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Souhrn

Prace je zatena na roli NR1 podjednotky N-methyl-D-aspartatavékceptoru
v patofyziologii schizofrenie. Vyznam této podjetkyjsme studovali v animalnim
modelu, kde byly potkamm (kmene Wistar) do hipokampaplikovany antisense
oligodeoxynukleotidy (aODN) proti NR1, NR2A a NR3®djednotkam (vSechny
kombinace). V chovani jsme se z#ilh na zmény v sensorimotorickém zpracovani
informaci, hodnocené pomoci prepulzni inhibice olek reakce. Posléze jsme
hodnotili exprese protein jednotlivych podjednotek a také exprese prdiein
postsynaptické density (PSD-93, PSD-95). Vysled&§ich experimeiitukazaly, ze
ani jedna z aplikovanych kombinaci aODN nevyvolangmnou zrénu prepulzni
inhibice. Jednim z nejdezit¢jSich vysledk je statisticky vyznamny pokles exprese
PSD-95 ve skupinach s aplikaci aNR2B a aNR2B.Dé&dsit diserténi prace je
vénovana post mortem studii, kde jsme hodnotili espmanNR1 podjednotky a
jejich sestizenych variant na urovni mRNA a proteinu v hipolaoh pacierit, kteri
trpéli schizofrenii a v hipokampech kontrol. V expregRNA panNR1 se ukazalo, ze
rozdily mezi levym a pravym hipokampem jsou vyznamtSi u pacient nez u
kontrol. Segizené varianty na urovni mRNA ukézaly pokles dveoforem (NR1-2,
NR1-4) u pacierit oproti kontrolam. Exprese protéirpanNR1 i varianty NRT
vykazaly statisticky vyznamnou interakci lateraldypohlavi. V levém hipokampu
pacienti muzi byl vyznamny pokles panNR1 oproti kontrolam.Posle@st prace je
zantienad na vyznam regulatoru proteinové signalizacdR@34) v patofyziologii
schizofrenie. Zde jsme v neuroblastomovédsng linii hodnotili vliv snizené exprese
genu RGS4 na expresni profil ln Vysledky ukazaly zenu exprese 67 gén
piicemz zde byly d¥ funkéni skupiny. Jedna byla tiena geny pro histony a druha
geny pro transkrigni faktory. Druha skupina je vSak diskutabilni \vedtém k pouzité
burgcné linii. Vztah snizené exprese RGS4 Kk neurotréiesovym systéraim
tradicné spojovanym se schizofrenii jsme na genové urogpotvrdili.



Summary

Our work is focused on the role of NR1 subunit efméthyl-D-aspartate receptor in
pathophysiology of schizophrenia. In animal modeling separately or in
combination, antisense oligodeoxynucleotide (aODi) NR1, NR2A and NR2B
subunit of NMDAR, we affected expression of thesgtgins in rat hippocampus. We
assessed prepulse inhibition of acoustic startéetien (PPI) in rats and protein
expression of NMDAR subunits and expression of P@bDteins. There were
significant differences in expression of PSD-95 BIRIL between groups. Application
of aODN (NR2A, NR2B) was associated with a sigifitdecrease of PSD-95. PPI
and expression of NR2A, NR2B and PSD-93 were nainghd after aODN
application.The next part of the work concentrates human post mortem study. To
assess actual changes in the expression of the SdRdnit and its isoforms, we
measured absolute differences in the levels of miRkAein for panNR1, as well as
the individual mRNA/protein isoforms in the post ma&wn left/right hippocampus of
patients with schizophrenia in comparison with pegehiatric subjects. There were
no significant differences in the panNR1 subunithWRexpression, but the absolute
left/right differences were much more pronouncethim patients with schizophrenia.
The expression of splice variants in the mRNA lendicated decrease of the NR1-4b
and NR1-2b isoform in the hippocampus of schizopicrepatients. Expression of
NR1 and NRf*showed significant interactions of laterality amck sProtein levels of
the NR1 subunit in the left hippocampus in maleizgbhrenic patients were lower
than controls. The last part of the work is focusadhe role of regulator of G protein
signalization 4 (RGS4) in pathophysiology of scipizeenia. To elucidate this role of
RGS4 we silenced RGS4 using siRNAs in human neastinina cell lines and we
studied the effects of differential RGS4 expresdigmmicroarray.The cell lines with
downregulated expression of RGS4 showed 67 genisscolanged expression. We
have detected two functional subgroups of genesciwimight be implicated in
schizophrenia pathophysiology: histone genes andgyéor transcription factors. The
changes in TF expression observed in our experimmegiit be a side effect of the
neuroblastoma cell line used. We did not detechgbsa in expression of any of the
genes directly connect with neurotransmiter systasssciated with schizophrenia.
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PREHLED POUZIVANYCH ZKRATEK
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AMPA 2-amino-3-(dethyl-3-0x0-1,2-oxazol-4-yl)propanoova
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ATF5 activatitrgnscription factor 5

BDNF brain demveeurotrophic factor
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DISCI1 disruptedsichizophrenia 1

DLPFC dorsolatgregfrontal cortex

DMEM Dublecco’s Mfield Eagle’s Medium

DSM-IV Diagnostic aBthatistic Manual

EDTA ethylenediaetetraacetic acid

ERG1 early growésponse 1

FCS fetal cedrum

GABA kyselinaaminomaselna

GAD67 dekarboxyldaeeliny glutamové, izoforma 67 kDa

GPCR G proteinipted receptor

GPR50 G proteinsplzd receptor 50

S5-HT serotofhydroxytryptamin 5-HT)

HVJ hemaggiating virus of Japan

IEG immediaarly gene

LTP dlouhodgbotenciace

NMDAR N-methyl-D-aspatovy receptor

MGIuRs metabotrogluitamatove receptory

MK-801 dizocilpin

MKN-10 mezinarodnagifikace nemoci
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PCP
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1.1 SCHIZOFRENIE

Schizofrenie je devastujici psychické onemménpostihujici celosstoveé
zhrubal % populace. Podleéswé zdravotnické organizace trpi v 8asné dob
schizofrenii piblizn¢ 24 milionmi jedinai, piicemZ asi polovinaéthto pacient
nedostava pé#tnou l&bu. O schizofrenii je 1épe uvazovat ne jako o jdtiviem
onemocgni, ale jako o skupihsyndroni, které se liSi souborem znak symptom
(Bleuer, 1911) s odliSnou patogenezi. Jedna se @moorni s chronickym

pribéhem, vyznaujici se vyznamnym furdkhim postizenim a zhorSenou kvalitou

Zivota. U 25- 50 % pacieitse schizofrenii je zaznamenan pokus o sebevrazdu,

piicemz 4-13 % pacieft sebevrazdu dokona (Meltzer, 2001kefoze je dnes
prognéza pacieft s psychotickymi onemo¢nimi daleko lepSi nez v dobach
Kraepelina, stegh se asi d¥ tietiny pacieni se schizofrenii nevrati do stadia

fungovani, v jakém byliied nemoci (Addington et al., 2003).

1.1.1 Symptomatologie schizofrenie

Schizofrenie je zrmé heterogenni onemoémi, kde naché&zime velkou
variabilitu pgriznaka. Klinicky je charakterizovana pozitivnimi symptopmegativnimi
symptomy, piznaky dezorganizace a taktéz kognitivnim deficit@ndersen et al.,
1998). Pozitivni symptomy zahrnuji sensorické pbyigako jsou zejména sluchove,
vizualni, ¢cichové nebo hmatové halucinace a poruchy v obsayglemi, jako jsou
bludy — ¢asto s persekmi ¢i nihilistickou tematikou. Dale je mezi pozitivnimi
symptomy uvaéh dezorganizovany proces mysleni, ktery méa za déklalogikureci
i neverbalniho projevu. Negativni symptomy typidahrnuji snizenoti nepati¢nou
expresi emoci, pokles iniciativy, ochuzefi, Ihostejnost v BZznych gijemnych
aktivitach a sociélni stazeni. Kognitivni deficity schizofrenie zahrnuji snizeni
obecrt intelektualnich funkci, deficit pracovni patn Spatné exekutivni funkce a
shizeni pozornosti (Rosenberg et al., 2003). Jednaniverzalnich patologii tohoto
onemocgni je poskozeni synaptické konektivity, coz byléemano u mnoha paciént
post-mortem, toto také n#mo potvrzuji zobrazovaci metody na fdnka strukturni

arovni (Selemon a Goldman-Rakic, 1999). Mezi nevkonsistentni abnormality



v oblasti struktury pat volumetricky nalezena redukce medialniho temmdnal

laloku (presrEji: hipokampalni formace, subikula, parahipokamg#@ngyru) (Ross et

al., 2006). K diagnostice jsou pouzivana kritersmesena v MKN-10 (International

Classification of Disease, ICD-10, dle&wé zdravotnické organizace) nebo DSM-

IV (Diagnostic and Statistic Manual, dle Americk&yphiatrické organizace). U

schizofrenie také howome o subtypech nemoci, jeZ jsou charakterizovéampsrem
dominujicich piznaka (Tabulka 1).

Tabulka 1

Subtyp
schizofrenie

Dominujici piiznaky

Paranoidni Halucinace a bludy
Halucinace: sluchové verbalni, imperativrékay téz taktilni),
télové, viscelarnigichové, chtiove
- vklddani/odebirani myslenek
Bludy: vztahovéneé, persekini
Hebefrenni Zmeéna afektivity, emotivity a poruchy chovani — migghavost
chovani a emoci
v DSM-IV Inkoherentniec, dezorganizované mysleni
Dezorganizovana
Katatonni Poruchy psychomotoriky

Pfrehnana excitovanost a hyperkinese vs. stupor (dapemy
negativismem, mutismem, nastavami a povelovym
automatismem)

Nediferencovana

Sphiuje diagnosticka kriteria pro schizofrenii, v sympiatologii
negrevladaji piznaky zadného z uvedenych typ

Rezidualni

Chronicka faze onemocgni — prevaha negativnichtfznaka

Simplexni

Negativni piznaky: emoni oploséni, pokles vykonnosti (ztrata
z4jmu, vyrazna apatie a socialni staZzeni, autismus)

Pomalu postupujici zémy chovani, selhavani wbnych
situacich

-11 -



1.2 Schizofrenie - Piibéh onemocréni

V prabéhu onemoceni schizofrenii existuje zkaa variabilita. NejutSi
promenlivost pak vykazuji pgateini stadia nemoci. Nemoctae probihat v atakach,
kde dochazi k néstu defektu, nebo je defekt stabilni. Fppc jsou ataky
nasledovanyasté&nou ¢i Uplnou remisi. DalSi variantou je chronickyupth bez
piechodnych zlepSeni. Onemeon probiha charakteristicky ve fazich: premorbidni,
prodromalni, akutni a chronickéfigemz tyto faze jsou spojeny s korespondujicimi
neurovyvojovymi zminami (Lieberman, 1999). Pro premorbidni fazi jeitip
piitomnost socialnich a kognitivnich odchylek, ktg@u vSak stabilni, vedle toho se
casto objevuji jemné neurologické abnormality (Dawid et al.1999). #echodem do
prodromélniho obdobi kén stabilita, nastupuji nespecifickétignaky (kolisava
uzkost, hloubavost, vztahatyreost, depresivni nalada), zhorSuje se psychosdcialn
poSkozeni. Nastupem psychézyiré obdobi cyklickych zhorSeni a remisi, taktéz
pokrauje Ubytek funknich schopnosti. Btani remisi a relafis mize byt
nasledovano stabilizaci oneménndo trvalé remise, jindy do remise s rezidualnimi
piiznaky. Akutni faze rive vSak takéigjit do faze chronické, kdy je diagnostikovana

rezidualni schizofrenie.

1.3 ETIOLOGICKE FAKTORY

1.3.1 Genetika

Schizofrenie ma silnou genetickou komponentuic¢gmz heritabilita,
prokdzand na zakladodinnych a dvajecich studii, je ~ 0,8 (Merikangas a Risch,
2003). U monozygotnich dwst je uvadn poner shody od 35 % do 58 % a u
dizygotnich dvajat pak od 6 do 26 % (Trimble a George, 2010). Natdé vSak
jednotlivy gen, ktery by generoval silnyigek, a tak u schizofrenie hotime o
polygennim zakladu. Nejlépe popsanym molekwWagenetickym nalezem je u
schizofrenie asociace s deleci na chromozomalngkwi22qll.2, ficemz 20-30 %
dosglych nositeti této delece trpi schizofrenii (Murphy et al., 1p9Bllavnimi
metodickymi istupy v genetice schizofrenie jsou: nejtéad)Si - Klinické

sledovani; geneticka epidemiologie; segtedaanalyza. Z nayjsSich metod se pak



jedna o cytogenetiku pouzivajici karyotypovani (nédez delece v Useku 22q11.2).
Dale jsou to: vazebné studie zaloZzené na hled@idnie v ramci genomu, jejichz
dédicnost je pitomna u postizenych jedificv ramci rodinnych stroif) asocigni
studie hledajici v genomu mista, ktera se liSivieelkci u schizofrenie a u kontrol;
kandidatni geny, které jsou studovany na zaklad priori hypotéz o etiologii
schizofrenie. U mnoha¢hto geri jsou nachazeny odlisSné expresni profily a/nebo
jednobodové zammy nukleotidi (SNPs). Jiny pohled pakipasi hledani abnormalit
pocta kopii jednoho nebo vice UseNA (copy number variations — CNVs)idhled

hlavnich genetickych studii schizofrenie viz (Oleléa).

Kandidatni geny jsou roztbvany dle tiznych kriterii. Jednou z moznosti je
roz&leni na zékla&gl chromozomalniho umisti. Pak lze hoviit o genech, jez jsou
uloZzeny na chromozomalnich regionedfve spojovanych se schizofrenii (Schwab a
Wildenauer, 2009). Autostudie do této skupiny gérearadili Neuregulin 1 (NRG1)

— viabec prvni popsany kandidatni gein pouziti této pozini aproximace (Stefansson
et al., 2002). Do této skupiny patéz dystrobrevin vazajici protein 1 (dysbindin),
spojeny s oblasti 6p22.3, ktery byl poprvé pops&6hl Irskych rodin (Straub et al,
1995) a regulator G-proteinové signalizace 4 (RG®#ry lezi v oblasti 1g23.3.
Tento gen byl primagh studovan diky post-mortem nalez snizené exprese
(mRNA) v riznych oblastech mozku paciénée schizofrenii (Mirnics et al, 2001).
Dale je do této skupiny razovan aktivator oxidazy D-aminokyselin (DAOA)
spojeny s chromozomem 13 (Blouin, 1998) a gen psfafidylinositol-5-fosfat-4-
kindzu typu lle (PIP4K2A) lezici na chromozomu 10p12.2, cozZ jeasbbpakovah
spojovana se schizofrenii (DelLisi et al, 2002; Sahvet al., 1998). Motivaci pro
studium dalSich geénbyla farmakologick&i biochemick& asociace s nemoci. Do této
skupiny Ize wité zaradit geny pro dopaminové receptoryesto, Ze existuje mnoho
negativnich studii, obsahla metaanalyza postavengemové databazi ukazala, Ze
varianty D1, D2 a D4 receptorovych dgenykazuji silny doklad o asociaci se
schizofrenii (Allen et al., 2008). DAale Ize dooté&kupiny z#&adit protein kinazu B
(AKT1), ktera hraje kkiovou roli v intracelularni signalizaci. Bylo popganspojeni
AKT1 signalizace s dopaminergnim systémem (Tan,e2Q08). TaktéZz byl ukazan
epistaticky vztah s furtkhim polymorfismem catechol-O-methyltransferazy (COM
ktery je jednim z enzyihdegradujicich katecholaminy. DalSim kriteriem patazeni

mezi kandidatni geny mohou byt strukturalni ée;m na chromosomech. Zde je



typickym zastupcem gen pro ,Disrupted in schizopfad” (DISC1), v jehoz fipact
dochazi k regionalni chromozomalni translokacq tnova odlisSnost je pak spojena
s psychozou (Clair et al., 1990). Jak bylo zméndiive, genetické riziko se neopira o
jednotlivy lokus, coz podporuji segrégd analyzy a taktéz vazebné studie (Carter a
Chung, 1980). Proto se zda byt dobrymisjupem p pohledu na genetiku
schizofrenie sledovani epistatickych interakci. adad ve své praci ziije u
schizofrenie epistatické interakce objevujici sgenl pro dysbindin, NRG1, DISC1,
DAOA, AKT1 ve vztahu ke COMT (vizidve popsané€) (Prasad et al., 2010). DalSim
zmirtnym genem je pak gen GAD1 (gen pro dekarboxylazelkyy glutamové -
isoformy 67-kDa GADG67), kéiovy enzym v syntéze kyseliny-aminomaselné
(GABA). Je zde popsana epistaticka interakce SNRB1Ga COMT (Straub et al.,
2007). Gen pro metabotropni glutamatergni recept¢GRM3) je také asociovan

s variantami COMT (Tan et al., 2007)reRled praci tykajicich se genetické asociace
glutamaternich receptiba transportér glutamatu se schizofrenii publikoval Cherlyn
et al., 2010 (Tabulka 2). Geneticka etiologie sefienie je Siroce akceptovanym
konceptem, nicménenvironmentalni faktory jsou pro vyvolani nemo@@zhytné
(Gottesman, 1990).

Obrazek 1

Prehled hlavnich genetickych studii provedenych uzsdtenie.Cervers — vazebné
studie (meta-analyzy); zelen- asociani studie; motke — studie CNVs a fialav—
kandidatni geny (fvzato z Girard et al., 2011).
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Tabulka 2

Souhrn néalek genetickych asociaich studii glutamaternich recepta transportér

glutamatu, pdet pozitivnich studii/ celkovy get studii.

Zkratky: NMDA — N-methyl-D-aspartatovy receptor, GRIN1-3B — glattovy
ionotropni receptor NMDA1-3BAMPA - (2-amino-3-(5-methyl-3-oxo-1,2-oxazol-
4-yl)propanoova kyselina), GRIA1-4 — glutamatovyatropni receptor AMPA1-4;
Kainatové — GRIK1-5 — glutaméatovy ionotropni receptor kamét Met.GIUR —
Metabotropni glutamatové receptory, GRM1-8 — gluitowy metabotropni receptor;
Glu.Transport — glutamaterni transportéry, SLC1A1-12 — soluteieafamily.

(Cherlyn et al., 2010 — upraveno)

Studovany Pozitivni nalezy | Studovany gen | Pozitivni nalezy
gen u schizofrenie u schizofrenie
NMDAR Met. GIuR
GRIN1 417 GRM1 NA
GRIN2A 3/5 GRM2 0/1
GRIN2B 6/7 GRM3 5/10
GRIN2C 0/1 GRM4 1/2
GRIN2D 1/2 GRM5 1/1
GRIN3A 0/1 GRM6 NA
GRIN3B NA GRM7 3/4
AMPA
GRIAL 11 GRM8 1/2
Glu Transport
GRIA2 0/1 SLC1A1 0/1
GRIA3 11 SLC1A2 1/1
GRIA4 1/3 SLC1A3 0/1
Kainatové
GRIK1 NA SLC1A4 NA
GRIK2 0/1 SLC1A5 NA
GRIK3 3/5 SLC1A6 1/1
GRIK5 0/1 SLC1A12 0/1
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1.3.2 Environmentalni rizika

Existuje Siroka Skéla néjnivych udalosti, hlavh béhem ¢asného vyvoje,
které byly asociovany se zvySenim rizika rozvojeizzfrenie (Lewis a Levitt, 2002).
K tém nejrobustyjSim pati u jedindi se schizofrenii v in utero historii se zvySenou
frekvenci nachazena malnutrice matk§pém prvniho trimestru (Susser a Lin, 1992)
a chipkova infekce v druhém trimestru (Sham et al., 2)9®Dale jsou zmiovany
komplikace Bhem porodu (Geddes a Lawrie, 1995), které mohou dpgtiené
s hypoxii. Ta Mize mit roviZ za nasledek poskozeni procesuigravani nezralych
kortikalnich synapsi (Cannon et al., 2002). Dal& parinatalni poskozeni mozku,
inkompatibilita v Rh faktoru (Hollister et al., 1689 ¢i prenatélni stres (Myhrman et
al., 1996). Velikost €&inku asociovana €mito prenatalnimi rizikovymi faktory je
obvykle mala, coz indikuje, Ze prasgbdobré nejsou samostatnymi kauzalnimi agens
(Jones a Bucley, 2006). Z SirSi perspektivy se ujeazze epigenetické modifikace
jsou hojré regulovany Bhem pozdniho prenatalniho &sného postnatalniho
vyvojového obdobi lidského mozku (Akbarian, 2010ezi pozdji piichazejicimi
rizikovymi faktory je pak popisovan vliv kanabispfjcemz efekt je davkavzavisly
(Moore et al., 2007). Neurobiologické nasledky ahivkanabisu jsou obdobnént,
které se vyskytuji u lidi se schizofrenii, tedy &y v aktivithich dopaminergnich,
GABAergnich a glutamatergnich neutofMoore et al., 2007). Na zakkadeéchto
skute&nosti je etiologie schizofrenie modelovana jakerakce iznych suspektnich

geri a enviromentalnich faktor

Pohled na schizofrenii jakoZto na chorobu neurdhélivyvoje se mimo jiné
opira o zpoz&hi mezi etiologicky signifikantni environmentalrdalosti a objevenim
se nemoci klinicky. Koncept neurovyvojového zaklagtihizofrenie je potom také
podegen mnozstvim pozorovanych jemnych poruch motoribkykognitivnich a
socialnich funkci &hem dtstvi a dospivani u jedifg¢ ktefi pozdji onemocHrli
schizofrenii (Lewis a Levitt, 2002).



1.4 NEUROCHEMICKE MECHANISMY SCHIZOFRENIE

1.4.1 Dopaminergni systém

Dopaminergni systém byl zhruba pades&tdpSlych let v ramci hypotéz
schizofrenie dominantni cestou, kterou se ubirazkugn tohoto onemocni.
Dopamin pati mezi katecholaminny a aktivujestptypi dopaminovych receptor
Schopnost antipsychotik blokovat dopaminové reagptb2 receptor) koreluje Iépe
nez ostatni biochemick&iaky s jejich gisobenim na psychotické symptomy (Snyder
et al., 1974). Dopaminergni hypotéza tedy vychgaedpokladu, Ze schizofrenie je
spojena se zvysenou aktivitou neurotransmiteru mima v CNS, a Ze neuroleptika
tedy tuto aktivitu redukuji. Vysledky studii zabyieéch se genetickou variabilitou
COMT ukazaly, Ze nositeléckterych variant (specificky Val varianty) maji zejye
riziko rozvoje schizofrenie (a také je tato varamspojena s jak strukturalnimi, tak
funkénimi zmenami mozku u paciefitse schizofrenii) (van Haren et al., 2008; Ross et
al., 2006). Nicméx tato hypotéza méa sveé limity. Ukazuje se, Zecast koexistuji
kortikalni  hypodopaminergie a subkortikdini hypeydminergie, fcemz
mechanismy, které jsou podklademchto dopaminergnich abnormalit, nejsou
detailre znamy. Dale pak dopaminergni dysfunkce idolys\ttluje ze ti skupin
symptonii pouze symptomy pozitivni. Omezena distribuce dapawych neuroi
v mozku se ukazuje byt dalSim limitujicim faktoretd@to hypotézy, jelikoz
v obecrjSim ramci zahrnuje etiologie schizofrenie dysfumkanoha kortikalnich a
subkortikalnich oblasti. Hlavni argumenty pro atpdmpaminergni hypotéze uvadi
Trimble a George (2010).

Argumenty pro dopaminergni hypotézu:

1) amfetaminem indukovana psycho6za vyvolava screndfpodobné

onemockni

2) amfetamin zhorsuje schizofrenii;

3) latky, které blokuji dopaminové receptory, fujiguntipsychoticky
4) post — mortem studie a endokrinni studie

5) animalni modely dopaminergniho agonismu se btiliizofrenii a vykazuji

reversibilitu dopamin blokujicimi latkami.



Argumenty proti:

1) ¢asovy prostoj mezi administraci dopaminového blakaa klinickou
odpowdi

2) agonisté dopaminu maji nekonsistentni vliv nacpézu

3) piimy dikaz zvySeni dopaminoveé aktivity je nedostate

1.4.2 Serotonergni systém

Serotonin  (5hydroxytryptamin  5-HT) je jednim zr@g znamych
neurotransmitér a jeho aktivita se uplatje diky vazk na iizné membranové
receptory. 5-HT receptory diky vlivu na neurotraiteny, integritu synapsi a
plasticitu neuro@ hraji roli v psychdze, kognici a také nalagCooper et al., 2003).
Jednobodové z&my nukleotid: (single nucleotide polymorphysms - SNPs) 5-HT1A,
5-HT2A a 5-HT2C receptérjsou spojené s psychotickymi symptomy, poruchami
kognice a odpaddi na I€bu u schizofrenie (Masellis et al., 1998; Dragalet2008).
Pozitronovou emisni tomografii byla také zjif u jediné s rizikem schizofrenie
snizena densita 5-HT2A receptor prefrontalnim kortexu (Hurlemann et al., 2005).
V preklinickém vyzkumu je pak role 5-HT receptow kognitivnich funkcich
podpdena jejich vlivem na dopaminergni, glutamatergniGABAegni funkce
(Meltzer et al., 2003). Nizka davka 5-HT1A agoypisktera aktivuje pedevsim
presynaptické 5-HT1A receptory a sniZuje wesmiani serotoninu v synaptickych
terminalach, vykazuje v animalnim modelu schizafezaloZzeném na aplikaci
dizocilpinu (MK-801) antipsychoticky profil (Sumigbi et al., 2008). Augumeritai
terapie 5-HT1A agonisty ve dvdjislepé placebem kontrolované studii ukdzala na
zlepSeni kognitivnich funkci u paci@éntrpicich schizofrenii, ki byli |é¢eni

atypickymi antipsychotiky (Sumiyoshi et al., 2007).

1.4.3 GABAergni systém

Kyselinay-aminomaselna (GABA) je hlavnim inhdsiim neurotransmiterem
v CNS, svoji funkci realizuje diky GABA recepfon: ionotropnim GABA a
GABA (iontové kanaly), a dale metabotropnim GABAreceptory vazané na G-
proteiny - GPCR).



Zmeény v GABAergni neurotransmisi jsou u schizofrenigpakovar
popisovany (Reynolds a Beasley, 2001; Lewis a Mddhm, 2006). GABAergni
dysfunkce mohou bytifmo spojené s deficitem funkci pracovni géiniLewis et al.,
2004). Pozornost je nyniénovana GABA neuraim, které obsahuji parvalbumin.
Parvalbumin je, stejnjako calretinin a calbindin, vapnik vazajici piote Ubytek
burgk obsahujicich parvalbumin byl nalezen ve frontalrkortexu a v hipokampu
pacienti trpicich schizofrenii. CoZz podporuje hypotézu GABgniho deficitu, jez
naruSuje v kifovych strukturdch, jako je prévhipokampuséi frontélni kortex,
uvolovani dopaminu (Trimble a George, 2010). DeficiteAXBAergni signalizaci
jsou v dorsolateralnim prefrontalnim kortexu (DLBFE post mortem studiich
spojovany se snizenou expresi mRNA dekarboxylazsglikyy glutamové - isoformy
67-kDa (GADG67), enzymu jez zodpovida za synté&simy GABA, v subpopulaci
parvalbumin exprimujicich GABAergnich neuto(Mirnics et al., 2000; Thomson et
al., 2009). Snizena exprese GAD67 byla nalezehas tdpokampu (Knable et al.,
2004). Sovasné prace ukazuji, Ze &ny parvalbuminovych neurénu schizofrenie
jsou druhotnym jevem hypofunkce N-methyl-D- aspasého receptoru (NMDAR).
Napiiklad NMDAR antagonismus (fencyklidin, ketamin) Zmie expresi mRNA pro
parvalbumin a GAD67 (Cochran et al., 2003; Behedrad., 2007).

1.4.4 Glutamatergni systém

V poslednich zhruba dvaceti letech se pozornostatitdor k dysfunkcim
spojenym s glutamatergnim systémem v mozku (KaritzoavJavitt, 2010). Glutaméat
je hlavnim excit&nim neurotransmiterem v CNS, svoji funkci realizjgdnak pes
ionotropni receptory (iontové kanaly): NMDA, AMPA&-amino-3-(5-methyl-3-oxo-
1,2-oxazol-4-yl)propanoova kyselina) a kainatoveeptory, a daleips metabotropni
receptory - mGluRs. Glutamat je ob&aozsfeny neurotransmiter jak v kortexu, tak
subkortikal, a tedy pinasi pohled na schizofrenii jakoZto na poruchenpsu
informaci, ktera se &k nagi¢ mozkem. Poruchy glutamatergniho systému take
dokazi vys¥tlit negativni a kognitivni symptomy. V minulychtéeh byly opakovah
popsany specifické furkki poruchy glutamaternich receptospojené s etiologii
schizofrenie (Kim et al., 1980; Javitt 1987).



Glutamaterni hypotéza se opira o0 tvrzeni, Ze hypae tohoto
neurotransmiteru v kortiko-striatalni projekci vy&ea facilitaci thalamo-kortikalniho
okruhu, produkujici nést senzorickych vstup DalSim pozorovanym fenoménem je
pokles pomdru signél/Sum a nést dopaminergniho vstupu diky desinhibici ve
ventralni tegmentalni aree v mesencefalu (Langl.et2807). Jinou moznosti je
generalizovana desinhibice v kortexu vygenerovaspravnym fungovanim NMDA
receptoti v GABAergnich interneuronech (Stahl 2007; Lismaalg 2008).

Blokada NMDA receptar je mechanismus, pomoci kterého antagonéstiétd
receptoi napodobuji symptomy obdobnént, které se vyskytuji u schizofrenie
(Lodge a Johnson, 1990). Disociativni anestetike jaetamin nebo fencyklidin
(PCP) zfisobuji psych6ze podobné chovani u dbsph jedinai (Luby et al., 1959).
Psychotomimeticky efekt PCP je tgmben nekompetitivnim antagonistickym
acinkem na NMDA receptor (Javitt a Zukin, 1991). P@&dané zdravym jedifion
vyvola stav takka nerozeznatelny od schizofrenie a u padiestdiagnézou
schizofrenie zhorSitfznaky nemoci (ltil et al., 1967; Luby et al., 1958 zdravych
dobrovolniki vyvola infuze ketaminu celou Skalu schizofrenigimptomi (Krystal et
al., 1994), taktéz psychologickych abnormalit spajoych s timto onemoénim
(Umbricht et al.,, 2000), a také régad zvySeny vydej dopaminu v subkortikalni
oblasti (Kegeles et al., 2000). Stabilizovani patiese schizofrenii pak vykazuji
vyraznou citlivost na ketamin stim, Zze dochaziakratu jejich individualnich

symptonii nemoci (Lahti et al., 2001).

MGIuRs diky své modutai roli spojuji glutamatergni systém s
dopaminergnim a GABAergnim (Durand et al., 2008animalnich modelech pak
knockout mGIuRs vyvolava neuropatologickéény a taktéz rni chovani (Cryan et
al., 2003). Nejvice studovanym glutamatergnimptarem ve vztahu ke schizofrenii

je v sowasné dob NMDA receptor, viz www. ncbi.nlm.nih.gov/pubmed.



1.5 NMDA RECEPTOR

1.5.1 Stavba

NMDAR je hetrtomerni protein slozeny ze dvou ubikmich NR1
podjednotek (alternativnim sésiem genu GRIN1 dochazi ke vzniku 8 $iZsinych
variant) a dvou NR2 podjednotek (varianty NR2A-Db¢azek 2). Bcemz hlavnimi
NR2 podjednotkami neurdanprefrontalniho kortexu a hipokampalnich neurgsou
NR2A a NR2B (Portera- Cailliau et al., 1996). Vaeghpodjednotky obsahuji
transmembranové domény, extracelularni N konec taadelularni C konec.
Klonovanim lidské podjednotky NR1 bylo zggb, Ze lidsky gen GRINI je sloZzen
z 21 exoifi (Foldes et al., 1993; Zimmer et al., 1995). Exghaldrni N konec je
kédovan exonem 4 (21 aminokyselin), exony 20 a @lulk domény C konce (C1 a
C2 kazety) (Tabulka 3). Vzdytyii podjednotky tvei iontovy kanal, NR1
podjednotka disponuje vazebnym mistem pro glycitigemz toto misto neni
specifické jen pro glycin, ale mohou jej aktivovginé endogenni ligandy (D-serin,
D-alanin). Na NR2 podjednotkach je uloZeno vazebnisto pro glutamét.
V nékterych oblastech nervového systému mohou byt N&epnotky nahrazeny
NR3 podjednotkami, které existuji ve dvou variaht§blR3A a NR3B) (Lynch a
Guttmann, 2001). Receptor se tedyzm poskladat v mnohd@znych variantach, coz
témto jednotlivym variantdm také dava odliSné biokghni viastnosti (Monyer et al.,
1994), specificky vzorec pro expresiiem vyvoje, a také v maturovaném CNS savc
(Dumas, 2005). DalSi variabilitu poskytuji postiatsi modifikace, jako je
fosforylace, glykosilace, ubiquitinace, které ol jednak buicnou lokalizaci, a
taktéZz funkci receptoru (Dingledine et al., 1999%Inoho studii popisuje
podjednotkové slozeni jako hlavni determinantu qfmzmanité vlastnosti NMDAR,
jako napiklad pro kinetiku kanalu (McBain a Mayer, 1994)ropregulace
postranslanich modifikaci (Kennedy a Manezerra, 2001) a pniracelularni

proteinovou asociaci (Wenthold et al., 2003).

1.5.2 Funkce NMDA receptori

NMDAR jsou ionotropni receptory pro exaitd neurotransmiter glutamat a

ke své funkci vyZaduji fitomnost koagonisty glycinu. Na primarni hipokanmpal
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kultuie byly popsany dv varianty aktivace NMDA receptoru a to jednak akte
indukovana agonistou a spontanni (nezavisla naistgor (Tureek et al., 1997).
lontovy kanal NMDAR je nagfové zavislym zmisobem blokovan ionty Mg2+ a
vykazuje vysokou propustnost pro Ca2+. Influx Cati spousti kaskady
intracelularnich &u, které regulujittzné typy neuroplasticity zahrnujici dlouhodobou
potenciaci (LTP), synaptogenezi, tvorbuitan nastaveni dendritickych spdiGreer a
Greenberg, 2008;Wayman et al., 2008). Typ zastogherNR2 podjednotek kriticky
ovliviuje biofyzikaIni a farmakologické vlastnosti NMDARako je: senzitivita
k iontaim Zn2+, H+ a k polyamiim, prav@&podobnost oteeni kanalu, deaktivai
¢as, vodivost kanalu a takeé interakce s intracetidir signalnimi molekulami (Cull-
Candy a Leszkiewicz 2004; Dingledine et al., 198heng a Kim 2002). Na
podjednotkovém uspadani NMDAR je také zavisly pozitivndi negativni vliv
pregnenolon sulfatu (derivat endogenniho pregnemdlma receptor (Horak et al.,
2006). Alternativni sesh  NR1 podjednotek ovliwje funkci kanalu diky
rozdilnému zapojeni ségtenych variant do rozdilnych intracelularnich silgrich
drah (Bradley et al., 2006). S&&ené varianty také ovliwji farmakologické
parametry, jako je afinita k agonist, proudova amplituda, modulace Zn2+,
potenciace polyaminy a regulace pomoci proteinki@gPKC) (Durand et al. 1993;
Zheng et al., 1994). N koncovéa kazeta dava recepyBsi proudové maximum, nizsi
afinitu k agonisim a @i saturaci gylicinem chyjici potenciaci sperminem a ionty
Zn2+ (Zukin a Bennett, 1995). C koncova kazeta ®%abuje hlavni fosforytai
mista NR1 (Tingley et al., 1993)ipemz fosforylace je jednim z mechanism
regulujicich funkci NMDAR (Kutsuwada et al., 1992).

Diky podjednotko¥ specializované interakci jsou NMDAR spojeny
s multiproteinovou postsynaptickou siti (postsyr&at densita PSD) (Conti et al.,
1999). Do této skupiny protainpati PSD-95 a PSD-93, které se vazi na C konec
podjednotek NR2A a NR2B,figemz protein PSD-95 je spojovan se stabilizaci
NMDAR na buréném povrchu (Roche et al.,, 2001). Fémk jsou tyto proteiny
(PSD-95, PSD-93) guanylatové kinazy, které fungako strukturni, a také
signaliz&ni molekuly (Elias a Nicoll, 2007).



Obrazek 2 NMDA receptor (Rang et al., 2001)
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Tabulka 3 Nomenklatura NR1 sagtenych variant (izoforem)

Sestizené VloZené kazety
varianty

N(4) C1(20) C2(21)
C2'(21)
NR1-1la - + + -
NR1-1b + + + -
NR1-2a - - + -
NR1-2b + - + -
NR1-3a - + - +
NR1-3b + + - +
NR1-4a - - - +
NR1-4b + - - +




1.5.3 NMDA receptor v mozku pacienti se schizofrenii

Studie hodnotici expresi NMDA receptoru na Grovanskriptuci proteinu
v riznych ¢astech mozku pacient ktei trpéli schizofrenii, vykazuji variabilni
vysledky (Tabulka 4). Za rozdilnosti vyslédinize byt pouziti odliSnych metodik a
taktéz odlisSnosti studovanych soubomMnoho z post mortem studii také nalezlo

zmeny v expresi PSD-95 viznych strukturach mozku (Tabulka 4).

1.5.4 NR1 podjednotka v mozku paciend trpicich schizofrenii

Exprese NR1 transkriptbyla nezminéna ve frontalni oblasti a v parieto-
temporalnim kortexu u paciéntse schizofrenii (Akbarian et al., 1996), zvySena
exprese transkriptu byla naopak popsana v DLPFCip&lnim kortexu a hornim
temporalnim gyru (Dracheva et al., 2001; Le Cotral.e 2000). DalSi prace pak nasly
naopak zvysenou expresi v DLPFC a v horni tempbrébiasti (Sokolov, 1998;
Humphries et al., 1996). Exprese panNRZXtena imunoautoradiografii byla
v orbitofrontalnim kortexu nezénéna (Toro a Deakin, 2005), stéjrtak pomoci
western blotu nebyly nalezeny &ny v hornim temporalnim kortexu, DLPFC a
anterior cingulate cortexu (ACC) (Kristiansen et, &006; Nudmamud-Thanoi a
Reynolds, 2004). V levém hipokampu byla popsanaesidi exprese transkriptu NR1
(Gao et al.,, 2000; Law a Deakin, 2001), recg8inprace pak tento vysledek
nepotvrdila (McCullumsmith et al., 2006). TakteDtginova hladina celkové NR1
hodnocen& western blotem neukazala nangnv expresi (Thompson et al., 2003) i
v dalSi praci, kde byla pouZzita imunoautoradiografiebyly nalezeny z&¢ny (Toro a
Deakin, 2005). V levém hipokampu pak byla nalezemavo snizena vazba NMDA
receptoru u nemedikovanych pacierge schizofrenii (Pilowski et al., 2006). Na
malém souboru byla zhodnocena exprese panNR1 mualkde se u schizofrenie
neukazaly zrény v expresi (Popken et al., 2002). Zatimco stardce (Ibrahim et al.,
2000) provedena na souboru starSich patiewstiezla snizeni exprese transkriptu
panNR1. Proteinova exprese NMDA byla studovanargaloedialnim a ventralnim
talamu, kde ani v jedné ze struktur nebyla u pagisa schizofrenii exprese panNR1
zmeénéna (Clinton et al., 2006). V bazalnich gangliichobyalezeno zvySeni exprese
transkriptu v substantia nigraMueller et al., 2004), zatimco ve striatu u schigoie

zmeény nalezeny nebyly (Meador-Woodruff et al., 2001).



Tabulka 4 Souhrn post mortem studii zabyvajicich se exprédDN receptoru v mozku
pacienti trpicich schizofrenii.Cerné ¢tverce pedstavuji transkribt a&ervené protein ve
studiich, kde nebyla zma. Sipky pak znd zvy3eni&i snizeni exprese. Studie ozeaé
hvézdickou hodnotily také expresi *PSD-95, ** PSD-95 a PSB (Kristiansen et al., 2007 —
dopreéno o nove studie)

Oblast
mozku

Podoblast

NR1

NR2A

NR2B

NR2C

NR2D

NR3A

Reference

Kortex

Frontalni pél

(Akbarian et al.,
1996; *Toro a
Deakin, 2005

DLPFC

Tim

Tm

(*Dracheva et al.,
2001; Sokolov,
1998; Mueller et al.,
2004; *Kristiansen
et al., 2006; Henson
et al., 2008)

ACC

(*Kristiansen et al.,
2006)

Temporalni

T

(Le Corre et al.,
2000; Humphries et
al., 1996;;Mueller
et al., 2004;
Nudmamud-Thanoi
et al., 2004)

Lalok

Parietalni

(Akbarian et al.,
1996)

Ocipitalni

(*Dracheva et al.,
2001)

Hipokampus

Hipokampus

I

(*Toro a Deakin,
2005;
**McCullumsmith
et al., 2006; Law a
Deakin, 2001; Gao
et al., 2000; Popken
et al., 2002; Beneyt
et al., 2007,
Thompson et al.,
2003)

Talamus

Talamus

m

T

m

(*Clinton et al.,
2004; Ibrahim et al.,
2000)

Dorsomedialni

(*Clinton et al.,
2006)

Ventralni

(*Clinton et al.,
2006)

Bazalni
ganglia

Striatum

(Meador-Woodruff
et al., 2001)

Substantia
nigra

(*>Mueller et al.,
2004)

Mozecek

Hemisféry

(Schmitt et al.,
2010)

Vermis
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1.5.5 NMDA receptor v animélnich modelech schizofrenie

V ramci animalnich mod@l schizofrenie spojenych s dysfunkci NMDA
receptod Ize hovdit v zasad o trech variantachifistupu: neurovyvojové, genetické a
farmakologické. Neurovyvojova hypotéza schizofrepiedpoklada, Ze poruchy, ke
kterym dochazi &em prenatalniho/perinatalniho vyvoje, se mohowsptosti
manifestovat jako onemoémi (Weinberger, 1996). Neurovyvojovy model
schizofrenie zaloZeny na podani dizocilpinu (MK8@LPCP, antagonistNMDA
receptoru, v pozdnim fetalnimdasném postnatalnim obdobi potkamukazuje na
VEtSi umrtnost neuranvlivem apoptozy (Ikonomidou et al., 1999). Podé&fthto
latek dosplym potkarim pak zafpi¢inuje nafist neuronalni smrti vlivem nekrézy
s naslednou gliézou (Onley et al., 1991).

Geneticky model schizofrenie postaveny na hyposgigené exprese NMDA
receptoru vytvéil Mohn (1999). Jedna se o mysi linii se snizenapresi NR1
podjednotky NMDA receptoru, ktera je ziskana dikyeseni genu pro rezistenci
k neomycinu do 20 intronu lokusu NR1 (Mohn et dl999). Vliv inserce byl
hodnocen na drovni RNA, kde takto modifikovanaratd vykazala expresi NR1
pouze kolem 10 %, a na urovni proteinu byla expyese nizsi (kolem 8 %). f#¢emz
Uplna deficience NR1 proteinu u mysi je spojen&rsptalni smrti (Forrest et al.,
1994). Zvtata se snizenou expresi NR1 vykazovalaisitamotorické aktivity a
stereotypii obdobné¢m, které jsou pozorovany u normalnich mysSi po agiik
antagonisi NMDA receptoru (PCP, MK801), a ke stimétamu efektu &chto latek
byla tato zvata rezistentni (Mohn et al., 1999). Dale NMDA defintni mysi
vykazaly deficity v socialnim a sexualnim chovavibbn et al., 1999). Usthto mysi
byla zvySena akusticka ulekova reakce (ASR), a défeit jeji prepulzni inhibice
(PP1) (Duncan et al., 2004). PPI je markerem semsdorického gaitingu a deficit
PPI byl nalezen u zavaznych neuropsychiatrickyobnwocréni, jako je schizofrenie
(Geyer et al., 2001).

K objasreéni vyznamu NR1 podjednotkyippel také mysSi model s genetickou
mutaci v glycinovém mistpodjednotky Grin1D481N, tato mutace sniZovalaitafin
pro glycin (Kew et al., 2000; Labrie et al., 2008¥icemz tento modelipdstavuje
fenotyp relevantni pro negativni a kognitivni syomy schizofrenie (Bondi et al.,
2012).



DalSi variantou, jak snizit expresi NMDA, je poudittisense oligonukleotidy.
Pti jednorazoveé aplikaci komplexu NR1 antisense Hyddomu do Sesti mist obou
hipokampi potkari bylo western blotem prokazano sniZzeni exprese plateinu o
30 % (Inada et al.,, 2003). Toto sniZeni bylo spmjenpoklesem PPI, avSak

neovlivnilo prostorovou paat v Morrisow vodnim bludisti (Inada et al., 2003).

V jiné praci, kde byl potkaim injekéné aplikovan do obou ventralnich hipokainp
vektor exprimujici antisense RNA pro NR1 podjeduottato zviata vykazala horSi
vysledky v testu vyhybani se mistu nez kontrolydlCét al., 2006).

Farmakologické modely pracuji s akutnimii chronickym podanim
antagonisi NMDA receptoru, jako jsouitive zmirgné latky: PCP, ketamin nebo také
dizocilpin (MK-801). Podani MK-801 a PCP vyvolavé potkari deficit PPI a
zvySuje akustickou ulekovou reakci (Geyer et aQQ2 Bubenikova et al., 2005;
Seillier a Giuffrida, 2009). U potk#@n bylo popsano poSkozeni PPl a taktéz
hyperlokomoce indukované systémovym podanim ketartf@leniek et al., 2011).
Podrobrjsi informace o podani NMDA antagornisty animalnich modelech viz
Bubenikova (Bubenikova et al., 2008).

NMDA receptory jsou Vv synapsich propojeny se syst@npostsynaptické
density (PSD), jak bylo popsanorive (1.5.2.). Ve farmakologickém modelu
perinatalniho podani PCP byl u 12 dennich patkpopsan signifikantni nést
exprese PSD-95, u 5 tydennichiusirexprese NR2A, NR1 a také PSD-95, naopak u 5
mesicnich byl zjiSén vyznamny pokles NR2A,NR2B a PSD-95 (du Bois gt2412).
Protein PSD-95 je kédovan genem DLG4icpmz DLG4 knockout mysSi vykazuji
deficit synaptické plasticity a poSkozeni prost@toy keni (Migaud et al., 1998).
Gen DLG4 se nachazi v oblasti 17p13.1, coz je regiromozomu spojovany se
schizofrenii (Klei et al., 2005). DalSi farmakologg studie, kde byl potkém
podavan chronicky antagonista NMDA - PCP, ukazaapokles exprese mRNA i
proteinu RGS4 (regulator genové exprese 4) v pnédiinim kortexu (Gu et al., 2007).
Praw protein RGS4 a jeho genové varianty mohdesfavovat propojeni mezi

alteraci glutamaterniho systému aémami dopaminu a dalSich neuromoduléator



1.6 RGS4 — KANDIDATNI GEN PRO SCHIZOFRENII?

RGS4 pati mezi regulatory G-proteinové signalizace (RG3$¢rd kontroluji
casovy ptibéh intracelularni signalizace mnoha recepteprazenych s G-proteiny
(GPCRs). Je-li ngftomen specificky ligand, cytoplazmicka doména GHERevr
navazana na heterotrimer G proteinu slozeny 5% a Gy podjednotek. Po navazani
neurotransmiteru na GPCR dochazi k disociaci G eprovych podjednotek.
Nezavislé podjednotky jsou pak schopné interagevatrgcnymi efektory, a tedy
dochazi k aktivaci nebo inhibici wiznych signalnich kaskadach. RGS proteiny
jakozto GTPazoveé aktivatory zkracuji délku intrat&@ini signalizace mnoha GPCRs,
jako jsou dopaminové,u-opioidni, metabotropni glutamatové a muskarinove

receptory (Ross a Wilkie, 2000).

Gen pro regulator G-proteinové signalizace 4 (RG&4hachazi na lokusu
1923, cozZ je jedno se suspektnich mist pro sclmofv lidském genomu. Déle bylo
n¢kolik SNPs tohoto genu asociovano s timto oneréion (Chovandri et al., 2008).
RGS4 (Obrazek 3) je hajrexprimovan v lidském mozku v PFC, struiduktera je u
schizofrenie poSkozena (Erdeley et al., 2004).t Pmstem studie ukazaly u paciént
kteri trpéli schizofrenii, na sniZzeni exprese RGS4 v mnoHastéch mozku, a to ve
frontalnim kortexu — superior temporal gyrus (Bowds al., 2007); prefrontalnim,
motorickém a visualnim kortexu (Mirnics et al., 200Snizeni exprese mRNA pro
RGS4 protein se ukazalo jako specifické, jelikoprege dalSich RGS vyznamn
zmeénéna nebyla (Mirnics et al., 2001). Déle se pak temétez zdé byt specificky
smeérem k diagn6ze schizofreniefipthodnoceni PFC paciants velkou depresi se
rozdily v expresi RGS4 neukazaly. Nf8i prace nenaSla rozdily v expresi RGS4
v PFC u paciefitse schizofrenii (Stuart et al., 2008). DalSi niegastudie (Lipska et
al., 2006) nicméh ukazala na inverzni korelaci Vall58Met genotyptie&hol-O-
metyl transferazy (COMT) s expresi mMRNA RGS4 v DCP& na asociaci s expresi
v PFC a hipokampu figemz nositelé Val alely vykazovali signifikagtniZzSi expresi
neZ heterozygotii Met homozygotiCimZ tedy studie upozornila na spojeni exprese
MRNA pro RGS4 a dopaminergni signalizaci, jelikd@NCT je hlavni enzym, ktery
se podili na degradaci dopaminu. Vysledky studdP$S RGS4 pak imesly
informaci o vlivu variant RGS4 na manifestaci nemmd¢aktéZz na odp@d’ na l&bu

risperidonem (Lane et al., 2008).



V animalnim modelu pouzivajicim PCP pak byl demmansin pokles RGS4
exprese v neuronech PFC (Gu et al., 2007). &uinktudie jasé nepotvrdily, zdali
expresni hladina RGS4 hraje roli v rozvoji schieofe (Buckholtz et al., 2007). Role
RGS4 v patofyziologii schizofrenie ke byt tedy dana diky interakci s dalSimi
neurotransmiterovymi drahami, viz zmrd prace Lipska et al., 2006. Vztah
zmeénéné dopaminergni signalizace byl spojen se€rmami exprese mRNA pro RGS4
také v animalnim modelu zalozeném na podani amfeta@®chwendt et al., 2006).
Inhibice RGS4 funkce Zobena specifickou protilatkou potencovala seratprien
5HT1A receptorem mediovanou regulaci kéandMDA receptofi v PFC (Gu et al.,
2007).

Obrazek 3 Stuzkovy model RGS4

RGS4 se sklada z deviti halixteré tvai dveé subdomeény: 14 1,2,3,8,9; 2p
4,5,6,7. K & podjednotce G proteinu se vatégevsim helixy. 6 a 7.
Prevzato z (Tesmer et al., 1997)
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2 CILE PRACE

Jak ukazuji prace s antagonisty NMDA receptoru,nfadi se dkazy
potvrzujici roli tohoto receptoru v patofyziologichizofrenie, Mezi cile této praci tak
pati objasrni role NR1 podjednotky v etiologii schizofrenief@ajednak ve vztahu
k psychéze podobnému chovani v animalnim modeldala expresni zémy NR1
podjednotky v lidském hipokampu post mortem.

1) NasSim cilem bylo zhodnotit viiv exprese podjetik NMDA receptoru na
rozvoj psychéze podobného chovani. V animalnim rwpdealozeném na aplikaci
antisense oligonukleotid (anti- NR1/2A/2B podjednotka) do obou hipokamp
dosglého potkana, jsme hodnotili prepulzni inhibici atické Ulekové reakce. Dale
jsme stanovovali exprese proteéinpaticnych podjednotek a také protéin

postsynaptické density.

2) V dalSim kroku nas zajimalo, jakymigobem je zrnéna exprese NR1
podjednotky u schizofrenie, a tedy zda jsou expreagny na urovni celkové NR1
(panNR1) a/nebo na urovni sésenych variant. V lidskych post mortem
hipokampech jsme proto hodnotili expresi panNR1jgaabtky NMDA receptoru a
jejich sedtizenych variant. Expresi jsme zjdvali na arovni proteinu a také na drovni
MRNA, a to v hipokampech paciénts diagn6zou schizofrenie a v kontrolnim

souboru.

Pro naSi praci také vychazime ze skotesti, Ze regulator G-proteinové
signalizace 4 (RGS4) je povaZzovan za jeden z kandich gef schizofrenie. Jeho
vyznam posiluje fakt, Ze je uloZen na suspektnikudo genomu. Publikovany jsou
rovnez opakované nalezy snizené exprese v mozcich pacidaeri trpeli
schizofrenii. Nicmé#& uloha RGS4 a jeho zapojeni v metabolickych drah&tdré

jsou u schizofrenie poskozené, nefili® znama.

3) Zajimal nas tedy vliv snizené exprese RGS4 mpaesk dalSich gaen Zde
jsme pomoci siRNA provedli silencing exprese mRNAo pRGS4 protein
v neuronalni bwené linii, tuto snizenou expresi jsmeedili, a nasleds pak pomoci

microarray zhodnotili expresi ostatnich gen



3 ANIMALNI MODEL — BLOKADA NMDA
RECEPTORU

Na z&klad drive publikovanych praci tykajicich se genetického a
farmakologického ovliveni NMDA receptoru v animalnich modelech schizofeeni
(viz. 1.4.5)) jsme se rozhodli pouzit antisensegamieoxynukleotidy k pottani
exprese podjednotek NMDA receptoru s cilemétibvvztahy expresi podjednotek
tohoto receptoru a expresi proteipostsynaptické density. PSD (PSD-95, PSD-93)
jsou sowgasti proteinové postsynaptickéés# pati do rodiny proteifi, které maiji
PDZ doménu vazici se k NMDA recepior. Tyto proteiny jsou esencialnimi
propojenimi mezi extracelularni synaptickou sigredi a patcnymi intracelularnimi
signélnimi drahami (Kim a Sheng, 2004). Pro vy&ri genetického modelu jsme
zvolili antisense oligodeoxynukleotidy, coz jsowatkeé jednoretézcové Useky DNA
komplementarni k vybrané sekvenci. Diky sekwgnspecifické hybridizaci vytvd
duplexy, které jsou naslegldegradovany RNasami (Robinson, 2004). Déle jsgne s
zabyvali vlivem potlaeni exprese podjednotek NMDA receptoru na prepulzni
inhibici akustické uUlekové reakce, kterd hodnotinssgimotorické zpracovani
informaci. Jedna se o schopnost rozliSit a datdretu vyznamnost pouze ditlym,
dulezitym podrtim z prostedi. PoSkozeni PPI bylo poprvé u schizofrenie popsa
vroce 1978 (Braff et al., 1978). Hodnoceni semsotorického ,gaitingu” pat
k nejpouzivanjSim fyziologickym marké&m v laboratéich studujicich schizofrenii a

to jak u nemocnych tak v modelech nemoci.

3.1 MATERIAL A METODY

3.1.1 Zvirata

Pozorovani byla prové&da na dosgych potkanich samcich kmene Wistar
(BioTest Konarovice) o hmotnosti 250-270 g. i&v& byla ustajena v transparentnich
chovnych nadobach po dvojicich v klimatizovanénsiinci 22 +2 °C s pravidelnym
dvanactihodinovym cyklem stlo/tma. Aplikace do ventralnich¢asti obou
hipokamm - vehikulum (fyziologicky roztok), aODN/sODN - jsm provadli

rychlosti 1,0 pL/min pomoci Hamiltonovyititacky v thiopentalové anestézii, kterou



jsme dle paeby potencovalifidanim xylazinu (Vrajova et al.,, 2008). Davka
aODN/sODN nebo Phy&nila: u skupiny A 1x nebo u skupiny B 2x 5 nmo|biL
do kazdého z hipokanip

Skupina A:

Zvitata jsme rozdlili do ¢tyt podskupin: naivni (INT, n = 6); kontrolni (Kont,
n =7); s infuzi antisense NR1 (aODN, n = 8) afgzihsense NR1 (sODN, n = 8).

Skupina B:

Zvirata jsme rozéili do sedmi podskupin: kontrolni s infuzi fyzigjického
roztoku (Kont, n = 10); s infuzi antisense NR1 aidjogickym roztokem
(aNR1/Phys, n = 7); s infuzi antisense NR1 a anis NR2A (aNR1/aNR2A, n = 7);
s infuzi antisense NR1 a antisense NR2B (aNR1/aNR2B 7); s infuzi antisense
NR2A a fyziologickym roztokem (aNR2A/Phys, n = 8)jnfuzi antisense NR2B a
fyziologickym roztokem (aNR2B/Phys, n = 7); s infuentisense NR2A a NR2B
(aNR2A/aNR2B, n = 7).

Oligodeoxynukleotidy byly z @lvodu stabilizace modifikovany na prvnich a
poslednich #ech bazich fosforothioatem. Sekvence pouzitychodigxynukleotid
byla pro aNR1l: 5-CAG CAG GTG CAT GGT GCT-3" pro B® (NR1)
komplementarni sekvence bazi, aODN pro NR2A: CA G3BC CAA TCT GCC
CAT; aODN pro NR2B: CTT CAT CTT CAG CTA GTC GG (GamBiotech, s.r.o.,
Hradec Kralové,CR). Oligodeoxynukleotidy jsme rozpogtv destilované vod.
Jednorazova aplikace aODN byla zvolena na zakpédtniho pokusu, kde jsmeip
porovnani akutni a subchronické — 7 denni (Alzetousnpy, DURECT Corporation,
USA) aplikace aNR1 nezjistili vyznamny rozdil v pesu exprese NR1.

Pro odkr mozkové tkaa byli potkani anestezovani éterovymi vypary a
dekapitovani. Zrychle vybavenych maizkjsme mikrochirurgicky viizli oba
hipokampy. Kontrola fesnosti aplikéniho vpichu byla provasha mikroskopicky,
piicemz hipokampy, kde nebyl vpich nalezen, jsme zickalBodnoceni wadili.

VSechny aplikani postupy byly schvéleny odbornou komisi pro praci
s laboratornimi zwaty 3. Iékaské fakulty Univerzity Karlovy a Psychiatrického
centra Praha. Pozorovani byla provedena na nezbyimém pétu zvitat v souladu
se zédkonem 246/1992 Sb. na ochrandatyproti tyrdni ve smyslu 2ni vyhlasky
207/2004 Sb.



3.1.2 Prepulzni inhibice akustické ulekové reakce

20 hodin po aplikaci byla zkdta genesena do mistnosti, kde byla po
4hodinové adaptai period méiena akustickd ulekova reakce (ASR) a jeji prepulzni
inhibice (PPI). Reakce potkama silné zvukové podty i na slabsi fedpodgty byla
méiena pomoci Zézeni SR-LAB (San Diego Instruments, USA). Prinaipge
hodnoceni velikosti Ulekové reakce na te@vany podét (zde akusticky), ficemz
tlek je neten jako velikost motorické odpédi — pohyb celéhosta potkana (réfeno
akcelerometrem). Slabyredpodit (lehce nadprahovy), kteryigrchazi vdsné
gasové blizkosti (milisekundy) inhibuje Glekovou keiana vlastni pod#t. Casovy
sled a intenzita jedpodita (prepulsi,, PP) v ramci vlastniho experimentu byly
uspdadany podle Ellenbroeka (Ellenbroek et al., 2002).aklimatizani period (5
minut) byla zvfata 50krat vystavena akustickym peétlim v pseudonahodném
poradi, kdy byl prezentovan Busamotny silny podt (PA - 10krat 120 dB, trvani 30
ms), nebo ve spojeni $qupodrty o intenzit 3, 5 nebo 10 dB (PP3, PP5, PP10) nad
arovei 70 dB ,bilého Sumu”. redpodristy byly generovany 70 magd PA. Intenzita
predpodsiti byla: 73, 75 nebo 80 dBjipemz kazdy z nich byl opakovan také 10krat.
Intervaly mezi registraci odpédi byly vrozmezi 10-20 s.iP 10 kontrolnich
meienich byl generovan pouze ,bily Sum“, coz umozelkxrovat, zda potkan reaguje
jen na stimuldni podréty (Ellenbroek et al., 2002; Tejkalova &aStny, 2005).
Hodnotu prepulzni inhibice (PPI) jsme pro kazd&epdaitali z paméru odpowdi
na vSechny generovan&egpodgtové stimuly PPx = (PP3 + PP5 + PP10)/3 a
velikosti odpo¥di samotné ulekové reakce P120 podle vzorce: PP108 —
(PPx/P120)x 100. Soubory datovych vystiigednotlivych néieni pro PP3, 5, 10
byly naiteny z 11 — 50 cyklu, kdy se prvnich 1Gieni hodnotilo pouze jako
adaptace.

3.1.3 Western blot

Hipokampy byly homogenizovany v 1 ml vychlazenéymainiho pufru (320
mM sacharéza; 10 mM Tris; pH 7,4; 0,2 mM EDTA; 2 mRMSF; 1 mM 2-
merkaptoethanol a kokteil inhibitibrprotedz, SigmaAldrich). Z homogenizovanych
hipokampi jsme centrifugaci ziskali hrubou synaptozomalakdr — 1000 g f 4 °C
20 min., nasledn byl supernatant (S1) centrifugovan 13 000 g@i 45C 20 min.,



ziskany (P2) pelet byl resuspendovan ve vychlareméstilované vad Koncentrace
proteini byla hodnocena pomoci Bredfordovy metody za pohbiteziho séroveho
albuminu (BSA) jakozto standardu (BioRad, USA).fRikce byla ¥edna v Laemlli

pufru ( 63 mM Tris; 10 % glycerol; 2 % SDS; 5 % 2mkaptoetanol; 0,01 %

bromfenolova mot) a nanesena na 7,5 % polyakrylamidovy gel.

Po elektroforetickém rozteni proteii (BioRad, USA) byly proteiny
elektroblotem peneseny na nitroceluldzovou membranu (BioRad, USA).
Nespecifické vazby byly zablokovany pomoci 3 % B*o podjednotky NMDA
receptoru), nebo 3 % neéneho mléka (pro PSD proteiny) v PBS pufru. Membrany
byly nasleds inkubovany s primarnimi protilatkami,igs noc s anti-NMDAR1
(1:2000, Millipore, USA), s anti-NR2A/anti-NR2B @00, Millipore, USA) a s anti-
PSD95/ anti-PSD93 (1:500, SantaCruz, USA). Jakdr&tm ke které byla vztazena
exprese studovanych protéjnbyl pouZzit a-tubulin (inkubace 1 h, 1:1000, Exbio,
CR). Po odmyti pebyti protilatek v PBS pufru byly membrany inkubovéanyhi
v sekundarnich protilatkach konjugovanychiernovou peroxidazou (1:3000, Dako,
Dansko). Detekce byla provedena pomoci chemilumem®iho substratu (Pierce,
USA) a hodnocena na GelDoc analyzian systéemu (BioRad, USA).

3.1.4 Statisticka hodnoceni

Pro statisticka hodnoceni dat uUlekové reakce aumrepinhibice, stejé jako
exprese protein (A) levych a pravych hipokanip zvlag), byla pouZzita
jednofaktorova analyza variance (ANOVA). Post-howlgza byla provedena A)
Newman-Kelusovym testem, B) Studentovym t-testeako Bignifikantni byly brany
vysledky na hladi& vyznamnosti P< 0,05; naztené vyznamné pak na hladiiR<
0,1.



3.2 VYSLEDKY

A) Pii pouziti samostatnych aplikaci aODN (aNR1) nebd®dBO(sNR1) a
KONT se ukézalo snizeni reflexni motorické odfmbwna silny akusticky signal (120
dB) oproti skupig naivnich (INT) zvfat, avSak toto sniZzeni nebylo signifikantni (F
[3, 25] = 1,15, P = 0,35), st&rtak byly nevyznamné z&¢ny v PPI (Vrajova et al.,
2007). Exprese NR1 vykazala statisticky vyznamnklgm v pravém hipokampu
potkani ovlivnénych aODN oproti kontrolni skupin KONT), (F [3, 27] = 3,40, P =
0,0319; post-test aODN vs. KONT: P< 0,05) v levéipokampu byl pokles
nevyznamny (Vrajova et al., 2007). Aplikace kompéer@rnich sODN statisticky

vyznamm expresi NR1 negmnila.

B) Velikost reflexni motorické odp@di na silny akusticky signal (120 dB)
nebyla zminéna u experimentalnich skupin s dvojitou aplikacirotip skupirg
kontrolni. RoviZz hodnoceni sensorimotorického gatingu zaloZenénéizni PPI
neprokazalo, Ze byektera z kombinaci latek pouzitych pro intrahipoketmi infuze
ovliviiovala u mladych dosp/ch potkar velikost PPI, coZz odpovida naSim

predkEznym vysledkm (Vrajova et al., 2008).

NejvyrazrgjSim vysledkem je statisticky vyznamna odliSnogtrese PSD-95
mezi jednotlivymi aplikanimi skupinami (F [6, 44] = 3,41; P = 0,0075). Post
analyza ukazala vyznamny pokles exprese PSD-9%weire aNR2A/Phys oproti
kontrole (T [44] = 3,5; P = 0,0011) a stejtak ve skupita aNR2B/Phys (T [44] =
3,24; P = 0,0022) (Obrazek 4). Zmu jsme nezaznamenali v expresi proteinu PSD-93
(1Vrajova et al., 2011). Exprese NR1 podjednotkgdffocena pomoci protilatky
proti vSem se#zenym variantam) ukazala v jednofaktorové analyzaiance
vyznamny rozdil mezi jednotlivymi aplikacemi (F [@5] = 2,7; P = 0,0252).
K nejvyrazrgjSimu poklesu exprese NR1 o 14 % oproti kontrad8lal ve skupié
aNR2A/aNR2B. Zatimco samotna aplikace aNR1 vykazmlkles pouze o 7 %
(Vrajova et al., 2011). Protein NR2A se v exprestzmskupinami liSil pouze
nevyznama (F [3, 27] = 2,84; P = 0,0566). Aplikace aNR2AyBhbyla spojena
s poklesem oproti kontrole (T [27] = 2,19; P = 0;)P8Obrazek 5). Rozdil exprese
NR2B podjednotky taktéz nedosahl signifikahtryznamného vysledku (F [3, 27] =
2,74; P = 0,0626). Ve skuginraNR1/aNR2B byl oproti kontrole pokles v expresi
NR2B (T [27] = 2,4; P = 0,0235) (Obrézek 6).
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Western blot: Exprese proteinu PSD-95 u skupin s pnotlivymi aplikacemi
aODN a kontrol.

Hodnoty jsou porérem optickych denzit (nfin PSD-954-tubulin. Zobrazeny jsou
praméry ve skupinach + SEM, *P< 0,01.
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Western blot: Exprese proteinu NR2A u skupin s jedotlivymi aplikacemi aODN
a kontrol.

Hodnoty jsou porérem optickych denzit (nfiy NR2A/a-tubulin. Zobrazeny jsou
praméry ve skupinach + SEM,Rk 0,05.
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Western blot: Exprese proteinu NR2B u skupin s jedatlivymi aplikacemi aODN
a kontrol.

Hodnoty jsou porérem optickych denzit (nfiy NR2B/-tubulin. Zobrazeny jsou
praméry ve skupinach = SEM, R< 0,05.

3.3 DISKUZE

Z naSich vysledk vyplyva, Ze kratkodobé ovliwmi exprese jak samostétn
podjednotky NR1, tak vzdjemnych kombinaci podjekmoNR1 a podjednotek
NR2A/B NMDA receptoru v obou hipokampech, neovliwiyznami PPIl. Nas
vysledek neodpovidaide publikované praci (Inada et al., 2003), kdstijinaruseni
PPl po jednorazové aplikaci aODN (anti-NR1), av§akvedené do Sesti mist
v hipokampu,. B pouZiti této metody vSak dosahli snizeni expfdBd az o 30%,
v naSem fipadt se jednalo o pokles o 20 % pamostatné blok&dNR1 a o0 14% ve
skupire s aplikaci aNR2A/aNR2B. Deficit PPI byl také dokemtovan v pipac
hypofunkce hipokampalnich NMDA-R docilené podanimekampetitivniho
antagonisty MK-801 (Bakshi a Geyer, 1998). Ani vgumé sniZzeni exprese
podjednotky NR2A nasledkem aODN (anti-NR2A) neamiioe PPI, coZ odpovida
diive publikovanym vysledikm mySiho modelu (Spooren et al., 2004). &Gsna
inhibice NR2A a NR2B podjednotky nevyvolalgexavany pokles exprese v obou
podjednotkach, a tak nedoslo keenh PPI. Zd& se tedy, Ze poskozeni PPI je spojeno
az s masivnim zasahem do exprese podjednotek todusptoru.



Data ziskana Western blotem ukazala rnggmeé exprese proteinu PSD-93 ve
vSech skupinach. Ukazuje se tedy, kol exprese NR2A/B podjednotek a PSD-93
spolu diky vazb téchto molekul souvisi (Roche et al., 2001), vyzngsirzmeny lze
nalézt az fi masivnim sniZzeni exprese jedn&ezhto komponent. Toto bylo popsano
na mysSich neuronech, kde sniZzeni exprese PSD-@3% Bylo spojeno se shizenim
exprese obou NR2 podjednotek (Zhang et al., 2088)skupirg ovlivnéné infuzi
aODN-NR2B/NR2A jsme naSli pokles exprese PSD-95%akvexprese NR2B/A
zastala neznéna. N&S vysledek odpovida situaci, ktera byla pogse oblasti
predniho cingularniho kortexu u pacigérge schizofrenii, kde byla snizena exprese
PSD-95 doprovazena negménou expresi NR2B (Kristiansen et al., 2010). NaSe
néalezy swdéi pro vznik asociace PSD-95 a NR2A/B podjednotekasné fazi
biosyntézy &chto proteiri. Vazba PSD-95 k n@vsestavenym NMDA receptim se
déje jiz vcasné fazi syntézy a to jeéSt endoplazmatickém retikulu (Sans et al.,
2003). Otazkou tedyistava, pro se projevilo snizeni exprese PSD-95, a ne exprese
NR2A/B, a zdali bychom sniZzeni hladin podjednotedSin po delSim¢asovém

intervalu,¢i v subcelularni frakci bohaté na endoplazmatiaktiéulum.

Vysledky byly publikovany wasopise Psychiatrie (8stny et al., 2006;
Vrajova et al., 2007; Vrajova et al., 2008; Vrajetaal., 2009; Vrajova et al., 2011)
(viz. Seznam publikaci).



4 STUDIE POST MORTEM-EXPRESE NR1
PODJEDNOTKY

Hipokampus je oblasti, kterd je vyznamrzapojena v patofyziologii
schizofrenie, byly zde u paciénhalezeny strukturni, futki a biochemické zamy
(Keshavan et al., 2008).ive publikované prace studujici v lidském hipokarppst
mortem expresi NR1 podjednotky NMDA receptoru nigiem Urovni mRNA pokles
exprese (Gao et al., 2000), nebo pouze levostraokies (Law a Deakin, 2001),
popipadt nenasly zrénu v expresi mRNA (McCullumsmith et al., 2006). kbeese
NR1 proteinu pak bylo itve opakova&é popsano, Ze neni u schizofrenieémima
(Thompson et al., 2003; Toro a Deakin, 2005). et hipokampu pak byla in vivo
popsana snizena vazba NMDA receptoru u patiemschizofrenii, ki€ dosud nebyli
medikovéani antipsychotiky (Pilowski et al., 2006dvé zmininé prace tedy ukazuji
na potebu prokazat zemy exprese v mozcich paciérd ohledem na faktor laterality.

VVVVVV

zmeny v expresi a aktivit NMDA receptofi u potkari (Wooley et al., 1997; McEwen
2002). U schizofrenie se hati@m estrogenové hypotéze, ktéiéa, ze estrogeny jsou
protektivnim faktorem oddalujicim nebo dokonce oficén ged nédstupem tohoto
onemockni zZeny v reproduktivnim obdobi. Tuto teorii potlad prace, kde se
hodnotilo mnoZstvi estradiolu u Zen, kteréélyppsychdézou, a porovnavalo se
s hodnotami u pacientek s jinymi psychiatrickymagtiézami a u zdravych kontrol.
Ukazalo se, Ze pacientky s psychézoélynzdaleka nejnizSi hodnoty (Huber et al.,
2004). Jelikoz hipokampus je estrogen senzitivmukstirou, pohlavni srovnani
exprese NMDA receptér je tedy zajimavé. Dale se ukazuje, Ze zahrnutthvSe
sestizenych variant f hodnoceni exprese NR1 podjednotkyiza Finaset pilis
hruby pohled, jelikoz jak bylo zméno v kapitole 1.5.4., jednotlivé s&gené
varianty ovliviuji riznym zgisobem funkci NMDA kanalu. Protargdpokladame, zZe
k ovlivnéni fungovani NMDA receptoru u schizofrenie nemugi butna expresni
zména pan formy NR1, ale i#ie byt dostatma znE€na v pongrech exprese
jednotlivych sestZzenych variant NR1.V naSi praci jsme hodnotili egd NR1
podjednotky a jejich sastenych variant v lidském hippokampu, a to jednak n
arovni proteinu, a také na urovni mRNA. V rdmci hodeni exprese jsme se zitn
také na dva dalSi parametry, které nejsou v tétastlilis prostudovany, nicmén

mohou hrat vyznamnou roli, a to je lateralita & ylohlavi.



4.1 MATERIAL A METODY

4.1.1 Odbér tkané

Post mortem tkadbyla ziskdna od jedifics diagndzou schizofrenie (MKN-10)
a od starSich zefelych kontrolnich osob. Na zakkadlokumentace byla ¢i¥ena
diagnéza dle DSM-IV. ¥Sina pacierit trpéla chronickou nebo residualni formou
nemoci, v souboru nemocnych byla skupina pagiektei nengli antipsychotickou
medikaci giblizn¢ 2 mesice ped smrti (Tabulka 5). Kontrolni skupina byla slcgen
z jedindi, kteti nentli Zadnou neuropsychiatrickou historii a ziskanili by PL
Bohnice (LDN). Mezi skupinami nebyly signifikantndzdily ve ¥ku a ani v post
mortem intervalu (PMI) (Tabulka 5). Mozkové autapgiskané z levych a pravych
hipokampi byly neprodles zamraZeny { -78 °C. PouZili jsme protokol rychlého
zamrazeni tak, abychom mohli provést stanoveniesepiproteih a RNA. Délka
skladovani tkaniip -78 °C pged vlastnim hodnocenim se u skupin neliSila. Taktéz
jsme zabranili opakovanému rozmrazovani a zamradpvaby nedochazelo
k rozkladu tkan. Z hipokampu jsme transversélrdisekovali centralni¢ast o
hmotnosti ~ 50 mg. VeSkeré experimenty byly préwddv souladu s Helsinskou

deklaraci a taktéz se souhlasem etické komise Ragického centra Praha.

Tabulka 5 Charakteristiky jedincv souboru
Metoda n Pohlavi  &N(roky) PMI (h) Diagn6za Medikace/non

panNR1
RT-gPCR 21 11M/10F 66.9 (¥3.26) 35627) 8 CONT/13SCZ 4med/9non
(xSEM)

NR1 izoformy
RT-gPCR 31 15M/16F 67.53 (+2.85) 30.7 (+4.14) 14 CONT/17 SCZ 6med/11non
(£SEM)

panNR1
WB 30 15M/15F 66.32 (+2.930.29 (+4.01) 13 CONT/17 SCZ 7med/10non
(xSEM)

NR1%? 31 16M/15F 67.32 (+2.67) 29.32.76) 14 CONT/ 17 SCZ 7med/10non
WB
(+SEM)

Zkratky: RT-gPCR, reverse transcription -quant&gpolymerase chain reaction; WB,
western blot; F, Zeny; M, muzi; PMI, post-morterteival (hodiny); CONT, kontrolni
skupina; SCZ, schizofrenie; med, antipsychotickdlikece aZz do smrtijon, bez
antipsychotické medikaceiplizn¢ 2 mesice ged smrti.

- - 40 -



4.1.2 Kvantitativni polymerazova retézova reakce panNR1 podjednotky

Ze zamrazené tkérbyla izolovana RNA za pomoci TriZol (InvitrogenS4);
cDNA byla gipravena pomoci Reverse-IT Blend kitu (Abgene, dI) dopordeni
vyrobce. Na zklatinaSich testovani byl vybr§® — mikroglobulin jako
nejvhodrjsi referegni gen pro testovani v lidském hipokampu, jelikgkazal
nej\etsi stabilitu nafi¢ testovanymi vzorky (Primery: For
GAGGCTATCCAGCGTACTCC; Rev GATAGAAAGACCAGTCCTTGCTCPro
zabezpéeni reprodukovatelnosti kvantifikace bylsigraveny plazmidové standardy
za pouziti standardniho klonovaciho T/A postupkoJdonovaci vektor byl pouzit
pCR2.1 (Invitrogen, USA). Inserty bylyipraveny PCR amplifikaci fragmenf2 —
mikroglobulinu a taktéz GRINI genu. Primery pro ®GRbgen byly vybrany tak, aby
odpovidaly sekvenci vyskytujici se u vSech osmirdes/ych variant mRNA, a tedy
abychom hodnotily expresi panNR1. GRINI primerg(FCTACAATGGCACCC,;
Rev GGTGCAGATCACCTTCTTGAC). Sekvence TagMan soRrb(nega, USA)
byly nasledujici:2 — mikroglobulin gen AGGTTTACTCACGTCATCCAGCAG;
panGRINI gen TGACAGGAAGATCATCT GGCCAGGC. Plazmidylp
purifikovany za pouziti Qiagen Plasmid Midi Kit @&jen, Nmecko) dle doporteni

vyrobce.

Ke zhodnoceni hladin exprese panGRINI mRNA jsnigravili cDNA
z hipokampalni tkah viz nize. Plazmidy obsahujici fragme¥® — mikroglobulinu a
také fragment panGRINI genu byfgdny desitkovouradou od 1 ng do 1 pg na
mikrolitr (ul). Hipokampalni cDNA vzorky a taktézedné plazmidy byly
v duplikatech podrobeny kvantitativni RT-PCR am#ti. Relativni exprese
panNR1 transkriptu byla reprezentovana pam kvantifikace GRINI a kontrolniho
genu prop2 — mikroglobulin. JelikoZ ginnost reakce GRINI 2 — mikroglobulinu
byla srovnatelna, relativni kvantifikace panNRE — mikroglobulinu byla ziskana

pomoci Ct metody 2AACt.



4.1.3 Kvantitativni polymerazova retézova reakce sestZzenych variant NR1
podjednotky

Izolace MRNA ze zmarazené tkanyla provedena pomoci mRNA Direct Kitu
(Chemagen, Bmecko) dle instrukci od vyrobce. Na zakiagublikované cDNA
sekvence GRINI lidského genu pro NR1 podjednotktlCHBN access numbers:
NM_021569.1, NM _007327.1, NM_000832.4) byly pomgamiogramu Primer3
navrzenyctyii primery (STR1-4) pro reverzni transkribci. Tytarpery byly schopné
identifikovat ¢tyti rozdilné N-konce sei$zenych variant NR1 podjednotky. Ve vSech
reverzg transkriknich reakcich byl také zahrnut primer pr@-aktin
(GCGCAAGTTAGGTTTGCT). Sekvence primebyly nasledujici:

STR1 GGTGCTCGTGTCTTTGGA
STR2 GGTGCTCTGCAGGTTCTT
STR3 GGATGGTACT GCGTGTCTT
STR4 GATGGTACTGCTGCAGGTT

VSechny reakce byly provedeny v réak smesi (15 ul) s ImProm-lIITM
Reverse Transcriptase (Promega, USA). Byljpraveny ctyii rozdilné sndsi
obsahujici 20 pmol jednotlivych prime6STR1-4 pro reverzni transkribci a 20 pmol
primert pro f-aktin. Ke kazdé swsi bylo gidano 4,4ul mRNA. Jednotlivé sesfené
varianty NR1 byly kvantifikovany pomoci RT-PCR naBIX300 (Applyed
Biosystems) a detekovany TagMan sondami a repoR&M (pro NR1) a/nebo VIC
(pro B-aktin). Pomoci softvéru Primer Express 2.0 bygtaveny dva sety primery-
sonda. Prvni set detekoval exon 18itqmny u vSech sastenych variant GRINI
genu. Toto umoznilo separatni kvantifikaci kaz@éctyi N-koncovych odliSnych
variant NR1 podjednotky, rozliSenych dikyedeslé reverzni transkribci. Druhy set
primery-sonda detekoval exon 4 GRINI genu, a tedydhatoval
piitomnost/nefitomnost tohoto exonu v jednotlivych g&stnych variantach pro
piehled (Obrazek 7). Pro kvantifikaci byly pouzitkéareverzni transkriptg-aktinu.
Relativni kvantifikace byla vygdena pomoci komparativni Ct metody, vSechny
reakce byly provedeny v triplikatech. Hodnoty reMai genové exprese jednotlivych
sestizenych variant byly fed statistickymi hodnocenimitgvedeny na procenta

zastoupeni v celkové s@msSech variant.



Obrazek 7 Schématické znazoni jednotlivych sestzenych variant NR1 a

lokalizace pouzitych priméra sond. STR1-4fpdstavujictyii raizné primery pro
reverzni transkripci. Dale je vyzéena sada primery-sonda pro exon 19 a pro exon 4.
Exon 21a vznika deleci exonu 21, coZ ma za nasledekéteci ramec, kodujici

navic jednu aminokyseling.@2) pred nasledujicim stop kodénem.

i _SRT1
NR1-1a Exb Ex18 | Ex19 | Ex20 | Ex21
NR1-1b Ex4 | Ex5 Ex18 | Ex19 | Ex20 | Ex21
. SRT?
NR1-2a Ex5 Ex1B | Ex19 | Ex21
NR1-2b Ex4 | Exb Ex1B | Ex19 | Ex21
SRT3
NR1-3a Exh Ex1B | Ex19 | Ex20 |Ex21a
NR1-3b Exd Ex5 Ex1B | Ex19 | Ex20 |Ex21a
SRT4
NR1-4a Ex5 Ex18 | Ex19 |Ex21a
NR1-4b Exd | Ex5 Ex18 | Ex19 |Ex21a

4.1.4 Western blot panNR1, sedtizené varianty NR1

Hipokampdlni tkd byla homogenizovana v lygaim pufru viz. (3.1.3.), a
z tohoto homogenatu byla naslédniskana hruba synaptozomalni frakce (P2) viz
(3.1.3.). Koncentrace protéinbyla stanovena pomoci Bredfordovy metody viz
(3.1.3.). P2 frakce byla fedkna v Laemli pufru a nanesena na 7,5%
polyakrylamidovy gel a elektroforeticky roddna (BioRad, USA), a nasledlioyly
proteiny geblotovany na nitrocelulozovou membranu (BioRad AJSNespecifické

vazby byly zablokovany pomoci 3% roztoku BSA v TB®ufru.

Nasledr byly membrany inkubovanyies noc v primarnich protilatkach anti-
NR1 (1:100, Chemicon, USA); anti- NR1C2 , anti-NB21L, anti-NR1C1, anti-NR1N
(1:100, Chemikon, USA) a v protilatce pro kontropmbtein antie-tubulin (1:1,000;



Exbio, CR) 1 h. Nasledh byly bloty omyty v TBS-T pufru a inkubovany 1 h
v sekundarnich protilatkach konjugovanychisriovou peroxidazou (1:3,000; Dako,
Dansko). Detekce byla provedena pomoci chemilumem®iho substratu (Pierce,
USA) a vyhodnoceni pr@hlo na analyzénim systému GelDoc (BioRad, USA).

4.1.5 Statisticka hodnoceni

VSechna data jsou vyjéha jako piméry = SEM, neni-li uvedeno jinak. Data
z kvantitativni RT-PCR byla hodnocena pomoci anahmzptylu (ANOVA) s faktory
diagnozy a laterality. RT-PCR s#&&enych variant bylo analyzovano naslédn

1) four-way ANOVA s faktory skupiny — pohlavi a di@za, a faktory jedince

— lateralita a varianta
2) three-way ANOVA s vylogenim faktoru pohlavi

Dale byla pouZita two-way ANOVA s faktorem diagn6ay varianty na
podskupiny levych/pravych hipokarinpa také na individualni levo-pravé rozdily.
Exprese protein byla hodnocena pomoci two-way ANOVA s faktory diagy a
leterality. Pro post-hoc analyzu byl pouzit Studémést. Pro zhodnoceni vztahu
exprese MRNA panNR1, mRNA siésenych variant, proteinu panNR1 a NR1C2
sestizené varianty s PMI atkem, byl pouzit Spearmén korelani koeficient.



4.2 VYSLEDKY

4.2.1 Kvantitativni polymerazova retézova reakce pan NR1 podjednotky

Hodnotili jsme expresi panNR1 v autoptické hipokamp tkani 13 paciefit
se schizofrenii a 8 nepsychiatrickych kontrotedP statistickym hodnocenim vlivu
diagndzy jsme provedly koreélai analyzu a nenasli jsme signifikantni asociackime
expresi panNR1 altem nebo PMI. Relativni kvantifikace panNR1 na imanRNA
neukazala zadny signifikantni rozdil v expresi mgkipinou kontrolni a skupinou
pacienti se schizofrenii (Obrazek 8A). AvSak absolutni fbzekprese mRNA
panNR1 v levém a pravém hipokampu byl u padiesg schizofrenii signifikantn
VetSi (T [19] = 2,67; P = 0,0152) (Obrazek 8B).
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Obrazek 8 RT-PCR kvantifikace exprese panNR1 podjednotky u padiset
schizofrenii a kontrol4) hodnoty mRNA v levém a pravém hipokam) ébsolutni
rozdily leva/prava strana. Hodnoty jsou udany jakonér + SEM. * P< 0,05.

4.2.2 Kvantitativni polymerazova retézova reakce segtzenych variant NR1
podjednotky

N1 kazeta odpovidajici ségenym variantdm NR1-1b, -2b, -3b, -4b byla
exprimovana ve vSech vzorcich mimid autopsii od paciefita jedné kontrolni.
Z tohoto divodu jsme se zafrli na C koncové domeény, zajimaly nas interakce

téchto C koncovych domeén s diagnézou (DG), pohlavimniantou a lateralitou (four-



way ANOVA). Jelikoz faktor pohlavi nebyl vyznamreyto ani v interakci, z dalSich
hodnoceni jsme jej wadili a pouzili three-way ANOVA. Byl zde trend imékce
laterality, sestZzené varianty (NR1 -1, -2, -3, -4) a diagndzy (scfrenie vs.
kontrola), ktery vSak nedosahl statistické vyznasting- [3, 60] = 2,74; P = 0,0511).
Oddilené analyzy levého a praveho hipokampu ukazalgifgigntni levostrannou
interakci mezi faktorem ségtené varianty a diagnozy (F [3, 81] = 3,23; P 628,7).
Post-hoc analyza ukazala na signifikantni pokletizené varianty NR1-4 v levém
hipokampu pacieit se schizofrenii oproti kontrolni skuginT [27] = 2,43; P =
0,0281) (Obrazek 9A). Dale zde bylo nazr@o zvySeni expresse varianty NR1-3 u
schizofrenie (T [27] = 1,92; P = 0,0659). V pravéipokampu interakce varianty a
diagn6zy nedosahla hladiny signifikantni vyznamn@s{3, 66] = 2,41; P = 0,0744).
T-test ukazal na signifikantni rozdil exprese NRa2ianty u pacietit a kontrol (T
[22] = 2,99; P = 0,0067) (Obrazek 9B).

Dvoucestnou ANOVU pro opakovanactani jsme pouzili pro zhodnoceni
rozdili laterality C-koncovych izoforem u paciénse schizofrenii a kontrolnich
subjekfi. Interakce diagndzy a s#igené varianty sefblizila vyznamnosti (F [3, 60]
= 2,74; P = 0,0511). Levo-pravé rozdily v expreBIIN2 varianty byly signifikanih
odliSné u schizofrenie a u kontrol (T [20] = 2,55;= 0,0355). Izoformy obsahujici
kazetu C1 (N1-1; NR1-3), ktera je asociovangisnosti NMDA indukované genové
exprese (Bradley et al., 2006) a s fosforylaci @deo(Tingley et al., 1993), byly vice
exprimovany v hipokampech paciénnez u kontrol. V t-testu byl vyznamny rozdil
v pravém hipokampu (T [22] = 2,32; P = 0,0297)evdm byl naist u schizofrenie
pouze nazngen (T [22] = 1,77; P = 0,0876).
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4.2.3 Western blot panNR1, sedtizené varianty NR1

Testovali jsme zné protokoly pro hodnoceni sésenych variant pomoci
protilatek anti-NR1 C2, C2°, C1, N, ale pouze pariantu NRE? dana protilatka

reagovala s pouzitou lidskou tkani.

Exprese protein panNR1, NRY? hodnocend jako pa¥n studovanych
proteini a kontrolniho proteinuoftubulin) ukazala nasledujici vysledky. Kvantifilkac
panNR1 vykazala vyznamné pohlavni rozdily — siakgt vyznamnou interakci
laterality a pohlavi (F [1, 26] = 11,74; P = 0,0p2@ktez interakce pohlavi a
diagndzy byla statisticky signifikantni (F [1, 265,82; P = 0,0232) a trojita interakce
pohlavi, lateralita a diagn6za taktéz (F [1, 26},63; P = 0,0409). Rozdily laterality
mezi skupinou Zen a madyly vice vyjadeny ve skupi& pacienti se schizofrenii,
nez u kontrol. Od&ené analyzy ukazaly, Ze ve skupimuai (schizofrenie vs.
kontrola) je vyznamny rozdil v laterali{F [1, 13] = 4,78; P = 0,0477), a taktéz se
projevil rozdil mezi skupinami paciena kontrol (F [1, 13] = 8,91; P = 0,0105). Post-
hoc test ukéazal na statisticky vyznamny rozdil presi panNR1 v levém hipokampu
(T [13] =2,934; P = 0,0116) (Obrazek 10A).

Protein se§tzené varianty NR¥ ukézal statisticky vyznamnou interakci
laterality a pohlavi (F [1, 27] = 9,14; P = 0,008®brazek 10B). Ve skupinmuzi
vykazala exprese této varianty signifikantni ldiergF [1, 14] = 5,47; P = 0,0346),
ve skupir Zen tento faktor vyznamny nebyl (F [1, 13] = 3,82z 0,0718). Obe¢n
Ize fici, Ze pacientky ry vy3si hladiny exprese panNR1, NB¥ levém hipokampu
oproti skupir kontrolnich Zen a pacientidty vlevo niZsi hladiny nez odpovidajici

muzské kontroly.
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4.3 DISKUZE

4.3.1 Hipokampalni hladiny panNR1 transkriptu

V expresi mRNA panNR1 jsme u pacigntpicich schizofrenii nenasli zmy
oproti kontrolni skupit. NaSe vysledky jsou ve shod dalSi studii, kde se neukazal
vliv diagnézy na hladinu transkribtu panNR1, hodsre&E pomoci in situ hybridizace
v hipokampu (Beneyto et al., 2007). DalSi praceponasly sniZzeni exprese panNR1
(Gao et al., 2000), pojpact jednostranné sniZzeni — v levém hipokampu (Law a
Deakin, 2001). Obtyto prace pouzily ke stanoveni hladin mRNA i giybridizaci.
Tyto zmeny v expresi transkriptu pak neodpovidaji poiiasve vazk ligandu do
glycinového mista NMDA receptoru, které nasla riigiei prace (Beneyto et al.,
2007).

V naSsem souboru jsme nasliégseny pravo-levy rozdil v expresi panNR1
v hipokampech pacieitoproti kontrolam. Tento nalez tedy ukazuje na amn
biochemické laterality v patofyziologii schizofreni Asymetrické zrny
hipokampalnich glutaméatovych receptdnyly diive zmirgny jako mozna manifestace
odliSného zapojeni temporalnich laloke schizofrennim onemoémi (Harrison et al.,
2003). Lateralizaci hipokampu u schizofrenie navardiochemické, a to konkrétn
mediatorového systému oxidu dusnatého, popsalee paou z naSeho pracowist
(Kristofikové et al., 2008).

4.3.2 Sestizené varianty mRNA NR1 podjednotky v hipokampu

Hodnotili jsme pouze varianty liSici se v C (cytphatické) koncové
domeér, jelikoz N1 (extracelularni) kazeta byla exprimoaakrong tfi vzorki ve
vSech autopsiich. Tento nalez odpovida v animaimimdelu dive popsané regulaci
sestihu N koncové kazety v dosigm mozku (Nakanishi et al., 1992). Hodnoceni
jednotlivych variant ukazalo na vyznamneé sniZzeprese varianty NR1- 4 v levém, a
varianty NR1-2 v pravém hipokampu (tyto podjednoglostradaji C1 intracelularni
kazetu). Varianty obsahujici C1 doménu (NR1-1 dMRbyly naopak u pacieinse
schizofrenii exprimovany vice oproti kontrolam, antob rozdil byl v pravém

hipokampu vyznamny. C1l doména obsahuje hlavni fgiskni mista NR1



podjednotky (seriny 896 a 897) (Tingley et al., 3pP@ fosforylace na C1 kazet
reguluje intracelularni lokalizaci podjednotky (Efd et al., 1995). Mutace&chto
pozic pak ukazuje, ze fosforylace serinovych zbyt896 a 897) je p#tbna pro
protein kindzou C (PKC) mediované uvéhi z endoplazmatického retikula (ER)
(Scott et al., 2001). Serin 89e byt také fosforylovan, a tato fosforylace oilije
klastrovani NR1 podjednotky (Tingley et al., 199@liSna fosforylace serin896 a
890 riznymi typy PKC modeluje distribuci NMDAR v ramci itk (Sanchez-Perez a
Felipo, 2005). Nasli jsme zvySenou expresi Cl kaaet skupig pacientt se
schizofrenii, Zehoz tedy vyplyva mozn&isi zastoupeni sefir896, 897, 890, a tedy
vetSi prilezitost pro fosforylaci. Je tedy otazkou, zdalgsi expresni hladiny NR1-1 a
NR1-3 isoforem hraji roli v regulaci fosforylace NMR. U C1 kazety byl nalezen
ER reterni signal (RRR) aifitomnost této domény je spojena s nizsi expresamar
obsahujicich C1 na povrchu membrany (Standley .et2800). Naproti tomu C2’
kazeta obsahuje PDZ-intexad doménu, kterd zvySuje expresi na povrchu (Segndl
et al., 2000). Seskené varianty s kratSim C koncem (NR1-4) jsou expvany vice
na burké¢ném povrchu nez varianty s koncem dlouhym, ktéistaxaji uvnit buiky
(NR1-1) (Standley et al., 2000).

VSechny zminy v expresi, které jsme nasli, byly unilateralai,proto Ize
spekulovat, Ze u schizofrenie dochazi k odliSnyndriam v sesthu mRNA pro NR1
vlevém a pravém hipokampu. C konec také zodpovdavazbu NR1/NR2
heterodimel do postsynaptické density, a to konkéétma asociaci k proteinu
postsynaptické density 95 (PSD-95) (Rutter et dD02). Dale pak regulace
alternativniho sethu panNR1 a asociace NMDA recepitos PSD-95 ovliviuje
schopnost exprese NMDA receptoru na dsmém povrchu, a pra¥godobr tedy
molekularni organizaci, a s tim ¢iGnost exciténi postsynaptické membrany (Rutter
et al., 2002). Toto jsou tedy mechanismy, kter&ujidnypofunkci NMDA receptdi,

nicmeéré nejsou spojené se snizenim vlastnihéyoeceptoi.



4.3.3 Exprese proteinu panNR1 a NR¥? varianty v hipokampu

Proteinova exprese panNR1 vykazala ve skupacient se schizofrenii (jak
Zen, tak mulf) vyznamjSi lateralitu nez v kontrolnich souborech, tenében je ve
shod s naSimi vysledky v expresi transkribtu panNR1aleDnaSe vysledky ukazaly
snizeni panNR1 v levém hipokampu padiemiuzi, coZz odpovidailve popsanému
levostrannému snizeni v expresi transkribtu v ggleistatus a v oblasti CA3 (Law a
Deakin, 2001). DalSi prace potom nalezla pokles MRIMNNR1 v gyrus dentatus
(Gao et al., 2000). In vivo bylo nalezeno signifika snizeni vazby NMDA receptoru
v levém hipokampu pacieihtse schizofrenii, k&€ nengli antipsychotickou I&bu,
oproti kontrolnim subjekim (Pilowsky et al., 2006). Jednim z vyHeni &tSi
vulnerability muzskych mozk miaze byt pozdjSi lateralizace a nedostatek
estrogenové ochrany (Leung a Chue, 2000). ExprestNRl i NRE? varianty
vykazaly vyznamnou interakci laterality a pohldzbforma NRE? v&ak nepotvrdila
vztah exprese s diagn6zou, stejjako tomu bylo ve ilve publikované praci
(Kristiansen et al., 2006), kde hodnotili expredR1§? v DLPFC a v ACC. Nase
vysledky ukazuji na vyznam biochemické lateralityaié na vyznamné pohlavni
rozdily v expresidchto proteii u schizofrenie. Vztahovat je k estrogenoveé hypmotéz
schizofrenie je ovSem dikyéku pacientek, které jsme &n v souboru, po#kud
diskutabilni.

Omezujici skuténosti prace jsou uvedeny v publikaci (Vrajova et 2010).
Vysledky byly publikovany wasopise s IF Neurochemistry Research (Vrajové,et a
2010) a wasopise Psychiatrie (Vrajova et al., 2010) (vizridea publikaci).



5 BUNECNA LINIE — RGS4 ,SILENCING*

Gen pro regulator G proteinové signalizace 4 (RGIBA)diive popsan ve
vztahu ke schizofrenii (Mirnics et al., 2001). &ma exprese tohoto genu byla
opakova® nalezena viznych strukturach mozku post mortem u paciese
schizofrenii (Bowden et al., 2007). Déle bylo ukézdze zniny exprese RGS4 jsou
specifické, jelikoz u dalSich RGS vyznamnéémmn nalezeny nebyly (Mirnics et al.,
2001). Ve farmakologickém modelu pouzivajicim aatagtu NMDA receptoru -
PCP bylo ukazano na fuérki interakci mezi RGS4, 5-HT1A a NMDA signalizaci
v neuronech PFC (Gu et al., 2007). Tato prace ukazea jednou z funkci RGS4,
kterd nize vyswtlovat jeho roli v patofyziologii schizofrenie, gpojeni s 5-HT1A
receptory, picemz vztah serotoninového 5-HT1A receptoru k inhifiokce NMDA
kanalu je znam jiz déle (Yuen et al., 2005§i pouziti amfetaminu v animalnim
modelu bylo ukdzano, Ze hladiny mRNA i proteinu RGSou pod kontrolou
dopaminergnich receptoiD1 a D2 (Schwendt et al., 2006). Nicrdéretah snizené
exprese RGS4 ke zngimym, ale idalSim biochemickym draham, které jsou u
schizofrenie poSkozeny, neni blize znam. V nasiedpyraci nas proto zajimal vliv
snizené exprese genu pro RGS4 na expresdé gen aktéry serotoninové,
dopaminové a v neposledfdd glutamatové neurotransmise. V neuronalni&naé
linii jsme nejprve potlali expresi RGS4, a nasledijsme hodnotili celogenomovou

expresi.

5.1 MATERIAL A METODY

5.1.1 Neuroblastomova burééna linie

Byly pouzity primarni neurondlni iy z American Type Culture Collection
(ATCC; CRL-10442 a CRL-10742). Jelikoz kultivacehto burtk byla opakova#
neusgsSna (dochazelo kipdtasné senescenci a tedy k &tmé smrti), zvolili jsme
pro nasSe experimenty imortalizovanou neuronalni¢tmmu linii. Jako model byla
tedy pouzita neuroblastomova linie BE(2)-C (ATCCRIC2268). K silencingu
lidského genu pro RGS4 jsme navritlyii raizné siRNA, které fgkryvaly 1iznécasti
kodujici sekvence RGS4 (Tabulka 6). Pro stabilieinsing jsme pouZili retrovirovy
vektor pSilencer 5.1-H1 Retro (Ambion, UK) (Obrazdlk). Takto pipravené



konstrukty jsme pomoci metody teplotniho Soku vipyado burgék E. Coli. K izolaci
plazmidu byla pouzita fenolchloroformova extrak®erifikace vSech siRNA Retro
konstrukfi pripravenych pro transfekci byla provedena pomociveeavani.
Scrambled siRNA klonovand taktéz v pSilencer 5.1R&tro vector (Ambion, UK)
byla pouzita jako kontrola pozadi. Transfekce BE{2)yla provedena pomoci
FuGene Reagent (Roche,¢éNecko) podle dopoteni vyrobce. Bikky jsme
kultivovali pti 37 °C a 5 % CO2 v mediu DMEM (Sigmagiecko) doplgny o
10% fetalni howzi sérum (FCS) (Gibco, UK) a glutamin (Sigmaniecko). Dva dny
pied sklizenim buk pro nasledujici experimenty (microarrayglynbunky densitu
100,000/ml. Po sklizeni byly ey oplachnuty v PBS (Sigma,éfhecko) a lyzovany
v TriZol (Sigma, Nmecko). Lyzaty byly nasle@npouZzity pro izolaci RNA, ktera
byla provedena dle dopafeni vyrobce. Pro microarray byl pouzit vzdy 1 migram
celkové RNA, dle protokolu vyrobceripravili jsme jedendact stabilnich b&imych
linii exprimujicich rozdilna mnozstvi siRNA proidskému RGS4. Expresi RGS4
jsme hodnotili pomoci kvantitativni Real-Time PCRle jsme jako kontrolni gen
pouzili B2 mikroglobulin.

Tabulka 6 Sekvence siRNAs pro silencing lidského RGS4 vebné linii BE(2)-C

RGS4 siRNA 1 S: 5'-GATCCACATCGGCTAGGTTTCCTGTTCAAGABCAGGAAACCTAGCCGATGTTTTTTTGGAAAL3'

RGS4 siRNA 1 AS:5'-AGCTTTTCCAAAAAAACATCGGCTAGGTTTCBSTCTCTTGAACAGGAAACCTAGCCGATGTG-3'

RGS4 siRNA 2 S:5'-GATCCGTTCTTCCCACAACAAGAAGTTCAAGAETTCTTGTTGTGGGAAGAATTTTTTGGAAA-B'

RGS4 siRNA 2 AS:5-AGCTTTTCCAAAAAATTCTTCCCACAACAAGAGTCTCTTGAACTTCTTGTTGTGGGAAGAACG-
3

RGS4 siRNA 3 S:5'-GATCCGTATTGACTTCTGGATCAGCTTCAAGAKGCTGATCCAGAAGTCAATATTTTTTGGAAAB'

RGS4 siRNA 3 AS: 5-AGCTTTTCCAAAAAATATTGACTTCTGGATCAGCTCTCTTGAAGCTGATCCAGAAGTCAATACG-
3

RGS4 siRNA 4 S: 5-GATCCGTCTCGATTCTATCTTGATTTCAAGARATCAAGATAGAATCGAGACTTTTTTGGAAAB'

RGS4 siRNA 4 AS:5-AGCTTTTCCAAAAAAGTCTCGATTCTATCTTATTCTCTTGAAATCAAGATAGAATCGAGACG

@
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5.1.2 Microarray

Efekt rozdilné exprese RGS4 v modelové ddme linii BE (2)-C jsme
hodnotili pomoci GeneChip® Human Exon 1.0 ST ar(@ffymetrix, USA).
Nasledujici analyzy dat a detekce odli@xprimovanych genhbyly ziskany pomoci
Bioconductor and R project software (http://wwwdmaductor.org, http://www.r-
project.org). Hrubad data z microarray byla nornmaléma a sumarizovana na
transkrigni hladinu za pouziti Expresni Konsole a standaeshiitace poskytované
Affymetrix. Takto upravena data byla importovana Rgorojekt softvéru. Pomoci
pocitatového softvéru Biokonductor byla provedena kontrilality dat a taktéz
identifikace odliS8 exprimovanych transkribt v jednotlivych BE(2)-C liniich
s odlisSnymi hladinami exprese RGS4. Vybrali jsmanskribty, které vykazaly
vysokou expresni variabilitu n&p vSemi arrays, pouzité kritérium byl interval 0,5
v log2 stupnici. Z efiltrovanych dat jsme pro vSechny vzorky vyfiali matici v



Eukleidovském prostoru, dale jsme provedli hiergiah klastrovani pro identifikaci
outler. Stejny hierarchicky dendrogram byl pouzit proin@fani podskupin RGS4
mutantnich BE(2)-C linii fedstavujicich stejné expresni profily. Pouze geny,
exprimované minimakv jedné zdchto skupin, byly pouzity k dalSim analyzdm. Ve
filtrovanych datech jsme zhodnotili rozdily v exgpirea pouziti moderovaného t-testu
ze sady progratnLimma (Bioconductor softvér), pouZzittdhto upravenych t-test
bylo zvlas¢ vyhodné pro srovnavani skupin, kde byl malycégio replikaf.
Mnohonasobné testovaci korekce byly provedeny péonmoetody Benjamini a

Hochberg.

5.2 VYSLEDKY: BUN ECNA LINIE — RGS4 SILENCING

Ziskali jsme jedenact linii, které vykazovali odis hladiny genové exprese
RGS4. Exprese RGS4 byla vintervalu od 3,1 % do #®2¥ztazena k parentalni
burg¢né linii. Dw linie, které vykazovaly minimalni zénu oproti parentalni linii
(linie 4; 86,7 %; linie 8; 123 %) byly pouzity jakmzadi. Celkem jsme tedy ziskali
dewt linii se snizenou expresi RGS4: linie 1, 3,1 Y228 %; 3, 8,7 %; 5, 37,9 %; 6,
62,3 %; 7, 41,9 %; 9, 22,3 %; 10, 25,8 %; 11, 6@} Celogenomovy profil jsme
hodnotili na &chto liniich. V jednom experimentu jsme zaznamemajSeni exprese
indukované pomoci siRNA, toto je celkem unikatignmére znamy fenomeén, ktery

je zpasoben interakci siRNA s jeji cilovou sekvenci.

U burg¢nych linii se snizenou expresi RGS4 jsme nalezli d@lfiSns
exprimovanych gel které naplnily kriteria (viz 5.1.2.). Zdhto 67 gefi m¢lo 30
gen zvySenou expresi a 37 sniZzenou expresi v porovimaarentalni busgnou linii
(Tabulka 7). Ke klastrovani jsme pouzili databaA\MDD (Database for Annotation,
Visualization and Integrated Discovery) (Huang €t da009). Nalezli jsme dv
funkéni skupiny gef, piicemz jednu skupinu t¥dy geny pro histony, konkrétnse
jednalo o pt gemi, vSechny vykézaly zvySenou expresi oproti parentdhii.
V druhé skupi byly geny pro transkrimi faktory (TF), sedm geén ¢tyii se

zvysSenou expresititse snizenou expresi.

Ostatni odlisa exprimované geny t¥dy heterogenni skupinu, ktera

zahrnovala geny, jeZz bylyfide popsany v souvislosti se schizofrenii. Konkiéte



jednalo o ii geny se zvySenou expresi: metallothionein (MT2Abonukleasu A
(RNASEL1) a G-protein vazajici receptor 50 (GPR-B3ISim genem spojenym s G-
proteiny, ktery il zménénou (zde zvySenou) expresi nasledkem siRNA, bylmen
GPR64. Také jsme nalezli zZmy v expresi dvou gen jejichz vztah ke schizofrenii
byl jiz diive studovan, ale nepotvrzen. Jednalo se o geQPpAa® protein (Ross et al.
2003) a o gen pro abnormal spindle-like microenegphssociated (ASPM). U
ASPM byly ve vztahu ke schizofrenii studovany jedukieotidové polymorfismy
(Rivero et al. 2006). V této heterogenni skdégiak byly geny, jejichz produkty maji
funkéni potencial sirem ke schizofrenii: solute carrier family 7 membgt
(SLC7A11), calcium binding 39-like (CABL) a S100lcdam binding protein A4
(S100A4).

Tabulka 7 Geny se zrnénou expresi v butgnych liniich BE (2) —C ovlivéinych
SiRNA pro RGS4Legenda:** Histony; *** Transkribéni faktory; T Popsan vztah ke
schizofrenii; ¥ Vztah ke schizofrenii nebyl potvnze Geny, jejichz produkty maji
funkeni potencial pro schizofrenii, ale vztah s timt@mocrgnim nebyl dive popsan.
Logaritmus zminy nasobku (logFC), plusové hodnoty znamenaji aviy&xprese,
minusové hodnoty sniZzeni exprese, adjustovana Rot@dadj.P.Val).

Chromosomal
Gene.Symbol region Annotation logFC adj.P.val
LRP1 12qg13-q14 Low density lipoprotein-relatedtpio 1 -2.14 0.001
LGR5 12q22-923 éegfg?g'r:ﬁgl:g%%aﬁ'eccfgﬁ:‘g‘9 244 0.026
VEGFA 6pl2 Vascular endothelial growth factor A AR 0.001
CCPG1 15¢021.1 Cell cycle progression 1 -2.57 0.001
LTB4DH 9g31.3 (PTGR1) Prostaglandin reductase 1 0-2.6 0.001
EGR1*** 5031.1 Early growth response 1 -2.70 0.001
CRH 8q13 Corticotropin releasing hormone -2.72 0.001
TAGLN2 1921-g25 Transgelin 2 -2.74 0.001
LUM 12921.3-922 Lumican -2.74 0.001
ATF5 *** 19913.3 Activating transcription factor 5 -2.79 0.001
INHBE 12913.3 Inhibin, beta E -2.85 0.001
TRIB3 20p13-p12.2 Tribbles homolog 3 -2.89 0.001
KCNG1 20913 Potassium volatage-gated chanel, sulyf@nmember 1 -2.95 0.001
P4HA2 5931 Prolyl 4-hydroxylase, alpha polypepfide -2.96 0.002

- -57 -



Gene.Symbol
ARHGEF2
DDIT3 ***
CRABP2

TRPA1
SLC7A11.
ASS1
CD99%
CD99
GDF15
ARG2
DDIT4
LOC340274
STC2
Clorf51
SERPINE2
GPR64 t
CHAC1
TM6SF1
CENPI
HIST1H2BH **
GINS2
GPR50 t
ABCA12
SPAG5
SNAI2 ***
DLG7
HIST2H2AB **
POLE2
KIF18A
ASPM
HIST1H2BF **
NMU
PARVA
RNASE1t
PAC1
SHCBP1
FAM111B
TYMS
S100A4 -
C150rf42
MAGEC2
CAB39L »

Chromosomal
region
1921-g22

12g13.1-gq13.2
10921.3

8q13
4928-932
9g34.1
Xp22.32
Yp11.3
19p13.11
14924.1-924.3
10pter-q26.12
7
5035.1
1q921.2
2033-935
Xp22.13
15q15.1
15024-026
Xqg22.1
6p21. 3
16g24.1
Xq28
2934
17q11.2
8q11
14q22.3
1921
14921-922
1q14.1
1931
6p21.3
4q12
11p15.3
14q11.2
7pla
16q11.2
11q12.1
18p11.32
1q21
15026.1
Xq27
13q14.2

Annotation
Rho/rac guanine nucleotide exchéaaier
DNA-damage-inducible tramigt 3

Cellular retinoic acid binding protein 2

Transient receptor potential cation channel, sulbiyad,

member 1
Cationic amino acid transportagmber 11

Argininosuccinate synthetase 1
CD99 protein

CD99 protein

Growth differentiation factor 15
Arginase, type Il
DNA-damage-inducible transcdip

Stanniocalcin 2

Chromosome 1 open reading frame 51
Serpin peptidase inhibitodel&, member 2
G protein-coupled receptor 64

ChacC, cation transport regulator hogalo
Transmembrane 6 superfamily neerhb

Centromere protein |

Histone cluster 1, H2bh

GINS complex subunit 2

G protein-coupled receptor 50

ATP-binding cassette, sub-family A,mfeer 12

Sperm associated antigen 5

Snail homolog 2

Discs, large (Drosophila) homologeasated protein 5

Histone cluster 2, H2ab

Polymerase (DNA directed), epsA¢p59 subunit)

Kinesin family member 18A

Abnormal Spindle-like, microencephasgociated

Histone cluster 1, H2bf
Neuromedin U
Parvin alpha

Ribonuclease, RNase A family, 1

Adenylate cyclase-activating polypeplieceptor typ 1

SHC SH2-domain binding protein 1

Family with sequence similarity 1édember B

Thymidylate synthetase

S100 calcium binding protein A4
Chromosome 15 open reading frame 42
Melanoma antigen family C, 2

Calcium binding protein 39-like

- B8 -

logFC adj.P.val
-2.97 0.001
-3.01 0.001
-3.03 0.001
-3.14 0.001
-3.16 0.001
-3.18 .0010
-3.19 0.002
-3.19 0.002
23 0.001
-3.24 0.001
-3.29 0.007
-3.38 0.008
-3.40 0.001
.65-3 0.999
-3.67 0.001
-3.830.001
-3.83 0.001
-4.00 0.001
1.95 0.001
1.96 0@s
1.96 0.001
1.97 0.20
1.97 0.001
1.98 10.00
1.99 0.001
1.99 0.001
2.01 0.002
2.01 0.001
2.03 0.001
2.03 0.002
2.04 oL
2.06 0.038
2.07 0.001
2.10 0.999
2.11 0.006
2.11 0.001
2.15 0.001
2.17 0.001
2.19 0.001
2.24 0.001
2.27 0.329
2.28 0.032



Chromosomal

Gene.Symbol region Annotation logFC adj.P.val
MT2A t 16913 Methallothionein 2.28 0.001
ID2 *** 2p25 Inhibitor of DNA binding 2 2.45 0.002
SCGN 6p22.3-p22. 1 Secretagogin, EF-hand calciunahifg protein 2.53 0.001
GCA 2924.2 Grancalcin, EF-hand calcium bindingt@n 2.54 0.001
HIST1H2BM **  6p22-p21.3 Histone cluster 1, H2bm 2.56 0.001
HIST1H2AB **  6p21.3 Histone cluster 1, H2ab 2.59 .00
ID1 *** 20911 Inhibitor of DNA binding 1 2.83 0.002
TMSL8 Xg21.33-g22.3 Thymosin beta 15a 2.95 0.001
GNG11 7921 Guanine nucleotide binding protein, igani 1 3.03 0.012
ID3 *** 1p36.13-p36.12 Inhibitor of DNA binding 3 .08 0.001
DGKK Xpll.22 Diacylglycerol kinase, kappa 3.52 @o
MSN Xqll.2-gq12 Moesin 4.70 0.001

5.3 DISKUZE: BUN ECNA LINIE — RGS4 SILENCING

Umlceni exprese RGS4 v neuroblastomoveé ¢dné linii pomoci siRNA

vyvolalo vyznamné zgmy v expresich 67 gén tuto skupinu Ize rozdit na dw

funkéni podskupiny: histony, transktipi faktory a teti heterogenni skupinu gen

Nepotvrdili jsme vztah snizené exprese RGS4 s erpregnénou gefi primo

spojenych

S neurotransmiterovymi

systémy

serotonergnim, atd.), které jsou nedilnouwssti patofyziologie schizofrenie.

(dopanyimpv glutaméatergnim,

Zvysena exprese geénpro histonové klastry H2A/B v naSi praci odkazuje

k histonovym modifikacim, jeZz reprezentuji epigécigt mechanismus spojeny
s patologii prefrontalniho kortexu u schizofreni@kljarian et al., 2005). O
posttranslanich modifikacich (PTMs) spojenych s histony H2Aj&o je acetylace,
fosforylace, sumoylace a ubiqutinace je znamo, vévituji genovou transkripci
(Berger et al., 2007). Lze tedy spekulovat, zdaSema exprese H2A/B v naSich

neuroblastomovych hikach neniZe zesilovat tyto PTMs.

DalSi funkni skupina gein, jejichZz exprese byla ovlivima umtenim RGS4,
jsou geny pro transkrimi faktory (TF), které jsou obeé&rspojovany s rakovinnymi
onemocgnimi (Janoueix-Lerosey et al., 2010). A protaiz® byt nalez zgmené
exprese gehpro TF v naSi praci vedlejSim jevem pouZiti nelastomové bu&né



linie. Jeden z gan ktery byl nasledkem RGS4 silencingu v Btme linii utlumen, je

gen pro early growth response 1 (ERG1)tipatdo rodiny immediate early gene
(IEG), které mohou hratidezitou roli v weni se a v pagti (Bozon et al., 2003). Dale
pak bylo u mysi s deleci brain derived neurotroghictor (BDNF) nalezeno snizeni
exprese RGS4 a EGR1 (Glorioso et al., 2006). Naladéktéchto informaci

piedpokladame, Ze mezi expresi RGS4 a IE@&enbyt interakce. DalSi gen ze
skupiny TF, jehoZz exprese byla &mina (zde snizena), byl gen pro Activating
Transcription Factor 5 (ATF5), jehoZz proteinovy guit se vaze na disrupted in

schizophrenia 1 (DISCI1), coz jej tedy spojuje ®paiologii schizofrenie.

Treti, heterogenni skupina, obsahuj&taré geny, které bylyitve asociovany
se schizofrenii. V liniich se sniZzenou expresi R@®de nasli nadexprimovany gen
pro metallothionein (MT2A). Vzhledem k tomu, Zeykiblogickym funkcim tohoto
proteinu v CNS péat regenerace a neuroprotekce (West et al., 2008%e nbyt
zvySena exprese genu pro tento protein kompenzegostatku RGS4. ZvysSeni
exprese genu pro MT2A bylo u schizofrenie popséapoefrontalnim a temporalnim
kortexu post mortem (Arion et al., 2007; Aston let2004). Gen pro RNASEL byl po
RGS4 silencingu nadexprimovan, zatimco fedeslych studiich bylo nalezeno
naopak snizeni post mortem v temporalnim kortexiep# se schizofrenii (Aston et
al., 2004) a v DLPFC starSich paciestchronickou schizofrenii (Hakak et al., 2001).
Dale byla nami nalezend zvySena exprese genu pR5GPopsana ve vztahu ke
schizofrenii a bipolarni poruse (Kato, 2007), takb¥la nalezena asociace se SNPs
tohoto genu. Vztah RGS4 a dalSich G-proteiny véidy receptar, které jsou
hlavnimi participanty neuromodulace membranové takdity, byl jiz diéive popsan
(Jaén a Doupnik, 2006). GPR50 je receptor spojemyelatoninem, nicmeén
melatonin nevaze a endogeni ligand receptoru neainz receptor se chova jako
antagonista melatoninového receptoru MT1 (Levoyealet 2006). Inhibice MT1
receptoru je zprogdkovana diky heterodimerizaci MT1 a GPR50, s Fientendence
k formovani &chto heterodimeér zavisi na expresi obou recegtodestlize je MT1
vazan do heterodimeru MT1/GPR50, ztraci svoji sobspvazat specifické agonisty
(Levoye et al., 2006). V bédnych liniich se sniZzenou expresi RGS4 byl
nadexprimovan je&tdalSi receptor, a to adenylate cyclase-activapiolypeptide 1
receptor 1(ADCPYAP1R1; PAC1). PAC1 je G-proteinajéd receptor, a jeho ligand

je neuropeptid s aktivitou modulatoru neurotrangmi¥ak tento receptor, tak jeho



ligand, byly dive popsany jako kandidatni geny pro schizofredaghimoto et al.,
2007). DalSi dva geny (S100A4, CAB39L), které byfsledkem siRNA proti RGS4
nadexprimovany, koduji vapnik véazajici proteinyerkt ovliviiuji razné reakce
v ramci drah transdukovanych vapnikovym signaletiibu2ny protein S100B byl
diive popsan jako marker systémovehoénanSen a Belli, 2009), a taktéz bylo
popsano zvysSeni tohoto proteinu v séru patiesg schizofrenii (Schroeter et al.,
2009). Gen pro SLC7Al1, jehoZz exprese byla v siRbMivnénych burénych
liniich snizena, ma proteinovy produkt, ktery ipatk aminokyselinovému
transportnimu systému specifickému pro cysteinugagiat. SLC7A11 iive byt tedy
souwasti poskozeni glutamatergni drahy, ktera jsou ospmja s patofyziologii
schizofrenie.

Presto, Ze jsme tuto studii provedli na neuroblastgériourgéné linii, a ne na

primarni neuronalni linii, ktera by jistépe kopirovala situaci in vivo, nase vysledky

mohou vnést trochu s8tta do objaséni vyznamu RGS4 v patogenezi schizofrenie.

Vysledky byly publikovany wasopise s IF Neuroendocrinology letters
(Vrajové et al., 2011) (viz Seznam publikaci).



6 ZAVER: Wmezeni tlohy NR1 podjednotky NMDA
receptoru v patofyziologii schizofrenie

6.1 ANIMALNI MODEL — BLOKACE NMDA RECEPTORU

V animélnim modelu jsme nepotvrdili vliv kratkoddtmenebo dlouhodobého
hipokampalniho ovlivéni podjednotek NMDA receptoru (NR1, NR2A, NR2B) na
somatosensoricky gaiting (PPI).albdem negativnich vysledkmohla byt mala
acinnost blokace podjednotek receptoru, ktera byksininez popisovala starSi prace
pouzivajici aODN (Inada et al., 2003). Nicrag¢sme ukazali, Ze sdasné ovliveni
podjednotek NR2A a NR2B vyvold vyznamné sniZzeni res@ proteinu
postsynaptické density (PSD- 95kkaliv exprese proteiin podjednotek vyznanin
zmeénéna nebyla. Tato skutrost fFinasi informaci o vztahu exprese proteiNR2
podjednotek a PSD-95. Je tedy mozné, Ze exprese9BSiBaguje na pottani
exprese NR2 rychleji nez samotné podjednotky. Urese podjednotek mohou
existovat daleko robusiEi kompenzéni mechanismy, které jsou schopné
kratkodobé poskozeni exprese pétlaa tudiz se mnozstvi NR2 podjednotek
v membranové frakci vyznamimeneni. Kdyz se podivame do naSich vyslédk
vSimneme si, Zetase mezi skupinami exprese NR2A podjednotky vyzrianatiSila,

v post-hoc analyze byl ve skupirs aplikaci aNR2A pokles tohoto proteinu oproti
kontrole u skupiny aNR2B a u exprese NR2B s€rmameprojevila. Nas vysledek
odpovida tomu, co bylo publikovano (Bard et al.1@0 Zmiréna prace popsala in

vitro, Ze gemig’ovani NR2A ze synaptické membrany vyvola kompeénzavyseni

NR2B podjednotky v membran

Hipokampalni exprese PSD-95 a podjednotek NMDAptré se Ehem
postnatalniho vyvoje potkanami (Ling et al., 2012). Je tedy mozné, Ze vztahgime
expresi PSD-95 a podjednotkami NMDA receptoginiti se v ramci vyvoje mohou

byt zapojeny do patofyziologie schizofrenie.



6.2 STUDIE POST MORTEM — EXPRESE NR1 PODJEDNOTKY

Vysledky post mortem studie ukazuji v expresi patMRRNA i v proteinu na
vyznam biochemické laterality u schizofrenie. Laliéa byla vyrazajSi u pacient se
schizofrenii oproti kontrolnimu souboru. Dale bylzmamny nalez poklesu exprese
proteinu panNR1 vlevém hipokampu pacienimuzi, coz je ve shaod
s publikovanymi daty (Law a Deakin, 2001), kde ow3eeli smiSenou skupinu, v niz
prevazovali muzi. Navic hipokampy nebyly v parectdytdevy a pravy od téhoz
pacienta. Ofit tento vysledek o estrogenovou hypotézu je dikiuvpacientek
problematické. Prace, kterd hodnotila pohlavni ilgzd expresi NR1 podjednotky
v miSe po aplikaci NMDA antagonisty u rdldt po odstaveni od matek, ukazala na
vétSi mnozstvi NR1 pozitivnich btk u samic nez u samSchlenker a Hansen,
2007). Na zaklatitéto prace bychom mohli spekulovat, Ze muzi jsaupaSkozeni
NMDA receptofi (NR1 podjednotky) citligjSi, a Ze tato citlivost se upiafje jiz
velice brzo Bhem vyvoje, a tudiz nuémemusi souviset s hormonalni odliSnosti obou
pohlavi. Tento vysledekimasi informaci o pgeke hodnotit biochemii mozku jednak
s ohledem na lateralitu, a také s ohledem na pohlmko prvni jsme ukazali na
zmeny exprese mRNA C-koncovych ségenych variant NR1 v hipokampu pacignt
se schizofrenii. A to konkré&ma sniZeni exprese varianty NR1-4 v levém a NR1-2
v pravém hipokampu, dale na zvySenou expresi viaolbsahujicich C1 kazetu (NR1-
1, NR1-3) u paciefit Tyto vysledky pinasi podrob&sSi vyswtleni znmeén v expresi
NR1 podjednotky v hipokampu paciéntse schizofrenii. Zda se, Ze dochazi
k odliSnym zm¢nam sesthu panNR1lvlevém a pravém hipokampu padient
Nicmére stale nejasnymustava vliv antipsychotické medikace na expresi N,
je vyraznym limitujicim faktorem post mortem stuttbhoto typu, jelikoZ pacienti
jsou medikovani potzné dlouhou dobu tznymi typy antipsychotik. Nedavno
publikovana prace (Segnitz et al., 2011), kteraa®yva vlivem chronického podani
aripiprazolu na expresi podjednotek NMDA recepteranimalnim modelu, ukazala
na zvyseni exprese mRNA NR1 NR2A, NR2D podjednotfek 4 tydennim podani
v hipokampalnich oblastech, a tedy na¢émmv podjednotkovém uspidani NMDA

receptot.



6.3 BUNECNA LINIE — RGS4 ,SILENCING*

Vliv sniZzené exprese genu pro RGS4 na expresi geurotransmiterovych
drah, jejichz dysfunkce jsou podkladem patofyzitdogchizofrenie, jsme nepotvrdili.
V neuroblastomové lini se snizenou expresi RGS4 jaalezli vyznamnou zénu
v expresi 67 geh V této skupig byly geny pro histony, jejichZz zinéné exprese lze
spojit s epigenetickymi mechanismy popisovanymichizofrenie. DalSi geny se
zmenénym expresnim profilem potom pik transkrignim faktofim. Tato skupina je
diskutabilni vzhledem k pouzité b&imé linii, avSak tyto geny ukazuji na mozny
vztah exprese RGS4 a early immediate gene (IEG3¥leBoi skupina geén se
zmeénénou expresi byla heterogenni. Nadexprimovan byl gen metallothionein
(MT2A), mezi jehoZz funkce p#t neuroregenerace a neuroprotekce. Dale se zde
vyskytly dalSi geny pro G-proteiny vazajici reagpta také dva geny, kddujici
proteiny vazajici vapnik. Jeden z nalezenychigeak pati do glutamatergni drahy.
NasSe vysledky ukazuji na darovni gema mozné vztahy snizené exprese RGS4

s dalSimi drahami, jejichZ vyznam v patofyziolagghizofrenie vSak neni znam.

U pacient se schizofrenii bylo post mortem v prefrontalniont&xu nalezeno
zvySeni exprese metabotropniho glutamatového reaemkupiny | (mGIuR1) a
zarover snizeni exprese RGS4 (Volk et al., 2010). Je tedyné, Ze nizSi expresni
hladina RGS4 a vyssSi hladina mGluRIizae podporovat signalizacitgs mGIuR1
receptory. VySSi aktivita mGIuR1 pak ude fungovat jako kompenaai
mechanismus NMDA hypofunkce u schizofrenie (Volk at, 2010). Z naSich
vysledki vSak vyplyva, Ze snizeni exprese RGS4 pfpedobré neni gicinou zneny
exprese mGIuR1 receptorSnizenou expresi RGS4 |ze na zakladSich vysledk
povaZovat spiSe za néasledekeqrhazejicich biochemickych #m spojenych
s pribéhem nemaoci.
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