidlem (FDAA, 1-fluoro-2,4-
dinitrofenyl-5-L-alaninamid). Vzniklé diastereoisomery byly rozdéleny pomoci
HPLC na koloné s reverzni fazi C18, Agilent Eclipse, 1,8 ym, 4,6 x 50 mm
v isokratické smési 35 % methanol v 50 mM octanu sodném, pH 4,4. Detekce
probihala pfi 340 nm. Racemizaéni aktivita SR byla méfena v supernatantu
homogenizované tkané autoptického hipokampu, ktery byl pfidan k reakénimu
pufru o pH 8 (20 ul supernatantu, 80 pl reakéniho pufru A). K reakéni smeési bylo
pfidano 5 pl 100 mM roztoku inhibitoru L-erythro-3-hydroxyaspartatu nebo 5ul
vody. Reakce probihala po dobu 1-3 hodin pfi 37°C a byla zastavena pfidavkem
20 pl 1,875 M HCIO,4. Precipitat byl oddélen centrifugaci (5 min. pfi 16 000 g).
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Reakéni smés byla neutralizovana pfidavkem 20 pl 1,875 M KOH. Vznikla
nerozpustna sll, ktera byla oddélena centrifugaci. Jako vnitfni standard byl poté
pfidan glycin (5 pl 20 mM roztoku).

Ze smési bylo odebrano 20 ul a derivatizovano 50 pl roztoku Marfeyho Cinidla
v pfitomnosti 10 yl 1 M KHCO3;. Po inkubaci pfi 45C°, po dobu 45 minut, byla
reakce zastavena pfidavkem 10 yl 2 M HCI a zfedéna 1 mil 50 % methanolu. Tato
smés byla analyzovana pomoci HPLC (Agilent 1200 Series). Plochy pod vrcholy,

prislusejici glycinu, L- a D-serinu slouzily ke kvantifikaci aktivity serin racemasy.

Reak¢éni pufr (finalni): 100 mM HEPES pH 8; 10 uM PLP; 1 mM MgCly; 5 mM
DTT; 1 mM ATP; 5 mM L-serin

Reakéni pufr A: 125 mM HEPES pH 8; 12,5 uM PLP; 1,25 mM MgCly; 6,25 mM
DTT; 1,25 mM ATP; 6,25 mM L-serin

Roztok Marfeyho cCinidla: 10 mg/ml acetonu (37 mM)

6.4. Dialyza
Cast supernatantu homogenizované tkané hipokampu byla dialyzovana pfi 4°C

za stalého michani. Byly pouzity mikrodialyzaéni cely s propustnosti max. 7 kDa
(Slide-A-Lyzer, Pierce). Pribézné (po 0, 1, 2, 6, 7, 14 dnech) byly odebirany

vzorky a provadéno stanoveni aktivity.

Kontrolni vzorky: Do stejné dialyzaéni nadoby byly vedle supernatanti
homogenizované tkané hipokampu umistény 2 vzorky rekombinatni purifikované
mys$i serin racemasy, ve kterych byly paralelné stanovovany aktivity. Pro potvrzeni
specifity reakce byl pouzit 5 mM L-erythro-3-hydroxyaspartat, kompetitivni inhibitor

mys$i serin racemasy.

Dialyzac¢ni pufr: 20 mM TEA, pH 7,4, 20 uyM PLP, 1 mM MgCl, 100 yM DTT,
0,02% NaNj;
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6.5 Vertikalni elektroforéza v denaturujicim polyakrylamidovém gelu (SDS-PAGE)

Proteiny byly separovany pomoci SDS-PAGE podle molekulovych hmotnosti
na pristroji pro vertikalni polyakrylamidovou elektroforézu Sigma.

Vzorky (supernatanty a resuspendované pelety) homogenizované tkané
hipokampu a standard (purifikovana mysi serin racemasa) o koncentracich
1 ng/ul; 100 pg/ul; 10 pg/ul byly smiseny se vzorkovym pufrem a pfed nanesenim
na gel denaturovany nékolikaminutovym varem na vodni lazni.

Elektroforeticka separace proteinl probihala 1 hodinu pfi konstantnim napéti
155V.

12 % (separacni) gel: 2.5 ml 1.5 M Tris pH 8.8; 2.7 ml 44% akrylamidové smési
(42,8 g akrylamid + 1,2 g N",N"-bisakrylamid); 100 ul 10 % SDS; 100 ul 10 % APS;
10 ul TEMED,; dopinéno vodou do 10ml

6.6 % (zaostrovaci) gel: 1.25 ml 1 M Tris pH 6.8; 750 ul 44 % akrylamidové
smési; 50 ul 10 % SDS; 50 ul 10 % APS; 5 ul TEMED; dopinéno vodou do 5 mi

Vzorkovy pufr (6x): 3,5 ml 1 M Tris pH 6.8; 3.0 ml Glycerol; 1 g SDS; 0.93 g DTT
nebo 600 pl 2-merkaptoethanol; 1.2 mg bromfenolova modf;, doplnéno vodou do
10ml

Standard molekulovych hmotnosti: Cytochrom ¢ 12500; Inhibitor trypsinu
(hovézi) 6500; Inhibitor trypsinu (sojové boby) 20100; Karbonat anhydraza
(erythrocyty) 29000; Ovalbumin 45000; BSA 66000; Fosforylaza b (kralik, sval)
97000;

Elektrodovy pufr (5x): 15.1 g Tris base; 94 g Glycine; 5 g SDS; 900 ml voda

vysledné pH 8.8 nebylo upravovano
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6.6 Prenos proteinti na membranu (Western blot)

Po provedeni vertikalni elektroforézy v SDS PAGE byl gel, spolu s nitro-
celulbzovou membranou (Pierce), a filtraénimi papiry (velikosti gelu) ponofen do
transferového pufru a umistén do blotovaciho pfistroje. Elektrotransfer probihal po
dobu 1 hodiny pfi konstantnim proudu 60 mA/gel.

Po ukonceni procesu byla membrana pfelita roztokem Ponceau S, nasledné
oplachnuta vodou a byly na ni vyznaCeny tuzkou markery molekulovych
hmotnosti. Zbytky Ponceau S byly odmyty PBS + 0,5 % Tween 20. Po promyti
membrany nasledovalo blokovani prazdnych mist na membrané v roztoku kaseinu
(Casein Blocker, Pierce) pies noc. Poté byla membrana inkubovana s polyklonalni
krali¢éi protilatkou proti mysi serin racemase (IgG purifikované pres
proteinA —Sepharosu) o koncentraci 1,25 mg/ml, finalni fedéni 1 : 1000 v kaseinu
po dobu minimalné 2 hodin.

Po inkubaci nasledovalo promyvani PBS + 0,5 % Tween 20 po 20 minut. Po
promyti byla membrana opét prevrstvena roztokem kaseinu a byla k ni pfidana
sekundarni kozi protilatka proti krali¢imu séru, konjugovana s kfenovou
peroxidazou, (ImmunoPure Antibody, 0,8 mg/ml, Pierce, fedéni 1:50000), se
kterou byla membrana inkubovana 2 hodiny.

Po inkubaci byla membrana promyvana PBS + 0,5 % Tween 20 po 1 hodinu.
Po promyti byla membrana inkubovana s komeréni smési substratu West Dura
(SuperSignal West Dura substrate, Pierce) 1 : 1, 5 minut. Membrana byla poté
vysuSena pomoci filtraéniho papiru a umisténa do plastové folie. V temné komore
byl k blotu pfilozen na nékolik minut fotograficky film (Medical X-ray film, 13 x 18,

Foma), ktery by posléze vyvolan.

Transferovy pufr: 0,02 M Tris, 0,15 M glycin; 10 % methanol; 0,1 % SDS;

10X Ponceau S (zasobni roztok) : 2 g ponceau v 1 % CH3;COOH
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7. Vysledky a diskuse

7.1 Homogenizace a lyze bunék

Homogenizace tkané byla provedena v homogenizaénim pufru (viz. 6.1),
pfiznivém pro serin racemasu (SR) /1/. Pufr obsahoval HEPES, malé mnozstvi
NaCl, k pfiblizeni k fyziologickym podminkam, pyridoxal-5°-fosfat jako kofaktor SR,
Mg®" (v podob& MgCl,), funguijici jako aktivator SR, dithiothreitol (DTT), slouZici
jako redukéni €inidlo udrzujici thiolové skupiny enzymu v redukovaném (—SH)
stavu, Triton X-100 jako neiontovy detergent k rozruSeni lipidovych dvojvrstev
a nakonec azid sodny proti biologickému znehodnoceni pufru. Homogenizacéni

pufr mél fyziologické pH 7,5.

7.1.1 Stanoveni koncentrace proteint

Autopticka tkan hipokampu byla rozdélena na 3 &asti (F: 0,24g; M: 0,31g;
B: 0,22g), které byly homogenizovany a v jejich supernatantech byla stanovena

koncentrace protein( (tab. 2).

Vzorek* Absorbance Koncentrace [pg/ul]
pFi A=595nm
F 0,224 2,8+0,2
M 0,449 59+04
B 0,353 46+04

Poznamka: * jedna se o duplikaty

Tabulka 2: Koncentrace proteinu v lyzatu homogenizované tkané hipokampu.

7.2 Stanoveni aktivity serin racemasy (SR)

Aktivita SR byla stanovovana z lyzatii homogenizované tkané hipokampu pred
a v pubéhu dialyzy (po 0, 1, 2, 6, 7, 14 dnech) v dialyza¢nim pufru (viz. 6.4)
(obr. 16, str. 40). Ke kvantifikaci sledované aktivity byly pouzity plochy pod vrcholy
pro FDAA derivaty L-, a D-serinu. Jako pozitivni kontrola (obr. 14, str. 37-38)
slouzila reakéni smés tvoiena z 5 mM L-serinu a 95 pl reakéniho pufru B o
finalnim sloZzeni: 100 mM HEPES pH 8; 10 uM PLP; 1 mM MgCl,; 5 mM DTT; 1

mM ATP a 2 yM mysSi serin racemasy. Negativni kontrolou stanoveni aktivity serin
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racemasy (obr. 15, str. 38) byla smés 80 ul reakéniho pufru A (viz. 6.3) a 20 pl

vody (dialyzaéniho pufru).

A

mAU ] ’%‘[ ™ ‘ g
°| 2 -
i t fw ] |
I -
] . i I [
L-serin i o i !
30 4 | : ‘ o Glycin
i| D-serin |
_ | - |
IR :
- | I i
| [N l
° J Vol i
10 o 8 IR ; , .
5 o f & P ! ‘ 2 ?
N R 2 ‘ ' 3 Z
L N ¢ S Y LT
0 e i i~ i B T
1 T T T T T T T T
0 o2 04 0.6 o8 1 1.2 14 min
nazev Retencni Plocha Relativni hodnota
¢as [min] [mAU*s] plochal/Gly
L-serin 0.642 183.565 0,315
D-serin 0.804 34474 0,059
Glycin 1.070 582.475 1
B
] 38
e ‘ :c) ? P
] Co i |
7 IR |
P :
1 L-erythreo-3-OH-aspartat ‘ ; | L.serin . | syen
30
‘ ' O-serinn !
20 o 7 :
IR h
0 —- L f/ r \\\“ s R e
1 T T T T T T T T
0 02 04 06 08 1 12 14 min

-37-



nazev Retenéni Plocha Relativni
¢as [min] [mAU*s] hodnota
plocha/Gly
L-erythro- 3- 0,544 269,744 0,546
hydroxyaspartat
L-serin 0,642 316,189 0,640
D-serin 0,802 6,835 0,014
Glycin 1,070 494,053 1

Obréazek 14: HPLC analyza aktivity serin racemasy (SR) sledovana jako celkové mnozstvi
vzniklého produktu D-serinu ze substratu L-serinu v ¢ase, kde glycin slouzi jako vnitfni
standard.
A: pozitivni kontrola: smés substratu L-serinu a reakéniho pufru B (viz. str. 36, 7.2)
obsahujiciho purifikovanou mysi SR
B: pozitivni kontrola (smés substratu L-serinu a reakéniho pufru B (viz. str. 36, 7.2)
obsahujiciho purifikovanou mys$i SR) s inhibitorem (L-erythro-3-hydroxyaspartat).
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Obrazek 15: HPLC analyza aktivity serin racemasy (SR) sledovana jako celkové mnozstvi

vzniklého produktu D-serinu ze substratu L-serinu v ¢ase, kde glycin slouzi jako vnitini

standard.

nazev Retencni Plocha Relativni hodnota

¢as [min]) [mAU*s] plocha/Gly
L-serin 0,640 313,472 0,591
D-serin 0,800 5,200 0,0098
Glycin 1,068 530,522 1

Negativni kontrola stanoveni: smés reakéniho pufru A (viz. str. 36, 7.2) obsahujiciho

substrat L-serin a dialyza¢niho pufru.
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nazev Retencni Plocha Relativni hodnota

¢as [min] [mAU*s] plochal/Gly
L-serin 0,642 327,083 0,565
D-serin 0,803 11,705 0,020
Glycin 1,070 578,457 1
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nazev Retenéni Plocha Relativni
¢as [min] | [mAU*s] hodnota
plochal/Gly
L-erythro- 3- 0,543 239,158 0,535
hydroxyaspartat
L-serin 0,643 311,052 0,696
D-serin 0,804 10,221 0,023
Glycin 1,070 447,034 1

Obrazek 16: Ukazka vysledki HPLC analyzy aktivity serin racemasy z tkané lidského
hipokampu (po 24 hodinové dialyze) sledovana jako celkové mnozstvi vzniklého produktu
D-serinu ze substratu L-serinu v ¢ase, kde glycin slouzil jako vnitfni standard.

A: bez inhibitoru

B: s inhibitorem (L-erythro-3-hydroxyaspartat)

Na vyslednych chromatogramech stanoveni aktivity SR zlyzati homoge-
nizované tkané hipokampu bylo detekovano jen velice malé mnozstvi D-serinu.
Toto mnozstvi odpovida hladiné D-serinu v negativni kontrole a jedna se o
kontaminaci vzorku L-serinu D-serinem (opticka &istota odpovida ~ 99.8 %). To
potvrzuji i chromatogramy vzorkG s U€asti inhibitoru SR (L-erythro-3-
hydroxyaspartatu). Vysledky stanoveni aktivity SR tedy byly negativni.
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Nepotvrzena aktivita by mohla byt vysvétlena velmi malym mnoZstvim SR ve
zkoumané tkani a souéasné nizkou katalytickou tginnosti enzymu (keat = 45min™).
Hodnota k¢t vychazi z namérené maximalni rychlosti premény, ktera odpovida
70 ymol/mg/hod; tzn. 70 uymol L-serinu je pfeménéno 1mg enzymu (purifikovana
rekombinantni mysi serin racemasa) za 1 hodinu, jinymi slovy pfeméni 1 molekula
enzymu 1 molekulu substratu za 0,7s.

Dale je tu moznost inhibice serin racemasy riznymi nizkomolekularnimi latkami
pfitomnymi v tkani. Pfikladem by mohl byt glycin, ktery se v mozku vyskytuje a
bylo prokazano, Ze inhibuje SR /5/. Hodnota K pro glycin je ale velmi vysoka
(1,6 mM), coz je jen o malo nizSi, nez hodnota Ky pro serin (56 mM), a tudiz jeho
afinita k aktivnimu mistu serin racemasy neni dostateCné vysoka, aby pfipadnou
inhibici vysvétlovala /48/.

Lyzaty homogenizované tkané hipokampu byly spolu s kontrolnimi vzorky
rekombinantni purifikované mys$i serin racemasy dialyzovany pro odstranéni
moznych nizkomolekularnich inhibitord. V pribéhu dialyzy po 1, 2, 6, 7 a 14 dnech
byly odebirany dialyzované vzorky, véetné kontrolnich vzork(i, a provadény
aktivitni reakce. VSechny vysledky stanoveni aktivity SR u vzorkd lyzath
hipokampalni tkané byly negativni. Zarazejici je v8ak skute€nost, Ze negativni
vysledky stanoveni aktivity byly zjistény i u kontrolnich vzorkl rekombinantni
purifikované mysi serin racemasy. Byl také pozorovan vznik precipitatu u vzorkl
z hipokampalni tkané i kontrolnich vzorkl mysi SR.

Pri¢ina vysrazeni enzymu neni jasna. V Uvahu pfichazi moznost nevhodnosti
dialyzaéniho pufru. Pro ovéfeni této domnénky byl proveden pokus, kdy byly
dialyzovany, ve stejném dialyzaénim pufru, pouze vzorky rekombinantni
purifikované mysi SR, aby se vyvratia moznost vlivu pfipadného vinika
z hipokampalni tkané. Ve vzorcich rekombinantni mysi SR opét vznikl precipitat a
nebyla u nich zjisténa aktivita. Pozorovani tedy ukazuje na moznou pfi€inu
v dialyzaénim pufru. Neni v8ak znam duvod. Nelze ani vyloudit roli jinych
neznamych faktor(, které mohou byt pfi¢inou negativnich vysledk(. Je tedy nutné

pro dalSi praci tento problém objasnit.
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7.3 Potvrzeni pritomnosti serin racemasy (SR) technikou Western blot

Jiz na zacatku je tfeba zminit, Ze potvrzeni pfitomnosti lidské serin racemasy
(hSR) v autoptické tkani hipokampu maze byt komplikovano skute¢nosti, ze byly
k dispozici pouze protilatky proti mysi serin racemase (mSR), coz mze mit vliv na
vysledky pokusu. Nicméné mysSi a lidska serin racemasa jsou proteiny o vysoké
sekvencni homologii (identita 89 %, homologie 95 %) /49/, a tudiz lze
predpokladat, Ze polyklonalni protilatka proti mysi serin racemase bude reagovat
také s lidskou serin racemasou.

Byla provedena vertikalni elektroforéza v denaturujicim polyakrylamidovém
gelu (SDS-PAGE).

Vzorky ¢asti hipokampu F, M a B byly naneseny na gel v podobé supernatantu
a pelety . Dale byl nanesen standard molekulovych hmotnosti a standard mysi SR
o rizné koncentraci (viz. 6.5), (tab. 3).

Po provedeni elektroforetického rozdeéleni protein(, byly vzorky analyzovany
technikou Western blot (obr. 17).

Obrazek 17. Western blot analyza pritomnosti serin racemasy v tkani lidského hipokampu,
kde jako pozitivni kontrola slouzil standard purifikované mysi serin racemasy.

(Fedéni protilatek: primarni- 1 : 2000; sekundarni-1 : 100000)

(popis drah 1-10 viz tab. 3, str. 43)
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draha vzorek mnozstvi proteinu
v draze
1 supernatant (vzorek F) 40ug
2 peleta (vzorek F) *
3 supernatant (vzorek M) 80ug
4 peleta (vzorek M) *
5 standard molekulovych hmotnosti nespecifikovano
6 supernatant (vzorek B) 60ug
7 peleta (vzorek M) *
8 standard mySi serin racemasy 50 pg
9 standard mysi serin racemasy 500 pg
10 | standard mysSi serin racemasy 5ng

Poznamka: * pelety byly resuspendovany v homogenizacnim pufru (viz. kapitola 6.1);
koncentrace proteinu nebyla stanovovana

Tabulka 3: Schéma naneseni vzorklu na gel pfi elektroforéze v SDS-PAGE

Bylo pozorovano pouze nespecifické zbarveni blotu a to i u pozitivni kontroly.
Membrana byla proto prenesena na 30 minut do odmyvaciho roztoku (Restore
Western Blot Stripping Buffer, Pierce) a inkubovana s dvojnasobnym mnozstvim

obou protilatek ( udaj viz. 6.6) pro zvySeni citlivosti experimentu.

1234’567]8910

67 kDa

O @ — 37102

29 kDa
Obréazek 18: Western blot analyza pritomnosti serin racemasy v tkani lidského hipokampu,
kde jako pozitivni kontrola slouzil standard mysi serin racemasy.

(Fedéni protilatek: primarni-1 : 1000; sekundarni- 1 : 50000)
(popis drah 1-10 viz tab. 3)

-43 -



V poloze 1, 3, 6 a 10 je mozno vidét velice slabé signaly odpovidajici 37 kDa
serin racemasy. Ze standard(i SR je mozno vidét pouze velice slaby signal v draze
10 odpovidajici 5 ng. Polohy 1, 3, 6 nélezi supernatantim vzorkd hipokampu.
Signal je spiSe patrny v rozpustné frakci nez ve frakci nerozpustné, v peletach
(drahy 2, 4, 7). To odpovida predpokladu, protoze se jedna o protein
cytoplazmaticky. Z divodu velice slabé viditelné SR ve vzorcich, ale i
standardech, bylo celé stanoveni provedeno znovu, tentokrat za pouziti vzork( po
¢trnactidenni dialyze a jiné koncentraci standardli (viz. nize; schéma vzork() mysi
SR (obr. 19). Pfi pfipravé vzork( byly centrifugaci oddéleny precipitaty od
supernatant(. Precipitaty byly opatrné oplachnuty vodou, aby byla vylou¢ena

kontaminace rozpustnou frakci.

o fotograficka expozice (5 mim)
1 2 3 4 Sa Sb Sc

o fotograficka expozice (10 min)

Obréazek 19: Vybrané vyseky z Western blot analyzy pfitomnosti serin racemasy v tkani
lidského hipokampu po &trnactidenni dialyze. Pozitivni kontrolou je purifikovana mysi SR.

(Fedéni protilatek: primarni-1 : 1000; sekundarni- 1 : 50000)

Vysek 1: standard mysSi serin racemasy (0,1 ng)
Vysek 2. standard mySi serin racemasy (1 ng)
Vysek 3: standard mysi serin racemasy (10 ng)
Vysek 4: standard mysi serin racemasy (100 ng)
Vysek 5: a) standard molekulovych hmotnosti

b) precipitat vzorku M

c) supernatant (vzorek M); pfiblizné mnozstvi proteinu 80ug
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U pokusu, za pouziti vzork(i z dialyzy, kde bylo pouzito i vétSi mnozstvi
standardu myS$i SR jsou signaly v oblasti 37 kDa vyraznéjSi nez v pfedchozim
pfipadé. | piesto jsou pro lidskou serin racemasu z hipokampalni tkané velice
slabé, téméf na hranici nespecifického pozadi. Vzhledem ke kalibraéni fadé by
mnozstvi serin racemasy odpovidalo mnoZstvi zhruba 1ng (tzn. koncentraci
100 ng/ml).

8. Zavér praktické éasti

V lyzatu z autoptickych vzorkl lidského hipokampu nebyla pozorovana zadna
aktivita serin racemasy a to ani po nékolikadenni dialyze vzork(i. Navic ve
vzorcich béhem dialyzy vznikl precipitat. Precipitat vznikl i u kontrolnich vzork(
purifikované mys$i serin racemasy, které byly dialyzovany spolu se vzorky
hipokampalnich lyzati. U téchto kontrolnich vzork(i nebyla rovnéz zjisténa zadna
aktivita serin racemasy. PfFi¢ina negativniho vysledku mize byt v fadé faktort
nebo jejich kombinaci. Je zde realna moznost viny dialyzaéniho pufru na
precipitaci a nasledné ztraté aktivity proteinu, kterou je nutné pro dalSi praci
potvrdit nebo vyvratit.

Pritomnost serin racemasy se metodou Western blot pfesvéd&ivé potvrdit
nepodafilo. Signal patrny na blotu se ztraci na pozadi a lze ho jen téZko
interpretovat. Pri¢ina mdze byt jednak v dusledku jejiho velmi malého mnozstvi ve
vzorku, jednak v nizké specifit¢ protilatek. Ani kalibraéni fada vzorku Ccisté
rekombinantni mySi serin racemasy neukazuje na velkou citlivost protilatky. Proti
lidské serin racemase byly pouzity protilatky proti mysi serin racemase, coz mize
hrat dllezitou roli. Dllezity experiment, ktery je tfeba doplnit, je paralelni stanoveni
lidskych a mySich vzorku.

Z vysledk(i ziskanych metodou Western blot o pfitomnosti serin racemasy (SR)
v autopticke tkani lidského hipokampu vyplyva, Ze do reakce pro stanoveni aktivity
SR byly dodavany radové nanogramy tohoto enzymu, coZ by s rychlosti pfemény
70 umol/mg/hod odpovidalo vzniku asi 0,07 nmol produktu za hodinu. Celkova
koncentrace D-serinu v reakci by v takovém pfiipadé byla zhruba 0,7 pM, coz je
hluboko pod detekénim limitem stanoveni (pfiblizné 50uM). Jedna se ale o velmi

hruby odhad, ktery nezahrnuje moznou rozdilnou specifitu protilatek.
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Optimalizace metodik stanoveni aktivity serin racemasy a potvrzeni jeji
pfitomnosti neni zdaleka u konce a bude nutné na ni dale pracovat. Vhodnym
feSenim problému malé katalytické UGcCinnosti enzymu by mohlo byt pouziti
vhodnéjSiho substratu, jakym je L-serin-O-sulfat nebo L-threo-3-hydroxyaspartat
jejichz  rychlosti pfemén jsou oproti D-serinu az padesatinasobné
(3200 pmol/mg/hod a 3500 pmol/mg/hod) /48/. Pro potvrzeni pfitomnosti serin
racemasy by bylo vhodné pouzit specifi¢téjsi protilatku proti lidské serin racemase,

popfipadé zvazit moznost pouziti jiné metody, napriklad imunoprecipitace.
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Shrnuti

o Z literarnich zdroji byly shrnuty poznatky o mozné souvislosti D-serinu a jeho

metabolismu ve schizofrenii.

o Byla provedena detekce a stanoveni aktivity serin racemasy z autoptické tkané

lidského hipokampu, experimenty, navrzené ke studiu této problematiky.

> Bylo zpracovano shrnuti praktické ¢asti a zarover byly na zakladé vysledk(

navrzeny dalSi postupy, které by mohly zlepsit metodiku dal$i prace.
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