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1. Souhrn

Prace je zamfena na roli NR1 podjednotky N-methyl-D-aspartatavéh
receptoru v patofyziologii schizofrenie. Vyznam otétpodjednotky jsme
studovali v animalnim modelu, kde byly potkam (kmene Wistar) do
hipokamp aplikovany antisense oligodeoxynukleotidy (aODNptp NR1,
NR2A a NR2B podjednotkdm (vSechny kombinace). Wémd jsme se za#ili

na zmény v sensorimotorickém zpracovani informaci, hodméc pomoci
prepulzni inhibice Ulekové reakce. Posléze jsmenbtiil exprese proteiin
jednotlivych podjednotek a také exprese prdiginstsynaptické density (PSD-
93, PSD-95). Vysledky naSich experimientukazaly, Zze ani jedna
z aplikovanych kombinaci aODN nevyvold vyznamnouémm prepulzni
inhibice. Jednim z nejdezitéjSich vysledk je statisticky vyznamny pokles
exprese PSD-95 ve skupinach s aplikaci aNR2B a BNR2

DalSi ¢ast disertani prace je ¥novana post mortem studii, kde jsme hodnotili
expresi panNR1 podjednotky a jejich #Zsinych variant na arovni mRNA a
proteinu v hipokampech paciéntktei trpéli schizofrenii a v hipokampech
kontrol. V expresi mMRNA panNR1 se ukazalo, ze ryzdiezi levym a pravym
hipokampem jsou vyznamin&tsi u pacient nez u kontrol. SeEené varianty
na drovni mRNA ukézaly pokles dvou izoforem (NR1MR1-4) u pacierit
oproti kontroldam. Exprese protéinpanNR1 i varianty NRT  vykazaly
statisticky vyznamnou interakci laterality a pohlaw levém hipokampu
pacientt muzi byl vyznamny pokles panNR1 oproti kontrolam.

Poslednicast prace je zattena na vyznam regulatoru proteinové signalizace 4
(RGS4) v patofyziologii schizofrenie. Zde jsme wrablastomové bustné
linii hodnotili viiv snizené exprese genu RGS4 nepresni profil buk.
Vysledky ukézaly zénu exprese 67 gén piicemz zde byly d¥ funkeni
skupiny. Jedna byla t¥ena geny pro histony a druha geny pro trangkfip
faktory. Druh& skupina je vSak diskutabilni vzhled& pouzité bu&iné linii.
Vztah snizené exprese RGS4 k neurotransmiterovystérsim tradiné
spojovanym se schizofrenii jsme na genové Grovpohedili.



2. Summary

Our work is focused on the role of NR1 subunit ofméthyl-D-aspartate
receptor in pathophysiology of schizophrenimanimal model using separately
or in combination, antisense oligodeoxynucleot@®DN) for NR1, NR2A and
NR2B subunit of NMDAR, we affected expression o&gb proteins in rat
hippocampus. We assessed prepulse inhibition afsticostartle reaction (PPI)
in rats and protein expression of NMDAR subunitsl @axpression of PSD
proteins. There were significant differences inreggion of PSD-95 and NR1
between groups. Application of aODN (NR2A, NR2B)saassociated with a
significant decrease of PSD-95. PPl and expressiddR2A, NR2B and PSD-
93 were not changed after aODN application.

The next part of the work concentrates on a humast mortem study. To
assess actual changes in the expression of theshiRinit and its isoforms, we
measured absolute differences in the levels of miRkbtein for panNR1, as
well as the individual mRNA/protein isoforms in tip@st mortem left/right
hippocampus of patients with schizophrenia in caspa with non-psychiatric
subjects. There were no significant differenceshim panNR1 subunit mMRNA
expression, but the absolute left/right differenaese much more pronounced
in the patients with schizophrenia. The expressbrsplice variants in the
MRNA level indicated decrease of the NR1-4b and {2Rlisoform in the
hippocampus of schizophrenic patients. ExpressfddRi and NR1°* showed
significant interactions of laterality and sex. féio levels of the NR1 subunit in
the left hippocampus in male schizophrenic patieme lower than controls.
The last part of the work is focused on the roleredulator of G protein
signalization 4 (RGS4) in pathophysiology of sciplzcenia. To elucidate this
role of RGS4 we silenced RGS4 using siRNAs in humaaroblastoma cell
lines and we studied the effects of differential RGxpression by microarray.
The cell lines with downregulated expression of RGBowed 67 genes with
changed expression. We have detected two functgraroups of genes which
might be implicated in schizophrenia pathophysigldgstone genes and genes
for transcription factors. The changes in TF exgims observed in our
experiment might be a side effect of the neuroblast cell line used. We did
not detect changes in expression of any of the gyeleectly connect with
neurotransmiter systems associated with schizoghren
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3. Uvod

Schizofrenie je devastujici psychické onemménpostihujici celositoveé
zhruba 1 % populace. O schizofrenii je Iépe uvataowajako o jednotlivém
onemocgni, ale jako o skupih syndronti, které se liSi souborem znala
symptont (1) s odliSnou patogenezi. Klinicky je charaktevidna pozitivnimy
symptomy, negativnimi symptomy, fipnaky dezorganizace a taktéz
kognitivnim deficitem (2). Jedna se o onemidns chronickym pibéhem,
vyzna&ujici se vyznamnym furdkim postizenim a zhorSenou kvalitou Zivota.
Prestoze je dnes progndza paciesipsychotickymi onemoeénimi daleko lepsi
nez v dobach Kraepelina, st&jise asi d¥ tietiny pacieni se schizofrenii
nevrati do stadia fungovani, v jakém bylied nemoci (3). Schizofrenie ma
silnou genetickou komponentufigemzZ heritabilita, prokazana na zaldad
rodinnych a dvajecich studii, je ~ 0,8 (4). Neni zde vSak jedngtlpen, ktery
by generoval silny &inek, a tak u schizofrenie hokime o polygennim zékladu.
Kandidatni geny jsou roztbvany dle fiznych kriterii. Lze nafiklad hovdit o
genech, jez jsou uloZzeny na chromozomalnich reglomiive spojovanych se
schizofrenii (5): Neuregulin 1 (NRG1); dystrobmevivazajici protein 1
(dysbindin); regulator G-proteinové signalizacdRGS4); aktivator oxidazy D-
aminokyselin (DAOA); gen pro fosfatidylinositol-®4fat-4-kindzu typu Ik
(PIP4K2A). Motivaci pro studium dalSich den byla farmakologickaci
biochemickd asociace s nemoci - geny pro dopamimeeéptory a protein
kinazu B (AKT1). Taktéz byl ukézan epistaticky Jztas funknim
polymorfismem catechol-O-methyltransferazy (COMTitery je jednim
z enzynii degradujicich katecholaminy. DalSim kriteriem pmaazeni mezi
kandidatni geny mohou byt strukturalni &m na chromosomech. Zde je
typickym zastupcem gen pro ,Disrupted in schizopfael“ (DISC1).

Geneticka etiologie schizofrenie je Siroce akceptywn konceptem, nicmén
enviromentalni faktory jsou pro vyvolani nemoci logné (6). Existuje Siroka
Skala nefiznivych udalosti, hlawh béhem ¢&asného vyvoje, které byly
asociovany se zvySenim rizika rozvoje schizofrefii§, velikost @inku
asociovana gmito prenatalnimi rizikovymi faktory je obvykle néal coz
indikuje, Ze pravépodobré nejsou samostatnymi kauzalnimi agens.



Dopaminergni systém byl zhruba pades&tdpSlych let vramci hypotéz
schizofrenie dominantni cestou, kterou se ubirakuyn tohoto onemocmni.
Schopnost antipsychotik blokovat dopaminové reagpto2 receptor) koreluje
Iépe nez ostatni biochemickécinky s jejich misobenim na psychotické
symptomy (8). Dopaminergni hypotéza tedy vychazpterlpokladu, Zze
schizofrenie je spojena se zvySenou aktivitou rneamemiteru dopaminu
v CNS, a Ze neuroleptika tedy tuto aktivitu redilkiicmére tato hypotéza ma
své limity, ukazuje se, ze stasré koexistuji kortikalni hypodopaminergie a
subkortikalni hyperdopaminergiefigemz mechanismy, které jsou podkladem
téchto dopaminergnich abnormalit, nejsou detadinamy.

Serotoninové receptory diky vlivu na neurotransrgjtantegritu synapsi a
plasticitu neurofi hraji roli v psychéze, kognici a také n&a@®). Kyselinay-
aminomaselnd (GABA) je hlavnim inhéniim neurotransmiterem v CNS,
zmeény v GABAergni neurotransmisi jsou u schizofreopakovas popisovany
(10). V poslednich zhruba dvaceti letech se pozirmbratila k dysfunkcim
spojenym s glutamatergnim systémem v mozku (11luta@lat je hlavnim
excitatnim neurotransmiterem v CNS, obé&crozSteny jak v kortexu, tak
subkortikal®, a tedy pinasi pohled na schizofrenii jakozto na poruchenpsu
informaci, kterd sedle nagi¢ mozkem. Poruchy glutamatergniho systému také
dokazi vys¥tlit negativni a kognitivni symptomy. V minulych téeh byly
opakoval popsany specifické fugki poruchy glutamaternich receptor
spojené s etiologii schizofrenie (12). Glutamatdrypotéza se opira o tvrzeni,
Ze hypofunkce tohoto neurotransmiteru v kortikdaséini projekci vyvolava
facilitaci thalamo-kortikalniho okruhu, produkujicérist sensorickych vstuip
DalSim pozorovanym fenoménem je pokles pamsignal/Sum a nést
dopaminergniho vstupu diky desinhibici ve ventrali@igmentalni aree
v mesencefalu (13). Jinou moznosti je generalizavdasinhibice v kortexu
vygenerovana nespravnym fungovanim NMDA recapterGABAergnich
interneuronech (14). Disociativni anestetika, jdtetamin nebo fencyklidin
(PCP), zfisobuji psychéze podobné chovani u é¢bsth jedinai (15).



1) Animalni model - blokada NMDA receptoru
Na zakla@ diive publikovanych praci tykajicich se genetického a

farmakologického ovlivéeni NMDA receptoru v animalnich modelech
schizofrenie (viz.15-17) jsme se rozhodli pouZztisemse oligodeoxynukleotidy
k potlateni exprese podjednotek NMDA receptoru s cileitibvztahy expresi
podjednotek tohoto receptoru a expresi praétginstsynaptické density. PSD
(PSD-95, PSD-93) jsou stasti proteinové postsynaptickéésit pati do rodiny
proteini, které maji PDZ doménu vazici se k NMDA receijarTyto proteiny
jsou esencialnimi propojenimi mezi extracelulamnaptickou signalizaci a
pati¢nymi intracelularnimi signalnimi drahami (18). Rigtvoieni genetického
modelu jsme zvolili antisense oligodeoxynukleotidypz jsou kratké jedno
fetézcové useky DNA komplementarni k vybrané sekveldky sekvewiné
specifické hybridizaci vyti&ji duplexy, které jsou nasletirdegradovany
RNasami. Dale jsme se zabyvali vlivem péglai exprese podjednotek NMDA
receptoru na prepulzni inhibici akustické Ulekovéakce, ktera hodnoti
sensorimotorické zpracovani informaci. Jedna sechmmost rozliSit a dat
patiénou vyznamnost pouze diym, dilezitym podrtim z prostedi.
Hodnoceni  sensorimotorického  ,gaitingu“ fiat k nejpouzivagSim
fyziologickym markéiim v laboratsich studujicich schizofrenii, a to jak u
nemocnych tak v modelech nemaoci.

2) Studie post mortem

Hipokampus je oblasti, ktera je vyznammapojena v patofyziologii
schizofrenie, byly zde u paciénhalezeny strukturni, fugki a biochemické
zmeny (19). Orive publikované prace studujici v lidském hipokampost
mortem expresi NR1 podjednotky NMDA receptoru mblena Grovni mRNA
pokles exprese (20), nebo pouze levostranny pol@déy pogipad nenasly
zménu v expresi mMRNA (22). U exprese NR1 proteinu pgafo diive
opakova® popsano, Ze neni Zmena (nap.23). V levém hipokampu pak byla
in vivo popsana sniZzena vazba NMDA receptoru ugpdicse schizofrenii, ki
dosud nebyli medikovani antipsychotiky (24). &zminsné prace tedy ukazuji
na pofebu studovat zemy exprese v mozcich paciéns ohledem na faktor
laterality. DxivejSi prace ukazaly u potkdma estrogeny jakozto na latky, které
ovliviwuji expresi a aktivitni zémy NMDA receptod (nag.25). U schizofrenie
se hovdi o estrogenové hypotéze, ktetiia, ze estrogeny jsou protektivnim
faktorem, ktery oddaluje nebo dokonce chraniedp nastupem tohoto



onemockni Zeny v reproduktivnim obdobi. Tuto teorii potladprace, kde se
hodnotilo mnozstvi estradiolu u Zen, kteréélyppsychézou, a porovnavalo
s hodnotami u pacientek s jinymi psychiatrickymaghdézami a u zdravych
(26). Jelikoz hipokampus je estrogen senzitivnilkdtrou, pohlavni srovnani
exprese NMDA receptérje tedy zajimavé. Dale se ukazuje, Ze zahrnutth/Se
sestizenych variant p hodnoceni exprese NR1 podjednotkyize ginasSet
piiliS hruby pohled, jelikoz jednotlivé séigené varianty ovlisiuji riznym
zpisobem funkci NMDA kanalu. Proto fedpokladame, ze k ovli¢ni
fungovani NMDA receptoru u schizofrenie nemusi byitna expresni zéna
pan formy NR1, ale fdZe byt dostathd zng¢na v pondrech exprese
jednotlivych sestzenych variant NR1. V naSi praci jsme v lidskémadkiampu
hodnotili expresi NR1 podjednotky a jejich $g&stnych variant a to jednak na
arovni proteinu, a také na drovni mMRNA. V ramci hodeni exprese jsme se
zantiili také na dva dalSi parametry, které nejsou te téblasti ilis
prostudovany, nicm&mohou hrat vyznamnou roli, a to je lateralita & vl
pohlavi.

3) RGS4 ,silencing” —burééna linie

Gen pro regulator G proteinové signalizace 4 (RGI84 diive popsan ve
vztahu ke schizofrenii (27). Snizend exprese tolgenu byla opakovén
nalezena viznych strukturach mozku post mortem u padiesg schizofrenii
(28). Dale pak bylo ukazano, ze &my exprese RGS4 jsou specifické, jelikoz u
dalSich RGS vyznamné zZmy nalezeny nebyly (27). Ve farmakologickém
modelu pouzivajicim antagonistu NMDA receptoru -PPBylo ukazano na
funkeni souvislost mezi RGS4, 5-H4 a NMDA signalizaci v neuronech PFC
(29). Tato prace ukéazala, ze jednou z funkci RGE%a nize vysétlovat jeho
roli v patofyziologii schizofrenie, je spojeni stbF14 receptory, ficemz vztah
serotoninového 5-Hi, receptoru k inhibici funkce NMDA kandlu je znard ji
déle (30). B pouziti amfetaminu v animalnim modelu bylo uké&zare hladiny
mMRNA i proteinu RGS4 jsou pod kontrolou dopaminéchrreceptai D; a D,
(31). Nicmér vztah snizené exprese RGS4 ke zmym, ale idalSim
biochemickym draham, které jsou u schizofrenie pagky, neni blize znam.
V nésledujici praci nas proto zajimal vliv snizendrese genu pro RGS4 na
exprese gein pro aktéry serotoninové, dopaminové a v neposleoi
glutamatové neurotransmise. V neuronalni&dné linii jsme nejprve pottli
expresi RGS4, a nasledjsme hodnotili celogenomovou expresi.
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4. Cile prace

Ad 1) NaSim cilem bylo zhodnotit v animalnim modelupZzaném na aplikaci
antisense oligonukleotid (anti- NR1/2A/2B podjednotka) do obou hipokamp
dosglého potkana prepulzni inhibici akustické Ulekoweakce. Dale jsme
stanovovali exprese protéin paticnych podjednotek a také protéin
postsynaptické density.

Ad 2) Vtomto kroku jsme v lidskych post mortem hipokap pacient se
schizofrenii a nepsychiatrickych kontrol hodnogikipresi panNR1 podjednotky
NMDA receptoru a jejich segtenych variant na drovni proteinu a mRNA.

Ad 3) Zajimal néas vliv snizené exprese RGS4 na expadSiath ged. Pomoci
siRNA jsme provedli silencing exprese mRNA pro RG8dtein v neuronalni
burééné lini, tuto snizenou expresi jsme étli, a nasledd pak pomoci
microarray zhodnotili expresi ostatnich gen



5. Metodika

1) Animalni model - blokada NMDA receptoru
Pozorovani byla prov&da na dosflych potkanich samcich kmene Wistar

(BioTest Konarovice) o hmotnosti 250-270 g.

Aplikace do ventralnich¢asti obou hipokamp - vehikulum (fyziologicky
roztok), aODN/sODN - jsme provéld rychlosti 1,0 pL/min pomoci
Hamiltonovy stikatky v thiopentalové anestézii, kterou jsme dle feloy
potencovali pdanim xylazinu. Davka aODN/sODN nebo Phygmila: u
skupiny A 1x nebo u skupiny B 2x 5 nmol/ 21 do kazdého z hipokanip
Rozdleni do skupin dle aplikace A viz (Vrajova et &007) B viz (Vrajova et
al., 2011). Pro odis mozkové tka# byli potkani anestezovani éterovymi
vypary a dekapitovani. Z rychle vybavenych mizkme mikrochirurgicky
vyiizli oba hipokampy. Kontrolaipsnosti aplikéniho vpichu byla provasha
mikroskopicky, hipokampy, kde nebyl vpich nalezmme z dalSich hodnoceni
vyiadili.

20 hodin po aplikaci byla zkdta fFenesena do mistnosti, kde byla po adapta
periock merena akusticka Ulekova reakce (ASR) a jeji prepuldmbice (PPI).
Reakce potkah na zvukové podity byla nméfena pomoci Zézeni SR-LAB
(San Diego Instruments, USA). Principem je hodnowgetlikosti Ulekové reakce
na nedekavany podét (zde akusticky), ficemz Ulek je nsfen jako velikost
motorické odpowdi — pohyb celéhoéta potkana (réfeno akcelerometrem).
Slaby gedpodit (lehce nadprahovy), kteryrgrdchazi vdsnécasové blizkosti
(milisekundy) inhibuje Ulekovou reakci na vlastnodpst. Casovy sled a
intenzita pedpodrita (prepulsi, PP) vramci vlastniho experimentu byly
uspdéadany podle (32).

Hipokampy byly homogenizovany v 1 ml vychlazenéha@ainiho pufru,
z homogenatu byla ziskana P2 frakce. Koncentraoteipit byla hodnocena
pomoci Bredfordovy metody za pouziti Batho sérového albuminu jakozto
standardu (BioRad, USA). Po elektroforetickém ededi proteirti (BioRad,
USA) byly proteiny elektroblotemipneseny na nitrocelul6zovou membranu
(BioRad, USA). Po zablokovani nespecifickych vazbply membrany
inkubovany s primarnimi protilatkami viz. (Vrajowt al., 2011). Po odmyti
piebyti protilatek v PBS pufru byly membrany inkubovanysekundarnich
protilatkach konjugovanych gdénovou peroxidazou (Dako, Dansko). Detekce
byla provedena pomoci chemiluminiséetho substratu (Pierce, USA) a
hodnocena na GelDoc analymém systému (BioRad, USA).
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2) Studie post mortem
Post mortem tkifibyla ziskadna od jediiics diagn6zou schizofrenie (MKN-10)

a od starSich zemlych kontrolnch osob. Na zakkdlokumentace byla
ovéiena diagn6za dle DSM-IV. &8ina pacient trpéla chronickou nebo
residudlni formou nemoci, v souboru nemocnych ts|apina paciert ktei
nentli antipsychotickou medikaciijblizné 2 mssice ged smrti (Vrajova et al.,
2010). Kontrolni skupina byla slozena z jedincktgi nengli zadnou
neuropsychiatrickou historii a ziskani byli z PL WBice (LDN). Meazi
skupinami nebyly signifikantni rozdily vesku ani v post mortem intervalu
(PMI) (Vrajova et al., 2010). Délka skladovani tkéii -78 °C ped vlastnim
hodnocenim se u skupin neliSila. Taktéz jsme zabréapakovanému
rozmrazovani azamrazovani, aby nedochazelo krozkladu gkavieSkeré
experimenty byly provéaghy v souladu s Helsinskou deklaraci a taktéz
souhlasem etické komise Psychiatrického centraaPrah

Pro polymerazovouretzovou reakci (panNR1pyla ze zamrazené tk&n
izolovana RNA za pomoci Trizol (Invitrogen, USA)DBIA byla pripravena
pomoci Reverse-IT Blend kitu (Abgene, UK). Na z@klnaSich testovani byl
vybran g, — mikroglobulin jako nejvhodyjSi referedni gen pro testovani
v lidském hipokampu, jelikoz vykazal nejgi stabilitu nafi¢ testovanymi
vzorky. Detailni popis viz (Vrajova et al., 2010).

Izolace MRNA pro polymerazovadetizovou reakci (sesfenych variant NR1)
ze zmarazené tkénbyla provedena pomoci mRNA Direc Kitu (Chemage
Némecko). Na zaklad publikované cDNA sekvenc&RINI lidského genu pro
NR1 podjednotku (NCBI access numbers: NM_02156%NM 007327.1,
NM_000832.4) byly pomoci programu Primer3 navrzétyyi primery (STR1-
4) pro reverzni transkribci. Ve vSech reverzranskritgnich reakcich byl také
zahrnut primer pr@-aktin. Pomoci softvéru Primer Express 2.0 bylstaeeny
dva sety primery-sonda. Prvni set detekoval ex®n fitomny u vSech
sestizenych variantGRINI genu Druhy set primery-sonda detegoval exon
GRINI genu, a tedy odhaloval iftomnost/nefitomnost tohoto exonu
v jednotlivych sestzenych variantach. Sekvence a lokalizace primee
(Vrajova et al., 2010).

Western blot panNR1, ségené varianty NR1 metodika viz. 1)

Membrany byly inkubovany také v primarnich protidth pro se&tzené
varianty NR1 anti-NR1°? | anti-NRT?, anti-NRT? anti-NR1' (1:100,
Chemikon, USA).
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3) RGS4 ,silencing” —burééna linie

Byly pouzity primarni neuronalni kilsy z American Type Culture Collection
(ATCC; CRL-10442 a CRL-10742). Kultivacéchto burk byla opakova&
nedsgsSna (gediasna senescence), proto jsme pro naSe experimeaotyi z
imortalizovanou neurondlni b&nou linii. Jako model byla tedy pouzita
neuroblastomova linie BE (2) — C (ATCC; CRL-226B)silencingu lidského
genu pro RGS4 jsme navrhityii raizné siRNA, které fekryvaly fizné ¢asti
kodujici sekvence RGS4. Pro stabilni silencing jgoeZili retrovirovy vektor
pSilencer 5.1-H1 Retro (Ambion, UK). Verifikace ke siRNA Retro
konstrukfi pripravenych pro transfekci byla provedena pomocivee&vani.
Kontrola pozadi, transfekce a kultivace Bkinviz. (Vrajova et al.,, 2011).
Pripravili jsme jedenact stabilnich b&imych linii exprimujicich rozdilna
mnozZstvi siRNA proti lidskému RGS4. Expresi RGSehgshodnotili pomoci
kvantitativni Real-Time PCR, kde jsme jako kontfolgen pouzili B,
mikroglobulin.

Efekt rozdilné exprese RGS4 v modelové ddné lini BE (2)-C jsme hodnotili
pomoci GeneChip® Human Exon 1.0 ST array (AffymetdSA). Nasledujici
analyzy dat a detekce odl&rexprimovanych geh byly ziskany pomoci
Bioconductor and R project software http://www.bioconductor.org
http://www.r-project.orly Detail metodiky viz (Vrajova et al., 2011).

6.Vysledky

1) Animalni model - blokada NMDA receptoru
Pti pouziti samostatnych aplikaci aODN (aNR1) neb®sQsNR1) a KONT
se ukazalo snizeni reflexni motorické odfmbwna silny akusticky signal oproti
skupirg naivnich (INT) zvfat, avSak toto sniZzeni nebylo signifikantni, stejn
tak byly nevyznamné zény v PPI (viz Vrajova et al., 2007). Exprese NR1
vykézala statisticky vyznamny pokles v pravém hgmoku potkaf
ovlivnénych aODN oproti kontrolni skupin(KONT).

Velikost reflexni motorické odp@&di na silny akusticky signal nebyla
zmeEnéna u experimentalnich skupin s dvojitou aplikagiodipskupirgé kontrolni.
Rovngz hodnoceni sensorimotorického gatingu zaloZzené nigeni PPI
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neprokazalo, Ze by¢kter4 z kombinaci latek pouzitych pro intrahipoletmi
infuze ovliiovala u mladych dogp/ch potkari velikost PPI, coZz odpovida
nasim pedeznym vysledim. NejvyrazgjSim vysledkem je statisticky
vyznamna odliSnost exprese PSD-95 mezi jednotlivgplikatnimi skupinami.
Vyznamny pokles exprese PSD-95 byl ve ské@NR2A/Phys oproti kontrole

a steji tak ve skupia aNR2B/Phys. Exprese NR1 podjednotky ukéazala
vyznamny rozdil mezi jednotlivymi aplikacemi. K mgjazrgjSimu poklesu
exprese NR1 oproti kontrole doSlo ve sképiaNR2A/aNR2B o 14 %. Zatimco
samotna aplikace aNR1 vykazala pokles pouze o z¥/vajova et al., 2011).

2) Studie post mortem
Pro zhodnoceni vztahu exprese mRNA panNR1, mRNA&isesych variant,

proteinu panNR1 a NR%I sestizené varianty s PMI agkem, byl pouZit
Spearmaiiv korelani koeficient, nenasli jsme signifikantni rozdily.

Relativni kvantifikace panNR1 na Urovni mRN¥eukéazala zadny signifikantni
rozdil v expresi mezi skupinou kontrolni a skupirmacieni se schizofrenii.
AvSak absolutni rozdil exprese mRNA panNR1 v levéémpravém hipokampu
byl u pacieni se schizofrenii signifikan#wétsi

Relativni kvantifikace sei$¥enych variant NR1 na Urovni mRNékazala, ze
N1 kazeta byla exprimovana ve vSech vzorcich mifhautopsii od pacieaita
jedné kontrolni. Z tohoto idvodu jsme se zatili na C koncové domény.
Oddcklené analyzy levého a pravého hipokampu ukéazaly gnifskantni
levostrannou interakci mezi faktorem $g&siné varianty a diagn6zy. Post-hoc
analyza ukazala na signifikantni pokles 8shé varianty NR1-4 v levém a
NR1-2 v pravém hipokampu paciérste schizofrenii oproti kontrolni skugin
Kvantifikace panNR1 na Urovni proteimykazala vyznamné pohlavni rozdily —
statisticky vyznamnou interakci laterality a pohijaaktéz interakce pohlavi a
diagnoézy byla statisticky signifikantni. Rozdilytdaality mezi skupinou zZen a
muzl byly vice vyjadeny ve skupit pacientt se schizofrenii nez u kontrol.
Statisticky vyznamny pokles byl v expresi panNREwém hipokampu muiz
(schizofrenie vs. kontrola). Protein s@&stné varianty NR$ ukézal statisticky
vyznamnou interakci laterality a pohlavi.

3) RGS4 ,silencing” —burééna linie
Ziskali jsme jedenact linii, které vykazovali odks hladiny genové exprese
RGS4 v intervalu od 3,1 % do 123 % vztazeno k gatenburgéné linii. Dw
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linie, které vykazovali minimalni zému oproti parentélni linii, byly pouzity
jako pozadi. U bugtnych linii se snizenou expresi RGS4 jsme nalezli 67
odlisrg exprimovanych ge) 30 geri mélo zvySenou expresi a 37 snizenou
expresi v porovnani s parentalni Beémou linii. Ke klastrovani jsme pouzili
databazi DAVID (Database for Annotation, Visualipat and Integrated
Discovery) (33). Nalezli jsme @funkéni skupiny gef, pricemz jednu skupinu
tvorily geny pro histony, v druhé skugirbyly geny pro transkrigni faktory.
Ostatni odliSa exprimované geny t¥dy heterogenni skupinu, ktera zahrnovala
mimo jiné geny, jez bylyidve popsany v souvislosti se schizofrenii.

7. Diskuze a zaury

1) Animalni model - blokada NMDA receptoru

V animalnim modelu jsme nepotvrdili vliv kratkoddizé nebo dlouhodobého
hipokampalniho ovlivéni podjednotek NMDA receptoru (NR1, NR2A, NR2B)
na sensorimotoricky gaiting (PPI). Na$S vysledekdpewvida dive publikované
praci (16), kde zjistili po jednorazové aplikaci@® (anti-NR1), avSak do Sesti
mist v hipokampu, naruSeni PPEi Pouziti této metody vSak dosahli snizeni
exprese NR1 az o 30%, v naSerfippc se jednalo o pokles o 20 %ip
samostatné blokédNR1 a o 14% ve skupins aplikaci aNR2A/aNR2B.
Nicmérg jsme ukazali, Zze s¢asné ovlivini podjednotek NR2A a NR2B
vyvola vyznamné snizeni exprese proteinu postsiok#pdensity (PSD- 95),
ackoliv exprese proteiin podjednotek vyznamdn zmgnéna nebyla. Tato
skut&nost @inasi informaci o vztahu exprese proteiNR2 podjednotek a
PSD-95. N&S vysledek odpovida situaci, ktera bglpsgna v oblasti ipdniho
cingularniho kortexu u paciense schizofrenii, kde byla snizena exprese PSD-
95 doprovazena nezmenou expresi NR2B (34). V naSich vysledcich, se mezi
skupinami neliSila vyznantnexprese NR2A podjednotky, v post-hoc analyze
byl ve skupig s aplikaci aNR2A pokles tohoto proteinu oproti tkole u
skupiny aNR2B a exprese NR2B seéna neprojevila. N&S vysledek odpovida
tomu, co bylo publikovano (35). Znmind prace popsala in vitro, ze
premigovani NR2A ze synaptické membrany vyvola kompénkzavySeni
NR2B podjednotky v membrén
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2) Studie post mortem
Vysledky post mortem studie ukazuji v expresi paiNRRNA i v proteinu na

vyznam biochemické laterality u schizofrenie. Latiéa byla vyrazgjSi u
pacientt se schizofrenii oproti kontrolnimu souboru. Dabkk oyl vyznamny
nalez poklesu exprese proteinu panNR1 v levém hkipgki pacierit mu#i, coz

je ve shod s publikovanymi daty (21). Ve zmimé praci nili smiSenou
skupinu v niz pevazovali muzi, a navic hipokampy nebyly v paraety levy a
pravy od téhoZ pacienta. Prace kterd hodnotilagwwiilrozdily v expresi NR1
podjednotky v miSe po aplikaci NMDA antagonistynlad’t potkana ukazala na
vétSi mnozstvi NR1 pozitivnich bgk u samic nez u sarad36). Na zaklad
této prace bychom mohli spekulovat, Ze muzi jsou pwskozeni NR1
podjednotky citli¢jSi a Ze tato citlivost se upiatie jiz velice brzo Bhem
vyvoje a tudiz nemusi souviset s hormonalni odfifingohlavi. Tento vysledek
prinasi informaci o pdebs hodnotit biochemii mozku jednak s ohledem na
lateralitu, a také s ohledem na pohlavi. Jako pysmie ukazali na zémy
exprese mRNA C-koncovych ssenych variant NR1 v hipokampu paciént
se schizofrenii. A to konkrétnna snizeni exprese varianty NR1-4 v levém a
NR1-2 v pravém hipokampu, dale pak na zvySenoueskpariant obsahujicich
C1 kazetu (NR1-1, NR1-3) u paciéntTyto vysledky pindSi podrob#si
vyswtleni zmén vexpresi NR1 podjednotky v hipokampu padiense
schizofrenii. Nicmé# stale nejasnymistava vliv antipsychotické medikace na
expresi NR1, coz je vyraznym limitujicim faktorerasp mortem studii tohoto
typu, jelikoz pacienti jsou medikovani pdzr¢ dlouhou dobu tznymi typy
antipsychotik.

3) RGS4 ,silencing” —burééna linie

Vliv snizené exprese genu pro RGS4 na expresi geurotransmiterovych
drah, jejichz dysfunkce jsou podkladem patofyzi@dogchizofrenie, jsme
nepotvrdili. V neuroblastomové lini se snizenowpresi RGS4 jsme nalezli
vyznamnou zrnu v expresi 67 geén V této skupig byly geny pro histony,
jejichz zménéné exprese Ize spojit s epigenetickymi mechanisapigovanymi
u schizofrenie. DalSi geny se aminym expresnim profilem pak pat
k transkrignim faktofim. Tato skupina je diskutabilni vzhledem k pouzité
burgéné linii, avSak tyto geny ukazuji na mozny vztaiprese RGS4 a early
immediate gene (IEG). Posledni skupina tgese zn&nénou expresi byla
heterogenni. Nadexprimovan byl gen pro metallothior{MT2A), mezi jehoz
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funkce paiti neuroregenerace a neuroprotekce. Dale se zdgthyslalSi geny
pro G-proteiny vazajici receptory a také dva gewdujici proteiny vazajici
vapnik. Jeden z nalezenych @epak pati do glutamatergni drahy. NaSe
vysledky na Udrovni gdah ukazuji na mozné vztahy snizené exprese RGS4
s dalsimi drahami. U paciéntse schizofrenii bylo post mortem nalezeno
zvySeni exprese metabotropniho glutamatového reaepkupiny | (mGIuR1) a
zarovei snizeni exprese RGS4 (37). Vyssi aktivita mGluBR mize fungovat
jako kompenzéni mechanismus NMDA hypofunkce u schizofrenie (37).
Z naSich vysledk vSak vyplyva, Ze snizeni exprese RGS4 ptpedobri neni
piicinou zneény exprese mGIUR1 receptorSnizenou expresi RGS4 Ize na
zaklad naSich vysledk povazovat spiSe za néasledekedrhazejicich
biochemickych zrén spojenych s fibéhem nemoci.
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