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SOUHRN

NMDA receptory jsou §iroce rozsifené, ligandy otevirané a napétové zavislé iontové kanaly, citlivé soucasné na L-glutamat a glycin.
Tyto receptory jsou nezbytné pro normalni funkci excita¢ni glutamdrtergni neurotransmise. Komplexy receptor/iontovy kanil jsou vy-
soce propustné pro Ca*  a podléhaji regulaci prostfednictvim fady faktorti. NMDA receptory charakterizuje tetramerni podjednotkova
stavba, na které se podileji 3 skupiny podjednotek oznacované NR1, NR2 a NR3. Viechny funkéni receptorové komplexy musi obsahovat
dvoji zastoupeni NR1 podjednotky. Souc¢asna pritomnost NR2 a NR3 podjednotek nebo jejich sestfizenych forem zdsadnim zptsobem
ovliviiuje funkéni charaketeristiky NMDA receptoru, jeho vazebné afinity pro oba agonisty (L-glutamét a glycin) a dalsi moduldtory. Zmé-
néna funkce NMDA receptorti je ddvana do souvislosti s etiologii nékterych dusevnich nemoci, pfedeviim jako soucast ,glutamatergni
hypotézy schizofrenie“. Zmény ve funkénich vlastnostech NMDA receptortt jsou alespori ¢dstecné podminény abnormalni expresi genti
pro jednotlivé proteinové podjednotky. Navic se NMDA receptory vyznamné podileji na perinatalnim neurotoxickém poskozeni moz-
ku, které je integralni soucsti ,neurovyvojové hypotézy schizofrenie. Pfitom nedavné nalezy ukézaly, ze D-serin jako dalsi endogenni
koagonista NMDA receptort se v pfipadé naruseni své homeostizy vyznamné spolupodili na patofyziologii schizofrenie.

Predpokladand uloha NMDA receptort v etiopatogenezi schizofrenie, vychazejici z jejich zdsadniho vyznamu pro vyvoj mozku
a rozvoj jeho funkci, ¢ini z téchto receptort cilovou strukturu pro ptisobeni farmak. Proto pokracovani studii za pouziti animalnich
modelti a kombinace genetickych studii a zobrazovacich metod u pacientit trpicich schizofrenii mtize vyznamné prispét pii vyhledavani
a ovéfovani novych skupin neuroleptik.
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SUMMARY

NMDA receptors are widely distributed, rapidly responding ligand-gated and voltage-dependent cationic channels sensitive to L-glutamate
and glycine. The NMDA receptors are essential for the normal function of the excitatory glutamatergic neurotransmission. The receptor/channel
complexes are highly permeable to Ca*" and are subject to regulation by a variety of factors. Usually present as tetramers of protein subunits,
NMDA receptors are formed by NR1, NR2 and/or NR3 subunits; however, all functional complexes must include NR1 subunits. The presence
of NR2 and NR3 subunits and/or the nature of their splice variants may influence a range of NMDA receptor characteristics such as binding
affinities for glutamate and glycine. Altered function of NMDA receptors has been linked to the etiology of mental disease, particularly as
a part of the “glutamatergic hypothesis of schizophrenia“. The functional changes in NMDA receptors could result from genetically determined
variations in individual protein subunits or from their abnormal expression. In addition, NMDA receptors can mediate perinatal neurotoxic
insults such as those postulated in the “developmental hypothesis of schizophrenia“. D-Serine is another endogenous co-agonist at NMDA
receptors and recent evidence suggests that disturbances in D-serine homeostasis may also contribute to mechanisms of schizophrenia.

Putative involvement of NMDA receptors in schizophrenia, their crucial role in the normal brain function and the complex but ex-
tensively studied nature of their regulation makes NMDA receptors promising targets for drugs. Additional investigations using either
animal models or combination of genetic studies and imaging techniques in human patients in vivo would greatly aid the development
of novel classes of neuroleptics.
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Uvod

Glutamatova hypotéza schizofrenie si od doby svého vzniku pied
vice nez 25 lety (Kim et al., 1980) ziskavala stile vétsi pozornost, a to
jak v zdkladnim, tak i v preklinicky orientovaném vyzkumu (pro
prehled viz gt’astny et al., 2002 a 2004; Bubenikova, 2005; ét’astny
a Pekovd, 2005). Pfitom jiz o 25 let dfive byl prokdzan excita¢ni téi-
nek glutamatu (Hayashi, 1954), ale teprve v r. 1981 byl zafazen mezi
tzv. rychlé medidtory synaptického prenosu (Watkins a Evans, 1981).
Ukaézalo se, ze kvantitativné fizeny vydej glutamatu jednim neuro-
nem a jeho receptorem zprostfedkovany pritkaz druhym neuronem
tvofi zaklad synaptického pfenosu na vétsiné z odhadovanych 10"
synapsi pfitomnych v lidském mozku. Glutamétové synaptické sig-
nalizaci proptijcuje specifi¢nost skupina gent kédujicich jednotlivé
typy a podtypy glutamatovych receptorti. Pozdéjsi klonovani gent
glutamatovych receptorti a analyza proteinti kédovanych témito geny
usnadnila zafazeni N-metyl-D-aspartitového receptoru (NMDA-R)
do podskupiny glutamatovych receptorti, jejichz aktivace je spojena
s napétové zavislou vodivosti povrchové membrany. NMDA-R, jako
ligandem otevirany iontovy kanal, je vedle monovalentnich kationta
(Na*aK*) vysoce propustny i pro ionty vapniku (Ca*). Jeho propust-
nost je asi S0krat vétdi nez propustnost acetylcholinového receptoru
a podili se proto i na membranové polarité nervové buriky. NMDA-
R je dale neobvykly tim, ze ke své aktivaci potfebuje vazbu dvou
ruznych ligandii (agonist), a to glutamdtu (GLU) a glycinu (GLY).
Napétova zavislost funkéni aktivity tohoto receptorem fizeného
iontového kanalu je ddna uvolnénim Mg*" z vazebného mista uvnitf
iontového kandlu do zevniho prostiedi, coz v roce 1984 nezavisle na
sobé popsaly dvé skupiny pracovnikt (Mayer et al., 1984; Nowak et
al., 1984). Uvolnéni Mg** umoznuje inicidlni ¢dste¢nd depolarizace
povrchové membrany zajisovand aktivaci non-NMDA receptoru
AMPA (a-amino-3-hydroxy-5-metyl-4-isoxazol propionovd kyseli-
na)-typu, ktery je s NMDA-R spole¢né pfitomen v post-synaptické
membriné (blize viz Bubenikova, 2005).

Kromé napétové zavislé blokddy iontového kandlu ionty Mg?
charakterizuje NMDA-R pfedevsim jeho vysokd propustnost pro
Ca?'. Aktivace tohoto receptoru pfispiva ke zvy$eni nitrobunééné
koncentrace Ca*, ktera zajistuje dvé dalsi na NMDA-R zavislé
funkce, jakymi jsou:

1) na jeho aktivité zavisla synapticka plasticita, a

2) jeho akumulaci podminéna neurondlni smrt.

Fyziologicky zvy$end hladina Ca*, (do 150 nM) tizce souvisi
s fenoménem dlouhodobé potenciace (LTP - ,long-term potentia-
tion®). LTP se povazuje za zdklad procesu uceni a paméti (Colling-
ridge a Bliss, 1987). Akumulace Ca?* v cytoplazmé neuront, kterad
nepfevysi 300 nM, se vyznamné spolupodili na vyvoji centrilniho
nervového systému (CNS), nebot se ti¢astni morfogenetickych pro-
cestl, jakymi jsou migrace neuront, jejich cytodiferenciace, tvorba
dendritti a synaptickych spojeni vedoucich ke vzniku neuronalni
sité. Pretrvava-li vsak hladina Ca*, na trovni 500 nM nebo i vyssi
koncentrace, nastava funkéni pretiZzeni neuronu, provazené aktivaci
Ca?-dependentnich kinaz, protedz a lipaz a nadprodukci volnych
O, radikald. Tyto procesy hraji klicovou tilohu v poskozeni a zdniku
nervové buriky (Choi, 1988). Proces, ktery prednostné poskozuje
neurony, byl poprvé popsin Olney-em (1969). Poskozeni jim bylo
oznaceno za ,excitotoxické®. Pozdéjsi studie ukazaly, Ze tento proces
probiha na pozadi fady chronickych neuropsychiatrickych nemoci,
pocinaje demenci u AIDS, pfes demenci Alzheimerova typu az po
Kraepelinovu ,,dementia praecox“, kterou dnes nazyvime schizofre-
nif (Kraepelin, 1904).

Stavba a funkce NMDA receptoru

Funkéni diverzita NMDA-R mad zdklad v podjednotkovém
uspofadani tohoto jinak tetraheteromeru tvofeného obligatorni
glycin-vazici NR1 podjednotkou (existuje v 8 sestfizenych formach),
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glutamdrt-vazicimi NR2A-D podjednotkami a glycin-vdzicimi pod-
jednotkami NR3A-B. Pritom NMDA-R vyzaduje pfitomnost dvou
NR1 podjednotek a dalsich dvou NR2 podjednotek anebo kombi-
naci NR2/NR3 podjednotky. NR3 podjednotky samy nevytvareji
funkéni NMDA-R, ale tvoii komplexy s NR1/NR2 podjednotkami
(Yamakura a Shimoji, 1999; Cull-Candy et al., 2001; Furukawa et
al., 2005). Vznikly komplex NMDA receptor/iontovy kandl mutize
byt aktivovan uvolnénym GLU asina 10 milisekund a jeho nasledné
otevirdni a zavirdni pokracuje po dobu dalsich stovek ms, dokud
neni GLU uvolnén z receptoru. Pfitom ¢asova dynamika excita¢niho
post-synaptického proudu (EPSC) a afinita receptoru pro GLU je do
zna¢né miry ovlivnéna zastoupenim rtiznych typtt NR2 podjednotek.
Dokl4da to skute¢nost, ze aplikace GLU na NR1/NR2A receptorovy
heteromer zptisobi EPSC s deaktiva¢nim ¢asem desitek milisekund
(ms), zatimco u NMDA-R tvofeného NR1/NR2D podjednotkami
jeho deaktivace trvd po dobu nékolika sekund (s) (Wyllie et al.,
1998).

Tato skutec¢nost vedla k tomu, Ze NMDA-R obsahujici NR2A
nebo NR2B podjednotku tvofi kanily s vysokou vodivosti a vysokou
citlivosti vii¢i Mg*, zatimco receptory obsahujici NR2C a NR2D
predstavuji nizkovodivostni kandly s nizkou d¢innosti Mg*" blo-
kovat jejich propustnost. Pfedpoklada se proto, ze zna¢né rozdily
v citlivosti NMDA-R vii¢i Mg** mohou mit vyznamny vliv na tiroven
vstupu Ca** do bunky béhem synaptické aktivace. Také pfitomnost
NR3 podjednotek podminuje niz$i vodivostni charakteristiky re-
ceptorem fizeného iontového kandlu. Dokldda to skute¢nost, ze
uspofadani NR1/NR2A/NR3A propiij¢uje iontovému kandlu Skrac
nizsi propustnost pro Ca*', nez je tomu v pfipadé iontového kandlu,
keery tvofi NR1/NR2A podjednotky (Das et al., 1998; Peres-Otano
etal., 2001).

Genetické klonovani umoznilo odhalit molekuldrni stavbu
NMDA-R a poukizalo na velkou molekuldrni diverzitu komplexu
NMDA receptor/iontovy kanal (Monyer et al., 1992; Watanabe, 1995;
Yamakura a Shimoji, 1999). Bylo tak zjisténo, ze NR1 podjednot-
ka je sice mensi nez NR2 podjednotky, ale jejich stavba vykazuje
vzdjemnou podobnost. Tvorba dvojic vy$e uvedenych NR1/NR2
dimert je podminéna interakci mezi doménami kazdé z podjedno-
tek (Furukawa et al., 2005). Kazd4 podjednotka ma svou koncovou
N-doménu, ligand (GLY/GLU)-vazici doménu (S1-S2), transmem-
branovou doménu skladajici se ze 3 segmentt a P-klicky tvofici
vnitiek iontového kanélu a C-termindlni doménu, keera predstavuje
modulaéni misto uvnitf buiiky (bliZe viz Stastny et al., 2002; Seastny
a Pekova, 2005). Furukawa se spolupracovniky (2005) prokézali, ze
je to S1-S2 doména NR1/NR2A heteromeru, kterou ligand uzavird,
¢imz se oddéli proximalni (receptorova) ¢ast komplexu, kterd umozni
propustnost iontového kanélu.

NR1 podjednotka

Ubikviterni NR1 podjednotka ma genovou lokalizaci na chro-
mozomu 9q34.3 (tabulka 1), ktery obsahuje 22 exont, pficemz
exony 5,21 a 22 mohou byt alternativné ,sestfizeny*. Jeji proteinova
podoba (fetézec tvofi 920 aminokyselin s celkovou molekuldrni
hmotnosti 103 kDa) proto existuje v osmi formach, které proptij-
¢uji NMDA-R rtizné vlastnosti. Dokldda to skute¢nost, ze varianty
NR1 podjednotky obsahujici exon 5 jsou pii fyziologickém pH
plné funkéné aktivni, ale nejsou ani potencovany polyamidy, ani
inhibovany Zn?'. Naopak NR1 podjednotky, které neobsahuji exon
5, jsou ¢aste¢né , blokovany*, coz znamend, ze po dimerizaci s NR2
podjednotkami je komplex méné citlivy na H" a Zn?* (Traynelis et
al., 1997; Traynelis et al., 1998).

Metoda in situ hybridizace odhalila pfitomnost mRNA NR1 pod-
jednotky prakticky ve vSech typech neuronti CNS s tim, Ze nejinten-
zivnéjsi signal byl nalezen v mozkové kufe, gyrus dentatus hipoka-
mpu, v subikulu, v talamickych jadrech, jadrech mozkového kmene,
v kiife mozecku a v patefni miSe (Watanabe, 1995). NR1 podjednot-
ka byla prokdzina i v nékterych neuronech periferniho nervstva, ve
dfeni nadledvin a v enterické nervové pleteni potkana. Proteinova
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Tabulka 1: Molekuldrni diverzita komplexu NMDA receptor/iontovy kandl

Podjednotka Poéet AA Mol. hm. (kDa) Distribuce v dosp. mozku Chromozomalni lokalizace
NR1 920 103 cely mozek 9934.3

NR2A 1442 163 cely mozek 16p13.2

NR2B 1456 163 predni mozek 12p12

NR2C 1220 134 mozecek 17q24-925

NR2D 1300 141 mezimozek, kmen 19q13.1

Tabulka upravena dle Mori a Mishina, 1995.

exprese NR1 podjednotky je téméi paralelni s expresi jeji mRNA,
pfri¢emz v hipokampu potkana byla zjisténa lateralita jeji exprese
(Kozmikova, nepublikovany nélez). Vyvojové je ale exprese NR1
proteinu prokazatelnd v temporalni oblasti mozkové kury a v hipo-
kampu potkana jiz pfed narozenim (Takai et al., 2003). V lidském
mozku je mozné prokazat mRNA pro NR1 podjednotku jiz kolem
90. dne gestace (Ritter et al., 2001). V priibéhu prvniho roku zivo-
ta pak nasleduje rychly vzestup jeji hladiny v rtiznych oblastech
mozku (Law et al., 2003).

Tato lateralita jeji proteinové exprese vSak mizi v animdlnim
modelu schizofrenie, ktery je zaloZen na neurovyvojové a neuroin-
fekéni hypotéze (Stastny et al., 2005). Ponékud odlidn4 je situace
v pfipadé rozdilu v expresi mRNA NR1 podjednotky v autoptic-
kych hipokampech pacientii trpicich schizofrenii (Pekova et al.,
2006). Relativni kvantifikace pan-formy mRNA NR1 podjednotky
neprokdzala vyznamné rozdily jeji exprese mezi pravym a levym
hipokampem post mortem u pacient se schizofrenii a u osob bez
psychiatrické anamnézy. Statistickd vyznamnost absolutnich
levo-pravostrannych rozdilii viak byla zjisténa u skupiny schi-
zofrenikd. Srovndni muzu (schizofrenie vs kontrola) potvrdilo
statisticky vyznamnou lateralitu v hladinich mRNA NRI. Ta se
déle zvysila vyfazenim muzi s antipsychotickou lécbou. U zen
bylo toto srovnani bez statistické vyznamnosti. Vysledky dokladaji
vyznamnost faktoru pohlavi a antipsychotické 1é¢by ve vztahu ke
zménam v expresi NR1 podjednotky NMDA receptoru (Pekova
et al.,, 2006).

Prestoze se ndm nepodafilo prokdzat u naseho souboru paci-
entll pfitomnost mutace D481N/K483Q ve vazebném misté pro
glycin (Pekova et al., 2006), neddvnd spole¢nd publikace americkych
a japonskych pracovniki (Fujii et al., 2006) ukazala, ze D-serin jako
koagonista NMDA-R hraje pravdépodobné vyznamnou roli v patofy-
ziologii schizofrenie. Tim se zijem o tlohu NR1 podjednotky rozsiril
do dalsich oblasti vyzkumu. Nékolik studii ukédzalo, Ze podavani
D-serinu a glycinu, agonist glycinového vazebného mista, zmirnuje
negativni piiznaky a kognitivni deficit u pacientil se schizofrenif
(Snyder a Ferrit, 2000). Soucasné se ukazalo, Ze tito pacienti maji
snizené hladiny D-serinu v plazmé a v mozkomi3ni tekutiné.

Na zikladé téchto nélezti se do centra zdjmu dostaly enzymy serin
racemdza (SR) a oxiddza D-aminokyselin (DAAO), které syntézuj,
respektive degraduji D-serin. Neddvné studie ukazaly, ze:

1) enzym SR interaguje s proteinem PICK, ktery mtize mit vztah
ke schizofrenii, a

2) protein G72, ktery se vaze s DAAO, mtize byt defektni u nék-
terych pacientt se schizofrenii.

Price zabyvajici se SR soucasné ukézaly, ze v glio-
vych burikdch je pfitomen protein interagujici s C-kindzou
(PICK1), jehoz jedna doména se vaze s C-koncem SR. Je-li tato vazba
narusena, vizne syntéza D-serinu. Gen pro PICK]I je pfitom lokali-
zovan na chromozému 22q13 a jeho dva jednonukleotidové poly-
morfizmy (rs7113729 a rs2076369) se objevuji s vysokou frekvenci
v populaci japonskych pacientt trpicich disorganizovanou formou
schizofrenie (Fujii et al., 2006).

Funkéni dasledky snizené exprese NR1 podjednotky lze pozoro-
vatumysi. V popiedi pfiznakd je hyperlokomoce a stereotypie (Mohn

et al., 1999) a vyrazny deficit pohlavné specifického agresivniho
chovani (Duncan et al., 2004) zji$tény u jedinct s ,knock-down®
NR1 podjednotkou. Dalsi studie ukizala, Ze snizena exprese NR1
podjednotky nebo inaktivace genu STOP pro polypeptid zajistujici
stabilitu mikrotubult uvnitf neuront provazi deficit prepulzni inhi-
bice akustické tilekové reakce (Fradley et al., 2005). Ten je méfitkem
deficitu ve zpracovani informaci (Bubenikova et al., 2002).

NR2A podjednotka (obr. 2)

Tato podjednotka ma genovou lokalizaci na chromozomu 16p13
a jeji fetézec tvori 1442 aminokyselin s molekularni hmotnosti 163
kDa (tabulka 1). Tato v dospélém CNS nejcastéji exprimovana NR2
podjednotka se vyznacuje dlouhou C-doménou (627 aminokyselin),
zatim s ne zcela pochopenou funkdi. Jednou z funkci této C-domény
NR2A podjednotky je defosforylace provazejici zvySenou desenzitiza-
ci NMDA-R. Pfitom iontovy kandl m4 dvé vodivostni tirovné (50 a 38
pS) avaze pevnéji Mg? nez jiné typy NMDA kanalu. Prostfednictvim
NR2A podjednotky je kandl prednostné zakotven v post-synaptic-
kych denzitich zralych synapsi, a to vzhledem ke spojeni NR2A
s PDS-95 (obr. 1). Toto spojeni zminénou podjednotku chrani pied
$tépenim zprostfedkovanym kalpainem (Dong et al., 2004).

Exprese mRNA pro NR2A podjednotku je pfitomna ve vétsiné
oblasti dospélého mozku, predevsim pak v hipokampu a mozkové
kafe (Watanabe, 1995). V mozku novorozeného potkana je exprese
NR2A proteinu velmi nizkd, ale jiz 21. postnatalni den (21. PND) jeji
exprese dosahuje vrcholu a déle se jiz neméni nebo mirné poklesne
v dospélém mozku (Wenzel et al., 1997).

U mladého dospélého potkana byla pozorovana lateralita
exprese NR2A proteinu, pficemz v levém hipokampu byla vyssi
nez v pravém. V animalnim modelu schizofrenie byla jeji exprese
snizena téméf o 30 % za soucasného zmenseni rozdilu v jeji late-
ralité (Skuba et al.,, 2004). Ani ,knock-out® NR2A podjednotky
v8ak nezpusobil deficit v prepulzni inhibici akustického tleku
u mysi (Spooren et al., 2004).

U clovéka jsou hladiny transkriptét NR2A podjednotky nizké
v prenatalnim obdobi vyvoje (Ritter et al., 2001), ale nejvyssi hladi-
ny mRNA pro NR2A v lidském hipokampu byly nalezeny u déti ve
véku 1-3 let (Law et al., 2003). Analyza polymorfizmu genu GRIN2A
nevykazuje zmény majici vztah ke schizofrenii v rodindch mluvicich
jazykem Bantti (Riley et al., 1997) nebo v souboru japonskych paci-
enttl (Iwayama et al., 2006), pfestoze funkéni (GT), polymorfizmus
v promotorové oblasti tohoto genu predispozici viici schizofrenii
u japonskych pacientti zcela nevylucuje (Iwayama-Shigeno et al.,

2005).

NR2B podjednotka (obr: 2)

Tato podjednotka, v mnohém podobnd NR2A podjednotce, ma
genovou lokalizaci na chromozomu 12p12. Jeji fetézec je nejdelsi
a tvoff ho 1456 aminokyselin o celkové molekuldrni hmotnosti
163 kDa (tabulka 1). Také heteromerni NMDA-R obsahujici NR2B
podjednotku se vyznacuje vysokou vodivosti i vysokou citlivosti viici
blokovani iontového kandlu Mg*. Na rozdil od heteromerti s NR2A
podjednotkou, chelace Zn?* neovlivni receptorovou odpovéd. Pii-
tomnost polyaminového mista na NR2B podjednotce podmiriuje asi
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400krat nizsi hodnotu IC, pro inhibici ifenprodilem nez v piipadé
NR2A-, NR2C a NR2D-obsahujicich receptorti.

Exprese mRNA pro NR2B podjednotku je vysoka v nékterych
oblastech predniho mozku potkana, jakymi jsou neokortex, hipo-
kampus, talamus (Watanabe, 1995). U novorozeného potkana je
hladina transkripttt NR2B podjednotky vysokd. Od 5. PND stoupd
iexprese NR2B proteinu, kterd kulminuje 10. PND, aby se do dospé-
losti vyznamné snizila. Postupné pfitom mizi pfedev$im transkripty
NR2B z nizsich oblasti mozku a mozkového kmene (Wenzel et al.,
1997). Vyjimku pfedstavuje hipokampus, ve kterém z{istava exprese
proteinu relativné vysoka i v dospélosti (Charton et al., 1999). Pro-
teinova exprese této podjednotky vykazuje v hipokampu dospélého
jedince vyznamnou lateralitu, ktera je opa¢na v porovnani s expresi
NR2A proteinu. V animélnim modelu jeji exprese poklesne az 0 60%
pii klesajicim vyznamu vyjadiené laterality (Skuba et al., 2004).

Tyto zmény v expresi NR2A/NR2B podjednotek, které provazi
celkovy pokles receptorové specifickych vazebnych mist pro [*H]GLU,
jsou spojeny s deficitem v prepulzni inhibici (PPI) akustického
tleku u laboratorniho potkana (Stastny et al., 2005). Nase zjisténi
je v souladu s neddvnym pozorovanim, ze k deficitu PPI je tfeba
selektivné inhibovat jak NR2A, tak i NR2B podjednotku (Spooren
et al., 2004). Takeuchi se spolupracovniky (2001) vsak ukazali, ze
samotny deficit v expresi podjednotky NR2B sice vyznamné neovlivni
PPI, ale postaci ke zvyseni tirovné akustické tilekové reakce.V nasem
animdlnim modelu schizofrenie jsme ziskali podobny vysledek
(Tejkalovd et al., 2003).

U clovéka je exprese mRNA pro NR2B podjednotku vysokd jiz
pred 90. dnem gestace, ale nejvyssich hladin je dosazeno mezi 1.a 2.
rokem véku ditéte (Ritter et al., 2001). Také v hipokampu novoro-
zence byly hladiny mRNA této podjednotky nejvyssi. U dospivajiciho
ditéte rychle klesaly a nejnizsi hladiny byly zjistény v pozdni adoles-
cenci (Law et al.,, 2003). Vztah NR2B podjednotky k psychopatologii
schizofrenie doklddaji neddvné studie svédéici pro kauzalni vztah

T e T

spektrin

Yoatio

Obrdzek 1: Schéma zakotveni NR1/NR2 heteromeru na cytoskelet

buriky v postsynaptické cdsti membrany. (Modifikovino dle Wyszynski
a Sheng, 2000).

Heterodimer NR1/NR2 je v NMDA receptoru zastoupen 2krat. Zatimco
nezbytna NR1 podjednotka se svou C-doménou vaze na nékolik cyto-
plazmatickych proteind, jakymi jsou Yoatio a a-aktin, NR2 podjednotka
se svym dlouhym C-koncem vaze s PDS-95. Protein Yoatio byl identi-
fikovan jako ,kotvici“ protein (AKAP — A-kinazu kotvici protein), ktery se
vaze jak na protein kinazu A (PKA), tak i na protein fosfatazy 1 (PP1).
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zmén v promotorové ¢isti genu GRIN2B ke schizofrenii (Miyatake
et al., 2002; Di Maria et al., 2004). Vyznamna genetickd interakce
mezi polymorfizmy G1001C genu GRIN1 aT4197C aT5988Cv genu
GRIN2B ukazuje na jejich kombinovany t¢inek, ktery miize zvy$ovat
riziko vzniku schizofrenie, coz bylo prokdzino u ¢inské populace
(Qin etal., 2005). Podil genu GRIN2B na predispozici ke schizofrenii
nevyloucila vsak ani diivéjsi studie provedena na kohorté pacientt
z Jihoafrické republiky (Riley et al., 1997).

NR2C podjednotka

NMDA-R obsahujici NR2C podjednotku je zastoupen piedevsim
v granuldrnich neuronech mozecku, s jejichz buné¢nou maturaci
postupuje i ndhrada trimernich NR1/NR2A/NR2C receptortl za
diheteromerni NR1/NR2C synaptické receptory (Cathala et al,,
2000). NR2C podjednotka, s genovou lokalizaci na chromozomu
17925, je nejkratsi z NR2 podjednotek, nebot ji tvoii jen 1220
zbytkti aminokyselin a jeji molekularni hmotnost odpovida 134
kDa (tabulka 1).

Tato podjednotka je pfitomna téméf vyhradné v mozecku,
i kdyz imunobloty odhalily jeji pfitomnost v nekvantifikovatelnych
mnozstvich i v hipokampu potkana (Skuba, nepublikované vysled-
ky). Zatimco v mozecku novorozeného potkana je tato podjednotka
prakticky neprokazatelna, za 10 dnti po narozeni Ize detekovat jeji
mRNA a 21. PND je dobfe prokazatelna i jeji proteinova exprese
(Wenzel et al., 1997). Tento vyvoj svédéi pro postupnou nihradu
NR2B podjednotky v granularnich bunkach mozecku za podjed-
notky NR2A a NR2C. Pro tato zji$téni ziskand na potkanech nim
vétsinou chybi odpovidajici nalezy na lidském materidlu. Je to pouze
prace Akbariana a spolupracovnikii (1997), ktera uvadi, Ze v pref-
rontélni a parieto-temporalni oblasti mozkové kiiry Ize prokazat jen
nizké hladiny mRNA pro NR2C podjednotku. Naopak v mozecku,
a to jak u schizofrenikd, tak i u odpovidajicich kontrol, byly nalezeny
velmi vysoké hladiny této podjednotky. V porovnani s kontrolami
vSak byla hladina transkripti v jednotlivych vrstvach prefrontalni
kury schizofrennich nemocnych snizena o 22-41 %. Naopak v oblasti
temporo-parietdlni mozkové kiiry méli tito pacienti hladiny mRNA
pro NR2C podjednotku vyssi o 10-21% (Akbarian et al., 1997).

NR2D podjednotka (obr: 2)

Posledni z NR2 podjednotek se v nékterych charakteristikdch
podoba NR2B podjednotce. Pfednostné je NR2D podjednotka
exprimovdna v podkorovych strukturich mozku (diencefalon,
mozkovy kmen) béhem perinatilniho a ¢asné postnatdlniho vyvoje.
Jeji fetézec tvori 1300 aminokyselin o celkové hmotnosti 141 kDa
(tabulka 1). Nékteré nalezy svédci pro existenci jejich dvou sestii-
zenych forem. NMDA-R obsahujici NR2D podjednotku vykazuje
omezenou senzitivitu vii¢i blokaci kandlu Mg*, nizkou vodivost
pfi aktivaci, ale jejich pomalou deaktivaci. Heteromery NR1/NR2D
byly prokdziny pouze v extrasynaptické lokalizaci, takZe v sou-
¢asnosti neexistuje ditkaz pro jejich Géast na synaptické neuro-
transmisi, coz miize souviset pravé s jejich pomalou deaktivaci.
Téméf ¢istd populace NR1/NR2D heteromert je v membranach
Purkynovych bunék mozecku (Misra et al., 2000). Jejich pfitomnost
byla prokdzina i v membranich mozkového kapilarniho endotelu
(Pliss etal., 2002). Predpoklada se, ze NR2D podjednotka mitiZe tvotit
triheteromery typu NR1/NR2A/NR2D, které nevykazuji tak poma-
lou deaktivaci jako receptory obsahujici pouze NR2D podjednotku.
Receptory s touto podjednotkou se vyznacuji vysokou afinitou pro
GLU, coz miize byt ve vztahu k jejich extrasynaptické funkci, kterou
vSak bude tfeba jesté presnéji definovat.

Exprese genu pro NR2D podjednotku je prechodné zvySena
béhem fetdlniho a neonatdlniho vyvoje potkana (Watanabe, 1995).
Transkripty této podjednotky proto nachdzime v prubéhu vyvoje
struktur diencefala, mozkového kmene a patefni michy. ,Knock-
-down“ mysi s potlacenou expresi této podjednotky maji normalni
histomorfologii mozku, ale jejich chovani se vyznac¢uje sniZenou
lokomo¢ni aktivitou. Lateralitu proteinové exprese NR2D podjednot-
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ktery patfi do skupiny proteinti

zastoupenych v postsynaptické
denzité, které se vyznacuji pfitom-
nosti PZD domén, tj. C-koncovych
peptidt vyznacujicich se specific-
kou sekvenci aminokyselin. Druha
membrinovd doména PSD-95 se
véze na skupinu ~-COOH podjed-
notek NR2-typu NMDA-R, které
se vyznacuji dlouhym C-koncem
nachdazejicim se uvniti buriky (obrd-
zek 1). U pacienttt trpicich schizo-
frenii (a bipolarni poruchou) byva
exprese PSD-95 vyznamné sniZena,
a to pfedevsim v gyrus dentatus
hipokampu a v orbitofrontalni
oblasti mozkové kiiry (Toro a Dea-
kin, 2005). To zvySuje mobilitu
a vulnerabilitu vlastnich NMDA
receptortl. Takto zménéné recepto-
rové vlastnosti mohou byt soudasti
dysfunkce NMDA-R u uvedenych
skupin psychiatrickych pacientt.
Vyslednd ,,down® regulace PSD-95

zvySuje jinak omezeny laterdlni

Obrdzek 2: Imunocytochemickd lokalizace podjednotek R2ZA, R2B a R2D v hipokampu mladého dospé-

Iého laboratorniho potkana

Proteinové podjednotky NR2 jsou exprimovany pfednostné na perikaryich pyramidovych bunék v area
CA1 hipokampu. Vazba primarnich protilatek vici vybranym determinantam jednotlivych podjednotek
byla detekovana nepfimou imunocytochemickou metodou zakonéenou diaminobenzidinovou reakci. Pro
srovnani je uvedena i pfevazné neuropilova distribuce vétSiny synapsi zobrazenych koktejlem protilatek
proti synaptofyzinu a syntaxinu. Perikarya CA1 i gyrus dentatus (GD) se proto vyznacuji pfitomnosti

nenabarvenych somat neuronu. (Axiophot Zeiss, zvétSeni 200x).

ky, ktera je stejnd jako lateralita NR2B podjednotky, jsme prokdzali
vhipokampech 50dennich potkant (Skuba et al., 2004). Nejzajima-
véjsi vSak bylo zjisténi, ze v animalnim modelu schizofrenie se jeji
lateralita obraci a podoba se lateralité NR2A podjednotky (Skuba
podjednotky jsme hovorili jiz difve (Stastny a Pekova, 2005).

Exprese mRNA pro NR2D podjednotku je vysoka v mozkové
kare lidského plodu jiz kolem 90. dne gestace (Ritter et al., 2001),
aniz je znam funk¢ni vyznam jejiho pfechodné zvyseného zastoupe-
niv NMDA receptorech. Na jeji 53% zvySeni exprese v prefrontdlni
kufe schizofrenikt upozornil jako prvni Akbarian se spolupracov-
niky (1997). V soucasnosti byla v porovndni s kontrolnimi osobami
prokdzana existence jednonukleotidovych polymorfizmt v genu
GRIN2D v kohorté pacientil a soucasné bylo konstatovino, ze ge-
novy lokus miize predstavovat susceptibilitu pro schizofrenii pro
celou japonskou populaci (Makino et al., 2005).

Také bylo popsano zvyseni exprese mRNA NR3A podjednotky
NMDA receptoru v dorzolaterdlni oblasti prefrontalni kiiry u pa-
cientl trpicich schizofrenii (Mueller a Meador-Woodruff, 2004),
ale vzhledem k jeji stile jesté nejasné funkci, je interpretace tohoto
nélezu na trovni hypotézy.

Lokalizace NMDA receptoru
v riiznych typech nervovych bunék

Stavba, a tim i funkce NMDA-R v povrchové membrané neuronu,
se 1i3i podle toho, zda se jednd o jeji synaptickou nebo extrasynap-
tickou ¢ast (Li et al., 2002). NMDA receptory v oblasti postsynap-
tické denzity, kterou tvofi proteiny s riiznorodou funkci (Kennedy,
1997), jsou do ni zakotveny prostiednictvim proteinu-95 (PSD-95),

pohyb NMDA-R mezi synaptickym
a extrasynaptickym ,kompartmen-
tem“. Tim se v ¢asovém rozmezi
nékolika minut vyznamné méni
efektivita (,strength®) synaptické-
ho spojeni (Tovar and Westbrook,
2002). Protoze koufeni u pacien-
ta trpicich schizofrenii ovliviiuje
expresi nékterych gent dulezitych
pro ,zakotveni“ NMDA-R v post-
synaptické denzité (ve své podstaté
ji koufeni ,normalizuje“), muiZe to byt povazovano za projev urcité
formy automedikace (Mexal et al., 2005).

Neurony

Membranové receptory soucasné podléhaji internalizaci, kterd
ma viak odli$nou vyvojovou regulaci. Ta souvisi se zminénou afini-
tou NMDA-R vii¢i PSD-95. Ta zapficifnuje, Ze ve funkéné nezralych
axo-dendritickych synapsich prevazuji receptory s podjednotkovou
stavbou NR1/NR2B (Babb et al., 2005), kdezto NR1/NR2A kom-
plexy jsou typické pro synapse v dospélém mozku (Carroll a Zukin,
2002). Protoze NMDA receptory obsahujici podjednotku NR2A maji
rychlejsi kinetiku laterdlniho pohybu, jsou zakotveny piedevsim do
synaptického tiseku membrany, zatimco pomalejsi kinetika podjed-
notky NR2B podminuje jejich extrasynaptickou lokalizaci (obrdzek
1). Odlisné funkéni vlastnosti NR2A podjednotky pak propijéuji
synaptickym NMDA receptortim moznost rychlé deaktivace, kterou
potiebuji pro GLU zprostiedkovany pienos chemické informace na
synapsi. Naopak extrasynaptické NMDA heteromery, které obsahuji
prednostné NR2B podjednotku, podléhaji pomalejsi internalizaci.
Reaguji az na zvy$ujici se hladinu GLU, ktery ,,pfetéka“ z intersynap-
tickych $térbin do intersticidlniho prostoru mozku pfi nadmérné
stimulaci nervovych bunék. NMDA receptory v této lokalizaci proto
odpovidaji nikoliv za synapticky pfenos, ale za neuronalni poskozeni
a excitotoxicky typ buné¢éné smrti.

Astrocyty

Pritomnost NMDA-R je vSak mozné prokdzat nejen v membri-
nach neurontl, ale i astrocytd, dale v Miillerovych bunkach sitnice
a v Bergmannové glii mozecku (Conti et al., 1996; Gallo a Ghiani,
2000). Nedavné price ukdzaly na vyznam NMDA-R s exprimovanou
NR2B podjednotkou pfi aktivaci astrocyttt GLU (Kato et al., 2006).
Niésledné zmnozeni astrocytl v prefrontilni kife a v hipokam-
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pech schizofreniktt muze zvysit zpétné vychytavani (,reuptake®)
GLU do téchto neurogliovych bunék a snizit tak jeho koncentraci
v bezprostfednim okoli glutamatovych receptort. Tim se astrocyty
vyznamné spolupodileji na hypofunkei celého glutamétergniho
systému mozku (Nanitsos et al., 2005). Jeho snizend funkéni aktivita
muiZe byt dale prohloubena tim, Ze sniZené hladiny GLU nezajisti
dostate¢né uvolnovini D-serinu z astrocyti typu-1 (Urai et al., 2002;
Yang etal., 2003). Tim se déle prohloubi hypofunkce celého systému,
a pfedevsim NMDA receptortl. Nedavné nalezy ukazaly, Ze D-serin je
vastrocytech a v bunkach radidlni glie lokalizovin do strukeur, keeré
se podobaji vacktim, a je prokazatelny i v mikrogliovych burkach
(Williams et al., 2006). Naopak nadbytek D-serinu, a to za spoluticasti
oxidazy D-aminokyselin (DAAQ), mtiZe zptisobit poskozeni gliovych
bunék, kterému lze zabranit inhibici aktivity uvedeného enzymu
Na-benzoatem nebo chlorpromazinem (Park et al., 2006). Vzhledem
k nizsi aktivité DAAO v prenatidlnim obdobi vyvoje byly nalezeny
vy$s$i hladiny D-serinu (a D-aspartatu) v prefrontalni mozkové kuife
lidského plodu, coz svéd¢i ve prospéch predpokladané Gcasti D-ami-
nokyselin ve vyvoji funkéni aktivity NMDA-R v burikich mozkové
kary ¢lovéka (Hashimoto et al., 1993).

Mikroglie

Kromé D-serinu uvolriuji mikrogliové buriky také glycin a L-serin
(Hayashi etal, 2006). Uvedené aminokyseliny se pak spolupodileji na
aktivaci korovych receptorti prostfednictvim synaptickych NMDA
receptoril. Pfitom je vSak tfeba mit na paméti, Ze kooperativni
aktivace NMDA receptorti s D-serinem a L-glutamdtem miize byt
pri¢inou poskozeni neuront pfi zdnétech mozku a michy (Wu et
al., 2004). Pfitom je zndmo, Ze proliferace mikrogliovych bunék
z4visi na aktivaci glutamatovych receptort v jejich vlastni povrchové
membriné (Nair a Bonneau, 2006).

Oligodendrocyty

V nedavné dobé byly prokdzdny NMDA receptory také v oligoden-
drocytech (Salter a Fern, 2005). Na rozdil od neuronti a astrocytti jsou
v8ak tyto receptory pritomny téméf vyhradné ve vybézcich oligoden-
drocytt, kde jsou jen slabé blokoviny Mg (Karadéttir et al., 2005).
Tuto vlastnost podminuje podjednotkova stavba charakterizovani
pritomnosti NR1/NR2C a NR3A podjednotek. Ta pak odpovida
nejen za jejich snazsi aktivaci, ale i za primdrni poskozeni vybézki
oligodendroglie (Micu et al., 2006). Vysledné odtrzeni oligodendro-
cytti od osovych axont je pficinou poruchy myelinizace, kterd byla
popsana také v bilé hmoté mozku u pacientts trpicich schizofrenii
(Kumra et al., 2005; Hao et al., 2006).

Endotel mozkovych kapilar
Také endotelové buriky mozkové kapilarni bariéry exprimuji ve

svych povrchovych membrandch NMDA heteromery s imunocyto-
chemicky dobfe prokazatelnym zastoupenim NR2D podjednotky
(Pliss etal., 2002). I kdyz pozdéjsi prace prokazaly pfitomnost mRNA
pro NR2A a NR2B podjednotku (Parfenova et al., 2003), predpo-
klada se, Ze podobné jako oligodendrocyty, tak i endotelové bunky
mozkovych kapilar mohou mit NMDA receptory s méné obvyklou
podjednotkovou stavbou nez vlastni neurony. Pomald deaktivace
heteromertt NMDA-R s NR2D podjednotkou se pak muize podilet
na dysfunkci hematoencefalické bariéry, kterou Ize prokazatazu 1/3
pacientt se schizofrenii (Kirch et al., 1985).

NMDA receptor jako cilova struktura
pro léébu antipsychotiky

Antipsychotika v zavislosti na davce a délce podavani ovliviiuji
funkéni aktivieu NMDA-R, pfi¢emz zvlastni pozornost je v soucas-
nosti pfednostné vénovana vazebnému mistu pro glycin/D-serin na
NR1 podjednotce (Tarazi et al., 1996; Millan, 2005). O moznostech
terapeutického vyuziti vysokych davek glycinu nebo D-serinu jsme
jiz referovali v jiném piehledném ¢lanku (Stastny a Pekova, 2005).

V souvislosti s dlouhodobymi tcinky cis- a trans-flupenthixolu
na expresi transkripti pro jednotlivé podjednotky NMDA-R si v§ak
uvédomime, jak v ¢asoprostorové stupnici mtize rozdilné pisobit
chronické podavani latky, kterd i¢inné inhibuje D /D, -receptory
(Chen etal., 1998). To ukazuje na rozdilné u¢inky antipsychotik pfi
jejich akutnim a chronickém podéavéni (Tarazi et al., 1996; Millan,
2005). Vedle svého vlivu na expresi gent antipsychotika také modu-
luji funkci NMDA-R mechanizmem intraneuronalni signdlni tran-
sdukce (Leveque etal., 2000). A predevsim, viechny nalezy ziskané na
animalnich modelech psychézy je tieba ovéfit pomoci neinvazivnich
zobrazovacich metod na vybranych skupinach pacientti a odpovidaji-
cich skupindch kontrolnich osob (Bressan et al., 2005). Pro sloZitost
této otdzky se k ni proto vritime v samostatném sdéleni.

Autofi toboto lanku dékuji za financni podporu MSMT — vyzkumny
projekt CNS:1M0S17 (NR1 podjednotka v animalnim modelu schizofrenie),
MZ CR — vyzkumny zdmér MZOPCP200S (NR1 podjednotka v lidském
autoptickém materidlu) a IGA MZ CR - grantovy projekt NF7626-3 (NR2
podjednotky v animdlnim modelu schizofrenie). Autori ddle dékuji’ za
financni pomoc firmeé Eli Lilly.
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