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Abstrakt 
 
Deprese je jedno z nejčastěji se vyskytujících duševních onemocnění s multifaktoriální etiologií. 

Mezi časté vyvolávající faktory patří stresové životní události, deprese vede ke komplexnímu 

narušení homeostatických funkcí včetně hormonální dysregulace a změn v imunitním systému. 

Mezi neuromediátorové systémy s výrazným modulujícím vlivem na neuropsychiatrické funkce 

včetně regulace nálady patří monoaminy noradrenalin a dopamin a indolamin serotonin. 

Farmakologická intervence pomocí antidepresivně působících léků vede k odeznění 

depresivního syndromu i k úpravě homeostatické nerovnováhy. Tyto neuromediátorové systémy 

využívají k přenosu signálu do vnitra buňky receptory spřažené s heterotrimerickými G 

proteiny. Předkládaná práce studuje změny hladin α podjednotek G proteinů a efektorové 

buněčné funkce vyvolané stresem u experimentálních zvířat a jejich modulaci psychofarmaky. 

Dalším cíl je studium antidepresivy vyvolaných změn hladin podjednotek G proteinů u C6 

gliomové buněčné linie a v tkáních laboratorního potkana. 

Imobilizační stres u experimentálních myší vyvolává významné změny v hladinách G 

proteinových podjednotek ve slezině. Na hladinu podjednotkových profilů má významný vliv 

účinek dopaminergní blokády, podání dopaminergního blokátoru sulpiridu vede u 

nestresovaných zvířat ke zvýšení hladiny Gαs a snížení hladin Gαi podjednotek, u stresovaných 

zvířat naopak zvyšuje hladiny Gαi podjednotek při současném snížení hladiny Gαs podjednotek 

a blokuje imunosupresivní efekt stresové imobilizace. V mozcích experimentálních zvířat 

imobilizační stres zvyšuje hladiny Gαs a Gαq podjednotek, vliv dopaminergní antagonizace je 

analogický změnám pozorovaným ve slezině u nestresovaných i stresovaných zvířat. Při 

srovnání změn G proteinových profilů je zajímavý obdobný profil změn α podjednotek v CNS a 

imunitním systému, stejně jako profil odpovědi na dopaminergní antagonizaci. Vliv 

adrenergního antagonizmu v CNS a imunitním systému nebyl tak výrazný. 

Na úrovni efektorových funkcí imobilizační stres výrazně snižuje produkci cytokinů IL-

2 a IL-4, produkce TNF-α byla naopak zvýšena. Cytotoxicita lymfocytární subpopulace 

přirozených zabíječů (NK buněk) byla imobilizací výrazně potlačena. Sulpirid zde v souladu 

s nálezem změn G proteinových profilů cytotoxickou aktivitu u nestresovaných zvířat snižuje, 

naopak u zvířat vystavených imobilizačnímu stresu vede ke zvýšení cytotoxicity. Tyto výsledky 

ukazují důležitost stresové dopaminergní komponenty na regulaci leukocytárních funkcí i vliv 

dopaminergní regulace na lymfocytární funkce bez vlivu stresu. 

Působení antidepresiv na C6 gliomovou buněčnou linii ukazuje přímé ovlivnění 

podjednotek G proteinů, které je nezávislé na inhibici zpětného vychytávání neurotransmiterů či 

interakci s receptory. Dlouhodobým působením mirtazapinu, fluoxetinu a sertralinu dochází ke 

zvýšení hladin Gαq podjednotek, citalopram zvyšuje hladiny Gαs podjednotek. Antidepresiva z 

různých tříd i psychofarmaka řazená do stejné farmakologicky definované skupiny jeví na 



  
 

      4  
  

úrovni G proteinové signalizace odlišný profil ovlivnění hladin Gα podjednotek. Výsledky 

poukazují na selektivní modulaci signalizačních kaskád jednotlivými léčivy. Použitá gliomové 

buněčné linie dává též možnost studia efektu antidepresiv na modelu gliální populace, jež se 

jeví být z pohledu problematiky deprese perspektivním cílem jak z hlediska výzkumného, tak i 

vzhledem k potenciální terapeutické využitelnosti modulace gliových funkcí antidepresivně 

působící medikací. Působení antidepresiv in vivo ukazuje analogickou odpověď v ovlivnění 

hladin α podjednotek G proteinů podáním antidepresiva v tkáni CNS a slezině a je tak 

imunitním systému se snížením hladin Gαq podjednotek při současném zvýšení hladin Gαs a 

Gαi podjednotek. 

Práce celkově poukazuje na důležitost dopaminergního systému v regulaci stresové 

odpovědi a modulaci imunitních funkcí i na jisté analogie v odpovědi CNS a imunitního 

systému na stres. Nálezy na gliomové linii a v tkáních potkana pak ukazují specifické 

antidepresivy vyvolané změny G proteinových profilů. Výsledky demonstrují mechanismus 

účinku nezávislý na inhibici vychytávání monoaminů, jež může interferovat s dalšími 

mechanismy působení antidepresiv v modulaci funkce buněčných kaskád iniciovaných 

membránovými G proteiny v neuronální a astrocytární gliální populaci. 

 

Klíčová slova: stres, deprese, antidepresivum, heterotrimerní G protein, C6 gliomová kultura, 

astrocyt, přirozený zabíječ 
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Abstract 
 
Depression is the one from the most prevalent psychiatric disorders with multifactorial 

aetiology. Psychosocial stress is often triggering depressive episodes, depression impairs 

complex homeostasis causing neurohormonal dysregulation and immune changes. 

Dopaminergic, serotonergic and noradrenalinergic neurotransmitter systems exert prominent 

influence upon neuropsychiatric functions including mood regulation. These neurotransmitter 

systems use in signal transduction from membrane to within the cell signalling cascades 

employng  heterotrimeric G proteins. This thesis studies changes in G protein α subunit ganges 

and cell effector functions in experimental animals induced by stress exposition and its 

pharmacologic modulations and changes in C6 glioma cells an rat tissue induced by 

antidepressants. 

Stress immobilization induces in experimental mice prominent changes in the Gα 

subunits in spleen. Dopaminergic blockade exerts  significant influence on the subunit profiles, 

sulpiride in control non stressed animals  is elevating Gαs levels and reducing Gαi subunit 

levels, in stressed animal on the contrary blocks immunosuppressive effect of immobilization 

and raises Gαi subunit levels  whereas reducing Gαs levels. In the brains of the experimental 

animals  stress increases Gαs a Gαq levels, dopaminergic antagonization is causing changes 

analogical those observed in the spleen in non stressed and stressed animals. This similar profile 

of α subunit changes in the CNS and spleen is interesting as well as responsivity to the 

dopaminergic blockade. Effect of adrenergic antagonist was not so prominent neither in the 

CNS or in the immune system. 
On the level of cell effector functions immobilization stress reduces production of IL-2 

and IL-4 cytokines, production of TNF-α was elevated. Cytotoxicity of lymphocytic 

subpopulation natural killers (NK cells) was by immobilization stress significantly suppressed. 

Sulpiride is here in accord with findings on the G proteins subunit levels in non stressed animal 

cytotoxic activity suppressing, animals exposed to immobilization stress show elevation of 

cytotoxic activity. These results show importance of stress dopaminergic component upon 

leukocyte function during stress response as well as importance of dopaminergic regulation in 

control non stressed animals. 

Effect of antidepressants on the C6 glioma cell line shows direct modulation of Gα subunits 

independent on neurotransmitter uptake or interaction with receptors. Long-term effect of 

mirtazapine, fluoxetine and sertraline is elevation of Gαq subunit levels, citalopram is 

increasing Gαs subunit levels. Antidepressants classified to different classed and drugs from the 

same class on the level of G protein signalization show different profile of effect. Results thus 

show selective modulation of signalization cascades by particular drugs. C6 glioma cell model 

system also offer possibility to study antidepressant effect in the glial population, which shows 



  
 

      6  
  

to be promising target from both experimental and also therapeutic point of view. In vivo 

antidepressant administration shows analogical response in G protein α subunit levels in the 

CNS and spleen of the experimental animal with reduction of Gαq subunit levels and 

concomitant elevation of Gαs and Gαi subunit levels. 

Thesis demonstrates importance of dopaminergic system in the stress response 

regulation and immune system modulation and certain analogies in the CNS and immune 

system responses. Results in the glioma cell line show specific antidepressant induced changes 

independent on the monoamine reuptake, which can interfere with other antidepressant effect on 

the cellular cascades initiated by G proteins in the neuronal and astrocytic glial cell population. 

 
Key words: stress, depression, antidepressant, heterotrimeric G protein, C6 glioma cell line, 

astrocyte, natural killer 
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Ca2+/calmodulin závislá kináza 
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extracelulárním signálem regulovaná kináza 
fibroblast growth factor 
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GTPázu aktivující proteiny 
glia derived growth factor 
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G protein coupled receptors, receptory spřažené s G proteiny 
G-receptor coupled receptor kinase 
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interleukin 
insulin-like growth factor 
interferon γ 
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fibroblastový růstový faktor 
hypothalamo-hypofyzo-adrenální  osa 
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dlouhodobá potenciace 
dlouhodobá deprese 
mitogeny aktivovaná kaskáda 
metabotropní glutamátový receptor 
hlavní histokompatibilitní komplex 
macrophage inflammatory protein 
nervový růstový faktor 
natural killer, přirozený zabíječ 
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fosfolipáza C 
regulated on Activation Normal T cell Expressed and Secreted 
rapid eye movement 
regulátory G proteinové aktivity 
reactive oxygen species, reaktivní kyslíkové radikály 
selektivní inhibitor zpětného vychytávání serotoninu 
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SMB 
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TGF 
TNF-α 
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slezinné mononukleární buňky 
inhibitory vychytávání serotoninu/noradrenalinu 
sulpirid 
tricyklická antidepresiva 
transforming growth factor 
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vascular endothelial growth factor 
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Úvod 

 
Úvodní část práce bude věnována základnímu nastínění onemocnění a účasti 

neurotransmiterových systémů v neurobiologii deprese. Zvláštní pozornost bude věnována vlivu 

stresu na rozvoj onemocnění a vliv neuromediátorů na stresovou odpověď a účast struktur 

limbického systému jak v odpovědi na stres, tak i u depresivního onemocnění. Následující 

kapitola je věnována systémovému pohledu na onemocnění s důrazem na imunitní změny při 

depresi, vlivu cytokinů a narušení funkcí buněčné imunity. Další oddíl se zabývá poruchami 

neuroplastických procesů u deprese, vlivem růstových faktorů a jejich modulací antidepresivní 

léčbou, stejně tak i vlivem stresu a imunitního systému v návaznosti na výše uvedené. Dále 

bude následovat část věnovaná gliovým buňkám, jejich fyziologii, změnám u deprese a účasti 

v plastických procesech a neurogeneze, do jisté míry integrující výše uváděné nálezy do 

jednoho rámce. Vzhledem k použité metodice následuje oddíl věnovaný receptorům spřaženým 

s G proteiny, dále G proteinům samotným a část popisující navazující nitrobuněčné signalizační 

kaskády a modulaci transkripčních faktorů. Poslední část úvodu poté nastiňuje poruchy G 

proteinové signalizace u deprese, účinek antidepresivní medikace a působení antidepresiv na 

gliové buňky. Úroveň G proteinové signalizace v práci použitá jako jmenovatel spojující různé 

úhly pohledu na jednom z kritických míst signalizačního toku, skýtá možnost vnímat analogie 

v odpovědi jednotlivých systémů jak v průběhu stresové reakce, tak i v reakci na 

farmakologické zásahy a pomáhá tak ozřejmovat systémový charakter onemocnění.  

 

Deprese 

 
Deprese je jedna z nejčastějších duševních poruch. Je odhadováno, že v roce 2020 bude po 

srdečních chorobách druhou nejčastější příčinou funkčního postižení (Murray a Lopez, 1996). 

Velký skok v porozumění depresi a afektivním poruchám obecně nastal v 50. letech dvacátého 

století zavedením léků, které mají antidepresivní působení. Toto vedlo následně nejen k vývoji 

dalších generací antidepresiv, ale obrátilo pozornost i k úloze noradrenergního a serotonergního 

systému v etiopatogenezi deprese. Tento „farmakologický most“ a katecholaminová hypotéza 

deprese dominovaly v uvažování o příčinách deprese a možnostech léčení po několik desítek let 

a vedly k formulaci celé řady dalších teorií (Avissar a Schreiber, 2006). S přibývajícím 

pokrokem v neurovědách, psychiatrii, genetice a molekulární biologii se pozornost přesunuje ke 

komplexním regulacím na buněčné i celotělové úrovni. 

Deprese je porucha s celoživotní prevalencí okolo 15%, ženy jsou postiženy 2x častěji 

než muži (Wiesman et al., 1996). Má výraznou genetickou komponentu, přibližně 40-50% 

rizika je dědičné (Cuijpers a Smith, 2002, Levinson, 2006). Zbývajících 50-60% tvoří faktory 
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prostředí, jež mohou zahrnovat např. nedostatek emoční podpory v dětství, systémové 

somatické onemocnění (např. kardiovaskulární onemocnění), virové infekce či širokou paletu 

stresových podnětů v celém průběhu života (Kitzlerová a Anders, 2007).  Depresivní nemocní 

mají až  20x zvýšené riziko dokonání sebevraždy než běžná populace (Rihmer, 2007).   

Značně heterogenní povahu depresivního syndromu odráží i jeho zařazení a definice v 

klasifikačním systému používajícím popisná kriteria. MKN-10 rozlišuje depresivní fázi, 

rekurentní depresivní poruchu, dysthymii, depresivní fázi v rámci bipolární afektivní poruchy, 

smíšenou anxiózně-depresivní poruchu, organickou depresivní poruchu a krátkodobější 

depresivní reakce  související s životními událostmi či depresivní symptomatiku související 

s neurotickými poruchami (Smolík, 2001). Nezanedbatelná část depresivních poruch je 

provokována abusem psychoaktivních látek, jako je např. alkohol a opiáty nebo farmaky jako 

jsou některá antihypertenziva nebo antipsychotika.  

Symptomy deprese se rozpadají do 3 primárních kategorií, jež zahrnují změnu nálady 

(smutek, anhedonie), vitální funkce (poruchy spánku, příjem potravy) a kognitivní poruchy 

(ruminace, nerozhodnost, vtíravé suicidální myšlenky).  

 

Diagnostické znaky pro depresivní epizodu dle MKN-10. 

 

a) 

1. depresivní epizoda by měla trvat alespoň dva týdny 

2. v průběhu života jedince se nevyskytly příznaky, které by naplnily kritéria pro 

manickou či hypomanickou epizodu 

3. epizoda není vyvolána užíváním psychoaktivních látek či organickou duševní 

poruchou 

b) 

1. depresivní nálada v míře jednoznačně abnormální pro daného jedince, přítomná po 

většinu dne a téměř každý den, značně ovlivněná okolnostmi 

2. ztráta zájmu nebo potěšení při aktivitách, které jsou normálně příjemné 

3. pokles energie či zvýšená unavitelnost 

c)  

1. ztráta sebedůvěry nebo sebeúcty 

2. bezpředmětné prožívání výčitek proti sobě samému nebo pocitu nadměrné a 

bezdůvodné viny 

3. opakované myšlenky na smrt nebo sebevraždu či jakékoliv suicidální chování 

4. stížnosti či důkazy svědčící o snížené schopnosti myslet či soustředit se, nerozhodnosti 

nebo váhavosti 

5. změna psychomotorické aktivity s agitovaností nebo zpomalením (hodnocené 
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subjektivně čí objektivně) 

6. poruchy spánku jakéhokoliv typu 

7. změna chuti k jídlu (snížení či zvýšení) s odpovídajícími změnami hmotnosti 

 

Rozdělení na lehkou, střední a těžkou depresivní epizodu poté odpovídá množství a tíži 

příznaků a celkovému funkčnímu postižení. 

 

Některé příznaky, nazývané „somatické“, jsou klinicky považované za zvláště významné, výše 

uvedená klasifikace jimi může být doplněna s doložkou „se somatickým syndromem“. Pro jeho 

diagnostiku by měly být přítomny alespoň 4 následující příznaky.  

 

1. zřetelná ztráta zájmu a potěšení při aktivitách, které jsou normálně příjemné 

2. nedostatek emočních reakcí na události nebo aktivity, které normálně vyvolávají 

emoční odpověď 

3. ranní probouzení dvě či více hodin před obvyklou dobou 

4. deprese je těžší ráno 

5. objektivní důkaz výrazné psychomotorické retardace či agitovanosti (takto označené či 

popsané jinými osobami) 

6. výrazná ztráta chuti k jídlu 

7. úbytek hmotnosti (o 5% nebo více za poslední měsíc) 

8. zřetelná ztráta libida 

 

Pro podrobnější popis etiologie, symptomatiky, diagnostiky a léčby viz (Zvolský et al., 2001, 

89-105, Höschl et al., 2002, str. 409-452, Sadock a Sadock, 2005, str. 1559-1718). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



  
 

      14  
  

Deprese a neuromediátorové systémy 

 
Monoaminergní hypotéza deprese formulovaná Shildkrautem  postuluje jako podkládající 

biologický faktor deprese nedostatek monoaminergních neurotransmiterů v mozku, zvláště 

noradrenalinu (Shildkraut, 1965). Počátkem 70. let byla hypotéza rozšířena i na indolamin 

serotonin (Coppen et al., 1972). Za jeden z ústředních důkazů je považován účinek 

antidepresivně působících léků ovlivňujících tyto neuromediátorové systémy. Tato hypotéza 

byla posléze mnohokrát přehodnocována a doplňována, nicméně i v současné době důležitá role 

katecholaminů noradrenalinu a dopaminu a indolaminu serotoninu není zpochybňována. 

Projekce z noradrenergního jádra locus coeruleus (LC) jsou široce distribuovány ve 

většině kortikálních i subkortikálních oblastí (Ressler a Nemeroff, 1999). Deprese je spojována 

s hypofunkcí noradrenergního systému, nedostatek noradrenalinu vyvolává příznaky deprese, 

depresivní nemocní mají snížené hladiny metabolitů noradrenalinu v cerebrospinálním moku i 

moči (Schildkraut, 1965). Další skupina důkazů pochází z receptorových změn při depresi a 

účinku antidepresivní medikace, tyto nálezy budou diskutovány níže. Současný přístup 

zdůrazňuje komplexní dysregulaci noradrenergního systému na různých úrovních a modulaci 

jeho aktivity jinými neuromediátorovými systémy (serotonin, GABA, glutamát, bombesin, 

leptin, enkefalin, CRH) (Cleare et al., 1997, Mongeau et al., 1997, Slattery et al., 2005, Anisman 

et al., 2008). Locus coeruleus je dále významným regulátorem aktivity hypotalamo-hypofýzo-

adrenální osy (HHA) osy a odpovědi na stresové podněty (Valentino et al. 1993, Tafet  a 

Bernardini, 2003). Neurony LC mají pacemakerovou aktivitu, stimuly aktivující cAMP dráhu 

(stres) zvyšují jejich excitabilitu, dlouhodobá antidepresivní léčba má opačný efekt (Nestler et 

al., 1999).  

Mnoho důkazů také poukazuje na komplexní účast serotoninu (5hydroxytryptaminu: 5-

HT) v patofyziologii deprese. Jeho důležitost ilustruje v současné době nejpředepisovanější třída 

antidepresiv SSRI ovlivňující specificky tento mediátorový systém. V současné době je 

identifikováno 15 serotoninových receptorů, ve vztahu k depresi je nejvíce zkoumaným 

subtypem 5-HT1A a 5-HT2A receptor, deprese je asociována se zvýšením hustoty 5-HT2A 

receptorů, zároveň dochází ke snížení hustoty serotoninových transportérů v prefrontálním 

kortexu depresivních nemocných (Mann et al., 2000, Pandey et al., 2002).  Je také prokázaná 

snížená vazba serotoninových transportérů v prefrontálním kortexu i středním mozku u 

depresivních nemocných pokoušejících se o sebevraždu i dokonaných suicidií (Arango et al., 

1995, Bligh-Glover et al., 2000). 5-HT1A nalézán jako somatodendritický receptor na 

serotonergních neuronech nucleus raphe, tak jako postsynaptický receptor serotonergních 

terminálů (Hall et al., 1985). 5-HT1A receptory jsou důležité v regulaci anxiety, agonisté 5-HT1A 

receptorů (buspiron) mají anxiolytický efekt, 5-HT1A knock-out myši jeví anxietě podobné 
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chování (Gross et al., 2000, Azmitia, 2001).  Deplece serotoninového prekursoru tryptofanu 

v dietě působí redukci serotoninových hladin v mozku a vyvolává příznaky deprese (Moore et 

al., 2000, Neumeister, 2003). Jsou také nalézány snížené hladiny serotoninu a jeho metabolitu 5-

hydroxyindoloctové kyseliny v cerebrospinálním moku těžce depresivních nemocných 

pokoušejících se o sebevraždu či dokonaných suicidií (Roy et al., 1989). Stres zvyšuje 

vychytávání serotoninu, exprese serotonergních receptorů je pod tonickou kontrolou 

kortikosteroidů (Chauloff, 2000, Tafet a Bernardini, 2001).  

S uvedením léčiv, která se váží s vysokou afinitou k 5-HT2 receptorům byl vzbuzen 

zájem o studium významu dopaminergního systému u depresivních onemocnění, protože 5-HT2 

receptory se účastní regulace funkce dopaminergního systému. Interakce mezi serotonergním a 

dopaminergním systémem je komplexní, serotonin moduluje dopaminergní aktivitu ve všech 4 

hlavních dopaminergních drahách (mezolimbické, mezokortikální, nigrostriatální i 

tubuloinfindibulární), 5-HT1A, 5-HT1B, 5-HT2A, 5-HT3 a 5-HT4 receptory facilitují uvolnění 

dopaminu při stimulaci dopaminergních neuronů, 5-HT2C receptory naopak inhibují uvolnění 

dopaminu tonicky i v závislosti na aktivitě dopaminergních neuronů (Sershen et al., 2000, Alex 

a Pehek, 2007). Depresivní nemocní mají snížené množství metabolitu dopaminu homovanilové 

kyseliny v cerebrospinálním moku (Reddy et al., 1992). Dopaminergní deficit v mezolimbické 

dráze je považovaný za asociovaný s depresivní anhedonií (Salamone et al., 1997, Nestler a 

Carlezon, 2006). Mnoho dalších symptomů deprese jako je apatie, psychomotorická retardace či 

snížení motivace může být spojeno s dopaminergní hypofunkcí v prefrontálním kortexu. Tyto 

příznaky jsou fenomenologicky podobné některým negativním příznakům schizofrenie, 

antipsychotika jsou ostatně používána k léčbě zvláště těžkých depresivních stavů (Brugue a 

Vieta 2007, Mahmoud et al., 2007).  

Kromě monoaminergních systémů je prokázána porucha funkce  GABAergního a  

glutamátergního  systému u depresivního syndromu. Podíl GABAergního systému je vyvozován 

z nižších hladin GABA v cerebrospinálním moku a séru nemocných depresí než u zdravých 

kontrol (Brambilla et al., 2003). Další evidence se odvozuje od účinnosti valproátu u deprese v 

rámci bipolární afektivní poruchy. Antagonisté GABAB receptorů mají antidepresivní účinnost 

díky interakci se serotonergním systémem (Slattery et al., 2005). Přesné molekulární 

mechanismy, kterými modulace GABA receptorů reguluje chování a jejich role u deprese však 

zůstáví nadále nejasné, pravděpodobná je role GABA v nerovnováze mezi mnohočetnými 

neuromediátorovými systémy a regulaci funkce jiných mediátorových systémů, zvláště 

monoaminergních a glutamátergního. Účast glutamátergního systému v etiopatogenezi deprese 

je komplexní, zvláště svou důležitostí pro neuroplastické procesy, na tomto místě zmíním 

postmortem studie, jež ukazují změny v NMDA receptorovém komplexu ve frontálním kortexu 

a hipokampu u suicidovaných depresivních nemocných (Nowak et al., 1995). Antagonisté 
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NMDA receptorů mají antidepresivní působení v preklinických modelech (Paul a Scolnick 

2003). 

 

 

Deprese, stres a limbický systém 

 
Stresové životní události jsou častým vyvolávajícím faktorem deprese, zvláště na podkladě 

genetické zranitelnosti (Gold a Chorousos, 2002, Caspi et al., 2003). Časné stresové události 

v dětství jsou rizikovým faktorem, který výrazně zvyšuje citlivost k pozdějšímu stresu (Kendler 

et al., 2004). Stres je tradičně definován jako odpověď organismu na podnět z okolí, který 

ohrožuje jeho vnitřní rovnováhu (homeostázu). Na základě dopadu zátěže na daného jedince a 

jeho zvládacích mechanismů se rozlišuje eustress jako typ podnětu vyvolávající adaptativní 

odpověď, distress jako podnět přesahující schopnost daného organismu se s zátěží vyrovnat a 

stres jako odpověď mezi těmito dvěma extrémy. Klasifikován může být dle typu 

experimentálního stresového modelu či dle trvání stresového podnětu na akutní a chronický. 

Stresová odpověď bývá dělena do 3 fází, poplachová reakce je charakterizována vyplavením 

katecholaminů, fáze adaptační pak zvýšenou aktivitou kůry nadledvin a sekrecí kortikoidů a 

finální fází  vyčerpáním rezerv organismu (Kovářů a Kovářů, 2005, kap. 5). Pro schopnost 

vypořádat se s stresovým podnětem je podstatné kognitivní hodnocení podnětu a uplatnění 

zvládacích (coping) mechanismů (Billings a Moos, 1985). Tyto mohou být rozděleny na 

zacílené na problém (kognitivní restrukturace) a na emočně zaměřené (exprese emocí, popření, 

sebeobvinění). Mezi další mechanismy lze zařadit vyhledání sociální pomoci, aktivní vyhýbání, 

ruminace, použití humoru či náboženské přesvědčení (Matheson a Anisman, 2003). 

Dobře zdokumentované je stresem vyvolané uvolnění noradrenalinu a serotoninu 

v mnohočetných oblastech mozku včetně hypotalamických jader (např. nucleus 

paraventrikuláris), hipokampu, amygdaly, prefrontálním kortexu, zvýšení dopaminu je 

nejvýraznější v nucleus accumbens, nucleus arculatus a dalších mezolimbických oblastech 

(Zacharko a Anisman, 1991, Henn et al., 1993, Stanford 1995, Rueter a Jacobs 1996, Mo et al., 

2008). Dlouhodobé vystavení stresorům, které vyvolávají uvolnění monoaminů, zvláště těm, jež 

není možné kontrolovat či zvládnout pomocí dostupných adaptačních mechanismů, může vést 

k depleci zásob monoaminů a rozvoji chování podobnému depresi ve zvířecích modelech 

(Anisman et al., 2008). Snížené monoaminergní rezervy poté činí organismus citlivějším 

k dalším stresovým podnětům (či farmakologicky vyvolanému uvolnění např. amfetaminem) 

s rychlejší a výraznější odpovědí monoaminergních systémů na stresový podnět (Roth et al., 

1998, Yoshioka et al., 1995). Tento proces sensitizace je provázen i receptorovými změnami se 

zvýšenou hustotou 5-HT1A  receptorů při snížení jejich afinity, oproti tomu hustota 5-HT2A 



  
 

      17  
  

receptorového systému je nezměněna při zvýšené afinitě. V adrenergním systému je zjevná 

down regulace β adrenoreceptorového systému, hustota D1 receptorů v kortexu mozku je také 

zvýšená (Stone, 1997, Ossowska et al., 2001, Harvey et al., 2003). Tyto změny patrně podléhají 

rozdílné dynamice rozvoje v jednotlivých neuromediátorových systémech (Anisman et al., 

2008). Stresové podněty vyvolávají a podporují funkční změny i v neuropeptidových systémech 

jako systém arginin-vasopresinový, změny v uvolnění a regulaci CRH i změnu regulace 

bombesinu a bombesinu-like peptidů (Anisman et al., 2008). 

Stresová odpověď i depresivní onemocnění mají podobné účinky na centrální nervový 

systém, ale i na autonomní a endokrinní systém s narušení emočních, kognitivních, 

autonomních i endokrinních funkcí (Song a Leonard, 2002, Haddad et al., 2002, Tafet  a 

Bernardini, 2003, Leonard, 2006). Jedním z hlavních mechanismů, kterým organismus reaguje 

na akutní a chronický stres je aktivace hypothalamo-hypofyzo-adrenální osy viz obr 1 (Tafet  a 

Bernardini, 2003). Při aktivaci této osy vnějšími i vnitřními stresory je iniciováno uvolnění 

CRH (kortikotropin releasing hormon) neurony v nucleus paraventricularis (PVN) do 

hypofyzárního portálního oběhu, které působí uvolnění ACTH (adrenokortikotropní hormon) 

z předního laloku hypofýzy (Hauger et al., 2006). ACTH stimuluje tvorbu a uvolnění kortizolu 

z kůry nadlevin, který může být v mnoha ohledech považován za konečný produkt aktivace 

hypotalamo-hypofýzo-adrenální osy. Kortizol má širokou paletu účinků, které zahrnují 

komplexní odpověď na stresové podněty, mobilizaci energetických zdrojů, koordinaci 

cirkadiánních rytmů (spánek/bdění, příjem potravy), podporu učení a paměťových procesů, 

metabolické účinky i vliv na aktivitu leukocytů (Haddad et al., 2002). Působí prostřednictvím 

intracelulárních receptorů: vysokoafinitního mineralokortikoidního receptoru typu I a 

nízkoafinitního glukortikoidního receptoru typu II a uplatňuje tak regulační vliv mechanismy 

„transreprese“ a „transaktivace“.  Mezi další mechanismy účinku patří ovlivnění buněčných 

membrán a interakce s membránově vázanými receptory; tento typ ovlivnění je mnohem 

rychlejší než výše uvedený genomický mechanismus (Stahn et al., 2007).  

Papezův  okruh, který zahrnuje hipokampus, talamická jádra, corpora mamillaria a 

jejich spoje byl popsán jako klíčová struktura pro normální vyjádření a percepci emocí. 

V současnosti jsou k němu přiřazovány další struktury jako prefrontální, cingulární a 

parahipokampální kortex, subkortikální jádra jako amygdala, septální oblast, nucleus accumbens 

a další struktury. Tento funkční komplex nazývaný limbický systém je považovaný za klíčovou 

strukturu v generaci a rozpoznávání emocí, homeostatických procesech a v regulaci 

reprodukčního a sexuálního chování (Lopes et al., 1990).   
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Obrázek 1. Vztahy nervového, endokrinního a imunitního systému v průběhu dlouhodobé 
stresové reakce 

 
Stresové podněty vnější či vnitřní vedou k uvolnění CRH do hypofyzárního portálního oběhu a 
uvolnění ACTH, který stimuluje kůru nadledvin k sekreci kortikosteroidů do oběhu. Tyto 
pomáhají organismu zvládat stresovou zátěž, systémově se podílí na regulaci metabolické i 
behaviorální odpovědi. Zpětnovazebně tlumí uvolnění CRH a svou vlastní sekreci přímo, i 
zprostředkovaně ovlivněním aktivity neurotransmiterových systémů. Systémově regulují také 
aktivitu imunitního systému, kdy jejich vliv je převážně imunosupresivní. Při jejich prodloužené 
sekreci však dochází k desensitizaci leukocytárních receptorových systémů, snížení tlumení 
zánětlivých procesů a systémové nadprodukci prozánětlivých  molekul. Neuroplastické procesy 
jsou komplexně regulovány neurotransmiterovými systémy, expozicí stresu i kortikoidními 
hladinami a cytokiny. Při  nerovnováze mezi dostupností růstových faktorů a vlivem negativně 
působících faktorů jako jsou zvýšené hladiny glukokortikoidů a prozánětlivé cytokiny dochází 
k poruše neuroplastických procesů a následně k manifestaci depresivního syndromu. Volně 
adaptováno dle (Anisman et al., 2008). 
 

Mezi hlavní struktury regulující aktivitu HHA osy patří především tak zvaný limbicko-

striato-paladicko-talamický trakt. Amygdala, která získává vstupy z talamických jader a nukleus 

coeruleus přímým synaptickým zapojením, zvyšuje sekreci CRH z neuronů nucleus 

paraventricularis; zpětnovazebný inhibiční vliv mají i celkové glukokortikoidní hladiny 

(Herman et al., 2005). Projekce z amygdaly do laterálního hypotalamu vede k aktivaci 

sympatického nervstva, projekce do dorzálního vagového jádra k vybavení parasympatické 

komponenty stresové reakce (Le Doux et al., 1988, Hopkins a Holstege, 1978). Hipokampus 

získává komplexní vstupy zvláště z korových oblastí a je jednou z hlavních struktur, která je 
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odpovědná za zpětnovazebnou inhibici sekrece CRH v nucleus  paraventrikularis a inhibici 

jader amygdaly prostřednictvím polysynaptického zapojení (Herman et al., 1989). Vzhledem 

k tomu, že hipokampus a spojené kortikální oblasti jsou zapojeny ve formování a vybavování 

komplexních vzpomínek, tyto mohou působit jako vnitřní stresory a vyvolat stresovou reakci i 

v nepřítomnosti vnějšího stresoru a mít vliv na mechanismy učení či vést k rozvoji 

postraumatické stresové poruchy (Bremner et al., 2007, Sandi a Pinelo-Nava, 2007).  

V hipokampu jsou exprimovány vysoké hladiny kortikoidních receptorů, za 

fyziologických okolností kortikoidy posilují hipokampální funkce a podporují mechanismy 

učení a paměti, které jsou jednou z hlavních úloh hipokampální formace (DeKloet et al., 1998). 

Kortikosteroidy modulují excitabilitu hipokampálních neuronů a mají vliv na dendritické 

remodelování zvláště v CA3 (cornu ammnonis) oblasti, dlouhodobě zvýšené hladiny kortikoidů 

však působí down regulaci glukokortikoidních receptorů a mohou působit poškození 

hipokampálních neuronů (Sapolski a McEven, 1985, Magarinos et al., 1997, McEven, 2001). 

Předpokládá se synergický efekt excitačních neuromediátorů (zvláště glutamátu) a 

glukokortikoidů na dendritickou atrofii CA3 neuronů a zvýšení jejich zranitelnosti vůči 

neurotoxickým podnětům (Conrad et al., 2007). Serotonergní a noradrenergní zakončení v CA3 

hipokampální oblasti mají naopak neuroprotektivní efekt, stres narušuje funkci serotonergního 

systému, nerovnováha mezi monoaminergními systémy a glutamátergním systémem je 

považována za důležitý faktor hipokampálního poškození v průběhu dlouhodobého stresu 

(Pralong et al., 2002).  

Chronický stress působí snížení vazby 5-HT1A receptorů i snížení 5-HT1A mRNA, 5-

HT1A knock-out myši mají deficit v hipokampálně závislé paměti a učení, narušenou „paired 

pulse“ facilitaci a vyšší excitabilitu limbického systému (López et al., 1998, Sarnyai et al., 

2000). V hippokampu je 5-HT1A nejčastěji exprimovaný receptor kolokalizovaný 

s glukokortikoidními receptory, jehož exprese je pod tonickou glukokortikoidní kontrolou. 

Autoradiografické studie identifikují zvýšenou vazbu 5-HT1A receptorů v hipokampu po 

oboustranné adrenalektomii, dlouhodobé změny v aktivitě HHA osy a hladinách kortikosteroidů 

tak přímo ovlivňují aktivitu 5-HT1A receptorového systému (Biegon et al., 1985, Tejani-Butt a 

Labow, 1994, Chalmers et al., 1994, Zhong a Ciaranello, 1995, Beck et al., 1996). 

Již delší dobu je známo, že u určité části depresivních nemocných (přibližně 50%) je 

zpětnovazebná inhibice sekrece kortizolu porušena. Tito nemocní mají zvýšené hladiny 

kortizolu v moči, podání syntetického kortikoidu dexametazonu u nich nevede ke snížení 

krevních hladin kortizolu a ACTH (tzv. nonsuprese v dexametazonovém testu) (Mendlewitcz et 

al., 1984). Tato podskupina depresivních nemocných je také výrazně ohrožena rizikem 

opakování suicidálních pokusů (Joniken et al., 2007). Jako citlivější zkouška je navrhován 

dexamethazon/CRF test s lepší diagnostickou účinností (Watson et al., 2006). U části 

depresivních nemocných je prokázáno zvýšení hladin CRH v cerebrospinálním moku, některé 
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nálezy ukazují i zvýšení CRH i v PVN v postmortem vzorcích, CRH receptory byly naopak 

down regulovány (Arborelius et al., 1999). Je prokázáno zvýšení hladin CRH mRNA či zvýšení 

imunoreaktivity pro CRH v hypotalamických jádrech, locus coeruleus a raphe nuclei 

depresivních sebevrahů, na suspektní hyperaktivitu CRH systému poukazují i vyšší hladiny 

v mozkomíšním moku (Nemeroff et al., 1984, Raadsher et al., 1994, Austin et al., 2003, Bissette 

et al., 2003). Aktivace CRH-R1 působí anxiogenně, nerovnováze mezi aktivací či expresí CRH-

R1  a CRH-R2  receptorů je přisuzována úloha v etiopatogenezi afektivních poruch 

(Grammatopoulos a Chrousos, 2002, De Kloet, 2004).  

 

Imunitní systém a deprese 

 
Akumulující se důkazy demonstrují komplexní komunikaci mezi neuroendokrinním a 

imunitním systémem. Neurotransmitery, cytokiny a neuropeptidydové hormony, stejně jako 

jejich receptory, jsou sdíleny jako společný komunikační jazyk mezi buňkami nervového, 

endokrinního a imunitního systému (Masek et al., 2000, Song a Leonard, 2002, Haddad et al., 

2002, Kovářů a Kovářů, 2005). Již delší dobu je známo, že depresivní onemocnění je spojeno s 

imunitními změnami. Hlavním komunikačním kanálem mezi neuroendokrinním a imunitním 

systémem je HHA osa, kdy CRH, kortikoidy i stresové hormony-adrenalin, noradrenalin a 

dopamin regulují přímo aktivitu leukocytů (Dhabhar a McEven, 1999, Fišerová et al., 2002, Qui 

et al., 2005). Leukocyty také produkují malá množství katecholaminů účinných parakrinně a 

regulujících aktivitu okolních buněk vazbou na jejich receptory v širokém rozmezí od 

stimulačního vlivu po vyvolání apoptózy (Josefson et al., 1996, Dhabhar, 1999). Většina 

leukocytů exprimuje α a β adrenoreceptory. Stimulace α1 receptorů není považována za 

důležitou v regulaci jejich aktivity a odpovědi na stres, α2 receptory naopak hrají výraznou roli 

v regulaci aktivity leukocytů (Felsner et al., 1992).  

Od průkazu schopnosti imunocytů produkovat dopamin (Joseffson et al., 1996, 

Bergquist a Silberring, 1998, McKenna et al., 2002), který byl po dlouhou dobu považovaný za 

převážně centrální přenašeč, je pozornost obrácena i k podílu dopaminu v neuroimunologických 

regulacích. Lidskými leukocyty jsou exprimovány dopaminové receptory D1, D2, D3, D4 a D5 

(Santambrogio et al., 1993, Ricci et al., 1998,1999, Basu a Dasgupta, 2000, McKenna et al., 

2002). Role dopaminových receptorů je v regulaci leukocytární proliferace, diferenciace a 

buněčné smrti, tyto pochody se zdají být regulovány hlavně aktivací D2 like receptorů (D2 a D3) 

(Chio et al., 1994, Pilon et al., 1994).  Dopamin a do jisté míry i noradrenalin reguluje počet 

lymfocytů i cytokinovou produkci schopností vyvolat apoptózu ovlivněním kaspásové aktivity 

(Blandini et al., 2004).  Důležitost dopaminergní regulace imunitní aktivity dopaminem 
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produkovaným leukocyty samotnými je dále podtržena centrální regulací aktivace T-lymfocytů 

cestou D3 receptoru (Illani et al., 2004). 

  Další způsob ovlivnění představuje autonomní nervový systém a přímá inervace tkání 

imunitního systému: sleziny, lymfatických uzlin i brzlíku (Elenkov et al., 2000). Na kontrole 

sympatického nervstva regulujícím slezinné funkce se podílí komplexní polysynaptická dráha, 

která zahrnuje několik jader mozkového kmene a jádra předního mozku (Cano et al., 2000).  

Noradrenergní postgangliová vlákna sympatiku jsou blízce asociovaná s lymfoidními buňkami 

ve slezině i lymfatických uzlinách a mohou dokonce formovat synaptická zakončení 

s jednotlivými lymfocyty (Felten a Olshowka, 1987, Madden et al., 1998). Adrenalin reguluje 

pohyb lymfocytů, jejich uvolnění do cirkulace, proliferaci, cytokinovou produkci i jejich 

aktivitu (Friedman et al., 1997, Elenkov et al., 2000, García et al., 2003). Komplex těchto 

interakcí při zvýšení či snížení tonu sympatiku může ovlivňovat hojení ran, intenzitu a trvání 

imunitní odpovědi, mít vliv na rozvoj a progresi chronických onemocnění či ovlivnit efektivitu 

vakcinace (Sanders a Straub, 2002). Stresem vyvolané uvolnění katecholaminů a následná 

imunosuprese má výrazný vliv na odolnost k infekčním onemocněním či vznik nádorového 

bujení (Iwakabe et al., 1998).  

Obdobně jako může CNS systémovou cestou i specifičtěji uvolňováním transmiterů 

z nervových zakončení modulovat imunitní funkce, působky produkovanéované leukocyty 

mohou naopak zpětnovazebně signalizovat do CNS. Další způsob komunikace pak přestavuje 

prostup a další signalizace leukocytů, např. lymfocytů přímo v tkáni CNS. Mozek, po dlouhou 

dobu považovaný za imunoprivilegovaný orgán, hraje překvapivě aktivní roli a umožňuje vstup 

leukocytům za fyziologických i patologických podmínek (Ching et al., 2005). Aktivované 

lymfocyty přestupují hematoencefalickou barieru díky zvýšené expresi adhezivních molekul a 

chemokinových receptorů a díky spolupráci s buňkami CNS počítaje endotel, dendritické 

buňky, mikroglii i astrocyty (Havrdova, 2001, kapitola 3, Engelhardt, 2006). Není sice 

prokázáno, že aktivované lymfocyty přenášejí specifickou informaci do CNS, nicméně 

existence fenoménu imunitního podmiňování naznačuje existenci složité obousměrné 

komunikace mezi CNS a imunitní odpovědí (Ader, 2003). Na regulaci imunitních funkcí se 

podílí rozsáhlé oblasti CNS počínaje neokortexem, cerebelem, strukturami limbického systému, 

periaquaedukální šedí středního mozku či hypotalamická anteriorní, střední a laterální jádra, či 

nucleus paraventricularis (Wrona, 2006). Úzké spojení nervového a imunitního systému 

prokazuje např. nález indukce genů MHC II při procesech dlouhodobé potenciace v 

hipokampálním gyrus dentatus (Håvik et al., 2007). 

Velké množství nálezů prokazuje u nemocných depresí zvýšené množství 

prozánětlivých působků, které jsou produkovány buňkami monocyto-makrofágového systému 

na periferii i centrálně.  Podle tohoto konceptu může být na velkou depresi nahlíženo jako na 

onemocnění se znaky zánětu se zvýšenými hladinami cytokinů, zvláště  IL-1, IL-2, IL-6 a TNF, 
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reaktantů akutní fáze jako jsou haptoglobin, α1 a α2 makroglobulin, C reaktivní protein, α1-

antitrypsin a chemokinů (Maes et al., 1999, Levine et al., 1999, Danner et al., 2003, Aesci et al., 

2005, Kaestner et al., 2005, Leonard 2006).  

Tyto molekuly jsou produkovány zvláště buňkami imunitního systému a 

zprostředkovávají komunikaci hlavně mezi leukocyty samotnými, jsou důležité pro procesy 

buněčné proliferace a sekreci dalších molekul. Všeobecně přijímané paradigma lymfocytární 

Th1/Th2 rovnováhy postuluje, že rovnováha mezi TH1 (CD4+) helpery produkujícími IFN-γ, 

IL-2 a TNF-α které aktivují makrofágy a buněčnou imunitu a  TH2 (CD4+) produkujícími IL-4, 

IL-5, IL-10 a IL-13 zodpovědných za protilátkovou odpověď a zároveň inhibujících 

makrofágové funkce je esenciální pro dynamiku rozvoje a regulaci imunitní odpovědi. Obě 

skupiny cytokinů do jisté míry vzájemně inhibují své funkce. Faktory ovlivňující oba typy 

diferenciace jsou komplexní a zahrnují genetické pozadí, cytokinovou rovnováhu, vliv antigen 

prezentujích buněk a aktivitu kostimulatorních molekul (Roitt, 1998, kap. 13.) Cytokiny tvoří 

pleotropní síť regulující aktivitu četných buněčných populací. Mohou regulovat fyziologické 

procesy jako je buněčná proliferace, imunitní a zánětlivá odpověď. Za normálních okolností 

jsou jejich hladiny nízké a jejich účinek je hlavně parakrinní a autokrinní regulace imunitních 

funkcí. Za patologických okolností, kdy jsou jejich hladiny zvýšené, pak zvláště prozánětlivé 

cytokiny vyvolávají produkci reaktantů akutní fáze a centrální uvolnění monoaminů 

s ovlivněním aktivity HHA osy. V přítomnosti dostatečného stresoru tak mění svou úlohu 

z parakrinního mediátoru v endokrinně činné molekuly. 

V určitých oblastech se zvýšenou propustností hematoencefalické bariéry (organum 

vasculorum laminae terminalis, area postrema, eminencia mediana) cytokiny přestupují do tkáně 

CNS a jsou schopny vyvolat centrální tvorbu cytokinů, na zánětlivou odpověď lze tedy nahlížet 

jako na druh vnitřního stresoru s odpovědí CNS do určité míry analogické stresové odpovědi 

(Dunn et al., 1999, Hayley et al., 2001, Dunn, 2006). Do tkáně mohou být cytokiny přeneseny i 

specifickými transportními mechanismy či vazbou na endotel vyvolávat produkci centrálních 

mediátorů (Watkins et al., 1995, Havrdová, 2001, kap. 3). Cytokiny se mohou i přímo vázat na 

periferní aferentní neurony a tak zprostředkovávat přímou komunikaci periferie nervovými 

spoji, např. stimulaci limbických struktur s následnou behaviorální depresí prostřednictvím 

nervus vagus při abdominálním zánětu (Goehler et al., 2000, Konsman et al., 2000). Zvýšené 

hladiny prozánětlivých TH1 cytokinů (IL-1, IL-6, TNF-α) zvyšují aktivitu CRH a aktivují  

HHA osu s následnou produkcí kortikoidů (Dunn et a., 1999, Hayley et al., 2001, Silverman et 

al., 2005). Glukokortikoidy mají vliv imunosupresivní, při jejich prodloužené sekreci však 

dochází k desensitizaci jejich receptorů v buňkách imunitního systému obecně, specifičtěji pak 

hlavně v podsystému monocyto-makrofágovém kdy dochází  dezinhibici produkce 

prozánětlivých molekul (Dhabhar a McEven, 1999). 
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Zvýšené hladiny prozánětlivých cytokinů jsou schopny vyvolat tzv. „sickness 

behaviour“, které je charakterizováno snížením energie, anorexií, zhoršením pozornosti, 

snížením aktivity, spavostí a v jistých znacích je tedy analogické depresi (Kelley et al., 2003). 

Expozice experimentálních zvířat i lidí zvýšeným hladinám prozánětlivých cytokinů (IL-1, INF-

α, IFN-γ) tyto příznaky vyvolává (Kelley et al., 2003, Dantzer et al., 2004). Léčba virových 

onemocnění rekombinantními cytokiny (IFN-γ) je provázena depresí až v 50%, mezi další 

neuropsychiatrické příznaky patří somnolence, provokace manických epizod i psychotické 

symptomy (Capuron a Miller 2004, Raison et al., 2005).  Deprese často provází onemocnění 

s chronickou zánětlivou složkou jako je např. roztroušená skleróza či revmatoidní artritída 

(Schubert a Foliart, 1993, Sadovnick et al., 1996). Léčba antidepresivy tyto změny vyvolané 

cytokiny potlačuje (Gohier et al., 2003, Capuron a Miller, 2004).  

Systémově či centrálně administrovaný IL-1β či TNF-α stimuluje in vivo uvolnění 

noradrenalinu, serotoninu a dopaminu v oblastech důležitých pro regulaci emocí (amygdala, 

nucleus accumbens), autonomních funkcí (hypotalamus) a regulaci psychomotorických funkcí 

(bazální ganglia) ( Dunn et al., 1999, Dunn, 2006). 

Prozánětlivé cytokiny aktivují indolamino 2,3 dioxygenázu degradující tryptofan a 

serotonin a tak snižují jejich dostupnost v CNS ( Hayley et al., 2001,  Műller a Schwartz 2007). 

TNF a IL-1 také mohou vyvolávat neuronální apoptózu aktivací kaspázových kaskád či 

ovlivněním procesů excitotoxicity (Allan, 2002, Varfolomeef a Ashkenazi, 2004).  Cytokiny 

mohou také ovlivnit hladinu oxidačního stresu aktivací mikroglie a produkcí volných 

kyslíkových radikálů či zvýšením hladiny metabolických toxinů (např. quinolinové kyseliny) 

(Gao et al., 2000, Pawate et al., 2004, Wichers a Maes, 2004). Prevalence výskytu deprese 

narůstá s věkem, existuje jistá paralela s komplexem změn nazývaných imunosenescence, který 

je charakterizovaný vzrůstající dysregulací imunitních funkcí, zvýšenou produkcí 

prozánětlivých působků včetně cytokinů a ztrátou noradrenergní inervace lymfatické tkáně 

(Madden et al., 1998, Borhuys et al., 2004). 

Mezi další změny u deprese patří porucha buněčné imunity. Celkový počet lymfocytů je 

zvýšen, je nalézána mírné snížení v absolutním počtu NK buněk, relativním počtu T buněk a 

marginální zvýšení poměru CD4/CD8 (Herbert a Cohen, 1983, Zorrilla et al., 2001). Pacienti 

s velkou depresí mají sníženou proliferaci lymfocytů v odpovědi na stimulaci mitogenem či 

antigeny, snížená odpověď je zvláště v T-lymfocyty zprostředkované imunitě (Kronfol et al, 

1983, Irwin, 1999). Často prokazovanou změnou na buněčné úrovni je snížená cytotoxicita 

lymfocytární subpopulace NK buněk (CD16+) (přirozených zabíječů), dále je nalézána mírná 

redukce v absolutním počtu NK buněk (Irvin et al., 1987, Cardwell et al., 1991, Zorrilla et al., 

2001). Je navrhovaná disociace mezi útlumem aktivity NK buněk a hladinou prozánětlivých 

působků u depresivních nemocných, hladiny prozánětlivého cytokinu IL-6 a snížení aktivity NK 

buněk spolu nekorelují a jsou pravděpodobně zprostředkovány nezávislými mechanismy (Pike a 
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Irwin, 2006). NK buňky hrají významnou úlohu při obraně proti patogenům, kontrole růstu 

nádorů, zabíjení protilátkami obalených buněk a regulaci hematopoézy (Orange a Ballas 2006). 

Rychle migrují do místa infekce či poranění a jsou schopné lyzovat cílové buňky bez předchozí 

sensitizace či vyvolávat jejich apoptózu, což je staví do popředí protivirové a protinádorové 

obrany (Lotzova, 1993, Somersalo, 1996, Cooper et al., 2001). Přirození zabíječi secernují INF-

γ, TNF-α, GM-CSF, IL-5, IL-13, MIP-1 (α a β) a RANTES (Loza et al., 2002, Robertson, 

2002). 

 Reakce těchto lymfocytů nejsou antigen specifické, jejich cytotoxicita je výslednicí 

signalizace široké škály excitačních a inhibičních receptorů, které NK buňky exprimují (Kirvan 

a Burshtyin, 2007).  Mechanismy NK buňkami zprostředkované cytotoxicity zahrnují kontaktní 

interakce, sekreci cytotoxických granul i sekreci cytokinů (Kirvan a Burshtin, 2007). Exprimují 

širokou paletu receptorů, byla prokázána exprese β2, α1, α2 receptorů (Jetschman et al., 1997). 

Důležitost β adrenoreceptorů spřažených se stimulací adenylylcyklázy v regulaci funkcí NK 

buněk katecholaminy je dobře známa, podílejí se na stresovém uvolnění NK buněk do cirkulace 

a jejich adhezních vlastnostech (Scherdlowski et al., 1996, Benschop et al., 1997, Jetschman et 

al., 1997, Sanders et al., 2004, Engler et al., 2004). Zvýšení cAMP zprostředkované aktivací β 

adrenoreceptorů je asociováno s výraznou inhibicí jejich cytolytických funkcí a celkovou 

modulací (Whalen a Crews, 2000, Qiu, 2005). Stimulace α1 receptorů je spřažená s Gαq 

iniciovanou dráhou, α2 snižují hladiny cAMP spojením s Gαi G proteinovou dráhou. Funkční 

významnost α1 adrenoreceptorů pro aktivitu NK lymfocytů je mnohem méně objasněna, mohou 

se podílet na stresem vyvolané redistribuci (Jetschman et al., 1997), jiní autoři však tento efekt 

nenalézají (Engler et al., 2004). NK buňky prokazují ještě vyšší množství a stabilnější profil 

exprese D2, D3, D4 i D5 receptorů než jiné typy leukocytů (McKenna et al., 2002). Leukocyty i 

NK buňky reagují na aktivaci D1 like (D1 a D5) receptorů zvýšením intracelulární hladiny 

cAMP, aktivace D2 receptorů, které snižují hladiny cAMP, má antagonistický vliv (Saha et al. 

2001).  

NK buňky jsou velice sensitivním ukazatelem úrovně psychického stresu i fyzické 

zátěže, jejich regulace v průběhu stresové reakce je kromě systémové regulace stresovými 

hormony velice úzce řízena přímo aktivitou CNS (Downing a Myian, 2000). Stimulace či ablace 

centrálních hypotalamických jader je korelována se změnami elektrické aktivity nervus 

splenicus, cytotoxická aktivita NK buněk je řízena mediální částí hypotalamického nucleus 

preopticus  (Katafuchi et al., 1993). Bilaterální léze nukleus preopticus vede k potlačení NK 

aktivity, tento efekt je blokován splenickou denervací a je nezávislý na hladinách systémového 

kortikosteronu (Irwin, 1994). Na komplexní regulaci NK aktivity se podílí i centrální α1, α2, β1, 

β2, D1, či D2 receptory, při specifické blokádě jednotlivých receptorů dochází k blokaci 
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centrálně podmiňované NK aktivity při použití paradigmatu nepodmíněného učení (Hsueh et al., 

1999). 

Výsledky sledující lymfocytární odpovídavost se však v různých studiích liší a mohou 

odrážet heterogenitu depresivního souboru či rozdílnou hloubku deprese. Profil změn buněčné 

imunity nalézaných u depresivních nemocných je analogický změnám nalézaných u různých 

modelů stresu (zvýšení počty lymfocytů, redukce v absolutním počtu NK buněk a relativním 

počtu T buněk, marginální zvýšení poměru CD4/CD8) (Zorrilla et al., 2001). Antidepresivní 

léčba poté vede k normalizaci zánětlivých pochodů snížením produkce prozánětlivých či 

zvýšením produkce protizánětlivých působků (Maes, 2001).  

 

Neuroplastické procesy a deprese 

 
V současné době je jako hlavní podklad deprese považováno narušení  komplexních procesů 

dlouhodobé plasticity v CNS, spíše než prostá porucha ve funkci neuromediátorových okruhů 

(Duman et al., 1997, Garcia, 2002, Castrén, 2005, Normann et al., 2006). V širším kontextu je 

plasticitou označována schopnost mozku měnit své funkce či strukturu v reakci na vnější i 

vnitřní stimuly, synaptická plasticita je poté definována jako na zkušenosti závislá změna 

morfologie a hustoty synapsí (Bliss a Collingridge, 1993, Trojan et al., 2004). Plastickými 

procesy bývají označovány mechanismy přestavby synaptických zakončení a synapsí, za jejichž 

podklad bývají považovány procesy dlouhodobé potenciace (LTP) a dlouhodobé deprese 

(LTD), které jsou strukturálním podkladem procesů paměti a učení (Bliss a Collingridge, 1993, 

Kandel 2001, Cooke a Bliss, 2006). LTP a LTD jsou formy asociativního typu morfologické 

synaptické plasticity, který detekuje koincidentní pre a postsynaptické události a převádí je 

řetězcem signalizačních událostí do struktury neuronální sítě. Naproti tomu je nověji popisován 

komplex pochodů označovaný jako „synaptic scaling“, které podporují stabilitu neuronálního 

„firingu“ přizpůsobováním síly všech synapsí daného neuronu a následně tedy i stabilitu daného 

okruhu, v němž je daný neuron zapojen (Marder a Printz, 2002, Turrigiano a Nelson, 2004). 

Tento způsob regulace synaptické síly se uplatňuje zvláště ve vyvíjejících se či remodelovaných 

okruzích jako odpověď na dlouhodobou změnu aktivity bez narušení procesů krátkodobé 

plasticity či variability synaptické transmise (Wierenga et al., 2005). Metaplasticitou jsou 

označovány procesy, které ovlivňují předchozí aktivitu neuronální sítě a určují „threshold“ pro 

navození dějů LTP a LTD. Celulární plasticitou jsou označovány procesy neurogenezy.  

Následkem poruchy těchto procesů může být pak neschopnost organismu reagovat 

přiměřenou reaktivní odpovědí na stresory či výzvy okolí, jež způsobí zvýšenou zranitelnost 

jedince a může vyústit do manifestace depresivních symptomů. „Neurotrofní hypotéza deprese“ 

považuje za hlavní patogenetickou příčinu poruchy plastických procesů u depresivního 
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onemocnění sníženou dostupnost růstových faktorů viz obr. 2 (Duman, 1997,1999,2004, Duman 

a Monteggia, 2006).  

 
Obrázek 2. Neuroplastické  procesy u deprese a jejich ovlivnění stresem a antidepresivní léčbou  
 

 

 
 

Zkušenosti se ukládají do změn struktury neuronální sítě řetězcem signalizačních událostí, stres 
a glukokortikoidy působí atrofii a v některých případech i apoptózu neuronů v CA3 oblasti 
gyrus dentatus a snižují neurogenezu. Tyto změny jsou zprostředkovány zvýšením 
excitotoxicity (zprostředkované glutamátem či zvýšením hladiny Ca2+ iontů) a sníženou 
dostupností růstových faktorů jako je např. BDNF. Je možné, že tyto změny přispívají k rozvoji 
hipokampální atrofie, pozorované u nemocných depresí. Specifická zranitelnost na stres a 
rozvoj deprese může být výsledkem genetických vloh či specifických vlivů prostředí a 
předchozích zkušeností. Je navrhováno, že posílení zvláště monoaminergní neurotransmise a 
zvýšení produkce růstových faktorů může blokovat negativní vliv stresu na neuronální atrofii a 
přežití neuronů, stejně jako na procesy neurogenezy (upraveno dle Duman, 1999, 2004). 
 
 

Porucha dlouhodobé rovnováhy v procesech prorůstových, představovaných širokou skupinou 

růstových faktorů a protirůstových či apoptotických vlivů pak vyústí v nedostatečnou 

remodelaci neuronální sítě a na úrovni chování pozorovatelný depresivní syndrom. V regulaci 

plastických procesů se účastní velké množství neurotrofních molekul, v souvislosti s depresí je 

nejvíce zkoumanou molekulou BDNF (brain derived neurotrophic faktor), který je v mnoha 
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aspektech regulován stresem (Duman a Monteggia, 2006). Celá řada nálezů demonstruje 

sníženou expresi BDNF vytavením stresu při použití různých stresových paradigmat počínaje 

imobilizačním stresem u hlodavců, izolačním stresem, subordinačních stresem nebo jiným 

druhem sociálního stresu (Ueama et al., 1997, Barrientos et al., 2003, Duman a Monteggia, 

2006).  

Infúze BDNF do hipokampu má antidepresivní efekt v behaviorálních modelech 

deprese (Shirayama et al., 2003). Antidepresiva z různých tříd zvyšují hladiny BDNF, pokud 

jsou podávána dlouhodobě, což by mohlo vysvětlovat časový posun nástupu antidepresivního 

účinku od počátku podávání léku (Nibuya et al., 1996, Sairanen et al., 2005, Duman a 

Monteggia, 2006). Humánní postmortem studie ukazují snížené hladiny BDNF v celých 

mozcích i hipokampální oblasti u suicidovaných depresivních nemocných (Chen et al., 2001, 

Karege et al., 2005). I přes jisté nejasnosti týkající se přestupu BDNF hematoencefalickou 

barierou další nálezy demonstrují také snížené hladiny BDNF v séru depresivních nemocných 

(Karege et al., 2002, Shimizu et al., 2003). Nedávné nálezy včetně metaanalýzy (Sen et al., 

2008) přesvědčivě ukazují snížení hladin BDNF v séru nemocných depresí a jejich normalizaci 

v průběhu léčby antidepresivy, autoři dokonce navrhují možnosti použití sledování sérových 

hladiny jako prediktoru odpovědi na antidepresivní léčbu. Expozice stresu však snižuje hladiny i 

dalších růstových faktorů: NGF, NT-3, VEGR, IGF a FGF, jejichž hladiny jsou opět zvyšovány 

terapií antidepresivy (Ueama et al., 1997, Mallei et al., 2002, Evans et al., 2004. 

V hipokampálních a kortikálních synapsích in vitro a in vivo BDNF usnadňuje 

dlouhodobou potenciaci a oslabuje procesy dlouhodobé deprese. Má také výrazný vliv na růst, 

přestavbu a stabilitu dendritů i axonů kortikálních, hipokampálních i mozečkových neuronů a 

podporuje homeostatické a kompetitivní neuronální interakce, které remodelují neuronální 

okruhy (Kandel 2001, Cooke a Bliss 2006, Mohajeranim et al., 2007). Produkce  BDNF je 

výrazně závislá na neuronální aktivitě. Neuronální depolarizace vyvolaná aplikací glutamátu, 

zvýšení extracelulárního K+ či vysokofrekvenční stimulace zvyšuje hladiny BDNF mRNA a 

následnou BDNF sekreci (Patterson et al., 1992, Lindholm et al., 1994).  

Jedna ze současných teorií, která je v souladu s ostatními nálezy u deprese navrhuje 

snížený zrod nových neuronů jako společného etiologického jmenovatele u depresivních 

onemocnění (Duman et al., 2000, Kemperman a Kronenberg, 2003, Jakobs et al., 2000). 

Procesy neurogenezy probíhají zvláště ve vrstvě granulárních buněk v hipokampálním gyrus 

dentatus (GCL),  bulbus olfactorius a některých korových oblastech u řady obratlovců včetně 

člověka (Altman a Das, 1965, Gould et al., 1998, Seri et al., 2004). Jedná se o dvě skupiny 

procesů, jedním z nich je zrod nových neuronů z prekurzorových buněk, druhým je pak 

selektivní zrání. Oba procesy jsou ovlivněny dostupností růstových faktorů a ovlivněny 

medikací (Sairanen et al., 2007). Je prokázáno, že nově vzniklé buňky jsou poté funkčně 

zapojeny v neuronálních okruzích, nově vzniklé neurony mohou mít preferenčně důležitější 
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úlohu v současném zpracování informací než stávající neuronální populace (Shors et al., 2001). 

Použití experimentálního modelu obohaceného prostředí u experimentálních zvířat zlepšuje 

dlouhodobou paměť, při blokádě neurogenezy toto zlepšení nenastává (Bruel-Jungerman et al., 

2005).  Neurogeneza v dospělém mozku podléhá dynamické regulaci, stres je jedním z jejích 

nejrobustnějších negativních regulátorů (Gould et al., 1998, Malberg a Duman, 2003, Duman a 

Monteggia, 2006). Je prokázáno, že kortikoidy a glutamát snižují neurogenezu 

v hipokampálním gyrus dentatus (Gould et al., 1992,1994). Estrogen, BDNF, epileptické 

záchvaty či ECT terapie, léčba antidepresivy, lithiem nebo atypickými antipsychotiky naopak 

zvyšují množství nově vzniklých buněk (Chen et al., 2000, Manev et al., 2001, Malberg a 

Duman, 2003, Kodama et al., 2004, Bolwig a Madsen, 2007, Paizanis et al., 2007). Serotonin či 

agonisté receptorů zvyšují intenzitu neurogenezy, inhibice syntézy serotoninu, antagonisté 5-

HT1A a 5-HT2A receptorů či léze serotonergních jader působí snížení proliferace  

hipokampálních progenitorových buněk (Brezun a Daszuta, 1999, Azmitia 2001, Ueda et al., 

2005, Santarelli et al., 2003). Blokáda neurogenezy blokuje behaviorální efekt antidepresiv 

(Santarelli et al., 2003, Paizanis et al., 2007).  

Důležitost procesů plasticity a neurogenezy pro procesy paměti a učení ilustrují četné 

nálezy na experimentálních zvířatech. Porucha těchto procesů u depresivních nemocných může 

odrážet různé klinické příznaky v symptomatologii deprese, zvláště kognitivní poruchy. 

Současné výsledky ukazují změny v počtu synapsí a jejich morfologii u experimentálních zvířat, 

které jsou asociovány s motorickým učením a expozici obohacenému prostředí a jsou relativně 

stabilní v různých korových i podkorových oblastech včetně primárního somatosenzorického, 

motorického a auditivního kortexu, amygdaly, hippokampu a kůry mozečku (Greenough et al., 

1973, 1986, Kleim et al., 1998,2002, 2007, Nikolaev et al., 2002). Tyto změny jsou závislé na 

zkušenosti, respektive na specifických vzorcích neuronální aktivity, asociovaných s jistým 

typem zkušeností. Tyto morfologické procesy mohou odrážet reakci mozku na zvýšenou 

komplexitu prostředí a odrážet zvýšené nároky a příležitosti obohaceného prostření a nových 

zkušeností. Zvířata vystavená obohacenému prostředí mají výraznější dendritickou arborizaci a 

počet synapsí na neuronu vyšší než zvířata chovaná ve standardních podmínkách (Rampon et 

al., 2000, Grosmann et al., 2002). Dendritické trny, malé výběžky, které dostávají hlavně 

glutamátergní vstupy, prodělávají rozsáhlou strukturální remodelaci v řádu minut. Tyto změny 

mohou být zásadní pro navození či stabilizaci změn synaptické plasticity a jsou ovlivněny 

změnami postsynaptické membrány, iontové rovnováhy a celou řadou postsynaptických 

signalizačních událostí (Dunayevsky et al., 1999, Matsuzaki et al., 2004). Tyto neuronální 

změny jsou pak doprovázeny trvalými změnami oligodendrocytární morfologie a axonální 

myelinizace a změnami astrocytárními, které jsou diskutovány níže.  
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Imobilizační stres a modely deprese 
 
 
Preklinické modely deprese se snaží stejně jako jiné modely lidských nemocí na zvířatech 

objasnit mechanismy neurobiologie onemocnění a účinku terapeutických látek nebo léčebných 

postupů. Vzhledem k tomu, že deprese je lidské onemocnění často s dlouhodobým a kolísavým 

průběhem, které u zvířat přímo modelovat nejde, modely v experimentální situaci obvykle 

zobrazují pouze určitý aspekt relevantní k lidskému onemocnění. Model imobilizačního stresu 

využívá mechanického omezení experimentálního zvířete ve volném pohybu, což vyvolává 

stresovou odpověď. Vzhledem k charakteru stresové imobilizace, kdy je zvíře omezeno v tubě 

s mnohočetnými perforacemi, je tento typ stresu v současné době považován spíše za typ stresu 

psychologického než fyzického (Inoue et al., 2009). V modelování deprese nastává posun od 

neurochemických modelů, které využívají farmakologicky navozenou změnu chování 

(reserpinový model, model tryptofanové deplece) k užití modelů, uplatňujících manipulaci 

s genetickou informací a vytváření knock-out kmenů experimentálních zvířat (kmeny myší 

s modifikovaným serotoninovým transportérem, knock-out kmeny pro klíčové membránové 

receptory v neurobiologii deprese) (Votava a Pistovčáková, 2005, McArthur a Borsini, 2006). 

Další skupinou modelů jsou behaviorální modely založené na hypotéze, že v rozvoji 

depresivního onemocnění se uplatňuje podíl chronického stresu. Mohou být uplatněny sociální 

aspekty vzniku depresivního onemocnění (separační stres mláděte od matky, izolační stres). 

Další skupina modelů je založena na úpravách podmínek prostředí tak, aby docházelo 

k vybavení stresové reakce (naučená bezmocnost, test nuceného plavání, test zavěšení myši za 

ocas).  Za modely s nejvyšší validitou jsou považovány model intrakraniální elektrické 

stimulace, chronického stresu a model bilaterální olfaktorické bulbektomie (po chirurgické 

ablaci čichového orgánu kdy u hlodavců dochází k charakteristickým behaviorálním změnám) a 

model chronického mírného stresu (Pistovčáková a Votava, 2005).  

Používání imobilizace či omezení ve fyziologickém výzkumu má dlouhou historii. Historické 

užití techniky leželo hlavně ve studiu stresových syndromů u zvířat a vedlo k charakterizaci 

behaviorálních a neurochemických parametrů stresu. Jako příklad lze uvést výzkum stresových 

gastrických vředů, kde efekt nových léků byl zkoumán právě na tomto stresovém modelu (Paré 

a Glavin, 1986). S rostoucím rozpoznáváním centrálního vlivu v mechanismech periferních 

poruch a komplexních neuroimunitních interakcích byl tento druh stresu dále zkoumán 

v mechanismech rozvoje dalších gastrointestinálních poruch a jejich ovlivnění antidepresivy, 

antipsychotiky, anxiolytiky, noradrenergními, serotonergními, dopaminergními a peptinergními 

farmaky (Glavin et al., 1994). V současné době je kladen důraz na studium komplexních rysů 

stresového omezení včetně fyziologických, imunologických, endokrinních a vývojových 
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aspektů a dopadu stresu na průběh chorob. Uplatňuje se ve výzkumu bolesti, infekcí, zánětu, 

Alzheimerovy choroby, endokrinních a autonomních poruch (Buynitsky a Mostofsky, 2009).  

Ve vztahu k depresi je efekt stresového omezení zkoumán v různých ohledech vztahujícím se 

k neurobiologii deprese, tak jak byly uváděny v předchozích kapitolách.  Například ve výzkumu 

regulace růstových faktorů je prokázáno snížení hladin mRNA BDNF jako následek akutního 

šestihodinového omezení současně s aktivací HHA osy se zvýšením hustoty GR receptorů 

v nukleus paraventrikuláris přetrvávající i v následujícím týdnu. Zvýšená aktivita tryptofan 

hydroxylázy je pak prokazována po dobu 2-3 týdnů (Murakami et al., 2005). Expozice 

jednorázovému imobilizačnímu stresu významně snižuje produkci BDNF několik hodin po 

expozici stresoru uplatněním mechanismu acetylace histonů v promotéru BDNF genu 

(Fuchikami et al., 2009). Opakovaný imobilizační stres snižuje expresi BDNF a  Bcl-2 

v hipokampálních neuronech, podávání olanzapinu vrací expresi k původním hodnotám (Luo et 

al., 2004). Toto je prokázáno i pro quetiapin v hipokampu u potkana, současné podání 

quetiapinu a venlafaxinu má preventivní synergický efekt na snížení neurogenezy a hladiny 

BDNF (Xu et al., 2006). Akutní stres narušuje plasticitu závislou na NMDA receptorech a 

podporuje procesy dlouhodobé deprese (LTD) závislé na metabotropních mGluR1 receptorech v 

hipokampální CA1 oblasti (Chauloff et al., 2007). Akutní imobilizační stres vede k snížení 

nehybnosti v testu nuceného plavání a narušuje paměťové funkce v testu zvýšeného T bludiště 

(Cruz-Morales et al., 2008, Dunn a Swiergiel, 2008). 

Akutní omezení modifikuje také funkci pro depresi klíčových neurotransmiterových systémů, 

snižuje hladinu serotoninu a modifikuje serotonergní aktivitu v dorzolaterálním striatu (Cruz-

Morales et al., 2008). Prostřednictvím dopaminových receptorů imobilizační stres aktivuje HHA 

osu (Belda a Armario, 2009). Vystavení imobilizačnímu stresu může vést i k změnám spánkové 

architektury se zvýšením zastoupení REM spánku, které mohou být srovnatelné se změnami 

nalezenými u subjektů trpících panickou poruchou nebo posttraumatickou stresovou poruchou 

(Hegde et al., 2008). Imobilizační stres má vliv i na funkci oblastí regulujících emoce, je 

prokázáno zvýšení uvolnění GABA v amygdale u potkanů (Reznikov et al., 2009). 

V modelech chronického stresu bývá obtížnější hodnotit parametry imunitního systému než 

v akutních paradigmatech vzhledem k tomu, že dochází k adaptaci na stresový podnět a 

kauzální vliv modelového paradigmatu na parametry imunitního systému je obtížněji 

vysledovatelný.  Je všeobecně přijímáno, že zatímco efekt akutního omezení na imunitní funkce 

může imunitní funkce i zvyšovat, dlouhodobé omezení bývá považováno za imunosupresivní 

(Millán et al., 1996, Pruet, 2001). Expozice akutnímu imobilizačnímu stresu mění proporční 

zastoupení lymfocytárních populací v orgánových kompartmentech a dochází k aktivaci 

subpopulací T lymfocytů (Inoue et al., 2009). Chronické stresové omezení inhibuje migraci 

lymfocytů, přirozených zabíječů, granulocytů a makrofágů a snižuje jejich efektorové funkce 

(Mizobe et al., 1997, Zhang et al., 1998). Imobilizační stres moduluje i cytokinovou produkci, 
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glukokortikoidy a katecholaminy inhibují produkci IL-12, TNF-α a INF-γ  při současném 

zvýšení IL-10 a   IL-4 a vedou tedy k posunu Th1/Th2 na stranu převažující produkce Th2 

cytokinů (Zhang et al., 1998, Calcagni a Elenkov, 2006). 

 

Nonneuronální buněčné elementy v CNS a deprese 

 

Zobrazovací a morfologické nálezy  

 
Výše uváděné poruchy plastických procesů mohou být na makroskopické úrovni pozorovatelné 

jako selektivní hipokampální atrofie u subjektů trpících depresí, tato redukce hipokampálního 

objemu koreluje s celoživotním kumulativním trváním depresivních fází (Sheline et al., 1999, 

Steffens et al., 2000, Sheline, 2003). Vysoké kortikosteroidní hladiny při dlouhodobém stresu 

jsou považovány za jeden z faktorů podílejících se na hipokampální atrofii pozorované u 

depresivních nemocných (Magarinos et al., 1997, McEven, 2001, Tafet  a Bernardini, 2003). 

Jako jeden z etiopatogenetických mechanismů je navrhována vyšší míra stresu v raném životě 

(např. na modelech používaný separační stres u potkanů), sexuální zneužívání či emoční 

zanedbávání, které vyústí v celoživotní nastavení hyperaktivity HHA osy a vyšší odpovídavost 

HHA osy na stresové podněty (Heim et al., 2000, Heim a Nemeroff, 2002, Kendler et al., 2004). 

Hipokampální dysfunkce asociovaná s redukcí hipokampálního objemu je spojená se sníženou 

výbavností paměti, stupeň úbytku hipokampálního objemu koreluje s poruchami deklarativní 

paměti a celkovou výbavností (Sheline et al., 1999, Queen et al., 2003, Sheline, 2003, Videbech 

et al., 2004). Hipokampální atrofie může přetrvat až několik let po dosažení remise depresivního 

onemocnění (Sheline et al., 1996). Efekt antidepresivní léčby je nejednoznačný, zatímco některé 

výsledky demonstrují ústup hipokampální atrofie po léčbě antidepresivy (Vermetten et al., 

2003), jiné nálezy toto nepotvrzují (Vithilingam et al., 2004). 

Dalším z  konzistentních a poněkud překvapivých nálezů je snížení hustoty a celkového 

počtu gliových buněk a velikosti těl neuronů v předním cingulárním kortexu a  orbitofrontálním 

a dorzolaterálním prefrontálním kortexu u depresivních nemocných (Rajkowska et al., 1999, 

Cotter et al., 2001, 2002, Rajkowska a Miguel-Hidalgo, 2007). Subjekty trpící depresí mají 

sníženou celkovou tloušťku cerebrálního kortexu, velikost neuronálních těl a sníženou hustotu 

neuronálních a gliálních těl ve svrchních (II-IV) vrstvách kortexu. V kaudálním 

orbitofrontálním kortexu depresivních subjektů jsou výrazné redukce hustoty  gliálních těl 

v hlubších vrstvách (V-VI), které jsou doprovázeny sníženou velikostí neuronálních těl. Další 

nálezy ukazují snížený objem orbitofrontálního kortikálního kortexu bez snížení objemu jiných 

frontálních oblastí u nemocných s velkou depresí (Bremner et al., 2002). Je také pozorována 

snížená  imunoreaktivita gliálního markeru GFAP a nižší hladiny GFAP u mladých 
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depresivních subjektů ve srovnání s mladými kontrolami a staršími depresivními subjekty 

(Miguel-Hidalgo et al., 2000, Si et al., 2004). Hustota  Nisslovým barvením značené glie je 

výrazně snížena u mladých depresivních subjektů ve srovnání s mladými kontrolami 

(Rajkowska et al., 1999). Je také pozorováno snížení hustoty a velikosti těl glie u subjektů 

závislých na alkoholu, gliální patologie je více vyjádřená u závislých subjektů s depresivní 

symptomatikou (Miguel-Hidalgo et al., 2002). Gliální patologie je také výraznější u subjektů 

s rodinnou historií deprese (Ongur et al., 1998, Miguel-Hidalgo a Rajkowska, 2003). Podobné 

snížení počtu glie je pozorováno také v subgenuální části gyrus cinguli anterior, beze změn 

v počtu neuronů, nebo jejich objemu (Ongur et al., 1998). Jiní autoři nacházejí mírné snížení 

počtu neuronů s nezměněnou morfologií těl při výrazném snížení počtu astrocytů 

v suprakalosální části gyrus cinguli (Cotter et al., 2001). 

Další skupina nálezů demonstruje na buněčné úrovni patologii v strukturách limbického 

systému, která se může podílet na snížení objemu a může se podílet na kognitivních poruchách 

pozorovaných u nemocných depresí. Stockmaier nalezl signifikantně zvýšený počet glie, 

pyramidálních neuronů i granulárních neuronů ve všech hipokampálních oblastech i gyrus 

dentatus (Stockmaier et al., 2004). V CA1 a CA2 oblasti byla zjištěna snížená astrocytární 

imunoreaktivita pro GFAP (Muller et al., 2001). U experimentálních zvířat chronický 

psychosociální stress významně snižuje počet hipokampálních astrocytů i jejich objem (Czéh et 

al., 2006). V amygdale depresivních nemocných bylo zjištěno výrazné snížení počtu glie a 

poměru neuron:glie (Bowley et al., 2002). Pozdější nálezy však výraznou gliální redukci 

v amygdale identifikovaly hlavně jako redukci oligodendrocytů bez výraznějšího snížení počtu 

astrocytů (Hamidi et al., 2004). V mozečku subjektů nemocných velkou depresí bylo nalezeno 

snížení GFAP (Fatemi et al., 2004).  

Nedávný nález (Banasr a Duman, 2008) demonstruje v elegantním experimentu, že 

selektivní farmakologická ablace gliové populace v prefrontálním kortexu u experimentálních 

zvířat je schopná vyvolat depresi podobné chování, analogické chování vyvolanému expozici 

chronickému stresu a dává tak podporu teorii, že ztráty v gliální populaci přispívají k rozvoji 

jádrových příznaků deprese. 

Tyto nálezy přitahují pozornost ke komplexním neuro-gliálním interakcím a roli, kterou mohou 

v etiopatogenezi depresivní poruchy hrát astrogliální buňky.  

 

 

Astrocyty 

 
Astrocyty jsou důležitou buněčnou populací v CNS neuroektodermového původu, jejichž počet 

převyšuje počet neuronů 1,5-10 v závislosti na oblasti mozku (O´Kusky a Collonier 1982). Od 



  
 

      33  
  

svého popsání Virchowem  byly po dlouhou dobu považovány za pouze pasivní buněčné 

elementy v CNS, které tvoří lepidlo (glue) mozku (Virchow, 1846). Později byla dle morfologie 

gliální populace rozdělena na mikroglii a makroglii, jako mikroglie byly označeny makrofágové 

buňky, makrogliové elementy pak tvoří oligodendrocyty a astrocyty. Cajal posléze rozdělil 

lidské kortikální astrocyty dle morfologie na protoplasmatické a fibrilární typy, popsal jejich 

úzký vztah k vaskulatuře i okolním nervovým výběžkům (Cajal, 1913). Teprve nálezy z 

poslední doby používající moderní barvicí techniky však odhalily jejich komplexní strukturu, 

vzájemné uspořádání i množství výběžků, které dřívější techniky využívající barvení  GFAP 

nemohly zobrazit (Bushong et al., 2002, Ogata a Kosaka 2002). Současný pohled rozlišuje 4 

hlavní astrocytární subtypy: protoplasmatické, interlaminární, polarizované a fibrozní; je 

spatřována jistá analogie mezi morfologickou diverzitou neuronů a gliových buněk ve vrstvách 

kortexu, které tak patrně lze dělit i do funkčně odlišných typů (Oberheim et al., 2006). 

Rostoucí poznávání morfologie je doprovázeno i změnou pohledu na funkci astrocytů, 

kdy tyto již nejsou viděny jako pouhé pasivní buněčné elementy. Astrocyty mají kritickou roli 

v průběhu vývoje CNS, mají také nezastupitelnou úlohu v trofické podpoře neuronů a 

energetickém metabolismu, iontové homeostáze mozku, formaci tkáňové jizvy a reparaci 

poškození tkáně, a regulaci imunitní odpovědi CNS  (Syková, 2005, Laming et al. 2000, Farina 

et al., 2007). Astrocyty tvoří nezbytnou součást hematoencefalické bariéry - glia limitans, která 

hraje roli např. v přestupu leukocytů do CNS (Bechman et al., 2007). Astrocyty tvoří buněčnou 

síť, propojenou gap junctions, jež umožňuje pufrování iontové nerovnováhy generovaných 

aktivitou neuronálních iontových kanálů a nitrobuněčné šíření Ca2+  iontů (Syková, 2005). 

Komplexní komunikace mezi astrocyty a neurony se účastní ionty, neurotransmitery, buněčné 

adhezní molekuly a specializované signalizační molekuly (Araque, 1999).  

  Hlavním membránovým znakem specifickým pro astrocytární populaci je GFAP 

(gliální kyselý protein). Astrocyty exprimují mnohé neurotransmiterové, neuropeptidové a 

cytokinové receptory, iontové kanály, receptory pro růstové faktory a přenašečové molekuly; 

některé z relevantnějších pro problematiku deprese uvádí tabulka 1.  

Exprese jednotlivých receptorů je samozřejmě ovlivněna funkčním stavem buňky, mnoho 

struktur je vystaveno pouze   reaktivními astrocyty, jak je diskutováno níže. Astrocyty vzhledem 

k vlastnostem své membrány nemohou generovat elektrický signál podobně jako neurony. 

Jejich výbava receptory a iontovými kanály je však předurčuje k tomu, aby nepřímo detekovaly 

úroveň neuronální aktivity monitorováním na aktivitě závislých změn chemického prostředí 

sdíleném oběma typy buněk.  Astrocyty tedy komunikují mezi sebou i neurony ve svém okolí 

převážně chemickou cestou a tím mohou regulovat neuronální excitabilitu a aktivitu 

neuronálních okruhů. 
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Tabulka 1. Vybrané astrocytární receptory a transportní systémy 
 
 
Receptor Reference 
Adrenergní β1 Aoki, 1992, Harden a 

McCarthy, 1982, Hosli a 
Hosli, 1993 

Adrenergní β2 

Adrenergní α1 Lerea a McCarthy, 1990, 
Jurič et al., 2007 

Adrenergní α2A/D Bowman a Kimelberg, 1987, 
Jurič et al., 2007 

Serotonergní 5-HT1A Ogura a Omano, 1984, 
Whitaker-Azmitia et al., 
1993, Azmia et al., 1996 

Serotonergní 5-HT2A Deecher et al., 1993, Xu a 
Pandey, 2000 

Dopaminové D1, D2 like (D2, D3) Inoue et al., 1997, Ohta et 
al., 2003  

GABAA  Kaila 1991 
GABAB1a  GABAB1b, GABAB2 Oka et al., 2006 
Glutamátové AMPA/kainátové mGLURs1, 
mGLURs5, NMDA  

Porter a McCarthy, 1997, 
Hertz a Zielke, 2004 

Purinergic P1, P2X1, P2X1, P2Y2, P2X3, P2X4, 
P2X6, P2X7,  P2Y2, P2Y4 

Müller et al., 1995 

Muskarinové  Porter a McCarthy, 1997 
Prozánětlivé cytokiny IL-1β, TNF-α + rec. IL1-
RA, TNF R1 

Friedman a Wang, 1997 

Protizánětlivé cytokiny TGF-β, IL-1-RA, IL-4, 
IL-10 + rec. TNFR, IL-4R, IL-10R 

Hulshof et al., 2002, 
Pinteaux et al., 2006) 

neuropoetické cytokiny (CNTF, IL-6) +rec. 
(gp130 +CNTFRα, IL-6Rα) 

Acarin et al., 2000 

Peptidové rec. VIP, somatostatin, oxytocin, 
vasopresin, ANP, bradykin, thrombin, opioidy Deschepper 1998, Porter a 

McCarthy, 1997 

Serotoninový transporter SERT Fuller and Wong 1990, Bal et 
al, 1997, Inazu et al., 2001 

Noradrenalinový transporter NET, uptake 2 
transporter 

Inazu et al., 2003, 
Schildkraut and Money, 2004 

Glutamátové transportery EAAT1 (GLAST) a 
EAAT2 (GLT-1) 

Pawlak et al., 2005, Huang et 
al., 2004 

Receptory pro chemokiny Nakagawa a Schwartz, 2004 
Neurotrofiny (NGF, BDNF, NT-3)+ rec. (trkA, 
trkB, trkC, p75) 

Schwartz et al., 1994, 
Schwartz a Nishiama,  1994, 
Knott et al., 2002, Jurič et al., 
2008 

Neurotrofiny (GBNF, IGF, FGF, VEGR)+ rec. 
GFRα1,IGFR, FGFR VEGRFR, flt1,flk1  

Lee et al., 1993, Clarke et al., 
2001, Mani et al., 2005 

Scavengerové receptory, receptory pro 
komplement  

Gasque et al., 2000, 
Husemann a Silverstein,  
2001 
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Astrocyty a neuroplastické procesy  

 
V posledních letech přibývá důkazů o komplexní účasti astrocytů v plastických procesech a 

jejich morfologických změnách v závislosti na změnách prostředí. Morfologická plasticita 

astrocytů jako odpověď v experimentální paradigmatu obohaceného prostředí probíhá 

v časovém měřítku, které je srovnatelné s pozorovanými neuronálními změnami (Jones et al., 

1996, Jones a Greenough, 2002). Strukturální plasticita astrocytů je dále spojena se 

změnami synaptické plasticity po kindlingu a navození dlouhodobé potenciace v rozličných 

paradigmatech učení (Chang et al., 1993, Hawrylak et al., 1993, Matsutani a Leon, 1993, 

Anderson et al., 1994). Umístění zvířat v obohaceném prostření je provázen zvýšeným 

astrocytárním „ensheathmentem“ synapsí (Jones a Greenough 2002). Tato hypertrofie 

astrocytárních výběžků je závislá na době trvání expozici obohacenému prostředí a zvolené 

kortikální vrstvě (Jones a Greenough, 2002). Toto je v souladu s nálezy prokazujícími atrofii 

glie po senzorické deprivaci ve vizuálním kortexu (Hawrylak a Greenough, 1995). Motorické 

učení vyvolává hypertrofii synapsí a zvětšení astrocytů také v kůře mozečku, toto zvětšení 

přetrvává až 4 týdny po přerušení učení (Kleim et al., 2007). Zvýšení astrocytárního objemu 

může být spojováno se synaptogenezou vyvolanou učením, a ne pouze nespecifickým zvýšením 

neuronální aktivity, protože pouhé cvičení bez učení tyto změny nevyvolává (Anderson et al., 

1994, Kleim et al., 2007). Morfologické změny astrocytů provázejí i patofyziologické změny, 

např. kindling a mohou se tak uplatňovat i v patogenezi epileptických ložisek (Hawrylak, 1993).  

Zobrazovací techniky, využívající konfokálního zobrazování v kombinaci s imunoznačením a 

plněním barvivem ukazují jemné morfologické rysy protoplasmatických astrocytů a jejich 

základní cytoskeletální organizaci, které nemohly být odhaleny technikami barvícími GFAP 

zobrazujícími pouze 15% objemu buněk (Bushong et al., 2002, Ogata a Kosaka, 2002). Tyto 

nálezy také odhalily doménové astrocytární uspořádání, které může mít závažné funkční 

důsledky pro ohraničení skupin synapsí, interagujících pouze s jedním astrocytem (Bushong et 

al., 2002). Komplexita těchto glio-neuronálních jednotek/domén se fylogeneticky zvyšuje a 

může se podílet na funkční kompetenci dané oblasti (Oberheim et al., 2006). Toto uspořádání je 

zvláště zřetelné v oblastech vysoké synaptické hustoty: hipokampu a kortexu, kde astrocyty 

regulují synaptickou sílu a regulují synaptický cross-talk (Pascual et al., 2005).  

S ohledem na  anatomickou blízkost astrocytů a neuronů, kdy pre a postsynaptická neuronální 

část je obkroužena lemem astrocytárních výběžků je ražen termín „trojstranná synapse“ 

(Araque, 1999). Tato uspořádání je zjevné v kůře mozečku, kde výběžky Bergmanovy glie plně 

obkružují dendritické trny Purkyňových buněk; toto uspořádání patrně odráží funkční 

mikrodoménové uspořádání (Grosche et al., 1999). Anatomické vztahy neuronů a glie v 

hipokampu jsou od tohoto stavu, kdy všechny synapse jsou obkrouženy astrocytárním lemem 
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poněkud vzdálenější, přibližně 57% synapsí má nějakou formu astrocytárního lemu na axo-

dendritickém rozhraní (Ventura a Harris, 1999). Nicméně, přítomnost astrocytárních výběžků na 

většině perforovaných synapsí naznačuje, že astrocytární výběžky jsou preferenčně 

lokalizovány okolo větších synapsí s vyšší pravděpodobností uvolnění neuromediátoru, zvláště 

glutamátu (Harris a Sultan, 1995). Astrocytární výběžky jsou preferenčně lokalizovány 

v blízkosti postsynaptických dendritických trnů (Lehre a Rusakov, 2002). Toto pouze parciální 

krytí naznačuje dynamickou povahu komplexních vztahů v neuro-gliálních interakcích na 

synaptických spojeních a výrazný stupeň přestavby v závislosti na úrovni stimulace. 

V průběhu vývoje jsou astrocyty výrazným regulátorem počtu synapsí a jejich důležitost při 

formaci synapsí v dozrálém CNS neklesá. Jedná se o dynamický proces, který vyžaduje 

koordinovanou výměnu anterográdních a retrográdních signálů mezi pre a postsynaptickým 

neuronem a okolní glií (Garner et al., 2002). Neurony v kultuře tvoří více synaptických spojení 

v přítomnosti astrocytů, jednotlivá spojení jsou zároveň více aktivní i v tvorbě a uvolňování 

synaptických váčků (Ullian et al., 2001). I když synapse mohou vznikat i bez přítomnosti glie, 

řada důkazů naznačuje, že astrocyty rozpustnými faktory i kontaktním způsobem ovlivňují 

vývoj zvláště excitačních synapsí (Christopherson et al., 2005, Witcher et al., 2007). Glií 

produkovaný TNF-α zvyšuje povrchovou expresi glutamátových receptorů u postnatálních 

potkanů (Beattie et al., 2002). Astrocyty jsou hlavním zdrojem částic obsahujících cholesterol a 

apolipoprotein E, které po včlenění do neuronálních membrán vedou ke zvýšení synaptogenezy 

(Mauch et al., 2001). Další úlohu hrají při funkčním dozrávání synaptického kontaktu, kdy 

ovlivňují hustotu receptorů a složení podjednotek (Slezak a Pfrieger, 2003, Pfrieger, 2003). 

Exprese specifických neurotransmiterových receptorů, synaptická síla a celkový obrat syntézy 

proteinů je ovlivněn glií sekretovanými faktory jako jsou ADNF, TNF-β neureguliny nebo 

trombospondiny (Slezak and Pfrieger, 2003, Christopherson et al., 2005). Na zkušenosti závislé 

změny astrocytární morfologie, tvaru výběžků a zvýšení astrocyto-synaptické komunikace 

odrážejí fakt, že astrocyty modulují synaptický přenos v odpovědi na uvolněné neurotransmitery 

(Zhang a Haydon, 2005). Astrocyty se také aktivně podílejí na synaptickém přenosu, zvláště 

GABAergním a glutámátergním. Dobře prozkoumaná glutamátergní transmise ukazuje roli 

astrocytů ve vychytávání glutamátu ze synaptické štěrbiny (exprimují přenašeč GLT-1), jeho 

syntézu z prekurzorů a dodávku glutaminu neuronům (Hertz a Zielke, 2004). Astrocyty jsou 

díky modulaci expresi a aktivity glutamátových transporterů schopny regulace neuronální 

vzrušivosti (Huang et al., 2004).  Glutamát uvolněný neurony navíc zvyšuje koncentraci Ca
2+  

iontů v přilehlých astrocytech. Postup vlny zvýšení Ca
2+

 iontů může měnit odpovídavost 

astrocytárního syncitia v doméně a taktéž i přilehlých neuronů (Cotrina et al., 2000, Anderson a 

Swanson, 2000). Astrocyty jsou také schopné uvolnění glutamátu v reakci na zvýšení 

intracelulární Ca
2+

  koncentrace a aktivně se tak účastní synaptického přenosu (Parpura and 
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Haydon, 2000). Astrocyty navíc uvolňují koaktivátor NMDA receptorů D-serin, který zvyšuje 

přenos NMDA receptory, uvolnění quinolinátu má opačný efekt (Hertz a Zielke, 2004). Tyto 

komplexní procesy označované jako gliotransmise jistě nejsou omezené pouze na glutamátergní 

přenos, role astrocytů je podstatná také pro signalizaci zprostředkovanou ATP či GABA 

(Kimelberg et al., 1995,  Kleim, 2007). 

Proces neurogenezy je závislý na přítomnosti neurální progenitorové buňky, která je schopná 

dělení a vzniku multipotentních neurosfér in vitro. Analýza progenitorových buněk 

v subgranulární zóně ukazuje, že jsou GFAP pozitivní (Seri et al., 2001, Seri et al., 2004). 

V subgranulární zóně jsou 2 typy GFAP pozitivních buněk – horizontální a radiální astrocyty. 

Retrovirové značení v subgranulární zóně po několika týdnech prokazuje vznik granulárních 

neuronů z radiálních astrocytů symetrickým či asymetrickým dělením (Seri et al., 2001, 

Alvarez-Buylla a Garcia-Verdugo, 2002, Seri et al., 2004). Další podpora teorie, že 

hipokampální progenitorové buňky jsou GFAP pozitivní astrocyty, pochází ze studie 

s transgenním myším modelem. Specifickým vyřazením proliferující GFAP populace bylo 

zabráněno vzniku nových hipokampálních neuronů, značení BrdU označilo jako prekurzory 

většiny nově vzniklých neuronů GFAP pozitivní buněčné elementy (Garcia et al., 2004). Tyto 

nálezy jsou podpořeny schopností dospělých astrocytů v kortexu myši dediferencovat a 

transformovat se do radiálního gliového fenotypu (Hunter a Hatten, 1995, Leavitt et al., 1999).  

 Astrocyty také hrají roli v regulaci neurogenezy. Je prokázáno, že se intenzita 

neurogenezy s věkem snižuje. Astrocytární produkce FGF-2, IGF-1 a VEGF, jež jsou výrazné 

mitogeny pro progenitorové buňky, se  průběžně s věkem též snižuje, tyto faktory regulují 

rychlost proliferace progenitorových buněk i přežití nově diferencovaných neuronů i glie 

(Aberg et al., 2000, Shetty et al., 2005, Bateman a McNeill, 2006, Hagg, 2005). Přežití nově 

generovaných neuronů  je také regulováno výše zmíněnými molekulami, správný vývoj dendritů 

je ovlivněn astrocytární expresí adhezních molekul (CAM) a astrocyty generovanými 

molekulami extracelulární matrix – např. laminin, fibronektin, tenascin (Muller et al., 1995).  

 

Astrocyty, stres a regulace zánětu  

 
Komplexní odpovědi na stres se kromě neuronů účastní i astrocyty. Exprimují glukokortikoidní 

i mineralokortikoidní receptory, i když v nižší hustotě než neurony (Bohn et al., 1991). 

Glukokortikoidy regulují komplexní astrocytární funkce včetně gliogenezy, astrocytární 

diferenciace a maturace (Jung-Testas et al., 1992, Gubba et al., 2004). Intracelulární 

glukokortikoidní receptory byly charakterizovány radioligandovými studiemi a 

imunohistochemicky v mozkových tkáňových řezech či izolovaných gliových buňkách v kultuře 

(Beaumont, 1985, Bohn et al., 1991). Glukokortikoidy výrazně regulují astrocytární produkci 
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růstových faktorů, např. S100-β, TGF-β, bFGF, NGF nebo BDNF, tento efekt je však stejně 

jako v neuronální populaci závislý na dávce a dynamice kortikoidních hladin (Niu et al., 1997, 

Gubba, 2004). Glukokortikoidy regulují i expresi membránových znaků, např.  GFAP je pod 

negativní glukokortikoidní regulací, exprese GFAP je v hipokampální subgranulární zóně 

výrazně zvýšená po adrenalektomii u experimentálních zvířat, adrenalektomie vyvolává 

astrocytární apoptozu (Bye a Nichols, 1998). Podání kortikosteroidů vyvolává astrogliózu 

v CA1 hipokampální oblasti u experimentálních zvířat (Bridges et al., 2008). Glukokortikoidy 

také inhibují vychytávání glukózy glií v závislosti na dávce a mohou tak narušit její podpůrné 

funkce (Horner et al., 1990). Gliální gen Ndrg-2 s rolemi v neuronální diferenciaci, tvorbě 

synapsí a axon-gliálních interakcích je pozitivně regulovaný glukokortikoidy a je považovaný 

za jeden z možných kandidátních genů vulnerability k depresivnímu onemocnění (Nichols et al., 

2005). 

Astrocyty jsou spolu s mikroglií hlavní buněčné typy zodpovědné za reakce vrozené imunity. 

K aktivaci přirozené imunity dochází při infekčních onemocněních CNS (meningitidy, 

encefalitidy), poraněních mozku, ischemii a při neurodegenerativních onemocněních CNS 

(Alzheimerova choroba, roztroušená skleróza, Parkinsonova choroba či prionová onemocnění 

(Farina et al., 2007). 

Astrocytární bohatá receptorová výbava a odolnost vůči kontaktně (receptorově) vyvolané 

apoptóze je činí odolnými vůči lokálním zánětlivým procesům (Song et al., 2006). Astrocyty 

jsou schopné v reakci na škodlivé inzulty: ischemii, excitotoxické poškození, infekci nebo 

chronický neurodegenerativní proces (např. Alzheimerovu chorobu) měnit tvar těla buňky na 

„stelární fenotyp“ akumulací intermediálních filament, expresi GFAP, profil exprimovaných 

receptorů, intových kanálů a adhezních molekul (Ridet et al., 1997, Sofroniew, 2005). 

V závislosti na typu a trvání podnětu transformace na „reaktivní“ fenotyp může být adaptivní či 

maladaptivní z hlediska zdraví a přežití okolních neuronů (Libeto et al., 2004). Tato aktivace 

spojená s hypertrofií nebo proliferací může však také vést k astrocytární apoptóze (Tacconi, 

1998). Mezi agens schopné vyvolávat stelaci patří cAMP, ATP, adenosin, růstové faktory jako 

FGF2, hormony jako je vasopresin, aktivátory protenkinázy C a cytokiny jako TNF-α a IL-1, 

které patří mezi hlavní astrocytární aktivátory (Shapiro, 1973, Merril, 1991, Herx a Yong, 2001, 

Mason et al., 2001). Někteří autoři však dominantní roli prozánětlivých cytokinů a chemokinů 

zpochybňují v astrocytární aktivaci (Little a O’Callagha, 2001). Reaktivní astrocyt pomáhá 

v reakci CNS na poškození a účastní se procesů regulace zánětu a regulace aktivity dalších 

buněčných elementů, hlavně mikrogliových buněk (viz obr. 3). Tyto buňky produkují růstové 

faktory, neuropoetické, protizánětlivé cytokiny a chemokiny počítaje GBNF, NGF, BDNF, 

CNTF, IL-6 viz tabulka 2 (Nakagawa a Schwartz 2004). Pro mnoho těchto molekul samy 

exprimují receptory a regulují tak svou aktivitu autokrinním a parakrinním způsobem. Tyto 

molekuly jako mediátory obranného systému signalizují mezi astrocyty, neurony, mikroglií a 
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vaskulaturou. Astrocyty ohraničují poškozenou oblast formací tkáňové jizvy a podporují 

regeneraci hematoencefalické bariéry a návrat tkáňové integrity (Farina et al., 2007). Astrocyty 

také ovlivňují prostupnost hematoencefalické bariéry a vstup leukocytů do parenchymu CNS 

sekrecí specifických faktorů mezi které patří např. chemokiny (Archambault et al., 2006). 

Produkcí faktorů jako je BAFF (B-cell aktivating factor) pak podporují přežití vcestovaných 

lymfocytů a regulují stupeň jejich aktivace (Krumbholz et al., 2005). Neurony, které jsou 

schopné produkce široké palety chemokinových molekul také přispívají k astrocytární aktivaci a 

regulaci imunitní odpovědi v průběhu zánětlivé reakce či svého poškození, v in vitro kulturách 

vyvolávají astrocytární proliferaci a migraci (deHaas et al., 2007).  

 
Obrázek 3. Komplexní role astrocytů v regulaci odpovědi na stres a zánětlivé podněty 
 

 
Astrocyty poskytují neuronům metabolickou podporu, včetně dodávky glukózy. Aktivně se 
účastní metabolismu glutamátu, který prostřednictvím specifických přenašečů vychytávají, 
metabolizují na glutamin a zpětně transportují neuronům. Glukokortikoidy mohou interferovat 
s vychytáváním glutamátu, stejně jako s produkcí růstových faktorů astrocyty. Produkce těchto 
trofických molekul je modulována intenzitou zánětlivých procesů, reaktivní kyslíkové radikály 
produkované zvláště mikroglií poškozují nejen neurony, ale i okolní astrocyty. Nerovnována 
mezi nabídkou trofických podnětů a proapoptotickými vlivy může pak vyústit v  narušení 
metabolického zdraví neuronu či v navození apoptózy. V těchto pochodech se podílí také 
komunikace interastrocytární, zánětlivé změny a reparační pochody ovlivněné i vcestovalými 
leukocyty (dle Farina et al., 2007, Mrak a Griffin, 2005, Koo a Duman, 2008). 
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Cytokiny, chemokiny a proteiny akutní fáze mohou v průběhu zánětlivé reakce dosáhnout 

hladin, které jsou škodlivé pro neurony. Cytokiny vyvolaná neurotoxicita je zprostředkována 

zvýšením NDMA receptorové aktivity a cytotoxickými mechanismy v součinnosti se zvýšenými 

hladinami oxidačního stresu. Toto platí zvláště pro prozánětlivé cytokiny IL-1β, IL-6, TNF-α, 

které mohou vzájemně vyvolávat svou syntézu, udržovat zánětlivé změny a aktivaci mikroglie 

s následným neuronálním poškozením (Benveniste et al., 1990, Mrak a Griffin, 2005). Mezi 

hlavní astrocyty produkované  cytokinové a chemokinové mikrogliální aktivátory patří GM-

CSF, IL-6, MCP a RANTES, které regulují též jejich migraci a proliferaci (Johnstone et al., 

1998). Astrocyty sekrecí protizánětlivých cytokinů IL-4, IL 10 a IL 13 omezují zánětlivou 

reakci a mikrogliální aktivaci (Ledeboer et al., 2000). Cytokiny jako IL-1β však také aktivují 

astrocyty s následným uvolněním volných radikálů či prostaglandinů, které mohou vyvolávat 

neuronální poškození či apoptózu (Dayton a Major 1996, Thornton et al., 2006). IL-1β také 

vyvolává astrocytární expresi Fas-L, který může kontaktním způsobem opět vyvolávat 

neuronální apoptózu (Ghorpade et al., 2003). Nedávný nález (Koo a Duman, 2008) identifikuje 

IL-1β jako hlavní antineurogenní a antihedonický mediátor stresu, který potlačuje i proliferaci 

hipokampálních progenitorových buněk, blokáda jeho receptorů blokuje i antineurogenní a 

antihedonický efekt chronického stresu. Astrocyty aktivované IL-1 produkují IL-6, IL-8, IL-10, 

MCP-1 a chemokiny RANTES, které mohou zvyšovat intenzitu zánětu a rozsah neuronálního 

poškození (John et al., 2005).  

Astrocyty mají také důležitou roli v metabolismu antioxidantu glutathionu a ochraně 

před oxidačním stresem. Zánět snižuje např. expresi superoxidismutázy v astrocytech, 

flavonoidy snižují produkci ROS i mediátorů zánětu jako odpověď na IL-1 a účinkují tak 

nepřímo neuroprotektivně (Sharma et al., 2007, Pang et al., 2001). Astrocyty díky tomu, že 

produkují jak prozánětlivé, tak i protizánětlivé molekuly a regulují dostupnost i aktivitu jiných 

buněčných typů, jsou považovány za důležité regulátory imunitní odpovědi na infekci či 

tkáňové poškození. Porucha v těchto mechanismech může vést k patogennímu chronickému 

zánětu a neurodegenerativním následkům (Mrak a Griffin, 2005).  

Astrocyto- mikrogliální interakce je také důležitá v regulaci metabolismu serotoninu, 

jehož prekurzor tryptofan je metabolizován tryptofan hydroxylázami na serotonin či alternativní 

cestou dioxygenáz na kynurenin. Ten je dále metabolizovaný na neurotoxické metabolity či 

neuroprotektivní kyselinu kynureninovou (Naritsin et al., 1995). Aktivita dioxygenáz je 

zvyšována  prozánětlivými cytokiny jako je INF-γ, její snížení je naopak vyvoláno IL-10 (Tu et 

al., 2005, Lestage et al., 2002). Aktivovaná mikroglie produkuje převážně neurotoxické 

metabolity 3-hydroxyantranilovou kyselinu a chinolinovou kyselinu, hlavním astrocytárním 

metabolitem je neuroprotektivní kynureninová kyselina (Guillemin et al., 2005A). Kyselina 

chinolinová je potentní excitotoxin (endogenní ligand NMDA receptorů) zapojený 
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v etiopatogenezi nemocí se zánětlivou komponentou jako je HIV-demence či infekčních 

onemocnění. Kromě neuronálního poškození je kyselina chinolinová schopná vyvolávat i 

astrocytární apoptózu (Guillemin et al., 2005B). Astroglie jsou schopné metabolizovat kyselinu 

chinolinovou produkovanou hlavně aktivovanou mikroglií a tak redukovat neurotoxicitu 

asociovanou se zánětem a aktivací mikroglie, i když za jistých okolností mohou mít i nepřímé 

neurotoxické působení (Guillemin et al., 2001). 

 

Buněčná signalizace, deprese a antidepresiva 

 

Receptory spřažené s G proteiny 
 

Receptory spřažené s G proteiny (GPCR) tvoří rozsáhlou skupinu membránových 

heptahelikálních signalizačních proteinů, které se účastní fyziologických dějů a přenášejí signál 

z  extracelulárních molekul do systému intracelulárních druhých poslů. Přibližně polovina 

z rodiny GPCR přenáší signál z extracelulárních senzorických dějů, např. chuť či světlo, druhá 

polovina (více než 700 receptorů) přenáší signál endogenních ligandů, např. hormonů, 

neurotransmiterů, cytokinů či jiných lokálních mediátorů (Bockaert a Pin, 1999,Vassilatis et al., 

2003). Přes 1% procento lidského genomu kóduje proteiny s heptahelikální strukturou (Flower, 

1999). Význam této skupiny receptorů podtrhuje fakt, že přes 30% užívaných léčiv působí na 

receptorech spřažených s G proteiny, tyto léky však působí pouze na 10% známých receptorů 

(Wise et al., 2002).  

Struktura GPCR je vývojově značně konzervovaná, obsahují sedm transmembránových 

domén s extracelulárním N koncem a cytoplasmatickým acidickým zakončením (Baldvin 1993, 

Kristiansen, 2004). Pro komplexní funkce GPCR může být důležitá i homo a heterodimerizace 

receptorů, která může modifikovat vazbu agonisty (Milligan, 2004). Např. dopaminergní 

receptory často tvoří oligomery, antagonistické reakce adenosin-dopamin pak mohou být 

částečně zprostředkovány membránovými interakcemi těchto receptorů (Franco et al., 2000).  

Klasifikace této rodiny receptorů je složitá, na základě podobnosti sekvencí 

aminokyselin mohou být rozděleny na 3 odlišné skupiny: A, B, C. Největší skupina A zahrnuje 

receptory pro světlo (rhodopsin), olfaktorické receptory a receptory pro adrenalin, skupina B 

receptory pro gastrointestinální hormony (sekretin, glukagon, VIP), skupina C metabotropní 

glutamátergní receptory, GABAB a některé olfaktorické receptory (Pierce et al., 2002). Jiná 

klasifikace rozděluje GPCR na 7 základních rodin: A, B, velká N-terminální rodina B-7 

transmembránových helixů, C, Frizzled/Smoothened, chuťové 2 a  vomeronasální 1 receptory 

(Kristiansen, 2004). 

Přenos signálu GPCR zahrnuje spřažení aktivovaného receptoru se systémy druhých poslů a 
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jejich interakcí s heterotrimerickými proteiny vázajícími guaninové nukleotidy (G proteiny). 

Navázání agonisty působí konformační změny receptoru a odkrytí cytoplasmatického 

vazebného místa pro G protein, jehož podjednotky po navázání agonisty na receptor disociují a 

aktivují systémy druhých poslů či iontové kanály (viz obrázek aktivace G proteinů) (Marchese 

et al., 2003, Luttrell 2006).  

Kromě ovlivnění systémů druhých poslů aktivace GPCR iniciuje celou řadu 

molekulárních a buněčných pochodů, které vedou k zeslabení či zesílení receptorové signalizace 

(Kristiansen, 2004, Wettschurek et al., 2005). Snížená odpovídavost  receptorovo-efektorového 

systému na opakovanou stimulaci agonistou se nazývá desensitizace. Resenzitizací  je 

označovaný proces nabytí odpovídavosti po epizodě desensitizace. Receptory mohou také 

podléhat down regulaci- redukci počtu receptorů, která také vede ke snížení signalizace jimi 

zprostředkované. Tyto procesy jsou řízeny odlišně. Rychlá regulace probíhající v časovém 

měřítku sekund až minut je představována zvláště procesy desensitizace a resensitizace, snížení 

počtu receptorů je časově náročnější proces probíhající v měřítku hodin. V procesu 

desensitizace hrají roli kinázy spřažené s G proteiny (GRKs), které fosforylují cytoplasmatickou 

část GPCR a zvyšují tak jeho afinitu ke skupině molekul zvaných arrestiny (Marchese et al., 

2003, Gurevich a Gurevich, 2006). GRKs tvoří rodinu sedmi strukturálně a funkčně podobných 

isoforem serin/threonin proteinkináz ( Pitcher et al., 1998). Mezi jejich hlavní funkce patří 

fosforylace cytoplasmatické části agonistou okupovaného či konformačně změněného GPCR, 

která probíhá na stejném receptorovém místě, které váže G protein (Gainetdinov et al., 2004). K 

aktivaci GRK je nutný komplex Gβγ podjednotek, které se váží na GRK s vysokou afinitou a 

po jejichž interakci s C-terminálním koncem GRK tato translokuje do plasmatické membrány 

(Krupnick a Benovic, 1998). Tato interakce slouží k cílené aktivaci GRK kináz v oblastech, kde 

došlo aktivací GPCR k disociaci G proteinových podjednotek. Aktivace i inhibice GRKs je 

komplexně regulována dalšími signalizačními komponenty mezi které patří např. kalcium 

vázající molekuly či další kinázy (Ribas et al., 2007). GRK ovlivňují další signalizační kaskády, 

je prokázáno přímé ovlivnění MEK a AKT kinásami iniciované kaskády, GRK také fosforylují 

nonreceptorové substráty jako tubulin, synukleiny či kalcium vázající proteiny (Penela et al., 

2003). Fosforylace receptoru prostřednictvím GRK probíhá na stejném receptorovém místě, 

které váže G protein a umožňuje vazbu arrestinu s vysokou afinitou a tím zamezuje jeho další 

aktivaci. Arrestiny tvoří skupinu 4 proteinů, které ukončují interakci GPCR s G proteinem, 

směrují signalizaci do alternativních větví a řídí internalizaci receptoru a jeho další 

vnitrobuněčnou přepravu (Gurevich a Gurevich 2006). Navázání arrestinu slouží k navázání 

receptoru k internalizační receptorové mašinerii a umožňuje jeho endocytózu. Nejlépe je tento 

děj prozkoumán u β adrenergního receptoru, kde receptory s navázanými arrestiny slouží jako 

„kotvy“ k navázání ke clathrinem potaženým váčkům a jejich internalizaci (Goodman et al., 

1996, Wang a Limbird, 2006). Arrestiny jsou rozhodující pro přesměrování navázaných 
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receptorů k endozomálnímu rozkladu (down regulace) či opětovné inkorporaci v membráně 

(resenzitizace) (Gurevich a Gurevich, 2006). Další jejich role jsou signalizační, β arrestiny 

slouží k „náboru“ MAP kináz. MAP kinázová kaskáda hraje zásadní úlohu v přenosu signálu od 

receptorů pro růstové faktory, na rozdíl od výše zmiňovaných „klasických“ kaskád 

využívajících systému druhých poslů je organizovaná jako řetěz vzájemně se fosforylujích 

kináz, což díky paralelně probíhajícím signalizačním dějům umožňuje obejít omezení daná 

dostupností druhých poslů a umožňuje „cross talk“ mezi různými kaskádami viz obr. 5 (Davis, 

1995). Jedná se o další širokou skupinu pochodů zvaných „transaktivace“, kdy např. β 

adrenoreceptory aktivují receptorovou tyrozinkinázu  na membránových receptorech pro 

epidermální růstový faktor s následnou aktivací extracelulárním signálem regulovaných kináz 

(ERK 1,2) (Maudsley et al., 2000). Arrestiny také mají důležitou úlohu v aktivaci ERK  MAP 

kinázové kaskády, tato aktivace však ústí v pomalejší a déle trvající zvýšení kinázové aktivity, 

která je více omezená na cytosol, než aktivace zprostředkovaná Trk receptory (Luttrell, 2005). 

Vazbu arrestinu může snižovat heterodimerizace receptorů (Wang, 2007). Aktivovaný 

konformačně změněný arrestin (komplex GPCR-arrestin) je cílem interakcí s řadou dalších 

molekul jako jsou např. clathrin, adaptin 2, extracelulárním signálem regulované kinázy 

(ERK1,2) nebo c-JUN N-terminalní kinázy (JNK3) (Gurevich a Gurevich 2006). Množství 

receptorů na membráně je dále ovlivněno procesy exprese genu a biosyntézou, stejně jako 

procesy receptorové degradace.  

V procesech aktivace a deaktivace receptorů také hrají důležitou úlohy vlastnosti 

membrány. Lipidové dvojvrstva, v které jsou receptory zakotveny, není homogenně 

organizována, GPCR jsou zastoupeny především v membránových okrscích bohatých na 

sfingolipidy a cholesterol (Simons a Ikonen 1997, Simons a Vaz, 2004). Tyto domény se 

vyznačují i specifickým zastoupením proteinových molekul účastnících se signalizace, procesů 

endocytózy, transcytózy či přenosu cholesterolu (Simons a Toomre, 2000). Tato mozaikovitá 

struktura membrány je poměrně stálá v čase, okrsky si zachovávají specifické biofyzikální 

vlastnosti, mezi jednotlivými doménami je pouze omezená komunikace a výměna molekul, 

patrně proto, aby byla zajištěna „signalizační exkluzivita“ jednotlivých okrsků (Simons a Vaz, 

2004). Tato organizace v membránové okrsky je také popisována termínem „mikroviskozita“ 

membrány (či inverzním pojmem „fluidita“), jež odráží heterogenní biofyzikální vlastnosti 

membrány (Vessey a Zakim, 1974). Jsou rozlišovány 2 typy membránových mikrodomén: 

„lipid rafts“ ploché oblasti obohacené glycosylfosfatidylinositol-zakotvenými proteiny 

s převahou interakce lipid-lipid a caveoly, které jsou hladké, nálevkovité membránové 

invaginace s převahou caveolinu a cholesterolu (Brown and London, 2002, Schnitzer et al., 

1995). Lipidy zastoupené v membráně modifikují posttranslační modifikací i proteinové 

součásti (GPCR, G proteiny i další proteiny signalizační mašinerie), které jsou součástí 

membrány či v její těsné blízkosti- jedná se hlavně o myristylace, palmitylace či izoprenylace 



  
 

      44  
  

(Buss et al., 1987, Stoffel et al., 1994, Escriba et al., 2007). 

Z pohledu problematiky deprese je zajímavá asociace mezi snížením příjmu ω3 

nenasycených mastných kyselin u depresivních nemocných a naopak protektivním vlivem při 

dostatečném či zvýšeném příjmu (Ross, 2007). Polynenasycené mastné kyseliny mají vliv na 

vliv na fluiditu membrány, vazbu neurotransmiteru i G proteinu, navíc slouží jako substrát ve 

fosfatidylinositolovém systému (Moore et al., 1997, Hirashima et al., 2004). Tyto nálezy vedly 

k provedení klinických studií sledujících efekt potravní suplementace ω3 nenasycených 

mastných kyselin na depresivní a úzkostnou symptomatiku, výsledky studií ukazují na pozitivní 

efekt suplementace u depresivních dospělých i u dětí (Ross et al., 2007). Je také zajímavé, že 

astrocyty v kultuře vyžadují ke zdárnému růstu adekvátní hladinu polynenasycených kyselin 

(zvláště kyseliny dokosahexaenové) (Champeil-Potokar et al., 2004). 

 

G proteiny a kinázové kaskády 

 
Navázání agonisty na GPCR zahrnuje konformační změny subdomén receptoru a odkrytí 

vazebného místa pro G protein.  G proteiny (GTP vázající proteiny) se skládají se ze tří 

podjednotek (α,β,γ), které v klidu (bez navázání agonisty na receptor) tvoří komplex, po 

navázání agonisty na receptor a jeho konformační změně je vysoce zvýšená afinita pro GTP 

(guanosin trisfosfát) (Sprang, 1997, Wettschurek a Offermanns, 2005, Kobilka, 2007).  

Navázání GTP je provázené konformačními změnami G proteinu a disociací α podjednotky od 

komplexu βγ podjednotek či přeskupením podjednotek, poté může následovat translokace Gα 

podjednotky do cytoplasmy viz. obrázek 4 (Cabrera-Vera et al., 2003, Bunemann et al., 2003). 

Tato translokace může být reverzibilní a je součástí dynamické regulace signalizačních 

elementů v membránových okrscích. α podjednotka má vnitřní GTPázovou aktivitu 

hydrolyzující GTP na GDP, jež ukončuje aktivní stav G proteinu, poté dissociovaná Gα 

podjednotka znovu asociuje s komplexem Gβγ podjednotek, což vede i k blokádě efektorového 

místa komplexu βγ podjednotek (Ford et al., 1998, Cabrera-Vera et al., 2003, Wettschurek a 

Offermanns, 2005). Aktivace Gα podjednotky může být ukončena GAP proteiny, které 

stimulují hydrolýzu GTP (může se jednat i o efektory jako je např. fosfolipáza C). Tato 

interakce může být inhibována βγ komplexem a další skupinou proteinů, které fungují jako 

regulátory (RGS: regulators of G protein activity) a vazbou na Gα podjednotky ukončují 

aktivaci efektorových molekul. Tyto proteiny akcelerují GTPázovou aktivitu G proteinů a 

zkracují trvání jejich dissociovaného stavu (Ross et al., 2000, Hollinger a Hepler, 2002). 

Existuje specificita jednotlivých členů RGS rodiny k jednotlivým G proteinům, tyto proteiny 

jsou exprimovány časoprostorově specificky (Xie a Palmer, 2007). 
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Obrázek 4. Cyklus aktivace G proteinů 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Navázání agonisty na GPCR zahrnuje konformační změny subdomén receptoru a odkrytí 
vazebného místa pro G protein.  G proteiny se skládají se ze tří podjednotek (α, β, γ), které 
v klidu tvoří komplex, po navázání agonisty na receptor a jeho konformační změně je vysoce 
zvýšená afinita pro GTP (guanosin trisfosfát). Tato aktivita je provázená konformačními 
změnami a disociací α podjednotky od komplexu βγ podjednotek s následou aktivací dalších 
substrátů. α podjednotka má vnitřní GTPázovou aktivitu hydrolyzující GTP na GDP, jež 
ukončuje aktivní stav G proteinu, dissociovaná Gα podjednotka poté znovu asociuje 
s komplexem Gβγ podjednotek. Upraveno volně dle (Wettschurek a Offermanns, 2005). 
 
 
Podle typu α podjednotky dělíme G proteiny do čtyř hlavních kategorií, jež lze ještě dále 

specifikovat: Gs, Gi,  Gq, G1,2. K dnešnímu datu je definováno 28 druhů α podjednotek, které 

jsou produkty 16 genů, navíc podléhají odlišnému sestřihu, dále je popsáno 5 druhů β 

podjednotek a 12 γ podjednotek, nepočítaje opět různé sestřihové varianty (Downes et al., 1999, 

Cabrera-Vera et al., 2003).   Jednotlivé Gα podjednotky jsou nicméně s určitou selektivitou 

spřaženy s jednotlivými efektorovými enzymy, které aktivují či inhibují produkci řady druhých 

poslů. Gαs stimuluje  adenylylcyklázy, Gαi inhibuje adenylylcyklázy(typ 1,5,6), Gαq vyvolává 

hydrolýzu fosfoinositolu fosfolipázou C (typ 1-4) na diacylglycerol (DAG) a inositol 1,4,5 

trifosfát (InsP3) čímž dochází ke zvýšení či snížení produkce druhých poslů cAMP, cGMP, 

diacylglycerolu a InsP3 (Hubbard and Kepler, 2006). Spektrum substrátů i cílových molekul je 

však mnohem širší a zahrnuje i komponenty MAP  kinázové kaskády, fosducin nebo GRK 

(Marinissen et al., 2001). G proteiny mají specifickou afinitu k určitému typu GPCR, např.  Gαs 

preferenčně interagují s α-adrenergními receptory, Gαi s D2 dopaminovými receptory a α1 

adrenoreceptory či 5-HT2 receptory s Gαq. Vzhledem k výrazně vyššímu počtu druhů GPCR 
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než subtypů G proteinů však každý člen Gα podjednotkových rodin musí být schopný reagovat 

s různými GPCR, selektivita Gα podjednotek se dosti liší (Kostenis et al., 2005). Funkce α 

podjednotek je dále modifikována vazbou lipidů (myristolace, palmitolace) na N-terminálním 

konci, βγ komplex je farnesylován na C-terminu (Escriba et al., 2007). Kromě využití systému 

druhých poslů (cAMP, InsP3) a signalizaci směrem do nitra buňky G proteiny regulují buněčné 

funkce regulací prostupnosti iontových kanálů buď přímo či opět prostřednictvím druhých poslů 

nebo kináz (Pan et al., 2008). 

Signál z různých receptorů se sbíhá na úrovni proteinkináz, kde fosforylace na jednom 

z aktivních míst (serin/threonin) působí jejich aktivaci a fosforylaci dalších cílových substrátů. 

Jejich účinek je ukončen fosfatázami a výsledná úroveň enzymatické aktivity je výsledkem 

vzájemné rovnováhy těchto dvou pochodů (např. aktivace Gαs a působí v proximálních 

úrovních zvýšení hladiny cAMP, jež přímo působí aktivaci serin/threonin kináz, aktivace Gαi 
má efekt opačný) ( Marinissen et al., 2001, Cabrera-Vera et al., 2003, Bunemann et al., 2003, 

Mansui a Shenolikar, 2006). Celý komplex dějů je výrazně kompartmentarizovaný 

v neuronálních i nonneuronálních buňkách a je pod dynamickou regulací. Výsledná úroveň 

fosforylace pak určuje funkční stav či lokální přepis proteinů nebo dále signalizuje s cílem 

ovlivnění jaderné transkripce (Mansui a Shenolikar  2006). 

V adenylylcyklázovém systému je hlavní signalizační molekulou cAMP, který je 

regulován adenylylcyklázou, která konvertuje adenosin trisfosfát (ATP) na cAMP a 

fosfodiesterázou, která štěpí cAMP na neaktivní AMP. V buněčném účinku je důležitá generace 

gradientů cAMP antagonistickým účinkem těchto dvou enzymů a prostorová lokalizace 

signalizačních procesů. Gαs a Gαi G proteinové podjednotky mají protichůdné funkce 

v aktivaci adenylylcyklázy (AC).  Jedná se o rodinu 9 ubikvitně se vyskytujících enzymů, které 

katalyzují generaci cAMP a jsou klíčovými regulátory funkce kardiovaskulárního, endokrinního 

i nervového systému (Patel et al., 2001).  Savčí adenylylcykláza může být aktivována 

diterpenem forskolinem (Seamon et al., 1981).  Dalšími faktory  ovlivňujícími cAMP syntézu 

kromě G proteinové regulace je dostupnost specifických adenylylcylázových isoforem a 

formace enzymatických agregátů vyššího řádu (Ding et al., 2005, Gross et al., 2006). cAMP 

dále ovlivňuje širokou škálu buněčných funkcí, počínaje již zmiňovanou regulaci iontových 

kanálů či cytoskeletální reorganizaci, nejdůležitějším substrátem je  však cAMP dependentní 

kináza (proteinkináza A, PKA) (Feldman a Gross, 2007). Inaktivní holoenzym je složen ze dvou 

neaktivních regulatorních a dvou katalytických podjednotek, po vazbě 4 molekul cAMP a 

regulatorní podjednotky jsou katalytické podjednotky uvolněny a mohou fosforylovat celou 

řadu substrátů (Hanoune a Defer, 2001). Tato fyziologicky důležitá dráha je komplexně 

regulována, např. koncentrací CA2+ iontů, ATP či fosforylací pomocí PKC, nebo některými 

RGS proteiny (Berman a Gilman, 1998, Feldman a Gross, 2007). Velké množství 
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neurotransmiterových receptorů je spjato se stimulací PKA dráhy, vzhledem k značnému cross-

talku je dále i celá řada dalších drah na určité úrovni spojena s PKA dráhou. Jedním 

z nejdůležitějších cílů aktivace dráhy je stimulace fosforylace nukleárních transkripčních 

faktorů CREB  a dalších členů CREB rodiny (Hagiwara et al., 1992, Sands a Palmer, 2008).

 Ve fosfatidylinositolovém systému Gαq podjednotka G proteinu s navázaným GTP 

aktivuje β-isoformy fosfolipázy C (PLC-β). PLC hydrolyzuje rozklad membránového 

fosfatidylinositol-4,5 bisfosfátu na DAC a InsP3 (Rhee, 2001). DAG dále aktivuje proteinkinázu 

C (PKC), InsP3  mobilizuje Ca
2+ ionty z intracelulárních zdrojů (Berridge, 1987, Hubbard a 

Kepler, 2006).  Uvolnění kalcia u nitrobuněčných rezervoárů má dalekosáhlé účinky v závislosti 

na buněčném typu a funkčním stavu. Může se podílet na uvolnění neuromediátorů, rozkladu 

glykogenu, aktivaci oxidativního metabolismu či aktivaci dalších kináz po vazbě na kalmodulin, 

ubikvitně se vyskytující kalcium vázající protein (Balshaw et al., 2002). Tento komplex 

následně aktivuje Ca
2+ -calmodulin  dependentních kinázy které  modulují komplexní funkce 

buňky od řízení propustnosti intových kanálů po regulaci transkripce (Pitt, 2007). DAG je 

důležitý regulátor neuronální synaptické transmise, jeho hlavní role jsou patrně v procesech 

dlouhodobé potenciace (Shapira et al., 1987, Zucker a Regehr, 2002). PKC je hlavním 

aktivačním cílem DAG. Jedná se o skupinu alespoň 11 isoforem, vyskytuje v mozku ve 

vysokých koncentracích a hraje důležitou roli v pre i postsynaptických neuronálních 

zakončeních, regulaci neuronální excitability, uvolnění neurotransmiteru i dlouhodobých 

změnách genové exprese a plastických procesech (Mellor a Parker, 1998, Francis et al., 2002).  

 

 

Nitrobuněčné signalizační kaskády a regulace transkripce 

 
Je popsáno veliké množství transkripčních faktorů-molekul, které po své aktivaci jsou schopny 

zahájit přepis informace z DNA na promotorových místech svých genů. Tato aktivace je 

komplexní proces, při kterém je nutná fosforylace na aktivačních místech spojená často s auto- 

či heterodimerizací transkripčních faktorů (Brindle a Montmini, 1992, Mouravlev et al., 2007). 

Z pohledu problematiky deprese jsou nejdůležitější transkripční faktory související s přepisem 

růstových faktorů a jiných proteinů účastnících se v procesech plasticity. Jedná se transkripční 

faktor CREB a faktory přepisující geny, které kódují bílkoviny zvyšující životaschopnost buňky 

BcL2 a NF-κB (Duman et al., 2000). CREB je jedním z nukleárních faktorů, který se váže na 

cAMP responsivní element (CRE) v promoterové oblasti mnoha genů (Gonzales a Montmini, 

1989). Je důležitým regulátorem transkripce, který reguluje buněčné odpovědi na růstové 

faktory, zánětlivé mediátory či jiné aktivující působky, na němž se sbíhají na aktivitě závislé 
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signalizační kaskády. Spektrum přepisovaných proteinů je samozřejmě závislé na buněčném 

typu a funkčním stavu buňky (Liu et al., 2004, Johannessen et al., 2004). 

CREB je členem širší rodiny transkripčních aktivátorů, mezi které patří i aktivační 

transkripční faktor (ATF), represory transkripce (CREM) či indukovatelný časný represor 

cAMP (ICER) (Brindle a Montmini, 1992, Sassone-Corsi, 1995). Aktivace CREB je přechodná, 

dynamicky regulovaná, aktivace transkripce nastává v řádu desítek minut od stimulace a v řádu 

hodin odeznívá (Hagiwara et al., 1993) Mezi hlavními stimulačními dráhy patří především 

PKA, PKC i MAP kinázové kaskády (např. protein kináza p38) viz obr. 5 (Gonzales a 

Montmini 1989, Xie a  Rothstein 1995, Delghandi et al., 2005). Existuje jistá signalizační 

diverzita, kdy aktivace transkripce prostřednictvím PKA je relativně rychlejší, zatímco 

stimulace pomocí dalších kaskád je pomalejší a může sloužit k udržení přepisu vyvolaného 

cAMP regulovanou dráhou či k jeho modulaci (Delghandi et al., 2005). V neuronech 

fosforylační vrcholy CREB nastávají po 45 minutách a 6 hodinách v závislosti na dlouhodobé 

potenciaci a pouze druhý z nich je jasně spřažený se syntézou proteinů souvisejících 

s konsolidací paměťové stopy (Ahmed a Frey, 2005). 

CREB je exprimován periferními T-lymfocyty, makrofágy, v CNS neurony i astrocyty 

(Xie a  Rothstein, 1995,  Zaheer et al., 2001, Liu et al., 2004). CREB se také účastní 

neuronálních regulací CRH produkujících neuronů a tím i regulace HHA osy. Glukokortikoidy 

potlačují transkripci regulovanou CREB (Legradi et al., 1997). V astrocytární populaci je 

aktivace CREB výrazně antiapoptotická, zvýšená aktivita je asociována s reaktivními 

astrocytárními změnami (Chung et al., 2003). Obdobně jako v neuronálních buňkách aktivace 

CREB a NF-κB reguluje sekreci růstových faktorů včetně GDNF, BDNF a NGF (Zaheer et al., 

2001, Hisaoka et al., 2008). Kaskádovitá aktivace kináz vyústí ve fosforylaci CREB na 

serinových zbytcích 133, 142, 143 (Schaiwitz a Greenberg, 1999). Aktivovaný CREB zvyšuje 

transkripci genů s CRE sekvencí v promotoru. Úloha přepisovaných genů zahrnuje role 

v neuronální diferenciaci, excitabilitě, vývoji, apoptóze a dlouhodobé synaptické plasticitě 

(Bender et al., 2001, Ryu et al., 2005, Ahmed a Frey, 2005). Zvýšení CREB zprostředkované 

transkripce mění přepis mnohočetných genů, mezi nejdůležitější patří BDNF (Duman, 2004). 

Jak je popsáno výše, BDNF slouží jako klíčový regulátor růstu neuritů, synaptické aktivity a na 

aktivitě závislé selekci neuronálních spojení (Kandel 2001, Cooke a Bliss, 2006, Duman, 2006). 

CREB je jednou z cílových molekul jak PKA, PKC i CAM kináz, a tedy jedním z distálních cílů 

aktivace receptorů spřažených jak s Gαs tak i Gαq proteiny (Gonzales a Montmini 1989, Xie a  

Rothstein, 1995). Jednotlivé kinázy se liší ve schopnostech fosforylace serinových zbytků na 

CREB, např. CAM IV kináza fosforyluje CREB pouze na Ser133, CamKII je schopná 

fosforylace na Ser133 i Ser142 (Sun et al., 1994). Jsou důkazy, že i spektrum přepisovaných 

molekul může být odlišné (Kornhauser et al., 2002). 
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Obrázek 5. Vztah membránové signalizace a aktivace transkripčních faktorů 
 

 
 
 
Po aktivaci receptorů spřažených s G proteiny, receptorů vážících růstové faktory nebo určitém 
vzorci synaptické aktivity dochází k aktivaci signalizačních kaskád přenášejících signál 
z membrány do jaderné oblasti, kromě ovlivnění dějů cytoplasmatických. Na jaderných 
transkripčních faktorech se sbíhá informace jak z receptorů aktivovanými růstovými faktory 
systémem MAP kinásových kaskád, tak i od GPCR aktivovaných monoaminy využívajích 
systémy druhých poslů cAMP, InsP3, DAG, Ca2+ ionty. Komplexita signalizace je dále 
zvyšována na úrovni membránové i cytoplasmatické, jednotlivé kaskády vzájemně potencují či 
inhibují svou aktivitu v závislosti dalších faktorech. Aktivace transkripčních faktorů, v tomto 
případě CREB, jež je z pohledu problematiky deprese důležitý svou rolí v neuroplastických 
procesech je transientní, dynamicky regulovaná a závislá na fosforylaci distálními články 
jednotlivých drah. Volně dle ( Popoli et al., 2000, Johanessen et al., 2004, Sands et al., 2008). 
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Fosforylace CREB je však i cílem dalších signálních drah, jež nejsou spřaženy s G proteiny 

nebo zvýšením hladin kalcia, ale i s  trk receptory: RAS mitogen aktivovanou protein kinázovou 

kaskádou (RAS/MAPK/ERK) a fosfatidylinositol-3 kinásovou kaskádou (PI-3K). Mezi 

jednotlivými kaskádami existuje však výrazný signalizační cross-talk  (Delghandi et al., 2005, 

Chen et al., 2007). Tyto dráhy jsou aktivovány vazbou růstového faktoru na trk receptor a 

kromě fosforylace CREB inhibují proapoptotický faktor Bad a podporují synaptickou plasticitu 

(Kamada et al., 2007). Receptory spřažené s G proteiny (β adrenergní) aktivují MAP kinázovou 

kaskádu například i prostřednictvím β arrestinů (Luttrell, 2005, 2006). Novější nálezy ukazují i 

transkripční aktivitu CREB nezávislou na fosforylaci serinových zbytků díky rodině proteinů 

nazývaných TORC „přenašeče regulované CREB aktivity“. Tyto molekuly mohou představovat 

další regulaci integrace aktivačního vlivu cAMP dráhy s dráhami závislými na kalciu, některé 

nálezy ukazují možnou roli modulace TORC v terapeutickém účinku lithia (Screaton et al., 

2004, Böer et al., 2007).  

 

Poruchy G- proteinové signalizace u deprese 

 
Od konce 80. let různí autoři prokazují zvýšené hladiny Gαs G proteinových 

podjednotek ve frontálním a okcipitálním kortexu u nemocných s bipolární afektivní poruchou 

ve srovnání se zdravými kontrolami (Avissar et al., 1988, Schreiber a Avissar, 1991, Manji et 

al., 1991, 1995). Tyto hladiny byly zvýšeny i v periferních granulocytech u nemocných 

s manickou fází bipolární afektivní poruchy (Young et al., 1993). U nemocných léčených 

lithiem pak byla snížena hladina Gαq/11 podjednotky (Manji et al., 1995). „Uncoupling“ – 

odpojení GPCR (muskarinových či β- adrenergních) od spřažených G proteinů bylo tak 

navrženo jako společné místo účinku tohoto  antimanického  a antidepresivně působícího iontu 

a oslabení s β adrenoreceptory spřažené G proteinové funkce jako společné místo účinku 

antidepresivní antibipolární léčby (Avissar and Schreiber 1992, Manji a Lenox, 1999). Léčba 

lithiem také ovlivňuje hladiny mRNA pro G proteiny v mozku nemocných bipolární afektivní 

poruchou (McGowan et al., 1996, Karege et al., 2000). Oproti tomu nálezy u nemocných 

s depresivní fází v rámci periodické depresivní poruchy či bipolární afektivní poruchy ukazují 

snížené hladiny Gαs a Gαi podjednotek, které byly výrazně hypofunční v periferních 

leukocytech a trombocytech nemocných depresí ve srovnání se zdravými kontrolami (Avissar et 

al., 1996,1997, Sperber et al., 2000). Snížená funkce Gαs proteinové signalizace u depresivních 

nemocných byla dále opakovaně potvrzena. Je naopak prokázána zvýšená hladina Gαi1,2 

podjednotek v trombocytech depresivních nemocných, jejichž imunoreaktivita se snižuje 

účinkem dlouhodobého podávání antidepresivní medikace nebo vlivem ECT (Garcia-Sevilla et 
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al., 1997, Avissar et al., 1998). Forskolinem stimulovaná aktivita adenylylcylázy v membránách 

suicidovaných depresivních nemocných je signifikantně nižší než v kontrolní skupině (Cowburn 

et al., 1994). Pacheco nalezl zvýšení hladiny Gαs o 68% v prefrontálních kortexech 

suicidovaných depresivních nemocných a naopak snížení hladin Gαi podjednotek o 21%, 

hydrolýza fosfatidylinositolu byla snížená v prefrontálních kortexech o 30% ve srovnání 

s nedepresivními kontrolami (Pacheco et al., 1996). Další nálezy ukazují narušení funkce 

receptorů spřažených s fosfatidylinositolovým signalizačním systémem (5-HT2A a α2 

adrenergních) v trombocytech i mozku depresivních nemocných a zvýšení aktivity fosfolipázy 

C, tato abnormalita však patrně neodráží změny v G proteinové signalizaci (Pandey et al., 

2001). 

Další studie nalezly snížené množství α podjednotek G proteinů u depresivních 

nemocných či naopak jejich zvýšení v trombocytech nemocných s manickou fází v rámci 

bipolární afektivní poruchy, hladiny jsou však zvýšené i u euthymických nemocných s bipolární 

poruchou, mohou tedy být považovány za „trait“ marker (Avissar et al., 1996, Friedman and 

Wang, 1996, Mitchel et al., 1997). Hladiny Gα  proteinových subjednotek také korelují i se 

závažností deprese či naopak tíží mánie a jsou tedy „state-dependent“ (Avissar et al., 1997B). 

Sledování hladin G proteinů či G proteinové funkce v periferních leukocytech u depresivních 

nemocných bylo navrženo jako objektivní marker tíže deprese a jako diferenciálně-diagnostický 

test u depresivních či manických nemocných (Avissar et al., 1997B, Avissar et al., 1998, 

Avissar a Schreiber, 2002, 2006). Funkce a kvantita Gαs a Gα i podjednotek signifikantně 

korelují s tíží depresivních příznaků (Avissar et al., 1998).  Opakovaně je prokázána 

isoprotenolem či β2 receptory zprostředkované snížení produkce cAMP u leukocytů nemocných 

trpících depresí na podkladě desensitizace receptorů při současně zachované hustotě receptorů 

(Halper et al, 1988, Mann et al., 1997, Gurguis et al., 1999). 

Tyto nálezy jsou podpořeny měřením G proteinových hladin či jejich funkce u léčených 

nemocných, souhrnný pohled poruch G proteinové signalizace u deprese podává následující 

tabulka, upravená dle ( Avissar a Schreiber, 2006). 

  Tabulka 2.  Změny G proteinové signalizace u afektivních poruch, převzato od (Avissar a 
Schreiber, 2006)  

 Bipolární 
afektivní 
porucha 
(mánie) 

Velká deprese Sezonní 
afektivní 
porucha 
SAD 

G proteinová 
funkce 

Zvýšení  β-Gs 
a β-Gi (Young 
et al., 1993, 
Avissar et al., 

Snížení  β-Gs 
and β-Gi 
(Avissar et al., 
1997A,B, 
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 Bipolární 
afektivní 
porucha 
(mánie) 

Velká deprese Sezonní 
afektivní 
porucha 
SAD 

1997A) Avissar et al., 
1998, Karege et 
al., 1998) 

Hladina  
G proteinu 

Zvýšení  Gsα a 
Giα (Avissar et 
al., 1997, 
Mitchel et al., 
1997) 

Snížení  Gsα a 
Giα (Avissar et 
al, 1997A, 
Avissar et al., 
1998)  

Snížení  
Gsα a Giα 
(Avissar 
et al., 
1999) 

Normalizace 
 G 
proteinových 
hladin 

Lithium 
(Schreiber et 
al., 1991, 
Karege et al., 
2000A,B) 

Antidepresiva, 
ECT (Avissar et 
al., 1998, Avissar 
et al., 1999)  

Terapie 
světlem 
(Avissar 
et al., 
1999) 

Hladiny 
 β-arrestinů 

 Snížení hladin  β-
arrestinu 
(Matuzany-
Ruban et al., 
2005) 

 

Normalizace 
hladin β-
arrestinů 

 Antidepresiva 
(Matuzany-
Ruban et al., 
2005) 

 

GRK  Snížení hladin 
GRK (Garcia-
Sevila et al., 
2004) 

 

Normalizace 
hladin  GRK  

 Antidepresiva 
(Garcia-Sevila et 
al., 2004) 

 

 
 
Antidepresiva a antidepresivně působící terapie 

 
Antidepresiva jsou jednou z nejpoužívanějších skupin léčiv používaná k léčení nejen 

depresivních stavů, ale i široké skupiny jiných poruch jako jsou např. úzkostné poruchy 

(panická porucha, obsedantně kompulzivní porucha či fobické poruchy). Jejich účinek je 

spojován s působením zvláštně na serotonergní a noradrenergní systém, které jsou považovány 

za jedny z hlavních neuromediátorů odpovědných za regulaci nálady a emočních stavů. Jedná se 

o strukturálně rozmanitou skupinu molekul, klasifikovanou hlavně podle specificity 

mediátorového ovlivnění, případně specifického receptorového působení. Plný efekt léčby 
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nastupuje s několikatýdenní prodlevou. Jednotliví nemocní mohou reagovat odlišně na různé 

preparáty ve výskytu nežádoucích účinků i terapeutické odezvy a léčbu je tedy třeba vždy 

individualizovat. 

Antidepresivně působící léky se dělí do několika tříd dle mechanismu účinku.  

Inhibitory monoaminooxidázy zvyšují dostupnost monoaminergních neurotransmiterů blokádou 

jejich metabolizujícího enzymu MAO (Stahl 1998). Tricyklická antidepresiva (TCA) blokují 

vychytávání 5-HT, NA a D. TCA současně blokují histaminergní, cholinergní a α1 adrenergní 

receptory a tím způsobují nežádoucí vedlejší účinky, jako jsou přírůstek na váze, zácpa, závratě 

či sucho v ústech (Schatzberg a Nemeroff, 1995, kap. 7). Za terapeutický „zlatý standart“ jsou 

v současné době považovány SSRI, které nabízejí dobrou účinnost, přijatelně nízký výskyt 

nežádoucích účinků, jednoduchá dávkovací schémata a bezpečnost při předávkování (Sadock a 

Sadock, 2005, kap. 31, 24). Novější generace antidepresiv pak kombinují mechanismus 

vychytávání 2 monoaminů (5-HT, NA) pří absenci ovlivnění dalších druhů receptorů 

(venlafaxin, milnacipran) či NA a D (bupropion) (Sadock a Sadock, 2005 kap.31.23). Blokátory 

α2 receptorů pak zvyšují uvolnění NA a 5-HT, díky blokádě některých 5-HT receptorů májí i 

příznivých profil nežádoucích účinků (Feighner, 1999). 

  Antidepresivní efekt však mají i jiné terapie, v tabulce č. 3 jsou uvedeny i jiné 

v současnosti užívané terapeutické modality. Ve výzkumu je samozřejmě velké množství 

dalších molekul i léčebných modalit využívajících augmentace v současnosti používané léčby či 

doposud nezavedených způsobů terapie. V současné době, kdy je rozpoznávána i účast 

neuropeptidových systémů na regulaci monoaminergních systémů a možné využitelnosti jejich 

modulátorů jako antidepresiv, je zkoumána např. využitelnost antagonistů neurokininových 

receptorů, nebo možnost ovlivnění glutamátegního systému. 

 
 
Tabulka  3. Přehled antidepresivně účinné terapie. 
 
Druh léčby Mechanismus účinku Příklady léčiv 

 
Tricyklická 
antidepresiva 

Inhibice vychytávání serotoninu a 
noradrenalinu 
 

imipramin, 
desipramin, 
amitriptylin, 
nortriptylin 

Selektivní inhibitory 
vychytávání serotoninu 
(SSRI) 

Inhibice vychytávání setotoninu 
 

citalopram, 
fluoxetin, 
sertralin, 
paroxetin 

Inhibitory vychytávání 
noradralinu (NRI) 

Inhibice vychytávání noradrenalinu 
 

reboxetin 

Inhibitory vychytávání 
noradralinu a 
serotoninu  

Inhibice vychytávání noradrenalinu a 
serotoninu 
 

venlafaxin, 
milnacipran 
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NDRI  Inhibice vychytávání noradrenalinu a 
dopaminu 

bupropion 

Inhibitory 
monoaminooxidázy 

Inhibice MAOA  moklobemid 

NaSSA Zvýšení uvolnění noradrenalinu a 
serotoninu blokádou presynaptických 
α2 receptorů 

mirtazapin 

SARI  Blokáda 5-HT2 receptorů a inhibice 
vychytávání serotoninu 

trazodon 

Stimulátory 
vychytávání serotoninu 

Blokáda vlivu stresu  tianeptin 

Elektrokonvulzivní 
terapie 

Změny krevního průtoku, mnohočetné 
ovlivnění neuromediátorových 
systémů, změny plastických procesů 

 

Fototerapie Suprese noční sekrece melatoninu, 
úprava spánkových rytmů 

 

Spánková deprivace Modifikace krevního oběhu 
v limbické oblasti, neurotransmiterové 
změny 

 

Repetitivní 
transkraniální 
magnetická stimulace 

Změna metabolismu kortikálních 
oblastí 

 

Stimulace nervu vagu Změna metabolismu limbických 
struktur 

 

Psychoterapie Nalézání nových způsobů řešení 
problémů, osvojení si nových 
kognitivních schémat namísto 
neadaptivních depresogenních matric 
(např. kognitivně-behaviorální terapie) 

 

Pohybová aktivita Zvýšení hladin růstových faktorů  
 
 
 
 
Antidepresiva, receptorové systémy a buněčná signalizace 

 
Ve výzkumu mechanismu účinku antidepresiv bylo vynaloženo velké úsilí studiu vlivu 

antidepresiv na hustotu receptorů a odpovídavost receptorově-postreceptorových systémů.  

Výzkum účinku antidepresiv ukazuje, že tricyklická antidepresiva, SSRI a ECT terapie 

modulují hustotu  β adrenergních receptorů humánních buněk při dlouhodobém podávání 

(Smith et al., 1981, Sulser et al., 1984, Honegger et al., 1986, Nelson et al., 1990, Goodnough a 

Baker, 1994, Koe a Lebel, 1995). Tato snížení počtu receptorů bylo považováno za adaptivní 

odpověď na zvýšené hladiny neurotransmiterů na synapsích díky antidepresivy zprostředkované 

inhibici zpětného vychytávání. Tento efekt byl demonstrován i na kultivovaných astrocytech, 

kdy působení amitriptylinu snižovalo akumulaci cAMP po  β adrenergní stimulaci i bez 

akumulace neurotransmiteru v kultuře (Herz a Richardson, 1983). Tento nález byl zopakován i s 

lidskými fibroblasty a  C6 gliomovou kulturou; snížení počtu receptorů antidepresivy je tedy 
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nezávislé na přítomnosti katecholaminů (Honegger et al., 1996, Fishmann a Finberg, 1997, 

Chen a Rasenick, 1995). I přes toto snížení počtu receptorů však dochází ke zvýšení aktivity 

adenylylcyklázy působením antidepresiv k tzv. rozpojení, který je považovaný za společný efekt 

antidepresivní léčby (Chen a Rasenick, 1995). Tento efekt je znám od roku 1983, kdy Menkes 

prokázal, že klinicky účinná antidepresiva zesilují guanylyl-5'-imidodiphosphátem a fluoridem 

stimulovanou aktivaci adenylylcyklázy v potkaním kortexu a membránách izolovaných z 

hypotalamu (Menkes et al., 1983A).  Toto odpojení adenylylcyklázovém aktivity od 

receptorového systému (5-HT1A, β adrenoreceptory) je prokázáno jak pro některá z 

tricyklických antidepresiv, tak i pro SSRI (Chen a Rasenick 1995, Li et al., 1997). Rozpor mezi 

počtem receptorů a funkční odpovědí poté podnítila výzkum modulace postreceptorových 

mechanismů antidepresivy.  

Při studiu mechanismu aktivace adenylylcyklázy se do středu pozornosti dostaly 

stimulační α podjednotky G proteinů. Zjištění, že zvýšená aktivita zprostředkovaná Gαs je 

patrně podkladem účinku léčby libovolnými tricyklickými antidepresivy i ECT byla podpořena i 

nálezem, že vnitřní aktivita adenylylcyklázy není antidepresivy ovlivněna (Ozawa a Rasenick 

1989, 1991, Chen a Rasenick 1995).  Ani přidání tricyklických antidepresiv do media kde byla 

eliminována aktivita Gαs podjednotek nevedlo k stimulaci adenylylcyklázy, stejně jako použití 

nonneuronálních a nongliových tkání antidepresivy léčených potkanů (Ozawa a Rasenick, 

1991). Nález zvýšení stimulace adenylylcyklázy zprostředkované Gαs při léčbě tricyklickými 

antidepresivy (imipramin) byl replikován dalšími studiemi (De Montis et al., 1990, Kamada et 

al., 1999). Další týmy nalezly tricyklickými antidepresivy (imipramin) vyvolanou stimulaci 

adenylylcyklázy při použití GTP analog (Andersen et al., 1984). Protože tento efekt je prokázán 

také v in vitro kulturách, může tak být považován za přímý postsynaptický efekt antidepresiv na 

signalizační komponenty (Chen a Rasenick, 1995).  

Studie zaměřené na expresi G proteinových podjednotek byly podníceny zjištěním, že lithium 

blokuje adrenergními a cholinergními agonisty vyvolané zvýšení GTP (Avissar et al., 1998). 

Tento nález byl podpořen dalšími studiemi, které zjistily zvýšení hladiny G proteinových 

podjednotek vlivem dlouhodobého působení tricyklických antidepresiv (Avissar et al., 1992, 

Lesch et al., 1991). Další nálezy však nepotvrdily jednoznačný a konzistentní profil změn Gα či 

βγ G proteinových podjednotek či jejich mRNA účinkem dlouhodobého podávání tricyklických 

antidepresiv či MAOA (Lason a Przewlocki, 1993, Chen a Rasenick, 1995, Emamghoreishi et 

al., 1996). Výše uvedené nálezy identifikují zvýšení spřažení Gαs-adenylylcykláza jako podklad 

účinku tricyklických antidepresiv a elektrokonvulzivní terapie. S ohledem na výše zmiňovanou 

komplexitu G proteinové signalizace byl zkoumán vliv antidepresiv na restrikci G proteinů do 

lipidových „raftů“ a kolokalizaci s dalšími signalizačními molekulami včetně adenylylcyklázy . 

Toki et al., prokázal na C6 gliomových buňkách, že dlouhodobá léčba působí redistribuci 
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Gαs G proteinových podjednotek z membránové oblasti do cytoplasmy, což může alespoň 

částečně vysvětlovat snížené spřažení Gαs s GPCR a také zvýšené spřažení Gαs 

s adenylylcyklázou (Toki et al., 1999). Tato studie též prokazuje komigraci Gαs  a 

adenylylcyklázy z Triton X-100 (TTX-100) neextrahovatelných membránových okrsků do více 

TTX-100 extrahovatelných membránových frakcí. Dlouhodobá antidepresivní léčba zabraňuje 

akumulaci Gαs G proteinových podjednotek v membránových okrscích  buněčných výběžků a 

způsobuje jejich redistribuci do cytoplasmatické oblasti (Donati et al., 2001, Donati et al., 

2005). Toto je v souladu se staršími nálezy, které prokazují schopnost antidepresiv uvolnit 

aktivované Gαs podjednotky z membránové oblasti do cytoplasmy (Rasenick et al., 1984, 

Ransas et al., 1989). Tato data ukazují antidepresivy vyvolanou translokaci z výběžků do 

buněčného těla u antidepresivy léčených buněk. Toto přemístění může snižovat vzdálenost mezi 

produkcí cAMP vyvolanou G proteiny a kaskádou molekul zavzatých ve zvýšení přepisu cAMP 

responsivním elementem (CREB) genové transkripce (Donati et al., 2001). Role CREB 

v mechanismu účinku antidepresiv je všeobecně přijímána, dlouhodobá, nikoliv však akutní 

administrace antidepresiv z různých tříd vede ke zvýšení hladiny CREB mRNA v hippokampu 

(Nibuya et al., 1996). Dlouhodobá antidepresivní léčba zvyšuje aktivitu cAMP dependentní 

protein kinázy v potkaním kortexu (Perez et al., 1991). Zvýšené hladiny cAMP mají vliv také na 

další signalizační proteiny, jako jsou například některé formy diesteráz (Takahashi et al., 1999). 

V účinku antidepresiv se patrně také účastní i βγ komplex G proteinu, genetický polymorfismus 

v alelách pro β podjednotku může významně ovlivnit antidepresivní odpověď (Wilkie et al., 

2007). Antidepresivní léčba vede k potenciaci β adrenoreceptory zprostředkované produkci 

cAMP a normalizaci hladin Gαs a Gαi podjednotek, stejně jako elektrokonvulzivní léčba 

(Mann et al, 1990). U nemocných se sezonně podmíněnou depresivní poruchou vede k úpravě 

léčba světlem a G proteinová odpověď může být použita k odlišení respondérů od 

nonrespondérů (Avissar et al., 1998, Avissar et al., 1999). Antidepresivní léčba ovlivňuje i 

hladiny dalších funkčně významných proteinů, např. β-arrestinů či GRK  a vede k normalizaci 

jejich hladin u depresivních nemocných (Garcia-Sevila et al., 2004, Matuzany-Ruban et al., 

2005). Opakované podání antidepresiv zvyšuje odpovídavost α-adrenergního systému na 

adrenergní stimulaci (Menkes et al., 1983B, Mogilnicka et al., 1987, Sairanen et al., 2005).  

 
 
 
Antidepresiva a astrocytární buňky 
 

Vzhledem k hypotéze o nedostatku růstových faktorů u deprese a rostoucím poznáváním jejich 

významu u depresivního onemocnění je zkoumána produkce růstových faktorů astrocyty 
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působením antidepresiv. Dlouhodobá antidepresivní léčba amitriptylinem, clomipraminem, 

mianserinem, fluoxetinem a paroxetinem signifikantně zvyšuje produkci GDNF C6 gliomovou 

buněčnou linií (Hisaoka et al., 2001). Tato produkce GBNF je dále zvyšována serotoninem 

(Hisaoka et al., 2004). Aktivace astrocytárních β2 adrenoreceptorů vyvolává syntézu NGF, FGF 

a TGF-β1 navozuje neuroprotekci vůči neuronálnímu poškození navozenému glutamátem a 

ischemií (Junker et al., 2002). 

Noradrenalin stimuluje produkci NGF kortikálními astrocyty a C6 gliomovými buňkami 

stimulací β receptorů a akumulací cAMP (Inoue et al., 1997, Stone a Ariano, 1989).  

Astrocytární produkce NGF je také závislá na hladině tryptofanu (Dong-Ryul 1997). Produkce 

růstových faktorů je také modulována agonizací D1 a D2 receptorů, které mohou být významné 

pro produkci NGF a GDNF astrocyty (Ohta et al., 2003). Produkce BDNF myšími astrocyty je 

zvyšována dopaminergní stimulací (Inoue et al., 1997) Inhibitor MAO selegilin zvyšuje 

produkci NGF, BDNF, a GDNF myšími astrocyty mechanismem nezávislým na inhibici MAO 

(Myzuta et al., 2000). Stimulace 5-HT2A receptorů u kultivovaných astrogliálních buněk zvyšuje 

obrat fosfatidylinositolu a akumulaci cAMP, je zde potenciace β-adrenergně stimulované 

akumulace cAMP, v přítomnosti agonisty obou receptorů je akumulace zvýšena hladinami 

agonistů, kteří samostatně akumulaci nepůsobí (Hannson et al., 1990). Stimulace astrocytárních 

5-HT1 receptorů serotoninem vyvolává produkci S100-β, který je též produkován působením 

fluoxetinu (Donato et al., 2001, Manev et al., 2001). 

Novější nálezy ukazují, že stejně jako v neuronální populaci i v C6 gliomové linii 

antidepresiva zvýšením fosforylace CREB zvyšují CRE zprostředkovanou transkripci (Hisaoka 

et al., 2008). V aktivaci od membrány vzdálených jaderných cílů se účastní mnohočetné signální 

kaskády, mezi nimiž je výrazný cross-talk; např. na stimulaci produkce BDNF aktivací CREB  

se podílí jak adenylylcykláza, tak i proteinkináza C (Miklic et al., 2004, Juric et al., 2006). 

Všechny monoaminy jsou schopny signifikantně zvýšit astrocytární BDNF produkci a 

sekreci, je možná existence pozitivní zpětné vazby mezi úrovní neuronální monoaminergní 

aktivity a astrocytární neurotrofní podpory, která může hrát důležitou dynamickou roli 

v zprostředkování neuronální plasticity a trofických funkcí v mozku (Mojca Jurič et al., 2006). 
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Cíl 
 
 
Hlavním cílem práce bylo studovat psychofarmaky a stresem vyvolané změny buněčné 

signalizace na úrovni proteinů vázajících guaninové nukleotidy na buněčném a zvířecím 

modelu. Dalším cílem bylo studium cytokinové produkce v průběhu stresové reakce a studium 

cytotoxicity NK buněk a jejich ovlivnění psychotropní medikací v použitém stresovém modelu.  

 

Specifické cíle byly následující:  

 

1. posouzení modulačního vlivu imobilizačního stresu na hladiny G proteinových α 

podjednotek v mozku experimentálních zvířat a jejich ovlivnění dopaminerní a 

adrenergní antagonizací  

2. posouzení modulačního vlivu imobilizačního stresu na hladiny G proteinových α 

podjednotek slezinných mononukleárních buněk a jejich ovlivnění dopaminergní a 

adrenergní antagonizací  

3. sledování vlivu imobilizačního stresu a dopaminergní a adrenergní antagonizace na  

cytokinovou produkci slezinných mononukleárních buněk 

4. sledování vlivu imobilizačního stresu a dopaminergní a adrenergní antagonizace  na 

cytotoxickou aktivitu přirozených zabíječů 

5. sledování vlivu antidepresiv na hladiny G proteinových  α podjednotek  C6 gliomové 

buněčné linie při krátkodobém a dlouhodobém podávání 

6. sledování vlivu antidepresiv na hladiny G proteinových α podjednotek v mozku 

laboratorního potkana při dlouhodobém podávání 

7. sledování vlivu antidepresiva na hladiny G proteinových α podjednotek v různých 

orgánových systémech u laboratorního potkana 
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Materiál a metody 
 

Stresový model  
 

Chemikálie 

 

Sulpirid (N-1-(Ethylpyrrolidin-2-methyl)-2methoxy-5-sulfamoylbenzamid), centrální D2 

blokátor, fentolamin (2-[N-(3-Hydroxyphenyl)-p-toluidinomethyl]-2imidazolidin hydrochlorid), 

α adrenergní antagonista. Látky byly zakoupeny u CIBA Geigy. 

 

Experimentální zvířata   

 

Byli použiti osmitýdenní inbrední myši kmene CBA/J samčího pohlaví, zvířata byla koupena od 

Charles River, Německo. Myši byly krmeny ad libitum komerční peletizovanou dietou (Velaz-

ST1). Zvířata byla držena v  přirozených světelných podmínkách při 23°C a 50% vlhkosti po 2 

týdny před expozicí stresu.  

 
Stresová procedura a in vivo procedury 

 

Zvířata byla podrobena standardizovanému protokolu omezení v pohybu. Byla umístěna v 50 

ml kyvetách (Falkoni) s mnohočetnou perforizací. Kyvety byly umístěny horizontálně po dobu 

následujících 12 hodin, na konci světelného cyklu (20:00 hod) bez potravy a vody. 

Nestresovaná kontrolní zvířata byla držena v původních klecích bez přístupu k vodě a potravě. 

Fentolamin (5 mg/kg) a sulpirid (20 mg/kg) nebo fyziologický roztok (0,9% NaCl 

v deionizované vodě) byly aplikovány intraperitoneálně v množství 0,2 ml každé myši 30 minut 

před jejím umístěním do Falkoniho kyvety.  

Všechny procedury byly prováděny v souladu s Evropskou Konvencí pro péči a užití 

laboratorních zvířat a Zákona ČNR na ochranu zvířat proti týrání (246/1992Sb. ve znění 

pozdějších předpisů). 

 

Ex vivo procedury 

Příprava membránových extraktů mozkové tkáně 

 

Na konci stresové procedury byla zvířata usmrcena, mozky byly odpreparovány, cerebelum 

bylo odstraněno a preparáty byly umístěny do proteolytického koktejlu (fosfátový pufr doplněný 

o 0,1 mM benzamidin, 0,3 mM PMSF, 1 mM DTT a 1 mM roztokem EDTA) a uloženy na ledu 

do přípravy membránových extraktů. Fragmenty tkání byly homogenizovány v 50 mM Tris-



  
 

      60  
  

HCl, pH 7,4 obsahujícím proteolytické inhibitory a centrifugovány 10 minut při 1000x G. 

Výsledné supernatanty byly posléze centrifugovány 20 min při 40 000x G při 4 °C a 

membránové proteiny extrahovány 1h v 25 mM NaCl, mM Tris-HCl pH 8.0 s 1 mM EDTA a 

1% cholátu sodném. Extrakty byly centrifugovány při 100 000x G a supernatant byl použit pro 

stanovení G proteinových podjednotek. Jednotlivé kroky a centrifugace byly prováděny při 4°C. 

 

Izolace a separace slezinných buněk 

 

Na konci stresové procedury byla zvířata usmrcena a sleziny byly odpreparovány pro přípravu 

lymfocytů pro cytotoxický test a ELISA stanovení 

 

Materiál 

 

médium H-MEMd  

- 10x koncentrované H-MEMd .........……100 ml 

- Gentamycin (50mg/2ml)...... ……………..2 ml  

- doplnit sterilní TK - H2O do 1000 ml 

- upravit pH přidáním 7,5 % NaHCO3 

 

8 % Ficoll  

- Ficoll 400 ........................…………………8 g 

- do 100 ml sterilní TK - H2O  

  

Telebrix   

- Telebrix N 380........................................20 ml 

- do 9,6 ml sterilní TK- H2O 

 

Dělící medium Ficoll - Telebrix ( FT )   

- 8 % Ficoll………………………………24 ml 

- ředěný Telebrix………………………...10 ml 

Türk 

- jeden díl Türk solution + tři díly TK H2O 
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Postup 

 

Čerstvě izolované sleziny byly homogenizovány v skleněném Elvehjem-Potterově 

homogenizéru v médiu H-MEMd, centrifugovány při 1000g, supernatant byl odebrán. 10 ml 

supernatantu bylo navrstveno na 2,5 ml dělícího media Ficoll - Telebrix (v 15 ml kyvetách) a 

centrifugováno při 1800 ot. / min (30 min, 21 0C). Byl odebrán prstenec buněk na rozhraní 

média a FT, 3x promyt v H-MEMd (centrifugace 1500 ot. / min; 5 min). Buňky byly naředěny 

v roztoku Türk (950 µl Türk + 50 µl supernatantu). Lymfocyty byly spočítány v Bürkerově 

komůrce pod světelným mikroskopem:  = 10 čtverců / 4 x 20 x 105 buněk na ml. 

 

Příprava membránových extraktů slezinných mononukleárních buněk 
 

Lymfocyty byly homogenizovány v 50 mM Tris-HCl, pH 7,4 obsahujícím proteolytické 

inhibitory (1 mM benzamidin, 0.3mM PMSF (phenyl-methylsulphonyl fluorid, 1mM DTT 

(dithiothreitol) a 1 mM EDTA) a centrifugovány 10 minut při 1000x G při 4 °C. Výsledné 

supernatanty byly posléze centrifugovány 20 min při 40 000x G při 4 °C a membránové 

proteiny extrahovány 1 hodinu v 20 mM NaCl, mM Tris–HCl pH 8,0 s 1 mM EDTA a 1% 

cholátu sodném. Extrakty byly následně centrifugovány 1 hodinu při 100 000x G a supernatant 

byl použit pro stanovení hladin G proteinových podjednotek. Jednotlivé kroky a centrifugace 

byly prováděny při 4°C. 

 

Statistická analýza  

 

Byly provedeny 2 série pokusů, v každé skupině bylo 6-7 zvířat. Všechny výsledky jsou 

aritmetickým průměrem +/- střední odchylka (S.E.M.). Statistická významnost mezi skupinami 

byla vypočtena Studentovým t-testem nepárových hodnot. P hodnoty nižší než 0,05 byly 

považovány za signifikantní (P < 0,05=*, P < 0,01=** a P < 0,001=***). 

Cytotoxický test 

Metoda 

 

Je měřena lytická aktivita efektorových buněk (přirozených zabíječů, cytotoxických lymfocytů 

NK buněk). Efektorové lymfocyty jsou smíchány s konstantním množstvím cílových buněk 

značených izotopem 51Cr, měřeno je množství uvolněného 51Cr z lyzovaných cílových buněk. 

Cytotoxický test je prováděn při třech různých koncentracích E (efector) : T (target) v tripletech 

64:1, 32:1 a 16:1.  
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Materiál  

 
10% Triton X-100 (Sigma Chemical Co., USA) 

51Cr  (Amersham pharmacia biochemicals, USA) 

96 jamkové destičky s kulatým dnem- NUNCLON (NALGE NUNC international, Dánsko) 

Scintilační roztok (SUPERMIX, WALLAC) 

 
 
Kultivační médium RPMI 1640 
 
5x konc. RPMI 1640        200 ml 

3 % L – Glutamin          10 ml 
1,1 % Na – pyruvát          10 ml 
100x konc. NEAA          10 ml 
25 % Glukóza          20 ml 
5 . 10-2 M 2 – 
Merkaptoetanol 

           1 ml 

Gentamycin (50mg/2ml)            2 ml 

Fungizon (10mg/ml)            1 ml 
7,5 % NaHCO3       5-10 ml 
3 % FTS        100 ml 
doplnit TK H2O  
 

do 1000 ml 
 

 
   
Fetální telecí sérum bylo inaktivováno při 56 0C na vodní lázni po dobu 30 minut. 
 

 
Nádorové linie 

 

YAC 1 (NK sensitivní MLV indukované myší T-lymfomové, původ A/Sn myší linie) Buněčné 

linie byly kultivovány v CO2 inkubátoru při teplotě 37 °C, 5 % CO2 a 100 % vlhkosti 

v atmosféře v kultivačním mediu RPMI 1640. Kultury byly pasážovány po 48 až 72 hodinách.  

    

Příprava cílových buněk  

 

106 buněk nádorové linie byly značeny 60 min 51Cr; 37 0C v CO2 inkubátoru - konečná aktivita 

byla nastavena na 0,37 MBq, následně 3x promyty médiem RPMI 1640.  

 

 

 



  
 

      63  
  

Postup stanovení cytotoxické aktivity v 96 jamkové destičce s kulatým dnem (NUNC) 

 

Do jednotlivých jamek bylo napipetováno 100 µl efektorových buněk v koncentraci 1,6x105, 

bylo přidáno 50 µl media (RPMI 1640) na jamku, do každé jamky bylo přidáno 100 µl cílových 

buněk (SPONT:150 ml RPMI 1640 + 100 ml cílových buněk, MAX: 100 ml RPMI 1640 + 100 

ml cílových buněk + 50 ml 10 % Triton X – 100). Destičky byly inkubovány 4 hodiny v 5% 

CO2  atmosféře v termostatu (Jouan, Francie), následně byly stočeny při 1500 otáčkách 5 minut 

(Hermle, SRN), detaily viz (Fišerová et al., 1997). Následně bylo odebráno 25 µl supernatantu 

z každé jamky na destičky, bylo přidáno 100 µl scintilačního roztoku do každé jamky 

(SuperMix, Wallac, Finsko). Na scintilačním readeru (Mikrobeta Trilux, Wallac, Finsko) pak 

bylo změřeno množství uvolněného 51Cr. Ze získaných výsledků byla stanovena cytotoxická 

aktivita v procentech (% ctx ) podle vzorce: 

          cpm exp – cpm spont 
 % ctx =    ___________________________ 
         cpm max – cpm spont 
       

cpm exp – množství 51Cr uvolněného ze směsi lymfocytů a cílových buněk 

cpm spont – množství 51Cr uvolněného samotnými cílovými buňkami 

cpm max – maximální množství uvolněného 51 Cr po použití detergentu (10 % Triton X - 1000) 

 

ELISA stanovení extracelulárních cytokinů ve vzorcích  

 

Vzorky  

Supernatanty odebrané po 24 hodinách inkubace slezinných mononukleárních buněk získaných 

v stresového modelu, jak popsáno výše (3,2x106/ml), byly kultivovány v 24 jamkových 

destičkách v CO2 inkubátoru. Po 24 hodinách byly destičky centrifugovány a sebrané 

supernatanty byly použity ke stanovení hladin cytokinů. 

 

Roztoky 

 

PBS (Phosphate buffered saline), pH 7,4 

NaCl 8,0 g 
KCl 0,2 g 
Na2HPO4 . H2O 1,42 g 
KH2PO4 0,2 g 
TK H2O do 1000 ml 
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Ředící roztok, pH 7,4 

NaCl 8,0 g 
Na2HPO4 . H2O 1,42 g 
KH2PO4 0,2 g 
KCl 0,2 g 
BSA 5 g 
Tween 20 1 ml 
TK H2O do 1000 ml 
 
Prací roztok, pH 7,4 

NaCl 9,0 g 
Tween 20 1 ml 
Doplnit TK H2O do 1000 ml 
 
 

Vazebný roztok, pH 7,4 

NaCl 8,0 g 
Na2HPO4 . H2O 1,42 g 
KH2PO4 0,2 g 
KCl 0,2 g 
TK H2O do 1000 ml 

 
Blokovací roztok, pH 7,4 

NaCl 8,0 g 
Na2HPO4 . H2O 1,42 g 
KH2PO4 0,2 g 
KCl 0,2 g 
BSA 5 g 
TK H2O do 1000 ml 
 

Substrát  

 

20,04 mg naváženého TMB (3,3'5,5'-tetramethylbenzidin, Sigma-Aldrich, Německo) bylo 

rozpuštěno v 2 ml DMSO (dimethylsulfoxid, C2H6OS, Sigma-Aldrich, Německo) v plastové 

lahvičce a ihned uloženo do mrazicího boxu. Před přidáním do jamek se připravil čerstvý roztok 

25 ml citrátového pufru (10,5 g kyseliny citronové v 0,5l destilované vody), pH nastaveno na 

hodnotu 6,0 pomocí NaOH), přidáno 0,25 ml roztoku TMB v DMSO a jako poslední 5 µl 30% 

H2O2. 

 

Stop roztok – 1M H3PO4 

 

Ředění protilátek 

IL-2 

- coating ab (100 µg / ml) – 1 : 100 
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- Biotin-conjugate   – 1 : 20000 

- Streptavidin-HRP – 1 : 10000 

TNF-α 

- coating ab (100 µg / ml) – 1 : 20 

- Biotin-conjugate  – 1 : 2500 

- Streptavidin-HRP – 1 : 5000 

 

IFN-γ 

- coating ab (100 µg / ml) – 1 : 20 

- Biotin-conjugate  – 1 : 10000 

- Streptavidin-HRP – 1 : 5000 

 

IL-4 

- coating ab (0,5 mg / 0,5 ml) – 1 : 800 (ředit ve vazebném pufru) 

- detection ab (0,1 mg / 0,2 ml) – 1 : 4000 (ředit v ředícím pufru obohaceném o 5 % FTS, 

BioClot Ltd., SRN) 

- Streptavidin-HRP conjugate (0,1 mg / 0,2 ml) – 1 : 5000 (ředit v ředícím pufru) 

 

Standardy 

rekonstituované v ředícím pufru, konečné koncentrace standardu 2000 pg / ml 

 

ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) stanovení koncentrace cytokinů 

 

Pro stanovení koncentrace cytokinů v supernatantech byl použit Mouse Duoset ELISA 

development systém (Biosource, Bender med Systém, USA), stanovení bylo prováděno na 

Costar high mikrotitračních destičkách dle přiloženého protokolu. Byla připravena standardní 

křivky při použití rekombinantních cytokinů při koncentracích 1000, 500, 250, 125 62,5 a 31,3 

pg/ml.   

Při stanovení je první fází vazba protilátky na destičku, bylo napipetováno 50µl coating ab do 

každé jamky, následuje inkubace přes noc (2-8°C), promytí 200 µl pracího pufru. Následuje 

blokování přidáním 250 µl blokovacího pufru do každé jamky, inkubace 2 hodiny při pokojové 

teplotě a dvojnásobné promytí 200 µl pracího pufru. Další krok je přidání 100 µl vzorku a 

standardu na jamku, následuje přidání 25 µl biotinylované protilátky do každé jamky. Následuje 

inkubace (1 hodinu při pokojové teplotě, 200 rpm na Vortexu) a přes noc (2-8°C). Následuje 4x 

promytí 200 µl pracího pufru. Následně je přidáno 50 µl Streptavidinu-HRP do každé jamky 

(inkubace 1 hodinu, pokojová teplota, 200 rpm), následuje 4x promytí 200 µl pracího pufru. 

V dalším kroku je přidáno 100 µl substrátu TMB (tetramethylbenzidin) do každé jamky a 
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inkubace 20 minut v temnu. Reakce byla zastavena 100 µl 1M H3PO4. Absorbance byla 

stanovena při 450nm na Rainbow Thermo plate readeru (Tecan Spektra, USA). Množství 

cytokinů v pg/ml bylo vypočteno dle standardní křivky. 

 

Vliv antidepresiv na hladiny G proteinových podjednotek C6 

gliomových buněk 
 

C6 gliomová linie 

 

Buňky (ATCC CLM 107, Rockville, MD) byly kultivovány v mediu MEM, pH 7,3, s 5% 

hovězím fetálním sérem za standardních podmínek (vlhká atmosféra, 95% vzduchu a 5% CO2 

při 37 ° C) po 3 dny, další detaily viz (Mareš et al., 1991). Konfluentní kultury byly vystaveny 

účinkům antidepresiva (konečná koncentrace 1 uM) po dobu 24 hod (akutní model) nebo 5 dní 

(dlouhodobé podávání), antidepresivum bylo přidáváno každý den.  Po ukončení kultivace byly 

buňky promyty MEM mediem, staženy gumovou špachtlí v PBS roztoku s proteolytickými 

inhibitory (0,1 mM benzamidin, 0,3 mM PMSF,  1mM DTT a 1 mM EDTA). Buňky byly 

třikrát promyty, centrifugovány při 1000G, homogenizovány a poté připraveny cholátové 

extrakty z membránových frakcí, které byly uskladněny při -80 ° C. Byly použity fysiologicky 

optimální 1µM finální koncentrace antidepresiv detaily (Kovářů et al. 2001). 

 

Použitá farmaka 

 

Použit byl zástupce tricyklických antidepresiv imipramin- 3-(5,6dihydrobenzo[b][1]benzazepin-

11-yl)-N,N-dimethylpropan-1-amin, zástupce antidepresiv II. generace blokujících α receptory 

mianserin- 1,2,3,4,10,14b-hexahydro-2-methyldibenzo (c,f) pyrazino (1,2-a)azepin, NaSSA 

mirtazapin- (1)-1,2,3,4,10,14b-hexahydro-2-methylpyrazino(2,1a)pyrido(2,3-c)(2)benzazepin, 

MAOA moklobemid- 4-chloro-N-(2-morpholin-4-ylethyl)benzamid a léky řazené do skupiny 

SSRI- fluoxetin N-methyl-3-phenyl-3-[4-(trifluoromethyl)phenoxy]propan-1-amin, citalopram-

1-[3-(dimethylamino)propyl]-1-(4fluorophenyl)-3H-2-benzofuran-5-carbonitril hydrobromid,  

sertralin-4-(3,4dichlorofenyll)-N-methyl-1,2,3,4tetrahydronaftalen-1-amin). Všechny látky byly 

zakoupeny u fy. SIGMA. 

 

Příprava membrán  

 

Po ukončení inkubace s antidepresivem byly buňky homogenizovány použitím ultra-turax 

homogenizéru (Janke-Kunkel, IKA Werk, Staufel, Germany) v Tris-HCl pufru (50 mmol Tris-
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HCl; 2 mmol dithiothreinol, DTT; 1mmol EDTA; 0,5 mmol benzamidin HCl; 

phenylmethylsulfonylfluorid, PMSF; pH  7,4) a homogenizáty byly centrifugovány při 1000xG 

10 minut. Supernatanty byly následně centrifugovány při 100 000xG 60 minut. Pelety byly 

resuspendovány v 600µl pufru (20mmol Tris-HCl; 25 mmol NaCl; 2 mmol DTT; 1 mmol 

EDTA; 0,5 mmol benzamidin HCl; 0,5 mmol PMSF) se 60 µl 10%  cholátu sodného, 

inkubovány 2h při 4°C a centrifugovány při 100 000xG 60 minut. Supernatant byl naředěn na 

koncentraci 7-17 mg/ml a uskladněn při -25°C. 

 

Stanovení Gα  subjednotek ELISA metodou 

 

V cholátových membránových extraktech byly analyzovány Gα podjednotky ELISA technikou 

s využitím našich polyklonálních protilátek proti C-terminálním dekapeptidům  a řetězcům Gαs, 

Gαi1,2 a Gαq/11 s aminokyselinovou sekvencí viz (Milligan 1988, Krbeček et al., 2000, 

Kovářů et al. 1998, 2001). Jednotlivé dekapeptidy byly připraveny synteticky (Goldsmith et al., 

1997, Kovářů et al., 1998, Lesch a Manji, 1992). V kontrolních testech nebyly nalezeny křížové 

reakce mezi použitými antiséra, a tedy antiséra byla specificky namířena proti danému 

dekapaptidu (Kovářů et al., 2001).  

 

ELISA 

 

Použili jsme imunochemickou ELISA techniku kompetitivní inhibice, modifikované užitím 

mikrotitračních destiček Maxisorp (NUNC) pro nekovalentní vazbu peptidu, která je založená 

na navázaném antigenu a kompetici komplexu protilátky a membránového proteinu s danou Gα 

G proteinovou podjednotkou (Tijjsen 1993, Ransnas a Insel, 1989, Lesch a Manji, 1992). 

ELISA stanovení byla porovnávána s Western blottingem a byla nazena uspokojivá korelace, 

další detaily viz (Kovářů et al. 1998, 2001, Krbeček et al., 2000). Prvním krokem stanovení je 

vazba antigenu (C-terminálního dekapeptidu Gα podjednotky) na ploché dno mikrotitrační 96 ti 

jamkové destičky s vysokou vazebnou afinitou (koncentrace peptidů 15 ng/0,1ml v 0,1M 

NaHCO3/jamku). Pro stanovení Gαq/11 a Gαs podjednotek byly použity mikrotitrační destičky 

Costar (high binding), pro Gαi1,2 a Gβ mikrodestičky NUNC. Následovala inkubace a promytí 

(promývaci pufr  PBS s 0,1% Tween 20).  Ve zvláštní  malé zkumavce byla navázána primární 

antikráličí protilátka proti dané Gαs podjednotce (v různém ředění) do komplexu s přidaným  

cholátovým extraktem obsahujícím 5 ug -10 µg membránového proteinu (na jeden vzorek), 

s následnou inkubací.  Následovalo přidání tohoto komplexu do jamek mikrodestiček (pro 

každý vzorek byly využity 4 jamky pro stanovení průměrného výsledku) a následovala inkubace 

s druhou protilátkou (kozí proti králičímu IgG s vázaným biotinem, Jackson Imunoresearch); po 
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promytí byl navázán konjugát alkalické fosfatásy s myší monoklonální antibiotin protilátkou, 

následuje inkubace a promytí. Dále byl přidán substrát (1mg paranitrofenylfosfát pNPP v 10% 

DEA-dietanolamin, pH 9,8) a enzymová reakce byla po 20 minutách zastavena (blokovací pufr 

PBS s 0,5 % BSA- Serva pH 7 a 0,25 % NaN3) (Tijssen 1993, Kovářů et al., 1997). 

Následovalo měření uvolněného p-nitrofenolu při 405 nm na spektrofotometru pro stanovení 

obsahu ve všech 96 jamkách mikrotitračních destiček (ELISA reader). Na každé destičce byly 

jamky bez vzorku pro stanovení pozadí (Ransnas a Insel, 1988, Ransnas a Insel 1989). 

Jednotlivé kroky v ELISA stanovení byly prováděny dle standardního protokolu (Tijjsen 1993). 

 

Statistické zpracování 

 

Všechny výsledky jsou aritmetickým průměrem +/- střední odchylka (S.E.M.). Každá skupina 

výsledků testovaných antidepresiv byla získána ze tří experimentů a 12-14 měření v tetrapletech 

daného vzorku. Statistická významnost mezi skupinami byla vypočtena Studentovým t-testem 

nepárových hodnot. P hodnoty nižší než 0,05 byly považovány za signifikantní (P < 0,05=*, P < 

0,01=** a P < 0,001=***). 
 

 

Vliv antidepresiv na hladiny G proteinových podjednotek v orgánech 
laboratorního potkana 
 
 
In vivo procedury 

 

Byla použita zvířata kmene Wistar (Charles River Co.) s počáteční tělesnou hmotností 

v rozmezí 180-200g. Zvířata byla umístěna individuálně ve standardních klecích Plexiglas, za 

dvanáctihodinového cyklu den/noc, teplotě 18-21 °C při vlhkosti 50-70%.  Zvířata byla krmena 

komerční peletizovanou dietou (Velaz-ST1) ad libitum s neomezeným přístupem k vodě. 

Antidepresivum bylo přidáno každý den po dobu 21 dní (desipramin-25mg/kg, citalopram-

5mg/kg,  moklobemid-25mg/kg). Byly použity skupiny 6 zvířat, kontrolní skupinu tvořila 

skupina zvířat chovaných za stejných podmínek bez podávání antidepresiva. Všechny procedury 

byly prováděny v souladu s Evropskou Konvencí pro péči a užití laboratorních zvířat a Zákona 

ČNR na ochranu zvířat proti týrání (246/1992Sb. ve znění pozdějších předpisů) dle doporučení 

FELASA a Evropské unie. 
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Ex vivo procedury 

 

Po třech týdnech podávání antidepresiva byla zvířata usmrcena, byly vypreparovány mozky (po 

odstranění cerebella) sleziny a brzlíky a preparáty byly umístěny na ledu do proteolytického 

koktejlu (fosfátový pufr doplněný o 0,1 mM benzamidin, 0,3 mM PMSF, 1 mM DTT a 1 mM 

roztokem EDTA) do doby přípravy membránových frakcí.  

 

Příprava membránových extraktů 

 

Fragmenty tkání byly homogenizovány v 50 mM Tris-HCl, pH 7,4 obsahujícím proteolytické 

inhibitory (1 mM benzamidin, 0.3mM PMSF (phenyl-methylsulphonyl fluorid, 1mM DTT 

(dithiothreitol) a 1 mM EDTA) a centrifugovány 10 minut při 1000x G při 4 °C. Výsledné 

supernatanty byly posléze centrifugovány 20 min při 40 000x G při 4 °C a membránové 

proteiny extrahovány 1 hodinu v 20 mM NaCl, mM Tris–HCl pH 8,0 s 1 mM EDTA a 1% 

cholátu sodném. Extrakty byly následně centrifugovány 1 hodinu při 100 000x G a supernatant 

byl použit pro stanovení hladin G proteinových podjednotek. Jednotlivé kroky a centrifugace 

byly prováděny při 4°C. 

Čerstvě izolované sleziny a brzlíky byly homogenizovány v skleněném Elvehjem-Potterově 

homogenizéru a separovány na Ficoll-Hypaque denzitním gradientu (1086) k získání 

mononukleárních buněk, opakovaně promývány a následně použity k přípravě membránových 

extraktů jak popsáno výše. 

 

Stanovení Gα  subjednotek ELISA metodou 

 

Podjednotky G proteinů v cholátových membránových extraktech byly stanoveny metodikou 

popsanou u stanovení hladin podjednotek G proteinů u C6 gliomových buněk. 

 

Statistické zpracování 

 

Všechny výsledky jsou aritmetickým průměrem +/- střední odchylka (S.E.M.). Každá skupina 

výsledků testovaných antidepresiv byla získána ze tří experimentů a 12-14 měření v tetrapletech 

daného vzorku. Statistická významnost mezi skupinami byla vypočtena Studentovým t-testem 

nepárových hodnot. P hodnoty nižší než 0,05 byly považovány za signifikantní (P < 0,05=*, P < 

0,01=**, P < 0,001=***) 
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Výsledky 

 
Vliv stresu a adrenergní a dopaminergní antagonizace na hladiny G proteinových 

podjednotek v slezinných mononukleárních buňkách a mozcích experimentálních 

myší 
 

Hladiny podjednotek G proteinů byly sledovány ve slezinách a mozcích laboratorních myší 

k porovnání odpovědi v imunitním a nervovém systému (graf 1). Membrány slezinných 

mononukleárních buněk (SMB) kontrolních a stresovaných CBA/J myší byly připraveny po 

izolaci SMB (slezinných mononukleárních buněk) ze slezin. Hladiny G proteinových 

podjednotek byly stanoveny ELISA technikou použitím specifických polyklonálních protilátek 

v membránových cholátových extraktech. Zvířata byla medikována fentolaminem 5mg/kg, nebo 

sulpiridem 20mg/kg, 0,2 ml intraperitoneálně. Jako kontrolní skupina sloužila skupina myší 

ošetřených aplikací 0,2 ml fyziologického roztoku (0,9% roztok NaCl v deionizované vodě). 

Hladiny podjednotek v membránových extraktech (10µg/jamku) získané ze skupiny 13-14 

zvířat byly měřeny ve 4 nezávislých měřeních. Suma dat byla statisticky zpracována. 

 

Graf 1. Vliv α adrenergní a D2 dopaminergní antagonizace  na hladiny Gα a Gβ G 

proteinových podjednotek v mononukleárních buňkách myší sleziny 

 

 
 
 
Zobrazené hodnoty jsou střední ± standartní odchylky od kontrolních zvířat ošetřených 

kontrolní aplikací fyziologického roztoku. U experimentálních myší dochází aplikací α 

adrenergního antagonisty fentolamin (bílé sloupce)  (PHE) k nesignifikantnímu zvýšení  hladin 

Gαi podjednotek při současném signifikantním P<0,05(*) zvýšení hladin Gαs G proteinových 
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podjednotek (bílé sloupce). Hladiny Gαq a Gβ podjednotek byly ovlivněny nesignifikantně. 

Aplikace dopaminergního antagonisty sulpiridu (SUL) u nestresovaných zvířat vyvolává 

signifikantní P<0,05(*) pokles hladiny Gαi podjednotek při současném zvýšení hladin Gαs 

podjednotek P<0,05 (*) (šedé sloupce). Hladiny Gαq a Gβ podjednotek byly ovlivněny 

nesignifikantně. 

 

 

Graf 2. Hladiny Gα a Gβ G proteinových podjednotek v myším mozku u nestresovaných 

myší a účinek α adrenergní a  dopaminergní antagonizace 

 
 
 

 
 
 

Graf 2 zobrazuje nálezy změny hladin G proteinových podjednotek Gαi, Gαs, Gαq a Gβ 

stanovených v celých mozcích CBA/J myší po odpreparování mozečku medikovaných 

sulpiridem a fentolaminem (PHE 5mg/kg, SUL 20mg/kg, 0,2 ml intraperitoneálně) ve srovnání 

s kontrolními zvířaty ošetřenými aplikací fyziologického roztoku. U nestresovaných myší α 

adrenergní antagonista fentolamin (bílé sloupce) vyvolává signifikantní zvýšení hladin Gαi a 

Gβ  podjednotek P<0,05 (*). Dopaminergní antagonista sulpirid (šedé sloupce) snižuje hladiny 

Gαi podjednotek P<0,05(*) při současném výrazném zvýšení hladin Gαs P<0,01(**) a Gβ 

podjednotek P<0,05(*). Lze tedy vysledovat efekt sulpiridu na regulaci hladiny G proteinových 

podjednotek v mozku nestresovaných myší, který je analogický odpovědi u nestresovaných 

zvířat ve slezině (snížení hladiny Gαi a zvýšení hladiny Gαs podjednotek).  
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Graf 3. Vliv stresu a účinek α adrenergní a D2 dopaminergní antagonizace  na hladiny Gα 

a Gβ G proteinových podjednotek v mononukleárních buňkách myší sleziny u 

stresovaných a kontrolních myší 

 
 

 
 
Na grafu 3 jsou zobrazeny výsledky změn hladiny G proteinových podjednotek získané ze 

skupiny zvířat podrobených stresovému dvanáctihodinovému protokolu omezení v pohybu. 

Zvířata byla medikována (PHE 5mg/kg, SUL 20mg/kg, 0,2 ml intraperitoneálně) 30 minut před 

zahájením stresové procedury. Membránové extrakty (10µg/jamku) skupiny 13-14 zvířat 

skupiny byly měřeny ve 4 nezávislých měřeních. Zobrazené hodnoty jsou střední ± standartní 

odchylky od nestresovaných kontrolních zvířat ošetřených kontrolní aplikací fyziologického 

roztoku (0,2ml intraperitoneálně 30 minut před zahájením stresové procedury). Membrány 

slezinných mononukleárních buněk (SMB) kontrolních a stresovaných CBA/J myší byly 

připraveny po izolaci SMB ze slezin, hladiny G proteinových podjednotek byly stanoveny 

ELISA technikou použitím specifických polyklonálních protilátek v membránových 

cholátových extraktech. Expozicí imobilizačnímu stresu u myší dochází k výraznému zvýšení 

hladin G proteinových podjednotek Gαs P<0,01(**), Gαq P<0,001(***) i Gβ P<0,05(*). 

Aplikací fentolaminu (bílé sloupce) dochází k  poklesu hladin Gαi podjednotek při současném 

signifikantním P<0,05(*) poklesu hladin Gαs G proteinových podjednotek. Hladiny Gαq a Gαβ 

podjednotek byly fentolaminem ovlivněny nesignifikantně. Aplikace sulpiridu (šedé sloupce) u 

stresovaných zvířat vyvolává signifikantní P<0,01(**) zvýšení hladiny Gαi podjednotek při 

současném snížení hladin Gαs podjednotek P<0,05(*). Hladiny Gαq podjednotek byly 

sulpiridem ovlivněny nesignifikantně. Působením sulpiridu dochází i k signifikantnímu snížení 

hladin Gβ podjednotek P<0,05(*). 

50

100

150

200

%
 k

on
tr

ol

bez medikace

fentolamin

sulpirid

Gαi Gαs Gαq Gβ

∗∗∗∗

∗∗∗

Slezina, stresované myši

∗

∗



  
 

      73  
  

Graf 4. Vliv stresu a účinek α adrenergní a D2 dopaminergní antagonizace  na hladiny Gα 

a Gβ G proteinových podjednotek v myším mozku u stresovaných a kontrolních myší  

 

 

 
 
 

 

Hladiny G proteinových podjednotek Gαi, Gαs, Gαq a Gβ byly stanoveny v celých mozcích po 

odpreparování mozečku u myší vystavených paradigmatu imobilizačního stresu ve srovnání 

s kontrolními zvířaty výše popsanou metodikou. Zvířata byla medikována 0,2 ml 

intraperitoneálně 30 minut před počátkem expozice stresu (PHE 5mg/kg, SUL 20mg/kg). 

Membránové extrakty (10µg/jamku) skupiny 13-14 zvířat byly měřeny ve 4 měřeních. 

Zobrazené hodnoty jsou střední ± standartní odchylky od nestresovaných kontrolních zvířat 

ošetřených kontrolní aplikací fyziologického roztoku (0,2ml intraperitoneálně 30 minut před 

zahájením stresové procedury). Výsledky zobrazené na grafu 4 ukazují, že stres vyvolává 

v mozku výrazné zvýšení hladin Gαs a Gαq G proteinových podjednotek P<0,05(*). α 

adrenergní antagonista fentolamin (bílé sloupce) signifikantně zvyšuje hladiny Gi podjednotek 

při současném snížení hladin Gs podjednotek P<0,05(*), hladiny Gαq podjednotek snižuje 

nesignifikantně. Sulpirid (šedé sloupce) v mozku vyvolává výrazný vzestup hladin Gαi 

P<0,01(**) se současným snížením hladin Gαs podjednotek P<0,05(*). Profil odpovědi 

sulpiridu u slezinných mononukleárních buněk a v mozku u zvířat vystavených stresovému 

paradigmatu opět vykazuje analogii, stejně jako v případě nestresovaných medikovaných zvířat. 
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Sledování vlivu stresu a adrenergní a dopaminergní antagonizace na cytotoxickou 

aktivitu přirozených zabíječů (NK buněk) 
Slezinné mononukleární buňky, přirození zabíječi NK cells (natural killers) (CD16+ ) byly 

zvoleny jako specifická cílová lymfocytární subpopulace k sledování funkcí buněčné imunity 

v modelu imobilizačního stresu vzhledem ke své vysoké citlivosti na nerovnováhu 

neuroendokrinního systému a stresové podněty. Je prokázána snížená cytotoxicita NK buněk po 

expozici intenzivnímu, dlouhodobému stresu i po kratší expozici mírnému stresu. 

Imunosupresivní působení je připisováno převážně zvýšeným hladinám CRF a kortikoidů, role 

katecholaminů je mnohem méně prozkoumaná. V experimentu byla zkoumána NK 

zprostředkovaná cytotoxicita proti cílovým YAC1 buňkám u myší vystavených stresové 

imobilizaci a myší bez imobilizace po intraperitoneální injekci katecholaminových antagonistů: 

α adrenergním antagonistou fentolaminem (PHE 5mg/kg, 0,2 ml intraperitoneálně) a 

dopaminergním D2, D3 antagonistou sulpiridem, (SUL 20mg/kg, 0,2 ml intraperitoneálně). 

Průměrná cytotoxita (± S.E.M.) skupiny 13-14 zvířat ve dvou nezávislých experimentech byla 

měřena 4 hodinovým testem uvolnění 51Cr proti cílovým YAC1 buňkám v poměru efektor:cíl 

(E/T ratio) 64:1, 32:1 a 16:1. Suma dat byla dále statisticky zpracována. P<0.001 (***), P<0,01 

(**) ve srovnání s kontrolami. Největší rozdíl mezi skupinou myší s aplikovaným antagonistou 

a kontrolní neléčenou skupinou byl při  E/T ratio 16:1, výsledky jsou znázorněny na grafu 5.  

 

Graf 5. Vliv stresu a adrenergní a dopaminergní antagonizace na cytotoxickou aktivitu 

přirozených zabíječů (NK buněk) 
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Výsledky zobrazené na grafu 5 ukazují, že stres vede k výraznému útlumu cytotoxických funkcí 

přirozených zabíječů P<0.001(***) u kontrolních myší ošetřených aplikací fyziologického 

roztoku (bílé sloupce). Aplikace sulpiridu (šedé sloupce) vede k signifikantnímu zvýšení 

cytotoxických funkcí u stresovaných zvířat o 40% P<0,001 (***), zatímco u nestresovaných 

zvířat vede k útlumu cytotoxické aktivity P<0,01 (**). Efekt fentolaminu (černé sloupce) byl 

statisticky významný P<0,01 (**), proporčně stejný ve srovnání s nemedikovanými kontrolami 

u obou skupin zvířat. 

 

Sledování vlivu stresu a a adrenergní a dopaminergní antagonizace na hladiny 

cytokinů produkovaných slezinnými mononukleárními buňkami  

 
Byly sledovány hladiny zástupců TH1 skupiny cytokinů (IL-2, TNF-α, INF-γ) a TH2 cytokin 

IL-4 v supernatantech odebraných po 24 hodinách inkubace slezinných mononukleárních buněk 

(3,2x106/ml) získaných po homogenizaci slezin zvířat vystavených stresové imobilizaci a 

kontrolních zvířat v 24 jamkových destičkách v CO2 inkubátoru. Po inkubaci byly supernatanty 

centrifugovány a použity ke stanovení hladin cytokinů.  Hladiny byly sledovány z hlediska 

studia posunu TH1/TH2 rovnováhy expozicí dvanáctihodinovému imobilizačnímu stresu, která 

je akutním krátkodobým stresem obvykle posouvána v prospěch produkce TH2 cytokinové 

skupiny. Dlouhodobý stres naopak posouvá TH1/TH2 rovnováhu TH1 směrem, u depresivních 

nemocných je zjišťována relativní nadprodukce TH1 cytokinů. Dále byl zkoumán vliv 

katecholaminových antagonistů: α adrenergního antagonisty fentolaminu (PHE 5mg/kg, 

aplikováno 0,2 ml intraperitoneálně) a dopaminergního  antagonisty sulpiridu, (SUL 20mg/kg, 

aplikováno 0,2 ml intraperitoneálně) na produkci jednotlivých cytokinů.  Cytokiny byly měřeny 

metodou ELISA v nebuněčných supernatantech po 24 hodinové kultivaci, stanovení bylo 

prováděno na Costar high mikrotitračních destičkách. Experiment byl opakován 2x se vzorky 

odebranými od 6-7 zvířat ve skupině. Zobrazené hodnoty jsou střední ± standartní odchylky od 

nestresovaných kontrolních zvířat ošetřených kontrolní aplikací fyziologického roztoku (0,2ml 

intraperitoneálně 30 minut před zahájením stresové procedury). 

 

Graf 6 ukazuje produkci IL-2 slezinnými mononukleárními buňkami u kontrolních myší a myší 

podrobených paradigmatu imobilizačního stresu medikovaných fentolaminem (bílé sloupce) a 

sulpiridem (šedé sloupce). Imobilizační stres vede k výraznému potlačení produkce IL-2 

slezinnými mononukleárními buňkami na 66% hodnot zjištěných u nestresovaných zvířat 

P<0,01 (**).  U nestresovaných zvířat jak fentolamin (bílé sloupce), tak i sulpirid (šedé sloupce) 

snižují produkci IL-2 P<0,01 (**). U stresovaných zvířat  sulpirid produkci IL-2 naopak zvyšuje 

P<0,05(*), fentolamin ji statisticky významně neovlivňuje. 
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Graf 6. Produkce IL-2  slezinnými mononukleárními buňkami u stresovaných a 

nestresovaných zvířat a účinek α adrenergní a dopaminergní antagonizace 

 

 
 

 
Graf 7. Produkce TNF-α slezinnými mononukleárními buňkami u stresovaných a 
nestresovaných zvířat a účinek α adrenergní a dopaminergní antagonizace 
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Na grafu 7 je zobrazen vliv stresu a katecholaminergních antagonistů fentolaminu (bílé sloupce) 

a sulpiridu (šedé sloupce) na produkci TNF-α.  Stresová imobilizace vyvolává výrazné zvýšení 

produkce TNF-α P<0,01(**). Sulpirid u nestresovaných zvířat vede k výraznému útlumu 

produkce TNF-α  na 20% hodnot zjištěných u kontrolních zvířat P<0,001 (***). Fentolamin 

neovlivňuje produkci tohoto cytokinu tak výrazným způsobem, výsledky nejsou statisticky 

signifikantní. U zvířat podrobených stresovému protokolu dochází vlivem obou antagonistů 

k potlačení produkce této molekuly P<0,05(*) ve srovnání s nemedikovanými kontrolami. 

 
 
Graf 8. Produkce INF-γ slezinnými mononukleárními buňkami u stresovaných a 
nestresovaných zvířat a účinek α adrenergní a dopaminergní antagonizace 
 
 

 
 

 

 

Graf 8 ukazuje produkci INF-γ slezinnými mononukleárními buňkami u stresovaných a 

nestresovaných zvířat a účinek fentolaminu a sulpiridu. Vliv stresu na produkci této molekuly 

slezinnými mononukleárními buňkami nebyl výrazný a nedosáhl úrovně statistické 

významnosti, sulpirid (šedé sloupce) u nestresovaných zvířat vyvolal výrazný útlum produkce 

INF-γ   P<0,001 (***), fentolamin (bílé sloupce) naopak produkci INF-γ zvyšuje P<0,05(*). U 

zvířat podrobených stresovému omezení nebyl vliv obou antagonistů na produkci INF-γ 

významný a nedosáhl úrovně statistické významnosti. 
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Graf 9. Produkce IL-4 slezinnými mononukleárními buňkami stresovaných a 
nestresovaných zvířat a účinek α adrenergní a dopaminergní antagonizace 
 
 

 
 
 
 
 

IL-4 je zástupcem  Th2 cytokinové skupiny. Graf 9 ukazuje produkci IL-4  slezinnými 

mononukleárními buňkami u kontrolních myší a myší podrobených paradigmatu imobilizačního 

stresu medikovaných fentolaminem (bílé sloupce) a sulpiridem (šedé sloupce). Zvířata byla 

medikována (PHE 5mg/kg, SUL 20mg/kg, 0,2 ml intraperitoneálně. Stres vede k výraznému 

potlačení produkce IL-4 slezinnými mononukleárními buňkami P<0,001 (***) na 25% hodnot 

získaných  u zvířat nevystavených stresu. U těchto zvířat jak supirid, tak i fentolamin vedou 

k výraznému potlačení produkce této molekuly, u stresovaných zvířat jak fentolamin P<0,05 

(*), tak i sulpirid P<0,01 (**) výrazně produkci IL-4 zvyšují. 

 

Vliv stresu na produkci sledovaných cytokinů lze shrnout tak, že dochází k výraznému útlumu 

produkce TH2 cytokinu IL-4 při současném snížení produkce IL-2. Oproti tomu stres vyvolává 
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IL-4. Fentolamin u nestresovaných zvířat snižuje v nižší míře pouze produkci IL-2 a IL-4. U 

zvířat vystavených imobilizačnímu stresu sulpirid zvyšuje produkci IL-2 a IL-4, produkce TNF-

α je naopak snížena. Fentolamin také snižuje produkci TNF-α, současně ale dochází ke zvýšení 

produkce IL-4. U stresovaných zvířat tedy nelze vystopovat výraznější ovlivnění profilu 
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produkovaných cytokinů katecholaminergními antagonisty ve smyslu posunu Th1/Th2 

rovnovány, důležitý se zdá být nález zvýšení produkce Th2 cytokinu IL-4 u stresovaných zvířat 

působením sulpiridu. 

 

 

 

Sledování vlivu akutního a dlouhodobého podávání antidepresiv na Gα 

podjednotkové profily C6 gliomových buněk 

 
Ve studii sledující akutní a dlouhodobé působení sledovaných antidepresivně působících farmak 

byl použit model in vitro C6 gliomové kultury. Konfluentní kultury buněk kultivovaných za 

standardních podmínek byly vystaveny účinkům antidepresiva (konečná koncentrace 1 uM) po 

dobu 24 hod (akutní podávání) nebo 5 dní (AD bylo přidáváno každý den). Protože plný 

antidepresivní efekt nastupuje v průběhu několika týdnů a studium dlouhodobého působení je 

zásadní pro odhad změn in vivo, byl zjišťován efekt dlouhodobého podávání, kdy 5 denní 

expozice in vitro odpovídá 21 dnům podávání in vivo. Ke sledování změn byla použita farmaka 

náležející ke skupině tricyklických antidepresiv imipramin, inhibitor MAOA moklobemid, 

antidepresiv II. generace (mianserin) blokujících α receptory, NaSSA mirtazapin mianserin a 

léky řazené do skupiny SSRI: fluoxetin, sertralin a citalopram. Po skončení kultivace byly 

buňky homogenizovány a připraveny cholátové extrakty z membránových frakcí. Hladiny Gα G 

proteinových podjednotek byly stanoveny metodou ELISA s využitím polyklonálních protilátek 

proti C-terminálním dekapeptidům  a řetězců Gαs, Gαi1,2 a Gαq/11. Daná buněčná linie byla 

použita zejména proto, že C6 gliomové buňky jsou tradičně používány ke studiu 

postsynaptického účinku antidepresiv. Exprimují mimo jiné i podstatné množství β 

adrenoreceptorů, které jsou těsně spřaženy s adenylylcyklázou a byly široce zkoumány jako 

modelový buněčný systém fenoménů desensitizace a down-regulace β-adrenoreceptorů (Chen a 

Rasenick, 1995, Honegger et al., 1996, Fishmann a Finberg, 1997). C6 gliomová linie je dále 

používána ke studiu vlivu antidepresivních léčiv na hladiny Gα podjednotek i jejich další 

reaktivity, použití tohoto modelu tedy umožňuje snazší srovnatelnost výsledků (Toki et al., 

1999). Nověji je C6 gliomová linie používána ke studiu produkce růstových faktorů účinkem 

jak antidepresiv, tak i atypických antipsychotik (Hisaoka et al., 2004, 2006). 
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Graf 10. Akutní a dlouhodobý vliv imipraminu na Gα podjednotkové profily C6 

gliomových buněk 

  

 
 

Působení tricyklického antidepresiva imipraminu při akutním, ani dlouhodobém působení 

nevyvolává statisticky signifikantní změny hladin sledovaných Gα podjednotkových profilů.  

 

Graf 11. Akutní a dlouhodobý vliv citalopramu na Gα podjednotkové profily C6 

gliomových buněk 
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Citalopram, preparát řazený do SSRI třídy antidepresiv při krátkodobém i dlouhodobém 

podávání vyvolává statisticky významné P<0,05 (*) zvýšení hladiny Gαs G proteinových 

podjednotek (graf 11). K významnému ovlivnění hladin podjednotek Gαq/11 a Gαi nedochází. 

Jeho působení je opačné v porovnání se jiným SSRI sertralinem, který při krátkodobém i 

dlouhodobém podávání hladinu Gαs podjednotek snižuje, naproti tomu sertralin zvyšuje hladinu 

Gαq/11 podjednotek, které citalopram signifikantně neovlivňuje. 

 
 

 

Graf 12. Akutní a dlouhodobý vliv sertralinu na Gα podjednotkové profily C6 gliomových 

buněk 

 

 
  

 

24 hodinové působení sertralinu (graf 12), léku farmakologicky řazeného do třídy SSRI  

vyvolává signifikantní P<0,05(*) snížení hladiny Gαs G proteinových podjednotek, které 

přetrvává i po dlouhodobém podávání.  Při dlouhodobém podávání dochází ke zvýšení hladiny 

Gαq/11 podjednotek P<0,05 (*). Vliv sertralinu na hladinu Gαs G proteinových podjednotek je 

tedy opakem vlivu jiného SSRI citalopramu (graf 11), který hladiny Gαs G proteinových 

zvyšuje. Zvýšení hladiny Gαq/11 podjednotek je společné i pro působení fluoxetinu (graf 13). 
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Graf 13. Akutní a dlouhodobý vliv fluoxetinu na Gα podjednotkové profily C6 gliomových 

buněk 

 
 
Fluoxetin, nejdéle používaný zástupce SSRI třídy antidepresiv vyvolává vzestup Gαq/11 

podjednotek při dlouhodobém podávání P<0,05 (*), což je opak akutního působení, kdy 

vyvolává signifikantní snížení jejich hladiny (graf 13). Hladiny podjednotek Gαs a Gαi nejsou 

fluoxetinem ovlivněny. 

 

Graf 14. Akutní a dlouhodobý vliv mirtazapinu na Gα subjednotkové profily C6 

gliomových buněk 
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Blokátor α receptorů mianserin při krátkodobém podávání zvyšuje hladiny Gαq/11 G 

proteinových podjednotek, tento efekt však při dlouhodobém podávání nepřetrvává (graf 14). 

 

 

 

Graf 15. Akutní a dlouhodobý vliv mirtazapinu na Gα subjednotkové profily C6 

gliomových buněk 

 

 

 
 

 

Výsledky zobrazené na grafu 15 ukazují při akutním i dlouhodobém podávání statisticky 

významné P<0,05 (*) zvýšení hladiny Gαq/11  podjednotek působením mirtazapinu. Současně 

dochází k signifikantnímu P<0,05 (*) poklesu hladiny Gαs podjednotek vyvolané jak akutně, 

tak i při dlouhodobém podávání. Profil mirtazapinem vyvolaného ovlivnění G proteinových 

podjednotek při dlouhodobém podávání je obdobný akutnímu efektu, se současným snížením 

hladiny Gαs podjednotek. Profil jeho ovlivnění hladiny G proteinových podjednotek je obdobný 

jako účinek SSRI sertralinu. 
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Graf 16. Akutní a dlouhodobý vliv moklobemidu na Gα podjednotkové profily C6 

gliomových buněk 

 

 
 

Působení inhibitoru monoaminooxidázy A moklobemidu in vitro nevyvolává signifikantní 

změny sledovaných Gα podjednotkových profilů při akutním ani dlouhodobém podávání (graf 

16).  

 

Výše zobrazené nálezy ukazují, že při dlouhodobém podávání in vitro se antidepresiva ve svém 

vlivu na hladiny G proteinových podjednotek dají rozdělit na 4 skupiny: zvyšující hladiny 

Gαq/11 podjednotek (mirtazapin, fluoxetin, sertralin), zvyšující Gαs (citalopram), snižující Gαs 

při zvýšení Gαq/11 (mirtazapin, sertralin) a léčiva hladiny G proteinových podjednotek 

neovlivňující (imipramin, moklobemid). 

 

 

Sledování vlivu dlouhodobého podávání antidepresiv na Gα podjednotkové profily 

v mozku laboratorního potkana 

 
Vzhledem k tomu, že in vitro kultura poskytuje pouze omezenou informaci o působení léčiva in 

vivo, bylo zkoumáno ovlivnění hladiny G proteinových podjednotkových profilů v mozkové 

tkáni laboratorního potkana (graf 14). K studiu odpovědi hladin G proteinů in vivo na 

antidepresivní léčbu látkami řazenými do různých farmakologických skupin byl použit model 
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podávání in vivo po dobu tří týdnů. Antidepresivum bylo přidáno každý den po dobu 21 dní 

(desipramin-25mg/kg, citalopram-5mg/kg,  moklobemid-25mg/kg). Byly použity skupiny 6 

zvířat, kontrolní skupinu tvořila skupina zvířat chovaných za stejných podmínek. Po třech 

týdnech podávání antidepresiva byla zvířata usmrcena, byly vypreparovány mozky a byly 

připraveny membránové extrakty výše popsanou metodikou. Hladiny Gα G proteinových 

podjednotek v membránových extraktech byly stanoveny metodou ELISA s využitím 

polyklonálních protilátek proti C-terminálním dekapeptidům  a řetězců Gαs, Gαi1,2 a Gαq/11. 

 

 

Graf 17. Vliv dlouhodobého podávání antidepresiv (desipraminu, citalopramu a 

moklobemidu) na Gα podjednotkové profily v mozku potkana 

 
 

 
 

 

Výsledky zobrazené na grafu 17 ukazují, že tricyklické antidepresivum desipramin nevyvolává 

výrazné změny hladiny G proteinových podjednotek v mozku laboratorního potkana. 

Citalopram vyvolává signifikantní P<0,05 (*) zvýšení hladin Gαs a Gαi podjednotek při 

současném snížení hladiny Gαq podjednotek. Moklobemid vyvolává v mozku zvýšení hladin 

Gαs a Gαi podjednotek P<0,05 (*). V porovnání odpovědi farmak v obou modelech se ukazuje 

signifikantní vliv moklobemidu in vivo. Citalopram in vivo stejně jako v in vitro kultuře  

signifikantně zvyšuje hladinu Gαs. Na rozdíl od působení in vitro dochází ke zvýšení hladiny 

Gαi podjednotek. Tricyklické antidepresivum desipamin hladiny G proteinových podjednotek 

neovlivňuje ani v jednom z použitých modelů. 
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Vliv dlouhodobého podávání citalopramu na hladiny G proteinových α 
podjednotek in vitro a in vivo   

Vzledem k tomu, že antidepresivní léčba ovlivňuje buněčnou signalizaci nejen v nervovém 

systému, ale i v různých leukocytárních populacích, byl sledován vliv vybraného antidepresiva 

na hladiny G proteinových podjednotek ve slezině (B lymfocytární subpopulace) a brzlíku (T 

lymfocyty) ve srovnání s odpovědí kůry mozku u laboratorního potkana. Byla použita samčí 

zvířata kmene Wistar chovaná za standardních podmínek. Byly použity skupiny 6 zvířat, 

kontrolní skupinu tvořila zvířata chovaná za stejných podmínek bez podávání antidepresiva. 

Použit byl zástupce skupiny SSRI antidepresiv citalopram vzhledem ke svému širokému 

klinickému použití. Po třech týdnech podávání antidepresiva (antidepresivum bylo přidáno 

každý den, 5mg/kg) byla zvířata usmrcena, byly vypreparovány orgány a byly připraveny 

membránové extrakty sleziny, brzlíku a kůry mozku. V extraktech byly stanoveny hladiny G 

proteinových α podjednotek metodou ELISA s využitím polyklonálních protilátek proti C-

terminálním dekapeptidům  a řetězců Gαs, Gαi1,2 a Gαq/11. K porovnání profilu odpovědi 

jsou v grafu 18 uvedeny hodnoty získané v tkáňové in vitro kultuře C6 gliomových buněk. 

 
Graf 18. Vliv dlouhodobého podávání citalopramu na hladiny G proteinových α 

podjednotek v in vitro C6 gliomové kultuře a in vivo v tkáních potkana 

 

 
Výsledky zobrazené na grafu 18 ukazují obdobné  ovlivnění G proteinových profilů se 

statisticky signifikantním P<0,05 (*) zvýšením hladiny Gαs a Gαi G proteinových podjednotek 

ve slezině a kůře mozku při současném snížení hladin Gαq podjednotek v těchto tkáních. 

Srovnání s výsledky in vitro pak ukazuje jistou analogii v odpovědi hladin Gαs proteinových 

podjednotek v odpovědi na dlouhodobé podávání citalopramu v C6 gliomové linii P<0,05 (*), 

kůrou mozku a slezinou laboratorního potkana. 
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Diskuze  
 
Efekt stresu, dopaminergní a noradrenergní blokády na profily Gα 

podjednotek slezinných mononukleárních buněk a cytokinová produkce 

 
V rozvoji reakce na stresový podnět jsou relativně rychle uvolňovány katecholaminy: 

adrenalin, noradrenalin a dopamin. Tyto molekuly jednak systémovou cestou, jednak 

specifičtějším uvolňováním z nervových zakončení regulují komplexní reakci na stresový 

podnět včetně regulace imunitní odpovědi (Stanford, 1995). Stres může mít na imunitní funkce 

vliv imunostimulační či imunosupresivní, v závislosti na druhu, tíži a trvání stresového podnětu 

(Pruet, 2001). Model imobilizačního stresu v trvání 12 hodin byl zvolen na základě zkušeností, 

které ukazují rozporuplné výsledky (imunosuprese vs. imunostimulace) při aplikaci 

šestihodinové, omezení po 24 hodin vykazuje pak znaky závažného zhoršení imunitních funkcí 

na orgánové i buněčné úrovni (Fišerová et al., 2000, Pruet, 2001, Starec et al., 2001). Zvolené 

paradigma kombinuje vliv stresové imobilizace a současné potravní deprivace. Hladiny 

systémově působících hormonů jako CRF, glukokortikoidy a endogenní opioidy uvolňované 

relativně později v průběhu stresové reakce, které mají také významné imunomodulační účinky 

nebyly v našem modelu sledovány. S ohledem na možnost studia Th1/Th2 rovnováhy a odlišení 

vlivu katecholaminů od sumačního vlivu stresu byly ke sledování zvoleny IFN-γ, IL-2, TNF-α 

jako zástupci TH1 skupiny cytokinů a IL-4 jako TH2 cytokin.  

Katecholaminy modulují cytokinovou síť pozitivním i negativním způsobem, za 

nejdůležitější molekuly jsou v tomto ohledu považovány adrenalin a noradrenalin, role 

dopaminu je mnohem méně prozkoumaná (Beck et al., 2004). Glukokortikoidy a katecholaminy 

systémově inhibují produkci IL-12, TNF-α a INF-γ, při současném zvýšení IL-10 a  IL-4 

a vedou tedy k posunu Th1/Th2 na stranu převažující produkce Th2 cytokinů (Calcagni a 

Elenkov, 2006). Tento posun v cytokinové rovnováze chrání organismus v průběhu zánětlivé 

odpovědi, za určitých podmínek však stresové hormony mohou podporovat zánětlivé procesy 

navozením produkce of IL-1, IL-6, IL-8, IL-18 a TNFα. Mezi tyto stavy patří autoimunitní 

procesy, chronické infekce, deprese a ateroskleróza, které mají jako společný rys posun 

Th1/Th2 cytokinové rovnováhy na stranu Th1 cytokinové produkce (Calcagni a Elenkov, 2006, 

Leonard 2006). 

 Imobilizační stres vede ke zvýšení hladin Gαs G proteinových podjednotek ve 

slezinných mononukleárních buňkách (viz graf 3). Toto lze přisoudit aktivaci receptorů 

pozitivně spřažených s adenylylcyklázou, tedy převážně β adrenergních a D1 receptorů. 

Aktivace těchto receptorů je spojována se zvýšením hladin cAMP s následnou aktivací CREB. 

Zvýšení hladiny cAMP je pak spojováno s celkovou imunosupresí včetně potlačení produkce 
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cytokinů v leukocytárních buňkách (Bergquist et al., 2000). Aktivace PKA může navíc 

inhibovat translokaci nukleárního faktoru-κB (NF-κB) zpomalením degradace jeho inhibitoru 

IκB-α (Neumann et al., 1995).  NF-κB je transkripční faktor, který reguluje přepis mnoha genů 

spojenými se zánětlivými procesy včetně produkce cytokinů, jeho aktivace je spojena i 

s agonizací D2 receptorů prostřednictvím tyrozinkinázových kaskád, tato aktivace vyžaduje i 

účast βγ subjednotkového komplexu (Ghosh et al., 1998, Yang et al., 2003).  Synergické 

zvýšení hladin Gαs a  βγ podjednotek jako důsledek expozice imobilizačnímu stresu je 

z výsledků patrné (graf 3). Zvýšení hladin Gαq G proteinových podjednotek vlivem stresu lze 

přisoudit aktivaci α1  adrenoreceptorů, protože fentolamin vede k úplné blokádě vlivu stresu na 

zvýšení hladiny slezinných Gαq podjednotek. U nestresovaných zvířat nejsou podáním 

fentolaminu hladiny Gαq podjednotek signifikantně ovlivněny (graf 1). Prodloužená α 

adrenergní stimulace vyvolává změny v distribuci leukocytů a může navozovat i apoptózu 

(Stevenson et al., 2001). Nález (Gruber-Olipitz et al., 2004) prokazuje při 12 hodinové expozici 

myší zvýšeným hladinám noradrenalinu pouze nevýraznou modulaci genové exprese u genů 

spojených s regulací buněčné adheze a migrace, což je v souladu s dalšími nálezy vlivu α1 

adrenoreceptorů (Jetschman et al., 1997).  U nestresovaných zvířat má fentolamin 

imunosupresivní efekt díky svému vlivu na zvýšení hladin Gαs podjednotek (viz graf 1), což 

může vést k následnému vzestupu cAMP. Fentolamin u nestresovaných zvířat snižuje v nižší 

míře pouze produkci IL-2 a IL-4 (grafy 6 a 9), u stresovaných dochází k snížení produkce TNF-

α (graf 7), současně ale dochází ke zvýšení produkce IL-4. Nelze tedy vysledovat jednoznačný 

vliv fentolaminu na Th1/Th2 cytokinovou rovnováhu. 

Nejdůležitějším výsledkem týkajícím se vlivu stresu a účinku medikace na hladiny 

podjednotek G proteinů je vliv sulpiridu na snížení hladiny Gαi podjednotek při současném 

zvýšení hladiny Gαs podjednotek u nestresovaných zvířat (graf 1) a opačné působení u zvířat 

vystavených imobilizačnímu stresu (graf 3). Po blokádě D2 like receptorů (D2 a D3), které jsou 

negativně spřažené s adenylylcyklázou může docházet ke zvýšení produkce cAMP. U 

nestresovaných zvířat dochází k inhibici efektorové aktivity a cytokinové produkce (grafy 

5,6,7,8,9). Stresem vyvolané imunosupresivní zvýšení Gαs podjednotek je naopak působením 

sulpiridu blokováno a dochází k imunostimulačnímu snížení hladin, navíc dochází ke zvýšení 

hladin Gαi podjednotek, které mohou mít synergický vliv v následné regulaci hladiny cAMP 

(grafy 3 a 4). Tento vztah naznačuje důležitý vliv fyziologických hladin dopaminu působícího 

cestou D2 a D3 receptorů na průběh imunitní odpovědi u nestresovaných zvířat i zvířat 

vystavených stresu. Nejdůležitějším výsledkem na úrovni efektorových funkcí v tomto ohledu je 

nález výrazného potlačení produkce Th1 cytokinu IL-2 (viz graf 6) imobilizačním stresem a 

dopaminergním antagonistou vyvolané navrácení produkce. Sulpirid u nestresovaných zvířat 

zvyšuje hladinu Gαs podjednotek při současném snížení hladiny Gαi podjednotek a blokuje 
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sekreci IL-2, který aktivuje monocyty/makrofágy a tedy další produkci prozánětlivých 

interleukinů na periferii (grafy 1,6). Zvýšení produkce IL-2 u stresovaných zvířat je pak 

v souladu se sulpiridem vyvolaným snížením hladiny Gαs G proteinových podjednotek při 

současném zvýšení hladiny Gαi podjednotek s následným předpokládaným snížením hladiny 

cAMP regulující cytokinovou produkci (viz grafy 6 a 7).  

Na produkci Th2 cytokinů (v našem modelu IL-4) má imobilizační stres negativní vliv 

(viz graf 9). Je prokázána akumulace dopaminu dendritickými buňkami odvozenými od 

monocytů, která je zvyšována forskolinem a D2 receptorovými antagonisty (Nakano et al., 

2009). Antigen specifická reakce mezi naivními  CD4(+) T buňkami a dendritickými buňkami 

odvozenými od monocytů vyvolává uvolnění dopaminu, sulpirid vyvolává Th2 posun v sekreci 

cytokinů (Nakano et al., 2009). Tento nález je v souladu s námi zjištěným zvýšením produkce 

IL-4 vlivem sulpiridu (graf 9). U stresovaných zvířat však blokáda D2 receptorů sulpiridem 

obnovuje i produkci IL-2  a TNF-α (grafy 6 a 7). IL-2 podstatným způsobem reguluje aktivitu 

ostatních imunocytů včetně produkce cytokinů, je jednou z molekul rozhodujících pro rozvoj 

imunitní odpovědi Th1 či Th2 směrem a je zároveň podstatný i pro řízení aktivity buněk 

přirozené imunity jako jsou NK buňky (Carson et al., 1999).  Imobilizační stres má tedy 

prostřednictvím regulace produkce IL-2 výrazně inhibiční vliv na aktivaci CD8+ lymfocytů a 

monocytů, které se uplatňují v cytotoxické komponentě imunitní odpovědi. IL-2 je také důležitá 

molekula v komunikaci mezi imunitním systém a CNS, fyziologické koncentrace stimulují 

sekreci dopaminu neurony in vitro v závislosti na dávce (Alonso et al., 1993). IL-2  také 

vyvolává sekreci ACTH hypofyzárními buňkami analogicky jako stresové podněty (Smith et al., 

1989). Námi zjištěné zvýšení produkce TNF-α vlivem stresu (graf 7) může být také částečně 

přičítáno efektu hladovění v průběhu stresového omezení. Jeho produkce dále může být 

modulována systémovými vlivy, např. účinkem kortikoidů. TNF-α je schopen zvýšit expresi 

iNOS a následným zvýšením produkce NO v modelu imobilizačního stresu, tato zvýšení 

produkce využívá aktivaci NF-κB (Madrigal et al., 2002). Zvýšení exprese iNOS je dáváno do 

souvislosti s mechanismy buněčné toxicity díky podpoře tvorby ROS, již dříve bylo 

demonstrováno zvýšení iNOS vlivem imobilizačního stresu (Olivenza et al., 2000). TNF-α je 

produkován různými buněčnými typy, např. makrofágy, monocyty, B-lymfocyty, T-lymfocyty i 

NK buňkami. Jeho uvolnění může být spojeno s přímou stimulací buněk nebo být součástí 

systémové odpovědi, což se jeví být případ uplatněného stresového paradigmatu. Stres vede ke 

zvýšení hladiny Gβ podjednotek, dostupnost Gβγ dimeru může určovat specificitu signalizace 

dle hladiny podjednotek i specifické spřažení. 

Souhrnem lze konstatovat, že v porovnání obou skupin experimentálních zvířat 

(nestresovaná vs. stresovaná) stres vyvolává zvýšenou produkci prozánětlivých TH1 cytokinů 

TNF-α a IFN-γ při současném potlačení produkce IL-2 a IL-4. Zatímco aplikace fentolaminu 
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nevede ke zřetelnému ovlivnění cytokinové produkce (s výjimkou nesignifikantního zvýšení 

produkce IFN-γ u stresovaných zvířat), sulpirid vyvolává inverzní efekt.  U nestresovaných 

zvířat má sulpirid imunosupresivní vliv a potlačuje produkci cytokinů, u zvířat vystavených 

stresovému paradigmatu vede ke zvýšení produkce IL-2 a IL-4. Profil cytokinového ovlivnění 

nepotvrzuje jednoznačný posun TH1/TH2 rovnováhy expozicí imobilizačnímu stresu v trvání 

12 hodin. Nálezy nicméně poukazují na důležitost dopaminergních GPCR v regulaci cytokinové 

produkce za fyziologických podmínek i v průběhu stresové reakce. Z pohledu problematiky 

deprese se tyto nálezy ovlivnění hladin G proteinových podjednotek a cytokinové produkce 

v průběhu imobilizačního stresu lze pokusit interpretovat jako imunosupresi s významnou 

komponentou dopaminergní regulace, použitím dopaminergního antagonisty lze tuto 

imunosupresi blokovat. V mechanismech stresové regulace se však uplatňuje široké spektrum 

molekul, jejichž hladiny v našem modelu nebyly stanovovány a jež přispívaly k ovlivnění námi 

měřených hodnot buněčné cytokinové produkce. Na imunitní mechanismy mají dále výrazný 

vliv i kontaktní interakce, jež vyplývají z povahy použitého modelu in vivo.  

 

 
Vliv stresu na cytotoxickou aktivitu NK buněk 
 
 

Imobilizační stres vede k výraznému potlačení cytotoxicity efektorových NK buněk 

proti YAC1 cílové buněčné populaci. Ve srovnání s nestresovanými zvířaty klesla aktivita NK 

buněk u stresovaných na hladině významnosti P<0,001 (graf 5). Je prokázána snížená 

cytotoxicita NK buněk vystavením intenzivnímu, dlouhodobému stresu i po kratší expozici 

mírnému stresu, imunosupresivní působení bylo připisováno zvýšeným hladinám CRF a 

kortikoidů (Irwin et al., 1990, Freier a Fuchs, 1994). Na potlačení NK aktivity po vystavení 

stresovému podnětu se patrně podílí jak katecholaminy, tak kortikosteroidy. Podíl jednotlivých 

neuroendokrinních mediátorů je závislý na intenzitě a trvání stresové odpovědi (Wu a Pruet, 

1996, Pruet, 2001). Předchozí experimenty používající dopaminergní a adrenergní agonizaci 

ukázaly podíl těchto receptorových systémů v regulaci cytotoxických funkcí v průběhu stresové 

reakce (Fišerová et al., 1997, Starec et al., 2001).  

Zvýšení cAMP zprostředkované aktivací β adrenoreceptorů a zvýšením hladin Gαs 

podjednotek je asociováno s výraznou inhibicí jejich cytolytických funkcí a celkovou modulací 

buněčných funkcí přirozených zabíječů (Whalen a Bankhurst, 1990, Whalen a Crews, 2000, 

Qiu, 2005). Výrazně snížená aktivita cAMP dependentních kináz je však také spojena s inhibicí 

cytotoxické aktivity, je zjevná těsná regulace hladin cAMP kritických pro efektorové funkce 

NK buněk (Bariagaber a Whalen, 2003). 

Fentolamin u nestresovaných zvířat vede ke zvýšení cytotoxicity, což poukazuje na vliv 

α-adrenergního agonismu na potlačení cytotoxické aktivity. U stresovaných zvířat blokáda α-
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adrenoreceptorů opět vede k zvýšení aktivity. Vzhledem ke stejné proporci zvýšení u 

stresovaných i nestresovaných zvířat však vliv α adrenoreceptorů na cytotoxicitu nelze 

považovat za významný. Toto je v souladu s výsledky (Peng et al., 2004), který neprokazuje 

vliv fentolaminu na potlačení cytotoxicity NK buněk vyvolané noradrenalinem, na rozdíl od  β 

adrenergní blokády propranololem. 

Sulpirid u nestresovaných zvířat inhibuje cytotoxickou aktivitu NK buněk. U 

stresovaných zvířat naopak tuto schopnost obnovuje. Tento nález je v souladu se zjištěnými 

změnami v hladinách Gα G proteinových podjednotek, zvýšení hladin Gαs podjednotek vlivem 

stresu a předpokládané následné zvýšení hladiny cAMP snižuje cytokinovou produkci a 

cytotoxickou aktivitu aktivovaných NK buněk. Naopak snížení cAMP po aktivaci receptorů 

negativně spřažených s adenylylcyklázou (D2) tuto schopnost obnovuje (Witté-Mony, 1990, 

Lokshin et al., 2006). Nález tak opět demonstruje důležitost dopaminergní regulace v průběhu 

stresové reakce pro lymfocytární aktivitu. Snížení cytotoxické aktivity je opakovaně 

prokazováno u nemocných trpících depresivním onemocněním (Zorrilla et al., 2001). Je 

prokázána asociace mezi hladinami prozánětlivých cytokinů (TNF-α, IL-6) a snížením 

cytotoxicity NK buněk u depresivních seniorů (Trzonkowski et al., 2004). Existuje také 

významná spojitost mezi tíží depresivních příznaků, cytotoxickou aktivitou NK buněk a dobou 

přežití u nemocných s různými typy nádorových onemocnění (Steel et al., 2007). Je prokázáno 

zvýšení cytotoxické aktivity NK buněk při antidepresivní léčbě fluoxetinem a paroxetinem 

(Frank et al., 1999). Zajímavým nálezem je také to, že zvýšení cytotoxické aktivity NK buněk je 

spojeno s klinickým zlepšením depresivních nemocných (Frank et al., 2004). Významná je role 

NK buněk v protinádorové imunitě. Infiltrace NK buňkami koreluje s nižším množstvím 

metastáz a nižším stupněm lymfatické invaze např. u nádorů žaludku (Ischigami et al., 2000). Je 

také prokázán klinicky významný efekt dopaminergního antagonisty amisulpridu při léčbě 

depresivních příznaků u onkologických nemocných v průběhu chemoterapeutické léčby (Torta 

et al., 2007). Z vlivu dopaminergního antagonismu, který vede k signifikantnímu zvýšení 

hladiny Gαi podjednotek a blokaci vlivu stresu na hladinu Gαs podjednotek lze vyvozovat 

důležitou úlohu D2 receptorů NK buněk v odpovědi na imobilizační stres, který touto cestou 

vede k výraznému útlumu jejich aktivity. 

Tyto nálezy ukazující potlačení cytotoxické aktivity NK buněk a cytokinové změny u 

akutního stresového modelu poukazují na možnost dlouhodobé porušení regulace aktivace 

buněčné imunity při expozici zvláště dlouhodobému stresu, tato homeostatická deregulace se 

odráží ve snížení aktivity NK populace a mírné redukci jejich počtu. NK buňky jsou citlivým 

markerem expozici stresu a „state markerem“ deprese. 

Data dále ukazují imunosupresivní působení stresové imobilizace, které je 

zprostředkováno do značné míry dopaminergní signalizací. Jak cytokinová produkce, tak i 
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cytotoxická aktivita NK buněk je obnovena blokádou působení stresově zvýšeného uvolňování 

dopaminu. Z tohoto pohledu je vliv klasického neuromediátoru, komplexně zkoumaného hlavně 

v souvislosti s velkými psychiatrickými diagnózami jako jsou schizofrenie a deprese také 

uplatňován v průběhu stresové regulace a podstatnou měrou se podílí na regulaci 

lymfocytárních efektorových funkcí. 

 

Vliv stresu, dopaminergní a noradrenergní blokády na Gα podjednotkové 

profily v mozku 

 
Imobilizační stres použitý v našem modelu vyvolává zvýšení Gαs a Gαq G 

proteinových podjednotek v mozcích stresovaných zvířat ve srovnání s nestresovanými zvířaty 

(viz grafy 2 a 4). Stres, zvláště prostřednictvím zvýšení hladin kortikoidů, je schopný modulovat 

odpověď zprostředkovanou různými typy receptorů spřaženými s G proteiny. V závislosti na 

receptorovém systému moduluje funkci samotného receptoru, G protein či efektorový systém 

(Chauloff, 1995). Kortikosteroidy mění hipokampální odpověď spojenou s aktivací 5-HT1A , D1, 

D2 i β-adrenergními receptory (Roberts et al., 1984, Joëls et al., 1989, Biron et al., 1992, Beck et 

al., 1996). Glukokortikoidy regulují i hipokampální hladiny mRNA pro D1, D2, 5-HT2C a 5-HT1A  

(Biron et al., 1992, Chauloff et al., 1995, Holmes et al., 1995).  

Imobilizační stres vyvolává signifikantní zvýšení Gαs a Gαq podjednotek v mozku 

experimentálních myší (graf 4). Výsledky jsou v souladu s nálezem Wolfganga, který také 

prokazuje zvýšení hladin Gαs a Gαq G proteinových podjednotek v hipokampech potkanů 

vystavených chronickému imobilizačnímu stresu (Wolfgang et al., 1995). Okuhara prokazuje 

zvýšení hladiny Gαs, Gαi a Gαq podjednotek po podání kortikosteronu v hipokampech u 

potkanů, zvýšení bylo závislé na dávce, při nižším dávkování dochází k zvýšení hladin pouze 

Gαs podjednotek (Okuhara et al., 1997). Lee nalezl zvýšené hladiny Gβ podjednotek 

v potkaním mozku vlivem chronického stresu, rozpor s našimi výsledky lze vysvětlit rozdílem 

v použitém paradigmatu, kdy Lee využil omezení v tubě 2 hodiny denně po dobu jednoho 

týdne, navíc odlišoval profil odpovědi v závislosti na oblasti mozku (Lee et al., 2006).  Gannon 

nenalezl změněnou hladinu Gαi ani Gαs podjednotek po adrenalektomii ani vlivem 

kortikosteronu (Gannon et al., 1994). Naše výsledky také neprokazují signifikantní změny 

hladin Gαi podjednotek vlivem imobilizačního stresu, rozdíl v detekci zvýšených hladin Gαs 

podjednotek může být přičítán diurnálnímu kolísání hladin kortikosteroidů a tedy aktuální 

hladině steroidů při odebírání vzorků či jiné dynamice regulace jejich sekrece v průběhu 

stresového omezení. 

Stresem vyvolané zvýšení hladin Gαq podjednotek může být vztaženo k aktivaci 
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serotonergních 5-HT2A pozitivně spřažených s inositoltrisfosfátovým systémem. Na účast 

serotonergního systému lze usuzovat i z nesignifikantního vlivu adrenergní a dopaminergní 

blokády. Rozvoj narušení chování po expozici stresoru u experimentálních zvířat v modelu 

naučené bezmocnosti je spojován s rozvojem hypersensitivity 5-HT2 systému (Nankai et al., 

1995).  Je popsáno uvolnění serotoninu a zvýšení frekvence akčních potenciálů neuronů 

serotonergního dorzálního nucleus raphe při použití paradigmatu naučené bezmocnosti jako 

modelu deprese (Henn et al., 1993). Imobilizační stres vyvolává uvolnění serotoninu v různých 

oblastech mozku včetně hipokampu, amygdalárních jader i zvýšení hladin v mozkomíšním 

moku, toto uvolnění je zprostředkováno i aktivací CRF receptorů (Rueter a Jacobs 1996, Mo et 

al., 2008). Odpověď serotonergního systému je nicméně výrazně závislá na typu a trvání 

stresového podnětu. 5-HT2A  receptorový systém se také podílí na snížení hladin BDNF 

v hipokampu vyvolaném imobilizačním stresem (Vaidya et al. 1999). 

Stresem vyvolané zvýšení Gαs podjednotek je blokováno fentolaminem, je naznačený 

antagonistický vliv stresu a α adrenergní blokády (graf 4). Profil ovlivnění G proteinového 

profilu u nestresovaných a stresovaných zvířat medikovaných fentolaminem je nicméně 

analogický a nepoukazuje tedy na výraznou účast α adrenergního systému při stresové reakci 

(grafy 2 a 4). 

Je navrhována komplexní účast dopaminergního systému, zvláště  mesolimbického 

systému odměny, v etiopatogenezi depresivního onemocnění a odpovědi na antidepresivní 

léčbu. Dopaminergní neurony v centrální tegmentální arei projikující do nukleus accumbens 

jsou považovány za společného jmenovatele na odměně závislého chování, který ve zvířecích 

modelech zprostředkuje odpověď na potravu, sex či návykové látky. V tomto „jednotném 

systému odměny“ hraje ústřední úlohu uvolnění dopaminu v nukleus accumbens a jeho vazba 

na D2 či D3 receptory (Narancho et al., 2001). Je navrhováno, že supersensitivita 

dopaminergního systému hraje významnou roli v mechanismu účinku antidepresiv. Zvýšená 

aktivita cAMP, CREB a zvýšení přepisu BDNF  navozená dlouhodobým podáváním 

antidepresiv má zvyšovat expresi D3 receptorů na neuronech nukleus accumbens (Guilin et al., 

2001, 2003). Tato supersensitivita dopaminergních D2 like receptorů může být společnou cestou 

behaviorálního působení všech antidepresiv (Gershon et al., 2007).  

Stres vede k uvolnění dopaminu v mesolimbických oblastech včetně nukleus accumbens 

a nukleus arcuatus (Zacharko a Anisman, 1991). Potkani vystavení chronickému 

nepředvídatelnému stresu vykazují sníženou odpověď chování závislého na odměně (snížená 

preference sladkých tekutin), toto chování lze zvrátit léčbou antidepresivy v průběhu 7 dní 

(Muscat et al., 1992). Je prokázáno, že antidepresivní léčba zvyšuje expresi D2 a D2 like 

receptorů, uvolňování dopaminu v nukleus accumbens a vazbu na D2 a D2 like receptory (May 

et al., 1998, Lammers et al., 2000). Podání sulpiridu vede při použití výše uvedeného Muscatova 

stresového modelu k akutnímu odeznění snížené preference sladkých tekutin a návratu depresi 
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podobného chování (Sampson et al., 1991). Imobilita v testu nuceného plavání může být také 

redukována podáváním antidepresiv, tento efekt je však blokován injekcí sulpiridu do nukleus 

accumbens (Cervo a Samanin, 1988). Toto je v souladu s daty získanými na léčených 

nemocných, (Willner et al., 2005) ukazuje, že u nemocných depresí léčených antidepresivy 

administrace sulpiridu vyvolá návrat depresivní symptomatiky, zatímco u neléčených 

nedepresivních kontrol vyvolá podání sulpiridu zlepšení subjektivní pohody.  Toto je v souladu 

s navrhovanou teorií antidepresivy vyvolané supersensitivity dopaminergních neuronů. D2/D3 

antagonisté (sulpirid, amisulprid) jsou používáni k léčbě lehčích depresivních stavů (dysthymie) 

vzhledem ke svému bifázickému mechanismu účinku. Při nižších dávkách svojí vazbou na 

presynaptické autoreceptory zvyšují uvolnění dopaminu, ve vyšším dávkování působí 

antagonisticky na postsynaptických receptorech a jsou používáni jako antipsychoticky působící 

léky (Montgomery 2002, Pani et al., 2002). Podání v období antidepresivy navozené 

supersensitivity tedy blokuje behaviorální efekt zvýšené dopaminergní transmise v nucleus 

accumbens.  

V našem stresovém modelu podání sulpiridu vede ke snížení hladiny Gαi a zvýšení 

hladin Gαs podjednotek u nestresovaných myší (graf 2). Tento efekt je očekávatelný s ohledem 

na použité dávkování (20mg/kg), který odpovídá dávkám používaným spíše k léčbě onemocnění 

schizofrenního okruhu, kdy dochází k vysoké vazbě na postsynaptické D2 a D3 receptory a 

blokaci aktivace Gαi kaskády. Toto dávkování v našem modelu bylo voleno s ohledem na 

možnost studia periferních účinků dopaminergní blokády. Imobilizační stres působí výraznou 

aktivaci mesokortikálního a mesolimbického systému, zvýšení hustoty D2 receptorů v nukleus 

accumbens a zvyšuje hladiny metabolitů v mozkomíšním moku (Cabib a Puglisi-Allegra, 1996, 

Cabib et al., 1998).  Role stresu v regulaci centrálního systému odměny je poněkud paradoxní, 

je možné, že aktivace akutním stresem představuje pozitivní zvládací mechanismus, zatímco 

dlouhodobá expozice působí adaptaci a snížení přenosu v této dráze a přispívá tak 

k behaviorálním nápadnostem týkajících se deprese a dalších poruch nálady jako je dysthymie 

(Nestler A Carlezon, 2006). U stresovaných zvířat v našem modelu dochází ke zvýšení Gαi a 

snížení Gαs podjednotek vlivem sulpiridu (graf 4). Vliv sulpiridu lze tedy interpretovat jako 

antagonistický působení stresu, zvláště v ovlivnění regulace cAMP systému, kdy zvyšuje 

hladiny Gαi podjednotek a snižuje hladiny Gαs podjednotek, což také odpovídá zcela opačné 

odpovídavosti u medikovaných nestresovaných zvířat. V hodnocení výsledků je třeba mít na 

zřeteli, že existuje výrazná genetická variabilita exprese dopaminových receptorů i jejich 

reaktivity na stresové podněty u různých kmenů myší (Cabib et al., 1998). Použité CBA/J 

inbrední myši mají nižší hustotu D2 receptorů, jež je vztažena i k nižší odpovědi na stimulaci 

amfetaminem než jiné kmeny (Helmeste a Seeman, 1982).  

Dalším zajímavým výstupem je analogický profil odpovědi v mozku i slezině u 
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stresovaných zvířat i obdobný profil odpovědi na blokádu D2 i α adrenoreceptorů (grafy 3 a 4). 

Nalezené snížení hladin Gαs podjednotek vlivem obou použitých farmak poukazuje na blokaci 

stresem vyvolaného zvýšení v mozku i na periferii.  Změna hladin podjednotek G proteinů 

v CNS a imunitním systému nicméně vykazuje analogii v navození změn hladin podjednotek G 

proteinů vlivem stresu a v reakci na podání sulpiridu a data jsou tak demonstrací obdobné 

regulace na úrovni centrální i periferní v nervovém i imunitním systému.  

 

 

Účinek antidepresiv na G proteinové α podjednotky in vitro a in vivo. 

 
Výzkum antidepresivy vyvolaných změn v CNS prováděný od počátku 80. let prokázal 

antidepresivy vyvolané usnadnění Gαs-adenylylcyklázového spřažení či „couplingu“ jako 

podklad účinku tricyklických antidepresiv a elektrokonvulzivní terapie. Se zavedením nových 

typů antidepresiv s novými mechanismy účinku a rostoucího poznání genové regulace a 

molekulárně biologických mechanismů se výzkum posunul ke studiu ovlivnění komplexních 

pochodů plasticity a neurogenezy. Úroveň G proteinové signalizace a její modulace 

antidepresivy však zůstává významná pro membránové signalizační procesy, regulaci receptorů 

a přenašečů nebo regulaci cytoskeletálních proteinů. G proteiny jsou důležitým prvkem 

submembránové signalizace, které ovlivňují širokou paletu buněčných procesů. Srovnávací 

studie tricyklických antidepresiv a novějších molekul ze třídy SSRI či NaSSA jsou řídké a 

výsledky obtížně interpretovatelné. Aktivace kinásových kaskád antidepresivy je považována za 

rozhodující mechanismus v přenosu signálu z membránových oblastí do jádra. Tyto molekuly 

jsou kritické pro plastické změny v molekulárních komponentech neuronálních signalizačních 

systémů a jejich odpovědi na dlouhodobou antidepresivní léčbu a zároveň důležitými 

signalizačními převodníky v přenosu signálu od membránově vázaných G proteinových 

systémů do jádra (Popoli et a., 2000).  

Relevance dat získaných na izolovaných buněčných systémech a jejich srovnání s daty 

získanými na in vivo modelech může záviset na efektivních koncentracích léčiva v těchto 

systémech. Tkáňové koncentrace antidepresiv v tkáni mozku mohou dosahovat až 6-10x vyšších 

hodnot srovnání s koncentracemi v plasmě (Nagy et al., 1977). Například plasmatická 

koncentrace použitého desipraminu je 0,1-1µM u lidí léčených terapeutickými dávkami, u 

citalopramu dosahuje hladina 9-200ng/ml (Brosen a Naranjo, 2001). Použitá 1µM koncentrace 

v tkáňové kultuře odráží předpokládanou tkáňovou koncentraci v CNS.  Ani rozložení zvláště 

lipofilních léčiv v tkáni CNS však není homogenní a ta budou dosahovat mnohem vyšších 

koncentrací v buněčných membránách než v okolní tkáňové tekutině. Dalším interpretačním 

problémem je metabolismus léčiv in vivo, kdy např. fluoxetin podléhá metabolické přeměně na 
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aktivní metabolit norfluoxetin a řadu dalších neaktivních produktů. Tuto biotransformaci a 

farmakodynamické působení aktivních metabolitů nelze v kultuře in vitro modelovat, zatímco u 

podávání in vivo je nedílnou součástí působení léčiva (Hiemke a Harter 2000).  

 

Tricyklická antidepresiva 

 
Tricyklická antidepresiva imipramin a desipramin použitá in vivo nebo in vitro při 

akutním ani dlouhodobém podávání nevedla k signifikantní změně hladin podjednotek G 

proteinů (grafy 10 a 17). Tento nález je v souladu s mnoha dalšími nálezy, které prokazují 

nevýznamné ovlivnění profilů G proteinových podjednotek tricyklickými antidepresivy (Lason 

et al., 1993, Chen a Rasenick, 1995, Emamghoreishi et al., 1996.) Některé nálezy naznačovaly 

možnost snížení množství Gαs i Gαi podjednotek účinkem antidepresiv (Lesch et al., 1991). 

Pozdější výsledky však nepotvrdily konzistentní profil ovlivnění hladin G proteinových 

podjednotkových profilů tricyklickými antidepresivy (Chen a Rasenick, 1995B, Chen a 

Rasenick, 1995, Emamghoreishi et al., 1996).  Ačkoliv antidepresivní léčba tricyklickými 

antidepresivy nemění hladinu G proteinových podjednotek, bylo nalezeno zvýšení hladin Gαs-

adenylylcyklázových komplexů (Chen a Rasenick, 1995B). 

Nález tak potvrzuje předchozí výsledky v tomto ohledu, že mechanismus účinku 

tricyklických antidepresiv je sice patrně komplexní, na úrovni G proteinové signalizace však 

nedochází k výraznému ovlivnění jejich hladiny. Jak je uvedeno v úvodu, hlavním způsobem, 

jakým patrně tricyklická antidepresiva ovlivňují G proteiny je usnadnění jejich spřažení 

s adenylylcyklázou a tím posílení signalizace v této dráze (Chen a Rasenick 1995, Li et al., 

1997). Dalším mechanismem může být navození přemístění Gαs podjednotek z membránové 

oblasti do cytoplasmy s dalšími funkčními následky, jak je diskutováno níže. 

 

Citalopram 

 
Data, která stanoví ovlivnění množství G proteinových podjednotek citalopramem 

nejsou k dispozici, vyjma nálezu (Garcia-Sevilla et al., 1997) prokazujícímu zvýšení Gαi 

podjednotek v trombocytech nemocných depresí s následným poklesem imunoreaktivity po 

léčbě.  

Zatímco down regulace β adrenoreceptorů tricyklickými antidepresivy je konzistentně 

prokazována, citalopram jako zástupce SSRI antidepresiv hustotu těchto receptorů neovlivňuje 

(Nalepa a Vetulani, 1993, Holoubek et al., 2004). Stejně jako u ostatních zástupců této třídy je 

za hlavní mechanismus účinku považováno zvýšení hladin serotoninu inhibicí jeho zpětného 
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vychytávání. Akutní změny v signalizaci zprostředkované serotonergním systémem vyvolané 

působením antidepresiv a následně zvýšenými monoaminergními hladinami jsou spojeny 

s aktivací α2A adrenoceptorů a 5-HT1A receptorů, somatodendritických autoreceptorů, které 

regulují syntézu a uvolnění neurotransmiterů (Artigas et al., 1996, Esteban et al., 1999). 5-HT1A 

receptory jsou exprimovány  ve vysoké hustotě v hipokampu a jiných částech limbického 

systému a jsou spřaženy s Gαi G proteiny, jejich aktivace působí hyperpolarizaci neuronu a 

snížení frekvence neuronálních akčních potenciálů (Hall et al., 1985, Miller et al., 2001). 

Cremers  prokazuje aktivaci 5-HT1A  autoreceptorů při akutní administraci citalopramu, kdy 

hladiny léku přesahovaly 150 nM (Cremers et al., 2000).   

Elektrofyziologické studie ukazují snížení frekvence akčních potenciálů serotonergních 

neuronů v nukleus raphe po akutním podání SSRI či inhibitorů MAO v mozku hlodavců 

(Quinaux et al., 1982,  Artigas et al., 1996). Snížení frekvence akčních potenciálů v dorzálním 

nukleus raphe je prokázáno i pro citalopram (Millan et al., 2000). Toto snížení aktivity 

serotonergních neuronů, zprostředkované zvýšenými hladinami serotoninu a aktivací 

somatodendritických autoreceptorů s následnou inhibicí jejich aktivity bylo navrženo jako jeden 

z podkladů oddálení nástupu antidepresivního efektu, který je při dlouhodobém podávání 

překonán desensitizací somatodendritických autoreceptorů (Artigas et al., 1996). Snížení 

postreceptorové citlivosti 5-HT1A receptorového systému je prokázáno při dlouhodobém 

podávání SSRI, stejně jako tricyklických antidepresiv jako je desimipramin nebo inhibitorů 

MAOA (Varrault et al., 1991, Newman et al., 1992). Snížená odpověď na serotonergní 

stimulaci poté vzhledem k tomu, že aktivace 5-HT1A receptorového systému je negativně 

spřažená s adenylylcyklázou, vede k posílení přenosu v cAMP regulované dráze. 5-HT1A 

receptory hrají výraznou roli v odpovědi na stres a regulaci HHA osy v průběhu stresové reakce 

i v procesech neurogenezy (Cassano a D’Mello, 2001, Lopez et al., 1998, 1999). Jejich exprese 

je pod tonickým vlivem stresu, snížení kortikoidních hladin expresi zvyšuje, zvýšení má opačný 

vliv (Kuroda et al., 1994).  

Akutní i dlouhodobé působení citalopramu na C6 gliomové buňky zvyšuje hladiny Gαs 

podjednotek (graf 11) na rozdíl od působení fluoxetinu či tricyklických antidepresiv, které 

hladiny Gαs podjednotek signifikantně neovlivňují (grafy 10,13). Tento nález zvýšení hladiny 

Gαs podjednotek byl zjištěn také při podávání in vivo v mozku a slezině u laboratorního 

potkana (graf 17). Na rozdíl od C6 gliomové linie (graf 11) při podávání in vivo citalopram 

signifikantně zvyšuje hladiny Gαi G proteinových podjednotek v mozku a slezině (graf 17 a 18). 

Při srovnání odpovědi hladin podjednotek na působení citalopramu v různých orgánových 

systémech se ukazuje jistá analogie v odpovědi kůry mozku, sleziny a brzlíku (graf 18). Tato 

analogie v odpovědi na dané léčivo v C6 gliomové linii a tkáních potkana in vivo umožňuje 

určitý stupeň srovnání u výsledků získaných na různých modelech. Odpověď také poukazuje na 
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společné regulační mechanismy v odpovědi na antidepresivní léčbu v CNS  a imunitním 

systému. V neuroimunologických membránových regulačních mechanismech se mohou uplatnit 

i jiné molekuly, např. membránová Na+/K+-ATPáza se účastní v mechanismech aktivace a 

proliferace lymfocytů i mozkových buněk v reakci na mitogenní stimulaci (Kovářů et al., 2010). 

Akumulující se důkazy poukazují na signalizační roli Na+/K+-ATPázy a její důležitost pro 

membránový transport, který je závislý i na membránovém fosfolipidovém složení (Anner and 

Volet, 1999, Kovářů et al., 1982, 1997). Tato netradiční role Na+/K+-ATPázy je ovlivněná i 

jejími interakcemi se signalizačními proteiny včetně proteinkináz, membránovými transportéry, 

iontovými kanály a receptorovými komplexy (Xie and Askari, 2002, Liang et al., 2007).  

Nález zvýšení hladin Gαs podjednotek účinkem citalopramu (graf 11) je v souladu 

s nálezy Avissarové, která nalezla sníženou imunoreaktivitu Gαs a Gαi podjednotek 

v leukocytech depresivních nemocných s normalizací hladin i funkce po ECT terapii (Avissar et 

al., 1998). V leukocytech u nemocných se sezónní afektivní poruchou byly nalezeny analogicky 

snížené hladiny Gαs a Gαi podjednotek, které se normalizovaly po dvoutýdenní léčbě světlem 

(Avissar et al., 1999). Tato zjištění ukazují na dysregulaci na úrovni G proteinové signalizace 

periferních leukocytů u depresivních nemocných, která reaguje na antidepresivní léčbu a je tedy 

další ukázkou neuroimunologické komunikace za patofyziologických podmínek i v průběhu 

léčby.  

 Výsledky ukazující zvýšení hladiny Gαs dlouhodobou administrací citalopramu jsou v 

 souladu s nálezy dalších autorů, kteří prokazují posílení signalizace v dráze regulované cAMP 

následkem dlouhodobého podávání antidepresiv či ECT terapie (Menkes et al., 1983, Ozawa 

and Rasenick, 1989,1991,Avissar et al., 1998). Forskolinem stimulovaná produkce cAMP ve 

striatu a nukleus accumbens u potkana je zvýšena jak po podání imipraminu, tak i citalopramu 

(Rogoz a Dziednicka-Wasylewska, 1996). Zvýšení hladin cAMP je považované za jeden z 

hlavních mechanismů, kterým antidepresivní léčba moduluje buněčnou signalizaci a vede 

k ovlivnění transkripce. Dlouhodobé změny aktivity PKA, centrální komponenty cAMP 

signálizačního systému, byly prokázány v  cerebrálním kortexu u potkana při dlouhodobém 

podávání antidepresiv (Perez et al., 1991, Popoli et al., 2000, Hanoune, 2001). Zvýšení 

produkce BDNF jako následek dlouhodobé aktivace cAMP systému dlouhodobou 

antidepresivní léčbou je opakovaně prokázáno (Nibuya et al., 1996, Holoubek et al., 2004, 

Duman a Monteggia, 2006). Je také prokázáno, že dlouhodobá léčba citalopramem je schopná 

zvýšit hladiny mRNA pro BDNF v  hipokampu u potkanů (Russo-Nuestadt et al., 2004). 

Citalopram  ovlivňuje serotonergní neurony nucleus raphe a obrat serotoninu (Millan et al., 

2000). Studie specificky zaměřená na regulaci noradrenergního systému citalopramem ukazuje, 

že dlouhodobé podávání potkanům nezpůsobuje down regulaci β adrenoreceptorů, ale zvyšuje 

odpověď na noradrenergní stimulaci bez ovlivnění hustoty receptorů, s kterými neinteraguje 
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(Nalepa a Vetulani, 1993). Petersen a  Mork nalezli snížení adrenalinem stimulované produkce 

cAMP při extracelulárním měření v potkaním hipokampu (Petersen a  Mork, 1996). Rozpor 

mezi těmito výsledky může odrážet rozdíly v použité metodice, oba však poukazují na modulaci 

noradrenergní aktivity citalopramem in vivo. Studie provedená na C6 gliomových buňkách 

prokazuje snížení hustoty  β adrenergních receptorů  citalopramem stejně jako dalšími 

antidepresivy (Fowler a Bränstrom, 1990). Sapena snížení hustoty β-adrenoreceptorů a snížení 

β-adrenergními receptory vyvolané akumulace cAMP v tkáňových řezech potkaního mozku 

účinkem citalopramu nelézá (Sapena et al., 1994). Neovlivnění hustoty či odpovídavosti 

adrenoreceptorů  je v souladu se současným pohledem, kdy desensitizace β adrenoreceptorů se 

nezdá být nezbytným mechanismem v účinku antidepresiv a důležitější se jeví být ovlivnění 

postreceptorových signalizačních kaskád přenášejícím signál do jaderné oblasti. Důkazem 

tohoto je celá SSRI skupina, primárně blokující vychytávání serotoninu, jež jako celek vykazuje 

v tomto ohledu rozporuplné výsledky, přes svou nespornou antidepresivní účinnost (Honegger 

et al., 1986, Fishman and Finberg, 1987, Emamghoreishi et al., 1996). Vzhledem k tomuto se 

jeví být důležitá regulace exprese a serotoninového transportéru SERT. Regulační oblast SERT 

genu je pod vlivem dráhy závislé na cAMP a dráhy kontrolované PKC, fosforylace vede 

k sekvestraci z membránové oblasti do cytoplasmy (Ramamoorthy et al., 1995). 

Zvýšení hladiny Gαs podjednotek ve slezině laboratorního potkana může mít vliv na 

leukocytární hladiny cAMP které jsou spojovány s celkovou imunosupresí včetně potlačení 

produkce cytokinů v leukocytárních buňkách (Bergquist et al., 2000). Imunomodulační 

působení citalopramu pak může tvořit jeden z jeho mechanismů účinku. 

 

Sertralin 

 
Výsledky ukazují zvýšení hladin volných Gαq/11 podjednotek G proteinových jednotek 

vlivem dlouhodobého podávání sertralinu in vitro (graf 12). Sertralin také významně snižuje 

hladiny Gαs podjednotek při akutním i dlouhodém působení. Tyto nálezy není možné přímo 

srovnat s jinými výsledky, v dostupné literatuře nejsou data zkoumající vliv sertralinu na 

hladinu Gα G proteinových podjednotek. Subakutní podávání sertralinu in vivo působí down-

regulaci β-adrenoreceptorů (Koe a Lebel, 1995). Při dlouhodobé expozici nebyl zjištěn vliv 

sertralinu na monoaminové receptory nebo aktivitu adenylylcyklázy, bylo pozorováno zvýšení 

activity proteinkinázy A ve frontálním kortexu u potkanů (Tadokoro et al., 1997, 1998).  

Důsledkem zvýšení hladin volných Gαq/11 podjednotek může být aktivace kaskády 

PLC, produkce InsP3, aktivace InsP3 receptorů a konečné uvolnění Ca2+  iontů z nitrobuněčných 

reservoárů, tvorba DAG a aktivace PKC viz obr. 5 (Berridge, 1987, Hubbard a Kepler, 2006). 

Následně dochází k aktivaci dalších kinázových kaskád včetně na Ca2+- závislých kináz CaMKI 
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a IV a p38-MAPK  dráhy (Shaywitz et al., 1999,  Hisaoka et al., 2008).  Důležitost Gαq/11 G 

proteiny iniciovaného systému v antidepresivních mechanismech podtrhuje i to, že aktivátory 

PKC (bryostatin-1) mají antidepresivní efekt (Sun a Alkon 2005). Výrazná aktivace PKC je 

spojována s manickými fázemi bipolární afektivní poruchy, lithium normalizuje PKC funkci u 

manických nemocných (Manji a Lenox 1999). Nadměrná aktivace PKC stresem narušuje 

kognitivní funkce frontálního kortexu, inhibice PKC aktivace (např. tymostabilizátory) naopak 

kognitivní funkce chrání (Birnbaum et al., 2004). PKC je také jedním z proteinů fosforylujícím 

SERT, fosforylace vede k sekvestraci transportéru z membrány do cytoplasmy a redukci 

transportu serotoninu (Myers et al., 1989). Dále je prokazována snížená aktivita jednoho 

z hlavních efektorů PKC kaskády, PLC v prefrontálním kortexu postmortem v mozcích 

suicidovaných subjektů; existují však i nálezy, prokazující snížení aktivity PLC vlivem 

fluoxetinu či tricyklických antidepresiv (Pandey et al., 1999, Dwivedi et al., 2002). 

Gαq/11 G proteinová podjednotka může také regulovat nezávisle na výše uvedených 

efektorech MAP kinázovou kaskádu, přesný přenos přenosu signálu zatím není známý, 

pravděpodobný je proces transaktivace receptoru pro epidermální růstový faktor u 

kultivovaných potkaních astrocytů (Peavy et al., 2001). V jiných případech je kritickou 

komponentou ve spřažení těchto kaskád úroveň PKC a regulace pomocí βγ podjednotkového 

komplexu (Hawes et al., 1995). Důležitým místem signalizačního cross-talku je také ovlivnění 

PI3K kaskády (downstreamové kaskády Akt), která  reguluje i signály přežití a je efektorovou 

kaskádou růstových faktorů. Je popsána přechodná aktivace Akt v různých buněčných typech 

mechanismy závislými i nezávislými na Gαq aktivaci (Xie et al., 2000). Zvýšení 

fosfoinositolové signalizace je navrhováno i v behaviorálním působení imipraminu, 

desipraminu, fluoxetinu, paroxetinu a maprotilinu (Tyeryar and Undie, 2007). Akutní 

administrace fluoxetinu je spojena s centrálně zprostředkovanou supresí NK cytotoxické 

aktivity (Pellegrino a Bayer, 1998). 

Při dlouhodobém podávání působení sertralinu odpovídá profilu odpovědi na fluoxetin se 

zvýšením hladiny Gαq/11 podjednotek (Graf 13). Zvýšení hladin Gαq/11  při současném 

snížení hladiny Gαs podjednotek je pozorováno také jako odpověď vyvolaná mirtazapinem 

(Graf 15). 

 

Fluoxetin 
 

Fluoxetin jako nejstarší zástupce třídy SSRI je podrobně zkoumanou molekulou. Je 

poněkud překvapující, že jeho vlivu na G proteinové subjednotkové profily bylo doposud 

věnováno relativně málo pozornosti.  Výsledky ukazují signifikantně zvýšené hladiny Gαq G 

proteinových podjednotek dlouhodobým působením fluoxetinu, který při akutním podávání 
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jejich hladiny snižoval (graf 13). Akutní podávání fluoxetinu  a snížení hladiny Gαq 

podjednotek je spojeno s jejich přesunem do cytoplasmy (Kovářů et al., 1997). Tento bifázický 

efekt může odrážet adaptaci signalizačních komponent při dlouhodobém podávání a je 

v souladu s nálezy in vivo, kdy Kovářů prokázala dynamické změny hladin Gαq and Gαs 

podjednotek periferních krevních granulocytů u nemocných trpících depresí v průběhu léčby 

fluoxetinem ve dnech 3-28 (Kovářů et al., 2000, Kovářů et al., 2005). Nález na úrovni G 

proteinové signalizace je pak v souladu s nálezem na receptorové úrovni, kdy Kong nalezl při 

krátkodobé administraci fluoxetinu down-regulaci 5-HT2C receptorů (spřažených s Gαq/11 

iniciovanou dráhou), zatímco dlouhodobá administrace vede k jejich upregulaci (Kong et al., 

2002). Je opakovaně prokázána schopnost fluoxetinu při dlouhodobém podávání vyvolávat 

hypersensitivitu 5-HT2A receptorů spřažených s Gαq proteiny v kortexu a hypotalamus potkanů 

a prasat (Li et al., 1993). Dlouhodobé podávání fluoxetinu zesilujee 5-HT2A zprostředkovanou 

signalizaci v potkaním frontálním kortexu a nukleus  paraventrikuláris, nebylo však nalezeno 

ovlivnění hladin Gαq/11 G proteinů in vivo (Damjanoska et al., 2003). Náš nález je pak 

v souladu s nálezem (Toki et al., 1999), který neprokazuje signifikantní vliv fluoxetinu na 

hladiny Gαs podjednotek v C6 gliomových buňkách. Data  jsou v souladu s nálezy, které 

navrhují účast Ca dependentních kináz na fluoxetinem vyvolané fosforylaci CREB a ovlivnění  

Gαq/11 kaskády bez výrazných změn v Gαs kaskádě (Tiraboshi et al., 2004). Fluoxetin má 

výraznější vliv na fosforylaci CREB než noradrenergně působící antidepresiva a na této 

fosforylaci se účastní CaMKIV a MAP kinázové kaskády.  Tento poznatek je v širším rámci 

nálezů, které nalézají robustnější efekt fluoxetinu ve srovnání s TCA desipraminem v určitých 

oblastech mozku ve fosforylaci CREB a indukci CREB regulovaných genů (Frechila et al., 

1998, Thome et al., 2000). 

Zvýšení hladin volných Gαq/11 podjednotek, aktivace kaskády PLC a další řetězec dějů 

mohou být analogické výše diskutovaným změnám vyvolaným působením sertralinu. Při 

dlouhodobém podávání tedy působení fluoxetinu odpovídá profilu odpovědi na sertralin a 

mirtazapin se zvýšením hladiny Gαq/11 podjednotek. 

 

 

Mianserin a mirtazapin 

 
Mianserin a mirtazapin při akutním působení vyvolávají zvýšení Gαq/11 

podjednotkových hladin a zároveň snižují hladiny Gαs podjednotek (Grafy 14 a 15). Tento 

profil účinku si při dlouhodobé administraci ponechává mirtazapin, změny vyvolané 

mianserinem při dlouhodobém působení nejsou signifikantní (grafy 14 a 15). Zajímavým 
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nálezem je analogický profil odpovědi vyvolaný mirtazapinem a sertralinem, tedy antidepresivy 

řazenými do odlišných tříd. 

Farmakologický účinek mirtazapinu zahrnuje antagonizaci α2 adrenoreceptorů a 

zároveň blokuje 5-HT2B, 5-TH2C a 5-HT3 receptory, důsledkem je zvýšení noradrenergního a 

serotonergního přenosu (de Boer, 1996). Mirtazapin blokací α2 a 5-TH2C somatodendritických 

autoreceptorů na noradrenergních a dopaminergních neuronech zvyšuje frontokortikální 

dopaminergní a kortikolimbický adrenergní přenos a hladiny noradrenalinu a dopaminu, nikoliv 

však serotoninu, citalopram naopak ovlivňuje serotonergní neurony nucleus raphe a obrat 

serotoninu (Millan et al., 2000). Je prokázáno, že opakované podání mirtazapinu vyvolává 

hyperresponsivitu α1 adrenergního systému, akutní podání vazebné vlastnosti však nemění 

(Mogilnicka et al., 1987, Rogoz et al., 2002). Mianserin, strukturální analog mirtazapinu, který 

má vysokou afinitu k α1  adrenoreceptorům, také vyvolává jejich hyperresponsivitu (Klimek et 

al., 1991). Na druhou stranu, zvýšení hustoty α1 adrenoreceptorů po podávání antidepresiv 

nebylo prokázáno na rozdíl od ECT terapie (Mogilnicka et al., 1987, Stockmayer et al., 1987). 

Je možné, že vzhledem k tomu že antidepresiva vyvolávají hypersensitivitu α1 adrenoreceptorů 

při dlouhodobém podání, mirtazapin který má rychlejší nástup terapeutického účinku než starší 

typy antidepresiv, upreguluje Gαq systém, který je spřažený s α1 adrenoreceptory  již při 

subakutním podání (in vitro 24 hod odpovídá 4-5ti dnům administrace in vivo). Mianserin 

prokazuje stejný efekt jako mirtazapin při subakutním působení. Toto také může vysvětlit to, že 

(Rogož et al., 2002) po jednorázové aplikaci nenalezl behaviorální odpověď. Dlouhodobé 

podávání mirtazapinu a náš nález zvýšení Gαq/11 podjednotkových hladin je v souladu s nálezy 

dalších autorů, kteří prokazují zvýšení tvorby InsP3 nebo stimulaci PLC jako efekt akutní 

administrace mianserinu mechanismem bez účasti receptorů (Osborne etal., 1988). Profil změn 

vyvolaný mirtazapinem a změna hladiny Gαq/11 s vlivem na funkci buněčných kaskád a 

transkripčních faktorů je analogický výše diskutovaným změnám vyvolaných působením 

fluoxetinu. 

 

Moclobemid 

 
Moklobemid při akutním ani dlouhodobém podávání signifikantně neovlivňuje hladiny 

G proteinových podjednotek v kultuře C6 gliomových buněk (graf 16). Tento nález není možné 

srovnat s jinými výsledky v dostupné literatuře. 21 denní podávání potkanovi naopak vyvolává 

signifikantní vzestup hladin Gαs podjednotek při současném zvýšení Gαi podjednotkových 

hladin (graf 17). V potkaním kortexu dlouhodobá administrace, ale nikoliv akutní podávání 

signifikantně zvyšuje vazbu cAMP na PAK (Mori et al., 1998). In vivo dlouhodobé podávání 

moklobemidu vyvolává desensitizaci β-adrenoreceptorů s následným ovlivněním receptorové 
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funkce (Klimek et al., 1991). Aktivita moklobemidu se tedy jeví být vázána pouze na 

přítomnost cílového enzymu monoaminooxidázy A v tkáni s následným ovlivněním hladin 

katecholaminů bez přímého ovlivnění postreceptorové signalizační mašinérie, jak ukazují 

výsledky na C6 gliomové kultuře kde ke změně hladin podjednotek nedochází.  

 

Souhrn 
 

Při srovnání účinků léků, řazených do různých tříd na základě odlišného receptorového 

profilu nejeví třída tricyklických antidepresiv na úrovni G proteinů výraznější efekt při akutním 

ani dlouhodobém působení. Zajímavým nálezem je analogický profil odpovědi vyvolaný 

antidepresivy řazenými do odlišných tříd: mirtazapinem a sertralinem in vitro. Léky řazené do 

stejné skupiny, mianserin a mirtazapin při akutním působení vyvolávají zvýšení Gαq/11 

podjednotkových hladin a zároveň snižují hladiny Gαs podjednotek. V charakteru ovlivnění 

profilu G proteinových podjednotek při dlouhodobém podávání jeví podobnost účinek 

mirtazapinu s vlivem fluoxetinu a sertralinu. Citalopram zvyšuje hladiny Gαs podjednotek a je 

tak v našich výsledcích jediné farmakum, které zvyšuje hladiny proximálních součástí v cAMP 

regulované dráze. Při podávání in vivo citalopram zvyšuje hladiny jak Gαs, tak i Gαi 

podjednotek. Naopak sertralin a mirtazapin in vitro hladiny Gαs podjednotek snižují při 

akutním i dlouhodobém podávání. Při porovnání působení in vitro a in vivo se ukazuje zřejmá 

podobnost odpovědi v případu tricyklických antidepresiv, která hladiny podjednotek významně 

neovlivňují. Nálezy ukazují také, že působení moklobemidu je vázáno na přítomnost MAOA a 

in vitro k odpovědi nedochází. 

Výsledky tak celkově podporují nálezy, které navrhují aktivaci transdukčních drah 

závislou na typu antidepresiva. Rozdíl v G proteinových profilech u léků řazených do jedné 

skupiny a zároveň analogický profil odpovědi u léčiv považovaných za odlišné mechanismem 

účinku naznačuje společné subcelulární cílové kaskády. Na rozdíl od tricyklických antidepresiv 

a MAOA, která ve svém mechanismu účinku in vitro signifikantně neovlivňují G proteinové 

hladiny, novější antidepresiva modulují hladiny G proteinových subjednotek. G proteiny jsou 

proximálními články aktivace kinázových kaskád, rozhodujícími molekulami z hlediska 

mechanismu účinku antidepresivní léčby jsou protein kináza C, cAMP-dependentní 

proteinkináza (PKA) a calcium/calmodulin-dependenní proteinkináza. Tyto molekuly jsou 

kritické pro plastické změny v molekulárních a komponentech neuronálních signalizačních 

systémů a jejich odpovědi na dlouhodobou antidepresivní léčbu a zároveň důležitými 

signalizačními převodníky v přenosu signálu od membránově vázaných G proteinových 

systémů do jádra (Popoli et a., 2001).  
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Další důležitý mechanismus je přímý signalizační cross-talk mezi G proteiny 

zprostředkovanou signalizací a procesy dlouhodobé potenciace a deprese. Tyto fenomény, které 

tvoří jeden z podkladů plastických procesů, jsou u deprese patrně narušeny a tvoří také jeden 

z hypotetických rámců výkladu patofyziologie deprese a účinku antidepresivní terapie. G 

proteiny zprostředkovaná signalizace může interferovat s funkcí zvláště hipokampálních 

NMDA receptorů na několika úrovních (McDonald et al., 2006). Jednak se G proteiny mohou 

vázat přímo na NMDA receptory (Lee a Liu, 2004), dále mohou působit cestou aktivace 

druhých poslů a kináz (PKC, CAMK nebo PAK), které poté fosforylují podjednotky NMDA 

receptoru (Kotecha et al., 2002), aktivací signalizačních kaskád, které mění fosforylaci proteinů, 

jež transportují NMDA receptory do či z blízkosti jiných signalizačních enzymů (Westphal et 

al., 1999), dále aktivací dráh regulujících receptorové kinázy, jež regulují NMDA receptory 

dalšími cestami (Kotecha et al., 2002) či ovlivněním aktinového cytoskeletu, který ovlivňuje 

NMDA receptorovou aktivitu a traficking (Lei et al., 2001). Aktivace PKA prostřednictvím 

dalších adaptorových molekul vede ke zvýšení fosforylace NMDA receptorů (Sveningsson et 

al., 2004). PKA a NMDA receptory jsou výrazně kolokalizovány, což zvyšuje efektivitu i 

pomocí přímé fosforylace NMDA receptorových podjednotek PKA po aktivaci β 

adrenoreceptorů (Raman et al., 1996, Michel a Scott, 2002). Důležitost cAMP-PKA dráhy 

v plastických procesech dokazuje i průkaz snížení časné i pozdní dlouhodobé potenciace 

v hipokampálních synapsích po její inhibici (Otmakhova et al., 2000). V plastických změnách se 

uplatní výrazný cross-talk a koordinace jednotlivých signálních drah v aktivaci distálních 

substrátů a změně genové exprese. Diskutovaná PKA, jež moduluje aktivitu NMDA receptory 

aktivuje CREB, což působí synergicky s facilitací NMDA receptorové funkce, jež 

prostřednictvím MAPK kinázové kaskády také vede k aktivaci CREB (viz obr. 5) (English a 

Sweatt, 1997, Kotecha a McDonald, 2003).  

Další možností ovlivnění je regulace aktivity iontových kanálů a cytoskeletálních 

proteinů (Feldman a Gross, 2007). Tyto kaskády se uplatňují v regulaci komplexních buněčných 

pochodů včetně regulace neuroplastických procesů. Konečný efekt může být pak sumací 

přímého ovlivnění signalizačních komponent, receptorového působení zvýšených hladin 

neurotransmiterů, výslednicí interakce neuron-glie i modulací gliálních funkcí, o čemž 

pojednává další oddíl.  
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C6 gliomová linie a interpretace účinku antidepresiv na Gα podjednotkové 

profily z pohledu modulace funkce glie 

 
 Výše diskutované výsledky mohou být aplikovány i na astrocytární biologii, ovšem se všemi 

interpretačními omezeními, která jsou daná dediferencovanou povahou C6 gliomové linie, jež 

se v některých ohledech liší od nativních astrocytů.  

C6 gliomová linie byla indukována expozicí potkanů Wistar-Furth N,N-nitroso-

methyluree (Benda et al., 1968). Přehled receptorů, adhezních molekul, růstových faktorů, 

cytokinů, produkovanýchovaných enzymů či ektoenzymů u C6 gliomových buněk shrnuje 

(Grobben et al., 2002). C6 gliomové buňky jsou používané jako astrocytární modelová buněčná 

linie při studiu intracelulárních mechanismů účinku antidepresiv, protože v tomto ohledu 

odpovídají obdobně jako primární astrocytární buňky (Menkes et al., 1983, Stone a Ariano, 

1989, Chen et al., 1995A,B, Donati et al., 2005, Hisaoka et al., 2001,Khawaja et al., 2004, 

Hisaoka et al., 2008). Jedná se naopak o model nevhodný ke studiu komplexních povrchových 

interakcí.  C6 gliomová linie se odlišuje od primárních astrocytů např. sníženými hladinami 

konexinů, proteinů účastnících se na udržení gap-junctions spojení, což je dáváno do souvislosti 

se sníženou mezibuněčnou komunikací a zvýšenou expansivitou  růstu nádorových buněk (Naus 

et al., 1991). C6 gliomové buňky byly opakovaně studovány v souvislosti s mechanismy 

hrajícími roli v proliferaci gliových buněk, expresi astrocytárních markerů a signálních 

transdukčních drah (Lee at al., 1992,Coile et al., 1995). C6 gliomové buňky po zvýšení hladiny 

cAMP prodělávají astrocytární diferenciaci, zvyšují hladiny mRNA pro GFAP jež poté 

vystavují na svém povrchu a jsou považovány za modelový systém astrocytární diferenciace, 

který lze monitorovat analýzou exprese GFAP (Segovia et al., 1994, Yanagisava et al., 1999, 

Takanaga et al., 2004).  

Hlavním mechanismem, který ukončuje působení neuromediátorů je jejich vychytávání 

zprostředkované specifickými transportéry mechanismy závislými či nezávislými na sodíku. 

Tyto transportéry, jejichž blokáda je považována za hlavní mechanismus účinku většiny 

antidepresivně působících látek, jsou přítomné na neuronech i astrocytech. Je prokázána 

přítomnost serotoninového transportéru SERT na gliových buňkách (Kimelberg and Katz, 1985, 

Dave a Kimmelberg, 1994, Bal et al., 1997, Inazu et al., 2001). Astrocytární serotoninový 

transportér je citlivý k tricyklickým antidepresivům i SSRI, jeho exprese je pozitivně 

regulovaná FGF (Dave a Kimelberg, 1994, Bal et al., 1997, Kubota et al., 2001). Je prokázána 

přítomnost neuronálního noradrenalinového transportéru NET na gliových buňkách, který 

zprostředkuje i vychytávání dopaminu gliovými buňkami (Takeda et al., 2002). NET, který je  

exprimovaný potkaními kortikálními astrocyty, je citlivý k antidepresivům z různých tříd (TCA, 

SSRI, SNRI) a může se výrazně uplatňovat v kontrole noradrenergní aktivity vychytáváním 
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noradrenalinu, který unikne neuronálnímu uptaku  (Inazu et al., 2003). Noradrenalin přítomný 

na synapsích nebo v extracelulárním prostoru může též být vychytán glií mechanismem 

nazývaným „uptake 2“. Tento „uptake 2“ transportér je inhibován nortryptylinem či jinými 

inhibitory např. noradrenergně působící antidepresivy, toto inhibice může přispívat k akumulaci 

noradrenalinu na synapsích a urychlit tak jejich klinický efekt (Schildkraut and Money, 2004). 

Z hlediska studia mechanismu antidepresivní léčby je tradičně důležitý výzkum exprese 

β-adrenergních receptorů. Astrocyty exprimují jak β1, tak i β2 receptory v mozku a odpovídají 

na působení antidepresiv snížením jejich hustoty (Aoki 1992, Harden a McCarthy, 1982, 

Zaremba a Fishman, 1984, Valeins et al., 1988,  Sapena et al., 1996).  β adrenoreceptory 

izolované z potkaních kortikálních astrocytů jsou však na rozdíl od neuronálních 

vysokoafinitních nízkoafinitní s nižší vazbou agonisty (Sapena et al., 1996, Morin et al., 1997).  

Zvýšení hladin monoaminů inhibicí jejich vychytávání má výrazný efekt na astrocytární expresi 

receptorů a modulaci buněčných signalizačních kaskád. Výsledky několika týmů ukazují, že 

antidepresiva z různých tříd (TCA, IMAO, SSRI) ulehčují aktivaci Gαs  proteinové 

podjednotky a zvyšují hladiny Gαs  podjednotkek v membránové frakci gliomových C6 buněk 

(Menkes et al., 1983, Chen et al., 1995, Donati et al., 2005). Námi nalezené zvýšení Gαs 

podjednotek jako efekt akutního i dlouhodobého podávání citalopramu může vést  ke zvýšené 

generaci cAMP a aktivaci PKA kaskády.  Stimulace β-adrenergních receptorů pozitivně 

spřažených s Gαs a cAMP systémem má výrazný vliv na astrocytární funkce. Po ligaci β 

adrenoreceptorů agonisty je prokázána stimulace adenylylcyklázy, PKA, PKC a MAP kinázy a 

signifikantní zvýšení fosforylace transkripčních faktorů CREB, ATF1, NFκB/IκBα a ELK-1 na 

C6 gliomovém modelu (Storm and Khawaja, 1999). 

Zvýšení hladin cAMP arteficiálně či stimulací receptorů pozitivně spřažených 

s adenylylcyklázou komplexně ovlivňuje gliální funkce. cAMP vyvolává stelaci astrocytů in 

vitro, které přebírají vzhled buněk podobný tomu in vivo, v těchto astrocytárních plastických 

procesech však existuje regionální heterogenita (Won a Oh, 2000). Stelace  je docílena 

depolymerizací aktomyosinových vláken a reorganizací membránových komponent (Baorto et 

al., 1992). Tyto procesy nevyžadují aktivaci proteinkinázy A (Goldman and Abranson, 1990, 

Won a Oh, 2000). Zvýšení cAMP je také asociováno se zvýšením produkce antioxidantů a 

antiapoptotických faktorů a tedy antiapoptotickým efektem v astrocytární populaci, stejně jako 

zvýšením neuroprotekce (Wilson 1997, Junker et al., 2002).  

Vzhledem k navrhovanému komplexnímu vztahu mezi prozánětlivými cytokiny a 

depresí s následným narušením plastických procesů i buněčné životaschopnnosti je podstatná 

regulace produkce těchto molekul v CNS (viz obr. 3). V průběhu přirozeného stárnutí dochází 

k relativní aktivaci glie a zvýšené sekreci prozánětlivých působků včetně cytokinů narušujících 

procesy neuroplasticity (Finch et al., 2003). Astrocyty zde hrají podstatnou úlohu, zvýšení 
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astrocytárního cAMP potlačuje astrocytární expresi genů účastnících se v zánětlivých 

procesech, což může mít dopad v regulaci zánětu a generaci prozánětlivých působků jako je NO 

(Willis a Nisen, 1995, Feinstein et al., 1993,2002). Hlavní populací produkující tyto působky je 

však mikroglie, astrocyty se uplatňují spíše v regulačních pochodech. Jsou však také schopny 

produkovat IL-1 a TNF-α stejně jako mikrogliální buňky. Tyto molekuly zároveň komplexním 

způsobem regulují astrocytární produkci i buněčnou reaktivitu, při zvýšení hladiny cAMP 

dochází k potlačení jejich produkce (Willis a Nisen, 1995, Dayton a Major, 1996, Mrak a 

Griffin, 2005). Astrocyty jsou schopné exprimovat MHC II antigeny a sloužit tedy jako antigen 

prezentující buňky, aktivace β adrenoreceptorů či zvýšení hladin cAMP vede k inhibici jejich 

exprese (Frohman et al., 1988). Další molekulou, která je zvýšeně exprimována v oblasti zánětu 

je ICAM-1, adhezní molekula facilitující vstup leukocytů do oblasti zánětu. Její expresi výrazně 

zvyšují prozánětlivé cytokiny (IL-1, TNF-α, INF-γ) a její ligace na potkaních astrocytech 

produkci těchto cytokinů vyvolává (Lee et al., 2000). Zvýšení hladiny cAMP je opět schopné 

potlačit prozánětlivými cytokiny vyvolanou expresi adhezních molekul (Ballestas a Benveniste, 

1997).  

Vliv antidepresiv na gliální prozánětlivou produkci není příliš prozkoumaný, je ale 

potvrzeno, že  amitriptylin inhibuje sekreci IL-1 a TNF-α ve směsné gliální a mikrogliální 

kultuře, (Obuchovicz et al., 2006). Venlafaxin ve směsné kultuře astrocyt-mikroglie má také 

výrazný protizánětlivý efekt, snižuje produkci zánětlivých cytokinů a mikrogliální fenotypové 

změny (Vollmar et al., 2008). TCA jako je klomipramin a imipramin snižují zánětlivou aktivaci 

mikroglie a produkci oxidu dusnatého a zánětlivých cytokinů v CNS (Hwang et al., 2008).  U 

aktivované mikroglie produkci IL-6 a oxidu dusnatého snižuje jak  imipramin, tak i  fluvoxamin 

a inhibitor vychytávání noradrenalinu reboxetin (Hashioka et al., 2007).  

K potlačení produkce prozánětlivých cytokinů dochází aktivací CREB v gliových 

buňkách, které vede jak ke snížení produkce IL-1, tak i TNF-α (Zhao a Brinton 2004). Někteří 

autoři astrocytům přisuzují dominantní úlohu v sekreci TNF-α, kterými je konstitutivně 

exprimován (Stellwagen a Malenka, 2006). Transgenní myši, hyperexprimující TNF-α mají 

narušené paměťové procesy a zvýšené hladiny TNF-α ovlivňují produkci BDNF a NGF, 

pravděpodobně v závislosti na dávce (Aloe et al., 1999). Jeho další úloha je v regulaci 

akumulace AMPA receptorů na neuronálních membránách a regulace odpovědi na uvolněný 

glutamát (Beattie et al., 2002, Stellwagen a Malenka, 2006). Zajímavý nález Stellwagena a 

Malenky demonstruje při blokádě neuronální aktivity zvýšenou sekreci TNF-α gliovými 

elementy s následnou zvýšenou TNF-α vyvolanou akumulací AMPA receptorů a zvýšením 

synaptické síly a tedy roli v synaptickém scalingu (Stellwagen a Malenka, 2006). V neposlední 

řadě je prokázán proapoptotický vliv TNF-α na neuronálním i gliovém modelu (Varfolomeev et 

al., 2004). Při patologických podmínkách astrocyty exprimují iNOS, nadměrná produkce NO 
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může mít neurotoxické působení, zvýšení hladin cAMP, aktivace PKA či agonizace β 

adrenoreceptorů výrazně expresi iNOS snižuje (Pahan et al., 1997, Feinstein et al., 1993,2002).  

Zvýšení hladin Gαq/11  podjednotek vyvolané dlouhodobým podáváním  fluoxetinu, 

sertralinu a mirtazapinu C6 gliomovým buňkám může vést k aktivaci několika signalizačních 

kaskád, včetně PKC a  Ca2+- závislých kináz CaMKI a CaMKIV (Berridge 1987, 1993, Balshaw 

et al., 2002). Gαq/11  podjednotka také reguluje nezávisle na výše uvedených efektorech MAP 

kinázovou kaskádu. Přesný přenos signálu zatím není známý, pravděpodobný je proces 

transaktivace u kultivovaných potkaních astrocytů (Peavy et al., 2001). V gliových buňkách se 

PKC účastní procesů proliferace, exprese GFAP a glutamin syntázy, jednotlivé isoformy PKC 

jsou rozdílně exprimovány v diferencovaných a nediferencovaných buňkách (Brodie et al., 

1998). C6 gliomové buňky byly opakovaně použity jako modelový systém při studiu role PKC 

v procesech proliferace a diferenciace vzhledem k podobnosti ke gliovým buňkám in vivo (Lee 

et al., 1992). V astrocytech se PKC dále účastní procesů stelace a je patrně jedním z klíčových 

regulátorů astrocytární morfologické plasticity, který interaguje s celou řadou cytoskeletálních 

komponent a je regulátorem tubulinové, aktinové a GFAP dynamiky (Burgos et al., 2007). 

Astrocytární diferenciace C6 gliomových buněk je spojena se zvýšením hladin PKC 

(Yoshimura et al., 1997). PKC dále funguje jako regulátor astrocytární odpovídavosti na  

prozánětlivé stimuly s výrazným vlivem na inhibici Rho-A (jde o rodinu malých G proteinů, 

které jsou klíčovými regulátory buněčného tvaru) (Burgos et al., 2007). V C6 gliomových 

buňkách se PKC uplatňuje při regulaci genové exprese GDNF (Yu et al., 2006). Zajímavou 

oblastí signalizace využívající PKC jsou procesy astrocyto-neuronálních fokálních interakcí a 

iniciace synaptogeneze. Astrocyty interakcí s neuronálním integrinovým receptorem globálně 

aktivují PKC prostřednictvím kaskády kyseliny arachidonové s následným ulehčením vzniku 

excitačních synapsí (Hama et al., 2004). 

Stimulace PKC v astrocytomových buňkách podporuje syntézu a sekreci neurotrofních 

faktorů včetně NGF a BDNF. Na produkci BDNF se podílí jak PKC, tak i adenylylcykláza, 

regulace syntézy NGF je pod kontrolou pouze PKC  (Miklic et al., 2004, Saito et al., 2006). 

Astrocyty v kultuře exprimují na sodíku závislé serotoninové transportéry; fosforylace SERT 

proteinkinázou C či translokace PKC z cytoplasmy do membránové oblasti snižuje vychytávání 

serotoninu (Kimelberg and Katz, 1985, Myers et al., 1989, Inazu et al., 2001). Proteinkináza C 

se také účastní v down regulaci β adrenoreceptorů, inhibice PKC snižuje isoprotenolem a 

desipraminem vyvolanou down regulaci β adrenoreceptorů v gliomových buňkách a vyústí 

v prodloužené potlační transkripce daného receptoru (Manji et al., 1991, Li et al., 1998, Leavitt 

et al, 2001). Aktivace signálních drah spojených s uvolněním Ca2+ iontů a zvýšení gliálních Ca2+ 

koncentrací se může šířit k sousedním astrocytům skrze gap junctions jako “Ca2+ vlna” a měnit 
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odpovídavost astrogliálního syncytia a uvolnění gliotransmiterů jako je glutamát či D-cykloserin 

(Araque et al., 1999, Parpura and Haydon, 2000, Perea and Araque, 2005A,B, 2007).  

Vzhledem k řadě důkazů, poukazujícím na důležitost glutamátergního 

neurotransmiterového systému v patofyziologii poruch nálady a klíčové roli astrocytů v 

metabolismu glutamátu je studována jejich role v těchto komplexních procesech (Paul a 

Skolnick, 2003, Müller a Schwartz, 2007). Následkem dlouhodobého stresu astrocyty v 

hipokampu zvyšují expresi glutamátového transportéru GLT-1 u hlodavců. Bylo navrženo, že se 

jedná o kompenzatorní mechanismus hladin extracelulárních monoaminů v průběhu stresové 

reakce, léčba antidepresivně působícím tianeptinem  stresem vyvolané zvýšení exprese GLT-1 

blokuje (Reagan et al., 2004). Zvýšení hladin cAMP kromě výše diskutovaných mechanismů 

dále prostřednictvím GFAP ovlivňuje expresi lidských transportérů EAAT1 a EEAT2 (u 

hlodavců GLAST a GLT1) a tedy vychytávání glutamátu. Toto může ovlivnit účast astrocytů 

v plastických procesech a dokonce přenos a uchování synaptické informace (Gochenauer a 

Robinson, 2001, Perea a Araque, 2005, 2007). Astrocyty uvolněný glutamát působí na NMDA 

receptory a tímto způsobem nepřímo reguluje excitabilitu sousedních neuronů a může též mít 

vliv na neuronální synchronizaci. Někteří autoři astrocyty považují za zavzaté ve zpracování 

informací (Perea a Araque, 2005, 2007). Nadměrná aktivace neuronálních NMDA receptorů 

může vést k zvýšení neuronálního CA2+ a zahájení řetězu komplexních pochodů, které vedou 

k buněčné smrti (Doble, 1999). Astrocyty zabraňují vychytáváním nadbytečného glutamátu jeho 

excitotoxickému působení, glutamát aminací transformují na neaktivní glutamin a uvolňují jej 

zpět neuronům k opětovnému použití (Anderson, 2000). 

Nedostatečná schopnost přestavby neuronální sítě v závislosti na aktivitě je považována 

jako jeden z možných podkladů narušení plastických pochodů a neurobiologický substrát 

deprese. Stres má výrazně negativní vliv na tyto procesy, ovlivnění neuronálních funkcí s 

neuronální atrofií a reorganizací dendritů v hipokampu a prefrontálním kortexu je všeobecně 

přijímáno (Nestler et al., 2002, Sheline, 2003, Cook a Welman, 2004). Podání antidepresiv pak 

zvyšuje expresi proteinů selektivně spřažených s plastickými procesy a zvyšuje tak synaptickou 

konektivitu a podporuje procesy neurogenezy (Sairanen et al., 2007). Snížení produkce 

růstových faktorů glií následkem zvýšených hladin kortikoidů může také přispívat k poruše 

neuroplastických procesů. Narušení astrocytárních funkcí může také přispívat k narušení 

strukturální plasticity, toto narušení může odrážet snížení jejich celkových počtů, jak je uvedeno 

v úvodu. Neurotrofiny obecně, zvláště však BDNF, jsou potentní morfogenní regulátory 

výrazně regulované aktivitou neuro-astrocytární sítě, stimulují tvorbu nových synaptických 

kontaktů a mají výrazný modulační efekt na přestavbu a stabilitu hipokampálních, kortikálních 

axonů i dendritů v pre- i postsynaptické oblasti (Alsina et al., 2001). Neurony mohou zpětně 

uvolňovat neurotrofiny, které zpětně signalizují nesynaptickým neuronům. Vzhledem k tomu, 

že neuronální sekrece neurotrofinů je výrazně závislá na aktivitě, je důležité zapojení astrocytů 
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v regulaci neuronální excitability, glutamátovém cyklu a regulaci funkce NMDA receptorů 

uvolňováním koaktivátorů NMDA receptorů (glycin, ATP). Tyto procesy umožňují kontinuální 

přebudovávání synaptických zakončení v závislosti na aktuálně přítomném stupni aktivace 

v závislosti na vzorci zkušenosti. BDNF usnadňuje procesy dlouhodobé potenciace a oslabuje 

procesy dlouhodobé deprese, u myší knokautovaných v genu pro BDNF jsou tyto procesy po 

vysokofrekvenční stimulaci oslabeny (Carter et al., 2002).   

S ohledem na výše uvedené je zkoumána produkce neurotrofinů obecně či specifičtěji 

BDNF gliovými elementy po expozici katecholaminům. Všechny monoaminy jsou schopny 

významně zvýšit astrocytární produkci a sekreci BDNF. Je možná existence pozitivní zpětné 

vazby mezi úrovní neuronální monoaminergní aktivity a astrocytární neurotrofní podpory, která 

může hrát důležitou dynamickou roli v zprostředkování neuronální plasticity a trofických funkcí 

v mozku (Juric et al., 2006). Inkubace astrocytů s noradrenalinem či β adrenergními agonisty 

výrazně zvyšuje hladinu mRNA pro BDNF a NGF (Schwartz et al., 1994, Schwartz et Nishiama  

1994). C6 gliomové buňky po stimulaci 5-HT2A receptorů serotoninem též zvyšují expresi 

mRNA pro BDNF (Meller et al., 2002). Je také demonstrován výrazný vzestup produkce BDNF 

kortikálními astrocyty po dopaminergní stimulaci (Miklič et al., 2004). V intracelulární regulaci 

astrocytární BDNF produkce se uplatňují dvě paralelní signalizační kaskády: Gαs iniciovaná 

kaskáda aktivující  adenylylcyklázu a Gαq kaskáda s aktivací  proteinkinázy C (Jurič et al., 

2008). Výsledky ukazují při dlouhodobé administraci antidepresiv zvýšení hladin Gαq 

podjednotek (mirtazapin, fluoxetin) a Gαs podjednotek (citalopram). Toto naznačuje možný 

synergistický efekt na produkci BDNF v astrocytech při dlouhodobé antidepresivní medikace 

přímým vlivem na signalizační komponenty a zároveň antidepresivní léčbou zvýšených 

extracelulárních monoaminergních hladin.  

 

Závěr 

 
Depresivní onemocnění představuje patrně syndrom, který zahrnuje různé endofenotypy, spíše 

než uniformní onemocnění. Neurochemické změny pozorované u deprese zahrnují změny 

v monoaminergních okruzích, zánětlivé změny, poruchy hormonální regulace. Mnoho nálezů 

ukazuje na důležitost stresu v rozvoji onemocnění a na přítomnost zánětlivého podílu 

v etiopatogenezi onemocnění. Předkládaná práce zaměřující se na experimentálně vyvolané 

změny hladin α podjednotek G proteinů studuje změny na jednom z kritických míst přenosu 

informace ze systémové úrovně na úroveň buněčnou. Byl zkoumán vliv stresu na hladiny 

podjednotek G proteinů v mozku a slezině experimentálních myší, u izolovaných leukocytů byla 

sledovány i efektorové funkce jako je cytokinová produkce a cytotoxicita lymfocytární 

subpopulace NK buněk v návaznosti na podjednotkové změny. V tkáňové C6 gliomové kultuře 
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a tkáních potkana byl sledován vliv antidepresiv na α podjednotky G proteinů při krátkodobém i 

dlouhodobém podávání. Mezi hlavní závěry patří:  

 

12-ti hodinový imobilizační stres u experimentálních myší vyvolává významné zvýšení Gαs a  

Gαq podjednotek ve slezině i mozku experimentálních zvířat. Na hladinu podjednotkových 

profilů má významný vliv i účinek dopaminergní blokády, podání sulpiridu vede u 

nestresovaných zvířat ke zvýšení hladiny Gαs a snížení hladin Gαi podjednotek, u stresovaných 

zvířat naopak blokuje imunosupresivní efekt stresové imobilizace a zvyšuje hladiny Gαi 

podjednotek při současném výrazném snížení hladiny Gαs podjednotek. Toto je v souladu 

s obecně přijímaným imunosupresivním vlivem stresu, nález tak ukazuje na důležitost 

dopaminergním komponenty ve stresové odpovědi. 

 

Sledované buněčné efektorové funkce jsou s výše uvedenými nálezy v souladu. Cytotoxicita 

NK buněk byla imobilizací výrazně potlačena, sulpirid zde v souladu s nálezem změn hladin G 

proteinových podjednotek cytotoxickou aktivitu u nestresovaných zvířat inhibuje, naopak u 

zvířat vystavených imobilizačnímu stresu vede ke zvýšení cytotoxicity. Z pohledu problematiky 

deprese je zajímavé, že dvanáctihodinový imobilizační stres zvyšuje u slezinných 

mononukleárních buněk zvýšenou produkci  prozánětlivých TH1 cytokinů TNF-α a IFN-γ při 

současném potlačení produkce IL-2 a IL-4. Zatímco aplikace fentolaminu nevede ke zřetelnému 

ovlivnění cytokinové produkce, sulpirid vyvolává inverzní efekt.  U nestresovaných zvířat je 

sulpirid imunosupresivní a blokuje produkci cytokinů, u zvířat vystavených stresovému 

omezení vede ke zvýšení produkce IL-2, TNF-α a IFN-γ, do menší míry i IFN-γ. Tyto výsledky 

ukazují důležitost stresové dopaminergní komponenty na regulaci leukocytárních funkcí i vliv 

dopaminergní regulace na lymfocytární funkce bez vlivu stresu. 

 

V mozcích experimentálních zvířat imobilizační stres zvyšuje hladiny Gαs a Gαq podjednotek, 

vliv dopaminergní antagonizace je analogický změnám pozorovaným ve slezině se zvýšením 

hladiny Gαs a snížením Gαi hladin u nestresovaných zvířat a opačným působením u zvířat 

vystavených imobilizačnímu stresu. Při srovnání změn G proteinových profilů je zajímavý 

analogický profil v CNS a imunitním systému, stejně jako obdobný profil odpovědi na 

dopaminergní antagonizaci. Výsledek ukazuje na dysregulaci dopaminergního systému 

vyvolanou stresem, kdy antagonizace D receptorů vede k jistému odstranění vlivu stresu. 

 

Vliv antidepresivních léků na C6 gliomovou buněčnou linii ukazuje zvýšení hladiny Gαq 

podjednotek při akutní i dlouhodobé inkubaci s mirtazapinem a sertralinem, kdy zároveň 

dochází k snížení hladiny Gαs podjednotek. Fluoxetin jeví bifázický profil odpovědi se 
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snížením hladin Gαq při krátkodobém podávání, které se mění při dlouhodobé inkubaci na 

zvýšení hladin. Citalopram zvyšuje hladin Gαs podjednotek in vitro i in vivo. Mirtazapin a 

sertralin zvyšují hladiny Gαq podjednotek při dlouhodobém podávání, stejně jako fluoxetin. 

Všechny tyto nálezy demonstrují přímé ovlivnění G proteinů, které je nezávislé na inhibici 

uptaku neurotransmiterů či interakci s receptory. Dále poukazují na selektivní modulaci 

odlišných signalizačních kaskád jednotlivými léčivy, toto ovlivnění se sbíhá na úrovni 

transkripčních faktorů a následné modulaci přepisu genů spojenými s plastickými procesy. 

Použitý model gliomové buněčné linie dává též možnost studia změn v gliální populaci, jež se 

jeví být z pohledu problematiky deprese perspektivním cílem jak z hlediska výzkumného, tak i 

vzhledem k potenciální terapeutické využitelnosti modulace gliových funkcí antidepresivně 

působící medikací. V návaznosti na výsledky jiných skupin se zdá být významná produkce 

růstových faktorů astrocytárními buňkami po podání antidepresiva, na jejíž stimulaci se může 

podílet i modulace hladin G proteinových podjednotek. 

 

Nálezy in vivo ukazují analogie v odpovědi hladiny Gαs podjednotek G proteinů 

v mozku a slezině jako odpověď na antidepresivní léčbu. Zvýšení hladiny Gαs podjednotek ve 

slezině laboratorního potkana může mít vliv na leukocytární hladiny cAMP které je spojováno 

s celkovou imunosupresí včetně potlačení produkce cytokinů v leukocytárních buňkách. Tento 

mechanismus se může uplatňovat i v CNS, kde může též docházet k modulaci produkce 

prozánětlivých molekul nonneuronálními buněčnými elementy. Imunomodulační působení 

citalopramu pak může tvořit jeden z jeho mechanismů účinku, který může působit synergicky 

s jeho vlivem na hladiny neurotransmiterů a ovlivněním receptorových systémů. 

 

 Perspektivy oboru 

 
Přes rozsáhlý výzkum neurobiologie deprese se doposud nedaří vytvořit jednotný 

koncept, který by širokou paletu v některých ohledech rozporuplných nálezů sjednotil. Tato 

obtíž na jedné straně odráží heterogenitu depresivního syndromu, na druhé naše stále limitované 

poznání této komplikované poruchy. Depresivní onemocnění se jeví alespoň u části nemocných 

jako systémová dysregulace, která se odráží ve fungování všech hlavních homeostatických 

systémů: nervového, endokrinního i imunitního. Je nutné vnímat fungování těchto systémů jako 

vzájemně provázaný celek, který je těsně vzájemně regulován v zájmu zachování homeostázy 

na všech úrovních od zabezpečení obranyschopnosti po regulaci vnitřního prožívání a emotivity. 

Tyto systémy spolu vzájemně interagují při vyrovnávání se s vnějšími i vnitřními stresory. Část 

těchto podnětů vyvoláním stresové reakce, díky specificitě reaktivity daného subjektu může 

původně adaptivní mechanismus v dlouhodobém průběhu převést na změnu nastavení 
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fungování neuroendokrinního systému a na změnu v regulaci emocí a prožívání a následně 

v manifestaci depresivního syndromu. 

  Akumulující se poznání poukazuje na roli zánětlivých působků, zvláště cytokinů, které 

mohou působit jako druh vnitřního stresoru narušujícího neurochemické procesy, který může 

působit současně s jinými mechanismy narušujícími procesy neuroplasticity. Rostoucí poznání 

biologie nonneuronální populace, zvláště gliových astrocytárních buněk ukazuje jejich 

komplexní interakce s neurony. Porozuměním komplexním regulačním mechanismů v prostředí 

CNS znemožňuje porozumění neuronálním funkcím bez toho, aby prostředí CNS bylo vnímáno 

jako celek. Mínění, které považuje pouze neuronální populaci za substrát depresivního 

syndromu již není dobře udržitelné, onemocnění se zdá odrážet i změny v gliových populacích.  

 Schopnost organismu adaptivně reagovat na změny prostředí vyžaduje nezbytný 

adaptivní potenciál na úrovni psychologické, na neurobiologické úrovni představovaný 

neuroplastickými procesy. Farmakologický zásah do těchto mechanismů pak ukazuje tendenci 

k podpoře těchto procesů v modulaci funkce neuronální i gliální či blokádou negativně 

působících systémových faktorů (stres).  

Akumulující se poznání signalizačních mechanismů a jejich narušení u depresivního onemonění 

naznačuje jako jednu možnost sledování funkčního stavu signalizačních submembránových 

pochodů i měření hladiny G proteinových podjednotek. Je možné, že tyto biochemické markery 

lze použít jako „state markery“ a jejich hladiny korelovat se stavem onemocnění a 

odpovídavostí na antidepresivní terapii, stejně jako sérové hladiny neurotrofních molekul (např 

BDNF) (Schreiber a Avissar, 2000, Sen et al., 2008). 

V budoucnosti se tedy jeví perspektivním směr odhalování možnosti ovlivnění 

systémových pochodů i regulaci funkce imunitního systému u depresivních nemocných 

psychofarmaky. Stejně tak je věcí dalšího výzkumu i identifikace molekul a farmak, které 

působí modulačně na funkci neuronů i gliových buněčných elementů a ovlivňují produkci např. 

neurotrofních molekul či mění jejich reaktivitu, jak v průběhu rozvoje depresivního 

onemocnění, tak i v odpovědi na různé léčebné modality. 
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Summary 

Depression is a complex disorder related to chronic inflammatory 

processes, chronic stress changes and a hippocampal response. 

There is a increasing knowledge about the role of glial cells in 

nutrient supply to neurons, maintenance of synaptic contacts and 

tissue homeostasis within the CNS. Glial cells, viewed in the past 

as passive elements with a limited influence on neuronal 

function, are becoming recognized as active partners of neurons 

and are starting to be discussed as a possible therapeutic target. 

Their role in the pathogenesis of depressive disorders is also 

being reconsidered. Attention is devoted to studies of the 

different types of antidepressants and their effects on 

transmembrane signaling, including levels of  subunits of G 

proteins in C6 glioma cells  as a model of postsynaptic 

changes . These models indicate similarities in 

antidepressant effects on G proteins of brain cells and effector 

cells of natural immunity, natural killers and granulocytes. Thus, 

an antidepressant response can exhibit certain common 

characteristics in functionally different systems which also 

participate in disease pathogenesis. There are, however, 

differences in the astrocyte G-protein responses to 

antidepressant treatment, indicating that antidepressants differ in 

their effect on glial signalization. Today mainstream approach to 

neurobiological basis of depressive disorders and other mood 

illnesses is linked to abnormalities in transmembrane signal 

transduction  G-protein coupled receptors. Intracellular 

signalization cascade modulation results in the activation of 

transcription factors with subsequent increased production of a 

wide array of products including growth factors and to changes in 

cellular activity and reactivity. 
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Depression as a systemic disorder 
 

Depression is one of the most prevalent mental 
disorders and one of leading causes of morbidity, 
mortality and economic burden worldwide. During four 
decades of research, biochemical research of depression 
has focused on the monoamine neurotransmitters and 
their receptors, in the past decade on receptor 
transduction mechanisms and intracellular signalization 
cascades (Avissar and Schreiber 2002, 2006). The family 
of G- proteins is a crucial convergence point in the signal 
transduction from many extracellular primary messengers 
to the intracellular second messengers and cell response 
(Ková  and Ková  2005). G-protein measurement is 
applied as one of state markers of depressive patients or 
subjects under antidepressant, lithium or electro-
convulsive treatment (Avissar and Schreiber 2002, 2006). 
Besides biochemical research, many other approaches 
contributed significantly to the understanding of 
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depression, one of the most fruitful contributions to this 
comprehension came from the field of 
psychoneuroimmunology and neuroimmunology 
(Haddad et al. 2002, Tafet and Bernardini 2003, 
Schiepers et al. 2005, Havrdová 2005).  

Considerable evidence points to some 
similarities between depression and an inflammatory 
response (Leonard 2006). So-called �sickness behavior� 
which is phenomenologically similar to depression with 
fatigue, anhedonia, loss of energy and anorexia as the 
prominent features is linked to increased levels of pro-
inflammatory cytokines such as IL-1, IL-6 or TNF  on 
the periphery, or within CNS (Kelley et al. 2003, 
Schiepers et al. 2005). Main producers of cytokins on the 
periphery are activated macrophages and T- and B-cells, 
in the CNS the activated microglial cells (Hauwel et al. 
2005, Shiepers et al. 2005). Chronic inflammatory 
diseases, e.g. rheumatoid arthritis, are often accompanied 
by depression (Covic et al. 2006). Some of the immune 
system cells, e.g. granulocytes or natural killers, show 
during the course of depression and antidepressant 
treatment responses in many ways similar to the brain 
cells. Antidepressants affect cytokine production, 
promoting anti-inflammatory cytokine phenotype in 
human blood (Ková  et al. 1997, Fi�erová et al. 2002, 
Diamond et al. 2006). 

Despite progressive understanding of systemic 
aspects of the depressive disorder, majority of authors are 
still considering depression as a primarily �brain 
disorder�. There is growing knowledge on the role of 
glial cells in neurogenesis, neuronal development and 
maturation, nutrient supply, involvement in the 
communication at the synaptic contacts and tissue 
homeostasis and even active participation in the 
signalization processes (Araque et al. 1999, Laming et al. 
2000, Hertz and Zielke 2004). Astrocytes are becoming 
recognized as active partners of neurons and there are 
several neuropsychiatric disorders where the role of 
astrocytes is recognized, e.g. Alzheimer´s disease, 
multiple sclerosis, HIV dementia or dementia with Lewy 
bodies.  

The aim of this paper is to review astrocyte 
neurobiology associated with depression and 
antidepressant treatment within the frame of the systemic 
concept of depression. We will try to show astrocytes as a 
cell population, which can contribute to the depression 
development and is affecting neuronal functioning during 
the disease course. We will focus on the G-protein 
astrocytic signaling, in respect to the crucial role of G-

proteins in the cell signal transduction. Antidepressant 
treatment is considered to exert its effect mainly on the 
neuronal population, we will try to demonstrate that 
astrocytes can already be regarded as one of the targets of 
antidepressant treatment which mediate a part of the 
beneficial effects. 
 
Depression as a stress-induced selective 
neurodegeneration  
 

Major depression involves disturbances in 
emotional, cognitive, immune, autonomic and endocrine 
functions (Nestler et al. 2002). Nervous, endocrine and 
immune systems share neurotransmitters, peptide 
hormones and cytokines as well as their receptors as a 
common chemical language to communicate with each 
other (Haddad et al. 2002, Fi�erová et al. 2002, Tafet and 
Bernardini 2003, Ková  and Ková  2005). This 
interplay is especially important during a stress response. 
Indeed stressful life events are often precipitating factors 
for the depression onset (Hayley et al. 2005, Sekot et al. 
2005). Neurotransmitters alterations can affect 
functioning of these systems in many ways, for decades 
the depression has been linked particularly to 
disturbances in serotonergic and noradrenergic 
neurotransmission. Dysfunction in the neurotransmitter 
systems results, besides psychological and behavioral 
consequences, in the systemic effect with hyperactivation 
of stress hypothalamic-pituitary-adrenal axis (HPA) 
(Haddad et al. 2002, Tafet and Bernardini 2003). The 
resulting prolonged hypercortisolemia causes a wide 
array of organ and immune changes (Tafet and 
Bernardini 2003, Duman 2004, Gubba et al. 2004).  

One of the most affected structures is the 
hippocampus which expresses high numbers of steroid 
receptors (Brown et al. 1999, Sheline et al. 2002). 
Hippocampus has a key role in declarative memory tasks 
and many other cognitive functions. It is also 
interconnected to the limbic system, participating in the 
recognition and regulation of emotional states as well as 
in the vegetative and autonomic function control, 
including HPA and sympathoadrenal system regulation 
(Sheline et al. 2002, Tafet and Bernardini 2003). Adrenal 
steroids modulate excitability of hippocampal neurons 
and interfere with the process of dendritic remodeling in 
CA3 hippocampal region, causing hippocampal dendritic 
atrophy (Brown et al. 1999, McEwen et al. 2002, Sheline 
et al. 2002, Hayley et al. 2005). Stress also impairs the 
process of adult neurogenesis, causing robust reduction in 
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the number of newly generated cells in the hippocampal 
dentatus gyrus within various stress paradigms (Czech et 
al. 2002, Duman 2004). Newly generated cells are 
functionally connected in the neuronal circuitry. Reduced 
adult neurogenesis is hypothesized to cause reduced 
ability of the hippocampus to cope with novelty and 
complex tasks leading to inadequate information 
processing at the interface systems involved in learning 
and affect regulation (Jakobs et al. 2000, Nestler et al. 
2002, Kempermann et al. 2004, Doetsch and Hen 2005).  

Today, mainstream therapy of depression via  
G-protein receptors and modulation of intracellular 
signalization cascade results in the activation of 
transcription factors, with subsequent increase of growth 
factor production; most notable are the studies of brain-
derived growth factor (Duman and Monteggia 2006). 
This �neurotrophin hypothesis of depression" assumes 
that deficiency in the neurotrophin signalization systems 
with effects on cellular plasticity, viability and 
neurogenesis together with an enhancement of apoptotic 
processes caused by increased cortisol and pro-
inflammatory cytokines levels play an important role in 
the depression etiopathogenesis (Aberg et al. 2000, 
Jacobs et al. 2000, Gould and Manji 2002, Nestler et al. 
2002, Kempermann and Kronenberg 2003, Duman 2004, 
Duman and Monteggia 2006, Leonard 2006).  

This is supported by the study of Alfonso et al. 
(2004) relating psychosocial stress and hippocampus 
response using model tree shrews. These authors 
screened two subtractive hippocampal cDNA libraries 
generated from RNA of cortisol-treated animals. 
Comparing transcript levels of stressed and control 
groups, four differences were demonstrated: nerve growth 
factor (NGF), membrane glycoprotein protein 6a (M6a), 
CDC-like kinase 1 (CLK-1), and  subunit of Gq protein 
(GNAQ) transcript levels were reduced by chronic 
psychosocial stress. All genes are related to neuronal 
differentiation, in agreement with previous findings of 
dendrite retraction and impairment of neurogenesis. 
Treatment by antidepressant clomipramine prevents these 
processes (with the exception of unchanged NGF). This 
study also supports the concept that stress and/or 
depressive disorders are accompanied by the neuronal 
dedifferentiation at least in the hippocampal area and 
antidepressants can prevent these processes (Alfonso et 
al. 2004). 

Brain imaging studies show reductions of a 
hippocampal volume correlated with lifetime duration of 
depression (Steffens et al. 2000, Sheline et al. 2002). 

Reduction of the hippocampal volume is more prominent 
in depressive subjects exposed to trauma during 
childhood (Vithingham et al. 2002). Cell-counting studies 
have established that the major depressive disorder and 
bipolar illness are characterized by alterations in the 
density and size of neuronal and glial cells in fronto-
limbic brain regions (Rajkowska 2003). There is a 
decrease in the neuronal and glial cell sizes and densities 
in the orbito-frontal regions and dorsolateral prefrontal 
cortexes of subjects with mood disorders and alcohol 
dependence, with more marked pathology of glial 
population (Miguel-Hidalgo and Rajkowska 2003). 
Reduced subgenual glial numbers are more prominent in 
subjects with the family history of depression (Öngür et 
al. 1998). There are also reduced numbers of glial cells 
and glial/neuronal ratio in the amygdala (Bowley et al. 
2002) and reduced astrocytic marker GFAP in the 
cerebellum of subjects with mood disorders (Fatemi et al. 
2004). Apoptosis is considered as a mechanism 
responsible for cell loss of both neurons and glia in the 
hippocampal region, requiring prolonged and severe 
stress exposure to occur (Tacuma et al. 2004, Lucassen et 
al. 2006) 

These findings from histopathological and cell 
counting studies suggest that depression, as a complex 
disorder affecting many cell populations, also involves 
glial cells. In this review we will focus mainly on 
astrocytes and model C6 glioma (astrocytoma) cells, 
keeping in mind that contribution of other glial elements, 
e.g. oligodendrocytes or microglia, is also very important. 

 
Astrocytes and etiopathogenesis of 
depression  

 
Astrocytes are the prevailing glial cell 

population in the CNS, outnumbering neurons by a factor 
of 2-10, depending on the brain area (O´Kusky and 
Collonier 1982). They form a plexiform net of cells 
connected by gap junctions, providing thus a way for 
buffering extracellular ion dysbalances caused by 
neuronal activity (Syková 2005). Astroglial cells are an 
essential component of blood brain barrier, and provide 
nutrient supply to neurons (Laming et al. 2000). 
Astrocytes express virtually all neuronal neurotransmitter 
receptors, ion channels and neurotransmitter uptake sites 
(Table 1) (Hösli and Hösli 1993, Porter and McCarthy 
1997, Deschepper 1998, Verkhratsky and Steinhäuser 
2000, Nakagawa and Schwartz 2004). There is an 
intensive bidirectional communication between neurons 
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and glial cells at the synapses, a concept of 
�gliotransmission� and �tripartite synapse� was 
postulated where astrocytes are seen as active partners of 
neurons (Araque et al. 1999). Astrocytes participate in 
the neurotransmitter uptake from synaptic cleft, their 
synthesis from precursors, supply of neurotransmitter 
precursors to neuron and disposal of neurotransmitter 
excess (Danbolt 2001, Hertz and Zielke 2004). Released 
neurotransmitter can evoke Ca2+ concentration increases 
in astrocytes ensheathing the synaptic cleft which can 
signal back to the neuronal presynaptic terminal, and 
further increase or suppress the release of 
neurotransmitter (Cotrina et al. 2000, Parpura and 
Haydon 2000).  

Astrocytes express both mineralocorticoid and 
glucocorticoid receptors, glucocorticoid levels regulate 
astrocytic reactivity and apoptosis, so that the 
downregulation of astrocytic growth factor production by 
glucocorticoids is demonstrated (Gubba et al. 2004). 
Glucocorticoids also inhibit glucose uptake by both 
astrocytes and neurons impairing thus complex brain 
energy metabolism (Horner et al. 1990).  

Hippocampal atrophy observed in depression 
illness might be related to the altered excitatory amino 
acid system function. Excessive excitatory amino acid 
levels can be neurotoxic for neuronal terminals, neurons 
are in this respect greatly dependent on astrocyte 
clearance of elevated glutamate, because removal of 
glutamate is largely mediated by astrocytic transporters 
(Brown 1999, Danbolt 2001, Hertz and Zielke 2004). 
Elevated cAMP levels are demonstrated to enhance the 
expression of glutamate transporters (GLAST and GLT1) 
in rat astrocytes and regulate active calcium entry 
(Hughes et al. 2004, Pawlak et al. 2005). Growth factors, 
e.g. TGF-  and EGF, increase expression of glutamate 
transporters on astrocytes (Zelenaia et al. 2000). This can 
exert a protective effect in the endangered hippocampal 
structures, e.g. apical dendrites of pyramidal neurons in 
C3 area, enhance glutamate uptake and prevent excitatory 
amino acid-induced impairments of long-term 
potentiation and dendritic remodeling.  

Astrocytes are important regulators of synapse 
numbers during development and in adulthood and are 
necessary for synapse maturation, proper receptor density 
and receptor subunit composition (Wilson et al. 1998, 
Donato 2001, Slezak and Pfrieger 2003). There is also 
evidence for astrocyte influence in the process of adult 
neurogenesis taking place in the subventricular and 
subgranular hippocampal zones (Seri et al. 2001, 

Nakayama et al. 2003, Hagg 2005). Interesting novel 
findings indicate glial gene Ndrg2, with putative roles in 
neuronal differentiation, synapse formation and axon-
glial interactions regulated by glucocorticoids and 

Table 1. Astrocyte receptors and membrane transporters. 
 
Adrenergic 2, 1, 1, 2A/D 

receptors 

Junker et al. 2002, 
Hösli and Hösli 1993, 
Porter et al. 1997 

Serotonergic 5HT1A, 5-HT2A, 
5HT7 receptors 

 

Wilson et al. 1998, 
Barnes and Sharp 
1999, Manev et al. 
2001, Hannson et al. 
1990 

GABAA, GABAB1a,  GABAB1b, 
GABAB2 receptors 

Charles 2003, Porter et 
al. 1997 

Glutamate AMPA/kainate, 
NMDA, mGLURs1, 
mGLURs5 receptors 

Porter et al. 1997, 
Hertz and Zielke 2004 

Purinergic P1, P2X1, P2X1, 
P2Y2, P2X3, P2X4, P2X6, 
P2X7, P2Y2, P2Y4 receptors 

Müller et al. 1995, 
Washburn and Neary 
2006 

Acetylcholine nicotinic 
receptors 

Sharma and 
Vijayaraghavan 2001 

Dopamine D1, D3, D4, D5 

receptors 
Ohta et al. 2003, 
Myiazaki et al. 2004 

Serotonin transporter SERT Fuller and Wong 1990, 
Bal et al. 1997, Inazu 
et al. 2001 

Norepinephrine transporter 
NET, uptake 2 transporter 

Inazu et al. 2003, 
Schildkraut and Money 
2004 

Glutamate transporters 
GLAST and GLT1 

Danbolt 2001, Pawlak 
et al. 2005 

Receptors for eurotrophic 
factors (NGF, BDNF, IGF, 
FGF, VEGR, EGFR, NT-3) 

Müller et al. 1995, 
Hughes et al. 2004, 
Pawlak et al. 2005 

Receptors for cytokines 
(CNTF, IL 1 , IL1ra, INF- , 
IL4, IL 6, IL10, TGF , TNF )  

Haddad et al. 2002, 
Nakagawa and 
Schwartz 2004  

Peptide receptors for 

VIP, somatostatin, oxytocin, 
vasopressin, ANP, bradykin, 
thrombin 

Deschepper 1998, 

Porter et al. 1997 
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antidepressants as a candidate for vulnerability gene to 
depression development (Nichols et al. 2005).  

Following noxious insults associated with 
neuronal damage, astrocytes proliferate and change cell 
morphology, accumulation of cytoplasmic fibrillary 
material and profile of expressed receptors and adhesion 
molecules (Ridet et al. 1997, Sofroniew 2005). These 
reactive astrocytes produce neurotrophins, cytokines and 
chemokines which serve as mediators of the host defense 
system, inflammatory response and signals among 
astrocytes, neurons and microglia (Müller et al. 1995, 
Nakagawa and Schwartz 2004, Hauwel et al. 2005). 
Astrocytes are the main cell population, responsible for 
limiting inflammatory reactions within CNS, 
proinflammatory cytokines, prostaglandins and nitric 
oxide released during inflammatory response can 
attenuate the negative feedback and rise to the levels 
which can be deleterious for the neurons and other cells. 
For example, astrocytes lacking 2-adrenoreceptors play a 
role in multiple sclerosis pathogenesis (De Keyser et al. 
2004). There is a negative interference of inflammation 
with induction of long-term potentiation, neurite 
sprouting and neurogenesis in hippocampus (Vereker et 
al. 2001, Hayley et al. 2005). There is also an increase of 
apoptosis rate (Shiepers et al. 2005, Lucassen et al. 
2006).  

There is also an important involvement of 
astrocytes in serotonin metabolism. Depletion of 
serotonin precursor tryptophane in the diet is causing 
serotonin level reductions in the brain which is 
correlating with depressive symptomatology (Neumeister 
2003, Leonard 2006). Tryptophane is metabolized by 
tryptophane hydroxylases to serotonin or alternatively by 
dioxygenases to kynurenine. Kynurenine is further 
metabolized to neurotoxic metabolites or neuroprotective 
kynurenic acid. Activity of dioxygenases is increased by 
cortisol and pro-inflammatory cytokines, e.g. IL-6 or 
INF- . Activated microglia is producing mostly 
neurotoxic metabolites 3-hydroxyanthranil acid and 
quinolinic acid, the main astrocyte metabolite is 
neuroprotective kynurenine (Guillemin et al. 2005). 
Astrocytes are also metabolizing quinolinic acid 
produced by the microglia, reducing thus neurotoxicity 
associated with microglial activation (Guillemin et al. 
2001). 

Reductions in neuronal size and density in 
certain areas observed in depression can be indicative of 
diminished glial ability to support full cell size and 
proper dendrite arborization. Given indispensable 

function of astrocytes in neuronal energy metabolism, 
reductions in the number of glial cells in the frontal lobes 
can participate in the lowered metabolism observed in 
these regions during a depressive episode. Astrocytes 
contain high levels of antioxidants and antioxidant 
enzymes. Reduced neuron supportive functions due to 
compromised astrocyte numbers or function can thus 
cause neurons to become more vulnerable to excessive 
corticosteroid mediated, excitotoxic glutamate, quinolinic 
acid or reactive oxygen species mediated damage 
(Drukarch et al. 1998, Brown et al. 1999, Brown 1999, 
Tacuma et al. 2004). Astrocyte-derived growth factors 
provide neuroprotection in various damage models 
(Junker et al. 2002, Nakagawa and Schwartz 2004, 
Tacuma et al. 2004). Astrocytes can further support 
neuronal viability by secretion of other neuroprotective 
factors and by restricting the inflammatory response and 
microglial activation (Müller et al. 1995, Villoslada and 
Genain 2004, Hauwel et al. 2005).  

 
Effect of antidepressants on astrocytes  

 
Several different classes of pharmacological 

agents are currently used for treatment of depression. 
These include monoamine oxidase inhibitors (MAO), 
nonselective inhibitors of monoamine uptake, tricyclic 
drugs e.g. imipramine, amitriptyline or desipramine, 
selective inhibitors of serotonin reuptake (SSRIs) like 
fluoxetine, sertraline or citalopram, inhibitors of 
noradrenaline reuptake and drugs inhibiting uptake of 
both monoamines, e.g. venlafaxine or milnacipran. 
Antidepressive effect proves also tianeptine which 
enhances uptake of monoamines on the synapses and is 
supposed to reverse stress-induced changes in the 
hippocampal formation and modulate glutamate receptors 
function (McEven et al. 2002). The main mechanism to 
terminate the action of synaptically released transmitters 
is the uptake by transporters which are present both on 
neurons and astrocytes (Fuller and Wong 1990, Bal et al. 
1997, Inazu et al. 2001, 2003).  

Norepinephrine transporter (NET) is sensitive to 
tricyclic drugs like desipramine and imipramine as well 
as to the mixed serotonin/noradrenaline uptake inhibitor 
milnacipram (Inazu et al. 2003). Elevation of 
norepinephrine levels by a blockade of uptake has a 
profound effect on astrocytic neurotransmitter receptor 
expression and cellular signalization cascade modulation. 
Astrocytes as a major cell population expressing 1- and 

2-adrenoreceptors in the brain (Hösli and Hösli 1993) 
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are responding to antidepressant desipramine by 
decreasing the density of receptors (Sapena et al. 1996). 
Norepinephrine present in the synapse or other 
extraneuronal spaces can also be taken up into adjacent 
glia by a mechanism known as uptake 2, the 
extraneuronal monoamine transporter. This uptake 2 
transporter is inhibited by formation of normetanephrine 
in glia by catechol O-methyltransferase from epinephrine. 
Thus astrocytes actively participate in an increase of 
synaptic norepinephrine and potentiate action of 
norepinephrine reuptake inhibitor antidepressants 
(Schildkraut and Mooney 2004). 

Astrocytic serotonin sodium-dependent 
transporter SERT is sensitive to tricyclic drugs as well as 
to SSRIs and its expression is downregulated by SSRIs 
(Bal et al. 1997, Inazu et al. 2001, Benmansour et al. 
2002). Its expression and serotonin uptake are positively 
regulated by fibroblast growth factor (Kubota et al. 2001). 
By binding to astrocytic 5HT1 receptors, serotonin 
stimulates production of neurotrophic S100  which is also 
produced after exposure to SSRI fluoxetine (Wilson et al. 
1998, Donato 2001, Manev et al. 2001). The plasma level 
of S100  was significantly higher in patients with major 
depression and positively correlated with a response after 4 
weeks of treatment (Arolt et al. 2003). Stimulation of 5-
HT2A receptors enhances the turnover of phosphoinositide 
and cAMP accumulation, there is a potentiation of -
adrenoreceptor stimulated accumulation of cAMP. 
Furthermore, in the presence of both noradrenaline and 
serotonin receptor agonists, the accumulation of cAMP is 
increased, and each of them alone can also cause cAMP 
accumulation (Hansson et al. 1990). 

Influence of antidepressant treatment on 
glutamate system function is also studied. Tricyclic 
antidepressants when administered chronically have a 
modulatory effect on NMDA receptors; NMDA antagonist 
MK-801 produces a similar effect (Nowak et al. 1993). A 
stress-induced increase of glial glutamate transporter GLT-
1a has also been demonstrated, while the administration of 
antidepressant tianeptine eliminates this effect, being 
concurrent with downregulation of NMDA-receptor 
subunits (McEwen et al. 2002). 

With respect to the suspected neurotrophin 
shortage in depression, production of growth factors by 
astrocytes following antidepressant treatment was 
investigated. Chronic administration of antidepressants 
amitriptyline, clomipramine, mianserine, fluoxetine and 
paroxetine significantly increases glia-derived 
neurotrophic factor (GDNF) release from C6 glioma cells 

(Hisaoka et al. 2001). This GDNF release is further 
potentiated by serotonin (Hisaoka et al. 2004). Activation 
of 2-adrenoreceptors by clenbuterol induced the 
synthesis of nerve growth factor (NGF), fibroblast growth 
factor (FGF) and transforming growth factor 1 (TGF 

1) and provided neuroprotection against glutamate-
induced and ischemic neuronal damage (Junker et al. 
2002). Noradrenaline stimulates C6 glioma and cortical 
astrocytic cells to produce NGF via -adrenergic receptor 
stimulation and adenylylcyclase activation (Stone and 
Ariano 1989).  

Production of growth factors also seems to be 
regulated by dopamine D1 and D2 receptor agonists which 
may be required for NGF and glia-derived growth factor 
(GDGF) production by astrocytes (Ohta et al. 2003). 
Production of brain-derived neurotrophic factor by mouse 
astrocytes is also potentiated by dopaminergic stimulation 
(Inoue et al. 1997). MAO B inhibitor selegiline also 
stimulates growth factor (NGF, BDNF, and GDNF) 
production by mouse astrocytes (Mizuta et al. 2000).  

All monoamines (noradrenaline, serotonin or 
dopamine) are able to significantly increase BDNF 
astrocyte synthesis and secretion suggesting the existence 
of a positive reciprocal interaction between 
monoaminergic neuronal activity and astrocyte 
neurotrophic support in neuron-astrocyte crosstalk which 
has a dynamic role in mediating neuronal plasticity and 
trophic functions in the brain (Mojca-Juric et al. 2006). 

 
Major depression and cell signaling  

 
Biochemical approach to mood disorders and 

antidepressant action is based on monoamine theories 
describing lowered amounts of serotonin and 
norepinephrine in the synaptic cleft, and antidepressant 
influenced inhibition of the neurotransmitter reuptake 
into nerve terminals (Gould and Manji 2002, Avissar and 
Schreiber 2006). Attention is also focused on 
transmembrane signal transduction from neurotransmitter 
receptor coupled to heterotrimeric guanine-nucleotide 
binding proteins (G proteins), effector systems (enzymes, 
ion channels) and subsequent intracellular response.  

Trimeric G proteins are composed of ,  and  
subunits. In the activated state especially G  subunits 
play a key role in transmembrane signaling from 
receptor-ligand complet (neurotransmitter, hormone, 
chemokine, etc.) to effector enzymes � adenylylcyclase 
(G s, G i1,2) and phospholipase C (G q/11), producing 
second messengers cAMP and 1,4,5 inositoltriphosphate 
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(Spiegel 1996), respectively. Subsequent intracellular 
events predominantly regulate cascade of protein 
phosphorylation reactions by kinases. G proteins play a 
role in molecular switches in complex biological 
processes, such as synaptic plasticity, neuronal sprouting 
and cellular differentiation including early stages of 
neurogenesis, providing thus a mechanism for the 
epigenetic control of neuronal differentiation (Strubing et 
al. 1997, Avissar and Schreiber 2006). 

Various studies are concerned with the 
involvement of G proteins in pathophysiology, diagnosis 
and treatment of mood disorders, modulation of G protein 
coupled neurotransmitter receptors and regulation of G 
protein function by arrestins, etc. (Gould and Manji, 
2002, Avissar and Schreiber 2002, 2006). Furthermore, 
there was found an association between G  subunit 
expression or G protein 3 subunit gene polymorphism 
and antidepressant effect in major depression (Ková  et 
al. 2001, Lee et al. 2004). Altered signal transduction 
components, especially  subunit of G protein expression 
and/or function, as well as changed mRNA levels were 
found in the postmortem brain tissue of patients with 
major depression and bipolar disorder (Young et al. 
1993). Other studies revealed both G protein-influenced 
cAMP synthesis and G protein- induced activation of 
phosphoinositide signal transduction in postmortem brain 
cortex regions of suicide victims with major depression 
(Pacheco et al. 1996). In contrast, there is decreased 
phosphoinositide metabolism in postmortem brain 
samples of bipolar affective disorder subjects (Gonzales-
Maeso et al. 2002).  

In addition, the analyses of peripheral blood 
granulocytes or thrombocytes from depressive patients 
confirmed the relationship between alteration in G 
proteins and decreased G protein function in depression, 
and increased levels and the function of G proteins in 
bipolar disorder (Gould and Manji 2002, Avissar and 
Schreiber 2006). We demonstrated dynamic changes in 
levels of both G q/11 and G s subunits of peripheral 
blood granulocytes of patients with unipolar depression 
during fluoxetine administration on days 3-28 (Ková  et 
al. 2000, Ková  and Ková  2005). Granulocytes are 
effectors of natural immunity likewise natural killer (NK) 
cells. Blunted peripheral blood NK cytotoxicity was 
demonstrated in major depression (Reynaert et al. 1995).  

 
Antidepressants and cell signaling 

 
Antidepressant effects during depressive 

disorders is based mainly on the inhibition of reuptake of 
biogenic amines � serotonin (5-HT), norepinephrine 
and/or dopamine into presynaptic nerve terminals (Gould 
and Manji 2002, Avissar and Schreiber 2006). 
Furthermore, antidepressants cause downregulation of  

-adrenergic, 5-HT1 and 5-HT2 receptors at the 
postsynaptic level, when administered chronically. 
Decreased monoamine receptor densities following 
antidepressant treatment can also be seen in cell culture 
systems, such as C6 glioma cells lacking presynaptic 
input. Thus, monoamine receptor downregulation is 
directly resulting from postsynaptic action of the 
antidepressants. Reports concerning antidepressant 
postreceptor effects on G proteins involve both proximal 
effects on receptor coupled to G protein and distal effects 
on G protein-effector enzymes, adenylylcyclase and 
phospholipase C which are producing second messengers 
cAMP and 1,4,5-inositoltriphosphate. 

Receptor-G protein coupled interactions are 
tightly regulated by mechanisms of desensitization, 
internalization, downregulation, and resensitization which 
are protecting cells from overstimulation. These 
mechanisms involve activities of two families of proteins: 
i) G protein-coupled receptor kinases, serine-threonine 
kinases, capable of phosphorylation of receptor and thus 
uncoupling receptor-G protein, and ii) beta-arrestins with 
�scaffold� function of the G protein, transducing signal 
leading to activation of mitogen-associated protein 
(MAP) kinase cascade. MAP kinase via specific kinases 
regulates a number of intracellular events, including 
apoptotic signals (Avissar and Schreiber 2006).  

In vitro studies contribute to the clarification of 
the molecular basis of antidepressant action involving 
G proteins as postreceptor components (Alt et al. 2001, 
Donati and Rasenick 2005). Cell cultures represent 
alternative bioassay models to animal experiments. 
C6 glioma established cell line of astrocyte origin is used 
in the studies exploring antidepressant effects (Mare� et 
al. 1991, Ková  et al. 2001, Donati and Rasenick 2005). 
Acute antidepressant administration lasts 24 h, chronic  
5-day administration to C6 glioma cell cultures is 
comparable with 3-week antidepressant treatment of rats 
(Chen and Rasenick 1995).  

According to our results, acute fluoxetine effect 
evoked a decreased level of G q/11 subunit in C6 glioma 
cells, whereas an increased G q/11 level was observed after 
chronic exposure. Acute fluoxetine administration causing 
a reduced membrane G q/11 amount was linked to subunit 
translocation into cytoplasm where it was determined 
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(Ková  et al. 1997, 1998). Reduced membrane G q/11 

subunit levels caused a lower degree of phospholipase C 
signaling with a subsequent decreased substrate 1,4,5-
inositoltriphosphate formation. Anti-depressants from 
different classes are able to induce G  subunit 
translocation into the cytoplasm (Donati and Rasenick 
2005). Intracellular consequences of fluoxetine 
administration on C6 glioma cells were demonstrated by 
apoptotic events in contrast to ineffective imipramine or 
amitriptyline (�panová et al. 1997). MAP kinase activation 
participating in apoptotic signals was detected in fluoxetin-
treated cultures of rat astrocytes (Mercier et al. 2004). 

We also studied in vitro chronic effects of 
sertraline, citalopram (SSRIs) and mirtazapine 
(noradrenergic and serotonergic antidepressant) in 
comparison with tricyclic imipramine, amitriptyline or 
desipramine. Results show that G  subunit profiles are 
antidepressant-dependent and are not affected by TCA 
administration. The data available demonstrate 
antidepressant-induced cell signal transduction pathway 
modulation via both effector enzymes, adenylylcyclase 
(G s) and phospholipase C (G  q/11) (Ková  et al. 
1998, 1999, 2001).  

When citalopram effects on both rat C6 glioma 
cells after in vitro chronic treatment and rat brain in vivo 
were compared, similarities in G  profiles were observed 
(Fig. 1). In vivo citalopram effects were comparable in the 
brain and the spleen, indicating a similar cell signaling 
response in functionally different systems (Fi�erová et al. 
1997, Ková  et al. 2000, 2001, Fi�erová et al. 2002). 

 
Conclusions 
 

Despite several decades of research, the exact 
neurobiological substrate of depression and mechanisms 
of antidepressant drug action are still unknown. There is a 
complex disturbance of homeostatic functions in 
depression, comprising immune, endocrine and central 
nervous systems, which are regulated and/or corrected by 
antidepressant treatment. As suggested by many authors, 
disturbances in cellular plasticity processes, neurogenesis 
and suppression of reparation processes are the crucial 
changes at the cellular level in depression (Jacobs et al. 
2000, Nestler et al. 2002, Kempermann and Kronenberg 
2003, Duman 2004, Leonard 2006). Impairment of neural 
connectivity results in the aberrant information 
processing in neural circuits critical for mood regulation.  

Depression is often accompanied by 
inflammatory changes and hypercortisolemia which are 

both pro-apoptotic. Many findings demonstrate an 
increase of apoptotic processes and atrophic changes in 
the hippocampus and frontal lobes as well as other 
structural neuronal alterations (Hayley et al. 2005, 
Shiepers et al. 2005, Lucassen et al. 2006).  

Nevertheless, the present prevailing opinion 
considering only neuronal population as a substrate of a 
disorder and the only target of antidepressant medication 
is not further sustainable with a expanding knowledge 
demonstrating close functional cooperation between 
neurons and supportive glia in health and disease. This 
close cooperation is also reflected in the depression 
pathogenesis where degeneration of neuronal populations 
in certain regions is also accompanied by glial astheny 
and impairment of neuronal metabolism which is largely 
glia-dependent.  

As we try to demonstrate, antidepressants affect 
glial cell signal transduction, as evidenced by changed 
G protein levels and second messenger changes. 
Treatment also modulates complex cell responses and 
production of many substances, necessary for neuronal 
health and survival, including a wide array of growth 
factors. The antidepressant treatment effect, which in 
some aspects opposes the effect of stress on neurons, is 
therefore not limited to neuronal population. 
Antidepressants also affect astrocytes, which are the 
major source of the neurotrophic and neuroprotective 
substances, thus supporting neuroplasticity events. 
Therefore, modulation of astrocyte activity seems to be a 
logical step in complex pharmacological treatment of 
depression as well as of other neuropsychiatric disorders 
with a neurodegenerative component. Considering 
significant differences in the antidepressant effects on 
astrocyte cell signal transduction, it remains a matter of 
further research to identify drugs with specific 

 
Fig. 1. Effect of citalopram  and in the rat Each 
result is the mean ± S.E.M. of 7-9 measurements. For details see 
Ková  (2001).  
 
 



2008  Depressive Disorders and Antidepressant Treatment   159  
   
modulatory effects on astrocytic function or production of 
neurotrophic molecules.  
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