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SOUHRN

Pfedmétem price bylo vypracovat neurovyvojovy model schizofrenie.
Neurovyvojovy model schizofrenie je zaloZen na pfedpokladu, Ze experimentélni
poskozeni vyvijejiciho se mozku zméni celkové chovéni jedince v dospé&losti, které je
charakterizovino jako schizofrenii-podobné. Podkozeni v ¢asném postnatilnim obdobi
potkana (12. postnatdlni den) bylo navozeno intracerebroventrikuldmi (icv) infuzi N-
acetyl-L-aspartyl-L-glutamatu (NAAG). Histomorfologické rozloZeni poskozeni, v&etn&
kvantitativni analyzy, jsme zhodnotili 24 a 96 hodin po podiani NAAG. Chovéni potkanii
jsme pozorovali v &asné adolescenci a dospé&losti potkana. NAAG je neuropetid, ktery je
pfitomen v mozku savcii ve velkém mnoZstvi. Tento dipeptid aktivuje metabotropni
glutamétové receptory (mGluR II), ale také NMDA receptory.

Neonatalni icv infuze NAAG po3kodila pfedeviim neurony gyrus dentatus 24 hodin
po infuzi. Po3kozené neurony jsme prokazali barvenim dle Nissla, barvenim Fluoro Jade
B v kombinaci s Hoechst 33342 a technikou TUNEL.

Neonatdini léze zménila n&které projevy chovéni potkana v &asné dospélosti v testu
otevfeného pole (zvy3eni &isténi). Potkani po podani NAAG vykazovali zvysenou reakci
po podani GBR 12909 (inhibitor dopaminového transportéru) v testu otevfeného pole
(sniZenf imobility a &idténi). Naopak tito potkani byli méné citlivi na podani antagonisty
NMDA receptori (MK-801) v testu otevieného pole (imobilita) a v testu prepulzni
inhibice tlekové reakce. Zména chovéni v ¢asné dospélosti potkana po neonatlnim
podani NAAG koreluje se sniZenou specifickou vazbou [*H]glutamitu v entorhinalni
kiife a také se sniZenou vazbou [**S]TBPS v hipokampu dosp&lého potkana.

Nasledné byl model zaloZeny na neonatilnim podiani NAAG porovnan
s neurovyvojovym modelem zaloZzenym na neonatilnim po3kozeni mozku kyselinou
chinolinovou (QUIN). Po podini QUIN jsme pozorovali rozsahlejdi po3kozeni
hipokampu i korovych oblasti ve srovnani s NAAG. Neonatalni infuze QUIN sniZila
specifickou vazbu [*H]glutamétu ve striatu, hipokampu a entorhinaini kiife a také snizila
aktivitu vysokoafinitniho tranportéru pro cholin (HACU) v levém hipokampu dospé&lého
potkana. Je moZné, Ze poskozeni cholinergniho systému mai za nisledek pozorované
zhor3enf referenéni paméti v Morrisové vodnim bludisti. Tyto zmé&ny nebyly pozorovany
u potkanii po podani NAAG. Dile, potkani po pod4ni QUIN si méné& hrali 22. postnataini
den a také méli zkricenou dobu imobility v testu otevieného pole v &asné dospé&losti
potkana. Potkani po podédni QUIN ve srovnani s NAAG byli citliv&si na podani GBR
12909 v lokomogni a explora¢ni aktivité v testu otevieného pole.

Zavérem lze fici, Ze &asné postnataini podani NAAG i QUIN potkaniim miiZe slouZit
jako neurovyvojovy model schizofrenii-podobného chovani a vykazuje &astené

konstruktivni a fenomenologickou validitu.



SUMMARY

The aim of the study was to create a new animal model of schizophrenia based on a
neurodevelopmental hypothesis. The central idea of the project has been that a transient
insult at early postnatal age will reveal itself in the form of delayed distinct behavioral
changes that can be related to schizophrenia. The experimental design used
intracerebroventricular (icv) infusion of N-acetyl-L-aspartyl-L-glutamate (NAAG) to rats
at postnatal day 12, followed by combination of histology and quantitative morphology
in brain tissue obtained within 24 and 96 hours of the NAAG administration and used to
investigate possible neurodegeneration. Finally, a battery of behavioural tests was
performed several weeks later (late adolescence/early adulthood). NAAG is the most
abundant neuropeptide and interacts with the active site of metabotropic glutamate
receptors (mGluR II), however, it is also an agonist at NMDA receptors.

Neonatal icv infusion of NAAG resulted in detectable damaged neurones in gyrus
dentatus. The damage appeared greater at 24 hours, as compared to 96 hours, after the
infusion. The presence of damaged neurons was easily demonstrated by Nissl stain,
Fluoro Jade B staining combined with Hoechst 33342 and by TUNEL technique.

Neonatal administration of NAAG resulted in the appearance of specific, potentially
abnormal, behavioural traits in young adult rats as indicated by open field. Thus, there
was an increased spontaneous grooming and a decrease in immobility and grooming after
administration of GBR 12909 (inhibitor of dopamine transporter). The lesioned rats
were, however, less susceptible to the effects of the NMDA antagonist MK-801, both in
the open field behaviour (immobility) and in the tests of prepulse inhibition ofi acoustic
startle response. Interestingly, the early postnatal administration of NAAG resulted in
reduced specific binding of [*H]glutamate in entorhinal cortex and in the reduced specific
binding of [**S)TBPS in hippocampus of adult rats.

The neonatal NAAG model of schizophrenia was compared with another known
neurodevelopmental animal model of schizophrenia based on neonatally-induced lesions
using quinolinic acid (QUIN). Following QUIN infusion, the damage to hippocampus
and cortex was greater than that caused by NAAG. Early postnatal QUIN dramatically
reduced specific binding ofi [*H]glutamate in striatum, hippocampus and entorhinal
cortex and in addition, decreased high-affinity uptake of [’H]choline, particularly in the
left hippocampus. All these changes have been observed in postnatally lesioned rats
allowed to reach ecarly adulthood. It is possible that QUIN-induced changes in the
cholinergic system may have been linked to the memory deficit as detected in the QUIN-
lesioned rats using Morris water maze. No similar changes have been, however, detected
in NAAG-infused rats. Furthermore, the QUIN-lesioned rats, unlike those infused with

NAAG, showed a deficit in play behavior on postnatal day 22 and a decrease in



immobility in young adult rats. In addition, when compared to NAAG-infused rats, the
QUIN-lesioned animals showed higher locomotory and exploratory activity following a
challenge with GBR 12909.

It is concluded that the early postnatal administration of both substances NAAG and
QUIN to rats represents a potentially useful neurodevelopmental model of schizophrenia-

like behaviour and shows constructive and face validity.



1. UVOD DO PROBLEMATIKY

1.1. Schizofrenie

Schizofrenie je zdvaZné psychiatrické onemocnéni. Toto onemocnéni ovliviiuje
lidské mysleni, citéni a jednani. SniZuje kvalitu Zivota a zvySuje mortalitu. Pro
schizofrenii je typickd mnohotvérnost psychopatologie, prib&hu i odpovédi na 1é&bu.
Projevy této dudevni poruchy jsou nejednotné. Schizofrenie je pfesto definovana
pomoci syndromi, které jsou shmuty v diagnostickych manudlech DSM 1V a ICD 10.
Nejtastd)si rozdéleni symptomi u schizofrenie je na pozitivni a negativni symptomy.
Pozitivni symptomy zhor$uji b&né funkce mozku (halucinace, bludy, stereotypic) a
negativni symptomy sv&d&i pro ztratu normaini funkce mozku (anhedonie, socialni a
citové staZeni). Mezi symptomy schizofrenie se Fadi i kognitivni deficit, ktery zahrnuje
problémy s orientovanou pozornosti, vizulnim a verbdlnim vybavovénim, pracovni
paméti a exekutivnimi funkcemi. U n&kterych pacientd se schizofrenii se vyskytuje
kognitivni deficit v celém priab&hu onemocné&ni (Heaton et al., 1994). Podobné jako
symptomatologie je proménlivy i prib&h onemocnéni. Typicky zadind onemocnéni
schizofrenii v adolescenci a v &asné dospélosti. Pramémy v& prvnich znamek
dugevniho onemocnéni je 24 let u muzi a 27 let u Zen. Etiologie schizofrenie neni
doposud znima. Zatim se pfedpoklada multifaktorialni etiologie a vliv mnohotetnych
patogenetickych vlivd. Jsou pHjimany dv& hlavni teorie vzniku schizofrenie:
neurodegenerativni a naopak neurovyvojova hypotéza vzniku schizofrenie.

Neurovyvojovad hypotéza schizofrenie pfedpoklada, 2e porucha vpre- nebo
perinatdlnim vyvoji mozku povede k manifestaci onemocnéni v &asné dospélosti.
Predpoklada se, Ze jiZz v prib&hu vyvoje ditéte, dlouho pted zadatkem onemocnéni, je
prokazatelny deficit v pozornosti a vyskyt motorickych poruch u d&i s rizikem pro
schizofrenii (Erlnmeyer-Kimling, 2000). Pro neurovyvojovou hypotézu dale svédéi
nedostatek neuropatologickych ditkazli poskozeni nervové tkan&, perinatdlni poSkozeni
vyvoje mozku a pozdni nastup onemocnéni (Keshavan, 1999). Jako rizikové faktory se
uvadgji porodni komplikace, virova infekce matky v druhém trimestru téhotenstvi,
podvyziva matky a inkompatibilita Rh faktoru. Porodni komplikace pisobi
prostfednictvim periventrikularnich krvéacivych 1ézi, které vedou k hypoxii, k nasledné
neuronalni smrti a poruse neuronélniho propojeni (Hoschl et al., 2004).

V soudasné dobé& vétina nalezi svédei pro neurovyvojovy pivod schizofrenie, kterd
obsahuje &asteéné i neurodegenerativni slozku. Velky heuristicky vyznam v etiologii
schizofrenie ma pfedpoklad &asné excitotoxické léze, kterd vede k poskozeni normélniho

vyvoje nervové tkané a k manifestaci psychotického chovéani (Weinberger, 1987).



1.2. Zmény v glutamatergnim systému u schizofrenie

Pred 20 lety byly objeveny latky, které pusobi jako nekompetitivni antagonisté N-
metyl-D-aspértatového (NMDA) receptoru, vedouci ke zméném v chovéni ¢lovika i
zvitat, které ma schizofrenii podobné projevy (Coyle et al., 2004). Experimentalni
pouziti t&chto latek pfineslo doklady pro moZnou tlohu glutamatergniho systému
v patofiyziologii schizofrenie. V posledni dobé se také objevuji diikazy o ptimém vlivu
antipsychotik na glutamatergni systém a o moZném klinickém vyuZiti latek aktivyjicich
glutaméatové NMDA receptory v 1é&bé schizofrenie. Nalezy u pacientli se schizofrenii
ukazuji na zmé&ny v expresi glutamatovych receptorii a v hladinach glutamatu a dallich
latek, N-acetyl-L-aspartyl-L-glutamat a kyselina chinolinovd (Kim et al., 1980;
Schwarcz et al., 1988; Tsai et al., 1995). Kyselina chinolinovd (QUIN), jeden z
metabolith tryptofanu, je agonistou NMDA receptorii a jeji tvorba &i podani ve vy3si
koncentraci vyvola excitotoxické podkozeni neuroni (Jhamandas et al, 1993). U
pacientii se schizofrenii byly hladiny kyseliny chinolinové (QUIN) (Schwarcz et al.,
1988). PouZiti technik molekuldrni genetiky u schizofrenie poukazalo na spojeni mezi
nukleotidovym polymorfismem né&kterych geni, které souviseji s glutamatergnim
systémem a schizofrenii (Harrison a Owen, 2003).

Také zmény v metabolismu a hladinaich NAAG jsou spojovany se schizofrenii
(Tsai et al.,, 1995). U pacientii se schizofrenii byly nalezeny zvySené hladiny tohoto
dipeptidu v hipokampu a v prefrontdini kufe (Tsai et al., 1995). Ziroveti aktivita
enzymu glutamatkarboxypeptidazyll (GCP II) negativné korelovala se zvySenymi
hladinami NAAG v prefrontalni kife (PFC) a hipokampu. SniZeni aktivity GCP Il a tim
i snizeni hladiny glutamatu v PFC a hipokampu pfispiva k hypoglutamatergnimu stavu,
ktery byl nalezen u pacienti se schizofrenii (Goff a Coyle 2001). Z hlediska
neurovyvojové hypotézy by NAAG mohl mit dileZitou tlohu v etiologii schizofrenie.
Neonataln& zvysena hladina NAAG by mohla mit dlouhodobé nasledky a vést az ke

schizofrenii podobnému chovani

1.3. Animalni modely schizofrenie

Vétsina modeli je zaloZena na hypotéze, Ze schizofrenie vznikd v dusledku
poskozeni vyvijejiciho se mozku, které vede ke zméné v jeho funkci i v celkovém
chovani jedince. Animalni modely ndm umoZiiuji si ové&fit vyznam riiznych faktori, které
se uplatiiuji b&hem prenatalniho a perinatdlniho vyvoje jedince a snaZi se objasnit
patofyziologické mechanismy vyvolavajici vznik schizofrenii podobného chovani
vzhledem k morfologickym a neurochemickym zménam v riznych oblastech mozku.

Mimo &asné léze ventrdlniho hipokampu byly podobné nilezy ziskany také po

perinatdlnim poskozeni medidlniho temporalniho laloku u primati (Bachevalier et al.,



1999), talamu a prefrontalni kiry u potkant (Flores et al., 1996, Rajakumar et al., 1996),
nebo po lézi zpisobené intraccrebroventrikuldmim podanim excitotoxické kyseliny
kainové mlad’atim potkana (Csemnansky et al.,, 1998). MoZnym vysvétlenim pozdnich
zmén chovani je pfedpoklad, Ze nekteré oblasti mozku mohou kompenzovat 1éze vzniklé
pfed pubertou, tj. vdob&, kdy struktury nemusi byt jeSt¢ pin& funkéni. Aviak
v dospélosti, kdy se jiZ do funkce zapojuji viechny struktury mozku, se zmény v chovani

mohou piné projevit (Goldman, 1971).

1.4. Animélni model schizofrenie: neonatilni poSkozeni mozku N-aeetyl-L-
aspartyl-L-glutamatem

N-acetyl-L-aspartyl-L-glutamat (NAAG) je dipeptid, ktery dosahuje v jednotlivych
strukturach mozku potkana koncentrace 0.5-5 umol/g tkané (Miyake et al.,1981). Tento
dipeptid pusobi jako agonista metabotropnich glutamatovych receptori skupiny Il
(mGluR II), pfedevim podtypu mGluR 3 (Neale et al., 2000). Aktivaci t&chto receptort
NAAG sniZuje hladiny cAMP a tim synapticky vydej glutamatu a GABA (Zhao et al.,
2001). Pfedpoklada se, Ze aktivaci téchto receptoriit NAAG pisobi v fad¢ pfipadi
neuroprotektivné (Orlando et al,, 1997). NAAG miZe byt hydrolyzovan enzymem
glutamatkarboxypeptidazou II (GCP II; EC 3.4.17.21) na glutamat a N-acetylaspartat
(Neale et al, 2000). Takto uvoinény glutamat miZe aktivovat ionotropni NMDA
receptory (Thomas et al, 2000). ZvySena aktivita NMDA receptori vede
k excitotoxickému poSkozeni neuroni. V posledni dobé& uvazujeme i pfimé plsobeni
NAAG jako parcialniho agonisty NMDA receptortt (Pliss et al., 2003; Losi et al.,
2004). Pfedevsim ve vysokych koncentracich aktivuje NAAG pfednostné ty
oligoheteromery NMDA receptoru, které maji zastoupenou NR2D podjednostku (Hess
etal., 1999).

Tento dipeptid hraje diileZitou dlohu pfi vyvoji centralniho nervového systému. Az
dvojnasobné zvySené hladiny NAAG byly nalezeny 8. PND ve stfednim mozku,
mozetku, hipokampu a neokortexu potkana ve srovnani z hladinou NAAG pfi narozeni.
Po 8. PND hladina NAAG klesa na 10 % hodnoty v dob& narozeni (Koller and Coyle,
1984). PfestoZe je hladina NAAG nejvy33i na zadatku druhého postnatalniho tydne,
exprese neuroprotektivnich mGluR2 a mGluR je v tomto obdobi velmi nizka (Catania et
al., 1994). Naopak vyskyt NR1/NR2D podjednotek NMDA receptorni je v tomto obdobi
maximaélni (Ritter et al,, 2001). Proto jsme vypracovali animalni model, kde zvySena
hladina NAAG v tomto obdobi vede k excitotoxickému poskozeni mozku s naslednou

zménou v neurochemii a v chovani potkana v pre- a postpubertalnim obdobi.



2. CfL DIZERTACN{ PRACE

Pfedmétem price bylo zavést neurovyvojovy model schizofrenie navozeny

intracerebroventrikuldrni (icv) infuzi N-acetyl-L-aspartyl-L-glutamétu (NAAG).

Dany model charakterizovat

1.

morfologicky, a to s cilem vymezit regiondInf rozloZeni mozkového poskozeni
(Nisslovo barveni, barveni Fluoro Jade B), kvantifikovat zénik nervovych
bunék v hipokampu v prvnich dnech po icv infuzi NAAG a po dosaZenf
pohlavni dospé&losti potkana (50. PND) a stanovit charakter bun&né smrti
(barvenf Hoechst 33342 a TUNEL technika).

neurochemicky, a to s cilem charakterizovat zmé&ny v receptorové specifické
vazb& [*H]glutamétu v hipokampu mladého dosp&lého potkana (50. PND), ve
vysokoafinitnim transportu cholinu (HACU) a v receptorové specifické vazbé
[**S]TBPS v hipokampu potkana 50. PND.

funk&nd (behaviorilng), a to s cilem posoudit zmé&ny v hravém a socidlnim
chovéni jedince v prepubertdlnim obdobi (22. PND), reakce jedince na nové
prostfedi v obdobi puberty (35. PND) a dospélosti (50. PND), velikost
akustické ulekové reakce a jeji prepulzni inhibice. Uvedené charakteristicky
chovani dale ovlivnit: (i) inhibici transportu dopaminu; (ii) inhibici NMDA
receptoru.

Cilem bylo srovnat validitu dvou modeli (zaloZenych na icv infuzi NAAG
nebo kyseliny chinolinové), vychazejicich zglutamatergni hypotézy
schizofrenie. Tyto modely porovnat z morfologického, neurochemického a
behaviorainiho hlediska.



3. METODIKA

3.1. Zvirata a podani latek

Mlad'ata (Wistar Hann) byla dodana 7. PND v poétu 10 jedincti v hnizd& s matkou
(BioTest s.r.o, Konarovice). Viechna zvifata byla ve svételném rezimu 12 h svétlo/12 h
tma s volnym pfistupem k vod& a potravé. Mlad’ata jsme odstavovali od matky 28.
PND.

Vden operace, 12. PND, byl samciim aplikovin NAAG nebo QUIN
intracerebroventrikulamé (icv) za pomoci Hamiltonovy stfikatky (1ul) do postrannich
komor pomoci stereotaxického pfistroje s koordinatami AP: — 1 mm od bregmy; L:
1,5 mm; DV: -3,5 mm od povrchu lebeénich kosti (Sherwood and Timiras, 1970). Latka
NAAG byla infundovana v davce 0,25 pmol v 0,25 pl sterilniho fyziologického roztoku
do kazdé postranni komory, QUIN byla infundovina ve stejné davce v 0,25 pl
v pufrovaném fyziologickém roztoku pH 7,4 po dobu 3 minut do kaZdé komory.
Kontrolnim zvifatim byl infundovan do postrannich komor stejny objem sterilniho
fyziologického roztoku.

V3echny experimenty byly schvaleny odbomou komisi pro laboratomni zvifata pfi 3.
LF UK a PCP a byly provedeny v souladu se zdkonem 246/1992 Sb. na ochranu zvifat
proti tyrani a ve smyslu znéni vyhlasky 311/1997 Sb.

3.2. Histologické techniky
Nisslovo barveni

Potkany jsme transkardialné perfundovali Ringerovym roztokem (pH 74) a
nasledn¢ 4 % paraformaldehydem v Ringerové roztoku (pH 7,2-7,4). Mozky jsme
vyjmuli, odvodnili v xylenu a acetonu, v 70 % a 96 % alkoholu a poté zalili do
paraplastu (Sigma). Po odparafinovani seriovych fezii v xylenu, ethanolu (96 % a 70 %)
a vodé¢ byl kazdy 15. fez (vzdalenost fezit 105 pm) o sile 7 pm pfenesen do roztoku
toluidinové modfi (0,1% v destilované vodé¢). Po odvodnéni obarvenych fezit v 96 %
alkoholu, acetonu a xylenu byly fezy montovany. Rozsah po3kozeni byl pozorovan

v jednotlivych fezech na svételném mikroskopu Olympus AX 70.

Kvantifikace poskozenych neuroni v hipokampu

V fezech obarvenych toluidinovou modfi byl stanoven poéet poskozenych neurontt
v dorzalnim a ventralnim hipokampu (Sherwood and Timiras, 1970). Celkem jsme
provedli kvantifikaci ve 20 fezech pro cely hipokampus a po 10 fezech pro dorzalni
nebo ventrdlni ¢ast. Neurony nepoSkozené i po¥kozené byly poditany v oblastech o

rozmérech 100 pm x 200 pm. Oblasti dorzalniho hipokampu byly rozdéleny podle
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atlasu Paxinos a Watson (1998) na CAl, CA3la (blize k hilu gyrus dentatus), CA3b
(vzdalen&si &ast od hilu gyrus dentatus) a na infrapyramidovy a suprapyramidovy list
gyrus dentatus.

Potet poskozenych neuronit byl vyjadien v % jako pomér podtu poSkozenych neuronit a
celkového pottu neuronit v dané oblasti. Stanoveni pottu bunék podkozenych NAAG
bylo provedeno pomoci softwaru MAGELAN verse 5.2. Podet poSkozenych neuronit
byl vyjadfen procentuéing& podle vy3e uvedeného vzorce.

Histochemickd charakteristika neurondiniho poskozeni

Pro charakteristiku bun&né smrti jsme pouZili dvojité fluorescentni barvenf
TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl transferase mediated biotin dUTP Nick-End) spolu
s Hoechst 33342. Pro dvojité fluorescen&ni barveni TUNEL/Hoescht 33342 byla zvifata
24h po infuzi NAAG nebo fyziologického roztoku transkardidlng perfundovana
Ringerovym roztokem a nésledn& 10 % formaldehydem. Fluorescenéni dvojité barvenf
TUNEL/Hoechst 33342 jsme modifikovali dle Gavrieli a spol. (1992). Pozitivni
kontrola byla ziskana po inkubaci s DNA4zou I a jako negativni kontrola byly pouZity
fezy, které nebyly inkuboviny sreakéni smésf. Pozorovini jsme provad&li na

mikroskopu Zeiss Axioplan2 imaging system.

znaceni poskozenvch neurony Fluoro Jade B
Metoda pro fluorescenenf barvenf Fluoro Jade B (Histo-Chem, USA) byla upravena
podle Schmued a Hopkins, 2000. Na barven{ Fluoro Jade B byla pouZita tfi zvifata 24 h
po infuzi NAAG/QUIN a tfi kontrolni zvifata. Mozky byly pfipraveny stejné, jak je
popséno v kapitole ,,Nisslovo barveni* a kryostatové fezy m&ly tloustku 40 um.

3.3. Vazebné studie
Vazba [‘H]glutamétu do frakce svnaptozomdinich membran entorhindini lair
hipokampdlni formace a strigta.

Za 38 dni po aplikaci NAAG/QUIN jsme odebrali vybrané oblasti mozku
(entorhindlni kura, hipokampus, stridtum) u pokusnych i kontrolnich zvifat. Vzorky
byly homogenizovany v 0,32 M sacharéze a centrifugovany pfi 1000 g po dobu 10
minut. Odebrany supernatant byl centrifugovin pfi 48 000 g po dobu 20 minut a
sediment byl dvakrat promyt ledovou destilovanou vodou a recentrifugovan. Vysledné
sedimenty byly zmrazeny v suchém ledu a uchovéany pfi -30°C do dne mé&feni vazby.
Metoda na méfeni vazby byla pfevzata z price Lisy et al, (1994). Membranova
suspense (100-300 pg proteinu) byla inkubovina s 10 nM [’H]glutamitem (L-G-
[’H]glutamova kyselina, 21 Ci/mmol) v 1 ml 50 mM Tris-acetatovém pufru (pH 7,4) po
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dobu 45 minut pfi 2 °C bez, anebo s 0,2 mM agonistou pro NMDA nebo non-NMDA
typ 1onotropnich glutamatovych receptortt. Inkubace byla ukongena pfidanim 4 mi
ledového pufru. Filtrace byla provedena pfi konstantnim vakuu pfes filtry Whatman
CF/C. Po promyti a pfidéani scintilaéniho roztoku (5 ml) byla radioaktivita zméfena na
B-counteru (Beckman 980). Pro stanoveni nespecifické vazby jsme do inkubaéniho
média pfidali 1 mM glutamat. MnoZstvi proteinu jsme stanovovali metodou dle

Lowryho et al. (1951).

Stanoveni vysokoafinitniho transportu cholinu (HACU) na hipokampélnich
svnaptozomech.

Disekované hipokampy jsme homogenizovali v 10-ti nisobku 0,32 M sacharézy a
vznikly homogenat jsme centrifugovali pti 1200 g (10 minut pfi 4°C). Supernatant byl
centrifugovéan pfi 20 000 g, 20 min, 4°C. Ziskany sediment byl resuspendovan v 10-ti
nasobku 0,32 M sacharézy a opét centrifugovan za stejnych podminek. Koneény
sediment jsme resuspendovali v 10-ti nasobku 0,32 M sacharézy a 20 aul
synaptozomalni suspenze jsme pouZili ke stanoveni koncentrace proteinit (Bradford,
1976). Viechny vzorky byly nafedény 0,32 M sachar6zou tak, aby obsahovaly 2 mg
proteinu/ml.

K vlastnimu stanoveni transportu jsme pouZili 100 gl synaptozomélni frakce, 880
#l Krebs-Ringer-HEPES-glukézového pufru (128 mM NaCl, 5 mM KCI, 2,7 mM
CaCl;, 1,2 mM MgSO,, 5 mM glukéza, 10 mM HEPES, pH 7,4) a 20 u! [*H]cholinu
([metyl-*H]cholin chlorid, 2775 GBg/mmol). Smés byla inkubovana 4 minuty pf 37 °C
a obsahovala 10 nM {*H]cholinu a 200 pg proteinu/ml. Nespecifick a nizkoafinitni &ast
transportu byla stanovena pomoci 1 M hemicholinia-3. Inkubace byla ukonlena
rychlym ochlazenim a filtraci (Whatman GF/B filtry) a radioaktivita zméfena po pfidani

S ml scintilaéniho roztoku na pfistroji Beckman LS 1701.

Stanoveni specifické vazby [’S]TBPS na hipokampalnich membrindch

Hipokampalni membrény jsme izolovali ze sm&snych vzorki (hipokampy ze 2
zvifat v pfipad¢ jednobodové analyzy a hipokampy zpéti zvifat u analyzy
Scatchardovy) v souladu s praci Andersona et al. (1997).

RozmraZené membréany byly 3x pfeéistény opakovanou centrifugaci (28 000 g, 20
min, 4 °C). Sediment jsme resuspendovli v 10-ti nasobku pufru (20 mM KH,PO,, 200
mM KCl, pH 7,4) a 20 ul suspenze bylo pouZito na stanoveni obsahu proteint. Viechny
vzorky byly nafed¢ny tak, aby obsahovaly 1 mg proteinu/ml.

Pro stanoveni jsme 100 ul membran inkubovali s 380 ul pufru (20 mM KH,POy,
200 mM KCl, pH 7,4), 10 pl roztoku GABA (500 M) a 10 pl [*S]TBPS (100 nM)



([**S]butyl bicyclophosphorothionét, 2,4 TBq/mmol). Smés byla inkubovéna 1 hodmnu
pHi 37 °C a obsahovala 2 nM [*S]TBPS, | uM GABA a 200 ug proteinu/ml.
Scatchardova analyza byla provedena s 1-50 nM [**S]TBPS. Nespecifick4 vazba byla
stanovena po pfiddni 200 uM pikrotoxinu.

3.4. Studium chovani
Hravé chovani a socidlni interakce

Socialni chovani spolu s hravym chovanim bylo studovéno 22. PND na potkanech,
ktefi patfili do riznych vrhi, ale m&li stejnou aplikaci NAAG, QUIN, nebo
fyziologického roztoku 12. PND. Trvéni hrani, iténi partnera, pfelézéni, izolace a
vzdalovani nebo pfiblizovani se k partnerovi bylo sledovano v chovném boxu po dobu

15 minut. Zvifata byla pfed pokusem 3,5 h izolovina od matky.

Test_otevieného pole ., open field test”

Zvitata 23 dni (35. PND) a 38 dni (50. PND) po aplikaci NAAG, QUIN nebo
fyziologického roztoku byla pozorovéana v arén& o rozmérech 68 x 45 x 35 cm po dobu
S minut ihned po vloZeni potkana do arény. V pfipadé farmakologickych studii
s dizocilpinem (MK-801; Sigma-Aldrich, 0,3 mg/kg i.p.; 20 min pfed vloZenim do
arény) a GBR 12909 (Tocris, UK, 10 mg/kg i.p.; 20 min pfed vloZenim do arény) byl
potkan 50. PND ponechan v aréné 10 min a poté byli potkani 5 min pozoroviny. Byla
sledovana frekvence, latence a trvani téchto aktivit: lokomoce (crossing), vzty&ovani
(rearing) a trvani téchto aktivit: imobilita (immobility), &isténi (grooming), &ichani

(sniffing) za pomoci softwaru Activities.

Ulekova reakce na silny zvukovy podnét (ASR)
Ulekové reakce na silny zvukovy podnét byla vyjadiena jako celkové priméma

hodnota odpovédi na silny zvukovy podnét 120 dB v ramci jednoho méfeni prepulzni
inhibice dlekové reakce. Z celkového vypottu bylo opét vynechano prvnich pét hodnot
v kazdém sezeni. Hodnoty tlekové reakce na silny zvukovy podnét byly vyjadfeny

vmV.

Prepulzni inhibice ulekové reakce (PPI)
K méfeni jsme pouZili zatizeni SR-LAB, San Diego Instruments, USA. Sum na

pozadi byl o intenzit¢ 62 dB. V3ichni potkani vzati do experimentu byli testovéni

vsezeni jeden den pfed vlastnim experimentem, které se skladalo z aklimatiza&ni

periody (5 min) a pétkrat za sebou nésledujicich 5 akustickych stimuli o sile 120 dB.
Experimentalni provedeni bylo pfevzato z prace Bubenikové et al., 2005. Sum na

pozadi byl 62 dB a trval 5 min (aklimatizaéni doba) a nasledné byl pouzit jako pozadi v
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priib&hu celého experimentu. Po aklimatizaéni dob& zacdalo vlastni méfeni péti po sobé
jdoucimi podnéty o sile 120 dB. Dale pokraéovalo stfidanim &tyf riznych typi
akustickych podnétii, které byly uspofadany nahodné 1) silny akusticky podnét: 120db,
doba trvani 20 ms; 2) pfedpodnét: 13 dB nad $um (celkovy puls 75 dB), doba trvani 20
ms. Puls (13 dB) byl aplikovan 100 ms pted za¢atkem aplikace podnétu 120 dB; 3)
samotny prepulse: 13 dB nad Sum (celkovy podnét 75 dB), doba trvani 20 ms 4) zadny
stimulus (62 dB). Celkov¢ b&hem jednoho méfeni byl aplikovan kazdy zvukovy podnét
pétkrat. Interval mezi jednotlivymi podnéty byl primémé 30s.

Priméma Cisla ziskand béhem méfeni byla upravena podle vzorce PPI [100 - (priméma
odpovéd’ na pfedpodnét-podnét/priméma odpovéd na 120 dB)] x 100 a vyjadfeny jako

% rozdil mezi motorickou odpovédi na 120 db a na aplikaci prepulsu a 120 dB.

Stanoveni referencni paméti v Morissové vodnim bludisti

Uceni zvifat po icv aplikaci QUIN/NAAG a fyziologického roztoku (kontrola) bylo
studovano v Morissové vodnim bludidti o priméru 200 cm. Na hrané bazénu byly
vyznateny &tyfi body oznadujici sever, jih, vychod a zapad. Ostriivek o pruméru 13 cm
byl umistén 1 cm pod hladinou. TH dny pfed po&atkem experimentu byla zvifata
aklimatizovana na prostfedi a byla u nich uréena mira schopnosti plavat. Pro vlastni
méfeni uéeni a paméti byla pouZita metoda navigace mista, kdy ostriivek i okolni
pfedméty zlistavaji na svém stalém misté, které se béhem pokusu neméni. Ostriivek byl
umistén v sevoro-vychodnim kvadrantu, 60 cm od hrany bazénu. B&hem experimentu se
ménilo misto startu zvitete podle svétovych stran. Ukolem potkanii bylo zapamatovat si
misto a nauéit se, kde je skryty ostriivek v bazénu umistén. Pozorovani trvalo pét po
sobé nasledujicich dnti a v kaZdém dni zvifata absolvovala osm pokusi. Byla méfena

latence do nalezeni ostriivku a splnéni kritéria 60 sekund do nalezeni ostriivku.

3.5. Statistika

Pro porovnani vice skupin byla pouZita metoda jednofaktorové analyzy rozptylu
(ANOVA) s pouzitim post-hoc Newman-Keuls testu. Pro srovnani dvou skupin byl
pouzit neparovy t-test a v ptipad¢ kvantifikaéni analyzy pokozenych neuronii byl
pouzZit neparovy t-test s Welchovou korekci. Rozdil byl bran jako statisticky vyznamny,
pokud p < 0.05.



4. VYSLEDKY

4.1. Charakteristika neurovyvojového modelu schizofrenie zaloZeného na

neonatialni lézi NAAG

4.1.1. Mozkové poSkozeni po neonatalni icv infuzi NAAG
Nisslovo barveni umoZnilo v sériovych fezech prokazat regionalni distribuci

poskozenych neuronil. Jako poskozené neurony byly pogitany ty neurony, ktery mé&ly
trojihelnikovy tvar, tmavé zbarveni cytoplazmy a 3patné viditelna jadra (Obrazek 1).
Rozsah poskozeni byl nejvétdi 24 h po podéni NAAG v cingulami kitfe, gyrus dentatus,
medidlni &4sti substantia nigra a v dorzalni &asti rostralniho talamu. Mensi rozsah
pokozeni byl pozorovan 96 h po infuzi. Zadné poskozeni jsme nepozorovali 38 dni po
icv infuzi NAAG. Maximum po3kozeni bylo v oblasti gyrus dentatus.

Barveni Fluro Jade B znaéi poSkozené neurony, ale neumoZfiuje rozlidit mezi
apoptotickym a nekrotickym typem bun&né smrti (Fernandes et al., 2004). Dvojité
barveni Hoechst 33342 a Fluoro Jade B ukazalo zanik neuroni za 24 h po icv infuzi

NAAG, pfedeviim v gyrus dentatus a v oblasti CA3 a kondenzaci chromatinu.

Obrdzek 1. Infrapyramidalni list gyrus dentatus z dorzalniho hipokampu u kontrol () a
u zvirat 24 h po icv infuzi NAAG), ¢dst B. Bilou Sipkou jsou oznadeny poskozené burky
(barveni toluidinovou modFi . PouZité zvétseni 400x).

Nejvetdi poskozeni bylo pozorovano v infrapyramidélni vrstv& gyrus dentatus
dorzalniho i ventralniho hipokampu (Tabulka 1). Podkozené neurony byly lokalizovany
pfedeviim v subgranularni z6n& hilu gyrus dentatus. Pokozené bufiky byly také
pozorovany v pyramidové vrstvé CA3a a CA3b oblasti dorzalniho a ventralniho
hipokampu. Na3e data ukazuji, 2e v oblasti CA1 bylo o 6- aZ 8-krat mensi poskozeni
nez v gyrus dentatus a o 2- aZ 4-krat mensi neZ v oblastech CA3. Polet poskozenych
neuront v CA| oblasti se statisticky vyznamné neli3il od kontroly (Tabulka 1). Rozsah
podkozeni za 96 h po aplikaci NAAG byl mensi neZ za 24 h. Po&et poskozenych

neuroni: zustal statisticky vyznamné zvy3en v gyrus dentatus dorzalniho hipokampu.



Tabulka 1. Kvantitavni zhodnoceni poSkozenych neuronit v hipokampu potkana 24 a
96 hodin po icv infuzi NAAG.

Poskozeni za 24 hodin (%)
Dorzilni hipokampus

GDinf GDsup CA3a CA3b CAl
KONTROLY  6,8+0,9 36109 6,5+009 7,711 29+03
(20) 36,1 +£2,8 26,3+2 17,4122 16,6+2,2 44+1,2
NAAG Ex EE L L1 =
(30)

Ventrélni hipokampus

GDinf GDsup CA3a CA3b CAl
KONTROLY  13,6+2,1 5815 74+1,] 621 48+ 1,6
(18) 43,5127 20+2,1 21,3+2.2 16,729 6,6%1,2
NAAG R LI %
29)

Poskozeni za 96 hodin (%)
Dorzalni hipokampus

GDinf GDsup CA3a CA3b CAl
KONTROLY 6,8+%1,3 64+14 4211 6,1 £1,2 1,6 £0,5
(19) 26,711,2 168+1,5 81133 76+22 57+09
NAAG LL L) Ll Ll L
(39

Ventralni hipokampus

GDinf GDsup CA3a CA3b CAl
KONTROLY  10,7+2,2 34113 93+1,8 82123 2914
(1) 18,4+ 1,8 9,813 55108 53+0,9 23105
NAAG
(30)

Hodnoty vyjadruji procentudlni podil poskozenych neuronit (primér + SEM) ziskanych
ze 11-30 rezit z kazdé oblasti. Data byla ziskand ze tfech nezavislych experimenti.
Srovndni poskozeni z jednotlivych oblasti mezi kontrolou a NAAG skupinou byla
vwhodnocena nepdarovym t-testem s Welchovou korekci. ** p < 0,01, *** p < 0,001.

Techniku TUNEL jsme pouZili pro oznadeni jednovlaknovych zlomi DNA.
PHtomnost TUNEL pozitivnich bun&k ukazuje na ¢asnou fazi jejich apoptotické smrti.
Po icv infuzi NAAG (24 h) byly TUNEL pozitivni buiiky pozorovany v gyrus dentatus,

a to pfedevsim v infrapyramidalnim listu.

4.1.2. Vliv NAAG na neurotransmiterové systémy u dospélych potkanii

Neonatalni infuze NAAG sniZila receptorové specifickou vazbu [*H]glutamatu do
membran hrubé synaptozomalni frakce izolované z entorhinalni kiry pfiblizng o 19 %
(neparovy t-test, p< 0,05). V ostatnich strukturdch nebyla pozorovana Zadna statisticky
vyznamna zména ve vazb& [*H]glutamatu (Tabulka 2).

Specificka vazba [*H)glutamatu v pfitomnosti agonisti NMDA, AMPA a kainatu
(KA) ukazala, 2e NMDA slozka tvofi pfiblizn& 47 % z celkové vazby v mozku potkana.
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Av3ak u zvifat po podini NAAG byla statisticky vyznamné zvy3ena vazba
v phtomnosti AMPA ve striatu. Celkovy podil vazby pro AMPA slozku ve striatu byl

12 % u kontrol.

Tabulka 2. Vliv NAAG na specifickou vazbu [*H)glutamatu do synaptickych membran
(P2 frakce) izolovanych z oblasti mozku potkana (50. PND).

Kontrola NAAG

fmol/mg proteinu fmol/mg proteinu
Entorhindlni kiira 828 + 66 670 + 23 *
Hipokampus 817 +43 854 £ 23
Striatum 413+28 394 +£39

Hodnoty jsou vyjadreny jako primér osmi méreni ze dvou nezavislych experimentis +
SEM. Statistické vyhodnoceni bylo provedeno pomoci nepirového t-testu; * p < 0,05.

Vliv NAAG na hodnoty specifické vazby [**S]TBPS do hipokampalnich membran
izolovanych z potkanu 13., 16., a 54. PND ukazuje tabulka &. 4. Statisticky vyznamné
sniZeni vazby znafeného ligandu na 68 % jsme zjistili u zvifat starych 54 dni.
Scatchardova analyza provedena s 1-50 nM [**S]TBPS naznaila, Ze u zvifat starych 54
dnii bylo sniZeni vazby zpiisobeno zejména zménami v By,

U zvitat 60. PND po podéni NAAG nebyla nalezena Z4dn& zména v aktivité
HACU v pravém a levém hipokampu

Tabulka 4. Specificka vazba [*S] TBPS na hipokampalnich membranach 24 hodin, 96
hodin a 42 dni po icv infuzi NAAG .

Aplikace Postnatélni den Pocet zvifat Vazba (fmol/mg)
EXEZ}ROLA 13. PND . i;; ; ‘92,;19
S TR W 31
S T S CH

Hodnoty jsou vyjadrené jako priméry + SEM. a jsou ziskané ze dvou (13. PND a 16.
PND) az tFech nezavislych experimenti (54. PND). Statisticka vyznamnost * p < 0,05,
nepdrovy t-test.

4.1.3. Vliv NAAG na chovani potkana
Sledovali jsme trvani, latence a frekvence téchto aktivit: hrani, vzdalovani se,

pfelézani a podlézani, piiblizovani se a &i§téni partnera. Trvani jednotlivych aktivit
neukazalo Zadnou statisticky vyznamnou zménu mezi skupinou NAAG a kontrolnimi

zvitaty. PrestoZe rozdil v trvani aktivity pfelézéni a podlézani (socialni kontakt) mezi
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NAAG skupinou a kontrolnimi zvifaty nebyl statisticky vyznamny, nalezli jsme viak
statisticky vyznamné sniZenou latenci této aktivity u zvifat s NAAG aplikaci.

Po poddni NAAG 12. PND jsme nenalezli statisticky vyznamné zmény v trvani
sledovanych aktivit v testu otevieného pole u potkani 35. PND. Lokomoni aktivita
ziistala nezménéna. Zadné zmény jsme nenalezli ani v latencich jednotlivych aktivit.

Vliv icv infuze NAAG na chovéni dosp&lych potkanit (50. PND) v testu otevieného
pole byl sledovan ve stejném experimentalnim uspofadani jako u zvifat 35. PND.
Podani NAAG mélo vyznamny vliv na trvani &iténi (Tabulka 5). Trvani ostatnich
aktivit nevykazalo statisticky vyznamné zmény. Soudasné byla nalezena statisticky
vyznamné prodlouZena latence vétfeni u skupiny NAAG (27,2 = 7,1 s kontrolou vs.
47,5+ 12,3 s NAAG; * p < 0,05, nepérovy t-test).

Tabulka 5. Vliv icv aplikace NAAG na chovéani 50.PND.

Skupina  Poget zvifat Imobilita Vétteni Cichani Cidteni

Kontrola 16 243+12,8 34453 166279  6,6+%2,1

NAAG 16 10,1 £ 6,1 252+44 1797+48 16542
*®

Hodnoty v sekunddch jsou vyjadieny jako prumér = S.EM. * p < 0,05 nepdrovym -
testem

Neonatalni icv infuze NAAG 12. PND v3ak neméla statisticky vyznamny vliv
ani na tlekovou reakci, ani na prepulzni inhibici ilekové reakce (PPI).

Vysledky tykajici se prostrové paméti v Morrisové vodnim bludidti ukazaly, Ze
podani NAAG nepodkodilo referenéni pamét’ u dospélych potkani. V3echna zvifata

byla schopna najit ostritvek ve stanoveném limitu.

4.1.4. Viiv inhibitoru dopaminového transportéru (GBR 12909) na chovéni dospélého
potkana v testu otevieného pole a PPl po neonatdlini infuzi NAAG

Zvitata s aplikaci NAAG + GBR 12909 (10 mg/kg i.p., 30 min pfed testem)
vykazovala niZ8i trvani imobility pfi nezménéné lokomoéni aktivité ve srovani
s kontrolnimi zvifaty, kterym byl rovnéZ podan GBR 12909 (Tabulka 6). Také pokles
trvani &idténi u zvifat saplikaci NAAG byl statisticky vyznamny. V latencich
jednotlivych  aktivit nebyly nalezeny 24dné statisticky vyznamné zmény mezi
skupinami.

Podani GBR 12909 (10 mg/kg i.p.) potkanim 50. PND, kterym byl podan
NAAG nebo fyziologicky roztok (kontrola), statisticky vyznamné nezménilo hodnoty

PPI ani samotné tlekové reakce.
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Tabulka 6: Vliv NAAG na trvani aktivit (v sekund4ch) v otevieném poli u potkana 50.
PND po i.p. podéni GBR 12909 (10 mg/kg).

Skupina Polet zvifat imobilita vétfeni &ichani &isténi

Kontrola 6 36,5+£27,1 63,310 117,8£17,97 38,5+ 16,7

NAAG 7 19+1,8 102+£13,9 129,1+11,9 32,416,4

Data jsou vyjddrena jako primér + SEM ze dvou nezdvislych experimenti. *** p <
0.00!; * p< 0,05 ve srovnani s kontrolou (fyziologicky roztok + GBR 1290), nepdrovy
{-test.

4.1.5. Viliv dizocilpinu (MK-80!) na chovdni a PPI u dospélého potkana po neonatdlni
infuzi NAAG

Podéani MK-801 (0,3 mg/kg i.p.) potkanim 50. PND vyrazn& zménilo chovéni
v testu otevieného pole jak zvifatim po podédni NAAG, tak i po podéni fyziologického
roztoku. Nejvyraznéj§i zménou bylo aZz 10-nasobné navySenf{ lokomoéni aktivity
‘ANOVA F(3,39) = 10,1; p < 0,00! a 2,5-nasobné zvy3eni &ichani u obou skupin zvifat
(Tabulka 7). Podani MK-801 statisticky vyznamné sniZuje po&et vzty&ovani a &iSténi ve
srovnani se zvifaty s odpovidajici icv aplikaci (NAAG nebo fyziologicky roztok),
tabulka 7. Podani MK-801 nemélo vliv na vétfeni.

Vliv icv infuze NAAG na chovani zpisobené MK-801 byl patrny ze srovnani
skupin kontrola+MK-801 a NAAG+MK-801 nepirovym t-testem, které ukézalo na
statisticky vyznamny rozdil v imobilité. Potkani s aplikaci NAAG+MK-801 méli vétsi
trvani imobility neZ pfisluiné kontroly (p<0,01). Jiné statisticky vyznamné rozdily mezi
skupinami kontrola+MK-801 a NAAG+MK-801 nebyly nalezeny.

Podéni MK-801 (0,3 mg/kg i.p.) potkanim 50. PND, kterym byl neonatdlné
infundovén fyziologicky roztok, zpusobilo vyrazné sniZeni PPI, ANOVA ukézala na
vyznamny rozdil ve skupiné [F33=20,14; p<0,001], obrazek 2. U zvifat s aplikaci
NAAG+MK-801 byla statisticky vyznamné zvy$end PPl ve srovnéani se skupinou
kontrola+MK-801. Samotna neonatélni infuze NAAG neméla vliv na PPI. Amplituda
uilekové reakce na 120 dB v3ak zistala nezmé&néna pro viechny experimentaini skupiny.
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Tabulka 7 Vliv dizocilpinu (MK-801) na trvani aktivit v sekundach v otevieném poli
(50. PND) po icv aplikaci NAAG 12. PND.

IMOBILITA  CICHANI VETRENI CISTENI
KONTROLA 64,5 + 20 58,8+3,3 954117, 4541129
n=10 100 % 100 % 100 % 100 %
KONTROLA + 1515 119,6 8,5 74,1 £18,1 44427
MK-801 2,3% 150 % 78% 9.8 %
n=10 "k "Rk *
NAAG 66,5+16,8 58.7+6,7 106,6 +10,1  279%11,7
n=10 100 % 100 % 100 % 100 %
NAAG + MK-801 6,5+ 4,6' 108,5+8,9 88,8+ 14,2 11,1 £4,9
n=10 10 % 185 % 83 % 40 %

## ## ns

Hodnoty jsou vyjadreny jako prumér + SEM. Procenta vyjadfuji trvani aktivit ve
srovnani se skupinou zvifat bez aplikace MK-801 (100 %). * p <0,05; **p < 0,01, ***
p < 0,001 ve srovnani se skupinou kontrola; ## P <0,0! ve; ### P < 0,00! srovnani se
skupinou NAAG post hoc Newman-Keuls test. | Statisticky vyznamné zvyseni imobility
ve srovdni se skupinou kontrola+MK-801, nepdrovy. t-test (p < 0,01).

Obrdzek 2. Viiv MK-801 (0,3 mg/kg i.p.) 50. PND na prepulzni inhibici ulekové reakce
(PPl) u zvifat s neonatéini icv infuzi NAAG/fyziologicky roztok ve srovnéni s kontrolou
*** p<0.001, ve srovndni s MK-801 # p<0.05 post-hoc Newman-Keuls test.

4.2. Porovnani dvou neurovyveojovych modeld schizofrenie zaloZenych na

neonatélnich 1ézich NAAG a kyselinou chinolinovou (QUIN)

4.2.1. Porovnani mozkového poskozeni po icv infuzi NAAG a QUIN.

Rozsahlejsi poskozeni v mozku potkana ve srovnani s poskozenim po podani
NAAG bylo pozorovano 24 h po icv infuzi QUIN potkaniim 12. PND (Obrazek 3). U
potkanit 24 h po podani NAAG bylo poskozeni pfedevdim v gyrus dentatus a v
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dorzalnim talamu, zatimco 24 h po podani QUIN bylo po3kozeni pozorovano pfedevim
v cinguldmi, motorické a v retrosplenialni kufe, v septu, v dorzilnim talamu a
v hipokampu. U potkanit 96 h po podani QUIN bylo po3kozeni mozku méné rozsahié,
ale rozsahleji nez u potkanit infundovanych NAAG. U dospélych potkanit (50. PND)
jsme pozorovali poskozené neurony v retrosplenialni kife a hipokampu po necnatainim
podani QUIN. Naopak zadné poskozeni ve sledovanych oblastech jsme nezjistili u
dospélych potkantt po podani NAAG.

Dvojité barveni Hoechst 33342 a Fluoro Jade B ukazalo rozsahlé
neurodegenerativni poSkozeni 24 h po icv infuzi QUIN. Barvenim Hoechst 33342 jsme

pozorovali tvorbu apoptotickych télisek a kondenzaci chromatinu zptisobenou QUIN.

Obrazek 3. Ukdzka posSkozenych bunék v hilu gyrus dentatus 24 h po podani NAAG (A)
a QUIN. (B). Bilé Sipky oznacuji poskozené buriky v granuldrni vrstvé a v hilu gyrus
dentatus. ZvétSeni je 200x.

potkani
U potkani po podani NAAG byla specifickd vazba [*H]glutamatu sniZena

v entorhinalni kife o 20 %. Naopak u zvifat sicv infuzi QUIN byla statisticky
vyznamné& sniZena vazba ve frontalni kike, hipokampu a striatu v priméru o 40 %
(Tabulka 8).

U zvifat s aplikaci NAAG nebyla pozorovana zména v aktivit¢ HACU. Naopak u
zvifat po podani QUIN jsme zjistili vyrazné sniZenou aktivitu HACU v levém
hipokampu (Tabulka 9). SniZenou aktivitu HACU doprovazelo i sniZeni vazby [*H]
hemicholinia-3 o 30 %. Tyto vysledky ukazuji na sniZeni poétu transportéri a aktivity

HACU v levém hipokampu.

23



Tabulka 8. Vliv QUIN na vazbu [’H]glulamétu do membran hrubé synaptozomdlini
frakce z frontalni kiry, hipokampélni formace a striata 38. dni po infuzi QUIN, nebo
fyziologického roztoku 12. PND.

Kontrola QUIN

fmol/mg proteinu fmol/mg proteinu
Frontalni kira 1068 + 49 603+8 e
Hipokampus 1199 + 28 TI8 £21 =
Striatum 578 +23 383114 ¢+

Hodnoty jsou wyjadreny jako primér z osmi méreni + SEM ve dvou nezdvislych
experimentech ***p < 0,001 nepdrovy t-test.

Tabulka 9. Uinek QUIN na vysokoafinitni transport cholinu (HACU) v levém a
pravém hipokampu dosp€lého potkana.

Skupiny (n) % Pravy hipokampus Levy hipokampus
fmol/4 min/mg proteinu

KONTROLA(6) 126+ 18,6 2122 +23,2 267,3+49,6

QUIN(6) 90,8 + 15,1 ** 197 +35,8 180,8 + 48,9 *

Procenta vyjadFuji pomér mezilevym a pravym hipokampem. Primér absolutnich
hodnot HACU + SD byl spocitany pro pravy a levy hipokampus zviast. Vsechny
experimenty byly provedeny v duplikitech. * p < 0,05 *** p < 0,0/ ve srovndni
s kontrolnimi zviFaty, neparovy t-test.

Celkové zmény v trvani jednotlivych aktivit hravého chovani a socidlni interakce
byly malé. Statisticky vyznamny [F3,39 = 5,8, p < 0,01] rozdil mezi skupinami QUIN a
NAAG byl vtrvani hravého chovéni. Pro aktivitu hrani byl nalezen statisticky
vyznamny rozdil. Post-hoc test ukézal statisticky vyznamné sniZeni této aktivity po
aplikaci QUIN ve srovnéni s pfislunou kontrolou (Obrazek 4).

Vyhodnoceni one-way ANOVA [F3,15 = 1,4] neukazalo statisticky vyznamny
rozdil mezi skupinami ve sledovanych aktivitich u potkanit 35. PND. Také lokomo&ni
aktivita mé&fena jako polet proslych &tvercii ziistala nezménéna jak po podani NAAG,
tak QUIN. Naopak u potkanit S0. PND srovnani zvifat s aplikaci NAAG a QUIN
ukazalo statisticky vyznamné prodlouZeni trvani imobility u potkanit s QUIN [F3,51 =
4,59, p<0,01] jak ve srovnani s kontrolnimi zvifaty (p < 0,05), tak se skupinou NAAG
(p < 0,01), obrazek 5. Statisticky vyznamné prodlouZeni doby &iténi jsme pozorovali u
zvifat po podani NAAG ve srovnéni s pfisluinou kontrolni skupinou.

Po icv infuzi NAAG nedo3lo k Zadnému po3kozeni referenni paméti u dospélych
potkani. Naopak podani QUIN zpusobilo statisticky vyznamné prodlouZeni (F (4,62) =
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3,72; p = 0,009} latence dosaZeni ostriivku, coZ sv&d&i pro podkozeni prostorového

udeni a referenéni paméti (Obrazek 6).

E3aQUN
FINAAG

Obrdzek 4. Viiv infuze NAAG a QUIN. 12. PND na trvani hrani, izolace a socidlnich
aktivit (prelézani + podlézani, pFiblizovani, cisténi partnera) 22. PND. Hodnotu 100 %
pFedstavuji  prislusné kontrolni skupiny (n=10 pard). Procenta byla pocitana
z pritmérnych hodnot ziskanych ze tFi nezavislych experimentii. # p< 0,05 ve srovnani s
kontrolou; ** p < 0,01 porovnani QUIN.versus NAAG post-hoc Newman-Keuls testem.

Lo

Obrdzek 5. Vliiv NAAG a QUIN na trvani aktivit v testu otevieného pole 50. PND.
Hodnotu 100 % maji pFislusné kontroly. Procenta byla pocitana z primérnych hodnot
(9-14 zvifat) ze trech nezavislych experimenti. # p< 0,05; ## p<0.0] ve srovnani
s kontrolou, ** p < 0,01 QUIN.versus NAAG post-hoc Newman-Keuls testem.
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1 2 3 4 5
dny
Obrdzek 6. Latence nalezeni skrytého ostruvku v Morrisové vodnim bludisti. Vsechna
zvifata byla schopna najit ostrivek ve stanoveném limitu. Podani QUIN (n=16) zhorsilo
prostorovou pamét’ a uceni, NAAG (n=10) neovlivnil dlouhodobou pamét ve srovnani
s kontrolnimi potkany )n=22).

4.2.4. Vliv GBR 12909 na chovani dospélych potkani v otevieném poli po neonatalnim

podani NAAG nebo QUIN
Srovnani zvifat po podani NAAG a QUIN vigi jednotlivym kontrolam ukazalo na

statisticky vyznamné sniZeni ve&tfeni [F3,45 = 4,34, p < 0,01] u skupiny QUIN ve
srovnani se skupinou NAAG (Obrazek 7). Naopak explora&ni aktivita (frekvence
prechod &tverct [F3,45 = 12,75, p < 0,001] a vzty€ovani [F3,45 = 55,5, p < 0,001]) byly

zvydeny u zvifat s aplikaci QUIN ve srovnani se zvifaty aplikovanymi NAAG.

B

lokomoce vztylovani

Obrdzek 7. Viiv GBR 12909 po infuzi NAAG a QUIN 12. PND na trvani aktivit v testu
otevieného pole. Hodnotu 100 % maji prislusné kontroly. Procenta byla pocitana
z prumérnych hodnot (9-14 zvifat) ze tFech nezavislych experimenti. ** p < 0,0/
srovnani QUIN vs. NAAG.
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S. DISKUZE

5.1. PosSkozeni, jeho kvantitativni hodnoceni a charakter bunécné smrti po neonatdlni

icv infuzi NAAG v prithéhu ontogeneze potkana.

Nasim cilem bylo vytvofit neurovyvojovy model schizofrenii podobného chovani

icv infuzi N-acetyl-L-aspartyl-L-glutamatu (NAAG), ktery je agonistou mGIuR II a ve
vySSich davkach také aktivuje NMDA receptory pfimo, nebo prostiednictvim
glutamatu.

Zanik neuroni po neonatalnim podini NAAG jsme doloZili Nisslovym
barvenim a specifickym barvenim znazorfiujicim zanikajici neurony, a to Fluoro-Jade B
v kombinaci s DNA barvivem (Hoechst 33342). Kvantitativni analyza po$kozenych
neuroni v hipokampu 24 h po icv infuzi NAAG ukézala na nejvy38i poSkozeni
v infrapyramidalnim listu gyrus dentatus, a to v dorzilnim i ventralnim hipokampu.
Neurodegenerativni poskozeni zpiisobené NAAG se zmen3ovalo v prib&hu ontogeneze
potkana. Tyto vysledky ukazuji na zna¢nou plasticitu nervového systému. Pozorované
poskozeni s maximem do 24 hodin pravd&podobné souvisi s velkou citlivosti neuroni v
gyrus dentatus, kterd je 12. PND podminéna zvy3enou expresi NMDA receptori.
V hipokampu je v obdobi prvnich postnatalnich tydnd u potkana vétsi exprese NR2D
podjednotek (Ritter et al., 2001). Pravé aktivace NMDA receptord vysokymi
koncentracemi NAAG, které exprimuji NR2D podjednotku, miZe vést k podkozeni
neuronii v gyrus dentatus (Hess et al.,, 1999). V literatufe byl popsan neurovyvojovy
model schizofrenii-podobného chovani, ktery je zaloZen na excitotoxickém po¥kozenim
vyvijeciho se mozku potkana intracerebroventrikulamim poddnim (10 a 50
nmol/komora) kyseliny kainové (Csemnansky et al,, 1998). V tomto modelu podani
kyseliny kainové potkanim 7. PND poskodilo tkah hipokampu, a to pfedeviim
pyramidovych bun&k v oblastech CA1, CA3a a CA3c. Kvantitativni hodnoceni ukazalo
nejvétsi podkozeni 24 h po icv infuzi kainové kyseliny v oblasti CA3a. Pouziti TUNEL
barveni naznaduje také mozZny zanik neurond apoptotickou cestou v oblastech CA3 a
v CAl (Humphrey et al., 2002). Po icv infuzi kyseliny kainové 7. PND bylo také
ukazéano zvySeni proliferace v gyrus dentatus (barveni 5-bromodeoxyuridinem) 40.-60.
PND, coZ ukézalo na moZnou reparaci poskozené tkané.

Naje vysledky s NAAG-indukovanou lézi ukdzalo na mozZnost, Ze excitotoxické
podkozeni mozku v &asném postnatdlnim obdobi provazi pfevaha apoptézy nad

nekrézou.
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5.2. Vliv neonatdiniho podani NAAG na neurotrasmiterove systémy dospélého potkana

Nase vysledky ukazuji, Ze 1éze navozend NAAG vede k mimému bunéénému
podkozeni, a také ke zmé&n& glutamatergniho systému dospélého potkana. SniZend
specifickd vazba [*H]glutaméitu byla nalezena jen v entorhindlni kife u dosp&lych
potkanii (50. PND). Entorhin4lni kira patfi funk&n& do hipokampélni formace (Amaral
a Witter, 1995) a je propojena excita&ni, perforujici nervovou drahou s gyrus dentatus.
Je tedy moZné, Ze nalezené polkozeni v granuldrni vrstvé gyrus dentatus mélo zpitny
vliv na vyvoj glutamatergniho systému. Naopak jsme nepozorovali Zadné zmény
v aktivit¢ vysoko-afinitniho transportu u dospélych potkant (60. PND).

Neonatalni icv infuze NAAG zménila vyvoj GABAergniho systému v hipokampu
dospé&lého potkana. Vyrazné sniZeni vazby [**S)TBPS a sniZeni Bua 2 Kp u dospélych
jedinch je pravd&podobné kompenzainim mechanismem v disledku dlouhodobé
zvy$ené hladiny GABA souvisejici se zménou vyvoje celého GABAergniho systému po
neonatalnim pod4ni NAAG. Nejéastéji se GABAergni neurony nachazeji v hipokampu
na vnitfni strané granuldmi vrstvy obou listi v hilu gyrus dentatus a také v jeho stratum
moleculare.

Vysledky studie, ve které byla podana kyselina kainova (7. PND), popisuji
sniZeny potet GABAergnich interneuroni pozitivnich na kalbindin 40. a 60. PND ve
stratum radium, v oblasti CA1 a CA3 (Dong et al.,2003). Také neonatilni excitotoxicka
léze ventrdlniho hipokampu kyselinou ibotenovou zpusobila zménu GABAergniho
systtmu a to snizeni hladiny mRNA pro GAD67 (glutamatdekarboxylaza-67)
v substantia nigra a ve ventrélni tegmentélni oblasti (Lipska et al., 2003). Je tedy mozné,
Ze excitotoxickd neonatdlni léze vede obecn& k asnému podkozeni GABAergniho

systému mozku.

3.3. Vliv neonatdlniho poddni NAAG na chovini potkana

Na zéklad& neurovyvojové hypotézy schizofrenie jsme chtéli ukazat, Ze navozeni
excitotoxické 1éze NAAG v &asném postnatilnim obdobi potkana povede ke zméné
hravého a socidlniho chovéni u potkani 22. PND. Neonatilni aplikace NAAG v3ak
nevedla k poSkozeni ani hravého chovani ani socialni interakce v prebubertalnim obdobi
u potkana.

V obdobi puberty (35. PND) i v ¢asné dospélosti potkana (50. PND) jsme sledovali
chovéni v otevieném poli jako reakci potkana na nové prostfedi. Test otevieného pole se
Casto pouZiva ke sledovani emocni reaktivity, lokomo¢ni aktivity a explora¢ni aktivity
potkana (Alleva a Sorace, 2000). V expenimentdlnim uspof4déni, kde zvifata byla
umisténa do rovnomémé osvétlené arény kterou neznala, pfi€em2 chovani se sledovalo

v kratkém ¢asovém useku, jsme mohli exploraéni aktivitu (Cichani, vzty&ovéni)
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korelovat s urovni hledani nového (O'Keef a Nadel, 1978). Po icv infuzi NAAG v3ak
nebyly nalezeny 2adné zmény v chovéni v otevieném poli 35. PND.

Naopak po dosaZeni pohlavni dospélosti (50. PND) bylo nalezeno statisticky
vyznamné zvydeni aktivity €idténi u zvifat po poddni NAAG ve srovnéani s kontrolou.
Cidténi je aktivita, kterou potkani vykazuji pokud se citi v bezpeci a v dobfe zndmém
prostredi (Whishaw et al., 1999). V nalem experimentalnim uspofadani byl pro zvifata
test otevieného pole v novém prostfedi také zatéZovou aZ stresujici situaci a zmény
v tomto testu ukazaly jak reaguji zvifata na mimy stres. Z tohoto ohledu by zvy3ené
trvani &isténi mohlo znamenat zvy3enou anxietu (Komorowska a Pellis, 2004).

V obdobi &asné dospélosti jsme sledovali také vliv neonatélni léze NAAG na
troven zpracovani senzorimotorickych informaci pomoci testu prepulzni inhibice
tilekové reakce (PPI). Prepulzni inhibice tulekové reakce je definovana jako schopnost
slabého zvukového podnétu inhibovat motorickou odpovéd’ na intenzivni ulekovy
podnét (Koch, 1999). SniZeni PPI je &asto dokumentovanym jevem u pacientd se
schizofrenii a jejich pfibuznych a povaZuje se za neurobiologicky ukazatel tohoto
onemocnéni (Bubenikova et al, 2002). Zvifata s neonatdlni NAAG lézi dokazala
v &asné dospélosti zpracovavat senzorimotorické informace stejn¢ jako kontrolni
zvifata.

U mladych jedinci (60-65. PND) byla mé&fena schopnost uéeni po neonatalni lézi
NAAG v Morrisové vodnim bludiiti se skrytym ostrivkem. U zvifat s icv infuzi NAAG
nebyla pozorovana 2adna zména v uéeni ve srovnani s kontrolnimi zvifaty. V daném
experimentalnim uspofadani se u zvifat vedle schopnosti ueni sledovala pfedeviim
referenéni pamét’. Podkozeni prostorové referenéni paméti ani u€eni nebylo nalezeno u
pacienti se schizofrenii (McGurk et al.,2004).

Pozdni vliv neonatdlni excitotoxické léze na chovani potkana byl také
pozorovan u potkani po neonatalni lézi kyselinou ibotenovou. Tyto potkani vykazovali
56. PND hyperlokomoci a deficit v PPI (Lipska et al., 1995; Sams-Dodd et al., 1997).
Také neonatélni excitoxicka léze kyselinou kainovou (7. PND) méla za nasledek pokles

PPI u dospélych potkanii (56. PND) (Howland et al., 2004).

3.4. Vliv neonatdlni icv_infuze NAAG na_chovdni a PPI dospélého potkana po akutni

aplikaci inhibitoru dopaminového transportéru (GBR 12909)

Senzitizace mesolimbického dopaminergniho systému je spojovana s vyskytem
pozitivnich symptomil u schizofrenie (Grace, 1991). Amfetamin zvy3uje extracelulami
hladinu dopaminu jak stimulaci vydeje dopaminu z vezikulamich vacku, tak i pfes
dopaminovy transportér (Jones et al., 1988). Sou&asné v3ak zvy3uje vyde} noradrenalinu

a serotoninu (Rothman et al., 2001).
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V nalem experimentdlnim uspofadani jsme pouZili selektivni inhibitor
dopaminového transporteru, GBR 12909. Tato latka zvySuje extracelularni hladiny
dopaminu ve stristu a nucleus accumbens (Rahman ct al., 2001). Pfedpokladali jsme, Ze
u zvifat, kde byl navozen schizofrenii podobny stav, budeme po podani GBR 12909
pozorovat v&tsi zmény v chovani v testu otevfeného pole. Pro tento Ggel byla zvifata uz
habituovana na experimentéalni arénu. U zvifat s [ézi NAAG jsme pozorovali po podani
GBR 12909 statisticky vyznamné sniZeni trvani imobility bez zvySeni lokomo¢ni
aktivity. Také trvani aktivity &iténi bylo u téchto zvifat sniZeno ve srovnani
s kontrolnimi zvifaty, kterym byl podan GBR 12909. Nale vysledky tak dokladaji
zvydenou citlivost NAAG-infundovanych zvifat na zvySené extracelularni hiadiny
dopaminu. Av3ak nenalezli jsme Zadnou zménu v drovni PPI u potkant s icv infuzi
NAAG, kterym jsme podali GBR 12909 v &asné dospélosti. Tyto vysledky ukazuji na
rozdily mezi amfetaminern a GBR 12909. Podani amfetaminu vede k poskozeni PPl u
potkant i lidi (Swerdlow et al., 2003). Amfetamin je viak nejéastéji experimentainé
uzivana latka ve studiich tykajicich se schizofrenie. Také zvy3end senzitivita na
amfetamin byla popséana u dospélych potkanit po neonatélni lézi ventralniho hipokampu

kyselinou ibotenovou (Lipska et al., 1993).

3.5 Vliv_akutniho poddni dizocilpinu (MK-801) na chovini a PPl reakci dospélého

potkana po neonatadlni lézi NAAG
V této studii bylo uspofadani pokusu takové, ¢ mefilo chovéani potkana jiZ

adaptovaného na prostedi experimentalni arény. V souladu s literaturou (Jentsh a Roth,
1999) byl v nalem experimentu pozorovan velmi vyrazny vliv MK-801 na chovani
potkana v otevieném poli. Akutni, systémové podani MK-801 prodlouzilo trvani &ichani
a poéet pfeb&hl étvercl v testu otevieného pole. Naopak vedlo ke sniZeni trvani
imobility a poétu vzty&ovani.

Srovnani dospélych potkanii s neonatalni 1ézi NAAG a odpovidajicimi kontrolami,
kterym byla podana MK-801, ukéazalo na statisticky vyznamné prodlouZeni imobility u
NAAG skupiny. Tento vysledek ukazuje na men3i odpovéd téchto zvifat po podani
dizocilpinu. Diéle, neonataini infuze NAAG vedla ke zlep3eni deficitu PPI zpiisobeném
MK-801 v ¢asné dospélosti potkana. Nade vysedky ukazuji, Ze pfestoZe neonatalni
zvySeni hladin NAAG v mozku vede k jeho po3kozeni, pfedeviim gyrus dentatus,
dospédlé jedince chrani proti negativnimu uginku MK-801 na zpracovani
senzorimotorickych informaci.

MozZnym, mechanismem, ktery vysvétluje nami pozorované vysledky, je zména
podjednotkového slozeni NMDA receptori b&hem vyvoje mozku potkana. NAAG
pusobi pfedeviim na ty NMDA receptory, které obsahuji NR2D podjednotku (Hess et
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al., 1999). Exprese NMDA receptori s touto podjednotkou je zvy3ena béhem I. tydne
postnatalniho obdobi potkana (Ritter et al., 2001). ZvySena aktivace NMDA receptorl
uréitého sloZeni be&hem &asného postnatdlniho vyvoje muzZe vést ke zménd
podjednotkového slozeni NMDA receptorit v ¢asné dospélosti potkana a zpisobit tak
zménu citlivosti na vazbu MK-801. Druhym mozZnym vysvétlenim je vliv NAAG na
vyvoj GABAergniho systému. NMDA receptory se vyskytuji na GABAergnich
neuronech (Green, 2001). Excitotoxické po3kozeni té&chto neurontt mitZe vést ke zméné
ve vyvoji GABAergniho systému, protoZe tento inhibiéni systém v mozku funkéng a
strukturdIn& dozrava u potkana aZ po druhém postnatalnim tydnu (Frank a Draguhn,

2001).

a QUIN.

Neurovyvojovy model schizofrenie vyvinuty navozenim neonatalni excitotoxické

léze NAAG by! porovnan s dal$im modelem vyvinutym v nadi laboratofi Biochemie a
patofyziologie mozku v Psychiatrickém centru Praha. Tento model;je zaloZzen na podani
QUIN do mozkovych komor o stejné koncentraci jako byl infundovan NAAG, a to 12.
PND.

QUIN je jednim z metabolitt odbouravani L-tryptofanu kynureninovou cestou a je
produkovan aktivovanou mikroglii. ZvySena produkce QUIN aktivovanou mikroglii a
makrofagy vede k produkci chemokini, které zvy3uji pfestup leukocytlt a makrofagu
z krevniho fedidt¢ do mozku a tim zvy3uje také produkci dallich cytokini (IL-6) a
zénétlivou reakci (Schiefer et al., 1998). Prozanétlivé cytokiny také aktivuji apoptézu
(Gilman a Mattson, 2002). Neonataln& zvySené hladiny QUIN provazeji zanétlivou
reakci v &asném postnatalnim obdobi potkana.

Porovnani regiondlniho rozloZeni mozkového polkozeni mezi NAAG-
aplikovanymi potkany a QUIN-aplikovanymi potkany ukazalo na rozsahlejsi poskozeni
v cingulami, motorické, retrosplenidlni kife a hipokampu u potkantt 24 a 96 h
po neonatdlnim podani QUIN. V protikladu s nalezy u NAAG-aplikovanych zvifat jsme
pozorovali pfetrvavajici poSkozeni v retrosplenialni kiife u dosp&lych potkani.

Nisslovo barveni ukéazalo vyraznou kondenzaci chromatinu v neuronech hipokampu
po podani QUIN. Po3kozené neurony (barveni Fluoro Jade B a Nisslovo barveni)
nebyly omezeny jen na gyrus dentatus jako u zvifat s NAAG-aplikaci. Na fezech
barvenych Hoechst 33342 jsme dokumentovali také tvorbu apoptotickych t&lisek, ktera
nebyla vidéna u potkantt s 1€zi NAAG. Neurony po neonatalnim podani QUIN tedy také

umiraji apoptotickou smrti.

31



Rozsahlejsi poskozeni po neonatdlni infuzi QUIN souvisi s aktivaci NMDA
receptorti, pfedevdim t&ch s NR2A a NR2B podjednotkami. Pravé NR2B podjednotka je
nejcastéji se vyskytujici podjednotkou v mozku v &asné postnatiinim obdobi u potkana
(Lujén et al., 2005).

5.7. Porovndni viivu NAAG a QUIN_na neurotransmiterove systémy v mozku dospélého

potkana.
V porovnani s neonatélni icv infuzi NAAG je poSkozeni glutamatergniho systému u

dospélych potkanli mnohem rozséahlejsi. Neonatalni aplikace QUIN vede ke statisticky
vyznamnému sniZeni vazby [’H)glutdmatu ve viech méfenych oblastech mozku
prumérné o 40 %.

Vyrazné snizeni vazby [*H]glutdmatu a tedy moZné sniZeni vazebnych mist pro
glutamat u dospélych potkani ukazuje na dlouhodobé zvySené hladiny glutamatu
uvolnéného z poskozenych bun&k. SniZeni vazebnych mist pro glutamat bychom mohli
vysvétlit jako kompenza&ni mechanismus na tuto zvy3enou hladinu. Nasledné pokusy
tento pfedpoklad nepotvrdily (8tastny et al., 2005). Je proto pravdépodobné, e rozsahla
neurodegenerace v mozku potkana pozorovana po neonatdlnim podani QUIN poskodi
buiiky exprimujici NMDA receptory a tim narus$i dal3i vyvoj glutamatergniho systému.

Neonatalni podani NAAG nezpusobilo Zadné zmény v aktivit¢ HACU. Po3kozeni
transportéru po neonatalni 1ézi QUIN jsme pozorovali v levém hipokampu.

Na+-dependentni HACU systém je lokalizovan na presynaptickych cholinergnich
zakondenich a podili se na syntéze acetylcholinu (Simon et al., 1976). Pro celkové
ovlinéni cholinergniho systému sv&d&i nalez, Ze icv infuze QUIN snizila aktivitu
acetylcholintransferazy a vazbu [*H}hemicholinia-3 (Yamada et al., 1990). SniZeni
aktivity HACU a vazby [3H}hemicholinia-3, které souvisi s ibytkem cholinergnich
zakondeni v hipokampu bylo dokumentovéano i u pacienti s Alzheimerovou chorobou
(Kristofikova et al., 1993).

3.8. Porovnani ucinku NAAG a QUIN.na chovani potkanu
U zvifat s infuzi QUIN jsme zjistili vyznamny deficit v trvani hravého chovani

v porovnani jak s kontrolnimi zvifaty, tak se zvifaty po podani NAAG. Hravé chovani
potkana je dulezité pro vzajemnou komunikaci potkani, pro uréeni socidlni hiearchie a
pro nacvik socidlnich dovednosti (Van den Berg et al., 1999). Deficit v hravém chovani
u zvifat s lézi QUIN svéd¢i pro poSkozeni socidlnich interakci jiZ v &asném
postnatalnim obdobi a miZe byt pficinou pretrvavajiciho socidlniho deficitu

v dospélosti. Deficit v socidlnim chovani byl pozorovan i u déti, které v dospélosti
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onemocnély schizofrenii. Tento projev je jednim s prediktivnich nilezd pozorovanych u
schizofrenie (Schiffman et al., 2004). Ve srovnéni spotkany po podini NAAG
neonatalni podéni QUIN vede k deficitu v socidlnim a hravém chovéni mlad'at potkana.
Ostatni socialnf interakce zistaly nezménény.

Chovani zvifat po podéni NAAG a QUIN v testu otevieného pole po dosaZenf
pohlavni dospé&losti (50. PND), bylo v mnoha ohledech vyznamné odli¥né od chovéni
zvitat v obdobi puberty. V obdobi &asné dospélosti bylo nalezeno statisticky vyznamné
prodlouZeni trvani imobility u zvifat po podini QUIN, a to jak v porovnani
s kontrolami, tak i s potkany po podani NAAG.

Imobilita souvisi s lokomogni aktivitou potkana. Postupn& se zvy3ujici imobilita
v prepubertalnim obdobi dosahla statistické vyznammnosti v &asné dospélosti potkana.
ProdlouZeni imobility u potkanit po podéni QUIN ukazuje na zvySené defenzivni reakce
potkana, aZ na jeho tzkostné chovéni. Vy3si imobilita v novém nezndmém prostfedi
také miZe znamenat i sniZeni exploraéni aktivity. PfestoZe neonatélni podani NAAG a
QUIN ovliviiuje jiné typy chovéani vnovém prostfedi (imobilitu a &iténi), mohli
bychom toto chovéni charakterizovat jako izkostné.

V porovnani s potkany po podéni NAAG, méli potkani po podéni QUIN vyrazné&
del3i latence pH hledéni skrytého ostrivku, ale stale se u¢ili. Tyto vysledky sv&dgi pro
poskozeni referen&ni paméti u potkanit po podéni QUIN. Pfitom je zndmo, Ze pro deficit
v referenéni paméti potkana je potfeba rozsahlého poSkozeni obou hipokampi (Fenton a
Bures, 1993). Nae vysledky ukazuji na vétsi funk&ni poskozeni hipokampi po podéni
QUIN v porovnani s NAAG-operovanymi potkany. ReSeni prostorovych ukold
v Morrisové vodnim bludisti je souasn& velmi citlivé na poskozeni cholinergniho a
glutamétergniho systému (Fishkin et al., 1993; Stuchlik et al., 2004). Neonatélni icv
infuze QUIN sniZila aktivitu HACU v levém hipokampu u dosp&lych potkand a
soudasn& sniZila vazbu [*H]glutamatu v obou hipokampech. Je tedy mo2né, Ze pravé
poskozeni vyvoje cholinergniho a glutamétergniho systému je zodpovédné za
pozorovany deficit prostorové referenéni paméti. Naopak zvifata po NAAG nemaji
poskozenou referenéni pamét ani cholinergni systém a jen velmi mélo maji poskozeny

systém glutamatergni.

3.9. Vliv GBR 12909 na chovani dospélého potkana v otevieném poli po podini NAAG

a QUIN
Potkani s 1ézi QUIN méla po podéanf GBR 12909 vyrazné zvySenou lokomoéni

aktivitu (horizontalni exploraéni aktivita) i vzty&ovani (vertikalni exploragni aktivita) ve

srovnani s NAAG-operovanymi zvifaty. Tyto vysledky ukazuji na zvySenou citlivost
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zvifat s neonatélni 1ézi QUIN v odpov&di na podani inhibitoru dopaminového transportu
GBR 12909.

6. ZAVER

Na podkladg vy3e uvedenych nélezi Ize uzavkit, Ze neonatalni léze zplsobena
icv podanim QUIN i NAAG zméni chovéni potkana v jeho &asné dospélosti, a také
zvy$i reakci potkana po podani inhibitoru dopaminového transportéru v testu
otevfeného pole. Tyto projevy vykazuji vzhledem ke znamé etiopatogenezi schizofrenie
konstruktivni a fenomenologickou validitu. N&které specifické nalezy jako je omezeni
poskozenych neuronti v granuldmi vrstv&é gyrus dentatus 24 hodin po infuzi NAAG,
sniZeni po&tu GABA, receptorii v hipokampu dospé&lého potkana nebo sniZeni ciltivosti
NAAG-infundovanych potkani na stimulaéni a&inky MK-801, svéd&i pro specificky
i¢inek NAAG v ¢asném postnatalnim obdobi potkana. Tyto ulinky NAAG jsou
pravdépodobné zpiisobeny jeho interakci s NMDA receptory, které exprimuji NR2D
podjednotku. Praveé exprese této podjednotky je u potkana nejveétdi v 1. posnatdlnim
tydnu a v prib&hu ontogeneze vyskyt této podjednotky v mozku klesa. Naopak rozsahlé
poskozeni korovych i podkorovych oblasti po neonatdlni infuzi QUIN, které ma za
nasledek sniZeni hravého chovani u mladych potkantl, po3kozeni cholinergniho a
glutamatergniho systému a zaroveli pamé&ti v Morrisové vodnim bludi$ti u dospélych
potkanii je disledkem aktivace NMDA receptortl, které obsahuji NR2B podjednotky.
Tyto podjednotky jsou ve v&tdim mnoZstvi, nez podjednotky NR2D, exprimovany

v ¢asném postnatalnim obdobi potkana.
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